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用于抗肿瘤药物评价的三维肿瘤细胞体系的构建及性能!
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摘&要&以聚己内酯和明胶为原料!通过静电纺丝制得孔隙率高&细胞分散性好&机械性能佳的三维细胞支

架"扫描电镜及共聚焦显微镜表征 X=9 细胞在该三维支架内培养 $% 天后的生长情况!结果表明 X=9 细胞不

仅能够在支架表面黏附增殖!而且能迁移进入静电纺丝膜内部生长!形成良好的三维细胞体系5游离阿霉素
#e+‘$对二维表面和三维静电纺丝膜中 X=9 细胞的细胞毒性结果表明!相对于二维细胞体系而言!三维细胞

体系对药物的敏感性能降低5进一步比较了二维与三维细胞对负载于聚乙二醇<2<聚己内酯#*/P<2<*(,$胶束

中 e+‘的响应!三维细胞体系的药物敏感性低于二维体系5

关键词&电纺! 三维细胞体系! 阿霉素! 胶束

&&检测药物释放体系对肿瘤的治疗效果可分为
体内和体外两种方法5对于药物的初期筛选!大量
的研究都采用体外方法进行评价5目前主要通过
在二维细胞培养板上培养单层细胞的方式进行检
测5但是事实上生物体内细胞是聚集成具有一定
细胞形态和生物学性能的三维结构5单层的细胞
体系由于生长基质缺乏&迁移空间限制&可能造成
细胞表型改变等原因!不能有效地模拟生物体内
具有三维形态结构的细胞系 ($! ")5因此!构建三维
肿瘤组织模型用于体外评价抗肿瘤药物乃至其释
药系统的药效非常重要5

目前三维肿瘤细胞模型可分为两类!一类是
无支架的细胞聚集体!另一类是有支架的细胞体
系 (>)5悬滴法是制备无支架三维细胞体系的主要
方法5P788LII(%)等用该法制备了直径达 "## #C

的肝癌细胞球体5在悬滴法基础上通过设备的改
进还产生了一系列无支架三维细胞体系的制备技
术 (:! !) !如 ‘7(9)等运用微流控芯片培养三维细胞
球体5有支架的细胞体系是将细胞种植在具有三
维孔隙结构的生物支架内!通过物理扩散或细胞
自发迁移的方法得到三维细胞体系 (=)5此法关键
在于细胞支架的制备 (B)5

静电纺丝所具有的独特性使其在各领域都有

广泛的应用!其中组织工程支架和药物释放领域
的探索层出不穷 ($#!$$)5电纺所得纤维直径介于 :#
U:## 8C之间!与人体内的细胞外基质#/(.$胶
原纤维直径接近!其拓扑结构能很好地模拟细胞
外基质5同时电纺膜的高孔隙度和孔隙连通性!有
利于细胞的铺展和转移5可用于电纺的原料种类
繁多!可选择得到既满足细胞黏附生长的生物学
要求又满足基本力学性能要求的原料组合5滕
红 ($")等就曾研究过 *,,’与 (’材料的混纺对电
纺膜性能的影响!证明 (’的加入能提高 *,,’的
性能5

’FDCLE($>)等选用明胶&聚己内酯&聚乳酸等
多种原料制备了三维细胞支架并成功用于三维肿
瘤细胞体系的构建5WEC($%)等以 *cAR和胶原为
原料!利用电纺方式构建三维肿瘤细胞体系!并研
究该体系对多种药物的敏感性能5证明三维细胞
体系对药物具有更高的耐药性能5.7LFFL\($:)通过
二维和三维器官型培养仪器研究两种细胞体系对
药物的敏感性!也得到了相似结论5证明三维细胞
体系能更好地模拟生物体内生长状况5WDb7DdE($!)

