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基于光学相干层析的水凝胶三维打印精准控制研究
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摘要　提出一种基于光学相干层析成像(OCT)技术的水凝胶三维打印精准控制方法,利用OCT在线定量评价,通
过迭代降低设计与打印间形态差异,提高了水凝胶打印的可控性和稳定性.实验结果显示,该方法能够准确地定

量表征水凝胶三维打印支架的结构特征,并基于OCT表征结果的相关函数精准控制打印,使得支架平均孔隙尺寸

与设计值的偏差从３０％降低到２％.研究表明OCT技术可为组织工程中支架设计与表征、三维生物打印过程控

制等提供具有潜力的精准化工具.
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１　引　　言
作为组织工程的重要组成部分,支架为细胞生长提供了必要的空间和环境,其化学组成和物理结构会影

响细胞的活动,如细胞的粘附、迁移、增殖和分化等[１].水凝胶具有良好的生物相容性、可降解性、亲水性以

及强大的包裹细胞的能力,因而广泛应用于构建组织工程支架[２Ｇ３].另一方面,在一些特殊应用领域,如功能

性组织器官制造[４],对支架的多孔形态提出特别严格的限制,即支架的内部结构需要特殊定制以期获得理想

的几何、机械及液体传输特性,这些特性对支架局部或整体变化(特征尺寸和形状、体积比等)高度敏感,因而

需要一种精确制造技术以提高支架参数的可控性和可重复性.
三维生物打印技术可以无毒且方便地按照预设几何模型制备完全连通的三维结构,已成为制造可细胞
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接种/封装的生物支架的良好工具[５Ｇ６].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与设计关联的可控解决方案.三维纤维沉积和三维生物绘制技术均属于生物三维打印

技术,曾成功用于制造形态特性可复制的多孔水凝胶结构[７].Wang等[８]基于三维纤维沉积技术成功地制

备可控孔形和孔尺寸分布的多孔水凝胶/肝细胞复合结构,且打印结构具有良好的可复制性.然而,由于水

凝胶特有的溶胀特性及其组成成分的不同,打印结构的形态参数与设计值之间存在明显差异.刘丰等[３]研

究发现明胶/海藻酸钠复合材料在成形过程中会有流涎、过度堆积和孔融合等现象;Shim等[９]基于三维生

物绘制技术制备水凝胶支架,发现单一成分水凝胶打印的支架机械性能较差,会出现支架支撑的局部断裂.
打印结构与设计在形态参数上存在的显著差异严重影响了水凝胶支架的实际应用,因此研究制备与预期形

态参数相匹配的定制结构具有重要意义.
本文提出一种优化水凝胶支架三维打印稳定性和可控性的方法,实现了三维打印水凝胶支架结构的定

量表征,基于表征结果反馈支架设计和打印,然后通过迭代的方法降低设计与打印结构之间的形态差异,提
高水凝胶支架三维制造的稳定性和可控性.设计和打印了６种不同孔隙尺寸的水凝胶支架,采用实验室自

制的扫频光学相干层析成像(OCT)系统对打印的水凝胶支架进行成像和结构定量表征,孔隙大小、实体支

撑尺寸、孔隙率、支架表面积和体积等参数与原始设计参数进行比较,根据OCT定量分析的结构差异反馈

指导水凝胶支架的三维打印,验证了OCT技术应用于水凝胶三维打印精准控制的可行性.

２　材料和方法
２．１　基于OCT的水凝胶三维打印精准控制方法

图１ 基于OCT的水凝胶三维打印精准控制原理图

Fig敭１ Schematicofpreciselycontrolled３DＧprintedporoushydrogelscaffoldsbasedonOCT

基于OCT的水凝胶三维打印精准控制通过一个包括设计、打印和全面形态定量表征的两次闭环反馈

控制网络来实现,如图１所示.第一次闭环称为实验组,用来评价水凝胶三维打印过程的内在可控性,完成

后将设计与打印的形态差异作为第二次闭环(即生产组)的输入,并反馈控制生产组的设计与打印,以获得预
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设的制造结构.实验组和生产组打印支架的形态参数均通过基于OCT的定量表征技术来测量[１０Ｇ１１].

