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研究报告 

 

利用大孔微载体体外制备工程化组织 

汤 强, 周 燕, 陈 飞, 谭文松 
华东理工大学 生物反应器工程国家重点实验室, 上海 200237 

摘  要: 组织工程从诞生至今已有二十年的历史, 微载体在组织工程领域的应用研究近年来才日趋升温。利用大孔微载

体 Cytopore 体外构建工程化微构组织, 并基于其聚团特性, 进行灌注再装配大组织的尝试。结果 20 d 内微构组织达最

高细胞密度 16.4×107 cells/cm3; 32 d 后, 所形成的微构组织整体均质性好、活性高、基质生成丰富; 培养后期微构组织

发生明显聚团, 经灌注再装配得到细胞和基质分布均匀的厘米级(12 mm × 6 mm)大组织。说明利用大孔微载体构建工程

化组织是一种行之有效、富有潜力的体外组织构建方案, 有望构建尺寸≥5 mm、细胞和基质分布均匀的大组织。为体

外组织构建提供新的思路。 

关键词: 大孔微载体, 微构组织, 聚团, 大组织 

Preparing Engineered Tissues in vitro by Macroporous 
Microcarriers 

Qiang Tang, Yan Zhou, Fei Chen, and Wensong Tan 

State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, 
China  

Abstract: Macroporous microcarriers (Cytopore) were used to construct microfabricated tissues. Perfusion approach was used to 
reassemble macrotissue on the basis of their aggregative property. Microfabricated tissues reached the maximum cell density with 
16.4×107 cells/cm3 after 20 days. They were uniform with high cell viability and massive matrix as a whole after 32 days. The aggre-
gation of the microfabricated tissues was visible especially in the later period of the culture, and a centimetre-size(12 mm ×        
6 mm)macrotissue with uniform cell and matrix distribution was obtained through perfusion reassembly. Constructing engineered 
tissues using macroporous microcarriers was effective and promising. 

Keywords: macroporous microcarriers, microfabricated tissue, aggregation, macrotissue 

组织工程具有广阔的开发和应用前景 [1], 在过

去二十年里取得了长足的发展, 相关研究层出不穷, 

相关产品已用于临床研究[2]甚至商品化[3]。但是当前

组织工程仍面临着巨大挑战, 其中比较突出的问题
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有：传递(包括种子细胞、氧等物质在支架材料的分

