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基础研究论著

三维立体培养间充质干细胞的生物学特性

邓俊豪 1,2，李　苗 2，张里程 1，唐佩福 1

1 解放军总医院  骨科，北京　100853 ；2 北京大学深圳研究生院，广东深圳　518055

摘要：目的  比较三维立体培养 (3D) 的间充质干细胞与传统贴壁培养 (2D) 的间充质干细胞在生物学特性上的差异，探索前

者在细胞移植治疗中应用的可能性。方法  分离人胎盘来源的间充质干细胞，分别运用传统贴壁和改良的三维立体方法培

养间充质细胞 ；在普通光学显微镜下，观察两种不同培养方式下的细胞变化，同时运用流式细胞仪检测二者凋亡情况以及

细胞直径，应用 RT-PCR 和 ELISA 的方法分别从 mRNA 和蛋白质水平检测其分泌营养因子和抗炎因子的能力。结果  3D

间充质干细胞大小均一，成球形聚集生长 ；流式细胞术测定两组细胞的凋亡情况，结果显示在细胞凋亡方面，两种培养方

式无统计学差异 (91.6% vs 96.0%，P=0.234) ；3D 间充质干细胞的直径明显小于 2D 间充质干细胞 (10.15 μm vs 16.31 μm，

P ＜ 0.001)，降低了 37.8%，差异有统计学意义 ；RT-PCR 结果示 3D 间充质干细胞的分泌营养因子 (VEGF，NT-3) 和抗炎

因子 (IL-4，IL-10，IL-11，IL-13) 能力明显增强 (P 均＜ 0.05) ；ELISA 结果示 3D 间充质干细胞在 VEGF 的表达上明显强

于 2D 间充质干细胞 (222.50±1.23 pg/ml vs 118.07±6.75 pg/ml ；P=0.002)。结论  相比于 2D 间充质干细胞，3D 间充质干细

胞在多个方面表现出明显优势，可作为将来细胞移植治疗临床试验的种子细胞。
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Biological characteristics of a modified three-dimension cultured mesenchymal stem cells
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Abstract: Objective  To compare the biological characteristics of three-dimension-spheroid cultured mesenchymal stem cells 
(3DMSCs) and conventional cultured mesenchymal stem cells (2DMSCs), and explore the potential of 3DMSCs in the cell 
transplantation in the future. Methods  The original MSCs obtained from the abandoned human placenta were cultured in 
monolayer and 3D spheroid, respectively. Then the morphological characteristics and the dynamic growth were observed under the 
standard optical microscope. Flow cytometry was used to test the cell apoptosis of the two groups as well as the diameter of cells. 
Subsequently, the capability of the paracrine effect and anti-inflammation between two groups were tested by RT-PCR and ELISA. 
Results  The 3DMSCs showed a uniform size distribution and inclined to the 3D-spheroid growth. The results of flow cytometry 
showed that there was no statistically significant difference in the cell apoptosis between these two types of cells (91.6% vs 96%，
P=0.234). The diameter size of 3DMSCs were significantly smaller than that of 2DMSCs (10.15 μm vs 16.31 μm, P ＜ 0.001). 
Most importantly, the RT-PCR showed that the ability to produce the growth factor like VEGF and NT3, and the anti-inflammatory 
factors including IL-4, IL-10, IL-11, and IL-13 were significantly strengthened in 3DMSCs when compared to the 2DMSCs (all P ＜ 0.05). 
Then we selectively measured the protein level of VEGF, which was also highly expressed in 3DMSCs [(222.50±1.23) pg/ml vs
(118.07±6.75) pg/ml, P=0.002]. Conclusion  Compared with 2DMSCs, 3DMSCs are far superior in many aspects of biological 
characteristics, and should be regarded as the underlying candidate cells for cell transplantation.
Keywords: three-dimension spheroid culture; mesenchymal stem cells; anti-inflammation; paracrine

		  间充质干细胞是一类形态呈梭形、具有高度

可塑性、来源广泛的多能干细胞 [1-2]。因其具有多

向分化潜能、强大的旁分泌及免疫调控作用 [3-4]，

自 Friedenstein 首次报道间充质干细胞以来 [5]，已

有多个动物实验将其应用于细胞移植治疗 [6]，如心

肌梗死 [7-8]、皮肤坏死 [9-10]、神经创伤 [11-12] 等损伤

修复，部分已经开始Ⅰ期、Ⅱ期甚至Ⅲ期临床试

验 [13-16]。然而，尽管间充质干细胞来源广泛、易

于获取，但人们从组织中进行原代细胞分离后，

仅能获取极少数量的间充质干细胞 [17]。因此，在
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间充质干细胞应用于移植治疗之前，需要在体外

