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(57)摘要

本发明属于细胞培养技术领域，具体涉及一

种高效三维培养血管内皮细胞的方法。针对现有

贴壁生长细胞3D微组织培养的耗材贵，形成微组

织球体时间较长、效率低等问题，本发明提供了

一种高效三维培养血管内皮细胞的方法，包括以

下步骤：a,配制甲基纤维素培养基；b,接种内皮

细胞到低粘附平面形成悬滴；c,18‑24小时后收

集内皮细胞微组织球体；d，内皮细胞微组织球体

进行出芽实验检测其血管新生能力。本方法所使

用的甲基纤维素培养基和低粘附平面均采用实

验室常用试剂耗材制备，无需专门购买，可得性

强，成本较低，且微组织球体形成时间明显缩短，

提高实验效率，适于后续内皮细胞微组织球体功

能检测及药物筛选。
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1.三维培养血管内皮细胞的方法，其特征在于，包括以下步骤：

a、配制含有浓度为1.2％～2％的甲基纤维素的DMEM培养基；所述的甲基纤维素粘稠度

为4000cp；

b、将62500～375000个血管内皮细胞重悬在终体积为4ml含20％FBS的高糖DMEM完全培

养基中，加入1ml步骤a的培养基，混合均匀，制备得到单细胞悬液；

c、取40μl步骤b的单细胞悬液，接种至低粘附平面，将平面翻转后，形成悬滴，将悬滴在

温度37℃、CO2浓度5％的条件下进行培养，得到血管内皮细胞的微组织球体。

2.根据权利要求1所述的三维培养血管内皮细胞的方法，其特征在于：步骤a中所述的

甲基纤维素浓度为1.2％。

3.根据权利要求1所述的三维培养血管内皮细胞的方法，其特征在于：步骤a中所述的

甲基纤维素购自Sigma‑Aldrich公司，货号为M0512。

4.根据权利要求1所述的三维培养血管内皮细胞的方法，其特征在于：步骤a所述培养

基的具体配制方法为：称取6～10g甲基纤维素，转移至已经加入磁力搅拌子的500ml广口瓶

中，高温高压灭菌；加热250ml  DMEM基础培养基到60℃，将培养基加入灭菌完毕的甲基纤维

素中，室温下磁力搅拌20min；室温下加入250ml  DMEM基础培养基，然后在4℃下磁力搅拌过

夜；室温下5,000g离心2小时，上清备用。

5.根据权利要求1所述的三维培养血管内皮细胞的方法，其特征在于：步骤b中的细胞

浓度取决于所需微组织球体大小，内皮细胞数量可从500/球体到3000/球体。

6.根据权利要求1所述的三维培养血管内皮细胞的方法，其特征在于：步骤c所述的低

粘附平面为普通无菌培养皿皿盖。
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三维培养血管内皮细胞的方法