散)、体外血管化和过程放大等[4,5]。 

为满足替代移植的几何尺寸需要, 传统组织构

建支架都直接选用较大体积单位的材料 (尺寸≥

1mm), 随支架厚度的增加, 种子细胞、氧等物质的

传递限制逐渐增大。当支架材料的尺寸在 1mm以上

时, 由于传递制约, 细胞在支架上的整体分布趋向

非均质化[6], 材料内部供养不足, 细胞活性下降, 并

可能出现坏死区[7]。体外血管化主要旨在提高物质

传递效率, 以维持工程化组织的活性, 目前仍只停

留在初步尝试阶段 [5]; 组织工程过程的放大有赖于

组织形成效率及过程的稳定性、可操控性等, 这些

同样受种子细胞、氧等物质的传递制约, 如何实现

少量种子细胞高效扩增并构建满足临床意义的大尺

寸组织仍是一大挑战[8]。 

组织微构技术指将种子细胞接种到直径为几百

微米的组织工程微型支架材料(微载体)上, 调控体

外培养条件, 形成具有与天然组织相似的微构复合

物(微构组织)的过程。它兼具微载体用于贴壁依赖性

动物细胞悬浮培养的优点[9]和几何尺寸小(φ100~400 

μm)、可塑性强等特点, 能够有效地缓解传递制约, 

且易于过程放大以实现规模化。 

微载体在组织工程领域的应用研究近年来日趋

升温, 但大多是利用微载体悬浮培养技术进行组织

工程种子细胞的扩增[10,11]和用来充当体内细胞治疗

的传输载体[12], 专门用于组织微构技术进行工程化

微构组织体外构建的相关研究鲜有报道[13]。此外体

外基于工程化微构组织单元构筑大组织的研究未见

报道。本研究以人成纤维细胞为模式种子细胞, 利

用大孔微载体 Cytopore 体外构建工程化微构组织, 

对过程中的细胞增殖、代谢特性及工程化微构组织

的空间分布、活性、形貌和基质形成情况进行系统

考察; 并基于工程化微构组织的聚团特性, 进行灌

注再装配大组织的尝试, 以构建厚度≥5 mm、细胞

和基质分布均匀的大尺寸组织。 

1  材料与方法 
1.1  种子细胞制备 

人成纤维细胞(Human Fibroblast, HF)的分离参

照文献[14]报道的方法 , 从新鲜健康的小儿包皮组

织中分离, 获得的 HF加入含 100 u/mL庆大霉素、

100 u/mL 青霉素和 10%NBS 的 DMEM 培养基

(Gibco), 吹匀并转移至方瓶中, 置于 37℃、5% CO2

饱和湿度培养箱中培养, 每 3 d换液 1次。原代细胞

长至融合状态时, 用胰酶消化, 按 1:3 或 1:4 比例进

行传代培养。取 6∼12代细胞用于后续实验。 

1.2  微构组织制备 
采用微载体和转瓶培养系统进行微构组织制

备。称取 400 mg Cytopore 微载体(Amersham Bio-

sciences), 在 PBS中水化、膨胀, 漂洗后转至事先已

硅化的 500 mL 转瓶(实验室自制), 121℃蒸汽灭菌

30min, 弃 PBS, 加 150 mL DMEM培养基于 37℃、

5% CO2饱和湿度培养箱中预孵育过夜。弃 DMEM

孵育液, 加入含 HF 的 10% NBS 的 DMEM培养液, 

使初始细胞接种密度为 2×105 cells/mL, 于培养箱内

间歇搅拌(off 30 min, on 3 min, 25 r/min)贴附 8 h后, 

取样, 并将转瓶搅拌方式改成连续搅拌(50 r/min)。

接种后 0∼4 d不换液, 4∼8 d每 2 d半量换液, 8 d后每

天半量换液; 每 2 d取样, 用于细胞数、代谢参数及

羟脯氨酸的测定和组织 HE染色、聚团特性分析。 

1.3  大组织制备 
应用灌注培养体系(图 1)进行工程化微构组织

再装配大组织。将 70 mg大孔微载体培养 24 d制备

的微构组织转移到灌注培养装置内, 于 37℃、5% 

CO2 饱和湿度培养箱中进行灌注培养, 控制培养液

流速为 1 mL/min, 培养液每 3 d更新 1次, 持续 8 d后, 

取出形成的大组织进行总体观察和组织学检测。 
 

 
 

图 1  微构组织灌注再装配 
Fig. 1  Perfusion reassembly of microfabricated tissues 

 
1.4  分析检测方法 
1.4.1  细胞计数 

采用低渗结晶紫染色法：取 1 mL样品于 EP管

中, PBS漂洗, 加入含 0.1 mol/L柠檬酸的 0.1%结晶
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紫染色液至终体积 1 mL, 37℃孵育 5 h, 血球计数板

