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骨髓中主要有造血、内皮和基质 3 个细胞系统[1]。骨髓间充质
干细胞 ( Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells, BMSCs)存在于基
质细胞系统中 ,与其它基质细胞组成造血微环境支持造血。体外

培养的 BMSCs 具有强大的增殖能力 , 可以扩增 109 倍 [2]。同时 ,
BMSCs 体外传代 12 次后仍能保持正常的染色体组型和端粒酶
活性 , 说明在体外培养扩增过程中不会自分化 [3]。BMSCs 还具有
广泛的分化潜能 , 在不同的理化环境和细胞因子的诱导下 , 不仅

可以向骨、软骨、脂肪、腱和肌肉等结缔组织分化 , 还可以跨胚层

分化为神经组织和肝等 [4]。鉴于其可获得性、可扩增性和可多向

分化性 , BMSCs 与其它细胞相比具有许多无可比拟的优点 (表
1) , 展现出良好的研究和应用前景 , 是理想的组织工程种子细胞
来源。因此 ,如何在培养系统中以合适的培养方式和优化的培养

环境对 BMSCs进行体外三维培养 ,使其有效地分化成所需组织 ,
显得尤为重要。

1 培养方式
1.1 三维支架培养
三维支架培养是组织工程中最典型的培养方式。将细胞通过

各种方法 (如 :静止接种、搅拌接种、转瓶接种、离心接种和灌注

接种等)接种于三维支架材料形成细胞/支架结构体 , 然后在培养

系统中以适当的条件培养 ,使细胞增殖分化并分泌特异性细胞外

基质( Extracellular Matrix, ECM) ,最终形成工程组织。
该培养方式中 , 支架材料不仅为细胞提供三维的结构支架 ,

使细胞间形成适宜的空间分布和细胞连接 ;而且为细胞提供特异

性的生长和分化信号 , 形成与体内组织相似的细胞生长微环境 ,

引导组织形成[6]。已报道有多种成分的合成材料和天然材料加工

成不同的结构和形状 ,用于 BMSCs三维培养 ,构建骨、软骨等。常
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表 1 BMSCs 的优点
Tbl.1 Advantages of BMSCs

BMSCs的优点

与胚胎干细胞

相比

1. BMSCs可自体取材, 不存在胚胎干细胞作为异体细胞存在
抗原性的问题;
2. BMSCs增殖能力相对胚胎干细胞较弱 , 减少了体内移植后
的致癌性隐患;
3. BMSCs的应用不会涉及到法律和伦理等争议性问题。

与分化细胞相比

(如成骨细胞、

软骨细胞等)

1. 收集骨髓标本较收集其它标本简单 , 痛苦小 , 临床上极少有
并发症,成本低;
2. BMSCs体外扩增能力比分化终末细胞强 , 培养过程中遗传
背景稳定;
3. BMSCs 可分化为多功能骨 /软骨复合物 [5], 避免多次活体解
剖。
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用的生物材料有:聚乙醇酸-乳酸共聚物(poly(lactide- co- glycolide),
PLGA) [7]、聚对苯二甲酸乙二醇酯(polyethylene terephthalate, PET)[8-9]、
胶原蛋白[10]、丝绸蛋白[11]、羟基磷灰石(hydroxyapatile, HA)[12]、钛[13]等。
1.2 细胞团培养
Johnstone 等 [14]首先建立了 BMSCs 细胞团培养方式 , 用于促

进 BMSCs软骨形成。细胞团中的细胞处于高密度环境 ,增强了细
胞之间的连接 , 类似于软骨组织发生过程中的前软骨组织 , 因此

有助于 BMSCs向软骨的分化和软骨细胞表型的维持。但是 ,细胞
团结构还不足以使软骨形成 ,必须在无血清培养基中添加特定的

生物活性因子。

尽管细胞团培养可以方便有效地建立体外软骨形成的三维

环境 ,但也有其内在的缺点。该方法培养的 BMSCs较采用三维支
架培养的 BMSCs 分泌更少的糖胺聚糖 [15]。而且细胞团尺寸相对
小、机械性能较差 ,仅仅进行细胞移植难以修复软骨缺损 ,限制了

