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基于３Ｄ细胞水平的药物筛选模型

侯晓蓉，郭　倩，杨佳佳，单伟光
（浙江工业大学 药学院，浙江 杭州３１００１４）

摘要：药物筛选是新药研发过程中最为重要的阶段之一，而选择合适的筛选模型可以有效缩短时

间、降低成本和提高效率．进入２１世纪以来，药物筛选技术正朝着快速、高效的细胞水平筛选方面

发展．以活细胞作为靶点的筛选模型，具有与生理内环境接近、微型化和高通量化等优点．而３Ｄ细

胞模型较２Ｄ细胞模型，具有更接近机体环境的优势，是目前正在高速发展的一项新技术．主要论

述了几种疾病的３Ｄ细 胞 药 物 筛 选 模 型 及 其 近 年 来 的 应 用，为 后 续 研 究 者 们 选 择 筛 选 模 型 提 供
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　　药物筛选是指利用适当的筛选方法和技术，建

立合适的筛选模型，从可能作为药物使用的天然或

合成化合物中得到高效的先导化合物，对其进行药

理及药效活性的检测，评价某一化合物的药用前景

的方法，是新药研发中缩短时间、减少成本和降低风

险的关键步骤［１－２］．虽然药物的吸收、分 布 和 毒 理 等

研究在过去２０年里有重大进展，但根据生物技术创

新组织（ＢＩＯ）２０１６年发布的报告显示，过去１０年间

候选药物获 得 批 准 并 投 放 市 场 的 总 体 可 能 性 仅 为

１０％左右［３］，如此高的淘汰率使作为新药研 发 源 头

的筛选工作成为医药行业一个重要的亟需突破的瓶

颈［４－５］．提高药物筛选的质量和降低费用在药物研发

过程中至关重要［６］．过去的半个世纪，药物筛选经历

了从动物表型到分子再到细胞的过程．早期的整体

动物筛选模 型 利 用 患 病 动 物 建 模 进 行 化 合 物 的 初

筛、复筛和检验．通过表型直接观察目标化合物的作

用情况，不但过程复杂、耗资巨大，而且存在病理部

位和药物作用机制不明确等缺点．随着现代分子药
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理学研究的不断深入，研究者们发现功能蛋白质、生
物活性成分在调节生命活动方面所起的重要作用，
为药物筛选提供了新的方法和机会．以分子配基作

