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!!%摘要&!角膜移植是治疗严重角膜疾病的最终选择方式"但角膜供体短缺一直是阻碍角膜移植的主要

问题"相对于传统的人工角膜制备方式"伴随着新材料*新技术*新业态出现的水凝胶为人工角膜的制备提供

了可能) 水凝胶类似于细胞外基质的等效物"具有较高的生物相容性*低免疫原性等特点"已在多个行业得到

推广应用) 水凝胶作为再生医学的重要材料"在药物研发*$6细胞培养*干细胞的研究*$6打印生物墨水等

领域展现出强大的应用前景) 可用于水凝胶的材料主要有透明质酸*明胶*海藻酸钠等"以水凝胶为材料结合

不同的 $6打印技术制备人工角膜已经进行大量的研究并取得了一定的技术和理论突破) 本文对水凝胶结

合 $6打印在人工角膜制备方面的研究进展做一综述)
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!!角膜与泪膜一起形成眼部外屏障并保护眼部不受外界环

境和病原体侵扰"同时角膜也是眼部重要的屈光介质) 角膜化

学>热烧伤*单纯疱疹性角膜炎*大泡性角膜病变*角膜溃疡和
;N2IH角膜内皮营养不良等角膜创伤和疾病都会影响角膜透明

度"甚至造成视力丧失"是主要的致盲眼病) 每年新报道的角

膜盲病例超过 "%& 万例 +", "但由于供体组织短缺和移植手术费

用高昂"可通过角膜移植治疗的不到 %d+#, ) 穿透角膜移植术*

前板层角膜移植术*角膜内皮移植术等手术是治疗角膜盲的主

要方式) 因角膜移植供体缺乏"研究者试图通过组织工程学的

方法构建人工角膜"如人造角膜假体*动物脱细胞的角膜组织
'例如猪角膜(和人羊膜等) 用于制造人工角膜的生物材料必

须具有与天然角膜相似的物理*生化*生理*生物学特性) 水凝

胶由于其独特的生物学特性现已成功应用于基于水凝胶的角

膜接触镜*抗青光眼药物的输送*缓释型抗血管内皮生长因子

药物的输送*玻璃体填充替代物等 +$c., ) 本文就水凝胶结合 $6

打印在人工角膜制备方面的研究进展进行综述)
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…6水凝胶概念

水凝胶最早由 T+2IFED,E和 :)于 "A-& 年合成"目前接受

度最广的是 ZEPP*H等 +B,
给出的定义"具有以下特征$'"(" 个或

多个共聚体反应产生共价键#'#(由肽链聚合引起的物理交联#

'$(结合键由氢键或链之间的范德华力相互作用形成#''(由 #

个或多个大分子链结合在一起形成的结晶)

水凝胶为高度水合的聚合物材料 '按质量计s$&d的水("

其通过聚合物链之间的物理和化学交联来保持结构完整性"通

常分为化学和物理凝胶) 化学凝胶是指在支链之间通过迈克

尔加成反应
+A, *酶促反应等形成始终紧密相连的凝胶网络"是

永久和不可逆的) 物理凝胶的形成是可逆的"是离子间相互作

用*高分子链缠绕*氢键>或疏水作用力相互作用的结果 +"&c"", )

水凝 胶 的 形 成 包 括 # 个 关 键 步 骤$ ' " ( 将 细 胞 外 基 质
'EVFD*2E,,N,*D)*FD+V"(̂ 4(材料溶于蛋白质单体组分中#' #(由

温度或酸碱控制的中和作用"以诱导单体分子内键的自发重

组"形成均匀的凝胶 +"#, ) 水凝胶具有理化性质可控*生物相容

性好等特点)

B6水凝胶的来源

水凝胶来源广泛"可以由天然的材料"如琼脂糖和胶原蛋

白组成"也可以由合成聚合物"如聚乙二醇*聚乙烯醇' P3,GO+@G,

*,23I3,"Z̀ 7(组成)

