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·技术方法·

一种可提高成纤维细胞在三维支架上种植效率和均匀性的简单方法

周　娟，张其清

（中国医学科学院／协和医科大学生物医学工程研究所，天津３００１９２）

［摘要］　目的：尝试使用简单的动态种植方法来提高成纤维细胞在三维支架上的种植效率和均匀性，以更有效地构建组织工

程皮肤。方法：成纤维细胞以下列方式在胶原海绵支架进行种植和培养：（１）振荡种植振荡培养；（２）振荡种植静止培养；（３）

静止种植静止培养。定期取样品进行电镜、组织学检测及细胞计数分析。结果：细胞加入２４ｈ后振荡种植的样品比静止种植

的样品细胞在支架内分布更为均匀，同时振荡种植的样品细胞贴壁率［（５６±５）％］明显高于静止种植的样品细胞贴壁率

［（３１±４）％，Ｐ＜０．０１］。振荡种植振荡培养的样品在培养过程中细胞脱离支架而死亡，因此放弃了这些样品的继续培养。振

荡种植静止培养的样品和静止种植静止培养的样品细胞一直保持正常的伸展状态。在培养过程中细胞向支架内部的长入速

度及支架中的活细胞总数振荡种植静止培养的样品一直高于静止种植静止培养的样品。结论：采取振荡种植的方式种植细

胞可明显提高成纤维细胞在三维支架上种植的效率和分布均匀性。
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　　成纤维细胞在支架上的种植是利用组织工程技术构建

人工皮肤的第一步，因此在人工皮肤构建中发挥着重要的作

用。体外在不同材料上构建不同组织的研究已证实，所构建

组织的匀质性与细胞在支架上最初分布的均匀性密切相

关［１］。另外，在构建自体移植组织时，为了更有效的利用供

体组织，并减少从取材到移植所需要的时间，细胞种植应该

达到尽可能高的种植效率。目前，在静止条件下把高密度细

胞悬液加在支架表面（静止种植）是应用的较为普遍的一种

细胞种植方式。但这种方法有细胞种植率低［２］和细胞在支

架内分布不均匀［３，４］的缺点。

　　人们已尝试了各种方法来提高细胞种植的效率和均匀

性，如灌注种植、搅拌瓶反应器种植等，虽然这些技术已被成

功地应用于某些实验研究中，但在整个组织工程领域并未被

广泛使用。这是由于在组织构建的过程中多种原因影响着

组织的形成，因此构建不同的组织要求不同的种植培养条

件［５］。另外，所报道的一些动态种植培养方法需要特定的昂

贵的实验装置，因此具有一定的局限性。

　　本研究使用简单的动态种植的方法在三维支架上种植

成纤维细胞并对种植效果进行了检测和分析。

１　材料和方法

１．１　真皮成纤维细胞的分离、培养、传代　取健康儿童环切

包皮，４℃下用含１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００Ｕ／ｍｌ链霉素的

ＰＢＳ浸泡冲洗，去除皮下组织，ＰＢＳ漂洗，置于０．２５％中性蛋
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白酶 （Ｄｉｓｐａｓｅ）溶液中消化过夜。机械分离真皮和表皮，将

真皮组织剪碎后置于０．２５％ 胶原酶Ⅰ中，３７℃消化０．５～１

ｈ，吹成细胞悬液。消毒筛网过滤，离心，计数。按５×１０５个／

ｃｍ２密度接种于７５ｃｍ２的培养瓶中，置于培养箱培养。当细

胞融合达８０％～９０％时，消化传代。

１．２　胶原海绵支架的制备　称取４２８ｇ本室制备的固含量

为１．４％的胶原分散液，加入４７２ｍｌ０．２ｍｏｌ／Ｌ的醋酸溶液，

４℃下３００ｒ／ｍｉｎ搅拌３ｈ，加入１００ｍｌ０．６％（Ｗ／Ｖ）壳聚糖

（９５％ 脱乙酰化），４℃下３００ｒ／ｍｉｎ再搅拌２ｈ。然后放入冷

冻离心机，４℃下２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，即得到均匀的胶

原（０．６％，Ｗ／Ｖ）壳聚糖（０．０６％，Ｗ／Ｖ）分散液。将每８ｍｌ
胶原分散液分别倒入６０ｍｍ塑料培养皿中，真空冷冻干燥

得到胶原海绵。室温下将干重５０ｍｇ的胶原浸泡于２０ｍｌ

４０％的乙醇［含５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＥＳ（２吗啉乙烷磺酸）］中３０

ｍｉｎ，然后将胶原浸泡在交联液中［２０ｍｌ的４０％乙醇，含５０

ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＥＳ，２４ｍｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＣ（１乙基３３二甲基氨

