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Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent progenitor cells with remarkable regenerative potential, 
widely studied for their application in tissue engineering and cell-based therapy. Conventional two-
dimensional (2D) culture systems, although commonly used, fail to mimic the native three-dimensional (3D) 
microenvironment of MSCs, leading to limitations in proliferation, differentiation, and therapeutic efficacy. 
Recent advances in three-dimensional (3D) culture techniques have provided new perspectives on 
maintaining cell viability, enhancing paracrine activity, and promoting lineage-specific differentiation. This 
review article highlights the current state of MSC 3D culture models, including spheroid formation, scaffold-
based systems, and perfusion bioreactors. Each approach offers unique advantages and challenges in terms 
of scalability, reproducibility, and clinical translation. Studies indicate that 3D culture not only enhances 
stemness characteristics but also improves the secretion of bioactive molecules, contributing to better in 
vivo therapeutic outcomes, such as angiogenesis, anti-inflammation, and tissue regeneration. Furthermore, 
this article discusses the future directions of MSC 3D culture, particularly the integration of biomaterial 
innovations, 3D bioprinting, and molecular approaches to optimize culture conditions. The establishment 
of standardized protocols aligned with Good Manufacturing Practice (GMP) is crucial for advancing MSC-
based therapies toward clinical applications. Overall, MSC 3D culture models represent a promising frontier 
in regenerative medicine, bridging the gap between in vitro studies and clinical translation. 
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PENDAHULUAN 

Sel punca mesenkim (SPM) merupakan salah satu jenis sel multipoten yang saat ini menjadi pusat 
perhatian dalam penelitian biomedis modern. Keunggulan utama SPM terletak pada kemampuannya untuk 
memperbanyak diri secara ekstensif (proliferasi tinggi) serta diferensiasi menjadi berbagai jenis sel, termasuk 
osteogenik, kondrogenik, dan adipogenik. Kemampuan diferensiasi inilah yang menjadikan SPM sangat 
relevan dalam aplikasi terapi regeneratif, rekayasa jaringan, serta pengembangan model penyakit in vitro. 
Selain itu, SPM juga mudah diperoleh dari berbagai sumber jaringan seperti sumsum tulang, jaringan adiposa, 
dan tali pusat, sehingga semakin memperluas peluang pemanfaatannya. Dalam beberapa dekade terakhir, 
penelitian mengenai SPM berkembang pesat dengan tujuan untuk menemukan metode kultur yang dapat 
mempertahankan karakteristik seluler serta meningkatkan potensi terapeutiknya. Oleh karena itu, topik 
mengenai strategi kultur SPM menjadi sangat penting untuk ditelaah secara mendalam, khususnya dalam 
konteks pendekatan kultur tiga dimensi (3D) yang semakin banyak menarik perhatian komunitas ilmiah. 

Praktik konvensional dalam penelitian sel punca umumnya dilakukan dengan menggunakan sistem 
kultur dua dimensi (2D) pada permukaan datar. Teknik ini relatif sederhana, mudah dilakukan, dan telah lama 
menjadi standar dalam berbagai laboratorium biomedis di seluruh dunia. Namun, meskipun metode 2D 
cukup efektif untuk keperluan dasar, pendekatan ini memiliki sejumlah keterbatasan signifikan. Salah satu 
kelemahan utamanya adalah ketidakmampuan kultur 2D untuk meniru kondisi mikro lingkungan in vivo, 
terutama terkait interaksi antar sel, distribusi faktor pertumbuhan, serta dinamika matriks ekstraseluler. 
Dalam lingkungan alami tubuh, sel hidup dalam kondisi yang kompleks dengan dukungan jaringan, gradien 
nutrisi, serta sinyal parakrin yang dinamis. Kultur 2D tidak mampu mereplikasi kompleksitas ini, sehingga 
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sering kali menghasilkan data yang tidak sepenuhnya representatif terhadap kondisi fisiologis sebenarnya. 
Hal ini berdampak pada validitas translasi hasil penelitian dari laboratorium ke aplikasi klinis. 

