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皮肤是人体最大的器官，其在维持机体内环境稳态及

抵御外界环境伤害等方面有着不可或缺的重要地位［1］。

近年来，利用组织工程技术制成的组织工程皮肤替代物

取得了巨大的进步，但针对组织工程表皮尤其是表皮衍

生的皮肤附属器再生的研究却发展缓慢［2-5］。没有正常

的皮肤附属器如毛囊、汗腺等，导致愈合较慢、容易失

败，且影响预后生活质量［6-11］。因此，构建最佳组织工程

表皮3D模型用于皮肤附属器分化的研究对促进皮肤再
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摘要：目的 探索不同构架的3D微结构对表皮干细胞增殖能力和细胞活性的影响并建立最佳3D生物打印模型。方法 通过采

用不同尺寸：210、340、420 µm的打印喷头结合3D生物打印技术构建3种不同的含细胞3D微结构；利用荧光显微镜观察3D微

结构中细胞形态及增殖现象；活/死细胞染色技术检测细胞活性；采用方差分析和样本 t检验等方法进行统计学分析。结果 3种

不同构架的3D微结构均可促进表皮干细胞增殖；打印后0、3、7 d之间，3组3D微结构在细胞活性水平上均逐步降低且差异有统计

学意义（P<0.01）；与7 d时的细胞活性相比，3组3D微结构在14 d时的细胞活性均升高且差异有统计学意义（P<0.01）；与210 µm

组和340 µm组相比，420 µm组3D微结构在长期培养中细胞活性水平最高（P<0.01）。结论 420 µm组3D微结构能够稳定促进

皮肤替代物中表皮干细胞的增殖能力并维持高细胞活性，为构建3D生物打印组织工程表皮以及全层皮肤模型奠定了基础。
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Abstract: Objective To evaluate the effect of different microstructures prepared by three-dimensional (3D) bioprinting on
proliferation and viability of the murine epithelial stem cells in vitro. Methods 3D cell-laden microstructures were constructed
using 3 different printing nozzles with diameters of 210, 340, and 420 μm. Fluorescence microscopy and the live/dead assay kit
were used to observe the proliferation and viability of the murine epithelial stem cells in the microstructures. Results All the
3D cell-laden micro-structures were capable of promoting the proliferation of murine epithelial stem cells. In the 3 groups of
micro-structures, the cell viability decreased significantly with time until 7 days after printing (P<0.01), but at 14 days after the
printing, the cell viability increased significantly as compared with that at 7 days (P<0.01). The viability of the cells was
significantly higher in the microstructure printed using a 420 μm nozzle than in the microstructures printed with 210 μm and
340 μm nozzles (P<0.01). Conclusion The microstructure printed with a 420 μm nozzle can stably promote the proliferation of
murine epithelial stem cells and maintain a high level of cell viability, suggesting the feasibility of constructing
tissue-engineered epidermis and full-thickness skin graft using 3D bioprinting technique.
Keywords: three-dimensional bioprinting; three-dimensional microstructures; epithelial stem cells; cell proliferation; cell
viability

基础研究

收稿日期：2017-02-12

基金项目：国家重点基础研究发展计划“973计划”（2012CB518105）；国家

自然科学基金（81121004，81671905）

Supported by National Key Basic Research Program (2012CB518105)

and Supported by National Natural Science Foundation of China

(81121004, 81671905).

作者简介：刘煜凡，在读硕士研究生，E-mail: liuyufandy@hotmail.com

通 信 作 者 ：吴 旭 ，教 授 ，主 任 医 师 ，博 士 生 导 师 ，E-mail:

