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光学相干层析成像技术用于三维生物打印水凝胶
支架结构的定量评价研究

王 玲 涂 沛 石 然 徐铭恩
杭州电子科技大学生命信息与仪器工程学院 , 浙江 杭州 310018

摘要 三维生物打印水凝胶支架内部结构的无损检测分析，对组织工程支架设计制造和生物功能实现具有重要意

义。提出用扫频光学相干层析成像技术 (SS-OCT)对三维生物打印的水凝胶支架进行无损成像和定量分析。设计

和打印了 4种代表性结构的三维水凝胶支架。用高分辨 SS-OCT成像系统重建并揭示了支架内部三维结构，识别

出打印支架与设计结构的差异以及孔融合、孔变形、通道堵塞等打印缺陷。基于阈值分割和形态操作的自动分析

算法，定量表征了支架的孔隙大小及分布、实体支撑尺寸、孔隙率和三维连通性等结构参数。研究证明，OCT技术

可以为三维生物打印水凝胶支架的优化设计、过程控制、功能分析提供有力工具。
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Abstract Nondestructive investigation and analysis of the internal structure of three-dimensional (3D) bio-printed

hydrogel scaffolds is very important for the design, fabrication, and biological functions of engineered tissue

scaffolds. Swept- source optical coherence tomography (SS-OCT) is applied to nondestructive imaging and

quantitative analysis of 3D bio-printed hydrogel scaffolds. 3D bio-printing technique is used to produce four

representative designed geometries of hydrogel scaffolds. High-resolution SS-OCT visualizes the three-dimensional

internal structure of the scaffolds, identifies the difference between the designed model and as- produced

construction, and detects the printed defects such as fused pores, deformation of pores, breakages of flow channels.

The automatic imaging analysis algorithms are developed to quantitatively characterize the pore size (PS) and its

distribution, strut size (StS), volume porosity (VP), and pore interconnectivity (PC). It concludes that OCT may

be a key tool for the design optimization, process refinement, function realization of 3D bio-printed hydrogel

scaffolds.
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1 引 言
设计和制造满足再生医学性能要求的支架一直是组织工程研究的重点。三维生物打印技术可以无毒

且方便地按照预先设计的几何结构制备出完全连通的三维结构，已成为制造可以进行细胞接种或细胞封装
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的生物支架的良好工具 [1]。水凝胶具有良好的生物相容性、可降解性、亲水性以及包裹细胞的强大能力，这

使得水凝胶被广泛应用于构建组织工程支架 [2-3]。水凝胶和三维生物打印技术的结合为开发可细胞接种/封
装的组织工程支架提供了一种设计关联的可控解决方案。但水凝胶成分复杂、力学性能差，要三维打印出

与设计结构一致的支架尚有许多问题需要解决。支架的力学性能主要由支架的孔形、孔径、孔隙率及连通

性等结构参数决定，支架的内部结构特征直接影响着细胞的增殖和分化功能 [4]。因此，无损深入支架内部进

行高分辨成像对支架制造和功能分析具有重要意义。

为避免破坏性的切片检查，多种成像技术被用来检测组织工程支架和组织 [5-9]。如应用显微计算层析术

对骨组织工程支架成像 [6]。磁共振成像 (MRI)技术用于检测组织工程支架移植前的结构和成分，并监测间充

质干细胞分化形成组织 [7]。超声弹性成像可用于描述大块工程组织内的弹性粒子分布 [8]。但是，这些成像技

术用于水凝胶支架成像仍然存在问题。水凝胶的高含水量特点导致显微计算层析术对水凝胶成像时对比

度过低，且 X射线的高离子性可能损伤细胞。MRI和超声弹性成像的分辨率有限。此外，共焦显微术、多光

子显微术 (MPM)等光学成像方法也可用于对组织工程支架成像 [9]，其分辨率高，可以达到亚微米级，缺点在于

成像深度有限，如共焦显微术对高散射样品的成像深度大约为 100 μm，MPM 的穿透深度也限制在 400~
500 μm 。光学相干层析成像 [10](OCT)是近年来迅速发展起来的实时无损微观成像技术，能够提供样品三维

