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摘要 3D生物打印技术是近年来出现的一种在数字三维模型驱动下, 按照一定增材制造原理定位装配生物材料

及细胞单元, 以形成医疗器械、工程化组织、人工器官等制品的一种新兴技术. 它的出现可能解决器官移植供体

来源紧缺的问题, 进而延续患者的生命或提高其生活质量. 在眼科领域, 可望通过“生物打印”构建眼球屈光系统

组件, 3D生物打印蕴含着巨大的发展前景. 本文简述3D生物打印技术及其在眼科的最新应用, 报告当前的研究进

展和未来的发展趋势, 旨在提高眼科医生和相关领域对3D生物打印技术在眼科应用方面的认识以期加速其开发

和应用.
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3D生物打印技术(3D bio-printing technology)是在

计算机的控制下, 通过计算机辅助设计和计算机辅助

制造, 将种子细胞、生物材料和生物分子精准地在空

间上排列, 使之形成具有生物活性, 且与目标组织或

生物器官接近、相同, 甚至功能更优越的组织或器官

替代物
[1]. 在生物医药领域, 该技术通过对生物材料或

活细胞进行3D打印, 可构建复杂生物三维结构如个性

化植入体、可再生人工骨、体外细胞三维结构体、人

工器官等
[1]. 以3D打印技术为基础的组织工程支架和

器官打印技术的发展是目前3D打印技术研究的最前

沿领域, 也是3D打印技术中最具活力和发展前景的方

向之一.

目前可用的3D生物打印技术主要有以下几种类

型(图1): 喷墨式生物打印技术、压力辅助生物打印技

术、激光辅助生物打印技术、光固化立体印刷技术.
每种方法都有较广泛的研究, 均存在各自的优势和局

限性 . 目前利用3D生物打印技术已成功打印出骨

骼
[2]
、软骨

[3]
、血管

[4]
、皮肤

[5]
、神经

[6]
、角膜基质

[7]

和人工耳
[8]
等活体组织和器官. 由于3D生物打印所需

的细胞由患者自身提供, 因此移植后不会产生免疫排

斥反应. 利用这种技术, 医生可以打印出患者损伤前

的组织或器官, 并移植到损伤部位, 修复受损伤的部

位. 由于全球器官供应十分有限, 3D生物打印技术的

出现无疑给那些等待器官供体的患者带来福音.
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1 3D生物打印技术概述

1.1 3D生物打印技术的原理

3D生物打印的成型基本原理: 将生物材料形成一

种熔化的或黏稠的液体, 或者凝胶(融合细胞材料), 放
入材料墨盒并流出, 通过三轴机械系统控制的挤出头

输送于打印托盘上, 通过物理或化学作用固化, 即可

创造一个三维实体. 在生物医学领域, 3D生物打印通

常有2种路径: (ⅰ) 先打印出具有生物相容性的支架材

料, 再将有活性的细胞种植到支架材料上, 从而形成细

胞-材料复合体, 然后将细胞-材料复合体植入组织缺

损部位, 生物材料在逐步降解的同时, 种植的细胞不

断增殖, 从而达到修复组织缺损的目的
[9,10]; (ⅱ) 将细

胞与支架材料直接混合打印
[11].

1.2 用于3D生物打印材料的要求

基于生物应用指向的3D打印技术的打印材料组

成与其他领域3D打印材料相比具有更多特殊要求. 根

据应用目的,应考虑以下要求.首先,可打印性:材料的

黏度、流变和凝胶化等性能直接影响到3D打印的可

操作性, 决定打印制品的空间和时间分辨率
[1]. 其次,

生物相容性: 包含生物安全性和生物功能性两方面,
不仅要求材料有很低的毒性及不引起机体的任何不良

反应, 而且要求材料能在特定的应用中激发机体的相

应功能
[12]. 再次, 可降解性: 包括材料的降解速度可控

性、与组织再生速度的匹配性、降解产物安全性、材

料的溶胀和收缩特性等
[1]. 另外, 机械性能也需考虑:

