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摘  要: 作为一种无支架的组织工程技术，组织工程细胞片不仅可以避免支架材料带来的不利影响，而且可通过组

装进一步形成更为复杂的三维功能化组织，因而在生物医学领域备受关注。细胞片的构建主要是基于敏感性材料所

构建的培养基底，通过改变温度、酶、光、离子、氧化还原 pH、糖等刺激因素，调节基底对细胞的粘附行为使细

胞发生自然脱附，从而获取细胞片。近年来，随着研究的深入进行，特别是各种新型的敏感性培养基底的不断发展，

各种简单高效的细胞片构建技术不断涌现，得到的各种具有优良性能的细胞片极大地扩展了其应用的广度和深度。

文中对组织工程细胞片的各种构建方法进行了阐述，对其存在的问题及发展前景进行了分析和展望。 

关键词: 细胞片，敏感性材料，细胞粘附，细胞脱附，组织工程 

Construction of tissue engineered cell sheet 
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Abstract:  Scaffold-free tissue engineered cell sheet is an emerging technology in biomedical field. It can avoid the adverse 

effects of scaffold materials, and can be further assembled to form more complex three-dimensional functional tissues. The 

construction of cell sheet is mainly based on the culture substrate composed of sensitive materials. By changing the stimulation 

factors such as temperature, enzyme, light, ion, redox, pH and sugar, the adhesion behavior of the substrate to the cells could be 

changed to make the cells detach naturally, thus generating the cell sheet. Recent years have seen the development of various 

·综  述·



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2406 

simple and efficient construction technologies of cell sheet due to the development of a variety of novel sensitive culture 

substrates. The resulted cell sheets with excellent performance have greatly expanded their applications. This review summarized 

the construction methods of tissue engineered cell sheet and discussed the challenges and future perspectives in this field. 

Keywords:  cell sheet, sensitive materials, cell adhesion, cell detachment, tissue engineering 

 

由于在组织器官缺损和修复中的巨大应用前

景，组织工程技术备受关注[1]。它最早是由 Langer

和 Vacanti 于 20 世纪 80 年代末提出[2]，基本原理

是将正常细胞植入到支架材料内形成细胞-支架

复合物并进行培养，待器官组织成型或功能完备

以后，植入病患体内，同时支架材料逐步被降解

和吸收，最终达到组织修复和重建的目的。但是，

经过多年研究发现，该技术对支架材料的生物相

容性要求较高，支架植入体内后容易发生免疫排

斥反应，引起组织纤维化。2004 年，Yamato 等首

次提出了一种无支架的组织工程技术，即细胞片

技术[3]。它是将细胞在特殊培养基底上培养，待

细胞粘附生长后，通过改变外界条件，使细胞从

基底表面自动脱附，从而获得完整的包含细胞外

基质的细胞片层结构。细胞片技术可以避免支架

材料带来的不良影响以及获取过程中对细胞的损

害，且获得的细胞片可进一步通过组织工程技术

叠加组装形成更为复杂的三维功能化组织，因而

近年来在生物医学领域受到了广泛关注[4-7]。 

目前，国内外针对组织工程细胞片的研究主

要分为两大类：一类是制备方法的探索，以构建

各种具有优良性能的细胞片，另一类是关于细胞

片的临床应用的研究。其中，借助于材料学和生

物学的手段，探索制备各种新型的培养基底，以

促进细胞的粘附和生长，提高细胞片的收获效率，

进而扩展其应用规模和范围，已经成为当前研究的

热点。目前利用各种温敏性材料构建培养基底并调

控细胞的粘附在研究中已引起广泛关注[8]。此外，

采用酶、光、离子、氧化还原 pH 和糖等其他敏

感性材料构建细胞片培养和收获系统，在研究中

也显示出良好的应用前景[9]。本文主要从敏感性

培养基底的角度针对组织工程细胞片的各种构建

方法进行了系统的归纳和阐述 (图 1)，以期为各

种优异性能的细胞片的制备提供参考和借鉴。 

1  温度敏感性培养系统 

目前，由温敏性材料构建的温度敏感性培

养系统由于操作简单、易于控制等优点已经被

广泛应用于组织工程细胞片的制备。许多温敏

性材料存在最低临界溶解温度  (Loner critical 

solation temperature，LCST)，当外界温度高于

LCST 时，其呈现疏水性，细胞可以粘附在其表

面并生长形成细胞片，而当温度低于 LCST 时，

其逐渐由疏水转变为亲水状态，从而不利于细

胞粘附，导致细胞自然脱附，进而可以获得完

整的细胞片结构 [10]。 

 

