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模拟干细胞生长微环境以促进间充质干细胞的扩增
娄向新  袁卉华  包  敏  张彦中*

(东华大学化学化工与生物工程学院仿生材料与再生医学研究室, 上海 201620)

摘要      间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)是当前在多种组织再生和细胞治疗研

究中被最广泛采用的一类干细胞。但如何诱导MSCs的体外高效扩增并维持其干性特征(stemness), 
从而为临床应用提供充足、优质的细胞源, 是当前基础研究和临床治疗中遇到的瓶颈问题。日益

增多的研究表明, 机体内干细胞的自我更新与分化受其所处体内微环境的紧密调控。因此, 精确模

拟干细胞在体内生长的微环境已成为提高干细胞体外扩增效率的重要策略。该文就近期研究中如

何模拟干细胞生长微环境诱导MSCs体外扩增并维持干细胞特性的研究做一综述, 为今后MSCs的
高效扩增和推进临床运用与转化提供思路。
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Abstract       Nowadays, mesenchymal stem cells (MSCs) have been most commonly utilized in a variety of 
cell therapies and tissue regenerations. But how to achieve efficient expansion of MSCs with retained stemness for 
clinical application remains a ‘bottleneck’ problem to be addressed in the basic research and clinical treatment. A 
growing number of studies have shown that the self-renewal and differentiation of MSCs could be precisely regulat-
ed by their microenvironment in vivo, so precise simulation of the in vivo microenvironment has become a rational 
strategy for MSCs expansion. This review aims to summarize the recent advances on simulating stem cell growth 
microenvironment to induce MSCs amplification with preserved stemness characteristics in vitro. A comprehensive 
understanding of this field may provide guidance for efficient expansion of MSCs to accelerate the application and 
transformation of the MSCs in the clinical settings. 
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MSCs(mesenchymal stem cells)是目前细胞治

疗和组织再生研究最热点的成体干细胞。与造血干

细胞(供体来源少, 很难形成三维组织)及胚胎干细

胞(致瘤性、免疫原性和伦理学问题)相比, MSCs有

其独特的优点[1], 主要包括: (1)可自体来源、采集方

便、取材损伤小; (2)具有自我更新和多向分化潜能; 
(3)生物安全性好; (4)免疫原性低; (5)无伦理道德问

题的限制等特征。正是由于上述优点, MSCs已成为
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当前细胞替代治疗和三维组织再生研究中最受关注