为受体靶点的分子水平药物筛选模型逐渐成为使用

范围最广、技术最成熟的筛选方法之一．该方法使药

物的作用靶点清晰，但仍存在规模小、效率低等不足

之处．基于传统筛选方法的缺陷，并随着细胞生物学

和基因工程等学科的发展，细胞水平药物筛选逐渐

成熟．以细胞作为筛选靶标，不仅可以考察药物的作

用效果，明确作用靶点，还可以通过细胞的增值、衰

亡以及胞内外环境的变化特征得到药物在体内的转

运［７］、保 留［８－９］和 代 谢［１０］等 动 力 学 参 数［１１］，具 有 微

量、准确和稳定的特点，是目前使用较为成熟和广泛

的一类方法．
传统的细胞筛选模型所利用的细胞通常是由病

理部位细胞通过细胞培养等手段得到的单层细胞或

单细胞的悬浮液，呈平面生长，缺乏细胞与细胞间、
细胞与细胞外基质间的接触［１２］，细胞所处的环境与

实体微环境截然不同．同氨基酸的盘曲折叠形成不

同构象的蛋白质功能不同一样，细胞的堆积方式不

同，它的特性也不尽相同，通过普通的平面２Ｄ细胞

筛选得到的结果不能非常准确地反应药物在人体内

的作用效果．例如，多年来癌症药物的发现主要是基

于它对癌细胞的杀伤能力和精确抑制癌细胞基因的

能力，这些化合物在使肿瘤部分或完全消退的同时，
会伴随着大量的细胞毒性累积［１３］．而 利 用２Ｄ筛 选

模型得到的抗癌药物在杀灭病理细胞之后，积累的

毒性可能会转而攻击周围的正常细胞．这使得大部

分的抗癌药物后期都无法通过临床试验，浪费了大

量的人力、物力与时间．所以，２Ｄ细胞筛选模型已经

无法满足人们的需要．随着组织工程学的发展，人们

致力于开发能更好地代表体内生物学的３Ｄ培养技

术培养肿瘤、心脏和肝脏等模型［１４－１５］，同时更趋向于

大批量和小型化［３］．３Ｄ细胞培养技术是将合适的载

体与组织细胞在体外共培养，使细胞在特定的空间

结构中生长、迁移和分化，形成组织特性，最大程度

模拟组织生理作用及其周围内环境．下面介绍几种

最常见的疾病的３Ｄ筛选模型．

１　不同疾病的３Ｄ细胞筛选模型

１．１　肿瘤药物的３Ｄ细胞筛选模型

多细胞癌症肿瘤球模型（ＭＣＴＳ）是３Ｄ培养技

术最典型的模型之一．根据形态学和基因表达的变

化表明：ＭＣＴＳ是一个通过细胞之间的相互交联聚

合而成的以氧梯度、葡萄糖分布、乳酸积累、ＤＮＡ链

断裂、ＡＴＰ分布和组织形态学扩散为特征的完整的

无血管体外肿瘤生长病理模型［１６－１９］．ＭＣＴＳ的优势

之一在于既有癌变细胞，癌变细胞的周围也有正常

细胞．当球状体细胞达到一种临界直径时，它们便开

始形成外部延伸区域、内部静止区域以及中央坏死

区域，这些模型可以清晰地模仿癌症细胞的各种特

征．使用 ＭＣＴＳ模型，研究者可以揭示癌症 药 物 如