Keterbatasan utama kultur 2D juga terlihat dalam aspek ekspresi gen dan protein sel punca. Banyak 
penelitian melaporkan bahwa sel yang dikultur dalam sistem 2D menunjukkan pola ekspresi gen yang 
berbeda dibandingkan dengan sel yang berada di dalam jaringan asli. Misalnya, beberapa gen yang 
berhubungan dengan proliferasi, diferensiasi, serta sekresi faktor parakrin cenderung mengalami penurunan 
regulasi dalam kultur 2D. Akibatnya, model 2D sering kali gagal menggambarkan interaksi kompleks antara 
sel dan matriks ekstraseluler yang sangat menentukan dalam menjaga fungsi biologis. Selain itu, sel dalam 
kultur 2D cenderung kehilangan sifat multipoten lebih cepat dan berisiko mengalami perubahan fenotip 
akibat adaptasi terhadap permukaan datar. Kondisi ini tentu menjadi hambatan serius, terutama ketika 
tujuan penelitian adalah mengaplikasikan SPM dalam konteks terapi regeneratif yang membutuhkan 
kemurnian serta konsistensi sifat biologis. 

Sebagai respons terhadap keterbatasan kultur 2D, pendekatan kultur tiga dimensi (3D) mulai banyak 
dikembangkan. Kultur 3D berupaya menciptakan lingkungan mikro yang lebih menyerupai jaringan asli, baik 
dari segi struktur fisik, distribusi nutrisi, maupun interaksi antar sel. Dalam kultur 3D, sel dapat tumbuh dalam 
bentuk agregat atau berinteraksi dengan scaffold biomaterial yang menyerupai matriks ekstraseluler. Hal ini 
memungkinkan terjadinya komunikasi antar sel yang lebih alami melalui sinyal parakrin maupun juxtacrine, 
serta mendukung distribusi oksigen dan nutrisi yang lebih menyerupai kondisi in vivo. Dengan demikian, 
sistem kultur 3D dianggap mampu memberikan gambaran yang lebih representatif terhadap perilaku sel di 
dalam tubuh, sehingga hasil penelitian lebih relevan untuk diterapkan dalam aplikasi klinis maupun farmasi. 

Berbagai metode telah dikembangkan dalam pendekatan kultur 3D, di antaranya adalah pembentukan 
spheroid, penggunaan scaffold biomaterial, dan sistem bioreaktor. Kultur spheroid memungkinkan sel untuk 
mengorganisasi diri menjadi agregat seluler yang menyerupai struktur jaringan asli. Sementara itu, 
penggunaan scaffold biomaterial menawarkan dukungan struktural bagi sel untuk menempel, tumbuh, dan 
berdiferensiasi dalam lingkungan yang lebih menyerupai matriks alami. Di sisi lain, sistem bioreaktor 
memungkinkan pengendalian kondisi lingkungan kultur, seperti aliran nutrisi, oksigenasi, serta penghilangan 
limbah metabolik secara lebih efisien. Masing-masing metode ini memiliki kelebihan dan tantangan 
tersendiri, namun semuanya bertujuan untuk memperkuat potensi biologis SPM serta meningkatkan aplikasi 
klinisnya. Perbandingan sistem 2D dan 3D dalam berbagai penelitian menunjukkan perbedaan mencolok 
dalam hal viabilitas, sekresi faktor parakrin, dan kapasitas diferensiasi. 

