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3D生物打印技术是一种基于传统3D打印技术发展起来的新兴技术。该技术可以把生物相容性材料、
细胞或生物活性因子进行精准组装，为组织工程研究提供新方向。在众多3D生物打印技术中，光
固化3D生物打印技术在组织工程研究领域发挥着重要作用，而光固化3D生物打印技术的成功应用
又与生物材料的光固化特性不可分割。在可见光固化材料中，光交联水凝胶因聚合速度快、时间
和结构可控的特点而极具研究价值和应用潜能。众所周知，光聚合反应通常由紫外线或可见光引
发。然而，紫外线用于3D生物打印可能会造成细胞损伤，影响细胞的活力。而可见光在生物安全
性方面具有独特的优势，所以，将可见光交联技术应用在3D生物打印领域极具应用前景。本文回
顾了目前可应用的由可见光引发的3D生物打印技术，并对可见光交联生物墨水的交联机理、可见
光引发剂类型和生物医学应用进行了介绍。本文最后对可见光引发的3D生物打印设备及水凝胶目
前在生物医学领域应用中存在的挑战和前景进行了讨论。
© 2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 

Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license  
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. 引言

随着人体重要器官终末期衰竭率的激增，医学界迫

切需要一种能够有效修复和恢复受损器官的创新治疗

方法。此外，器官移植领域面临的挑战在于最佳捐赠

者器官短缺和匹配的困难。近年来组织工程在再生受

损组织方面取得了显著成就并引起了临床移植医生和

研究人员的广泛关注。组织工程被认为是一种可能的

手段，用于解决临床对活体器官日益增长的需求以及

解决活体器官移植的局限性[1–4]。细胞、支架和生物/ 
生化因子一般被称为基于组织工程的再生医学策略的

“构建模块”的基本要素[5–7]。理想的组织工程生物

活性支架将为细胞、生物活性因子和周围组织之间的

相互作用提供平台[4]。此外，支架为细胞提供物理支

撑并控制因子的释放。

Charles W. Hull于1986年首次提出三维（3D）打印

技术[8]。3D打印是一种由计算机辅助设计模型来构建

物体的制造过程[5]。与传统制造（如铸造和锻造工艺）

相比，3D打印是指通过逐层增加材料的方式将数字模

型制造成3D实体物件或支架的过程，属于增材制造技

术的一种[1,3,5]。生物打印技术可通过设计有利于细胞

生长的支架微观结构以及调节生物活性因子的分布满足
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组织再生需求，使其变得越来越有吸引力。打印材料、