何渗透到异质 肿 瘤 的３Ｄ结 构 中，并 且 可 以 揭 示 药

物如何与肿瘤附近环境发生作用．研究表明：当球状

体直径为４００μｍ时对内核的增值、再生、耐药性最

理想［３］．目前，最先进的３Ｄ分析技术可以用来评估

肿瘤多细胞球体增殖和血管再 生．Ｗａｎｇ等［２０］建 立

了在壳聚糖／胶 原／海 藻 酸 纤 维 支 架（ＣＣＡ）上 培 养

ＭＣＦ－７细胞运 用 于 抗 癌 药 物 筛 选 的 ＭＣＴＳ模 型，
发现与２Ｄ培 养 相 比，３Ｄ培 养 的 ＭＣＦ－７细 胞 有 更

佳的耐药性和增值率，其新陈代谢也更接近体内的

肿瘤细胞模式．
李丹丹等［２１］研 究 发 现：３Ｄ培 养 条 件 下 的 细 胞

模型具有更 好 的 糖 原 储 存 能 力，更 高 的 敏 感 性．与

２Ｄ模型相比，３Ｄ模 型 的 药 物 代 谢 酶、转 运 体、核 受

体等的表达能 力 均 有 一 定 水 平 的 提 高．在３Ｄ培 养

条件下的细胞可更好地维持其极化状态，保持组织

特有的功能［２２－２４］．Ｓｍａｌｌｅｙ等［２５］的研究表明：肿瘤细

胞在２Ｄ与３Ｄ培养条件下ＲＮＡ水平会出现数百个

片段的 差 异．利 用３Ｄ 培 养 技 术 得 到 的 模 型 可 与

ＬＣ－ＭＳ、细胞芯片和免疫组化技术等检测手段相结

合［２６－２７］，通过观察药物对细胞的病理作用和毒性，筛
选特定化合物．牟 朝 丽［２８］利 用ＰＨＣ多 孔 支 架 与 结

肠癌细 胞 共 培 养 得 到 的 细 胞 反 应 器 与 ＬＣ－ＭＳ联

用，从朱砂七提取物中筛选出可与癌细胞特异性结

合的马兜磷酸Ａ和马兜磷酸Ｂ，并从中药桃儿七中

筛选出了７种与癌细胞特异性结合的活性产物．
肿瘤干细胞（ＣＳＣｓ）是 存 在 于 恶 性 肿 瘤 细 胞 中

为数极少却具有无限增殖、分化并具有自我更新能

力的肿瘤细胞，它通过自身功能维持肿瘤微环境的

不断更新，并 且 具 有 较 强 的 耐 药 性．而３Ｄ培 养 的

ＣＳＣｓ球体可以在体外激发其基因表达、肿瘤异质性

和耐药性等功能，赋予模拟ＣＳＣｓ在生理中的能力，
这样特殊的功能使得ＣＳＣｓ成为非常合适用以检测

化合物对其 抑 制 作 用 的 体 外 功 能 系 统［２９－３１］．Ｓｕｂｅｄｉ
等［９］利用多功能干细胞（ｉＰＳ）诱 导ＣＳＣｓ，建 立 人 工

诱导型肿瘤干 细 胞（ｉＣＳＣＬ）筛 选 平 台，对６　０００种

化合 物 进 行 了 大 规 模 筛 选．由ｉＰＳ诱 导 的ＣＳＣｓ具

有癌细胞的特征并且可以稳定繁殖，可以用于ＣＳＣｓ
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的药物筛选．该研究从６　０００种化合 物 中 初 步 筛 选