B1…!透明质酸

透明质酸'IG*,ND3@+2*2+J"<7(也称为透明质酸盐"是 (̂ 4

的主要成分) 这种非硫酸化的糖胺聚糖在细胞增生*生长*存

活和分化中起关键作用
+"$, ) 其物理性质"如黏度*弹性*硬度*

形状和结构可以通过化学修饰
+"', ) <7广泛分布在皮肤*软骨

和脑等组织中"并且在生长发育*伤口愈合和疾病中起着重要

作用
+"%, ) ;+3D+2*等 +"-,

首次将 <7水凝胶与聚天酰胺衍生物

+#" $CP3,G' XC#CIGJD3VGEFIG,( ' #C*)+@3EFIG,2*DL*)*FE(CJ" ,C

*HP*DF*)+JE"Z<(7C(67,化学交联"作为羊膜的替代品"用于递

送人角膜缘上皮细胞"其结果证明了 <7>Z<(7C(67水凝胶作

为角膜缘干细胞移植载体支架在角膜损伤治疗中的可行性)

<7以其生物降解性*生物相容性*无毒性和非免疫原性等在骨

关节炎手术*眼科手术*整形外科手术*组织工程和药物输送中

得到了广泛应用
+"., )

B1B!明胶

明胶具有较好的溶解性*低免疫原性的特点"包含许多促

进细胞附着的精氨酸c甘氨酸c天冬氨酸序列以及适合细胞重

构的基质金属蛋白酶靶序列
+"Bc"A, #但明胶溶液本身对温度敏

感"在低温条件下易自发形成凝胶"为了增加明胶的稳定性和

提高抗张能力"需要对明胶进行改良"如添加甲基丙烯酸酐)

#&&& 年" *̀@ 6E@ \N,2WE等 +#&,
首次报道了应用甲基丙烯酸酐与

明胶反应"修饰明胶的氨基侧链"生成甲基丙烯酰基明胶
'ME,*F+@ )EFI*2DG,*FE" 5(:47(" 并 将 5(:47溶 于 水 中" 以
8DM*2NDE#A%A 为光引发剂"在紫外线光的照射下发生交联反应"

制备出 5(:47水凝胶) 5(:47水凝胶因其独特的光交联特

性*可控的力学性能以及良好的生物相容性"已成为具有广泛

应用前景的生物聚合物材料)

B1C!海藻酸钠

海藻酸钠是从褐藻中提取的多糖"常用于细胞包封和组织

移植"海藻酸盐被认为是一种生物相容性较好的材料 +#", "并且

可以通过 \*#r*[@#r
或 *̂#r

进行离子交联"但如何保持交联前后

形态的完整性和增强结构的稳定性是需要考虑的问题"YE3W

等
+##,
通过将海藻酸钠和 Z̀ 7混合再进行冻干处理弥补了这一不

足) 海藻酸钠现已应用于食品*纺织*印刷和制药等多种行业+#$, )

B1F!脱细胞生物水凝胶

哺乳动物组织由 $&& 多种 (̂ 4蛋白和多种 (̂ 4修饰酶组

成"(̂ 4结合生长因子和其他 (̂ 4相关蛋白"介导细胞之间的

相互作用和生化信号传递
+#', ) 水凝胶所具有的三维结构与

(̂ 4极为相似"(̂ 4主要由水*纤维蛋白'如胶原蛋白*弹性蛋

白*纤连蛋白和层粘连蛋白(和蛋白聚糖'如 <7等(组成"是细

胞生长微环境的关键组成部分"并形成一个复杂的三维网络 +#%, )

通过不同的脱细胞方法可以从组织中有效去除细胞核成

分"同时保留有益于细胞生长的成分"如生长因子*活性蛋白

等"因 此 脱 细 胞 外 基 质 ' JE2E,,N,*D+UEJ EVFD*2E,,N,*D)*FD+V"

6(̂ 4(以其独特的组成和结构为细胞提供了一个原生的细胞

微环境"适宜细胞生长 +#-, ) 6(̂ 4凝胶被认为是一种具有潜力

的生物材料"既可以单独使用"也可以与组织工程或再生医学

领域的其他生物制剂结合使用)

