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三维间充质干细胞微组织的制造及应用
许曼  马东洋*

(中国人民解放军联勤保障部队第九四〇医院口腔颌面外科, 兰州 730050)

摘要      在移植间充质干细胞的临床实验中, 由于受区存在氧和营养供应不足以及炎症反应

的问题, 治疗效率通常较低。将干细胞聚集成三维微组织球体有望解决此问题。该综述阐明三维

微组织制造技术和应用的相关问题, 并重点关注进一步临床转化的研究进展。
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The Manufacture and Application of Three-Dimensional
Mesenchymal Stromal Cell Microtissue
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Abstract       The efficiency of transplanted mesenchymal stem cell is generally low due to lack of oxygen and 
nutrient supply in clinical trials. This problem can be improved by aggregating stem cells into three-dimensional 
microtissues. This article elucidated the problems associated with the fabrication and application of three-dimen-
sional microtissues, with particular attention to the possibility of further transfering these findings into clinical ap-
plication.
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间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)具有

多向分化和特异性表达的特征, 在组织和器官再生中

起到重要作用。首先, 在传统组织工程中, 2D贴壁培养

是MSC体外扩增的标准技术, 但2D培养条件不同于体

内的3D生长环境, 细胞的表型、活性和功能易发生改

变[1]。其次, 由于缺氧、营养供应不足或靶组织内的

炎症反应, 移植MSC的存活率通常很低。此外, 为获得

临床所需细胞数量而进行大幅扩増可能会降低MSC
的免疫调节潜力、加速衰老并降低移植后的功能。这

些证据提示需要通过改进细胞处理过程或在细胞移植

前进行特定的预处理, 进一步优化基于细胞的治疗方

法。最近有学者发现了一种增强MSC治疗潜力的方法, 
即将细胞制备为多细胞微组织进行应用[2]。

以往的干细胞治疗机制研究大多关注其移植

后向靶细胞的分化, 而最近的研究大多集中在其旁

分泌活性(作为有效生物兴奋剂)。目前认为, 干细胞

治疗作用的可塑性与其应对微环境和激素信号分泌

分子的能力相关。为此, 这篇综述介绍了MSC微组

织体外构建方法并回顾了微组织体内移植后的治疗

效果, 旨在论述其进一步临床转化的可能性。

1   干细胞微组织培养基的选择
目前, 三维培养MSC的实验研究大多采用胎

牛血清作为经典培养基。然而, 在临床应用中不

推荐使用动物衍生物[3]。最近, YLOSLATO等[4]的

研究表明, 细胞在3D环境中的激活主要取决于培
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养基, 微组织球体可以在无异种培养基配方中形

成, 但是培养基的组成对干细胞基因表达有重要影

响。作者表明, 在α-最低必需培养基或几种商业化

市售的悬滴培养基中, MSCs不能凝结成紧密的球

状体并表达完整的治疗基因。对于不含异种配方

的培养基而言, 无论添加人血液来源白蛋白还是重

组白蛋白都有助于形成具有高细胞活力的致密球

体, 并增强抗炎基因[肿瘤坏死因子诱导蛋白6(tumor 
necrosis factor alpha stimulated gene-6, TSG-6)、 前

列腺素E2(prostaglandin E-2, PGE-2)]和抗癌[白细胞

介素-24(interleukin-24, IL24)]分子的表达[4]。BAU-
MAN等[5]也证实, 相对于含有胎牛血清的培养基, 无
异种物质配方条件下混合培养干细胞与内皮细胞产

生的球体成血管能力更强。自2005年以来, 研究人

员对培养临床级干细胞的关注点逐渐转向人血小板

裂解液的应用[6]。基于人血小板裂解液的产品对干

细胞的支持作用可以用生长因子[主要是血小板生

长因子(platelet-derived growth factor, PDGF)、成纤

维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)
和 转 化 生 长 因 子β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)]的复杂影响来解释。然而, 有实验表明, 采
用不同批次胎牛血清培养基, 同一类细胞的生长速

