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摘要:癌症是威胁人类健康的重大疾病ꎬ传统肿瘤研究模型如细胞系、动物模型等存在显著局限性ꎬ开发新型研究模型成为迫

切需求ꎮ 肿瘤类器官技术可精准模拟肿瘤特征ꎬ但依赖成分复杂的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶ꎬ模型稳定性和可重复性差ꎮ 肽自组装水

凝胶因生物相容性好、组分明确、可模拟天然胞外基质微结构等优势ꎬ成为 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 理想的替代材料ꎮ 但其机械性能和生物稳

定性较弱ꎬ难以满足类器官长期培养的需求ꎮ 本工作创新性地将丝素蛋白引入肽自组装水凝胶体系以优化其性能ꎬ从而满足

类器官培养对基质性能的要求:丝素蛋白掺杂可增强短肽分子间相互作用ꎬ提升水凝胶力学强度和生物稳定性ꎬ且不破坏其

仿生的纳米纤维微结构ꎮ 以该水凝胶培养胶质瘤类器官ꎬ一周内即可形成百微米级的类器官ꎬ并且类器官内细胞存活率高达

９０％ꎮ 本研究为解决传统肿瘤类器官培养的基质材料问题提供了新方案ꎬ有望提升肿瘤类器官培养质量和稳定性ꎬ为肿瘤研

究和精准医疗提供更可靠模型ꎮ
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０　 引言

癌症作为全球范围内严重威胁人类健康的重大疾病ꎬ具有较高的发病率和死亡率ꎬ给家庭和社会带来了

沉重的经济负担ꎮ 随着人口老龄化的加剧以及生活方式的改变ꎬ癌症的发病趋势仍在持续上升ꎬ这使得对癌

症的深入研究和有效治疗显得尤为迫切[１￣２]ꎮ 传统的癌症研究模型ꎬ如细胞系和动物模型ꎬ在肿瘤研究中发

挥了重要作用ꎬ但也存在诸多局限性ꎮ 细胞系在体外长期培养过程中ꎬ会逐渐丢失亲代肿瘤的关键分子特征

和异质性ꎬ无法准确模拟肿瘤在体内的真实生物学行为[３￣４]ꎻ动物模型则由于种属差异ꎬ难以完全重现人类

肿瘤的发生发展过程ꎬ且存在实验周期长、成本高、通量低等问题[５￣８]ꎮ 因此ꎬ开发一种能够更真实、准确地

模拟人类肿瘤特征的新型研究模型ꎬ成为癌症研究领域的关键需求ꎮ
肿瘤类器官技术的出现ꎬ为癌症研究带来了新的契机ꎮ 肿瘤类器官是通过体外三维培养技术ꎬ由肿瘤患

者的原代细胞在体外培养形成的具有三维结构的细胞聚集体ꎬ其在组织病理特征、分子特征、药物敏感度等

方面均与源肿瘤具有高度一致性ꎬ能够在体外精准模拟肿瘤的生长、侵袭和转移等过程ꎬ为肿瘤研究提供了

一个强大工具[９￣１２]ꎮ Ｂｉａｎ 等[１３]建立一种名为新生物脑类器官(ｎｅｏＣＯＲ)的三维体外模型ꎬ并以该模型重现

了脑肿瘤的发生ꎬ证明了 ｎｅｏＣＯＲｓ 适用于研究肿瘤生物学方面的如侵袭性等特性ꎬ并可用于评估特定 ＤＮＡ
异常背景下的药物效果ꎮ Ｓｏｋｅｒ 团队[１４]使用包括嵌入胶原蛋白 Ｉ(Ｃｏｌｌ)中的肝星状细胞(ＨＳＣｓ)和结直肠癌

细胞(ＨＣＴ￣１１６)球体的肿瘤类器官模型来确定细胞外基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)结构、癌细胞恶性程

度和化疗耐药性之间的关系ꎬ他们发现密集的 ＥＣＭ 结构可以抑制肿瘤细胞的生长ꎬ逆转它们的间质表型ꎬ
保持干细胞群体ꎬ并降低了化疗反应ꎮ 尽管以肿瘤类器官为模型进行肿瘤研究已经取得了巨大的进展ꎬ但其

仍存在局限性ꎮ 肿瘤类器官的培养需要合适的培养基质来提供物理支撑和生物学信号ꎬ以维持其正常的生

长和分化ꎮ 当前肿瘤类器官培养中最常使用的培养基质是 Ｍａｔｒｉｇｅｌꎬ该基质胶主要成分是Ⅰ型胶原蛋白ꎬ而
这些动物来源的基质胶成分复杂ꎬ在质控上很难把控ꎬ除此以外还有免疫外来病原体的潜在危险ꎬ不利于均