２．２　支架的设计和制造

已证实正交连通的方形孔隙支架为有效的可细胞接种/封装的生物支架[１０].因此采用SolidWorks软

件设计了６种不同孔隙尺寸的正交连通方形孔隙支架,按照其尺寸的不同分别定义为po３００、po４００、po５００、

po６００、po７００和po８００,如图２所示,其中d２ 为支架的孔隙尺寸(PS),po３００表示设计的孔隙尺寸为

３００μm;d１ 为支架的实体支撑尺寸(StS),d３ 为支架的层厚,两者均设定为２１０μm.支架的外形均为立方

体,尺寸设为１０mm×１０mm×４mm.

图２ 支架设计展示图

Fig敭２ Designdiagramofscaffoldstructure

表１所示为用于３类不同评价实验的６种预设几何结构的尺寸设计,实验包括OCT图像分析实验、重
复性实验和迭代分析实验.OCT图像分析实验是从每种孔隙设计(共６种)的支架中分别随机选择５个打

印样本进行测试,分析样本支架的形态参数实际值与设计值之间的差异;重复性实验是在５个不同时间点制

备单一po７００支架,比较各定量参数间的统计差异;迭代分析实验选取po３００,po７００两种尺寸来验证迭代分

析方法是否能显著降低实际值与设计值间的不一致.
表１　６种支架样本的几何尺寸(√表示使用该设计)

Table１　Geometriesof６designedscaffoldsamples √representsusageofthedesign 

Design po３００ po４００ po５００ po６００ po７００ po８００
d２/μm ３００ ４００ ５００ ６００ ７００ ８００
d１/μm ２１０ ２１０ ２１０ ２１０ ２１０ ２１０
d３/μm ２１０ ２１０ ２１０ ２１０ ２１０ ２１０

OCTimageanalysis(n＝５) √ √ √ √ √ √
Repeatabilitystudy(n＝５,５times) √
Specificdesignconstraint(n＝５) √ √

　　明胶和海藻酸钠作为天然的生物材料,因其无毒、可降解、与细胞生物相容性良好等优点,是目前广泛采

用的支架材料[３].因此,采用明胶(质量浓度为１００g/L)和海藻酸钠(质量浓度为５０g/L)按照体积比１∶１均

匀混合制成水凝胶生物材料,并按照上述模型通过三维生物打印系统根据预设的几何结构改变出丝厚度、孔
隙尺寸及孔隙率来制备不同尺寸的多孔水凝胶支架[５,１１].打印时,将混合均匀的水凝胶材料装入专用的料

筒并冷却至１０℃,凝胶状材料在０．５５MPa气压驱动下由精密气动喷头挤出,三维生物打印系统控制定制的

三轴运动平台以４mm/s的X/Y 打印速度向下逐层沉积打印;打印完成后,使用CaCl２ 溶液(质量浓度为

５０g/L)进行固化交联,最后采用DMEM１６４０培养基保存.

２．３　OCT成像

使用实验室自制的一套扫频光学相干层析成像系统实现三维打印水凝胶支架的扫描成像[１２Ｇ１４].该系统

采用中心波长为１３１０nm、扫频范围为１２０nm、扫描频率为５０kHz的快速扫频激光作为光源,系统实测轴
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向分辨率为８．９μm,横向分辨率为１２．４μm,照射到样品上的功率约为１２mW,空气中成像深度可达５mm,
整个成像范围信噪比高于１１０dB,对水凝胶支架的穿透深度为２~５mm.为保持水化,在OCT成像过程

中,水凝胶支架完全浸没在培养基内,多次成像时标记每次扫描部分的位置和方向.通过OCT扫描采样,
在不接触样本的情况下获得支架样本不同位置处２mm×２mm×５mm(５１２pixel×５１２pixel×５１２pixel)
大小的三维OCT图像.

２．４　图像处理与参数量化分析

２．４．１　OCT图像处理

为了定量评估OCT数据并分析支架微结构,对所得数据通过体绘制算法生成三维OCT图像,提取正

面(enface)方向序列图并进行背景去噪、增强优化、中值滤波、阈值分割、图像形态学处理等操作,提取每层

图像中的孔隙结构以便计算PS和StS,再将此孔隙结构进行三维重建以用于后续基于体图像的分析.