3D打印的材料往往具有支撑细胞和组织三维结构的

作用, 针对特定的组织类型, 材料打印后须具有不同的

力学强度和微结构, 尤其是材料的孔隙和机械性能, 从
而为细胞提供附着、增殖和分化的稳定环境

[13]. 最后,
仿生学特性也应顾及, 材料仿生学特性有利于刺激细

胞响应, 在生物材料中掺入生物活性组分可对内源或

外源细胞的黏附、迁移、增殖及功能表达产生积极作

用
[14,15]. 此外, 材料表面性质如化学基团的修饰、粗糙

度、亲疏水性、微纳米结构等直接影响到细胞的铺展

形状、分化过程、运动、取向、细胞骨架的组装, 甚

至是细胞内部的相关信号通路
[16].

1.3 3D生物打印的应用层次

3D生物打印涵盖的内容十分广泛, 根据打印材料

的不同可将其分为4个层次的应用:个性化体外模型制

造
[17,18]

、个性化植入体制造
[19~21]

、可降解组织工程支

架制造
[10,22]

和细胞三维结构体的人工构建
[23~25]. 这4个

层次的生物3D打印对生物医学领域的基础研究、药

物筛选和临床应用都具有重要的促进作用. 但目前的

印刷技术只能完成相对简单的组织结构和生物功能,
含有活细胞的3D组织或器官生物打印仍然处在非常

早期的探索阶段.

2 3D生物打印在眼科方面的研究

3D生物打印在眼科领域的应用与其他医学领域

在概念上并无不同. 内眼特别是眼前节的可及性, 再加

上眼睛的免疫赦免状态, 以及可用于诊断和识别各种

眼部状况的众多工具, 使眼睛成为实施3D打印的沃

土. 生物相容性材料的进步和自体干细胞的使用增强

了植入物的适应性, 并降低了由植入物引起的排斥和

刺激的风险. 理论上眼部组织如角膜、眼睑、巩膜、

虹膜、晶状体等都可进行3D生物打印, 打印出的组织

可用于相应部位的移植, 有着非常广泛的应用前景, 但
目前其在眼科领域仍处于研究阶段(图2).

2.1 在角膜领域的基础和临床研究

全球角膜移植的需求呈上升趋势, 开发生产类似

角膜结构的需求也逐年升高. 因为角膜混浊失明的患

者, 复明主要依赖角膜移植, 需移植的角膜又主要来

图 1 目前可用的3D生物打印技术(网络版彩图)
Figure 1 Currently available 3D bioprinting technology (Color
online)
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源于捐献, 来源非常有限, 相当多的患者失去复明的机

会. 与其他组织相比, 角膜具有许多生物打印的优势,
因为它在细胞水平上相对均一, 代谢需求极低, 并且完

全无血管. 如果能成功运用3D打印技术打印出人造的

角膜, 则可为角膜盲的病人带来希望.
目前已有许多研究团队通过3D生物打印技术实

现了角膜支架的构建. Wu等人
[26]

用3D打印机打印出

人角膜上皮细胞-胶原蛋白-明胶-海藻酸盐水凝胶三维

复合物, 在这种复合物中人角膜上皮细胞具有较高的

细胞增殖速率和较高的细胞角蛋白表达. 该研究探索

了一种以3D生物打印技术为基础构建的新型海藻酸

盐三维角膜细胞培养系统, 为解决3D打印角膜支架中

细胞的存活和增值提供了理论基础. Isaacson等人
[27]

将

来自健康供体角膜的人角膜基质细胞与海藻盐酸和胶

原蛋白混合在一起, 形成了一种可以打印角膜基质的

“生物墨水”, 通过3D生物打印制造出角膜基质, 其中

的角膜基质细胞在印刷后第1天和第7天都显示出高的

细胞活力(分别为>90%和83%). Duarte Campos等人
[28]

也证实生物打印后的角膜基质细胞在生物打印过程中

仍然存活, 并在体外培养7天后保持其固有的树突状形

态和角质细胞表型. 近期已有国内团队证明了3D打印

的仿生上皮/基质双层植入物用于角膜再生的可行性,
利用甲基丙烯酸明胶(methacrylate gelatin, GelMA)和
长链聚乙二醇二丙烯酸酯(poly(ethylene glycol) diacry-
late, PEGDA)共混作为双组分墨水, 通过数码光处理

