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摘 要 与传统的单层平面培养相比，细胞三维培养可更好地模拟生物体内细胞的生长状态和微环境。以 G-;’3/XK8 微载体

为支持物，利用旋转式细胞培养系统（.GGH）模拟微重力条件，悬浮培养法构建大鼠 LYKF8"" 细胞微重力三维培养模型。并通

过细胞计数、光学显微镜、透射电镜、逆转录K聚合酶链反应（.=KZG.）和流式细胞术等方法分析了细胞增殖、显微结构、粘附分

子及钙粘蛋白（UK0537/61C）表达情况。结果表明，模拟微重力三维培养条件下 LYKF8"" 细胞增殖块，呈紧密多层排列、可见丰

富的微绒毛和线粒体、胞间有桥粒和紧密连接形成，细胞粘着力加强、表现出良好的三维生长特征；与静置三维培养相比，纤

粘连蛋白（FC）E.*9 表达呈上调趋势，细胞内 UK0537/61C 表达量增加，这可能是微重力效应下细胞粘附力增强的部分机制。该

培养体系可能有利于细胞之间，细胞与胞外基质之间相互作用及其作用机制的研究。
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目前，肝脏疾病仍占疾病发病率与死亡率的前

位，但由于可供移植的肝脏组织缺乏，使肝脏疾病的

治疗无法有效开展，因而寻找新的体外培养体系，构

建有功能的肝组织替代物变得尤为重要。旋转式细

胞培养系统（!"#，简称 !""$）发明于 %&’()&( 航天

中心，最初是为保护在宇航中进行的纤细的组织培

养而设计的。然而，它的低剪切力、高物质传递效率

和微重力的独特环境，使我们在普通实验室的组织

培养箱内也能生长出三维细胞组织［*］。结合近年来

细胞三维培养方法的研究进展，证实三维细胞培养

不仅能显著改善离体细胞的生长状况，并且使在普

通培养条件下只能二维贴壁生长的细胞表现出三维

空间生长，这类细胞团可进一步形成有功能的组

织［+］。这一技术的建立为临床医学等领域提供了良

好的实验模型，同时可望利用离体细胞人工构建有

功能的组织。

鉴于 !""$ 在组织工程中的应用，本实验采用

!""$，以 ",-&./012 微载体为支持物对 341 5266 细

胞进行旋转三维培养，分析模拟微重力条件下细胞

连接、细胞内部显微结构及细胞粘附分子表达情况，

旨在为肝组织工程及临床应用建立理想的体外细胞

模型奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

3415266 细胞株由中国医学科学院药理研究所

赠送；旋转式细胞培养系统（!""$，$,(-’/7&(，8(7 美

国）；",-&./012 微载体购自 $9:;< 公司；基础培养基

=#>#、胎牛血清（54$）、胰蛋白酶（?@,A)9(）、碘化丙

啶（B8）均为 C9D7& 公司产品；+EFG戊二醛、>A&(H*+
包埋试剂盒（$B81"’/; I$J），!K<)/ 购自 $9:;<，?@9L&M
试剂盒（"<- N K&：*FFOP）购自 Q85> ?>"RKSQSC8>$，

