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1、 中文摘要
在本實驗中，我們使用聚乙二醇並利用光交聯的方式製造出生物可相容性的三維細胞支架，在支架的中心利用纖維凝膠做為細胞貼附的基材。在實驗中我們測試了3T3纖維母細胞對於材料的細胞相容性，以及使用雙光子雷射對於基材製造出三維的四方體和L立體圖形，利用以上的結果結合，希望可以達到對於細胞的操控。結果顯示3T3纖維母細胞可以在短時間的紫外光照射下存活，並維持正常的型態，同時也表現出細胞可以在纖維凝膠支架中存活並貼附。另外從結果顯示我們可以利用雙光子雷射系統在制備的支架上掃出立體圖形。如此設計出具有立體圖形的支架，是具有潛力來引導細胞的移動以及有助於生理訊號的紀錄。同時，本年度計畫執行期間共發表乙篇期刊論文及二篇研討會會議論文。
關鍵詞：光交聯、聚乙二醇、水膠、雙光子雷射
Abstract
In this study, we fabricated a photo-crosslinking, biocompatible 3D Poly(ethylene) glycol (PEG) hydrogel scaffold with inner fibrin gel for cell adhesion. We tested the material cytocompatibility with 3T3 fibroblasts then processed the cell adhesion motif inside the scaffold at regular and L-shaped 3D structural pattern by two-photon laser scanning system for further cell manipulation and recording. The results show cell could survive under UV irradiation and grew in the inner fibrin gel scaffold. The desired pattern scaffold has potential to apply in cell guided migration and physiological signal recording. In brief, one journal paper and four conference papers associated with the current results have been published in this fiscal year.
Keywords: Photon Cross-linking, Poly(ethylene) glycol (PEG), Hydrogel ,Two Photon Laser
2、 緣由與目的
細胞存活在三維環境中並保持其顯性狀態之必要性已經被討論過[1]。對於多數的細胞而言，三維的培養，可以增加不同維度間的細胞接觸，如此更能接近真實的環境。多種材質的水膠已被發展，且可利用光交聯的方式成膠[2]，在此我們選擇聚乙二醇做為實驗材料，此材料本身具有低細胞和蛋白質貼附性[3]，因此利用此特點製成的支架具有空白狀態的特性，而我們可以在支架上進行修飾，例如鍵結上一些特定的蛋白質序列，讓制備出的支架具有額外的功能性，例如具有吸引細胞貼附及移動之特性，或是讓支架成為可降解之材料。雙光子雷射掃瞄系統，不僅可以準確的製造出設計的圖形[4]，同時也具有高清晰的影像能力。因此，結合以上因素，我們希望在未來，可以發展出利用聚乙二醇為本質，並利用特定蛋白質序列修飾出具有細胞貼附性以及可降解的支架，並輔以雙光子雷射掃瞄系統，在支架中掃瞄出我們設計的圖形，引導細胞的移動以及增生[5]。
3、 研究方法
(一) 支架膨脹率

本實驗使用聚乙二醇做為支架的材料，經過紫外光的照射後，會經由光交聯的方式成膠，我們首先測量其膨脹比率。將聚乙二醇溶入二次水中製成濃度35% (w/v)的材料，再加入光起始劑 (300μg的2,2-Dimethoxy-2-Phenyl Acetophenone溶入1 ml的1-Vinyl-2-Pyrrolidinone)，再利用紫外光(365nm, 2000μw/cm2)分別經過3、5和7分鐘的照射做交聯。再將完成的水膠浸入磷酸緩衝生理食鹽水中(phosphate buffer saline, PBS)，並靜置於培養箱中。於0.5、1、2、3、4、5、6和24小時，移除多餘的緩衝溶液並測量水膠之重量，最後再將水膠置於60℃的烘箱24小時，移除所有的溶液，並測量乾燥的水膠重量。

(二) 纖維凝膠

支架的中心架構是利用細胞混入纖維凝膠而製成。先將4mg/ml的纖維素蛋白原、2un/ml的凝血酶和3T3細胞混和[6]。再取混和液一滴(20μl)置於在6公分的培養皿上進行培養。
(三) 細胞紫外光照射耐受性測試

紫外光照射(波長365nm、2000μW/cm2)時間對於3T3細胞的活性測試以下述方式進行。先將3T3細胞與培養液混合，細胞密度是2×104。取500μl的混合溶液依序置於24 well中並等待30分鐘，讓細胞進行貼附。再分別照射紫外光0、3、5、7和10分鐘[7-8]，經過兩天的培養後再利用MTS assay做細胞增生測試。

