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3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物玻璃骨缺损修复支架的生物安全性评价

谭国忠 1，涂欣冉 1，郭黎洋 1，钟嘉琳 1，张  阳 2，江千舟 1

文题释义：
3D打印骨缺损修复支架：以生物活性材料为墨水，利用3D打印技术针对下颌骨骨缺损设计的可降解组织工程支架，其特异性成型的特点
可与骨缺损部位精准匹配，支架的降解为新骨的长入提供空间，同时释放活性离子诱导细胞的黏附、迁徙，为新骨的形成提供条件。
L929细胞：是小鼠皮下组织分离出的一种成纤维细胞，为国标上细胞毒性实验的标准细胞系之一，材料与L929细胞体外培养能直观地表现
出细胞与目标材料的复合生长状况，可验证体内植入材料在临床应用前是否存在细胞毒性。

摘要
背景：在组织工程开发的多种生物材料中，明胶、海藻酸钠和58S生物活性玻璃在骨缺损修复中具有良好的生物相容性、适宜的降解性及
较佳的成骨诱导性。
目的：通过3D打印技术制备明胶/海藻酸钠/58S生物活性玻璃支架，研究其体外性能及生物安全性。
方法：将明胶、海藻酸钠和58S生物活性玻璃与去离子水混合并搅拌均匀作为打印墨水，通过3D打印技术完成支架的制备，交联后冻干。
①体外实验：采用扫描电镜和万能材料试验机检测支架的形态特征和抗压强度；将支架浸入模拟体液中16周，观察其降解速率；采用支
架浸提液培养L929细胞3 d，观察细胞形态与生长状况；将支架与大鼠骨髓间充质干细胞共培养0，7，14，21 d，利用CCK-8法检测细胞增
殖，DAPI染色观察细胞的黏附与存活，RT-PCR检测成骨相关基因的表达；②体内实验：在10只SD大鼠右下颌骨制备直径5 mm的全层骨缺
损，实验组5只植入支架，空白组5只未植入支架，术后4周进行肝、肾功能检测、肝肾脑组织学与骨缺损区组织学观察。
结果与结论：①体外实验：扫描电镜显示支架表面粗糙，呈蜂窝状结构；支架的平均杨氏模量为272.33 MPa；浸泡于模拟体液中前6周
时，支架降解较快且速度均匀，第6周后降解速率减慢，仍大致保持均一的降解速率，在16周时降解率达18%；倒置显微镜显示，L929细
胞在支架浸提液中生长良好，形态结构完好；随着培养时间的延长，骨髓间充质干细胞的增殖率增加；DAPI染色显示，骨髓间充质干细胞
黏附于支架表面生长，由开始的堆积生长逐渐爬行及向四周扩展；RT-PCR检测显示，支架可促进骨髓间充质干细胞骨形态发生蛋白2、骨
钙素、RUNX2 mRNA的表达；②体内实验：实验组支架植入后未影响大鼠肝、肾功能，未造成肝、肾和脑组织的病理损害；下颌骨骨缺损
标本苏木精-伊红染色显示，实验组支架未完全降解，新生骨连接宿主骨与余留支架，新生骨组织周围可见少量成骨细胞浸润及炎性细胞
浸润，空白组宿主骨边缘见少量新生骨及大量纤维组织；③结果表明，3D打印明胶/海藻酸钠/58S生物活性玻璃骨缺损修复支架的细胞相
容性良好，无明显细胞毒性及组织毒性，具有良好的生物安全性。
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文章快速阅读：

文章特点—

△通过 3D 打印方式

制备出与骨缺损相

匹配的组织工程支

架，利用体外细胞

实验和体内骨缺损

植入实验验证该支

架的细胞相容性和

生物安全性。

材料及方法：

将含明胶、海藻

酸钠和 58S 生物

活性玻璃的浆料

混匀，通过 3D
打印技术制备骨

缺损修复支架。

体内、体外实验：

(1) 支架结构观测、抗压强

度及体外降解检测；

(2) 细胞毒性实验和细胞增

殖实验；

(3) 细胞在支架表面的种植；

(4) 大鼠下颌骨骨缺损模型

的建立和支架的植入，大

鼠肝、肾功能检测和肝肾

脑组织学分析。

结果：

(1)3D 打印骨缺损修复

支架具有网状多孔结

构，抗压强度良好，

降解速率均一、稳

定，体外细胞相容性

良好，无细胞毒性；

(2) 体内植入未对大鼠

重要脏器产生病理损

害。
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0   引言   Introduction
因先天畸形、创伤、感染或手术切除导致的口腔颌面部