技术领域

[0001] 本发明属于细胞培养技术领域，具体涉及一种高效三维培养血管内皮细胞的方

法。

背景技术

[0002] 血管内皮细胞在标准二维培养体系中会丢失许多分化完成后的表型特征，这对在

体外培养条件下研究分化完成后的内皮细胞功能产生了限制。三维细胞培养体系为内皮细

胞提供了更加接近体内生存条件的微环境，能够更好的模拟生理状态，从而能够获得与体

内实验更加一致的实验结果。

[0003] 目前三维细胞培养技术中应用最广阔的是无支架培养体系，其可通过悬滴让细胞

在重力的作用下通过自组装形成微球体。该体系形成的微组织球体具有高一致性，可为后

续研究提供好的微组织材料。

[0004] 专利CN108060132A公开了一种基于肿瘤细胞与肿瘤相关成纤维细胞的3D共培养

模型，该方法采用的3D培养基成分为含有0.24％的甲基纤维素的细胞培养基，然后将含有

2500个细胞的100μl  3D细胞培养基加入未经过组织处理的96孔圆底板，3天后形成微组织

球体。该方法仍需专门购买商业化的未经过组织处理的圆底培养板，且细胞接种到上述培

养装置后形成微组织球体时间较长(3天)，影响实验效率。另外，由于该培养装置的培养孔

数目固定，通常为96孔，如果实验中仅需使用少量微组织球体，容易造成浪费。

[0005] 专利CN111334469A和CN111334470A公开了一种外周血单个核细胞体外3D甲基纤

维素琼脂糖水凝胶培养基及其制备方法，该方法需要配制数种不同浓度甲基纤维素和琼脂

糖溶液，且由于琼脂糖溶液在最终形成水凝胶之前均需控制温度以避免凝固，否则将无法

进行后续操作，操作过程繁琐。且该方法本身用于非贴壁细胞的培养，未能提供其在贴壁细

胞三维培养中的微组织球体形成所需时间及效果。因此，该方法无法为贴壁细胞三维培养

形成微组织球体提供启示。

[0006] 目前，仅有商业化的悬滴板可以用来进行细胞的3D微组织培养，该商业化的悬滴

板必须要经过特别的处理，才能避免细胞贴壁生长，从而形成微球体。但是，商业化的悬滴

板购买不易，仅有少数几家国外的耗材公司提供，价格昂贵，且培养孔数目固定，不易根据

所需微组织数量调整耗材用量，灵活性较低。

[0007] 因此，如何采用普通的实验装置实现血管内皮细胞的无支架培养成为了行业内亟

待解决的问题。

发明内容

[0008] 本发明要解决的技术问题是：现有贴壁生长细胞3D微组织培养的耗材贵，形成微

组织球体时间较长、效率低等问题。

[0009] 本发明解决上述技术问题的技术方案为：提供一种高效三维培养血管内皮细胞的

方法。该方法包括以下步骤：
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[0010] a、配制含有浓度为0.5％～2％的甲基纤维素的DMEM培养基；

[0011] b、将62500～375000个血管内皮细胞重悬在终体积为4ml含20％  FBS的高糖DMEM

完全培养基中，加入1ml步骤a的培养基，混合均匀，制备得到单细胞悬液；

[0012] c、取40μl步骤b的单细胞悬液，接种至低粘附平面，将平面翻转后，形成悬滴，将悬

滴在温度37℃、CO2浓度5％的条件下进行培养，得到血管内皮细胞的微组织球体。

[0013] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a中所述的甲基纤维素粘稠

度为4000cp。

[0014] 进一步的，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a中所述的甲基纤维素

浓度为1.2％。

[0015] 进一步的，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a中所述的甲基纤维素

购自Sigma‑Aldrich公司，货号为M0512。

[0016] 进一步的，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a所述培养基的具体配

制方法为：称取2.5～10g甲基纤维素，转移至已经加入磁力搅拌子的500ml广口瓶中，高温

高压灭菌；加热250ml  DMEM基础培养基到60℃，将培养基加入灭菌完毕的甲基纤维素中，室

温下磁力搅拌20min；室温下加入250ml  DMEM基础培养基，然后在4℃下磁力搅拌过夜；室温

下5,000g离心2小时，上清备用。

[0017] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤b中的细胞浓度取决于所需

微组织球体大小，内皮细胞数量可从500/球体到3000/球体，根据实际所需球体大小决定细

胞数量。

[0018] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤c所述的低粘附平面为普通

无菌培养皿皿盖。

[0019] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，为防止悬滴干涸，可在下面培养

皿中加入少量PBS，形成湿盒。悬滴培养内皮细胞形成微组织球体后，可翻转皿盖在显微镜

下观察球体，换液，转染，荧光标记等操作。

[0020] 本发明在培养时发现，悬滴中的内皮细胞从培养后4小时开始聚集，18小时到24小

时即可形成微组织球体。收集内皮细胞微组织球体进行出芽实验：使用移液枪将微组织球

体转移入基质胶包被的普通96孔板中(1个球体/孔)，培养24h后在倒置显微镜下观察内皮

细胞出芽式血管新生能力；或者使用5ml血清吸管吸取10ml磷酸盐缓冲液PBS冲洗悬滴，收

集PBS冲洗液，转移至15ml离心管。200g转速离心5分钟。丢弃上清后加入6ml甲基纤维素‑胶

原蛋白培养基重悬微组织球体。甲基纤维素‑胶原蛋白培养基配方：20％(v/v)FBS，0.5％

(w/v)甲基纤维素,1.5mg/ml鼠尾I型胶原以及补足的DMEM培养基。然后接种到24孔板中进

行培养(1ml/孔)。24小时后在倒置显微镜下观察内皮细胞出芽式血管新生能力。

[0021] 与现有技术相比，本发明的有益效果为：

[0022] 本发明提供了一种实验室高效三维培养血管内皮细胞的方法，采用实验室常规耗

材试剂对血管内皮细胞进行3D培养，利用悬滴法组装微组织球体。本发明可在不采用昂贵

培养器皿的前提下，仅采用现有常规的培养器皿进行血管内皮细胞的3D培养，能显著的降

低试验成本。并且，采用本发明的培养方法，18～24小时即可形成微组织球体，相比现有方

法的3天，显著的提高了实验效率。另外，可根据实验需要微组织球体数目，灵活控制所需实

验耗材，避免试剂耗材浪费，比如本方法可以根据所需球体数目灵活选择35mm，60mm，100mm
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和150mm培养皿。本发明的培养方法更高效、低廉且实用，具有很高的价值。