一、稳定的肿瘤类器官的体外构建[１５￣１７]ꎮ 寻找成分明确、性质稳定且无免疫源性的替代基质胶是构建稳定

肿瘤类器官的重要攻关方向之一ꎮ
生物内源的肽自组装水凝胶因其具有良好生物相容性、低免疫原性ꎬ组分明确、批次稳定的特点ꎻ且降解

产物为氨基酸ꎬ不会引起组织炎症反应ꎬ被认为是生物医药领域的明星材料[１８￣２０]ꎮ 肽自组装水凝胶在生物

医药领域备受关注的另一个重要特征是其所具有的纳米纤维微结构ꎮ 肽自组装水凝胶是由纳米纤维通过氢

键等相互作用力交联形成的网络结构ꎮ 因此ꎬ肽自组装水凝胶除了在组分上与天然 ＥＣＭ 接近外ꎬ还能在微

结构上模拟天然 ＥＣＭ 的纤维网络微结构ꎬ为细胞的增殖、生长提供更仿生的微环境ꎬ有利于肿瘤类器官更

真实地构建ꎮ 近年来ꎬ肽自组装水凝胶在生物医药领域已展现出巨大的应用前景ꎮ Ｘｕ 等[２１] 设计了一种整

合有抗菌肽、ＲＡＤＡ１６ 和骨髓间充质干细胞外泌体的水凝胶ꎬ该水凝胶能够抑制金黄色葡萄球菌的生长ꎬ加
速骨髓间充质干细胞的增殖和迁移ꎬ从而促进感染性骨缺损的修复ꎮ Ｙａｎｇ 等[２２] 设计了一种超分子肽水凝

胶表位疫苗ꎬ作为抗原受体 Ｔ 细胞 (ＣＡＲ￣Ｔ 细胞)的制备介质和储存库ꎬ通过免疫与 ＣＡＲ￣Ｔ 细胞联合治疗

提高肿瘤抗原的扩散和靶向效率ꎬ在实体瘤中具有优越的治疗效果ꎮ 本课题组设计并制备了具有原位可注

射性能的肽自组装水凝胶ꎬ以其作为细胞三维扩增的载体ꎬ可实现细胞的快速大量扩增[２３]ꎮ 尤其地ꎬ肽自组

装水凝胶在肿瘤类器官构建方面优势显著ꎬ其应用潜力正不断释放ꎮ 本课题组已经以肽自组装水凝胶作为

肿瘤类器官体外培养的基质胶ꎬ成功实现了接近毫米级别的肝癌类器官和肌肉类器官的构建[２４￣２６]ꎮ 然而ꎬ
单一的肽自组装水凝胶因其是在弱的氢键、疏水相互作用、π￣π 堆积等作用下实现交联的ꎬ机械性能和生物

稳定性等往往较弱ꎬ难以维持稳定的三维微环境来满足肿瘤类器官数周甚至数月的长期培养需求ꎬ严重制约

了其在肿瘤生物学研究和药物筛选等领域的应用及其发展ꎮ
丝素蛋白(ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎꎬ ＳＦ)作为一种来源广泛、生物相容性优异且具有独特力学性能的天然高分子材料ꎬ

在生物医药领域展出巨大的应用潜力[２７￣３０]ꎮ Ｗａｎｇ 等[３１]报道了由丝素蛋白和自组装肽 ＮａｐＦＦＳＶＶＹＧＬＲ 组成

的用于组织工程的新型生物活性水凝胶ꎬ该水凝胶具有良好的稳定性和诱导内皮细胞粘附、生长和迁移的高

能力ꎬ可用于血管再生和伤口愈合ꎮ Ｋｉｍ 等[３２]开发甲基丙烯酸改性的丝素蛋白生物墨水ꎬ该生物墨水具有

出色的结构稳定性和可靠的生物相容性ꎬ可构建高度复杂的器官结构ꎬ包括心脏、血管、大脑、气管和耳朵等ꎮ
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为了克服短肽自组装水凝胶力学性能和生物稳定性弱等问题ꎬ我们提出将丝素蛋白引入肽自组装水

凝胶体系中ꎬ通过二者的协同作用ꎬ增强肽自组装水凝胶的力学性能ꎬ为肿瘤类器官的体外培养创造更为

稳定且仿生的基质胶(图 １)ꎮ 以短肽分子 ９￣芴甲氧羰基保护的亮氨酸－亮氨酸二肽(Ｆｍｏｃ￣ＬＬ)自组装形

成的水凝胶作为研究对象ꎬ前期研究发现该肽在生理条件下自组装形成的水凝胶具有良好的自修复性

能ꎬ有利于后续对细胞的三维包裹ꎮ 向溶解在细胞培养基 ＤＭＥＭ 中的 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 溶液中按一定比例加入