计细胞核数量。 

1.4.2  代谢参数检测 

微构组织制备过程中葡萄糖、乳酸的浓度的测

定采用相应的葡萄糖试剂盒(上海申索生物试剂公

司)、乳酸试剂盒(南京建成生物工程公司)。 

1.4.3  工程化微构组织的聚团特性分析 

样品经等渗结晶紫染色后均匀地平铺到 35 mm

培养皿上, 低倍(×40)镜下随机选取 12 个视野, 分

别计数每一视野下单个微载体数、含 2∼5个、含 6∼15

个及含≥16 个微载体的聚团单位的个数, 并计算各

自所占的平均百分比。 

1.4.4  组织 HE染色 

样品经 PBS漂洗, 制作冰冻切片(10 μm厚), 进

行 HE 染色, 二甲苯透明, 中性树脂封片后, 显微镜

下观察。 

1.4.5  扫描电镜观察 

取 1 mL样品, 经 PBS漂洗, 用含 3%戊二醛的

PBS 溶液(pH 7.4)4℃固定过夜后, 再用含 1%OsO4

的 PBS溶液(pH 7.4)固定, 脱水, 行临界点干燥和喷

金操作, 在 JSM-6360LV扫描电镜下观察。 

1.4.6  细胞活性分析 

钙黄绿素-AM(CAM)和碘化丙啶(PI)是用于细

胞活性检测的典型荧光指示性染料。CAM扩散进入

活细胞, 被胞内非特异性酯酶所水解, 产物在波长

为 496 nm的激发光激发下发射波长 516 nm的明亮 

的绿色荧光; PI扩散进入丧失膜完整性的细胞(死细

胞), 与胞内 DNA 结合形成复合物, 该复合物在波

长为 540 nm的激发光激发下发射波长 625 nm的红

色荧光。 

取适量培养 32 d 的样品, PBS 漂洗, 用含 4 

μmol/L钙黄绿素-AM(calcein-AM, CAM, Invitrogen 

Molecular Probe)和 5 μmol/L 碘化丙啶(propidium 

iodide, PI, Sigma-Aldrich)的 DMEM无血清培养液孵

育 45 min, PBS 反复漂洗 , 直接在荧光显微镜

(Olympus)下观察、记录并拍照。选择蓝光激发镜组, 

其激发滤色镜波长为 450 ~490 nm, 吸收滤色镜波长

为 515 nm, 可观察绿色荧光(CAM 的胞内水解产物

的激发光波长为 496 nm, 发射光波长为 516 nm); 选

择绿光激发镜组, 其激发滤色镜波长为 510 ~570 nm, 

吸收滤色镜波长为 610 nm, 可观察红色荧光(PI 的

胞内 DNA 复合物的激发光波长为 540 nm, 发射光

波长为 625 nm); 另将部分双荧光染料处理组样品

制作成冰冻切片, 封片后, 再在荧光显微镜下观察; 

对照组未用荧光染料进行处理。 

1.4.7  胶原基质分泌检测 

微构组织中胶原基质含量以羟脯氨酸量表征。

羟脯氨酸则通过碱水解法测试试剂盒(南京建成生

物工程公司)测定。 

2  结果 
2.1  微构组织形成过程细胞增殖和代谢特性 

图 2、3 分别反映微构组织大量制备过程中 HF

细胞增殖、代谢特性。在转瓶培养体系中, 接种 8 h

后细胞密度为 0.45×107 cells/cm3, 贴附率达 85%。

对数生长期, 细胞平均比生长速率为 0.48 d−1, 在第

20 d达到最高细胞密度 16.4×107 cells/cm3, 细胞总

扩增倍数为 36.6 倍, 单位微载体平均承载细胞数高

达 916 cells/bead。整个过程葡萄糖平均比消耗速率

为 2.53 mmol/109 cells·d, 乳酸平均比生成速率为

5.28 mmol/109 cells·d。结果表明：HF细胞在 Cytopore

微载体上能有效地增殖; 通过换液保持培养环境相

对稳定, 葡萄糖等主要营养物质能够及时得到补充, 

乳酸等主要代谢有害物能够及时排除。 
 

 
 

图 2  微构组织形成过程中细胞增殖特性 
Fig. 2  The cellular proliferation characterization of 

microfabricated tissue during formation 
 
2.2  微构组织的 HE 染色 

图 4可以看出：培养 0 d(细胞接种后 8 h)(图 4a), 

HE 染色几乎观察不到细胞(着蓝色的细胞核), 微载

体内部空隙较大; 培养 8 d后(图 4b), 可以看到每个

微载体外表面围着一层着色的细胞核, 微载体之间

有初步的架桥现象, 桥上分布有着色的细胞核, 微

载体内部支架上也零星分布着细胞; 培养 20 d, 微

载体之间发生显著聚团现象, 图 4c 反映的聚团单 
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图 3  微构组织形成过程代谢特性 

Fig. 3  The metabolic characterization of microfabricated tissue during formation 
 