高分辨图像，成像分辨率可以达到 1~15 μm，对高散射样品的成像深度达到数毫米。OCT优越的成像性能在

无损检测领域及组织工程领域具有广泛应用前景 [11-15]。

近年来，OCT应用于传统组织工程技术制造的支架和组织的研究正逐步开展 [16-21]。Rey等 [18]将细胞与凝

胶混合，用 OCT技术检测了细胞在凝胶材料中的三维和四维迁移。Chen等 [21]利用 OCT对粒子盐析法制备的

水凝胶多孔结构进行定量评价。国内曾有报道 OCT用于分辨率测试 3D打印光敏树脂制作的模拟眼，研究

重在 OCT分辨率的标定价值 [22]。这些研究验证了 OCT用于水凝胶支架评价的可行性，但由于缺乏凝胶结构

的精确制造技术，对生物功能具有重要意义的支架结构的研究比较局限。三维生物打印技术可以预定义水

凝胶支架孔的形状、尺寸和内部通道结构，为 OCT在这一领域的应用提供了新空间，也为支架内部结构的定

量评价带来新问题。因此，必须发展新算法来自动处理大量的 OCT序列图像，定量可视化支架内部通道结

构，对比设计模型和实际结构差异，表征支架的孔隙大小 (PS)和分布、实体支撑尺寸 (StS)、孔隙率 (VP)和三维

连通性(PC)等参数，以便提高三维生物打印支架的可控性和稳定性，更好地预测支架的生物学功能。

本文基于之前开发的三维生物打印平台 [3,23]，设计和制造了 4种预先定义几何尺寸及结构的水凝胶支

架，利用扫频光学相干层析成像 (SS-OCT)系统实现三维生物打印支架的高分辨成像和结构定量评价。基于

图像阈值分割和形态操作开发了自动分析算法来实现支架复杂内部结构的三维可视化，定量表征三维生物

打印水凝胶支架的结构参数，分别从二维和三维空间详细比较分析了设计模型和制备支架之间的差异性，

初步探讨了打印工艺与支架成型结果之间的关联性。

2 支架的设计与制备
采用 Solidworks软件设计了 4种不同的支架结构，按照孔形和内部流体通道的不同可以定义为 T400、

R400、T400-LC、R400-LC。其中 T代表设计的支架大孔孔形为三角形，R代表设计的孔形为正方形。400代

表设计的 PS为 400 μm，定义 PS为与孔面积等大的圆的直径。支架的 StS设定为 200 μm。LC代表支架存在

横向通道 (LC)，若没有横向通道，支架只有纵向通道，且纵向通道与孔形类似；若存在横向通道，对于 T400-
LC来说，横向通道定义为支架表面以下 800 μm处横向打通沿孔以及与孔成 60°夹角的通道，对于 R400-LC，
横向通道定义为支架表面以下 800 μm 处横向打通沿孔和垂直孔方向的通道，所有横向通道为方形柱体，且

方形的边长为 400 μm。支架的外形为圆柱体，圆柱直径为 10 mm，高为 4 mm。

明胶和海藻酸钠 [3]都是天然生物材料，无毒、可降解，与细胞生物相容性良好，采用明胶和海藻酸钠按照

1∶1比例均匀混合制成打印用的水凝胶生物墨水，按照上述设计的理论模型制备 3D多孔水凝胶支架。支架

的制备基于之前开发的三维生物打印平台，如图 1所示，该打印机有两个喷头，均采用精密气动喷头，一个喷

头装有打印用的生物墨水，一个喷头装雾化交联用对细胞无害的 CaCl2溶液，三维生物打印机的中心控制系

统控制喷头的初始自动定位 (IAL)、驱动的气动压力 (P)、温度 (T)及 X/Y/Z三维运动 (M)。打印时生物墨水喷射
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到成型底板上，Ca2+溶液通过高压气体气化成微滴喷出进行固化交联，三维生物打印平台根据设计的模型自