丝素蛋白溶液ꎬ(Ｆｍｏ￣ＬＬ 与丝素蛋白最终的质量比为 ４ ∶１)ꎬ静置数小时即可得到肽 /丝素蛋白复合水凝

胶ꎮ 实验结果表明ꎬ丝素蛋白的掺杂不但不会影响肽自组装水凝胶的纳米纤维微结构ꎬ还可通过为肽分

子组装提供大骨架分子模板ꎬ增强短肽分子间的氢键、亲疏水作用力等相互作用力ꎬ从而提高水凝胶的力

学强度和生物稳定性ꎬ同时细胞毒性实验还证明该水凝胶具有优异的生物兼容性ꎮ 我们将该水凝胶作为

胶质瘤类器官的体外培养基质ꎬ借助 ３Ｄ 生物打印技术把胶质瘤细胞种植到水凝胶内部ꎬ此技术能够确保

细胞在水凝胶内均匀分散ꎮ 培养一周后ꎬ获得了尺寸接近九百微米的胶质瘤类器官ꎬ而且类器官内细胞

存活率超过 ９０％ꎬ这证实了我们所设计的水凝胶作为肿瘤类器官培养基质的可行性ꎮ 以肽自组装水凝胶

作为类器官培养的基质胶ꎬ该水凝胶具有组分明确、免疫源性低等优势ꎬ可实现批次稳定ꎻ丝素蛋白的引

入不但增强了水凝胶的机械和生物稳定性ꎬ还保留了肽自组装水凝胶的纳米纤维三维网络结构ꎬ该结构

可模拟天然胞外基质的微结构ꎬ为细胞的扩增提供仿生的三维微环境ꎬ有利于更真实的肿瘤类器官的构

建ꎮ 本工作研究成果有助于解决传统培养基质材料存在的环境模拟不足、机械性能限制等问题ꎬ提高培

养肿瘤类器官的质量和稳定性ꎬ从而更准确地模拟肿瘤的生物学行为ꎬ为肿瘤的发病机制研究、药物筛选

和个性化治疗提供更可靠的实验模型ꎮ

　 　 　 　 图 １　 肽 /丝素蛋白复合水凝胶的制备与胶质瘤类器官体外构建应用示意图
　 　 　 　 Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅ / ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ

１　 实验材料与方法

１.１　 实验材料

可溶性丝素蛋白购自苏州丝美特生物技术有限公司ꎬ９￣芴甲氧羰基保护的亮氨酸 －亮氨酸二肽

(Ｆｍｏｃ￣ＬＬ)(≥９８.０％)购自上海吉尔生化有限公司ꎬ杜氏改良 Ｅａｇｌｅ 培养基(ＤＭＥＭ)、胎牛血清(ＦＢＳ)、青
霉素 /链霉素(Ｐ / Ｓ)和磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)购自赛默飞世尔科技有限公司ꎬ１％ ＨＥＰＥＳ 缓冲液、１％ Ｌ－谷氨

酰胺、细胞活性与细胞毒性检测试剂盒和细胞计数(ＣＣＫ￣８)试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司ꎬ鼠源脑
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胶质瘤细胞系 ＧＬ２６１ 细胞购自美国模式培养物集存库(Ａｍｅｒｉｃａｎ ｔｙｐｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬ ＡＴＣＣ)ꎮ
１.２　 实验方法

１.２.１　 ＳＦ 溶液的制备

称取 ５０ ｍｇ 的可溶性丝素蛋白于 １ ｍＬ 超纯水中ꎬ轻微摇晃混匀后至完全溶解ꎬ可得到 ＳＦ 溶液ꎮ
１.２.２　 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 溶液的制备

将称取的 ２.３３ ｍｇ Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 粉末加入 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养基中并超声 ２ ｍｉｎꎬ直至样品均匀溶解ꎬ得到

Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 溶液ꎮ
１.２.３　 ＬＬ / ＳＦ 水凝胶的制备

向上述所制备的 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 溶液中加入一定量的 ＳＦ 溶液ꎬ随后用移液枪快速吹吸均匀并放于室温下静

置ꎬ数秒后即可得到 ＬＬ / ＳＦ 水凝胶ꎮ Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 与 ＳＦ 质量比为 ４ ∶１ꎮ
１.２.４　 水凝胶形貌表征

宏观形貌:采用相机拍照记录不同的水凝胶样品ꎮ
扫描电子显微镜(ＳＥＭ)表征:首先将水凝胶置于液氮中快速冷冻ꎬ随后转移至冷冻干燥机中进行干燥ꎮ

使用导电胶将干燥后的水凝胶固定于样品台表面ꎬ并在 ４０ ｍＡ 电流条件下进行 ６０ ｓ 的镀金处理ꎮ 之后在加

速电压为 ５ ｋＶꎬ电流 １０ μＡ 条件下的扫描电子显微镜(ＳＵ８０２０ꎬ Ｈｉｔａｃｈｉ)观察形貌ꎮ
原子力显微镜(ＡＦＭ)表征:用干净牙签取少量水凝胶样品均匀涂抹在硅片表面ꎬ经真空干燥 １２ ｈ 后ꎬ通