wuxu_southhospital@163.com

··761



J South Med Univ, 2017, 37(6): 761-766 http://www.j-smu.com

生有重要意义［12-13］。

近几年来，利用三维生物打印（3D生物打印）技术

将生物相容性材料、种子细胞和支持组件等打印成复杂

的具有功能的3D类组织用于创伤修复和组织再生医学

的研究已陆续展开［14-18］。已有研究表明，3D结构能够影

响干细胞的分化能力［19-21］，且本研究团队在前期实验中

应用3D生物打印技术，已经实现了小鼠表皮干细胞在

3D微结构中的有效增殖并初步构建了3D生物打印组

织工程表皮模型［22-23］。但同时，本组研究人员发现，在实

验中缺乏稳定诱导表皮干细胞增殖分化的最佳模型，且

不同构架的3D微结构在促进小鼠表皮干细胞的增殖速

率及维持细胞活性的高低上存在差异。不同构架的3D

微结构对细胞增殖和细胞活性的影响尚未见文献报

道。为了建立最佳的3D打诱导印模型用于皮肤再生，

本组研究人员选择了3种不同直径的打印喷头用于构

建不同的3D微结构模型，深入探讨不同构架的3D微结

构对细胞增殖和细胞活性的影响。基于小鼠表皮干细

胞直径的大小及本实验室前期在3D微结构仿生模型的

参数的探索，我们选择直径分别为210、340、420 µm的

打印喷头。

1 材料和方法

1.1 细胞分离和培养

小鼠表皮干细胞的提取与培养。选择胚胎期12.5 d

的GFP-C57BL/6小鼠［24］（杰克逊实验室，美国），剪取其

背部皮肤后，置于4 mL的0.01%磷酸盐缓冲液（PBS溶

液）中，静置1 min并重复2次。然后将剪取的样本皮肤

置于4 mL的2 mg/mL的 II型中性蛋白酶溶液（Sigma）

中静置30 min后，移入4 mL的2 mg/mL的Ⅰ型胶原酶

溶液（Sigma）中再次静置30 min。取出样本皮肤并置于

无菌培养皿中剪碎后，加入 4 mL的 0.25%的胰蛋白

酶-EDTA溶液（北京索莱宝公司）静置30 min。以上所

有静置过程均在37 ℃恒温培养箱中完成。经胰蛋白

酶 -EDTA 消化完成后，加入 4 mL 胎牛血清（FBS，

Gibco）终止消化并将样本移入15 mL离心管中，使用台

式低速离心机1000 r/min，离心5 min。弃上清液，加入

8 mL的DMEM/F12细胞培养基（Gibco）后将细胞沉淀

吹打均匀后移入10 cm无菌培养皿中，放置于37 ℃恒温

培养箱中培养，48 h后观察细胞贴壁情况、换液。

1.2 生物打印墨水的制备

此次研究中选择的生物相容性材料为明胶

（Sigma）和海藻酸钠（Sigma）。在室温条件下，将20 g

明胶置于100 mL的PBS溶液中充分溶解后制成浓度为

20%的明胶溶液。将8 g海藻酸钠置于100 mL的PBS溶

液中在60 ℃加热状态下充分溶解后制成浓度为8%的海

藻酸钠溶液。每10 mL生物打印墨水中含有6 mL的

20%明胶溶液、3 mL的8%海藻酸钠溶液和1 mL的细胞

悬液（细胞密度为1×107/mL）。

1.3 3D生物打印微结构模型

选择3种不同直径的打印喷头用以构建3组不同构

架的微结构模型，分别标记为210 μm组、340 μm组和

420 μm组。打印过程中所使用的打印喷头、打印针筒、

生物打印墨水等均需高温高压消毒。将30 mL生物打

印墨水均匀分配至3组打印针筒内，密封并置于0 ℃保存

1 h后，分别依次安装到3D生物打印平台（捷诺飞3D生物

打印机，中国）以构建3D微结构仿生模型。在打印过程

中，选择统一的打印参数，即3D微结构大小为20 mm×

20 mm×3 mm，孔隙间隔为2.5 mm。完成打印后的含

细胞的3D微结构用浓度为10%的氯化钙溶液在0 ℃下

交联10 min后，弃掉培养皿中剩余的氯化钙溶液，加入

5 mL DMEM/F12细胞培养基（Gibco），置于37 ℃恒温

培养箱内培养。

1.4 细胞活性的测量

活/死细胞染色试剂盒（美国，Life）用于在打印后0、

3、7、14 d等4个时间点，对3组样品进行染色。通过荧

光显微镜（奥林巴斯，BX51）在高倍镜下观察可以看到

绿染的活细胞和红染的死细胞二者之间分界清晰。为

了进一步探索不同组之间细胞活性的区别，通过荧光显

微镜（奥林巴斯，BX51）在高倍镜下随机选择5个视野，

分别计数活细胞和死细胞，重复3次取平均值。计算细

胞活性百分比，重复3次取平均值。利用Excel表格制

成柱状图。进行该步骤实验时，应选用野生型C57BL/6

小鼠用于提取表皮干细胞，细胞提取方法详见1.1。