细胞和打印设备/方法是3D生物打印技术中最重要的三

个因素。

根据美国材料与试验协会标准（F2792），3D打印

技术分为光聚合成型、材料喷射成型、材料挤出成型、

粉末床融化、黏结剂喷射、层压和直接能量沉积等8种
打印技术[9]。在细胞活力和可打印性方面，基于光聚

合的打印方法相较于其他类型的生物打印方法具有许多

优势，如室温下能够快速固化、高保真打印以及温和的

反应过程。通过调节光强、曝光时间和照射面积，该打

印方法可以方便地控制打印结构和速度[7]。在各种生物

打印方法中，有4种方法被广泛应用于光固化生物打印：

喷墨打印、挤出式打印、立体光刻印刷和数字光固化。

生物墨水是生物打印中的打印前体，通常是基于包

含细胞的热敏或光聚合材料[10]。它作为细胞载体，能

够确保打印成型中的精确定位、避免打印过程中细胞机

械损伤和保护打印后材料形成的有利于细胞生长的微环

境。在众多的打印材料中，水凝胶是一类通过化学键或

物理力形成的3D网络聚合物。它可以在水中膨胀，但

不会溶于水。一些水凝胶显示出类似于天然细胞外基质

（ECM）的可渗透结构。这种结构为细胞增殖提供了优

越的3D微环境[11–15]。鉴于这些特性，许多类型的水

凝胶都可以应用在组织工程的各个领域。聚合物链之间

会发生两种交联：化学交联和物理交联。不同的交联方

法对水凝胶的凝胶动力学以及性质会产生不同的影响。

物理交联的水凝胶主要依靠分子间作用力、氢键和其他

弱相互作用力。化学交联的水凝胶则由共价键形成，相

比物理交联的水凝胶强度更高[11]。在化学交联方法中，

光聚合因其独特的性能而备受关注[16–18]。
光聚合是获得共价交联水凝胶的一种简单、干净

且方便的方法。光聚合可以在空间和时间上有效地控

制水凝胶的形成和结构。目前，光聚合主要是用紫外

线（UV）来实现的，但细胞在暴露期间可能会受损[19]。
相比之下，当将紫外线换成可见光时，水凝胶体系则

拥有更高的细胞相容性和更广泛的应用前景。此外，

可见光具有更高的穿透深度，这使得水凝胶的结构更

均匀[20]。可见光交联水凝胶已在组织工程[21]、3D
细胞封装[22]和药物输送[23]等众多领域得到广泛的

研究和应用。

在本文中，我们简要讨论了可应用于可见光诱导生

物打印的3D生物打印技术及设备的操作原理和特点（表

1 [20,21,24-33]）。然后，系统概述了可见光交联生物墨

水，包括交联机制和可见光引发剂，并重点介绍了它们

在生物医学中的应用。最后，讨论了生物打印和可见光

交联水凝胶所面临的挑战，并且对发展前景与发展方向

进行了展望。

2. 光诱导 3D 生物打印法

2.1. 基于喷墨技术的生物打印

喷墨打印源于商业的2D喷墨打印技术，该技术将

载有细胞的生物墨水滴落并沉积到预定区域，形成预设

的形状[34]。从喷嘴喷射到基板上的液滴通常是由热驱

动或压电驱动产生的，如图1 [24]所示。热驱动通过加

热元件产生液滴，在2 μs内使生物墨水过热，因此高温

（如300 ℃）不会影响细胞活力[9]。压电驱动可快速调

节电压，迫使生物墨水通过压电材料排出液滴。生物墨

水的物理和化学凝胶过程可以与打印过程同时发生，以

保证印刷保真度。由于液滴体积小（直径为10~50 μm）

且喷射速度很快（每分钟高达10 000个液滴），所以基

于喷墨技术的打印可确保高打印分辨率（低于50 μm）

和较快的打印速度[24]。此外，打印后的细胞活力可以

超过80%。然而，基于喷墨技术的生物打印的一个缺点

是该技术仅限于使用低黏度生物墨水，因为高黏度生物

表1 可见光诱导的生物打印方法

Method
Printing 
speed

Resolution
Vertical 
structure

Advantage Limitation Application
Cell 
viability

Inkjet Fast 50 μm Poor [24] Support low viscosity bioink Only low viscosity inks, poor 
vertical printing ability

Drug delivery [25,29], cell 
patterning [21]

> 80% 
[21]

Extrusion Slow ≥ 100 μm Good [24] Simple, easy, suitable for a 
variety of hydrogels

Relatively low cell viability Bone [30], 3D cell embedding 
[31]

40%–95% 
[31,32]

SLA Fast 50 μm [26] Good [24] Nozzle free, no limitation in 
ink viscosity, high efficiency

Not support multi-cells 
structure

Tube construct [33] > 85% 
[33]

DLP Fast 50 μm [27] Good [24] Nozzle free, no limitation in ink 
viscosity, high efficiency [28]

Not support multi-cells 
structure

Skin [24], bone and cartilage [20], 
complex model printing [28]

> 90% 
[20]

SLA: stereolithography; DLP: digital light processing.
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压力更方便控制，因而生物墨水的黏度可选范围更广

（30 ~ 6 × 107 MPa·s）。也就是说，尽管在活细胞支持方

面受到限制，但该技术可选的材料更加多样化[37]。根据

挤压过程的基本理论，基于挤压技术的打印方法主要的

缺点是针头大小导致的分辨率低和打印速度慢。当前生

物打印应用的挤压式打印技术的分辨率可以达到100 μm 
[9]。当将光交联生物墨水应用于基于挤压的生物打印

时，光学设备位置的设置至关重要。光固化过程可以在

挤压之前（预交联）、之后（后交联）或过程中（原位

交联时）进行，如图2 [38]所示。Ouyang等[38]的研究

表明，预交联会导致挤压力过高且不一致、结构不均一

和细胞活力低（约47%）。尽管后交联可以提高细胞活

力且降低挤压力，但生物墨水在稳定之前就流动了，因

此无法保持细丝结构。当用透光毛细管替换针头时，水

凝胶可以在沉积之前交联（用紫外线或可见光进行原位

交联），从而使打印更具高保真度且有相对较高的细胞活

力（超过95%）[38]。通过调整水凝胶浓度，在基于挤压

的生物打印中，后交联在可见光下能够实现比在紫外线

下更高的保真度，并确保高细胞活力（超过90%）[39]。

2.3. 立体光刻印刷技术和数字光固化

立体光刻印刷（SLA）与数字光固化（DLP）具有

相似的成型机制。

SLA是使用数字微镜阵列来控制打印区域每个像素

墨水往往会堵塞喷嘴，导致高剪切应力[8]。因此，基

于喷墨技术的生物打印在生物墨水的材料和细胞浓度

的选择方面有限制。此外，构造大而复杂的3D结构也

是一项挑战。Acosta-Vélez等[25]开发了一种药物片剂，

该药物可以在30 s内在可见光下通过喷墨打印制造出

来。使用可见光系统而没有使用紫外线，是因为后者会

影响药物的稳定性[25]。

2.2. 基于挤压技术的生物打印

基于挤压技术的打印是用于制造支架的最常见的增

材制造方法之一。挤压由气动、活塞驱动和螺杆驱动系

统控制[35]。与基于喷墨打印的情况不同，挤压过程的

图2. 三种挤出式生物打印示意图。经Wiley许可，转载自参考文献[38]，©2017。

图1. 喷墨生物打印示意图。经Elsevier许可转载自参考文献[24]，©2018。
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光强度的打印方法之一[6]。在SLA打印过程中，激光