的细胞源, 也是这一领域距离临床应用最为接近的

一类干细胞。然而, 目前从不同组织取材和分离的

MSCs的数量远远满足不了基础研究和临床运用的

需要。同时研究也显示, 体外培养的MSCs随着传代

次数增加其增殖潜能逐渐降低直至丧失[2]。因此, 当
前亟需研发新型的MSCs体外培养和扩增体系来获

得大量的维持干性的MSCs。
模拟干细胞微环境实现MSCs大量扩增是MSCs

获得临床实际应用的物质基础。但近年来, 人们将

注意力多集中在诱导干细胞分化以用于特异组织构

建或疾病治疗的研究上, 而对MSCs所生存的天然微

环境及干性维持的作用机制的认识仍十分有限, 在
技术层面上也还没有找到较为理想的MSCs扩增方

法。目前, 现有的文献报道已初步展示模拟微环境

(如细胞因子与蛋白[2]、理化信号[3]及力学刺激[4])在
促进干细胞的干性扩增方面的益处。此外, 从培养

体系上看, 三维立体培养比二维培养更接近生物体内

的微环境, 能够容纳高密度细胞的黏附与增殖, 有利

于细胞间信号传递和细胞因子的相互作用, 并为维系

细胞的代谢活动提供适宜的微环境[5]。因此, 今后如

何通过体外模拟体内干细胞生长的三维微环境来高

效扩增MSCs已成为干细胞研究领域的重要方向。

本文对近年来模拟体内干细胞生长微环境的

系列因素, 包括生物化学信号因子、细胞外基质(ex-
tracellular matrixc, ECM)、仿生三维支架材料、物

理因素和力学刺激等来增强MSCs活性与功能和促

进MSCs自我更新和增殖, 从而实现MSCs体外高效

扩增的相关研究做出综述, 以期为推进MSCs扩增技

术的完善和进步提供借鉴和指导。

1   生物化学信号因子调控MSCs的自我更

新和增殖
MSCs在成体内广泛分布于骨髓、脂肪、皮肤

和血管等多种组织, 其中以骨髓和脂肪内的含量相

对较多。在同一组织中, MSCs通常分布于多个位

置, 因此对其在组织内的具体定位仍有待于进一步

认识。同时, 以往研究对构成MSCs生长的微环境以

及相邻细胞成分的了解更是知之甚少[6]。与一般细

胞微环境相似, 细胞因子是MSCs微环境的重要组成

部分。大量研究证实, 在体外培养的骨髓MSCs中添

加某些生长因子, 如IL-1,3,6,7,17、EGF、 FGF-2,4,8、

PDGF等[7-13]可以促进干细胞的增殖。另外, 也有报

道在培养液中加入TGF-β可促进MSCs增殖, 然而高

浓度时则表现为抑制[14]。bFGF和BMP-2对骨髓间

充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells, 
BMSCs)的增殖具有重要的促进作用, Akino等[15]发

现体外培养的人间充质干细胞在bFGF或BMP-2单
独作用或合用两天后, 其细胞数与对照组相比显著

增长, 显示了bFGF或BMP-2促进MSCs增殖的作用。

Taira等[16]将维生素C与bFGF协同作用, 可显著增加

bFGF对细胞的增殖效应。另外, 有研究显示PDGF
可以通过ERK途径来调节人来源的MSCs相关增殖

基因的表达, 从而促进它的增殖[17]。然而, 以上研究

只是从不同角度一定程度上实现对MSCs的增殖能

力的调控, 真正如何利用生物信号因子对MSCs的调

控作用, 实现MSCs的高效扩增且细胞的分化功能

得以保留, 仍是今后研究亟待解决的问题。同时, 以
往研究虽然证实了这些因子对细胞增殖具有促进作

用, 但微环境中包含了哪些关键的因子成分, 多种因

子之间是否存在协同作用？这些问题仍有待进一步

阐明。

2   体外模拟ECM调控MSCs扩增
2.1   细胞外基质对MSCs扩增的诱导作用

ECM是组成间质和上皮–血管中基质的不溶性

结构成分。它不仅是细胞的机械支持结构, 也是供

给营养和免疫应答的场所。ECM参与调节胚胎发

育进程, 决定细胞的黏附与迁移, 在创伤修复和纤维

化、细胞的生长、增殖、分化、代谢和肿瘤发生及

转移中均起着重要作用[18]。作为MSCs微环境的一

个重要组成部分, 研究发现在纤维黏连蛋白铺层的

培养皿中扩增的MSCs, 可以更好地维持多向分化能

力[19]。最近, 陈晓东课题组建立了一种采用MSCs细
胞外基质铺层培养骨髓MSCs的方法, 该培养技术

系统模拟了MSCs的胞外基质成分, 同时还可能保留

了生长因子等活性成分, 可使干细胞的扩增效率得

到明显提高[18,20]。这一培养体系的基本操作是首先

在普通培养皿中培养骨髓基质细胞(stromal cell), 待
细胞长满后去除活细胞, 保留细胞分泌的胞外基质

成分, 随后以此培养皿为载体, 进一步培养扩增新的

MSCs。该研究不仅证实了胞外基质在骨髓MSCs微
环境中的重要作用, 同时也为研究干细胞微环境提

供了重要的体外模型。值得指出的是, 虽然胞外基
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质诱导MSCs增殖的方法效果显著, 但扩增效率很不