1.5 细胞增殖的观察

为了直观地观察3D微结构中的细胞聚集成团和增

殖状态，荧光显微镜（奥林巴斯，BX51）用于在打印后0、

3、7、14 d等4个时间点，对3D微结构中细胞行为的变化

做连续性观察并采集图片。

1.6 统计学分析

所有实验均独立重复3次以上，数据用均数±标准

差表示。采用方差分析和样本t检验等方法进行统计学

分析。当P<0.01认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3D生物打印微结构的特征

利用3种不同直径的打印喷头，210、340、420 µm，

在生物打印墨水、打印参数及打印环境等条件均相同的情

况下，构建3种不同构架的微结构，分别标记为210 µm

组、340 µm组和420 µm组（图1）。在打印过程中，横竖

交叉的层层叠加式打印模式良好地构建了稳定的三维

立体模型（图1D~F）。在此次研究中，带有绿色免疫荧

光标记的小鼠表皮干细胞用于镜下观察。通过荧光显
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微镜的镜下观察可以发现，0 d时，3组3D微结构中，细

胞均呈现独立分散状态且分布均匀，未见细胞聚集和

成团（图1G~I）。

2.2 3D微结构促进小鼠表皮干细胞增殖

本次研究中，荧光显微镜用于对3组3D微结构中

小鼠表皮干细胞的行为学变化进行连续性观察，最终选

择了0、3、7、14 d等4个具有代表性的时间点。从图2中

可以清晰地看到，在0 d的时候，3组3D微结构中的小鼠

表皮干细胞均呈现独立分散状态，在培养后3 d，少量细

胞开始聚集形成了只有2~3个细胞的团块（图2A~F）。

从培养后7 d开始，3组3D微结构中的细胞团块相对于

3 d时，细胞团块明显增殖变大且团块结构本身趋向复

杂化（图2G~I）。继续培养至14 d后，从镜下能够更加

清晰地观察到3组3D微结构中的细胞团块在继续增殖

变大的同时形成了简单的立体结构（图2J~L）。在连续

性观察的过程中我们发现，尽管3组3D微结构在构架

上存在差异性，但对于培养过程中的细胞聚集和成团来

说，不论是在时间点上还是在形态上，均未发现明显的

差异性。

2.3 3D微结构对细胞活性的影响

在利用不同直径的打印喷头构建的3D微结构中，

活/死细胞染色技术用于检测打印过程及后续培养中小

鼠表皮干细胞的活性。从图3可以明显地看出，在打印

后0、3、7、14 d等4个观察时间点上，210 µm组3D微结

构的细胞活性（85.33%、83.15%、80.13%、84.90%）均明

显低于340 µm组（90.83%、87.67%、86.15%、89.40%）和

420 µm组（91.93%、88.73%、87.73%、90.47%）（图3）。

通过方差分析和样本 t检验等统计学分析后可得出，在

0、3、7、14 d等4个时间点上，3组含细胞3D微结构之间

在细胞活性值上的差异均有统计学意义（P<0.01，图

3）。同时，在分析各组细胞活性差异的过程中，打印后

0~7 d之间，210 µm组、340 µm组和420 µm组等3种不

同构架的3D微结构在细胞活性水平上均呈现出逐渐下

降的趋势且差异有统计学意义（P<0.01），而在14 d时，3

组含细胞3D微结构在细胞活性水平上相对于7 d时均

表现出轻度升高且差异有统计学意义（P<0.01，图3）。

3 讨论

表皮连同其派生的附属器,如汗腺、毛囊、皮脂腺等

210 μm 340 μm 420 μm

A B C

D E F

G H I

Day 0

图1 3D生物打印示意图
Fig.1 Nozzles of different sizes used for 3D bioprinting and the microstructures printed using these nozzles. A:
210 µm nozzle; B: 340 µm nozzle; C: 420 µm nozzle; D, E, F: Microstructures printed with the 210, 340, and 420
µm nozzles, respectively (scale bar=1000 µm); G, H, I: Fluorescent micrographs of microstructures printed with
the 210, 340, and 420 µm nozzles on day 0, respectively (scale bar=50 µm).