附图说明

[0023] 图1所示为本发明实施例1和实施例2培养体系所需的常规耗材器皿。

[0024] 图2所示为本发明实施例1和实施例2培养体系对内皮细胞进行三维培养时形成的

悬滴。

[0025] 图3所示为本发明实施例1和实施例2培养体系形成的内皮细胞悬滴在显微镜下进

行直接观察。

[0026] 图4为本发明实施例1和实施例2内皮细胞聚集而成的微组织球体在显微镜下的形

态(bar＝100μm)。

[0027] 图5所示为本发明实施例1对内皮细胞微组织球体在基质胶表面进行出芽实验检

测(bar＝100μm)。

[0028] 图6所示为本发明实施例2对内皮细胞微组织球体在胶原蛋白‑甲基纤维素培养基

中进行出芽式血管新生能力的检测(bar＝200μm)。

具体实施方式

[0029] 本发明提供了一种高效三维培养血管内皮细胞的方法，包括以下步骤：

[0030] a、配制含有浓度为0.5％～2％的甲基纤维素的DMEM培养基；

[0031] b、将62500～375000个血管内皮细胞重悬在终体积为4ml含20％  FBS的高糖DMEM

完全培养基中，加入1ml步骤a的培养基，混合均匀，制备得到单细胞悬液；

[0032] c、取40μl步骤b的单细胞悬液，接种至低粘附平面，将平面翻转后，形成悬滴，将悬

滴在温度37℃、CO2浓度5％的条件下进行培养，得到血管内皮细胞的微组织球体。

[0033] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a中所述的甲基纤维素粘稠

度为4000cp。

[0034] 进一步的，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a中所述的甲基纤维素

浓度为1.2％。

[0035] 进一步的，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a中所述的甲基纤维素

购自Sigma‑Aldrich公司，货号为M0512。

[0036] 本发明采用的培养基中添加了1.2％的粘稠度为4000cp的甲基纤维素，倒置能够

形成球形的小液滴，刚好不会掉落。相比现有的采用甲基纤维素进行细胞培养的方法，本发

明通过调整含甲基纤维素培养基的浓度和粘稠度，能够形成具备一定张力和胶凝性的球形

液滴，倒置不易滴落，且不添加水凝胶等材料，更易于操作。其中，粘稠度为4000cp时，可增

加液滴表面张力，有助于维持液滴球形形状。浓度为1.2％时，有助于悬滴形成后倒置培养

时不掉落以及细胞聚集。

[0037] 特别的，本发明在细胞培养接种时，优选将内皮细胞和培养基接种于无菌培养皿

皿盖中，翻转培养皿皿盖，盖到培养皿上的，这是发明人创造性的发现，这样培养时细胞由

于重量作用，会在培养基液滴中聚集，而不会贴壁生长，从而即使采用普通的未经处理的器

皿也能使细胞形成微组织球体，避免了使用高昂的商业化培养器皿。

[0038] 目前商业化的培养器皿，比如康宁球体微孔板(货号CLS4515‑5EA，平均每块96孔
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球体微孔板价格为427.956元，且需从国外调货，购买极为不便)，而本方法采用的甲基纤维

