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京尼平交联 3D 打印胶原 / 壳聚糖支架的表征

张佳颖 1，索海瑞 1，2，徐铭恩 1，2，王  玲 1，2

文题释义：

京尼平：是一种天然的交联剂，在碱性环境下，京尼平受到OH-攻击开环形成单个醛基中间体，开环的京尼平单分子发生自聚合反应后形

成稳定的长链结构，聚合物末端的醛基结合胶原和壳聚糖中的-NH2生成Schiff键，形成一种可靠的交联网状结构。

壳聚糖：是一种天然活性多糖，结构和糖胺聚糖相似，具备良好的生物相容性，在体内会被溶菌酶缓慢降解，形成能被人体吸收的单糖或

寡糖，与胶原蛋白复合可改善其力学性能和降解性能，因此被广泛应用于组织工程支架研究。

摘要

背景：胶原/壳聚糖支架需交联才能达到相应力学性能，有研究表示调节交联剂浓度可以在一定范围内调控支架的理化性能。

目的：探究京尼平浓度对胶原/壳聚糖支架理化性能的影响，制备理化性能可调节的组织工程支架。

方法：将胶原和壳聚糖粉末分别溶于弱酸后混合均匀，作为打印墨水，利用生物3D打印机低温打印胶原支架与胶原/壳聚糖支架，经冻

干、中和处理后分别以1，3，5 mmol/L的京尼平进行交联。检测各组支架的表观结构稳定性、抗拉能力、溶胀性能、降解性能与生物相容

性。

结果与结论：①将支架在PBS中浸泡3 d后，对比未交联的冻干支架，交联后胶原支架表面维持规则的孔结构，但是支架出现明显变形；交

联后胶原/壳聚糖支架表面结构规则，仅1 mmol/L京尼平交联的胶原/壳聚糖支架存在轻微变形。②随着京尼平浓度的增加，各组支架的力

学性能增加，并且对应交联浓度下的胶原/壳聚糖支架力学性能好于胶原支架。③随着京尼平浓度的增加，胶原支架的溶胀率下降，胶原/
壳聚糖支架的溶胀率无明显变化。④浸泡于胶原酶溶液中后，不同浓度京尼平交联的胶原支架在1 h内被完全降解，胶原/壳聚糖支架的降

解速率随京尼平浓度的增加而降低，均呈现先快速后平缓的趋势。⑤将骨髓间充质干细胞接种于各组交联支架3 d后，1，3 mmol/L京尼平

交联的胶原/壳聚糖支架(或胶原支架)上的细胞数量明显多于5 mmol/L京尼平交联的胶原/壳聚糖支架(P < 0.05)。⑥结果表明，京尼平可在

一定范围调节胶原/壳聚糖支架理化性能，其中3 mmol/L京尼平交联的胶原/壳聚糖支架具有较好的力学性能、抗酶解能力与生物相容性。
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文章快速阅读：

文章特点 —
△通过低温 3D 打

印技术制备了形

状保真度高的胶

原 /壳聚糖支架。

△壳聚糖的引入使

得胶原支架的力

学性能明显提

升，不同浓度京

尼平交联的 3D
打印胶原 / 壳聚

糖支架具备可调

节的理化性能。

材料组成：
40 g/L 胶原蛋白 ( 体积分数
3% 弱酸中 37 ℃溶解 )+40 g/L
壳聚糖 ( 体积分数 3% 弱酸中
60 ℃溶解 )1 ∶ 1 共混

3 mmol/L 京尼平
交联胶原 / 壳聚
糖支架的扫描
电镜图和细胞
活死染色图

支架制备：
低温 3D 打印技术 + 冷冻干燥技术   

性能优化：
京尼平交联 ( 探究交联浓度 )
实验组
1 mmol/L
3 mmol/L
5 mmol/L   

研究结果：
3 mmol/L 京尼平交联的胶原 /
壳聚糖支架具备高度多孔结

构，力学性能好，且其细胞

相容性优异，非常适合作为

组织工程支架。
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0   引言   Introduction
组织工程利用支架、细胞和生长因子引导组织和器官再