过原子力显微镜(Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ ＦａｓｔＳｃａｎ Ｂｉｏꎬ Ｂｒｕｋｅｒ)观察样品ꎬ扫描范围 ５ μｍ × ５ μｍꎮ 获取的图像通过

ＮａｎｏＳｃｏｐｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ软件进行形貌分析ꎮ
１.２.５　 水凝胶光谱表征

圆二色(ＣＤ)光谱表征:使用圆二色光谱仪(Ｃｈｉｒａｓｃａｎ Ｖ１００ꎬ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃｓ)进行测试ꎮ 将水凝

胶样品稀释到 ０.５ ｍｇ / ｍＬ 后ꎬ用移液枪吸取 １０ μＬ 样品于 １ ｍｍ 厚的样品槽中ꎬ且保证无气泡产生ꎬ采集波

长范围 １９０~２６０ ｎｍꎮ 所获得 ＣＤ 光谱是 ３ 次测量的平均值ꎬ并且均扣除了去离子水的光谱信息ꎮ
衰减全反射—傅里叶变换红外(ＡＴＲ￣ＦＴＩＲ)光谱表征:冻干后的水凝胶样品用红外光谱(ＡＬＰＨＡ ＩＩꎬ

Ｂｒｕｋｅｒ)进行结构表征ꎬ红外光谱仪的分辨率为 ４ ｃｍ－１ꎮ 用红外光谱仪扣除背景后进行样品的红外分析ꎬ扫
描范围为 ４００~４ ０００ ｃｍ－１ꎮ 之后将各个样品的光谱结果用 Ｐｅａｋｆｉｔ 软件对酰胺 Ｉ 带(１ ６００~１ ７００ ｃｍ－１)进行

去卷积分析:１ ６１５~１ ６４０ ｃｍ－１、１ ６４１~１ ６６０ ｃｍ－１和 １ ６６０~１ ６７０ ｃｍ－１的峰分别归属于 β－折叠、无规卷曲与

α－螺旋和 β－转角ꎬ从而得到不同水凝胶的二级结构含量ꎮ
１.２.６　 水凝胶流变力学表征

使用流变仪(ＭＣＲ３０２ꎬ ＡｎｔｏｎＰａａｒ)对水凝胶的流变力学性能进行表征ꎮ 用模具制备与 １２ ｍｍ 的平板

转子大小一致的样品ꎬ将样品放在工作台的中央ꎬ温度设置为 ２５ ℃恒定ꎮ
振幅扫描测试条件:频率恒定为 １ Ｈｚꎬ剪切应变范围 ０.０１％ ~１００％ꎻ
恢复性能测试条件:在振荡模式下固定频率为 １ Ｈｚꎬ设置初始测量段剪切应变为 ０.１％ꎬ时间 ３０ ｓꎬ之后

进行 ３ 个循环的交替应变 １００％(６０ ｓ)和 ０.１％(６０ ｓ)的时间扫描ꎬ评估水凝胶的可恢复性能ꎮ
１.２.７　 水凝胶稳定性测试

在培养皿中制备等量的纯 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 水凝胶和掺杂丝素蛋白的 ＬＬ / ＳＦ 水凝胶ꎬ并在 ３７ ℃的 ＰＢＳ 缓冲液

中培养数天ꎬ期间每 １２ ｈ 更换一次新鲜 ＰＢＳ 缓冲液ꎮ 然后去除 ＰＢＳ 缓冲液ꎬ记录剩余水凝胶的照片图像ꎬ
评估水凝胶的形态变化情况ꎬ从而分析其生物稳定性ꎮ
１.２.８　 肿瘤细胞培养

本工作以胶质瘤 ＧＬ２６１ 细胞作为代表细胞ꎮ 将 ＧＬ２６１ 细胞在含有 １０％胎牛血清、１％ Ｌ－谷氨酰胺、
１％ ＨＥＰＥＳ和 １％青霉素－链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 培养基中进行培养ꎮ
１.２.９　 细胞毒性与细胞增殖

采用 ＣＣＫ￣８ 法对水凝胶的细胞毒性与增殖进行研究ꎬ检测样品对细胞活力及增殖性能的影响ꎮ 将凝胶

样品浸入无菌 ＰＢＳ 溶液中浸泡 ３ ｄꎬ每半天换一次液ꎮ 将 ＧＬ２６１ 细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ细胞浓度为 ５×
１０５ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎮ 待细胞贴壁后ꎬ每孔加 １０ μＬ 凝胶样品ꎮ 分别在第 １、３ 和 ５ ｄꎬ每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂和

