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基于丝素蛋白材料构建骨组织修复支架的三维多孔结构
体系的研究进展
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摘要：随医学技术和认知水平的提高，骨组织缺损的治疗理念逐渐从组织移植向组织再生模式转变。三维（3D）
多孔支架在骨组织工程研究中起着关键性的作用，是种子细胞在形成组织之前赖以生存的生物学载体，能为组织

再生提供空间场所。本文针对基于丝素蛋白（SF）生物材料构建 3D多孔支架的研究进展进行了总结和讨论。首

先，概述了自然骨组织的多层次多孔结构特征；其次，总结了 SF材料的组成和结构特征，及其卓越的生物相容

性、力学性能和生物可降解性能等特性；随后，着重讨论了 SF基 3D骨组织修复多孔支架典型的制备技术，包括

冷冻干燥法、粒子沥滤法、生物 3D打印法、复合制造技术对 3D支架多孔结构的控制能力，以及多孔结构对细胞

生长行为和骨组织再生的影响；最后，对 SF构建的骨组织修复支架所面临的挑战和发展前景进行了展望，强调

了合成生物技术为解决SF基多孔支架应用于骨组织工程领域所存在的问题提供了有力的工具。
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Abstract: Bone defects caused by trauma, tumors or congenital diseases seriously affect the physical and mental
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health of human beings. Autologous bone and allogeneic bone transplantation are the gold standard in clinical

treatment, but they have certain limitations due to their limited sources, risks of immune response and infection. In

recent years, with the improvement of medical technology and cognitive level, the treatment concept of bone tissue

defect has gradually changed from tissue transplantation to tissue regeneration mode. Three-dimensional (3D) porous

scaffolds play a key role in bone tissue engineering research, serving as biological carriers for seed cells to survive

before forming tissues, providing a space for tissue regeneration. The ideal bone tissue scaffold should have good

biocompatibility, a porous structure which is conducive to the growth and differentiation of bone cells, suitable

mechanical properties, and matching degradation properties. Successful 3D scaffold material design requires

understanding the composition and structure of natural bone tissue, selecting appropriate biomaterials, and controllably

constructing 3D porous structures at multi-scales through certain fabrication techniques. Natural bone tissue is a

composite material with a hierarchical porous structure, which is composed of dense cortical bone in the outer layer

and porous cancellous bone in the inner layer. From the perspective of bionics, the regulation of porous scaffolds at

multiple scales is an important link in mimicking the hierarchical structure of bone tissue. Silk fibroin (SF), as a natural

protein material with good biocompatibility and biodegradability, excellent mechanical properties and easy processing,

has become an excellent candidate for the construction of 3D porous scaffolds. This paper summarizes and discusses

the research progress of the construction of 3D porous scaffolds based on SF biomaterials. First of all, the

characteristics of the multi-layered porous structure of natural bone tissue are summarized; secondly, the composition

and structural characteristics of SF materials, as well as their excellent biocompatibility, mechanical properties and

biodegradability are described; subsequently, the typical fabrication techniques of SF-based 3D porous scaffolds for

bone tissue repair are introduced, including freeze-drying, particle leaching, 3D bioprinting, and composite

manufacturing technology, and their ability to control the porous structure of 3D scaffolds, the effects of porous

structure on cell growth behavior and bone tissue regeneration are also discussed; finally, the design and fabrication

challenges and development prospects of SF-constructed bone tissue repair scaffolds are prosposed, emphasizing that

synthetic biology could provide a powerful tool for solving the problems existing in the application of SF-based porous

scaffolds in the field of bone tissue engineering.
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骨骼是一种保护内部器官、提供身体支撑的

