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三维细胞培养技术的发展及其在干细胞和

肿瘤细胞中的应用
赵典典  侯玲玲*  张婧思  胡红刚  晏  琼 

(北京交通大学理学院生命科学与生物工程研究院, 北京 100044)

摘要      三维细胞培养技术是在二维细胞培养和动物实验模型的基础上发展起来的简单、有

效的细胞培养方式。利用三维细胞培养技术可以更好的模拟体内微环境, 为相关研究领域提供新

的手段。目前, 三维细胞培养技术在组织工程、肿瘤学、再生医学和干细胞生物学等研究领域均

有应用。该文就近年来三维细胞培养技术的发展及其在干细胞和肿瘤细胞中的应用进行综述。
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The Development of Three-Dimensional Cell Culture Technology and 
Its Application in Stem Cells and Tumor Cells
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Abstract       Three-dimensional cell culture technique is a kind of simple and effective culture system 
which is developed on the basis of the two-dimensional cell culture and in vivo animal model. Three-dimensional 
cell culture can better mimic the in vivo cell environment and provide a new research tool for the relevant fields. 
At present, three-dimensional cell culture technique is used in many areas, including tissue engineering, tumor 
treatment, regenerative medicine and stem cell biology, etc. Here, we review recent research progress in three-
dimensional cell culture technique and its application in stem cells and tumor cells.

