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3D 打印中空管道双交联水凝胶组织工程支架
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文题释义：

海藻酸钠-聚丙烯酰胺双交联水凝胶：海藻酸钠是从海藻或马尾藻中提取碘和甘露醇之后的副产物，因具有良好的稳定性、生物性和安全

性在食品工业和医药领域得到了广泛应用。聚丙烯酰胺是丙烯酰胺均聚物或与其他单体共聚而得聚合物的统称。海藻酸钠-聚丙烯酰胺双

交联水凝胶是通过将两种材料混合，再分别进行离子交联和共聚反应，制备出的具有双交联网络的水凝胶，这种水凝胶相较于传统单交联

水凝胶具有更好的性能，并且能够结合两种材料的优点。

同轴打印：是3D打印中一种简便制备具有中空管道结构的常见技术。在同轴打印过程中，使用同轴针头打印出具有同心结构的打印丝

线，此时打印丝线分为2层，分别为外层打印层和内层牺牲层，而后通过其他处理手段将内层牺牲层去除而不影响外层打印层，从而获得

中空管道。

摘要

背景：在培养对结构、氧需求度较高的细胞时，需要构建一个具有中空管道结构的立体生物支架来保证细胞得到足够的营养与氧气。近年

来，具有中空管道结构的水凝胶组织工程支架受到广泛关注。

目的：以海藻酸钠为基础的生物支架材料结合同轴打印技术制备具有中空管道结构的组织工程支架，通过灌注方式接种细胞验证其生物相

容性。

方法：制备海藻酸钠-丙烯酰胺混合打印溶液，控制同轴打印过程中的内外层打印速度、海藻酸钠浓度、接收皿中氯化钙浓度等参数实现

打印具有中空管道组织工程支架——海藻酸钠-聚丙烯酰胺双交联水凝胶，表征支架的微观形貌与弹性模量；将小鼠成纤维细胞灌注至组

织工程支架中空管道内，利用活死细胞染色观察支架的细胞相容性。

结果与结论：①通过探究打印过程中的打印参数，当内层打印速度不变时，中空管道的外径随着外层打印溶液的流速提升而提升，内径有

略微提升；当外层打印溶液流速不变、内层溶液流速提升时，中空管道支架的外径基本不变，内径有明显提升；②实验结果显示海藻酸

钠的最佳浓度为2.5%，过高的浓度不利于多层结构层与层之间的融合，过低的浓度制备出的水凝胶机械性能不足；③海藻酸钠-聚丙烯酰

胺双交联水凝胶的弹性模量较高，普遍高于200 kPa，并且随着氯化钙浓度的提升而增大，在内层氯化钙浓度为2%、接收皿氯化钙浓度为

0.3%时双交联水凝胶的弹性模量达到最大值(375 kPa)；④组织工程支架灌注细胞体外培养后的活死细胞染色显示，细胞沿着中空管道轴向

分布且具有较高的存活率，但细胞浓度小于灌注时的细胞浓度；⑤结果表明，海藻酸钠-聚丙烯酰胺双交联水凝胶具有较强的机械性能与

良好的生物相容性，可应用在构建具有中空管道的组织工程支架中，并且“先制备支架、后接种细胞”的方式也避免了传统“细胞与打印

溶液混合再进行制备”方式对支架材料及加工方式的限制。

关键词：同轴打印；组织工程；双交联水凝胶；海藻酸钠；丙烯酰胺；离子交联；支架

3D printed hollow pipe double-crosslinked hydrogel tissue engineering scaffold

Wang Renzhi, Chen Yuanfen, Li Jinwei
School of Mechanical Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China 
Wang Renzhi, Master candidate, School of Mechanical Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China

https://doi.org/10.12307/2025.424 

投稿日期：2024-01-16

采用日期：2024-04-03

修回日期：2024-06-05

在线日期：2024-06-25

中图分类号： 

R459.9；R318.08；R-331

文章编号： 

2095-4344(2025)16-03432-08

文献标识码：A 

文章快速阅读：同轴打印海藻酸钠 -聚丙烯酰胺双交联水凝胶支架

氯化钙溶液 混合打印溶液

MEF 小鼠细胞

组织工程支架

海藻酸钠溶液

活死细胞染色

结论：(1) 使用同轴打印技术制备出具有中空管道的组织工程支架；

(2) 通过制备双交联水凝胶提高了支架的机械性能；

(3) 通过灌注接种细胞，验证双交联水凝胶组织工程支架具有良好的生物相容性。
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0   引言   Introduction
组织工程是一个横跨生物、物理、化学等学科的综