(四) 雙光子雷射製圖

我們利用雙光子雷射掃瞄系統在材料聚乙二醇雙丙烯酸酯上進行製圖。材料濃度如上述方法，另外再加入Rhodamine 6G(R6G)，作為螢光的標定。利用雙光子雷射不同的強度和頻率打出我們設計的圖形。完成後利用95％的酒精洗掉未鍵結的R6G，最後在使用掃瞄系統取得雙光子影像(圖一)。
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圖一、雙光子雷射掃瞄系統之設置
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圖二、聚乙二醇水膠經過紫外光照射3、5和七分鐘之膨脹率
4、 結果與討論
(一) 聚二乙醇水膠之膨脹率

較高的紫外線照射時間會減少聚乙二醇水膠的膨脹率(圖二)。因此培養液中的營養物質以及代謝產物交換率會隨著紫外光照射時間減少而增加。

(二) 細胞於纖維凝膠中之貼附狀態

支架的中心結構測試，在一天的培養後會發現3T3細胞貼附在纖維凝膠上，而且有向外生長的情形(圖三)。因此可以推測凝膠的孔洞大小足夠細胞做移動以及增生。

(三) 細胞與紫外線照射之關係

細胞的的存活率會受到紫外光照射的影響(圖四)。隨著紫外光照射時間增加，細胞存活率則會降低。同時我們也發現，當照射時間大於3分鐘，細胞的型態會呈現圓形，增生測試的結果也支持我們在光學顯微鏡下觀察到的情形(圖五)。

(四) 雙光子雷射影像
在光學顯微鏡下可發現利用雙光子雷射系統掃出的四方體圖形，其邊界和形狀會隨著強度以
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圖三、纖維凝膠混合細胞(a)40倍和(b)100倍
及頻率的不同而有所改改變(圖六)。而利用雙光子影像做觀察則可真實的反映出整個基材中鍵結的程度。整體來說較低的強度(25mW)以及較高的頻率(30kHz)，可以得到邊緣較清楚及平滑四方體圖形。在嘗試較複雜的L立體圖形時，我們將結果利用軟體重組(Image J)，可發現隨著高度增加，螢光顏色變淺(圖七)，代表使用雙光子雷射系統讓基材產生鍵結之深度有一定的限制(160μm)。
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圖四、3T3細胞經由不同時間之紫外光照射後的型態(a)0分鐘 (b)3分鐘 (c)5分鐘 (d)7分鐘和(e)10分鐘
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圖五、3T3細胞經過不同時間紫外光照射，培養48小時後之細胞增生測試
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圖六、(a-1 - e-1)為光學顯微鏡影像，而(a-2 – e-2)為雙光子雷射影像，分別在不同的參數下得到之影像，(a)1 kHz 100mW, (b)10 kHz 50mW, (c)10 kHz 25mW, (d)1 kHz 25mW, (e)30 kHz 25mW。
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圖七、L形的雙光子雷射影像

5、 計畫成果自評
本年度計畫為三年期之第一年，主要完成了三維生醫微米加工儀之原型機，包含系統整體架構設計、光機電系統整合、CAD 3D輔助設計、雙光子激發高分子光化學作用機制、3D影像處理與提升、研究PEG水膠細胞支架對於神經細胞與生長表現之影響，並評估光交聯後之水膠細胞支架是否會對於細胞生長表現造成影響。
截至目前，我們測試了聚乙二醇的特性、3T3細胞對於紫外光的耐受性、纖維凝膠對於細胞貼附情況以及使用雙光子雷射系統對於支架進行加工之測試。結果顯示細胞可以在短時間之紫外光照射下存活，也可以貼附於纖維凝膠，同時製成的支架也可以利用雙光子雷射進行加工。這樣的系統在未來具有潛力作為細胞移動之引導，以及有助於生理訊號的紀錄。因此，整體而言，本年度所完成的項目，已符合原先的預期目標。同時，本年度計畫執行期間共發表(或已接受)乙篇期刊論文及二篇研討會會議論文，詳列如下:
期刊論文(一)
K.-C. Cho, C.-H. Lien, C.-Y. Lin, C.-Y. Chang, L. L. H. Huang, P. J. Campagnola, C. Y. Dong, and S.-J. Chen, “Enhanced two-photon excited fluorescence in three-dimensionally crosslinked bovine serum albumin microstructures,” Optics Express, May 2011.
研討會論文(一) 
C.-H. Lien, W.-S. Kuo, K.-C. Cho, and  S.-J. Chen, “Gold nanorods-doped BSA microstructures via multiphoton excited photochemistry,” Optics and Photonics in Taiwan 2010, Tainan, Taiwan, December 2010 
研討會論文(二)
Yu-Fu Wang, Jen-I Liang,Shean-Jen Chen, Chien-Te Lee, Ming-Long Yeh, "Development of Photo-Crosslinking Biocompatible 3D Pattern Scaffold for Cell Manipulation," Biomedical Engineering Society 2010 Annual Symposium, Taiwan, 2010 
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