C6基于水凝胶用于角膜替代物的探索

人工角膜的合成必须要考虑角膜天然的生物特性"例如生

物力学'黏弹性*应力松弛*蠕变和各向异性(*透氧性*透明度

以及与宿主细胞的相容性等) 由于角膜结构的复杂性"水凝胶

人工角膜的设计目前多为板层或局灶性修复植片"如 YI+DU*E+

Y*@+等 +#.,
设计了一种基于明胶的黏附生物材料/5E,̂=]('角

膜再生凝胶("该凝胶材料暴露于波长 '%&g%%& @)的可见光后

短时间进行光交联) 光交联完成后"可以形成牢固黏附于角膜

组织的固体透明水凝胶"既可用于伤口的对合"又可用于角膜

基质缺损的快速和长期修复) 但单独使用明胶材料的不足在

于无法提供一个足够的支撑力"以及无法保证在温度变化的情

况下保持明胶的性状) 为克服这一缺点" ÎE@ 等 +#B,
以胶原蛋

白和 Z̀ 7为原料制作互穿聚合物网络水凝胶"在一定程度上提

高了凝胶的机械能力) 为了评价水凝胶植入角膜基质远期的

效果"[IE@M等 +#A,
以聚乙二醇和聚丙烯酸制备 $&g'& ()水凝

胶薄片植入兔角膜基质"观察了最长 "- 个月的效果"结果表明

水凝胶薄片保持了较好的透明性"但其他一些并发症"如角膜

上皮缺损*混浊等有待解决)

研究证明"与聚合物材料相比"以 6(̂ 4为材料制备的人

工角膜具有更高的透明性"更有利于细胞的增生和生长 +$&, )

bG*@tW,*D等 +$",
将牛角膜脱细胞化制作支架材料"再以 5(:47

水凝胶重悬牛角膜基质细胞"与脱细胞支架在不同紫外光强度

下交联"评估混合角膜支架材料的透明度和再细胞化的问题"

结果显示所得混合角膜材料的透明度有了大幅度提高) T*@M
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等
+$#,
利用脱细胞的猪角膜基质制作水凝胶"并以 "C环已基C#C

吗啉乙基碳二亚胺对甲苯磺酸盐和 XC羟基琥珀酰亚胺为交联

剂用于兔角膜局灶性浅层缺损的修复"术后角膜上皮在 $ J 内

完全再生"术后 "# 周角膜上皮和基质的厚度恢复"未见明显炎

症反应"进一步证明了脱细胞水凝胶作为工程支架用于角膜修

复的安全性和有效性)

F6基于凝胶生物墨水的 CA打印人工角膜

$6打印也被称为增材制造或快速制造"在过去的十余年

中"一些关键专利的到期以及技术进步和成本降低"例如消费

者级 $6打印机的出现为 $6打印的普及提供了技术支持"推动

了 $6打印在再生医学领域的广泛应用 +$$, "该技术已成功应用

于骨科*脊柱外科*颌面外科*神经外科*心脏外科以及其他学

科相关科室
+$', ) $6生物打印的目标是制造支架来修复或替换

受损的组织和器官
+$%, ) 目前"$6打印形式主要有喷墨*挤出和

立体光刻等)

喷墨式打印分为热挤压和电压式 # 种类型) 在热喷墨生

物印刷中"将一种可包含细胞的预聚体溶液'称为生物墨水(装

入墨盒中"墨盒被放置在由电脑控制的打印头内"打印头内的

热量产生的气泡会喷射出少量的墨水滴) 液滴的大小可随油

墨黏度*脉冲频率和应用温度梯度的变化而改变 +$-, #压电喷墨

生物墨水的工作原理是在生物墨水的压电晶体上施加不同的

电位"从而产生从喷嘴喷出生物墨水滴所需的压力) 喷墨生物

印刷的主要优点是其制作速度快和设备的价格低廉
+$., )

