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(57)摘要

本发明涉及一种三维细胞培养容器。本发明

的细胞培养容器可以包括：下板(120)；屏障部，

由设置于上述下板的上侧的两个以上的柱子

(110)形成；上板(130)，用于封闭上述屏障部的

开放的端部；以及一个以上的细胞试样注入引导

部(220)，设置于上述上板的一侧。通过这种结

构，本发明可以借助注入口的引导部稳定地在准

确位置注入包含细胞的试样，上板和多个柱子起

到有助于顺畅且均匀地注入适量试样的作用，从

而使实验人员的工作更为轻松的同时，具有规定

间隔的柱子部不但起到防止凝胶形态的试样泄

漏到外部的作用，还起到开放空间以能够与外部

细胞内的培养基进行物质交换的作用，从而可以

进行稳定的细胞培养。
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1.一种细胞培养容器，其特征在于，包括：

下板(120)；

屏障部，由设置于所述下板的上侧的两个以上的柱子(110)形成；

上板(130)，用于封闭所述屏障部的开放的端部；以及

一个以上的细胞试样注入引导部(220)，设置于所述上板的一侧。

2.根据权利要求1所述的细胞培养容器，其特征在于，所述柱子以放射状排列在上板与

下板之间，所述屏障部呈圆形。

3.根据权利要求1所述的细胞培养容器，其特征在于，所述屏障部的柱子之间的间隔为

10μm以上且2000μm以下。

4.根据权利要求1所述的细胞培养容器，其特征在于，所述柱子的内径为20μm以上且

2000μm以下。

5.根据权利要求1所述的细胞培养容器，其特征在于，所述屏障部的内径为0.1mm以上

且10mm以下。

6.根据权利要求1所述的细胞培养容器，其特征在于，所述上板与下板之间的间隔为

0.05mm以上且5mm以下。

7.一种细胞培养阵列，其特征在于，包括多个根据权利要求1所述的细胞培养容器的结

构。

8.一种细胞培养方法，利用权利要求1所述的细胞培养容器，其特征在于，包括：

根据所述细胞培养容器的细胞试样注入引导部注入细胞试样的步骤；

向所述细胞培养容器的底面和上板以及屏障部的内部填充细胞试样的步骤；以及

在所述屏障部的外部配置细胞培养所需培养基的步骤。
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三维细胞培养容器