特殊组织，尽管其具有一定的自我修复与再生能

力，但因先天性缺陷、退行性疾病、创伤性损伤

或手术切除肿瘤等原因造成的严重骨缺损并不能

自行愈合，如果要实现其功能恢复和完全愈合，

仍然需要临床干预［1-2］。在临床上，目前治疗严重

骨缺损的标准治疗方法通常是使用生物惰性金属

装置进行骨固定，或自体骨移植和异体骨移植。

然而，金属骨固定装置往往需要后续手术切除，

而自体骨移植来源有限且会导致与供体部位愈合

相关的额外发病，异体骨移植还会存在疾病传播

和产生免疫排斥的风险等，这些与骨移植相关的

风险在老年人中尤其严重［3-4］。近年来，骨组织工

程技术的发展为促进骨缺损部位修复再生提供了

一条新的研究策略，而组织工程支架材料在骨组

织工程研究中发挥着十分重要的作用，在骨组织

再生过程中模拟细胞外基质，为细胞提供合适的

生长环境和机械支撑［5-7］。

骨组织工程支架材料临床需求是巨大的，而

成功的骨组织工程材料设计需要理解骨骼的组成

和结构，适当选择具有良好生物相容性的生物材

料，并通过灵活多变的制造技术在多尺度上控制

骨修复材料的结构形式。多层级的多孔结构是骨

组织系统的特征，也是骨组织系统实现其功能的

基础。向自然学习，模仿此种结构的材料设计与

合成已成为制备高性能骨组织修复材料的一种有

效策略［8-10］。骨修复材料的多孔结构可促进新血管

和血管周围神经纤维的浸润，以及细胞在整个结

构中的生长。虽然这些多孔结构降低了支架的整

体力学性能，但细胞、神经和血管进入支架内并

继续驻留，对于使骨缺损部位再生和功能的恢复

十分必要。而在骨组织工程原材料的选择上由多

种因素决定，包括天然组织成分的启发，预期的

制造和实现方法［11］。目前，对于可作为骨组织工

程应用的最常见的候选材料主要包括金属材料、

生物陶瓷材料和聚合物材料。金属材料具有较高

的力学性能，常用于修补承重的骨组织部位，但

大多数不可降解，并且会面临腐蚀产物释放引起

不良的生物反应。生物陶瓷材料特别是磷酸钙生

物材料因其与天然骨中的无机成分相似，成为目

前的研究热点，但其脆性大、抗疲劳强度低。聚

合物材料中包含人工合成聚合物和天然聚合物：

合成聚合物提供了更多的化学修饰和分子改变的

可能性，但通常缺乏特定的生物功能性；而天然

聚合物通常具有良好的生物相容性、生物降解性

等特点，受到了越来越多的关注［12-14］。其中丝素

蛋白（silk fibroin，SF）作为一种可工业化生产的

天然聚合物材料，已被广泛用于骨组织工程领

域［15-16］。研究者们致力于发展多种制造技术将 SF

材料重建为三维（3D）多孔支架材料，如常见的

冷冻干燥法和粒子沥滤法。近年来新兴发展起来

的 3D 打印技术对支架微观结构具备优越的可控

性，这为制造具有复杂的几何和表面特征的类骨

结构材料提供了新的机会［17-18］。值得注意的是，

制备技术对支架材料多孔结构的控制，可以进而

影 响 支 架 材 料 的 降 解 性 质 、 机 械 以 及 生 物

性能［19］。

本文首先概述了自然骨组织的结构特征；其

次，总结了 SF材料重要的基本特性；随后，介绍

了 SF基多孔骨组织支架的典型制备技术冷冻干燥

法和粒子沥滤法，以及新兴的 3D打印技术和复合

制造系统，并探讨了各种制造技术对 SF支架多孔

结构的可控性；最后，讨论了在构建具有仿生多

层级多孔结构特征的骨组织再生材料中所面临的

挑战，并对该领域的发展趋势进行了展望。

1 自然骨组织的结构特征

骨组织的多层次结构及其在胚胎发育和骨修

复过程中的自然形成过程为骨组织工程材料的设

计和制造提供了灵感［20-21］。骨是一种由矿物质和骨

组织构成的活性组织。骨骼由典型的细胞类型组

成（包括骨原细胞、成骨细胞、骨细胞以及破骨

细胞等）［21］，并被细胞外基质（ECM）包围。尽管

骨组织的性质随所处部位不同而有所差异，并且

各种组成物质的比例也随骨骼的不同部位有一定

的变化，但一般而言，骨组织中含有约 60%～70%

的以羟基磷灰石（HA）为主的无机矿物，约

10%～20%的以胶原蛋白为主的有机物质，剩余包

含一些多糖、蛋白质、水和钾、钠、镁元素等［22］。

从结构上看人体骨组织具有从宏观大尺寸到纳米

小尺寸的多级复杂层级结构，其结构如图 1 所
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示［23］。在宏观结构上，骨包括骨质、骨膜和骨髓

