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!!摘要%水凝胶已被广泛应用于组织工程(药物控释(生物传感器等生物医学领域*随着微制造技术的发展#

在纳微米尺度范围内制备形状和尺寸与自然组织相匹配的工程化水凝胶为解决血管化困难(复杂组织结构模

拟(多细胞接种等组织工程难题带来了曙光*本文将主要讨论微尺度水凝胶在组织工程领域的研究现状#重点

介绍微尺度水凝胶的合成方法及其在血管化和复杂组织结构模拟方面的应用*

!!关键词%组织工程)微制造)微凝胶)组装)组织构建

引言

组织工程学是应用生命科学与工程学的原理与技术#在正确认识哺乳动物的正常及病理两种状态下
的组织结构与功能关系的基础上#研究和开发用于修复(维护(促进人体各种组织或器官损伤后的功能和
形态的生物替代物的一门新兴学科+#,*它的基本原理是将少量种子细胞经体外扩增后与支架材料复合#

在体外预先构建一个有生物活性的种植体#然后植入人体组织或器官的病损部位#生物材料作为细胞生
长的支架逐渐被机体降解吸收#同时细胞不断增殖(分化#形成新的并且形态(功能与相应组织或器官相
一致的组织#从而达到创伤修复和功能重建的目的+!,*其中#可降解三维立体支架材料起着非常重要的
作用#它是细胞种植的场所和组织再生的模板#是引导组织再生和控制组织结构的关键因素+’,*尽管生
物材料与组织工程已经取得了巨大进展!如组织工程皮肤和软骨等"#但目前仍存在的诸多问题#如难以
对天然组织的复杂结构和形态学进行精确仿生以及血管化困难等#仍然在很大程度上阻碍了复杂组织与
器官的构建+),*

在正常机体中#细胞紧贴血管分布#因为血管可以为其提供营养物质和氧气并及时移除代谢废物和
二氧化碳*通常#植入体中的种子细胞只有在血管周围#%"%<$!""%<的范围内才能通过营养物质的
扩散得以继续存活#如果不能快速建立血管#就难以构建真正有功能的器官+%,*因此#如何设计与构建具
有与天然血管功能相似的脉管网络是制造和维持工程化组织正常功能的一个非常重要的因素*目前#常
见的组织工程血管化的途径之一是在支架中同时接种内皮细胞和平滑肌细胞#并通过生长因子的释放以
达到促进血管生成的目的*然而这种方法最大的问题在于#在形成血管的这段时间内可能会有大量的细
胞已经由于营养物质供给的缺乏而过早地丧失了活性#导致工程化组织的失效*另一种预构建血管结构
的方法则能够尽可能避免这一问题#即在支架移植前于其中人工构造微血管#同时这种人工微血管还能
在移植后与宿主的血管整合在一起#而如何构建这种可控的血管结构并确保其移植后具有所需功能仍是
组织工程所面临的巨大挑战之一*

细胞&细胞(细胞&基质间的相互作用以及组织结构对于调节细胞行为具有重要作用#如在骨髓中胚
胎造血干细胞与成骨细胞和内皮细胞之间的紧密联系+$,*然而#尽管组织工程化支架中的细胞具有一定
的自组装的能力以使它们重获细胞间相互作用#但这些作用往往会在细胞接种和组织隔离的过程中彻底
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消失+##(,*另外#很难做到将细胞均匀地接种到支架内部#大多数细胞只能停留在支架表面*因此#如何
促进细胞间相互作用#控制特定的组织结构#以及如何将细胞均匀种植于支架中成为功能化组织构建的
关键*

微米级的工程化水凝胶#即至少有一维尺寸在微米尺度的水凝胶#有望解决组织工程领域中的诸多
问题#如血管组织的构建以及复杂组织的结构和三维细胞微环境的仿生模拟等+*,*作为细胞载体#水凝
胶具有其独特的优势&首先#在热(光(PI变化(离子等条件作用下可由液态转化为固态#实现原位注射
和任意塑型++##",)其次#细胞既可以贴附于凝胶表面#又能够包裹于凝胶中#特别是三维细胞包裹#为细胞
在基质中的均匀分布提供可能#凝胶的网络结构和通透性为细胞生长(营养输送及新陈代谢产物的排出
提供良好的传输通道+##,)更重要的是#与微制造技术相结合#可以方便地得到从微尺寸到宏观尺度范围
的凝胶单元!从&#%<!亚细胞水平"到%#0<!组织级"水平"#为通过微小单元结构控制实现大块组织的
微结构设计提供可能+*##!,*微尺度水凝胶发展至今#从最早的凝胶微囊用于保护细胞免受宿主免疫系统
的攻击#到现今各种凝胶性质调控!粘附性(强度(细胞信号(形状和尺寸等"的研究#已在组织工程领域受
到越来越多的关注*本文将就组织工程微尺度水凝胶的制备方法#及其在血管化(细胞接种及复杂组织
构建方面的应用作简要介绍*

