
前 言

视网膜损伤和退行性病变是引起严重视力损伤

甚至失明的重要原因［1］。如何修复受损的视网膜是

临床治疗中长期存在的一大难题。视网膜细胞移植

及促细胞生长的相关因子注射是很有潜力的治疗手

段，但如何获得安全有效、数量可观的移植供体并实

现移植后的细胞存活、整合，仍是我们亟需解决的问

题。近年来，随着3D生物打印技术的发展，皮肤、骨

组织纷纷被打印出来并成功移植，3D生物打印技术

在组织工程的应用方面展现了极大的优势［2］。许多

相关领域的研究者们也对视网膜的3D生物打印做了

不同尝试，在不同类型的视网膜细胞领域取得了不

错的进展。本文将回顾现有阶段所采用的生物打印

技术及其各类型视网膜细胞生物打印的进度，从而

为今后创造可用于治疗、可打印的功能性类视网膜

组织器官提供指导和建议。

1 生物3D打印

1.1 打印技术

目前主要的生物 3D打印技术有喷墨 3D打印技

术、微挤压印刷技术、激光辅助打印技术等。
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1.1.1 喷墨3D打印技术 喷墨3D打印技术是一种数

字模型文件为基础，运用粉末状金属或塑料等可粘

合材料，通过逐层堆叠累积的方式来构造物体的技

术（即“积层造形法”）［3］。过去其常在模具制造、工业

设计等领域被用于制造模型，现正逐渐用于一些产

品的直接制造，现在可以利用患者的细胞作为原材

料打印功能齐全的器官。和之前的喷墨打印机一

样，将培养的生物墨水一层层堆积。喷墨生物3D打

印有两种常见的方式：连续喷墨印刷和按需滴墨喷

墨印刷［4］。虽然喷墨打印可以提高沉积材料的吞吐

量，但由于喷嘴存在一些缺陷，很难打印出高浓度的

液体（超过 1 000万个细胞/mL），同时由于喷嘴附近

的剪切压力［5］，造成细胞损伤的风险增加［6］。

1.1.2 微挤压印刷技术 微挤压印刷技术是一种相对

低成本和快速的方法，可以打印高度浓缩的细胞悬

液［7］。使用加热器将热熔性材料熔化，材料先抽拉成

丝状，通过送丝装置送进热熔喷头，材料在喷头内加

热融化，喷头沿零件截面轮廓和填充轨迹运动，同时

按照CAD分层数据的路径控制半流动状态的材料，

挤出并沉积在指定的位置凝固成形，并与周围的材

料粘结，层层堆积成型。由于其在打印过程中需要

加热，与喷墨打印相比，细胞的生存能力更低［8］。

1.1.3 激光辅助打印技术 激光辅助打印是一种最昂

贵的方法，它在保持细胞生存能力的同时增加了打

印过程中细胞的浓度，但速度相对较慢，而且细胞植

入的精度难以保证［9］。激光辅助生物打印可分为两

个类别：一是激光导致局部射流形成的细胞打印；二

是过程涉及光聚合的成型技术。前者使用激光对生

物墨水进行局部加热，形成高压气泡，导致射流形

成。激光辅助生物打印的分辨率受到许多因素的影

响，如激光能量密度、表面密度、基底湿度、基底和吸

收层气隙以及生物样品层的厚度和黏度等。因此激

光辅助打印技术速度相对较慢，而且细胞植入的精

度难以保证。

1.1.4 静电纺丝 静电纺丝技术是指聚合物溶液或

者熔体在高压静电场作用下形成纤维的过程，是一