 
 
图 1  组织工程细胞片的构建示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of the construction of tissue engineered cell sheet. 
 



 
 

肖福安 等/组织工程细胞片的构建 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2407

 

研究中最受关注的温敏性材料是聚 (N-异丙

基丙烯酰胺) (PNIPAM)，其 LCST 在 32 ℃左右，

接近人的体温[11]。Yamada 等[12]首次通过辐射引

发聚合将 PNIPAM 线型分子接枝到培养皿表面，

用于研究牛肝细胞的培养、粘附及脱附。在 37 ℃

下，细胞可以很好地粘附和生长；当将温度降低

到 4 ℃并维持 60 min 后，几乎所有的细胞都能够

以紧密相连的细胞片的形式脱附下来，且仍然维

持活性，可以继续粘附和生长。但是该方法需要

较为复杂的辐射设备，培养基底的制作成本较高。 

由于 PNIPAM 易于改性修饰，且制备机理较

为简单，研究者采用不同方法制备得到了各种具

有不同形态和功能的 PNIPAM 基底。Sudo 等[13]

利用可逆加成-断裂链转移聚合得到了超支化的

聚苯乙烯 -g-聚  (N-异丙基丙烯酰胺 ) (HBPSt-g- 

PNIPAM)，再利用 HBPSt 与培养板之间的亲和力，

采用简单的滴涂法得到了稳定的温敏性培养基

底，用于小鼠 NTH 3T3 成纤维细胞的培养。4 d

后，细胞融合形成了完整的细胞片层结构。再将

其置于 20 ℃并维持 15 min 后，即可得到细胞片。

而为了加快细胞片的获取，Xia 等[14]通过自由基

聚合得到了 NIPAM 和苯乙烯共聚微凝胶，再利

用旋涂法或滴涂法在玻璃片、培养板等普通基底

上得到了具有良好稳定性和可重复性的温敏微

凝胶单层膜。当温度降低到 28 ℃以下时，NIH 

3T3 成纤维细胞在几分钟内就会与基底脱离，且

活性没有损失。 

近年来，研究者往往通过向 PNIPAM 中引入

其他共聚基团或活性分子，以调节基底的性质，

达到促进细胞的粘附与生长、加速细胞片的回收

等目的。如 Pan 等[15]首次采用分子印迹法将精氨

酸-甘氨酸-天冬氨酸 (RGD) 细胞粘附肽引入到

PNIPAM 基底上，得到了分子印迹水凝胶。在生

理条件下，该凝胶能够特异性地识别细胞表面的

RGD 肽，从而加快细胞粘附。当温度降低到 20 ℃

时，又能够迅速释放结合的 RGD 肽，从而获取细

胞片。Xia 等[16]则通过原位自由基聚合制备得到

了氧化石墨烯纳米片 (GO)掺杂的 PNIPAM 复合

水凝胶。GO 的引入，增加了水凝胶的生物相容

性，促进了猴成纤维细胞  (COS7) 的粘附和增

殖。当降低温度至 20 ℃时，能够快速地收获完整

的 COS7 细胞片。同时，利用该方法可以通过设

计微图案化的水凝胶，获得复合细胞片。Liu 等[17]