１００ μＬ ＤＭＥＭ 完全培养基ꎮ 在培养箱中于 ３７ ℃条件下孵育 ２ ｈ 后用酶标仪(Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
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Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)测试其在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 每组试验重复 ３ 次ꎬ细胞活力的计算公式:
细胞存活率(％)＝ (实验组吸光度－空白组吸光度) / (对照组吸光度－空白组吸光度)×１００ꎮ

通过活 /死细胞染色评估细胞活性:染色前用 ＰＢＳ 洗涤样品 ３ 次去除培养基残留ꎬ随后用 ＰＢＳ 溶液配制

的 １０ μＬ / ｍＬ 钙黄绿素(Ｃａｌｃｅｉｎ￣ＡＭ)和 ５ μＬ / ｍＬ 碘化丙啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬ ＰＩ)标记活细胞和死细胞ꎬ并
于 ３７ ℃的细胞培养箱中孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 染色完成后ꎬ再次用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次以去除未结合的染料ꎮ 置于激光共

聚焦显微镜(ＳＰ８ ＳＴＥＤ ３Ｘꎬ Ｌｅｉｃａ)下观察细胞ꎮ 其中ꎬ活细胞会被标记成绿色ꎬ死细胞会被标记成红色ꎮ
最后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量分析细胞状态ꎮ
１.２.１０　 水凝胶用于胶质瘤类器官的体外构建

本工作利用 ３Ｄ 生物打印技术将 ＧＬ２６１ 细胞种植在肽 /丝素蛋白复合水凝胶内进行 ３Ｄ 培养以实现胶

质瘤类器官的体外构建ꎮ 细胞植入前ꎬ将水凝胶在 ＤＭＥＭ 完全培养基中浸泡约 １ ｈꎬ在无菌环境下用液滴式

３Ｄ 打印机(ＣｅｌｌＪｅｔꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)将 ２０ μＬ 密度为 １０６ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 的 ＧＬ２６１ 细胞悬浮液打印到水凝

胶中ꎮ 打印参数:喷嘴直径为 １９０ μｍꎬ液滴体积为 ２００ ｎＬꎬ液滴间隔为 ０.９ ｍｍꎮ 然后加入适量的培养基以

浸没水凝胶支架ꎬ然后在 ３７ ℃、５％体积分数的 ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养ꎮ 定期测量细胞球的生长和形态ꎮ
每 ２ ｄ 更换一次培养基ꎮ 并通过活 /死细胞染色实验对细胞活性进行测试ꎮ

２　 结果与讨论

２.１　 水凝胶形貌表征

纯 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 在 ＤＭＥＭ 环境下可通过自组装形成水凝胶ꎬ但该凝胶化过程比较缓慢ꎬ往往需要数天时间才

能完成ꎮ 但当向 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 的 ＤＭＥＭ 溶液中加入少量的丝素蛋白溶液后ꎬ混合体系的凝胶化过程可在数小时

内完成ꎮ 利用扫描电镜对这两种水凝胶进行形貌表征后发现(图 ２(ｂ)、(ｅ))ꎬ纯 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 自组装形成的水凝

胶是由仿生的纳米纤维结构构成ꎻ掺杂丝素蛋白后得到的复合水凝胶同样呈现出纳米纤维网络结构ꎬ说明丝素

蛋白的掺杂不会改变水凝胶的微观结构ꎮ 原子力显微镜也进一步证实(图 ２(ｃ)、(ｆ))ꎬ无论有无丝素蛋白的掺

杂ꎬ所得到的自组装水凝胶均为纳米纤维网络结构ꎮ 这种纳米纤维结构可模拟天然 ＥＣＭ 中的胶原纤维网络ꎬ
为细胞提供仿生的微环境ꎬ可促进细胞的存活与增殖ꎬ并有利于更真实的肿瘤类器官的体外构建ꎮ

图 ２　 水凝胶照片与形貌表征
Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｏｔｏｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ
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２.２　 水凝胶光谱表征

为深入探究丝素蛋白诱导短肽 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 实现快速组装并凝胶化的机制ꎬ我们对所制备的水凝胶开展了

圆二色光谱和红外光谱的表征与分析ꎮ 通过圆二色光谱(ＣＤ)对 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ、ＬＬ / ＳＦ 及 ＳＦ 水凝胶在水介质中

的构象特性进行了表征(图 ３(ａ))ꎮ 结果显示ꎬＦｍｏｃ￣ＬＬ 自组装水凝胶在 ２０３ ｎｍ 处呈现明显的负峰ꎬ同时在

２１８ ｎｍ 处出现正峰ꎬ这一特征与反平行 β－折叠结构相符ꎬ表明 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 分子通过自组装形成了以 β－折叠