度都有显著差异[7], 提示不同批次培养液具有不同浓

度的促进或抑制细胞生长的蛋白因子。

无论是基于人血小板裂解液还是化学产生的

介质, 干细胞的安全性和可保存性都得到了证实, 但
不含异种配方的培养基对干细胞旁分泌特征的影

响目前尚不清楚。ZIMMERMANN等[8]最近的研

究表明, 用胎牛血清或无异种配方培养基培养3D干

细胞球体, 两者促炎细胞因子的分泌明显不同。与

不含异种配方的培养基相比, 胎牛血清培养基培养

的球体中PGE-2和吲哚胺2,3-双加氧酶(indoleamine 
2,3-dioxygenase, IDO)分泌更多。作者还表明, 添加

胎牛血清的培养的干细胞球体细胞增殖活性降低, 
而旁分泌增加。而不含异种配方培养的干细胞则表

现为生长显著但是旁分泌较少[8]。因此, 制备能增强

干细胞治疗性能的培养基与不含异种配方的培养基

的优化问题高度相关。

2   干细胞微组织的制备技术
2.1   低黏附培养法 

使用低黏附基质处理的培养板进行细胞培养

是产生微组织球体的一种简单易行的方法[9]。 不过, 
由此产生的球体的体积和形态缺乏均一性。这种技

术被广泛用于干细胞聚集体进一步软骨分化研究。

但因为其性价比低、劳动密集型等缺点, 该技术不

适用于大规模制备干细胞球体。

2.2   悬滴法  
悬滴培养是控制细胞培养液的液滴, 悬挂在专

门的培养板中, 使细胞在重力作用下自组装, 形成微

组织球体[10-11]。它虽具有细胞数量和球体大小可控

的优点, 但也不适用于大规模生产细胞球体, 故微球

形成和获取时需要高密集劳动。

2.3   旋转培养法 
这种方法是在细胞培养时不停旋转培养瓶, 从

而避免细胞黏附[12]。它易于操作但是产生的微组织

体积和形态的变异性较大, 而且由于持续旋转产生

的剪切力可能导致细胞生理特征的损伤。

2.4   生物材料辅助法 
有几种生物材料辅助方法可以促进微组织形

成, 其中以壳聚糖膜的应用最为广泛。壳聚糖是

一种带正电荷、具有生物相容性的天然多糖, 其
去乙酰化程度将决定细胞黏附性和进一步形成微

组织球体的潜力[13-14]。YEH等[15]证明, 与非黏附

聚乙烯醇底物相比, 在壳聚糖膜上培养的干细胞

中, 包括白血病抑制因子(leukemia inhibitory fac-
tor, LIF)、白细胞介素24(interleukin-24, IL-24)、肿

瘤蛋白53(tumor protein p53, Tp53)、转化生长因

子-β3(transforming growth factor-β3, TGF-β3)、 血

小板生长因子受体α(platelet-derived growth factor 
receptor alpha, PDGFRA)和前列腺素内过氧化物合

酶2(prostaglandin-endoperoxide synthase 2, PTGS2)
等基因的表达水平显著上调。YEH等[16]提出, 这些

基因表达上调可能是与钙相关基因的上调有关, 壳
聚糖膜上的干细胞产生了更强的细胞–底物相互作

用。最近, YANG等[17]报道, 与使用低黏附培养板相

比, 基于壳聚糖获得的微组织球体内干细胞的自噬

增强特征更为明显, 可能提高其移植后存活率和治

疗潜能。

MESSINS等[18]报道, 使用琼脂糖和聚己内酯膜

也可产生细胞微组织球体。该研究还表明, 与琼脂

糖相比, 微组织球在聚己内酯膜上融合和成熟更快。

WANG等[19]的研究显示, 应用涂覆有光敏聚乙二醇

的微图案基质培养微组织改善了干细胞分化潜能。
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ZHANG等[20]使用聚(L-谷氨酸)/壳聚糖支架用于在