生
[1]
。支架为组织的生长提供临时的空间结构，并可引导细

胞生长、分化和增殖，因此支架材料的选择对制备功能性组

织替代物至关重要
[2]
。胶原蛋白是细胞外基质的主要成分，

可为细胞提供良好的生长环境，降解后可被人体吸收，是常

见生物医用材料
[3-4]

。然而，胶原蛋白力学性能差、降解速

度快限制了其在组织工程的应用，通常需要与其他材料复

合
[5-6]

。壳聚糖是一种天然活性多糖，结构和糖胺聚糖相似，

具备良好的生物相容性，在体内会被溶菌酶缓慢降解，形成

能被人体吸收的单糖或寡糖，与胶原蛋白复合可改善其力学

性能和降解性能，因此被广泛应用于组织工程支架研究
[7-8]

。

支架作为适合细胞生长的基质环境，要具备优良的生物

活性、高度连通的多孔结构和仿生的力学性能
[9-10]

。常用的

胶原 / 壳聚糖支架制备技术有静电纺丝、冷冻干燥、模具成

型等，尽管这些技术可以控制支架的孔径和形状，但支架内

部的连通性和空间分布受到严重限制
[3，11-12]

。3D 打印技术可

以克服这些问题，该技术采用层层叠加的方式可以制备出高

精度的定制化支架
[13]
。与此同时，3D 打印技术结合低温平

台对打印温度进行控制，不仅可以实现难打印水凝胶的打印，

还可以有效防止打印过程中材料发生热相变，保障其生物活

性
[14]
。SUN 等

[7]
发现低温 3D 打印支架要比冻干支架具有更

高的孔隙率和更好的力学性能。李东
[8]
发现低温 3D 打印技

术不会对材料的分子结构和蛋白活性产生破坏，且可以有效

控制支架孔径，为细胞黏附提供更大的面积，因此细胞生长、

增殖情况更优。

3D 打印胶原 / 壳聚糖支架往往需要交联才能保持结构

稳定并达到一定的力学性能
[15-17]

。常用的交联剂有戊二醛、

京尼平和碳二亚胺 /N- 羟基琥珀酰亚胺。符峰等
[18]

通过戊

二醛制备的 3D 打印胶原 / 壳聚糖支架具有良好的生物相

容性。封占增
[19]

通过冷冻干燥制备了胶原 / 壳聚糖支架，

对比了 3 种常用交联剂对支架的影响，结果显示京尼平能

够维持支架的稳定性，提升抗酶解能力最强，并且细胞毒

性较弱。因此京尼平被频繁用作胶原 / 壳聚糖支架的交联 

剂
[20-22]

。有研究表示，调节交联剂浓度可以在一定范围内调

控支架的理化性能
[23]
。目前国内外关于京尼平交联 3D 打印

胶原 / 壳聚糖支架的研究较少，因此探究京尼平浓度的影响

有利于 3D 打印胶原 / 壳聚糖支架在组织工程应用领域的进

一步拓展。

实验采用不同浓度的京尼平对 3D 打印胶原 / 壳聚糖支

架进行交联，研究京尼平浓度对支架力学性能、溶胀性能、

降解性能以及生物相容性的影响，为其在组织工程中的进一

步应用奠定基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   支架理化性能及细胞生物学实验，组间比较采用