出了８６种对肿瘤可能有抑制效果的化合物，发现线

粒体代谢功能障碍对癌细胞的抑制有重要作用，最

终确定了青蒿琥酯可以通过诱导线粒体功能异常，
从而抑制ＣＳＣｓ的繁殖扩散．除此之外，研究者们还

通过蛋白质印记分析了Ｓｏｘ２基因在单层肿瘤细胞

和球状肿瘤细胞中的表达能力，发现该基因在肿瘤

球体中的表达明显高于在单层细胞中的表达．并且，

ｉＣＳＣＬ球 体 肿 瘤 对ＣＳＣｓ抑 制 剂 盐 霉 素 也 更 加 敏

感，表明ｉＣＳＣＬ球体肿瘤比单层肿瘤细胞更适合于

评估ＣＳＣｓ抑制剂的功效和选择性．
１．２　心血管疾病的３Ｄ细胞筛选模型

３Ｄ细胞筛选模型除了运用于肿瘤药物筛选外，
研究者们也在尝试建立心肌细胞模型来检测具有心

脏毒性的化合物［３２］．自从多功能心肌干细胞出现以

来已成功构建 了 多 种 形 式 的３Ｄ心 脏 模 型．心 脏 是

人体内最重要的器官之一，负责提供压力使血液携

带氧气和营养物质流向人体的各个部位．由于心肌

细胞的再生能力低、自我修复力较差，使得心血管类

的疾 病 成 为 世 界 范 围 性 的 最 主 要 的 致 死 疾 病 之

一［３３］．除了心脏 本 身 的 疾 病 外，糖 尿 病 及 各 种 炎 症

治疗过程中各种药物的代谢副产物会随着血液流向

心脏，对心脏产生毒性．这种情况在药物初步筛选过

程中无法预估，导致许多化合物最终无法成药．现有

的药物筛选平台中，通常使用的小鼠模型在电生理

特性、耐药性和抗毒性等方面与人类心脏存在种属

差异［３４］，并且存 在 周 期 过 长 等 缺 点．普 通 的 高 通 量

筛选等体外筛选方法与人体内环境在酸碱性、渗透

压、化学组成 等 方 面 差 异 巨 大，导 致 筛 选 准 确 性 较

低．基于体外筛选模型的缺陷，人们研究并建立了体

外心脏３Ｄ模 型［３２］．模 仿 天 然 心 肌 的３Ｄ组 织 的 构

建需要合适的细胞来源与可以支撑细胞生存、延展，
并与宿主整合和血管化的生物材料［３５］．胚胎干细胞

是从早期胚胎或原始性腺中分离出来的一类细胞，
具有体外培养无限增殖、自我更新和多向分化的特

性．这些特性使由人胚胎干细胞分化得到的心肌细胞

（ｈＥＳＣ－ＣＭ）成为再生医学和疾病模型非常重要且有

前途的细胞来源［３６］．在心脏模型中嵌入的ｈＥＳＣ－ＣＭ
的收缩性和舒张性可以反映药物对心脏的作用［３７］，
而诱导性多功能心肌干细胞（ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ）可 诱 导 患

者自身体细胞形成ｉＰＳＣｓ，具有潜在的疾病源特质，
因此非常适 合 作 为 药 物 筛 选 模 型［３８］．在 国 内，王 慧

玲等［３９］已在Ａｔｅｌｏｃｏｌｌａｇｅｎ胶原支架上成功培养出

了具有收缩功 能 的 成 年 大 鼠 心 肌 细 胞．Ｚｈａｎｇ［３６］通

过在胶原生物材料中包裹ｈＥＳＣ－ＣＭ制造心肌纤维

建立３Ｄ心 脏 模 型，并 发 现 在３Ｄ组 织 基 质 中 添 加

ｈＥＳＣ－ＣＭ和成纤维细胞可以促进心脏组织在结构

上的成熟，建立 的３Ｄ模 型 可 以 用 于 体 外 心 脏 成 熟

研究．在国际 上，Ｓｅｒｐｏｏｓｈａｎ等［４０］利 用 法 拉 第 波 使

ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ迅速聚合成预先设置的三维结构．与天

然心肌相比，在相同的细胞密度下，这些ｈｉＰＳＣ－ＣＭ
衍生的３Ｄ组 织 显 示 出 更 好 的 细 胞 存 活 力、代 谢 活

性和细胞间连接力．
目前，通 过 细 胞 培 养 和 组 织 工 程 构 建３Ｄ心 脏

模型的手段以趋于成熟，也已经用于再生医学、器官

移植和药物测试等多方面的研究，相信不久以后，用
于筛选的３Ｄ心脏模型会成为心血管类疾病治疗药

物的主要筛选方法．
１．３　药物毒性评价的３Ｄ细胞筛选模型

药物研发的过程中，新药的毒性以及耐药性的

评价是极其重要的一步．药物毒性的检测一般是在

体外细胞的药物敏感性实验中进行，但单层细胞结

构过于简单，不能模拟药物所作用的实体三维空间

结构，导致研究结果与其在患者体内临床评估的药

效存在很大的偏差，造成体外培养细胞药物敏感性

实验结果的临床参考意义受限，无法真实反映体内

病理生理结构及状态［４１－４３］．因此学者们致力于开发

３Ｄ药物毒性 评 价 的 筛 选 模 型 以 弥 补２Ｄ细 胞 模 型

的不足．洪少馥［４４］利用无血清悬浮培养法成功建立

了人乳腺癌 ＭＣＦ－７和人鼻咽癌５－８Ｆ３Ｄ肿 瘤 球 模

型，并且分别检测了两种肿瘤球与其同一类型单层

细胞在细胞耐药、周期、药物敏感性和乏氧基因等方

面的差异，结果显示形成肿瘤球后细胞的耐药性能

增强，并且３Ｄ立体结构赋予了ＭＣＦ－７和５－８Ｆ肿瘤

球与体内实体肿瘤非常相似的乏氧特征．同时考察

了超声福照联合紫杉醇在肿瘤球模型上的细胞毒性

效应，证明了超声福照在适宜条件下可辅助増强肿

瘤球对紫杉醇的药物敏感性．
药物性肝损伤（ｄｒｕｇ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｌｉｖｅｒ　ｉｎｊｕｒｙ，ＤＩＬＩ）作