Keywords       three-dimensional cell culture technique; stem cells; tumor cells

目前, 体外细胞水平的研究很大程度上是在二

维培养条件下完成的; 在体内, 主要在实验动物模

型体内完成。二维细胞培养技术培养的细胞在体外

环境下逐渐丧失了其体内原有的性状, 在形态、结

构和功能方面都与其在体内自然生长的状态相去甚

远[1]; 而动物实验由于体内的多种不可控因素的制

约以及体内和体外环境相互影响而变得复杂化, 不
利于探究具体机制。鉴于两者均存在一定的局限[2], 

近年来发展了三维细胞培养技术(three-dimensional 
cell culture, TDCC), 这种培养方法获得的细胞在形

态结构、增殖分化、基因表达及细胞的功能活动等

方面均与二维培养存在显著不同[3]。三维细胞培养

既能保留天然细胞微环境的物质结构基础, 又能更

好的模拟体内细胞生长的微环境[4], 克服了之前两

种方式的缺陷, 为细胞水平的研究提供了一种更简

单、更安全、更可靠的方法。如何能够维持干细胞

综述
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的自我更新并使其定向分化是干细胞研究的两个基

本问题。目前, 绝大多数干细胞相关研究均使用二

维平面培养体系, 但干细胞在体内的生长、分化微

环境应为三维体系。干细胞的分化及其发育方向与

其所处微环境紧密相关, 而体外三维培养体系能够

更好的模拟干细胞的体内生长环境, 并能够为组织

工程研究提供更加准确可靠的实验数据。肿瘤细胞

在特定时间、空间条件下能够产生与其发生和发展

密切相关的特定表型、结构和生长行为。二十世纪

70年代的研究表明, 肿瘤的发生与肿瘤所处的微环

境密切相关[1]。在动物体内肿瘤细胞间、肿瘤细胞

与基质间通过信号传导来维持肿瘤的生长。传统二

维细胞培养技术无法模拟肿瘤发生的形态学特点, 
但三维细胞培养技术能够通过在体外构建类似体内

的细胞生长分化系统来对肿瘤细胞生长的微环境进

行模拟, 从而研究肿瘤恶性表型与肿瘤细胞所处环

境的关系, 进而随着技术的改进实现多种细胞共培

养, 达到更好模拟体内环境的目的。本文就近年来

三维细胞培养技术的发展及其在干细胞和肿瘤细胞

中的应用进行综述。

1   三维细胞培养技术
1885年 德 国 人Willhelm Roux从 鸡 胚 中 分

离细胞被认为是组织细胞培养技术的萌芽[2], 而
Harrison[3]在1907年以及Carrel[4]在1912年开始研究

的离体动物细胞培养方法标志着现代细胞培养技术

的诞生。在体外细胞培养技术发明和发展的这一百

多年的时间, 二维细胞培养技术已经具有培养简单、

易操作、费用低等优点, 但在很多时候通过二维培

养得出的实验结果并不能在动物体内得到重复。科

研人员认为, 这种体外和体内实验结果差异的原因

主要是由于二维培养的细胞虽能在体外增殖和分

化, 但其生长发育的环境和条件与体内差异较大, 这
就导致细胞的基因表达和形态特征与体内差异较

大。为尽可能的模仿细胞在动物体内的生长环境并

得到更加类似体内生长的细胞, 三维细胞培养技术

得到了越来越多的关注。

20世纪80年代, 美国劳伦斯伯克利国家实验室

的Mina Bissell和William Ole Peterson在对乳腺癌的

研究中发明了三维细胞培养技术, 他们发现, 三维培

养的正常的乳腺上皮细胞形成了腺泡状单层管状结

构, 同时, 原癌基因激活的乳腺上皮细胞也形成了碗

状腺泡结构(图1)[5]。三维细胞培养技术是指将动物

细胞与具有三维结构的支架材料共同培养, 使细胞

能够在三维立体空间生长、增殖和迁移, 构成三维

的细胞−细胞或细胞−载体复合物, 从而更好地模拟

细胞在体内的生长环境。在近30年的研究过程中, 
三维培养技术也得到了巨大的进步, 目前三维培养

技术主要分为需要支架的三维培养技术和不需要支

架的三维细胞培养技术。细胞支架主要是在三维空

间内构建供细胞附着和生长的类似脚手架的多孔结

构, 细胞依附于支架进行三维生长和迁移, 主要的支

架材料有胶原和水凝胶等, 价格较为低廉且操作简

单; 而不需要支架的三维培养技术主要是通过物理

方法使贴壁细胞悬浮于培养基中以达到三维培养的

目的, 目前主要的技术有微载体、磁悬浮、悬滴板

和磁性三维生物印刷等技术, 这类方法操作较为复

杂, 前期投入较大, 目前绝大多数三维培养均借助于

支架材料, 下文还会对三维支架材料进行介绍。近

年, 三维细胞培养技术在肿瘤学、干细胞生物学和

器官再造等领域得到了普遍的应用, 同时很多研究

者也关注到, 在病毒监测、药物筛选和评估实验等

方面, 利用三维培养得出的结论与动物实验更加类

似, 因此研究三维细胞培养技术尤为重要。

2   三维细胞培养技术的优点
自首次建立体外细胞培养体系以来, 二维细胞

培养技术有了蓬勃的发展。但是, 在一些情况下, 二

图1   3D细胞培养模式图(根据参考文献[5]修改)
Fig.1   Three-dimensional cell culture model (modified from 

reference [5])
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维细胞培养技术所取得的研究结果与体内的情况不

