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３Ｄ 细胞培养在阿尔茨海默病研究中的应用
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　 　 【摘要】 　 ２Ｄ 细胞培养的细胞在体外环境下随着增生会逐渐丧失原来的性状；动物模型实验繁琐，价格昂贵；
而 ３Ｄ 细胞培养模型可在一定程度上弥补动物模型和 ２Ｄ 细胞模型的缺陷，越来越受到大家重视。 ２０１４ 年数据报

道阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）６５ 岁以上人群发病率在 ５ １４％ ，我国 ＡＤ 患者 ２０１６ 年已达 ８００ 万，但该

病的发病机制尚未明确，对 ＡＤ 的研究一直是热点及难点。 本文将简单介绍 ２Ｄ 细胞培养和 ３Ｄ 细胞培养，并对 ３Ｄ
细胞培养近些年在 ＡＤ 研究方面的应用作一综述。
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　 　 近些年来，由于传统 ２Ｄ 细胞培养和动物模型

的局限性，３Ｄ 细胞培养技术区别于二者的优势逐渐

得到各国研究学者的关注。 在肿瘤和药物高通量

筛选方面 ３Ｄ 细胞培养模型已经取得了初步的成

果。 但是在阿尔茨海默病 （ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＡＤ）的研究当中，此项技术的应用才刚刚开始。 本



文希望通过介绍 ３Ｄ 细胞培养近些年在 ＡＤ 方面的

应用，给 ＡＤ 研究学者一些启发。

１　 细胞培养

１ １　 细胞培养简介

自从 １８８５ 年德国学者 Ｗｉｌｌｈｅｌｍ Ｒｏｕｘ 从鸡胚中

成功分离出细胞以来，组织细胞培养技术开始萌

芽［１］；Ｈａｒｒｉｓｏｎ［２］ 和 Ｃａｒｒｅｌ 等［３］ 分别于 １９０７ 年和

１９１２ 年开始研究离体细胞培养方法，现代细胞培养

技术诞生。 经过一百多年的发展，细胞培养技术已

经广泛应用于生物医学、组织工程、再生医学和工

业实践当中。
细胞培养（ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ）指的是从体内组织取出

细胞，并为其提供一个无菌、具有适当温度及酸碱

度的环境，给予充分营养，使其生长繁殖并维持其

结构和功能的一种培养技术。 从体内取出的细胞

进行首 次 培 养 的 过 程 称 为 原 代 培 养 （ ｐｒｉｍａｒｙ
ｃｕｌｔｕｒｅ）；原代培养的细胞生长到一定程度，受环境

影响，需要转移到另一个新的容器，称为传代培养

（ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ）。
１ ２　 传统 ２Ｄ 细胞培养技术的优势与劣势

２Ｄ 细胞培养模型一直是细胞水平的体外研究

的主要手段。 ２Ｄ 细胞培养是将离体的细胞粘附在

塑料培养板或玻璃板上，在添加营养物质和细胞因

子的培养基中单层培养。 因 ２Ｄ 细胞培养技术简洁

及高效的特点，得到了生物学家和临床工作者的

认同。
然而，２Ｄ 培养技术按时传代的要求限制了细胞

的大规模培养；且因为平板附着的原因，细胞的形

态、细胞内部骨架和核形状发生改变，进而反过来

影响基因和蛋白质变化［４］。 其次，２Ｄ 培养技术的单

层细胞结构，使得培养物有时不能准确再现动物的

生理或病理过程［５］。

２　 三维细胞培养技术

２ １　 ３Ｄ 细胞培养

目前，在体研究主要依赖于构建动物模型，细
胞水平则主要基于二维培养条件下的实验研究。
然而，经历了 １００ 多年的变化之后，研究人员发现在

体外进行二维培养的细胞会逐渐改变甚至丧失其

原有的性状和形态，结构与功能等方面也与在体环

境不同［６］；动物模型则因为耗时长、操作复杂以及

价格昂贵等因素限制了大规模开展实验。 由于二

维细胞培养模型和动物模型应用的局限性，以及其

他类似组织工程的相关学科的发展，三维细胞培养

技术 （ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ， ＴＤＣＣ ） 应 运

而生。
三维细胞培养不同于二维单层培养的核心是

细胞与培养环境间相互作用，它指将三维结构不同

材料的载体与不同种类细胞在体外进行共培养，使
细胞在支架上进行空间立体型生长、分化和迁移，
并形成具有一定组织特异性的三维复合结构［７］。
三维细胞培养较之二维细胞培养技术可通过改善

