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3D组织培养模型及其在辐射诱导旁效应研究中的应用
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摘要:综述了3D细胞培养技术(TDCC)的发展,3种主要的体外组织构建方法;辐射诱导2D细胞

产生旁效应的现象与机理;人工构建的3D组织辐射后诱导的旁效应及其细胞间信号传导机理。重

离子(C离子)辐照作为一种重要的放疗工具,对其辐射处理3D组织后诱导产生的旁效应进行了展

望。由于3D组织更接近人体细胞生长的真实环境,因而以3D组织作为模型研究辐射诱导的旁效

应,对于辐射旁效应的防护和治疗可能具有重要的指导意义。
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1暋引言

自 WillhelmRoux于1885年从鸡胚中分离细

胞首次建立体外单层(Monolayer,即2D)细胞培养

系统以来,2D 细胞培养技术已有百余年的历史。
它是当前生命科学研究中的一个重要的研究体系,
但2D细胞培养系统与生命有机体实际生理环境存

在较大差别,它无法提供细胞在体内生长时(Three
dimensional,简称3D)的三维环境。例如,相互接

触的周围细胞、细胞外基质(ExtraCellularMatrix,
简称ECM)和可溶性的化学分子以及作用在细胞上

的机械力之间的相互作用[1-5]。由于2D 培养细胞

用于研究的局限性,一门新兴的细胞培养技术———
三维细胞培养技术(Three灢DimensionalCellCul灢
ture,简称TDCC),逐渐得到发展。3D培养是指利

用各种方法及支持材料,使培养在体外的细胞以更

接近于有机体内的模式生长灢空间立体方式 ,形成

类似有机体内的组织结构,发挥其功能。3D组织模

型展示了体内生长细胞的一些性状,如它们的生长

被抑制,形成较高级立体结构的性能增强等[1]。研

究结果表明,与2D细胞培养模型相比,3D培养模

型是一个更适合于用来研究基因功能与生物机体调

节相关通路的理想模型系统[5]。基于3D组织模型

的多种优势,TDCC的应用将在很大程度上弥补了

2D细胞培养的不足,促进生命科学的发展与应用。
辐射诱导的旁效应现象的发现,对传统的辐射靶损

伤理论及防护安全标准提出了挑战,针对其现象与

机理的研究成为当今辐射生物学领域的一个热点并

已获得较大进展。然而,由于2D细胞培养模型的

缺陷,以其为模型的辐射旁效应研究结果用于推测

有机体细胞受辐射的情况时可能存在一定的不可靠

性。基于3D组织模型的优点,其旁效应的研究结

果有望更真实地反映体内受到辐照后产生的旁效应

损伤情况,为辐射安全评估和肿瘤治疗提供可靠的

科学依据。

2暋三维细胞培养技术(TDCC)

细胞的3D培养是利用各种方法及材料,使细

胞呈现空间立体方式生长更接近于有机体内生长模

式,形成类似有机体内组织结构,发挥其功能。相

对于传统的2D细胞培养方式,TDCC是将细胞培

植在一定的细胞外基质中,由细胞外基质蛋白充当

生长支架,使得细胞能够分化产生一定的3D组织
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特异性结构,所创建的细胞生长环境与体内环境最

