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干细胞体外三维培养的研究进展!
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关键词"干细胞#

"

三维培养#

"

生物支架#

"

生物反应器#

"

综述
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',)(CFC

"

K

)3990)'FA($@'(,)%,'%),F),@A

文献标识码"

/

文章编号"

'FA($@'(,

"

%,'%

$

,F$,A(($,(

""

胚胎干细胞$

#G!9

&*造血干细胞$

aG!9

&和间充质干细胞

$

WG!9

&等属于全能或多能干细胞#具有自我更新*无限增殖和

多向分化潜能#可在特定条件下诱导分化为巨核细胞*骨细胞*

生殖细胞等'

'$%

(

)目前干细胞的主要来源于脐血#具有采集方

便*移植成活率高*移植物抗宿主病$

.4aJ

&发生率低*扩增能

力强等特点#故广泛应用于各系统疾病的肝细胞移植治疗'

(

(

)

但单份脐血量较少#且移植后归巢定植率不高#有时无法满足

成人移植需要#因此需要体外大量扩增干细胞以达到治疗所

需'

@$F

(

)近年来#细胞治疗的临床应用日益广泛#也需要对干细

胞进行体外扩增和诱导分化#以获取大量的治疗用细胞)传统

的干细胞培养主要依赖二维平面培养#其培养体系在空间结

构*细胞外基质*细胞因子添加等方面无法模拟体内的三维造

血微环境)因此#国内外学者在干细胞三维培养方面进行了广

泛探索#取得了较大进展)本文将对干细胞体外三维培养技术

的研究进展进行综述)

E

"

三维细胞培养

细胞的发育和功能都依赖于细胞微环境中分子间的相互

作用)传统的二维细胞培养是较为普遍的细胞培养手段#并不

是细胞生长的自然状态#因而细胞在基因表达*信号转导和形

态学方面都可能与天然状态存在差异)三维细胞培养$

7J$

!!

&是将三维载体与细胞在体外共培养#使细胞在载体的立体

空间结构中迁移*生长#构成三维的细胞载体复合物)三维培

养体系为细胞提供类似体内生长环境的支架或基质#细胞通过

紧密连接和$或&缝隙连接等方式建立细胞间及细胞与基质间

的联系#形成一定的三维结构%

7J!!

在基因表达*基质分泌及

细胞功能活动等方面与二维培养均有明显差异#与体内细胞生

长环境更为相似)因此#

7J!!

既能保留体内细胞微环境的物

质结构基础#又能体现细胞培养的直观性及条件可控制性)

F

"

三维培养材质

F)E

"

生物支架
"

组织工程的关键在于构建细胞和生物支架的

三维复合体#为细胞摄取营养和气体交换等提供立体空间)目

前#

7J!!

所用的生物材料主要包括可降解高分子材料*新肽

生物材料*天然高分子与合成高分子的复合物*有机材料与无

机材料的复合物等'

A$+

(

)天然高分子材料及生物可降解材料无

毒性*无致癌作用#对人体无不良反应#但材料中存在杂质#因

此选用时必须经过严格的纯化#而且力学强度相对比较差)合

成高分子材料及新肽生物材料的操作性更强#可以根据要求进

行分子设计#并用物理化学方法调节支架大小#可批量生产#但

材料中残存的杂质#例如低聚物*催化剂等#会对细胞产生不利

影响#因此必须进行生物毒性及相容性检测)

ZO

H

M0

?

