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三维培养技术在间充质干细胞临床转化

应用中的研究进展
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摘要      间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)来源于发育早期中胚层, 具有多向分化

潜能, 已广泛应用于科学研究和临床前试验, 且在多种疾病的治疗研究中展现出一定的安全性和有

效性, 具有广阔的应用前景。由于传统单层细胞培养方式无法长期保持MSCs的生物学特性, 因此

基于细胞球、中空纤维、生物支架和微载体等的三维培养技术逐渐应用于MSCs的科学研究和临

床前试验。该文通过阐述三维培养MSCs的优点和三维培养的MSCs在疾病治疗中的进展, 探索三

维培养的MSCs在科学研究和临床应用中的前景。
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Abstract       MSCs (mesenchymal stem cells) are derived from the early development of mesoderm, and have 
the potential of multi-directional differentiation. They have been widely used in scientific research and preclini-
cal trials, and show safety and effectiveness in the treatment of a variety of diseases. MSCs have broad application 
prospects. Because the traditional monolayer cell culture method cannot maintain the biological characteristics of 
MSCs for a long time, the  3D (three-dimensional) culture technology based on cell spheres, hollow fibers, biologi-
cal scaffolds and microcarriers has been gradually applied to the scientific research and preclinical trials of MSCs. 
This paper explores the future of 3D MSCs in scientific research and clinical application by expounding the advan-
tages of 3D MSCs and the progress of 3D MSCs in disease treatment.
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随着生物医疗技术的发展, 生物治疗为疾病治

疗提供了新的选择, 其中干细胞治疗受到医护工作

者和科研人员高度关注, 逐渐成为新医学的重要研

究方向[1]。干细胞的增殖和分化特性, 使其具备修

复组织器官损伤的功能。在疾病治疗及组织工程中, 
胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和诱导多能

干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)具有巨

大潜力, 可用于多种疾病的治疗, 其中ESCs和iPSCs
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分化的功能细胞在安全性方面显著改善, 如利用

iPSCs分化的巨核细胞, 改进培养方式能增加血小板

得率, 可获得临床应用数量级的人造血小板[2]。然而, 
ESCs和iPSCs的应用存在致瘤的风险[3-4], 且来源仍

存在伦理争议, 在一定程度上限制了ESCs和iPSCs
的临床应用[5]。

相较而言, 间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)属于成体干细胞, 虽然其全能性较弱, 但临床

应用的安全性较高, 同时具备免疫调节、损伤修复、

自我更新和分化成多种类型细胞的能力, 且MSCs的
来源广泛, 取材方便, 面临的伦理争议较小[6]。因此, 
MSCs具有广泛的临床应用价值[7]。早期MSCs作
用机制研究得不透彻, 限制了MSCs的应用, 但近年

MSCs治疗疾病机制的研究逐渐成为了重点[8], 促使

MSCs在多种疾病治疗的临床前研究中取得了突破

性进展, 且部分成果逐渐应用于临床治疗[9], 促进了

MSCs的临床转化。

MSCs是机体的储备细胞, 分布广泛, 但由于自

体MSCs在组织中含量极低[10], 因此其能发挥组织修

复的作用有限。多项研究显示, 体外分离培养扩增

的MSCs, 无论自体或异体移植都能发挥抑制炎症、

重组免疫细胞、维持免疫稳态和激活组织内源性

修复等作用以改善疾病[11-12], 并且人们在多种科学

研究和临床前试验中均检测到明显的治疗效果[13-14], 
这可能与移植的MSCs数量庞大有关[15], 且体外培养

过程可能改变MSCs的某些特性, 使其移植后能更好

地发挥治疗功能[16]。因此, 无论是科学研究还是临

床应用, 都需要MSCs的规模化培养。

MSCs规模化培养的探索从未停止, 传统的单层

培养方式虽然能有效地扩增MSCs, 但单层培养始终

无法长期保持MSCs原有的细胞特性[17], 因此, MSCs
三维培养技术逐渐进入研究者的视野。研究表明, 
三维培养相比于单层培养能较好地支持MSCs增殖, 
构建细胞生长微环境, 增强细胞分泌能力, 使MSCs
具有更好的生物学特性, 以及治疗效果[18]。无论是