大程度地接近。绝大多数用于实验的3D组织要求

必须足够的薄,以使组织内部可以供给足够的氧气

和营养物质,一般厚度约0.3mm。用于肿瘤生物

学的研究则不同,肿瘤内部营养物质的缺乏会导致

肿瘤坏死,反映了肿瘤和机体的相互作用,一定厚

度的肿瘤模型有助于肿瘤内诱导血管生成和对治疗

药物的抗性研究[9]。对于构建一般正常的3D组织

理想的3D支架材料是能为细胞提供生存空间、使

细胞获得足够的营养物质进行气体交换和细胞按预

制形态的3D支架生长,成为使细胞生长良好的3D
界面。目前,市场上商品化的 3D 支架产品多以

Matrigel和胶原复合物为主。Gelain等[10]利用微小

的蛋白质片段设计出一种新型3D“脚手架暠,干细

胞能够在这种“脚手架暠上生长、繁殖并分化成脑组

织,这种“脚手架暠相容性及可塑性更接近生物有机

体本身。Bokhari等[11]研制出3D 多孔聚苯乙烯支

架,用它做支架培养的肝脏细胞,其结构和特征与

人体中自然生长的肝脏细胞十分相似。
组织工程学的发展为3D组织模型的构建创造

了基础。而一些相关因素则促进了3D组织模型构

建的发展,如动物模型无法全面获得人细胞的应答

反应,人异种移植瘤模型易受一些动物细胞因子的

影响,以及传统2D培养系统的局限性等[12]。现已

证实,3D细胞培养模型是一种高效的实验材料,广

泛应用于辐射研究和药物安全测试。目前构建3D
组织模型的方法概括起来主要有以下3种。

(1)体内器官或组织薄切片外植并在体外培

养。严格无菌操作,短期培养可以维持切片中细胞

在体内生长时的生理结构,如啮齿类动物神经组织

切片可在体外维持数周。培养环境中提供充足的氧

气、生长支持物、培养基、约36曟的培养环境,组

织中的细胞持续分化,形成与体内类似的组织。这

种方法广泛用于胚胎和脑腺体实验[13-14]。
(2)一种细胞与3D支架物质共同培养构建3D

组织模型。从分离单细胞开始,如构建细胞系、解

离组织、培养干细胞。通用的方法是首先大量培养

细胞,然后将细胞种植在3D的基质胶支架中,培

养形成单细胞或囊状结构。用作3D支架的物质通

常是纯化均一的分子,包括胶原蛋白I、生物合成

材料、解离前细胞生长胞外物质等。
(3)多种细胞或细胞与组织共同培养3D组织

模型。如人黑色素瘤皮肤模型中角质层细胞和上皮

细胞共同培养[15]。Meier等[16-17]构建了皮肤3D组

织模型,其构建方法为:首先将胶原和皮肤成纤维

细胞混匀,种入孔板中,形成胶状物作为皮肤的基

底层;然后将角质细胞和黑色素细胞混匀种在基底

层上,加入培养基,完整的细胞培养系统形成一段

时间后,需将上层提起并与空气接触,以此促进角

质细胞分化。通过组织学分析构建的皮肤组织与正

常皮肤基本一致。

3暋3D组织模型在辐射旁效应研究中

的应用

3.1暋辐射诱导旁效应及其机理

1992年,Nagasawa和 Little[18]首次提出旁效

应的概念。目前,旁效应已成为辐射生物学研究的

热点。辐射旁效应是指未受到辐照的细胞与近旁受

到辐照的细胞表现出相似或相同的生物学反应的现

象,包括细胞死亡、细胞间活性氧增加、细胞增生、
凋亡、染色体断裂与突变、基因改变、基因不稳定

等[19]。经过十几年的研究,2D细胞旁效应的现象

及其机制已逐渐被人们所了解。引起旁效应的原初

物质包括活性氧、活性氮、细胞释放的蛋白因子

等[20-21]。通过细胞间的间隙连接、膜表面分子接触

通讯、化学通讯(内分泌、旁分泌、自分泌)由辐射

区影响旁区细胞,产生旁效应。研究表明,3D组织

同2D细胞一样可以通过细胞间隙通讯连接(Gap
Junction Intercellular Communication, 简 称

GJIC)[22]和培养基介导的可溶性信号分子(Media灢
mediatedsolublemediators)[23]两种方式诱导发生

旁效应。GJIC在旁效应损伤信号传递中起到了重

要作用,直接证据来自于 Azzam 等[22]的实验结果。
该实验表明对满度生长的 GJIC缺陷或正常的细胞

进行低剂量毩粒子辐照,发现在 GJIC正常表达的

未辐射细胞中会出现p53/p21/Waf1表达以及微核

率上升,而 GJIC缺陷型的细胞则不表现出这些症

状。Lindane是GJIC的抑制剂,处理细胞后同样能

够明显抑制旁效应症状的发生。早期Persaud等[24]

将标记了含氚胸腺嘧啶的 CHO 细胞和 AL细胞共

同培养最后形成细胞总量达4暳106的混合培养细

胞群 体。二 甲 基 亚 砜 (DimethySulfoxide,简 称

DMSO)单独作用混合培养细胞群不引起遗传毒性

和细胞毒性的旁效应;DMSO和低剂量刺激共同作
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用时,细胞突变率比不加DMSO时明显下降。实验

