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摘  要 

目的：探讨三维(3D)生物打印MDA-MB-231乳腺癌细胞模型及其用于2种中药白藜芦醇与华蟾素药敏试

验的可行性。方法：通过3D生物打印构建3D乳腺癌模型，采用该模型进行白藜芦醇、华蟾素药敏试验，

并与二维(2D)培养比较。结果：在3D/2D培养下，随着这2种中药浓度的升高，乳腺癌细胞存活率成下

降趋势；这2种中药在3D培养下对乳腺癌细胞的药敏性均显著低于2D培养。结论：使用3D生物打印技术

构建的3D乳腺癌模型，可能更好地模拟体内乳腺癌肿瘤微环境，以提高临床前药物的预测能力，改善药

物临床转化。 
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Abstract 
Objective: To explore the feasibility of 3D bioprinted model of MDA-MB-231 breast cancer cells 
and its application in drug sensitivity test of resveratrol and cinobufagin. Methods: The 3D model 
of breast cancer was constructed by 3D bioprinting, then the model was used to test the drug sen-
sitivity of resveratrol and cinbufosinthe, and the results were compared with those under 2D cul-
ture conditions. Results: The results showed that, in 3D/2D culture, the survival rate of breast 
cancer cells decreased with the increase of the concentrations of resveratrol and cinobufagin. The 
drug sensitivities of resveratrol and cinobufagin to breast cancer cells in 3D culture was signifi-
cantly lower than those in 2D culture. Conclusion: The results indicate that the breast cancer 
model constructed by 3D bioprinting technology may better simulate the microenvironment of 
breast cancer in vivo, so as to improve the prediction ability of preclinical drug research and the 
clinical transformation of drugs. 
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1. 引言 

乳腺癌是女性与癌症相关死亡的第二大原因[1]。寻找有效、安全、不良反应小的抗肿瘤药物倍受研

究人员关注。二维(2D)和三维(3D)癌细胞增殖模型之间的药物反应往往不同。因为 2D 体外模型研究缺乏

癌症转移过程中发生的复杂而动态的细胞–细胞通信和细胞–基质相互作用，缺乏天然 ECM 的空间和生

化复杂性，对抗癌药物过度敏感，所以无法轻易地从 2D 研究中获得对癌症转移的基本认识[2]。因此，

人们不再局限于 2D 模型来发现抗癌药物。与传统的 2D 培养相比，体外 3D 癌症模型能够更好地代表肿

瘤生理学[3]，概括了体内肿瘤–基质的串扰，以服务于减少和取代动物实验的需要，并可建立基于人类

细胞的体外测试系统，用于研究、创新和药物测试[4]。3D 生物打印模型通过提供细胞–基质结合位点和

促进癌细胞与其微环境之间的串扰，增加生物活性[5]，可更好地了解癌症的基本过程和药物筛选作用，

被认为能够更好地复制自然生理和更好地预测药物疗效[6]。因此，3D 生物打印模型为实验室研究提供了

一种更有代表性的细胞培养方法，也为临床前研究的转化提供了更多的预测数据。可以提高对疾病的了

解，并转化为临床患者更好的预后。2D 与 3D 模型也可在药物开发过程中互补整合，如联合体外 2D 和

3D 分析，增加可预测性。以便更准确地预测体内性能，从而降低产品在后期临床开发中的失败风险。这

将有助于预防和治疗这些毁灭性的恶性肿瘤，能够减少、甚至有可能绕过基于动物的临床前癌症模型的

使用[7]。 
临床上乳腺癌患者常采取手术治疗及放疗、化疗，各种化疗药物存在严重不良反应[8]。中药治疗是

肿瘤防治的重要组成部分，是我国防治肿瘤的特色措施，具有多靶点、副作用小的独特优势，可作为长

期补充和替代疗法，不仅可以缓解症状，还可抑制肿瘤生长，延长肿瘤患者生命[9]。中医药对乳腺癌的

作用具有丰富的理论基础和临床应用，特别是在具有免疫抑制作用的肿瘤微环境中，中药可以通过上调

免疫反应来发挥抗肿瘤作用[10]。其分子机制主要是改善肿瘤细胞微环境，调节肿瘤细胞上皮–间质转化
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(EMT)过程，抑制肿瘤细胞增殖、发育和转移[11] [12]。因此，中药和天然药物对肿瘤的抑制作用是多层