稳定, 不同代次和状态的细胞制备出来的细胞外基

质之间的MSCs扩增效率有较大差异, 高代次的年老

细胞制备的基质明显不如低代次的年轻细胞。有趣

的是, Chen等[18]的工作也揭示了骨髓源ECM与其他

细胞外基质一样也是由纳米级的超细纤维构成的这

一基本事实, 如图1所示。他们的工作提示, 基于模

拟干细胞微环境的ECM的干细胞培养和扩增方法, 
将为大规模扩增具高度功能性的MSCs提供新的思

路并有着较高的可行性。因此, 进一步分析胞外基

质中的关键成分以指导对仿生支架材料的修饰, 进
而建立规模化的干细胞培养和扩增的微环境十分必

要。

2.2   仿生三维支架材料模拟体内干细胞微环境扩

增MSCs
利用纳米技术模拟微环境制备仿ECM支架已

引起了人们的极大兴趣, 尤其是以电纺纳米纤维支

架为代表[21-22]。电纺丝(Electrospinning)是一种采用

静电力制备纤维细度达纳米级的超细纤维制备技

术。由于电纺纳米纤维在尺寸和形态上对ECM组分

的独特仿生特性, 自2002年电纺纳米纤维被首次报

道用于组织工程支架以来[22], 这类仿生纳米纤维已

被广泛研究用于软骨、骨、皮肤、肌腱、韧带、血管

和神经等组织的构建研究[23], 成为当今组织工程再生

医学支架材料研究的热点之一。大量的研究结果表明, 
与传统其他类型的组织工程支架相比, 电纺纳米纤维

支架可通过组分复合[23]、壳–芯结构设计[24]、纤维取

向[25]、生物活性分子的化学嫁接[26]等方式明显促进

细胞的黏附、增殖、分化及相关功能表达。更重要

的是, 仿生纳米纤维不仅支持干细胞扩增时的干性

维持[27], 还有利于干细胞分离纯化时的快速捕获[28]。

此外, 有证据表明, 纳米纤维的高比表面积提供了更

多的细胞黏附位点, 这为生物力学刺激通过纳米纤

维向MSCs传导提供了有效途径。这些结果说明, 利
用电纺纳米纤维模拟MSCs生存的微环境, 探索它们

之间的相互作用关系有着极高的仿生优越性和可行

性。然而, 目前的绝大多数研究工作都是基于二维

纤维膜上的简单细胞培养和扩增, 制备出理想的三

维纳米纤维支架来重建MSCs体内的生长微环境仍

然是有待解决的关键问题[29]。利用纳米仿生技术已

经使精确构建与干细胞/天然组织微环境类似的生

物材料支架(仿生细胞外基质)的研究和应用迈上了

A: 骨髓细胞衍生ECM在去除细胞前的低放大倍数SEM图像; A’: 高放大倍数下去除细胞前的ECM的图像; B: 培养的骨髓贴壁细胞产生的ECM
在去除细胞后的低放大倍数图像; B’: 高放大倍数下去除细胞后的ECM图像, 插入图片显示的是细胞去除之后高放大倍数下的图像(根据参考

文献[18]改编)。
A: at low magnification, SEM image of marrow cell-derived ECM before removing cells; A’: high magnification of the ECM made by cultured marrow 
adherent cells before cell removal; B: at low magnification, the structure of the ECM after cell removal; B’: high magnification of the ECM image after 
cell removal. (Inset) enlargement of high-magnification image after cell removal (modified from reference [18]).

图1  小鼠骨髓细胞衍生ECM的特征

Fig.1   Characteristics of murine marrow cell-derived ECM

A A’

B B’
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一个新台阶。然而, 要真正利用仿生三维纳米纤维