单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 10 月至 2020 年 11 月在杭

州捷诺飞生物科技股份有限公司完成。

1.3   材料   墨水的主要材料为胶原蛋白 ( 成都科乐，中国 ) 和

壳聚糖 (阿拉丁，中国 )，中和材料为NaOH(杭州高晶，中国 )，

交联剂为京尼平 ( 酷尔生物，中国 )。

冰醋酸 (杭州高晶，中国 )；去离子水 (杭州铭众，中国 )；

乙醇 ( 杭州高晶，中国 )；PBS(WISENT INC.，加拿大 )；二甲

基亚砜 ( 天津科密，中国 )；I型胶原酶 ( 赛国生物，中国 )；

胎牛血清、DMEM(WISENT INC.，加拿大 )；活、死细胞活力 / 

毒性检测试剂盒 ( 南京凯基，中国 )；生物 3D 打印机、深井

低温平台 (Regenovo，中国 )；电子分析天平 (Sartorius，德国 )；

搅拌机 ( 巩义予华，中国 )；涡旋仪 (IKA，德国 )；真空冻干

机 (Christ，德国 )；力学测试仪 (TA Instruments，美国 )；双

Abstract
BACKGROUND: Collagen/chitosan scaffolds need to be cross-linked to achieve corresponding mechanical properties. Studies have shown that the regulation of 
crosslinking agent concentration can control the physical and chemical properties of collagen/chitosan scaffolds. 
OBJECTIVE: To explore the effect of genipin concentration on physical and chemical properties of collagen/chitosan scaffolds, and manufacture tissue 
engineering scaffolds with adjustable physical and chemical properties. 
METHODS: Collagen and chitosan were separately dissolved in weak acid and then mixed as printing ink. The collagen/chitosa scaffolds were printed using 
biological 3D printer at low-temperature, then lyophilized and neutralized, and crosslinked with 1, 3 and 5 mmol/L genipin. The apparent structural stability, 
tensile strength, swelling performance, degradation performance and biocompatibility of scaffolds of each group were detected. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) After the scaffold was soaked in PBS for 3 days, compared with the uncrosslinked freeze-dried scaffold, the surface of the 
collagen scaffold maintained regular pore structure after crosslinking, but the scaffold showed obvious deformation. The surface structure of the collagen/
chitosan scaffold was regular after crosslinking. The collagen/chitosan scaffold cross-linked with only 1 mmol/L genipin had slight deformation. (2) With the 
increased concentration of genipin, the mechanical properties of scaffolds of each group increased, and the mechanical properties of collagen/chitosan 
scaffolds at the corresponding crosslinking concentration were better than those of collagen scaffolds. (3) With the increased concentration of genipin, 
the swelling rate of the collagen scaffold decreased, and the swelling rate of the collagen/chitosan scaffold did not remarkably change. (4) After soaking in 
collagenase solution, the collagen scaffolds crosslinked with different concentrations of genipin were totally degraded within 1 hour. The degradation rate of 
collagen/chitosan scaffold decreased with the increased concentration of genipin, showing a trend of rapid first and then smooth. (5) After inoculating bone 
marrow mesenchymal stem cells on the crosslinked scaffolds for 3 days, the number of cells on the 1 and 3 mmol/L genipin crosslinked collagen/chitosan 
scaffold (or collagen scaffold) was significantly more than that on the 5 mmol/L genipin crosslinked collagen/chitosan scaffold (P < 0.05). (6) Results have 
suggested that genipin can adjust the physical and chemical properties of collagen/chitosan scaffolds within a certain extent. Among them, collagen/chitosan 
scaffold crosslinked with 3 mmol/L genipin has good mechanical properties, resistance to enzymatic hydrolysis and biocompatibility.
Key words: crosslinking; collagen; chitosan; low-temperature 3D printing; genipin; tissue engineering; scaffold; cell viability
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功能气浴恒温振荡器 ( 上海坤诚，中国 )；移液枪 ( 力成科技，

中国 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   交联剂的配制   取 1 mL 二甲基亚砜溶液溶解 0.226 23 g