(digital light processing, DLP)印刷技术打印的PEG-
DA-GelMA水凝胶支持细胞的黏附、增殖、迁移, 同

时表现出较高的透光率, 以及适当的溶胀度、营养物

质的渗透率和降解率
[29]. 由负载兔角膜上皮细胞的上

皮层和负载兔脂肪间充质干细胞正交排列的纤维基质

层打印出的双层穹顶状角膜支架表现出高保真性和强

大的手术处理能力, 这种双层细胞负载的角膜支架被

移植于兔角膜缺损模型, 术后显示角膜缺损区的有效

封闭、再上皮化和基质再生
[29]. 这种3D打印的角膜支

架微结构与上皮和基质层中细胞的精确定位相结合,
为角膜再生提供了最佳的地形学和生物学微环境. 也

有研究团队将DLP和挤压生物打印结合到一个集成的

3D角膜生物打印系统中, 基于数学模型和计算机断层

扫描技术, 设计了一种可设计的个性化角膜替代物, 该
曲面薄膜符合自然人体角膜结构特征的高含水量、高

透光率的特点, 且具有几何特征
[30]. 尽管研究结果令

人震惊和兴奋, 但目前3D打印的人工角膜并不能直接

用于移植, 还需要更多的测试来确定其安全性和临床

适应性, 距离真正临床使用的那一天仍然还有一段距

离要走.
近年来干细胞在角膜组织工程领域的研究越来越

广泛, 因为与同种异体分化的基质细胞(例如角质形成

细胞或成纤维细胞)相比, 将干细胞整合到基质中的优

势在于其修复能力和增殖能力以及非免疫原性的潜

力. 激光印刷的人胚胎干细胞来源的角膜缘上皮干细

胞(human embryonic stem cell derived limbal epithelial
stem cells, hESC-LESCs)显示出上皮细胞形态. 另外,
人脂肪组织衍生干细胞(human adipose tissue derived
stem cells, hASCs)因其高度可用性以及分化为角膜人

上皮细胞的能力已经在体外和体内研究中得到证

实
[31,32]. 自体hASCs已通过临床试验证实可用于治疗

角膜基质疾病
[33]. hASCs还具有优异的免疫调节特性,

可减少植入部位发生炎症
[34]

及抗瘢痕的特性
[35]. Sor-

kio等人
[36]

运用激光辅助生物打印技术和人类干细胞

成功制作三维角膜模拟组织, 采用hESC-LESCs打印上

皮模拟结构, hASCs用于构建层状基质模拟结构, 构建

的3D角膜结构表现出良好的机械性能, 激光辅助生物

打印后没有额外的生物交联. 将该基质构建体植入猪

角膜器官培养物中, 7天后显示出对胶原蛋白Ｉ的阳

性标记, 基质附着于宿主组织, hASCs有从印刷结构迁

移的迹象且这两种细胞在印刷后都保持良好的活力.
14天后, 角膜模拟组织厚度减少到300 μm, 但细胞存

活、增殖并排列成模拟天然角膜基质的层状组织. 此

项研究证明了使用人类干细胞通过3D激光辅助生物

打印技术打印出角膜模拟组织的可行性, 但在机体内

的应用需要进一步的体内功能研究.

图 2 3D生物打印在眼科领域的应用(网络版彩图)
Figure 2 Application of 3D bioprinting in ophthalmology (Color
online)
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在生物相容性方面, 3D打印的脱细胞角膜基质也