挤压生物打印是喷墨生物印刷的先进版本"使用气动 '气

压(或机械'螺杆或活塞(系统来分发生物墨水) 使用气动'气

压(通过连续的空气压力将墨水从喷嘴或针头挤压出来形成连

续不断的长丝"因此可以尽可能保证产品的完整性 +$B, )

立体光刻基于液态的光敏树脂"通过光源'例如紫外光或

激光(的选择性聚合以产生所需的图案 +$A, ) 打印过程中光会

根据计算机辅助设计'23)PNFED*+JEJ JEH+M@" 7̂6(模型选择性

地聚合树脂"新的一层被连续打印在之前的层上"最后一个连

续的 $6打印对象被复制出来) 立体光刻技术具有打印速度快*

精度高等优点"但每种打印机各有优势和不足"需要权衡考虑)

生物油墨是 $6生物打印的重要组成部分"对 $6打印的成

功与否至关重要) 生物油墨作为印刷材料必须具有一定的特

性"如生物相容性'植入后不会引起任何免疫或不良反应(*可

打印性'作为打印材料(和坚固性'抵抗环境的物理力量() 但

生物墨水的选择还需要考虑包括黏度*屈服应力和动态频率下

的响应等一系列因素) 水凝胶因其出色的溶胀特性和与组织

的相容性而被认为是最有希望的墨水材料
+'&, )

用于 $6生物打印的生物墨水中通常添加人组织来源或动

物来源的细胞"一般选取具有干细胞活性的细胞"如角膜缘上

皮干细胞*人类脂肪组织衍生干细胞或角膜来源基质细胞

等
+'"c'$, "以期能够选择最佳的打印材料"进而提高打印角膜与

受体的相容性) $6打印可以从不同的空间维度构造立体图案"

角膜的真实数据"如角膜曲率*大小"可以通过角膜地形图等临

床检查设备获取"再通过 7̂6软件建模"最后将图片转化为计

算机可识别的 5代码文件"通过 $6生物打印机进行打印) 为

了尽可能地减小打印过程对细胞的损伤并提高细胞的远期存

活率"通常选用喷墨或挤出式打印方式 +'', )

8H**2H3@ 等 +'%,
使用双挤压 $6生物打印机打印角膜基质结

构"验证了以生物墨水为原料打印角膜基质的可行性"还原角

膜表面形貌很难由单一的打印机完成"[I*@M等 +'-,
的实验充分

利用了挤出式打印机和数字光处理打印机的各自优点"以海藻

酸钠和 5(:47分别打印了角膜的中央部分和周边部分"更加

准确地模拟了天然角膜的曲率和厚度) f+,+2等 +'$,
以负载人角

膜基质细胞的 5(:47水凝胶为材料进行 $6打印"打印后的角

膜替代物具有出色的透明性*足够的机械强度和较高的细胞生

存能力"进一步证明了 5(:47水凝胶与 $6打印制备人工角膜

的可行性和优越性) $6打印的优势在于批量生产精准制造"

fNF,EID+*等 +'.,
使用预先制作的 -g"# 个角膜模具"利用挤出式

打印机在模具内进行连续打印"达到了高通量制备人工角膜的

目的"不仅保证了打印效果"而且节省了时间)

G6展望

水凝胶作为一种生物相容性良好的组织材料"已经在各个

行业得到推广应用"尤其在组织工程领域"更是展示出了其作

为生物材料潜在的应用价值) 人工角膜的制备是一个精细的

系统工程"既要有稳定的支架结构"又要兼顾角膜的生理功能"

应用于临床还有一段很长的路要走) 但水凝胶与 $6生物打印

的结合为人工角膜的制备提供了现实可能"尤其伴随着智能材

料*'6打印时代的到来"更是为这一目标的实现增添了新的动

力) 相信随着水凝胶材料不断改进和科技的迅猛发展"其将在

组织工程和人工角膜制备领域扮演重要角色"助推人工角膜合

成技术的快速发展"真正造福于人类)
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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