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基于3D打印新型细胞支架构建及

在细胞培育肉中的应用

郭翔1，王守伟2,3，李莹莹2,3，孔保华1*

（1.东北农业大学食品学院，黑龙江哈尔滨 150030）（2.中国肉类食品综合研究中心，北京 100068）

（3.肉类加工技术北京市重点实验室，北京 100068）

摘要：3D 打印技术作为一种新兴的制造工艺，通过逐层沉积的方式可以快速生成与天然组织类似的人工组织

构造。然而，用于构建细胞培育肉的 3D 打印支架鲜有报道且亟待开发。因此，基于可食用材料的支架亟待开发，

同时支架的可塑型及高效性等问题亟需进一步优化。该研究基于可食用蛋白材料开发了 3D 打印墨水并制备了支架。

首先分析优化了 3D 打印性能和打印参数，进一步基于吸水性和降解率研究支架的机械稳定性，最后通过细胞增殖

培养、活 / 死细胞染色研究及组学分析阐明支架的生物相容性及与细胞的互作关系。结果表明：4.00 mm3/s 挤出速度结

合 6.00 mm/s 打印速度制备的支架在均一性和可塑性及精度方面显著高于其他组合组别；在交联时间方面，10 min 交联

时间的支架在生物相容性上显著高于其他组别，同时具备更好的机械稳定性及支撑性。此外，10 min 交联时间的支

架在细胞贴附、增殖和迁移能力显著优于其他组别；细胞增殖曲线进一步揭示了支架在细胞培养中的优异性能；研

究阐明了支架与细胞的互作关系，为细胞培育肉制造提供了新的方法和思路。
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Abstract: The emerging manufacturing process, 3D printing, can rapidly generate artificial tissue structures resembling 

natural tissues through layer-by-layer deposition. However, 3D-printed scaffolds for constructing cell-cultured meat have 

been rarely reported. Therefore, edible material-based scaffolds should be developed without delay, and issues such as the 

plasticity and efficiency of such scaffolds need further optimization. In this study, 3D printing ink was developed using edible 

收稿日期：2024-04-02

基金项目：国家重点研发计划项目（2023YFD2100102）；国家自然科学基金青年项目（22005019）

作者简介：郭翔（1996-），男，硕士研究生，研究方向：细胞培育肉中 3D 生物打印墨水及支架的研发，E-mail ：312043403@qq.com

通讯作者：孔保华（1963-），女，博士，教授，研究方向：畜产品加工，E-mail ：kongbh@163.com

引文格式：

郭翔,王守伟,李莹莹,等. 基于3D打印新型细胞支架构建及在细胞培育肉中的应用[J] .现代食品科技,2025,41(5): 

174-183.

GUO Xiang, WANG Shouwei, LI Yingying, et al.  Construction of new cell scaffolds by 3D printing and their 

application in cell-cultured meat [J] . Modern Food Science and Technology, 2025, 41(5): 174-183.



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2025, Vol.41, No.5

 175 

protein materials to prepare scaffolds. First, the 3D printing performance and parameters were analyzed and optimized. 

Further, the mechanical stability of the scaffolds was assessed based on water absorption and degradation rates. Finally, 

the biological compatibility of the scaffolds and their interaction with cells were clarified through cell proliferation culture, 

live/dead cell staining, and omics analysis. The results show that scaffolds prepared with an extrusion speed of 4.00 mm3/s 

and a printing speed of 6.00 mm/s exhibit significantly higher uniformity, plasticity, and accuracy than those printed using 

other settings. Scaffolds with a 10-minute cross-linking time demonstrate significantly higher biological compatibility than 

those with a different cross-linking time, along with better mechanical stability and support. Furthermore, scaffolds with a 

10-minute cross-linking time exhibit significantly better cell adhesion, proliferation, and migration capabilities than those 

with a different cross-linking time. Cell proliferation curves further reveal the excellent performance of these scaffolds in cell 

culture. The study clarified the interaction between scaffolds and cells and provided new methods and ideas for producing 

cell-cultured meat.