种简单、快捷，且可以较大规模制备均匀、连续的一

堆纳米结构材料的方法，其制备的纤维直径可从几

十个纳米到几微米，可以对人造肌肉、神经、血管等

复杂的人体组织器官进行模拟。影响静电纺丝的因

素有很多，包括纺丝溶液的固有性质（例如聚合物种

类、聚合物分子链结构、溶液的浓度和粘度、溶液的

导电性、溶剂的极性和表面张力情况等）、纺丝条件

（例如电场强度、纺丝距离、聚合物溶液的挤出速度

等）［10］。

1.2 支架结构生物材料

为了改进打印过程中，细胞悬液浓度难以控制

的问题，可以用非细胞水凝胶来打印三维支架，之后

在支架上含有生长因子的底物，并植入细胞［11］。经观

察，细胞可以在这些支架上生长，并形成错综复杂的

网络。但目前这项技术由于前期很难引导细胞定向

生长，大多数应用于骨和软骨的打印［12］。

1.2.1 海藻酸钠水凝胶 海藻酸钠是从褐藻类的海带

或马尾藻中提取碘和甘露醇后的副产物，海藻酸钠

具有良好的生物相容性、生物降解性和 pH 敏感

性［13］。海藻酸钠水凝胶与其他聚合物相比，具有价

格低、来源丰富、易塑形、更好的亲水性、易于细胞吸

附、营养物质易于渗透等特点。此外，海藻酸钠还能

促进巨噬细胞和人浆细胞的许多免疫学功能。因

此，其具有较好的生物相容性和力学性能，是目前最

有前景的生物材料之一。

1.2.2 明胶 明胶是胶原经温和而不可逆的断裂后的

主要产物，化学性质稳定。构成蛋白质的氨基酸大

约有 20种，而明胶就含有其中的 18种，因此其还具

有极高的生物相容性。明胶中缺少色氨酸，是胶原

变性所得的产物，属蛋白质大分子范畴。明胶微球

广泛用于生物材料，因为明胶和光引发剂的混合物

通过暴露于紫外线的环境下，可以在挤出期间或之

后实现快速交联［14］。此外，明胶具有丰富的整合素

结合基序，如纤连蛋白、波形蛋白和体外结合蛋白，

它们通常参与细胞增殖过程。虽然光固化成型技术

是用于高分辨率明胶生物材料打印，但挤出式生物

打印技术则是明胶生物材料打印最广泛应用的方

法，并且其使用相对容易。

1.2.3 天然来源的人造支架 它是一系列的生物支

架，可以用来承载视网膜3D打印的细胞，来源于体内

的已有组织和体内元素的集合体。主要的天然支架

有胶原薄膜、明胶支架、晶状体囊、血浆、羊膜。天然

的生物支架可以通过不同的物理、化学或酶学去细

胞方法从细胞、组织和器官中获得。天然生物支架

具有良好的细胞相容性、力学特性以及生物降解性，

有利于细胞生长、增殖、粘附及分化，可有效地降低

其免疫源性，从而避免过敏反应和疾病传播。

1.2.4 去细胞的细胞外基质 细胞外基质是细胞分泌

到细胞外间充质中的蛋白质和多糖类大分子物质，

具有高度组织有序的细胞外微环境，可形成结构复

杂的网架，连接各个组织结构，对细胞的生长、发育

以及细胞生理活动具有关键的调节作用，是细胞的

外环境。但是，天然的细胞外基质是由多种蛋白质

组成（主要分为胶原、糖蛋白、氨基聚糖及蛋白聚糖、
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弹性蛋白４大类），由于结构复杂，不易在体外培养

