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(57)摘要

本发明提供一种用于角膜再生的3D打印墨

水及其制备方法和应用，使用磷酸缓冲溶液配置

聚乙二醇二丙烯酸酯溶液和甲基丙烯酰化明胶

溶液，并将聚乙二醇二丙烯酸酯溶液、甲基丙烯

酰化明胶溶液、光引发剂苯基(2,4,6‑三甲基苯

甲酰基)磷酸锂盐和阻光剂柠檬黄通过0.22μm

滤膜进行滤菌，在37℃环境下，将聚乙二醇二丙

烯酸酯溶液、甲基丙烯酰化明胶溶液、光引发剂

苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐和阻光

剂柠檬黄进行混合，得到3D打印墨水。本发明制

备方法简单，材料来源广泛，实用性强。
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1.一种用于角膜再生的3D打印墨水，其特征在于：使用磷酸缓冲溶液(PBS)配置聚乙二

醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液和甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液，并将聚乙二醇二丙烯酸酯

(PEGDA)溶液、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液、光引发剂苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷

酸锂盐(LAP)和阻光剂柠檬黄(UVabsorber)通过0.22μm滤膜进行滤菌，在37℃环境下，将聚

乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液、光引发剂苯基(2,4,6‑三

甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)和阻光剂柠檬黄(UVabsorber)进行混合，得到3D打印墨水，

其中，聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液的浓度为10、15、20wt％，甲基丙烯酰化明胶

(GelMA)溶液浓度为5wt％，苯基(2 ,4 ,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)的浓度为

0.25wt％，柠檬黄(UVabsorber)的浓度为0.05wt％，聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)、甲基丙

烯酰化明胶(GelMA)、苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)和柠檬黄(UVabsorber)

的质量比为(2‑4)：1：0.05：0.01。

2.一种用于角膜再生的3D打印墨水的制备方法，其特征在于：使用磷酸缓冲溶液(PBS)

配置聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液和甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液，并将聚乙二醇二

丙烯酸酯(PEGDA)溶液、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液、光引发剂苯基(2,4,6‑三甲基苯甲

酰基)磷酸锂盐(LAP)和阻光剂柠檬黄(UVabsorber)通过0.22μm滤膜进行滤菌，在37℃环境

下，将聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液、光引发剂苯基

(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)和阻光剂柠檬黄(UVabsorber)进行混合，得到3D

打印墨水，其中，聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液的浓度为10、15、20wt％，甲基丙烯酰化

明胶(GelMA)溶液浓度为5wt％，苯基(2,4 ,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)的浓度为

0.25wt％，柠檬黄(UVabsorber)的浓度为0.05wt％，聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)、甲基丙

烯酰化明胶(GelMA)、苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)和柠檬黄(UVabsorber)

的质量比为(2‑4)：1：0.05：0.01。

3.利用权利要求1所述的一种用于角膜再生的3D打印墨水打印得到的打印产物

(PEGDA‑GelMA)在角膜再生支架材料上的应用，其特征在于：将3D打印墨水置于DLP3D打印

机中，设置好打印参数，打印参数：曝光时间为20‑80s，打印层高为20‑60μm，打印温度为37

℃，打印完成后从基台上剥离即得到打印产物(PEGDA‑GelMA)。

4.根据权利要求3所述的应用，其特征在于：打印产物(PEGDA‑GelMA)的拉伸强度、拉伸

模量和断裂伸长率分别为82‑83kPa，77‑78kPa和100‑104％；在550nm波长处，利用一种用于

角膜再生的3D打印墨水打印得到的打印产物(PEGDA‑GelMA)的透光率为82‑91％，均大于天

然角膜71.1％的透光率。

5.根据权利要求3所述的应用，其特征在于：在不带细胞的情况下，打印角膜的条件为：

曝光时间为40s，柠檬黄浓度为0.15wt％。

6.根据权利要求3所述的应用，其特征在于：在带细胞的情况下，打印角膜的条件为：曝

光时间为80s，柠檬黄浓度为0.1wt％。
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一种用于角膜再生的3D打印墨水及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医用材料技术领域，更具体地说涉及一种用于角膜再生的3D打印