大面积骨缺损，由于超出自我修复限度引起愈合不全或延期

愈合，通常需要外部干预来促进骨修复。传统的骨缺损修复

方式是骨移植，根据供体组织和材料的不同，骨移植可分为

自体骨移植、同种异体骨移植、异种骨移植和合成骨移植
[1]
。

自体骨移植来源有限，并且会导致供体部位的损伤；异体骨

移植缺乏自体骨的成骨特性，并且存在免疫排斥和病原体传

播的风险
[2-4]

，在实际应用中均存在一定的局限性。因此，

合成骨替代品一直是人们关注的焦点，其不仅可以大规模生

产，而且可在保证生物安全性的前提下在临床上加以利用。

目前，合成骨替代品的常见形式是组织工程支架，其中选择

适宜的制备方法和材料是支架研发的两个关键因素。传统支

架制作方法精度不足，而且难以构建复杂结构及形状，制作

工艺亟需改善。近年来 3D 打印技术迅速发展，在骨缺损修

复领域的应用中展现出了独特的优势。3D 打印又称增材制

造或快速成型，是一种以三维数字模型为基础，通过逐层叠

加的方式将材料结合起来的技术
[5]
。作为一种新兴技术，3D

打印不仅可制备出与骨缺损外形完美匹配的支架，其内部孔

隙还能为新生组织生长修复提供空间，有利于新生血管和骨

组织的长入
[6-8]

。

支架材料植入体内必须满足良好的生物学和结构特性要

求，同时其良好的生物安全性也是骨缺损修复的前提。一方

面，材料良好的生物相容性是细胞黏附、增殖和迁移的基本

要求之一，其在不影响缺损区新生细胞正常生物学行为的基

础上，为成骨和成血管细胞的趋化提供可能；另一方面，支

架材料降解代谢的同时，对机体本身也不会产生生物毒性。

常见的支架制作材料包括金属、生物陶瓷及高分子聚合材料，

这些材料在结构支撑、骨诱导性能和可控性生物降解等方面

存在不同程度缺陷，往往不能满足临床的要求，因此，探索

合适的组织工程支架材料是目前的研究热点
[9]
。在组织工程

开发的多种生物材料中，明胶、海藻酸钠和 58S 生物活性玻

璃因其良好的生物相容性、适宜的降解性及较佳的成骨诱导

性，被认为在骨缺损修复中具有广阔的应用前景。课题组尝

试将明胶、海藻酸钠和 58S 生物活性玻璃结合，通过 3D 打

印技术制备三维支架并通过体内外实验评价其生物安全性，

为后期临床的应用奠定基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   材料学及对比观察动物实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 12 月至 2020 年 6 月在广州

市口腔再生医学基础与应用研究重点实验室和广州中医药大

学实验动物中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实 验 用 主 要 试 剂   正 硅 酸 乙 酯、 四 水 硝 酸 钙

