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组织工程支架和细胞的相互作用

向鸿照 综述，王远亮，杨维虎 审校

（重庆大学生物力学与组织工程教育部重点实验室　４０００４４）
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　　组织工程是把支架、细胞和生长因子三者相结合，用于病

变、损伤部位组织和器官的修复、重建和再生。其中支架作为

细胞外基质（ＥＣＭ）的替代物，为细胞和生长因子负载提供一

个３Ｄ环境。理想的支架除了应该具有足够的孔隙率以利于

氧气和营养物质的运输，还要有足够的力学性能负载和刺激细

胞，传递细胞信号，保证细胞的正常表型［１３］。因此，了解组织

工程中细胞和支架的相互作用对组织和器官的制备具有重要

的意义。

１　支架对细胞的作用

理解３Ｄ支架对细胞组织的作用是组织工程研究的重点。

支架对细胞的刺激主要是通过支架的构型、机械性能和外力作

用３种途径实现的，其中对３Ｄ支架的机械性能的评估是组织

工程研究的关键。下面分别进行论述。

１．１　支架模量对细胞生理功能的影响　支架的机械性能对细

胞的表型、生长、迁移和繁殖等生理活动起到调节和控制的作

用［４５］，其中支架刚性（主要指杨氏模量）对细胞行为的影响最

为重要。很难准确定义３Ｄ支架中细胞的形态和支架刚性之

间的关系，因为支架中细胞的表型是一个物理和生化性质共同

作用的复杂过程，除了考虑支架的模量外，还要考虑蛋白水解

敏感性，细胞生长因子等因素。Ｄａｎｉｅｌ等
［６］在研究支架模量和

蛋白水解敏感度对细胞表型的影响中，发现在柔顺支架中（０～

１００Ｐａ）生长的细胞更多表现出星形，而刚性较大（＞５００Ｐａ）

的支架中生长的细胞则主要表现为圆球形，见图１。并且对于

不同的细胞和支架其相关系数是变化的。支架模量除了影响

细胞的形态之外，还控制细胞的分化和迁移功能［７］。Ｅｎｇｌｅｒ和

Ｊｅａｎ
［８］研究发现，当间充质干细胞（ＭＳＣｓ）被种植在聚酰胺

（ＰＡ）凝胶支架上时，通过控制支架基底的模量可以影响细胞

的分化。此外，当支架的弹性模量分别相似于肌肉、脑和骨组

织的弹性模量时，可以诱导细胞分化成肌细胞、神经元、成骨细

胞。并且，基体模量直接诱导细胞骨架的肌动蛋白的重构。在

细胞植入初期，支架基底的模量会影响相邻内皮细胞融合。在

Ｅｎｇｌｅｒ和Ｊｅａｎ
［８］的实验中ＰＬＬＡ／ＰＬＧＡ混合物的机械性能影
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响支架肌肉细胞的构造、分化和成活力，刚性的ＰＬＬＡ／ＰＬＧＡ