原位产生干细胞球体, 这能促进软骨再生。

2.5   磁化结构应用 
磁化结构应用是构建微组织球体的一个富有

前景的方法。LEWIS等[21]将具有良好生物相容性

的磁性纳米颗粒加入到培养基中磁化细胞, 然后采

用磁力驱动器让细胞聚集呈磁悬浮状态形成微球

(平均直径为259 μm), 最后将多细胞微球与I型胶

原凝胶复合, 以保持MSC的细胞干性和表型。磁

性纳米颗粒不仅能促进微组织球体的快速形成, 而
且可以通过光学或荧光显微镜(归因于荧光标记)
进行细胞示踪并监测球体形成, 具有在体内进行磁

共振成像的潜力。但是, 无法精确控制通过磁悬浮

产生的球体的大小和形状。

2.6   自动化生产尝试 
有研究对大规模高通量制备球体的方法进

行改进和自动化尝试。NETO等 [22]开发了基于仿

生超疏水平面基板的新型悬滴系统。通过这个平

台, 可以高通量产生独立球体。TUNG等[23]在384
个悬滴阵列中展示了高通量3D球体培养。ZHAO
等 [24]使用模式化的非黏合性聚 2-羟乙基甲基丙烯

酸酯水凝胶膜来引导细胞自组装 , 产生大量多细

胞球体。这些高通量方法在大规模生产微组织方

面前景喜人 , 但在优化细胞治疗效果、提高可重

复性 , 简化操作、降低成本等方面仍需要进一步

的研究。

3   干细胞微组织的功能
3.1   增强细胞间相互作用

与传统的2D单层培养相比, 3D细胞结构增强

了细胞–细胞间相互作用并且在很大程度上模拟了

组织的天然微环境。3D环境中干细胞的短期培养

对干细胞特异性免疫表型标志物表达水平无显着影

响。2D组织培养基质和3D球体培养物之间的差异

主要表现在细胞黏附[11,26]。同时, 这种3D微组织被

证明可增强干细胞的抗炎和血管生成能力[27-29], 增
加干细胞干性[30-31], 促进分化成不同细胞系, 并提高

移植后细胞存活率[28], 如图1。
3.2   增强促血管生成特性

血管生成生长因子和细胞因子如血管生成素

(angiopoietin, Ang)、成纤维生长因子-2(fibroblast 
growth factor-2, FGF-2)、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)和肝细胞生长因子

(hepatocyte growth factor, HGF)的表达在干细胞球体

培养物中显著增加[32]。学者们已经在不同的动物模

型中证实了干细胞球体的增强促血管生成的特性: 
MURPHY等[33]报道, 纤维蛋白凝胶内的干细胞球体

分泌的血管内皮生长因子是相同数量的游离细胞的

100倍; 有学者发现, 干细胞形成3D球体后可上调E-
钙黏蛋白的表达, 并通过ERK/AKT信号通路增强血

管内皮生长因子的分泌[34]。有研究证明, 3D多细胞

球体的产生与趋化因子受体4(chemokine receptor 4, 
CXCR4)的强表达相关, 其促进了球体中干细胞对内

图1   三维细胞球体的生物特性较二维的明显改善(根据参考文献[25]修改)
Fig.1   The biological characteristics of three-dimensional cell spheres are significantly improved compared with 

those of two-dimensional culture (modified from reference [25])
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皮细胞的黏附[27]; CHENG等[30]也观察到类似的结果, 
与常规2D培养相比, 球状脂肪组织干细胞中CXCR4
的表达上调两倍。

3.3   改善免疫调节 
有学者证实, 静脉注射的干细胞在肺中被捕获, 

在滞留12~24 h后激活了肿瘤坏死因子α(tumor ne-
crosis factor alpha, TNFα)刺激TSG-6的分泌[35], 在小

鼠模型中, TSG-6的分泌减少了心脏中的炎症反应。

还有研究表明, 干细胞的球体培养可以使TSG-6和
斯坦糖钙-1(stanniocalcin-1, STC-1)的表达显著上调, 
进而活化干细胞产生抗炎蛋白质[4,11,36], 炎症因子如γ
干扰素(interferon gamma, IFN-γ)、TNFα或白细胞介

素-1β的存在可以调节干细胞的免疫调节活性。干

细胞的3D聚集激活了PGE-2和TSG-6因子的分泌, 
并抑制巨噬细胞中炎性细胞因子的产生。与单层培

养相比, 球体干细胞可以分泌更高水平的TGF-β1和
白细胞介素6, 增强免疫调节潜力[8]。DOMNINA等[29]

证明, 在干细胞3D球体中, 抗炎因子的表达显著增

加。不过, IDO的表达是免疫抑制的关键因素之一, 
其在干细胞的2D和3D培养间没有显著差异[37]。与

单层培养物相比, 只有经IFN-γ和TNFα同时加入球

状体后, 才能观察到球体中细胞的IDO活性的显著

差异。然而, 这样的效果非常依赖于所使用的培养

基。因此, 需要进一步的研究来改善3D球体环境中

的IDO表达。

3.4   增强干细胞干性

干细胞聚集成 3D球体对细胞的干性特征产生

了重要影响 , 与单层培养物相比 , 3D培养的脂肪来

源于干细胞中决定干性的Nanog同源盒 (Nanog ho-
meobox, Nanog)、SRY盒转录因子2(SRY-box tran-
scription factor 2, Sox2)和八聚体结合转录因子4(or-
ganic cation/carnitine transporter 4, Oct4)基因的表达