次、多途径的，具有多靶点、副作用小的独特优势，可作为放化疗的长期补充和替代疗法[13]。也为中药

新药开发提供了合理依据。白藜芦醇在受到刺激时可释放出的抗毒素，具有优良的抗癌性能[14] [15]。华

蟾素是大蟾蜍皮的水制剂，主要包含蟾毒内脂等成分，可以通过不同靶点抑制肿瘤细胞增殖[16] [17]。研

究数据证实，华蟾素通过影响 Bax 和 Bcl-2 的表达，在体外抑制乳腺癌 MCF-7 细胞的生长并引发细胞凋

亡[18]。 
3D 生物打印允许在复杂的结构中沉积生物相容性材料和活细胞，并提供了一种更好地在体外复制生

物组织壁龛的方法。在模拟癌症生态位和肿瘤微环境，以及与其之间的相互作用方面显示了巨大的潜力

[19]。本实验通过结合海藻酸钠和明胶获得复合水凝胶，并将水凝胶和乳腺癌 MDA-MB-231 细胞混合，

通过 3D 生物打印技术构建乳腺癌 3D 模型。分别采用白藜芦醇、华蟾素对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞进

行药敏试验，用 Live/Dead 染色法检测 3D 模型支架内乳腺癌细胞生长存活情况。并与 2D 培养比较。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞(中科院上海细胞库)；L15 培养基(HyClone，产品编号：AG29798283)；
胎牛血清(Procell，批号：SA211028)；海藻酸钠(Sigma，产品编号：SLBD5650V)，明胶(Sigma，产品编

号：SLBB0914V)，钙黄绿素-AM (Solarbio，产品编号：N0405A)，碘化丙啶(Solarbio，产品编号：N1025A)。
白藜芦醇(meilunbio，产品编号：J1101A)；华蟾素(麦克林，产品编号：H854446)；CCK-8 试剂盒(上海翊

圣生物科技有限公司，产品编号：C8001420)。3D 生物打印机(BioScaffolder2.1，德国 GESIM 公司)；荧

光倒置显微镜、多功能酶标仪(上海普丹光学仪器有限公司)。 

2.2. 方法 

2.2.1. 药物稀释 
根据预实验结果，将白藜芦醇、华蟾素粉末均先用少量二甲基亚砜溶解，0.22 μm 微型过滤器过滤，

再用完全培养基(含 10%胎牛血清的 L15 培养基)分别配置成工作浓度：12、24、48 μg∙mL−1。 

2.2.2. 乳腺癌细胞于 2D 培养下药敏试验 
乳腺癌 MDA-MB-231 细胞使用含 10%胎牛血清的 L15 培养基，于 37℃和 5% CO2培养箱中培养，

常规消化传代。收集对数期生长的 MDA-MB-231 细胞，制成 1 × 104 cells∙mL−1细胞悬液，100 μL∙孔−1均

匀接种于 96 孔板。37℃、5% CO2培养箱培养 24 h 后，弃上清，分别各自加入不同浓度(12、24、48 μg∙mL−1)
的白藜芦醇、华蟾素，100 μL∙孔−1，每个浓度设 3 个复孔。继续培养 48 h 后，每孔滴加 10 μL CCK-8 溶

液，继续培养 4 h，酶标仪测定 450 nm 处 OD 值。细胞存活率 = 加药处理 OD 值/未加药处理 OD 值 × 
100%。 

2.2.3. 3D 生物打印构建乳腺癌模型 
将 1.2 g 明胶粉末、1.6 g 海藻酸钠粉末分别溶于 10 ml 0.9% NaCl 溶液中。每天 70℃、30 min 水浴一