等'

C

(用

聚对苯二甲酸乙二酯$

V#7

&纤维材料培养*扩增
#G!9

#研究表

明
V#7

的三维结构能够为细胞提供仿生环境#并可使细胞免

受剪切力的损伤#孔径小的
V#7

纤维材料更利于细胞生长)

!M>

等'

',

(将
WG!9

接种在
V#7

支架上#培养
%,Q

后观察细胞

生长和代谢#鉴定表面标志)结果表明#

WG!9

接种密度最低

时#扩增倍数最高#并维持其未分化状态及细胞的多潜能性#细

胞扩增受支架孔隙率*表面积*吸水性*种植率等因素的影响)

F)F

"

微载体
"

微载体直径介于
F,

'

%*,

&

P

#是用明胶*胶原*

纤维素*甲壳质及其衍生物海藻酸盐等材料制成微珠'

''

(

)细

胞培养时#将其悬浮在细胞培养液中#细胞可完全舒展#紧密黏

附于微载体表面)微载体悬浮于培养体系中#细胞吸收营养均

匀#培养环境也易于检测*控制和优化#细胞更易贴壁培养#因

此#可以获得较高的细胞密度)

#3<19

等'

'%

(在搅拌式生物反应

器$

G:3;;1Q$:M0T-3>;1MI:>;

&中采用明胶微载体复合血清培养

基培养
WG!9

#结果显示#细胞很好地黏附和扩展#第
+

天时可

扩增
+

倍以上#并保留成脂和成骨分化潜能#流式细胞仪测得

!JA(

*

!JC,

和
!J',*

的标记率可达
C,D

)在大规模细胞培

养中#微载体培养有利于利用培养基的有效空间#与搅拌反应

器结合#可更好地增加细胞的营养物质的吸收和代谢产物的扩

散#提高了扩增效率)
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F)G

"

微囊
"

将细胞包裹于天然或合成高分子生物材料制成的

选择性半透膜中即可形成微囊)细胞被包囊在微囊材料中固

定培养#最大优点是细胞的生长在其所处的微小环境中受到一

定的保护#与微载体培养相比#减少了搅拌过程中对细胞产生

的剪切力#细胞活性保持比较好)

\

H

O

等'

'(

(用聚电解质络合

物$

V#!

&包囊培养
WG!9

#可使细胞增殖和分化得很好)微囊

化培养还可用于其他干细胞的共培养)细胞生长需要外环境

提供足够的
Z

%

和营养供给#而囊壁具有一定厚度#而且孔径

很小#可阻碍
Z

%

以及其他营养成分的进入和代谢废弃物的扩

散#不利于大规模细胞扩增)

G1;;M

等'

'@

(用海藻酸钠微囊结合

搅拌式生物反应器扩增
#G!9

#并将细胞冻存于微囊内#研究显

示解冻后的细胞回收率超过
A,D

#与非微囊冻存细胞比较#存

活细胞依然保持干细胞特性)

F)H

"

其他
"

纤维素膜属于天然高分子材料#其生物相容性和

降解性良好#降解产物对人体无毒害作用#且参与代谢循环#容

易被人体吸收)醋酸纤维素是常用天然高分子材料之一#是由

可再生的纤维素经乙酞化反应得到的产物#其制备的多孔膜对

水和中等相对分子质量的溶质分子都有良好渗透性#且醋酸纤

维素价格低廉#生物相容性*生物降解性以及机械强度好#因此

得到广泛应用)

bMPMX>1

和
6SM:M

'

'*

(将未分化
#G!9

接种于醋

酸纤维素中空纤维膜内部#并将中空纤维膜置于骨髓基质细胞

来源的
V/F

细胞培养基中培养#使其诱导
#G!9

定向分化为多

巴胺能神经元#培养
'FQ

后扩增倍数达到
+

倍左右)醋酸纤

维素中空纤维膜的良好生物相容性使葡萄糖和
Z

%

等低相对

分子质量物质能够很好地通过#不但利于多巴胺的扩散#而且

避免了免疫系统的排斥反应#有效地保护多巴胺能神经元)

G

"

7J!!

培养系统

G)E

"

搅拌式生物反应器
"

搅拌式生物反应器通过叶轮或桨式

搅拌器的转动来搅动培养液#以增加物质传递能力#确保
Z

%

和各种养分均匀分布#有利于细胞保持天然形态#并维持其正

常新陈代谢#目前多用于培养悬浮细胞)

G1;;M

等'

'F

(将
#G!9

接种在涂有基质胶的
!