在黏土存在的条件下，将聚乙二醇 (PEG) 大分子

单体聚甲基丙烯酸乙二醇酯与 NIPAM 通过聚合

制备得到了纳米复合温敏水凝胶。黏土的引入增

加了凝胶的机械强度，促进了细胞粘附；PEG 的

引入，增加了凝胶的表面粗糙度，加速了细胞片

的脱附。当温度降低至 20 ℃时，小鼠成纤维细胞

能够在 15 min 内快速与凝胶分离。 

随着研究的深入进行，研究人员发现 PNIPAM

基底也存在着生物相容性缺乏、制备成本高昂等缺

点，因而其他温敏性材料也逐渐被应用于组织工

程细胞片的构建，极大地扩展了温敏性培养系统

的应用范围。Desseaux 等[18]以 2-(2-甲氧基乙氧基) 

乙基甲基丙烯酸甲酯、甲基丙烯酸羟乙酯和聚乙

二醇甲基丙烯酸酯等为单体，通过表面引发原子

转移自由基聚合形成了温敏性的刷型共聚物薄

膜。该共聚物刷的 LCST 在 35 ℃左右，当温度降

低到 23 ℃时，能够获取细胞片。与 PNIPAM 相

比，这种含有 PEG 的温敏性材料具有优越的生物

相容性。而 Altomare 等[19]利用甲基纤维素 (MC) 

制备可逆的温敏水凝胶用于细胞片的制备。作者

研究了不同种类和浓度的盐对 MC 凝胶形成的影

响，发现由 8% (W/V) MC 和 0.05 mol/L Na2SO4

组成的凝胶具有较好的稳定性，且具有 37 ℃的转

变温度。将其置于 4 ℃下，凝胶会逐渐发生液化，

导致表面粘附的细胞与基底脱离。30 min 内，可

以获得紧密连接的细胞片。Hoo 等[20]也利用甲基

丙烯酸酐 (MA) 改性的羟丙基纤维素 (HPC) 为

原料，通过紫外光交联制备得到了温敏性的

HPC-MA 水凝胶。该凝胶的 LCST 为 37–38 ℃，
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将温度降低到 4 ℃，在 30 min 内也可以获得细胞