以点对点的方式投射到液体感光材料上以形成固化层。

在第一层固化后，平台会上升一定高度，之后对第二层

进行光交联。重复此操作，直到打印出完整的形状[图3
（a）]。SLA不需要通过喷嘴挤出，并且比基于挤压的打

印更快、更准确且具有更高的分辨率（< 100 μm）[40]。
一般来说，SLA生物打印使用紫外线作为光源。由于紫

外线在生物打印过程中会使细胞受损，因此该方法具有

一定的局限性。Wang等[26]开发了一种可见光诱导的

基于SLA的生物打印法，并将其与基于曙红Y（EY）的

光引发剂一起使用，以制造聚乙二醇二丙烯酸酯（PEG-
DA）和甲基丙烯酸明胶（GelMA）的复合水凝胶。该方

法所达到的分辨率为50 μm，细胞能够存活至少5 d，且

细胞活力达85% [26]。
DLP生物打印类似于基于SLA的打印法，不同之

处在于它通过投影仪来固化层图像而不是以点的形式

将光投射到光聚合材料上[41–43] [图3（b）]。DLP的
打印速度高于SLA，尤其是在打印较大的物体时更为

明显。然而，受限于数字光镜的投影面积和分辨率，

与SLA相比，DLP的可打印区域变少了。因此，DLP
方法通常只用于打印小的物体。Lim等[39]探索了丝

素蛋白（SF）水凝胶的3D DLP打印分辨率。他们在

X方向获得了66 μm的分辨率，在Z方向获得了146 μm
的分辨率。这表明该方法能够高精度地打印复杂结构

（如埃菲尔铁塔）[39]。Lim等[39]开发了一种可见光

诱导的DLP系统。该系统实现了50 μm的分辨率和超

过90%的细胞活力[27]。DLP是一种高效的逐层打印

法。Kelly等[44]基于DLP方法提出了更新一代的制造

方法，通过将光敏聚合物预聚液在动态演化的光场中

旋转来进行光聚合而生成打印结构[图3（c）]。这种方

法可以允许打印更大体积的物体，并且比普通的DLP
方法打印速度快几个数量级[44]。Bernal等[28]使用可

见光（405 nm）介导的体积式生物3D打印技术[图3
（d）]打印厘米级的复杂结构（如有血管嵌入的复杂骨

小梁结构和复杂的半月板结构），且其中包覆的细胞存

活率很高（> 85%），打印的整体时间只需要几秒到几

十秒[28]。这些方法见表1。

3. 可见光交联材料

3.1. 可见光引发剂

大多数可见光交联的生物墨水都需要光引发剂来

图3. SLA（a）和DLP（b）生物打印方法示意图。经Elsevier许可，转载自参考文献[10]，©2012。（c）转轴式立体光刻打印示意图。经Science许可，

转载自参考文献[44]，©2019。（d）转轴式生物3D打印物料平台。经Wiley许可转载自参考文献[28]，©2019。
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引发。光引发剂的类型和暴露于可见光中的持续时间

会影响细胞活力和光引发效率。因此，选择可见光引

发剂时需要考虑吸收光谱、水溶性、产生自由基的能

力和稳定性。

根据聚合的活性物质，可见光引发剂可分为自由基

光引发剂和阳离子光引发剂两种。然而，阳离子光引发

剂在聚合开始时会产生质子酸，因此不能应用于生物医

学领域[7,16]。由此可知，可见光交联水凝胶主要依赖

于可见光引发的自由基聚合。自由基光引发剂可分为I
型光引发剂（单组分热解）和II型光引发剂（光敏剂/

共引发光引发剂）[45]。I型光引发剂吸收入射光子，并

在光作用下可以裂解为两个自由基。然而，在可见光区

域内可选的I型光引发剂较少，通常使用苯基-2,4,6-三
甲基苯甲酰基次膦酸锂（LAP）作为光引发剂[46]。相

比之下，II型光引发剂有更加多样化的替代品，它们从

共引发剂中提取氢以生成二级自由基。目前，钌吡啶络

合物、EY和樟脑醌（CQ）引起了学者的关注并被广泛

应用于组织工程。在可见光交联水凝胶系统中，引发剂

的细胞毒性和吸收光谱对于封装细胞尤为重要。常用的

可见光引发剂见表2 [39,46–56]。

表2  可见光引发剂的类型

Name Structure
Absorption 
spectrum (nm)

Materials Encapsulated cells Cell viability References

EY 515 PEGDA 3T3 fibroblasts > 96% [47]

HA-Tyr hMSC > 96% [48]

LAP 365/405 PEGDA Human neonatal fibroblasts 95% (1 d) [49,50]

GelMA Human articular chondrocytes 70% (1 d) [46]

GelMA Human primary renal proximal 
tubule epithelial cells

> 90% [51]

CQ 450 MeHA Human bone sarcoma cells > 85% (1 d) [52,53]

FR ~490 MeGC Primary articular chondrocytes ~80% [52]

RF 444 HA-Tyr T/C-28a2 chondrocytes 99% (1 d) [52,54]

[Ru(II)(bpy)3]
2+ 452 Gtn-HPA Kidney cells ~90% [55,56]

GelMA Breast adenocarcinoma cells > 85% (21 d) [39]

FR: fluorescein; RF: riboflavin; HA-Tyr: hyaluronic acid-tyramine; MeHA: methacrylated hyaluronic acid; MeGC: methacrylated glycol chitosan; Gtn-HPA: gela-
tin-hydroxyphenylpropionic acid; hMSC: human marrow stromal cell. [Ru(II)(bpy)3]