H

:>Q12

微载体上#在搅拌式生物反应器

中进行培养#并将培养环境中氧分压控制在
(,D

#结果显示所

得细胞数量较二维培养提高了
'%

倍#且扩增的
#G!9

保持未

分化表型和全能性#说明
#G!9

在搅拌式生物反应器中具有很

好的扩增效果#与微载体共培养可使细胞紧密贴合于载体上)

\O03

等'

'A

(利用一种靠浮力驱动的搅拌生物反应器#

aG!9

培

养
AQ

即可达增殖高峰#所得细胞数量是二维培养的
'F

倍以

上%改变搅拌条件对细胞扩增*干细胞特性无明显影响)该生

物反应器的优点是对细胞的危害较小#可精细控制各种参数#

使
aG!9

体外扩增更为有效)搅拌式生物反应器不足之处在

于#由于采用机械搅拌装置#搅拌过程中产生的泡沫会造成细

胞污染#流体剪切力对暴露的细胞也有损伤作用#搅拌速度过

高破坏细胞的完整性#搅拌速度过低则不利于
Z

%

的扩散)

G)F

"

旋转式生物反应器
"

旋转生物反应器$

U>:M;

H

!1==!O=$

:O;1G

H

9:1P

&是利用体内空间微重力效应#采用水平旋转#且流

体剪应力较低的细胞组织培养系统#可在旋转过程中模拟微重

力培养环境#这对细胞生长至关重要)

!E10

等'

'+

(运用旋转生

物反应器共培养
WG!9

和
aG!9

#到第
+

天反应器中细胞量达

最大值#

WG!9

中
!J@@i

*

!J(@$

细胞分别增加
%C

倍和
+

倍#

aG!9

中
!J(@i

*

!J@@i

细胞分别增加
C

倍和
%C

倍#生物反

应器处理的细胞集落形成效率比未处理细胞高
')@@

倍#但细

胞生长周期很短#

%,Q

后细胞数量开始下降#且培养后期#旋

转生物反应器中的细胞易产生聚集现象#所以不能支持高密度

细胞培养)另外#在悬浮培养中#微载体和生物反应器壁之间

的碰撞易造成细胞机械性损害#破坏细胞黏附#导致微载体上

的基质沉积)

G)G

"

灌流式生物反应器
"

灌流式生物反应器$

V1;NO93>0-3>$

;1MI:>;

&是一种流动循环装置#反应器可以连续置换培养系统

中的培养基#但并不影响细胞因子浓度#也不会造成细胞机械

损伤)培养液的循环交换不但促进培养基的有效混合#而且培

养基的连续循环灌流增加了
Z

%

和营养物的传递#也可有效排

除代谢废物)

&EM>

等'

'C

(分别采用
V#7

制备的静态支架和并

行灌注系统培养
WG!9(*Q

#结果表明#低速灌注培养可形成

外基质网络#而该网络的变化影响
WG!9

胞核的形状)在静态

支架中#

WG!9

核伸长率高出表面
'*)%

倍#而生长在灌流式生

物反应器中细胞则是表面均匀的球形核#且
!5̀ $5

集落形成

能力较低#

U#f$'

和
ZI:$@

干细胞的基因表达能力下降)灌流

式生物反应器不足之处在于#随着细胞数量的增加#灌注阻力

越来越大#而不断的灌流也可能导致细胞分泌的生长促进因子

和分化抑制因子等的流失#对细胞的扩增不利)

G)H

"

中空纤维膜反应器
"

中空纤维膜反应器$

a>==>S53<1;

W1P<;M01-3>;1MI:>;

&是模拟人体血管或毛细血管的功能构建

的培养系统#由多根中空纤维管组成#增加了培养面积)管道

管径约为
%,,

&

P

#管壁是多孔膜#厚度为
*,

'

A,

&

P

#这利于

Z

%

和
!Z

%

等小分子自由穿透壁膜进行气体交换)以中空纤

维膜作为载体#可以提高营养物质传递效率*促进代谢产物的

排出)

W3T3

等'

