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文题释义： 

水凝胶三维培养：应用安全稳定的天然或合成聚合物材料为细胞提供一个空间、立体的生存环境，可增强细

胞的黏附、增殖及分泌细胞因子能力。 

旁分泌效应：以往研究认为干细胞应用于创面治疗的潜能是干细胞归巢分化为损伤组织，后来发现移植的干

细胞大多停留在肝、脾，很少能到达损伤创面。目前研究证实间充质干细胞通过分泌某些营养因子作用于临

近的靶细胞，起到促进创面愈合的作用。 

 

摘要 

背景：研究表明间充质干细胞在创面愈合中具有减轻炎症反应、促进创面愈合、减轻瘢痕形成的作用，然而以

往的普通二维培养环境由于存在细胞间接触性抑制，可能导致细胞的基因表达、信号传导和形态学存在差异。 

目的：观察人羊膜间充质干细胞旁分泌创面愈合相关因子的能力是否受二维培养环境与三维培养环境的影响。 

方法：利用传统酶消化法获得人羊膜间充质干细胞后，分别接种于普通细胞培养瓶(二维培养)与 ShakeGel
TM

 

3D 水凝胶中(三维培养)，将水凝胶中的人羊膜间充质干细胞分别进行成脂、成骨、成软骨诱导分化，免疫荧

光染色确定细胞分化方向；待两种培养环境中的人羊膜间充质干细胞融合至 70%-80%，于倒置相差显微镜

和激光共聚焦显微镜下观察细胞的生长特点及形态；培养 24 h后，应用 RT-qPCR技术测定细胞旁分泌创面

愈合相关因子的mRNA相对表达量；培养 48 h后，利用 ELISA试剂盒检测细胞旁分泌创面愈合相关因子的

蛋白表达量。 

结果与结论：①二维培养组人羊膜间充质干细胞呈扁平状，为典型间充质样细胞形态；三维培养组人羊膜间

充质干细胞呈圆形，均匀分散于水凝胶的每一层；②三维培养中的人羊膜间充质干细胞具有 3 系诱导分化潜

能；③三维培养组白细胞介素 6、白细胞介素 8、表皮生长因子、碱性成纤维细胞因子、透明质酸、肝细胞生

长因子、血管内皮生长因子mRNA相对表达量高于二维培养组(P < 0.001，P < 0.05)，两组白细胞介素 4、

白细胞介素 10、金属蛋白酶组织抑制因子、基质金属蛋白酶、转化生长因子、角化细胞生长因子 mRNA 相

对表达量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；④三维培养组白细胞介素 6、白细胞介素 10、表皮生长因子、碱

性成纤维细胞因子、白细胞介素 8、肝细胞生长因子、转化生长因子 β1、血管内皮生长因子蛋白表达量高于

二维培养组(P < 0.001，P < 0.01，P < 0.05)，两组白细胞介素 4、金属蛋白酶组织抑制因子、基质金属蛋白

酶、角化细胞生长因子蛋白表达量比较差异无显著性意义(P > 0.05)；⑤结果表明，水凝胶三维培养环境中的

人羊膜间充质干细胞可呈现更好的形态及创面修复相关因子旁分泌生物学效应。 

关键词： 
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文章特点— 

(1)人羊膜间充质干细
胞是具有多向分化
潜能的典型间充质
干细胞，在组织工程
及干细胞治疗中应
用广泛。但是传统的
二维平面细胞培养
环境并不是细胞的
自然生长状态，因而
细胞的基因表达、信
号传导和形态学可
能存在差异； 

(2)实验以水凝胶三维
培养环境的人羊膜
间充质干细胞为研
究对象，观察人羊膜
间充质干细胞在三
维培养环境中的形
态学及分泌创面愈
合相关因子的能力。 

结果： 

(1)普通二维培养环境中的人羊膜间充质干细胞

呈长梭形，而在水凝胶三维培养环境中呈立

体圆形； 

(2)水凝胶三维培养环境中的人羊膜间充质干

细胞仍然具有成脂、成骨、成软骨分化潜能； 

(3)水凝胶三维培养后人羊膜间充质干细胞分泌

的某些创面愈合相关因子相对表达量增加； 

(4)水凝胶三维培养后人羊膜间充质干细胞分

泌的某些创面愈合相关因子的蛋白表达量

增加。 

结论： 

(1)在水凝胶作为载

体的三维培养支架

中培养人羊膜间充

质干细胞，可以增

强细胞创面修复相

关因子基因的表达

及其旁分泌效应； 

(2)水凝胶是一种良好

的人羊膜间充质干

细胞创面临床转化

研究的载体。 

人羊膜

间充质

干细胞 

普通二维
培养 

水凝胶三

维培养 

 

