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  [摘要]  三维细胞培养是近几年发展起来的一种新的细胞培养技术,该技术通过模拟细胞之间及细胞

外基质信号传导的微环境,使细胞培养的状态更接近于生物体内。该技术有望成为现有的二维细胞培养和动

物模型之间的桥梁,在疾病机制研究、药物高通量筛选及疫苗生产等领域发挥巨大作用。现就三维细胞培养在

技术研究方面及应用领域中的进展进行了综述。
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  [Abstract]  The

 

technology
 

of
 

three-dimensional
 

cell
 

culture
 

is
 

a
 

new
 

cell
 

culture
 

technology
 

developed
 

in
 

recent
 

years.This
 

technique
 

can
 

simulate
 

the
 

microenvironment
 

between
 

cells
 

and
 

extracellular
 

matrix
 

in
 

the
 

body,making
 

the
 

state
 

of
 

cell
 

culture
 

closer
 

to
 

the
 

organism.The
 

technology
 

is
 

expected
 

to
 

become
 

a
 

bridge
 

between
 

the
 

existing
 

two
 

dimensional
 

cell
 

culture
 

and
 

animal
 

models,and
 

plays
 

a
 

great
 

role
 

in
 

the
 

re-
search

 

of
 

disease
 

mechanism,high
 

throughput
 

drug
 

screening
 

and
 

vaccine
 

production.The
 

progress
 

of
 

3D
 

cell
 

culture
 

in
 

technology
 

and
 

application
 

are
 

reviewed.
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  细胞培养是指从生物体取出部分组织分散成单

个细胞或直接从机体取出单个细胞,在体外条件下培

养,细胞能继续存活与增殖。从1885年德国学者

ROUX用生理盐水培养鸡胚组织开始算起,细胞培养

技术发展到今天已有一百三十多年的历史了。在这

一百多年里细胞培养技术不断发展,特别是20世纪

60年代末期培养技术进入鼎盛阶段,在培养器皿、培
养液和培养方法等方面取得突破性进展。由于操作

简单、周期短、费用低等特点,细胞培养在基础研究和

应用领域中使用越来越广泛[1]。
经过多年的发展,细胞培养技术已成为生命科学

研究、疾病机制研究、药物筛选及生物制品生产等多

个领域中基础且不可替代的技术手段[2]。在肿瘤机

制研究方面,通过在体外进行肿瘤细胞培养的方式,
来揭示肿瘤发生、发展及转移过程中分子调控行为和

机制[3]。在药物筛选方面,外源化合物可以直接作用

于靶细胞,特别是大量候选药物的初始筛选阶段,可

以根据筛选目的设计实验条件,短期内获得大量包括

药物反应和细胞毒性在内的实验数据。同时,标准化

的细胞培养流程使得自动化设备的使用成为可能,效
率大大提高[4-5]。在生物制品方面,目前多种疫苗由

细胞发酵生产,特别是流感疫苗,细胞培养已经成为

其最主要的生产方式之一[6-7]。
随着各领域研究的不断深入,二维细胞培养技术

的缺点也逐渐暴露出来。在很多情况下某些细胞在

培养过程中逐渐丧失了原有的特性,导致研究结果与

体内的实际情况不符合。分析其原因,考虑细胞在体

外进行二维培养时,无法生成细胞外基质(extracellu-
lar

 

matrix,ECM),进而无法形成立体结构。而在活

体组织中,细胞通常在三维微环境中生长,这个三维

微环境提供了细胞生存所需的各种条件,在物理方面

起到支撑作用。在化学方面则是氧气等多种气体的

传递、各种糖类营养物质的代谢及各种激素等信号分

子的传导。所以空间结构和外部的微环境对于细胞
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的形状、增殖、分化和迁移等具有至关重要的作用[8]。
因此如何填补单层细胞培养和生物活体间的鸿