B> 标记 >17<.’/@9( 单抗为 $<(-< "@TL 公司产品；B"!
引物由上海博亚生物公司合成，其他试剂均为国产

分析纯。

!"# $%&’()) 细胞培养

3415266 细胞接种于培养瓶中，用含 *UG胎牛

血清 =#># 培养液在 FV "S+ 细胞培养箱内进行平

面常规培养，第 2 天用胰蛋白酶消化收获细胞，以

* W *UP 与 *;:X;Q ",-&./012 微 载 体 混 合 接 种 培 养

瓶，用含 *UG 54$ 的 =#># 培养液灌满回转瓶，排

气泡并用胶塞塞紧瓶口，密封。将细胞培养瓶固定

在回转器上，置于 2YV恒温孵箱内进行水平轴回

转。回转器以 +U@X;9( 水平轴旋转，保证细胞和微载

体呈悬浮状态。以静置三维培养作对照（",-&./012
为支持物）。

!"( 细胞生长曲线绘制

细胞接种后 * Z H.，每天取细胞1微载体复合物

*;Q，胰蛋白酶消化细胞后，计数板测定细胞数，同

时台盼蓝染色观察细胞存活状况。

!") 光镜下观察细胞形态

3415266 细胞三维培养 +. 后，倒置相差显微镜

（重庆光学仪器厂）下观察细胞1微载体所形成的复

合物，并拍照。

!"* 透射电子显微镜观察

收集培养 Y. 的细胞，B4$ 洗涤细胞 2 次（每次 F
;9(），+EFG戊二醛室温固定 * Z +’，B4$ 洗涤 2 次；

*G锇 酸 室 温 固 定 * Z +’，B4$ 洗 + 次；用 2UG，

FUG，YUG，HUG，OUG，*UUG 乙 醇 系 列 脱 水 各

+U;9(，重复 * 次 *UUG乙醇脱水 +U;9(；进行环氧树

脂包埋、切片，透射电镜（%>#1*+2U，日本）观察及照

相。

!"+ ,-&./, 反应

收集细胞，用 ?@9L&M 核酸提取试剂盒提取各组

细胞中总 !KJ，紫外分光光度计测定 !KJ 纯度和浓

度。采用 #1#Q[!/\/@)/ ?@<()7@9A-<)/ 试剂盒进行反

转录。取 +!Q 总 !KJ 逆转录合成 7=KJ，再取逆转

录产物 +!Q 进行 B"! 扩增。B"! 反应条件：O6V预

变性 *;9(，按热循环参数 O6V变性 2U)，退火 *;9(，

Y+V延伸 *;9(，2F 个循环，终末延伸 *U;9(。引物序

列及长度和最佳退火温度见表 *。B"! 产物经 *G
琼脂 糖（含 UEF!:X;Q >4）电 泳，紫 外 透 射 仪 观 察

拍照。

!"0 流式细胞术检测 1&23456789 表达

收集培养 Y. 的细胞，B4$ 洗 + 次，少量 B4$ 重

悬使细胞密度为 * W *UP X;Q，加入荧光染料标记的单

抗后 2YV温箱孵育 +U Z 2U;9(，孵育完成后以冰 B4$
洗 + 次，FUU 目筛网过滤后上机检测。

# 结果

#"! 细胞形态及显微结构变化

相差显微镜下观察，微载体 ",-&./012 呈圆球状

（图 *J），3415266 细胞粘附在 ",-&./012 载体表面，

通过细胞的连接使微载体相互接近。培养 2. 后进

行比较，静置三维培养组微载体连接松散，表面粘着

的细胞较少（图 *4）。旋转三维培养组细胞粘着紧

密，呈现三维立体排列方式，细胞密集，细胞之间相

互连接牢固，并附着于载体表面（图 *"）。

2YP曲鑫建等：模拟微重力条件下 3415266 细胞的三维培养



表 ! "#$%&" 引物序列及长度和最佳退火温度

#’()* ! #+* ,-./*-01 0*23*45*，6,7./.8* #’, ’49 )*4:7+ 6; "#$%&"
!"#" #$%" &"’("#)" *+,-%-." ,$+ /"#0,1

!2$),-# 3
&"#4"：5677778!!9898!78788!88 :6
9#,-：56!8!!797!98898!!78797 :6

5;<=> ??:@+

A#
&"#4"：56 777!8!877877887798 :6
9#,-：56 77!88777978!78!9888 :6

5B<?> ::C@+

D#,"0E-#!C
&"#4"：56 !97!999!8!787899798 :6

9#,- ：5678!99!!97797787 :6
?5<F> C?;@+

D#,"0E-#!?
&"#4" ：56 7898!9!!78!98!!8!7 :6
9#,- ：56 !98!!!89!8778!!!87 :6

5G<G> CC?@+

D#,"0E-#"C
&"#4"：56 7!99!88!!78889888!877 :6
9#,-：56 8!8!!87877!9!!!8!8 :6

55<;> GG;@+

D#,"0E-#"5
&"#4"：56 7797!!787787798788 :6
9#,-：56 !!8!99787!!7978!99 :6

5?<F> CHH@+

图 C 7I,JK"L2: 微载体支持下 MN2A:?? 细胞三维培养光学显微镜观察形态

A-0OC 81" J+,-)$P %-)EJ4)J+" Q-0(E" JQ MN2A:?? )"PP4 R-,1 7I,JK"L2:
9：)I,JK"L2:（ S C?=）；N：Q-L"K :T )(P,(E"K )"PP4（ S C?=）；7：EJ,$,-#0 :T )(P,(E"K )"PP4（ S C?=）O

