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一、研究背景及目的

人體對功能性替代組織與器官的需求日增，使組織工
程與 3D 生物列印成為重要趨勢。傳統 2D 或一般 3D 聚
合物支架難以模擬天然組織的複雜微結構，且在生物相容
性與細胞存活上有限，因此需要兼具可列印性、機械強度
與促進細胞附著的生物墨水。天然多醣如藻酸鹽與明膠可
形成水凝膠複合材料，提供較佳 3D 微環境。藻酸鹽具成
本低與易交聯優點，但單獨使用黏度低、缺乏細胞附著基
序，列印結構易塌陷；明膠可改善機械性與細胞貼附，但
高度受溫度影響，列印穩定性不足。藻酸鹽–明膠複合生
物墨水可望同時提升可列印性、機械性能與細胞活力，用
於皮膚、角膜、神經及血管等軟組織工程。本研究以自組
裝生物印表機，測試不同明膠濃度的藻酸鹽–明膠水凝膠，
評估其在無懸垂複雜支架列印的穩定性，提出可模擬天然
組織、應用於軟組織與器官再生的支架列印策略。

2. 材料與方法

水凝膠製備：以 PBS 溶解海藻酸鈉，加入 1–4% 不同濃
度明膠製成 GBH-1～GBH-4，使用氯化鈣交聯，並以商
業生物墨水為對照。

性質測試：進行接觸角量測、流變分析，以及絲材融合與
塌陷試驗，以評估親水性、黏彈性與可列印性。

細胞試驗：使用人類角膜成纖維細胞，評估列印前後在最
佳配方中的存活率與形態，並以統計分析檢驗差異。

圖 1. 絲材熔融測試圖案，分別沿著以下方向列印：

（a）第一層，（b）第二層，以及（c）最終圖案

圖 2. 絲狀物坍塌測試平台模型。

2.6 細胞活力測定

在本研究中，採用人類角膜成纖維細胞系（編號6510，
Blossom Biotechnologies Inc）來評估最佳生物墨水在打印
之前（未經打印處理）和打印之後（經過打印處理）的細
胞活力。 列印前的細胞活力，將纖維母細胞懸浮液（4 ×
105 個細胞）和 1 mL 生物墨水，將其裝入 35 mm 培養皿
中，加入 1 mL 50 mM CaCl2 溶液作為交聯劑並浸泡 5 分
鐘（n = 5）。 當交聯完成後，移除CaCl 2 溶液並以PBS
溶液洗滌3次。 此後，添加1mL培養基(DMEM/F12)並在
37℃、5％CO2下分別培養1天和7天。 對於列印後細胞活
力評估（圖 3），將濃度為 4 105 個細胞/mL 的 1 mL 生物
墨水移入 10 mL 注射器中，並立即轉移到溫度為 25 ℃ 的
電子乾燥箱中 10分鐘形成充滿細胞的生物墨水。 然後，
根據 2.4 節中提到的理想列印組合，將 200 µL 充滿細胞
的生物墨水列印到 35 mm 培養皿中（n = 5）。 隨後加入
1 mL 50 mM CaCl2 溶液作為交聯劑，並浸泡5 min。 交聯
完成後，除去CaCl2溶液，並以PBS溶液洗滌3次。 此後，
添加1mL培養基並在37℃和5%CO2下分別培養1天和7天。
在每個時間點結束時，加入 LIVE/DEAD® 活力/細胞毒性
試劑盒螢光染料（488/570；Thermo Fisher Scientific）並
在 37 ℃、5% CO2 下孵育 1 小時。 最後，透過倒置螢光
顯微鏡（Olympus IX71）在不同放大倍率下觀察第1天和
第7天列印處理的細胞。 為了對每個時間點的細胞進行定
量，使用 VisiView 軟體（Visitron Systems GmbH，
Puchheim）取得影像。 然後，在隨機獲取的3至4個代表
性圖像中對紅色螢光細胞（死細胞）進行計數。 使用
Fiji-ImageJ 影像處理軟體評估死細胞的數量，該軟體允許
進行實用的細胞計數。 細胞活力如式(1)所示：細胞活力
(%) = 1 死細胞 ) 100%

圖 3. 用於評估最佳生物墨水列印後細胞活力的實驗裝置的示意圖。

2.7. 統計分析

實驗資料以SPSS統計軟體（19.0版，SPSS Inc.，Chicago，
IL，USA）進行分析。多組之間的差異是透過單向變異
數分析和 Tukey 的 HSD 事後檢定來確定。 p 值小於 0.05 
被認為具有統計顯著性。

圖5. 研究水凝膠的流變性質：（a）黏度和（b）剪切應力

3. 結果與結論

GBH-2（2% 明膠）在接觸角損失率、黏度與剪切應力方
面最接近商業生物墨水，列印過程中呈現較佳幾何穩定性
與最低塌陷程度。以 GBH-2 列印的 3D 細胞支架可在 24 
小時內維持形狀完整，線徑穩定，顯示良好可列印性與結
構強度。人類角膜成纖維細胞在列印前後 7 天內存活率皆
可維持約 70%，證實 GBH-2 具有良好生物相容性與作為
軟組織工程細胞支架生物墨水的潛力

圖 6. 研究水凝膠的絲狀融合（上線）和塌陷測試（下線）結果。

圖 7. 以絲狀熔合試驗測量線徑（*** p < 0.001）

圖 8. 使用 GBH-2 生物墨水列印的細胞支架（10 mm × 10 mm × 10 mm）
在列印後 24 小時內保持形狀完整性。網格間距為 2 mm，列印層數為 10 層。

圖 9. 最佳生物墨水 GBH-2 的細胞活力活性/死亡分析結果：（a）列印前（未進行列印處理），（b）列印後（進行
列印處理），以及（c）定量測量分析（*** p < 0.001）。

5. 結論

與其他研究的水凝膠相比，GBH-2水凝膠在列印過程
中接觸角損失率最低，僅28%。所有水凝膠的流變學性質
均表現出剪切稀化行為。然而，列印後，GBH-2水凝膠與
對照組相比，具有相似的黏度、低剪切應力和平均線徑。
GBH-2中藻酸鹽和明膠的組合展現出建構細胞支架的巨大
潛力，該支架可在列印後24小時內保持形狀完整性。此外，
GBH-2生物墨水也表現出優異的列印性能，列印前後人類
角膜纖維母細胞的存活率均維持在70%以上。因此，本研
究結果可為建構用於軟組織工程的複雜功能性細胞支架提
供一種新的策略。
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