[Ca(NO3)2·4H2O] 和柠檬酸 ( 光华化工有限公司，中国 )；磷酸

三乙酯、明胶和海藻酸钠 ( 阿拉丁实业有限公司，中国上海 )；

盐酸、无水乙醇 ( 大茂化学试剂厂，中国天津 )；PBS、胎牛

Abstract
BACKGROUND: Among the biological materials developed by tissue engineering, gelatin, sodium alginate and 58S bioactive glass have good biocompatibility, 
suitable degradability and better osteogenic induction in bone defect repair.  
OBJECTIVE: To prepare gelatin/sodium alginate/58S bioactive glass scaffolds with three-dimensional printing technology and investigate their performance in 
vitro and biosafety.
METHODS:  Gelatin, sodium alginate and 58S bioactive glass were mixed with deionized water and stirred uniformly as printing ink. The scaffolds were prepared 
by three-dimensional printing technology and then lyophilized after cross-linking. (1) In vitro experiment: The morphological characteristics and compressive 
strength of the scaffolds were detected by scanning electron microscopy and universal material testing machine, respectively. The scaffolds were immersed into 
simulated body fluid for 16 weeks to observe the degradation rate. L929 cells were cultured with scaffold extract for 3 days, and the morphology and growth of 
cells were observed. The scaffolds were co-cultured with rat bone marrow mesenchymal stem cells for 0, 7, 14 and 21 days. The cell proliferation was detected 
by CCK-8 assay. The cell adhesion and survival were observed by DAPI staining. The expression of osteogenic related genes was detected by RT-PCR. (2) In vivo 
experiment: Full thickness bone defects with a diameter of 5 mm were made in the right mandibles of 10 SD rats; 5 in the experimental group were implanted 
with scaffolds, and 5 in the blank control group were not implanted with scaffolds. Liver and kidney function tests and histological staining of the liver, kidney, 
brain and bone defects were performed 4 weeks after surgery.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) In vitro experiment: Scanning electron microscopy showed that the surfaces of the scaffolds were rough and honeycombed. 
The average Young’s modulus of the scaffolds was 272.33 MPa. In the first 6 weeks, the scaffolds degraded rapidly and uniformly after soaking in the 
simulated body fluids. After the week 6, the degradation rate slowed down and remained roughly uniform, and the degradation rate reached 18% at the 
week 16. Inverted microscope showed that L929 cells grew well in the scaffold extract, and the morphology and structure of L929 cells were intact. With 
the extension of culture time, the proliferation rate of rat bone marrow mesenchymal stem cells increased. DAPI staining showed that the rat bone marrow 
mesenchymal stem cells adhered to the surfaces of the scaffolds and gradually crawled and expanded from initial accumulation to peripheral growth. RT-
PCR assay revealed that the scaffolds could promote the mRNA expression of bone morphogenetic protein-2, osteocalcin and RUNX2 in rat bone marrow 
mesenchymal stem cells. (2) In vivo experiment: In the experimental group, the function of liver and kidney was not affected, and pathological damage of 
liver, kidney and brain tissue was not caused after implantation of scaffolds. Hematoxylin-eosin staining of the mandibular bone defect specimens indicated 
that the scaffolds of the experimental group were not completely degraded, and the new bone connected the host bone with the remaining scaffolds. A 
small amount of osteoblasts and inflammatory cells were observed around the new bone tissue, while a small amount of new bone and a large amount of 
fibrous tissue were seen at the edge of the host bone in the blank control group. (3) These results suggested that the three-dimensional printed gelatin/
sodium alginate/58S bioactive glass scaffolds for bone defect repair possess favorable cytocompatibility, no obvious cytotoxicity or tissue toxicity, and have 
admirable biosafety.
Key words: three-dimensional printing; gelatin; sodium alginate; 58S bioactive glass; bone defect; scaffolds; cytotoxicity; biosafety
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血清、DMEM(Gibco，美国 )；模拟体液 ( 雷根生物，北京 )；
CCK-8 试剂 (Dojindo，日本 )；Prime Script RT 试剂盒 (TaKaRa，

日本 )；DAPI( 碧云天生物，上海 )。 

1.3.2   实验用主要仪器   3D 打印机 (Regenovo 系列，中国杭

州 )；冷冻干燥机 (CHRIST 系列，德国 )；扫描电镜 (Hitachi 

S-3400N Ⅱ，日本 )；倒置 / 荧光显微镜 (LEICA DMI3000 B，

德国 )；万能材料试验机 (Instron 3366，美国 )；石蜡切片机

(LEICA，德国 )；正置显微镜 (LEICA DM2000，德国 )。
1.3.3   实验动物   健康 SPF 级雄性 SD 大鼠 10 只，体质量

280-320 g，由南方医科大学实验动物中心提供，许可证

号：SCXK( 粤 )2016-0041。实验单位使用许可证编号：SYXK 

( 粤 )2018-0001。按随机数字表法将 10 只大鼠分成实验组和

对照组，每组 5 只。实验经广州中医药大学实验动物伦理委

员会审议批准。

1.4   实验方法   

1.4.1   3D 打印支架的制备   在无水乙醇中先后加入适量的柠

檬酸、正硅酸乙酯、磷酸三乙酯和四水硝酸钙并搅拌均匀，

将所得混合液于 720 ℃马弗炉中烧结 24 h，球磨机研磨 6 h

后得到了由 80%SiO2、16%CaO 和 4%P2O5 组成的 58S 生物活

性玻璃。

取适量的 58S 生物活性玻璃、明胶和海藻酸钠加入去

离子水中，在 37 ℃恒温条件下进行磁力搅拌 (1 000 r/min)