Salah satu keunggulan signifikan dari kultur 3D adalah peningkatan sekresi faktor parakrin oleh SPM. 
Faktor-faktor ini mencakup berbagai molekul bioaktif seperti vascular endothelial growth factor (VEGFA), 
fibroblast growth factor 2 (FGF2), hepatocyte growth factor (HGF), serta interleukin-6 (IL-6). Molekul-molekul 
tersebut berperan penting dalam proses regeneratif, termasuk angiogenesis, penyembuhan luka, serta 
perbaikan jaringan yang rusak. Penelitian membuktikan bahwa kultur 3D dapat meningkatkan sekresi faktor-
faktor ini secara signifikan dibandingkan kultur 2D. Misalnya, pada kondisi tertentu, ekspresi VEGFA dalam 
kultur spheroid dapat meningkat hingga puluhan kali lipat, memberikan indikasi kuat bahwa sistem 3D lebih 
sesuai untuk mendukung fungsi regeneratif alami SPM. Fakta ini menegaskan peran kultur 3D tidak hanya 
sebagai model penelitian, tetapi juga sebagai pendekatan praktis untuk meningkatkan kualitas produk terapi 
berbasis sel. 

Selain keunggulan dalam sekresi faktor parakrin, kultur 3D juga terbukti mempertahankan potensi 
multipoten SPM secara lebih baik dibandingkan kultur 2D. Studi menunjukkan bahwa SPM yang dibentuk 
dalam spheroid tetap mampu berdiferensiasi ke berbagai jalur seperti osteogenik dan adipogenik setelah 
dikembalikan ke sistem 2D. Tidak hanya itu, diferensiasi pada kultur 3D cenderung terjadi lebih cepat dan 
lebih efisien. Sebagai contoh, pembentukan lipid dan mineralisasi dalam diferensiasi adipogenik dan 
osteogenik dapat tercapai dalam waktu tujuh hari pada kultur 3D, sementara pada kultur monolayer 2D 
membutuhkan waktu hingga tiga minggu. Hal ini menunjukkan bahwa kultur 3D tidak hanya 
mempertahankan sifat dasar SPM, tetapi juga memperkuat jalur diferensiasi spesifik yang diperlukan untuk 
aplikasi rekayasa jaringan. 

Kultur 3D juga telah diuji secara in vivo untuk menguji potensi terapinya. Pada model hewan, SPM hasil 
kultur 3D menunjukkan kemampuan regeneratif yang lebih kuat dibandingkan kultur 2D. Misalnya, pada 
model cedera ginjal akut, spheroid SPM menunjukkan peningkatan sekresi matriks ekstraseluler serta faktor 
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angiogenik, anti-apoptotik, dan anti-inflamasi. Secara fisiologis, hal ini berkontribusi pada perbaikan fungsi 
ginjal yang lebih signifikan dibandingkan dengan penggunaan SPM dari kultur konvensional. Hasil ini 
menegaskan bahwa kultur 3D tidak hanya relevan pada level in vitro, tetapi juga memberikan manfaat nyata 
ketika diaplikasikan pada sistem biologis yang lebih kompleks. Dengan demikian, pengembangan kultur 3D 
memiliki potensi besar untuk mendukung terapi regeneratif dalam skala klinis. 

Terlepas dari keunggulan yang ditawarkan, sistem kultur 3D juga memiliki tantangan yang tidak sedikit. 
Kultur spheroid, misalnya, cenderung memiliki laju proliferasi yang lebih rendah dibandingkan kultur 2D, 
sehingga menyulitkan ketika dibutuhkan jumlah sel dalam skala besar. Sistem bioreaktor, meskipun mampu 
meningkatkan yield produk biologis, membutuhkan optimisasi yang ketat terkait aliran perfusi, desain 
scaffold, dan standarisasi prosedur. Selain itu, aspek regulasi klinis seperti kepatuhan terhadap Good 
Manufacturing Practice (GMP) menjadi tantangan penting yang harus dipenuhi sebelum kultur 3D dapat 
diterapkan secara luas pada pasien. Oleh karena itu, diperlukan strategi inovatif dan kolaborasi multidisiplin 
untuk mengatasi kendala tersebut agar potensi kultur 3D dapat dimanfaatkan secara maksimal. 