表明,自由基清除剂 DMSO 可以降低低剂量刺激、
羟基自由基导致的旁效应产生过程。连接蛋白43
缺陷型 AL细胞培养的混合培养细胞群旁效应显著

减少,表明间隙连接在细胞通讯导致的旁效应中所

起的主要作用。利用3D组织模型的研究发现,对

GJIC 的 功 能 抑 制 后,可 以 很 有 效 地 抑 制 旁 效

应[25-26]。另外,活性氧(ReactiveOxygenspecies,

简 称 ROS)[27]、 活 性 氮 (Nitric Oxide, 简 称

NO)[28-29]和 TGF灢毬
[30]等也被证实涉及辐射诱导的

旁效应。2010 年,Kovalchuk 等[31]以 EpiAirway
(Air灢112)组织模型实验证实 microRNA 在旁效应

中的作用,他们发现离子辐射导 致 旁 效 应 区 域

miRNA表达的下调。miRNA表达量的变化影响了

旁效应生物学终点包括凋亡、细胞周期调控、DNA
甲基化。miR灢17表达上调导致细胞周期调控因子

E2F1和RB1表达下调,表明旁效应区细胞增殖发

生变化;同样 miR灢29家族表达上调使下游目标因

子DNMT3a和 MCL1表达下降,影响了 DNA 甲

基化和细胞凋亡;miR灢16表达变化使BCL2基因表

达发生变化,BCL2在细胞凋亡中起着调节作用。

3.2暋3D组织模型低剂量辐射旁效应

旁效应研究是低剂量辐射研究领域的重要问题

之一,原因在于以往所获知辐射危害性方面的可靠

资料都来源于高剂量辐射案例,如根据日本原子弹

爆炸后所画出的“黄金曲线暠。2002年,Belyakov
等[32]报道了用微束3He2+ 精确定位辐射尿道外植体

的部分研究旁效应,发现旁区凋亡和微核诱导形成

率有所降低。2005年,Belyakov等[33]应用体外重

建的人皮肤3D组织来研究辐射旁效应在组织水平

上的传导,结果表明在距离受到辐照细胞1mm 内

的区域的细胞发生凋亡和产生微核的概率,分别是

对照的2.8倍和1.7倍。此外,Sedelnikova等[34]用

毩粒子辐照体外重建的人皮肤3D组织研究旁区细

胞中 DNA 双链断裂(Double灢StrandBreak,简称

DSB)的产生情况,发现辐射区细胞在辐照30min
后诱导的 DSB阳性细胞分数达到最大值,而未辐

照细胞的DSB阳性细胞分数在12~48h达到最大

值,并在7d内随着时间的增加而递减。这一重要

发现揭示了低剂量辐射(此时未直接受照射的细胞

占大多数)所引起的辐射损伤效应远远比通过线性

外推方式预估出的大得多。人们对低剂量辐射旁效

应研究精确评估其对人体的危害时能否仍然根据黄

金曲线外推提出了质疑。Ponnaiya等[35]用毩粒子

研究人工皮肤3D组织(EpiDerm)中的旁效应。以1
Gy(120keV/毺m)毩粒子辐照处理皮肤组织,由于毩
粒子穿透能力有限,辐照范围局限于下层25毺m 左

右,其它范围被定义为旁效应区细胞。组织块分别

在辐照处理15,30,45和60min后用10%中性福

尔马林固定、切片、免疫组化观察目标蛋白的表达

变化。结果表明,旁效应敏感基因p21/Waf1在辐

照后15min表达量开始上调,持续到30min,之后

恢复到与对照样相同的水平。p53丝氨酸第15位磷

酸化水平的变化趋势与p21/Waf1的基本相同。已

知离子辐照2D正常成纤维细胞旁效应可引起微核

形成率和基因表达水平的改变[36],Brian证实了3D
皮肤组织旁效应实验结果和2D细胞旁效应研究结

果基本一致。Schettino等[37]用人造皮肤表皮组织

EPI灢200探究距离辐照区不同距离的旁区微核形成

率。EPI灢200由8~12层细胞组成,厚度约75毺m,
结构上由角质层、透明层、颗粒层和基底层所组成,
与体内表皮组织结构很相似[38]。由于很多的生物学

终点(如微核和染色体)分析都需要在单细胞上进行

实验,实验中分别用胰酶和胶原蛋白酶解离3D组

织,结果获得具有活力的单细胞继续培养,解决了

3D组织和2D 细胞之间生物学终点检测转换的困

难[39]。同时Schettino等[37]使用精确到微米的切片

机,将组织切成单片,并将距离辐照区不同距离的

细胞切片收集解离成单细胞用于实验。结果表明,
旁效应微核在靠近辐射区域产生较多,旁区边缘仍

然可检测到微核,但微核形成率有所下降,表明在

辐射区数微米范围内的旁区均可产生微核。Belyak灢
ov等[33]用微束毩粒子辐照人造表皮组织,距离辐

射区域不同距离固定旁区组织,切片研究旁区微核

形成,结果同样表明与辐射区距离的远近影响了旁

区微核的形成率。

4暋3D组织重离子辐射旁效应研究展望

重离子具有相对生物学效应高、细胞损伤修复

效率低等特点,从而成为当前癌症临床放疗中一项

很有应用前景的技术[40]。通过调节重离子束的能量

可精确地将 Bragg峰区(高剂量区)集中在肿瘤部

位,有效杀死肿瘤细胞,而位于坪区的正常组织获
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得较小能量沉积,从而使周围的健康组织受到较小