#!微凝胶的制备

微制造技术的发展使得制备各种形状(尺寸可控的微尺度水凝胶成为可能#也为自然组织的复杂结
构模拟与功能再建提供了新的途径+#’,*如图#所示#常用的合成微凝胶的技术主要包括乳化法+#),(光刻
技术+#%,(微模塑技术+#$,以及微流体技术+#(,等*

图#!组织工程中常用的微尺度水凝胶制备技术

M/6532#!X/03?L1B3101./?-.20K-/̂52;.?;9-.K2;/N2</03?;0172>K9>3?627;L?3./;;522-6/-223/-6

8=8!乳化法
乳化法是微凝胶制备中最常用的一种方法#该方法最大的优点是简单易行*通过控制搅拌速度(溶

液粘度以及表面活性剂等即可调节凝胶的尺寸#但是与其它方法相比凝胶的尺寸分布通常比较大#并且
凝胶形状不可调#只能形成球形微凝胶*琼脂糖(海藻酸钠和胶原的微凝胶均可用该方法制得#载细胞的
微凝胶常被用在细胞免疫隔离(生物反应器及干细胞生物学分析等方面+#*,*

8=6!光刻技术
光刻技术最早被用在微电子工业中#随着各种可光交联的天然和合成预聚物的出现#该方法已被广

泛应用于微尺度组织工程中图案化组织和支架的制备#是一种廉价的(稳定性好的(能够批量制备大面积
样品的方法#目前其分辨率可以实现从微米到#""-<以下+#+,*在模板上涂覆可光交联的预聚液薄层#上
方覆上光掩模#紫外光照射到的区域即交联形成凝胶#凝胶尺寸可从微米级到毫米级不等#通过计算机设
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计和平板印刷进行掩膜设计可以方便地控制微凝胶单元的形状和尺寸*由于光聚合反应可在室温或生
理条件下进行#光固化速度快!从不到一秒钟到几分钟"#反应条件温和#对细胞和组织损伤小#因此光刻
技术常被用于制备包裹细胞的微凝胶+!",#精确定位包覆细胞#模拟体内的细胞微环境#控制细胞与细胞
之间以及细胞与基质之间的相互作用+!##!!,*目前#光刻技术的应用还存在一些限制#如可光交联材料的
局限(紫外交联对细胞活性的影响等*在具体实验中#需要对紫外光的强度(曝光时间以及光引发剂的浓
度进行很好地调节#以确保细胞的活性不受自由基以及紫外光的影响*

8=>!微模塑技术
微模塑技术是广泛用来制备功能可控凝胶的方法之一#该方法的崛起源于软刻蚀技术中二甲基硅氧

烷模板!O4X:"的应用#由此产生了各式各样的微模具结构+!’#!),*软刻蚀是通过表面刻制有细微结构的
弹性印章把微米(亚微米甚至是纳米级的微图形复制到目标物质上去的一种微制造方法#将预聚物浇注
到图案化的弹性印章上#然后瞬间胶化可得到具有各种形状和大小的微粒结构+#%##+,*采用微模塑技术
制得图案的形状和大小可以被精确地控制在#%<以下到%""%<以上*O4X:是最常用的制备弹性印
章的优良材料#可以实现微米级图案的复制#具有低温固化(无毒性等诸多优点#但是也存在着一些缺点#
如O4X:遇到很多有机溶剂会发生溶胀现象#一些几何图形不能很好地从O4X:模具上脱模等*除了

O4X:#其它材料也可以用来制备图案化的弹性印章#如聚氨酯或者特氟龙等#且具有更高的表面能和制
造分辨率#可制备出可控形状和大小的纳米级粒子#但目前这种高分辨率纳米粒子的应用仅限于药物传
输+!),*微模塑法还可以用来构建三维水凝胶微结构&将凝胶前溶液浇注到可溶性模板上#胶化后模板溶
解#于是形成内部含有贯通大孔的三维凝胶+!%,*

