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聚苯乙烯薄膜三维培养肝细胞的实验研究
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摘要：采用三维聚苯乙烯薄膜作为细胞培养支架，在体外进行大鼠肝细胞的三维培养，并与常规二

维肝细胞培养进行比较．分析了细胞的生长状态及肝细胞功能，包括细胞存活率、白蛋白分泌功能、

尿素合成功能及葡萄糖消耗功能．结果显示：三维细胞增殖活力均始终明显高于二维；在显微镜下

观察，可看到三维支架表面黏附生长的肝细胞逐渐增多，有肝细胞黏附成团，且肝细胞保持着良好

的形态学结构．研究表明，三维培养的肝细胞其增殖生长和代谢功能都优于同样条件下的二维培

养，三维聚苯乙烯薄膜可以作为体外肝细胞培养支架，在生物人工肝培养体系中具有应用前景．
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　　细胞在体外的生长增殖、分化和代谢功能的表

达，对细胞培养而言特别重要，高密度细胞培养是体

外形成组织或器官的基础．细胞在二维（２犇）平面的

培养模式下生长，目前大部分实验研究都基于此，尽

管这种培养方式操作方便，但是与细胞在体内的生

长模式相差甚远．在二维环境下培养的细胞并不总

是按照实际情况生长运作，有时细胞不得不改变形

态以适应二维的培养条件，最终导致细胞形成扁平

的细胞形态，而这些改变影响细胞的生长分化并削

弱细胞功能，因此影响最终的实验研究效果［１－４］．三

维支架（犃犾狏犲狋犲狓－３犇）细胞培养模型作为一种新型

的细胞培养模式，在体外构建与体内相近的细胞微

环境，更好地模拟了细胞生长的微环境，维持细胞发

育结构系统，有助于我们了解细胞体内复杂的生物

现象．因此，三维细胞培养既能保留体内细胞微环境

的物质基础，又能体现细胞培养的直观性及条件可

控性，把这种技术通过体外培养与动物模型结合起

来，能形成一种方便高效的研究体系，为研究组织的

形成及药物的筛选等方面提供重要的平台，并为研

究提供更准确的数据．

本研究采用聚苯乙烯薄膜作为细胞培养三维支

架，通过模拟细胞在天然组织中的复杂环境和状态，

可以获得更准确的细胞行为功能．相比于二维培养

结果，在三维支架中细胞能保持天然的三维结构，自

由地与相邻细胞联系，细胞在体外生长更接近体内

环境．实验评估并比较了在传统二维培养与三维系

统培养下肝细胞的生长增殖和功能代谢的情况．本

实验研究肝细胞的三维培养可以为生物人工肝体外

构建人工肝组织，进而为肝移植提供供体．

１　材料与方法

１．１　材料

大鼠肝细胞购于上海细胞生物研究所．犕犲２犛犗

（无菌，二甲基亚砜）、胎牛血清、１６４０培养液、葡萄

糖、试剂盒等购于上海索莱宝生物科技有限公司．三

维支架购于上海普飞生物科技有限公司．

１．２　实验仪器

实验所采用的仪器：电子天秤（犛犪狉狋狅狉犻狌狊犅犘

２１１犇，德国）、二氧化碳培养箱（犎犎．犆犘－０１犠，上海

博讯实业有限公司医疗设备厂）、立式压力蒸汽灭菌

器（犜狅犿犿狔有限公司，日本）、显微镜（犈犆犔犐犘犛犈５５犻，

日本犖犻犽狅狀）、酶标仪（犔犚犕３４０犕，北京博迈杰科技

有限公司）、场发射环境扫描电子显微镜（犙狌犪狀狋犪

犉犈犌，犉犈犐公司，美国）．

１．３　实验方法

１．３．１　大鼠肝细胞的Ａｌｖｅｔｅｘ－３Ｄ培养

首先，进行犃犾狏犲狋犲狓－３犇的前处理：

犪．取出载体，打开独立包装，用镊子小心地取

出细胞小室；

犫．将小室装入６孔培养板中，每孔大约需要

７０％的乙醇溶液５犿犾，浸泡润洗数分钟；

犮．吸出乙醇，用１６４０培养液润洗两遍，彻底洗

去乙醇，泡在培养液内，置于培养箱中备用．

然后，进行细胞的接种培养：

犪．吸去６孔板内的培养液，小心地将原代大鼠

肝细胞以每孔约３×１０５个细胞的密度接种于细胞

小室的圆片中央；

