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黄芪多糖-胶原-海藻酸钠-丝素蛋白3D打印支架
的制备及其生物相容性研究
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[摘要] 目的:应用3D打印技术制备黄芪多糖-胶原-海藻酸钠-丝素蛋白复合支架,分析其生物相容

性。方法:2020年8月至2020年12月,采用 MTT法分析 HeLa细胞增殖抑制率,选择黄芪多糖最适

工作浓度区间;制备黄芪多糖-胶原-海藻酸钠-丝素蛋白3D打印支架,进行形态学观察。通过细胞共培

养显微镜观察、Calcein-AM/PI活死细胞双染、扫描电镜等比较,分析其生物相容性。结果:50μg/mL
浓度黄芪多糖对细胞增殖抑制程度较低,且可促进细胞增殖。3D打印支架孔径大小一致,间距统一,厚

薄均匀。细胞共培养5d后,向支架内部迁移,呈团簇状生长。染色可见细胞生长良好,无明显的细胞

死亡现象。扫描电镜下可见丰富的细胞黏附在支架上,细胞间有突触相连。结论:胶原-海藻酸钠-丝素

蛋白含黄芪多糖(工作浓度25~400μg/mL)的3D打印支架性能最佳,可为创面修复、软组织退肿等医

用敷料的应用提供新思路。
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Abstract Objective:Toprepareastragaluspolysaccharide-collagen-sodiumalginate-silkfibroin3Dprintingscaffoldsand
studyitsbiocompatibility.Methods:FromAugust2020toDecember2020,theproliferationinhibitionrateofHeLacells
wasanalyzedbyMTTassaytoselecttheoptimalworkingconcentrationrangeofAPS.Astragaluspolysaccharide-collagen-
sodiumalginate-silkfibroin3Dprintingscaffoldswerepreparedformorphologicalobservation,andthebiocompatibility
wasanalyzedbycellco-culturemicroscopy,doublestainingofdeadcellswithCalcein-AM/PIandscanningelectron
microscopy.Results:Astragaluspolysaccharide(50μg/mL)hadalowinhibitoryefficacyoncellproliferationandpromo-
tedcellproliferation.The3Dprintingbrackethaduniformaperturesize,spacingandthickness.After5dlaterofco-cul-
ture,thecellsmigratedtotheinsideofthescaffoldandgrewinclusters.Stainingshowedthatthecellgrowthwaswell,

andtherewasnoobviouscelldeath.Scanningelectronmicroscopyshowedtherewereabundantcellsadhesiononthescaf-
foldandsynapticconnectionbetweencells.Conclusion:The
3D printing scaffolds with collagen-alginate-silk fibroin
proteincontainingastragaluspolysaccharide(workingcon-
centration25to400μg/mL)hadthebestperformance,

whichcanprovideanewideafortheapplicationofmedical
dressingssuchas woundrepairandsofttissueswelling
reduction.
Keywords: astragaluspolysaccharide;collagen;sodiumalgi-
nate;silkfibroinprotein;scaffoldmaterial;medicaldressings
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  皮肤是免疫系统的重要组成部分,是外界与人体