次，连续 3 天，对两种溶液进行灭菌。将 MDA-MB-231 细胞制成 1 × 106 cells∙mL−1细胞悬液，与明胶溶

液和海藻酸钠溶液以 1:2:2 的体积比均匀混合为乳腺癌细胞/水凝胶，装入无菌打印筒，2000 r∙min−1离心

2 min 消除气泡，37℃水浴加热 5 min，连接内径 0.17 mm 的打印枪头，安装到 3D 生物打印机上。打印

内部结构为网格状的结构体，网格结构为 10 mm × 10 mm × 0.8 mm。该网状结构体由圆柱状微丝逐层交

错堆积形成。料桶温度 37℃，气压 150 kPa，打印速度 15 mm∙s−1，无菌操作下挤压制备。将打印好的乳
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腺癌细胞/水凝胶结构体立即滴加 5% CaCl2化学交联 5 min，即为 3D 乳腺癌模型。PBS 轻轻洗涤 2~3 次，

放入 24 孔板中培养，每孔加 1 mL 培养基。 

2.2.4. 3D 条件下检测 MDA-MB-231 细胞的药物敏感性 
上述 3D 乳腺癌模型培养 1 天后，吸掉培养基，分别各自加入不同工作浓度(12、24、48 μg∙mL−1)的

白藜芦醇、华蟾素，每孔加 1 mL，每个浓度设 3 个复孔。继续培养 48 h 后，将 Live/Dead 双荧光染色剂

4 μM 钙黄绿素-AM 和 2 μM 碘化丙啶混合并通过 0.22 μm 过滤器，均匀滴加于 3D 乳腺癌模型上，于 37℃
黑暗环境下孵育 30 min，PBS 洗涤 3 次。荧光倒置显微镜分别在 488 nm (钙黄绿素-AM 的激发波长)和
543 nm (碘化丙啶的激发波长)处进行图像采集。每个样本选择三个随机位置，同一位置、深度拍摄细胞，

绿色为活细胞，红色为死细胞，并合并活/死图像。细胞存活率 = (绿色染色细胞数/细胞总数) × 100%。 

2.2.5. 统计分析 
使用 GraphPad Prism 进行统计学处理。数据资料以 x s± 表示，当 P < 0.05 时，认为差异有统计学意

义。 

3. 结果 

3.1. 2D 培养条件下 2 种中药分别对乳腺癌细胞增殖的影响 

3.1.1. 白藜芦醇对 2D 培养乳腺癌细胞生长的影响 
结果见图 1。当白藜芦醇浓度 12 μg∙mL−1时，MDA-MB-231 细胞已出现有一定程度的抑制。当浓度

24 μg∙mL−1时，细胞出现较为明显的抑制作用。当浓度 48 μg∙mL−1 时，细胞大量死亡。 
 

 
Figure 1. Effects of different concentrations of resveratrol on the survival of 2D cultured 
breast cancer MDA-MB-231 cells (100×) 
图 1. 不同浓度白藜芦醇对 2D 培养乳腺癌 MDA-MB-231 细胞存活的影响(100×) 

3.1.2. 华蟾素对 2D 培养乳腺癌细胞生长的影响 
结果见图 2。当华蟾素浓度 12 μg∙mL−1时，MDA-MB-231 细胞已被一定程度的抑制。当浓度 24 μg∙mL−1

时，细胞出现较为明显的抑制。当浓度 48 μg∙mL−1时，绝大多数细胞已死亡。其结果与白藜芦醇作用情

况相似。 
 

 
Figure 2. Effects of different concentrations of cinobifagin on the survival of 2D cul-
tured breast cancer MDA-MB-231 cells (100×) 
图 2. 不同浓度华蟾素对 2D 培养乳腺癌 MDA-MB-231 细胞存活的影响(100×) 
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3.2. 3D 条件下 2 种中药对 MDA-MB-231 细胞生长的影响 

3.2.1. 3D 条件下白藜芦醇对 MDA-MB-231 细胞生长活性的影响 
见图 3。在 3D 培养条件下不同浓度白藜芦醇对乳腺癌细胞–水凝胶结构体中 MDA-MB-231 细胞增