京尼平粉末 ( 分子质量为 226.23 g/mol)，配制 1 mol/L 的京

尼平母液。用体积分数 75% 乙醇稀释京尼平母液，配制浓度

为 1，3，5 mmol/L 的京尼平溶液，4 ℃密封保存。

胶原 / 壳聚糖复合墨水的制备流程见图 1。37 ℃水浴锅

预热冷藏的胶原溶液和壳聚糖溶液，混匀制备出总质量浓度

为 40 g/L 的胶原 / 壳聚糖复合墨水。

1.4.2   交联剂的配制   取 1 mL 二甲基亚砜溶液溶解 0.226 23 g

京尼平粉末 ( 分子质量为 226.23 g/mol)，配制 1 mol/L 的京

尼平母液。用体积分数 75% 乙醇稀释京尼平母液，配制浓度

为 1，3，5 mmol/L 的京尼平溶液，4 ℃密封保存。

1.4.3   低温打印准备   以 5 mL 透明料筒装打印墨水备用。深

井低温平台连接温度控制器，平台温度控制在 -10 ℃。打印

喷头装入料筒，挂载到打印机上，打印喷头温度设为 8 ℃，

等待 30 min直到温度稳定。将打印路径导入打印机控制软件，

打印参数见表 1。

溶胀性能测试：取冻干后交联支架称质量，记为 m0。

在 37 ℃将支架浸泡于 2 mL PBS 中 24 h，达到溶胀平衡后

移除 PBS，将支架静置于 45° 斜平面 1 min 后称质量，记为

mS。支架溶胀率计算公式：S=(mS-m0)/m0×100%。

降解性能测试：取冻干后的交联支架称质量，记为

m0。将支架放入 12 孔板中，每孔加 3 mL 质量浓度为 0.2 g/L 的

胶原酶溶液，在 37 ℃的双功能气浴恒温振荡器中 100 r/min

分别降解 1，2，8，24 h 后，移除胶原酶溶液，将支架冻干

处理，记录支架质量 md。支架降解率计算公式：D=(m0–md)/

m0×100%。

生物相容性测试：从 1 只 4-6 周龄 SD 大鼠 [ 购自浙江

省医学科学院，许可证号 SCXK( 浙 )2019-0002] 股骨中分离

出骨髓间充质干细胞。将股骨的两端从骨骺上剪开，使用含

有 DMEM 培养基和体积分数 10% 胎牛血清的注射器将骨髓

从骨干中冲洗出，收集骨髓，在体积分数 95% 空气和 5% 二

氧化碳的恒温 (37 ℃ )环境中培养 3 d。4 d后首次更换培养基，

此后每 3 d 更换一次，细胞密度达到 80%-90% 进行传代。将

第 4 代和第 9 代之间的骨髓间充质干细胞用于实验。利用流

式细胞仪检测第 3 代细胞的表面标志物，其中 CD29 和 CD90

强阳性表达，CD34 和 CD45 阴性表达，证明该细胞为骨髓间

充质干细胞。所有支架经过打印、冻干、中和、交联后用于

细胞存活率测试。细胞接种前对支架进行紫外线灭菌及 PBS

洗涤中和数次，直到 pH 值达到 7。将密度为 1×106/cm2
的细

胞悬液接种到支架的上表面，培养基每 2 d 更换一次，3 d 后

用 PBS 轻轻冲洗孔板，并加入 1 mg/L 的 Calcein-AM 和 5 mg/L

的 propidium iodide(PI) 培养 30 min 以染色活细胞和死细胞，

最后用荧光显微镜对支架进行成像。

1.5   主要观察指标   交联后各组支架的表观结构稳定性、抗

拉能力、溶胀性能、降解性能与生物相容性。

1.6   统计学分析   所有实验组均选择 3 个样品，实验数据以

x-±s 来表示。各组间差异采用单因素方差分析，P < 0.05 代表

差异有显著性意义，P < 0.01 代表差异有非常显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   交联前后各组支架的表观结构   图 3 可见支架在 PBS 中