Dengan semakin berkembangnya teknologi biomedis, kajian mendalam mengenai kondisi terkini kultur 
3D SPM menjadi sangat penting. Ulasan literatur yang komprehensif dapat memberikan gambaran jelas 
mengenai metode yang tersedia, kelebihan serta keterbatasannya, dan arah pengembangan di masa depan. 
Informasi ini sangat berguna tidak hanya bagi peneliti, tetapi juga bagi praktisi klinis yang ingin menerapkan 
terapi berbasis SPM. Harapannya, integrasi berbagai pendekatan kultur 3D, termasuk inovasi dalam 
penggunaan scaffold berbasis pencetakan 3D dan sistem bioreaktor, dapat membuka peluang besar untuk 
menghasilkan metode kultur yang lebih efisien, representatif, dan siap digunakan dalam skala klinis. Dengan 
demikian, penelitian ini bertujuan untuk menyajikan tinjauan komprehensif mengenai perkembangan kultur 
3D SPM, sekaligus menegaskan posisinya sebagai salah satu strategi utama dalam pengembangan terapi 
regeneratif dan rekayasa jaringan masa depan. 

METODE PENELITIAN 

Penelitian ini menggunakan pendekatan kajian pustaka (literature review) dengan menelaah berbagai 
publikasi ilmiah yang relevan mengenai kultur tiga dimensi (3D) sel punca mesenkim. Sumber literatur 
diperoleh melalui basis data ilmiah internasional seperti PubMed, ScienceDirect, Scopus, dan Google Scholar, 
serta portal nasional seperti Garuda dan Neliti. Kata kunci yang digunakan dalam pencarian meliputi 
“mesenchymal stem cells”, “3D culture”, “spheroid”, “scaffold”, “bioreactor”, dan “regenerative medicine”. 
Rentang waktu literatur yang dianalisis dibatasi antara tahun 2013 hingga 2025 untuk memastikan data yang 
digunakan adalah terkini. 

Kriteria inklusi ditetapkan untuk publikasi yang secara langsung membahas metode kultur tiga dimensi 
pada sel punca mesenkim, baik berupa original research articles, systematic reviews, maupun meta-analysis. 
Artikel yang hanya menyinggung kultur 2D tanpa kaitan dengan sistem 3D, artikel non-ilmiah, serta publikasi 
dengan kualitas rendah atau tanpa akses penuh dikecualikan dari analisis. Dari hasil pencarian, artikel yang 
memenuhi kriteria dikompilasi dan dianalisis secara kualitatif berdasarkan topik metode kultur (spheroid, 
scaffold, bioreaktor), hasil penelitian, kelebihan, serta keterbatasan masing-masing teknik. 

Data yang diperoleh kemudian disintesis secara naratif untuk menggambarkan kondisi terkini dari 
model kultur 3D sel punca mesenkim serta arah pengembangannya di masa depan. Analisis dilakukan dengan 
membandingkan berbagai metode, menyoroti inovasi terbaru, serta mengevaluasi peluang penerapan dalam 
bidang terapi regeneratif dan rekayasa jaringan. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kultur tiga dimensi (3D) sel punca mesenkim (SPM) memberikan keunggulan dibandingkan kultur dua 
dimensi (2D) konvensional, khususnya dalam hal kemampuan meniru kondisi mikro lingkungan in vivo. Studi 
kultur spheroid dalam sistem dinamis, misalnya menggunakan spinner flask, menunjukkan bahwa diameter 
spheroid UC-MSC dapat mencapai lebih dari 300 µm dalam 11 hari dengan viabilitas yang tetap tinggi dan 
tanpa adanya nekrosis pada inti sel. Meskipun proliferasi inti spheroid relatif rendah (<5%), hal ini justru 
mencerminkan stabilitas struktur jaringan yang lebih menyerupai kondisi fisiologis. 
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Selain mempertahankan viabilitas, kultur spheroid terbukti meningkatkan sekresi faktor parakrin yang 
penting untuk proses regeneratif. Medium kondisional dari kultur 3D menunjukkan peningkatan signifikan 
pada sekresi faktor pertumbuhan seperti VEGFA yang meningkat hingga 80 kali lipat dibandingkan kultur 2D. 
Faktor lain seperti FGF2, HGF, IL-6, dan GCSF juga mengalami peningkatan bermakna. Pada adipose-derived 
MSC (AD-MSC), ekspresi VEGF, FGF2, dan HGF meningkat lebih dari 20 kali lipat, sedangkan CXCL12 
meningkat hingga 145 kali lipat. Fakta ini menegaskan bahwa sistem kultur 3D mampu memperkuat efek 
parakrin yang berperan penting dalam angiogenesis, penyembuhan luka, dan regenerasi jaringan. 