等部分。骨质由外层的皮质骨和内部的松质骨组

成，是一种不均匀的多孔结构，其密度从外到内

逐渐减小［24］。皮质骨高度致密并提供骨的主要力

学性能，占骨量的 80%，孔隙率低，为 5%～10%，

其中有哈弗斯管在纵向上承载着丰富的血管和神

经，哈弗斯管中的血管通过横向通道中的血管相

互连接，这些通道被称为沃尔克曼管［25］。而松质

骨是由相互连接的骨小梁排列而成，厚度约为

200 μm，松质骨仅占人体骨骼重量的 20%，但其

孔隙率却达到 50%～90%，比表面积几乎是皮质骨

的 20倍［26-28］。在微观结构上，胶原分子有序排列

形成直径约 80～120 nm的胶原纤维，其上有特定

的结合点用作骨矿物晶体的成核位点，在这些位

点上骨磷灰石晶体定向生长，通常以板状或针状

形式出现［2，20］。骨组织所具有的特殊的组分和层

级多孔结构使其在减轻重量的同时也能够保持坚

硬，并且在人体中承担着重要的生物功能［29］。

对于目标骨组织生物学和结构的深入理解是

设计和制造理想骨组织修复材料的前提条件，骨

组织缺损的修复会受到缺陷部位相关因素和患者

相关因素的影响［30］。如果骨缺损修复发生在承重

部位时，如脊柱和长骨，需要新骨尽快生长，以

固定修补缺损部位而减轻病人的疼痛，同时还需

表现出一定的承重能力。此时，修复支架材料的

多孔结构是影响新骨长入形成稳定骨整合的重要

因素，同时高孔隙率和高机械强度这两个相互冲

突的要求也需要考虑合并在一个材料体系中。因

此，设计调控支架的孔径、孔隙率、孔分布等结

构特征，以实现在多尺度上对材料性能的卓越控

制，是骨组织工程的一个研究重点和难点［25］。相

比之下，在颅骨缺陷修复中一般不承重，但是颅

面骨缺损通常形状复杂，骨修复过程不仅必须起

到完全填补缺陷空间的作用，还会影响患者面部

外观，从而影响病人的日常和职业生活。因此在

制造方法的选择上，也需要考虑是否能够精确控

制材料的结构特征。

2 SF的结构与基本性能

2.1 SFSF的结构

天然丝纤维是一种由节肢动物（蚕、蜘蛛等）

分泌纺成的高分子有机物。家蚕易于养殖，可被

用做批量化生产蚕丝纤维。蚕丝主要由两根 SF纤

维及其外包裹的丝胶蛋白组成（图 2），其他包括

少量的色素、蜡和矿物质［31］。当丝胶与 SF 结合

图图1 天然骨组织的多尺度结构［23］

Fig. 1 Schematic diagrams for the multi-scale structure of native bone tissue[23]
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时，会引起人体的免疫炎症反应，因此，在将 SF

应用于骨组织支架制备时，需要先去除丝胶［6］。

SF富含 18种氨基酸，一级结构包括由二硫键连接

的疏水重链（391.6 kDa）和亲水轻链（27.7 kDa），

以及以非共价键连接的 P25 蛋白［16，32］，二级结构

主要包含无规卷曲、α-螺旋、β-转角和 β-折叠。SF

基本结构主要由非结晶区和结晶区组成，结晶区

主要包括 silk Ⅰ和 silk Ⅱ。其中，silk Ⅰ是存在于

蚕腺中的亚稳态液体，由 α-螺旋和无规卷曲堆叠

而成，silk Ⅱ具有反向平行的 β-折叠结构，更加稳

定，使 SF在大部分情况下不溶，并且具有优异的

机械强度［33］。

2.2 SFSF的基本性能

生物相容性是骨组织工程应用材料的关键先

决条件，由于 SF独特的化学组成和结构，使其展

现出优异的生物相容性。早在公元 150 年，SF 就

已作为缝合材料应用于生物医学领域［34］。近年来，

SF材料因其良好的生物相容性、可调的生物降解

性、非免疫原性，以及丰富的原料供应，在组织

工程领域越来越受到人们的关注，SF也在 1993年

被美国食品药品管理局（FDA）认证为一种可用

于临床的生物材料［35］。特别的是，SF材料易于加

工，通过常规的溶解方案可获得再生SF的水溶液，

此时的 SF在热力学上是不稳定的，以一种亚稳定

状态形式存在。这种非晶结构的 SF可通过物理和

化学方法进行调控，从而促使 SF中的 β-折叠结构

含量增加，使其逐渐转变为热力学上稳定的 silk Ⅱ
结构［36-37］。而这种结构上的可调控性和快速转变能

力，使得 SF材料作为组织工程材料应用时，可根

据实际需要对材料的呈现形态、力学性能、生物

降解性能等进行灵活的调控。Sartika等［38］制备了

纯 SF 支架及接种人脂肪间充质干细胞（hASCs）

的 SF支架，并进行了生物相容性、体外成骨分化

及大鼠颅骨缺损修复的评估，研究结果证明了 SF

具有优异的生物相容性并可以显著促进 hASCs的

成骨分化，同时实现有效的骨再生。另一方面，

SF不仅本身对组织机体没有毒性，同时它的降解

产物也不会引起不良反应［39-40］。对于骨组织工程支

架，其降解速率应当匹配骨再生的速率，SF受控

的降解性展现出重要的优势［41］。有研究表明，水

衍生 SF支架可以在 1年内完全降解［42］。此外，骨

组织工程支架要求一定的机械强度，在植入时可

以为缺损部位和新生组织提供机械支撑和稳定性。

SF纤维具有优异的力学性能，脱胶的SF具有 10～

17 GPa的拉伸弹性模量、300～740 MPa的拉伸强

度以及 4%～26%的断裂应变。然而，溶解过程常

图图2 SF的分层结构和化学结构［31］

Fig. 2 Schematic illustration of hierarchical and chemical structure of SF[31]
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常会导致SF分子间氢键的断裂，使SF支架无法达