基丙基碳化二亚胺），５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮＨＳ（Ｎ羟基丁二酰亚

胺），２％硫酸软骨素］，室温下交联４ｈ。将此支架在０．１

ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＨＰＯ４中清洗１ｈ，在１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ中清洗２

ｈ，２ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ中清洗１ｄ，最后，用双蒸水清洗１０次，冷

冻干燥机中冻干。用打孔器制备直径为１６ｍｍ的圆片，辐

射灭菌。

１．３　细胞在支架上的种植和培养　将胶原海绵支架用

ＤＭＥＭ培养液在２４孔细胞培养板中预先浸泡２４ｈ，然后吸

净培养液。吸取０．１ｍｌ浓度为１．０×１０７个细胞／ｍｌ成纤维

细胞悬液加入胶原海绵支架中，将培养板密封并分为３组，

分别采取不同的方式进行种植和培养：

　　（１）静态种植静态培养：密封的培养板被转移到３７℃培

养箱中，２４ｈ加入２ｍｌ培养基，密封，重新转移到３７℃ 培养

箱中静置培养。

　　（２）动态种植静态培养：密封的培养板被转移到恒温旋

转振荡器中３７℃，４０ｒ／ｍｉｎ振荡种植，２４ｈ后加入培养基２

ｍｌ，密封，然后转移到３７℃ 培养箱中静态培养。

　　（３）动态种植动态培养：动态种植的样品加入２ｍｌ培养

基后仍置于旋转振荡器中，３７℃，４０ｒ／ｍｉｎ振荡培养。所有

样品每２ｄ更换１次培养液。

１．４　组织学、形态学检测及细胞种植分析　分别于细胞加

入支架后的２４ｈ、３ｄ、５ｄ、７ｄ取样品进行电镜、组织学检测

及细胞计数分析。

１．４．１　ＨＥ染色　样品用Ｆ４Ｇ０．１固定液（４ｇ多聚甲醛，

０．１ｍｌ戊二醛，１００ｍｌ蒸馏水）固定４ｈ，梯度乙醇脱水，二甲

苯透明，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色。

１．４．２　中性红染色　样品用ＰＢＳ冲洗３次，加入中性红染

液，染色１０ｍｉｎ，随后用含０．００００８％结晶紫－甲醛固定液

固定１ｈ，７０％乙醇脱色，光镜下观察。

１．４．３　细胞种植效率和增殖分析　样品用ＰＢＳ冲洗，去除

未贴壁细胞，然后用０．２５％胰酶消化１０ｍｉｎ，离心收集细胞

计数。

１．４．４　样品的ＳＥＭ观察　样品用ＰＢＳｐＨ７．４漂洗２次，

以去除培养液；２．５％ 戊二醛／ＰＢＳ固定１ｈ；ＰＢＳ漂洗３次，

每次１０ｍｉｎ；１％ ＯｓＯ４固定９０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗２次，每次１０

ｍｉｎ；乙醇梯度脱水；梯度乙腈干燥；样品表面镀金后，使用

ＨＩＴＡＣＨＩＳ３５００Ｎ扫描电镜进行观察。

１．５　统计学处理　细胞计数用珚ｘ±ｓ表示，采用双尾ｔ检验。

２　结　果

２．１　细胞种植分析　细胞加入支架２４ｈ后已经开始在支

架内分布和伸展。但是静止种植的样品细胞在支架内分布

不均匀，有些区域细胞聚集形成了大量的细胞团块，而有些

区域则缺乏细胞（图１Ａ）。相反，振荡种植的样品细胞在整

个支架内分布的更为均匀（图１Ｂ）。从细胞种植的效率来

看，振荡种植的样品细胞密度明显高于静止种植的样品。细

胞加入支架２４ｈ后振荡种植的样品细胞贴壁率为（５６％），

而静止种植的样品细胞贴壁率为（３１％），两者比较有显著性

差异（Ｐ＜０．００１，表１）。

表１　成纤维细胞在支架上的贴壁及增殖

Ｔａｂ１　Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｏｎ３Ｄｓｃａｆｆｏｌｄｆｒｏｍ２４ｈｔｏ７ｄｐｏｓｔｉｎｏｃｕｌａｔｏｉｎ
（×１０６，ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅｐｏｓｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ（ｔ／ｄ）