成球或基于生物材料三维培养的MSCs均能促进血

管生成因子、生长因子和抗炎因子的分泌, 从而增

强MSCs的再生能力、分化潜能和免疫调节功能[19-20]。

1   MSCs的来源和特点
1.1   MSCs的来源

MSCs可从骨髓、脐带、脐带血、脂肪、胎盘、

牙髓、滑液等多种组织中分离(图1A), 甚至可分离

于流产胎儿的肝和肺[21-22]。由于道德、伦理、法律

和取材难度等因素的限制, 流产胎儿肝脏、肺和机

体骨髓来源MSCs的研究和应用受限。而脐带、脐

带血、脂肪和胎盘等组织来源的MSCs更容易安全

分离和体外培养, 尤其是人脐带组织来源的MSCs。
脐带、脐带血、脂肪和胎盘等组织来源的MSCs因
其有容易分离培养、伦理争议较小和分离细胞纯度

高等优点, 逐渐成为备受瞩目的研究对象[23]。

1.2   不同来源MSCs的特性

MSCs是一种最初在骨髓基质中被发现的非造

血干细胞[24]。随着科学研究的不断深入, 发现多种人

体组织器官中均含有MSCs。不同组织来源的MSCs
性质相似, 均表达CD44、CD73、CD90、CD105, 不
表达CD45、CD34、HLA-DR, 具备多向分化潜力, 
亦存在组织来源差异[25]。肌肉和脂肪组织源性MSCs
的增殖能力相比于其他组织源性的MSCs较弱, 滑膜

源性MSCs的增殖能力强于骨髓源性的MSCs[26]。虽

然体外培养方式可能影响MSCs的分化能力, 但在成

软骨的分化潜能方面, 脐带、骨髓、滑膜和骨膜源

性MSCs比脂肪组织或肌肉源性MSCs具有更强的软

骨形成潜能, 特别是滑膜源性MSCs表现出软骨发育

优势[27]。在脂肪细胞分化能力方面, 脂肪源性MSCs
分化能力显著优于其他组织来源的MSCs[28]。相比

于骨髓源性MSCs, 脐带源性MSCs自我更新速度比

骨髓MSCs快, 通过体外扩增培养, 可获得更多优质

MSCs[29], 预示脐带源性MSCs增殖能力和多能性更

强。此外, 脐带源性MSCs能表达多种有效的免疫调

节因子, 如白细胞介素-6(interleukin-6, IL-6)、一氧化

氮(nitric oxide, NO)、转化生长因子-β1(transforming 
growth factor β1, TGF-β1)、吲哚胺2,3-双加氧酶(in-
doleamine 2,3-dioxygenase, IDO)、肝细胞生长因子

(hepatocyte growth factor, HGF)等, 其免疫调节能力

高于其他组织来源的MSCs[30]。

2   MSCs的三维培养
2.1   培养类型

MSCs的三维培养主要通过细胞间聚集或细胞

与生物材料间的黏附实现(图1B)。(1) 无生物材料

支撑的MSCs三维培养主要通过空间限制或是重力

影响等方式将细胞局限在有限空间, 增加细胞间接

触, 使细胞依靠它们之间的黏附分子聚集成球, 以细
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胞球的形式进行培养[31]。这种类型的三维培养可通