8=V!微流体技术
微流体技术是指在微观尺寸下控制(操作和检测复杂流体的技术#是在微电子(微机械(生物工程和

纳米技术的基础上发展起来的一门全新交叉学科#着重于构建微流体通道系统来实现各种复杂的微流体
操纵功能+!$,*通过改变微通道的尺寸(流体速率和液滴形状可以得到不同大小和形状的微粒)利用不同
微通道将不同性质的溶液!如分别具有不同特性粘度的两种或多种溶液"在通道出口处融合#就能够得到
具有不同分子信号的梯度材料#这种梯度材料对于细胞行为的调控及复杂组织的构建是非常有意义的)
通过选择微流道数目#控制溶液组成(粘度及流体流速等#还可以得到非对称粒子+!($!+,*上世纪+"年代
以来#微流控芯片技术得到了快速发展#具有小型化(集成化(高通量和低消耗等特点#已成为一种新的生
物医学研究评价平台#在细胞生物学研究领域中受到了极大的关注*微流体技术在微小结构制造方面具
有很大的优势#该方法的优点在于对构建物形状及尺度的有序控制#缺点在于加工技术要求设备及条件
均较苛刻#且微流体制造过程对于细胞活性的维持及制造过程的操作要求很高#还有待进一步深化和寻
求更简单及细胞友好的方法*

!!微凝胶在组织工程中的应用

微凝胶和微制造技术的联合应用能够克服目前组织构建的许多局限性#在组织工程构建中具有独特
的优势*通过控制凝胶单元的尺寸#可以方便地实现细胞微环境的调控*例如#"‘#%<$#"%<的微凝胶
可以用来模拟单个细胞微环境##"%<$)""%<用以模拟细胞簇结构#而)""%<以上的微凝胶则可以模
拟多个细胞簇之间的相互作用*本文将从组织工程的两种构建方式000-自上而下.和-自下而上.两个
方向!如图!所示"#着重介绍微凝胶在血管化及多细胞的复杂组织结构模拟方面的应用*

6=8!(自上而下)组织工程应用
-自上而下.的组织工程方法旨在利用微制造技术来控制大块支架材料的微观结构特性!如图!1所

示"+*#’",*-自上而下.组织构建中#微凝胶最早被用作在已有的组织工程支架中制造可控的形貌性质#如
微血管结构构建#可以通过在大块支架材料中构建微流体通道实现+’#,*W22等+’!,利用微流体技术首先
制备复合血管内皮细胞的海藻酸钠空心凝胶微纤维#再将其嵌入含平滑肌细胞的大块凝胶基质中#(天
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图!!微尺度水凝胶的!1"-自上而下.和!B"-自下而上.组织工程应用

M/6532!!X/03?;0172>K9>3?627;L?3!1".?P&>?C-1->!B"B?..?<&5P./;;522-6/-223/-61PP7/01./?-;

后可以观察到内皮化的血管通道结构形成*除了微血管结构模拟#微凝胶还可作为暂时性的模板#用以
在大块支架材料中构建所需孔结构*例如#:5-等+’’,在海藻酸钠水凝胶中引入’(q下能够快速降解的
明胶微球#构建了具有可控大孔结构的海藻酸钠水凝胶*结果显示#三维凝胶基质中的这种大孔结构设
计不仅促进了营养物质的交换#同时也为贴壁依赖型细胞在凝胶内部的快速增殖与铺展提供所需空间
!如图’所示"*

图’!明胶微球构建粘附型大孔海藻酸钠水凝胶并促进细胞铺展与迁移+’’,

M/6532’!]K21>K2;/82<103?P?3?5;176/-1.2K9>3?6270?-;.350.2>B96271./-</03?;PK232;.?

P3?<?.20277;P321>/-61-></631./?-+’’,

微凝胶还可用于调控三维支架材料中细胞间的相互作用*例如#采用电泳法可以将细胞固定在瞬间
凝胶化的凝胶特定区域内#以控制细胞团的大小#从而探讨三维环境中细胞&细胞间的相互作用#进而实
现工程化组织构建+’),*结合’4组织打印技术#微凝胶还可用于制备具有不同孔隙结构的凝胶片层#凝
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胶片层本身或通过层层叠加均可获得具有特定组织微结构的三维组织工程支架+’%,*然而#无论是制造
分辨率方面还是复杂仿生形态的支架材料制备方面#-自上而下.的方法在构建组织的复杂结构方面还存
在许多问题#如难以在三维支架结构中精确沉积不同种类的细胞和细胞外基质等*

6=6!(自下而上)组织工程应用
组织工程构建也可以由更小的构件组装而成*大多数生物组织都是由数百个微米级重复单元组成

的#这些单元是由多种不同类型的具有特定三维微结构(组织特异性以及功能特性的细胞!如胰岛(肾或
血窦(骨细胞等"相互作用而成+’$,*-自下而上.的方法旨在通过模仿体内重复功能单元的组织结构#由
较小的单元组装进而形成更大的组织#能够从纳微米尺度层面进行组织的仿生结构设计!见图!B"+’(,*
例如#肝脏的基本功能单元是肝小叶#如果能够制造出六边形的小叶微结构单元#再将这些重复功能单元
通过一系列的堆积组装最终将能够获得具有类似自然肝脏组织的复杂结构与功能的工程化组织*