透射电镜下旋转三维培养的细胞排列为数层，

其间微绒毛（3U）丰富突出；细胞呈多边形，胞间有

宽约 =<5 V G#% 间隙，核膜完整，细胞核（W(）大且不

规则，线粒体（3-）及粗面内质网丰富，可见细胞连接

（8X）（图 GN，G7）。静置三维培养细胞间有少量微绒

毛（3Y）突出于间隙（图 G9）。

图 G MN2A:?? 细胞透射电镜图

A-0OG 81" ,E$#4%-44-J# "P"),EJ# %-)EJ4)J+" Q-0(E" JQ ,1" MN2A:?? )"PP4
9：Q-L"K :T )(P,(E"K )"PP4（ S ?5==）；N，7：EJ,$,-#0 :T )(P,(E"K )"PP4（ S CG===）O

<=< 细胞生长及功能检测结果

<=<=! 细胞增殖检测结果：旋转三维组生长曲线高

于静置培养组，其平台期出现时间在 ? V ;K，滞后于

静置三维组。台盼蓝染色鉴定，两种条件下细胞存

活率均在 HGZ以上，极少数细胞发生凋亡或坏死，

说明 模 拟 微 重 力 条 件 下 MN2A:?? 细 胞 增 殖 快

（图 :）。

<=<=< 细胞粘附分子 %[W9 及蛋白表达检测结果：

?B; !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 G==;，YJP<GG，WJ<?



图 ! 说明，旋转三维培养细胞各粘附分子如纤粘连

蛋 白（"#）、整 合 素$!%（ &#’()*&# $!%）、整 合 素$!!
（&#’()*&# $!!）、整合素$"%（ &#’()*&#$"%）和整合素$"+
（&#’()*&#$"+）,-./ 均可表达，与静置三维培养细胞

粘附分子表达模式基本一致，其中 "# 的表达有上调

趋势，可能是因为模拟微重力三维条件下，细胞呈悬

浮生长，有较多的生长空间，从而使 "# 的表达增加。

0$1234(*&# 是一类依赖钙的跨膜细胞粘附分子，

在细胞间的连接，维持组织形态及导致组织分化等

方面起重要作用。通过流式细胞术在蛋白水平上检

测 0$1234(*&# 的表达，结果旋转培养细胞 0$1234(*&#
的表 达 为 56789:，比 静 置 三 维 培 养 细 胞 增 加 了

;7%+:，如图 + 所示。

图 < =>$"<!! 细胞三维培养生长曲线

"&)?< @*AB’4 1C*D( AE <F 1CG’C*(3 =>$"<!! 1(GGH

图 ! =>$"<!! 细胞粘附分子相关基因的 -I$JK- 分析

"&)?! -I$JK- 2#2GLH&H AE ’4( *(G2’&D( )(#(H AE ’4( 234(H&A# ,AG(1CG(H AE ’4( =>$"<!! 1(GGH
M：,2*N(*；%：!$21’&#；O："#；<：&#’()*&#$!%；!：&#’()*&#$!!；+：&#’()*&#$"%；9：&#’()*&#$"+

/：E&P(3 <F 1CG’C*(3 1(GGH；>：*A’2’&#) <F 1CG’C*(3 1(GGH?

图 + =>$"<!! 细胞 0$1234(*&# 表达量

"&)?+ I4( (PQ*(HH&A# AE 0$1234(*&# Q*A’(&# &# =>$"<!! 1(GGH
/：E&P(3 <F 1CG’C*(3 1(GGH；>：*A’2’&#) <F 1CG’C*(3 1(GGH?