过悬滴法、液滴法、低吸附培养板法、凹型孔板法

等多种方式实现[32]。虽然上述方法可较为精确地控

制细胞球体大小, 但由于工作量较大、成本高, 仅适

用于科学研究, 难以实现规模化培养和临床转化[33]。

此外, 采用细胞搅拌器培养MSCs, 剥夺MSCs贴壁条

件, 使MSCs自发聚集形成细胞球, 虽然这种优化的

培养方式可减少工作量, 增加三维细胞球获取量, 但
细胞球大小差异明显, 且较多散在单细胞游离于培

养基中缓慢凋亡, 影响成球细胞的生长状态[34]。(2) 
三维培养生物支架多为水凝胶支架, 由亲水性聚合

物、共聚物或单体大分子交联获得, 多种可选择的

材料确保了支架的生物相容性。同时, 可添加生物

活性因子促进细胞增殖和分泌以改善治疗效果, 但
由于其特殊的结构特性, 不利于规模化制备和细胞

培养。因此, 基于生物支架的MSCs的三维培养技术

多应用于MSCs分泌功能和组织损伤修复的研究[35]。

(3) 随着生物材料研究的发展, 生物材料制备的微载

体可应用于MSCs的三维培养[20]。目前, 微载体的类

型多种多样, 根据使用材料的不同可分为多糖类、

纤维素类、蛋白质类和高分子合成材料等[36], 如按

照微载体结构可分为实心微载体和多孔微载体。多

孔微载体具有更大的生长空间, 不仅为MSCs的生

长提供支撑条件, 促进MSCs的黏附和触脚延伸, 保
障内部细胞生长所需的物质交换, 还可有效模拟细

胞体内生长的微环境, 增强细胞抗性, 弥补常规球形

三维培养所面临的诸多缺陷[37-38], 如减少搅拌剪切

力对细胞造成的损伤和避免物质交换障碍而导致球

体内部细胞逐渐凋亡[39], 使最终收获细胞量大幅提

高的同时, 维持细胞活力。因此, 基于多孔微载体的

MSCs三维培养已成为当前MSCs研究的热点之一。

2.2   三维培养优势

近年来, 诸多研究结果显示, MSCs在免疫调控、

损伤修复、器官功能改善以及退行性疾病治疗中均

有巨大的治疗潜力, 探究MSCs在不同疾病进程中

的治疗应用仍然是MSCs研究的热点。临床应用需

要数量庞大的MSCs[40], 是单层细胞培养不可逾越

的障碍。随着三维培养技术的推广和应用, 可实现

MSCs的规模化扩增, 以应用于细胞移植和组织修

复工程[41]。微载体结合生物反应器扩增MSCs易于

A: 间充质干细胞的来源; B: 间充质干细胞的培养方式; C: 间充质干细胞的疾病治疗。

A: sources of mesenchymal stem cells; B: culture methods of mesenchymal stem cells; C: diseases treatment of mesenchymal stem cells.
图1   间充质干细胞培养与临床应用

Fig.1   Culture and clinical application of mesenchymal stem cells
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扩大培养, 操作模式灵活利于监测和控制培养过程, 
在提高培养效率的同时能较好地维持细胞的一致

性, 且可有效降低生产成本[42]。进一步的研究表明, 
三维培养的MSCs在免疫调节、血管生成、损伤修

复以及组织器官功能改善等方面显示出较好的治疗

效果[43], 三维培养的MSCs不仅能增强细胞干性, 也
能提高MSCs移植后的成活率[44]。基于微载体三维

培养的MSCs可避免消化传代等操作, 即通过添加新

的微载体和更换新鲜培养基的方式扩大培养规模, 
使用少量培养基即可获得大量的优质细胞[45]。此外, 
由于三维培养能模拟细胞在体内的生长环境, 不仅

能促进MSCs的谱系分化[46], 降低营养需求[47], 同时

还能增强细胞的分泌能力[48-49]。其中, 结合生物支

架培养的MSCs, 虽然不适用于规模化扩增, 但其出

色的组织相容性, 有效加快了组织修复进程[50-51]。

2.3   三维培养条件中MSCs的特性变化

三维球状培养导致MSCs的微环境发生明显变

化, MSCs通过细胞外基质、整合素和钙黏蛋白聚

集成细胞球, 在收缩力和皮质张力的作用下, 球体

内部细胞受到挤压, 细胞骨架发生重排, 导致细胞尺

寸变小, 细胞质致密, 细胞核体积减小, 而表层细胞

在张力作用下被拉伸, 细胞变得细长, 同时, 钙黏蛋

白以及细胞外基质表达上升。由于球体较为松散, 
培养早期的细胞增殖速度加快, 中后期细胞排列密

集导致生长空间受限, 细胞增殖逐渐减少, G0/G1细

胞周期发生阻滞, 细胞外基质的分泌提高, 旁分泌

机制的保护作用使细胞抗氧化和抗应激能力得到

增强[32,52]。伴随上述特性的改变, 三维培养的MSCs
对能量的需求降低, 趋化因子基因CXCR-4、CLC-12
表达上调, 细胞迁移能力增强[53]。同时Oct-4、Sox2、
Nanog、c-myc和Klf-4等多能性基因表达水平升高[54]。