和机械搅拌 (1 200 r/min)，将搅拌均匀的混合物转移至 3D

打印机料筒中，作为打印墨水备用。设定打印参数：注射

枪头孔径为 0.4 mm，挤出压力为 0.38 MPa，打印速度为 

15 mm/s，间隙为 1.2 mm，挤出温度为 28 ℃。通过层层叠

加的方式完成支架的制备，将支架浸泡在 10%CaCl2 溶液中

交联 10 min，随后在 0.25% 戊二醛溶液中交联 30 min。用蒸

馏水冲洗支架 5 次，然后在蒸馏水浸泡 8 h 去除余留戊二醛。

将支架放入冷冻干燥机中，在 -80 ℃条件下冻干 24 h，成品

备用，扫描电镜下观测支架表面形态。

1.4.2   支架的抗压强度   将支架 (10 mm×10 mm×4.5 mm) 充分

溶胀后 (m0) 置于万能材料试验机上，调整试验机压板中心与

支架中心重合。开启试验机，当上压板与支架恰好接触时停

止。调试试验机参数，以 1 mm/min 的速度进行加荷，负载

为 1 kN 时停止负载，通过软件计算杨氏模量，绘制载荷曲线。

实验 3 次，取平均值。

1.4.3   支架的体外降解   支架称质量后浸泡在模拟体液中，

每周将支架从模拟体液中取出并用滤纸吸干，称质量并记录，

再浸泡在模拟体液中，直至 16 周，每周取 3 个样本。质量

损失率 (%) = (m0-mt)/m0 ×100%，其中 m0 为支架原始质量，

mt 为支架在一个时间点的质量。

1.4.4   支架的细胞毒性实验   将支架浸泡在含体积分数 2% 胎

牛血清的 DMEM 中 24 h 制备浸提液，支架表面积与浸提介

质体积比为 3 cm2/mL、浸提温度为 37 ℃。将 L929 细胞 ( 赛

百慷，上海 ) 以 105/ 孔的密度接种于 6 孔板中，分别用 2 mL 

的普通培养基和支架浸提液培养 3 d，倒置显微镜下观察

L929 细胞形态和生长状况。

1.4.5   支架的细胞增殖实验   将支架用无菌手术刀片剪切成 

5 mm×5 mm×2 mm 的立方形，经体积分数 75% 乙醇及紫外线

消毒 30 min。将大鼠骨髓间充质干细胞 ( 普诺赛，武汉 ) 以
2×104/ 孔的密度接种至支架中，孵育 0，7，14 和 21 d 后，更

换为含 10%CCK-8 试剂的培养基 100 μL，37 ℃孵育 30 min， 

使用酶标仪在 490 nm 处读取吸光度值，计算细胞相对增殖

率。细胞增殖率 =(Ax-A0)/(A1-A0)×100%，其中 Ax 为每个时间

点的吸光度值，A1 为接种后即刻的吸光度值，A0 为 CCK-8 溶

液加培养基后无细胞状态的吸光度值。

1.4.6   细胞在支架表面的种植及成骨相关基因表达   支架经

体积分数 75% 乙醇及紫外线消毒 30 min 后，置于 12 孔板中；

将大鼠骨髓间充质干细胞以 105/ 孔的密度接种于 12 孔板的

孔中，37 ℃孵育 4 h；采用无菌镊将支架转移至新的 12 孔板

中，每孔加入 2 mL 完全培养基。培养 7，14，21 d 后，将支

架在含体积分数 3.7% 甲醛的 PBS 溶液中固定 30 min，4 ℃的

PBS 洗涤 3 次；将支架在冷冻的 0.25%triton X-100 中通透化

处理 5 min，再返回 4 ℃的 PBS；与 DAPI 孵育 10 min，再用

4 ℃的 PBS 洗涤。最后，荧光显微镜下观察细胞在支架上的

定植状态。

支架与大鼠骨髓间充质干细胞共培养 7，14，21 d 后，

0.25% 胰酶消化细胞，提取总 RNA，按程序进行 RT-PCR 分析；

以普通培养基平面培养的细胞为对照。利用 Prime Script RT

试剂盒将总 RNA 反转录为 cDNA，并以 cDNA 为模板设计相

关基因引物序列，以 GAPDH 为内参，进行实时定量 PCR 检

测成骨相关基因骨形态发生蛋白 2、骨钙素和 RUNX2 mRNA

的表达，实验使用的相关引物序列见表 1。

1.4.7   支架的动物体内植入实验   无菌状态下采用 5% 戊巴比

妥 (35 mg/kg) 腹腔注射麻醉 10 只大鼠，麻醉起效后于大鼠右侧

下颌区备皮，碘伏消毒、铺巾，术区皮下注射含 1 ∶ 100 000

肾上腺素的 2% 利多卡因；在平行下颌骨下缘上作 1.0-1.5 cm

切口，皮下组织分层切开后钝性分离暴露出下颌骨，在生

理盐水灌注配合下，使用直径 5 mm 的环骨钻制备直径为     

5 mm 的圆形全层骨缺损，生理盐水冲洗术区，实验组植入

支架，空白组不放任何材料，组织内伤口采用 5-0 缝合线分

层缝合。术后连续 3 d 使用青霉素钠 (40×104 U/kg) 肌肉注射

抗感染，并密切观察大鼠生命状态。

大鼠肝、肾功能检测和肝肾脑组织学分析：术后第 4 周

固定大鼠，在非麻醉状态下行尾静脉采血，收集血液样本分

别检测以下指标：血清白蛋白、血清球蛋白、谷丙转氨酶、

表 1 ｜ RT-PCR 引物列表
Table 1 ｜ RT-PCR primer list

基因名称 上游引物 (5'->3') 下游引物 (5'->3')