吻合, 在形态、结构和功能方面都与在体内自然生

长的细胞相去甚远。麻省理工学院著名肿瘤学专家

Weinberg等[6]指出, 应用二维培养方法研究恶性肿瘤

细胞似乎有些怪异。而动物模型耗时、耗力且价格

昂贵, 我们通常在动物身上只观察到最终呈现的表

现, 却不能很好地探究其中的过程, 同时动物实验涉

及动物个体差异、免疫排斥等问题, 不易控制, 也不

易得出普遍又准确的结论[7]。三维细胞培养技术可

利用模块化组织工程技术较好地模拟体内细胞生长

环境, 并凭借该技术得到更快的发展。

目前, 已经有大量的实验证据表明, 三维培养

的细胞更适用于抗癌药物的筛选, 更能够预测与肿

瘤相关的机制。Chetty等[8]将肝癌细胞分别在二维

和三维培养条件下进行药物处理, 结果发现, 肝癌

细胞在三维培养体系中对药物的敏感性比二维条

件下低, 更接近于体内肿瘤细胞对药物的敏感性。

Chitcholtan等[9]通过研究子宫内膜细胞分别在二维

和三维培养条件下的生长模式、信号分子的表达及

代谢情况, 发现三维培养体系明显优于二维培养体

系。Leslie等[10]的研究发现, 使用三维培养技术传代

培养乳腺上皮细胞可以观察IL-6的分泌, 并可以激

活STAT3通路; 同时, 在异种移植物和人类肿瘤中也

证明了这一现象确实存在, 而在二维培养条件下, 却
不能得出同样的结论。Tit-Oon等[11]的研究结果表明, 
生长在三维环境中的胆囊癌细胞比生长在二维环境

中的细胞形态变化更加显著, 而且能够增强细胞外

基质的沉积, 能够分泌更多的蛋白, 有利于更好地研

究胆囊癌形成的机制。

综上所述, 三维细胞培养更加灵活、简单、安

全和可控, 比二维培养有更多的优势, 见表1。目前, 
三维细胞培养技术在细胞传代、细胞复苏、细胞冻

存等方面都已经取得了很大的进展。为此, 从不同

的研究需求出发, 建立更接近细胞生存环境的三维

细胞培养模型体系以对细胞进行更好的培养, 就显

得格外重要了。

3   三维细胞培养技术的支架材料
由于支架材料具有价格低廉和操作简便的优

势, 绝大多数的科研人员都以支架材料为手段对三

维培养进行研究。三维培养支架材料可分为天然细

胞外基质和人造基质, 是组织工程学研究中最重要

的内容之一。研究表明, 支架材料本身的结构特性

和表面活性可为细胞提供用于生长依附的空间架

构, 同时能够协调生物活性因子和细胞之间的相互

作用, 增进细胞之间的黏附, 促使细胞的基因表达、

分泌, 使细胞的功能活动更接近于体内[18]。理想的

生物支架材料应具备以下特点: 良好的组织相容性、

无毒性、可降解、硬度好、多孔性、可渗性好、弹

性好等。常用的三维细胞培养支架材料有天然生物

材料、人工合成高分子材料等。

3.1   天然高分子材料

天然高分子材料来源于动物或人体, 其网状结

构、成分、生物力学环境适合细胞的增殖、黏附及

新陈代谢, 而且该种材料抗原性低、无毒性、可降解、

能促进细胞生长和黏附, 因此越来越受到研究者的

表1  三维细胞培养相比于二维细胞培养的优点

Table 1   Advantages of 3D cell culture compared to 2D cell culture

特征

Characteristic
二维细胞培养

2D cell culture
三维细胞培养

3D cell culture

Morphology Cells in the plane growth, showing spindle 
or flat round shape, adherent growth, small 
nucleolus

Cells grow in the 3D space and present irregular 
polygon or sphere, layered growth, large 
nucleolus[11]

Cell junction Most of cells grow alone, a few cells 
aggregate

The 3D network structure with large number of 
cells-matrix and cell-cell interactions. A large 
number of cells aggregate into clusters[12]

Gene expression 
and metabolism

Less secretory factors Enhance the expression of key growth factors and 
secrete more key proteins[9-10,13]

Proliferation Apoptosis begin after 5 days Greater proliferation potential[14-16]

Differentiation Weak differentiation potential Greater differentiation potential[16-17]

Drug susceptibility High susceptibility Low susceptibility[8]
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重视。天然高分子材料主要包括胶原、Matrigel、
壳聚糖、明胶等。

3.1.1   胶原      胶原是人体中含量较高、白色透明、

无分支的原纤维, 在动物的皮肤、骨、软骨、牙

齿、肌脾韧带和血管中有较高的表达。胶原具有

良好的酶和细胞亲和性, 可吸收并结合多种酶和细

胞, 使其固定化。同时胶原的免疫排斥反应小, 力
学性能高, 能够促进细胞生长, 具有较高的生物相

容性和生物降解性。目前, 胶原凭借其独特的优势

以水凝胶的形式作为三维细胞培养的普遍支架材

料。胶原凝胶是含水的凝胶, 营养物可以自由进出

凝胶网络, 使分散于网络中的细胞都能得到营养, 并
易于添加各种生长因子, 有利于细胞的黏附、增殖

和分化。总之胶原是最具前景的一项生物材料, 已
广泛的应用于心肌、肝脏等人体组织器官的工程

化组织构建。Luo等[19]在牛肌腱复合胶原上培养

人牙周膜成纤维细胞(human periodontal ligament 
fibroblasts, HPDLFs), 结果发现, 牛肌腱复合胶原明

显增强HPDLFs的增殖, 且HPDLFs细胞间的黏附能

力有所提高, 证明了牛肌腱复合胶原具有良好的生

物相容性, 可作为支架材料应用于牙周组织工程研

究。Meng等[20]研究表明, 以胶原、明胶水凝胶为支

架构建的三维培养系统能够更好地模拟肝脏组织结

构, 并能在更长时间内保证肝细胞进行生长、分裂、

代谢等各种复杂的功能。

3.1.2   Matrigel      Matrigel是从富含胞外基质蛋白

的Engelbreth-Holm-Swarm(EHS)小鼠肿瘤中分离出

来的重组基质成分。Matrigel的主要成分是层黏连

蛋白(laminin), 一种可溶性的大分子糖蛋白, 分布在

细胞外基质中, 其分子上存在某些细胞表面黏附分

子的结合位点, 以此促进细胞的黏附、生长与分化。

Matrigel中还含有IV型胶原、硫酸乙酰肝素、蛋白

多糖、内功素、转化生长因子-β(transforming growth 
factor-β, TGF-β)和胰岛素样生长因子-1(insulin-like 
growth factors-1, IGF-1)等多种细胞外基质、蛋白酶

