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【摘要】　组织工程皮肤开发的主要目的是恢复皮肤受

损严重患者的皮肤屏障功能，目前该类产品已成为临床上

皮肤移植的理想替代物。随着三维生物打印技术的不断发

展，构建的包含皮肤附属物等复杂结构的三维皮肤模型也

日趋成熟。稳定的三维皮肤模型在皮肤生理病理研究、化

妆品安全性及有效性评估，以及替代动物实验等方面具有

广泛应用。该文针对三维生物打印技术进行了分类介绍，

总结了常用于皮肤模型构建的生物墨水种类，综述了近年

来三维生物打印技术在皮肤组织工程领域的应用研究进

展，并对其未来研究发展方向和应用领域进行了探讨和

展望。
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【Abstract】 The fundamental purpose of 
tissue-engineered skin development is to restore the skin 
barrier function of patients with severe skin injury, and 
this kind of product has become an ideal substitute for 
skin transplantation in clinic at present. With the 
development of three-dimensional bioprinting technology, 

the three-dimensional skin models constructed with 
complex structures such as skin appendages are also 
becoming increasingly mature. The stable 
three-dimensional skin model is widely used in skin 
physiological and pathological research, cosmetic safety 
and efficacy evaluation, and alternating animal 
experiments. In this paper, we introduced the 
three-dimensional bioprinting technology in categories, 
summarized the types of bio-inks commonly used for skin 
model construction, reviewed the recent advances of 
three-dimensional bioprinting technology applied in the 
field of skin tissue engineering, and explored and 
prospected the future directions of its research 
development and application fields.
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组织损伤是人类生存中不可避免的问题，由于人体的

再生能力有限，大面积组织损伤往往难以自愈，需要通过组

织或器官移植方式进行治疗。但是，治疗方案能否实施受

限于损伤的程度、供体数量以及术后排异等因素。组织工

程学旨在将生物学和工程学技术相结合，开发受损组织的

实用替代物，从而帮助挽救生命和提高生活质量。

三维生物打印是组织工程技术中的重要手段，是将沉

积的材料和细胞以层堆叠方式构建成复杂组织模型。三维

生物打印能构建出具有分层结构的皮肤模型，且模型内部

具有相互连接的孔隙，适合气体和营养物质的运输，满足细
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胞间和细胞内的信号传递，更接近于人体的病理生理状态。