和他的研究团队从蛋白&基因表达等方面解释了
二维和三维细胞体系存在药物敏感性能差异的原
因5
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虽然三维肿瘤细胞体系的应用已有报道!但
目前研究主要集中于体外检测裸露抗肿瘤药物!
缺乏对抗肿瘤药物给药系统的评价5

本研究选用 *(,和明胶为原料!制备厚度约
为 $:# #C的电纺膜5明胶具有生物识别功能!有
利于细胞的攀附生长!*(,的加入可克服明胶机
械性能差的缺点5将 X=9 细胞种植在电纺膜上!
培养一段时间!形成具有三维形态的细胞体系5以
游离 e+‘及包载 e+‘的 */P<2<*(,胶束为释药
模型!比较了 X=9 细胞的二维体系和三维体系对
药物的敏感性5

"#实验部分
"$"#实验原料

聚乙 二 醇 #分子量 :### $ 购买于 2ESCD<
’FM\EKH!使用前用甲苯共沸除水"’+己内酯 #’<
KDO\4FDKZ48L$!BBT!阿拉丁试剂有限公司 #上
海$"与辛酸亚锡#IZD8847I4KZ4ZDZL$!B:T!阿拉丁
试剂有限公司 #上海$"苯甲醇 # YL8b̂FDFK4H4F$!
’0!国药集团化学试剂有限公司#上海$!使用前
用氢化钙干燥 " 个星期"明胶#SLFDZE8!提取于猪
皮! ẐOL’$!B#T!2ESCD<’FM\EKH"其它试剂均来
自国药集团化学试剂有限公司!未经处理!直接
使用5

e./. 高 糖 细 胞 培 养 液 #e7FYLKK4+I
.4ME[ELM /DSFL+I.LME7C<HESH SF7K4IL$& 0*.15
$!%# 细胞培养液#04I]LFF*D\d .LC4\EDF18IZEZ7ZL
.LME7C$!%#$与 #N":T胰酶溶液购买自吉诺生
物医药技术有限公司 #杭州$"无支原体胎牛血
清&细胞膜绿色荧光探针#e1+$购买自杭州四季
青生物工程材料有限公司"><#%!:<二甲基噻唑<
"$<"!:<二苯基四氮唑溴盐#.))$试剂购买自杭
州昊天生物技术有限公司5

X=9 细胞为浙江大学化学系汤谷平课题组
馈赠5
"$%#实验设备

自制电纺仪的接收装置为圆柱型滚轴!转速
为 "# U># \;CE8!单纺一种纤维时由一个喷丝头
从一侧进样!混纺时由 " 个喷丝头从两侧同时
进样5

扫描电镜采用日本日立 2<%=## 场发射扫描
电镜观测电纺丝的形态和断面结构&细胞在电纺
膜表面及电纺膜内部的生长迁移状况5测试样品
在真空下干燥 "% H!然后真空下镀金 %# I"纤维的

直径尺寸及其分布用图像分析软件 1CDSLI<O\4
*F7I: 统计得到5

激光共聚焦显微镜采用 ,LEKD)(2 2*: 测定
细胞在纺丝膜上的分布情况5先用二乙酸荧光素
#[F74\LIKLE8 MEDKLZDZL! @e’$染色 #N: H!再用 e1+
细胞 膜 绿 色 荧 光 探 针 # >! ><ME4KZDMLK̂F4GD<
KD\Y4K̂D8E8LOL\KHF4\DZL$染色 #N: H!可获得细胞
核和细胞质分别染色的细胞图像5

紫外可见光光度计采用北京普析通用仪器有
限公司 )X<$=$# 紫外可见光光度计测定药物体外
释放结果5

酶标仪采用 )HL\C42KEL8ZE[EK.7FZEIdD8 .W>
酶标仪测定细胞生长情况5
"$&#实验步骤
$N>N$&静电纺丝膜的制备

根据文献($9)中所述方法合成 *(,5P*(分
析合成的 *(,数均分子量 B:###!分子量分散指
数 $N!!5核磁计算得 *(,分子量为 $ g$#:!两者
所得数据吻合5

配制一系列 *(,与明胶的三氟乙醇 #)@/$
溶液!分别进行静电纺丝预实验!确定最佳纺丝条
件5*(,纺丝条件为浓度 "#T#质量百分比$!电
压 $$ U$> dR!距离 $9 U"# KC!进样速率 #N% C,;
H"明胶纺丝条件为浓度 $#T#质量百分比$!电压
B U$$ dR!距离 $: U$9 KC!进样速率 $ C,;H5将
连接两溶液的喷丝头分别置于接收滚轴的两端!
混纺 = H!获得均匀的 *(,;明胶混纺膜5通过差量
称重的方法!确定静电纺丝膜中 *(,和明胶的含
量5具体操作方法为%剪取边长为 $ U" KC的正方
形电纺膜样品!浸泡在去离子水中!置于>9 a恒
温震荡箱 >" H!期间每 % H 换水 $ 次!最后取出干
燥称量5

