
BHK21C13 细胞的悬浮培养

张茂会阎小吴方继明周喜祥丁振英

(中国人民解放军五九一七七部队〉

功物细胞悬浮培养(以下简称"悬培丁，自
Owens[l j开展以来，发展迅速。目前国内关

于细胞悬培工作尚未见报告。近几年来，应用

微载体悬培技术，培养那些不能直接进行悬培

的原代细胞和二倍体细胞株已获成功并有所发

展[ 2]。这为人用疫苗、激素、干扰素等的大量

生产又提供了新途径。

白从 Macpherson 和 Stoker[3]建立了幼

龄地鼠肾 (BHK)细胞株以来，由于其生长速

度较快[竹，病毒敏感谱广[町，已将它适应于悬

培生长r 6]。此后，对这株细胞在不同培基口，町，

不同培养量"'10]，以及不同培养条件下 [11] 的

悬培生长都作过研究。用 2000 升发酵罐培养

此细胞制备口蹄疫病毒疫苗已在一些国家获得

成功[ 10 1 本文报道利用这株细胞进行悬培的

初步研究。

材料和方法

一、细胞及细胞培养

BHK21 C I3 细胞株由北京生物制品检定所提供，

经 16 次单;;;::传代后进行息:培。将罗民瓶内长成单层

的正常细胞，用 0.1%膜酶-Hanks 液消化，用培基稀

释成 5 X 10 5 细胞/毫升 ， 35-35.5 0C ,180-220RPM , 

pH7 .0-7.4，培养量为 600→700 毫升，每隔一定时

间，取出部份悬液，加入相应置新培基，不足细胞数

ru户!三培养细胞(尽髦用取出细胞悬液转种)制备的细

胞吕液进行补充。细胞适应悬培生长后，取出部份细

胞挂液， 1m入相应量新鲜培基培养。

培养基包括， 199 培基s 按中国医学科学院病毒

所自己方配;ljIJ ，但省去 CaCl z ; 199 和 HL (0.5% 乳白

俄白水解物-Hanks 液)各半量培基; HTYs 培基2

投去 1 成分自己制 1 HTY 培基g 仅含表 1 的 HTY 成

分。以上凹种培基均加 10% 小牛血，请(未灭活〉。

HTYsh 培基只含表 1 培基成分的一半及 5%小牛血

清。 HTYfs 培基g 除小牛血 i青量降至 2%外，其余

含 HTY及 S 组分。

表 1 培基的成分

成分浓度(%) I 成 分浓度(毫克/升〉

HTY I s 组分
HL(H) 0.5 I 核黄素 。 .32

TPB(T) 10.0 I 氧化阻碱 3.2 

酵母膏(Y) 0.1 I 叶酸 3.2 

8 磅20分钟高压灭斟茶酸胶 3.2 

盐酸口比哆隆 3.2 
咱

硫胶 3.2 

泛酸锦 3.2 

肌醇 0.7 

谷氨酸胶 233.0 

葡萄糖 5200.0 

G6 玻璃滤器过滤除菌

单层培养时，培基中分别加青、链霉素各 100 单位

j\若升和 100 毫克/毫升，并用 10%NaHC03 调至 pH

7.0-7.4。悬培时，培基中加入最终浓度为 0.2%竣甲

基纤维素， 10-6 聚酶油，及卡那、链霉素各 200 毫克/毫

升，青霉素 200 单位/毫升，制霉素30-50 单位/毫升。

培养装备z 用美国 New Brunswick 公司制造的

台式发酵罐。实验用 2 升罐。

二、细胞生长测定

用。 .2%台阶蓝液染细胞，在血球计数板上分别

计数死细胞和活细胞。

细胞大小测定g 细胞悬液以 1000RPM 离心约 10

分钟后，沉淀物加入等量 0.2%台盼蓝液，显微镜下

用测微尺测定 200 个活细胞直径，统计学处理得出平

均细胞直径。

染色体计数s 用秋水仙素处理中期生长细胞，空

气干燥 Giemsa 染色法。观察 300 个中期细胞的染包

体数。
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计算公式=

细胞增长伯数(N)= 肖峰细胞浓度草草』主些 /1~1时细胞?在理
接种细胞浓度

培养时间 x log2 
平均世代时问 (G) =一一一→一一一一一一--一一一一

log [收获时总细胞数/毫升1 一 log [接种

结 果

一 BHK21 C 13 细胞的悬培适应与生长