合领域，其目的是通过构建生物支架为种子细胞提供三维

的生长环境，培养细胞组织，用于修复人体损伤或老化部

位
[1]
。组织工程支架作为组织工程技术中至关重要的一环，

其制造技术与性能对组织工程影响深远。在培养对结构、

氧需求度较高的细胞时，需要构建一个具有中空管道结构

的立体生物支架以满足其需求，保证细胞得到足够的营养

与氧气
[2-4]

。近年来，随着 3D 制造技术被应用于组织工程

领域
[5-11]

，使得原本难以实现的结构有了更简单、高效的

制造方式
[12-16]

。在 3D 打印技术中，基于挤压打印的同轴

打印是制造立体中空管道结构最简便的方式
[17]
。ATTALLA

等
[18]

设计了一种能够多轴挤出打印的微流控喷嘴，实现

了图案化双层和三层空心通道结构，这种方式制备出来的

中空管道能够在不影响结构完整性的情况下保证细胞活

力和生长。SHAO等
[19]

以甲基丙烯酸酐化明胶为生物墨水，

在打印过程中由核心的明胶提供自支撑性，明胶在培养过

程中被溶解产生中空管道，从而构建出具有中空管道的组

织工程支架。DOLATI 等 [20]
将碳纳米管添加到打印墨水中，

这种混合打印墨水不仅增强了打印中空管道的机械性能，

还对细胞的生长具有一定的促进作用。但目前的水凝胶支

架还存在机械性能差、构建复杂结构困难的问题。近年来，

构建双交联水凝胶以解决传统水凝胶机械性能差等问题

成为了组织工程水凝胶支架的常用方法。

此次实验提出了一种制备具有中空管道双交联水凝

胶组织工程支架的方法，将同轴打印技术与海藻酸钠 -

聚丙烯酰胺双交联水凝胶相结合，在同轴打印过程中实

现双交联水凝胶的 2 次交联，制备不含细胞的双交联水

凝胶组织工程支架，同时通过控制打印过程中工艺参数、

交联浓度实现控制中空管道的尺寸与机械性能，通过灌

注方式向中空管道内壁接种细胞验证中空管道支架的生

物相容性。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   双交联水凝胶组织工程支架制备原理如图 1 所

示，海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合打印溶液与高浓度氯化钙

溶液一起从同轴针头挤出，两种溶液发生接触后内径氯

化钙溶液中的钙离子开始与外层打印溶液中的海藻酸钠

发生离子反应
[21-22]

，完成内层海藻酸盐第 1 次交联
[23-25]

。

形成的凝胶可以起到自支撑作用，维持中空管道结构，

而凝胶会阻碍钙离子继续向外扩散，导致管道内壁形成

凝胶而管道外壁仍然未凝胶化，所以在接收打印丝线的

玻璃皿中添加低浓度的氯化钙溶液，辅助中空管道外壁

凝胶化。XY 移动平台按照设定的路线逐层进行打印，将

打印所获得的中空管道结构取出进行 2 h 的紫外光照，使

得水凝胶中的丙烯酰胺单体在引发剂过硫酸铵的引发下

发生共聚反应形成聚丙烯酰胺网络
[26-27]

，完成水凝胶 2 次

交联。将完成 2 次交联后的海藻酸盐 - 聚丙烯酰胺双交

联水凝胶中空丝线用超纯水进行冲洗，去除未反应的材

料。将细胞悬液使用注射器向支架中空管道中直接灌注，

Corresponding author: Chen Yuanfen, PhD, Associate professor, School of Mechanical Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, Guangxi Zhuang 
Autonomous Region, China 