２．４．２　支架结构参数量化分析

PS和StS通过定量分析图像处理后的二维enface图像得到,而孔隙率(VP)、孔隙表面积(PSA)和孔

隙体积(PV)是在重建的三维图像上量化分析得出.
孔隙尺寸是指支架相邻支撑部分的间距,可表示为

PS＝２×min dist
∀b∈B

．(b,s)[ ] , (１)

式中b为孔隙边界,s为孔隙骨架.
实体支撑尺寸是指相邻孔隙I、J边缘间的最短距离,可表示为

SS(b)＝mindist
∀b∈I
．(I,J)[ ] . (２)

　　孔隙率是指支架内部的孔隙体积Vpore 占支架总体积Vtotal的百分率,可表示为

VP＝
Vpore
Vtotal×

１００％, (３)

式中Vpore和Vtotal均通过量化分析三维重建后的OCT图像得到,以像素数量的形式呈现.
孔隙表面积和孔隙体积分别表示孔隙部分的像素表面积值之和与体积值之和,可表示为

PSA＝∑
i,j,k
g(xi,yj,zk), (４)

PV＝∑
i,j,k
I(xi,yj,zk), (５)

式中g(xi,yj,zk)和I(xi,yj,zk)分别为 xi,yj,zk( ) 的像素表面积和体积.
上述定量分析基于对多个样本(n＝５)的测量,使用方差分析法进行统计分析,当数据差异性为p＜０．０５

时认为有效.

３　结果与讨论
３．１　水凝胶支架打印

３．１．１　支架的打印与成像

预设几何结构的三维水凝胶支架使用三维生物打印技术成功制备,结果如图３所示.图３中A１~A６、

B１~B６分别为支架浸渍在酒精内的宏观图和光学显微图,可以看出不同孔隙尺寸的细微差异.组图C、D、

E、F给出了不同结构样本的OCT图像,从横截面OCT图像(XZ、YZ、XY)可以看出OCT对高含水量水凝

胶支架的成像深度可达２~４mm.其中C１~C６为XZ 方向OCT横截面图像;D１~D６为YZ 方向OCT横

截面图像,E１~E６为YZ 方向OCT横截面图像,F１~F６为相应的体绘制三维可视图.从这些二维OCT图

像中,可清晰地分辨水凝胶区域(灰白部分)和孔隙区域(黑色部分).
从横截面OCT图像可看出,po３００和po４００水凝胶支架的部分区域出现断裂现象,此类打印缺陷主要

由预设孔隙尺寸过小、喷头精度不高使得喷头在挤压水凝胶时出丝不均匀或断丝引起.随着预设尺寸的增

大,这种现象也会相应减少(如po５００、po６００、po７００、po８００).此外,观察支架的体绘制三维图像,可以发现

三维生物打印的水凝胶支架内部存在通道堵塞、独立通道盲端等立体缺陷.

０６０７００１Ｇ４



中　　　国　　　激　　　光

图３ ６种不同几何尺寸水凝胶支架的宏观图(A)、显微图(B)、OCT图像(C、D、E)和体绘制图(F)

Fig敭３ Macrographs A  micrographs B  OCTimages C D E andvolumerenderingimages F ofthe６hydrogel
scaffoldswithdifferentgeometries

３．１．２　支架形态参数定量表征

基于采集的 OCT图像定量分析支架的三维形态参数,包括PS、StS、VP、PSA、PV,结果如表２所示.

PS、StS分布如图４所示.所有定量表征结果均基于６个几何结构重复打印５次的样品测量分析所得.５个

量化参数设计值与实测形态参数间的比较结果如图５所示.
图５以直方图的形式给出５个支架样本的算术平均值.其中黑色和灰色直方柱分别代表预设值和实际

值,直方图上方的百分数表示预设值与实际值差值的绝对值占预设值的百分比.可以看出,PS、StS、VP、
表２　三维形态参数

Table２　３Dmorphologicalparameters

Parameter po３００ po４００ po５００ po６００ po７００ po８００
PS/μm ２１３．２±１４．６ ３００．０±１３．６ ４０２．９±２２．２ ４７２．５±２３．４ ５６６．７±３４．２ ６４９．９±２８．８
StS/μm ２５３．６±２．３ ２４９．９±２．５ ２５１．１±２．９ ２４９．５±２．４ ２５０．１±３．１ ２５０．３±３．５
VP/％ １８．９±０．８ ２０．３±０．８ ２２．０±０．９ ２２．９±１．０ ２４．６±１．０ ２６．４±１．１
PSA/mm２ ９．３±０．４ ８．２±０．３ ７．６±０．３ ６．５±０．３ ６．０±０．２ ５．０±０．２
PV/mm３ ０．４８±０．０２ ０．４６±０．０２ ０．４４±０．０２ ０．４２±０．０２ ０．４２±０．０２ ０．４０±０．０１