片。与 PNIPAM 相比，纤维素类材料来源广泛，

成本低廉，更适合规模化应用。 

目前，温敏性的培养系统已成为制备组织工

程细胞片的主要方法，以其构建的细胞片在临床

应用中已显示出良好的应用前景。如 Miyagawa

等[21]选取了 15 例缺血性心肌病患者，将从患者

自体肌肉中提取的细胞经过温敏性基底进行培养

得到的细胞片经左胸切口移植到左心室游离壁

上，进行了Ⅰ期临床试验。结果发现试验过程中

无手术相关的主要并发症产生，大多数患者血清

脑钠尿肽水平、肺动脉压、肺毛细血管楔压、肺

静脉阻力和左室壁应力显著降低，缺血症状明显

改善，证明了细胞片在治疗中的可行性。通过对

温敏性基底进行修饰和改良，以进一步提高细胞

片的获取效率，并扩展其临床应用，是未来的主

要发展方向之一。 

2  酶敏感性培养系统 

通过向培养基底中引入酶敏感性的材料，再

接种细胞进行培养，待细胞增殖形成完整的片层

结构后，加入特异性的酶使基底发生降解，也可

以用于获取细胞片。 

羧甲基纤维素 (CMC) 具有良好的亲水性和

生物相容性，在生物医用领域中应用广泛。同时

CMC 易被纤维素酶降解，因而可应用于细胞片的

脱附和获取。但是由于 CMC 亲水性太强，因此

对细胞粘附蛋白的吸附能力较弱，不利于细胞的

粘附。为了解决这一问题，Ko 等[22]通过酰胺缩合

反应将 CMC 接枝在玻璃片表面，再共价连接纤

连蛋白以促进细胞粘附。结果发现，猪主动脉内

皮细胞可以很好地粘附在其表面并形成融合的单

层。当将其浸入纤维素酶溶液中时，由于 CMC

层被酶消化，细胞片会自发地从基底表面上分离，

且细胞与细胞的连接仍然保存完好，说明酶的处

理对细胞无明显毒害。而 Sakai 等[23]则利用 CMC

与酪胺盐酸盐的酰胺缩合反应向其中引入酚羟

基，再通过过氧化物酶的催化氧化反应，在细胞

培养板上制备得到了具有足够疏水性的 CMC 凝

胶层。接种 L929 成纤维细胞并培养 4 h 后，发现

76.9%的细胞均粘附在凝胶上；培养 168 h 后，细

胞在凝胶上增殖并形成融合的单层膜。在使用纤

维素酶消化凝胶大约 5 min 后，可以分离收获细

胞片，且细胞显示出与消化前相似的良好形态。

Hong 等[24]则向 CMC中共价引入了多巴胺 (DA)，

在玻璃片上形成了 CMC-DA 涂层。由于具有良好

的粘附性，DA 增加了细胞在 CMC 表面的粘附。

将人骨髓间充质干细胞或角膜缘上皮细胞培养在

CMC-DA 基底上，再用纤维素酶处理 10 min 使

CMC 发生降解，可以收获细胞片，且细胞的活性

和功能均得到了很好的保存。相关研究均表明，

采用纤维素酶处理纤维素是一种快速、有效、安

全的获取细胞片的方法。 

此外，Nagai 等[25]利用来源于鲑鱼新鲜皮肤

的去端肽胶原蛋白，在培养皿上制备得到了胶原

酶敏感的胶原纤维凝胶。在其上接种人牙周韧带 

(HLPL) 细胞并培养 10 d 形成完整的细胞片层结

构后，可以用镊子将凝胶连同细胞一同完整的取

下，将其转移到胶原酶中进行处理，2 h 内可以将

胶原凝胶消化，得到完整的细胞片。胶原酶的处

理对细胞的活性几乎无影响，细胞骨架和纤维结

合蛋白基质的水平在处理前后也保持不变。利用

该方法通过叠加还可以方便地得到多层细胞片。 

Liu 等[26]也利用海藻酸钠对海藻酸裂解酶的

敏感性来制备和获取细胞片；他们将海藻酸钠以

及明胶分别与酪胺盐酸盐发生酰胺缩合反应向其

中引入酚羟基，再通过辣根过氧化物酶的催化交

联偶联，在培养板上制备得到了海藻酸钠-明胶复

合水凝胶。接种人主动脉内皮细胞 (HAE) 或小

鼠胚胎成纤维细胞 (10T1/2)，经过培养获得融合

的细胞层后，加入海藻酸裂解酶处理 20–25 min

后，也可以得到完整的细胞片。 
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与温敏性培养系统相比，酶敏感性系统采用