支架模拟干细胞微环境, 实现MSCs的高效扩增还有

诸多问题需要解决: (1)研制出适宜MSCs黏附和生

长的新型三维仿生纳米支架; (2)将仿生支架材料与

生物、化学等调控因素(如胶原、短肽、生长因子)
进行合理地整合, 使其具有细胞黏附、识别、引导

和诱导等作用; (3)从仿生纳米支架的物理(拓扑、刚

度、亲水性等)和生化因素等多个方面探索其对增

加干细胞的增殖、干性维持与定向分化的调控作用

和机制(图2)。

3   物理因素对MSCs扩增和干性维持的重

要作用
细胞的正常生命活动离不开与其周围环境的

相互作用, 其在体内的生长环境是一个具有复杂网

络的微环境, 受到各种条件的影响。这些因素调节

和制约着细胞的黏附、增殖、迁移和分化。因此无

论何种培养方式与培养系统, 对培养条件的优化都

是必不可少的, 其中物理因素, 如接种密度、无血

清培养和氧分压都是可从不同层面影响MSCs增殖

的因素。通过运用一种或几种物理因素来有效调控

MSCs增殖以及干细胞特性维持, 是实现MSCs体外

大量扩增和应用于临床的重要前提和基础。

3.1   接种密度

细胞接种密度是影响细胞扩增的一个重要因

素。目前关于细胞接种密度方面的报道较少, 有研

究将日本白兔骨髓MSCs接种到胶原蛋白凝胶, 检测

接种密度分别为2×105/mL、2×106/mL和2×107/mL
情况下对软骨细胞增殖和分化的影响[30]。结果显

示, 细胞的接种密度与增殖能力成反比, 三个星期后

图2  仿生纳米纤维支架复合生化因子、生物及物理信号等多因素调控干细胞的增殖、干性维持与分化

Fig.2  Effect of combination of nanofibrous scaffolds with biochemical factors, biological and physical signals on the stem cells 
proliferation, stemness maintenance and differentiation
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2×105/mL组的扩增倍数最大为6, 2×106/mL组的扩增