 
 

图 4  微构组织形成过程 HE 染色 
Fig. 4  The HE staining of microfabricated tissue during formation 

Cultured for (a)0 day; (b)8 days; (c)20 days; (d)32 days.   200μm 
 

位至少包含 15个微载体, 连接区域均匀地分布着数

量可观的细胞, 单个微载体内部空隙显著减少, 单

位微载体承载细胞数量明显增多, 单位聚团内部细

胞整体分布均匀, 胞外基质沉积比较丰富, 切片图

中的浅粉红色区域所示; 培养 32 d(图 4d), 聚团内

部细胞整体分布均匀, 边界区域相对密集, 相比于

培养 20 d, 细胞数量变化不明显, 但基质沉积显著

增多 , 单位聚团更加密实 , 内部空隙进一步缩小 , 

更加趋近于天然组织。 

2.3  扫描电镜观察 
微构组织形成过程的电镜扫描情况如图 5 所

示。接种后 8 h(图 5a), HF已经完全黏附并铺展在三
维基质上 , 形态纤长 , 伸出多处突起 , 突起边缘又
伸出许多枝杈网络状小突起, 小突起直接与基质材
料相接触。培养 9 d(图 5c1)单个 Cytopore上承载细
胞数比培养 3 d时(图 5b)明显增多, HF在 Cytopore
表面铺排更加紧密, Cytopore 孔隙被细胞填补而显
著缩小。培养 9 d已经出现微载体聚团现象(图 5c2, 
5c3), Cytopore之间架起“细胞桥”, 细胞纤长且有
相互连接, 两端分别锚定在相连的 Cytopore 上, 并
可见少量沉积的胞外基质。培养 18 d微载体承载细
胞数进一步增多(图 5d), 表面细胞铺排进一步密集, 
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几乎无孔隙, 基质沉积相比于第 9 d(图 5c2, 5c3)大
大丰富, 组织性显著增强。 

2.4  细胞活性检测 
培养 32 d, 双荧光染料处理组具强烈的绿色荧

光(图 6a), 但无明显红色荧光, 而对照组无明显的

自发荧光(图 6b), 可见培养 32 d微构组织的表面呈

较好的细胞活性。从双荧光染料处理组的切片样本

(图 6c, 6d)进一步可以看出, 微构组织内部细胞分布

均匀, 且未出现明显的坏死性区域, 大部分细胞呈

绿色荧光, 少量被染成红色荧光的死细胞零散地分

布在整个视野内, 说明培养 32 d微构组织内部细胞

活性维持较好。 

2.5  胶原基质分泌 
图 7 反映微构组织形成过程中胶原基质分泌情

况。羟脯氨酸(Hydroxyproline, Hyp)是胶原的特异性
氨基酸, 含量比较稳定, 测定胶原水解后羟脯氨酸 

 

 
 

图 5  微构组织形成过程扫描电镜观察 
Fig. 5  The SEM observations of microfabricated tissue during formation 

(a) Single microcarrier eight hours after inoculation, ×1500; (b) Single microcarrier after three days’culture, ×500; (c1) Single microcarrier 
after nine days’ culture, ×500; (c2) Aggregation of two microcarriers after nine days’ culture, ×300; (c3) Aggregation of two microcarriers 

after nine days’ culture, ×900; (d) Aggregation of many microcarriers after eighteen days’ culture, ×900 
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图 6  微构组织活性检测 
Fig. 6  The viability estimation of microfabriated tissue after thirty-two days’ culture 

(a) CAM-PI fluorescent dyes treated groups, 200μm; (b) Control, CAM-PI fluorescent dyes untreated groups, 200μm; (c) Sliced 
sample, CAM-PI fluorescent dyes treated groups,  200μm; (d) Sliced sample, CAM-PI fluorescent dyes treated groups, 

 50μm 
 

 
 