沟,为细胞提供与体内相似的支架系统,创造与体内

相似的生长环境,促使细胞增殖、分化及呈现出类似

体内的功能成为体外细胞培养技术迫切需要解决的

难题和发展趋势[9]。近几年,随着组织工程的发展,
三维细胞培养应运而生。
1 三维细胞培养的出现

  1972年,ELSDALE等[10]发现细胞在含有细胞

外基质的三维空间中生长时,表现出与在平面生长中

不同的特性。这一发现引起了研究人员极大的兴趣,
随之相关的研究逐渐展开[11]。三维细胞培养是指将

不同种类的细胞培养在不同三维结构的载体中,使细

胞能够在载体的空间结构中增殖和分化,构成细胞-载
体复合物[12]。三维细胞培养作为体外单层细胞培养

和体内天然生长环境的桥梁,具有传统单层细胞培养

不可比拟的优势,既能创造体内细胞微环境的物质及

结构基础,使得细胞在形态学、基因表达及其他生理

过程中都更接近于体内的状况,同时又具有细胞培养

的直观性及条件可控性的优势。
2 三维细胞培养的模式

  实现三维细胞培养,目前有两种常用模式,第1
个是细胞悬浮培养,第2个是三维支架培养。细胞悬

浮培养是指在悬浮条件下细胞逐渐聚集,经过数天培

养后形成一个直径数百微米的多细胞球状体。这种

培养模式操作简单、费用低,已经被广泛应用于多种

研究中。VINCI等[13]对40种不同的肿瘤细胞系(包
括肝癌、肺癌、乳腺癌、结肠癌和前列腺癌等)进行了

细胞悬浮培养,发现球状体的形成大致可以分为3
种,即紧密的规则球形、紧凑的不太规则球形和松散

的不规则球形。其中后两种类型可以通过往培养基

中加入一定量的细胞外基质而改善球形结构。虽然

细胞悬浮培养操作简单,但用途较为单一,不能用于

细胞的迁移研究等。
三维支架培养则是将细胞培养在具有空间结构

的支架上,该模式关键在于细胞空间支架的获得。这

些支架在生物体内由细胞外基质构成,主要成分是细

胞膜外蛋白和多糖类物质[14]。其中蛋白主要是胶原

蛋白和层粘连蛋白,多糖类物质则主要是糖胺聚糖,
包括硫酸软骨素和硫酸乙酰肝素等。在体外构建和

体内相同的三维支架非常困难,因为这涉及高分子合

成、表面修饰、生物耦联、细胞生物学等多个学科和领

域。经过多年的研究这一领域已经取得了一些进展,
目前可用于制备三维支架的材料主要来自纯天然及

人工合成。
其中纯天然的材料有胶原蛋白、水凝胶、层粘连

蛋白及透明质酸等[15-17]。这些材料是从植物、动物及

人体组织中提取出来的,与生物体内的细胞外基质相

似或完全相同,具有非常好的生物相容性,不容易引

起细胞的排异反应。但天然材料也有一些缺点,如提

取困难、整体质量较难控制等。
人工合成的三维支架材料有聚苯乙烯、聚己内

酯、聚乳酸和聚乙二醇等[18-20]。这些合成材料具有良

好的可塑性,生物化学及物理特性,以及高度的稳定

性。但其生物相容性稍差,有可能引起细胞的排异

反应。
3 三维与二维细胞培养的区别

  由于培养条件等诸多因素的改变,同一种细胞在

三维与二维细胞培养下,其形状、基因的表达及细胞

侵袭等特性都有可能发生改变。LI等[21]用芯片比较

了平滑肌细胞9
 

600个基因在三维及二维细胞培养的

表达差异,发现至少有77个基因在三维细胞培养的

表达水平比二维细胞培养高一倍以上。除了上述基

因表达的差异外,在两种不同的培养模式下,细胞在

形状、培养花费、细胞间相互作用及细胞耐药性方面

都表现出了巨大的差异[13-20]。
4 三维细胞培养在肿瘤研究中的应用

  细胞培养技术在研究肿瘤发生、发展、转移、侵袭

及坏死过程中的机制和分子调控行为具有重要的作

用,随着三维细胞培养的出现,肿瘤(特别是实体瘤)
相关研究进入一个更高的水平。因为在三维细胞培

养过程中,细胞增殖趋于缓慢,氧气和营养物质的传

递递减会形成一个中空的核心,这与体内的肿瘤组织

非常相似。
目前在癌症研究中,三维细胞培养主要应用于肿

瘤切片培养物、肿瘤芯片及单细胞或多细胞共培养的

多细胞肿瘤球体等方面[22]。肿瘤切片培养首先是组

织标本的机械分离,即小的活检组织或切碎的患者组

织标本被培养在细胞外基质中。KOERFER等[23]利

用这一技术从胃癌患者的组织中剪下400
 

μm大小的

标本块,在体外培养了6
 

d。发现该培养技术能够很

好地保存肿瘤细胞的组织形态完整性。在对该组织

块进行5氟尿嘧啶和顺铂处理后,观察到肿瘤细胞的

失活和细胞凋亡的增加。其认为三维细胞培养可用

于检测药物的细胞毒性,也可用于研究细胞的耐药

机制。
MAGUIRE等[24]对多个乳腺癌 MCF10细胞株

进行三维细胞培养,然后对基因组和转录组进行测

序,发现在多个基因的拷贝数上,各个细胞株存在很

大的差别。SIMON等[25]利用三维细胞培养来研究

肺癌A549细胞的3个不同亚型对电离辐射的代谢反

应。对培养在一种水凝胶中的细胞进行电离辐射,然
后对氧气和营养物质的可用性进行分析。随着细胞

与培养结构表面距离增加,缺氧诱导因子1-α水平增

加、细胞增殖减少,细胞对电离辐射的敏感性降低。
这些反应与实体瘤中观察到的癌细胞的特征非常

相似。
STRATMANN等[26]利用三维培养模式来研究
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肺癌HCC827细胞系对表皮生长因子受体抑制剂吉