Key words: 3D printing scaffold; cell culture; transcriptomics; cell-cultured meat

随着全球肉类需求的不断增长和可持续发展的

迫切需求，细胞培育肉作为一种创新的替代品备受

关注 [1] 。然而，在体外模拟细胞生长的微环境并构

建具有肉类质感的肌肉组织仍是重大挑战 [2] 。近年

来，随着科技的发展，3D 打印技术作为一种新兴的

制造工艺引起了广泛的关注 [3,4] 。通过 3D 打印设备，

能够设计和制备具有微观结构的支架，为细胞提供

类似于体内三维生长微环境。同时，制备的 3D 打

印支架可以模拟自然的组织结构 [5] ，为细胞的附着、

分化和生长提供更好的支持 [6] 。尽管 3D 打印支架

在制造人造组织的构建方面显示出巨大的前景，但

制备支架的稳定性、生物相容性以及 3D 打印参数

的选择对最终产品的质量和性能至关重要。因此，

选择合适的生物相溶性材料以及交联方式制备具有

优异稳定性和生物相容性的支架对于制造理想人工

组织至关重要。

当前 3D 打印中所使用的生物墨水已得到了广

泛研究，其材料主要包括海藻酸盐 [7] 、胶原 [8] 、壳

聚糖 [9] 、明胶 [10] 、透明质酸 [11] 和丝素蛋白 [12] 等。在

3D 打印过程中，墨水以逐层沉积的方式制备 3D 构

建体，并通过物理或化学交联以稳定打印结构。然

而，当前研究中开发的墨水无法满足可打印性、生

物活性所需的标准，更重要的是，当前墨水多为不

可食用的材料，无法在生物培育肉中进行工业化应

用。蛋清作为一种天然的蛋白质，由多种球状蛋白

（卵清蛋白、卵转铁蛋白和卵类粘蛋白等）组成，

具有较好的生物相容性 [13,14] 。同时，卵清蛋白或卵

类粘蛋白可以改善支架上的细胞粘附和增殖  [15] 。因

此，蛋清是 3D 打印墨水制备的可用材料。然而，

由于蛋清水分含量高不具备可直接打印能力，需要

与其它成分混合使用。明胶是从动物的结缔组织

中提取的天然胶原蛋白，也被广泛认为是生物相

容性极高的材料  [16,17] 。此外，明胶作为温敏性材

料，其凝胶化的温度通常在 25 ℃到 35 ℃  [18] 。这

一温度区间允许明胶基墨水在 3D 打印过程中以

液体形式进行注射或挤出，并在打印后迅速形成

凝胶以支持所需的结构。当温度升高到 35 ℃以

上时，明胶从凝胶转变为溶液。这种性质对于支

架的结构稳定性产生严重的影响  [19] 。因此，通过

物理或化学方法进行交联以提高明胶基支架的稳

定性是必要的。

为了开发应用于细胞培育肉的可食用支架，研

究通过明胶溶液与蛋清混合制备一种新兴的复合墨

水，通过 3D 打印制备支架。之后，使用戊二醛作

为交联剂进一步增强支架稳定性。首先通过调整 3D
打印参数使墨水达到均匀挤出的状态，以期提高打

印支架的精准度和整体打印效果。通过打印性能的

评估优化 3D 打印参数。进一步通过吸水率和降解

率评估不同交联时间支架的机械稳定性。通过细胞

增殖及活力评估不同交联时间对支架生物相容性的

影响。最后，通过细胞培养、组学分析和实时荧光

定量 PCR 研究支架与细胞的相互作用，为细胞培育

肉的实验室研究和工业化制造提供创新性的支架并

为其制造提供一种潜在新方法。

1  材料与方法

1.1 试剂与细胞系

试剂：戊二醛溶液，中国阿拉丁有限公司；高

糖培养基（DMEM）、胰酶消化液、CCK-8 试剂盒、

PBS缓冲液（PBS）、组织细胞固定液、曲拉通X-100、
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FITC 标记荧光染料、DAPI 荧光染料（DAPI）、钙

黄绿素乙酰氧基甲酯（Calcein-AM）/ 碘化丙啶

（PI），中国索莱宝生物有限公司；胎牛血清（FBS），
美国 Thermo Fisher 公司；TRlzol 试剂，美国 Life 
Technologies 公司。