为引起急慢性肝损伤和爆发性肝衰竭的主要因素，
是影响新药安全的重要方面，也是研发者在新药开

发过程中必须检测的项目．有研究表明：在德国和法

国，由药 物 原 因 造 成 的 肝 损 伤 分 别 占 肝 病 患 者 的

３２％和４０％．许多 药 物 临 床 失 败、上 市 后 撤 回 的 主

要原因之一就是ＤＩＬＩ，这一点造成了资源与金钱的

极大浪费，所以尽可能早地检测出药物的肝毒性至

关重要［４５］．Ｔａｎｉａ等［４６］以聚二甲基硅氧烷 （ＰＤＭＳ）
为支架材料三维培养肝细胞，并将其整合到特定的

生物反应器 中 以 改 善 细 胞 培 养 物 的 营 养 和 气 体 供

应，通过产生的白蛋白和尿素来评估该模型的肝脏

·４５· 发 酵 科 技 通 讯 第４７卷



特异性功能，并以对乙酰氨基酚来对其安全性评价

能力进行验证．结果发现：该模型的肝细胞彼此之间

接触良好，在培养期间非常好地维持了培养物特异

性酶功能，并且能够很好地用于临床前早期肝毒性

的检测．
１．４　３Ｄ细胞模型的应用———芯片实验室

２０世 纪 末，Ｈａｒｒｉｓｏｎ等［４７］将 毛 细 管 电 泳 和 样

品注射系统集成到平面玻璃芯片上，首次提出以微

机电加工技术为基础的“微型全分析系统”，即现在

的芯片实验室．芯片实验室，指将样品反应、制备、分
离、检测等基本操作集成到一块芯片上，在微通道内

对纳升甚至皮升量级的液体进行精确操作以完成不

同的生物或化学反应过程，并对产物进行分析的技

术［４８］．芯片实验 室 用 于 药 物 的 评 价 和 筛 选，具 有 快

速、准 确、便 捷 和 高 通 量 的 特 点．Ｃｈｏｕｃｈａ等［４９］以

ＨｅｐＧ２／Ｃ３ａ细胞为研究对象，建立了肝癌模型的芯

片实验室，并检测了癌细胞对氟他胺、羟基氟他胺的

代谢应答，以探索前体药物的体外代谢过程和发挥

抗 肿 瘤 活 性 的 二 级 代 谢 产 物 的 毒 理 学 特 性．
Ｃｈｏｕｃｈａ的 ＨｅｐＧ２／Ｃ３ａ细胞模型 将 芯 片 实 验 室 这

一新技术与药代动力学、药物毒性检测等传统药物

评价手段相结合，在新药研发领域表现出巨大的应

用前景，并 且 为 体 外 药 物 评 价 与 筛 选 提 供 了 新 的

平台．
除单纯的药物筛选外，芯片实验室还可用于组

织与器官的仿生建立．Ｈｕｈ等［５０］从人的气孔和肺血

管内皮同时提取细胞并置于膜的两侧培养，中间有

培养介质通过，由此构建了一个仿生组织模仿肺泡－
毛细血管界面．然后通过在组织两侧加装侧孔施以

负压使整个结构可以模仿人呼吸一样舒张和收缩．
通过以上方法可以将两种或两种以上的组织放在一

起，创造出类似于人工器官的可称为芯片实验室的

仿生模型．该模型具备了人工器官的基本特征，可以

显示出与人体器官内相似的功能．这样的仿生模型

虽然不能直接代替人工器官用于器官移植，但基本

适用于疾病诊断、药物合成与筛选等领域．

２　结　论

３Ｄ细胞培养通过运用再造细胞外基质，能够模

拟细胞在生物体内的生存环境，为细胞提供一个更

加接近体内生存条件的微环境，同时又能弥补在体

内或２Ｄ条 件 下 不 能 更 好 地 对 药 效 进 行 观 察 的 缺

陷．采用３Ｄ细胞作为药物筛选的模型，主要有几下

几个优点：１）与 整 体 动 物 模 型 和 组 织 器 官 模 型 相

比，细胞模型的建模周期短且过程较为简便，可有效

缩短筛选时间，节省人力、物力；２）避免了因种属不

同导致的药物在代谢及毒性方面的差异，排除了生

理屏障对药物吸收的影响［５１］，从源头降低了新药在

临床试验中失败的概 率；３）作 用 靶 点 明 确，与 高 通

量筛选、高内涵筛选等自动化的现代筛选手段结合，
可以实现多靶点、多指标及多通道筛选，提高筛选效

率；４）细胞对外界环 境 变 化 反 应 灵 敏，可 以 检 测 出

复杂成分中极少量的目标化合物，具有微量化、高灵

敏度等明显优势．虽然细胞筛选模型相对于动物或

组织筛选模型有许多优势，但也仍然存在很多需要

解决的问题．例如，由于细胞感知外界环境变化的能

力，导致其对 温 度、酸 碱 性 和 湿 度 环 境 等 要 求 非 常