到天然蚕丝的强度。但已有研究表明，可以通过

调节 SF溶液浓度和蛋白质晶体结构，以及调控多

孔结构特征，或引导HA与其复合的手段，增强SF

支架的力学性能［43-45］。SF因其优良的生物相容性、

可调控的生物降解性、易加工性以及来源丰富等

优点，使其在组织工程领域受到越来越多的关

注［46-47］。特别是，已有研究表明 SF 可以诱导 HA

纳米晶体的成核，并优先沿着 HA 晶体的（002）

晶面择优生长，预示着 SF 可能在羟基磷灰石

（HA）纳米晶体的矿化过程中起到重要的作用。因

此，SF通常与HA结合形成支架用于骨组织工程，

为骨组织修复提供相关的成骨环境，诱导新骨的

生成［8，48-49］。

3 SF基3D骨组织修复支架的制备技术
及其对多孔结构的调控

在组织工程材料设计中，材料的制备技术是

一个必须考虑的关键问题，制备技术可以决定生

物材料的形态结构、降解性质、力学性能以及生

物性能。根据组织工程材料预期的应用场景，材

料可以被制造成微/纳米颗粒、纤维、涂层、薄膜

和 3D结构等多种形式［50］。在骨组织工程中受到广

泛关注的SF基 3D多孔支架可以通过传统的冷冻干

燥法、粒子沥滤法来制备，也可以通过新兴发展

起来的 3D打印技术进行制备，还可以结合多种制

造技术以实现在多种长度尺度上对组织工程材料

结构的精确控制［51］。

3.1 冷冻干燥法

冷冻干燥法是一种制备 3D多孔支架的常用方

法，使用该方法制备SF基多孔支架时，首先将SF

材料溶解形成均相溶液，然后通过冷冻使 SF溶液

发生相分离，形成 SF富集相和溶剂富集相，再在

高度真空的环境下，通过冰晶升华的原理冷冻干燥

去除冻结了的浆料中的溶剂，冰晶原来占据的空间

即形成多孔的结构［52-53］。该方法分为溶液配制、低

温冷冻和真空干燥 3个步骤。通过改变SF的浓度、

二级结构、混合溶液成分、相分离时降温速度和温

度等可以控制冰晶生长行为（包括生长速度和方向

等），从而有效控制最终支架的多孔结构。例如通

过控制冷冻温度可有效调控多孔结构的孔径变化，

而通过控制冷冻的方向，可控制 3D多孔支架呈现

随机（各向同性）、线性（各向异性）等不同的网

络结构［45，54］。在使用冷冻干燥法制备 SF多孔支架

时，可在冷冻前的 SF溶液中灵活地添加其他功能

材料，如纳米钙磷盐（CaP）陶瓷材料或其他聚合

物材料，以获得性能更加优异的 SF基复合多孔支

架［55-56］。该方法制备过程简单，不需要复杂加工手

段，也不使用有毒物质，是一种对环境友好的绿色

制备方法。然而，由于冰晶的生长具有随机性，因

此该方法对多孔结构的控制也是有限的，获得的多

孔结构通常是随机分布的，对孔的形状、尺寸、孔

隙率和连通性等参数无法进行精确控制。

Mandal 等［57］通过冷冻干燥法制备 SF 多孔支

架，研究了 SF溶液浓度和冷冻温度对支架多孔结

构的影响。研究结果表明，随着 SF 浓度的增加，

支架孔径和孔隙率都会随之减小。而随着冷冻温

度的降低，支架孔径减小而孔隙率增加，最高孔

隙率可达到 96%±4.1%。SF的浓度和冷冻温度会影

响冰晶生长行为，实现对多孔结构的控制，从而

进一步影响细胞的生长行为。结果显示较大的孔

径、较高的孔隙率和良好的内部连通性可促进细

胞的增殖，以及向支架内部的长入。Wang等［58］通

过引入钙离子（Ca2+）调控蛋白质相分离过程，从

而调控冰晶的生长和分布，最终获得具有多级多

孔结构的SF支架（Ca/SFS），如图 3所示。研究结

果表明，与传统冷冻干燥获得的单一多孔结构支

架（SFS）相比，Ca/SFS支架中大孔孔壁上微小孔

隙的存在可有效促进人骨髓基质干细胞的黏附、

增殖和成骨分化。Bicho等［59］通过设置 3种不同的

冷冻方式，从而对 3D 支架的多孔结构进行控制。

将 SF与掺杂的 β-磷酸三钙（β-TCP）混合均匀后，

第 1种采用直接冷冻方式，冰晶随机生长，最终获

得各向同性（随机）的多孔结构；第 2种采用底部