细胞系：本实验使用的细胞为鸡成肌细胞，成

肌细胞取自 18 d 日龄的鸡胚腿部肌肉组织，通过酶

解获得。

1.2 仪器与设备

BSA224S 分析天平，德国 Sartorius 公司；1300-
A2 生物安全柜、Heracell VIOS 160i 细胞培养箱、

NanoDrop One 微量紫外分光光度计、ST8R 台式离

心机，美国 Thermo Fisher 公司；SUNP BIOMAKER 
2i 生物打印机，中国上普生物科技有限公司；

SMZ1270 体式显微镜、ECLIPSE Ti2 荧光倒置显微

镜，日本 Nikon 公司；LightCycler 480 II 实时荧光

定量 PCR 仪，美国 Roche 公司；SU8020 扫描电子

显微镜，日本 Hitachi 公司；Synergy™ H4 多探测器

酶标仪，美国 Bio Tek 公司。

1.3 方法

1.3.1 3D打印墨水的制备

当地食品超市中随机购买新鲜褐色壳鸡蛋

（50~60 g），将蛋清与蛋黄小心分离。称取一定量

的明胶粉末，在 40 ℃的水中溶解配置成质量分数

为 10% 的明胶溶液。将分离好的蛋清加入到明胶溶

液中混合均匀以制备打印墨水，其中蛋清和明胶的

体积比为 1:1，制备完成的墨水放置 4 ℃保存并用

于 3D 打印。

1.3.2 支架微观结构观察

为了表征交联前后支架的微观形态，对样品进

行冷冻干燥，并在真空条件下对干燥后的样品进行

镀金处理，然后使用扫描电子显微镜在 15 kV 的工

作电压下对样品进行观察。

1.3.3 打印性能测试

对打印性能（Pr）进行了评估，以确定用墨水

印刷结构体的形状保真度，打印性能计算公式（1）
如下：

Pr = 
L2

16A                                                            （1）

式中：

L——孔隙的周长，cm ；

A——孔径的面积，cm2
。

为了进行分析，使用体试显微镜随机获取每个

印刷构建体的光学图像。随机选取图像进行打印性

能分析。打印结构的均匀性是通过光学图像中测量

线股尺寸大小进行分析。

1.3.4 吸水率测定

支架制备完成后，用 PBS 缓冲液清洗样品

10 min，然后用分析天平称量支架湿重（Mw），记

录冷冻干燥后的干重（Md），并根据公式（2）计算

样品的吸水率（WHC）：

B = 
Mw-Md

Md
                                                       （2）

式中：

B——吸水率（WHC）。

Mw——支架湿重，g ；

Md——冷冻干燥后的干重，g。

1.3.5 降解率测定

将制备的样品放入 6 孔板中，每孔含 3 mL PBS
缓冲液，在 37 ℃下恒温浸泡不同时间（1、5、10、
15、20、30、40、50 d）后称重。降解率（R）由公

式（3）计算得出：

R = 
Wo-Wt

Wo
×100%                                            （3）

式中：

R——降解率，% ；

Wo——未浸泡 PBS 的支架质量，g ；

Wt——浸泡过 PBS 的支架质量，g。

1.3.6 细胞接种及培养

将支架放置于每毫升 1×105 个的细胞悬液中，

37 ℃静置 2 h，随后补充培养基至没过支架并进行

细胞培养，每 24 h 更换培养基。

1.3.7 细胞增殖测定

使用 CCK-8 试剂盒评估细胞增殖。将接种细

胞后的支架放置在 37 ℃、体积分数为 5% 的 CO2

环境中培养，在第 1、2、3、4、5、6 和 7 天进行

CCK-8 检测，以确定支架中细胞的增殖情况。在培

养后的相应天数取出平板，加入 10 µL CCK-8 溶液。

孵育 4 h 后，取出 100 µL 相应的溶液，最后使用多

探测器酶标仪在 450 nm 波长下测量吸光度。

1.3.8 免疫荧光染色

用 Calcein-AM 和 PI 染色法进行活 / 死细胞检

测。将培养 7 d 带有细胞的支架材料切成 1 cm×1 cm
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的正方形，放入 6 孔板中，加入 2 mL PBS 缓冲液