目前已有一些利用微凝胶和微尺度制造组装技术实现一些组织或器官构建的报道#如血管(肝脏组
织(骨单位构建等*I1;1-等+’*,将一同轴针头置入孔腔状微流体O4X:中#于不同孔腔位置处注射含不
同细胞的明胶预聚液#再通过光交联成胶再挤出模具#成功构建了具有血管内皮细胞(平滑肌细胞和成纤
维细胞分层分布的血管凝胶纤维*:2L.?-等+’+,在生物反应器内#将内部包裹 I2PE!肝细胞(外表面接
种内皮细胞的棒状胶原微凝胶进行灌流培养*在灌流的作用下#细胞外基质的分泌与粘结能够使微凝胶
之间自发紧密结合#最终组装形成一个微型类肝脏组织复合体#并在微凝胶模块之间形成相互贯通的通
道#成功模拟了组织中的微血管结构#表现为凝血时间推迟*:5-等+’’,利用两步光刻蚀的方法制备内环
包裹IVcJD细胞外环包裹 XE$’细胞的具有同轴双环结构的微凝胶阵列#通过微凝胶的顺序组装#获
得了具有血管细胞’骨细胞分层分布的贯通管状组装体#模拟了天然骨单位中内部贯通血管结构外部骨
组织结构的结构特点!见图)"*

图)!光刻蚀技术制备 IVcJD’XE$’细胞分层分布的双环微凝胶及其组装构建类骨单位+’’,

M/6532)!]K2>?5B72&3/-6</03?627;C/.KIVcJD;’XE$’0277;;.31./L/2>>/;.3/B5./?-L1B3/01.2>B9

PK?.?7/.K?631PK9.20K-?7?691->.K2/31;;2<B79.?0?-;.350.?;.2?-&7/@2;.350.532+’’,

’!微尺度水凝胶在组织构建中的优势及挑战

综上#基于微尺度水凝胶及-自下而上.方法组装构建工程化组织复合体在组织工程中具有很好的应
用前景#其优势主要体现在以下几点&首先#微尺度水凝胶能够在纳微米层面上实现三维细胞微环境模
拟#通过调节微凝胶的形状和大小#可以实现材料表面拓扑结构对细胞功能的调控)其次#与微制造技术
相结合#可以实现复杂(不规则结构的微凝胶单元制造#从而在微尺度上模拟复杂组织的微观精细结构#
最终通过微凝胶的组装实现组织的微观到宏观的结构构建)最后#利用光刻(微流体等微制造技术#可以
实现微尺度水凝胶中不同功能细胞的区域化有序接种#有望在结构模拟的基础上实现组织的功能仿生*

尽管从理论上讲#单元组装制造技术可以获得组织的复杂结构#但迄今为止#大多数研究还停留在结
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构的构建上#获得功能性再生组织的成果并不多#微尺度水凝胶的应用仍然面临许多挑战#如发展更为先
进与可行的微制造技术#开发智能化(批量化同时又细胞相容的微单元组装方法#以及材料的生物活性有
限问题等*其中#缺乏既适于微制造及组装过程#又具有良好的细胞生物活性的材料是制约该技术发展
的重要原因*普通水凝胶由于缺少细胞贴附界面和亲和位点#大大影响了细胞在水凝胶中的存活#更难
于实现对于特定细胞的形态表达及细胞行为的精确调控#甚至细胞包裹到水凝胶中几天或几周之后就会
出现凋亡#这成为凝胶类材料在细胞传输及组织工程应用中需要解决的首要问题+)",*未来#-自下而上.
组织构建需要在发展更为先进与可行的制造技术的同时#建立起适用于单元组装成型并具有一定细胞功
能的材料体系#最终实现组织的结构仿生并功能仿生*

)!结语

微尺度水凝胶的制备为组织工程中自然组织的复杂结构模拟与功能再建提供了新的途径#并显示出
很好的应用前景*一方面#在-自上而下.组织构建中#微凝胶可以用来在大块支架材料中构建微血管和
微观结构)另一方面#微凝胶可以作为-自下而上.组织构建的功能化微模块用来模拟组织微小结构#再通
过模块的逐级组装实现三维组织的宏观构建*然而#要实现真正的功能化组织或器官再建#还需要不断
地努力开发新型先进功能材料#在组织结构模拟的基础上#进一步对组织工程构建物进行细胞外基质的
功能构建*
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