其在临床中的应用[16]。

1.3 微载体培养
微载体是由葡聚糖、明胶、胶原等材料制成的直径介于 40~

120 μm的微珠 ,将其悬浮于细胞培养液中 ,细胞即可在其表面贴
附、伸展和增殖。微载体培养既具有悬浮培养中均一的理化条件 ,

培养环境易于检测、控制和优化 ,又能满足细胞贴壁培养的要求 ,

因此 ,可以获得较高的细胞密度。吴清法等 [17]比较了微载体培养

和静止培养中 BMSCs 的生长代谢情况 , 结果表明 , BMSCs 在
CultiSpher G大孔明胶微载体培养系统中生长更加旺盛 , 细胞产
量更高 ,葡萄糖的利用效率高于静止培养。Qiu 等[18]研制了一种密
度小于培养液的中空生物陶瓷微载体 , 有利于细胞/细胞以及细
胞/微载体三维聚集体结构的形成和组织的形成。
然而,微载体培养过程中微载体之间的碰撞以及微载体与反

应器壁之间的碰撞会产生较大的剪切力 , 而 BMSCs 对机械剪切
力极其敏感 ,使该培养方法的研究和应用受到很大的限制。

1.4 微囊化培养
将细胞包裹于生物材料制成的选择性半透膜中即可形成微

囊。微囊为细胞提供了微生态环境 ,氧、营养物质、电解质、分泌产

物等小分子物质可以自由地通过 ,进行物质交换。海藻酸盐微囊

化 BMSCs培养中 ,细胞活力保持在 90%以上 ,细胞由最初的球状
体逐渐聚集成三维球状结构 ,促进了 BMSCs向软骨的分化[19]。
但是,细胞周期分析表明,很多微囊化后的 BMSCs“同步化”在
G0G1期,细胞增殖能力大大降低,可能是微囊内没有贴壁基质[19],并
且存在的大量束缚水(Bound Water)使微囊中心氧扩散受到限制 ,
或者材料致密的网络结构限制了细胞形态的改变和细胞的分裂[20]。

添加特异性的细胞因子 ,如: TGF-β1[21],可以促进微囊中细胞的增
殖。

微囊化培养方法已经广泛应用于蛋白药物生产以及肝和胰

岛组织工程中的生物反应器大规模培养过程 ,不仅可以降低培养

时对细胞的剪切力 , 而且可以提供较高的细胞密度 , 但是 BMSCs
的微囊化大规模培养还未能实现。

2 培养系统
目前 ,用于 BMSCs构建工程组织的培养系统大致有 4 种 :①

孔板和培养皿 (Well - Plate or Culture Dish); ② 转瓶 ( Spinner
Flask) ;③ 旋转壁式生物反应器 ( Rotating Wall Vessel, RWV) ;④
灌注生物反应器系统( Perfusion Bioreactor System) ,见图 1。
孔板和培养皿的应用最广泛 ,操作简单 ,成本低廉 , 但细胞接