图４ ６种预设尺寸水凝胶支架的PS、StS的均值及方差(９５％置信区间)

Fig敭４ MeanandvarianceofPSandStSof６different３DＧbioprintedhydrogelscaffolds n＝５ ９５％confidenceinterval 
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图５ ５个量化参数的对比分析结果.(a)实际孔隙尺寸;(b)实体支撑尺寸;(c)孔隙率;(d)孔隙表面积;(e)孔隙体积

Fig敭５ Comparisonresultsof５parameters敭 a Averageporesize  b strutsize  c porosity 

 d surfacearea  e structurevolume

PSA、PV的差值区间分别为１５％~２０％、１８％~２１％、１５％~２０％、１７％~２１％和１５％~２３％,说明预设值

和实际值差异较大.
从图４可看出６种支架的实际PS值均小于预设值,而实际StS值则相对稳定,但大于预设尺寸.此外,

从图５可以看出只有StS值比预设值大,而实际PS、VP、PSA、PV值均偏小,表明StS的量化差异引起了其

他４个形态参数的差异.导致StS增加并引起其他形态特性不匹配的原因如下.

１)打印喷头针孔内直径定义了支架的支撑尺寸,但支架交联过程以及水凝胶固有的平衡溶胀效应都会

导致实际支撑尺寸的增加.另一方面,水凝胶材料的粘弹性、打印时的XY 方向行进速度、喷头推动气压、喷
头以及打印平台温度等参数的设置均会影响出丝直径.图６(a)中喷头温度为１０℃,推动气压为０．５５MPa,

XY 方向打印速度为４mm/s时,喷头的出丝直径为３０１．４μm.提高打印速度可以减小出丝直径,但是速度

过快容易断丝.

２)支撑结构以９０°构建,而以同一角度构建支架结构会导致支撑厚度的增加和支撑形状的波浪化,如图

６(b)、(c)所示.Xu等[５]基于低温沉积技术成功打印了细胞负载支架,也观察到同角度打印会造成支撑结构

不平整、向一侧倾斜的现象.

３)海藻酸钠与明胶的配比不同也会影响水凝胶材料的机械强度.水凝胶材料机械强度低会引起孔的

坍塌.Billiet等[１５]发现明胶水凝胶材料质量浓度低于１００g/L时会导致支架的整体坍塌,质量浓度低于

２００g/L时会引起局部坍塌.图６(d)所示为实验中水凝胶材料明胶质量浓度低于１００g/L时支架表面孔的

坍塌情况,其中左上和中下孔隙已被材料覆盖.
无论是基于商用生物三维打印机还是其他实验室快速成型设备构建水凝胶支架,同样可观测到类似现

象.事实上,Khalil等[１６]发现因水凝胶材料的溶胀特性导致支架的支撑部分直径(２５０μm)大于喷头直径

(２１０μm),且支架边缘部分的横截面直径(３１０μm)大于支架支撑直径,使得支架整体呈凹形.Wang等[７]

利用光学显微镜发现打印支架的孔尺寸小于设计值.Billiet等[１５]全面研究了水凝胶材料粘弹性、喷头推动

气压、XY 打印速度、喷头类型和直径、温度控制等参数对出丝直径的影响.上述文献都是基于二维显微成
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图６ (a)水凝胶单点显微图;(b)水凝胶单一丝线显微图;(c)水凝胶支撑部分显微图;(d)单层支架显微图

Fig敭６  a MicroscopicimageofsingleＧpointhydrogel  b microscopicimageofsingleＧthreadhydrogel 

 c microscopicimageofsupportingportionofhydrogel  d microscopicimageofsingleＧlayerbracket

像的测量,仅能测量打印多孔结构的表面形态.基于三维OCT的高分辨率成像,可以计算出打印多孔结构

的孔隙率、表面积、结构体积以及孔尺寸、支撑厚度的分布情况,如图４所示.