和生长因子成分, 均能参与调节细胞的生长、分化、

迁移及组织形成。因此, Matrigel比单一细胞外基质

成分更能发挥生物学作用, 更接近在体细胞生长的

微环境, 是理想的体外培养平台。近年来, Matrigel
凭借其具有稳定的增殖率、高端粒酶活性、可以

通过诱导细胞表达必要的蛋白质, 从而促进细胞之

间更好的连接等优点, 用于构建适于细胞生长的三

维立体支架。目前, Matrigel在胚胎发育、肿瘤学研

究、组织损伤后修复过程中均发挥着重要的作用。

Li等[21]在Matrigel上培养人汗腺上皮细胞, 结果发现, 
Matrigel能够促进上皮细胞分化成汗腺组织, 表明

Matrigel可以作为组织工程的支架材料。

3.2   人工合成高分子材料

人工合成高分子材料主要包括聚乳酸、聚乙

醇酸及其共聚物、聚己内酯等脂肪族聚酯等。相对

于天然材料, 更利于进行标准化的生产, 其具有良好

的可塑性, 可以加工成各种实验所需要的结构形状。

但是人工合成高分子材料亲水性差、对细胞的黏附

性较弱, 易引发无菌性炎症, 因此在某些方面还有待

于进一步改进。

3.2.1   聚乳酸      聚乳酸(polylactic acid, PLA)是将

天然农作物所提取的淀粉原料进行发酵、人工化

学合成等一系列方法得到的一种全新形态的生物

降解塑料。PLA不仅具备良好的生物降解和生物

相容性、可吸收性及可降解性, 而且它还具有机

械强度高、化学稳定性好等优点, 成为了最具竞

争力的生物材料, 广泛应用于缝线、支架、医药

和农业等领域。但是PLA疏水性较强, 成骨性能

不理想, 降解产物偏酸性, 在体内易引起无菌性炎

症, 从而不利于细胞的黏附和增殖, 因而限制了其

应用, 所以PLA需要与其他材料复合后方可达到较

好的效果。Man等[22]利用聚乙二醇单甲醚−聚乳酸

(methoxypolyethylene glycol-polylactic acid, MPEG-
PLA)包裹齐墩果酸(oleanolic acid, OA), 以解决OA
疏水性和水溶性差而不能达到抗癌药性的缺陷, 结
果表明, MPEG-PLA共聚物是口服致癌药物载体的

最佳选择。Llorens等[15]制备了含有聚六亚甲基双胍

(polyhexamethylenebiguanide hydrochloride, PHMB)
的PLA纳米纤维, 并用该材料作为生物支架材料三

维培养成纤维细胞和上皮细胞, 结果发现, 与二维培

养相比, 三维培养的细胞具有更好的增殖活性和黏

附能力。

3.2.2   聚己内酯      聚己内酯(polycaprolactone, 
PCL)是由ε-己内酯开环聚合所得的线性脂肪族聚

酯。自20世纪60年代以来, PCL具有良好的药物透

过性、力学性能、生物相容性、低毒性、易于加工

等优势, 并有利于细胞的生长、繁殖, 因此其研制

与开发日益受到人们的重视。目前, PCL已经获得

美国FDA的批准, 在生物医学、组织工程支架、药
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学材料等领域得到越来越广泛的应用。然而, PCL
仍存在亲水性差、熔点及分解温度低、成型工艺

复杂、强度不高等缺点, 所以需要与其他材料复

合使用。Roohani-Esfahani等[12]利用PCL/碳酸钙骨

(calcium phosphate cement, CPC)复合支架培养骨髓来

源细胞(bone marrow-derived cells, BMDCs), 结果发现, 
BMDCs具有更好的增殖、黏附和成骨潜能, 从而说

明了该复合支架具有良好的力学强度、生物活性和

生物相容性, 能够为BMDCs的爬行长入、黏附、增

殖及成骨潜能的发挥提供更好的微环境, 进而证明了

该复合材料可以作为骨组织支架, 与种子细胞复合以

构建组织工程化骨, 应用于骨组织缺损的修复和功能

重建。综上, 表2总结了不同的材料的各自优缺点。

最新研究成果表明, 用于三维培养的支架材料

的种类越来越多, 培养方法更为标准。例如, 通过与

微流控、微制造、微芯片等前沿技术融合, 已成功

研制出新型三维肿瘤组织微芯片[29]、绿色荧光蛋白

三维模型[30]、生物活性纳米纤维支架[31]、灌注的微

流体反应装置[32]等, 为细胞研究提供新的、有效的

模型体系。

4   三维细胞培养技术在细胞研究中的应用
三维细胞培养技术因其可再现组织细胞的体

内生长情况, 已在再生医学[26]、肿瘤治疗[27]、病毒

监测[28]、药物筛选和评估[29]等领域备受关注。近年

来, 随着细胞生物学、材料学、生物化学及免疫学

等诸多学科与组织工程学的结合, 促进了三维细胞

培养技术的不断发展和完善, 已经应用到很多种细

表2   三维细胞培养的支架材料

Table 2   3D cell culture’s scaffold

分类

Classification
优点

Advantages
缺点

Disadvantages
应用

Application

Natural material Collagen Low antigenicity, non-toxic, 
biodegradable, super-hydrophilic property, 
low cost, easy to absorb and combine a 
variety of enzymes and cells, etc