GFP/Merge
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结构共同构成了机体的“第一道屏障”。皮肤在维持机

体水盐平衡、调节体温和抵御外环境伤害等方面起到了

重要的作用［25-28］。大面积创伤后形成的瘢痕组织不仅无

法起到抵御外环境伤害的屏障作用，也因其瘢痕组织内

不含有汗腺、毛囊、皮脂腺等正常的皮肤附属器而难以

实现皮肤组织原有的生理功能。由此可见，皮肤附属器

的再生研究非常重要。3D生物打印技术作为一项新兴

的技术被广泛用于医学研究领域，基于3D生物打印技

术构建三维仿生模型有力促进了再生医学的发展［14-18］，

本研究组前期利用3D生物打印技术建立组织工程表皮

模型用于皮肤附属器再生的研究。

本研究表明，210 µm组、340 µm组和420 µm组，

这3组不同构架的含细胞3D微结构均能促进小鼠表皮

干细胞的有效增殖，且这三组模型在促进增殖的效应上

无明显差异。由此得出，具有生物相容性的三维立体结

构对小鼠表皮干细胞的增殖具有显著的促进作用，而结

构本身的差异性对小鼠表皮干细胞的增殖影响不大。

干细胞能够稳定发挥其功能的必要条件除了有效的细

胞增殖以外，高细胞活性也是其必要条件之一。然而，

在进一步的研究中发现，尽管210 µm组、340 µm组和

420 µm组的3D微结构在促进小鼠表皮干细胞的增殖

效应上无明显差异性，但在长期地培养观察中，本组研

究人员通过活/死细胞染色技术的应用揭示了3组不同

构架的3D微结构在维持细胞活性方面的差异。图3表

C

F

I

L

B

E

H

K

A

D

G

J

GFP/Merge

210 μm 340 μm 420 μm

Day 0

Day 3

Day 7

Day 14

图2 3D微结构中小鼠表皮干细胞在不同时期的细胞聚集成团和增殖
Fig.2 Clustering and proliferation of murine epidermal stem cells in 3D bioprinted microstructure using different nozzles at
different time points (scale bar=50 µm).
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明，在0、3、7、14 d等4个观察时间点上，210 µm组3D微

结构的细胞活性水平明显低于340 µm组和420 µm组

（P<0.01）；相对于210 µm组和340 µm组，420 µm组3D

微结构在长期培养过程中能够维持高细胞活性（P<

0.01）。值得注意的一点是，在分析各组细胞活性差异

的过程中，打印后0~7 d之间，210 µm组、340 µm组和

420 µm组等3种不同构架的3D微结构在细胞活性水平

上均呈现出逐渐下降的趋势且差异有统计学意义（P<

0.01），而在14 d时，3组在细胞活性水平上与7 d时相比

均表现出轻度升高且差异有统计学意义（P<0.01）。本

团队认为这一现象的出现存在两种可能性：3D微结构

中的小鼠表皮干细胞在7~14 d时的增殖速率较快，细

胞增殖速率超过了细胞死亡速率，因此在这一时期内，3

组3D微结构在细胞活性水平上均形成了一个上升趋

势；3D微结构中的小鼠表皮干细胞的增殖速率恒定，但

部分死亡细胞或凋亡细胞会随着生物材料的降解逐步

分离出3D微结构，相对地形成了高倍镜下单视野内的

活细胞计数增多进而导致细胞活性升高的现象。以上

两种假设仍需要进一步的研究验证。

已有3D生物打印技术的研究主要集中在3D微结

构对于细胞分化的作用［19-23］，对于细胞增殖和活性的影

响还没有人关注。本研究发现420 µm组3D微结构仿

生模型不仅能够促进小鼠表皮干细胞的有效增殖，而且

能够在长期培养中维持高细胞活性。在3D仿生结构

中，本研究为3D生物打印组织工程表皮的进一步分化

提供了最佳的物理环境，为3D生物打印微环境对细胞

的影响提供了新的理论。
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