重构。通过不同物理、化学或酶学去细胞方法从细

胞、组织和器官获得天然的细胞外基质对这一难题

的解决提供了新的有效解决途径。去细胞化基质具

有良好的细胞相容性、力学特性以及生物降解性，有

利于细胞生长、增殖、粘附及分化，可有效地降低其

免疫源性，从而避免过敏反应和疾病传播。去细胞

的细胞外基质是通过去除自身组织的细胞成分及一

些小分子抗原，保留细胞外基质，是最为接近正常组

织结构及微环境，理论上最为适合细胞的生长、分化

及基质分泌，它最近被认为是生物打印应用中具有

巨大潜力的材料。各种蛋白质、蛋白聚糖和糖蛋白

的混合组成可以模仿原生组织的细胞基质的组成。

在符合生理温度的条件下，丰富的胶原蛋白的凝胶

化促进了交联的简化，这是去细胞的细胞外基质在

打印过程中所具有的特定优势［15］。

2 神经细胞打印

神经细胞分化程度高，再生能力非常有限，如何

制造一个具有三维结构，同时保留细胞的神经元表

型和基本的电生理学的神经细胞是目前神经组织工

程的一大难题。

Hu等［16］用微型光刻装置，使用 3-羟基丁酸酯和

3-羟基戊酸酯的共聚物为原料，并从老鼠的脂肪组织

中提取骨髓间充质干细胞培养，再加入 FGF2因子，

通过3D光固化的打印方式制备出仿生神经，植入大

鼠坐骨神经损伤缺口中，28 d后观察发现仿生神经修

复效果与自体移植效果相近。Johnson等［17］使用神经

干细胞、藻酸盐、氯化钙、聚乳酸-乙醇酸共聚物、聚己

内酯、硅酮和明胶水凝胶作为3D打印材料，通过微挤

压的打印方式制备出3D打印的空心导管，植入到神

经缺损的大鼠模型，经过12周后，实验组与空白组进

行步态运动分析，发现实验组的抓力有明显的提高，

几乎接近正常大鼠。Xu等［18］通过喷墨打印将NT2细

胞和纤维蛋白凝胶逐层打印，制造除了具有神经结

构和电生理特性的神经元，NT2 神经元来自 ATCC

3813555，培养液是10%的FBS，在37 ℃、5%CO2的标

准条件下培养。实验结果在光学显微镜下可以看

到，细胞符合预先设计的圆形图案，存活率 74.2%±

6.3%。电生理记录显示在组织内外有Na+、K+浓度的

变化，并检测到了10~85 mV的电压变化。打印细胞

的存活率和细胞功能都有了很大的提升。

3 神经节和神经纤维层打印

单个神经细胞的生存率和电生理功能可以得到

保证，但是将一系列神经细胞成功打印并生成具有

功能性的神经节甚至神经纤维层将大大增加打印的

难度，这需要保证细胞本身具有一定的生长可控性。

Kador等［19］创造了一个可生物降解的电纺（ES）

支架，用来引导视网膜神经节细胞（RGC）轴突的生

长，模仿视网膜上的轴突定向，通过建立几组不同的

纤维结构来进行比较，如图1所示。在电压15 kV、流

速 2 mL/h、距离 12 cm 时具有最高的纤维走向一致

性。利用这个支架，RGC的存活量明显增加，并且在

电生理特性上没有显著的变化。当对校准进行分析

时，有81%的RGC被观察到，在支架纤维上的轴突与

视网膜移植的神经纤维层相比没有差别。当移植到

视网膜移植体上时，在ES支架上的RGC遵循宿主视

网膜神经纤维的放射状模式，而RGC则直接以随机

的模式移植了轴突。因此，使用这种支架作为一种

细胞输送装置，是朝着使用细胞移植疗法治疗青光

眼和其他视网膜退化疾病迈出的重要一步。

指导RGC轴突向视神经头延伸是一个重要的难

点，无论是在正常的发展过程中，还是在考虑RGC替

代疗法在伤害或疾病方面。在发育过程中，视网膜

神经纤维层中的RGC轴突被定向到视神经头，在视

神经的头部，可以通过分泌一些可溶性的引导因子

引导神经细胞生长。Netrin-1 是视网膜内的可溶性

蛋白质，负责指导神经在大脑皮层分支和定位［20］。

为了保证在轴突引导过程中 Netrin-1 浓度对于

化学固定所需的量是足够的，采用一种随机的、非梯

度成形的方法进行固定。在 - coated 支架上培养

Netrin-1，显示了极化RGC数量的增加，即细胞只有