2004年，研究者首次采用三维生物打印技术打印了人皮肤

Fb，为皮肤模型构建技术的发展奠定了基础［1］。三维生物

打印除了可以构建定制图案的皮肤模型，还可以在创面上

进行原位打印，直接将生物体作为生物反应器，诱导组织分

化成熟，提高组织修复效果［2］。

目前，三维生物打印技术发展还未成熟，打印出的产品

大多也只是处于实验室研究阶段。如何延长打印皮肤组织

使用寿命、打印组织的血管化以及打印血管化皮肤组织移

植后与创面的整合等问题，均是该领域需要解决的技术难

点。因此，基于三维生物打印技术在皮肤再生领域的应用

潜力，本文介绍该技术打印过程中涉及的打印策略以及常

用生物墨水，分享最新的三维生物打印皮肤研究进展，并对

目前存在的一些技术难点进行分析。

1 三维生物打印策略

常见的三维生物打印可分为 4 类：基于喷墨技术的三

维生物打印、基于挤压技术的三维生物打印、基于激光辅助

技术的三维生物打印和基于立体光刻技术的三维生物

打印。

1. 1 基于喷墨技术的三维生物打印

基于喷墨技术的三维生物打印是将低黏度悬浮生物材

料和活细胞混合成生物墨水后沉积在“生物纸”（例如水凝

胶基质和培养皿等）上，最终得到理想的图案。该打印方式

较简单、价格低廉且打印平台建设简单；但是该技术要求打

印材料黏度不能过低，且打印喷头易堵塞，打印过程中无法

精确地控制液滴形状，打印精度在 50 μm 左右。有研究者

使用基于喷墨技术的三维生物打印，将水凝胶包裹的自体

真皮Fb和表皮KC直接输送到人全层皮肤缺损创面的特定

位置，进行原位生物打印，结果显示，与未处理的同型对照

相比，创面愈合加速、收缩减少且再上皮化加速［3］。也有研

究者使用改进的喷墨打印机将毛细血管样内皮网络整合到

真皮-表皮中构建了双层皮肤模型，随后将皮肤模型植入到

无胸腺裸鼠背部的全层皮肤缺损创面中，14~16 d后观察到

创面基本愈合［4］。

1. 2 基于挤压技术的三维生物打印

基于挤压技术的三维生物打印是将生物墨水在压力的

作用下高精度挤出，再以逐层堆叠的方式构建三维模型。

该打印方式可用材料范围广，可同时使用多种生物材料及

高黏度的生物墨水打印，但是打印过程中存在过度的应力，

可造成细胞结构破坏，且打印喷头易堵塞。该方法打印精

度较低，通常低于 100 μm。有研究者使用基于挤压技术的

三维生物打印方式，以明胶/海藻酸钠/甲基丙烯酸酐化明胶

（GelMA）为生物材料，打印了包含 3层 Fb和 1层 KC的皮肤

模型，该皮肤模型可加速小鼠全层皮肤缺损创面愈合，促进

创面皮肤再上皮化。也有研究者将纤维蛋白水凝胶与明

胶、甘油、抑肽酶和透明质酸混合作为生物材料，将 KC、黑

素细胞、Fb、真皮微血管内皮细胞、毛囊真皮乳头细胞和脂

肪细胞悬浮在上述生物材料中，使用基于挤压技术的三维

生物打印方式成功构建了 3 层皮肤模型；与打印的水凝胶

（不含细胞）和空白对照相比，该皮肤模型有利于小鼠全层

皮肤缺损创面的闭合，同时可促进上皮形成［5］。结合上述

技术特性，基于挤压技术的三维生物打印方式更适合于打

印皮肤这种具有特殊分层结构的模型。

1. 3 基于激光辅助技术的三维生物打印

基于激光辅助技术的三维生物打印的设备主要由脉冲

激光源、激光能量吸收层、生物样品层（靶板）和接受基板组

成，其打印过程就是将包裹细胞的生物墨水沉积到接受基

板上的过程。该打印方式具有高精度和高分辨率等优点，

可对高密度细胞样品进行沉积，打印精度可达 30~100 μm，

且不存在喷口堵塞的问题；但是打印速度慢、打印材料制备

过程复杂且价格昂贵。有研究者采用基于激光辅助技术的

三维生物打印创建了完全细胞化的皮肤模型，该皮肤模型

含有构建到 ADM 之上的 20 层包裹 Fb 的胶原和 20 层包裹

KC的胶原。小鼠全层皮肤缺损模型实验结果显示，移植该

皮肤模型后11 d，移植物与创面周围组织完全连接［6］。

1. 4 基于立体光刻技术的三维生物打印

基于立体光刻技术的三维生物打印是一种基于面投影

光固化原理的高精度三维生物打印技术。该技术通过将构

成三维模型的二维离散图案投影到光敏树脂表面，激发局

部光固化反应的方式，逐层叠加组建三维结构。基于立体

光刻技术的三维生物打印技术打印样本制备容易，打印精

度相对较高（约为 50 μm），打印成本较低；但对墨水的要求

较高，一般使用具备光敏特性的生物墨水，后期处理过程相

对复杂，可用于三维水凝胶内部微通道创建，如毛细血管网

络构建等。研究人员开发了一种基于数字光处理的立体光

刻技术，通过三维生物打印制造出了一个内部由 GelMA 凝

胶包裹人脐静脉内皮细胞模仿骨髓空间，外周含有磷酸八

钙模仿骨皮质的三维水凝胶结构。这种结构模仿了骨组织

的仿生双环结构，可应用于骨组织构建［7］。

以上 4种打印策略打印精度各异，适用的范围也不同。

所以实际研究过程中，可以根据不同需求，选择合适的打印

策略。

2 皮肤模型三维生物打印常用生物墨水

确定好打印策略之后，选择具有合适物理、化学性质的

生物墨水至关重要。生物墨水包含细胞及生物相容性材料

2个部分，下面举例介绍一些常用于皮肤模型打印的细胞和

水凝胶。

2. 1 细胞

通常三维生物打印皮肤组织的细胞来源可分为 3 类：

（1）人体组织分离的原代细胞；（2）永生化皮肤细胞系；（3）
诱导干细胞。

2. 1. 1 人体组织分离的原代细胞  常用于皮肤模型构

建的原代皮肤细胞有 Fb和KC。有研究者使用胰酶消化法

分离了人原代 Fb 和 KC，结合人Ⅰ型胶原和纤维连接蛋白
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进行三维生物打印，将构建的双层皮肤模型（Fb为真皮层、