种效率低 ,属于静止培养 ,不能模拟体内动态环境 ,支架内部的细

胞往往存在传质限制 ,不易放大。

为了解决静止培养带来的问题 ,各种生物反应器大大提高了

工程组织构建的质量和效率。转瓶 [22]是最常用的生物反应器 , 其

搅拌混合促进了培养液的对流作用 ,提高了传质能力。转瓶不仅

可以将支架用插在硅胶瓶塞的钢针悬吊浸没于培养液中进行三

维支架的培养 ,还可以用于微载体和微囊的悬浮培养。但是 ,为确

保充足的营养物质供给 ,转瓶内培养液必须每隔数天更换 1 次。
RWV由水平放置的内外 2 个同心圆柱组成 , 内柱由可进行

气体交换的半透膜构成 , 外柱由非通透性材料制成 , 内外柱间充

以培养介质。根据培养介质的量调节转速 ,使细胞/支架结构体或
微载体受到的离心力与重力达到平衡 , 可产生微重力培养环境 ,

既强化了传质 ,又降低了剪切力 ,已广泛应用于组织工程[22- 23]。

此外 , 各种设计的灌注生物反应器系统也被广泛应用于

BMSCs组织工程研究中[9, 24- 25]。一方面新鲜培养基不断泵入 ,另一
方面含有代谢废产物 (乳酸、氨等 )的反应液不断流出 , 支架和反

应器壁保持紧密衔接 ,避免培养液从支架四周流过。通过调节灌

注速率 , 可以使营养物质和代谢废产物与细胞之间的质量传递、

细胞/支架结构体内 ECM的截留以及流体产生的剪切力之间达
到平衡 , 使细胞在相对稳定的生长环境中增殖分化 , 有利于组织

形成。同时 ,灌注培养属于连续培养 ,劳动强度低 ,可以减少被污

染的机会。笔者实验室设计了一套灌注生物反应器系统 , 将 BM-
SCs 的接种和长期培养整合于一个系统中进行 , 不仅使细胞高效
率且均一地接种于支架材料上 , 在可调控的环境里进行三维培

养 ,提高了工程组织的质量 ,而且最大限度地降低了操作复杂性。

3 培养中的环境因素
3.1 生化因素
BMSCs 在组织工程三维培养中需经历细胞增殖、细胞分化

和组织形成 3 个阶段 ,因此 ,生化因素不仅要维持细胞增殖 , 也要
促进细胞分化。目前 ,多数 BMSCs的培养均采用添加胎牛血清的
低糖型 DMEM或 α- MEM[3]。血清在 BMCSs的体外生长中十分重
要 ,选择合适批号和浓度的胎牛血清有助于 BMSCs的贴壁、扩增
以及多向分化潜能的维持 [3], 一般采用 10%的胎牛血清。为了使
BMSCs 向不同组织分化 , 还需添加特异性的诱导剂进行定向诱
导分化 , 包括各种激素 (Dexamethasone、1,25 - Dihydroxyvitamin
D3、Genistein 等 ) [26 - 28]、细 胞 因 子 (bFGF、BMP、TGF -β、PDGF、
IGF- I、EGF 等)[29- 30] 和细胞外基质蛋白 ( Fibronectin、Vitronectin、
Laminin、CollagenⅠ、CollagenⅡ、Phosphophoryn 等 ) [31- 33]。诱导剂
的种类、浓度 ,细胞所处的生理状态及与其它因子的共同作用等 ,

均对诱导结果产生影响 , 但其分子作用机制还有待于进一步研

究。

图 1 组织工程培养系统简图
Fig.1 Representative culture sys tems for tis sue engineering application
注: 4 种典型的培养系统为: ( a)孔板和培养皿; ( b)转瓶;

( c)旋转壁式生物反应器; ( d)灌注生物反应器系统

( a ) ( c)

( b) ( d)
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3.2 力学因素
力学环境是细胞和组织所处的重要微环境之一。骨是人体内

主要的支架组织 , 在力学作用下 , 骨组织通过力学耦合、生化耦

合、信号传递和细胞响应将力学信号从感应细胞传递至效应细

胞 , 刺激细胞的增殖分化并合成更多的 ECM, 促进组织的生长发
育[34]。软骨的承重能力仅次于骨。周期性流体静压可以显著提高

BMSCs 向软骨的分化和软骨基质的分泌 , 从而影响软骨的生物
力学性质[35]。因此 , 生理条件下的力学作用对组织构建起着重要

的调节作用。

在组织体外构建过程中 , BMSCs 接受各种类型的力学信号 ,
包括流体静压、流体剪切力等 , 流体流动对细胞行为的刺激相当

激烈。悬吊于转瓶内部的 BMSCs/PLGA结构体外表面受到培养
液湍流旋涡持续的剪切力作用 ,碱性磷酸酶活性、骨钙蛋白分泌、

钙沉积均显著高于静止培养[22]。RWV中 ,根据微载体轨迹分析计
算所得的最大流体剪切力为 0.6 dyn cm-2, 低于引起细胞破损的
临界值,促进了 ECM的分泌和 BMSCs的成骨分化[18]。基于 RWV作
用的原理 , Terai等 [36] 设计了一种旋转式氧渗透生物反应器系统
(Rotational Oxygen- Permeable Bioreactor System)。BMSCs/ PCL结
构体在反应系统内沿器壁旋转运动 ,产生周期性流体静压力( 0~2
cm水压) ,流体剪切力增加,比 RWV更有利于 BMSCs成骨分化[37]。
Rhodes 等 [38]比较了各种培养方式 (静止、搅拌、振动和灌注 )对
BMSCs分化为腱的影响。结果表明 ,只有灌注培养中的细胞能够
分泌大量胶原性基质 , 并呈纤维状表型 , 说明灌注培养的流体作