(1)观察两种培养环境中人羊膜间充质干细胞的

形态、波形蛋白表达情况及诱导分化能力； 

(2)RT-qPCR 检测两种培养环境中人羊膜间充质

干细胞创面修复相关因子的mRNA表达情况； 

(3)ELISA 检测两种培养环境中人羊膜间充质干

细胞创面愈合相关因子的蛋白表达情况。 
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Effects of hydrogel three-dimensional culture on the characteristics of human amniotic mesenchymal 
stem cells and paracrine effect   
 
Wang Qi, Yang Xiaoshuang, Wang Dali (Department of Plastic Surgery, Affiliated Hospital of Zunyi Medical University, Zunyi 563000, Guizhou 

Province, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: Studies have shown that mesenchymal stem cells can reduce inflammation, promote wound healing, and reduce scar 

formation in wound healing. However, previous two-dimensional culture environment can lead to differences in gene expression, signal 

transduction, and morphology because of intracellular contact inhibition.   

OBJECTIVE: To investigate whether the ability of wound healing related factors secreted by human amniotic mesenchymal stem cells is 

affected by two-dimensional or three-dimensional culture environment.  

METHODS: The human amniotic mesenchymal stem cells cultured by traditional enzyme digestion method were inoculated in traditional cell 

culture flask (two-dimensional culture group) and ShakeGel
TM

 3D hydrogel (three-dimensional culture group) and induced to differentiate into 

adipocytes, osteoblasts, and chondrocytes, respectively. The direction of cell differentiation was determined by immunofluorescence staining. 

Human amniotic mesenchymal stem cells were fused to 70%-80% in two culture environments, and the growth characteristics and 

morphology of cells were observed under inverted phase contrast microscope and laser confocal microscope. After 24 hours of culture, 

relative mRNA expression of wound healing-related factors was detected by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction. 

After 48 hours of culture, the protein expression of wound healing-related factors was detected by the enzyme-linked immunosorbent assay.  

RESULTS AND CONCLUSION: (1) Human amniotic mesenchymal stem cells cultured in two-dimensional culture group were flat and 

spindle-shaped, which was a typical mesenchymal stem cell-like morphology. Human amniotic mesenchymal stem cells in the 

three-dimensional culture group were round and evenly dispersed in each layer of the hydrogel. (2) Human amniotic mesenchymal stem cells 

in the three-dimensional culture group exhibited the potential to differentiate into adipocytes, osteoblasts, and chondrocytes. (3) The mRNA 

expression of interleukin-6, interleukin-8, epidermal growth factor, basic fibroblast growth factor, hyaluronic acid, hepatocyte growth factor, 

and vascular endothelial growth factor in the three-dimensional culture group was significantly higher than that in the two-dimensional culture 

group (P < 0.001, P < 0.05). There were no significant differences in the mRNA expression of interleukin-4, interleukin-10, tissue inhibitors of 

metalloproteinases, matrix metalloproteinase, transforming growth factor and keratinocyte growth factor between three-dimensional and 

two-dimensional culture groups (P > 0.05). (4) The protein expression of interleukin-6, interleukin-8, interleukin-10, epidermal growth factor, 

basic fibroblast growth factor, hepatocyte growth factor, transforming growth factor β1 and vascular endothelial growth factor in the 

three-dimensional culture group was significantly higher than that in the two-dimensional culture (P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05). There were 

no significant differences in the protein expression of interleukin-4, tissue inhibitors of metalloproteinases, matrix metalloproteinase, and 

keratinocyte growth factor between two-dimensional and three-dimensional culture groups (P > 0.05). (5) These findings suggest that human 

amniotic mesenchymal stem cells cultured in three-dimensional hydrogel show better morphology and more encouraging paracrine effect of 

wound healing related factors than those cultured in traditional two-dimensional culture environment.   