墨水及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 角膜是眼球表面一个透明、多层的结构，它的主要功能是聚集光线到晶状体上，然

后将光线引向视网膜。其由角膜上皮、角膜基质、角膜内皮层所组成，上皮层由分层的上皮

细胞构成，上皮细胞由角膜缘干细胞分化而来，其允许氧气和必需的营养物质渗入，并阻碍

病原体和灰尘进入眼睛。基质层构成了角膜厚度的90％，由高度正交排列的胶原纤维所构

成，其间含有角膜基质细胞。最内层是角膜内皮层，由一层内皮细胞所构成，再生能力较差。

[0003] 当角膜受到损伤的时候就有可能形成角膜疾病，如今，角膜疾病已经成为了致盲

的主要原因之一。据统计，每年有将近一千万的角膜疾病患者，但是由于供体的缺乏，只有

少于20万的患者可以进行角膜移植手术。因此，研究人工角膜替代物已经迫在眉睫。

[0004] 目前已经应用于角膜移植手术中的包括波士顿人工角膜，AlphaCor人工角膜等，

尽管其成功地改善了许多患者的视力，但是随之而来的并发症，比如青光眼、眼内炎的风险

增加，难以达到理想角膜替代物的要求。

[0005] 组织工程技术为角膜患者带来了福音，而作为组织工程三要素中的关键部分，支

架材料的选择尤为关键。水凝胶是富含水的交联高分子网络的溶胀体，由于其具有良好的

生物相容性，高孔隙率，高含水量和适宜的粘弹性，故有望应用于角膜再生中的支架材料。

如今已有多种高分子材料及其复合物被用于制备水凝胶，比如天然高分子中的胶原，明胶，

壳聚糖，丝素等，以及合成高分子中的聚乙二醇(PEG)，聚己内酯(PCL)、聚甲基丙烯酸羟乙

酯(PHEMA)等，天然高分子通常具有优异的生物相容性，但是其机械性能难以达到要求，合

成高分子可以通过改善合成工艺达到理想的性质，但是其生物活性较低，难以支持细胞的

黏附、增殖，从而难以与自身组织融合达到再生的目的。因此，发展一种既具有足够生物相

容性又具有足够机械性能的生物支架材料是非常重要的。

[0006] 3D生物打印技术是创造具有适宜细胞生长微环境的、用于组织工程和再生医学的

支架材料的有效途径之一。在过去的几年中，数字光处理技术(DLP)作为一种光辅助3D打印

技术受到了越来越多研究者们的青睐，它可以解决在喷墨打印和挤出打印方式中的一些缺

点，如挤出过程中细胞容易受到剪切力的损伤，对墨水粘度的高要求，打印时间过长导致的

细胞活力下降等等。DLP利用分层打印、逐层光固化的方法可以制备出多种形状的产物，并

且其墨水来源广泛，相较于传统紫外光引发，DLP的光源使用405nm波长，属于可见光波段，

因此对细胞的损伤小。

发明内容

[0007] 本发明克服了现有技术中的不足，现有的角膜再生支架材料存在机械性能差，生

物活性低，难以支持细胞的黏附、增殖，进而难以与自身组织融合达到再生的目的，提供了
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一种用于角膜再生的3D打印墨水及其制备方法和应用，3D打印墨水主要由聚乙二醇二丙烯

酸酯(PEGDA)和甲基丙烯酰化明胶(GelMA)组成，甲基丙烯酰化明胶(GelMA)能够增强凝胶

的生物相容性，聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)能够增强凝胶的力学性能，利用数字光处理技

术(DLP)3D打印技术制备出具有角膜形状的水凝胶，并对其光学性质，流变性质，力学性能，

降解溶胀性质以及细胞相容性进行了测试，初步证明其在角膜再生的应用潜能。

[0008] 本发明的目的通过下述技术方案予以实现。

[0009] 一种用于角膜再生的3D打印墨水及其制备方法，使用磷酸缓冲溶液(PBS)配置聚

乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液和甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液，并将聚乙二醇二丙烯酸