Poor mechanical properties, 
poor plasticity, etc

Engineered tissue constructs 
of heart, liver and other body 
tissues and organs, etc[19-20]

Matrigel Stable proliferation rate, high telomerase 
activation, best adhesion ability and 
biocompatibility, promote cell proliferation 
and secretion of matrix, etc

Expensive, low mechanical 
strength, easy to degrade

The research of embryonic 
development and  tumor 
treatment, tissue injury repair, 
etc[23-24]

Macromolecule 
material

Polylactic acid 
(PLA)

High mechanical strength, better 
biodegradability and biocompatibility, etc

Strong hydrophobicity, not 
easy to osteogenesis, acidic 
degradation products can 
lead to inflammation in the 
body, disadvantages for cell 
adhesion and proliferation

Medcine, agriculture and 
other fields[22,25]

Polycaprolatone 
(PCL)

High drug permeability, better mechanical 
properties and biocompatibility, low 
toxicity, easy to process, etc

Weak hydrophilic, low 
intensity, greatly change 
of pH value during the 
degradation process

Biomedicine, pharmaceutical 
materials and other fields[12]

表3   三维细胞培养技术在多种细胞中的应用

Table 3   The application of three-dimensional cell culture technique in variety of cells

种类

Direction
细胞

Cell
应用

Application

Stem cell Mesenchymal stem cells Improve nuclear cytoplasm ratio and differentiation potential, increase the expression of cells factors[30-31]

Neural stem cells Promote the differentiation capacity to astrocytes and neuronal cell, enhance nerve-related genes 
expression[32-33]

Embryonic stem cells Significantly increased proliferation rate and differentiation potential[34]

Tumor 
treatment

Breast cancer, hepatic 
carcinoma, ovarian cancer

Establish microenvironment model that is closer to in vivo niche, provide the conditions for drug 
screening and potential therapeutic methods[35-36]
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胞的研究中(表3)。
4.1   三维细胞培养技术在干细胞中的应用

自从威斯康辛大学的Thomson等[37]在1998年首

次成功建立人胚胎干细胞系以来, 干细胞研究逐渐

成为最热门的领域。干细胞是一类具有高度自我复

制能力和多向分化潜能的原始未特化细胞的统称。

干细胞被广泛应用在再生医学、免疫疾病和肿瘤治

疗等领域。随着细胞培养技术由二维培养向三维培

养的转变, 干细胞的三维培养获得了越来越多的关

注。研究发现, 三维培养的干细胞呈现高核质比, 而
且分化能力也显著增强, 趋化因子表达增加, 由此可

知, 三维培养的干细胞优于二维培养, 三维细胞培养

技术在干细胞培养方向具有更好的应用价值前景。

4.1.1   三维培养技术在间充质干细胞中的应用      
间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)是来

源于中胚层的一类具有高度自我更新能力和多向分

化潜能的成体干细胞[38], 在体外可以诱导分化成骨

细胞、脂肪细胞、神经细胞等[39]。随着对其认识及

研究的日趋成熟, MSCs凭借其多系分化潜能、低免

疫原性, 且易于分离、培养、扩增等特点成为一种

理想的“种子细胞”, 广泛应用于再生医学、器官损

伤治疗、免疫疾病治疗、肿瘤治疗等领域。近年, 
MSCs应用于肿瘤治疗方面的探索逐渐深入。一些

研究证明, MSCs对肿瘤细胞的生长和发育具有促进

作用; 但同时也有实验证明, MSCs对肿瘤细胞具有

抑制作用(图2)[40]。MSCs对肿瘤细胞的双重作用与

MSC的来源、分离培养方法、体内注射方法以及所

处的微环境等有关。因此, 需要利用三维细胞培养

技术更好的模拟体内的微环境来探索MSCs在肿瘤

治疗上的作用和机制。

目前, 对间充质干细胞的研究多停留在二维细

胞水平上, 存在较多的缺陷, 而三维细胞培养在干细

胞的增殖、形态、分化能力等方面均更接近体内微

环境。Becerra-Bayona等[13]利用三维细胞培养技术

探究了细胞外基质中的纤维蛋白、纤维蛋白原和层

黏连蛋白对MSCs向成骨细胞分化的影响, 通过检测

成骨反应的分子标志发现, 三维培养的MSCs的成

骨强度和特异性有所提高, 并证明了α2、α6和整合

素等在此过程中发挥了重要作用。Toh等[41]证明了

可调的透明质酸酯−酪胺(hyaluronic acid-tyramine, 
HA-Tyr)水凝胶的三维微环境能够有效的促进MSCs
对软骨形成及其空间组织形成中的作用。Guo等[42]