图 7  微构组织胶原分泌 
Fig. 7  The collagen matrix secretion of microfab- 

ricated tissue 
 Hyp accumulation per million cells 
  specific growth rate 

 
的含量是定量组织中胶原含量的常用方法。随培养

时间延长, 前 12 d单位细胞胶原沉积量随时间变化

不明显, 从第 12 d开始单位细胞胶原沉积量迅速增

加, 并保持较高的增加速度。结合细胞比生长速率

曲线可以看出, 当细胞处于快速增殖阶段时, 合成

胶原的量较少, 随着比生长速率下降, 细胞生长逐

步进入平衡期, 开始大量合成胶原, 单位细胞胶原

沉积量迅速增加。由此可见, 微构组织形成过程中

胶原基质沉积随时间是动态变化的, 且主要集中在

平衡期前后 ; 微构组织形成过程主要包含两个阶

段：第一阶段是细胞增殖阶段, 为组织功能表达奠

定细胞量基础; 第二阶段为胶原等胞外基质的分泌

沉积阶段, 即组织功能的表达和维持阶段。 

2.6  微构组织的聚团特性和大组织的制备 
微构组织形成过程的聚团特性见图 8。微载体 

 
 

图 8  微构组织形成过程的聚团特性 
Fig. 8  The aggregation characterization of microfabricated 

tissue during formation 
 single microbeads      2−5 microbeads/aggre 
 6−15 microbeads/aggre  ≥16microbeads/aggre 
 cell density            Hyp accumulation 
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图 9  微构组织再装配形成的大组织 
Fig. 9  The macrotissue reassembled from microfabricated tissues 

(a) General appearance of macrotissue; (b) HE staining of macrotissue.  200μm 
 

的聚团大小随时间发生动态变化 , 在 8∼12 d 和

12∼16 d两个时间段变化尤为显著。在 8∼12 d, 单个

微球所占比例明显减少, 从 74.2%降到 45.2%, 大尺

度的聚团(包含 6∼15 个微球及≥16 个微球的聚团)

数迅速增加; 在 12∼16 d, 单个微球所占比例进一步

减少, 大尺度聚团的比例继续增加, 特别是≥16 个

微球的聚团所占比例上升到 44.3%。16 d 后各聚团

单位数所占比例无明显差异, 聚团趋于稳定。进一

步将微载体聚团变化与细胞增殖和胶原基质沉积相

关联, 可以发现, 培养至 12∼16 d时细胞生长正逐步

向平衡期推进, 胶原基质沉积开始迅速上升, 微构

组织聚团变化发生明显突跃。这一结果提示, 微构

组织聚团与细胞密度和胞外基质沉积存在某种依存

关系, 有待于进一步的研究来阐明。 

通过灌注, 微构组织可以再装配形成大组织(图

9)。灌注再装配形成的大组织几何形状规则, 呈圆柱

体形(图 9a), 尺寸达厘米级(底面直径×高：12 mm

×6 mm)。HE 染色进一步可以看出(图 9b), 大组织

内部细胞密度高且均匀分布 , 基质分泌非常丰富 , 

整体组织性强。 

3  讨论 
大孔 Cytopore微载体是大孔微载体系列的典型

代表之一, 较多地用于转化细胞系如 CHO、Vero细

胞等生产高附加值的生物制品的相关研究和开发 ; 