为主的纳米纤维结构ꎮ 相比之下ꎬＳＦ 在 １９４ ｎｍ 处表现出单一的负峰ꎬ这是无规卷曲结构的特征ꎮ ＬＬ / ＳＦ 复

合水凝胶的光谱在 １９１、２１２ 和 ２２４ ｎｍ 处出现负峰ꎬ并在 １９５ ｎｍ 处伴随正峰ꎬ表明其同时存在 β－折叠与 α－螺
旋结构ꎬ表明 ＳＦ 的引入可能通过分子间相互作用部分稳定了 ＬＬ 的 β－折叠网络ꎬ但未完全改变其主导结构ꎮ

傅里叶变换红外光谱(ＦＴＩＲ)进一步揭示了 ＳＦ 水凝胶在 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 引入后的结构变化(图 ３( ｂ))ꎮ
Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 水凝胶在 １ ６２５ ｃｍ－１和 １ ５１６ ｃｍ－１处的吸收峰与 β－折叠构象有关ꎮ 加入 ＳＦ 后ꎬＬＬ / ＳＦ 混合水凝胶

在 １ ６３７ ｃｍ－１和 １ ５３５ ｃｍ－１处仍存在类似吸收峰ꎬ说明 ＳＦ 的引入未显著破坏 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 的 β－折叠框架ꎮ ＳＦ
在 １ ６４８ ｃｍ－１和 １ ５１４ ｃｍ－１处有明显的吸收峰ꎬ这与 ＳＦ 的无规卷曲构象相关ꎬ与 ＣＤ 结果一致ꎮ 通过对红外

光谱酰胺 Ｉ 带(１ ６００ ~ １ ７００ ｃｍ－１)的二级结构定量分析显示(图 ３( ｃ))ꎬ复合凝胶中 β－折叠含量较纯

Ｆｍｏｃ￣ＬＬ水凝胶有所增加ꎬ表明 ＳＦ 的掺杂使体系的结构更有序ꎮ

图 ３　 水凝胶的光谱表征: (ａ) 圆二色光谱ꎻ (ｂ) 红外光谱ꎻ (ｃ) 二级结构统计
Ｆｉｇ.３　 Ｓｐｅｃｔｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ: (ａ) ｃｉｒｃｕｌａｒ ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍꎻ

(ｂ) ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍꎻ (ｃ) ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

２.３　 水凝胶力学性能表征

尽管纯 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 能够自组装形成水凝胶ꎬ但其力学强度欠佳ꎬ弹性模量处于百帕级别ꎬ与肿瘤类器官培

养对培养基质胶力学性能的要求相差甚远ꎮ 通过引入丝素蛋白进行复合后ꎬ水凝胶的弹性模量提升至千帕ꎬ
这一显著的性能改善证实ꎬ丝素蛋白与 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 分子间的协同作用能够有效增强水凝胶的力学性能(图 ４
(ａ))ꎮ 循环应变扫描实验表明ꎬ在高应变条件下ꎬ两种水凝胶均会发生屈服ꎬ储能模量和损耗模量显著下

降ꎬ而在低应变条件下停止剪切后ꎬ模量能够迅速恢复(图 ４(ｂ)、(ｃ))ꎮ 这一现象展示了水凝胶从以弹性为

主向以粘性为主的转变能力ꎬ同时证明了两种水凝胶的快速自愈合特性ꎮ 在本工作中ꎬ通过生物 ３Ｄ 打印的

方式将细胞均匀的种植在水凝胶内ꎬ以实现均一化肿瘤类器官制备ꎬ水凝胶的这种快速愈合特性有助于其对

种植细胞的快速包裹ꎬ从而有效减少细胞流失ꎬ保障类器官构建中细胞的初始数量和分布稳定性ꎮ

图 ４　 水凝胶的力学性能表征: (ａ) 振幅扫描ꎻ (ｂ) ＬＬ 水凝胶恢复性能表征ꎻ (ｃ) ＬＬ / ＳＦ 水凝胶恢复性能表征
Ｆｉｇ.４　 Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ: (ａ) ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓꎻ (ｂ) ｒｅｃｏｖｅｒａｂｌｅ ｐｒｏｐｅｒｔｙ

ｏｆ ＬＬ ｈｙｄｒｏｇｅｌꎻ (ｃ) ｒｅｃｏｖｅｒａｂｌｅ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ＬＬ / ＳＦ ｈｙｄｒｏｇｅｌ
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２.４　 水凝胶稳定性表征

良好的生物稳定性是类器官培养基质胶不可或缺的性能之一ꎮ 类器官培养基质胶需要具备足够的生物稳

定性ꎬ才能为类器官生长提供所需的仿生三维微环境ꎮ 为了探究丝素蛋白的掺杂能否提高水凝胶的稳定性ꎬ我
们将浸泡在 ＰＢＳ 中的肽 /丝素蛋白复合水凝胶(ＬＬ / ＳＦ)和纯 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 自组装形成的水凝胶在 ３７ ℃下进行孵