的研究发现, 三维培养的人MSCs通过mRNA和组蛋

白水平的改变, 多能性和分化能力明显增加。Yeatts
等[16]以藻酸盐珠作为支架材料, 并结合管状流体系

统生物反应器三维动态培养人MSCs, 结果表明, 这
种动态培养方式相比于传统的二维静态培养更能促

进MSCs的增殖和分化。此外, Li等[43]将三维培养的

MSCs移植进小鼠体内后, 发现三维培养的MSCs能
够显著地促进干扰素γ、白介素6的分泌, 减少了肿

瘤坏死因子α的分泌, 从而减轻了肝坏死。Liu等[44]

利用水凝胶为支架材料研究骨髓来源的MSCs, 也证

明了三维细胞培养技术相比于传统的二维培养在各

方面均有明显优势。

4.1.2   三维培养技术在神经干细胞中的应用      神
经干细胞(neural stem cells, NSCs)是一类能产生神
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kinase
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图2   间充质干细胞对肿瘤的作用

Fig.2   The role of mesenchymal stem cells to tumors
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经组织或来源于神经系统的具有自我更新能力和多

向分化潜能的细胞, 可以诱导分化为神经元、星形

胶质细胞和少突胶质细胞。NSCs的发现使得人们

对神经系统发育和神经退行性疾病的治疗成为了可

能。但随着研究的深入, 发现NSCs在传统的二维

空间中培养, 因其增殖形成神经球(neurosperes)悬
浮在培养液中, 由于神经球直径逐渐增长, 随着时

间的推移, 营养物质和细胞代谢物不能很好地传递, 
因此常导致神经球中心细胞坏死。而三维细胞培

养技术为细胞提供了生长支架, 模拟了细胞在体内

的培养微环境, 使得细胞的形态及其它生物学性状

很少受到影响, 小分子物质如营养物质, 激素、溶

解氧及细胞的代谢产物可通过微孔结构得到交换, 
从而避免因增殖过快而导致的中心细胞坏死, 为细

胞的生长提供一个稳定、持久、健康的生长环境。

Bible等[45]利用酶法结合化学和机械的方法提取了

猪的大脑和膀胱中的细胞外基质, 并制备了三维支

架材料用于培养NSCs, 结果表明, 三维培养的NSCs
具有更强的迁移到脑损伤部位的能力, 从而能够有

效的修复大脑中受损的神经组织。Kim等[46]利用

三维培养体系培养NSCs, 发现该系统可以为NSCs
的生存提供更好的微环境和组织集成, 从而能够让

NSCs重新填充创伤性损伤的中枢神经系统中丢失

或损伤的细胞和组织。Koutsopoulos等[47]设计了多

肽纳米纤维水凝胶支架来培养NSCs, 结果发现, 三
维培养的NSCs在细胞存活和分化特性等方面明显

优于二维培养的细胞, 从而为神经系统组织替代和

组织再生提供了更好的研究方法。Li等[32]利用石墨

烯泡沫作为三维细胞培养的支架材料培养NSCs, 发
现三维培养的NSCs具有更好的增殖能力、更容易

向星形胶质细胞和神经元细胞分化, 从而为NSCs、
神经组织工程学以及神经假体的研究提供实验基

础。此外, Lee等[48]基于普通三维培养的支架材料

水凝胶渗透率和硬度不好的事实, 改进并建立了新

型的水凝胶支架材料, 并利用其培养NSCs, 结果发

现, 这种新型水凝胶能够显著增强了NSCs的生存能

力和分化能力, 而且促进了三维培养体系内神经网

络的形成。Smith等[49]利用惰性三维支架材料培养

NSCs, 证明了三维培养的NSCs不仅在增殖和分化

方面优于二维培养的体系, 而且利用基因芯片检测

了二维和三维培养的NSCs的基因表达情况, 结果显

示, 与神经功能、细胞外基质和细胞骨架等相关的

基因表达都有显著的不同。三维细胞培养能够提高

体外实验的生理相关性, 从而减少用于医学研究的

实验动物的数量, 节约实验成本。因此, 利用三维细

胞培养技术开展NSCs培养, 应用于神经退行性疾病

等的治疗具有广阔前景。

4.1.3   三维培养技术在胚胎干细胞中的应用      胚
胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)是一种高度未