2+: tris(2,2′-bipyridyl)dichlororuthenium(II) hexahydrate.
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CyQuant细胞增殖直接检测法（CyQuant direct cell 
proliferation assay method）表明，随着LAP浓度的增

加，人原发性肾小管上皮细胞（hRPTEC）的存活率虽

然略有下降，但仍然能满足生物相容性的标准[51]。Lin
等[57]在早期工作中开发了一种由LAP光引发剂引发的

GelMA水凝胶，并在其中搭载了人骨髓间充质干细胞

（MSC），在凝胶中该干细胞具有长期的细胞活力、增殖

能力超过90 d，并且细胞形态良好。虽然LAP可以通过

吸收近紫外线蓝光（405 nm）的能量而产生自由基，但

是用这种产生近紫外线蓝光元件使得生物打印设备的成

本很高，因此这种类型的设备在成本上并没有明显优于

目前的紫外生物打印系统。这种强烈的近紫外线蓝光对

哺乳动物细胞有害并会破坏细胞生命活动的进程[51]。
CQ、荧光素和核黄素（RF）具有相似的吸收光谱（在

400 nm和500 nm之间）[52]。利用甲基丙烯酸乙二醇壳

聚糖（MeGC）水凝胶对这几种引发剂进行细胞毒性测

试，实验结果表明，RF引发的壳聚糖水凝胶机械强度

最高、细胞毒性最低。此外，胶凝时间和细胞呈负相关

[52]。Donnelly等[54]开发了一种RF引发的酪胺取代透

明质酸（HA-Tyr）水凝胶，并将其覆盖在TC-28a2软骨

细胞上，一天后，超过99%的细胞仍然存活。

在可见光引发剂中，EY比其他的引发剂具有更多

的优势[2]。EY是高度水溶性的，在大约515 nm处有一

个吸收峰，并且细胞毒性很低[51]。EY和LAP对肝祖

细胞HepaRG表现出相似的细胞相容性。值得注意的是，

与LAP相比，在由EY引发的明胶水凝胶中，肝脏相关

基因的表达程度相对更好[58]。Gwon等[59]研究证明，

人脂肪间充质干细胞在肝素修饰的透明质酸（HA）水

凝胶中能够有效生长和增殖（细胞活力为95%）。此外，

水凝胶可以支持脂肪来源的间充质干细胞[58]的3D结

构舒展以及成脂分化。Kerscher等[60]证明，EY可以在

1 min内引发低密度的GelMA水凝胶聚合成胶，并能够

促进高效的心肌细胞分化。在分化的第8天，水凝胶会

自发性收缩，同时相关基因的表达、凝胶收缩的同步性、

频率、速度都随时间而变化[60]。
钌吡啶络合物[Ru(II)(bpy)3]

2+/硫酸钠（SPS）系统

也显示出独特的优势。[Ru(II)(bpy)3]
2+/SPS可缓减聚合

过程中氧的抑制作用，从而提高3D生物打印时垂直方

向的保真度[39]。3D生物打印虽然广泛用于打印复杂结

构的水凝胶，但在打印过程中维持垂直方向上的结构和

保持水平方向上的精度仍具有挑战性。一些研究表明，

氧气抑制效应直接影响3D生物打印的光固化打印保真

度和水凝胶结构。由于氧气会影响自由基的存在，自由

基会与氧气发生反应，并转化为过氧化氢自由基，而过

氧化氢自由基不能与不饱和键发生反应。同时，过氧化

氢自由基会减少系统中质子的数量，形成氢过氧化物或

醇类，使共价交联的形成受阻。这些反应会导致水凝胶

的成型结构不充分，从而影响层与层之间的堆叠和垂直

方向的印刷保真度。为了解决这个问题，Lim等[39]应
用了[Ru(II)(bpy)3]

2+/SPS引发的可见光3D打印，与I2959
引发的紫外线3D打印相比较，前者减轻了氧气抑制多

孔生物膜构建的影响（图4 [61]），并在21天内可以保

持85%的细胞存活率。Al-Abboodi等[55]开发出一种由

[Ru(II)(bpy)3]
2+/SPS引发的明胶-羟基苯丙酸（Gtn-HPA）

结合水凝胶，该水凝胶也显示出了良好的细胞存活率

（超过85%）。

3.2. 光聚合机制和凝胶化机制

光聚合有两种类型：无光引发剂聚合和由光敏剂、光

引发剂受光激发而引起聚合。无光引发剂聚合由紫外线

直接引发聚合。Farkas等[6]开发了一种无光引发剂的3D
支架。它是在波长为248 nm或308 nm [6]的光下通过准分

子激光光固化来制造的。该支架相比由光引发剂引发制

造的支架具有更高的细胞活力。然而，这种类型的聚合

所需的能量高于单体共价键的能量。此外，在可见光范

围内满足这一要求有一定挑战性。因此，它不太可能应

用于可见光诱导的聚合领域。可见光下的聚合需要光引

发剂。研究中被广泛应用的三种凝胶化机制包括自由基

链式聚合机制、硫醇-烯烃“点击”反应机制和光催化的

自由基偶联反应机制。凝胶化机制的详细信息如下所述。

3.2.1. 自由基链式聚合机制

合成化学的发展和进步使功能单体和大分子链能够

通过各种方法进行改造和合成。此外，可以通过自由基

聚合（FRP）的方法来生成光交联生物墨水。如图5所

图4. 紫外线和可见光聚合的GelMA/胶原蛋白（Col）打印支架的结构差

异。Vis：可见光；Ru：[Ru(II)(bpy)3]
2+。经American Chemical Society许

可，转载自参考文献[61]，©2016。
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示，FRP过程有三个反应阶段：链引发、链增长和链终