育ꎬ并每天记录孵育状态下水凝胶结构完整程度ꎮ 如图 ５(ｂ)所示ꎬ在长达 ７ ｄ 的孵育时间内ꎬ肽 /丝素蛋白复合

水凝胶几乎能一直保持初始状态的完整性ꎬ未发生解聚ꎬ说明水凝胶具有良好的生物稳定性ꎬ而 Ｆｍｏｃ￣ＬＬ 水凝

胶则在孵育过程中逐渐解聚ꎬ至第 ７ ｄ 时已完全解聚(图 ５(ａ))ꎬ这使其无法满足作为类器官培养基质胶的基本

要求ꎮ 这一结果充分证明ꎬ丝素蛋白的掺入可以增强水凝胶的稳定性ꎬ以满足类器官体外培养的应用需求ꎮ 水

凝胶力学性能与稳定性的增强ꎬ可归因于两方面作用:一方面ꎬ丝素蛋白的大分子链结构为短肽分子的有序排

列提供了组装模板ꎬ通过提升短肽分子的组装有序性ꎬ强化了分子间作用力ꎻ另一方面ꎬ丝素蛋白分子能与短肽

分子借助 π￣π 堆积、疏水相互作用等方式实现共组装ꎬ进一步稳固了整个组装体系的稳定性ꎮ

图 ５　 水凝胶生物稳定性表征
Ｆｉｇ.５　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

２.５　 水凝胶细胞相容性表征

本工作通过监测与复合凝胶共培养细胞的光密度值(ＯＤ４２０ ｎｍꎬ反映细胞相对数量)及细胞存活率随培养

时间的变化评估水凝胶的细胞相容性ꎮ 如图 ６(ａ)所示ꎬ细胞 ＯＤ 值随培养天数的增加呈持续增长趋势ꎬ也
即细胞在该共培养体系中增殖活跃ꎬ生长状态良好ꎬ由此说明水凝胶具有较高的细胞相容性ꎮ 同时ꎬ采用

ＣＣＫ￣８ 试剂盒法测定细胞存活率ꎬ实验设立对照组(仅细胞)与空白组(仅培养基)ꎬ并依据公式计算得到

(图 ６(ｂ))细胞存活率始终维持在 ９５％以上ꎬ进一步证实了水凝胶高的细胞相容性ꎮ
进一步ꎬ通过活 /死细胞双染实验验证复合水凝胶的生物相容性ꎬ通过共聚焦显微镜观察发现(图 ６(ｃ))ꎬ

在培养的第 １、３、５ ｄꎬ大部分细胞被特异标记活细胞的染料标记ꎬ呈现绿色荧光ꎻ仅有少部分细胞被特异标记死

细胞的 ＰＩ 染料标记ꎬ呈现红色ꎮ 且绿色荧光强度随培养时间延长而增强ꎬ表明细胞活性较高且能持续增殖ꎮ
对不同培养天数的细胞活死比例进行统计发现(图 ６(ｄ)—(ｅ))ꎬ活细胞占比均在 ９５％以上ꎮ 上述结果表明ꎬ
肽 /丝素蛋白复合水凝胶具有良好的细胞相容性ꎬ为其在肿瘤类器官体外培养中的应用提供安全性依据ꎮ
２.６　 水凝胶在肿瘤类器官培养中的应用

我们借助 ３Ｄ 生物打印技术ꎬ将胶质瘤细胞的种植在复合水凝胶支架内(图 ７(ａ)—(ｂ))ꎮ 这种种植方

式可精确控制微球的大小、形状及细胞分布ꎬ有利于尺寸均一且稳定的肿瘤类器官的构建ꎬ从而保证肿瘤类

器官后续应用如药物筛选等结果的可靠性ꎮ 由于水凝胶基质胶的支撑作用ꎬｄ 胶质瘤细胞在培养的第 １ ｄ 即

可扩增形成直径约为 ２００ μｍ 的实心肿瘤类器官(图 ７(ｃ)—(ｄ))ꎮ 随着培养时间的推移ꎬ类器官的尺寸也

在不断增大ꎬ培养的第 ３ ｄ 时ꎬ类器官的直径扩增到接近 ５００ μｍꎬ到培养的第 ７ ｄꎬ类器官的直径约达 ８００ ~
９００ μｍꎮ 我们利用活死细胞染色实验对得到的类器官内细胞活性进行表征ꎮ 如图 ７(ｅ)所示ꎬ经过 ７ ｄ 的培