支架支持细胞聚集形成线性管状。Ｒｅｉｎｈａｒｔ等
［９］发现采用柔

软的基底有利于细胞在支架中的黏附和保持细胞之间的接触，

刚性的基底则鼓励细胞迁移活动，基底的弹性强度与细胞迁移

的速度和距离相关。为了研究支架的模量对细胞繁殖的影响，

Ｈａｄｊｉｐａｎａｙｉ等
［１０］和ＬｅｖｙＭｉｓｈａｌｉ等

［１１］对比成纤维细胞在刚

性和柔顺２种胶原支架上的生长情况，刚性支架中的成纤维细

胞２ｄ时表现出较高的繁殖能力（其细胞密度为柔顺支架上细

胞密度的２倍），２ｄ时柔顺支架细胞繁殖数目与刚性支架相比

显示出４ｄ的滞后期，６ｄ时柔顺支架细胞繁殖数目表现出６ｄ

的滞后期。

图１　　细胞在不同硬度支架中的形态

１．２　支架模量对细胞收缩力的影响　细胞收缩力是细胞在

３Ｄ支架黏附和生长过程中，受到支架模量和构型等因素的刺

激产生的调控细胞应答和响应的力。细胞的收缩力对很多生

理功能如感染、伤口愈合、血管再狭窄非常重要。支架模量对

细胞收缩力的影响现在还没有一个统一的定论，研究这方面的

文献也较少，有的结论甚至相互矛盾。Ｋａｒａｍｉｃｈｏｓ等
［１２］发现

种植成纤维细胞在硬的胶原凝胶支架中，细胞产生的收缩力下

降。而Ｙｉ等
［１３］的实验结果显示支架的硬度和细胞产生收缩

力的强度成正比。与此矛盾的是，有学者通过力学测量发现细

胞的收缩力大小与支架的硬度无关。作者认为不同的结论可

能源于支架不同的应变水平或细胞不同时期的影响，以及不同

的研究模型和理论。研究支架的模量和细胞力之间的关系是

一个复杂的问题。首先需要提高实验仪器精度以及规范操作，

使用来源一致的支架并且统一的细胞处理技术。

１．３　支架构型对细胞的影响　支架作为细胞生长的外部环

境，支架的构型为细胞提供了黏附的基底和生长的空间，同时

还影响细胞在支架中的密度分布，以及制备的组织器官的形状

和功能［１４］。实验显示，内皮细胞种植在不同尺寸的球形支架

中，当球的直径减小时细胞病死率增加。在微岛结构中培养内

皮细胞，显示繁殖细胞的增加主要出现在微岛的边缘，其中细

胞密度最大的部位分布在微岛的角上。此外，ＭＳＣｓ种植在胶

原３Ｄ支架微岛结构中，结果显示分化的脂肪细胞主要聚集在

微岛结构的中心部位，成骨细胞则主要分布在微岛结构的边缘

部位。说明支架构造对细胞分化可产生特殊影响。Ｖｉｃｔｏｒ

等［１５］研究了支架材料、长度、结构对制备工程肌腱组织的影

响，发现当支架为海绵结构时得到肌腱力学性能优于凝胶结构

的支架；延长轴方向，长度较大的支架其制得的肌腱径向力学

性能优于短支架；支架对细胞作用力传递有梯度缓冲作用。

通过认识支架几何形状对细胞行为的作用，促进三维支架

制造技术的发展，这些技术能有效地控制支架的几何形状，满

足组织和器官制备的需要。例如光成型技术、静电纺丝编制技

术、３Ｄ打印制备支架等。

１．４　外力作用对细胞的影响　支架在外力作用下影响细胞的

表型、分化和繁殖。不同的细胞和组织采用不同的支架、反应

器、刺激方式。机械刺激在组织生长过程提供剪切力，通过拉

伸（单轴和双轴）、静态和动态的负载影响细胞的行为。例如

ｃｏｌｌａｇｅｎｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ支架种植成纤维细胞，在模拟环境

下拉伸方向、拉伸幅度、弹性形变次数和频率对组织工程细胞

的弹性模量都会产生影响［１６］。在体外对种植在胶原表面的

ＭＳＣｓ细胞应用机械刺激，制备得到机械性能增加的肌腱组

织，随后植入体内。此外，对人骨髓干细胞进行的机械刺激，结

果显示这种刺激有利于骨细胞和骨组织的产生。最近发现，在

聚乙二醇（ＰＥＧ）支架上种植关节软骨细胞，经过动态的压力和

拉伸刺激２８ｄ，与静止状态培养相比，细胞表现出很高的弹性

模量。这些发现都表明外部的刺激能诱发细胞的生理变化，细

胞的生理变化反过来又影响支架的性质［１７］。角膜成纤维细胞

分别种植在单轴拉伸和无拉伸的胶原支架中，证明细胞排列和

形态与支架的重排一致，细胞种植在未拉伸的支架中，自由取

向，成星形状态，而细胞在拉伸环境中平行于长轴方向排列。

增加支架对细胞影响的理解能更好地指导组织工程支架的

制备。

２　细胞对支架的作用

支架在调控细胞行为的同时其性质也受到细胞活动的影

响，主要表现为支架变形、支架降解和模量下降。支架性质的

改变是细胞物理和生化两方面作用的结果［１８］。

一方面由于细胞活动时产生的收缩力引起支架重新塑形。

支架中细胞活动包括伸展、收缩、迁移３个阶段。首先细胞在

工程支架中铺展和黏附，在蛋白水解的帮助下伸展层形足板进

入支架内部，细胞和细胞之间是隔开的，周围支架不发生形变；

１２ｈ后细胞产生收缩力引发支架向细胞靠拢，然后诱使支架

局部微小变形；３ｄ后支架中的细胞相向迁移，开始发生相互

联系；７ｄ时支架中的细胞相互连接并且产生聚集，引起整个

支架的收缩（即支架被压缩变形）。细胞之间的连接作用破坏

了支架的弹性恢复。细胞的星形形状有利于它们与支架基底

黏附以及通过支架孔相互连接。

另一方面是由于蛋白酶的作用。蛋白酶的作用分为３类：

（１）蛋白水解酶作用
［１９］，它们破坏支架纤维蛋白骨架，为细胞

层形足板进入３Ｄ支架内部提供渠道。这种水解作用降低支

架的模量，加速支架的降解。（２）产生新的结构蛋白如胶原，引

起支架的局部结构和力学性能发生变化。（３）调控肌动蛋白，

肌动蛋白是控制细胞收缩作用的关键。其中αＳＭＡ（ａｌｐｈａ

ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ）对细胞肌动蛋白丝合成有调节作用。有

学者研究了单个肌纤维细胞中αＳＭＡ蛋白的表达与细胞收缩

力的关系，发现αＳＭＡ对收缩力的产生没有影响，但是它的存

在能提高细胞的收缩力大小，两者表现为一种近似的线性关

系，至于原理现在还不清楚。有学者发现αＳＭＡ含量高不仅

能提高肌动蛋白丝表达和细胞的黏附性能，还可以有效地通过

调节优化细胞亚单元的空间分布实现细胞的变形，影响细胞功

能。转换生长因子ＴＧＦβ蛋白调节能增加αＳＭＡ的表达，促

进肌纤维细胞分化。有研究发现ＴＧＦβ１ 与ＴＧＦβ３ 相比更能
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诱导αＳＭＡ表达。ｂＦＧＦ、ＰＧＥ２能抑制ＴＧＦβ１ 的表达，阻碍