程度的损伤。应用2D培养细胞模型进行的重离子

辐照实验,一定程度上为人们展示了重离子辐照特

有的生物学效应,并揭示了重离子治癌的部分生物

学机理。相关研究也表明,重离子辐照也会诱导2D
细胞产生一定程度的旁效应[41]。3D组织模型与2D
细胞相比,细胞生长微环境更接近活体内细胞生长

生理环境,细胞的形态结构与生理反应更接近有机

体状态,因此3D组织模型在目前的生命现象与药

物效应测试研究中越来越受到重视。肿瘤放射治疗

的一个重要目标是对肿瘤细胞最大杀伤的同时最大

程度地保护正常组织,以3D组织模型研究在重离

子治癌过程中诱导的旁效应并建立相应的防护措

施,具有重大的现实指导意义。在我们目前正在进

行的实验中,参照已有方法[42],将永生化的人肺支

气管上皮细胞 HBEC灢3KT培养在细胞生长基质胶

(matrigel)中,构建成人造3D器官样肺囊结构(图

1),将此肺囊3D组织及同型的2D细胞辐照后,与

成纤维2D细胞共培养。毭H2AX免疫组化染色受体

成纤维细胞,检测分析共培养后诱导的细胞 DNA
双链断裂位点水平。初步实验结果表明,高 LET
的12C6+ (2Gy)辐照后,3D肺囊组织诱导的受体成

纤维细胞中 毭H2AXfoci旁效应少于 2D HBEC灢
3KT细胞诱导产生的数量(图2)。此外,Asaitham灢
by等[43]分析以同种方法培养的2D和3D结构细胞

Fe离子辐照后的 DNA 双链断裂修复,3D 结构细

胞Fe离子辐照后24h,诱导的未修复DSB数比2D
结构细胞高13%左右。

同一基因背景的细胞系,由于培养条件的不

同,其形态结构发生变化的同一类型细胞系细胞,
在接受高 LET辐射诱导产生不同的直接效应和旁

效应,这 种 差 异 现 象 的 原 因 是 什 么 呢? Arou灢
mougame等[43]研究同种方法构建的3D 肺囊模型

中细胞有关DNA 信号通路中关键基因的表达,比

较2D细胞发现,其细胞周期调控基因 CDC25A 和

CDC25C表达下调;细胞增殖基因PCNA、2号和4
号染色体结构维持基因SMC2和SMC4表达下调。
这可能表明导致3D组织模型细胞与2D细胞接受

同剂量的照射时细胞应激反应不同,3D 组织模型

细胞DNA辐射损伤程度较小,同时其修复能力也

下降。类推到重离子辐照诱导的旁效应,涉及旁效

应诱导的活性氧、活性氮、TGF灢毬及IL6等细胞因

子,在3D结构细胞和2D培养细胞被辐照后诱导的

产生方式与程度是否存在差异? 是否是决定前述旁

效应差异的主要原因,将是下一步的工作重点。

图1 HBEC灢3KT2D培养和3D培养的形态差异

(a)生长抑制后2D细胞形态呈鹅卵石状;(b)培养在 Matrigel

中的细胞形态呈囊球状,与人体肺囊相似。

图2暋12C6+ 辐照2D细胞和3D肺囊旁效应毭H2AX形成率

(a)12C6+ 离子辐照单层细胞旁效应;(b)12C6+ 离子辐照三维组

织旁效应。
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CultureofThree灢dimensionalTissueModeland
ItsApplicationinBystander灢effectResearch

WURu灢qun1,XUAn1,WULi灢jun1,HUBu灢rong2

(1.HefeiInstitutesofPhysicalScience,ChineseAcademyofSciences,Hefei230031,China;

2.InstituteofModernPhysics,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou730000,China)

Abstract:Comparedwiththecultured monolayer(2D)cells,three灢dimensional(3D)tissuecouldbe
moresimilartotheenvironmentinvivoincludingthephysicalsupport,chemicalfactors,cell灢cellandcell灢
matrixinteractionandsoon.Withthedevelopmentofthree灢dimensionalcellculturetechniques(TDCC),

3Dtissueiswidelyusedintheareasofbystandereffectresearch.Thisreviewfocusesonintroducingthe
TDCCmethodanditsapplicationinbystander灢effectresearch.First,thedevelopmentprocessof3Dtissue
culturemethodwasintroduced.Secondly,theinductionofradiationinducedbystandereffectsbothin2D
celland3Dtissueanditsmechanismswerereviewed.Finally,becauseheavyion(carbonionbeam)has
beendevelopedasausefultooltocuresolidcancer,andthe3Dtissuemodelisanidealmaterialtostudy
thedamagesonbodyafterbeingirradiatedandtounderstandtheunderlyingmechanisms,futurestudy
aboutheavyionradiationinducingbystandereffectin3Dtissuewasdiscussed.

Keywords:three灢dimensional(3D)tissuemodel;radiation;bystandereffect
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