的基底材料一般是天然生物大分子，具有良好的

生物相容性，且原料易得、成本低廉。同时，由

于酶一般具有良好的特异性和高效性，利用该方

法能快速获取细胞片，且对细胞和细胞外基质几

乎无损伤。 

3  光敏感性培养系统 

由于具有良好的空间可控性和时间可控性，

光照是一种非常理想的控制细胞粘附的手段。因

而，基于光敏感性材料构建光响应性的培养体系，

并通过光照改变基底对细胞的粘附性，也可以用

于制备和收获细胞片。该方法操作简单，对细胞

的直接损害小，在研究中备受关注。 

二氧化钛 (TiO2) 是一种良好的紫外光敏感

性材料，在光照作用下，其表面吸附的蛋白会逐

渐发生解离，导致表面润湿性由疏水性转变为高

度亲水性，因而可以用于细胞粘附和脱附研究。

Wang 和 Chen 课题组利用 TiO2 纳米薄膜进行了大

量关于细胞片的制备研究工作[27-33]。该课题组通过

相分离诱导自组装法在石英片上制备得到了由直

径为 30–110 nm 的 TiO2 纳米点形成的薄膜，用于

培养小鼠颅盖来源的前成骨细胞 (MC3T3-E1)[27]。

经过 5 d 的培养可以得到相互融合的单层细胞膜，

再经 365 nm 紫外线照射 20 min 后即可获得完整

的细胞片。该细胞片的获取方法无基底材料残余，

不会引起培养环境的改变，且通过简单的调节光

的波长、照射强度和时间等参数有望精确地控制

细胞的脱附。得到的细胞片中 97%以上的细胞仍

然保持良好的活性，可以继续粘附和生长。研究

发现，改变 TiO2 纳米薄膜的结构，可以调节细胞

片的获取效率[28]。通过向 TiO2 纳米点薄膜中引入

RGD 肽[29-30]、层粘连蛋白 Laminin-521[31]或碳量

子点[32]等活性物质，可以调节细胞的粘附、活性

和功能。该培养体系也可以用于多种细胞组成的

复合细胞片的制备，促进血管化网络结构的形成，

显示出良好的发展潜力和应用前景[33]。 

另外，Kim 等[34]利用胶原的细胞亲和性及其

在近红外光 (NIR) 照射下的解离，也提供了一种

快速的非侵入性的细胞片制备方法。通过在聚苯

乙烯  (PS) 基底上进行溶液浇铸聚合得到了聚 

(3,4-亚乙基二氧噻吩) (PEDOT)，再通过滴涂法在

PEDOT 表面得到了厚度为 14–18 μm 的Ⅰ型胶原

层。接种成纤维细胞并培养 3 d 后，采用 808 nm

的 NIR 进行 5 min 的照射，由于 PEDOT 的光热

效应，基底温度会升高到 41.4 ℃，从而导致胶原

由三螺旋结构展开成可溶解的单螺旋结构，进一步

使表面的细胞脱离基底而获得完整的活细胞片。 

4  离子敏感性培养系统 

离子敏感性培养系统一般利用的是基底材料

对离子的响应特性，当改变离子含量时，会引起

基底材料发生降解或解离，从而将表面粘附生长

的细胞释放出去。该方法在细胞脱附时，细胞表

面的粘附蛋白仍然保留，对细胞几乎无损害。 

Yan 等[35]发明了一种简单廉价的利用钙交联

的海藻酸钙水凝胶获取细胞片的方法。在其上接

种细胞并培养 3 d 后，加入 25 mmol/L 的柠檬酸

钠处理 20 min，由于柠檬酸钠对 Ca2+的更强的螯

合作用，导致海藻酸钙水凝胶的交联被破坏，因

而细胞与基底脱附，形成完整的细胞片。将获得

的细胞片堆叠在一起时，片层之间可以继续相互

粘附，可应用于更为复杂的多层细胞片的构建。

Baek 等[36]利用细胞跨膜受体 CAMs 在二价离子

耗尽的情况下会发生由开放构象向封闭构象的转

变从而改变细胞粘附状态的原理来制备细胞片。其

以疏水性的二乙烯基苯 (DVB) 和亲水性的 4-乙

烯基吡啶 (4VP) 为原料，采用化学气相沉积法在

培养板上制备得到了聚  (二乙烯基苯-co-4-乙烯

基吡啶)。通过调节 DVB 和 4VP 的比例，可以实

现对细胞-基质相互作用的精确调节，从而控制细

胞粘附和生长。在生理条件下，将培养液替换为
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不含 Ca2+和 Mg2+等二价离子的培养液，在 100 s