KC 为表皮层）在免疫缺陷小鼠全层皮肤缺损创面上应用

后，观察到表皮层分化良好［8］。

2. 1. 2 永生化皮肤细胞系  原代皮肤细胞在使用过程

中存在细胞种群倍增数量有限及衰老等问题。为了克服原

代细胞使用的局限性，研究人员改造得到了永生化皮肤细

胞系。有研究者通过将纳米纤维素与海藻酸盐、羧甲基纤

维素结合，包裹人皮肤 Fb 形成真皮层，再在上层覆盖人永

生化表皮细胞 HaCaT，所构建的皮肤模型成为一种皮肤组

织工程药物筛选的有力工具［9］。

2. 1. 3 诱导干细胞  由于体细胞的分化功能有限，癌细

胞系具有风险性，所以也可以掺入干细胞进行复杂皮肤模

型的构建。例如有研究者将羊水干细胞和骨髓间充质干细

胞包裹在纤维蛋白水凝胶中，在小鼠全层皮肤缺损创面上

原位打印，促进了创面闭合及再上皮化［10］。然而，由于干细

胞的分化是无方向性的，用其构建的组织可能具有发育畸

形及发生其他不良反应的风险。

2. 2 水凝胶

水凝胶是一种具有亲水性和三维网状交联结构的高分

子网络体系，与 ECM 具有相似性，是用于三维生物打印的

良好生物相容性材料。根据材料来源不同，可将水凝胶分

为天然水凝胶和合成水凝胶。

2. 2. 1 天然水凝胶  天然水凝胶来源广泛，且不易诱发

炎症，是用于生物打印的最佳水凝胶。常见的天然水凝胶

有胶原、明胶、透明质酸、壳聚糖等。

2. 2. 1. 1　胶原　 胶原是哺乳动物 ECM中的主要结构蛋

白，具有良好的生物相容性，被广泛应用于生物医学领域。

有研究者将胶原、明胶、纤维蛋白和弹性蛋白混合，包裹新

生儿真皮Fb打印真皮层，上面覆盖由层粘连蛋白/肌动蛋白

构成的基底层和由KC构成的表皮层，成功构建了最小横向

组织收缩的全层皮肤模型［11］。

2. 2. 1. 2　明胶　 将胶原在酸性或碱性条件下水解即可

得到明胶。明胶属于热敏性材料，在温度高于 40 ℃时溶

解，冷却至 30 ℃以下时变为凝胶状态，可用于三维生物打

印。有研究人员以明胶/海藻酸盐为原料进行三维生物打

印，之后使用冷冻干燥技术进行打印后基质的固化，提高模

型的机械性能，构建好的模型在医疗领域可作为创面敷料

使用［12］。然而，明胶因其难以优化的生理温度及黏度，多与

其他聚合物组成复合材料应用。此外，明胶的化学交联修

饰形式也适用于生物打印，例如GelMA是双键改性的明胶，

其温敏性、机械性及黏弹性良好，是三维生物打印领域应用

广泛的生物材料。有研究者将 GelMA、胶原和酪氨酸酶混

合，包裹人黑素细胞、HaCaT和Fb，进行三维生物打印，形成

稳定的三维皮肤组织模型［13］。

2. 2. 1. 3　纤维蛋白和纤维蛋白原　 纤维蛋白是一种类

似于胶原的聚合物，是创面愈合的关键调节剂，由纤维蛋白

原在凝血酶的作用下酶促聚合形成。纤维蛋白原和纤维蛋

白在临床上可被用于生产具有止血功能的敷料，修复受损

创面。有研究者使用纤维蛋白+胶原包裹人 Fb和KC，使用