殖活性的影响：随着白藜芦醇浓度的增加，MDA-MB-231 细胞存活率逐渐下降。当白藜芦醇 48 μg∙mL−1

时，MDA-MB-231 活细胞数量明显减少，死细胞数量明显增多。 
 

 
Figure 3. Effects of different concentrations of resveratrol on the survival of 3D cul-
tured breast cancer MDA-MB-231 cells (100×) 
图 3. 不同浓度白藜芦醇对 3D 培养乳腺癌 MDA-MB-231 细胞存活的影响(100×) 

 
结果表明，不同浓度的白藜芦醇在 3D 培养条件下对 MDA-MB-231 乳腺癌细胞的药敏性均显著低于

2D 培养条件下的药敏性。即与 2D 培养相比，3D 细胞培养的耐药性显著增加。详见表 1。 
 

Table 1. Effects of different concentrations of resveratrol on survival rate of MDA-MB-231 cells under 2D/3D culture con-
ditions ( x s± , n = 3) 
表 1. 2D/3D 培养条件下不同浓度白藜芦醇对 MDA-MB-231 细胞存活率的影响( x s± , n = 3) 

白藜芦醇浓度(μg·mL−1) 2D 培养细胞存活率(%) 3D 培养细胞存活率(%) 

12 50.47 ± 5.24 62.55 ± 7.21a 

24 21.26 ± 2.38 51.17 ± 5.26b 

48 3.03 ± 0.65 38.34 ± 4.10c 

与 2D 培养细胞存活率相比，aP < 0.05，bP < 0.001，cP < 0.0001。 

3.2.2. 3D 条件下华蟾素对 MDA-MB-231 细胞生长活性的影响 
不同浓度华蟾素在 3D 培养条件下对乳腺癌细胞–水凝胶结构体中 MDA-MB-231 细胞增殖活性的影

响：随着华蟾素浓度的递增，MDA-MB-231 活细胞比例逐渐降低，死细胞比例逐渐增多。结果显示在华

蟾素 48 μg∙mL−1时，MDA-MB-231 活细胞数量明显减少，死细胞数量明显增多。见图 4。结果与白藜芦

醇作用相似。 
 

 
Figure 4. Effects of different concentrations of cinobufagin on the survival of 3D 
cultured breast cancer MDA-MB-231 cells (100×) 
图 4. 不同浓度华蟾素对 3D 培养乳腺癌 MDA-MB-231 细胞存活的影响(100×) 
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与 2D 培养条件下相比，不同浓度的华蟾素在 3D 培养条件下对 MDA-MB-231 乳腺癌细胞的药物敏

感性均显著低于 2D 培养。即与 2D 培养相比，3D 细胞培养的耐药性显著增加。详见表 2。 
 

Table 2. Effects of different concentrations of cinobufagin on survival rate of MDA-MB-231 cells under 2D/3D culture con-
ditions ( x s± , n = 3) 
表 2. 2D/3D 培养条件下不同浓度华蟾素对 MDA-MB-231 细胞存活率的影响( x s± , n = 3) 

华蟾素浓度(μg·mL−1) 2D 培养细胞存活率(%) 3D 培养细胞存活率(%) 

12 49.28 ± 5.31 68.89 ± 6.35a 

24 25.97 ± 3.55 54.07 ± 5.64b 

48 2.74 ± 0.60 36.16 ± 4.29c 

与 2D 培养细胞存活率相比，aP < 0.05，bP < 0.001，cP < 0.0001。 

4. 讨论 

乳腺癌是危害妇女健康的最常见的恶性肿瘤之一，近年来，发病率呈逐年上升的趋势。尤其在一些

大中城市已经跃居女性恶性肿瘤发病率的首位，是目前女性最主要的癌症死亡原因之一[20] [21]。其中术

后复发及转移性乳腺癌的疗效和预后都差强人意[22]。许多实验仍然沿用 2D 培养或动物模型进行。2D
模型无法预测体内疗效，导致了较低的成功率和较高的成本。而动物体内模型往往过于复杂，无法研究