１ ３ ５ ７
Ｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｓｅｅｄｉｎｇ＋ｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅ ０．５６±０．０５ ０．８１±０．０８ １．１９±０．０６ １．８１±０．２６
Ｓｔａｔｉｃｓｅｅｄｉｎｇ＋ｓｔａｔｉｃｃｕｌｔｕｒｅ ０．３１±０．０４ ０．４０±０．０５ ０．５２±０．０６ ０．７１±０．０８

　１×１０６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄｐｅｒｍａｔｒｉｘ；Ｐ＜０．００１ｖｓｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｓｅｅｄｉｎｇ＋ｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ

２．２　细胞形态学观察　在培养过程中振荡种植静止培养的
样品（图２Ｂ）和静止种植静止培养的样品细胞一直保持正常
的伸展状态。但是振荡种植振荡培养的样品在培养３ｄ时
有部分细胞形态发生了改变，从正常的伸展状态开始变圆回
缩，并有细胞已脱离支架而死亡（图２Ａ）。在培养５ｄ时此种
样品中更多的细胞脱离支架而死亡，经过３次重复实验，出
现同样的现象，因此，放弃了这些样品的继续培养。

２．３　细胞增殖分析　实验结果显示，在培养过程中细胞计

数显示振荡种植静止培养的样品细胞数在培养１～７ｄ内一
直明显高于静止种植静止培养的样品（表１），在培养７ｄ时，
振荡种植静止培养的样品细胞数要比静止种植静止培养的

样品细胞数高出２倍多。同时 ＨＥ染色结果显示，在培养７
ｄ时静止种植并且静止培养的样品支架内部只有少量的细
胞 （图３Ａ），而振荡种植静止培养的样品有大量细胞向支架
内部长入（图３Ｂ）。
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图１　成纤维细胞加入胶原海绵支架２４ｈ的中性红染色

Ｆｉｇ１　Ｎｅｕｔｒａｌｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｓｐｏｎｇｅｓｃａｆｆｏｌｄ

２４ｈａｆｔｅｒｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ（×４００）

Ａ：Ｓｔａｔｉｃｓｅｅｄｉｎｇ；Ｂ：Ｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｓｅｅｄｉｎｇ

图２　成纤维细胞加入胶原支架第３天的扫描电镜图

Ｆｉｇ２　Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｎｓｃａｆｆｏｌｄｓ３ｄａｆｔｅｒ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｗｅｒｅｉｎｏｓｃｕｌａｔｅｄ（×５００）

Ａ：Ｓａｍｐｌｅｓｏｆｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｓｅｅｄｉｎｇａｎｄｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅ；Ｂ：Ｓａｍｐｌｅｓ

ｏｆｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇｓｅｅｄｉｎｇａｎｄｓｔａｔｉｃｃｕｌｔｕｒｅ

图３　成纤维细胞加入胶原海绵支架第７天的ＨＥ染色

Ｆｉｇ３　Ｃｅｌｌｉｎｇｒｏｗｔｈｏｎｓｃａｆｆｏｌｄｓ７ｄａｆｔｅｒ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ（×１００）