动生成打印路径层层打印出三维结构。

图 1 三维生物打印机的(a)原理示意图及(b)实物图

Fig.1 (a) Schematic presentation of the 3D bio-printing system; (b) photograph of 3D bioprinter

3 OCT成像
三维生物打印的水凝胶支架的成像采用之前开发的一套高速高分辨 SS-OCT系统 [24]。系统采用中心波

长为 1310 nm，扫频范围为 120 nm，扫描频率为 50 kHz的快速扫频激光为光源，系统实测轴向分辨率为 9.7 μm，

横向分辨率为 9.6 μm，照射到样品上的功率为 12 mW 左右，空气中成像深度可达 5 mm，在整个成像范围信

噪比高于 100 dB，对于水凝胶支架的穿透深度在 2~5 mm。OCT成像过程中，为保持水化和无菌，水凝胶支架

浸没在培养液中，多次扫描时，对每次成像，标记每个扫描部分的位置和方向。通过 OCT的二维扫描采样，

在不接触的情况下获得支架样品不同位置 5 mm×5 mm×5 mm(512 pixel×512 pixel×512 pixel)的三维 OCT图

像。假定水凝胶材料和孔的折射率相同，n=1.33，则每个体素对应的几何尺寸为 700.2 μm3。

4 OCT图像处理
OCT采集一系列 XZ横断面图像，通过体绘制算法生成三维 OCT图像，从 3D图像中提取正前面 (en face)

XY方向序列图，对 en face序列图经过增强优化、中值滤波、阈值分割、形态开闭操作等处理提取出每层图像

中的孔结构以便计算出 PS和 StS，再将此孔结构进行三维重建以方便后续基于体图像的分析。图像处理流

程如图 2所示，其中图 2(a)代表原始的 en face图像，通过第一步的增强优化，调整图像对比度、亮度和 γ 值以

增强孔隙区域与支撑部分的对比度，从而生成图 2(b)；对图 2(b)采用 5×5中值滤波器进行低通滤波，以减少背

景散斑噪声，获得图 2(c)；图 2(c)经强度阈值分割得到孔和实体的二值化图像，图 2(d)中孔隙区域的像素值 I=
1，其他支撑部分则是 I=0。可以看到图 2(d)中某些孔区域内存在黑点，对图 2(d)进行形态闭操作，以平滑目标

物边界而不改变其面积，填充目标内的细小空洞，得到图 2(e)。

图 2 OCT图像处理基本流程

Fig.2 Sequential processing of images obtained by OCT for quantitative analysis of 3D bio-printed hydrogel scaffolds

5 支架形态学参数的定量分析
PS和 StS是通过分割处理后的二维 en face图像来定量分析的，VP和 PC通过处理后再重建的三维图像

来定量分析。针对 4种设计的几何支架，每种结构至少三维打印出 7个样品，然后自动定量分析 PS、VP和

PC。StS是通过标尺手动测量的，随机选取每个样本中相应的 10处支撑，通过标尺手动测量得到。

根据 PS定义，使用平面的等效直径来测量 PS，表达式为

SP = 2 × A π , (1)
3
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式中 A 代表孔的平面面积，根据分割图像的形态学定义，孔的平面面积近似为目标孔 X中的像素之和：

A(X) =∑
i, j
g(xi,yj) , (2)