酯(PEGDA)溶液、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液、光引发剂苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)

磷酸锂盐(LAP)和阻光剂柠檬黄(UV  absorber)通过0.22μm滤膜进行滤菌，在37℃环境下，

将聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液、光引发剂苯基(2,4,

6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)和阻光剂柠檬黄(UV  absorber)进行混合，得到3D打印

墨水，其中，聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液的浓度为10‑20wt％，甲基丙烯酰化明胶

(GelMA)溶液浓度为5‑10wt％，苯基(2,4 ,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)的浓度为

0.25‑0 .5wt％，柠檬黄(UV  absorber)的浓度为0.05‑0 .15wt％，聚乙二醇二丙烯酸酯

(PEGDA)、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)、苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)和柠檬

黄(UV  absorber)的质量比为(1‑5)：(1‑2)：0.05：0.01，在DLP  3D打印机中设置好打印参

数，打印参数：曝光时间为20‑80s，打印层高为20‑60μm，打印温度为37℃，打印完成后从基

台上剥离即得到打印产物(PEGDA‑GelMA)。

[0010] 聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)溶液的浓度为10、15、20wt％，甲基丙烯酰化明胶

(GelMA)溶液浓度为5wt％，苯基(2 ,4 ,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP)的浓度为

0.25wt％，柠檬黄(UV  absorber)的浓度为0.05wt％。

[0011] 聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)、苯基(2,4,6‑三甲基苯

甲酰基)磷酸锂盐(LAP)和柠檬黄(UV  absorber)的质量比为(2‑4)：1：0.05：0.01。

[0012] 打印参数：曝光时间为20s，打印层高为50μm，打印温度为37℃。

[0013] 聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)的制备方法：取聚乙二醇(PEG)(分子量为8000)溶于

二氯甲烷中，得到聚乙二醇(PEG)溶液，然后向聚乙二醇(PEG)溶液中加入三乙胺，冰浴，待

其冷却后，得到混合溶液，在恒压滴液漏斗中加入二氯甲烷和丙烯酰氯，以5s/滴的速度向

上述混合溶液缓缓滴入二氯甲烷和丙烯酰氯的混合溶液，室温20‑25℃下反应24h后，将上

述溶液逐滴滴入到冰乙醚中，沉降、过滤、烘干后，得到聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)，其中，

聚乙二醇(PEG)、三乙胺、二氯甲烷和丙烯酰氯的质量比为10：1：70：0.6。

[0014] 甲基丙烯酰化明胶(GelMA)的制备方法：在40℃下，将明胶溶于水中得到明胶水溶

液，向上述明胶水溶液中加入氢氧化钠(NaOH)，搅拌溶解后再加入N,N’‑二甲基甲酰胺

(DMF)，待搅拌澄清后再加入甲基丙烯酸酐，40℃下反应2h后，将上述溶液快速倒入无水乙

醇中，沉降得到沉淀物，将沉淀物剪碎后继续加入到无水乙醇中洗涤，最后使用超纯水在37

℃的烘箱中将沉淀溶解、透析三天、冻干后，即得到甲基丙烯酰化明胶(GelMA)，其中，明胶、

氢氧化钠(NaOH)、N,N’‑二甲基甲酰胺(DMF)和甲基丙烯酸酐的质量比为4：0.1：132：0.6。

[0015] 利用一种用于角膜再生的3D打印墨水打印得到的打印产物(PEGDA‑GelMA)的拉伸

强度、拉伸模量和断裂伸长率分别为82‑83kPa，77‑78kPa和100‑104％。
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[0016] 在550nm波长处，利用一种用于角膜再生的3D打印墨水打印得到的打印产物