分化细胞, 它具有发育的全能性, 能分化出成体动

物的所有细胞类型。三维细胞培养技术能够对体内

细胞的生存环境和功能环境进行模拟, 从而为研究

ESCs的结构、功能及其与亚器官、器官之间的关

系提供了有效的研究方法。目前, 已经有越来越多

的研究者关注三维培养的ESCs。Muguruma等[50]已

成功建立了人ESCs的三维培养体系, 结果发现, 三
维培养的ESCs中产生了来自组织的极化小脑结构, 
从而能够更好的研究人类ESCs源性小脑前体细胞

的自组织能力。Jaramillo等[34]利用纤维蛋白水凝胶

为三维支架材料培养ESCs, 结果发现, 凝胶的刚度

对ESCs的增殖率有很大影响, 且刚度越低细胞增殖

率越高。此外, Meinhardt等[51]证明了Matrigel三维培

养的ESCs在神经诱导条件下聚集, 能够形成神经组

织并能够自发放电, 而在二维培养条件下无此特性, 
所以该三维培养体系是研究ESCs形态发生以及神

经组织来源的有效工具。Ahadian等[52]结合介电电

泳技术在水凝胶中三维培养ESCs, 使其快速、大量

聚集, 并能产生高细胞活力和多能性的胚体。 
干细胞因其具有自我复制能力、发育全能性等

优势, 成为了备受关注的“万能细胞”, 因此干细胞的

三维培养技术就尤为重要。目前, 三维细胞培养技

术不仅应用在上文所提到的几种干细胞方面, 还应

用到很多其他干细胞。Gao等[53]利用壳聚糖/明胶为

三维支架材料培养脂肪干细胞(adipose-derived stem 
cells, ADSCs), 结果发现, 三维培养的ADSCs具有更

好的增殖活性和分化能力。Ferroni等[54]建立的透明

质酸三维细胞培养体系培养牙髓干细胞(dental pulp 
stem cells, DPSCs), 结果发现, 三维培养的DPSCs能
够产生功能性牙髓样组织, 因此证明了三维细胞培

养技术是研究牙髓组织工程学的有效方法。随着研

究的不断深入, 三维培养干细胞将会被更多的科研

工作者研究并应用来治疗和改善人类的疾病。

4.2   三维细胞培养技术在肿瘤细胞中的应用

三维细胞培养由于其独特的优点在肿瘤细胞
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中也有广泛的应用, 目前三维细胞培养方法不仅可

以用来研究微环境对肿瘤细胞动力学和细胞变化的

影响, 而且还可用于寻找癌细胞形成的相关通路以

及监测癌细胞对抗癌药物的应答等。

4.2.1   三维细胞培养技术在乳腺癌细胞中的应用      
乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤, 近年来其发

病率和死亡率有上升的趋势[55], 因而受到人们的广

泛关注。目前, 体外乳腺癌细胞培养均为二维培养, 
细胞全单层贴壁生长, 但二维生长的人乳腺上皮细

胞缺失了对生长因子和催乳激素的响应, 不能检测

到如乳清蛋白和β-酪蛋白等分化相关蛋白质, 更不

能形成类似于体内的腺泡结构。而三维细胞培养的

乳腺上皮细胞能够形成腺泡结构, 并对激素信号、

生长因子等产生响应。因此, 三维培养乳腺癌比二

维培养和动物实验的靶向性更强、安全性更高、更

经济安全。Choi等[56]使用体外三维细胞培养和共培

养脑转移模型等方法研究癌相关成纤维细胞的作

用, 结果表明, 癌相关成纤维细胞(cancer-associated 
fibroblasts, CAF)在乳腺癌脑转移和定植中起着至

关重要的作用。Chen等[57]利用三维胶原支架材料

培养乳腺癌细胞MCF-7, 在体外诱导出多样化的细

胞形态, 同时发现三维培养的MCF-7分泌出更多的

上皮−间充质转化标志分子, 具有更高的成瘤性。

Weigelt等[58]利用三维细胞培养技术对乳腺上皮细

胞进行培养, 发现了新的乳腺癌形成相关信号通路

并提出了潜在的治疗方法。Phan-Lai等[59]利用壳聚

糖−藻酸盐作为三维支架研究T细胞对乳腺癌微环

境的影响, 结果证明了肿瘤中高表达的趋化因子配

体21[chemokine (C-C motif) ligand 21, CCL21]和干

扰素γ(interferon γ, IFNγ)使得肿瘤特异性T细胞激活

并在肿瘤部位聚集。

4.2.2   三维细胞培养技术在肝癌细胞中的应用      
肝癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其发病率和死亡率