HHK21Cl3 细胞，在我们的实验条件下，

利用 199 培基进行悬培。在培养前 12 天中，

尽管每 2-3 天换部分新鲜培基，并加入单层

细胞制备的细胞悬液，但细胞无明显生长。悬

培至第 8 天的悬培细胞经二次单层传代后再制

成悬液进行悬培，在第 9-24 天的 16 天悬培

期中，同前 12 天的培养情况相似。于是又将

悬培第 J9 天的细胞悬液再作单层培养，然后

又改为悬培，在第 20-30 天的悬培中，细胞

仍无明显增长。即悬培→单层→悬培→单层→

悬培→30 天前悬培细胞无生长但 30 天后悬培

细胞开始稳定生长。图 1 表明，悬培适应后

的细胞(称 BHK21CI3S)在前 11 天的悬培中生

长较慢，平均每 48 小时增长倍数为1.41， G 

为 79.39 士 6 .49 小时。其后生长加快，平均每

48 小时增长倍数为 2.74 ， G == 32.52土 4.88 小

时。细胞存活率在 90%以上;

生~去 1:)
主运州
il!l ""1υ 
毒草

D 

() :! 4 f.i民 IU l~ 14 1υ'"υ--

固 1

时间(天

BHK21 C13 细胞经 30 夫悬培适应后的

悬培生长情况

。一-0 细胞生长。 0……O 取出细胞悬液。

二 BHK21C l3S 细胞在各种培基中悬培生

长的比较

由于 199 培基成本高，自己制麻烦，悬培用

量较大，因此又试验了几种较简单的培基。图

2 表明 BHK21C13S 细胞在 199 和 HL 各半量

培基中能连续悬培生长。在 HTY 培基中细胞

开始生长很好，产量也高，但第 10 天时生长

下降，到悬培第 12 天几乎不生长。此时培基

中加入谷氨眈胶 (116 毫克/升)，细胞生长仍

无明显好转。到第 16 天时，改用 HTYs 培基，

细胞又开始生长，经一次传代细胞生长达到原

来水平。这表明 HTY 培基不宜用于连续培养

这株细胞。细胞在 HTYs ， HTYsh 和 HTYfs

培基中均能有规律也悬培生长。即使在只含

2%小牛血清的 HTYfs 培基中也生长很好，

这为细胞悬培的大规模应用提供了有利条件，

因为培基成本大大降低了。

图 8 表明， BHK21C13S 细胞在所试的 6 种

培基中都能生长。但在不同培基中增长倍数及

达到高峰时间不同(表 2 )。

V 

HTY 
培基

HTY fs 
培基

HTYsb 
培基

HTYs 
培基

199 手日
HL 
各半培基

圈 2 BHK21C13S 细胞在各种培基中的连续悬培
生长情况的比较(细胞存活率在 90%以上}
①加入谷氨酸胶 016 毫克/升)。
②改用 HTYs 培基培养。
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图 3 BHK21C13S 细胞在各种培基中的悬培
生长曲线(细胞事活率 90%以上)

........199 培基， ........199 和HL

各半量培基; ...…… ...HTY 培基p

口一一口 HTYs 培基， 0一-0 HTYsh 
培基; 6，一-6， HTYfs 培基

表 2 BHK 21C 13S细胞在各种培基中的最大生长

|达到生长高峰 最大生长倍数
培基|

|的时间(小时) (N) 

199 …………… 65 3.00 

199和HL各半量… 50 3.61 

HTY ………… 65 7.44 

HTYs ……… 96 7.50 

HTYsh ……… I 72 5.79 

HTYfs ……… I 87 6.23 

三、培养体积对 BHK21C 13S 细胞生长的

影响

在 2 升培养罐中，培养体积为 1100-1400

毫升(占全罐体积 1/2-2/剖，以 HTYfs 培基

悬培时， BHK21C13S 细胞仍能正常生长，而

且细胞产量基本稳定，平均每两天生长倍数为

2.69。

表 3 在 2 开发酵罐中培养体积占总体积的

(N) 
I 雪主1\) /笔11" ) 

