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摘要 生物激光打印(BioLP)能够将含生物材料的极微量溶液精确打印在不同的位置而不致生物活性受损，是一种

新型的生物打印技术。介绍了生物激光打印技术的原理、设备及其关键处理技术，以及该技术近年来的研究进展，并

对其未来发展和挑战进行了展望。
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Abstract Biological laser printing (BioLP) is a new cell printing technology, which can precisely print a trace amount

of biomaterial droplets at different locations without bioactive damage. An overview of the biological laser printing

is provided, including theory, equipment, key treatment techniques and latest progress. Finally, the challenges and

future development of BioLP is forecasted.
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1 引 言
生物打印是在快速成型技术的基础上，结合生命科学、信息科学、材料科学和制造科学等发展而来的一种

新型的组织工程技术。传统的生物打印技术大多基于挤出、喷射原理，利用热技术或者压电技术，促使液体通

过由计算机控制的喷嘴产生液滴，按预先设定好的模型喷射液滴，从而实现具有一定结构的生物材料体系。

传统生物打印技术的最大优势是成本较低，几乎所有的台式喷墨打印机经重装后都可用于生物材料的打印，

因此发展相对完善[1]。但是，喷墨打印技术在生物领域中应用时仍有很大局限[2]：1) 喷墨针管的尺寸很小，故在

打印过程中容易出现堵塞现象且不能进行高粘度液体打印；2) 墨水的频繁回填易造成生物材料之间的交叉污

染；3) 打印过程中喷嘴的剪切应力和热环境极易造成对生物材料的损伤，使打印后生物材料活性降低。基于

激光诱导前向转移(LIFT)的生物激光打印技术(BioLP)为克服传统生物打印技术的不足提供了新的可能。

生物激光打印技术是近年来在激光诱导前向转移基础上发展而来的。LIFT是一种直写技术，可将不同

的材料打印成不同图案，并具有高空间分辨率。该技术最初用于转移固体薄膜材料 [3-4]，通常是一束激光透

过透明基体聚焦在固体薄膜上，使一小部分固体薄膜加热至熔融状态并凝结在接收基片上。然而，这种情
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况显然不可能用于生物材料，因为过热会导致生物分子发生不可逆分解。随后人们开始尝试改进 LIFT技

术，改进后的 LIFT分为两个阶段：第一阶段是 1999年由美国海军实验室研究的基质辅助脉冲激光溅射直写

技术(MAPLE-DW)[5]。在被转移材料中掺杂经过冷冻处理的溶剂材料，结合 LIFT技术，曾成功打印活的大

肠杆菌和小鼠多能胚胎癌细胞 [6-7]；第二阶段则把MAPLE-DW改进成为专门用于生物沉积，即由 Barron等 [8]

在 2004年创建并命名为 BioLP的生物打印技术。与 MAPLE-DW 技术相比较，BioLP技术在靶板中的透明

基体和生物材料之间增加了激光吸收层，这样不仅可避免激光与生物材料的直接作用，有效消除激光对生

物材料的热损伤，而且由于溶液对部分常用激光器波长吸收系数小，引入吸收层可扩展可用激光波段 [9]，因

此在生物打印领域中，MAPLE-DW技术逐渐被 BioLP技术取代。

与传统生物打印技术相比，BioLP技术有明显的优势。首先，作为一种无针管、无喷嘴技术，BioLP可以

有效解决常规打印方法中出现的问题，如微针点样或喷墨打印技术的针孔、喷嘴易堵塞的问题；其次，BioLP
是一种非接触式打印方法，可以采用多靶板沉积不同种类的生物材料而无需反复回填、清洗靶板，同时也避

免了样品污染和培养基损坏；再者，由于激光本身具有峰值能量密度高、激光光斑尺寸小、方向性好、脉宽窄

等特点，利用生物激光打印技术可制作微米量级甚至亚微米量级结构，具有极高的分辨率；除此之外，BioLP
所需的样品量极少，通常只需 5~10 μL 甚至更少，可以有效节省试剂费用并解决样品稀缺的问题；最后，