冷冻方式，诱导冰晶垂直生长，最终获得线性的

多孔结构；第 3种采用上下绝热横向冷冻的方式，

控制冰晶径向生长，最终获得径向的多孔结构。

同时，研究结果还表明，通过对多孔结构的控制

可有效影响最终3D支架材料的力学性能。
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3.2 粒子沥滤法

粒子沥滤法是一种广泛应用于骨组织工程多

孔支架的制备方法，在制备 SF基多孔支架时，通

常先将 SF溶液与一定直径范围的致孔颗粒均匀混

合、固化，再利用致孔剂与 SF不同的溶解性，浸

泡去除致孔剂颗粒，在致孔剂原来的位置则形成

孔隙，从而产生 SF多孔支架［60-61］。常用的致孔剂

有盐颗粒、石蜡颗粒和糖颗粒等，致孔剂的大小、

形状和相对位置可以决定多孔支架中的孔径、孔

隙率、有序性、连通性等结构特征。粒子沥滤法操

作相对简单，但是由于SF溶液填充致孔剂模板空隙

时容易填充不完整，并且致孔剂去除过程易残留，

从而影响支架多孔结构的完整性和再现性［62-63］。

Correia等［54］使用水和六氟异丙醇（HFIP）作

溶剂分别制备 SF的溶液作为原料，然后采用不同

粒径的氯化钠（NaCl）颗粒作为致孔剂制备了具

有不同多孔结构的 SF支架。由于致孔剂尺寸所引

起的结构控制，以及致孔剂NaCl颗粒在溶剂中的

溶解性对多孔结构的影响，研究者可以对 SF支架

的孔径、孔隙率和孔隙的几何形状进行一定的控

制。而力学性能研究结果表明，HFIP衍生的SF支

架比水性的 SF支架具有更高的力学强度。通过人

类脂肪来源干细胞对多孔结构的响应结果可以看

出，通过支架多孔结构的控制可以影响细胞的生

长行为，研究结果表明孔径为 400～600 μm的多孔

HFIP衍生的 SF支架（HFIP-400）显示出最佳的骨

组织形成结果。该研究强调了粒子沥滤法对支架

多孔结构的控制作用以及多孔结构调控对骨组织

工程支架设计的重要性。Zeng等［64］使用不溶解于

水的石蜡微球作为致孔剂，得到了与石蜡直径一

致的多孔 SF 支架，并且孔隙率高达 92.38%±

5.12%。通过细胞实验证明该支架有利于髓核细胞

的生长、浸润和ECM分泌，具有良好的生物相容

性。Park等［65］通过粒子沥滤法制备 SF/HA复合支

架，研究了不同种类的致孔剂（盐和蔗糖）对支

架多孔结构的影响，结果表明盐颗粒制备的支架

孔径较蔗糖颗粒制备的支架孔径更大一些，但蔗

糖颗粒制备的支架具有更好的孔互连性，这为细

胞的迁移和增殖提供了充分的机会。实验结果表

明使用蔗糖颗粒制备的 SF/HA 复合支架可促进骨

钙沉积并能有效促进大鼠颅骨缺损处新骨的再生。

传统的冷冻干燥法和粒子沥滤法通常依赖于

随机过程，这些过程通常会导致支架在尺寸、结

构和连通性方面形成不受控制的孔隙结构，从而

极大限制了其在组织再生中的使用［66-67］。相比之

下，基于紧密堆积的单分散微球晶格组成的模板

所制造的反蛋白石支架，其孔隙结构、孔径、孔

隙率和互连性都得到了前所未有的控制［68-70］。该方

图图3 Ca2+诱导多级多孔结构Ca/SFS支架形成过程［58］

（Ca/SFS支架的SEM照片及其表面生长细胞的增殖和成骨分化情况）

Fig. 3 Schematic diagram of the formation process of Ca2+ induced multi-level porous structure Ca/SFS scaffolds, SEM

micrographs of Ca/SFS scaffolds and proliferation and osteogenic differentiation of growing cells on surface [58]
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法主要包括微球模板制造、浆料填充和模板去除