倍数为3, 而2×107/mL组的细胞经过三个星期的培养

后细胞数量反而下降。但从组织工程的角度看, 在
保持原本基因型的基础上增加细胞的量可有效提高

基质的生成量, 从而可提高细胞移植的成功率。对

于单纯的扩增培养来说, 适当降低细胞的接种量可

提高扩增倍数, 以获得相当数目的细胞储备。有一

点需要注意的是, 在过低细胞密度的生长环境中, 细
胞与细胞之间缺乏合作和细胞信号传导[31], 亦不利

于细胞的扩增。因此应针对不同的细胞在不同微环

境的生长特点, 来确定细胞的初始密度。

3.2   氧分压

氧是干细胞所处微环境的一个重要的组成成

分, 在维持细胞增殖和可塑性方面起着重要的作用。

氧不仅参与细胞的代谢, 还参与了细胞体内的信号

传导。在体外的开放式培养, 大气的氧分压大约是

20%, 在体内骨髓里的氧压较低, 大概为1%~7%, 因
此常规培养中的氧分压比较高。Grayson等[32-33]研

究MSCs在三维材料上的生长实验表明, 2% O2的培

养条件下, 能够促进人来源的MSCs的自我更新和增

殖、使干细胞标志基因如Oct-4和Rex-1的表达上调, 
并且细胞的克隆能力也明显提高。Hung等[34]研究表

明, 低氧下培养的MSCs比常氧条件下的MSCs更能

抑制内皮细胞的凋亡, 提高存活率和血管的形成, 创
造一个可控的氧压梯度能加强MSCs的血管生成能

力。当前三维材料用于干细胞培养是研究热点, 不
同于二维培养, 在三维培养中, 细胞对氧的利用受到

支架材料、胞外基质的分泌和扩散特点的影响。目

前, 体外还不能精确模拟体内的氧环境, 对于低氧对

干细胞的增殖促进效应的调控机制也所知甚少, 用
低氧来大量扩增MSCs的应用还有待于进一步研究。

3.3   无血清培养

血清是一种成分不明的复杂混合物, 含有生长

因子、毒素清除剂及一些其他蛋白。在常规的细胞

培养中, 血清对细胞的增殖与分化不可或缺。但血

清的成分比较复杂, 不同来源、不同批次的血清差

别也很大, 而且动物来源的血清极有可能携带病源, 
不适合在临床应用中大量使用, 因此应积极开发无

血清培养基。对于无血清培养体系的研究, 首要就

是要研究血清成分的代替物。Liu等[35]研究发现, 培
养基添加17.91 ng/mL bFGF、2.80 mg/mL人血清白

蛋白、27.65 μmol/mL乙醇胺和1.18%的SITE作为无

血清培养体系可显著提高MSCs的增殖能力。血清

白蛋白具有多种生理功能, 包括清除毒素、作为脂

肪酸和微量元素的载体等。SITE是亚硒酸盐、胰岛

素、转铁蛋白和乙醇胺的混合物, 是无血清体系中

常用来促进细胞黏附和增殖的物质。亚硒酸盐是谷

胱甘肽过氧化物酶的辅酶, 参与细胞的抗氧化过程; 
胰岛素作为一种诱导剂参与脂肪酸和糖原的合成; 
转铁蛋白是血液中最丰富的转运蛋白, 它携带铁离

子跨膜进入细胞内部, 可促进细胞的生长; 乙醇胺是

磷脂酰乙醇胺的一个结构分子, 是哺乳动物细胞膜

中最丰富的磷脂质。以上研究表明, 一些血清替代

物, 如生长因子、细胞因子或特异蛋白作为无血清培

养体系的添加物可以促进细胞的生长, 无血清培养在

细胞生长和细胞生物学的研究中有很大的应用潜质。

尽管无血清培养体系具备较好的稳定性、较长的保

质期和操作简便性等优点, 但使用中仍可能存在传播

异种蛋白、交叉感染和免疫反应等问题[36]。同时, 目
前无血清体系仍无统一规范化标准, 其成分稳定性和

使用安全性还有待进一步研究。Brunner等[37]公布了

无血清培养液的配制数据信息库为研究者提供方便: 
http://www.goodcellculture.com。

总之, 在MSCs培养过程中调整或施加一定条

件下的物理因素可以更好地促进MSCs增殖和维持

其干细胞的分化潜能[35,38]。然而, 这些物理信号是

通过什么信号通路调控干细胞的生长或分化特性, 
这些信号通路与生长因子、胞外基质所传递的信号

通路是否存在协同作用等关键问题仍不明确。阐明

这些问题可以为筛选特异性调控MSCs自我更新和

增殖的分子信号通路, 进而为通过物理因素来体外

有效扩增MSCs提供思路。

4   三维扩增系统通过力学刺激促进MSCs
扩增

干细胞的体外培养与扩增中采用的静态培养

体系有着很多的缺点和弊端, 若要将干细胞推向临

床应用及产业化等实际应用, 利用生物反应器培养

MSCs能实现规模化扩增, 通过施加一定程度的力学

刺激进行MSCs的三维培养, 实现大规模扩增是该领

域的发展趋势[39]。

4.1   搅拌式(悬浮式)生物反应器

搅拌式反应器(stirred suspension culture system)
多用于悬浮细胞的培养, 目前主要用于疫苗和干
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扰素的生产。造血干细胞(hematopoietic stem cells, 
HSCs)和造血祖细胞(hematopoietic progenitor cells, 
HSPCs)是最早用生物反应器进行培养的干细胞, 
HSCs和HSPCs在搅拌或悬浮生物反应器中具有更