由于其组成成分是纤维素, 生物相容性较好, 在体

内能够被缓慢降解[15], 因此也应用于组织工程领域, 

如充当肝细胞的固定化载体制备生物人工肝[16]、用

于体外构建类唾液腺组织的相关研究[17]。本研究中

HF在 Cytopore上所达到的最高密度为 916cells/bead, 

这与 Yokomizo 等人[18]培养的 Vero 细胞所达到的最

高密度 1235 cells/bead 相近。传统组织构建是直接

将种子细胞接入平均尺寸≥1 mm 的三维支架中进

行体外培养。Freed 等人[19]考察了不同材料厚度对

Petri 皿培养软骨组织的影响, 结果表明当支架厚度

为 0.088 cm 时 , 培养 23 d 细胞密度达 14×107 

cells/cm3, 当支架厚度增加到 0.384 cm时, 细胞密度

降到 3.5×107cells/cm3, 说明随支架厚度的增加, 构

建的工程化组织的细胞密度不断下降, 这是传统组

织构建方法难以克服的问题。基于大孔微载体构建

工程化组织是一种新型组织构建方案, 兼具微载体

悬浮培养技术的优点和大孔微载体 Cytopore几何尺

寸小(φ200~280 μm)、比表面积大、生物相容性好、

可塑性强等特点 , 有效地缓解了传递的尺寸制约 , 

提高了营养物质的利用率, 培养 20 d获得最高细胞

密度 16.4×107 cells/cm3(Cytopore平均直径 220 μm), 

明显高于 Freed 等人采用传统组织构建所达到的最

高密度, 且微构组织在培养悬液中均匀分布, 细胞

密度不受支架厚度限制。 

在微构组织大量制备过程中 , 虽然通过换液 , 

使培养环境中葡萄糖基底浓度维持在 7 mmol/L左右, 

但乳酸浓度仍较高, 乳酸相对于葡萄糖的平均得率

系数为 2.08 mmol/mmol, 这可能与转瓶培养体系供

氧不足有关[20]。通过采用生物反应器, 改善供氧, 优

化参数, 有望控制乳酸生成水平, 进一步提高组织

形成效率。HE染色和扫描电镜观察说明 HF细胞在
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三维大孔 Cytopore 上迅速黏附并完全铺展, 细胞行

为随时间发生动态变化 , 最终形成空间分布均匀 , 

基质分泌丰富, 均质性好的组织。细胞活性是衡量

组织构建的重要指标, 钙黄绿素-AM 和碘化丙啶染

色显示, 培养 32 d, 微构组织仍保持较高的活性, 未

出现明显的坏死区。羟脯氨酸测定曲线和细胞比生

长速率曲线可以推测胶原基质的分泌和细胞密度、

比生长速率存在某种关联, 高细胞密度低比生长速

率有利于胶原基质分泌, 平衡期的细胞仍保持较高

的胶原分泌能力, 说明此阶段微构组织正不断趋于

成熟。 

过程中微构组织的聚团现象明显, HE染色、扫

描电镜观察及双荧光染色均可看出。进一步研究表

明微构组织的聚团随时间呈动态变化, 8~16 d 是变

化显著期 , 之前无明显变化 , 之后聚团趋于稳定 ; 

微构组织的聚团与细胞增殖和胶原基质分泌有关。

Shikani 等[21]用 Cellagen 微载体(φ100∼400 μm)培养

软骨细胞时, 在培养的 10~14 d 间也出现明显的微

载体的聚团, 最后形成致密的软骨样组织。微构组

织聚团是一种复杂的生物过程, 其实质是细胞表面

的黏附分子促使细胞与细胞、细胞与基质的粘连。

影响聚团的因素很多包括接种密度, 细胞种类、年

龄, 培养基组分、二价金属螯合剂、剪切力、温度、

黏度等[22]。 

基于微构组织的这种聚团特性, 本研究还进行

了微构组织灌注再装配大组织的尝试, 最后得到厘

米级尺寸的大组织, HE染色进一步表明此大组织内

部密度高且均匀分布, 基质分泌也非常丰富, 近似

于天然组织。本研究提出的微构组织与 Kelm等人报

道[23]的通过悬滴法将悬浮软骨细胞直接聚团形成的

微组织(μm3 尺度)较为相似, Kelm 等人进一步将软

骨微组织(不含支架)作为基本构筑单位, 静态再装

配得到直径为 3 mm、厚度为 1 mm 的软骨大组织

(mm3尺度)。与之类似, 微构组织灌注再装配大组织

过程是基于微构组织聚团特性的复杂的生物过程 , 

涉及细胞黏附、细胞迁移、基质重构等最终微构组

织相互融合并发育成大组织。   

综上所述, 基于微载体的工程化组织构建策略

是一种行之有效的体外组织构建思路, 具有广阔的

开发和应用前景。制备的微构组织不仅可以直接用

于导管注射法进行微构组织移植治疗, 而且可以再

装配成大尺寸工程化组织以用于大体积组织移植。 
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