3个步骤，如图 4所示。Sommer等［71］基于聚己内

酯（PCL）单分散微球组装的高度有序紧密堆积晶

格模板，通过 SF溶液浇铸微球模板后去除微球模

板，最终获得具有反蛋白石有序多孔结构的 SF支

架。研究结果表明，与传统非均匀多孔支架相比，

由于微球的单分散性，所得反蛋白石支架具有较

为规则的孔形状、均匀的孔径和孔隙、有序的空

间排列以及相互连接的窗口，并且在不同批次的

样品中具有较好的再现性。这种高度有序的多孔

结构可有效促进人骨髓间充质干细胞（hMSC）的

生长和成骨分化，在骨组织修复过程中具有积极

的影响。

3.3 生物33DD打印法

如上所述，冷冻干燥法和粒子沥滤法这些传

统技术仍广泛应用于多孔材料的制备上，但这些

技术有众所周知的局限性，如较差的可扩展性和

可控性，在对多层级多孔结构特征的精确控制上

十分困难。近年来发展起来的 3D打印技术是一种

新型的快速成型制造技术，可通过计算机辅助技

术精确快速地制造任意复杂形状的 3D结构体［72-74］。

3D打印技术的独特优势使其可实现在体外构建具

有特殊复杂 3D仿生结构的组织工程支架材料。3D

打印技术可有效定义 3D 支架材料的孔径、孔隙

率、孔隙的空间排列、连通性等结构特征，这使

得使用 3D打印技术制备的支架相比于使用其他制

造方法制备的支架具有更好的孔隙互连性和更高

的机械强度，这些材料在骨组织工程中具有令人

兴奋的临床应用潜力。同时，3D打印技术对多孔

结构的精确控制，可使系统变化的生物材料结构

成为一种有价值的初始筛选工具，可以确定最合

适的孔径范围/形态，从而对组织相关结果进行更

详细的研究。用于SF基骨组织工程多孔材料的 3D

打印技术的主要形式有挤出式 3D打印和光固化 3D

打印［75-77］。

在挤出式 3D打印中，材料通过气动压力或机

械柱塞通过喷嘴挤压，形成细丝，并按照每一层

指定的不同模式沉积生物墨水，从而实现结构的

精确成型［图 5（a）］［78］。该技术的优点是能够输送

的细胞和材料选择性范围较广，但是打印分辨率

较低，通常需要打印墨水材料具有剪切变稀的流

变性能，并且经过挤压后材料可固化成形，以保

证打印结构体的完整性。挤出式 3D打印技术的一

个局限是无法使用柔软或低黏度的材料制造结构，

这些材料在挤压后通常不能保持其形状。而单纯

图图4 反蛋白石法制备SF支架的示意图及支架结构、孔径分布，盐颗粒（黑色柱）

和反蛋白石（灰色柱）支架培养6周后测量的钙含量［68，71］

Fig. 4 Schematic diagram of SF scaffold prepared by inverse opal method, scaffold structure and pore size distribution, calcium

content measured after 6 weeks in culture for salt-leached (black columns) and inverse opal (gray columns) scaffolds [68,71]
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的 SF材料体系一般具有较低的浓度和黏度，因此