明胶含量百分比#T$ p#洗涤前质量 h洗涤
后质量$;洗涤前质量 g$##T

将静电纺丝膜置于戊二醛蒸汽中交联 % 天!
交联完毕后通过差量称重方法!测定样品交联度5

溶胶<凝 胶 分 数 #T$ p#洗 涤 前 质 量 h
洗涤后质量$;#洗涤前质量 g明胶含量百分比$
g$##T
$N>N"&静电纺丝膜上三维细胞体系的构建

交联静电纺丝膜浸泡于甘氨酸水溶液中!以
除去残留的戊二醛5将处理后的膜用打孔器冲成
直径 $# CC的圆片!浸泡在 9:T酒精水溶液中备
用5将圆片铺展在 %= 孔细胞培养板中!紫外灭菌

B#=
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># CE8!用玻璃管压住膜!防止其在培养液中漂
浮5将 X=9 细胞培养于含 $#T无支原体胎牛血清
e./.培养液中!并以 " 万;孔的密度种于纤维膜
表面!通过 .))法测定 $&>&:&9&B&$"&$% 天后静
电纺丝膜上细胞生长情况5培养 $% 天后!取出含
细胞的电纺膜!以 %T戊二醛溶液固定!干燥后通
过 2/.和 (,2.观察细胞在膜表面与膜内的生
长形态5
$N>N>&*/P<2<*(,纳米载药胶束制备

*/P<2<*(,的合成是取甲苯共沸除水后的聚
乙二醇 : S于圆底烧瓶中!加入经减压蒸馏除水
的己内酯单体 >N"9 C,!加入 #N#>#! C4F辛酸亚
锡!抽真空充氮气 > 次!在 $%# a条件下反应 = H!
冷却后产物溶解在 : C,氯仿中!用 9 U$# 倍体积
的无水甲醇沉降5离心干燥得 */P<2<*(,5核磁及
P*(表征5

*/P<2<*(,胶束的制备是称取 */P<2<*(,$#
CS溶解在 > C,e.@溶液中!逐滴滴加去离子水
至溶液出现蓝光!搅拌过夜!将溶液置于 >:## 的
透析袋中!在去离子水里透析 > 天!每天换液
% 次5

@ES5$&2/.ECDSLI4[LFLKZ\4IOE88E8SCLCY\D8LI% #D$ SLFDZE8! # Y$ O4F̂KDO\4FDKZ48L! #K$ SLFDZE8;O4F̂KDO\4FDKZ48LD8M # M$ SLFDZE8;

O4F̂KDO\4FDKZ48LK\4IIFE8dLM

&&

&&

*/P<2<*(,载药胶束的制备是称取 > CS
e+‘固体溶解在 " C,二氯甲烷中!加入 #N#$!!
C4F的 )/’!搅拌过夜5加入 $# C,$ CS;C,的
*/P<2<*(,胶束!搅拌 % H!旋转蒸发除去二氯甲
烷5在去离子水中透析 > 天!每天换液 % 次5用
e,2 和 )/.表征胶束纳米粒子5

取相同剂量的空白胶束和载药胶束分别冻

干!计算胶束的载药量和载药效率5
载药量#T$ p#载药胶束质量 h空白胶束质

量$;载药胶束质量 g$##T
载药效率#T$ p#载药胶束质量 h空白胶束

质量$;投入药物质量 g$##T
*/P<2<*(,胶束体外释药是取 % C,载药胶

束溶液!置于 >:## 的透析袋中!在 ": C,*A2 缓
冲液内在 >9 a恒温振荡箱内进行释药5每次取样
时取出 : C,外液!加入 : C,*A2 缓冲液5
$N>N%&药物抗肿瘤作用评价

将X=9 细胞以 " 万;孔的密度种植在电纺纤维
膜上!培养一段时间以后#每 " 天换 $ 次液$!加入
不同浓度的游离 e+‘或包载 e+‘的 */P<2<*(,
胶束!培养 "% H 后通过 .))测定细胞生长情况5