和 Calcein-AM/PI 溶液（1 µL 和 3 µL）染色支架。

用 PBS 冲洗支架，并在荧光显微镜下观察。

用 PBS 清洗支架并在室温下用多聚甲醛溶液固

定 10 min。然后，用 Triton X-100 处理支架 5 min
使其通透。去除液体，加入 FITC 进行细胞骨架染色

30 min。最后加入 DAPI 染色细胞核 15 min。取出溶液

并用 PBS 冲洗支架 3 次，然后置于显微镜下观察。

1.4 转录组测序

1.4.1 RNA提取、定量和鉴定

根 据 TRlzol Reagent 的 使 用 说 明 书 提 取 总

RNA。使用微量紫外分光光度计测量 RNA 浓度和

纯度。使用 Agilent Bioanalyzer 2100 系统 (Agilent 
Technologies，CA，USA) 的 RNA Nano 6000 检 测

试剂盒评估 RNA 的完整性。

1.4.2 转录组测序文库制备及测序

每个样品起始建库的总量为 1 µg。根据制

造商提供的说明，使用 Hieff NGS Ultima Dual-
mode mRNA Library Prep Kit for Illumina（Yeasen 
Biotechnology, China）生成测序文库，并将 index 添

加到每个样本的序列中。简而言之，使用带有 oligo
（DT）的磁珠从总 RNA 中调取 mRNA。合成第一

链 cDNA，随后进行第二链 cDNA 合成。末尾突出

端通过外切核酸酶和聚合酶活性进行修复转化为平

末端。DNA 片段 3′ 末端腺苷酸化后，连接具有发

夹环结构的 NEBNext 接头。使用 AMPure XP 磁珠

（Beckman Coulter，Beverly, USA）对文库片段进行

纯化。然后加入 3 µL USER Enzyme（NEB，USA）

在 37 ℃下孵育 15 min，在 PCR 前在 95 ℃下反应

5 min。之后用高保真 DNA 聚合酶、通用 PCR 引物

和 index（X）引物进行 PCR。最后，纯化 PCR 产物

（AMPure XP 磁珠）并在 Agilent Bioanalyzer 2100 系

统上评估文库质量。据制造商的说明，在 Illumina 
NovaSeq 平台上对文库进行测序，生成 150 bp 的双

末端序列。

1.4.3 数据分析

原始读数使用生物信息学分析平台 BMKCloud
（www.biocloud.net）进一步处理。Fastq 格式的原

始数据（Raw data）首先通过内部 perl 脚本进行处

理。在这一步中，通过从原始数据中删除包含接头

的序列、包含 ploy-N 的序列和低质量的序列来获得

有效数据（Clean data）。同时计算 Q20、Q30、GC
含量和序列重复水平。所有下游分析均基于高质量

的 Clean data。基因功能通过序列比对基于以下数

据库进行注释：KO（KEGG Ortholog database）；GO
（Gene Ontology）。使用 edgeR 对两个样本进行差

异表达分析。将 FDR ＜ 0.01 和 Fold Change ≥ 4 设

置为显着差异表达的阈值。再对差异表达基因进行

GO、KEGG 功能分析。

1.4.4 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）分析

使用 PrimeScript™ RT 试剂盒（TaKaRa, Japan）
将 RNA 反转录为 cDNA，并保存在 -80 ℃的储存器

中。使用 PrimeScript RT 试剂盒（TaKaRa，Japan）
在 10 µL 反应体积中加入 5 µL 2×SYBR Premix Ex 
Taq II（TaKaRa，Japan）、1 µL cDNA 和 0.5 µL 引物，