0.31 1. 04 1 … l 1400 3.35 

23 …… I 
1100 0.37 0.98 2.64 

1200 0.40 。 .80 2.00 

4 … 1200 0.48 1.34 2.79 

5... l100 0.41 1. 10 2.68 

T

叫J

fF j ,, I 
2.C9 

四、 BHK21C 13细胞愚培适应后的生长特性

1.在不同培养阶段的生长情况 细胞适

应悬培的初期，尽管我们使用的是无 Ca++199

培基，仍有 5-10 个细胞结团和细胞附着培养

罐壁生长的现象。随着悬培时间的延长，这种

现象逐渐减少，到悬培 70 天后完全消失。适

应的细胞，经 110 天 33 次单层传代后再悬培

时，其生长特性未改变。

2. 细胞在不同培基中的增长倍数及世代

时间 除在 199 培基中悬培适应初期细胞生长

较慢，世代时间较长外，在其余培基中差别不

大(表 4)0 N在 3-4 之间， G在 24-27 小时

之间。这说明，此细胞经悬培适应后，生长基

本稳定。

表 4 BHK 21 C13S 细胞在各种培基中的增长倍

戴及平均世代时间

|生长叫平均每48小l平均世代时间
培 基 I ~~2!时中增加的l

|峰数 l 倍数('N)"I (小时)

199 ….. 6 2.74 32.52 土 4.88

199和HL各半量 6 3.23 26.35 土 4.25

HTYs …….. 9 3.77 24.66 土 3.27

HTYsh . 10 3.69 24.83 士 3.03

HTYfs ……… 9 3.39 I 26.09 土 2.09

*细胞每生长 48 小时的连续个数。

3. 在不同培养阶段的细胞大小 BHK21' 

C13 细胞在悬培适应后的不同阶段，和未经悬

培的细胞相比，细胞大小无显著变化(表 5 )。

表 5 BHK 21C13细胞在不同悬培阶段的

细胞大小

悬培时间|细胞平均直径|
(累计天数 ) I (μ) 

未悬培… 13.10

57 …… 12.76 2.331 

90 …… 12.84 2.427 

102 …… 12.81 

!细胞大小范围
标准差 i 

!(μ) 

2.419 I 8~25 
5~24 

8~26 

2.020 8~18 

4. 悬培细胞羊层培养时的生长 悬培细

胞转为单层培养时，可以正常贴附容器生长，

细胞形态与悬培适应前的没有明显不同。从单
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报告的适应悬培的细胞形态学上不同于单层培

养细胞似乎不一致.

二、 BHKuC13 细胞是用 Eagle 氏培基加

10%牛血清建立的[S]. 以后悬培适应及培养

条件的研究，多数采用作一定程度修改的

Eagle 氏培基进行。细胞在这些培基中，以

3-5x105 细胞/毫升接种，经 40-50 小时可

增加近 6 倍.后来 Radlett 等[ 7]使用 7M 培基

〈葡萄糖量增加到 6200 毫克/升，谷氨眈胶量

增至 932 毫克/升〉时，细胞产量可增加近 14

倍。 Mizahi 和 Avihoo[8] 在分析 6M 培基的

氨基酸组成时发现， HL 和 TPB 含氨基酸相

当丰富。去掉培基中氨基酸时，与含氨基酸的

相比细胞生长无任何差别。{旦当培基中缺少谷

氨眈胶、维生素、血清、 HL 和 TPB 中的任

一种时，细胞生长大受影响。培基'6M 与 7M

的主要区别是，谷氨眈胶浓度较低 (466 毫克/

升)，血清较少(5%)。这表明，培基中减去氨

基酸，减少血清量仍能使细胞正常生长.但

Mizahi 和 Avihoo 的试验培养量太少 (10 毫

升)，而且只做生长曲线，未做连续培养。

我们为了使细胞迅速适应悬培生长，先使

用营养较丰富的 199 培基.但作大量培养时因

价格昂贵不宜使用。在使用去掉了氨基酸的

HTY 培基时细胞不能连续悬培生长(图 2'λ

看来这种培基可能缺乏细胞长期生长所需要的

营养因子。细胞在 199 和 HL 各半量、 HTYs 、

HTYsh 和 HTYfs 培基中，都能连续悬培生

长.平均每 48 小时增长 2.5-3.7 倍〈表 4) 。

但是，在我们的实验条件下，不管采用何种培

基，细胞生长从未超过 8 倍(表 2 )。即使采用

接近于 6M 的培基时，细胞最大生长仍在

3.0 X 106 细胞/毫升以下。其原因可能是=

(1)培养条件有差异(如培养量较大等); (2) 

细胞传代历史不同.有的学者[ 11] 认为，随着

细胞传代数的增加，其繁殖速度也加快。

Davis 等 [14] 适应悬培的 BHK2 ，C'8 细胞，在

2 天的生长期中细胞数也在1.5-2.2 细胞/毫

升。看来细胞传代历史可能是生长倍数不同的

主要原因。

值得重视的是，培基中血清量由 10%降

到 2% 时细胞仍能连续悬培生长。这对细胞大

量悬培很重要，不仅因为牛血清用量减少，成

本降低，且利于生化分析.