Abstract
BACKGROUND: When cultivating cells with high demand for structure and oxygen, it is necessary to construct a three-dimensional biological scaffold with 
hollow pipe structure to make sure the cells get enough nutrients and oxygen. In recent years, hydrogel tissue engineering scaffolds with hollow pipe structure 
have been paid more and more attention. 
OBJECTIVE: The biological scaffold material based on sodium alginate was combined with coaxial printing technology to prepare a tissue engineering scaffold 
with a hollow pipe structure, and the cells were inoculated by perfusion to verify its biological properties.
METHODS: The sodium alginate-acrylamide mixed printing solution was prepared, and the parameters such as the printing speed of the inner and outer layers 
in the coaxial printing process, sodium alginate concentration, and calcium chloride concentration in the receiving dish were controlled to realize the printing 
of the tissue engineering scaffold with a hollow pipe — sodium alginate-polyacrylamide double-crosslinked hydrogel. The microstructure and elastic modulus 
of the scaffold were characterized. Mouse fibroblasts were injected into hollow pipes of tissue engineering scaffolds. Cell compatibility was observed by living/
dead cell staining.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) By exploring the printing parameters in the printing process, when the inner printing speed was constant, the outer diameter 
of the hollow pipe increased with the increase of the flow rate of the outer printing solution, and the inner diameter increased slightly. When the flow rate of 
the outer layer printing solution was constant, and the flow rate of the inner layer solution was increased, the outer diameter of the hollow pipe was basically 
unchanged, and the inner diameter was significantly improved. (2) Experimental results showed that the concentration of sodium alginate was 2.5%. Excessive 
concentration was not conducive to the fusion of multi-layer structure layers, and the mechanical properties of hydrogels prepared at too low concentration 
were insufficient. (3) The elastic modulus of the double-crosslinked hydrogel was higher, generally higher than 200 kPa, and increased with the increase of the 
concentration of calcium chloride, and reached the maximum value of 375 kPa when the concentration of calcium chloride in the inner layer was 2% and the 
concentration of calcium chloride in the receiving dish was 0.3%. (4) The staining of live and dead cells after the tissue engineering scaffold perfusion cells in 
vitro showed that the cells were distributed along the axis of the hollow pipe and had a higher survival rate, but the cell concentration was lower than that 
during perfusion. (5) The results show that the sodium alginate-polyacrylamide double-crosslinked hydrogel has strong mechanical properties while retaining 
good biocompatibility, and can be used in the construction of tissue engineering scaffolds with hollow pipes, and the method of “first preparing the scaffold, 
then inoculating the cells” also avoids the traditional “cells and printing solution are mixed and then prepared” method to limit the scaffold material and 
processing method.
Key words: coaxial printing; tissue engineering; double-crosslinked hydrogel; sodium alginate; acrylamide; ion crosslinking; scaffold 
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利用细胞膜带负电的特性与中空管道带有正电的钙离子

相结合，达到黏附细胞的目的。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 6 月至 2023 年 6 月在广