进行定量反转录 PCR（qRT-PCR）。反应在 Real-
Time PCR 仪（LightCycler 480 II，USA）检测系统

上进行评估。采用 2-ΔΔCT 法显示结果，并以 Gapdh
作为管家基因进行归一化。引物序列见表 1。

表 1  实时荧光定量PCR引物

table 1 Real-time PCR primers

Gene Primer sequence Product 
length/bp TM/℃

Gapdh F: GGAGAAACCAGCCAAGTAT
R: CCATTGAAGTCACAGGAGA 117 55.43

54.08

Col3a1 F: TCCTGGTTTCCGTGGCTTAC
R: CATCTTGACCACGGTCTCCC 148 60.04

60.04

Bmp7 F: TCCGCGAACGCTTCGATAAT
R: GCCCAGATGGTTCTGGAGTC 106 60.04

59.89

Bmp4 F: TTATGCCAAGTCCTGCTGGG
R: TTCATGGCTTTGGGCAGAGT 123 60.03

59.89

1.5 统计学分析

本研究所得实验数据均为三次重复测定的平均

值，结果表示为平均值 ± 标准差。使用 GraphPad 
Prism 10 软件进行统计分析，使用 Image J 进行图

像分析。采用 Tukey-Kramer 检验的单因素方差分析

方法评估各组之间的显著差异（P ＜ 0.05）。

2  结果与讨论

2.1 支架微观结构

使用扫描电子显微镜（SEM）研究支架的表面

和内部形态。如图 1 所示，与戊二醛交联后，所有

支架的表面形貌均呈现稳定的单层片状结构，支架
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内部呈现多孔结构。如图 1b 所示，支架内部不规

则孔径大小的直径约为 60~150 µm，这种多孔结构

可以促进营养物质交换，从而有助于细胞增殖和迁

移 [20] 。此外，鸡成肌细胞的大小通常在 30~100 µm
左右，因此所制备的支架可以满足细胞贴附、迁

移和增殖所需的空间，有利于维持支架内细胞的

生存和功能。同时，戊二醛溶液交联可以保持支

架的形状和结构，提高支架在细胞培养中的机械

稳定性。

图 1 3D 打印支架的微观结构

Fig.1 Microstructure of 3D printed scaffolds 

注：a 为表面结构，b 为内部结构。

2.2 3D打印参数

图 2 不同挤出速度的打印线股 

Fig.2 Printed wire strands at different extrusion speeds

注：a 为 2 mm3/s，b 为 4 mm3/s，c 为 6 mm3/s。

为了提高打印支架的塑形精准度和整体打印效

果，研究通过调整挤出速度探索打印过程中线股可

以连续且均匀的打印参数 [21] 。如图 2 所示，当挤出

速度为 2 mm3/s 时墨水不能形成线股而是在喷头处

聚集形成椭圆形液滴，不能进行 3D 打印结构的构

建。当挤出速度为 4 mm3/s 时墨水形成的线股可以

连续且均一挤出，这有助于在三维空间中精确定位

和堆叠墨水，从而在打印过程中实现对复杂结构和

形状的精准制备。当挤出速度达到 6 mm3/s 时，由

于挤出压力的增加导致墨水在流动过程中引起形变

不均导致均一度降低，影响打印结构的一致性。综

上所述，选择挤出速度为 4 mm3/s 的打印参数进行

后续支架的制备及表征。

2.3 3D打印支架的制备和表征

2.3.1 3D打印性能

图 3 不同打印速度制备的 3D 打印支架

Fig.3 3D printed scaffolds prepared at different printing 

speeds

注：（a）支架的显微镜照片；（b）印刷性能；（c）线股

厚度。a1 为 4 mm/s，a2 为 6 mm/s，a3 为 8 mm/s。统计学

显著性设定为 ****P ＜ 0.000 1。

线股和孔隙的均匀性是 3D 打印支架的重要参

数，对制备均匀且稳定的细胞生长环境及营养物

质和氧气的输送具有重要意义  [22] 。因此研究评

估在不同打印速度下的墨水打印性能和线股均一

性。如图 3a 所示，使用墨水通过挤压式 3D 打印机
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构建三维结构，并以三维结构为基础进一步分析打

印性能。打印性能（Pr）定义为打印方形网格结

构中孔隙周长与孔隙面积的比率。计算得到的 Pr
值接近 1 表明适用于 3D 打印，有助于创建复杂

细致的结构  [23] 。相反，Pr 值低于或高于 1 则表示

打印效果不佳。如图 3b 所示，随着打印速度的

增加，打印结构的 Pr 值从 0.86 逐渐增加到 1.14。
值得注意的是，在 6 mm/s 打印速度下的 Pr 值
接近 1，这表明打印速度在一定程度上对提高打