用足以提供细胞分化所需的力学信号 ,而无需额外的力学刺激。

但是 , 对特定组织的力的种类、强度、频率、作用周期等还不

是很明确 , 而且 , 随着 ECM的积累和组织结构的形成 , 工程组织
在不同发育阶段所需要的力学作用也可能不同。因此 , 为了使

BMSCs 在更加精确可控的力学环境下增殖分化 , 还需对现有生
物反应器进行改进。

3.3 质量传递
氧和营养物质的吸收以及代谢废产物的释放对细胞生理也

有重要影响。体外培养的细胞团直径超过 1 mm时 , 中心会由于
氧和营养物质的传质限制出现不同程度的坏死现象。而工程组织

至少需要几毫米才能用于组织修复 , 因此 , 质量传递是影响体外

组织构建的关键因素。

不同培养装置的传质机理和传质效果有很大区别。孔板和培

养皿培养中没有流体流动 , 主要通过分子扩散进行传质 , 因而氧

和营养物质的传递常受到限制。此外 ,营养物质的浓度梯度使细

胞产生趋药性 , 会造成细胞在支架上不均一的分布 , 从而形成不

均一的组织结构[22]。转瓶培养中 , 瓶底搅拌子的搅拌作用加强了

营养物质的混合 ,流体流动产生的对流作用减小了结构体表面的

浓度边界层 ,从而改善了结构体外表面的传质情况[39]。RWV可调
节转速使其产生动态层流 , 细胞/支架结构体通过翻转、振动和微
重力沉降加强培养液的混合 ,减轻了传质限制[23]。但是 ,上述 3 种
培养系统中 ,随着细胞的增殖和 ECM的沉积及其不均匀的分布 ,
细胞/支架结构体的孔径不断减小 , 培养液的穿透性不断下降 , 会
影响支架内部的传质情况[22]。而在灌注生物反应器系统中 , 培养

液可以直接穿透支架孔隙 ,使得氧和营养物质直接进入支架内部

孔隙 ,从而促进了营养物质的分布和吸收[9, 24- 25]。

在体内 , 向组织细胞提供氧和营养物质、排除代谢废产物以

及传递信号分子等物质交换由毛细血管执行 , 其直径只有大约

6～8 μm, 确保了组织内血液的停留时间大于或等于物质的径向
扩散时间 ,所以其传质效率很高[40]。因此 ,诱导细胞三维培养物的

血管生成可有效地克服大体积组织由传质受限制引起的细胞坏

死。BMSCs可以分化为内皮细胞 ,并且分泌促血管生成因子。因
此 , 同时诱导 BMSCs分化成内皮细胞和其它组织细胞 , 或者将
BMSCs 与内皮细胞进行共培养 , 促使组织血管化 , 可以提高工程

组织的传质能力。但是 ,血管生成过程极其复杂 ,在体外构建血管

化组织还没有真正实现。

4 结语
近年来 , BMSCs 的三维培养已用于骨、软骨、肌腱和脂肪等

组织工程研究中 ,取得了很大的进展。但要将其应用于临床仍有

以下许多问题亟待解决 : 如何有效地将 BMSCs 高效率地接种于
支架 ,并使其在支架上的分布更加均一? 如何在稳定的培养条件

下大量扩增 BMSCs?如何使 BMSCs的分化状态更加良好?如何设
计成分明确的培养基以加强工程组织临床应用的安全性?如何在

体外模拟生理条件下 BMSCs 受到的机械力学刺激? 如何使大体
积细胞/支架结构体传质不受到限制? 随着细胞生物学、生物工
程、材料科学等研究的进一步深入 , 影响 BMSCs 增殖分化和组织
形成的物理、化学和生物因素将更加明了 , 新型生物反应器将更

加仿生化、自动化甚至智能化 ,生物材料将更加安全有效。在此基

础上 , 经济可行的 BMSCs 工程化组织的生产才能从实验室规模
转变为临床规模 ,最终实现 BMSCs组织工程产品的产业化。
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