表现优异. 在最近的一项研究中
[37], 3D生物打印的脱

细胞胶原移植片被植入5只兔子的角膜基质层, 植入移

植片后, 使用光学相干断层扫描(optical coherence to-
mography, OCT)对兔角膜进行了监测, 每两周获取前

节OCT图像和平均幅度扫描图, 以监测植入1个月后的

角膜厚度, 通过对深度强度分布图的图像分析, 角膜厚

度仅减少了34 μm, 从而确认了其良好的生物相容性.
在2020年的一项研究中

[38], 美国的一个团队设计

了一种通过微转移成型串联3D生物打印角膜基质的

新颖方法, 通过质量设计技术优化了生物墨水, 并利用

G代码以高通量方式复制了组织模型. 为了保持角膜

的曲率, 使用立体光刻打印机设计了支撑支架, 该支

撑支架可以一次打印6~12个角膜, 从而实现高通量打

印. 将人角膜基质细胞整合到优化的生物墨水中, 并

打印载有细胞的角膜基质等效物, 印刷的角膜能够保

持其结构、完整性和清晰度, 角膜基质细胞在2周内

保持较高的生存力(>95%).
人角膜内皮细胞(human corneal endothelial cells,

HCECs)在体内几乎不增殖. 但是, Kim等人
[39]

采用3D
生物打印技术将高表达核糖核酸酶(ribonuclease,
RNase)5的HCECs沉积在冻干羊膜(amniotic mem-
brane, AM)上, 制备出RNase5载体转染HCECs的可移

植羊膜移植物(R5-Graft), 将其移植到兔角膜内皮缺失

模型上, 从移植后2周开始, R5-Graft开始恢复兔角膜

的透明性, 第3~4周时, R5-Graft组的角膜中央水肿明

显轻于对照组, 角膜内皮表型标志物的体外表达明显

升高. 用培养的人脐静脉内皮细胞构建的角膜内皮细

胞在体内很容易存活并可作为角膜内皮细胞发挥作

用, 高表达RNase5的HCECs可能是获得更高移植物细

胞密度和增强移植物功能的一种选择.
尽管上述生物打印方法是实现角膜再生有前途的

方法, 但它们仍需要在合适的动物模型中进行长期的

体内评估, 植入后细胞活性以及基质再生能力的证明,
例如无疤痕愈合和新胶原蛋白的产生等. 人类角膜组

织工程的主要目标是创造全厚度的人工角膜, 其中复

杂基质的重建是最苛刻的部分. 总结到目前为止提出

的结果, 没有一种生物打印方法能够满足所有要求.

2.2 在视网膜视神经领域中的应用

视网膜神经节细胞是该领域应用3D生物打印技

术的热点. Lorber等人
[40]

通过实验证实了应用3D喷墨

打印技术, 按照设计的细胞排列方式, 成功打印出大

鼠视网膜神经节细胞和神经胶质细胞三维细胞团. 该

研究证明了两种类型的成年大鼠视网膜细胞可以通过

3D打印机进行细胞混合打印, 而3D打印未对细胞增殖

活力产生影响, 且印刷的神经胶质细胞在用作底物时

保留了其促进生长的特性, 这为再生医学中印刷中枢

神经系统移植物开辟了新途径. Kador等人
[41]

利用3D
热喷墨打印技术, 将视网膜神经节细胞精确打印在静

电纺丝支架表面形成复合体, 当将这一复合体置于含

有脑源性神经营养因子(brain derived neurotrophic fac-
tor, BDNF)和睫状神经营养因子(ciliary neurotrophic
factor, CNTF)的培养基中培养后, 视网膜神经节细胞

能够持续生长, 并且具有正常的电生理功能, 同时神

经节细胞的轴突呈现放射状生长. 该研究表明3D打印

技术能够将视网膜细胞精确打印于静电纺丝支架表

面, 从而为将来进行人工视网膜模型的设计研究奠定

基础, 若将能够降解的水凝胶基质与电纺支架相结合,
利用3D打印精确定位视网膜神经节细胞, 有望模拟视

网膜组织, 甚至实现视网膜的移植.
哺乳动物的视网膜包含多个细胞层, 每个细胞层

执行一项特定的任务. 视网膜光感受器细胞的培养仍

然具有挑战性, 因为在没有视网膜色素上皮(retinal
pigment epithelium, RPE)细胞的情况下, 外节的脱落

和视觉特异性蛋白的极少表达使它们很容易发生形态

变化. 此外, 培养RPE细胞需要特定的Bruch膜模拟底

物. 随着在单层RPE上对光感受器细胞进行3D生物打

印技术的出现, 重塑视网膜的天然层次成为可能. 为

了制造这种分层的视网膜结构, Masaeli等人
[42]