GAPDH TCT CTG CTC CTC CCT GTT C ACA CCG ACC TTC ACC ATC T
RUNX2 GAA ATG CCT CTG CTG TTA TGA AAG TGA AAC TCT TGC CTC GTC
骨形态发生蛋白 2 GAG AAA AGC GTC AAG CCA AAC GTC ATT CCA CCC CAC ATC ACT
骨钙素 AGG GCA GCG AGG TAG TGA AG CTC CTG AAA GCC GAT GTG GT
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谷草转氨酶、肌酐、尿素氮。大鼠采血后采用二氧化碳窒息

法行安乐死，分别回收两组动物肝、肾、脑组织，于多聚甲

醛中固定 24 h，标本经梯度乙醇脱水、二甲苯透明和石蜡包

埋后，使用石蜡切片机制作厚度为 5 μm 的组织切片，进行

苏木精 -伊红染色，正置显微镜下观察组织学变化。

大鼠下颌骨苏木精 - 伊红染色：术后第 4 周大鼠安乐死

后，剔除下颌区相关软组织后暴露支架植入缺损区，观察支

架植入后缺损愈合情况；下颌骨后经多聚甲醛固定 24 h 后，

通过 10%EDTA 进行脱钙，常规制作厚度为 5 μm 的切片，进

行苏木精 - 伊红染色，正置显微镜下观察缺损区新生骨组织

形成。 

1.5   主要观察指标   3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻

璃支架的细胞相容性和组织相容性。

1.6   统计学分析   应用 SPSS 25.0 统计软件分析，数据以 x-±s

表达，组间比较采用 t 检验，以 P < 0.05 为差异有显著性意  

义。

2   结果   Results 
2.1   3D 打印支架的表征   根据需求可设计不同类型支架，实

验打印出圆柱状及立方形的 3D 支架，支架内部可见三维网

状多孔结构，各孔大小均匀、相互贯通，见图 1。扫描电镜

显示支架表面粗糙，呈蜂窝状结构，见图 2，为细胞的黏附、

增殖及新陈代谢提供空间。

图注：A、B 为圆柱状与立方形支架的俯视图，C、D 为圆柱状与立方形

支架的侧视图。支架内部可见三维网状多孔结构，各孔大小均匀、相互

贯通

图 1 ｜ 3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻璃支架的大体形态

Figure 1 ｜ General morphology of three-dimensional printing gelatin/

sodium alginate/58S bioactive glass scaffolds

A B C D

图注：支架表面粗糙，呈蜂窝状结构

图 2 ｜ 3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻璃支架的表面形貌 ( 扫
描电镜 )
Figure 2 ｜ Surface morphology of three-dimensional printed gelatin/sodium 

alginate/58S bioactive glass scaffolds (scanning electron microscope)

标尺 =500 μm 标尺 =100 μm

图注：支架的平均杨氏模量为

272.33 MPa
图 3 ｜ 3D 打印明胶 / 海藻酸钠 / 
58S 生物活性玻璃支架的抗压强

度测试

Figure 3 ｜ Compressive strength 

test of three-dimensional printed 

gelatin/sodium alginate/58S 

bioactive glass scaffolds
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将支架置于万能材料试验机行抗压强度测试，结果显示

平均杨氏模量为 272.33 MPa，见图 3，提示该支架具有良好

的抗压性能，符合体内骨缺损修复支架的基本要求。

支架的质量损失率随时间的变化，见图 4，前 6 周降解

较快且速度均匀，第 6 周后降解速率减慢，仍大致保持均一

的降解速率，在 16 周时降解率达 18%，显示支架在 16 周内

连续均匀降解，具有一定的生物稳定性。

2.2   3D 打印支架的细胞相容性   分别观察 L929 细胞在普通

培养基和支架浸提液中培养 3 d 后的生长情况，倒置显微镜

下可见细胞在浸提液中生长良好，形态结构完好且清晰可见，

与普通培养基下的细胞状态无明显差异，见图 5。

将大鼠骨髓间充质干细胞接种于支架后，CCK-8 检测显示

随着培养时间的增加，细胞增殖率逐渐增加，证明该支架无

明显细胞毒性且利于细胞增殖，见图 6。DAPI 染色显示在细胞

黏附于支架表面上生长，细胞核呈高亮蓝色荧光，细胞由开

始的堆积生长逐渐爬行及向四周扩展，在培养 21 d 后细胞形

态饱满，边界清晰，数量有所增加，见图 7，证明支架具有良

好的细胞相容性，利于大鼠骨髓间充质干细胞的生长、增殖。

RT-PCR 检测显示，支架组培养 14，21 d 的骨形态发生蛋白 2、

骨钙素、RUNX2 mRNA 表达量均高于对照组 (P < 0.05)，见图 8。

2.3   3D 打印支架的体内修复实验结果    体内实验 4 周后，实

验组与空白组的大鼠肝肾功能指标均在正常范围内，两组间

比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，见表 2。

表 2 ｜实验组与对照组肝肾功能相关指标的比较           (x-±s，n=5)
Table 2 ｜ Comparison of liver and kidney function related indexes of 
experimental and control groups