西大学机械工程学院与动物科学技术学院完成。

1.3   材料   海藻酸钠、丙烯酰胺 ( 科密欧化学试剂有限公

司，中国 )；N，N-亚甲基双丙烯酰胺 ( 大茂化学试剂厂，

中国 )；过硫酸铵 ( 光华科技股份有限公司，中国 )；无水

氯化钙 (CaCl2，国药集团化学试剂有限公司，中国 )；小

鼠成纤维细胞 ( 广西大学亚热带农业生物资源保护与利用

国家重点实验室提供 )；成纤维细胞培养基 (WISENT，目

录号 086-150)；胰蛋白酶 (Gibco，Cat.#2520-0072)；多通

道注射泵 (TS-1A，兰格 )；自组装同轴针头 ( 内针 G20、

外针 G14)；万能试验机 (UTM2502，三思纵横 )；冷冻干

燥机 (FD-2B-80，舜制仪器 )；扫描电镜 (EVO 10，蔡司 )；

细胞成像多功能微孔板检测仪 (Cytation5，BioTek)。
1.4   实验方法 

1.4.1   海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合打印溶液的制备   通常浓

度超过 5% 的藻酸盐不能保证细胞活力，浓度低于 1% 的

藻酸盐不能提供良好的机械完整性
[28]
，而浓度高于 3% 的

藻酸盐打印压力过高，所以混合打印溶液中海藻酸钠的

浓度选择 1.5%-3%。

使用电子天平按照表 1 称取对应质量的海藻酸钠粉

末与丙烯酰胺晶体，将 2 种材料混合后置入烧杯中，再

称取适量 N，N- 亚甲基双丙烯酰胺粉末与过硫酸铵，将

两种粉末加入海藻酸钠与丙烯酰胺的混合粉末中，使用

适量的超纯水溶解成混合溶液，而后使用磁力搅拌器以 

500 r/min 的速度搅拌混合溶液 4 h，搅拌过程中保持室温

并避免强光，防止丙烯酰胺由于温度或光照的影响提前发

生共聚反应，影响打印实验，搅拌完成后将混合溶液常

温避光静置 4 h 除气泡。配置出 4 种不同浓度混合打印溶

液将用于同轴打印实验，在同轴打印实验过程中对 4 种

浓度的混合打印溶液进行筛选，选出最优打印浓度。

1.4.2   单层同轴打印   同轴打印实验使用自组装同轴针头，

打印动力采用多通道注射泵，移动平台为自组装 XY 移动

平台。以配置的 4种浓度混合打印溶液作为外层打印溶液、

2% 氯化钙溶液作为内层打印溶液，固定外层打印溶液流

速为 0.2 mL/min、内层打印溶液流速为 0.5 mL/min，进行

单层同轴打印。将打印所获得的中空管道使用手持显微镜

测量内外径尺寸，通过探究混合打印溶液浓度对中空管

道尺寸的影响，筛除不适宜同轴打印的浓度。选取 2%-3%

的海藻酸钠 -丙烯酰胺混合打印溶液作为外层打印溶液、

2% 氯化钙溶液作为内层打印溶液，固定内层氯化钙溶液

的流速为 0.5 mL/min，改变外层海藻酸钠 -丙烯酰胺混合

打印溶液流速 (0.2-0.5 mL/min)，测试不同外层打印溶液

流速对中空丝线尺寸的影响，再固定外层海藻酸钠 - 丙

烯酰胺混合打印溶液的流速为 0.2 mL/min，改变内层氯化

钙溶液流速 (0.5-2 mL/min)，测试不同内层打印溶液流速

对中空丝线尺寸的影响。

1.4.3   多层同轴打印   使用 2%-3% 的海藻酸钠 -丙烯酰胺

混合打印溶液作为外层打印溶液、2% 氯化钙溶液作为内

层打印溶液，固定外层打印溶液流速为 0.2 mL/min、内层

打印溶液流速为 0.5 mL/min，进行多层同轴打印，同时设

表 1 ｜双交联水凝胶组织工程支架制作中混合打印溶液组分
Table 1 ｜ Composition of mixed printing solution in the preparation of 
double-crosslinked hydrogel tissue engineering scaffolds

材料 质量比 质量 (g)

海藻酸钠 1.5%-3% 1.5 2.0 2.5 3.0
丙烯酰胺 丙烯酰胺∶海藻酸钠 =6 ∶ 1 9 12 15 18
N，N-亚甲基

双丙烯酰胺

N，N-亚甲基双丙烯酰胺∶丙

烯酰胺 =0.006 ∶ 1
0.054 0.072 0.09 0.108

过硫酸铵 过硫酸铵∶丙烯酰胺 =0.01 ∶ 1 0.09 0.12 0.15 0.18
超纯水 89.356 85.808 82.26 78.712

图 1 ｜双交联水凝胶组织工程

支架制备原理

Figure 1 ｜ Principle of 
preparation of scaffolds for 
tissue engineering of double-
crosslinked hydrogels
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置玻璃皿内的氯化钙溶液浓度为 0.1%-0.4%，测试 2%-3%