诱导成骨[55]、软骨[56]、成脂分化[20]时, 无论是基于

细胞球、水凝胶生物支架或是微载体三维培养的

MSCs均具有更好的分化特性[57], 表明在三维培养状

态下MSCs的多能性和分化潜能得到提高。由于细

胞生长微环境的改变, 三维培养的MSCs细胞因子的

分泌增加, 治疗潜力也得到激发[58-59]。

3   三维培养的MSCs在科学研究和疾病治

疗中的应用
3.1   三维培养的MSCs增强免疫调节功能

研究显示MSCs能改善人体多种疾病, 包括免

疫疾病、软骨损伤、神经系统疾病以及多种损伤

导致的炎症等(图1C), 其中MSCs较早被人们所认

知的功能是抗炎和免疫调控, 目前免疫调控仍然是

MSCs在临床应用中被认可的重要功能之一。MSCs
移植可以减少炎症组织释放TNF-α、IL-1β、IL-2、
IFN-γ等因子, 从而减轻炎症对机体造成深层次的损

伤。研究显示, 三维培养使MSCs分泌的免疫调节因

子水平明显上调, 相比于单层培养的MSCs, 三维培

养MSCs来源的培养基上清抑制外周血单核细胞增

殖的作用更明显[60]。FOLLIN等[61]证实, 细胞球形态

和结合不同材料三维培养的MSCs相比于传统单层

培养分泌更多的免疫调节因子, 包括PGE2、HGF、
TSG-6、MCP-1、IL-6、IDO、TGF-β1等, 因此显示

出更强的免疫调控能力。在炎症疾病动物模型治疗

中, 三维培养的MSCs也显示出了明显的炎症抑制

作用, BARTOSH等[33]研究发现, 成球培养的MSCs
刺激IDO、TSG-6高表达, 在脂多糖激活的巨噬细胞

共培养以及腹膜炎小鼠模型中显示出了比单层培养

MSCs更强的炎症抑制功能。上述研究显示, 三维培

养的MSCs免疫调控能力的增强, 可能是通过促进免

疫调节因子的分泌而实现的。

3.2   三维培养的MSCs增强口腔上皮修复功能

口腔黏膜疾病是多种免疫性疾病的并发疾病, 
亦是癌症放射治疗后严重的副作用之一。严重的口

腔黏膜疾病不仅影响患者生活质量, 而且会影响其

他疾病的治疗效果。MSCs对口腔黏膜疾病所产生

的炎症反应有良好的治疗效果。SCHMIDT等[62]研

究显示, 单层培养的MSCs消化后以细胞悬液的形式

进行移植改善了辐射诱导的口腔黏膜炎症, 使黏膜

的功能得到了恢复。MARIA等[63]发现, 脂肪来源的

MSCs缩短了口腔黏膜溃疡的持续时间, 减小了溃疡

面积, 增加了溃疡底部上皮的厚度。但单层培养的

MSCs以细胞悬液的形式进行移植后存活率较低, 也
难以在病变部位累积, 治疗效果有待提高。ZHANG
等[64]揭示以移植三维培养的MSCs细胞球修复受损

口腔黏膜的方法, 研究结果显示, 相比于单层贴壁培

养, 三维培养的MSCs多能性基因Oct-4、Nanog表达

水平明显增高, 虽然细胞球状态下培养的MSCs细
胞增殖空间受限 , 但MCP-1/2/3、M-CSF、VEGF、
Angiogenin、IL-6等因子分泌功能增强, 移植后口腔

黏膜修复效果显著优于单层培养。由于口腔黏膜组

织的特殊性, MSCs口腔移植治疗后细胞存活问题一
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直是MSCs口腔治疗应用中亟待解决的难题, 上述研