内就可以快速获取细胞片。动物模型实验显示，

获得的细胞片可显著改善糖尿病患者的伤口愈合

和缺血肢体的血液再灌注，表明该细胞片具有良

好的临床应用前景。 

最近，利用静电自组装形成的聚电解质薄膜

的离子敏感性构建细胞片也引起了越来越多的注

意。Zahn 等[37]利用聚乙烯基亚胺 (PEI)、透明质

酸 (HA) 和聚赖氨酸 (PLL) 构建了一种具有亚

铁氰根离子敏感性的聚电解质多层膜 (PEMs)。接

种小鼠 C2C12 成肌细胞并培养形成单层膜后，向

其中加入低浓度的无毒的亚铁氰根离子，由于其

与 PLL 上的氨基的作用更强，PLL 与 HA 之间的

静电作用遭到破坏，导致 PEMs 发生解离，因而

处理 5 min 左右，细胞就能够从基底表面脱附。

得到的细胞片上没有聚电解质的残留，且仍然保

留有细胞外基质，细胞无损伤。该方法是一种较

为通用的细胞片制备方法，在通常的玻璃和 PS

基底上都适用，且可以根据细胞的特点有针对性

地选择合适的电解质。 

5  氧化还原敏感性培养系统 

与离子敏感性培养系统类似，氧化还原敏感

性系统所采用的基底材料在特殊环境下能够发生

氧化还原反应而被破坏或解离，从而获得细胞片。 

二硫键与巯基间的相互转变是生命活动中的

一种常见的氧化还原反应，因而可以利用该原理制

备细胞片。Chassepot 等[38]以含有二硫键的聚乙烯

基苯甲酸衍生物阴离子 (PVBACOO-) 和聚乙烯

基苯甲酸衍生物阳离子 (PVBANH3
+)，以及聚烯丙

胺盐酸盐  (PAH) 和聚苯乙烯磺酸盐  (PSS)为原

料，在玻璃片上通过自组装形成了(PVBANH3
+/ 

PVBACOO–)10-(PAH/PSS)10-PAH 多层膜。加入   

5 mmol/L 的三(2-羧乙基)膦  (TCEP) 进行处理

后，由于多层膜基底中的二硫键发生还原而断裂，

导致基底发生破坏，从而可以获得细胞片。

Moriyama 等[39]则以巯基化的聚乙二醇 (PEG-SH)

和巯基化的明胶 (Gela-SH)，通过辣根过氧化物

酶的催化形成了含有二硫键的水凝胶。当 L929

成纤维细胞在其表面生长融合形成单层膜后，加

入 10 mmol/L 的胱胺溶液温和处理 30 min，由于

胱胺与二硫键发生反应使之断裂，导致凝胶解离，

因而可以获得完整的细胞片。利用氧化还原反应

获取细胞片的方法一般操作较为简单，对细胞的

损伤较少，但是对基底材料的要求较高，制备过

程相对较为复杂。 

利用氧化还原敏感性培养系统也可以获取由

多种细胞组成的复合细胞片。Lee 等[40]将金片置

于端炔醌-烷硫醇和三 (乙二醇) 端基烷硫醇中进

行组装，再利用点击反应获得了末端带有 RGD 的

电活性金片。其可以促进细胞的粘附和增殖，依

次接种 NIH 3T3 细胞和 HaCaT 角质形成细胞，通

过共培养最终可以形成一种类皮肤的细胞单层。

采用−800 mV  的电压处理 3 min 后，由于基底中

的醌基被还原为相应的对苯二酚，引起分子内环

合并诱导键断裂，导致细胞从表面脱附，从而得

到完整的细胞片。 

6  pH 敏感性培养系统 

pH 敏感性系统主要基于 pH 响应性材料，通

过改变环境 pH值使得培养基底材料发生降解或解

离，导致粘附在其表面的细胞自然脱离而获得细胞

片。但是该培养体系需要注意 pH 值不能过高或过

低，且处理时间尽量短，以减少对细胞的损伤。 

Guillaume-Gentil 等[41]以 PAH 和 PSS 通过层

层自组装在 ITO 电极上构建了聚电解质多层膜。

该 薄 膜 可 以 促 进 人 胎 盘 源 性 间 充 质 干 细 胞 

(PD-MSCs) 的生长和增殖，且细胞保留了其表型

特征和中胚层分化潜能。通过降低环境 pH 值，

能够促进电解质薄膜的解离和破坏，从而快速获取

完整的活细胞片。研究表明，当 pH 降低到 4.0 时，

2–3 min 内就可以得到细胞片，且细胞仍然保持活
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力，具有向成脂肪细胞和成骨细胞分化的能力。 

而 Sugiyama 等[42]在培养板上原位制备了大

小为几微米的具有 pH 响应性的碳酸钙 (CaCO3)