进行细胞扩增以得到足够数量的细胞。目前体外

细胞扩增的“金标准”仍然是依赖传统的培养皿进

行二维贴壁培养。人体绝大多数的正常生理细胞，

均以三维立体形式存在以发挥其正常功能 [18-19]。

因此，传统二维的体外培养环境可能会使间充质

干细胞的许多生物学性状难以维持，导致细胞老

化、分化潜能下降及旁分泌功能受损等 [20-21]。为

维持细胞原有的生物学特性，我们应用并改良三

维悬滴 (Hanging-drop) 法培养三维细胞 [22]。之前

已有相关研究报道了 Hanging-drop 培养方式在某

些模型上的优势 [23-24]，但缺乏该方法培养的 3D 细

胞与传统贴壁培养的 2D 细胞的直接对比研究，缺

少直观的证据表明此类细胞的优势。因此，本次

研究选择了人胎盘来源的间充质干细胞进行实验，

从不同方面对比了 2D 和 3D 间充质干细胞的生物

学特性，为未来 3D 间充质干细胞应用于移植治疗

提供依据。

材料和方法

1	 主要试剂和药品　DMEM 培养液、青霉素 / 链

霉素双抗溶液、10% 胎牛血清 (Gibco 公司 )、0.25% 

Trypsin-EDTA 酶 (Sigma 公 司 )、 人 胎 盘 来 源 的

间充质干细胞株 ( 清华大学深圳研究生院馈赠 )、

Annexin V-FITC 细胞凋亡试剂盒 (Invitrogen 公司 )、

TRIzol 抽提试剂盒 (Invitrogen 公司 )、Superscript Ⅱ

逆转录酶 (Invitrogen 公司 )、ELISA 试剂盒 ( 四正

柏生物科技有限公司 )。

2 2D 间充质干细胞培养　将所得人胎盘来源的

间充质干细胞株复苏后，用富含 DMEM 培养液、

10% 胎牛血清及青霉素 / 链霉素双抗进行重悬，并

将细胞种植到未经处理的聚苯乙烯培养皿上进行

培养。培养液每 2 d 更换 1 次，当细胞融合达 80%

时，用 0.25% Trypsin-EDTA 酶消化进行传代。本

次试验均采用 4 ~ 5 代的细胞。

3	 3D 间充质干细胞培养　选择一致的间充质干

细胞株复苏后进行悬滴法三维培养 [22] ：复苏后

的细胞以悬滴形式种于培养皿上，每一悬滴含有

DMEM 培养液、10% 胎牛血清及 2×104 个细胞，

培育 36 h。然后将成球的细胞聚集体转移到培养

基上再次培育 24 h。用 0.25% 的 Trypsin-EDTA 酶

消化球形体细胞 4 ~ 6 min，同时每 2 ~ 3 min 轻柔

吹打 1 次以获得单个的间充质干细胞。

4	 形态学观察　自细胞培养起，分别在第 1、4、

7 天应用普通倒置光学显微镜对细胞的生长、形态

等情况进行动态追踪观察，对比两组细胞的形态

学改变。

5	 细 胞 直 径 测 量　 细 胞 培 养 72 h 后， 用 0.25% 

Trypsin-EDTA 酶对两组细胞进行消化后重悬，在

倒置光学显微镜下观察并拍照，所得图片用 Image 

J (NIH) 软件测量细胞直径 ( 每个视野下测量 100 个

细胞的直径，取其平均值 )。

6 流式细胞术进行细胞存活率检测　分别收集

2D 与 3D 间充质干细胞约 2×105 个，用 Annexin 

V-FITC 与 PE 细 胞 凋 亡 试 剂 盒 进 行 染 色， 计 算

Annexin V-FITC/PE 阳性细胞比例，从而进行细胞

存活率检测。

7 实 时 定 量 PCR(RT-PCR) 检 测 抗 炎 因 子 (IL-4，

IL-10，IL-11 及 IL-13) 和重要生长因子 (VEGF 和

NT-3) 的表达　按照说明书，用 TRIzol 试剂进行两

组细胞的总 RNA 抽提。用 Superscript Ⅱ逆转录酶

和寡核苷酸引物 (dT) 合成一条 cDNA 链，并将其

储存于 -20℃。应用 SYBR Green 实时 PCR Master 

Mix 进行 RT-PCR 过程。选择等量的 GAPHD 作为

内参，所得数据用 2- △△ Ct 进行标准化分析。所设

计的引物见表 1。

8	 酶联免疫吸附试验 (ELISA) 测定血管源性生长

因子 VEGF 的表达　2D 和 3D 细胞以同等密度水

平种植在六孔中，加入 DMEM 培养 24 h，收集其

培养基，离心并储存在 -80℃。用酶联免疫吸附试

验试剂盒测定血管源性生长因子多肽 (VEGF) 浓度。

9	 统计学分析　用 SPSS17.0 进行统计学分析，计

量数据以 -x±s 表示，两组比较采用两独立样本 t

检验进行分析，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