印性能具有积极影响且有利于构建均匀的孔隙结

构。此外，研究测量了所有支架的线股厚度分布，

以确定打印构建物的均一性。如图 3c 所示，墨

水打印线股的厚度随着打印速度的提高而下降。

6 mm/s 打印速度下的线股显示出更均匀的分布，

有助于实现更高的打印质量。总之，研究结果表

明，在 6 mm/s 打印速度下墨水表现出更好的打

印性能可以创建复杂细致的结构。

2.3.2 戊二醛交联对支架机械性能的影响

图 4 不同交联时间支架的机械性能（a）支架吸水率；

（b）支架降解率

Fig.4 Mechanical energy of scaffolds with different cross-

linking times (a) scaffold water absorption rate; (b) scaffold 

degradation rate

注：交联时间 5、10、15、20 min 的支架分别为组 1、组 2、

组 3、组 4，图 5 和图 6 同。统计学显著性设定为 **P ＜ 0.01。

吸水性在水溶性物质交换、细胞活力和新陈代

谢过程中起着关键作用，因此研究评估了不同交联

时间对支架的吸水性的影响。如图 4a 所示，所有

支架都表现出优异的吸水性能。随着时间交联增加，

吸水率逐渐降低，推测由于交联时间的增加导致支

架内部的多孔结构减少从而影响支架的吸水性。此

外，为了研究支架为细胞提供微环境的状态，研究

评估了支架的稳定性和持续性。如图 4b 所示，研

究对支架在 PBS 缓冲液中的降解性进行评价。在最

初的 5~10 d 内，支架降解速率显著高于 10 d 之后，

而在 10~50 d 内，质量损失速度趋势降低。值得注

意的是，组 1 在 PBS 中的结构完整性显著低于其他

组别，而组 4 在 50 d 前的结构完整性显著高于其他

组别。这些结果表明，随着交联的时间增加支架交

联的程度越大且具有更好的机械稳定性。

2.3.3 支架生物相容性测试

为了评估 3D 打印支架的生物相容性，研究通

过 Calcein-AM/PI 染色检测了接种细胞并孵育 7 d 后

支架上的细胞活力。如图 5 所示，组 1 和组 2 的细

胞数量明显高于组 3 和组 4。此外，组 3 和组 4 的

细胞形态多为圆形，细胞尚未伸展和迁移，表明支

架可能对细胞产生了不利影响阻碍了细胞增殖，主

要归因于戊二醛交联时间过长导致细胞黏附位点减

少进而影响细胞黏附。同时，戊二醛交联导致支架

内多孔结构的减少不利于细胞迁移。值得注意的是，

组 1 和组 2 上的细胞分布均匀，同时在细胞形态方

面呈现梭形和纤维形态，显著优于其他组别，推测

具有高亲水性和持水能力的支架可以增强细胞粘附

和提供更好的迁移条件 [24] 。此外，组 2 的细胞数量

明显高于组 1，推测细胞增殖能力在一定程度上与

降解率呈负相关 [25] ，较高的降解率可能导致细胞粘

附位点的减少从而影响细胞增殖行为。

图 5 第 7 天 Calcein-AM/PI 染色的支架荧光显微照片

Fig.5 Fluorescence micrographs of Calcein-AM/PI-stained 

scaffolds on day 7
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图 6 细胞增殖曲线