好的扩增效果[40-41]。但在此类反应系统中, 由于外

部机械搅拌装置的存在, 细胞直接暴露在流体的剪

应力之下, 搅拌速度过快容易对细胞造成机械损伤, 
破坏细胞的完整性; 搅拌速度慢则不利于传氧传质。

此外, 在搅拌过程中会产生泡沫, 易引起污染, 从而

限制了其应用范围, 因此需要研制剪切力小、混合

性能好的新型细胞培养系统。

4.2   旋转生物反应器

旋转生物反应器(rotary cell culture system, RCCS)
是模拟体内空间微重力效应而设计的一种生物反应

器, 是一个采用水平旋转的细胞组织培养系统, 可
结合微载体进行大规模细胞培养。在RCCS中共培

养扩增人源性的MSC和HSCs, 仅8 d反应器中Stro-1-
CD44-CD34-MSCs和CD34-CD44-Stro-1-HSCs的细胞

量就到达了最大值, 是传统培养方法的1.4倍。而且

扩增后的人源性MSCs可诱导分化为成骨、成脂和

软骨细胞, 仍保持其分化潜能[42]。但是细胞的生长周

期很短, 8 d以后细胞的数量开始下降。到培养后期, 
RCCS中的细胞容易产生团聚现象, 所以不能支持高

密度的细胞培养。另外在悬浮培养中, 微载体和生物

反应器壁之间的碰撞可造成细胞的机械性损害, 破坏

细胞黏附和微载体上的基质沉积。

4.3   中空纤维膜反应器

中空纤维膜反应器(hollow fiber membrane sys-
tem)由内径约为200 μm、壁厚为50~70 μm的中空纤

维管组成, O2和CO2等小分子可以自由透过管壁膜

扩散。中空纤维膜既可以增大细胞培养面积又可以

起到载体的作用, 实现营养物质传递效率的提高及

代谢产物的及时排出。其缺点是细胞种植时较不均

匀, 培养液进入端细胞会较多, 同时营养成分也会由

培养液进入端至出口端形成递减的梯度[43]。中空纤

维生物反应器中中空纤维膜容易破坏, 整个系统不

太稳定, 中空纤维膜中传质不均, 营养物质存在明显

梯度, 细胞容易遭受营养缺乏, 这些不足限制了该类

型反应器的放大和规模化使用[44]。

4.4   灌流式生物反应器

灌流式生物反应器(perfusion-based culture system)
中的培养液不断的循环交换可大大提高反应器内

培养基成分的有效混合, 表现在增强的氧传递和营

养物传质, 并及时有效地排除代谢废物。灌流培养

可提高 MSCs的克隆形成单位[45]。这种反应器可同

时培养多个细胞材料复合物, 将接种、操作和取样

合为一个整体, 并且可以对细胞的周围环境包括pH
值、温度、氧分压、代谢产物进行监测和控制。灌

流反应器培养人源性MSCs, 在培养了40 d后, 细胞

的数量达4.22×107并仍保持了向成骨、成脂方向分

化的潜能[46]。但不足之处是细胞的生长在此反应器

的潜伏期较长, 20 d后才开始进入对数期。而且在

这种培养方式下, 随着细胞数量的增加, 灌注阻力越

来越大。此外, 不断地灌流也同时带走了细胞分泌

的生长促进因子和分化抑制因子等, 对细胞的扩增

不利。

总之, 以往传统上MSCs都是在有血清条件

下进行贴壁培养和扩增, 即采用标准的2D(two-
dimensional)培养模式。这类方法不易操作, 培养出

的干细胞容易发生分化和变异, 重要的是细胞产量

受到一定的限制。而生物反应器采用的3D(three-
dimensional)培养模式, 在一定程度上解决了这些问

题, 如表1所示。随着生物反应器培养体系的快速发

展和完善, 势必有助于未来MSCs的大量扩增及促进

其来源细胞产品向临床应用。

5   总结
综上所述, 虽然从多个方面人们已经了解到微

环境的组成(因子、天然基质和仿生支架、理化信

号、力学刺激等)对MSCs扩增的影响, 但将这些因

子综合起来评价其干性扩增的功效的研究还相当有

限, 主要原因是由于人们仍没有明确干细胞自我更

新、分化的自身分子机制以及微环境的调控机理。

此外, 当前MSCs的大规模培养和扩增还面临诸多挑

战, 包括如何体外精确模拟干细胞微环境优化培养

条件以及培养系统如何比拟放大等关键问题。国内

外的一些研究进展揭示维持MSCs干细胞微环境, 包
括一系列的生物、化学和物理信号, 细胞–细胞相互

作用、细胞–基质相互作用、可溶性因子的生物学

效应、氧含量、细胞外基质的特性(化学成分、软

硬度、表面拓扑结构)及生物力学信号等可以一定

程度上促进MSCs的扩增。但是, 所有的控制参数最

优值还没有统一的结论, 最优化的扩增和培养条件

的确定以及各类因素最佳的整合方式仍需做进一步
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的研究[48]。除了以上重要因素外, 今后大规模培养

和扩增MSCs还要考虑培养温度的控制、培养容器

的改进、技术手段的优化, 以及生物反应器中剪切

力、传氧、传质等的影响, 应整合和优化以上所有

的这些因素来促进MSCs的高效扩增。
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