浸泡 3 d 后的表观结构图，随着京尼平浓度的提高，支架颜

色加深。对比未交联的冻干支架，交联后胶原支架表面维持

规则的孔结构，侧面发生明显塌陷，层层堆积的结构消失。

交联后胶原 / 壳聚糖支架表面结构规则，且侧面层层堆积的

结构被保留，仅 1 mmol/L 胶原 / 壳聚糖支架存在轻微变形。

图 4 可见交联前后各支架上均具有丰富的孔结构。结果表明，

壳聚糖的加入有效提升了支架的稳定性，京尼平可以优化胶

原 / 壳聚糖支架在湿态环境下的稳定性。

2.2   交联后各组支架的力学性能   图 5 为交联后各组支架的

应力应变曲线和杨氏模量。胶原 / 壳聚糖支架的杨氏模量几

乎是胶原支架杨氏模量的 30 倍，且随着京尼平浓度增加，

各组支架的力学性能均显著增加，见表 2。

表 1 ｜打印参数
Table 1 ｜ Printing parameters

参数 胶原支架 胶原 / 壳聚糖支架

打印喷头气压 (mPa) 0.2 0.48 
打印喷头移动速度 (mm/s) 18 13 
打印针头直径 (mm) 0.26 0.26

胶原 / 壳聚糖支架打印成形后，将深井低温平台温度降

至 -20 ℃，维持 30 min。然后转移至 -80 ℃冷冻箱中过夜。

低温 3D 打印系统及支架模型见图 2。

1.4.4   冷冻干燥处理   从 -80 ℃超低温冷冻箱中取出支架，

快速转移到真空冻干机中。切换为主要干燥模式后，拧紧排

气阀。10 h 后切换为终结干燥模式，维持 2 h 后关闭真空冻

干机，取出冻干支架，4 ℃密封保存。

1.4.5   交联处理   用体积分数 0.1% 的 NaOH 溶液中和胶原支

架与胶原 / 壳聚糖支架，1 h 后分别放入 24 孔板，用 1，3，
5 mmol/L 的京尼平溶液于 37 ℃恒温交联 1.5 h，随后移除京

尼平溶液，PBS 浸泡并冲洗支架 3 次，每次 15 min。文中将

n mmol/L 京尼平交联的支架称为 n mmol/L 支架。

1.4.6   支架的表征

表观结构观察：将京尼平交联后支架浸没于 PBS 中，3 d

后观察支架的表观结构稳定性。

扫描电镜观察：对支架喷金处理，扫描电镜下观察京尼

平交联前后支架的微观结构。

拉伸测试：3D 打印厚 2 mm、长 20 mm、宽 10 mm 的

支架样品。所有样品经不同浓度京尼平交联，PBS 浸泡 24 h，

达到溶胀平衡后进行拉伸实验。样品两端通过初始距离为 6 mm

的夹钳固定，以 1 mm/min 的速度进行单轴拉伸，直到样品

断裂，记录拉伸过程的应力应变曲线和支架的杨氏模量。
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表 2 ｜不同浓度京尼平交联后各组支架的杨氏模量         (x-±s，kPa)
Table 2 ｜ Young’s modulus of each scaffold after crosslinking with 
different concentrations of genipin

组别 杨氏模量

1 mmol/L 京尼平交联胶原支架 1.393±0.361
3 mmol/L 京尼平交联胶原支架 2.795±0.276
5 mmol/L 京尼平交联胶原支架 4.297±1.045
1 mmol/L 京尼平交联胶原 / 壳聚糖支架 27.837±11.459
3 mmol/L 京尼平交联胶原 / 壳聚糖支架 58.463±13.542
5 mmol/L 京尼平交联胶原 / 壳聚糖支架 65.870±3.666

结果表明，加入壳聚糖可以有效提升支架的力学性能，

改变京尼平浓度可以调节胶原 / 壳聚糖支架的力学性能。

2.3   交联后各组支架的溶胀性能    图 6 表征各组支架的溶胀

情况。如图 6A 所示，浸没在 PBS 中 24 h 后，未交联的胶原

支架结构被完全破坏，未交联的胶原 / 壳聚糖支架吸水胀大，

形状发生明显变化；交联后各组支架表面维持清晰的网络结

构，但 1 mmol/L 胶原支架力学性能极差，溶胀率测量过程

中误差较大，视为无效值。如图 6B 所示，5 mmol/L 胶原支

架的溶胀率为 13.74±0.71，较 3 mmol/L 胶原支架 (22.71±2.36)

显著下降，其余各组溶胀率未见明显差异。结果表明，京尼

平浓度对胶原 / 壳聚糖支架的溶胀性能无显著影响。

图注：A 为溶胀平衡状态，浸没在 PBS 中 24 h 后，未交联的胶原支架支

架结构被完全破坏，未交联的胶原 / 壳聚糖支架吸水胀大，形状发生明

显变化；交联后各组支架表面维持清晰的网络结构，但 1 mmol/L 胶原

支架的力学性能极差，溶胀率测量过程中误差较大，视为无效值。B 为

溶胀率，
aP < 0.01

图 6 ｜不同浓度京尼平交联支架的溶胀性能

Figure 6 ｜ Swelling performance of the scafflod after crosslinking with 
different concentrations of genipin
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图注：随着京尼平浓度的提高，支架颜色加深。对比未交联的冻干支架，