３．１．３　基于OCT图像分析确定生物三维打印技术的打印精度和可控性

不同研究小组发现同一批三维打印水凝胶支架的几何差异比较低,设计与制造的支架特性具有良好的

相关性,可以基于相关性调整差异[５,７,１５Ｇ１６].然而,目前尚无关于相同设计、不同时间打印结构的批间变化的

分析研究.
利用OCT成像分析验证三维生物打印结构的可重复性.同一尺寸(po７００)在５个时间点打印,测量每

个时间点的孔隙尺寸,统计最大值、最小值之间的差异,测试结果如图７所示.图中显示batch４和batch５之

间的差值最大,为１３μm,符合实验对打印机的时间可控性要求.

图７ 重复性实验孔隙尺寸结果

Fig敭７ Resultsofaverageporesizeinrepeatabilityexperiments

因而,可认为三维生物打印过程相对时间变化是精确可控的.图８所示为打印支架的实际PS、VP、

PSA、PV值与设计PS值的相关性,经验相关分析结果呈现良好的线性相关性,表明打印支架的孔径、孔隙

率、表面积、体积与设计的孔径有较好的线性关系.采用一阶线性函数拟合,所得经验相关函数可以作为再

次打印的输入函数来反馈调整支架的设计.

３．２　验证设计限制反馈的有效性

为了验证获取的经验相关函数是否可按照设计的形态特性打印多孔结构,重新设计平均孔隙尺寸为

３００μm和７００μm的多孔结构打印过程,并各自重复打印５次.以第一次支架打印的形态差异为输入,结合

图８的迭代分析,进行第二次支架打印,再次打印后的成像结果如图９所示.对比po３００和po７００支架前后

两次打印的OCT图像(图３中C１、D１、E１、C５、D５、E５和图９中A１~A３、B１~B３),可以看出后者图像(XZ
面、YZ 面)水凝胶灰色区域的横截面柱高度一致且无粘连,XY 面(图９中A３、B３)表面较平滑且保持了正方

形的孔隙形状,孔隙尺寸更接近期望值.同时对比分析前后体绘制三维重建图(图３中F１、F５和图９中

A４、B４),分析可知改进后打印支架孔隙部分和实体支撑部分的形状与预设形状一致,没有出现相邻孔隙的

粘连或堵塞.
根据经验相关函数并优化三维打印工艺后再次制备支架po３００和po７００,图１０对比分析了支架定量参

数.可以看出,与第一次打印相比,改进后打印支架的测量值与预设值间的差异明显缩小,变化范围为
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图８ 利用OCT图像分析得到的各参数与６个不同预设孔隙尺寸的相关函数.
(a)实际孔隙尺寸;(b)实际孔隙率;(c)实际孔隙表面积;(d)实际孔隙体积

Fig敭８ CorrelationbetweenmorphologicalparametersanddesignedporesizesobtainedbyOCTimageanalysis敭

 a AsＧproducedporesize  b asＧproducedporosity  c asＧproducedsurfacearea  d asＧproducedstructurevolume

图９ 第二次支架打印的成像结果

Fig敭９ OCTimagesofreprintedscaffoldstructures

图１０ 迭代改进后再次打印支架的参数对比分析.(a)孔隙尺寸;(b)实体支撑尺寸;
(c)孔隙率;(d)孔隙表面积;(e)孔隙体积

Fig敭１０ Parameteranalysisforreprintedscaffoldsafterimprovement敭 a Averageporesize  b strutsize  c porosity 

 d surfacearea  e volume
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１％~２％,充分证明该方法能有效降低水凝胶支架平均孔隙尺寸的不一致.

４　结　　论
提出了一种精准控制三维生物打印水凝胶支架几何机构的方法,并验证了该方法的可行性.用三维生

物打印技术制备了６种不同孔隙尺寸的水凝胶支架;基于三维OCT图像分析技术,显示了三维生物打印明

胶/海藻酸钠水凝胶支架制造与设计间显著的形态差异;分析得到打印支架孔径、孔隙率、表面积、孔体积与

设计孔径间的经验相关函数,函数表现出较好的线性关系,证明利用经验相关函数预测和精准控制打印是可

行的.该方法是优化支架设计、定量控制三维生物打印过程的有力工具,为改进三维生物打印技术、精准控

制三维生物打印过程提供了理论和技术支持,对推动功能性人工组织器官的制造具有参考价值.
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