止[14]。将引发剂暴露在光下生成自由基后，自由基会

与双键反应形成新的自由基。新的自由基进一步与单体

上的双键发生反应或形成低聚物，并进一步进行链增长

直至链终止[7]。
由于甲基丙烯酸酯单体的细胞毒性，适用于FRP的

生物墨水是通过向天然或合成的大分子链中引入少量的

甲基丙烯酰基团（使用甲基丙烯酸酐[62]、甲基丙烯酸

甘油酯[63]或甲基丙烯酰氯[24]）制成的，之后通过选

择合适的光引发剂来制作水基光交联生物墨水。自由基

聚合机制和凝胶化机制的说明如图5所示。

3.2.2. 硫醇 - 烯烃“点击”反应机制

硫醇-烯烃“点击”反应是一种快速、高度选择性

的通用方法，用于制备可光交联的水凝胶。19世纪中叶，

当Charles Goodyear发现天然橡胶（聚顺式异戊二烯）的

硫化时，标志着经典的硫醇化学出现了。此后，学界对

巯基/乙烯基聚合的机理、动力学特征和特性进行了广

泛的研究[64,65]。巯基/自由基光聚合的自由基增长机制

与乙烯基自由基链的生长机制不同。此外，巯基单体相

当于交联剂[65]。巯基-烯烃反应不受空气中氧抑制的影

响，可快速实现光聚合[66,67]。因此，光引发剂的使用

量较少。此外，形成的硫醚键可以增强材料的强度。

引发剂活化后，从巯基中提取质子形成硫基自由

基。之后，硫基自由基与乙烯基键发生反应。该反应会

形成硫醚键和碳中心自由基，它们可以生成另一个硫基

自由基。巯基-烯烃反应会持续至可反应部分耗尽为止

[64]。与富含电子的乙烯基单体（如降冰片烯[68]、丙

烯酸酯、甲基丙烯酸酯、苯乙烯或共轭双烯[13,39]）的

反应涉及乙烯基单体的均聚反应以及巯基和乙烯基之间

的共聚反应[65]（图6）。

3.2.3. 光催化的自由基偶联反应

这类反应通常需要含酚羟基化合物的参与，如酪

胺。此外，钌[Ru(II)]和EY常被用作该反应的可见光

引发剂。不同的光引发剂在反应中有不同的引发机理。

[Ru(II)(bpy)3]
2+在可见光下被光氧化成[Ru(III)(bpy)3]

3+。

然后，活化的Ru(III)从酚羟基中吸引一个电子。这就

生成了一种可以进攻多种其他基团的自由基[69]，如图

7（b）所示。然而，基态EY吸收光子后转变为单重态

（1EO），之后通过系统间的交叉转换为长寿命的三重态

（3EO*）。能量在氧气存在时用于形成单态氧（1O2）[70]。
然后，单态氧与酚羟基反应生成维持交联的自由基，如

图7（c）所示。实现这一反应的常用策略是用含有酚羟

基的分子修饰聚合物。Sakai等[33]通过用酪胺修饰海藻

酸盐成功地开发了一种生物墨水。这种墨水在普通台灯

的照射下，10 s内就能完成凝胶化[33]。

3.3. 可见光交联的材料

光聚合材料主要分为天然衍生材料和合成材料。让

材料具有光聚合能力最常见的方法是用含有双键的化合

物，如丙烯酸酯、甲基丙烯酸酯、苯乙烯、共轭二烯和

酪胺修饰特定的侧基或端基。常见的光聚合材料类型及

改性方法见表3 [23,27,33,46,51,55,71–85]。

3.3.1. 天然衍生材料

细胞周围由复杂的结构和多种功能性大分子组成，

称作细胞外基质（ECM）。天然材料来源于有机体中的

多糖和蛋白质。明胶、胶原蛋白等天然材料大多具有优

越的细胞响应性和细胞黏附性，并可在体内降解。此外，

天然材料价格低廉且可再生，但存在降解速率高、净化

工艺复杂、机械性能差等缺点。

明胶是一种从动物组织中分离出来的动物蛋白，通

过胶原蛋白的热变性制备而成[6,85]，其中胶原蛋白是

含有18种氨基酸的多肽的多相聚集[86]。考虑到明胶的

结构，明胶具有功能单体改性的潜力，并且不会显著降

低其细胞相容性。Lin等[85]介绍了可降解的明胶水凝

胶包裹的人骨髓间充质干细胞，它们具有持久的活力、

增殖能力（超过90 d）和良好的完整性。2000年，Van 
Den Bulcke等[87]首先开发了可光聚合的明胶甲基丙烯

酰衍生物GelMA，并申请了专利。该衍生物由（羟基）-图5. 自由基聚合机制和凝胶化机制。hv：光子能。

图6. 硫醇-烯烃“点击”反应机制。hv：光子能。
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赖氨酸和鸟氨酸侧链上的伯胺与甲基丙烯酸酐反应得到