组别 血清白蛋

白 (g/L)
血清球蛋

白 (g/L)
谷草转氨酶
(U/L)

谷丙转氨酶
(U/L) 

肌酐 
(µmol/L)

尿素氮
(mmol/L)

实验组 41.14±0.85 38.56±4.54 281.12±45.58 75.94±24.38 42.40±21.24 8.78±1.51
对照组 40.54±1.37 35.86±3.85 328.78±40.12 85.34±34.13 39.60±9.26 7.36±0.85

t 值 2.216 1.015 -1.718 -0.050 0.027 1.836
P 值 0.058 0.340 0.124 0.630 0.794 0.104

大鼠肝、肾和脑组织的苏木精 -伊红染色观察，见图 9，

正常结构单位清晰可见，细胞形态正常，均未见病理性改变。

术后 4 周，两组骨缺损区颊舌侧愈合良好，无红肿、感染和

坏死情况发生，空白组缺损区见纤维结缔组织长入填充，实

验组部分材料发生降解，余留材料与周围组织有机结合，表

面见大量纤维组织包绕，见图 10，表明支架材料具有良好的

组织相容性。大鼠下颌骨骨缺损标本苏木精 -伊红染色显示，

实验组支架材料未完全降解，可见内部孔隙轮廓，新生骨连

接宿主骨与余留支架材料，新生骨组织周围可见少量成骨细

胞浸润及炎性细胞浸润；空白组宿主骨边缘见少量新生骨及

大量纤维组织，见图 11。
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图注：A 为支架在 16 周内的质量损失，前 6 周降解较快且速度均匀，

第 6 周后降解速率减慢，仍大致保持均一的降解速率，在 16 周时降解

率达 18%；B 为支架降解后的形态

图 4 ｜ 3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻璃支架的体外降解

Figure 4 ｜ Degradation in vitro of three-dimensional printed gelatin/

sodium alginate/58S bioactive glass scaffolds

图注：A 为空白组，可见大量纤维组织，在宿主骨边缘有微量新生骨形

成；B 为实验组，除了缺损边缘可见新生骨生成外，部分支架降解的同

时边缘可见新生骨组织，余留支架材料在缺损区仍可见。三角形标志指

示纤维组织，星形标志指示宿主骨，红色箭头指示新生骨，黑色箭头指

示支架材料，虚线为支架材料与周围组织交界。标尺 =50 μm
图 11 ｜术后第 4 周实验组与空白组下颌骨骨缺损标本组织学观察 ( 苏
木精 -伊红染色 )
Figure 11 ｜ Histological observation of mandibular bone defect specimens 

in the experimental group and the blank group at 4 weeks after surgery 

(hematoxylin-eosin staining)

图注：A 为普通培养基培养 3 d 的细胞；B 为支架浸提液培养 3 d 的细胞，

细胞形态结构完好且清晰可见，与普通培养基下的细胞状态无明显差异

图 5 ｜ 3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻璃支架对 L929 细胞生

长的影响 ( 倒置显微镜 )
Figure 5｜ Effect of three-dimensional printed gelatin/sodium alginate/58S 

bioactive glass scaffolds on L929 cell growth (inverted microscope)

A B

A B

图注：A、B 为空白组颊部与舌部观察角度，缺损区见大量纤维结缔组

织长入；C、D 为实验组颊部与舌部观察角度，缺损处见支架与周围骨

组织紧密结合，周围未见炎症及感染，支架部分降解的同时可见大量新

生组织长入

图 10 ｜术后第 4 周实验组与空白组骨缺损部位大体观察

Figure 10 ｜ Gross observation of bone defects in the experimental group 

and the blank group at 4 weeks after operation

A B C D

A B

图注：两组大鼠的肝、肾、脑组织结构正常，均未见明显病理改变。标

尺 =50 μm
图 9 ｜术后第 4 周实验组和空白组大鼠的主要脏器组织学变化 
Figure 9 ｜ Histological changes of main organs of rats in the experimental 

group and the blank group at 4 weeks after operation 
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图注：
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001

图 8 ｜大鼠骨髓间充质干细胞在不

同培养条件下的成骨相关基因表达

Figure 8 ｜ Expression of osteogenic 

related genes of rat bone marrow 

mesenchymal stem cells cultured in 

different environments
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图 6 ｜骨髓间充质干细胞在 3D 打印