细胞收缩力的产生。这些作用都是通过整合素传递给细胞外

支架。

除此之外，组织工程中细胞的培养条件［２０］也会影响支架

的模量。培养液除了提供足够的养分和缓冲作用外，还含有激

素和生长因子以促进细胞的增殖。考虑这些因素有利于更好

地理解细胞与支架或ＥＣＭ相互作用的机制。

３　测量细胞收缩力仪器

测量细胞收缩力和研究收缩力的调节功能是理解组织和

器官的生理和病理功能的关键。定量细胞收缩力的大小为组

织工程选择理想的细胞和支架提供帮助。以下介绍检测细胞

收缩力的最新仪器和原理。

ＣＦＭ力学检测仪通过传感器记录支架的微小形变（灵敏

度为１０－６ｍ）换算成力的大小。获得细胞对支架作用力随时间

变化的曲线图。缺点是存在背景噪声（它反映所有细胞对支架

的作用，没有生长在支架上的细胞产生的力也被记录下来）。

一个典型的ＣＦＭ曲线能显示１０６ 个生长在胶原支架中的成纤

维细胞产生的力，推断出某个时间细胞产生的力。如培养８ｈ，

一个成纤维细胞可以产生大约０．１ｎＮ的力。有学者对此系统

加以改进，从测量结果中扣去背景噪音，得到更加准确的结果。

有学者测量细胞收缩力对ｃｏｌｌａｇｅｎｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ支架的

影响，结果显示支架中成纤维细胞密度和所产生的力之间呈线

性关系。此外将关节软骨细胞种植在相同的支架上，力／时间

曲线显示单个细胞力峰值为０．３ｎＮ（３ｈ）。

Ｅａｓｔｗｏｏｄ设计了更加精密的ＣＦＭ（ｔＣＦＭ）系统。ｔＣＦＭ

系统可以检测细胞对支架的机械力反应，当成纤维细胞种植在

３Ｄｃｏｌｌａｇｅｎｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ支架中时，ｔＣＦＭ 装置检测发

现种植８ｈ以后细胞收缩力减少，达到一个新的平衡。显示出

细胞具有一种自我调节功能，能减少由于外界刺激对细胞的破

坏和干扰。人们使用ｔＣＦＭ检查了骨髓干细胞在胶原支架中

的收缩情况，结果显示力学峰值随供体的不同而不同。

在ｔＣＦＭ基础上研制出（ＳＩＭＣＦＭ）
［２１］。这种装置可以

同时获得细胞作用力、外部载荷和支架微观的图像。ＳＩＭ

ＣＦＭ能提供４个关键数据，通过这４种数据可以确定支架形

变过程。这４种数据是细胞的尺寸、细胞内应力、动态的细胞

扰动和支架在湿态时位移。这些数据的测定有助于衡量支架

的变形和细胞力之间的关系。

对细胞图像的观测可以借助原子力显微镜观测细胞和支

架的微观作用。标定细胞的空间构型采用类似细胞间骨架聚

合物Ｆａｃｔｉｎ的细胞角蛋白中间丝的免疫荧光染色，或者通过

分子探针（ＥｕｇｅｎｅＯＲ）对细胞内进行荧光探针标计
［２２２３］。

前面介绍这些技术对于研究工程细胞和组织的生长极为

重要。合适相匹配的细胞和支架将会有助于提高组织工程技

术，获得所需健康的组织器官。

４　结　　论

本文主要是介绍组织工程中细胞和支架间的相互作用，介

绍了支架的机械性能对细胞功能的影响，细胞的收缩力对支架

的作用，还有最新的测量装置和作用原理。将来的研究应当着

重发展新的实验装置，有效地定量细胞产生的收缩力。这些技

术应该提供一个可供操作的统一规范，从而使实验结果具有可

比性，更加精确。探讨细胞与支架，细胞和细胞之间的作用将

为进一步的组织工程模型提供理论依据，有助于寻找更好的组

织工程支架和细胞。
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移植物抗宿主病的细胞治疗

郝　磊 综述，陈幸华 审校

（第三军医大学新桥医院血液科，重庆４０００３７）
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　　异基因造血干细胞移植是目前治疗血液系统恶性疾病的