胞间交流、作用力及构建各种营养因子浓度梯度更

大程度地模拟体内环境，使细胞形成类似体内的组

织结构，发挥其功能。 此外，三维细胞培养还具有

直观性可控性特点，可以将简单的体外二维细胞培

养技术与组织器官及生物体联系起来，在体内体外

实验之间架起一座桥梁［８］。 ３Ｄ 细胞培养在肿瘤［９］

和药物筛选［１０ － １１］方面已取得广泛应用，在神经退行

性疾病方面，３Ｄ 细胞培养模型的优势也逐渐吸引了

各国研究学者的关注。
２ ２　 ３Ｄ 细胞培养技术支架材料

按照来源不同，可以将支架材料分为天然材

料、合成材料及新型复合材料三大类［１２ － １３］。
天然材料指自然界生长或者形成的材料，大部

分为细胞外基质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ） ［１４］，主
要包含蛋白、多糖和蛋白聚糖等物质，在细胞骨架、
细胞形态、迁移、分化、增殖等各项生理功能生命活

动中扮演重要作用。 常见的天然材料有：胶原

（ｃｏｌｌａｇｅｎ）、透明质酸 （ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ，ＨＡ）、纤维蛋白

（ｆｉｂｒｉｎ）等。
合成材料包括人工高分子材料和人工合成无

机材料两类。 前者是以石油天然气等为原材料合

成的高分子聚合物材料，常见的有聚乳酸 （ ｐｏｌｙ
ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ， ＰＬＡ）、聚羟基乙酸 （ ｐｏｌｙ ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
ＰＧＡ）以及它们之间的各种共聚物。 人工合成无机

材料则是指医用碳素材料、生物玻璃、陶瓷、合金等

无机材料。 合成材料降解产物为水和二氧化碳，毒
性作用小且机械性能可控，是良好的 ３Ｄ 支架材料。

天然支架材料和合成支架材料都广泛应用于

３Ｄ 细胞培养中，但是单一材料或多或少都存在缺陷

以及局限性，研究者们又开发了新型复合材料。 新

型复合材料是将几种不同的材料通过物理或化学

方法按照不同比例合成的新材料，可以彼此互补，
扬长避短，使得细胞可以在最接近生物环境中增殖

３１中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ２８ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ５



分化。 常见的天然材料复合的有胶原 ／纤维蛋白、
丝素蛋白 ／壳聚糖、透明质酸 ／丝素蛋白等，天然材

料与合成材料复合的有聚己内酯 ／壳聚糖、聚乳酸 ／
丝素蛋白等。

３　 ３Ｄ 细胞培养在阿尔茨海默病中的应用

阿尔茨海默病（ＡＤ）又称老年性痴呆，是一种常

见的中枢神经系统退行性疾病。 该病起病隐匿，呈渐

进性发展，主要临床表现为记忆减退、认知能力下降，
以及其他神经精神症状及行为障碍，最终导致生活不

能自理［１５ － １７］。 据文献报道，６５ 岁以上人群 ＡＤ 发病

率为 ５ １４％ 左右［１８］。 我国自 ２０ 世纪 ８０ 年代进入

“人口老龄化社会”，到 ２０２５ 年老年人口将达到 ２ ８
亿。 ２０１６ 年文献估计，我国 ＡＤ 患者人数已达 ８００
万［１９］，到 ２０ 世纪中叶，ＡＤ 患者将接近 ２０００ 万［２０］。
ＡＤ 已经严重威胁人类健康，给患者、家庭以及社会都

带来了沉重的负担。 但是该病发病机制尚未明确，又
缺乏长期有效的治疗措施，使得 ＡＤ 的研究一直是全

球学者研究的热点与难点。
ＡＤ 发病机制两大假说分别为 “ β⁃淀粉样肽

（ａｍｙｌｏｉｄ β⁃ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）异常沉积”、“ ｔａｕ 蛋白过度

磷酸化”两大假说［２１ － ２４］。 前者认为，位于人体第

２１ 条染色体上的 β⁃淀粉样前体蛋白 （ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）基因，正常情况下，Ａβ 生成