Key words: hydrogel; amniotic mesenchymal stem cells; two-dimensional culture; three-dimensional culture; wound repair; paracrine effect 

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81560313 (to WDL); the National Natural Science Foundation of China 

(General Program), No. 81871570 (to WDL) 

 

0  引言  Introduction 

人 羊 膜 间 充 质 干 细 胞 (human amniotic 

mesenchymal stem cells，hAMSCs)是具有多向分化潜

能的典型间充质干细胞，因其取材方便、细胞增殖能力

强、具有低免疫原性及易被伦理接受等优点[1-2]，被广泛

应用于组织工程及干细胞治疗。 

目前对hAMSCs培养的研究多集中于传统二维环

境，二维刚性平面的确可以促进细胞的增殖，但细胞之

间存在接触性抑制，限制了细胞生长的空间，导致细胞

增殖速度变慢，甚至改变细胞的某些能力。研究表明二

维培养环境可改变细胞间信号传导网络，甚至有可能抑

制细胞分化，导致体外培养结果与动物转化效果之间存

在差异[3-4]。而且在二维培养环境中生长的细胞形态变扁

平，细胞骨架重塑，考虑到细胞结构对功能的影响，这

种变化被证实会影响细胞的基因表达及信号传导[5-7]。三

维细胞培养技术是应用安全、稳定、生物相容性好的天

然或合成材料为载体，为细胞提供一个更适合生长的三

维微环境[8-9]，可增强细胞的黏附、增殖及细胞因子分泌。 

实验以水凝胶为hAMSCs三维生长的载体，通过对

比传统培养与三维培养模式探讨培养环境对hAMSCs

细胞形态、生长活力、分化能力及旁分泌创面愈合相关

因子能力的影响，为hAMSCs在动物移植及临床转化方

面的应用提供前期研究资料。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  细胞水平的对比实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016-09-30/2019-05-30在遵

义医科大学创伤修复实验室及遵义医科大学附属医院完成。 

1.3  材料 

1.3.1  羊膜  羊膜于遵义医科大学附属医院产科获得，采
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集之前已获得产妇及家属同意并签署了知情同意书。在产

科医生协助下，将新鲜羊膜组织存放于含双抗的PBS中，

用无菌瓶密封后低温运输，所有组织在4 h内完成处理。所

有产妇均为健康剖宫产，研究方案经遵义医科大学附属医

院伦理委员会批准。 

1.3.2  实验用主要试剂  胰蛋白酶、胎牛血清(美国Gibco)；

DMEM-F12(美国HyClone)；Ⅱ型胶原酶(中国索莱宝)；三维

细胞培养水凝胶(ShakeGel
TM

 3D，表1)；引物(上海生工)；

RNA提取试剂盒(南京诺唯赞公司)；Tissue Total RNA 

Isolation Kit(南京诺唯赞)；Elisa试剂盒(上海沪鼎)；Quant 

one step qRT-PCR kit(天根生化科技)；Anti-OCN antibody、

Goat Anti-Mouse IgG、TO-PRO-3 Stai、Anti-PPARγ 

antibody、Anti-SOX9 antibody、Anti-Vimentin antibody(艾

博抗)；4'，6-diamidino-2-phenylindole、活死细胞染色试剂

盒(赛默飞)；FITC标记鬼笔环肽(Yeasen)；MODM/MADM/ 

MCDM诱导培养基(ScienCell)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3  实验用主要仪器  CO2细胞培养箱(美国 Thermo 

Forma)；超净台(中国 Sun Jing)；倒置荧光显微镜(日本 

Olympus)；激光共聚焦显微镜(德国 Leica)；PCR扩增仪

(BIO-RAD)；实时荧光定量PCR仪(BIO-RAD)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  hAMSCs的提取、培养及鉴定  将新鲜羊膜组织用