显著增高 [30-31]。此外 , 衍生自球体的干细胞被证明

具有较高的扩增和聚集活性[38]。GUO等的研究[31]表

明 , 3D环境促进了与干细胞多能性相关的miRNA的

表达 , 球体衍生的干细胞向神经细胞和肝细胞分化

的能力增强[39-40]。 YEH等[15]的研究展示了在球体衍

生的干细胞中WNT信号相关基因的表达增强。

3.5   增加移植细胞的生存率

BHANG等[28]报道, 受损区域的缺氧环境可能

对移植后的干细胞造成不可逆的缺血性损伤。与

2D扩增培养相比, 3D干细胞球体在缺血条件下更易

存活。3D球体培养后脂肪干细胞表达了更高水平

的缺氧诱导因子1和锰超氧化物歧化酶, 这与氧化应

激诱导的细胞凋亡的改善相关[41]。除了改善对缺氧

的耐受性之外, 干细胞微组织抗凋亡分子BCL2的表

达显著上调，而促凋亡分子Bax的表达下调, 这证实

了这些细胞的促活性质[1,27]。还有研究表明[11,42], 排
除干细胞来源的因素, 球体中干细胞的体积减小(平
均约为单层培养细胞体积的25%~50%)。与常规培

养干细胞相比, 静脉注射后在肺中滞留的细胞较少。

与传统的2D培养相比, 3D球体中干细胞功能

改善的可能机制是多细胞聚集影响细胞微环境中

的各种变化[43-44]。细胞–基质和细胞–细胞相互作

用的变化导致了3D球体中作用于每个细胞的物理

作用力的显著重排, 这改变了细胞的极化、细胞

骨架结构和形态。基质的刚度和弹性显著影响干

细胞的旁分泌性质[44-45]。3D球体形成过程发生的

应变性和刚性变化与2维下也不同[44,46]。与此同时, 
ABDEEN等[47]的研究表明, 底物刚度的变化导致

了干细胞的促血管生成信号传导的变化。细胞形

状也决定了干细胞谱系定向的转化, 其通过RhoA-
ROCK信号通路介导[48]。球体内增加的细胞间接触

上调了钙黏蛋白(E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白、钙黏

蛋白11)和间隙连接蛋白(连接蛋白-43)的表达, 这
证实了干细胞的谱系特异性[49]。LEE等[35]的研究表

明, E-钙黏蛋白是形成人脐带血干细胞球体的关键

调节因子, 其通过ERK/AKT信号通路调节细胞的

增殖和旁分泌活性。有学者提出, 3D球体中的轻度

缺氧可作为促血管生成因子和血管生成因子表达

的引发剂[50]。不过, MURPHY等[51]最近的研究显示, 
在微组织球体外径在(353±18) μm时, 氧气张力值

小于10%, 这表明3D球体内干细胞的功能增强并非

氧介导的。3D球体内细胞外基质分泌的增强为局

部生长因子和细胞因子富集提供了有利的环境, 支
持自分泌信号传导。增加自噬可以保护细胞免受

环境限制, 从而可以提高存活率并防止干细胞早期

衰老[17]。上述这些因素可能在调节干细胞分化和

旁分泌活动中起重要作用; 然而, 在3D培养过程中

驱动干细胞性质显著变化的确切机制仍然有待进

一步阐明。

3.6   类器官

此外, 体外培养的由干细胞分化而来的多种细

胞类型复合形成的具有3D结构的类器官, 代表模拟
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生物整个生理过程的新型模型, 具有与来源器官相