犫．盖上盖子，将培养板置于培养箱内孵育６０～

９０犿犻狀，让细胞与支架充分结合；

犮．沿着细胞小室边缘缓慢加入６犿犾培养液（胎

牛血清和１６４０培养液的配比为１∶９），盖上盖子，

将培养板置于二氧化碳培养箱（３７℃，５％犆犗２，

１００％湿度）中；

犱．密切关注培养液的状况，液体颜色变为淡红

色甚至黄色则需换液，一般培养的前４犱可隔天进

行一次换液，继续培养则需每天观察并换液．

１．３．２　大鼠肝细胞的二维培养

由于二维培养是平面培养，细胞直接接种于６

孔板中．在超净台上，将分离的肝细胞按每孔约３×

１０５个细胞的密度接种于培养板孔中，加入６犿犾培

养液，置培养板于二氧化碳培养箱（３７℃，５％犆犗２，

１００％湿度）中．培养并隔天进行换液与观察．

１．３．３　电镜的形态学观察

为了清晰反映聚苯乙烯的三维结构，需要利用

电镜进行观察，具体步骤如下．

犪．取材：小心用镊子取０．５犮犿３左右的三维支

架样本，放入样品管内．

犫．固定：样本加入浓度为２．５％的戊二醛，在

４℃冰箱内放置２犺以上；用狆犎７．４的磷酸缓冲液

洗３次，每次３０犿犻狀左右；再用４℃ 预冷的浓度为

１％的锇酸固定１．５犺，然后用缓冲溶液（犘犅犛）浸洗２

次，每次１０犿犻狀．

犮．脱水：用配比为１∶１的丙酮、醋酸异戊酯混

合液脱水处理１０犿犻狀；再分别用３０％，５０％，７０％，

８０％，９０％，９５％，１００％ 的酒精溶液脱水，每种浓度

脱水２次，每次１５犿犻狀．

犱．干燥：将待测样品置于临界点干燥器内，浸

２０３
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泡在 液 态 二 氧 化 碳 中，加 热 至 临 界 点 温 度

（３１．４０℃，７２．８个大气压）以上，使之干燥．

犳．喷金：喷镀均匀后扫描电镜下观察．

１．３．４　细胞增殖活力（ＭＴＴ）值的测定

分别在培养０，２，４，６，８，１０犱时对细胞的犕犜犜

值进行测定，使用犕犜犜试剂盒在酶标仪中进行测定．

１．３．５　肝细胞的代谢功能

白蛋白、葡萄糖和尿素的代谢指标是肝细胞代

谢活动的常规指标．以溴甲酚绿法、二乙酰一肟显色

法、葡萄糖氧化酶法用试剂盒在酶标仪中测定白蛋

白、尿素和葡萄糖的含量．

１．３．６　数据处理

最后，采用犲狓犮犲犾数据作单向方差分析，结果以狓
—

±狊表示，并通过三维软件犆犃犡犃进行三维建模分析．

２　结果与分析

２．１　三维支架

聚苯乙烯三维支架载体被截成２００μ犿厚的薄

片，做成了适合常规细胞培养板的形式［５－６］，如图１

（犪）所示．本实验使用的是适配６孔板的三维支架，

电镜观察下呈疏松多孔状，成孔率在 ９０％以

上［７－８］，细胞可以黏附在空隙中进行生长分化，见图

１（犫）．这种特殊的结构设计为体外培养细胞创造了

更类似体内的微环境，并且支架的化学成分和标准

细胞培养板相同，可以建立二维与三维培养模式的

直接比较．

２．２　肝细胞的生长情况

扫描电镜显示肝细胞在二维和三维培养条件下

有显著不同的外观．在二维培养条件下，细胞很快在

表面拉伸生长，形成表面扁平的结构，如图２（犪）所

示．在三维聚苯乙烯支架中，细胞快速增长，并在支

架孔隙中扩展，７犱后，由于三维环境可以使细胞与

相邻细胞交互孵化生长，因此细胞很快相互聚集成

球体，如图２（犫）所示．结果表明，三维培养可以充分

利用材料，使材料表面积最大化．相比二维表面细

胞，在三维聚苯乙烯支架中培养的肝细胞，可以保持

高水平的细胞生存能力，拥有立体的细胞形态．

图１　扫描电镜下的犃犾狏犲狋犲狓－３犇结构

犉犻犵．１　犛狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犃犾狏犲狋犲狓－３犇犻狀狊犮犪狀狀犻狀犵犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅犵狉犪狆犺