[47,48]。在低温下（< 25 ℃），GelMA预聚液可以在链

之间形成氢键从而增加溶液的黏度。这有助于达到3D
打印挤出工艺的黏度需求。GelMA作为一种独立材料

或通过与其他材料复合共同交联形成水凝胶，在生物打

印领域得到了广泛的应用。除了GelMA外，还开发了

几种类似修饰方法的可光交联明胶衍生物。Mazaki等
[71]开发了一种呋喃胺共轭明胶，它可以通过可见光交

联，同时又可以在体外支持骨髓间充质干细胞的软骨分

化进程[71]。
壳聚糖是一种多糖，由自然界中广泛存在的几丁质

（虾壳、蟹壳等）经过脱乙酰作用得到，化学名称为聚

葡萄糖胺（1-4）-2-氨基-β-D-葡萄糖[75]。由于其具有

抗菌活性，壳聚糖已被美国食品药品管理局（FDA）批

准用于医用伤口敷料。就其化学性质而言，氢键的存在

会降低壳聚糖在水中的溶解度[88]。壳聚糖中丰富的基

团，如酰胺基，为修饰局部性质提供了许多机会。壳聚

糖可与甲基丙烯酸酐或甲基丙烯酸甘油酯反应，形成可

光聚合的壳聚糖衍生物。这种衍生物可用于制备生物活

性载体[23,75]和生物墨水[89]。
透明质酸是一种由D-葡萄糖醛酸和N-乙酰葡萄糖

胺结构单元组成的天然糖胺多糖[90,91]。透明质酸通常

以阴离子形式存在，广泛分布于结缔组织、上皮组织和

神经组织。透明质酸的每个单体都有活性基团修饰位

点[92]。因此，研究人员对现有合成透明质酸大分子单

体衍生物，如甲基丙烯酰透明质酸[38]和降冰片烯功能

化透明质酸的化学方法进行了改进[77]。就其在细胞外

基质中的作用而言，透明质酸表现出高亲水性和细胞

相容性，以支持细胞增殖、迁移和分化[91]。Gwon等
[59]研究表明来自人脂肪的间充质干细胞在肝素修饰的

透明质酸水凝胶中生长和增殖状况良好。在细胞培养过

程中，可以观察到几种功能标记的蛋白的分泌和其协同

作用[82]。Hinton等[93]利用甲基丙烯酸酯化透明质酸

（MeHA）、胶原蛋白等软材料，测试了一种基于挤压的

新型生物打印方法（悬浮支撑自由打印法），该方法在

生物打印天然材料中展现出巨大的应用潜力[93]。
丝素蛋白（SF）是一种从蚕丝中提取的不溶性蛋白。

SF有三条分子链：轻链、重链和糖蛋白P25。重链和轻

链之间通过二硫键连接。此外，它们再与糖蛋白P25通
过非共价作用结合[94]。由于其无毒、免疫原性低、降

解率低[95]，SF可用于创面敷料、酶固定化基质、血管

修复体和结构种植体[79]。经改性后的SF也可应用于生

物打印。Kim等[79]开发了一种改性的甲基丙烯酸缩水

甘油酯SF生物墨水。它可以构建心脏、血管、脑、气管、

耳朵等高度复杂的器官结构，具有优秀的结构稳定性和

可靠的生物相容性[79]。
海藻酸盐是一种阴离子多糖，是由β-D-甘露糖醛酸

和α-L-古洛糖醛酸按（1→4）键连接而成的长链聚合物

[81]。海藻酸盐具有优越的生物相容性、低毒性、低成

本和方便凝胶化等特性，适用于生物打印[96]。一般来

说，海藻酸盐的生物打印过程涉及二价阳离子（Ca2+等）

的添加[97]。然而，普通海藻酸盐水凝胶在体外培养过

程中迅速失去这些机械性能（9天内失去约40%）。此

外，它们的细胞黏附位点不足[61]。如果海藻酸单体的

羧基与2-氨基乙甲丙烯酸酯（AEMA）反应，得到的甲

基丙烯酸酯化的海藻酸钠进行光交联并改善其机械性能

图7. 光催化的自由基偶联反应的机理。（a）钌的引发机理；（b）EY的引发机理；（c）光催化的自由基偶联反应机理。
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[80]。降冰片烯功能化海藻酸盐可在较低浓度（质量分