类似的结构和功能[52]。与传统的2D培养系统相比

更具仿生优势, 更加接近正常机体的细胞组成和生

物学行为。许多类器官可以在3D培养中进行稳定

扩增并保持基因组稳定性。与动物模型相比, 类器

官可以降低实验的复杂性, 能够用于研究不易用动

物模型来模拟的人类发育和疾病[52]。

4   干细胞微组织在动物体内研究中的应用
干细胞微组织的这些性质使得学者们进行了

许多临床前研究, 涉及多种动物模型, 主要针对骨软

骨病、缺血性和心血管疾病以及伤口愈合[53](图2)。
4.1   骨缺损治疗中的应用 

与细胞悬浮液相比, 把干细胞的聚集体皮下注

射到裸鼠中以后, 观察到了显著更大和更致密的异

位骨形成[53-54]。在聚集的干细胞中观察到软骨形成

相关的抗凋亡和抗炎基因的上调, 其在移植到膝关

节后成功使软骨再生[10]。SUENAGA等[55]应用骨髓

干细胞球体修复裸鼠颅骨缺损, Micro-CT扫描和免

疫组织化学染色结果表明, 在干细胞球体组的植入

部位形成了新的全厚度骨组织。

4.2   缺血性疾病的应用 
与游离悬浮液相比, 脂肪干细胞3D球体肌内移

植到裸鼠缺血后肢之后, 增强了细胞存活及血管生

成因子分泌, 且改善了新生血管形成和肢体存活的

状况[28], 移植干细胞球体显著增加了小鼠缺血肢体

微血管数和平滑肌α-肌动蛋白阳性血管数量, 减弱

了肢体损伤和坏死。LEE等[9]研究了移植单层干细

胞或干细胞球体的缺血组织中增殖标志物─增殖

细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)
的表达, 结果表明移植干细胞球体的缺血组织中

PCNA的表达高于移植单层干细胞的组织。

4.3   心血管疾病中的应用

3D脐带血干细胞聚集体移植到大鼠心肌梗死

模型中后 , 移植成活率增高 [34]。有研究观察了移植

后经标记的干细胞的内皮和心肌细胞分化 , 发现与

干细胞悬浮液相比 , 干细胞球体注射入心肌梗死区

域后 , 心肌功能的改善更强 [56]。人体脂肪组织干细

胞球体移植入猪心肌梗死模型中以后改善了88.8%
的动物心脏功能 [57]。LIU等 [58]发现 , 与单层生长的

干细胞相比 , 大鼠脂肪组织干细胞球状体的心脏标

志物基因的表达水平 [GATA结合蛋白4(GATA bind-
ing protein 4, Gata4)、NK2同源框5(NK2 homeobox 
5, Nkx2-5)、肌球蛋白重链 6(myosin heavy chain 
6, Myh6)和肌钙蛋白T2(troponin T2, cardiac type, 
Tnnt2)]高20倍 , 并且在植入后12周的心肌功能恢复

更好。AMOSMOS等 [59]使用脂肪组织干细胞球体治

疗瘦素受体缺陷小鼠的全厚真皮伤口 , 与相等数量

的悬浮干细胞相比 , 在3D干细胞球体组中观察到糖

尿病小鼠伤口愈合显着增加。AMOSMOS等[59]发现, 
球体干细胞产生了大量的细胞外基质 (extracellular 
matrix, ECM)蛋白: 腱生蛋白C、胶原VIα3和纤连蛋

图2   干细胞器官芽的体内治疗

Fig.2   Therapeutic effect of stem cell organ-bud in vivo 
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白。ZHANG等 [41]的研究表明 , 与常规培养物相比 , 
人牙龈来源的干细胞球体在化疗引起口腔黏膜炎的

小鼠模型中取得更好的治疗效果 , 逆转了小鼠体重

的减轻 , 并促进了黏膜上皮在肝、肾损伤治疗中的

应用。

4.4   在肝再生和肾损伤模型中的应用 
3D环境下培养的脐带干细胞促进了IFN-γ和

IL-6的分泌, 但在趋化因子配体4(chemokine ligand 
4, CCL4)诱导的急性肝衰竭小鼠模型中抑制TNFα的
分泌, 同时改善了肝脏的再生情况[60]。TALAEI等[61]

也证实了脐带干细胞球形体分化为肝谱系的潜力增

加。XU等[62]应用人体脂肪干细胞的3D球体治疗急

性肾损伤, 当注射到具有缺血再灌注诱导形成的肾

损伤大鼠模型的肾脏中时, 与2D培养细胞相比, 3D
球体更有利于肾脏的保护, 减少细胞凋亡和组织损

伤, 促进血管形成从而改善肾功能。

5   结语和展望
3D微组织球体改进了人不同组织来源的干细

胞的治疗潜力。3D培养环境可以增强干细胞的干

性、抗炎性和免疫调节性质, 增加干细胞的存活率

和抗凋亡能力。这为干细胞的临床转化应用开辟了

新的途径。然而, 3D球体制备技术仍然需要进一步

规范和优化, 例如选择合适的临床级培养条件及其

大规模生产策略, 从而提供高效和可重复的干细胞

疗法。
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