(PEGDA‑GelMA)的透光率为82‑91％，均大于天然角膜71.1％的透光率。

[0017] 在水凝胶的体外细胞毒性测试中，利用一种用于角膜再生的3D打印墨水打印得到

的打印产物(PEGDA‑GelMA)的细胞存活率相较于对照组均在90％以上，说明此打印产物

(PEGDA‑GelMA)的细胞相容性更好，且细胞与打印产物(PEGDA‑GelMA)共培养1‑3天后，细胞

均能保持正常形态，存活率高。

[0018] 在不带细胞的情况下，打印角膜的条件为：曝光时间为40s，柠檬黄浓度为

0 .15wt％，而在带细胞的情况下，打印角膜的条件为：曝光时间为80s，柠檬黄浓度为

0.1wt％。

[0019] 本发明的有益效果为：3D打印墨水主要由聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)和甲基丙

烯酰化明胶(GelMA)组成，甲基丙烯酰化明胶(GelMA)能够增强凝胶的生物相容性，聚乙二

醇二丙烯酸酯(PEGDA)能够增强凝胶的力学性能，利用数字光处理技术(DLP)3D打印技术制

备出具有角膜形状的水凝胶，并对其光学性质，流变性质，力学性能，降解溶胀性质以及细

胞相容性进行了测试，初步证明其在角膜再生的应用潜能，本发明制备方法简单，材料来源

广泛，实用性强。

附图说明

[0020] 图1是聚乙二醇(PEG)与聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)的核磁图；

[0021] 图2是明胶与甲基丙烯酰化明胶(GelMA)的核磁图；

[0022] 图3A是聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)、打印产物

(PEGDA‑GelMA‑20‑5)的XRD图，图3B是聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)与甲基丙烯酰化明胶

(GelMA)的红外谱图；

[0023] 图4是甲基丙烯酰化明胶(GelMA)水凝胶，打印产物(PEGDA‑GelMA)的拉伸图；

[0024] 图5是甲基丙烯酰化明胶(GelMA)水凝胶，打印产物(PEGDA‑GelMA)的压缩图

[0025] 图6A是打印产物(PEGDA‑GelMA)在PBS中的溶胀度，图6B是打印产物(PEGDA‑

GelMA)在I型胶原酶中的降解图，图6C是打印产物(PEGDA‑GelMA)的透光率，图6D是天然角

膜、打印角膜以及打印片状的透明度展示图，图6E是打印产物(PEGDA‑GelMA)的频率扫描

图，图6F是打印产物(PEGDA‑GelMA)的模量统计图；

[0026] 图7是L929细胞在打印产物(PEGDA‑GelMA)上的黏附与存活率，其中，(A)为水凝胶

表面的细胞明场照片，(B)为水凝胶表面的细胞活死染色荧光照片，(C)为体外细胞毒测试，

(D，E)为细胞与水凝胶共培养1，3天后的活死染色图，对照组为不加凝胶的空白对照；

[0027] 图8A是兔角膜上皮细胞(SIRC)与打印产物(PEGDA‑GelMA)共培养1，3，5天的活死

染色图，图8B是SIRC细胞与聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)、甲基丙烯酰化明胶(GelMA)溶液、