数为2%）下实现打印，并保持比纯离子交联打印更稳

定的3D结构[81]。

3.3.2. 合成材料

与天然材料相比，合成材料的生物活性不足，但由

于控制了化学和生物官能团[15]，它们的化学和机械性

能具有可重复性、稳定性和可调性。

聚乙二醇（PEG），又称聚环氧乙烯或聚氧乙烯，

是乙二醇的线型合成聚醚，具有亲水性。PEG的末端官

能团及其高度可控的分子量使其末端官能团[98]及合成

物可以被修饰成四臂[99]或八臂[100]，从而增加了材料

的多样性。PEG应用于组织工程的主要优点包括结构和

力学性能可调、生物相容性、亲水性、低细胞毒性和非

免疫原性[101]。由于PEG是不可降解的，对细胞没有

足够的黏附位点，通常与其他材料或多肽混合制成生物

墨水。Bal等[102]使用几种多肽来抑制PEG水凝胶（由

EY引发），以此观察水凝胶中间充质干细胞和受体的结

合如何影响胰岛中胰岛素的分泌。

聚乙烯醇（PVA）是一种亲水性线性合成乙醇均聚物。

大量的侧羟基为生物分子提供了附着位点和修饰的可能。

由PVA及其衍生物制备的水凝胶，因化学性质可调节而

得到了广泛的应用。纯PVA水凝胶无法供细胞长期生长：

从第1天到第14天，MSC细胞活力从87%下降到71%。与

GelMA结合后，第14天时细胞活力可达92% [27]。

3.4. 可见光诱导的 3D 生物打印应用

3.4.1. 组织工程

3D生物打印主要用于组织工程和再生医学。最终

目标是制造人造组织替代品，进而构建人造器官。然而，

目前还无法形成一种功能完整的人工组织替代品用于体

内。因此，为了实现这一目标，主要研究集中在模拟体

内条件的体外模型。

为了实现体外模型的制造，研究人员需要高打印分

辨率来模拟体外组织的复杂结构。Wang等[26]开发了

一种基于SLA的可见光诱导生物打印系统，用EY制备

PEGDA和GelMA水凝胶。垂直3D结构的分辨率为50 μm 
[图8（a）]，NIH 3T3成纤维细胞活力为85%且保持了至

少5 d [26]。Bertlein等[56]的研究表明，可见光 + [Ru(II)
(bpy)3]

2+/SPS体系比紫外线 + I2959体系具有更高的保真

度[图8（b）、（c）]和能维持更长时间的（3周）细胞活

力。Lim等[27]还开发了一种用于DLP生物打印的载细

胞丙烯酸甲酯聚(乙烯醇)（PVAMA）/明胶甲基丙烯酰

氯（GelMA）生物墨水。它能够以高分辨率（25~50 μm）

对复杂结构进行生物打印[图8（d）]。它还能使装载的

细胞在14d [27]内的存活率高达90%。

除了高分辨率外，打印结构中细胞增殖、黏附和分

化的状态也很重要。Wang等[103]也开发了EY/GelMA
水凝胶体系，该体系在打印图案的第5天形成了3D细胞

网络（这揭示了研究细胞生长形态的潜在好处），如图

9（a）所示。Sakai等[33]的研究表明，人脂肪间充质

干细胞在酪氨酸化的透明质酸/明胶打印结构中装载25 d
后，Nanog、Oct-4和Sox-2基因显著上调（是第1天的

2~3倍）。这表明人脂肪间充质干细胞保持了多能性[32]。
Lim等[27]证实PVAMA/GelMA水凝胶支持间充质干细

胞成骨和成软骨分化。Ouyang等[38]报道了将降冰片烯

修饰的透明质酸水凝胶用于包覆MSC。经过56 d的软骨

形成培养后，组织学分析证实了被包裹的MSC可以产

生糖胺聚糖（GAG）和胶原蛋白[104]。Petta等[48]最
近介绍了一种通过酶和可见光交联的双交联透明质酸

生物墨水。在挤压生物打印过程中，它在低取代条件下

表现出柔性剪切细化性能，而且它保留了主要结构和性

质，使人骨髓间充质干细胞、软骨细胞、人端粒酶逆

转录酶（human telomerase reverse transcriptase, hTERT）
成纤维细胞得以培养，并恢复其3D形态[20]。

制备由不同细胞和材料组成的多层结构是模拟皮肤

结构的关键要求。DLP生物打印可以逐层形成类似于皮

肤含有水凝胶的细胞。Kwak等[105]利用可见光诱导的

DLP开发了SF/PEG复合水凝胶作为人造皮肤模型。在

保持较高的细胞存活率的同时，水凝胶表面在6周时形

成致密的角蛋白层，如图9（b）所示[105]。
心脏是人类最重要的器官之一，复杂的结构和多细

胞的相互作用决定了心脏的功能。为了研究心肌细胞和

成纤维细胞在体内的相互作用，Kumar等[73]使用呋喃

明胶和RF打印含有C2C12成肌细胞和STO成纤维细胞

的多层薄片。在培养和孵育过程中，不同的细胞水凝胶

层在交界处并没有分开，而是因细胞间的相互作用结合

在一起[图9（c）] [72]。Kumar等[106]也开发了一种纤

维蛋白-明胶生物墨水，用于心肌细胞和心脏成纤维细

胞的共培养和偶联。此外，免疫化学数据显示，两种类

型的细胞之间通过Connexin43黏附连接实现了异细胞偶

联，这对细胞相互作用至关重要[106]。
功能齐全的人工器官重建离不开血管化网络的构

建。生物3D打印技术是一种构建血管结构的有效方法。

Sakai等[33]使用[Ru(II)(bpy)3]
2+/SPS来聚合经过酪胺化

修饰的海藻酸盐生物墨水，成功打印出一个包含直径为
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1 mm的可灌注的光滑螺旋腔的凝胶方块。这种凝胶方