技术领域

[0001] 本发明涉及三维细胞培养容器。更为详细地，涉及一种如下结构的设备，其作为易

于三维细胞培养的容器，具有可使实验人员按照规定高度准确地将细胞试样注入容器内，

可使注入容器的细胞与培养基进行适当的物质交换，并且可便于观察细胞培养结果物的结

构。

背景技术

[0002] 以活细胞为基础的分析技术主要应用于多种基础研究等新药开发以及药动力学

试验中。以细胞为基础的分析技术与现有的生物化学分析或利用实验动物模型的分析方法

相比，在人类活体模拟方面突出，在时间和成本方面具有经济性，因而在相关业界的需求呈

增大趋势。并且，以细胞为基础的分析技术尽管是一种体外分析技术，但可以进行通过细胞

辅助因子测量药物渗透性等对反映人体内环境的药物特性及功效的研究，因此具有能够研

究与药物反应相关的整体分子机制的优点。

[0003] 由于这种优点，以细胞为基础的分析技术的发展日新月异，为了克服以二维细胞

为基础的分析技术的局限性，正在积极进行以三维细胞为基础的分析技术的开发，其以使

用包括胶原蛋白、细胞外基质、水凝胶等的支架结构培养的三维细胞为基础，更为准确地模

拟活体内环境或疾病状态。尤其是对于具有在体内进行三维接触的神经元(neuron)及神经

干细胞(neural  stem  cell)的脑组织细胞而言，由于上述二维细胞培养模型的局限性，对

于能够准确地模拟活体组织的空间结构和生物化学复杂性的三维细胞培养模型的关注日

益提高。三维细胞培养模型能够准确地模拟活体内状态，能够在活体外实验中实现定向生

长及细胞-细胞连接的复杂性，同时，三维细胞培养模型相比于二维细胞培养模型，表现出

改善的细胞生存和增强的神经干细胞分化。因此，三维细胞培养模型在以分子为基础的组

织功能研究中，相比于二维细胞培养模型，在捕获多种疾病状态的信号传导和药物反应方

面更为有用。

[0004] 在三维细胞培养和以其为基础的分析中，为获得可靠性高的结果物，需要在多种

变量中对实验对象细胞进行准确控制。尤其是在将所要培养的细胞试样注入培养装置内的

过程中，根据实验人员的熟练度，其注入量及注入形式的调节较为困难，这可能给实验结果

物的可靠性带来影响。举例来说，当向培养容器内注入凝胶剂型的细胞试样时，由于周围气

体的界面能，可能无法顺畅地注入细胞，或者由于注入细胞试样的高度差异，可能难以在显

微镜下观察培养结果物以及定量分析结果。即使具有能够按照规定高度注入的装置，也存

在诸如培养环境、培养基数量的限制、注入方法的复杂性之类的问题。因此，需要开发能够

解决这些实验上的困难的装置。

发明内容

[0005] 技术问题

[0006] 本发明为解决现有问题而提出，本发明的目的在于提供一种细胞培养容器，该细
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胞培养容器能够弥补实验人员的熟练度来稳定地向细胞培养容器内注入规定量的细胞，支