海藻酸钠溶液与 0.1%-0.4% 玻璃皿内氯化钙溶液够完成丝

线融合的浓度组合，筛出难以实现多层融合的打印溶液

浓度。

1.4.4   双交联水凝胶的机械性能测试   使用浓度 2% 和

2.5% 的海藻酸钠 -丙烯酰胺混合打印溶液与 2% 氯化钙溶

液内层打印溶液进行单层同轴打印，固定外层打印溶液流

速为 0.2 mL/min、内层打印溶液流速为 0.5 mL/min，玻璃

皿内氯化钙浓度选择为 0.1%-0.3%。将打印而成的中空管

道各截取 6 段 15 mm 长的小段，使用万用拉伸机进行拉

伸实验，定量拉伸力设置为 50 N，不施加预载荷，拉伸

速度 10 mm/min。因为海藻酸盐 - 聚丙烯酰胺双交联水

凝胶中空管道属于超弹体，选取弹性阶段进行曲线拟合，

计算获得的拉伸弹性模量，筛选最优打印浓度。

1.4.5   双交联水凝胶的形貌观察   使用 2.5% 海藻酸钠 -

丙烯酰胺混合打印溶液与 2% 氯化钙溶液内层打印溶液

进行单层同轴打印，固定玻璃皿内氯化钙浓度为 0.3%、

外层打印溶液流速为 0.2 mL/min、内层打印溶液流速为 

0.5 mL/min。使用手持显微镜观察支架中空管道的内外径

结构，再将中空管道放入冷冻箱内冷冻 (-18 ℃ ) 处理。

完全结冰后，启动冷冻干燥机，-80 ℃预冷 30 min 后放

入样品，冷冻干燥 36 h。将中空管道支架取出，进行喷

金处理，使用扫描电镜观察其微观结构，扫描电镜的电

压为 20 kV，放大倍率为 141 倍。

1.4.6   双交联水凝胶的生物性能测试   将小鼠成纤维细胞

在含体积分数10%胎牛血清的成纤维细胞培养基中培养，

置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中。观察细胞融合达

到约 85% 时，用 PBS 洗涤细胞 3 次，室温下加入胰蛋白

酶消化 1 min，加入含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM

培养基终止消化。以 1 ∶ 3 的比例每三四天传代。细胞传

代 3 次后，使用 0.25% 胰蛋白酶 -EDTA 消化细胞，使用

PBS 制成浓度 1×107 L-1
的细胞悬液。使用 PBS 冲洗 10 mm 

中空管道 ( 支架制备条件：2.5% 海藻酸钠 - 丙烯酰胺混

合打印溶液，2%氯化钙溶液内层打印溶液，玻璃皿内 0.3%

氯化钙、外层打印溶液流速为 0.2 mL/min，内层打印溶液

流速为 0.5 mL/min)，使用注射器向中空管道内灌注小鼠

成纤维细胞悬液 0.1 mL，将灌注完成的支架放入培养皿内

并添加 1 mL培养基，将培养皿放入 37 ℃、体积分数 5%CO2

培养箱中。培养 3，5，7 d 后，分别滴加 500 μL 二乙酸荧

光素和 10 μL 碘化丙啶染色剂至培养皿中，将培养皿放回

细胞培养箱中保温培养 15-30 min，吸取培养皿中的液体

并使用 PBS 多次洗涤去除残留染色剂，使用细胞成像多

功能微孔板检测仪观察细胞并获得荧光图片样本，使用 

Image J 软件 (NIH) 进行图像处理，计算细胞存活率。

1.5   主要观察指标   海藻酸钠 -聚丙烯酰胺双交联水凝胶

的宏观结构与微观形貌、拉伸弹性模量与生物相容性。

1.6   统计学分析   采用 Origin 2021 软件进行数据处理，数

据以 x-±s 表达。该文生物统计已经由广西医学院 ( 区人民

医院 ) 黄奔专家审核。

2   结果   Results 
2.1   单层同轴打印工艺参数优化   以 1.5%-3% 海藻酸钠 -

丙烯酰胺混合打印溶液作为外层打印溶液、2% 氯化钙溶

液作为内层打印溶液，单层同轴打印的中空管道内外径

尺寸如图 2A 所示，1.5% 海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合打印溶

液所打印的中空管道外径明显小于其他浓度所打印的中

空管道外径。同轴打印过程中针头如图 2B-E 所示，通过

对比可知当海藻酸钠浓度为 1.5% 时，由于浓度较低，较

强的流动性导致打印中空管道的外径降低，不适配此次

实验所使用的同轴针头，应当予以排除。

为了确定同轴打印过程中外层、内层打印溶液流速

对支架中空管道尺寸的影响，固定内层氯化钙溶液的流速

为 0.5 mL/min，改变外层海藻酸钠 -丙烯酰胺混合打印溶

液流速 (0.2-0.5 mL/min)；固定外层海藻酸钠 - 丙烯酰胺

混合打印溶液的流速为 0.2 mL/min，改变内层氯化钙溶液

流速 (0.5-2 mL/min)，测试 2%-3% 海藻酸钠 -丙烯酰胺混

合打印溶液与 2% 氯化钙溶液所打印的中空管道尺寸，结

果如图 3 所示。当内层打印溶液流速不变时，中空管道

的外径随着外层打印溶液流速的提升而提升，内径有略

微提升，这是由于外层打印溶液流速提升导致流量提升，

从而增大了中空管道的外径；而外层打印溶液与内层溶

液的流速差减小，内层打印溶液对外层打印溶液的压力

增大，所以内径呈现出略微增大。当外层打印溶液流速

不变、内层溶液流速提升时，中空管道的外径基本不变，

内径有明显提升，这是由于内层溶液流速提升提高了内

层溶液的流量，增大了中空管道的内径。结果证明，2%-3%

海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合打印溶液适配此次实验所使用

的同轴针头，其中空管道的变化规律与 SUN 等
[29]