颗粒，将人骨髓间质干细胞  (HMSC) 接种培养

24 h 后，可以得到相互融合的细胞片层。当降低

pH 值到 4.1 时，由于 CaCO3 颗粒在酸性条件下的

分解，导致细胞在 15 min 内发生自然脱附。由于

CaCO3 分解速度快，缩短了细胞片的获取时间，

因而抑制了酸性条件下的细胞衰亡。研究显示，

获得的细胞片中 97.8%的细胞仍然保持活性。 

7  糖敏感性培养系统 

苯硼酸 (PBA) 基团能够与具有顺式二醇结

构的物质 (如葡萄糖、果糖) 结合，形成苯硼酸

酯键，从而增加体系的带电荷量。研究者常将 PBA

引入到聚合物中，以构建糖敏感性系统，广泛应

用于药物释放、组织工程等领域。通过在细胞培

养基底上引入 PBA，研究者可以加入不同浓度和

种类的糖来调节基底材料的带电荷量，从而调控

基底的亲疏水性，进而控制细胞的粘附和脱附，

因此其也可应用于细胞片的制备。 

Reddy 等 [43]以 4-乙烯基苯硼酸  (VPBA)、

N,N-二甲氨基甲基丙烯酸乙酯和丙烯酰胺类单体

等通过氧化还原引发聚合得到了具有糖敏感性的

三元聚合物，其在生理条件下能够与聚乙烯醇反

应生成苯硼酸酯键而形成水凝胶。接种 NIH 3T3

细胞并增殖形成相互连接的单层膜后，加入果糖

处理 20 min，凝胶发生解离，从而可得到完整的

细胞片。 

Guo 等[44]采用 NIPAM、3-丙烯酰胺基苯硼酸 

(APBA) 等通过氧化还原引发聚合，制备得到了

具有糖和温度双敏感性的水凝胶。将 MC3T3-E1

细胞接种在水凝胶上，并经过 2 d 的培养后，细

胞增殖形成了融合的单层膜。在 37 ℃下往其中加

入 10 g/L 的果糖并处理 42 min 后，细胞完全与凝

胶基质剥离，从而获得完整的细胞片。若同时降

低温度，可以进一步协同缩短细胞片的获取时间，

提高细胞片的获取效率。 

8  总结与展望 

随着组织工程的不断发展，细胞片技术已经

成为生物医学领域的重要工具，在心脏、骨骼、

牙周组织等器官或组织的病变治疗或重建中发挥

了重要作用。通过对培养基底进行合理设计，引

入敏感性基元或生物活性分子，可以促进细胞的

粘附和生长，加速细胞片的获取，通过进一步的

加工和叠加，可以获得各种具有优异性能的复合

细胞片，从而不断扩展细胞片的研究和应用范围，

推动细胞片在临床中的大规模应用。其中，采用

温敏性基底构建细胞片是研究最早也是最为广泛

的一种方法。通过引入生物活性分子或基团，调

控温敏性基底的组成、结构和性质，从而对细胞

片的构建产生影响，是当前的研究热点和未来的

主要发展方向。而采用酶、光、离子、氧化还原、

pH、糖等敏感性材料设计培养基底，由于具有优

良的特异性和专属性，在各种特殊性能的细胞片

的构建中也起着越来越重要的作用，极大地扩展

了细胞片的应用范围。 

然而，目前组织工程细胞片的构建和研究中

仍然存在着一些待解决的问题：(1) 细胞片的收

获时间可能较长，存在细胞衰亡的风险，影响细

胞的活性；(2) 采用细胞片叠加形成复杂的三维

组织，需要大量细胞片，而目前细胞片的大批量

生产仍然存在问题；(3) 由于无支架的参与，构

建的细胞片的强度可能不足，在一定程度上限制

了后续组织或器官的修复和重建；(4) 由于缺乏

功能性血管，目前多层细胞片的厚度受到了限制，

有可能使内部细胞缺乏氧气和营养物质，导致细

胞死亡。因此，组织工程细胞片的构建仍存在着

较大的发展空间，各种敏感性的培养基底有待进

一步的研究和开发，但是其良好的临床应用前景

值得期待。 
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