交联后胶原支架表面维持规则的孔结构，侧面发生明显塌陷，层层堆积

的结构消失；交联后胶原 / 壳聚糖支架表面结构规则，且侧面层层堆积

的结构被保留，仅 1 mmol/L 胶原 / 壳聚糖支架存在轻微变形

图 3 ｜不同浓度京尼平交联支架置于 PBS 中浸泡 3 d 后的表观结构对比

( 标尺 =5 mm)
Figure 3 ｜ Comparison of the apparent structure of the scaffolds 
crosslinked with different concentrations of genipin after immersion in PBS 
for 3 days (scale bars=5 mm)

图注：交联前后各支架上均具有丰富的孔结构

图 4 ｜ 3 mmol/L 京尼平交联前后支架的微观结构图

Figure 4 ｜ Microstructure of the scaffold before and after crosslinking 
with 3 mmol/L genipin

图注：
aP < 0.05，bP < 0.01

图 5 ｜不同浓度京尼平交联支架的应力应变曲线 (A) 与杨氏模量 (B)
Figure 5 ｜ Stress-strain curve (A) and Young’s modulus (B) of different 
concentrations of genipin crosslinked scaffold

图 2 ｜低温 3D 打印系统及支架示意图

Figure 2 ｜ Schematic diagram of low-temperature 3D printing system and 
scaffold
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图 1 ｜胶原 / 壳聚糖复合墨水制备流程示意图

Figure 1 ｜ Schematic diagram of collagen/chitosan hybrid ink preparation process
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2.4   交联后各组支架的降解性能   图 7 表征交联后各组支架

的降解曲线。从图中可以看出，不同浓度京尼平交联的胶原

支架在 1 h 内被完全降解，而胶原 / 壳聚糖支架的降解速率
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2.6   交联后支架的生物相容性   由细胞活死染色可知，京尼

平交联的胶原 / 壳聚糖支架具有良好的生物相容性。

3   讨论   Discussion
实验通过深井低温 3D 打印技术和冷冻干燥技术实现了

多孔胶原支架和胶原 / 壳聚糖支架的制备。胶原成形性差，

目前少数研究对中性胶原溶液进行 3D 打印，但胶原本身不

溶于中性环境，这种打印方法需要对胶原改性，操作较复

杂
[9，24]

。胶原蛋白具有温度敏感性，当温度改变时其黏度会

发生变化，打印过程中控制墨水温度在凝胶化温度以下墨水

会变成凝胶状态，因此可以通过对支架所处的深井空间进行

温度控制来保障其结构稳定性
[25]
。胶原蛋白还具有剪切变稀

的能力，随着剪切率的增强其黏度会降低，变成流动的状态，

撤去剪切力后又会恢复原来的黏性
[26]
。这两种特性的结合使

其利于通过 3D 打印成形。实验采用深井低温平台对打印过

程中环境温度进行控制，可以直接实现酸性环境下胶原支架

的打印，同时有效防止支架塌陷，构建形状保真度高的支架。

胶原的三维螺旋链中含有大量的 -COO- 基团，会与壳

聚糖中大量 -NH2 基团产生静电作用，在壳聚糖浓度高的条

件下还会形成分子内和分子间氢键，这种相互作用力可以优

化墨水的稳定性
[27]
。对比胶原支架和胶原 / 壳聚糖支架发现，

壳聚糖的加入显著提升了支架湿态环境下的稳定性和支架的

力学性能，且并没有对支架上细胞产生影响。这是因为壳聚

糖具有良好的生物相容性，且在动物体内降解缓慢，其可以

克服胶原支架降解速率过快的缺点，在人体内起到支撑的作

用
[28]
。

3D 打印的胶原 / 壳聚糖支架具备优异的生物相容性，

但力学性能不足使其应用受限。京尼平和戊二醛是优化胶原 /

壳聚糖支架力学性能较常用的交联剂，有研究指出京尼平和

戊二醛的交联效果相似，但京尼平的毒性更低
[19，29]