打印产物(PEGDA‑GelMA)共培养1，3，5天的MTT测试数据，对照组为不加细胞的空白对照，图

8C是光引发剂(LAP)与柠檬黄(UV  absorber)的体外细胞毒测试；

[0028] 图9A和图9B是SIRC细胞在打印产物(PEGDA‑GelMA)表面迁移的活死染色图以及对

应的迁移率，图9C和图9D是SIRC细胞在打印产物(PEGDA‑GelMA)表面黏附的活死染色图以

及增殖数据；

[0029] 图10是SIRC细胞在打印产物(PEGDA‑GelMA‑20‑5)中培养3天后的活死染色图。

说　明　书 3/7 页

5

CN 114796604 B

5



具体实施方式

[0030] 下面通过具体的实施例对本发明的技术方案作进一步的说明。

[0031] 聚乙二醇二丙烯酸酯(PEGDA)的制备：首先称取10g  PEG(Mw＝8k)于250mL圆底烧

瓶中，使用50mL二氯甲烷作为溶剂将其搅拌溶解，然后向圆底烧瓶中加入1mL三乙胺，冰浴

30min，在恒压滴液漏斗中加入20mL二氯甲烷和0.6mL丙烯酰氯，以5s一滴的速度缓缓滴下

以上溶液，室温反应24h。将反应结束的溶液逐滴加入到大量的冰乙醚中，进行沉降，过滤，

烘干得到产物PEGDA。

[0032] 甲基丙烯酰化明胶(GelMA)的制备：首先将4g明胶加入200mL水中，在40℃下搅拌

溶解，待其溶解后，加入几粒氢氧化钠(NaOH)，搅拌溶解后加入132mL  N,N’‑二甲基甲酰胺

(DMF)，待搅拌澄清加入290μL甲基丙烯酸酐，等待10min，再次加入292μL甲基丙烯酸酐，40

℃反应2h。将反应结束的溶液快速倒入大量无水乙醇中进行沉降，将沉淀剪碎后继续加入

无水乙醇中洗涤，10min后使用180mL超纯水在37℃烘箱中将沉淀溶解，透析三天，冻干得到

产物GelMA。

[0033] 实施例1

[0034] 3D打印墨水和打印产物(PEGDA‑GelMA)的制备：使用PBS配置一定浓度PEGDA溶液

(10wt％)和GelMA溶液(5wt％)并通过0.22μm滤膜滤菌，在37℃环境下向其中加入一定量的

无菌光引发剂苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP,0.25wt％)以及阻光剂柠檬黄

(UV  absorber,0.05wt％)，在DLP  3D打印机中设置好打印参数，曝光时间20s，层高50μm，打

印温度37℃。

[0035] 实施例2

[0036] 3D打印墨水和打印产物(PEGDA‑GelMA)的制备：使用PBS配置一定浓度PEGDA溶液

(15wt％)和GelMA溶液(5wt％)并通过0.22μm滤膜滤菌，在37℃环境下向其中加入一定量的

无菌光引发剂苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP,0.5wt％)以及阻光剂柠檬黄

(UV  absorber,0.1wt％)，在DLP  3D打印机中设置好打印参数，曝光时间10s，层高20μm，打

印温度37℃。

[0037] 实施例3

[0038] 3D打印墨水和打印产物(PEGDA‑GelMA)的制备：使用PBS配置一定浓度PEGDA溶液

(20wt％)和GelMA溶液(5wt％)并通过0.22μm滤膜滤菌，在37℃环境下向其中加入一定量的

无菌光引发剂苯基(2,4,6‑三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐(LAP,0.25wt％)以及阻光剂柠檬黄

(UV  absorber,0.05wt％)，在DLP  3D打印机中设置好打印参数，曝光时间30s，层高60μm，打

印温度37℃。

[0039] 对打印产物(PEGDA‑GelMA)的表征：

[0040] (1)对合成的PEGDA和GelMA进行核磁与红外的结构表征，如图1所示，图中显示在

5.5‑6.5ppm处出现了明显的双键峰，说明丙烯酰氯已成功与PEG两端的羟基反应生成双键，

证明了PEGDA的成功合成，如图2所示，图中显示在5.0‑6.0ppm处出现了明显的双键峰，说明

双键已成功接枝到明胶侧链上，～3.0ppm处是明胶赖氨酸亚甲基上的峰，通过积分可以计

算得到GelMA的双键取代度为75％，使用X射线衍射仪对PEGDA，GelMA以及打印产物(PEGDA‑

GelMA)进行结晶结构的表征，如图3所示，GelMA无明显衍射峰，但PEGDA与水凝胶均在2θ为

19和23°处出现了衍射峰，证明水凝胶内部含有由PEGDA引起的结晶结构，PEGDA中本应有的
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羟基峰消失，而在1726cm‑1出现了酯键的吸收峰，GelMA在3300cm‑1出现了由于氢键导致的