%#结果与分析
%$"#静电纺丝膜的制备

通过调节纺丝距离&进样速率和纺丝电压等
> 个关键因素!可获得纤维直径分布相对较窄的
电纺纤维膜!其形貌如图 $ 所示5由图 $ 可见!单
纺时 *(,纤维比明胶纤维粗!根据 1CDSL*\4*F7I
软件统计!*(,单纺纤维直径在 $N": U$N=% #C
范围内!纤维平均直径约 $N%> #C!而明胶纤维直
径在 #N!9 U#NB9 #C范围内!纤维平均直径约
#N= #C5相同条件下混纺后 " 种纤维的直径均有
所减小!分布变窄!混纺纤维直径在 #N>: U#N:B
#C范围内!纤维平均直径约 #N%% #C5混纺时纤
维直径变小的原因可能是由于纤维从喷丝头出来

#$=
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时带有正电荷!在空中相互排斥!使纤维拉伸5当
" 种纤维分别从喷丝口喷出!单位空间内纤维密
度增加!所带电荷的密度增加!静电排斥力增大!
纤维所受拉伸力度增加!纤维变细5通过电纺条件
的调节!最终获得一批 *(,含量比例为 %#T U
!#T的静电纺丝膜5
&&由于明胶具有水溶性!在使用之前需要经过
戊二醛交联5交联后纤维膜形态如图 $ 所示5从电
镜图上看交联后的电纺膜弯曲度变大!纤维之间
略有粘连!孔隙度有所减小5通过样品溶胶凝胶分
数测试!在水溶液内样品损失率小于 $:T5
%$%#三维细胞体系培养

戊二醛本身具有一定的细胞毒性!经戊二醛
交联后的电纺膜细胞毒性很大!但用甘氨酸处理
能大大降低戊二醛对细胞生长的影响5经 .))检
测发现!X=9 细胞能在甘氨酸处理过的交联纤维
膜上可正常地生长繁殖#图 "$5图 ># Y$为细胞培
养 $% 天后纤维膜表面细胞生长状况!与图 >#D$
未培养细胞的纤维膜表面相比!纤维膜表面已铺
展致密的细胞5由于电纺纤维膜具有三维多孔结
构!当纤维膜表面细胞铺满时!细胞分裂所产生的
新细胞将自发地向纤维内部迁移生长!形成具有
三维立体结构的细胞聚集体!此种三维结构能够
更好地模拟人体内肿瘤细胞的生长状态5未培养
细胞的纤维膜断面如图 > #K$所示!图 > # M$为
X=9 细胞接种至纤维膜 $% 天后!纤维膜的断面
2/.照片5在照片上部红线以上区域为纤维膜上

表面!可见整个表面几乎被细胞铺满"照片红线以
下部分为纤维断面!可见细胞已向纤维内部迁移!
蓝色曲线标示细胞迁移的下限!在不同部位细胞
铺展的深度不一样!有细胞铺展的部分占整个截
面 ";> 面积5经 @e’&e1+染色后进行 (,2.观
察!(,2.图像进一步证实了细胞在纤维表面和
内部的生长情况#图 %$5其中#D<>$&#Y<>$为自然
光照照片!因为电纺膜不透光!在自然光照下!只
能看到细胞的轮廓5# Y<>$中左侧空白部分!表示
截面的边界!证明# Y$中细胞是在截面生长5图 %
#D$显示细胞在纤维膜表面正常铺展!能表现神
经细胞X=9 的细长型细胞形态5图 %#Y$可以看到
在截面上细胞成簇生长!长入纤维膜内部5图中细
胞生长方向从右向左5

@ES5" & .)) \LI7FZI4[X=9 KLFFIS\4]8 48 SLFDZE8;

O4F̂KDO\4FDKZ48LK\4IIFE8dLM CLCY\D8LI

&&

&&

@ES5>&2/.ECDSLI4[X=9 S\4]8 48 LFLKZ\4IOE88E8SCLCY\D8LI% #D$ 78ILLMLM CLCY\D8LI! # Y$ I7\[DKL4[CLCY\D8LID[ZL\$% MD̂I+ KLFF

K7FZ7\L! #K$ K\4IIILKZE48 4[78ILLMLM CLCY\D8LID8M # M$ K\4IIILKZE48 4[CLCY\D8LID[ZL\$% MD̂I+ KLFFK7FZ7\L

$$=
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%$&#载药纳米胶束的制备
无论空白或载药胶束长期放置在 % a环境