三、 BHK21C13 细胞在不同培养量时的悬

培条件有过很多研究[11]. 目前除生产口蹄疫

病毒疫苗外，多数用 30 升以下的从事研究.

一般认为， 33-37"C, 335 或 480RPM ， pH 

7.0-7.6 , p0280mmHg 时，细胞生长得较

好。我们以 pH7.0-7.4，不通气培养时，细

胞能很好生长。这与早期的报告[6]一致。但是，

我们以 300RPM 搅拌培养时，细胞很快死亡.

这可能是所用的发酵罐挡板较多，而培养量较

少<1/3)所致。

摘要

本文报告 BHK21C13 细胞的悬浮培养研

究。细胞经 30 天悬浮培养适应后能稳定生长.

适应后细胞在所试的 199 和 HL 各羊量、

HTYs、 HTYsh 和 HTYfs 培基中都能连续稳

定量浮培养生长.适应后，细胞大小无明显变

化:单层培养时生长速度加快:细胞染色体数

目发生变化，文内对此作了讨论.
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离体条件下胎肝细胞代谢功能的研究

江 涛、 马祥硝、 王洪云、 苏燎原

(苏州医学院放射医学系〉

胎肝细胞具有旺盛的造血功能，已被体内

和体外集落形成细胞的许多实验所证实[l.Z] 。

Moore 等人[ 3]的观察表明，早期造血器官的

发生来源于胎肝的循环干细胞，这说明胎肝在

造血过程中具有重要的意义。我们拟用 3H-胸

腺唔览核昔(3H-TdR)和 14C_尿唔腔核昔 (14C_

UR)两者的参入实验来探讨胎肝细胞代谢功能

的某些特性及其辐射敏感性。

材料和方法

一、胎肝细胞悬液的制备

实验中选用昆明种怀孕小鼠，学鼠颈部脱臼活

杀，经{国精泊毒后剖腹取出胎鼠，再将胎鼠剖腹取胎

肝放进盛预冷的 Eagle 培养基的培皿中，通过肚号、

4 号针头冲打，使细胞均匀扩散， 制成 10 毫升细胞

争;屋液，用血细胞计数器进行计数。

二、小鼠胚胎条件培养基的制备

将1台鼠断头并去四肢及内脏，所剩躯干部分用弯

形小剪刀剪碎，用 1 毫升注射器冲打成匀浆，用

。 .5%膜蛋白酶消化，制备成单细胞骂:液，细胞计数。

用 Eagle 培养基按 2 X 10 6 个细胞/毫升稀释 ， 5 毫升/

瓶，共 6 并且， 37"C 培养 7 天，离心收集上清液。下面

的细胞层加入 Eag1e 培养基继续培养，准备连续收获。

三、胎肝细胞的培养及标记

所;山备的胎肝细胞j昆悬浓的各实验组，分装成 4

-8 个平忖样品，每瓶牛羊品 2 毫升，用微量注射器每

瓶样rr~}J[1人 3H-TdR (比议射性 14 店里/，主克分子，

放射性强度 30 微居里/毫升) 0.6 微居里和 14C-UR

(比放射性 50 毫居里/毫克分子，放射性强度 7.5 微

居里/毫升 )0.15 微居里混合液 20 微升，在 37 "C 温箱

培养 4 小时后，制备成纸片样品[4] 0 

四、测量条件与计算

应用国产 FJ-353 型双道液体闪烁计数器进U测

量，其条件g 高压 1400V，里瓦别阂上道 10.0 V，中道

5.6V , -f道 o ， 5V，分析选择用 "2" ，放大倍数

A 1/2 x 1/4 , Bl月 x 1/16。测量样品减去本底f斗， 1、民

据 3H 和 14C 在A 、 B 道的效率乘以校正值计算其参

入量[ 4] 

结 果

胎肝细胞植入敢与敢射性参入量之间

的关系

胎肝细胞在 Eagle 培养基中短期培养后

(4 小时)，细胞浓度以 2 x 104-2 X 10 6 个细

胞/毫升之间培养时生长良好， 3H-TdR 的参

入量与 14C-UR 的参入量均呈线性增长，而在

2x107 个细胞/毫升时 3H、 14C 的参入降低，

细胞生长受到抑制，同时发现 3H-TdR 参入

和 14C-UR 参入相平行C图 1J。在 3H一TdR 参

入 DNA 受抑制的细胞浓度(2x107 个细胞/毫

升)， 14C-UR 参入 RNA 也受抑制，表明 DNA

与 RNA 的合成与种植的细胞数有一定依赖关
-唱~

凉。
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