三维生物打印的方式构建分层皮肤结构，直接敷于小鼠受

损创面位置，2周后创面完全愈合［14］。

2. 2. 1. 4　透明质酸　 透明质酸，也称糖醛酸，由以D-葡
萄糖醛酸和N-乙酰氨基葡萄糖为单位的线性多糖组成，具

有调节血管壁的通透性、保持皮肤中的水分及促进创面愈

合的作用，适用于三维生物打印。有研究者使用由藻酸盐、

纤维蛋白、胶原和透明质酸组成的生物材料，通过手持式皮

肤打印机打印出类似于天然皮肤结构的 3 层皮肤组织片，

该打印材料可加速小鼠和猪全层皮肤缺损模型的创面

愈合［15］。

2. 2. 2 合成水凝胶  除了天然水凝胶以外，聚乙二醇、

聚己内酯、聚乳酸和聚乳酸-乙醇酸共聚物（PLGA）等一些

碳氢化合物聚合物，也被广泛应用于组织工程皮肤模型的

构建。这些聚合物也可与胶原和壳聚糖等天然水凝胶结合

使用，形成性能更佳的生物材料。

2. 2. 2. 1　聚乙二醇　 聚乙二醇具有无毒性、无免疫原

性、水溶性好等优点，是当今常用的高分子材料之一，已通

过美国食品药品监督管理局（FDA）批准，可供静脉注射、口

服和皮肤外用。有研究者以京尼平为交联剂，甘油和聚乙

二醇为增塑剂，采用三维生物打印技术制备了交联壳聚糖

基质膜。该膜具有黏附到上皮表面的能力，有望成为治疗

慢性创面的敷料［16］。

2. 2. 2. 2　聚己内酯　 聚己内酯作为一种潜在的生物降

解材料，具有无免疫原性、生物相容性好、柔韧性强、力学强

度高等诸多优点，是 FDA 批准的适用于组织修复的材料。

有研究者使用基于挤压技术的三维生物打印方法，将用胶

原包裹的Fb和KC构建到无细胞的聚己内酯+胶原层上，经

气液界面培养，得到仿真的全层皮肤模型［17］。

2. 2. 2. 3　聚乳酸或 PLGA　 聚乳酸，是指以乳酸为主要

原料聚合得到的聚酯类聚合物，属于新型可再生生物降解

材料。有研究者使用三维生物打印方法制造出聚乳酸和

β-磷酸三钙支架，并将其与胶原、海藻酸钠壳聚糖等结合，

构建的三维支架具有组织修复和再生能力［18］。乳酸和羟基

乙酸随机聚合可组成 PLGA，PLGA也是一种可降解的高分

子有机化合物，具有良好的成型性。有研究者将构建的三

维 PLGA支架嵌入胶原支架中，构建出多层 PLGA-胶原-壳
聚糖支架，该模型在大鼠全层皮肤缺损创面的应用中表现

出良好的促愈合效果［19］。

总之，天然水凝胶具有良好的生物相容性且来源丰富，

在皮肤模型打印方面应用广泛，但不足是稳定性较差、易降

解等。合成水凝胶的机械性能可经物理交联或化学交联的

方式得以强化，这弥补了天然水凝胶的不足。因此，实际打

印时可混合多种生物材料，获得具有合适的刚度、生物活性

以及降解能力的生物墨水。

3 三维生物打印技术在皮肤组织工程中的应用

近年来，三维生物打印技术在皮肤模型构建、创面修
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复、再生医学方面显示出巨大的应用潜力。下面，主要对三