的研究

结果一致。

2.2   多层同轴打印工艺参数优化   3D 海藻酸钠 - 聚丙烯

酰胺双交联水凝胶立体结构由单根中空管道按“蛇形线”

排布，并且相邻两层呈 90° 交错叠加而成。为了稳定可靠

地获得由中空丝线构成的 3D 海藻酸盐水凝胶立体结构，

需要对玻璃皿内的低浓度氯化钙溶液进行测试。针对不同

浓度海藻酸钠 -丙烯酰胺混合打印溶液，分别在含有不同

浓度氯化钙溶液的玻璃皿内进行打印实验，判断打印所

获得的多层结构是否有层与层之间的连接，实验结果如

图 4A 示。实验结果显示，2% 与 2.5% 海藻酸钠混合打印

溶液在不影响中空管道成形的前提下能实现层与层之间

的丝线融合，并且所需氯化钙溶度选择范围较广。3D 海
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图注：A、B 分别为 2% 海藻酸钠 -丙烯酰胺混合溶液 ( 外层打印溶液 ) 与 2% 氯化钙溶液 ( 内层打印溶液 ) 配合打印时溶液流速对中空管道的影响；

C、D 分别为 2.5% 海藻酸钠 -丙烯酰胺混合溶液 ( 外层打印溶液 ) 与 2% 氯化钙溶液 ( 内层打印溶液 ) 配合打印时溶液流速对中空管道的影响；E、F
分别为 3% 海藻酸钠 -丙烯酰胺混合溶液 ( 外层打印溶液 ) 与 2% 氯化钙溶液 ( 内层打印溶液 ) 配合打印时溶液流速对中空管道的影响。

图 3 ｜内外层溶液流速对海藻酸钠 -聚丙烯酰胺双交联水凝胶中空丝线尺寸的影响

Figure 3 ｜ Effect of the flow rate of the inner and outer layers of the solution on the size of the hollow filament of the sodium alginate-polyacrylamide 
double-crosslinked hydrogel

图 2 ｜不同浓度海藻酸钠 -丙烯酰胺混合溶液打印中空管道支架的尺寸与同轴针头影像

Figure 2 ｜ Dimensions and coaxial needle images of hollow pipe supports printed with different concentrations of sodium alginate acrylamide mixed 
solution
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的路线移动，通过观察丝线的成形效果确定平台移动速

度的适用范围。如图 4D 所示，当平台移动速度小于海藻

酸钠溶液流速数值的 8 倍时，丝线无法按照设定的路线

成形，丝线的形态扭曲、变形；当平台移动速度为海藻

酸钠溶液流速数值的 8-18 倍时，丝线能够按照设定的路

线成形，丝线形态笔直，结构良好；当平台移动速度大

于海藻酸钠溶液流速数值的 18 倍时，丝线无法按照设定

的路线成形，由于打印平台移动速度较快，丝线发生拖拽，

影响立体支架的成形。

由以上实验获得打印参数可选择范围，确定打印实

验参数：2% 及 2.5% 海藻酸钠 -丙烯酰胺混合溶液，玻璃

皿内 0.1%-0.3% 氯化钙溶液，海藻酸钠 -丙烯酰胺混合溶

液打印速率0.2-0.5 mL/min，内层氯化钙溶液打印速率0.5- 

藻酸盐 - 聚丙烯酰胺双交联水凝胶的立体结构如图 4B，

立体结构由单条中空丝线构建而成，相邻两层交错排布，

通过海藻酸盐离子交联特性形成凝胶连接，形成一个整

体。将在 2.5% 海藻酸钠 -丙烯酰胺混合溶液、2% 氯化钙

溶液、外层打印溶液流速为 0.2 mL/min、内层打印溶液流

速为 0.5 mL/min 下所制备的立体水凝胶结构放入超纯水

中，使用显微镜对其结构进行观察，如图 4C 所示，相邻

两层呈现交错排列。

为了获得更好的立体结构，需要对打印平台的移动

速度进行测试，以匹配打印过程中的海藻酸钠溶液流速。

该项测试使用的海藻酸钠浓度为 2.5%、内层氯化钙浓度

为 2%、玻璃皿内氯化钙浓度为 0.3%。在不同的海藻酸钠

溶液流速下逐步提升平台移动速度，使打印针头按照设定
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2 mL/min，XY 移动平台速度 2-7 mm/s。
2.3   双交联水凝胶的机械性能   中空丝线的弹性模量是其