之间第一道保护屏障[1-2]。骨科临床上各种原因引起

的皮肤创面或软组织损伤越来越多[3]。有研究发现黄

芪具有很强的促血管再生作用,而这主要归功于其有

效成分黄芪多糖[4-5]。胶原蛋白具有低免疫原性,可为

细胞的贴壁、生长、增殖和定向分化提供微环境[6]。丝

素蛋白具有良好的生物相容性和力学性能。海藻酸钠

的水溶性作用有利于吸收创口的渗出物,并维持湿润

的伤口环境[7-9]。故应用3D打印技术制备黄芪多糖-
胶原-海藻酸钠-丝素蛋白复合支架,分析其生物相容

性,为医用敷料的应用提供新方法。

1 材料与方法

1.1 主要药物试剂和仪器

黄芪多糖(solarbio公司),丝素蛋白(合肥博美生

物公司),胶原蛋白Ⅰ型(合肥博美生物公司),海藻酸

钠(sigma公司),噻唑蓝(solarbio公司),L-DMEM 培

养基(Gibco公司),胎牛血清(Gemini公司),3D打印

机(BioScaffolder公司)。

1.2 方法

1.2.1 黄芪多糖浓度筛选 称取黄芪多糖40mg,加
入4mL双蒸水,配成10mg/mL的浓度,用一次性抽

滤器过滤除菌,放-4℃储存。用 HeLa细胞进行药

物的细胞毒性实验。

HeLa细胞复苏后待长满瓶底,用0.25%胰蛋白

酶消化后,培养基吹打成单细胞悬液,细胞计数板计

数,细胞悬液浓度为1×106个/mL,稀释10倍,以1×
105个/mL的浓度铺于96孔板,每孔100μL,37℃培

养箱过夜后,用培养基将黄芪多糖稀释成浓度分别为

400,200,100,500,25,12.5,6.25μg/mL,每 孔

200μL,每组设置4个孔。作用48h后,采用 MTT
法检测细胞增殖情况,各孔加入100μLMTT试剂,
混匀后放于CO2培养箱培养,4h后酶标仪490nm波

长检测OD值。计算比较细胞增殖量,选取黄芪多糖

最适浓度进行后续实验。

1.2.2 黄芪多糖-胶原-海藻酸钠-丝素蛋白3D打印

支架的制备 1)称取海藻酸钠0.8g、丝素蛋白0.8g,
溶解在8mLPBS中,搅拌溶解,灭菌:70℃,30min,
共3次,1次/d。

2)将上述配好并消毒完毕的水凝胶灌入打印料筒

中进行3D打印。打印参数:边长10mm,层高0.1mm,
打印针头0.41mm,打印压力为160kPa,每层8条,共
打印4层,90°转角打印,料筒保持37℃。

3)打印完成后立即加入5%氯化钙,使材料固化,
用PBS洗一下后移入6孔板,支架上滴加150μL
0.2%的Ⅰ型胶原(含50μg/mL黄芪多糖),该步骤均

在冰上操作。加好后,将6孔板放入37℃培养箱2h,
使Ⅰ型胶原由液体变成凝胶。

1.2.3 3D打印支架细胞共培养后显微镜观察及细胞

死活染色检测 每个支架上加入1×106个/mL的

HeLa细胞悬液100μL,1h后加入2mL完全培养基

继续37℃培养。培养1d和3d后,显微镜下观察

HeLa细胞生长情况,并用钙黄绿素-AM/PI双染,浓
度分别为5μmol/L和1.5μmol/L,染色30min后观

察细胞在支架上生长情况。

1.2.4 3D打印支架及细胞共培养后扫描电镜观察 
切取约2mm厚的支架横截面,用导电双面胶粘在金

属托架上,喷铂金后,在扫描电镜下观察生物支架的内

部结构、孔隙及孔径大小。

1.3 统计学方法

计数资料采用x±s表示,用t检验,P<0.05差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同黄芪多糖浓度对细胞增殖的影响

当黄芪多糖浓度小于25μg/mL时,细胞出现增

殖抑制现象,黄芪多糖浓度在25~400μg/mL之间,
细胞仍然增殖明显,且在50μg/mL浓度时达到最高

峰,提示在制作模型时选用的药物浓度可在25~
400μg/mL之间(见表1)。

表1 48h后不同浓度黄芪多糖对 HeLa细胞增殖的抑制作用(x±s)

浓度/(μg·mL-1) 400.00 200.00 100.00 50.00 25.00 12.50 6.25

OD值 1.072±0.0671.264±0.0461.321±0.0801.336±0.0761.138±0.2510.966±0.254 0.695±0.236

t 11.498 18.442 14.627 15.386 4.297 3.123 1.460

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 >0.05 >0.05

2.2 黄芪多糖-胶原-海藻酸钠-丝素蛋白3D打印支

架制备后大体观

如图1所示,整个支架呈透明状,具有较好的成型

性,支架孔径大小一致,间距统一,厚薄均匀,具有一定

的力学性能,能承受镊子的挤压和拉伸而不变形,不
断裂。

2.3 3D打印支架细胞共培养显微镜观察及细胞死活

染色检测结果

培养1d后,很多HeLa细胞爬到孔底,在孔底基

本长满,但支架上仅在孔周围一圈长了细胞。用钙黄

绿素-AM/PI进行细胞死活染色,发现细胞基本都存

活,仅有少量死亡。培养5d后,细胞进一步长进支架
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内部,两个孔间细胞已经连接,与黏附生长细胞不同,
在支架上细胞呈团簇状生长。染色可以看到细胞生长