维生物打印技术在皮肤组织工程中的应用进行归纳介绍。

3. 1 皮肤模型构建

使用三维生物打印方式可以构建不同种类的皮肤模

型。有研究者设计并打印了一种双层支架，该支架上层和

下层分别由PLGA和海藻酸盐水凝胶组成，分别模仿了皮肤

表皮层和真皮层。该支架可以促进大鼠全层皮肤缺损创面

愈合，适合作为创面敷料或皮肤替代物［20］。还有研究者通

过基于挤压技术的三维生物打印方法，以无细胞脂肪基质

和纤维蛋白原为材料构建皮下层，Fb混合真皮基质构建真

皮层，将包裹人脐静脉内皮细胞的明胶和凝血酶作为血管

通道，通过喷墨打印将 KC打印在支架上层，最终构建的全

层血管化皮肤模型与原生人体皮肤具有良好的相似性［21］。

3. 2 疾病模型构建

黑色素瘤和银屑病等疾病模型可以通过三维生物打印

的方式来构建。有研究者将黑色素瘤细胞系或原发黑色素

瘤患者来源的黑色素瘤细胞、Fb、间充质干细胞和内皮细胞

嵌入琼脂糖-Ⅰ型胶原蛋白水凝胶中，经三维生物打印构建

了黑色素瘤模型，该模型中细胞增殖和代谢活性良好，为研

究黑色素瘤的治疗及重塑肿瘤微环境提供了实验基础［22］。

还有研究者将牛皮癣患者的极化 Th1/Th17 和趋化因子

受体 6阳性皮肤淋巴细胞抗原阳性 T细胞加入由Ⅰ型胶原

包裹的人 KC 和 Fb 组成的全层皮肤模型中，之后检测该模

型具有银屑病表皮表型，并表达银屑病相关特征性细胞因

子，表明成功建立了银屑病三维皮肤模型［23］。

3. 3 皮肤创面敷料

当三维生物打印技术以含有促进创面愈合的生物材料

为打印原料时，即可构建皮肤创面敷料。有研究者使用三

维生物打印技术构建了一种基于噬菌体的具有抗菌功效的

创面敷料，该敷料可以缓慢释放游离噬菌体，维持人表皮创

面处噬菌体数量，具有抗菌作用［24］。还有研究者基于三维

生物打印技术，开发出了糖尿病足溃疡辅助治疗药物。他

们使用含有脂肪干细胞的猪皮肤 ECM 和内皮祖细胞打印

了三维皮肤贴片，应用于糖尿病足溃疡创面后，可较基于胶

原的三维皮肤贴片加速创面愈合，增强上皮再生［25］。

3. 4 化妆品功效评估

三维皮肤模型被广泛应用于化妆品功效检测中。有研

究者使用 Fb 和 KC，以及外周血单个核细胞诱导的 M1/
M2型巨噬细胞，构建了促炎/抗炎的三维皮肤模型（其中用

M1 型巨噬细胞构建促炎模型，M2 型巨噬细胞构建抗炎模

型），该类模型可用于化妆品成分分析及药物筛选［26］。也有

研究者在重建人表皮模型和三维生物打印的全层皮肤模型

上应用化妆品，通过测定组织活力、上皮电阻和细胞因子分

泌情况，分析受试化合物对皮肤模型的刺激及致敏性，测试

化妆品功效［27］。

4 展望

皮肤组织工程的目标是生理皮肤的再生及功能恢

复［28］。而三维生物打印技术因具有可定制构建含多细胞复

杂分层结构皮肤模型的优势，在再生医学和药物筛选方面

具有巨大的应用潜力。三维生物打印技术在过去十几年迅

速发展，然而面对不同打印需求时，如何提高打印分辨率、

开发功能性打印材料，以及实现高通量打印，这些都是新的

挑战［29］。为了解决这些问题，研究人员做了很多研究，例如

开发了基于碘克沙醇的生物墨水，可以提高基于数字光处

理技术的三维生物打印分辨率。聚氨酯是一种可生物降解

材料，应用于基于立体光刻和数字光处理技术的三维生物

打印中时，可实现较高分辨率打印，在软骨细胞、肌肉和神

经支架的三维模型构建中具有巨大应用潜力。此外，基于

纳米材料开发的具有导电性质的生物墨水以及混合了生物

活性分子的生物墨水，都为构建功能性三维组织模型提供

了新的方向。三维生物打印技术方兴未艾，四维生物打印

技术也带着它新的技术特点应运而生。四维生物打印不仅

包含三维的长、宽和高 3 个维度，更增加了一个时间维度，

使打印出的物体可以随着时间推移在形态结构上自我调

整，最终达到预先设计要求。四维生物打印使用的刺激响

应性材料是一种用于创面修复的新兴材料，其结构特性可

受磁场、温度、氧化还原状态、pH 值和光等各种刺激调

控［30］。多功能的新型四维生物墨水系统的建立也会在组织

工程中开辟许多应用领域。

最后，由于生物打印过程的复杂性，未来的目标可能是

机器学习的应用和计算方法集合。机器学习可以将组织模

型以三维的形式展现出来，并且可以预测模型构建时所用

材料的兼容性。临床上三维生物打印的数据来源可以是不

同的诊断图像、实验数据和科学文献，这些都可以使用机器

学习来整合［31］。总之，三维生物打印技术凭借其无法比拟

的成型技术优势，成为皮肤组织工程研究的热点之一，希望

能加快实现皮肤组织工程相关的三维生物打印技术的临床

前研究和转化应用。
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