Ａ：Ｓａｍｐｌｅｓｏｆｓｔａｔｉｃｓｅｅｄｉｎｇａｎｄｓｔａｔｉｃｃｕｌｔｕｒｅ；Ｂ：Ｓａｍｐｌｅｓｏｆｏｓｃｉｌ

ｌａｔｉｎｇｓｅｅｄｉｎｇａｎｄｓｔａｔｉｃｃｕｌｔｕｒｅ

３　讨　论

　　在利用组织工程技术构建人工皮肤时，细胞种植时成纤

维细胞在支架上的均匀分布将为形成具有均匀性的组织提

供基础。同时较高的细胞种植效率可以减少在构建自体移

植组织时从取材到移植所需要的时间，并更有效的利用供体

组织。

　　采用静止种植方法导致的细胞种植率低［２］和细胞在支

架内分布不均匀［３，４］的问题不仅在皮肤组织中出现，在组织

工程的其他领域同样在着类似的问题。因此为了提高细胞

种植的效率和均匀性，人们已尝试了各种方法。已有报道灌

注条件下可以提高关节软骨细胞的种植效率，并促进关节基

质的形成［６］。而当在聚羟基乳酸无纺网中种植细胞时在搅

拌瓶反应器中种植可获得更多的贴壁细胞，同一项研究表

明，通过细胞在三维支架空隙中的流动种植使得细胞在支架

中的分布比静止种植具有更高的均匀性［２］。虽然这些技术

已被成功地应用于某些实验研究中，但在整个组织工程领域

这些技术并未被广泛使用。这是由于在组织构建的过程中

多种原因如温度、ｐＨ、氧气、细胞数量等影响着组织的形成。

同时动物细胞、组织种类的多样性，使得细胞培养材料、培养

环境千差万别，因此构建不同的组织要求不同的种植培养条

件［５］。而且，已报道的一些动态种植培养方法由于需要特定

的昂贵的实验装置而限制了这些方法的广泛应用。本研究

尝试用一种简单的动态种植的方法———用空气恒温振荡器

振荡种植的方法种植成纤维细胞，并对细胞在三维支架上种

植的效率和均匀性进行检测和分析。

　　将成纤维细胞以振荡方式种植到胶原海绵支架上，然后

分别在恒温振荡器或细胞培养箱中进行种植或培养。虽然

恒温振荡器和细胞培养箱内的环境条件如湿度水平、Ｏ２ 和

ＣＯ２ 水平等有所不同，但在实验过程中细胞在支架上的种植

和培养是在封闭的条件下进行的，更换培养基的液时间间隔

相同，相对来说，培养板内细胞生长的环境如湿度水平、Ｏ２
和ＣＯ２ 水平等没有明显的不同，因此细胞的生长并未受到

明显的影响，这已通过预实验进行了证实。

　　结果显示，振荡种植的效率明显高于静止种植的效率，

振荡种植静止培养的样品中细胞数一直明显高于静止种植

静止培养的样品，表明细胞增殖状态良好。种植效率的区别

可能是因为静止和振荡状态下细胞氧气和营养物质供应量

的不同造成的。在静止状态下，氧气和营养物质的供应是依

靠扩散进行的；而在振荡条件下氧气和营养物质的供应可同

时依靠扩散和对流进行，因此更为有效。所以在振荡条件

下，由于细胞获得了更多的氧气和营养物质，细胞活性更高，

种植效率也更高［７］。另外振荡所产生的机械动力也可能促

进了细胞的均匀分散，因此有更多的细胞可以贴附于支架

上，进而提高了细胞的贴壁率。同时振荡种植比静止种植使

得细胞在支架内的分布更加均匀。振荡条件下支架各部位

的细胞密度没有明显区别。而静止状态下在支架表层的细

胞密度明显高于其他部位，并且支架内部的某些区域并没有

细胞存在。静态种植细胞的不均匀分布有可能是由于重力

作用以及细胞的活动造成的。振荡种植振荡培养的样品在

培养过程中出现的细胞从支架上脱落可能是由于成纤维细

胞本身的生长特性造成的，因为成纤维细胞在体内接受机械

压力及流体剪切力的机会较少，所以不适应体外振荡培养。

而振荡条件下振荡产生的机械力可能有助于细胞部分克服
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重力作用而能够更均匀的分布。

　　虽然本方法所得细胞种植效率（５６％）与其他动态种植

方法（７１％～８７％）［６，８］相比较低，然而本方法所用空气恒温

振荡器为实验室常规仪器，易于应用，并且与静态种植相比

可以显著提高种植效率和均匀性。本方法是否适用于其他

支架材料或种子细胞的实验研究尚需进一步探讨。
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