。京尼平

是一种天然的交联剂，在碱性环境下，京尼平受到 OH-攻击

开环形成单个醛基中间体，开环的京尼平单分子发生自聚合

反应后形成稳定的长链结构，聚合物末端的醛基结合胶原和

壳聚糖中的 -NH2 生成 Schiff 键，形成一种可靠的交联网状结

构
[30]
。实验结果显示，京尼平交联后的 3D 打印胶原 / 壳聚

糖支架可以在 PBS 中较长时间维持稳定的三维空间形态，3D

打印胶原 / 壳聚糖支架的力学性能会随京尼平浓度的增加而

提升，通过调节京尼平浓度可以实现不同力学性能组织工程

支架的制备。采用 Calcein-AM 和 PI 对接种细胞的 3D 打印胶

原 / 壳聚糖支架进行染色处理，对比不同浓度京尼平交联支

架的细胞实验结果，发现 3 mmol/L 以下京尼平交联所得支架

细胞存活率高，且细胞在支架上均匀分布，因此这种制备技

术可以获得生物相容性较好、理化性能可调的组织工程支架。

结论：实验利用京尼平对 3D 打印的胶原 / 壳聚糖支架

进行交联，制备出兼具良好力学性能和细胞活性的组织工程

支架。结果表明，3 mmol/L 京尼平交联的胶原 / 壳聚糖支架

具有较好的力学性能和抗酶解能力，能够保证骨髓间充质干

图注：不同浓度京尼平交联的胶原支架在 1 h 内被完全降解，而胶原 /
壳聚糖支架的降解速率随京尼平浓度的增加而降低，均呈现先快速后平

缓的趋势

图 7 ｜不同浓度京尼平交联支架的降解性能

Figure 7 ｜ Degradation properties of genipin crosslinked scaffolds with 
different concentrations

图注：与 5 mmol/L 京尼平交联的同种支架相比，1，3 mmol/L 京尼平交

联支架中的细胞数量多且分布均匀

图 8 ｜不同浓度京尼平交联支架的细胞相容性 ( 标尺 =500 μm)
Figure 8 ｜ Cytocompatibility of genipin crosslinked scaffolds with different 
concentrations (scale bars=500 μm)

图注：
aP < 0.05，bP < 0.01

图 9 ｜不同浓度京尼平交联

支架的细胞存活率

Figure 9 ｜ Cell viability of 
genipin crosslinked scaffolds 
with different concentrations
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则随京尼平浓度增加而降低，均呈现先快速后平缓的趋势。

随着京尼平浓度的增加，支架前期的降解速率减慢，降解达

到最大值的时间延长。在降解 24 h 后，胶原 / 壳聚糖支架的

剩余量随京尼平浓度增加而增加。结果表明，壳聚糖的加入

可以使支架不被完全降解，提高京尼平浓度可显著提升胶原 /

壳聚糖支架的抗酶解能力。

2.5   交联后各组支架的细胞活性   图 8 为骨髓间充质干细胞

在交联后各组支架上的存活情况。1，3 mmol/L 支架中的细

胞数量较 5 mmol/L 支架显著增多，5 mmol/L 支架上细胞数

量少且分布不均。

观察图 9 发现，1，3 mmol/L 支架上的细胞存活率高达

97%，与 5 mmol/L 支架 ( 细胞存活率约 93%) 存在明显差异 

(P < 0.05， P < 0.01)。结果表明，壳聚糖的加入未对细胞的

生长产生明显影响，而高浓度的京尼平会降低细胞的存活率。
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细胞的生长，且细胞存活率高达 97%。实验通过改变京尼平

的浓度实现对支架理化性能的调节，为 3D 打印胶原 / 壳聚

糖支架在组织工程领域的进一步应用提供借鉴。
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