含双抗的PBS反复冲洗两三遍，去除污血及其他杂质。用眼

科剪将羊膜组织剪碎成约1 mm×1 mm的碎片，将剪碎的羊

膜组织与0.05%胰蛋白酶一起加入50 mL离心管中，密闭封

口后置于水浴摇床中37 ℃ 180 r/min消化30 min。30 min

后用200目不锈钢滤网收集未消化完全的羊膜组织，用含1%

青链霉素的PBS清洗两三遍后，再次加入0.05%胰蛋白酶，

37 ℃ 180 r/min消化30 min，消化结束后再次过滤收集羊

膜组织，清洗两三遍。将上述羊膜组织收集在15 mL离心管

中，加入等量的0.1%Ⅱ型胶原酶，37 ℃ 180 r/min水浴摇

床消化约1 h，300目细胞过滤筛过滤收集滤液，将滤液37 ℃

1 500 r/min离心6 min，收集细胞沉淀，即为hAMSCs。经

流式细胞术鉴定为间充质干细胞。 

1.4.2  hAMSCs的培养 

二维培养：以完全培养基(含体积分数10%胎牛血清、

1%双抗的DMEM/F12)重悬细胞，按1×10
6接种到T25细胞

培养瓶，于37 ℃、体积分数5%CO2孵箱中培养。 

三维培养：用0.25%胰蛋白酶将生长融合至80%的

hAMSCs消化重悬后计数，备用。将预热的ShakeGel
TM

 