与降解平衡。 当 ＡＰＰ 基因突变或某些原因导致

ＡＰＰ 代谢异常时，它被体内的 β 和 γ 分泌酶切割，
Ａβ 生成增多，或者降解减少，造成 Ａβ 大量沉积，形
成老年斑（ｓｅｎｉｌｅ ｐｌａｑｕｅｓ，ＳＰｓ）。 寡聚肽的 Ａβ 具有

神经毒性，可以引发复杂的级联反应，最终导致神

经元的死亡。 而“ ｔａｕ 蛋白假说”则认为，正常情况

下体内 ｔａｕ 蛋白磷酸化和去磷酸化处于动态平衡，
当 ｔａｕ 蛋白磷酸化速度大于去磷酸化速度时，体内

ｔａｕ 蛋白含量增加，进而导致疾病的发生。 有文献报

道，ＡＤ 发病过程中，存在 Ａβ 在其毒性基础上演变

成为 ｔａｕ 蛋白的过度磷酸化以及神经原纤维缠结

（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ，ＮＦＴｓ）的级联反应［２５］。 笔者

将就阿尔茨海默病在普通 ２Ｄ 细胞培养模型下无法

凸显，但在 ３Ｄ 细胞培养模型中表现出的优势做简

单介绍。
３ １　 促进细胞分化

大脑的神秘之处就在于其复杂的神经网络，单
一研究某种特定细胞而不考虑各种分化细胞间的

相互影响是很片面的。 运用 ３Ｄ 细胞培养技术，形

成复杂的神经网络，可能会给阿尔茨海默病的研究

带来新的机会。 Ｐｕｓｃｈｍａｎｎ 等［２６］ 报告了一种新型

电纺丝聚氨酯纳米纤维 ３Ｄ 细胞培养模型，可以用

于神经网络的体外支持，供神经元在各个方向生

长，进而形成比其他培养体系更复杂的神经网络；
Ｐａｒｋ 等［２７］建立了一种基于 ３Ｄ 培养的微流控芯片

的体外脑模型，不但形成了更加接近在体状态的神

经网络，并且与静态条件相比，Ａβ 处理后的神经球

蛋白生存能力显著下降，神经网络破坏也明显。
３ ２　 再现 ２Ｄ 培养模型中无法出现的病理过程

ＡＤ 最显著的两大病理特征即为 Ａβ 沉积形成

的老年斑和 ｔａｕ 蛋白过度磷酸化形成的神经原纤维

缠结，两者之间是否存在关系，这其中又涉及了哪

些信号通路，一直都是研究人员关注的热点问题。
Ｚｈａｎｇ 等［２８］发现只有在 ３Ｄ 培养条件下，才可以观

察到神经细胞在 Ａβ 寡聚体诱导下，磷酸化的 ｐ２１
激活激酶（ｐＰＡＫ）等其他相关蛋白再分配的病理变

化，该过程在传统的 ２Ｄ 细胞培养中是观察不到的；
Ｃｈｏｉ 等［２９ － ３３］利用 ＲｅＮｃｅｌｌ ＶＭ 细胞系（ＲｅＮ 细胞）
表达 ＡＰＰ、ＰＳＥＮ１ 突变，产生 ＦＡＤ ＲｅＮ 细胞系，再通

过 ３Ｄ 细胞培养方法，得到一个可以加速神经元细

胞分化并形成神经网络的细胞模型，成功再现了 Ａβ
积聚并驱动 ｔａｕ 蛋白胞外聚集的病理过程；Ｌａｂｏｕｒ
等［３４］开发了一个 ３Ｄ 隔室细胞培养模型，当 Ａβ 聚

集体被仿生胶原基质隔开的时候，聚集体对细胞并

无毒性，但是当基质孔隙被打开，聚集体与分化的

大鼠嗜铬细胞瘤细胞系（ＰＣ１２）细胞接触，显示细胞

毒性，诱导神经退行性过程，作者也进一步指出，该
模型可用于研究神经突触聚集体诱导神经元死亡

或神经突营养不良的信号通路，探究 ＡＤ 发病的分

子机制。

４　 结论及展望

３Ｄ 细胞培养模型作为一个强有力的体外模型，
自诞生之日起就不断取得了很多令人欣慰的成就，
尤其在肿瘤及高通量药物筛选方面。 但不可否认

的是，目前的 ３Ｄ 细胞培养技术仍有待提高。 越来

越多科研人员正在将 ３Ｄ 细胞培养模型运用到 ＡＤ
的研究中，并取得初步成果。 如何更好地发挥这项

技术的优势并应用到其他神经退行性疾病当中去，
仍然需要生命科学、材料科学、组织工程学等各学

科的专家协作努力。
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［２４］ 　 Ｉｑｂａｌ Ｋ， Ｌｉｕ Ｆ， Ｇｏｎｇ ＣＸ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｕ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔａｕｏｐａｔｈｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ Ｒｅｓ， ２０１０， ７（８）： ６５６
－ ６６４．