一个轴突延伸。此外，在这些支架上培养的RGC也

延长了轴突，这是因为在支架上的 netrin-1集团形成

了一个引导神经生长的浓度梯度。这些结果证明固

定在支架上的 Netrin-1 的浓度足以引起生物反应。

其次，有必要确定光启动交联的方法是否将使蛋白

质的最高浓度达到最高。为了确定这一点，荧光标

图1 纤维方向一致性占比

Fig.1 Fiber directional coherency

Fib
erD

irec
tion

alC
ohe

ren
cy/

%

Voltage Potential/kV

中国医学物理学杂志 第36卷-- 236



记的bsa-fitc蛋白通过两种不同的紫外线活性交联方

式被固定。在第一种方法中，交联剂最初是通过

NHS的亚单位和可溶蛋白结合，然后通过光激活的

二氮化单元进行交联。在第二种方法中，这个过程

被逆转了uv-crosslinker在溶液中和bsa-fitc蛋白质进

行反应，然后通过 diazirine子单元与表面进行耦合。

样品用可溶性BSA-FITC蛋白质显示荧光比，大幅提

高耦合交联的可控性。在此方法的固定化过程中观

察到的小点的荧光点，这可能代表了聚合的 bsa-fitc

的固定，而不是单一的单层细胞，这种方法是用一种

化学方法或一种方法来形成的，因此在最初的可溶

蛋白中固定不动蛋白，产生更大的固定蛋白浓度，可

以使用这种方法来检测轴突引导的生物学效应［21］。

4 干细胞打印

再生医学领域需要可修复、可替换和再生能力

强的细胞，通过干细胞培养可达体外制造组织和器

官的目的。人类胚胎干细胞和诱导多能干细胞具有

自我更新的能力。全能干细胞可以分化成所有的细

胞类型有机体，而多能干细胞只能分化成为那些在

成人中发现的细胞。Faulkner-Jones等［22］成功地通过

喷墨打印机在方形网格的结构中滴入细胞悬液，在

每个正方形的角落上各分配了一滴，并在已有液滴

的通道上覆盖了新的液滴，通过在同一位置增加液

滴，改变位置浓度偏移量，达到精准打印的目的。同

时采用阀瓣的方法，改良打印喷头，降低打印时的温

度，提高细胞的生存率，并成功地打印出了一个细

胞团。

虽然，干细胞组织团已经被成功打印出来，但是

其分化方向仍是一个难点，如何在打印过程中控制

其分化程度是一个关键问题，一旦一些分化程度较

低或异分化的细胞进入人体，有可能会形成恶性肿

瘤危害人体健康。因此，干细胞打印在应用于临床

的道路上，还有很多关键问题要解决。

5 结 论

总结上面的论述，将ES细胞移植支架与热喷墨

3D细胞打印技术结合在一起，能够精确定位在支架

表面的RGC。为保证生存能力、电生理功能和神经

病理，应结合各个指标最优参数，可以将不同的媒介

在不同的情况下进行测试。当在生长介质中含有脑

源性神经营养因子和睫状神经营养因子时，RGC维

持生存和正常的电生理功能，并在ES支架上显示径

向轴突生长。这些结果表明，在未来的视网膜模型

或治疗方法的设计中，3D打印技术可能与复杂的ES

表面结合在一起。同时，细胞变异水平、分化程度也

应引起人们的关注，保证生存率并不是需要解决的

唯一问题，3D生物打印技术最终还应以服务临床为

第一要务。

最近的研究表明，某些哺乳动物的视网膜细胞、

成年鼠RGC和神经胶质细胞可以成功地打印出来，

而不会丧失生存能力和某些表型特征［23］。虽然视网

膜细胞的3D打印技术取得了令人鼓舞的进展，但目

前还没有可以应用于人体的打印材料。生物材料既

要考虑材料在打印前后的安全性、生物相容性、机械

性能、降解性能等，又要考虑材料能产业化转型。同

时还有干细胞的来源、培养、诱导分化等诸多问题还

有待于去解决。这也是接下来视网膜细胞3D打印所

要解决的难题。随着这些问题的解决，3D打印的视

网膜才能真正应用于临床。
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