3D水凝胶与细胞悬液按体积比1∶1加入离心管中混匀，

接种于24孔板中，放入37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中

孵育约10 min，直至细胞混悬液成为凝胶状。向孔板加入

适量完全培养基继续孵育，以使细胞充分贴附在凝胶中。

培养24 h后半量换液，此后每两三天更换一次细胞培养

基。                                                                                                                                                                                                                                

1.4.3  两种培养环境下hAMSCs的形态特征  待两种培

养环境的hAMSCs融合至70%-80%时，于倒置相差显微镜

和激光共聚焦显微镜下观察hAMSCs的生长特点及形态。 

1.4.4  三维培养中hAMSCs的细胞活力  将水凝胶中培

养36 h的hAMSCs与活死细胞染料孵育，激光共聚焦显微

镜下观察细胞状态。 

1.4.5  两种培养环境下hAMSCs的分化能力   

二维培养：①成脂诱导分化：将P2代的hAMSCs以

2×10
5
/cm

2的细胞密度接种在6孔板中，培养至细胞100%

融合或者过融合后，将完全培养基更换成MADM成脂诱导

分化培养基，每四五天更换液体，诱导21 d后固定，油红

O染色，倒置显微镜下观察检测中性脂质空泡、拍照；②

成骨诱导分化：按照2×10
5
/cm

2的细胞密度将hAMSCs接种

在事先包被有0.1%明胶的6孔板中，培养至细胞100%融合

或者过融合后，用MODM成骨诱导培养基诱导两三周，期

间每四五天更换液体。用茜素红进行染色，倒置显微镜下

观察钙盐结节、拍照；③成软骨诱导分化：将P2代消化后

的hAMSCs用MCDS成软骨诱导分化培养基重悬，按照

1×10
9
 L

-1的细胞浓度吸取1 mL转移到15 mL聚丙烯离心管

中，室温500×g离心5 min，将含有细胞沉淀的聚丙烯离心

管拧松管盖，置于培养箱中培养，每隔3 d更换培养基，持

续诱导4周后，利用体积分数4%甲醛对软骨球进行固定，

然后石蜡包埋切片、阿利辛蓝染色，倒置显微镜下观察、

拍照。 

三维培养：将P2代hAMSCs在含水凝胶的6孔板中适应

性培养48 h，分别更换为MODM/MADM/MCDM诱导培养

基，每隔3 d换液，连续培养14 d后，通过免疫荧光染色(成

脂分化标记物Anti-PPARγ；成骨分化标记物Anti-OCN；

成软骨分化标记物Anti-SOX9)确定细胞分化方向及程度。 

1.4.6  实时荧光定量PCR检测  实时荧光定量PCR检测

两种培养条件下hAMSCs旁分泌创面愈合相关因子的

mRNA表达情况。将hAMSCs按照2×10
4
/cm

2接种于两种不

同培养条件的24孔板上，培养24 h后，二维培养的hAMSCs

用PBS清洗两三遍，加入适量配好的Buffer RL1进行消化、

裂解，用移液器反复吹打混匀收集至离心管中备用。三维

培养的hAMSCs小心弃去培养液后，按照与水凝胶1∶3的

比例加入一定体积的水凝胶裂解液，用枪头轻轻吹打数次

表 1  三维细胞培养水凝胶介绍 

Table 1  Hydrogel for three-dimensional culture of cells     

项目 三维细胞培养水凝胶 

品牌 ShakeGel
TM

 3D 

批号 RK1622001 

生产厂家 杭州睿凯生物科技公司 

组成成分 凝胶液、裂解液 

生物相容性 无免疫原性，生物相容性好 

医学用途 该产品应用广泛，支持各种体细胞的体外三维培养和体内实验，

并可无缝连接体外培养和体内实验，如肿瘤细胞、干细胞体外

培养、生长和迁移；病理组织块的体外培养；可直接注射，用

于肿瘤建模、干细胞治疗、再生医学研究。体外三维培养产物

可直接移植体内 
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后室温裂解3-5 min；待凝胶完全变为液态后，将凝胶细胞

混合物移至离心管中，1 500 r/min离心3 min；弃去废液，

收集细胞沉淀，根据细胞沉淀的量加入适量已加入β-巯基

乙醇的Buffer RL1[浓度为500 µL/(2-5)×10
6个细胞]，用移

液器反复吹打直至液体变澄清看不到细胞团为止。两种裂

解液根据RNA提取试剂盒说明书提取RNA，并进行定量检

测。反应条件为：92 ℃ 3 min；92 ℃ 10 s；68 ℃ 20 s；

共40个循环。以GADPH为内参，检测创面修复相关因子

mRNA的表达量，使用2
-∆∆Ct方法进行半定量分析。检测基

因引物序列见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.7  ELISA法检测   ELISA法检测两种培养条件下

hAMSCs旁分泌创面愈合相关因子的蛋白表达情况。将

hAMSCs按照2×10
4
/cm

2接种于两种不同培养条件的24孔

板上。根据二维培养的细胞情况，细胞贴壁后用PBS清洗

两种培养条件下的hAMSCs并更换新鲜培养基，放入细胞

培养箱继续培养48 h。48 h后收集两种细胞培养液，      

1 000×g离心20 min，取上清。根据Elisa试剂盒(上海沪鼎)

说明书进行加样，在450 nm波长处测定各孔的吸光度值。

绘制标准曲线，计算白细胞介素4、白细胞介素6、白细胞

介素8、白细胞介素10、肝细胞生长因子、金属蛋白酶组

织抑制因子、基质金属蛋白酶、表皮生长因子、转化生长

因子β1、碱性成纤维细胞因子、角化细胞生长因子、血管

内皮生长因子的相应浓度。                                                           

1.5  主要观察指标  两种培养环境下hAMSCs的特性及

旁分泌创面愈合相关因子的效应。 

1.6  统计学分析  统计性结果利用Prism Graphpad7.0软

件进行分析，采用x
_

±s表示。计量资料予以正态性和方差齐

性检验，独立样本组间比较采用单因素方差分析、独立样

本t 检验，P < 0.05表示差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  两种培养条件下hAMSCs的形态特征  倒置显微镜