Dari segi diferensiasi, model spheroid tanpa scaffold tetap mampu mempertahankan potensi 
multipoten SPM. Penelitian menunjukkan bahwa setelah sel dipulihkan dari spheroid dan dikultur kembali 
pada permukaan 2D, sel tersebut tetap memiliki kapasitas proliferatif normal. Selain itu, diferensiasi 
adipogenik dan osteogenik terjadi lebih cepat dan lebih efisien dibandingkan pada kultur 2D, dengan 
pembentukan lipid dan mineralisasi yang tercapai dalam tujuh hari, sementara pada kultur monolayer 
memerlukan hingga 21 hari. Hal ini mengindikasikan bahwa kultur 3D dapat memicu aktivasi jalur diferensiasi 
yang lebih efisien tanpa mengurangi kapasitas proliferatif sel. 

Efek terapeutik dari SPM hasil kultur 3D juga telah diuji pada model hewan. Dalam studi pada model 
cedera ginjal akut, spheroid AD-MSC menunjukkan efek protektif yang lebih baik dibandingkan kultur 2D. Hal 
ini ditunjukkan dengan peningkatan sekresi matriks ekstraseluler (kolagen I, fibronectin, laminin), 
peningkatan faktor angiogenik dan anti-apoptotik (VEGF, HGF, EGF, bFGF), serta sekresi faktor anti-inflamasi 
TSG-6. Secara in vivo, hal ini berkontribusi pada pengurangan apoptosis sel ginjal dan perbaikan fungsi ginjal 
yang lebih signifikan, sehingga mendukung potensi penggunaan spheroid dalam terapi regeneratif klinis. 

Inovasi lain dalam kultur 3D adalah penggunaan bioreaktor perfusi yang dilengkapi dengan scaffold 
hasil pencetakan 3D (3D-printed scaffold). Metode ini terbukti meningkatkan produksi vesikula ekstraseluler 
(EV) hingga 40–80 kali lipat dibandingkan kultur flask konvensional. Tidak hanya jumlahnya yang meningkat, 
tetapi bioaktivitas EV juga tetap terjaga, ditunjukkan dengan peningkatan vaskularisasi dan perbaikan luka 
pada model tikus diabetes. Hasil ini menunjukkan bahwa kultur 3D berbasis bioreaktor memiliki potensi besar 
untuk dikembangkan sebagai sistem biomanufaktur EV skala klinis yang konsisten dan sesuai dengan standar 
Good Manufacturing Practice (GMP). 

Meski menawarkan banyak keunggulan, setiap pendekatan kultur 3D memiliki tantangan tersendiri. 
Kultur spheroid, misalnya, menghadapi keterbatasan berupa laju proliferasi yang rendah sehingga 
memerlukan strategi tambahan untuk menghasilkan jumlah sel yang besar. Sementara itu, sistem bioreaktor 
memerlukan optimisasi terkait kecepatan aliran perfusi, desain scaffold, serta standar produksi agar hasil 
dapat direplikasi dengan konsisten. Dengan demikian, diperlukan kombinasi inovasi teknologi untuk 
mengatasi keterbatasan tersebut. 