撑细胞试样以使其能够与周围培养基轻易且适当地进行物质交换，能够使细胞试样维持在

规定高度以便于在显微镜下观察细胞培养结果物。

[0007] 技术方案

[0008] 为了实现上述目的，本发明实施例的细胞培养容器可以包括：下板120；屏障部，由

设置于上述下板的上侧的两个以上的柱子110形成；上板130，用于封闭上述屏障部的开放

的端部；以及一个以上的细胞试样注入引导部220，设置于上述上板的一侧。

[0009] 上述细胞培养容器可制造成包括微孔板形态、培养器的连接形态在内的多个容器

水平阵列的形态或垂直排列的形态。

[0010] 一个以上的上述细胞试样注入引导部可以位于上述细胞培养容器的一侧面，可以

具有突出的孔结构，以能够支撑作为细胞试样注入工具的移液管等实验设备。

[0011] 优选地，上述多个柱子由两个以上的柱子构成，柱子的直径为20μm以上且2000μm

以下，柱子之间的间隔优选为10μm以上且2000μm以下，为了细胞试样与培养基之间的顺畅

的物质交换，优选地，可以排列成圆形。

[0012] 由上述多个柱子包围的细胞培养部的直径优选为0.1mm以上且10mm以下。

[0013] 上述上板部能够以与柱子部垂直连接并与下板平行的方式设置，与下板之间的间

隔优选为0.05mm以上且5mm以下。

[0014] 发明效果

[0015] 通过这种结构，本发明可以借助注入口的引导部稳定地在准确位置注入包含细胞

的试样，并且，注入口的引导部可起到屏障作用，使得试样的流动朝向培养容器侧且防止泄

漏到外部。上板和多个柱子起到有助于顺畅且均匀地注入适量试样的作用，从而使实验人

员的操作更为轻松的同时，具有规定间隔的柱子部不但起到防止凝胶形态的试样泄漏到外

部的作用，还起到开放空间以能够与外部细胞内的培养基进行物质交换的作用，从而可以

进行稳定的细胞培养。与底面平行的上板确定试样的高度，从而可以使三维细胞培养物维

持在规定高度。

附图说明

[0016] 图1为示出本发明一实施例的三维细胞培养容器结构的立体图。

[0017] 图2为示出可将本发明实施例的三维细胞培养容器的结构制成阵列形态或板形态

的立体图。

[0018] 图3为描述用于实现本发明实施例的容器制造方法的例示和三维细胞培养过程的

示意图。

[0019] 图4为示出用于在注入细胞试样时考虑到表面张力而导出细胞培养容器的柱子部

的适当间隔的实验结果的图。

[0020] 图5作为确认向细胞培养部中注入细胞试样液的注入形态的实验，示出根据容器

表面性质的变化，培养部的直径、柱子的间隔给试样液加载成功率带来的影响的有关结果

的图。

[0021] 图6为示出通过实际细胞培养及分化实验来对根据细胞培养部直径，确认与培养

基进行物质交换的程度的实验结果的图。
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具体实施方式

[0022] 后述的对本发明的详细说明将参照以能够实施本发明的特定实施例作为例示来

示出的附图。将详细说明这些实施例，使得本技术领域的普通技术人员能够充分实施本发

明。应该理解的是，虽然本发明的多个实施例互不相同，但它们之间不必相互排斥。举例来

说，在此记载的特定形状、结构及特性在一实施例中不脱离本发明的主旨及范围的情况下

也可实现为其他实施例。并且，应该理解的是，可在不脱离本发明的主旨及范围的前提下变

更各公开的实施例中的每个结构要素的位置或配置。因此，并非所要以限定的含义来限制

后述的详细说明，只要适当地说明，本发明的范围就仅由与其发明要求保护范围的主张等

同的所有范围以及所附的发明要求保护范围来限定。附图中类似的附图标记可在多个方面

中表示相同或类似的功能，为了便于说明，能够以夸张的方式表达长度及面积、厚度等以及

它们的形态。

[0023] 以下，参照附图详细说明本发明的优选实施例，使得本发明所属技术领域的普通

技术人员能够容易实施本发明。

[0024] 本发明的细胞培养容器包括：下板120；屏障部，由设置于上述下板的上侧的两个

以上的柱子110形成；上板130，用于封闭上述屏障部的开放的端部；以及一个以上的细胞试

样注入引导部220，设置于上述上板的一侧。

[0025] 本发明的细胞培养容器可以包含含有玻璃(glass)的透明陶瓷类、含有聚二甲基

硅氧烷(Poly  DiMethyl  Siloxane；PDMS)和共聚酯(ecoflex)中的至少一种的硅胶类、含有

聚苯乙烯(polystyrene)、聚甲基丙烯酸甲酯(poly  methyl  methacrylate)、聚丙烯

(polypropylene)、聚碳酸酯(polycarbonate)和聚氨酯(polyurethane)中的至少一种的工

程塑料类、含有透明陶瓷类、硅胶类和工程塑料类中的至少两种的混合物、透明陶瓷类的化

学变体、硅胶类的化学变体、工程塑料类的化学变体、或者含有透明陶瓷类的化学变体、硅

胶类的化学变体和工程塑料类的化学变体中的一种或至少两种的混合物。并且，还可以包

含所有光固化型塑料类、薄膜、热塑性塑料及金属等可用作3D打印机材料的材料中的一种

以上或它们的化学变体。

[0026] 本发明的细胞培养容器的细胞试样注入部可位于细胞培养容器结构的一侧面。优

选地，细胞试样注入部具有圆形的孔结构，以能够引导用来注入细胞试样的移液器、注射器

针头等排出件。并且，可以包括用于引导液体流动的屏障结构体，以防止试样在试样注入口

周围泄漏到柱子外，而是填充到培养部内部。

[0027] 本发明的细胞培养容器的多个柱子部具有适合于凝胶形态的细胞试样通过其表

面张力放置于柱子部内部程度的间隔，柱子的间隔可以为10μm至2000μm，柱子的直径可以

为20μm至2000μm左右。起到屏障作用的柱子部具有若柱子的直径越小则柱子间的间隔越小

的倾向。但是，过小的间隔会限制细胞和培养液之间的物质交换，或缝隙间产生气泡的可能

性大，而过大的间隔会打破柱子和试样间表面能和张力之间的均衡，从而提高试样向柱子

外泄漏的可能性。如实施例，当柱子的直径为300μm时，各柱子间的间隔优选为约200μm至

400μm，这适于将细胞试样放置于内部。并且，柱子的数量由适合构成能够将细胞试样放置

于内部的空间的数字构成，优选为1个以上且100个以下。柱子的截面除了圆形之外还可以

呈可调节界面张力的多种形态。

[0028] 优选地，本发明的细胞培养容器的形态可呈圆形，或者圆形之外的其他形态也无
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妨。培养部的宽度应为能够进行充分的物质交换来可向内部的细胞顺畅地供给氧气和营养