BioLP技术中的激光吸收层在溶液发生转移前可吸收激光的大部分热量，对溶液中所含生物物质的热损伤

很小或几乎没有 [10]，打印后的生物物质活性几乎可保持 100％并且无明显损害 [11]。综上分析，生物激光打印

技术能够将含生物材料的极微量溶液精确打印在不同的位置而不致生物活性受损，在生物医药和组织工程

领域中有着广阔的发展前景 [12]。

2 生物激光打印设备及关键技术
生物激光打印技术是基于 LIFT原理改进而来的，即脉冲激光透过透明基质聚焦在激光吸收层上，激光

吸收层吸收了大部分热量，靠近激光吸收层的生物材料薄膜吸收少量热量后形成蒸汽泡，蒸汽泡在生物薄

膜和空气交界处膨胀变形，从而迫使极微量的生物材料离开供体玻片沉积在接收玻片上。基于此原理，

BioLP设备主要由激光源、靶板和接收基片三部分组成，如图 1所示。其中激光源主要采用单波长、单脉冲

激光器，靶板则由透明基片、激光吸收层、生物溶液涂覆层组成，接收基片即涂覆缓冲层的载玻片。靶板中

的透明基片通常采用对激光几乎零吸收的石英载玻片，激光吸收层则大多数采用金属或金属氧化物镀膜而

成，也有少数采用高分子聚合物薄膜作为激光吸收层。生物溶液涂覆层是生物材料，如脱氧核糖核酸

(DNA)、蛋白质、细胞等，配制而成的溶液。相对应的 BioLP的关键技术也可以分为激光器的调制、靶板的制

备、接收基板的处理三个部分。

图 1 BioLP原理、设备简图

Fig.1 Schematic of BioLP apparatus

2.1 激光的调制

在 BioLP中，激光起到热源的作用，激光的能量密度、脉冲持续时间、脉冲频率、脉冲能量等参数，均对
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打印过程及结果有明显的影响。Guillemot等 [13]理论分析说明，液膜中产生的气泡形态对射流过程有直接影

响。射流产生要依靠气泡的挤压 [14]，根据气泡产生位置距液面距离 h与气泡半径 R的比值，可以将射流过程

分为低于阈值区域、射流区域、爆破区域，如图 2所示。

图 2 三种不同的射流过程。 (a) 低于阈值区域 ; (b) 射流区域 ; (c) 爆破区域

Fig.2 Three different jetting regimes. (a) Sub-threshold regime; (b) jetting regime; (c) plume regime

气泡的形态主要由激光的特性决定。Mezel等 [15]利用数值模拟分析了不同激光能量密度对射流过程的

影响，发现激光能量密度会显著影响气泡大小，进而影响射流过程。该工作从理论上说明只有当激光能量

密度达到某一阈值时，才能够产生射流。Serra等 [9]经实验研究表明，BioLP最终沉积的液滴尺寸与激光能量

密度和激光光斑直径有关，如图 3所示。随着激光光斑直径的增加，液滴体积也会变大，但光斑尺寸并不会

改变产生射流的基本能量阈值 F0，而在基本能量阈值之上，当激光的能量密度达到 F1，所产生的射流才能够

到达接收基片，从而在接收基片上形成液滴。

图 3 液滴体积与不同激光光斑尺寸下激光能量密度的关系

Fig.3 Plot of transferred droplet volume versus laser pulse fluence with different beam dimensions

综上所述，为确保生物激光打印中液体能正常喷射，必须对激光能量进行调制，避免能量过低导致液滴

无法喷射，或能量过高导致液滴的飞溅现象和生物材料失活。激光能量可以通过调谐激光功率或光阑孔径

等方式来调制 [13]。

2.2 靶板的处理

靶板是一块经过处理的透明石英载玻片。该载波片的一面首先涂覆一层厚为 1~100 nm的金属或金属

氧化物薄膜作为激光吸收层，再在激光吸收层上涂覆一层厚为 10~100 μm的生物材料膜。

2.2.1 激光吸收层

选择何种金属作为激光吸收层时必须考虑到金属的吸收系数和趋肤深度 [13]，其必须具有较高的吸收系

数，且涂层厚度要略高于趋肤深度。在现有的报道中，通常选用 Ti、TiO2或 Au作为金属吸收层 [8,16]，如表 1所

示。在红外波长范围内，由于钛的吸收系数比金更高(钛的吸收系数为 45%，金的吸收系数为 0.9%)，钛更适

合作为激光吸收层。而在紫外波长范围内，二者吸收系数(钛的吸收系数为 55%，金的吸收系数为 65.5%)近
似，均可作为激光吸收层。除此之外，有许多不同类型的紫外吸收层，如聚合物薄膜也被证实可以达到类似