需要通过各种物理化学手段改善和优化其流变性

能［81-82］。目前通常将 SF与其他高黏度生物材料复

合以获得具有良好流变性能的 SF基生物墨水，实

现 SF 的挤出式 3D 打印制造［83-84］。Zheng 等［79］将

SF与聚乙二醇（PEG）复合获得可用于挤出式 3D

打印的生物墨水，PEG与SF混合会诱导SF的 β-折

叠结构形成，从而通过此物理交联产生凝胶化和

水不溶性。通过控制 3D打印参数，可获得一系列

具有高分辨率、高形状保真度和均匀凝胶基质的

多孔结构，如图 5（a）所示。当 hMSC细胞在 3D打

印前与 SF溶液预混合可实现细胞负载构建体的共

同打印，细胞在所打印 3D 结构体中可存活至少

12周，表现出优异的生物相容性。研究结果表明，

SF/PEG生物墨水凝胶可借助 3D打印技术设计和构

建 3D多孔结构，为细胞生长和生物功能的实现提

供合适的支架环境。

光固化 3D打印技术是一种通过光激发、分层

固化的 3D打印技术，采用透明、低黏度的液态光

敏聚合物，通过投射到材料上的光模式选择性地

在特定位置上进行逐层固化［85-86］。与挤出式 3D打

印技术相比，光固化 3D打印技术提供了更高的分

辨率，可实现复杂结构精细控制打印。Kim 等［80］

在 SF溶液的制造过程中使用甲基丙烯酸缩水甘油

酯（GMA）制备了基于SF的生物墨水（Sil-MA），

并用于光固化 3D生物打印。为了证明Sil-MA优异

的可打印性，模拟了各种复杂的类组织结构，打

印了具有高度互连多孔的网状支架，证明其在组

织工程领域的应用前景［图 5（b）］。此外，Sil-MA

墨水具有良好的力学性能，打印的具有螺旋褶皱

的耳廓结构体具有良好的机械弹性。将小鼠胚胎

成纤维细胞与墨水混合后打印，打印后培养 14 d，

封装在 Sil-MA水凝胶内的细胞表现出良好的细胞

活力，证明其具有良好的生物相容性。

图图5 基于3D打印法可控构建SF支架的3D多孔结构

Fig. 5 Controllable construction of 3D porous structures of SF scaffolds based on 3D print
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3.4 复合制造技术

骨组织的形成是在多尺度下进行的，而最终

形成的骨组织的功能和特性很大程度上归功于其

层次结构。在不同长度尺度上对生物材料结构特

征的高度控制通常不能通过单一的制造方法实现。

因此，骨组织工程系统的设计者需要开发新的制

造策略，结合多种合成和制造技术，从而实现对

骨组织工程材料多层级结构的精确控制［87-90］。

Yan等［91］通过粒子沥滤和冷冻干燥相结合的

方法，构建了更符合天然骨特性的多级多孔结构

的 SF/CaP复合支架。实验结果证明粒子沥滤法中

的 NaCl 颗粒产生了约为 500 µm 的相互连接的大

孔，而冷冻干燥过程构筑了存在于大孔小梁中的

20～100 µm之间的微孔，细胞毒性评估结果表明

该支架无细胞毒性。李东等［92］通过低温 3D 打印

联合冷冻干燥技术制备了胶原蛋白/SF/HA复合支

架，支架显示出大孔（502.78 μm± 21.47 μm）/ 微

孔（62.48 μm± 22.07 μm）共存的 3D多孔径立体结

构，细胞培养实验结果表明支架细胞相容性良好，

可以有效促进前成骨细胞 MC3T3-E1 的增殖和分

化。Sommer 等［93］为了构建与天然骨结构类似的

层次结构SF支架，通过结合 3D打印法和粒子沥滤

法，控制制备了宏观-介观-纳米三层分级结构的SF

支架，如图 6所示。具体来说，先将牺牲有机微粒

（乳胶纳米颗粒包覆的PCL或蜡颗粒）添加到SF和

魔芋胶水复合凝胶中，然后将复合凝胶通过 3D打

印构建宏观支架结构，再去除纳米和微米微球模

板从而形成多级多孔结构。该支架多层级多孔结

构特征可由 3D打印的间距以及牺牲颗粒的大小和

特征精确控制，这种模板组装与 3D打印相结合的

加工技术大大增强了在多个尺度上对 SF支架结构

特征的调控能力，获得具有毫米-微米-纳米多层级

多孔结构的支架，其在骨组织工程支架领域具有

广泛的应用前景。Karamat-Ullah 等［94］通过溶胶-

凝胶和自组装的协同组合开发了一种含硅（Si）的

SF凝胶墨水，之后使用 3D打印和冷冻干燥联合方

法制备了层次化的孔隙结构，即 3D打印形成的宏

观孔隙（500 μm～1 mm）、冷冻干燥形成的微孔隙

（18～20 μm）以及溶胶-凝胶和自组装形成的介孔

（20 nm）。此外，通过打印前和打印后将巯基端抗

菌肽和细胞黏附肽序列（SH-CM-RGD）通过共价

连接到 Si-SF杂化凝胶中，实现抗菌功能。结果表

明该 3D支架具有良好的力学性能、抗菌活性，具

有低细胞毒性，并且能够促进成骨细胞的生长和

增殖。

4 挑战与展望

SF 作为一种生物相容性良好、易加工成型、

力学性能优异的天然聚合物，通过不同的制造方

法构建的SF基 3D多孔支架在骨组织工程领域受到

了极大的关注，特别是对于支架多孔结构的调控

图图6 基于复合制造技术可控构建SF支架的3D多孔结构［93］

Fig. 6 Controllable construction of 3D porous structures of SF scaffolds based on composite manufacturing technology [93]
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是目前的研究热点，各种制备方法对多孔结构的