提出了

一种独特的喷墨打印系统, 用于在生物打印的RPE上
精确沉积光感受器细胞层, 生物打印后, 视网膜色素

上皮和光感受器细胞均呈现层状结构, 并表达其标志

物, 而且还发现相当数量的人血管内皮生长因子(hu-
man vascular endothelial growth factor, hVEGF)从打印

的RPE层释放出来, 这证实了生物打印后形成了功能

性RPE层, 通过透射电子显微镜观察到生物打印细胞

的微观结构以及顶端RPE微绒毛对感光细胞外节的吞

噬作用. Wang等人
[43]

通过3D生物打印透明质酸水凝

胶, 并在RPE的支持下, 使视网膜前体细胞共分化为视

网膜光感受器细胞, 从而整合物理和化学信号. 由此可

见, 使用3D生物打印方法, 有可能建立一个合理的体
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外视网膜模型, 用于研究一些严重威胁视力的疾病, 如
老年性黄斑变性和视网膜色素变性等.

视网膜血管疾病的临床治疗, 由于药物半衰期短,
需要反复玻璃体内注射药物, 给患者带来健康和经济

负担. 在最近的一项研究中
[44], 研究者们开发了一种

通过3D生物打印制造的载药棒, 这一载药植入物可提

供两种药物(贝伐珠单抗和地塞米松), 通过同轴打印

技术使这两种药物在同一位点以不同的动力学释放,
将载药棒注入大鼠玻璃体腔, 与传统的玻璃体内注射

相比, 载药棒控制药物的释放并延长了治疗时间, 因

此, 载药棒对抗血管形成的可控和扩展的治疗作用为

重复注射抗hVEGF药物提供了替代选择.

2.3 在眼眶手术填充材料和义眼制作方面的应用

继发于眼恶性肿瘤和严重的眼外伤眼球摘除术

后, 3D打印可以协助人工眼假体的设计和制造过程,
它可以帮助进行复杂的眼假体重建过程. Ruiters等
人

[45]
提出了首款针对患者定制的眼科假体, 该假体是

通过3D打印实现的. 该研究是基于计算机辅助设计和

计算机辅助制造的定制眼用假体制造新方法, 这是借

助3D打印设计的定制眼用假体的首例.
在个体化眼眶手术填充材料的研究方面, 我国研

究者也已经开始了初步探索, 陈明等人
[46]

研究发现47
例单纯性眶壁骨折患者在植入三维预成型钛网后均得

到比较精确的解剖修复, 在临床上可显著改善眼球内

陷和复视. 尝试通过对比20例手术植入三维计算机技

术辅助下预成型钛网患者与20例植入传统预成型钛网

患者在眼眶骨折修复术后眶腔容积方面的差异性, 认

为在三维打印眼眶骨折模型基础上制作的预成型钛网

与骨折各缘贴合完整, 基本达到了眼眶的解剖学复位,
明显优于对照组. 在三维打印眼眶骨折模型的基础上

制作预成型钛网, 有助于提高眼眶骨折的手术效果.
Ruiters等人

[45]
通过计算机辅助设计, 三维打印制

作出更符合患者需要的义眼假体, 并将三维打印义眼

材料手术植入患者眼眶, 真正意义上实现了眼眶个体

化治疗.

2.4 在人工晶状体方面的应用

光学镜片的三维印刷在眼科领域具有重要意义,
因为它可以促进未来人工晶体光学特征和形状的完全

定制. 最近的一项研究
[47]

证实了使用半透明的柔软材

料来创建3D打印的可折叠人工晶体的可能性, 该团队

展示了由类聚甲基丙烯酸甲酯的光敏聚合物材料通过

光固化3D打印制备的人工晶体复制品, 尽管这种双凸

透镜显示出可接受的透明度(可见光谱中的平均透光

率为75%), 但该复制品远达不到当前的临床标准.