打印效果。

值得指出的是，激光吸收层的热传递对吸收材料的厚度依赖性较小，只要激光吸收层的厚度大于穿透

深度(表皮深度)即可。实验表明，激光能量经激光吸收层吸收转化后，剩余渗透到生物材料层厚度的热能可
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以忽略不计(生物层厚度为 10~100 μm，热能渗透厚度为 0~1 μm)。根据当前模型预测，仅最接近吸收层的

生物材料的 5％受到热能影响，且可能实际受影响的材料还要少得多，因此，BioLP打印后生物材料的活性

几乎不受损。

表 1 BioLP中金属吸收层使用的不同材料

Table 1 Different materials used in BioLP metal absorption layers

Laser absorption

material

Au

Ti

TiO2

Thickness of materials

used in BioLP /nm

35

75

85

Conductivity

/(Ω-1·m-1)

4.5×107

2.4×106

Skin depth

/nm

2.2

9.7

10.5

2.2.2 生物材料层

生物材料层即被打印的“墨水”[17]，细胞墨水由细胞、细胞培养基及基质材料的混合体构成 [17-19]。用于混

合细胞的基质材料应尽可能模仿细胞外基质的结构和成分，在大部分生物激光打印实验中采用具有良好生

物相容性和成型特性且对细胞毒性低、易降解的海藻酸钠或MatrigelTM作为基质材料。蛋白质、DNA则配成

含少量表面活性剂 SDS(十二烷基磺酸钠)的去离子水或 PBS(磷酸缓冲液)溶液用于 BioLP打印 [20-24]。除此

之外，为防止生物材料的混合液在转移过程中蒸发和干燥，还需向混合液中添加甘油。由于甘油对于细胞

生长存在一定有害影响，有研究者使用其他添加剂，如甲基纤维素，降低甘油的有害影响。

靶板上生物材料的厚度可以通过将 SU-8光刻胶或者 3M铁氟龙胶带(PTFE FILM TAPE#63)贴在激光

吸收层上形成深 20~100 μm 的吸收小孔来控制 [8,18]，如图 4所示，每个孔的尺寸大约为 0.01~4 cm2。

图 4 控制靶板上生物材料厚度的处理方法

Fig.4 Processing method to control the thickness of biological materials

2.3 接收基板处理

接收基板通常是一块表面涂有水凝胶层的载玻片，平行置于靶板的下方，并与靶板一同放置在三维移动

平台上，以接收被打印的生物液滴。接收基板上的水凝胶层对保持被打印后生物材料的活性起着重要作用。

首先，它可作为缓冲垫，能有效减小生物材料打印在接收基层的冲击力时所造成的剪切损伤。其次，水凝胶可

以水合生物材料以防止微量的液滴从接收基底上蒸发。最后，水凝胶中含有许多生长因子，包括胶原蛋白和

层粘连蛋白，有利于打印后的生物体(细胞和细菌等)粘附在接收基底上并不断分化。Ringeisen等 [7]发现打印

多功能胚胎癌细胞时，接收基板的涂层厚度对细胞活性有影响，如果接收基板不放置任何缓冲物质，则打印细

胞的活性为 5%，将接收基板上的涂层厚度从 20 μm改为 40 μm时，细胞的活性也从 50%升高至 95%。

3 生物激光打印的应用
3.1 BioLP制备微米级微阵列

生物活性分子如 DNA或蛋白质的微阵列 [25]，是发展基因组学、蛋白质组学、基因表达研究和生物医学诊

断的基本工具 [26-29]。传统蛋白质微阵列的制备方式主要依赖于微针点样、喷墨点样和压电毛细管点样技

术 [30-33]。这些方法因简单易行已较为成熟，但也存在一些局限性，如打印后生物分子活性不高及空间分辨不

能满足要求等问题。一般情况下，传统微阵列制备方法所沉积的生物分子活性在 75%~88%之间，沉积的微
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点直径为 75~600 μm，体积在 0.30~100 nL范围内，极少可以达到生物分子活性为 100%、液滴体积为皮升级