Fig.6 Cell proliferation profile

为了进一步研究打印支架对细胞增殖的影响，

研究使用 CKK-8 检测法监测了支架上细胞从第

1 天到第 7 天的增殖情况。如图 6 所示，24 h 内

组 1 和组 2 的细胞贴附效率显著高于组 3 和组 4。
并且根据细胞增殖时间发现，组 2 内的细胞在第

3 天就实现了细胞倍增，并在第 4 天进入细胞增

殖的指数生长期，与正常细胞增殖曲线基本保持

一致。相比之下，组 3 和组 4 在整个细胞培养阶

段增殖曲线并未发生显著变化，表明细胞在支架

上并未增殖或停滞增殖，这与上述结果一致。值

得注意的是，组 1 的细胞在 1~4 d 中由潜伏期向

指数增长期过渡，但未形成显著的指数增长便进

入平台期，细胞增殖速率降低，推测细胞迁移和

增殖程中受到支架的限制。综上所述，组 2（交

联时间为 10 min 的支架）表现出更优异的生物

相容性、细胞增殖行为和机械稳定性。基于这些

结果，研究选择交联时间为 10 min 的支架作为

后续细胞培养支架。

2.4 3D细胞培养

为了更好的模拟细胞在体内的持续生长过程

以及构建细胞培育肉模型，研究通过连续培养进

一步研究动态细胞命运。如图 7 所示，7 d 内支

架上细胞快速增殖以及迁移，在第 10 天时，支

架孔径边缘出现细胞与支架连接的细胞群；第 13
天时支架边缘的细胞连接形成线状细胞群；第 16
天时整个支架被细胞充分覆盖。总之，支架内细

胞在前期进行大量的细胞增殖及迁移，中期细胞

在支架孔径中继续增殖，最终在支架孔径中完成

全部增殖过程并形成块状类组织结构的细胞培育

肉模型。

图 7 支架接种细胞后连续培养的明场显微照片

Fig.7 Bright-field micrographs of continuous culture after

 scaffold inoculation of cells

注：a~f 分别为培养 1、4、7、10、13、16 d 的显微照片。

2.5 2D和3D细胞培养的差异

图 8 2D 和 3D 细胞培养转录组学数据分析

Fig.8 2D and 3D cell culture transcriptomics data analysis 

注：a 为基因聚类图分析，b 为差异表达基因火山图分析。

a 中 2D 细胞培养为 Control 组，3D 细胞培养为 Traet1 组。b

中每个点代表一个基因，红色点表示显著上调的基因，蓝色

点表示显著下调的基因，黑色点表示差异不显著基因。



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2025, Vol.41, No.5

 181 

为了更深入的了解 2D 和 3D 细胞培养之间的差

异，研究对两类样本进行转录组测序并对数据进行

挖掘，对基因表达进行差异对比分析。进一步的进

行了基因聚类分析，结果表明：如图 8a 所示，揭示

了不同表达谱的差异基因。如图 8b 所示，通过支架

培养的细胞显著上调的差异基因有 1 087 个，显著

下调的差异基因 460 个。其中高表达基因有 Bmp7、
Lrrc3b、Cdh20、Chad、Bmp4、Col3a1、Gpnmb、
Lama4、Cd36、Figf 等，Cd36 和 Lama4 基因在细