明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻璃

支架上的增殖活性

Figure 6 ｜ Proliferative activity of rat 

bone marrow mesenchymal stem cells 

on three-dimensional printed gelatin/

sodium alginate/58S bioactive glass 

scaffolds
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图注：A-C 分别为培养 7，14，21 d 的细胞形态。细胞黏附于支架表面

上生长，细胞核呈高亮蓝色荧光，细胞由开始的堆积生长逐渐爬行及向

四周扩展，在培养 21 d 后细胞形态饱满，边界清晰，数量有所增加。

标尺 =500 μm
图 7 ｜骨髓间充质干细胞在 3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻璃

支架上的形态 (DAPI 染色 )
Figure 7 ｜ Morphology of bone marrow mesenchymal stem cells on three-

dimensional printed gelatin/sodium alginate/58S bioactive glass scaffolds 

(DAPI staining)

A B C
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2.4   支架材料的生物相容性   体外细胞毒性实验、增殖实验

与体内骨缺损修复实验显示，3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S

生物活性玻璃支架具有良好的细胞相容性与组织相容性。

3   讨论   Discussion
无法完全实现自我修复和再生的口腔颌面部大面积骨缺

损一直是临床上的治疗难点，通常需要骨移植或骨替代材料

修复。由于自体和异体骨移植存在来源不足、二次创伤及免

疫排斥等一系列问题，由此衍生了多种人工合成骨替代品，

其中以组织工程支架的研究最为热门。传统的支架制造方法

包括溶剂浇铸、微粒浸出、气体发泡、纤维网格和黏结等，

最终成型支架的孔隙尺寸、几何形状和机械强度等在口腔颌

面部骨缺损修复研究中有待提高
[10]
。与传统骨缺损修复支架

不同， 3D 打印多孔支架的开发在骨缺损修复领域中彰显出

独特优势，通过 3D 打印制备的组织工程支架在空间上可控

制材料的分布和形成特定的形状，从而实现个性化支架与骨

缺损区域的完美匹配，达到精准修复的治疗目的。目前，许

多天然高分子材料已被用于 3D 打印组织工程支架，天然来

源的材料一般不存在生物安全性隐患，在细胞增殖和分化方

面亦可表现出较佳的生物性能，但其机械强度和可加工性较

差，降解速率存在不可控性。生物陶瓷类材料由于其良好的

生物相容性、较高的机械强度、稳定的生物降解性和固有的

骨诱导能力，已被广泛应用于 3D 打印。因此，将天然高分

子材料与生物陶瓷材料结合，希望可创造出集合两种材料优

点的新型组织工程支架。明胶是水溶性蛋白质，其化学成分

与胶原类似，具有很高的生物相容性，有助于细胞的黏附、

增殖和分化，在体内植入后可随时间降解
[11-12]

。源于褐藻的

海藻酸钠已被证明可以形成稳定的水凝胶和具有良好的细胞

相容性，能有效改善支架的内部结构和引导细胞生长
[13]
。作

为天然高分子材料，海藻酸钠和明胶结合后可增强材料的强

度和可打印性，通过 3D 打印技术制备的生物支架有利于细

胞在支架上黏附和生长
[14-15]

。58S 生物活性玻璃具有较佳的

机械性能，同时具备良好的生物活性和生物降解性、骨结合

和骨诱导能力
 [16-18]

。WU 等
[19]

将含有明胶、海藻酸钠和 58S

生物活性玻璃的复合材料作为打印墨水制备 3D 支架，体外

实验展示出了支架可观的细胞相容性及成骨诱导性。虽然

3D 打印支架作为骨移植替代物的研究有很大的前景，但仍

存在一些困难需要考虑和解决，其中包括支架的生物安全性。

此次课题针对颌骨缺损修复研发 3D 打印明胶 / 海藻酸

钠 /58S 生物活性玻璃支架，将明胶、海藻酸钠和 58S 生物

活性玻璃与去离子水混合并搅拌均匀作为打印墨水，通过

3D 打印技术制备支架，交联、冻干成型。3D 支架成型后，

扫描电镜显示支架表面粗糙、可见多层微孔蜂窝状结构和三

维互通的内部结构，体现了 3D 打印技术具有能灵活控制支

架的孔隙率、孔径大小和外部形状的优势。支架的多孔结构

能促进细胞的黏附和增殖，相互连接的孔状结构有利于体内

外的营养物质渗透到支架中
[20-21]