或更小的微阵列的精确分布。传统微阵列制备方法的局限性促生了 BioLP在微阵列制备中的应用，成为制

备微阵列最有潜力的技术之一。例如，Barron等 [20]使用 BioLP设备在 20~50 mJ/cm2激光能量密度范围内成

功打印了牛血清蛋白(BSA)微阵列，微滴直径在 30~125 μm 范围内，微滴体积最小可达 0.5 pL，所需的样品

体积仅为 0.5~5 μL，这有利于解决样品稀缺问题。此外，Colina等 [18]利用 BioLP技术成功打印了含 cDNA的

液滴到涂覆 L-聚赖氨酸的基片上，形成了 90 μm (微滴可以更小，但为保持和微针点样一致才设置此尺寸)
的规则的微阵列，并且通过与微针点样的 DNA阵列的遗传信号对比，发现 BioLP打印后 DNA的遗传信号与

微针点样保持一致，表明 BioLP 中的激光脉冲对 DNA 几乎不造成损伤。在制备微阵列的基础上，开始对

BioLP在医学检测和生化反应中的应用进行了进一步探究。Duocastella等 [34]应用 BioLP技术制备了含有兔

免疫球蛋白(兔 IgG)的液滴微阵列，在 1~8 μJ的激光脉冲能量条件下沉积的微滴平均体积为 0.5~10.5 pL，每
个微阵列所消耗样品体积为 20 μL。该实验组还将 BioLP打印的兔 IgG微阵列与 Cy5-兔抗 IgG结合。实验

结果表明，二者发生良好的特异性免疫反应，同时也证实了被转移的兔 IgG仍保持着活性。

为了更高效地制造生物分子微阵列，大量研究探讨了如何确定 BioLP打印的各参数及各参数对打印效

果的影响。Duocastella等 [35]对 BioLP不同参数的设置与沉积点形态的相关性进行了研究，结果显示打印后

的微滴体积与激光能量近似呈线性关系，如图 5(a)所示，并且要使材料转移发生必须克服能量的最小阈

值。还发现随着液体薄膜厚度的减小，打印后液滴尺寸逐渐变小，最小可以得到直径为 10 μm 的液滴。

Guillotin等 [36]发现生物墨水的黏度、激光能量和激光打印速度对 BioLP细胞打印分辨率存在着不同程度的

影响，如生物墨水的黏度过小会引起溅射，黏度过高会导致激光能量最小阀值的提高而使材料不易转移；激

光能量大小与液滴尺寸和均匀性有良好的相关性等。该课题组结合计算机辅助控制系统，利用 BioLP成功

构建了奥运五环的特殊图案和人内皮细胞的微型组织结构，如图 5(b)所示。

图 5 (a) BioLP制备DNA、蛋白质微阵列 ; (b) BioLP在细胞图案化中的应用 ; (c) BioLP分离单个小球藻病毒粒子

Fig.5 (a) BioLP applications on DNA, protein microarrays; (b) BioLP applications on cell patterning; (c) BioLP for

isolating individual Chlorella virus particles

3.2 BioLP打印单细胞、单孢子

单细胞、单孢子分离在生物工程中具有重要的意义。单细胞、单孢子诱变和选择可以使育种选种工作

微生物化 [37-39]，从而大大提高无性系变异和选择的效率。传统的单细胞、单孢子分离法是在显微镜下使用单

孢子分离器进行机械操作，挑取单孢子或单细胞进行培养。这种单细胞分离法的难度与细胞或个体的大小

成反比，较大的微生物如藻类、原生动物较容易，个体较小的细菌则较难。由于激光本身具有光斑尺寸小、

方向性好、脉宽窄等优势，BioLP可将单细胞、单孢子从组织或培养体上一步分离，免除了传统分离方法的繁

琐操作，为单细胞、单孢子分离带来了福音。2005年，Barron等 [18]成功实现了人骨肉瘤单细胞的分离，且活
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性分析表明 BioLP沉积的单个细胞活性达 100%。Ringeisen等 [17]利用 BioLP技术显微切割前列腺组织切片