究证实移植三维培养的MSCs细胞球不仅可以缓解

移植后细胞生长微环境剧烈变化的问题, 提高移植

后细胞的存活率, 而且MSCs细胞球还可能通过增加

损伤修复因子的分泌, 使修复效果得以改善。

3.3   三维培养MSCs源性的外泌体用于疾病治疗

外泌体是一种直径为30~150 nm的微小囊泡, 
可作为药物递送的载体, 携带糖类、蛋白质、脂质、

核糖核酸等功能性物质并在细胞间传递, 该传递过

程是一种细胞间的通讯方式。MSCs源性的外泌体

具有MSCs免疫调节、损伤修复等多种功能特性。

MSCs的培养方式影响其外泌体的特性和数量。YAN
等[65]研究发现, 利用中空纤维培养MSCs产生外泌体

的数量较多, 其刺激软骨细胞增殖、迁移、基质合成

和抑制细胞凋亡的作用优于单层培养MSCs源性外泌

体, 具有更好的软骨损伤修复能力。HARASZTI等[66]

报道了微载体三维培养MSCs的外泌体的分泌量是普

通单层培养的20倍以上, 后续蛋白质组学分析显示, 
微载体三维培养MSCs收获的外泌体的功能特性蛋白

纯度高于单层培养的MSCs。表明微载体三维培养

MSCs产生的外泌体数量较多、纯度较高, 有利于后

续的科学研究和临床应用。进一步的研究证实, 基于

亨廷顿病的动物模型, 微载体三维培养MSCs收获的

外泌体与干扰RNA共孵育可展现出更好的治疗效果, 
说明微载体三维培养MSCs收获的外泌体药物递送功

能较优越, 能有效地将干扰RNA递送给神经元, 以发

挥疾病治疗作用。虽然外泌体被证实是优良的药物

递送载体, 但由于传统的单层细胞培养无法提高外泌

体的产量而使外泌体的应用屡屡受限, 他们的工作还

表明, 三维微载体培养的MSCs显著提高外泌体的产

量并增强外泌体的载体功能特性, 使获取的外泌体利

于后续的科学研究和临床应用, 为MSCs的无细胞治

疗奠定了研究基础。

3.4   三维培养的MSCs促进心肌梗死的治疗

心肌梗死是常见的心脏疾病之一, MSCs移植被认

为是一种治疗心肌梗死的有效方法。AMADO等[67]研

究发现, 移植异体骨髓源性MSCs悬液使心肌梗死的动

物模型梗死面积显著减少, 心功能得到较大程度恢

复。由于心脏处于持续跳动状态, 将MSCs消化成单

细胞悬液进行移植, 移植细胞难以在病变部位稳定

存在, 因此, 残存的MSCs会因微环境的改变而逐渐

死亡, 治疗效果并不理想。以细胞球形式或与生物

支架共培养MSCs, 可稳定构建细胞生长微环境, 为
MSCs心脏移植提供了新选择。CHEN等[68]研究发现, 
将脂肪来源的MSCs与转谷氨酰胺酶交联的明胶共培

养后进行移植, 增加了MSCs的存活率, 提高了MSCs
迁移能力, 延长了MSCs在注射部位的存活时间, 显著

改善了缺血性心脏病的治疗效果。LEE等[69]证实, 移
植成球培养的MSCs促进心肌梗死修复, 其研究表明, 
成球培养的MSCs移植相比于MSCs悬液注射治疗, 移
植区域可检测到较多MSCs, 这解决了移植后细胞快