重要的机械性能指标，根据前面参数优化的结果，使用

2% 和 2.5% 海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合打印溶液与 2% 氯化

钙内层溶液打印同轴丝线，玻璃皿内的氯化钙溶液浓度为

0.1%-0.3%，将制备完成的打印丝线使用拉伸仪进行拉伸

测试，丝线的拉伸应力应变曲线与弹性模量见图 5。根据

测试结果可知，丝线具有高拉伸弹性模量，并且弹性模量

随着海藻酸钠浓度的升高而升高；在同一浓度海藻酸钠混

合打印溶液内，丝线的弹性模量随着玻璃皿中氯化钙浓度

的升高而升高，并且在玻璃皿内氯化钙溶液浓度达到 0.3%

时，2% 和 2.5% 海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合打印溶液打印出

的丝线具有相近的弹性模量 (375 kPa)，而单交联海藻酸钠

水凝胶的弹性模量普遍不超过 300 kPa，实验中混合打印

溶液中海藻酸钠∶丙烯酰胺的质量比为 1 ∶ 6，该比例制

备的海藻酸钠 - 聚丙烯酰胺双交联水凝胶已被证明具有更

加优异的机械性能
[30]
。 

由此得出，混合打印溶液中海藻酸钠的浓度应为

2.5%，该浓度下混合打印溶液具有良好的可打印性能，能

够稳定可靠地打印出由单根中空管道构成的组织工程支

架，内层氯化钙浓度为 2%、玻璃皿内氯化钙浓度为 0.3%，

这种氯化钙浓度下所打印出来的同轴丝线具有最高的拉伸

弹性模量。

2.4   双交联水凝胶的形貌观察   使用 2.5% 海藻酸钠 -丙烯

酰胺混合溶液作为外层打印溶液、2% 氯化钙溶液作为内

层打印溶液，打印出的中空管道结构如图 6A 所示，向中

空管道中注入品红染色溶液，品红染色溶液无外漏，证明

其具有完整的结构。手持显微镜观察中空管道，如图 6B

所示，打印丝线具有均匀连续的中空结构。截取部分管道

进行冷冻干燥处理，使用扫描电镜观察微观结构，发现双

交联水凝胶具有多孔结构，孔径约 100 μm，见图 6C，这

种多孔结构为细胞依附及营养物质的扩散提供了可能性。

图注：A 为海藻酸钠浓度与氯化钙浓度对多层结构融合的影响，2% 与 2.5% 海藻酸钠溶液在不影响中空管道成形的前提下能实现层与层之间的丝线

融合；B 为由多层中空丝组成的印刷长方体结构宏观视图，由单条中空丝线构建而成，相邻两层交错排布；C 为显微镜下拍摄的水凝胶立体结构纵

向剖面图，相邻两层呈现交错排列。标尺为 1 000 µm；D 为平台移动速度对单层结构成形的影响，当平台移动速度为海藻酸钠溶液流速数值的 8-18
倍时，丝线能够按照设定的路线成形，丝线形态笔直，结构良好。

图 4 ｜ 3D 海藻酸钠 -聚丙烯酰胺双交联水凝胶的立体结构

Figure 4 ｜ Three-dimensional structure of 3D sodium alginate-polyacrylamide double-crosslinked hydrogel 
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0.2%，0.3%；C 为双交联水凝胶弹性模量随接收皿中氯化钙溶液浓度的变化。混合打印溶

液中海藻酸钠的浓度应为 2.5%、内层氯化钙浓度为 2%、接收皿内氯化钙浓度为 0.3%，

该条件下打印的水凝胶具有最高的拉伸弹性模量。

图 5 ｜ 3D 海藻酸钠 -聚丙烯酰胺双交联水凝胶的应力应变曲线与弹性模量

Figure 5 ｜ Stress-strain and modulus of elasticity of 3D sodium alginate-polyacrylamide 
double-crosslinked hydrogel 
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图注：A 为打印丝线实物以及品红染色灌注证明打印丝线的完整性；B
为显微镜下观察打印丝线具有连续完整的管道结构，标尺为 0.2 mm；

C 为丝线表面扫描电镜图像，具有多孔结构，孔径约 100 μm，标尺为 

100 μm。

图 6 ｜ 3D 海藻酸钠 -聚丙烯酰胺双交联水凝胶的中空管道结构

Figure 6 ｜ Hollow pipe structure of 3D sodium alginate-polyacrylamide 
double-crosslinked hydrogel