块也为以后在体外构建包含血管网的复杂3D细胞培养

结构打下基础，如图9（d）[33]所示。

3.4.2. 药物输送

3D生物打印技术，特别是基于喷墨打印技术，已

被应用于药物输送治疗。3D生物打印技术为传统片

剂制造技术提供了一个可行的替代方案：根据基因组

和病理生理学特征定制个性化剂型。此外，利用生物

打印技术可以方便地设计片剂的形状，从而控制药物

的释放。如由紫外线交联PEGDA和N-乙烯基吡咯烷

酮（NVP）制成的药片，通过3D喷墨打印来控制用

于治疗高血压和心力衰竭的卡维地洛的释放[107]。然

而，紫外线会影响活性药物成分的稳定性。可见光诱

导喷墨生物打印是一种更有效的方法。Acosta-Vélez
等[29]使用喷墨生物打印技术研发了一种含有亲水性

罗匹尼罗的可见光交联降冰片烯修饰透明质酸片剂，

图8. （a）可见光诱导立体光刻法制备水凝胶结构。转载自参考文献[26]，经IOP Science许可，©2015。（b）GelMA/Col水凝胶打印的具有连通孔的3D
结构。转载自参考文献[39]，经American Chemical Society许可，©2016。（c）不同引发剂引发的GelMA/Col水凝胶厚度变化比例。Ru：[Ru(II)(bpy)3]

2+。

转载自参考文献[39]，经American Chemical Society许可，©2016。（d）螺旋二十四面体，展现打印的复杂程度。*：P < 0.05。转载自参考文献[27]，
经IOP Science许可，©2019。

用于治疗帕金森病和不安腿综合征。在酸性条件下，

罗匹尼罗在15 min内释放60%，适用于口服药物[29]。
Acosta-Vélez等[25]开发了一种含有奈普生的经EY引

发的可见光固化的PEGDA片剂，该片剂根据配方中

PEGDA的含量以及固化生物墨水的光照时间来控制

其释放[25]。

4. 结论、挑战和展望

光聚合水凝胶得到了广泛的研究。本文综述了可见

光固化3D生物打印方法及可见光引发的光聚合水凝胶

的研究现状，总结了引发剂的类型及其活化机理，并研

究了从自由基聚合到硫醇-烯烃“点击”反应的直接和

间接光诱导反应。本文还综述了近年来可见光交联水凝

胶在组织工程中的几种常见生物医学应用。然而，可见

光诱导的3D生物打印体系和相应的水凝胶仍具有更多

的潜在应用领域。
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在过去的几年里，3D生物打印技术取得了显著的

进步。由于其发展潜力和应用多样性，光固化3D生物

打印技术得到了广泛的研究和发展。光固化3D生物打

印技术的发展趋势引人注目。生物打印领域的一些共

同挑战必须得到解决。其中包含：①打印设备，特别是

打印分辨率、印刷保真度和微观结构复制；②细胞活

力，涉及细胞营养和供氧；③生物墨水性能，包括物理

强度和生物相容性。此外，在可见光诱导的3D生物打

印领域，我们还必须解决光聚合速度和打印结构保真

度的问题。这些问题可以通过改善光聚合水凝胶的性

能来实现。

可见光交联材料比紫外线诱导的光聚合水凝胶具有

更好的性能和更高的应用潜力。虽然可见光比紫外线的

细胞毒性低，但它也有局限性。普通可见光引发剂的活

化一般需要共引发剂和共单体的存在。例如，EY活化

需要三乙醇胺作为共引发剂，NVP作为共单体。因为它

们需要在相对较高的浓度下进行，而且由于共引发剂的

细胞毒性，它们的应用受到了限制。应该在不增加细胞

毒性的情况下，通过提高凝胶效率来克服这一缺点。解

决这一问题的方法之一是提高光强或减少含有多官能团

的链。成功克服这些问题后，可见光诱导的3D生物打

印可以有效地集成到组织工程中。

3D生物打印和组织工程在方法和材料方面取得了

相当大的进展。可见光交联水凝胶可以像紫外线交联水

凝胶一样快速地进行光聚合，从而实现适当的机械强度

和所需的空间结构。因此，这些水凝胶已经成为3D生

物打印和组织工程的通用生物材料平台。近年来的进展

赋予了可见光交联水凝胶诸多优点，如与不同类型细胞

的高细胞相容性、通过结构调节强度和更廉价的交联装

置。此外，可见光生物打印还有许多潜在的应用领域，

图9.（a）3D生物打印水凝胶中细胞微丝网络荧光染色图。转载自参考文献[103]，经American Chemical Society许可，©2018。（b）3D打印包载成纤

维细胞的SF/PEG水凝胶表明形成的角蛋白层。转载自参考文献[105]，经Elsevier许可，©2019。（c）STO成纤维细胞与C2C12成肌细胞共培养界面。

MyoD1：肌原性调节蛋白。转载自参考文献[94]，经Wiley许可，©2019。（d）3D打印水凝胶中空可灌流的螺旋导管结构（直径为1 mm）。转载自参考

文献[33]，经American Chemical Society许可，©2018。
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如疾病模型和药物筛选。与在培养皿中培养相比，生物

打印技术能更方便地在体外观察细胞在3D空间内的动

态通信行为。水凝胶模拟ECM的组成，可以精确模拟

体内的动态变化以及自然组织的功能[78]。此外，光聚

合水凝胶在空间布局上的微观结构设计和调整也更加方

便。总体而言，可见光诱导的生物打印对未来的组织再

生和生物医学工程具有很高的价值。
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