下!无沉淀析出5胶束载药后 e,2 粒径约为 =9N$
8C!其 )/.图如图 : 所示5*/P<2<*(,胶束载药
量为 "#T!载药效率 =>T5

@ES5:&)/.ECDSL4[M\7SF4DMLM */P<2<*(,CEKLFFLI

*/P<2<*(,胶束的释药结果如图 ! 所示5从
释药结果可以看出!在 "% H 内药物释放量接近
9#T5
%$,#药物抗肿瘤作用评价

不同细胞体系对药物的敏感性能实验结果如
图 9 所示5与二维细胞体系相比!相同的药物浓度
下!三维细胞体系的死亡率低于二维细胞体系5原
因可能为三维细胞体系内部的细胞与药物接触
少!当外部细胞吸收药物时!内部细胞依然进行正
常的分裂增长!因此!其衰亡过程将得到延长5当
药物不能持续地供给!内部细胞将继续分化增殖!
使肿瘤细胞数量恢复5这也可以解释为什么抗肿

@ES5!&e+‘\LFLDILO\4[EFL4[e+‘F4DMLM */P<2<*(,

CEKLFFLI

瘤药物进入人体内部之后!其治疗效果并没有预
期理想5正是这种三维的细胞结构!能够让肿瘤细
胞有更多的增殖分裂甚至变异的机会!给肿瘤治
疗带来障碍5通过对人体内三维细胞结构的模仿!
我们能更真实地看到抗癌药物的抗肿瘤效果5

由于抗癌药物对人体本身具有相当大的副作
用!很长一段时间以来!科学家们一直在致力于药
物载体的研究!希望实现药物的靶向释放效果5因
此!我们也检测了 */P<2<*(,载药胶束对三维细
胞体系的影响5可以发现!胶束释药中虽然加入胶
束所包载的 e+‘浓度与纯 e+‘释药时浓度相
同!但不管是二维或是三维细胞体系释药!细胞存
活率均升高5造成这一结果的原因是胶束包裹的
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! 期 王雪琴等%用于抗肿瘤药物评价的三维肿瘤细胞体系的构建及性能
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#D$ K̂Z4Z4GEKEẐ4[[\LLe+‘]EZH QD\E47IK48KL8Z\DZE48ID8M

# Y $ K̂Z4Z4GEKEẐ 4[*/P<2<*(,CEKLFFLF4DMLM e+‘ ]EZH

QD\E47IK48KL8Z\DZE48I

药物释放不完全5随药物浓度增大!二维细胞体系

和三维细胞体系之间的差别变大!说明在实际肿瘤
治疗中!肿瘤治疗效果并不是与药物浓度成正比5

无论游离 e+‘还是 */P<2<*(,胶束包载的
e+‘作用于细胞体系!二维细胞体系的耐药性均
小于三维细胞体系!这一结果与 WEC($!)等的研究
结果相符5造成 " 种细胞体系耐药性差异的原因
可能为%#$$由于三维细胞结构的存在!肿瘤细胞
在外层细胞死亡后!内部细胞的正常增殖会减弱
药物对整个细胞体系的影响"#"$单层二维细胞
体系内细胞的增长仅仅依赖于细胞的增殖分化5
三维结构细胞由于其与细胞外基质的相互作用!
可以促使其基因表达&蛋白表达的改变 ($!)5因此
当接触药物时!三维结构的肿瘤细胞由于其固有
性能的改变!其抗药性能也有所变化5

&#结论

以聚己内酯&明胶为原料!利用静电纺丝的方
法!制备了具有孔隙率高&机械性能好&适宜细胞
生长等特点的三维支架5以此为基础!构建了 X=9
细胞的三维细胞体系5将此三维细胞体系应用在
抗肿瘤药物作用检测中!发现三维细胞体系相对
于二维细胞体系而言!具有更强的耐药性能5将三
维细胞体系作为一个体外检测药物释放性能的平
台!得到的释药结论更接近于生物体内药物释放
的结果5该三维评价方法的建立!为肿瘤药物及药
物控释系统的筛选和评价提供了一个新的途径5
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YE4K4CODZEYEFEẐ5X=9 ]DIILLMLM 48 ZHEIIKD[[4FM!D8M ZHLO\4FE[L\DZE48 ]DIC48EZ4\LM 4QL\$% MD̂I]EZH 2/.
D8M (,2.51Z]DI[478M ZHDZX=9 KLFFIKD8 84Z48F̂DMHL\LZ4ZHLI7\[DKL4[ZHLIKD[[4FM!Y7ZDFI4CES\DZLE8Z4
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! (4\\LIO48ME8SD7ZH4\%,E<l78 VD8S!/<CDEF%Fl]D8SJbk75LM75K8

%$=