有效方法。以前认为其成功机制在于移植前后的化疗或放疗

对肿瘤细胞的杀伤作用。目前一致认为，供体Ｔ细胞可以诱

导杀死恶性细胞，即移植物抗白血病反应（ＧＶＬ），是异基因造

血干细胞移植成功治疗血液系统恶性疾病的关键所在。但是，

供体淋巴细胞在杀死受体恶性细胞的同时，可以识别受体细胞

表面的主要组织相容性抗原和次要组织相容性抗原，损害受体

正常组织，即移植物抗宿主病（ＧＶＨＤ）。ＧＶＨＤ是导致异基

因造血干细胞移植患者发病和病死的主要原因，成为阻碍移植

成功的关键因素。

理论上，寻找与受体人白细胞抗原（ＨＬＡ）配型相合的供

体是预防ＧＶＨＤ发生的根本措施，然而即使 ＨＬＡ相合的同

胞供体移植，也会因受体次要组织相容性抗原的识别导致

ＧＶＨＤ的发生。当前，ＧＶＨＤ的预防性治疗包括移植物Ｔ细

胞去除（ＴＣＤ）和免疫抑制剂的应用。免疫抑制剂具有强烈的

不良反应，ＴＣＤ显著降低了供体Ｔ细胞的有利作用如增强植

入、控制机会性感染和抗肿瘤效应。这些措施的应用在控制

ＧＶＨＤ的同时，也削弱了ＧＶＬ效应，使恶性肿瘤复发率增高。

ＧＶＨＤ和ＧＶＬ效应的有效分离是异基因造血干细胞移植需

要解决的关键问题，成为医学研究的焦点。本文对ＧＶＨＤ的

发生、发展以及目前有望解决这一难题的细胞治疗进行综述。

１　ＧＶＨＤ的发生机制

发主ＧＶＨＤ的３个条件：（１）移植物必须是有免疫活性的

细胞；（２）移植物供者缺少宿主带有的同种杭原；（３）宿主不对

移植物产生有效的免疫反应。ＧＶＨＤ的发生、发展主要分为３

个阶段：（１）造血干细胞移植前的预处理包括化疗和放疗，虽然

可以最大程度地杀灭宿主体内的肿瘤细胞，但同时造成其他组

织如胃肠道、肝脏等的损伤，导致炎性细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１、

ＩＬ６等大量释放。这些细胞因子增强宿主主要组织相容性复

合体抗原（ＭＨＣ）、黏附分子以及趋化因子的表达，还可以提高

供者Ｔ细胞异源反应性的敏感度。经损伤的胃肠道进入机体

的细菌脂多糖（ＬＰＳ）进一步加重了炎性细胞因子的释放。（２）

在宿主抗原提呈细胞（ＡＰＣ）或非 ＡＰＣ直接提呈以及供体

ＡＰＣ的间接提呈抗原的作用下，供者的 Ｔ 细胞表面受体

（ＴＣＲ）识别ＡＰＣ表面的 ＭＨＣ－抗原肽分子后发生交联（第

一信号），同时ＡＰＣ表面共刺激分子如ＣＤ８０和ＣＤ８６等和Ｔ

细胞表面ＣＤ２８分子结合（第二信号），在双信号的刺激作用

下，Ｔ细胞激活、增殖、分化为效应Ｔ细胞和记忆Ｔ细胞。（３）

表达组织特异性黏附分子和趋化因子受体的抗原特异性Ｔ细

胞迁移至表达多种黏附分子和趋化因子的外周组织，即

ＧＶＨＤ的靶器官如皮肤、胃肠道和肝脏等。Ｔｈ１型细胞分泌

的细胞因子不仅诱导细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）和 ＮＫ细胞

的激活，还进一步激活单核吞噬细胞系统，增强炎性细胞因子

的再次释放，同时一氧化氮（ＮＯ）的释放也增加。因此，除了

ＣＴＬ和ＮＫ细胞介导的Ｆａｓ／ＦａｓＬ途径和穿孔素／颗粒酶途径

对ＧＶＨＤ靶器官造成直接损伤外，非特异性炎性细胞因子也

促进了器官特异性病理变化。

２　基因多态性和ＧＶＨＤ

对于相关和无关异基因造血干细胞移植，ＧＶＨＤ的发生

主要与 ＨＬＡ不合有关。一项最大的关于供受体之间 ＨＬＡ相

合的分析表明：ＨＬＡＡ、ＨＬＡＢ、ＨＬＡＣ和ＤＲＢ１不相合时，

病死率显著增加［１］。除了已经确认的 ＨＬＡＡ和 ＨＬＡＢ不相

合可以导致 ＧＶＨＤ 以外，临床数据表明，不同 ＨＬＡＣ 和

ＨＬＡＢ等位基因，因表达异源反应性 ＮＫ细胞表面ＫＩＲ抑制

性受体的配体，参与单倍同一性无关 ＨＳＣＴ的ＧＶＨＤ和ＧＶＬ

效应，ＫＩＲ配体不相合时，特别是急性髓细胞性白血病，ＧＶＨＤ

的发生率降低，总体生存率提高。虽然 ＨＬＡ完全相合是成功

移植的最佳条件，但是大多数患者无法得到配型完全相合的供
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