显示，二维培养的hAMSCs呈扁平纺锤状漩涡形紧贴细胞

培养瓶瓶壁生长，见图1A；激光共聚焦显微镜和倒置显微

镜显示，在水凝胶中三维培养的hAMSCs均匀、多层分散

于水凝胶中，呈立体圆形透亮状，见图1B，C。 

2.2  三维培养中的hAMSCs的细胞活力  绿色荧光(钙黄

绿素-AM)表示细胞处于增殖活跃状态，红色荧光(乙锭二聚

体1)表示细胞无活力处于死亡状态。激光共聚焦显微镜显

示，水凝胶中的hAMSCs均呈绿色荧光，无红色荧光表达，

见图2，说明水凝胶中的hAMSCs均为活细胞，表明此水凝

胶对hAMSCs无细胞毒性，且与hAMSCs具有良好的生物

相容性。 

2.3  两种培养条件下hAMSCs的3系诱导分化情况   

二维培养：hAMSCs经诱导后油红O染色阳性，可见

大小不等的圆形红色颗粒样脂滴呈串珠样分布，说明

hAMSCs向脂肪细胞方向分化，见图3A；加入MODM诱导

2周后茜素红将矿化结节染成紫红色，表明hAMSCs向成骨

细胞分化，见图3B；加入MCDM诱导培养4周后应用阿利

辛蓝染色，镜下可见大量内酸性黏多糖被染成蓝色，表明

hAMSCs向软骨细胞分化，见图3C。 

三维培养：激光共聚焦结果显示，hAMSCs经诱导后

OCN、PPARϒ、SOX9均表达阳性，表明三维培养的

hAMSCs仍然具有3系诱导分化的潜能，见图4-6。    

2.4  两种培养环境下hAMSCs创面愈合相关因子mRNA

表达情况  三维培养组白细胞介素6、白细胞介素8、表皮

生长因子、碱性成纤维细胞因子、透明质酸、肝细胞生长

因子、血管内皮生长因子mRNA相对表达量高于二维培养

组(P < 0.001，P < 0.05)，两组白细胞介素4、白细胞介素

10、金属蛋白酶组织抑制因子、基质金属蛋白酶、转化生

长因子、角化细胞生长因子mRNA相对表达量比较差异无

显著性意义(P > 0.05)，见图7。                                              

2.5  两种培养环境下hAMSCs创面愈合相关因子蛋白表

达情况  三维培养组白细胞介素6、白细胞介素10、表皮

生长因子、碱性成纤维细胞因子、白细胞介素8、肝细胞生

长因子、转化生长因子β1、血管内皮生长因子蛋白表达量

高于二维培养组(P < 0.001，P < 0.01，P < 0.05)，两组白

细胞介素4、金属蛋白酶组织抑制因子、基质金属蛋白酶、

角化细胞生长因子蛋白表达量比较差异无显著性意义(P > 

0.05)，见图8。 

基因 上游序列(5'-3') 下游序列(5'-3') 

白细胞介素 4                 CAT CTT TGC TGC CTC 

CAA GAA CA     

GCC GTT TCA GGA ATC 

GGA TCA 

白细胞介 6                AGG GAG CGA TAA ACA 

CAA ACT CT 

CAG GGA GAA GGC AAC 

TGG AC 

白细胞介 8                    AGA GAG CTC TGT CTG 

GAC CC 

GCT TGA AGT TTC ACT 

GGC ATC TT 

白细胞介 10                   CCA AAA TCG GAT CTG 

GGG CT 

GGG GGT TGA GGT ATC 

AGA GG 

肝细胞生长因子          CAG GAT TCT TTC ACC 

CAG GCA 

AGG AGG AGA TGC AGG 

AGG AC 

金属蛋白酶组织抑制

因子               

TCA TTG CTT GTG GAC 

GGA CC 

GGA CAC TGT GCA GGC 

TTC AG 

基质金属蛋白酶                CTT CAG GAT GTG GAG 

CGA GG 

AAG TGC TCG TCG TCG 

TCA AA 

转化生长因子 β1                 GGC TGA TGG AAG TTG 

TGG GA 

CCC AAG CCT CAT CTG 

CTC AA 

碱性成纤维细胞因子 CCC AGA AAA CCC GAG 

CGA 

CGC GGC GTC ACA TCT 

TCT A 

表皮生长因子 GTC TTG ACT CTA CTC 

CAC CCC 

CTC GGT ACT GAC ATC 

GCT CC 

角化细胞生长因子 CCT TCT GCC TGT TGA 

TTT ATG GA 

TGG TGC AAC TTG AGC 

CTT TC 

血管内皮生长因子 GGG AAA GGG GCA AAA 

ACG AA 

GGA GGC TCC AGG GCA 

TTA GA 

透明质酸 GCT TCG AAA TGG GAG 

TGC TAA 

CCG CTC GAG CTA ATT 

GTA GAA 

GAPDH GAA GGT GAA GGT CGG 

AGT C 

GAA GAT GGT GAT GGG 

ATT TC 

 

表 2  实时荧光定量 PCR 目的基因引物序列 

Table 2  Primer sequences for real-time PCR           
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图注：A 为二维培养条件下的人羊膜间充质干细胞(倒置显微

镜，×4)；B(激光共聚焦显微镜，×40)、C(倒置显微镜，×400)