成分的尺寸，当细胞培养部呈圆形时，基于直径，其大小可以为0.1mm至10mm左右。若尺寸过

小，则难以提供足够数量的细胞试样，过大的直径(培养部为多边形时其内接圆的直径)会

限制从侧面传递物质，因而不适用作细胞培养器。

[0029] 本发明的细胞培养容器的上板可以呈与支柱部垂直连接并与下板平行的形态。从

而形成与底面平行的形态。上板与下板之间的高度具有适合在显微镜下观察细胞培养结果

物的间隔，优选为0.05mm至5mm之间。在0.05mm以下的情况下，难以确保在观察范围内观察

到足够数量的对象细胞，在5mm以上的情况下，由于作为观察对象的细胞的重叠等问题，因

而不适于在显微镜下对细胞培养结果物进行观察。

[0030] 通过下述实施例对本发明进行更为详细的说明。但是，下述实施例仅用于具体化

本发明的内容，而并非所要限制本发明。

[0031] 实施例1.导出优选的柱子部间隔

[0032] 考虑到通常使用的凝胶形态的细胞试样和容器表面之间的表面能，为了导出适合

于防止细胞试样涌出而是使其固定于由多个柱子构成的屏障部内的柱子间的间隔，在200μ

m至400μm的范围内以100μm的间隔设置柱子之间的间隔并进行了细胞试样加载试验。作为

注入试样，使用了2mg/ml的胶原蛋白，此时柱子的直径设置为300μm。上板和底面的厚度(试

样的厚度)固定为250μm。

[0033] 实验结果，如可从图4中所确认，在200μm至400μm的范围内，呈现出柱子间的间隔

越大，凝胶试样的界面则越向柱子外部突出的倾向。即，更大的间隔可能导致试样向柱子外

泄漏，因此根据柱子的直径及培养部的直径，需要最佳间隔。在本实验中，当柱子的直径固

定为300μm时，可以确认到在柱子间的间隔为200μm至400μm的情况下，凝胶形态的细胞试样

不向柱子外涌出，而是通过其张力适当地位于由柱子形成的屏障部内部。

[0034] 实施例2.根据容器表面的亲水性程度的试样注入成功率

[0035] 在本实验中，在对细胞培养器和柱子的表面进行亲水性处理(等离子处理)后，对

注入容器内的试样是否准确地放置于内部的成功率进行了调查。进行等离子处理后，容器

的表面能具有高亲水性，并且随着时间的经过，逐渐恢复为疏水性，当柱子表面为亲水性

时，试样的湿润性提高，因此易于向柱子外流出，导致试样加载失败率增高，随着疏水性的

逐渐恢复，通过液体的表面张力，试样加载的成功率提高。在本实验中，为了将柱子的间隔、

注入部直径给加载带来的效果极大化，在将柱子表面处理为亲水性后的8小时内确认了加

载成功率。在该实验中，将试样泄漏到一个以上的柱子外的情况定义为失败，将成功地放置

于柱子内的情况定义为成功。图5的(a)部分示出在亲水性表面上随时间的变化成功加载试

样的概率。如图所示，随着时间的经过，由亲水性逐渐变为疏水性，进而试样加载的成功率

也逐渐提高，并且在8小时后接近100％。这表明柱子结构可成功加载试样。从图5的(b)部分

中观察了细胞培养部的直径的尺寸给加载成功率带来的影响。观察到在强亲水性表面(等

离子处理后1小时(1h，time  after  plasma  treatment))，观察到培养部的直径越大，在试

样完全填充于培养部之前，溶液泄漏到周边柱子外的概率则越高。该概率随着恢复疏水性

的时间而逐渐变小，并在8小时后，与直径尺寸无关地，加载成功率达到了100％。并且，在图

5的(c)部分中，根据培养部周边柱子部的间隔来测量了试样加载概率。同样，在强亲水性的

表面(等离子处理后1小时(1h，time  after  plasma  treatment))，可以确认到柱子间的间
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隔越大，试样向柱子外泄漏的概率越高，随着时间的经过，这概率逐渐减变小，并且在恢复

疏水性的8小时后，与间隔无关地，几乎没有失败率。由此，可以确认柱子部的间隔和培养部

的直径给细胞加载成功率带来的效果，在表面能不高的表面，细胞加载的概率接近100％，

这证明可以非常有效地填充细胞试样。

[0036] 实施例3.通过确认细胞与培养基的物质交换来导出细胞注入部尺寸

[0037] 为了导出以能够使位于由多个柱子形成的屏障部内部的细胞试样与培养基之间

适当地进行物质交换程度的细胞注入部尺寸，在2mm至5mm的范围内，以1mm的间隔设置细胞

加载部的直径并进行了物质交换实验。上板和底面的厚度(试样的厚度)固定为250μm。

[0038] 细胞使用了ReN-VM(神经干细胞(Neural  stem  cell))，细胞的培养条件及观察基

准如下：

[0039] 细胞名称(Nameof  cell)：ReN-VM(神经干细胞(Neural  stem  cell))

[0040] 基质凝胶浓度(Matrigel  concentration)：5.7mg/ml

[0041] 细胞浓度(Cell  concentration)：1.0×107cells/ml

[0042] 培养期(Culture  period)：1周(week)

[0043] 染色方法(Staining  method)：FITC标记的鬼笔环肽(FITC-phalloidin)，50分钟

[0044] 实验结果，如可从图6中所确认的，当细胞培养部的直径为2mm至4mm时，可以确认

到在整个细胞培养部中，通过注入神经干细胞的凝胶环境和培养液，分化的进行良好。由此

可以确认到在试样的全部范围内顺畅地进行着与培养基之间的物质交换。但是，在有限的

50分钟的染色时间内进行观察时发现，在5mm的细胞培养部中，染色液的扩散最不均匀。这

说明可能对细胞培养部直径的无限增大是有限制的。

[0045] 虽然通过上述优选实施例对本发明进行了说明，但可以在不脱离本发明的主旨和

范围的前提下进行多种修改或变形。并且，所附的发明要求保护范围包括属于本发明主旨

的这些修改或变形。
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图3
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图5
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