中的恶性单细胞，如图 6(b)所示，为 BioLP技术在肿瘤医学研究中的应用奠定了基础。Fitzgerald等 [40]首次

报道了 BioLP可用于打印小球藻病毒并成功从浓缩的病毒悬浮液中分离出单个病毒粒子，如图 5(c)所示，病

毒悬浮液在低浓度(108 PFU/mL)时，每个沉积点所含病毒颗粒斑点 1个或 0个，浓度越高沉积点所含病毒斑

点越多。实验中每个阵列所消耗的病毒悬浮液仅 2 μL，沉积速率达每秒 10滴，这不仅有利于快速筛查环境

样品以发现新的病毒，还可以节省试剂费用并解决样品稀缺问题。

经数年发展，BioLP对单细胞、单孢子的分离逐渐扩展到环境工程领域。在自然条件下，微生物常常在

各种生态系统中群居杂聚。为了生产和科研的需要，人们常常需要从自然界混杂的微生物群体中分离出具

有特殊功能的纯种微生物。传统的从环境样品如土壤或沉积物中分离微生物的方法一般需要经过预处理，

即将固相土壤样品用无菌水配成菌悬液，进而提取微生物。这种方法往往破坏了对培养和研究微生物至关

重要的邻近微生态系统。Ringeisen等 [41]描述了一种既可以分离微生物培养基又可将微生物群落直接从固

相复合环境样品中进行空间分离的自动化、高通量的方法，即 BioLP。他们指出，利用 BioLP可以实现环境

微生物直接从土壤中一步分离，并且可通过调节 BioLP的各个参数来控制打印后的土壤量，调节后土壤的

沉积速率可超过 20 particle/s。他们还对打印后的土壤微粒中微生物的活性、可培养性、形态进行了分析论

证，结果表明 BioLP可用于纯化微生物培养基或菌落，且使微生物的培养环境接近于自然环境的邻近微生

态系统。

图 6 BioLP在组织工程中的应用

Fig.6 BioLP applications on tissue engineering

3.3 BioLP构建微管腔结构

人体组织是由多种类型的细胞和基质成分组成的复杂三维结构。自利用细胞打印技术构建体外组织

结构的理念 [42]提出以来，越来越多课题组开始致力于开发各种适用于组织工程的新型细胞打印方法。然而，

绝大部分细胞打印技术仍不能满足组织工程中微血管、神经系统构建时 10 μm以下的精度要求。生物激光

打印技术的出现，使人们看到了解决该难题的可喜前景。Ringeisen等 [17]发现通过 BioLP技术不仅可以构建

嗅鞘细胞的三维支架来植入体内以修复受损脊髓，而且可以用于不同细胞如嗅鞘细胞和大鼠皮层神经元细

胞之间的相互作用的体外研究。还利用此技术创建了内皮细胞-平滑肌的有序网络，如图 6(a)所示，形成基

本的干、枝船舶结构和微毛细管图形，使组织工程中最难解决的管腔结构的形成成为可能。

对于组织工程应用和组织修复中复合结构的构建而言，三维打印是关键技术 [43]。最初，Barron等 [8]成功

实现了对人骨肉瘤细胞的沉积，并用活/死测定法证明了细胞打印后存活率达到了 95%，且利用逐层叠加原

理初步实现了细胞在三维空间的打印，如图 6(c)所示。之后 BioLP 三维打印日益成为研究热点，Guillemot
等 [13]提出了一个快速原型工作站并使用该工作站在描述的实验条件(包括细胞密度、激光参数等)下实现了

高通量高分辨率打印纳米羟基磷灰石，并得到了一些典型的多组分和三维打印模型。 Yan等 [44]在 2013年成

功地将非常粘稠的材料如藻酸盐打印成为具有良好结构的环形长管结构，如图 6(d)所示，通过调节激光能

量密度和激光光斑尺寸，成功打印了直径为 3 mm的 3D海藻酸盐短管构建体。这些成果为进一步研究细胞
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BioLP的 3D打印提供了很好的借鉴，有助于人类实现体外制造与人体组织和器官具有相似生物功能的三维

构造体。

4 结束语
生物激光打印技术是最具潜力的生物打印技术之一，国内外生物激光打印技术正处在蓬勃兴起的阶

段，深入研究生物激光打印技术对我国生命科学的发展具有十分重要的意义。近年来生物激光打印技术虽

在实现生物材料高分辨率高活性的空间分布方面取得了突破性的进展，但采用的生物激光打印技术沉积的

多为二维微阵列结构或简单的细胞与生物材料复合层，仅探索性地开展了体外三维构造体的研究。虽然生

物激光打印技术解决了组织工程中管腔结构的构建问题，使得体外再造复杂的组织或器官成为可能，但仍

然面临着高通量打印生物材料的挑战，故与其他打印技术相结合，取长补短，将成为生物激光打印技术的另

一个发展方向。
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