%,

(将未分化
#G!9

接种于以中空纤维膜制备的

四舱三维灌流式生物反应器#并诱导其分化为肝细胞#培养
%,

Q

#结果显示#与加入细胞因子促进细胞分化的二维培养体系比

较#三维灌注培养诱导生成人类胚胎干细胞源性肝细胞的能力

更强)

a>O9=1;

等'

%'

(构建了包含
%

各中空纤维膜的四舱生物

反应器#可与
Z

%

和
!Z

%

交织形成
%

个气舱#将
aG!9

置于生

物反应器中培养
AQ

后#细胞数量增加了近百倍#说明中空纤

维膜系统更有利于干细胞的分化和增长)

H

"

结
""

语

干细胞三维培养技术近年来发展迅速#在支架材料*培养

系统等方面虽取得了重要进展#但依然存在很多问题#如培养

细胞的生存能力和分化程度有限#剪切力导致细胞损伤等#可

能与三维支架的孔径和极性不能与人体内造血环境存在差异

有关)传统培养方法获得的干细胞数量远不能满足临床需求#

因此#探索更为有效的干细胞培养方法对干细胞移植治疗具有

十分重要的意义)
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肺炎克雷伯菌$

eV"

&属于革兰阴性杆菌#通常存在于人

类肠道*呼吸道#是除大肠埃希菌外导致医源性感染的最重要

条件致病菌'

'

(

)由于抗菌药物的大量使用#在选择性压力下多

药耐药
eV"

菌株不断出现#耐药率日益上升)

eV"

耐药机制

包括产生抗菌药物灭活酶*外膜渗透性障碍*主动外排*靶点改

变等#而耐药基因可通过质粒*转座子*整合子的传播在菌种间

传递耐药性)本文就
eV"

多药耐药机制#特别是整合子与

eV"

多药耐药性的关系进行阐述)

E

"

抗菌药物灭活酶

E)E

"

,

$

内酰胺酶
"

产生
,

$

内酰胺酶是细菌对
,

$

内酰胺类抗菌

药物耐药的重要机制#可通过水解
,

$

内酰胺环使抗菌药物失去

抗菌活性)

eV"

的
,

$

内酰胺酶耐药机制主要是产超广谱
,

$

内

酰胺酶$

#G-\9

&*

/P

R

!

酶*耐酶抑制剂
,

$

内酰胺酶*

eV!

酶及

金属
,

内酰胺酶$

W-\9

&等)

E)E)E

"

#G-\9

"

#G-\9

是耐药
eV"

产生的最主要的一类

酶#由质粒介导)产
#G-\9eV"

对青霉素类*头孢菌素类及

单环类药物耐药#但对头霉素和碳青霉稀类及酶抑制剂敏感)

#G-\9

分为
Ga4

*

7#W

*

!7f$W

*

Zf/

及其他类型#其中

Ga4

*

7#W

种类最多)

Ga4

*

7#W

型
#G-\9

包括
Ga4$'

*

7#W

*

7#W$%

型等)

!7f$W

型是国内的主要基因型)有研

究在突尼斯发现新型的
7#W$'F@

型
#G-\9

'

%

(

)关于同时产

多种
,

$

内酰胺酶的报道不断增多)王运铎等'

(

(从
*'

株产
#G$

-\9eV"

检 出 同 时 携 带 两 种 或 两 种 以 上 基 因 型
%(

株

$

@*)',D

&#且多为
!7f$W

型与
7#W

或
Ga4

型共同存在)

E)E)F

"

/P

R

!

酶
"

eV"

中
/P

R

!

酶由质粒介导)

'C++

年美

国首次报道从
eV"

中分离产
W6U$'

型质粒介导的
/P

R

!

酶'

@

(

)之后世界各地先后又从
eV"

中发现
!Wb$'

*

!Wb$%

*

/!7$'

*

/!!$%

*

/!7$F

*

!Wb$+

*

!Wb$+<

等质粒介导的
/P

R

!

+

*(A

+
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