良好,无明显细胞死亡现象(图2a-f)。

图1 3D打印支架制备后大体观

图2 支架细胞培养观察

2.4 3D打印支架和细胞共培养电镜结果

空支架孔径大小一致,孔间距统一约为300μm,
支架完整,无断裂破损情况。在高倍镜下可见空支架

表面略有起伏,呈粗糙状,利于细胞黏附。培养5d支

架上的细胞,可见细胞密密麻麻地黏附在支架上生长,
细胞间有突触相连(图3a-c)。

3 讨论

目前全球人口老龄化加剧,近10年我国人口老龄

化增长率在11%~17%之间,而皮肤损伤、外伤后引

起的软组织肿胀问题也随之增加,尤其是创面护理和

愈合问题越来越受到关注。医用敷料在加速伤口愈

合、预防和治疗感染等方面具有优良特性[10-11]。目前

医用敷料一般可分为传统医用敷料、生物敷料、人工合

成敷料和功能复合敷料。传统医用敷料中的干性纱布

类敷料来源广泛、成本低廉,但无法阻挡外界病原菌的

入侵,存在破坏创口生长因子等缺点。生物敷料来源

包括胶原蛋白、海藻酸盐、壳聚糖,具有可降解、利于细

胞生长等优势。而人工合成敷料包括水凝胶敷料,功
能复 合 敷 料 包 括 银 离 子 敷 料 等 研 究 也 越 来 越 广

泛[12-14]。
生物活性支架是组织工程三要素的核心,能为种

子细胞提供三维的生活空间,营造利于创伤愈合的生

物环境[15]。与传统制备生物活性支架技术相比(冷冻

干燥法、热致相分离法、静电纺丝法和制孔剂法等),

3D打印技术速度更快,效率更高,可制备出孔隙率和

内部结构符合皮肤修复需求的生物活性支架。3D打

印技术根据预定的尺寸和孔隙率设计出符合皮肤细胞

生长的三维结构,可通过对创面的有效覆盖,减少创面

出血、体液渗出,降低感染概率,修复皮肤创面[16-17]。
黄芪具有益气补虚之功效,现代药理研究发现其具有

图3 3D打印支架电镜图

增强免疫系统、抵御疾病、抗氧化、延缓衰老、改善心

功能状态等功能,对血管内皮细胞增殖具有促进作

用。在胶原中加入一定比例的丝素蛋白,能改善其

机械物理性能,如提高力学和抗水性能,增强其对成

纤维细胞、皮肤表皮细胞的黏附性,为细胞提供长久

的支持,以更好地匹配组织细胞的生长速度,而且可

经过不同的处理方法达到不同的形态和孔隙要求,
增强支 架 的 弹 性 和 多 孔 状 结 构[18]。有 研 究 者 发
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现[19],明胶-海藻酸钠支架具有良好的生物可降解

性,应用于创面后支架逐渐被降解,缺损组织可逐渐

被肉芽组织所替代。
本研究从创面修复、软组织退肿等医用敷料这一

热点出发,基于上述黄芪多糖、胶原、海藻酸钠、丝素蛋

白这4种物质的性能优势,应用3D打印技术制备复

合生物支架,探索最佳制备配比方案,分析了支架的细

胞毒性、外观结构、生物相容性,结果显示:1)黄芪多糖

浓度小于25μg/mL时,对细胞增殖有明显影响,而在

25~400μg/mL之间时,促进了细胞增殖,且50μg/

mL浓度时增殖最明显,提示选用黄芪多糖浓度为

50μg/mL作为支架配比,在不损伤机体细胞的同时,
可能发挥黄芪多糖促血管再生的最佳功效,这也与目

前研究和课题组前期实验结果相一致。2)3D打印支

架孔径大小一致,间距统一。支架与细胞共培养5d
后,呈团簇状生长,且染色可见细胞生长良好,无明显

细胞死亡现象。扫描电镜下可见细胞在支架上黏附丰

富,细胞间有突触相连,提示本研究支架具有良好外观

结构和生物相容性,无明显细胞毒性。说明胶原-海藻

酸钠-丝素蛋白含黄芪多糖(工作浓度25~400μg/

mL)的3D打印支架具有利于细胞生长的三维结构,
多孔结构利于细胞的增殖迁移、物质交换和组织的生

长,可能是构建创面修复、软组织消肿等生物敷料的最

佳配比,可以达到最佳效果。
综上所述,本研究通过胶原-海藻酸钠-丝素蛋白

含黄芪多糖(工作浓度25~400μg/mL)的3D打印支

架具有低细胞毒性,良好的孔隙空间结构和稳定的塑

形能力。该生物支架材料可作为外用敷料,在皮肤修

复及软组织消肿等应用中具有一定潜能。但本支架发

挥作用的内在机制及动物实验研究产生的实际性能有

待进一步明确。
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