素培养基以及普通培养皿盖培养125个球体仅需要一个普通150mm培养皿(比如康宁，货号

430599，平均价格25元)。可见，本发明方法显著的降低了细胞3D培养的成本。

[0039] 进一步的，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤a所述培养基的具体配

制方法为：称取2.5～10g甲基纤维素，转移至已经加入磁力搅拌子的500ml广口瓶中，高温

高压灭菌；加热250ml  DMEM基础培养基到60℃，将培养基加入灭菌完毕的甲基纤维素中，室

温下磁力搅拌20min；室温下加入250ml  DMEM基础培养基，然后在4℃下磁力搅拌过夜；室温

下5,000g离心2小时，上清备用。

[0040] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤b中的细胞浓度取决于所需

微组织球体大小，内皮细胞数量可从500/球体到3000/球体，根据实际所需球体大小决定细

胞数量。

[0041] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，步骤c所述的低粘附平面为普通

无菌培养皿皿盖。

[0042] 其中，上述高效三维培养血管内皮细胞的方法中，为防止悬滴干涸，可在下面培养

皿中加入少量PBS，形成湿盒。悬滴培养内皮细胞形成微组织球体后，可翻转皿盖在显微镜

下观察球体，换液，转染，荧光标记等操作。

[0043] 本发明在培养时发现，悬滴中的内皮细胞从培养后4小时开始聚集，18小时到24小

时即可形成微组织球体。本领域的技术人员公知，内皮细细胞出芽能力检测是衡量内皮细

胞血管新生能力的重要指标，实验室经常进行检测以评估内皮细胞血管新生能力。本发明

进一步的验证了采用上述方法培养的内皮细胞的出芽能力。

[0044] 收集内皮细胞微组织球体进行出芽实验：使用移液枪将微组织球体转移入基质胶

包被的普通96孔板中(1个球体/孔)，培养24h后在倒置显微镜下观察内皮细胞出芽式血管

新生能力；或者使用5ml血清吸管吸取10ml磷酸盐缓冲液PBS冲洗悬滴，收集PBS冲洗液，转

移至15ml离心管。200g转速离心5分钟。丢弃上清后加入6ml甲基纤维素‑胶原蛋白培养基重

悬微组织球体。甲基纤维素‑胶原蛋白培养基配方：20％(v/v)FBS，0.5％(w/v)甲基纤维素,

1.5mg/ml鼠尾I型胶原以及补足的DMEM培养基。然后接种到24孔板中进行培养(1ml/孔)。24

小时后在倒置显微镜下观察内皮细胞出芽式血管新生能力。试验显示，本发明方法培养的

内皮细胞出芽能力强，血管新生能力强。

[0045] 下面将通过实施例对本发明的具体实施方式做进一步的解释说明，但不表示将本

发明的保护范围限制在实施例所述范围内。

[0046] 本发明所用的仪器及试剂，除实施例中明确给出的外，其余试剂均为普通市售产

品。实验例中所采用的人心脏微血管内皮细胞和人脐静脉内皮细胞均为市售商业化产品。

[0047] 实施例1采用本发明方法获得内皮细胞微组织球体

[0048] 具体操作步骤如下：

[0049] a、配制1.2％甲基纤维素培养基储存液(w/v)：(1)称取6g甲基纤维素，转移至已经

加入磁力搅拌子的500ml广口瓶中。采用高温高压灭菌锅灭菌。(2)加热250ml  DMEM基础培

养基到60℃，然后超净台中将培养基加入灭菌完毕的甲基纤维素中。室温搅拌20min。(3)室

温下加入250ml  DMEM基础培养基，然后在4℃下搅拌过夜。(4)将上述储存液分装到50ml离

心管后，室温下5,000g离心2小时。使用上清进行内皮细胞3D培养。
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[0050] 甲基纤维素培养基配制后需高速离心以去除杂质碎屑。否则，细胞可能会贴附到