非替尼敏感性的变化情况,发现 HCC827细胞中表皮

生长因子受体的活性会被吉非替尼所抑制,从而导致

细胞增殖的停滞及细胞凋亡的增加。该学者还研究

了三维细胞培养下表皮生长因子受体信号网络中多

个基因的变化情况,以及上皮-间质细胞转化过程中涉

及的纤维蛋白、E-钙黏蛋白等的表达水平变化。找到

了在三维模式下对肿瘤的增殖、凋亡和侵袭进行定量

测定的一些指标,初步实现了定量测定。在肿瘤干细

胞转化为肿瘤细胞的过程中,细胞微环境特别是细胞

外基质被认为起了重要调节作用,为了探索这一过

程,MA等[27]将胶质母细胞瘤 U251细胞系培养在以

聚苯乙烯作为基底,上面覆盖有多种黏连蛋白的三维

空间骨架上。通过检测与干细胞特性相关的基因和

蛋白的表达水平,发现由二维变为三维细胞培养后,
一些干性标志物有增高的趋势,如层粘连蛋白结合整

合素α6和β4有上调。这一系列试验结果表明,细胞

微环境与肿瘤干细胞的干性关系紧密。
5 三维细胞培养在药物筛选中的应用

  在候选药物的初始筛选阶段,利用体外试验来研

究药物对细胞的作用是一种被广泛接受的方法。其

主要目的是检测药物对靶细胞造成的损伤程度及其

安全性。候选药物在靶细胞中造成的损伤程度可以

指示其治疗价值,而安全性测试提供了可能的副作用

和一些不可预测的结果。由于在三维细胞培养下细

胞在形态学、基因表达及其他生理过程中都更接近于

体内的状况,所以利用三维细胞培养进行药物的筛选

其效率将大大提高。
MARINHO等[28]对大鼠原代肝细胞进行三维细

胞培养来研究奈韦拉平及其代谢物对PON1酶的作

用。发现在三维细胞培养下,该药物可以增强内脂

酶、对氧磷脂酶及芳基脂酶的功能。LABONIA等[29]

使用3D打印的微流控装置来进行三维细胞培养,用
以研究伊立替康及其活性代谢物SN-38在实体肿瘤

中渗透及代谢途径,而这一过程用二维细胞培养是无

法做到的。LV等[30]使用三维胶原蛋白骨架来培养

神经胶质瘤细胞,发现肿瘤干细胞的数量增加,同时

细胞 O6甲基鸟嘌呤脱氧核糖核酸甲基转移酶(O6-
methylguanine

 

DNA
 

methyltransferase,MGMT)表
达水平上升及对烷化类化疗药物的耐药性增加。其

中耐药性的表现与肿瘤患者的状况十分接近,表明三

维细胞培养用于抗神经胶质瘤药物的筛选时,效果

更好。
BRESLIN等[31]研究了BT474、HCC1954及EFM192A

的3种不同Her-2阳性乳腺癌细胞系在三维细胞培养

条件下对来那替尼的反应、代谢及耐药性。为了提高

三维细胞培养条件下的药物筛选速度,研究人员进行

了一系列的改进。结果发现与二维细胞培养比较,三
维细胞培养的细胞存活及转移相关蛋白如CYP3A4

等表达均有不同的升高,考虑这些变化可能导致细胞

对来那替尼的耐药性增强了。EICHLER等[32]发明

了一种三维细胞培养与电阻检测相结合的办法,来筛

选抗肿 瘤 药 物。具 体 过 程 是 先 将 神 经 母 细 胞 瘤

SHSY5Y细胞培养在150~250
 

μm 的三维骨架中,
再将这些细胞团转移到含有候选药物的培养基中,特
定时间点取出进行多个指标的检测。该筛选方法非

常高效,每天可检测800个细胞团。
RASHEENA等[33]分别用 Matrigel、Cultrex及

Alvetex
 

3种不用的三维细胞骨架进行前列腺癌LN-
CaP和DU145细胞系的培养,以检测两种细胞系对

多烯紫杉醇和雷帕霉素的敏感性及耐药性。结果显

示两种细胞在3个不同的三维细胞培养条件中的生

长速率各不相同,耐药性也不一致。DU145中表皮生

长因子受体的表达与雷帕霉素的耐药性呈负相关,
LNCaP中则是p53蛋白二聚体的表达与多烯紫杉醇

的耐药性呈正相关。这些结果表明,目前三维细胞培

养对细胞的行为具有非常大的影响,为了保证数据的

可靠性和准确性,应尽快建立统一的三维细胞培养

标准。
6 结语与展望

  三维细胞培养作为体外单层细胞培养与体内研

究的桥梁,具有细胞培养的直观性及条件可控性的优

势,同时能最大程度地模拟体内细胞微环境。这些优

点使得三维细胞培养迅速被应用于生命科学、肿瘤机

制研究及药物筛选,但该技术仍然有许多不足的地

方,包括标准不统一、使用成本较高、细胞观察不便

等。相信随着相关技术的发展,这些问题将逐步被解

决,三维细胞培养将获得更为广泛的应用。
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