包峰，可能是因为羟基和酰胺键的存在，在1643cm‑1处出现了酰胺I带的峰，以上结果再次说

明PEGDA与GelMA的成功合成。

[0041] (2)对不同比例的打印产物(PEGDA‑GelMA)进行力学测试：首先打印出1mm厚的片

状水凝胶，用压片机压出哑铃形状，或者打印出5*5*5mm的圆柱状水凝胶，使用万能拉力机

分别对其进行拉伸和压缩测试，如图4所示，结果表明，引入PEGDA可以提高GelMA的拉伸强

度和拉伸模量，断裂伸长率也有一定程度的提高，这可能是由于PEGDA的长链赋予了水凝胶

一定的韧性，其结晶结构也能有效提高水凝胶的强度。其中PEGDA‑GelMA‑20‑5水凝胶的拉

伸强度，拉伸模量和断裂伸长率分别可以达到82.2kPa，77.2kPa和101％，如图5所示，引入

PEGDA对GelMA的压缩模量提高较少，但是对于压缩强度和韧性有所提高，在压缩展示图中，

用手轻压GelMA凝胶，凝胶出现了碎裂，但是轻压PEGDA‑GelMA‑20‑5水凝胶，其可快速恢复

形状而不碎裂。

[0042] (3)对不同比例的打印产物(PEGDA‑GelMA)进行溶胀和降解测试：首先打印出5*5*

5mm的圆柱状水凝胶，称取质量，将不同比例的水凝胶浸泡在PBS中，于1，2，3，5，7，9，11，14

天再次称取质量，用增加的质量比计算溶胀度。将打印的柱状水凝胶烘干称取质量，或者放

置于胶原酶中，于7，14，28后拿出并烘干称取质量，计算剩余质量比，如图6A‑D所示，打印产

物(PEGDA‑GelMA)能在1天之内达到溶胀平衡，并且PEGDA的含量越多，溶胀度越小，在一个

月的时间内，三种比例凝胶的质量均有不同程度的减小，说明此材料在酶的作用下可以降

解，其中PEGDA‑GelMA‑20‑5水凝胶最后可剩余41％的质量，PEGDA‑GelMA‑10‑5水凝胶由于

强度较低，在降解过程中逐渐变软，因此只测到了7天的质量。

[0043] (4)对不同比例的打印产物(PEGDA‑GelMA)进行透光率和流变测试。首先打印出

1mm厚的片状水凝胶，切割成适宜的形状并置于比色皿中，使用PBS作为空白对照，测试400‑

800nm处的透光率。切割25mm直径的圆片并置于流变仪的载物台上，进行频率扫描测试，扫

描范围0.1‑10Hz，应变1％，温度37℃，如图6E‑F所示，在550nm波长处，PEGDA‑GelMA‑10，15，

20‑5水凝胶分别可以达到90 .7，86 .3，82 .5％的透光率，均大于天然角膜的透光率

(71.1％)，随着PEGDA的含量增加，水凝胶的储能模量和损耗模量均有一定程度的增加，其

中PEGDA‑GelMA‑20‑5水凝胶的储能模量与天然角膜的储能模量(～4kPa)接近。

[0044] (5)对打印产物(PEGDA‑GelMA)进行小鼠成纤维细胞(L929)的体外细胞黏附以及

毒性测试：对于黏附测试，首先打印10mm直径，1mm厚度的圆片水凝胶并置于24孔板中，以5*

104细胞/孔的浓度接种L929细胞。培养48h后，使用显微镜拍照。为了更加清晰的观察细胞

形态，使用活细胞/死细胞染色剂(Calcein‑AM/PI)对细胞染色，最后使用倒置荧光显微镜

拍照，如图7A‑B所示，由于GelMA中具有细胞黏附位点，L929细胞可黏附在此PEGDA‑GelMA水

凝胶表面，并且保持正常的细胞形态和活性；对于细胞毒性测试，首先打印若干5mm直径，

1mm厚度的圆片水凝胶，将L929细胞以2*104细胞/孔的浓度接种到96孔板中，培养24h，每孔

加入以上水凝胶，共培养1天，3天之后加入新鲜培养基，继续培养24h，之后每孔加入20μL 

5mg/mL的3‑(4，5‑二甲基噻唑‑2)‑2，5‑二苯基四氮唑溴盐(MTT)溶液以及180μL新鲜培养

基，培养4h，加入N,N’‑二甲基亚砜(DMSO)，在酶标仪中震荡3min，并测量570nm处的吸光度，

使用未加水凝胶的细胞作为对照组，通过吸光度的比值计算细胞存活率。在使用MTT定量测

定细胞存活率的同时，使用以上活死染色法对细胞进行染色，并使用倒置荧光显微镜进行
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拍照，如图7C‑D所示，细胞存活率相较于对照组均在90％以上，说明此水凝胶的细胞相容性