式中像素若在目标孔 X中，则 g(xi,yj) = 1，否则 g(xi,yj) = 0 。

孔隙率是指材料内部的孔隙体积 (V pore) 占总体积 (V total) 的百分率，表达式为

VP = V pore
V total

× 100% , (3)
式中孔隙体积和总体积都是通过对 3D分割的 OCT图像进行自动定量分析得到，以像素数量的形式呈现。

连通孔隙是指与空气相通的孔隙部分，所以 PC定义为连通孔隙体积 (Vaccessible) 在支架总体积中所占的百

分比，表达式为

VC = Vaccessible
V total

× 100% . (4)
基于增强、滤波、分割后三维重建的 3D OCT图像，采用 Matlab中一个 3D标记函数 bwlabeln来自动识别

标记 3D结构中空间连通区域与非连通区域，在标记后，标记块可从这个复杂的水凝胶内部网络结构中选择

和提取相互连通的区域，每一个区域可能分别代表的是一个完整的孔隙、部分孔隙或者不连通的孔隙。

上述定量分析都是对多组样本进行测量的，针对得出的测量结果使用方差分析法实现统计分析，数据

差异性为 p<0.05时认为有效。

6 结果与讨论
6.1 水凝胶支架的制备和OCT成像

预设定义几何结构的 3D明胶/海藻酸钠水凝胶支架用三维生物打印技术成功制备，图 3所示为不同设

计结构支架的显微图，可以看出支架有无侧向通道在显微图中很难看出差别。图 4所示为 4种不同结构支

架样品的 OCT 图像，从 OCT 图像横截面 (XZ、YZ)可以看出 OCT 对于高散射水凝胶支架的穿透深度可以达

到 2~4 mm。其中图 4 的 A1~A4代表 XZ方向 OCT横断面图像，B1~B4为 YZ方向的横断面图像，C1~C4为 XY

方向的 en-face表面 OCT图像，D1~D4为 en face表面以下 800 μm的 OCT图像。这些二维 OCT图像显示了水

凝胶区域(灰白部分)和孔隙区域(黑色部分)。

图 3 4种不同几何设计三维生物打印的明胶/海藻酸钠水凝胶支架的相差显微图

Fig.3 Phase-contrast microscopy images of 3D-bioprinted gelatin/sodium alginate hydrogel scaffolds for 4 different geometries
对比图 4中图像 C1和 C2，C3和 C4可以看出支架有无横向通道，表面图像差别较小，而从 XZ、YZ以及内

部 800 μm处的 en face图像可以清楚看出同样孔形设计，存在通道与否支架内部结构存在明显差异。从不

同截面的 OCT图像也可以定性分析不同支架的孔隙形状、孔隙尺寸及位置，对比 C1~C4和 D1~D4，可以看出

同一个支架在不同深度 (表面以及表面以下 800 μm)出现孔隙尺寸、形状和位置的一些变化，当有横向通道

时，在设计有横向通道的地方，D2 和 D4 相比 D1 和 D2 出现较大通道连通，并且可以清楚看出 T400-RL、
R400-LC的通道方向与设计一致，沿着表面孔的方向。同时通过 A2、A4 和 B2、B4也可以清楚地看到 T400-
LC和 R400-LC支架因横向通道的设计而存在的横向孔。另一方面通过二维 OCT图像，也可以发现三维生

物打印水凝胶支架存在的一些平面缺陷，如横向通道的存在会导致表面孔的皱缩情况明显 (图 4中图像 C2)，
出现孔隙融合现象 (图 4中图像 D1)，以及未定义孔的存在 (图 4中图像 C1和 C3)和一些内部孔的堵塞 (图 4中

图像 D4)。
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图 4 4种不同几何设计的三维生物打印明胶/海藻酸钠水凝胶支架的二维 OCT图像

Fig.4 Two-dimensional OCT images of 3D-bioprinted gelatin/sodium alginate hydrogel scaffolds for 4 different geometries
6.2 支架三维支撑结构和内部复杂的流体网络通道

图 5所示为 4种不同几何设计的三维生物打印明胶/海藻酸钠水凝胶支架的 OCT三维图像，直观展示了

支架的三维支撑结构，其中 A1代表 T400，A2代表 T400-LC，B1代表 R400，B2代表 R400-LC。由于 OCT对不

同支架的穿透深度存在差异，为统一起见，仅截取了支架 0~2.5 mm厚的图像来重建三维支架支撑结构。从

不同设计支架的三维 OCT图像中可以看出孔形的变化以及横向通道在支架外围的开孔。对比 A1和 A2可

以看出，T400比 T400-LC的孔更接近设计的三角形，说明内部存在横向通道引起三维生物打印孔的变形和

塌陷，这从直观显微的角度证明了水凝胶力学性能差的特点，提示横向通道设计需做特殊处理。对比 B1和

B2可以看出，R400和 R400-LC表面孔形差异不大，但是从 B2可以看到部分横向通道在外围的开孔。由于

水凝胶基质的不透明性，从图 5仍然很难看出支架的内部流体网络结构。

图 5 4种不同几何设计的三维生物打印水凝胶支架的三维 OCT图像 (成像范围 X×Y×Z，5 mm×5 mm×2.5 mm)。
A1: T400; B1: R400; A2: T400-LC; B2: R400-LC