特定的细胞–细胞间或细胞–细胞外基质间的相互作用。因此，研究人员越来越多地转向 3D 体外组织

工程模型作为一种有用的折衷方案。3D 细胞培养模型的技术进步填补了 2D 模型和体内模型之间的空白，

提高了癌症药物发现的成功率[23]。3D 打印提供了用活细胞创建复杂的 3D 结构能力。3D 生物打印乳腺

癌模型通过模拟 3D 复杂性，以及促进与生理相关的细胞–细胞和细胞–基质相互作用，比传统的 2D 模

型有了显著的改进[24]。能更准确地再现人类实体肿瘤的结构和生物学特性。显示出与体内系统更接近的

行为，在药物传递和癌症研究中都具有重要的作用[25]，成为体外 2D 细胞培养与体内实验之间的桥梁[26] 
[27]，是一种有前途和更可靠的新药开发工具。 

不同于 2D 设置，在 3D 排列中癌细胞不是均匀地暴露在营养和氧气中[28]，因此，不是所有的肿瘤

细胞都能获得足够的能量供应，这是造成生物状况不同的重要原因，例如癌症细胞在饥饿/缺氧条件下生

长[29]。与 2D 相比，3D 培养的细胞行为和基因表达发生了变化，与体内细胞具有更好的可比性。重要

的是，建立模型主要是作为药物测试平台，能在抗癌治疗中起到效果。由于肿瘤细胞的异质性、多变性

等特点，许多肿瘤患者对化疗药物不敏感，或者在化疗过程中逐渐对药物产生耐受性，从而导致肿瘤的

复发或患者的死亡[30]。而且这种耐药性在化疗前是很难预知的，化疗失败和各种化疗方案的不断尝试，

会导致患者身体受损、经济浪费和治疗时机的丧失[31]。3D 生物打印似乎是尽可能地接近模拟体内肿瘤

微环境的首选技术[32]，有望用于诊断、药物筛选和个性化医疗的精确工具[33]。3D 生物打印水凝胶的

优势在于能够更为准确地模仿细胞外基质[34]，以及具有高通量精确控制和确定多种类型细胞所需结构和

位置的能力，具有竞争优势[35]，对个性化治疗和药物发现有着至关重要的作用[36]。 
当前临床经验是采用手术以及放疗和化疗的方式进行治疗，虽然对抑制乳腺癌细胞的增生起到了一

定的效果，但往往同时对患者的身体产生较大的毒副作用，给患者带来了极大的痛苦及严重的不良反应，

甚至对正常细胞产生一定的杀伤力。中医药领域抗癌的研究异常活跃，中药抗癌作用具有多靶点、多环

节、多效应的特点，同时性质比较温和，毒副作用低，能提高机体免疫力，不易产生耐药性[37]。中医药

治疗或中西医结合治疗乳腺癌被越来越多的患者所接受，中医药治疗重视进行全身的整体治疗，对患者

产生的副作用小，利于改善患者的生命质量[38]。中药或与放化疗相配合，具有提高患者生存质量、改善
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体质、缓解临床症状、减轻放化疗副作用，可在今后临床治疗乳腺癌中推广应用[39]，中西医结合治疗已

成为重要的治疗手段。 

5. 结论 

实验结果显示，在 3D/2D 培养下，随着 2 种中药(白藜芦醇与华蟾素)浓度的升高，乳腺癌细胞存活

率呈下降趋势；这 2 种中药在 3D 培养下对乳腺癌细胞的药物敏感性均显著低于 2D 培养。即与 2D 培养

相比，乳腺癌细胞 3D培养的耐药性显著增加。提示可能因为 3D 培养方法在能够维持细胞生长的前提下，

允许细胞与基质之间的相互作用，可能更好地反映了肿瘤微环境，可能比单层细胞培养更类似于体内生

长的形态。 
综上所述，使用 3D 生物打印技术构建的 MDA-MB-231 乳腺癌细胞水凝胶结构体(3D 乳腺癌模型)

具有比 2D 培养更高的耐药性，细胞培养的空间维度及其与基质之间的相互作用对药物的耐药性评估有

显著影响。相比于 2D 培养，使用 3D 生物打印技术构建的乳腺癌模型，可能更好地模拟体内乳腺癌肿瘤

微环境，以提高临床前药物研究的预测能力，改善药物临床转化。 
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