Arah pengembangan kultur 3D SPM di masa depan dapat diarahkan pada integrasi berbagai metode. 
Kombinasi kultur spheroid yang menjaga viabilitas sel dengan bioreaktor perfusi yang mampu meningkatkan 
yield produk parakrin atau EV diperkirakan akan memberikan hasil yang lebih optimal. Selain itu, 
pengembangan scaffold inovatif berbasis pencetakan 3D yang dilengkapi faktor pertumbuhan atau 
biomaterial bioaktif juga berpotensi mempercepat diferensiasi spesifik, seperti osteogenesis dan 
kondrogenesis. Strategi ini dapat menjadi terobosan dalam aplikasi rekayasa jaringan maupun terapi sel 
berbasis SPM. 

Secara keseluruhan, kultur 3D pada SPM telah menunjukkan peningkatan viabilitas, aktivitas parakrin, 
potensi diferensiasi, serta efek terapeutik yang lebih baik dibandingkan kultur 2D. Inovasi dalam teknologi 
bioreaktor dan rekayasa scaffold membuka peluang besar untuk menghasilkan sistem kultur yang lebih 
representatif, efisien, dan siap diaplikasikan dalam terapi regeneratif. Namun demikian, tantangan dalam 
standarisasi, skalabilitas, dan pemenuhan regulasi klinis tetap perlu diselesaikan agar potensi besar kultur 3D 
ini dapat benar-benar terwujud dalam praktik medis. 

KESIMPULAN 

Kultur tiga dimensi (3D) sel punca mesenkim (SPM) terbukti mampu mengatasi berbagai keterbatasan 
kultur dua dimensi (2D) dengan menciptakan lingkungan mikro yang lebih menyerupai kondisi in vivo. 
Berbagai metode kultur 3D, seperti pembentukan spheroid, penggunaan scaffold biomaterial, dan sistem 
bioreaktor perfusi, telah menunjukkan peningkatan viabilitas sel, sekresi faktor parakrin, serta potensi 
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diferensiasi yang lebih efisien. Secara in vivo, kultur 3D juga menghasilkan efek terapeutik yang lebih 
signifikan, terutama dalam memperbaiki kerusakan jaringan melalui mekanisme angiogenesis, anti-inflamasi, 
dan anti-apoptotik. 

Meskipun demikian, setiap metode kultur 3D memiliki tantangan tersendiri, mulai dari proliferasi sel 
yang rendah pada kultur spheroid hingga kebutuhan optimisasi aliran perfusi dan desain scaffold pada sistem 
bioreaktor. Oleh karena itu, pemilihan metode kultur perlu disesuaikan dengan tujuan penelitian atau 
aplikasi klinis yang diinginkan. Potensi besar kultur 3D untuk mendukung terapi regeneratif dan rekayasa 
jaringan menjadikannya sebagai salah satu fokus utama pengembangan biomedis masa depan.  

Penelitian selanjutnya disarankan untuk mengintegrasikan berbagai pendekatan kultur 3D guna 
memperoleh hasil yang lebih komprehensif, misalnya dengan mengombinasikan kultur spheroid dan 
bioreaktor perfusi. Selain itu, inovasi dalam desain scaffold berbasis pencetakan 3D yang diperkaya 
biomaterial bioaktif atau faktor pertumbuhan perlu dieksplorasi lebih lanjut untuk mengarahkan diferensiasi 
spesifik SPM. Standarisasi protokol kultur 3D yang memenuhi regulasi klinis, termasuk aspek Good 
Manufacturing Practice (GMP), juga sangat penting untuk memastikan keamanan dan konsistensi hasil ketika 
diaplikasikan pada terapi sel dan produksi vesikula ekstraseluler skala besar. 
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