培养板上，形成多个小的微组织球体而非单个球体。甲基纤维素培养基储存液可以在4℃放

置长达6个月。甲基纤维素是一种惰性的粘稠度调节物质，阻止细胞粘附。在球体形成过程

中可通过控制甲基纤维素浓度的变化以调节形成球体的大小。

[0051] b、实验前一天将Matrigel基质在4℃过夜融化。注意：需要准备一些4℃预冷的枪

头用于吸取Matrigel。开始实验前，将Matrigel始终保持放在冰盒中。Matrigel购于康宁公

司，货号356234。

[0052] c、人心脏微血管内皮细胞培养至融合度90％，0.25％胰酶消化后进行细胞计数。

调整细胞浓度为25，000/ml。

[0053] d、制备单细胞悬液：将100，000个细胞重悬在终体积为4ml的DMEM完全培养基中，

加入1ml上述1.2％甲基纤维素培养基储存液，慢慢混合均匀，不要产生气泡。

[0054] e、接种细胞：将上述计数好的40μl细胞(800个内皮细胞)接种到普通150mm培养皿

皿盖中，然后翻转培养皿盖，盖到培养皿上，即形成悬滴。放入37℃  5％  CO2培养箱中进行

培养。需要掌握好细胞密度，如果接种体积超过50μl，在翻转培养皿盖过程中容易与周围悬

滴融合或者悬滴容易掉落。注意在细胞成球过程中不要剧烈摇晃培养皿。

[0055] 试验中可见，悬滴中的内皮细胞从培养开始后4小时开始聚集，18小时到24小时即

可形成微组织球体。用相差显微镜观察细胞成球情况。96孔板中每孔加入50μl  Matrigel，

注意不要产生气泡。然后放入37℃  5％  CO2培养箱中静置40min，等待胶凝结。

[0056] 将形成的细胞团吸出，置于凝固的胶平面上。培养24h后使用倒置显微镜采集出芽

图像。

[0057] 实施例2用本发明方法获得内皮细胞微组织球体

[0058] 具体操作步骤如下：

[0059] a、配制2％甲基纤维素培养基储存液(w/v)：(1)称取10g甲基纤维素，转移至已经

加入磁力搅拌子的500ml广口瓶中。采用高温高压灭菌锅灭菌。(2)加热250ml  DMEM基础培

养基到60℃，然后超净台中将培养基加入灭菌完毕的甲基纤维素中。室温搅拌20min。(3)室

温下加入250ml  DMEM基础培养基，然后在4℃下搅拌过夜。(4)将上述储存液分装到50ml离

心管后，室温下5,000g离心2小时。使用上清进行内皮细胞3D培养。

[0060] b、人脐静脉内皮细胞培养至融合度80％，0.25％胰酶消化后进行细胞计数。调整

细胞浓度为80，000/ml。

[0061] c、制备单细胞悬液：将80，000个细胞重悬在终体积为4ml的DMEM完全培养基中，加

入1ml上述1.2％甲基纤维素培养基储存液，慢慢混合均匀，不要产生气泡。

[0062] d、接种细胞：将上述计数好的40μl细胞(640个内皮细胞)接种到普通60mm培养皿

皿盖中。每个60mm普通培养皿接种20个，然后翻转培养皿盖，盖到培养皿上，即形成悬滴。放

入37℃  5％  CO2培养箱中进行培养。注意在细胞成球过程中不要剧烈摇晃培养皿。5ml单细

胞悬液可以接种6个60mm培养皿皿盖。

[0063] 试验中可见，18小时后形成微组织球体。可用相差显微镜观察细胞成球情况。

[0064] 使用5ml血清吸管吸取2ml磷酸盐缓冲液PBS冲洗培养皿盖中的悬滴，收集PBS冲洗

液，转移至4ml离心管，一共收集6管。200g转速离心5分钟。丢弃上清。

[0065] 配制6ml甲基纤维素‑胶原蛋白培养基：1.2ml  FBS，2.5ml  1.2％(w/v)甲基纤维素
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培养基,1.8ml  I型鼠尾胶原，0.5ml  DMEM基础培养基，混合均匀。每管微组织球体中加入

1ml甲基纤维素‑胶原蛋白培养基重悬，然后接种到24孔板后放入37℃  5％  CO2培养箱中静

置(1ml/孔)。30min后在胶面上加入20ng/ml  VEGF或不加入VEGF进行培养。24小时后在倒置

显微镜下观察内皮细胞出芽式血管新生能力。

[0066] 实施例1和实施例2采用的高效3D培养模型如图1所示，均采用实验室使用的常规

培养皿，可根据所需微组织球体数量选择相应大小的培养器皿，灵活简便；如图2所示，将含

有内皮细胞的液滴接种到培养皿盖上，翻转培养皿盖形成悬滴；如图3所示，该培养体系也

支持在显微镜下观察微组织球体形成过程；如图4所示，悬滴经过18小时培养后即可形成微

组织球体。如图5和图6所示，实施例1的心脏微血管内皮细胞微组织球体在基质胶平面上进

行出芽实验检测血管新生能力：微组织球体沉降到焦平面上，并逐渐出芽。实施例2的人脐

静脉内皮细胞微组织球体包埋在甲基纤维素‑胶原蛋白培养基中进行出芽式血管新生能力

检测：微组织球体包埋在三维胶质中并逐渐出芽。

[0067] 由上述实施例可知，本发明提供了一种采用常规器皿对血管内皮细胞进行3D培养

的方法，能够在18‑24h培养得到内皮细胞微组织球体，培养效率高，成本低。培养的细胞容

易出芽，血管新生能力与现有方法培养的相当。本发明方法成本低、操作简单，具有显著的

经济效益。
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图3
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图6

说　明　书　附　图 3/3 页

11

CN 112961821 B

11


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008

	DRA
	DRA00009
	DRA00010
	DRA00011