。抗压强度测试显示支架的

平均杨氏模量为 272.33 MPa，而人体松质骨的抗压强度范围

为 2-180 MPa，其强度足以满足骨充填材料的需求。体外降

解实验显示支架在模拟体液中表现出均匀的生物降解，在 16

周内均匀降解，不会因降解速率过快、降解不均匀导致机械

力学性能过早丢失。此外，3D 打印支架材料的匀速降解不

会导致短时间内局部某些元素大量蓄积，引发生物危害。

利用 3D 打印技术制备由明胶组成的三维多孔结构支

架，通常需要化学交联来增强机械强度，一方面有利于维持

支架结构的完整性，另一方面也能引导细胞的生长和黏附。

目前使用的化学交联剂种类较多，京尼平和戊二醛在胶原或

明胶等生物医学材料的交联中应用最广泛
[22]
。京尼平的成本

较高，交联后会导致材料呈蓝绿色，在一定程度上限制其使

用。戊二醛是一种高效且廉价的交联试剂，可用于交联和稳

定胶原与其他以蛋白质为基础的材料，其主要是与胶原纤维

形成共价键后构成聚合物网络来扩展纤维之间的交联，进而

增强纤维的机械强度，而且经戊二醛交联的明胶基支架可利

于成纤维细胞的黏附及增殖
[23-25]

。虽然戊二醛交联时间短且

价格低廉，但材料内残留的戊二醛未去除干净可产生明显的

细胞毒性，所以经戊二醛交联后的支架需反复冲洗浸泡以去

除未反应的戊二醛
[26]
。实验以戊二醛作为交联剂，需要探讨

支架的细胞毒性及对机体重要脏器有无毒性损害。有研究报

道，经 NaBH4 缓冲液和去离子水冲洗交联后的残余戊二醛，

支架不会存在细胞毒性，仍可表现出较好的生物相容性
[27]
。

SIVASHANKARI 等 [28]
用大量双蒸馏水清洗支架除去未反应的

戊二醛，结果表明与支架共培养的细胞仍可表现出良好的活

性。此次实验用蒸馏水冲洗和长时间浸泡的方式去除支架中

残留的戊二醛，通过体内外实验验证支架的生物安全性。体

外实验包括检测支架的细胞毒性和细胞相容性，细胞毒性实

验是将 L929 细胞培养于支架浸提液和采用 CCK-8 法来检测

大鼠骨髓间充质干细胞在支架上的增殖活性，结果显示 L929

细胞形态结构良好，数量无明显减少，大鼠骨髓间充质干细

胞在 0-21 d 内的增殖率呈逐渐上升趋势，验证了支架材料无

明显细胞毒性；将细胞接种于支架表面并通过 DAPI 染色观

察支架的细胞相容性，结果显示大量细胞可黏附支架表面，

并在 21 d 生长周期内数量有所增加，证实了该支架材料具备

良好的细胞相容性，利于细胞在其表面的黏附增殖。大鼠骨

髓间充质干细胞在支架内培养 21 d 后的成骨相关基因呈显著

上升趋势，说明该支架在体外促进大鼠骨髓间充质干细胞成

骨相关基因的表达。体内植入实验是在大鼠下颌骨骨缺损中

植入支架，极大限度模拟了临床骨缺损修复的应用，支架植

入 4 周后，大鼠肝、肾功能血液生化指标与空白组相比无统

计学差异，组织学分析未见肝、肾、脑等脏器的病理损害，

提示降解的材料未对大鼠肝肾脑等脏器造成毒性损害，支架

具备基本的生物安全性。

体内植入实验同时显示了材料与缺损区域生物相容性良

好，4 周后支架部分降解的同时，周围组织长入支架表面和

内部并形成有机结合，没有感染和坏死现象发生。植入材料
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和新生组织形成有效的结合界面，说明支架材料与机体组织

具有良好的组织亲和性，遵循正常的组织再生的规律，这是

植入材料理想的反应和状态
[29-30]

。此外，下颌骨骨缺损区苏

木精 - 伊红染色显示，空白组宿主骨边缘见微量新生骨及大

量纤维组织，而实验组可见较多的新生骨组织桥接宿主骨与

残余材料，推测其与 58S 生物活性玻璃有关，支架材料降解

时从 58S 生物活性玻璃中释放出可溶性的 Si、Ca 和 P 离子，

这些离子可激活相关基因表达，促进成骨细胞增殖，诱导新

骨形成
[31-32]

。支架植入下颌骨骨缺损内 4 周，部分材料降解

的同时可见新生骨组织形成，说明支架材料的降解速率与成

骨速率相当，余留的部分支架材料也为新生骨的长入提供支

撑及适宜的微环境，从而高效地实现骨缺损修复。但支架具

体的诱导成骨能力和长期在体内生物安全性问题，还需进一

步实验进行研究。

综上所述，3D 打印明胶 / 海藻酸钠 /58S 生物活性玻璃

支架具备良好的生物安全性，后期可利用更长期的下颌骨骨

缺损植入实验来更加具体、准确地探讨该支架的生物安全性

及成骨特性。
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