调控总结于表 1。尽管已发展了多种制备技术用于

构筑和调控 SF基的多孔结构，但是目前大部分的

SF基支架材料的结构与真实骨组织还存在不小的

差异，仿生多级结构的精确构筑仍是难点。同时，

我们发现众多研究都表明多孔结构的调控可有效

影响细胞的生物学行为，而材料的多孔结构特性

与其力学性能、降解性能都是相互联系的。例如，

尽管在许多骨缺损修复应用中需要支架的机械稳

定性，但适当的降解能力以及诱导细胞和组织加

速生长的能力则需要多孔支架具有高孔隙率和内

部连通性，这势必会降低材料整体的力学性能。

要将这种相互冲突的要求合并到一个材料体系中，

迫切需要结合多种制造技术，开发新的制备策略。

例如在设计组织工程材料上需要构筑仿生的多层

级梯度结构，而这些都会给材料的设计和制造带

来前所未有的难度。如前所述，3D打印技术的出

现和迅速发展，为制造复杂的仿生结构特征提供

了前所未有的机会。特别是 3D打印技术与其他制

造技术的结合，为实现在多尺度上对材料结构的

精确定义提供了潜在的解决方案。此外，骨组织

再生是一个动态的过程，涉及细胞和周围基质之

间的双向作用。生物材料的设计可以适应细胞的

局部变化，并且可以根据局部生物信号的刺激改

变支架材料的特性，从而促进了这种动态的相互

作用。而这就要求对于多孔结构的设计不是固定

不变的，需要考虑在动态响应过程中的结构变化，

这对支架材料的结构设计和制造无疑会带来巨大

的挑战。相信在骨组织工程技术快速发展的今天，

随着对骨组织生物学和结构的理解深入，以及材

料合成和加工技术的进步，势必为骨组织工程设

计更加复杂的材料系统提供新的机遇。

近年来，合成生物学作为一门由基因组工程、

酶工程、代谢工程和生物信息学等多种技术交叉发

展形成的新兴综合学科，为创造高性能新型生物材

料提供了有力的工具［95-96］。研究者们将合成生物学

和材料科学的工程原理相互融合，借助基因合成和

编辑技术对自然界的活体系统进行定制化的设计与

改造，将工程改造的生命体作为细胞工厂，从而智

能地构建功能定制的生物材料［97］。其中，首要任

务则是选择适合的天然宿主，天然宿主的正确选择

会直接影响合成生物技术对其最终的改造，达到事

半功倍的效果。不同于当前常见的大肠杆菌这类模

式生物作为材料合成的宿主，随着材料合成生物学

的基因操作工具的发展，未来天然宿主的选择可以

向家蚕这类非模式生物倾斜以实现高附加值材料的

生产，从而为设计和改造 SF材料的功能性提供了

可借鉴的研究策略［97］。面对基于丝素蛋白材料构

建骨组织修复支架研究中，良好的力学性能与高孔

隙率和内部连通性这种相互冲突的要求，基于合成

生物技术构建绿色高效的生物制造系统有望解决这

一难题。例如蜘蛛丝表现出卓越非凡的力学性能，

已有研究表明，蜘蛛丝巨大的韧性和弹性主要是由

于扩增丝蛋白（MaSp）的存在［98］。MaSp 蛋白具

有高度重复的序列，无法通过使用细菌或酵母来获

得，而家蚕具有生产高度重复蛋白质的能力。因此

可以借用基因编辑技术操纵家蚕基因组，实现蛛丝

蛋白在家蚕细胞中的表达，最终获得具有增强力学

性能的 SF材料［98-100］。合成生物学的发展为创建具

有定制形态和功能的新型 SF 材料提供了可能性，

对解决 SF材料应用于骨组织工程领域所存在的问

题和挑战具有重大而深远的意义。

表表1 不同制备方法对SF基三维骨组织修复支架的孔结构调控

Tab. 1 Pore structure regulation of SF-based 3D bone tissue repair scaffolds by different preparation methods

制备方法

冷冻干燥

粒子沥滤

生物3D打印

复合制造技术

调控参数

SF浓度、二级结构、混合

溶液成分、降温速度和温度

致孔剂的形状和数量

打印模型设计

各工艺相关参数

孔隙特征

随机（各向同性）、线性（各向异

性），通常在50～250 μm

孔隙与致孔剂颗粒形貌一致，通

常在200～1000 μm

多为十字网格形貌，间距调节范

围广，可在200 μm～1 mm

宏观-介观-微观多尺度、

多层级结构

可控性

简便，不太可控

较简单，一定

的可控性

快速成型，精

确可控

多尺度，较高

的可控性

优缺点

有利于生物活性分子结合；

孔径较小，互连性差

孔隙率高；支架厚度受到

限制

满足不同形状骨缺损修复；

仪器昂贵，墨水难制

获得更多层级支架；各类技

术结合较难操作
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