高，很小的变化都有可能导致细胞的死亡或变异．另
外，３Ｄ细胞模型仍处于发展状态，目前的技 术 还 仅

仅停留在建模水平，只有极少数的模型被证明可用

于药物筛选．与此同时，３Ｄ细胞模型虽然解 决 了 空

间差异对药物活性的影响，但与２Ｄ细胞模型一样，
无法筛选出不能穿过血脑屏障等人体防御系统的化

合物．此类化合物可以有效作用于细胞靶点，但是在

人体中无法直达病理部位，在一定程度上限制了细

胞筛选模型的发展．对于如何克服细胞筛选模型的

这些缺陷目前 还 有 待 研 究，但 相 信 随 着３Ｄ细 胞 及

相关技术的 不 断 发 展，这 些 问 题 都 可 以 一 一 解 决，

３Ｄ细胞模型会有更广阔的发展．同时，也将 会 有 更

多种类的细胞用于不同筛选模型的构建．
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［Ｄ］．西安：陕西师范大学，２０１２．

［２９］　ＳＡＮＣＨＯ　Ｐ，ＢＵＲＧＯＳ　Ｒ　Ｅ，ＴＡＶＥＲＡ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．ＭＹＣ／

ＰＧＣ－１αｂａｌａｎｃｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ　ｔｈｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｐｌａｓ－

ｔｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ｃａｎｃｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，

２０１５，２２（４）：５９０－６０５．
［３０］　ＰＥＲＳＡＮＯ　Ｌ，ＲＡＭＭＰＡＺＺＯ　Ｅ，ＢＡＳＳＯ　Ｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｌｉｏｂｌａｓ－

ｔｏｍａ　ｃａｎｃｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ：ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　ａｎｄ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２０１３，

８５（５）：６１２－６２２．

［３１］　ＨＵＢＥＲＴ　Ｃ　Ｇ，ＲＩＶＥＲＡ　Ｍ，ＳＰＡＮＧＬＥＲ　Ｌ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ａ

ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｏｒｇａｎｏｉｄ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｓｙｓｔｅｍ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｈｕ－

ｍａｎ　ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｓ　ｒｅｃａｐｉｔｕｌａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｈｙｐｏｘｉｃ　ｇｒａｄｉｅｎｔｓ　ａｎｄ

ｃａｎｃｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ　ｏｆ　ｔｕｍｏｒｓ　ｆｏｕｎｄ　ｉｎ　ｖｉｖｏ［Ｊ］．

Ｃａｎｃｅｒ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，７６（８）：２４６５－２５００．

［３２］　ＫＵＲＯＫＡＷＡ　Ｙ　Ｋ，ＧＥＯＲＧＥ　Ｓ　Ｃ．Ｔｉｓｓｕｅ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｔｈｅ
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