表 1　RT-PCR 所需引物的序列
Tab. 1　Prime sequences for RT-PCR

Genes (for mRNA) Sequence (5'-3')

VEGF Forward: AGGAGGAGGGCAGAATCATCA
Reverse: CTCGATTGGATGGCAGTAGCT

NT-3 Forward: CATCCCAAACCTACGTCCGAG
Reverse: TCTCGACAAGGCACACACACAG

IL-4 Forward: TCATTTTCCCTCGGTTTCAG
Reverse: AGAACAGAGGGGGAAGCAGT

IL-10 Forward: TCAGGGTGGCGACTCTAT
Reverse: TGGGCTTCTTCTAAATCGTTC

IL-11 Forward: TCTCTCCTGGCGGACACG
Reverse: AATCCAGGTTGTGGTCCCC

IL-13 Forward: GTCAGGCTGCAGTGCCATCG
Reverse: TTGAACCGTCCCTCGCGAAA

GAPDH Forward: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
Reverse: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

BDNF: brain derived neurotrophic factor; VEGF: vascular endothelial growth
factor; NT-3: neurotrophin-3; IL: interleukin; GAPDH: glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase
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结　果

1	 细胞形态学观察　2D 间充质干细胞在原代培养

3 ~ 4 h 开始贴壁，24 h 左右细胞呈完全贴壁生长， 

7 d 时细胞融合达 80 ~ 90%，光学显微镜下可观察

到呈均一长梭形的间充质干细胞 ( 图 1A) ；悬滴法

培养的 3D 间充质干细胞，则表现为聚集成球生长

( 图 1B)。两组细胞大部分生长完好，很少见到衰

老死亡的细胞。

2	 细胞存活率的比较　经过 Annexin-V FITC 染色

后，流式细胞仪结果显示 2D 与 3D 间充质干细胞

存活率分别为 96%、91.6%(P=0.234)，差异无统计

学意义 ( 图 2)。

3	 细胞直径比较　2D 间充质干细胞平均直径为

16.31μm，3D 间充质干细胞的平均直径为 10.15μm，

减少了 37.8%(P ＜ 0.001)。见图 3。

4	 细胞因子分泌能力比较　与 2D 间充质干细胞

相 比，3D 间 充 质 干 细 胞 的 VEGF、NT-3、IL-4、

IL-10、IL-11、IL-13 的 mRNA 表达水平明显上升

(P 均＜ 0.05)。见图 4。

图 4　IL-4、 IL-10、 IL-11、 IL-13、 VEGF及NT3 mRNA表达水平
比较

Fig. 4　Comparison of IL IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, VEGF and NT3 
at mRNA level between 2DMSCs and 3DMSCs

图 3　两组细胞直径比较        A：2D细胞； B：3D细胞； C：3D细胞的直径显著低于2D细胞
Fig. 3　Comparison of cell size of two groups. Panel A and panel B were the representative picture of 2DMSCs and 3DMSCs under a standard 

microscopy, respectively. Panel C showed that the average cell size of 3DMSCs was smaller

图 1　2D和3D间充质干细胞的形态学观察
  A为普通贴壁培养第7天的形态，细胞伸长呈长

梭形； B为三维培养的细胞第7天的形态，可见
3D间充质干细胞呈明显的球形聚集生长。二者
均未见到明显衰老坏死的细胞

Fig. 1　Morphological observation of 2DMSCs vs 3DMSCs
  A: the morphology of 2DMSCs at the 7th day. 