在我国均排名前三位[60]。近年来, 对于肝癌治疗新

方法的研究越来越多, 如漫散射光谱[61]、肝动脉灌

注[62]、组织消融[63]以及射频治疗[64]等。其中, 三维

细胞培养技术对肝癌治疗的研究也有很大的贡献。

Mueller等[36]利用三维培养体系培养终末分化肝细胞

(HepaRG细胞), 探究了四种药物黄曲霉毒素B1、乙

胺碘呋酮、丙戊酸和氯丙嗪对HepaRG细胞的毒性

作用, 并将其与二维细胞培养结果进行比较。结果

发现, 三维细胞培养模型能够更好地模仿体内组织

环境和改善细胞功能, 三维HepaRG细胞培养模型

能够很好地研究药物毒性筛选, 此模型有望成为临

床前试验的有效方法。Gunness等[65]也研究了三维

HepaRG细胞培养, 结论和Mueller等的类似, 同样说

明了三维HepaRG细胞培养模型是研究肝癌治疗的

一个有效的、简单的方法, 对于治疗慢性药物诱导

的肝毒性等具有重要意义。此外, Fang等[66]成功构

建了能模拟体内肿瘤微环境的三维细胞培养模型, 
并将此模型与以量子点为基础的分子成像系统相结

合, 从而可以更好的研究肝癌细胞的侵袭行为。Yip
等[67]也成功构建了能模拟体内肿瘤微环境的三维细

胞培养模型, 并利用此模型进行了抗肝癌药物检测, 
为改善仿生肿瘤模型的体外临床药物开发提供了实

验基础。Malinen等[68]利用不同支架材料的三维细

胞培养技术成功的研究了肝脏祖细胞的组织结构、

特点以及参与的代谢活动等。总之, 三维细胞培养

技术以其利于肝癌细胞生长、增殖、分化以及接近

体内微环境等优点, 使其成为治疗肝癌体外研究不

可替代的一种手段。

4.2.3   三维细胞培养技术在卵巢癌细胞中的应用      
卵巢癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤, 其死亡

率位居世界首位[69], 因此, 对于卵巢癌治疗的研究

具有重要意义。2014年, Sarisozen等[70]使用经过三

维细胞培养的可以耐受多种药物的卵巢癌细胞来

评估联合递送紫杉醇和一种强效的NF-κB抑制剂

姜黄素的效果以及细胞毒性作用, 结果显示, 经过

聚乙二醇−磷脂酰乙醇胺为三维支架材料的三维细

胞培养能够很好的促进卵巢癌细胞的生长, 同时得

出了紫杉醇增加了细胞毒性而姜黄素对细胞几乎

没有毒性的结论, 而二维培养并不能得出类似的结

论。Chen等[71]研究发现, 从三维培养的人体卵巢上

皮癌细胞系HO8910中分离的CD44+和CD117+细胞

比肿瘤干细胞具有更多的优点, 如生长速度更快、

在缺氧的情况下有更强的生存力、能够形成更大

的瘤体等。同时, 他们的研究也表明了三维细胞培

养模型能够更加精确的显示体外肿瘤干细胞的行

为特点。因此, 三维模型可以用来筛选抗癌药物进

而治疗卵巢癌。

在肿瘤学研究中三维细胞培养技术已经被广泛

使用, 在肿瘤细胞的侵袭性、凋亡和转移机制等方面

起到了至关重要的作用。目前, 三维细胞培养技术也

应用到很多其他的领域, 除了本文提到的这些细胞
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外, 三维细胞培养技术还应用到胰岛细胞[72]、成骨细

胞[73]、星胶质细胞[74]等的培养。三维细胞培养技术

必将凭借其易操作、费用低、能够更好地模拟体内

环境等优点应用到更多的领域, 被更多的研究者所重

视。

5   三维细胞培养技术的发展前景
三维细胞培养技术对于细胞生长、分化以及细

胞间相互作用机制的研究具有巨大的意义, 同时将

会有更多的应用价值被发掘。在支架材料、操作方

法和抗肿瘤药物筛选及组织工程应用等方面三维细

胞培养基础都取得了一定的成就。但是三维细胞培

养技术的发展还面临许多困难, 如细胞在三维培养

体系中未达到最好的生长状态, 与体内的真实情况

还有一定的差别; 支架材料的选择、辅助的培养方

式等不够完善等。相信随着三维细胞培养技术与微

流控、微制造、微芯片等前沿技术的融合以及相关

学科的发展, 这些问题将会逐一解决。三维细胞培

养技术在肿瘤学、干细胞生物学、组织形成、血管

发育、器官再造等领域的应用将会取得巨大的成就, 
是目前值得深入研究的课题。
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