较好，细胞与水凝胶共培养1，3天后，细胞均能保持正常形态，存活率高。

[0045] (6)使用兔角膜上皮细胞(SIRC)对打印产物(PEGDA‑GelMA)的细胞相容性进行评

价。使用上述细胞毒性测试方法，将不同浓度的PEGDA溶液(10，15，20wt％)，GelMA溶液

(5wt％)，不同比例的打印产物(PEGDA‑GelMA)与SIRC细胞共培养1天，3天，5天后进行MTT和

活死染色测试。同时为了评价光引发剂LAP(0.25wt％)以及阻光剂柠檬黄(0.05wt％)的细

胞毒性，将其与SIRC细胞共培养1天，2天，3天后使用MTT法测试细胞存活率。对细胞在凝胶

表面的迁移能力进行测试，将细胞以5*104细胞/孔的浓度接种于24孔板中，当细胞愈合度

达到80％左右的时候，使用200μL的枪头在每孔中间部位划痕，之后在其上贴附一层水凝

胶，培养1天，3天后对其进行活死染色，拍照并计算细胞迁移率。对细胞在凝胶表面的黏附

以及增殖能力进行测试，将打印的凝胶圆片置于24孔板中，以5*104细胞/孔的浓度接种上

SIRC细胞，培养2天，4天，6天后对其进行活死染色并拍照，并利用细胞增殖试剂盒(CCK‑8)

对细胞在凝胶表面的增殖进行测试，如图8所示，SIRC细胞与PEGDA‑GelMA水凝胶共培养1，

3，5天后，与对照组相比，SIRC细胞可以保持正常的细胞增殖能力，形态和代谢活力，且光引

发剂(LAP)与柠檬黄(UV  absorber)的体外细胞毒测试中，细胞存活率均在80％以上，无明

显细胞毒性；如图9所示，SIRC细胞在水凝胶表面可以迁移，SIRC细胞可以在水凝胶上黏附，

增殖，再次证明了此水凝胶有望应用于组织工程再生领域。

[0046] (7)对打印产物(PEGDA‑GelMA)包细胞打印角膜进行探究。固定PEGDA，GelMA的浓

度分别为20，5wt％，LAP的浓度为0.25wt％，打印层高50μm，改变曝光时间和柠檬黄的浓度

进行打印。首先对角膜建模，转换为stl格式并输入打印机中。通过调整曝光时间和柠檬黄

的浓度，打印出具有不同形态的角膜，从角膜的厚度，强度对其进行评价并筛选出最佳的打

印参数，具体数据详见表1和表2：

[0047] 表1不带细胞打印角膜结果展示

[0048]
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[0049] 表2带角膜上皮细胞打印角膜结果展示

[0050]

[0051]

[0052] 从表1和表2可以得到，在不带细胞的情况下，使用40s的曝光时间，0.15wt％的柠

檬黄浓度可以打出较好形状的角膜，而在带细胞的情况下，使用80s的曝光时间，0.1wt％的

柠檬黄浓度可以打出较好形状的角膜。

[0053] 将打印得到的角膜放置于专用培养基中培养3天，进行活死染色，并利用倒置荧光

显微镜拍照，如图10所示，细胞在水凝胶内部也具有较高的存活率。

[0054] 以上对本发明做了示例性的描述，应该说明的是，在不脱离本发明的核心的情况

下，任何简单的变形、修改或者其他本领域技术人员能够不花费创造性劳动的等同替换均

落入本发明的保护范围。
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图3
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图9

图10
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