A

B C

图注：活死染色图像标尺为 1 000 µm。

图 7 ｜小鼠成纤维细胞灌注到 3D 海藻酸钠 - 聚丙烯酰胺双交联水凝胶

中空管道后的活死染色

Figure 7 ｜ Live/dead staining after mouse fibroblasts perfused in hollow 
pipe of 3D sodium alginate-polyacrylamide double-crosslinked hydrogel
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2.5   双交联水凝胶的生物相容性   向中空管道内灌注成

纤维细胞后的活死细胞染色如图 7 所示，荧光显微镜

下可见细胞在中空管道内沿着中空管道轴向分布，培养 

3 d 后的细胞存活率为 (85.4±9.4)%，5 d 后的细胞存活率

为 (70.9±4.3)%，7 d 后的细胞存活率为 (58.0±9.5)%。

3   讨论   Discussion
水凝胶材料由于具备类细胞外基质的仿生特性，一

直以来就被视为组织工程的优秀材料。海藻酸钠因良好

的生物相容性及快速离子交联凝胶化的特性，被视为 3D

打印水凝胶支架的理想材料之一。水凝胶支架长久以来

的一项问题就是机械性能较差，以往的解决方法着重改

良制备工艺或添加碳纳米管等增强剂来提高水凝胶支架

的机械性能，而近年来通过制备双交联水凝胶来增强水

凝胶支架的性能越来越被认可。

实验采用海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合溶液进行 3D 打

印，通常海藻酸钠的浓度超过 5% 不能保证细胞活力，浓

度低于 1% 不能提供良好的机械完整性，实验配置了浓度

为 1.5%-3% 的海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合溶液，通过同轴

打印中空管道判断适合打印浓度，结果显示 1.5% 海藻酸

钠打印的中空管道外径明显小于其他浓度打印的中空管

道外径，由于海藻酸钠浓度较低，较强的流动性导致打

印中空管道的外径降低，不适配此次实验所使用的同轴

针头。

在多层融合实验中，由于海藻酸盐凝胶化速度取决

于海藻酸钠和钙离子的浓度，当接收皿中的氯化钙浓度

较高时，外表面反应速度过快，导致立体结构相邻的两

层之间无法融合，这种情况下所获得的立体结构松散，

层与层之间没有连接；当接收皿中的氯化钙浓度较低时，

外表面反应速度较为适宜，立体结构相邻两层的外表面

可以互相融合，使得形成凝胶后层与层之间存在连接，

保证了立体结构的稳定；但当氯化钙浓度过低时，外表

面反应速度较慢，容易引起中空管道的塌陷，因此，2%

和 2.5% 海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合溶液打印多层均能与接

收皿中 0.1%-0.3% 氯化钙溶液完成多层融合。

通过拉伸实验测试双交联水凝胶管道的拉伸弹性模

量，结果显示 2% 与 2.5% 海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合打印

溶液所制备出的中空管道均具有最高375 kPa的弹性模量，

远高于单海藻酸钠水凝胶的弹性模量，增强了水凝胶支

架的弹性模量。
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荧光活死染色图像可观察到各组支架中的细胞均具

有较高的存活率，但管道中的细胞浓度小于灌注时的细

胞浓度，原因在于灌注细胞后，转移培养皿时部分细胞

悬液发生了流动，从管道中流出导致细胞数量减少。从

时间上看，第 7 天时细胞出现了分层，并且部分细胞发

生了展开。

综上所述，实验通过海藻酸钠 - 丙烯酰胺混合溶液

进行 3D 打印制备了具有中空管道的水凝胶支架，并且通

过拉伸测试验证了双交联水凝胶具有比单交联水凝更高

的拉伸弹性模量，通过活死细胞染色证实了支架的生物

安全性，为后续制备载药、3D 打印多孔水凝胶支架提供

了支撑。

结论：实验提出了一种海藻酸盐 - 聚丙烯酰胺双交

联水凝胶的双交联原理，结合 3D 同轴打印，制备出具有

高弹性模量的中空管道丝线，并且对海藻酸钠、氯化钙

的浓度和流速进行研究，探究这些参数对打印工艺及水

凝胶弹性模量的影响。结果显示双交联水凝胶支架具有

比单交联水凝胶更好的拉伸弹性模量，并且证明了双交

联水凝胶支架具有良好的生物相容性。在今后的研究中

可以对细胞接种方式做更进一步的研究，探究如何将细

胞接种得更加均匀，最终实现制备出可长期保存的具有

良好机械性能的组织工程支架。
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