Fig.5 3D OCT images of 3D-bioprinted hydrogel scaffolds for 4 different geometries (imaging field X×Y×Z，5 mm×5 mm×2.5 mm).
A1: T400; B1: R400; A2: T400-LC; B2: R400-LC

支架的内部流体网络结构影响着支架中细胞、营养物质和排泄产物的进出 [25-26]，重建支架的内部流体网

络结构对于预测支架的内部流体动力学功能非常重要。将孔和支架支撑的灰度定义取反，得到 4种支架内

部复杂的流体网络结构，如图 6所示。可以看出对所有三维生物打印支架，纵向通道的长度即为支架的厚

度。从图 6中同样可以看到三维生物打印水凝胶支架的缺陷，如打印出的 T400支架出现内部孔横向连通(图
6中图像 A1)，这种内部横向孔连通缺陷可能是打印过程流涎引起的孔融合，三维图像直观提示需要通过控

制打印的明胶/海藻酸钠材料的流变性来减少这种打印缺陷。打印出的 T400-LC支架出现了一些独立通道，

即与外界空气不连通的孔隙 (图 6中图像 A2)，这种独立通道会影响打印支架的连通性，而这种独立通道在二

维图像中很难发现，独立通道缺陷可能与打印路径、打印喷头直径、喷头温度等打印条件密切相关。打印的

R400-LC支架的横向通道出现很多断裂的地方 (图 6中图像 B2)，这种横向通道的断裂实际上是可以预见的，

因为四边形相对不稳定，水凝胶力学性能较差，四边形加同样柱形通道设计更容易出现孔塌陷和通道断裂

的问题。R400支架由于打印路径相对简单，与设计结构符合较好，仅出现纵向通道横截面显微变化的问题，

这种问题会表现为孔尺寸的变化。支架内部三维流体网络的重建不仅可以用于分析支架实际的流体动力

功能，还可以用于分析打印支架的立体缺陷，指导三维打印过程。
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图 6 4种不同几何设计的三维生物打印水凝胶支架的内部流体网络重建图

Fig.6 Internal flow channel networks of the four different 3D-bioprinted hydrogel scaffolds acquired from OCT images
6.3 PS、StS及其分布

测得三维打印出的 4 种设计明胶/海藻酸钠水凝胶支架的 PS、StS 的均值及方差如图 7 所示。T400，
T400-LC，R400，R400-LC的 StS分别为 331.9±6.8，342.9±7.1，331.4±8.2，335.8±7.6，单位为μm。可以看出不

管怎样的孔隙形状和有无侧向通道，支架的支撑尺寸相对稳定，且在 330 μm 附近。T400，T400-LC，R400，
R400-LC的 PS分别为 321.6±64.0，278.1±70.3，362.9±31.8，327.0±51.6，单位为μm，可以看出不同设计结构打

印出支架的 PS都小于设计值，且同一种设计结构的 PS差别较大，均值和设计值的差别超过 50 μm，存在横向

通道结构的 PS差别尤其大。测量的 PS均值小于设计值，实际是打印过程中及打印后水凝胶发生膨胀导致

孔空间变小引起的。但方差很大的原因需要进一步分析 PS的分布特征。

图 7 4种设计结构三维生物打印水凝胶支架的均值及方差(95%置信区间)。(a) PS; (b) StS
Fig.7 Average and variance of four different 3D-bioprinted hydrogel scaffolds measured by 2D en face OCT images (n=7) (error bars

represent 95% confidence intervals). (a) PS; (b) StS
不同设计结构的三维生物打印水凝胶支架的孔径分布分析结果如图 8所示。可以看出所有设计结构的