养ꎬ肿瘤类器官内的细胞表现出较高的活性(绿色标记的细胞)ꎬ细胞存活率超过 ９０％ꎬ并且死细胞并非集中

在类器官的中心区域ꎬ说明类器官中心的细胞仍可以获得足够的生存养料ꎬ上述结果表明ꎬ我们制备的复合

水凝胶可以作为肿瘤类器官体外培养的基质胶ꎬ所得到的类器官在药物筛选中能更精准地反映药物对器官

功能的影响ꎬ提高筛选效率和预测准确性ꎬ降低动物实验依赖性ꎮ
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图 ６　 水凝胶生物安全性评估: (ａ—ｂ) ＣＣＫ￣８ 表征ꎻ (ｃ) 活性细胞染色表征ꎻ (ｄ—ｅ) 活死细胞比例统计
Ｆｉｇ.６　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ: (ａ－ｂ) ＣＣＫ￣８ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎻ (ｃ) ｌｉｖｅ / ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ (ｄ－ｅ) ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｎ

ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅ ａｎｄ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ

图 ７　 水凝胶 ３Ｄ 打印的胶质瘤类器官的体外培养: (ａ) ３Ｄ 打印胶质瘤细胞示意图ꎻ (ｂ) 种植细胞的水凝胶照片ꎻ (ｃ) 细胞
团阵列的光学显微镜照片ꎻ (ｄ) 不同培养时间的细胞团光学显微镜照片ꎻ (ｅ) 培养 ７ ｄ 后的细胞团的活死染色表征

Ｆｉｇ.７　 Ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ３Ｄ￣ｐｒｉｎｔｅｄ ｇｌｉｏｍａ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ: (ａ) ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ３Ｄ￣ｐｒｉｎｔｅｄ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓꎻ (ｂ)
ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｃｅｌｌ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｈｙｄｒｏｇｅｌꎻ (ｃ) ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｒｒａｙꎻ (ｄ) ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅｓꎻ (ｅ) ｌｉｖｅ￣ｄｅａｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ



　 第 １０ 期 刘欣怡ꎬ等:丝素蛋白增强的肽自组装水凝胶的制备及其在肿瘤类器官构建中的应用 １２５　　 　

３　 结论

本研究针对传统肿瘤类器官培养基质胶的动物源性和质控难题ꎬ创新性地构建了兼具仿生微结构和高

强度稳定性的肽 /丝素蛋白复合水凝胶基质材料ꎮ 该材料以生物内源肽自组装水凝胶为基础ꎬ通过引入少量

丝素蛋白ꎬ利用其与短肽分子间的氢键、疏水相互作用及模板效应ꎬ从分子层面调控自组装行为ꎬ显著提升水

凝胶的力学强度与生物稳定性ꎮ 值得强调的是ꎬ这种复合策略在实现力学性能、稳定性与加工性协同优化的

同时ꎬ完整保留了肽自组装水凝胶仿生的纳米纤维结构ꎬ并维持了其生物相容性的优势ꎮ 实验证明ꎬ该复合

水凝胶在胶质瘤类器官培养中表现优异ꎬ一周内即可形成百微米级的类器官ꎬ且保持高细胞存活率ꎬ展现其

作为肿瘤类器官培养基质的可行性ꎮ 这种天然高分子与短肽" 优势互补" 的设计思路———丝素蛋白弥补纯

肽水凝胶性能缺陷ꎬ而短肽确保体系生物相容性与仿生微环境ꎬ为开发高性能类器官培养基质提供了新方

向ꎮ 本工作不仅为解决类器官培养的稳定性和可重复性问题提供了新方案ꎬ更为肿瘤发病机制研究、药物筛

选及个性化治疗建立了更可靠的实验模型ꎬ将有力推动肿瘤精准医疗的发展ꎮ
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ｗｉｔｈ Ｈｏｆｍｅｉｓｔｅｒ ｅｆｆｅｃｔ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｌｌｏｉｄ ａｎｄ Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２３ꎬ ６３９:１￣６.
[２７] ＳＨＵＡＩ Ｙ Ｊꎬ ＺＨＥＮＧ Ｍ Ｄꎬ ＫＵＮＤＵ Ｓ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｓｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｂａｓｅｄ ３Ｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
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[２８] ＳＨＥＮ Ｃ Ｙꎬ ＺＨＯＵ Ｚ Ｙꎬ ＬＩ Ｒ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ￣ｂａｓｅｄ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ ｆｏｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｉｎ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ[ Ｊ] .
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ｔｏ ａｄｖａｎｃｅｄ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｔｏｄａｙ Ｂｉｏꎬ ２０２２ꎬ １６:１００３８１
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[３２] ＫＩＭ Ｓ Ｈꎬ ＹＥＯＮ Ｙ Ｋꎬ ＬＥＥ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ｐｒｉｎｔａｂｌｅ ａｎｄ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｂｉｏｉｎｋ ｆｏｒ ｄｉｇｉｔａｌ ｌｉｇｈｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
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