胞黏附中发挥作用 [26, 27] ，Bmp7 主要参与细胞增殖

过程 [28] 。此外，Cdh20 和 Col3a1 分别编码钙黏附蛋

白和胶原蛋白类型 III，主要参与细胞迁移过程以及

调控细胞结构和组织发育 [29,30] 。由此推测，上述基

因的高表达对细胞迁移、粘附和增殖起着关键作用。

进一步揭示了基于支架进行细胞培养过程中细胞的

主要功能及分子调控机制。

2.5.1 差异表达基因GO功能富集分析

图 9 差异表达基因 GO 富集分析

Fig.9 gO enrichment analysis of differentially 

expressed genes

为了系统性的理解差异表达基因集合的功能和

生物学意义，研究使用 ClusterProfiler 超几何检验方

法分别对生物学过程、分子功能和细胞组分进行富

集分析。如图 9 所示，富集结果显示，在生物学过

程方面，细胞外基质组织、胶原代谢、细胞间连接

的形成和细胞间相互作用等显著富集，这对细胞贴

附和细胞增殖的生物学过程中起着重要作用。细胞

组分中涉及细胞骨架（如微管）和基质相互作用等，

这表明细胞内部结构的动态变化和促进细胞迁移的

可能性。对于分子功能方面，钙离子结合、铁离子结合、

趋化因子活性和细胞因子活性等显著富集表明 3D 细

胞培养更有利于细胞增殖。综上所述，这些功能在生

物过程中发挥着维持细胞形态、细胞运动、细胞内物

质运输、细胞粘附等作用。这表明 3D 细胞培养可以

促进细胞黏附、增殖和迁移等生物学过程。

2.5.2 差异表达基因KEGG信号通路富集分析

为了系统阐述基因的相关功能与作用通路，研

究通过 KEGG 通路富集分析明确差异表达基因参

与的关键代谢和信号转导途径。如图 10 所示，粘

附信号通路被显著富集，同时 Chad、LAMA4、FIGF
等基因的显著高表达促进细胞粘附形成黏附结构，此

外细胞粘附关键基因同时参与细胞的迁移过程，使细

胞能够沿基质表面移动并且与细胞的生长和增殖密

切相关，影响细胞的生物学活动 [31] 。表明在 3D 细胞

培养中可以促进细胞的黏附和迁移，这与上述结果一

致。同时 PPAR 信号通路、视黄醇代谢、细胞因子 -

细胞因子受体相互作用和类固醇激素生物合成等信号
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通路的显著富集也表明 3D 细胞培养中信号传导、能

量调控和细胞相互作用等方面具有正相关关系。

图 10 差异表达基因 KEGG 富集分析

Fig.10 KEgg enrichment analysis of differentially 

expressed genes

2.5.3 差异表达基因qRT-PCR验证

为了验证转录组数据的可靠性和准确性，选择与

对照组相比差异表达显著的基因，进行 qRT-PCR 定量

分析。结果如图 11 所示，3D 细胞培养中 Col3a1、
Bmp7 和 Bmp4 的表达量显著高于对照组，与转录组

结果一致。其中 Col3a1 编码的胶原蛋白 IIIα1 链是

一种结构性蛋白，参与细胞与基质的贴附，此外胶

原蛋白是细胞外基质的重要组分，可以提供细胞贴

附所需的结构支持。Col3a1 也与细胞运动相关，在

组织修复和再生过程中，胶原蛋白的排列和变化可

以影响细胞的迁移和定向性运动。因此在 3D 细胞

培养中 Col3a1 的高表达可以促进细胞的贴附和运

动。这与 GO 富集结果一致。此外，Bmp4 属于骨

形成蛋白家族，是一种细胞外信号蛋白，它在生物

体内的多种过程中发挥关键作用。与 Bmp4 类似，

Bmp7 也是骨形成蛋白家族的成员，具有多方面的

生物学功能。Bmp4 和 Bmp7 的高表达可以影响细

胞表面受体的表达，调节细胞对基质组分的识别和

黏附，从而影响细胞的贴附过程 [32] 。同时 Bmp4 和

Bmp7 在细胞迁移和运动方面也发挥作用。它们参

与调控细胞内信号通路，影响细胞的极性、运动和

方向性迁移，对组织的形成和维持具有重要作用，

这与转录组富集分析结果一致。综上所述，3D 细

胞培养对细胞贴附、增殖和迁移具有正调控作用。

同时，两种培养方式在细胞增殖、贴附和运动等面

存在显著差异。

图 11 转录组测序中差异表达基因 qRT-PCR 验证

Fig.11 Validation of differentially expressed genes in 

RNA-seq by qRt-PCR

3  结论

研究开发了用于细胞培育肉的 3D 打印支架，

研究了由蛋清和明胶溶液组成的新型复合墨水，制

备了 3D 打印支架。优化出 4.00 mm3/s 挤出速度和

6.00 mm/s 打印速度的关键打印参数，制备的支架具

有更好的均匀性和塑形精度。开发了具有优异生物

相容性和更好的机械稳定的支架交联时间。更进一

步的探索了促进细胞贴附、增殖和迁移的支架开发

条件，细胞增殖曲线进一步揭示了 3D 打印支架在

细胞培养中的显著优势。最后通过转录组学阐明了

支架在细胞培养中增殖的生物过程、细胞迁移与支

架的互作关系及细胞培养过程的信号途径，为细胞

培育肉制造提供了新的组织化培养方法的新思路。

总的来说，这项研究揭示了一种通过 3D 打印支架

制造细胞培育肉的新方法，为细胞培育肉开发提供

了全新的思路。
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