Cells grew as the spindle-shape; B: 3DMSCs 
were more likely to grow as a spheroid. There 
was no obvious senescent or necrosis cell in both 
of them

图 2　两组细胞存活率的流式细胞测定
  A：2D细胞存活率为96%； B：3D细胞

存活率为91.6%
Fig. 2　Comparison of survival rate between 

two groups
  The survival rate of 2DMSCs was 

96%, while the survival rate of 
3DMSCs was 91.6% 
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5	 血管源性生长因子蛋白表达比较　ELISA 法结

果显示，与 2D 细胞相比，3D 细胞的 VEGF 的表

达量显著升高 (P=0.002)。见图 5。

图 5　ELISA结果显示，3D间充质干细胞的VEGF的表达显著高于
2D间充质干细胞

Fig. 5　ELISA results showed that the protein level of VEGF was 
highly expressed in 3DMSCs when compared to 2DMSCs

讨　论

		  目前体外培养间充质干细胞的经典方式仍然

是传统贴壁培养。这种培养方式因操作简便、能

够短时间内扩增获得足够数量的细胞等优点，受

到广泛的青睐。然而，这种二维贴壁培养的微环

境与该细胞在原代分离前所处的微环境相差甚远，

使得所培养干细胞的生物学特性难以维持，导致

分化潜能降低、增殖性细胞老化及旁分泌功能受

损等 [25-27]。因此，探索可替代、不明显影响细胞

生物学特征的培养方式势在必行。

		  相比于传统的贴壁培养，以三维立体的方式

进行培养能够更好地模拟体内生理环境，减少对细

胞生物学特征的影响。目前对三维培养方式的构

建，大多研究依赖研发的新型支架材料，如 Zhou

等 [28] 使用猪真皮基质作为支架进行人间充质干细

胞三维培养，发现细胞的迁移归巢能力得到明显

提升 ；Fagihihi 等 [29] 应用明胶材料作为支架进行三

维培养，使得间充质干细胞的分化潜能明显提高。

但是，生物或人工材料的应用会明显限制间充质

干细胞的应用范围，尤其是临床的细胞移植治疗，

因为材料终究是异物，会带来相应的免疫排斥反

应，加之材料会占据相当的空间，易引起血管堵

塞等问题。

		  本次研究采用改良的悬滴法进行人胎盘间充

质干细胞的培养，该方法无需任何体外的支架材

料，即可营造三维的培养环境，具备高效率、低

成本等优点。培养所得细胞在形态学上表现为大

小均一，呈三维球形生长。同时，我们对比了 3D

和 2D 间充质干细胞的直径，结果表明 3D 的间充

质干细胞的直径明显减小。这一点尤其重要，因

为目前临床上最常用的细胞移植方式为血管内注

射移植 [30]，细胞较大常会引起血管堵塞，不仅影

响疗效，还会导致严重不良反应，如肺栓塞、缺

血性脑梗等。这为后期 3D 间充质干细胞的临床移

植治疗提供便利。

		  大量研究表明，间充质干细胞发挥治疗的效

应主要通过其旁分泌效应而非细胞替代作用 [31]。

其旁分泌效应又是通过释放营养因子和抗炎因子

实 现。 因 此， 我 们 进 一 步 对 比 了 3D 与 2D 间 充

质干细胞的旁分泌功能。研究表明，在 mRNA 水

平 上， 前 者 的 VEGF、NT-3 以 及 多 种 抗 炎 因 子

IL-4、IL-10、IL-11、IL-13 的 水 平 显 著 高 于 2D

间充质干细胞 ；为进一步确定某些因子在蛋白质

水平上的表达，我们选择性地检测了 VEGF 的表

达，因为该种细胞因子对创伤的修复以及血管的

再生具有重要作用。结果表明，3D 间充质干细胞

的 VEGF 表达明显高于 2D 间充质干细胞。我们也

应用流式细胞术检验了两组细胞的存活率，结果

表明经过三维处理的 3D 细胞与 2D 细胞在存活率

上无统计学差异。

		  本次研究也存在一定的局限性，我们尽管从

多个方面观察到三维培养的优点，但其优势的具

体机制仍不得而知，仍需进一步开展相关实验进

行研究。另外，相比于 2D 间充质干细胞，3D 间

充质干细胞某些重要因子的表达反而下降，如脑

源性生长因子多肽 ( 该因子在神经损伤修复中发挥

重要作用，相关数据未发表 )。

		  综上所述，本实验对比了改良悬滴法培养的

3D 间充质干细胞与传统贴壁培养的 2D 间充质干

细胞，发现 3D 间充质干细胞在分泌营养因子及

抗炎能力上要明显强于 2D 间充质干细胞，而更小

的细胞直径使其在未来的临床应用上有良好前景，

为 3D 间充质干细胞的下一步动物及临床实验奠定

了基础。
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