3 局限性和挑战

3D生物打印组织或器官模型是一个具有广阔临

床应用前景的研究领域, 生物打印技术在研究早期阶

段就显示出巨大的潜力, 许多体内外实验已表明生物

打印人造器官的可行性. 3D打印技术应用于医学领域

的成效相当显著, 但同时也伴随着无数的挑战和困难,
如3D生物打印技术构建的组织仍然存在强度不足、

存活时间短等难题. 3D生物打印研究还处于起步阶段,
随着工艺学、细胞培养模式及数字化计算机技术的快

速发展, 将为复杂组织器官再造提供巨大的潜力. 随着

3D打印技术的进步, 可能会逐步解决器官移植面临的

供体缺乏、免疫排斥等问题.
目前3D打印技术的应用主要局限于制造结构相

对简单、无需复杂供血的组织器官, 如人造内耳、皮

肤、骨骼等. 最主要的问题是大部分人体组织和器官

都是有血管系统的, 需要得到足够的供血才能保持生

物活性和功能性, 即使打印出外形上无可挑剔的器官,
但其中缺少血液供应, 组织和器官就不可能存活. 另

外, 尽管3D生物打印具有高精度与再现性, 但打印的

器官和功能组织仍然需要“生物黏合剂”逐层装配. 目

前主要的技术壁垒是要有合适的生物墨水, 它应具有

良好的生物相容性、适印性和机械强度, 以实现生物

学功能, 需要开发高黏弹性生物墨水, 以达到结构体

的长期稳定和维持打印后细胞的高存活率.
在眼科领域中, 3D打印技术的应用时间不长, 尚

处于起步阶段, 3D打印支架具有吸引力, 因为它们具

有适合大规模生产的可能性和可控制的生产过程, 且
可以根据患者的角膜状况和地形图指导下打印个性

化的特定于患者的特定结构. 目前可用于眼科的三维

打印材料种类和性能有限, 三维生物材料打印也尚处

于探索阶段, 仍需要广大眼科研究者进一步深入研

究, 攻克技术难题, 使该技术能够尽早应用于眼科临

床工作. 尽管如此, 研究者们已看到未来使用三维打

印技术制作人造眼组织的发展潜力和应用空间
[48], 例
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如, 利用复合印刷技术精确控制角膜形状, 以实现对

角膜形状相关功能的控制和重建, 实现个性化的角膜

替代品的定制; 微纳米打印技术的研究和开发, 以实

现对角膜微结构的研究和重建, 从原理上探讨角膜细

胞的微结构、新陈代谢、迁移以及角膜功能的作用

和意义, 以更好地了解解剖学和角膜生理; 压电喷墨

3D生物打印技术能够提供眼科手术所需的多功能

性、高灵敏度和准确性
[49]; 3D生物打印还可提供多

合一的构建方案, 该方案可为体外角膜快速构建全厚

度、全结构的角膜模型, 并提供动物实验以外的解决

方案.
虽然3D打印首次出现于30年前, 然而, 仅在近5年

中, 随着3D打印的医疗相关对象和设备呈指数增长,
该技术在医疗保健中的实现和使用凸显重要. 3D打印

的优点是可以个性化定制, 快速生产, 每个项目的形状

和设计都独一无二. 生物打印技术的进步在临床应用

的可能性正在不断增加. 具有生物功能的人工角膜、

人工晶状体、人工视网膜, 甚至眼球等器官组织, 未

来可以解决供体器官稀缺的难题, 同时由于系自体的

组织细胞分化, 可最大程度降低组织排斥反应, 同时

满足其终生免疫抑制的需要, 更具备仿生生物功能
[50].

相信3D生物打印技术在未来必将推动眼科诊疗技术

快速提高和和引发材料的新变革, 加快医学和眼科的

发展.
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3D bio-printing technology is an emerging technology in recent years, which is driven by digital three-dimensional model and based
on a certain additive manufacturing principle, positioning and assembling biological materials and cell units to form medical devices,
engineered tissues, artificial organs and other products. Its emergence may solve the shortage of organs for transplant and thus
prolong the life of patients or improve their quality of life. In the field of ophthalmology, it is expected to construct eyeball refractive
system components through “bio-printing”, which has great development prospects in the field of ophthalmology. This paper briefly
introduces 3D bioprinting technology and its latest application in ophthalmology. We will report the current research progress and
future development trend, aiming to improve the understanding of ophthalmology doctors and related fields on 3D bioprinting in the
application of ophthalmology, so as to accelerate the development and application of 3D bioprinting.
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