［２５］ 　 Ｈｕｓｓａｉｎ Ｉ， Ｐｏｗｅｌｌ ＤＪ， Ｈｏｗｌｅｔｔ ＤＲ， ｅｔ ａｌ． ＡＳＰ１ （ ＢＡＣＥ２ ）
ｃｌｅａｖｅｓ ｔｈｅ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ｔｈｅ β⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｓｉｔｅ ［Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０００， １６（５）： ６０９ － ６１９．

［２６］ 　 Ｐｕｓｃｈｍａｎｎ ＴＢ， Ｄｅ ＰＹ， Ｚａｎｄéｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ
ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｎｅｕｒｏｎｓ ［Ｊ］ ．
Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ Ｐａｒｔ Ｃ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１４， ２０（６）： ４８５ － ４９２．

［２７］ 　 Ｐａｒｋ Ｊ， Ｌｅｅ ＢＫ， Ｊｅｏｎｇ ＧＳ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｂｒａｉｎ⁃ｏｎ⁃ａ⁃
ｃｈｉｐ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｆｌｏｗ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｓ ａｎ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ｃｈｉｐ， ２０１５， １５
（１）： １４１ － １５０．

［２８］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｄ， Ｐｅｋｋａｎｅｎ⁃Ｍａｔｔｉｌａ Ｍ， Ｓｈａｈｓａｖａｎｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ３Ｄ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐ２１⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｅｎｓｉｎｇ ｉｎ ｉＰＳＣ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０１４， ３５（５）： １４２０ － １４２８．

［２９］ 　 Ｃｈｏｉ ＳＨ， Ｋｉｍ ＹＨ， Ｑｕｉｎｔｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ３Ｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ａ ｒｏａｄ ｍａｐ ｔｏ ａ “ｃｕｒｅ⁃ｉｎ⁃ａ⁃ｄｉｓｈ”［Ｊ］ ． Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ， ２０１６， １１（１）： ７５．

［３０］ 　 Ｃｈｏｉ ＳＨ， Ｋｉｍ ＹＨ， Ｈｅｂｉｓｃｈ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２０１４， ５１５（７５２６）： ２７４ － ２７８．

［３１］ 　 Ｄ’Ａｖａｎｚｏ Ｃ， Ａｒｏｎｓｏｎ Ｊ， Ｋｉｍ ＹＨ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｉｎ ３Ｄ
ｃｕｌｔｕｒｅ： ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｅｓｓａｙｓ， ２０１５， ３７
（１０）： １１３９ － １１４８．

［３２］ 　 Ｋｉｍ ＹＨ， Ｃｈｏｉ ＳＨ， Ｄ’Ａｖａｎｚｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ３Ｄ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ
Ｐｒｏｔｏｃ， ２０１５， １０（７）： ９８５ － １００６．

［３３］ 　 Ｃｈｏｉ ＳＨ， Ｋｉｍ ＹＨ， Ｄ’Ａｖａｎｚｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃａｐｉｔｕｌａｔｉｎｇ ａｍｙｌｏｉｄ
β ａｎｄ ｔａｕ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌｓ： ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． ＵＳ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０１５， １１（２）： １０２ － １０５．

［３４］ 　 Ｌａｂｏｕｒ ＭＮ， Ｖｉｇｉｅｒ Ｓ， Ｌｅｒｎｅｒ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ３Ｄ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｅｄ ｍｏｄｅｌ
ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｎｅｕｒｉｔｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ Ａβ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｇｅｌｓ ｏｆ ａｄａｐｔａｂｌｅ ｐｏｒｏｓｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒ， ２０１６，
３７： ３８ － ４９．

〔收稿日期〕２０１８ － ０３ － ３０

５１中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ２８ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ５