! 讨论

细胞三维培养方法有多种，如搅拌瓶培养技术、

液体叠盖技术、中空纤维培养技术、放射流生物反应

器技术等。虽然这些技术各有利弊，但它们的共同

原理是提供一个使细胞间粘附力大于细胞与贴附界

面间粘附力的条件，培养一段时间后细胞将形成类

似体内细胞三维结构，以便于体外研究［<，!］。-KKR
是 %88O 年美国国家航空和航天管理局（./R/）为在

地面模拟微重力条件下细胞的生长而开发的一种新

型细胞及组织培养装置［+］。模拟微重力培养环境与

其他三维培养相比可减少培养液对细胞产生的机械

剪切、增加细胞营养的补充、加速代谢产物的排除，

使在悬浮的三维环境中生长和设计无应力条件下生

长的细胞不再因为密度和压力而分层，可以处于不

同平面，相互作用，易于接触、聚集、迁移，更易形成

三维空间结构。目前已开展了多种细胞和组织微重

力条件下的三维培养，并取得了一定的研究成果。

"*((3 等［9］利用 -KKR 提供的微重力条件，将心肌细

胞与生物可降解高分子支架材料（R12EEAG3H）共同培

养，已取得了具有功能的心肌细胞束。软骨细胞微

重力三维培养也取得了重大进展，有望用于软骨损

伤的修复［5］，SAEE( 等［;］应用 -KKR 对人肝细胞进行

长期三维培养，可形成 <1, 长的肝组织样结构并能

维持基本代谢功能。T42ACH’AD 等［8］在模拟微重力条

件下，以可降解生物材料作为支架对人肝细胞进行

三维培养，同样可形成肝组织样结构，同时形成了胆

管样结构和血管样结构。本实 验 室 于 O66% 年 以

KL’A3(P$< 微载体，进行了人肝癌细胞常规静置三维

培养的研究，发现人肝癌细胞在 KL’A3(P$< 的支持下

呈现 明 显 的 三 维 生 长 特 性［%6］。因 此，我 们 采 用
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!"#$%&’() 微载体为支持物在 *!!+ 中对 ,-(.)// 细

胞进行体外三维培养，构建微重力效应条件下细胞

三维培养模型，并检测了细胞内部的显微结构及各

种粘附分子的表达，期望为肝细胞移植及作为生物

型人工肝的“种子”细胞来源及发生机制等问题提供

一定的理论基础。结果显示，模拟微重力三维培养

的细胞间局部胞膜突起，相互密切接触，有桥粒连接

形成。细胞间隙宽约 012 3 4!5，并有丰富的微绒毛

突出其中、细胞生长状态良好。三维结构形成后

647以上的细胞存活，极少数细胞发生凋亡或坏死。

表明微重力环境下有利于胞外基质的积累和细胞之

间发生相互作用，克服了单层细胞培养受重力及生

长空间限制，细胞易发生接触抑制等缺点，可以作为

一种良好的细胞模型。

细胞与细胞间的粘附是由特定的细胞粘着因子

粘钙素等介导的，细胞之间的锚定连接需要粘着因

子(粘钙素和整连蛋白等参与。三维生长使细胞间

的接触增多，粘附分子的表达也可能随之发生改变。

因此，在构建了微重力三维培养细胞模型后，我们通

过 *8(9!* 技术检测了细胞粘附分子纤粘连蛋白

（.:）、整合素(";、"/、#; 和#2 的 5*<= 表达情况。

结果发现，微重力三维培养细胞 >% 后各种粘附分子

5*<=均能表达，其中纤粘连蛋白 5*<= 水平与静

置三维培养相比呈上升趋势，蛋白水平的 ?(@A%B&CD:
表达增加了 E1;27，说明细胞与细胞间的连接增

加、粘附增强。

总之，在 *!!+ 内模拟微重力条件使细胞所受

剪切力极低、细胞之间三维联系的机会增加，所培养

的细胞生长状态良好，各粘附分子表达正常。该培

养模型适用于研究肝细胞间的相互作用、肝细胞移

植、生物型人工肝及其发生机制等的研究。
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