速流失的问题。由于成球培养的MSCs钙黏蛋白的表

达水平升高, 移植后可显著改善心室收缩力, 减弱心

肌纤维化程度, 增加病变区域的毛细血管, 表明三维

培养的MSCs能较好地促进心肌梗死区域的修复。以

上研究证实, 采用MSCs细胞球或生物支架共培养的

MSCs等空间结构相对稳定的细胞移植治疗, 能为移

植细胞提供较为稳定的局部生长微环境, 减少细胞

流失, 使心脏功能的恢复效果更显著。

3.5   三维培养MSCs促进骨损伤修复

MSCs通过分泌多种细胞因子、生长因子以及

骨分化等方式促进损伤组织修复, 然而以细胞悬液

的形式进行细胞移植时存在细胞容易流失等问题。

可以根据损伤组织的特性选择交联材料作为水凝胶

生物支架, 并在此基础上添加合适的活性因子制作

特异的水凝胶生物支架, 然后将其与MSCs共培养并

进行移植, 这为MSCs提供了较为合适的黏附和存活

条件, 并减少了细胞的流失, 同时增加了MSCs的骨

分化能力, 从而增强了MSCs的骨修复作用。JI等[70]

将MSCs包裹到新型温敏PCL/nHA+HPCH水凝胶中, 
包裹对MSCs的存活和增殖无明显影响, 但成骨分化

过程中OCN、OPN、Runx1、Runx2、Runx3等成骨

分化相关基因表达水平明显上升, 成骨能力得到增

强。同时, 移植该材料包裹的MSCs通过旁分泌刺激

巨噬细胞分泌血管生成和骨诱导生长因子表达, 为
血管化和成骨创造良好的微环境。移植9周后, CT
结果显示, 包裹MSCs的新型水凝胶支架的新骨体积

相比于其他实验组显著增加, H&E和Masson染色显

示该组具有更多的再生骨。JIA等[71]通过可注射的

壳聚糖基水凝胶包裹兔滑液源性的MSCs治疗兔股

骨髌骨沟的软骨缺失。研究显示, 制备的水凝胶促

进了MSCs的软骨分化, 移植后损伤处新生软骨组织

细胞外基质沉积更显著, 且具备更好的机械性能。

上述的研究证实, 组织相容性生物材料不仅为
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MSCs提供合适的黏附和生长环境, 提高MSCs分泌、

分化能力, 也增强细胞治疗的损伤修复作用, 预示将

具备疾病治疗功能的生物材料与MSCs共培养后再

进行移植能大幅提高疾病治疗效果。

4   结论与展望
MSCs具有免疫调控、损伤归巢、招募修复因

子、促进损伤修复、为其他细胞提供营养支持和可

用于异体移植等特性[20], 在细胞治疗中具有广阔应

用前景。无论是科学研究、临床前试验或是转化应

用, 都需要实现MSCs的规模化培养。细胞工厂、细

胞球、中空纤维、生物支架和微载体等新型培养技

术逐渐应用于MSCs的体外培养, 很大程度提高了

MSCs的产量。虽然不同培养方式获得的MSCs在分

泌、分化、免疫调节和损伤修复等方面存在差异, 
但其都具有独特的应用优势和特点。球型培养的

MSCs在定点移植时能维持细胞球原有微环境, 提高

细胞存活率, 并有效降低移植后细胞流失数量; 生物

支架和中空纤维多用于研究MSCs增殖、分化、培

养条件变化和空间结构改变等对细胞的影响; 微载

体三维培养则有利于规模化生产MSCs, 在维持细胞

多能性的同时, 增强MSCs的分泌能力并激发疾病治

疗潜力。生物材料的联合应用不仅促进了MSCs规
模化培养的进程, 而且明显增强了MSCs的治疗效

果, 极大促进了MSCs产业化和生物材料结合应用研

究的繁荣发展。

材料学和生命科学的结合发展, 使生物材料逐

渐成为研究热点, 生物材料与细胞的结合应用将是

细胞治疗未来发展的重点。随着技术的突破和创新, 
生物材料通过生物打印形成结构和形态特异的载体

或支架, 可根据治疗需求、组织的特异性和细胞的

类型, 添加生物因子改善治疗细胞的生长状态并增

强治疗效果, 以达到疾病订制化修复和治疗的效果。

除此之外, 与生物材料结合的干细胞三维培养技术

甚至能应用于体外类器官形成的研究, 这不断加快

了人造器官发展的脚步, 不仅是干细胞研究领域新

的机遇和挑战, 也是无数科研工作者努力的方向。
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