为水凝胶中三维培养的人羊膜间充质干细胞 

图 1  不同培养条件下人羊膜间充质干细胞的形态 

Figure 1  Morphology of human amniotic mesenchymal 

stem cells under different culture conditions 

 

图注：水凝胶中的人羊膜间充质干细胞均呈绿色

荧光，无红色荧光表达 

图 2  三维培养条件下人羊膜间充质干细胞的

活力(×100) 

Figure 2  Cell viability of human amniotic 

mesenchymal stem cells under 

three-dimensional culture condition (×100) 

图注：A 为成脂诱导分化，可见大小不等的圆形红

色颗粒样脂滴呈串珠样分布(油红 O染色，×200)；B

为成骨诱导分化，可见紫红色的矿化结节(茜素红染

色，×200)；C为成软骨诱导分化，可见大量内酸性

黏多糖被染成蓝色(阿利辛蓝染色，×400) 

图 3  二维培养条件下人羊膜间充质干细胞的诱导分化结果   

Figure 3  Differentiation of human amniotic mesenchymal stem cells induced under two-dimensional culture condition 

图 4  三维培养环境下人羊膜间充质干细胞的成脂诱导分化(免疫荧光染色，×200)      

Figure 4  Immunofluorescence staining for adipogenic differentiation of human amniotic mesenchymal stem cells under three-dimensional 

culture condition (×200) 

图 5  三维培养环境下人羊膜间充质干细胞成骨诱导分化(免疫荧光染色，×200) 

Figure 5  Immunofluorescence staining of osteogenic differentiation of human amniotic mesenchymal stem cells under three-dimensional 

culture condition (×200)   

图注：A 为明场；B 为

细胞核染色；C 为成骨

标记物 SOX9免疫荧光

染色阳性；D 为细胞骨

架染色 

图注：A 为明场；B 为

细胞核染色；C 为成脂

标记物 PPARγ免疫荧

光染色阳性；D 为细胞

骨架染色 

图注：A为明场；B为

细胞核染色；C为成骨

标记物OCN免疫荧光

染色阳性；D为细胞骨

架染色 

图 6  三维培养环境下人羊膜间充质干细胞的成软骨诱导分化(免疫荧光染色，×200) 

Figure 6  Immunofluorescence staining of chondrogenic differentiation of human amniotic mesenchymal stem cells under three-dimensional 

culture condition (×200) 