图２　肝细胞在二维平面和三维支架上的生长情况

犉犻犵．２　犎犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊’犵狉狅狑狋犺狅狀２犇狊狌犫狊狋狉犪狋犲狊犪狀犱３犇狊犮犪犳犳狅犾犱狊
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　　图３是肝细胞在二维表面和三维聚苯乙烯支架

上的生长状态，采用三维图像重建．由文献［９］可知，

细胞在二维表面生长时，为适应平面的形态，细胞需

保持扁平状态，单个细胞的平均宽度是４６．７μ犿（±

９．２μ犿），高度是７．３μ犿（±４．２μ犿）；而当细胞在

聚苯乙烯支架中生长，由于支架更接近体内生长环

境，细胞的平均宽度是１４．７μ犿（±４．１μ犿），高度是

２３．３μ犿（±８．１μ犿）．细胞在二维表面生长时，受到

空间的限制，只能在水平区域犡，犢轴方向尽量伸

展，因此二维生长宽度是三维的近３倍；同时，细胞

尽可能压缩竖直方向犣轴的生长，因此二维生长高

度仅为三维的近１／３．在三维支架上，细胞生长更加

立体，可以沿竖直方向犣轴生长．

２．３　三维培养的大鼠肝细胞

使用倒置相差显微镜，观察肝细胞接种入支架

后的效果．显微镜可观察到支架孔隙内充满密集的

细胞，因支架透光性差，在相差显微镜下不易观察到

细胞．如图４所示，在细胞培养２犱和８犱后，对细胞

进行拍照，图中用箭头指出了几处黏附生长的细胞．

可观察到三维支架中的细胞多聚集生长，由于支架

特殊的疏松结构，细胞生长空间大，几乎无悬浮的死

细胞．

图３　肝细胞在二维平面和三维支架上生长状态的三维构相

犉犻犵．３　３犇狆犺犪狊犲狅犳犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊’犵狉狅狑狋犺狅狀２犇狊狌犫狊狋狉犪狋犲狊犪狀犱３犇狊犮犪犳犳狅犾犱狊

图４　三维培养的大鼠肝细胞形态

犉犻犵．４　犎犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊犮狌犾狋狌狉犲犱狅狀３犇狊犮犪犳犳狅犾犱狊

２．４　细胞增殖活力犕犜犜值对比

分别在培养０，２，４，６，８，１０犱后，对三维与二维

培养的原代大鼠肝细胞进行犕犜犜值测定．

由图５可知，二维培养条件下，细胞在前４犱的

犕犜犜值每天不断增加，４犱后上升趋势达到最高值，

而后出现下降趋势．三维培养条件下，细胞在前６犱

的犕犜犜值每天均呈上升趋势，且在培养４犱后增加

尤为显著，从培养６犱后犕犜犜值开始平稳．肝细胞

在二维表面和三维支架中生长，从犕犜犜数据显示

的结果可知，三维支架中的细胞生存能力明显强于

二维平面．在二维平面上，由于细胞生长空间受到限

制，一旦平面长满，细胞就无法继续生长；而在三维

支架中，细胞生长不受限制，有较大的表面积供细胞

增殖分化，并且可以和相邻细胞共同黏附聚集生长，

因此细胞增殖生长比较快．

２．５　肝细胞的白蛋白分泌功能检测

分泌白蛋白含量是肝细胞在肝脏中的重要功能

代谢指标，由于蛋白质中的氨基酸在药物联合和输
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图５　三维与二维培养的大鼠肝细胞的犕犜犜值比较

犉犻犵．５　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犕犜犜狏犪犾狌犲狊狅犳犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊

犮狌犾狋狌狉犲犱狅狀２犇犪狀犱３犇狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊

送、维护胶体渗透压和自由基的清除中都起到重要

作用，因此，在体外培养中白蛋白分泌是常用的肝细

胞功能指标［１０－１２］．

图６给出了在二维平面和三维支架上白蛋白

分泌随时间变化的情况．由图６可知，在前６犱，二

维培养的细胞分泌白蛋白含量不断增加，在培养６

犱后达到最高值，而后出现明显下降，说明肝细胞

单层培养产生的细胞白蛋白分泌量较低．在三维

支架培养的１０犱时间内，细胞分泌白蛋白含量均

呈上升趋势，与二维表面相比，细胞分泌白蛋白含

量显著提升，表明３犇环境更有利于增强细胞的白

蛋白功能．

图６　三维与二维培养的大鼠肝细胞分泌白蛋白

犉犻犵．６　犃犾犫狌犿犻狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊

犮狌犾狋狌狉犲犱狅狀２犇犪狀犱３犇狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊

２．６　细胞尿素合成功能的检测

图７给出了在二维平面和三维支架上大鼠肝细

胞的合成尿素含量．在前６犱，犃犾狏犲狋犲狓－３犇与二维

培养的细胞的合成尿素量每天均显著增加，在培养

６犱后达到最高值，但每个阶段三维培养均大大高

于二维培养条件下的细胞合成尿素的含量．随后，二

维条件下的细胞合成尿素量呈下降趋势，而犃犾狏犲狋犲狓－

３犇培养的细胞的合成尿素量在培养８犱后开始保

持稳定．

图７　三维与二维培养的大鼠肝细胞合成尿素含量比较

犉犻犵．７　犛狔狀狋犺犲狊犻狕犲犱狌狉犲犪犮狅狀狋犲狀狋狊狅犳犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊

犮狌犾狋狌狉犲犱狅狀２犇犪狀犱３犇狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊

２．７　细胞消耗葡萄糖的检测

图８给出了在二维平面和三维支架上大鼠肝细

胞的消耗葡萄糖量的对比．在前６犱，二维培养的细

胞消耗葡萄糖量每天缓慢增加，６犱后达到最高值，

而后开始下降；而三维支架培养的细胞在１０犱内消

耗葡萄糖量每天均呈上升趋势，尤其是培养８犱后，

葡萄糖量显著高于二维培养组．

图８　三维与二维培养的大鼠肝细胞消耗葡萄糖量比较

犉犻犵．８　犌犾狌犮狅狊犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊

犮狌犾狋狌狉犲犱狅狀２犇犪狀犱３犇狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊

３　讨　论

本文采用三维聚苯乙烯支架进行体外肝细胞的

培养，并与二维平面培养相比较．环境对细胞的影响

可能来自细胞的变形，也可能来自细胞所处的生化

环境的改变．细胞在二维培养时，受生长条件限制，

细胞的形态发生变化，而细胞的变形引起细胞膜内

外离子浓度的改变，最终影响细胞营养成分和代谢

产物的交换．因此，当采用三维系统培养细胞时，由

于三维培养环境接近体内环境，对细胞的形态、结

构、生长和代谢有什么影响，以及与二维培养有什么

不同，本研究就此展开讨论．

当细胞黏附于环境表面开始生长时，具有改变
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其形态以获得环境最小应变的能力．细胞黏附于二

维平面基底上时，细胞自动形成扁平状以达到最小

能量状态．因此细胞骨架结构在某种程度上决定细

胞的形态，而其形态是控制细胞生长的重要因素，力

学刺激以特定的方式分布于胞外基质中，只有通过

结构成分骨架才能与细胞相互连接［１３］．二维结构培

养细胞尽管具有梭形形态进行扩展，但这种培养方

法由于受到细胞接触抑制的影响，对细胞的增殖和

分化有很大的影响［１４－１５］．三维结构在决定细胞内外

环境变化的反应中起着重要的作用，当细胞生长在

三维基质支架中时，细胞的生长环境接近于人体内

环境，因此细胞形态更接近于体内细胞形态，而细胞

形态和骨架结构与细胞代谢密切相关，越接近体内

环境，细胞的生长形态越好，细胞的各项代谢功能也

越好．本实验已经证明，三维培养的细胞代谢功能好

于二维培养的细胞．

总之，本实验证明聚苯乙烯支架可以用于肝细胞

的体外三维培养，且该环境下细胞的代谢功能指标显

著高于二维培养，这是由于细胞的三维系统培养方式

更近似于体内的培养条件．因此，细胞的三维培养可

以为研究者提供更准确的数据，这将有助于提高科研

效率，使细胞及组织工程的研究更具发展前景．
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