三维生物打印支架的孔径分布都是不均衡的，并且存在一个明显的峰值，对于 T400和 R400，PS分布图中的

峰值大小与设计的 PS一致，而 T400-LC和 R400-LC的峰值小于设计值，这种 PS分布特性的差异可能是带横

图 8 4种设计结构的三维生物打印水凝胶支架的 PS分布

Fig.8 PS distribution assessed by 2D en face OCT image analysis of the four different 3D-bioprinted scaffolds (n=7)

6
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向通道支架的刚性下降诱导支架孔坍塌引起的。进一步分析图 8(a)、(c)和图 8(b)、(d)可以看出，没有横向通道

的支架孔径偏离设计值的情况较少 [图 8(a)、(b)]，大多数分布在设计尺寸的周围，但是含横向通道支架的孔径

80%以上偏离设计值，且小于设计值 [图 8(c)、(d)]，这种孔径分布特性的变化说明横向通道的存在更容易引起

支架整体机械性能的下降，也更可能导致孔的堵塞和皱缩。

6.4 VP和 PC的量化

支架的孔隙允许营养物质、氧气和废弃物的运输，细胞的迁移和增殖以及血管化 [22]，对于功能组织的形

成而言，孔隙率是一个重要的因素，对 4 种不同结构支架的 VP 的分析结果如图 9 所示。T400，T400-LC，
R400，R400-LC的 VP(单位为%)分别为 18.52±4.29，27.33±5.45，23.87±4.52，25.04±6.68，可以看出横向通道的

设计可以提高支架的孔隙率。4 种结构的理论值分别为 23.3%，30.5%，25.0%，32.8%，实际值均小于理论

值。从 PS降低和 StS升高可以也预见打印出水凝胶支架的 VP小于理论值。

图 9 4种设计结构的三维生物打印水凝胶支架的 VP均值及方差

Fig.9 Mean and variance of VP of the four different 3D-bioprinted hydrogel scaffolds measured by 3D OCT images (n=7)
支架的连通性与细胞接种后的迁移路径、支架中营养和废物扩散路径有关 [21]。从定量分析方法说明可

知，支架的连通性定义为与空气接通区域的占有率，4种设计结构打印出水凝胶支架的连通性分析结果如图

10所示，连通性的分析结果表明三维生物打印技术制备的任何结构类型支架的连通性都较高，连通性范围

从 97%到接近 100%。

图 10 4种设计结构的三维生物打印水凝胶支架的 PC，IP代表支架中非连通区域体积，CP代表支架中连通区域体积

Fig.10 PC of the four different 3D-bioprinted hydrogel scaffolds measured by 3D OCT images, IP denotes isolated pores,
CP denotes connected pores

7 结 论
基于三维生物打印技术制备了 4种代表性几何结构的明胶/海藻酸钠水凝胶支架，包括两种不同的孔形

（三角形和四边形）以及两种不同流体通道网络（仅纵向通道和横纵向通道连通）。3D SS-OCT用来无损高

速地获取支架高分辨图像，后续的增强、滤波、分割及体绘制等图像处理重建了支架复杂内部结构和相互连

通通道网络，定性定位地识别了三维打印缺陷及设计模型和实际结构间的差异性，可以为后续三维打印明

胶/海藻酸钠水凝胶材料提供工艺优化指导。自动图像分析方法定量表征了打印支架的 PS、StS、VP、PC以及

PS的分布。基于 3D OCT图像采集和分析来评价三维打印水凝胶支架的方法有助于理解三维打印条件对结

构参数的影响，从而为提高三维打印水凝胶支架精度提供一种有效反馈控制方法。该方法可能是支架优化

设计、生物三维打印过程精密控制的有利工具。下一步工作将扩大 OCT成像范围，以便可以探测三维生物

打印水凝胶支架全貌，研究支架参数和生物学功能之间的关联性，为最终成功制造出功能化的生物工程组

织奠定基础。
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