明场                   活细胞                  死细胞                   Merge 

200 μm 200 μm 20 μm 

A B C 

A B C 
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3  讨论  Discussion 

随着研究的深入，人们逐渐意识到细胞结构对其功能

的重要性，并确定了传统二维培养体系的局限性。现在有

许多方法可以改变细胞的生长环境以促进三维细胞生长，

如利用具有三维结构的生物材料使细胞负载其中并在体外

环境培养，为细胞的生长、分化和功能提供合适的微环境，

以及体外构建类似体内组织的能力，鼓励细胞与相邻细胞

形成复杂的相互作用，接收和发送信号[10-13]。细胞的三维

培养模式大致分为无支架或基于支架的培养体系，支架通

常是由天然或合成材料制成，其中以胶原蛋白、纤维蛋白、

透明质酸等天然材料应用最为普遍[14-16]。通过统计发现，

以水凝胶为3D培养体系的支架在组织工程学中的应用最

为广泛，其次是细胞外基质片、聚集体/球状体，然后是构

建组织胶原[17]。 

在三维培养环境中，细胞的受体和黏附分子可以更自

然、更均匀地分布在细胞表面，以加速细胞间信号的传递。

此次实验在细胞培养时发现，水凝胶三维环境中的

hAMSCs比二维环境中的黏附能力增强，仅需4-6 h的时间

hAMSCs便从凝胶顶部均匀的向各层黏附，并逐渐向周围

伸出伪足；而传统二维环境中的hAMSCs培养12 h后才会

黏附在培养瓶壁上，与文献报道一致 [18]。三维培养的

hAMSCs比传统二维培养具有更高的细胞活力及存活率，

证明水凝胶与其有较好的生物相容性。在3系诱导分化实验

中，将三维培养环境下的hAMSCs分别进行成脂、成骨、

成软骨诱导分化2周后，用脂肪细胞、骨细胞、软骨细胞的

特异性免疫荧光标记物(PPARγ/OCN/SOX9)染色，发现3

种目标细胞的特异性标记物均表达阳性，提示三维培养环

境下的hAMSCs仍然具有一定的诱导分化潜能；但是诱导

分化后的hAMSCs未像二维培养时出现类似脂肪细胞、骨

细胞和软骨细胞的形态，这或许与3D水凝胶微环境中特定

的细胞外基质蛋白会影响干细胞分化有关。 

目前研究一致认为间充质干细胞在创面愈合中的生物

学效应主要依赖其旁分泌效应[19-20]。以往的研究主要是基

于传统二维培养环境的hAMSCs，发现体外研究结果往往

优于体内组织修复效果，除了动物实验个体差异的影响，

单纯局部注射的hAMSCs很快被吞噬细胞吞噬失活，严重

地影响了其组织修复效果[21]。为了对比研究hAMSCs在不

同环境下的旁分泌能力，检测了hAMSCs分泌某些创面愈

合相关因子的表达量。检测结果表明，在水凝胶中三维培

养的hAMSCs创面愈合相关因子白细胞介素6、白细胞介素

8、表皮生长因子、碱性成纤维细胞因子、透明质酸、肝细

胞生长因子、血管内皮生长因子的mRNA相对表达量比二

维培养时增加；在水凝胶中三维培养的hAMSCs创面愈合

相关因子白细胞介素6、白细胞介素10、表皮生长因子、碱

性成纤维细胞因子、白细胞介素8、肝生长因子、转化生长

因子β1、血管内皮生长因子的蛋白表达比二维培养时增加，

提示在水凝胶三维培养环境中hAMSCs的旁分泌效应增

强。这些结果与相关研究结果一致，LEE等[22]报道通过钙

依赖的E-cadherin相互作用形成的间充质干细胞球面体，可

改善大鼠心肌梗死模型的旁分泌活性和治疗效果，而且类

似的旁分泌作用也在脂肪来源的[23]、脐带来源的[24]、骨髓

来源的间充质干细胞三维球状体培养实验中被验证[25]。这

可能与三维环境允许更大的细胞间接触，导致细胞间信号

增加，促进发育过程并允许细胞分化成更复杂的结构有关，

使细胞的活力更加接近其生理状态，有利于其旁分泌效应

的发挥。 

总之，通过一系列研究发现水凝胶三维培养体系为

hAMSCs提供了更合适的微环境，不仅形态上最大限度地

模拟了体内组织细胞的生长形式，还解除了刚性平面对体

外细胞培养的不利影响，为后续干细胞的动物移植提供了

新思路。另外，将三维培养技术与细胞生物学中的组织再

生技术结合使用，将为创建用于基础研究和药物发现的人

类组织模拟物提供新的机会，这些模型的应用在组织工程

与药物研究中具有重大意义。 

图注：IL4 为白细胞介素 4，IL6 为白细胞介素 6，IL8 为白细胞介素

8，IL10为白细胞介素 10，HGF为肝细胞生长因子，TIMP 为金属蛋

白酶组织抑制因子，MMP为基质金属蛋白酶，EGF为表皮生长因子，

TGF 为转化生长因子 β1、bFGF 为碱性成纤维细胞因子，KGF 为角

化细胞生长因子，VEGF为血管内皮生长因子，HA为透明质酸 

图7  不同培养环境下人羊膜间充质干细胞创面愈合相关因子mRNA

相对表达量   

Figure 7  Relative mRNA expression of wound healing related 

factor under different culture conditions 

图注：IL4 为白细胞介素 4，IL6 为白细胞介素 6，IL8 为白细胞介素

8，IL10为白细胞介素 10，HGF 为肝细胞生长因子，TIMP 为金属蛋

白酶组织抑制因子，MMP为基质金属蛋白酶，EGF为表皮生长因子，

TGF 为转化生长因子 β1、bFGF 为碱性成纤维细胞因子，KGF 为角

化细胞生长因子，VEGF为血管内皮生长因子 

图 8  不同培养环境下人羊膜间充质干细胞创面愈合相关因子蛋白表

达量 

Figure 8  Protein expression of wound healing related factor 

secreted by human amniotic mesenchymal stem cells under 

different culture conditions 
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