
微载体大量培养动物细胞的实验研究吨

朱德厚 陈尊器* 陈瑞铭

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

用微载体(Mi croca rri er ) 大量培养细胞

是近十多年发展起来的一种新方法，其基本原

理是利用固体小颗粒作为载体，通过连续搅拌

悬浮于培养液中，细胞在载体的表面附着， 并

成单层生长繁殖。由于扩大了细胞的附着面，

能充分利用生长空间和营养液，因此大大地提

高了细胞的生长效率和产量，具有节省人力、

物力、时间和空间等优点，为满足日益发展的

细胞生物学研究和实际应用提供有利条件。近

年国外已做了一些工作[1叫。 但国内尚未见报

道。鉴于悬浮培养往往需要某些特殊设备条

件，一定程度上限制了其推广应用，我们采用

一种自行设计的悬浮培养装置，开展大量培养

动物细胞的实验研究， 并用一些检测方法，作

为检测培养细胞的产量和功能状态的新指标，

获得比较满意的效果。

材料及方法

一、微载体及其处理

选用 DEAE-Sephadex-A5 0 及 Cytodex- l 为

微载体，在 pH7.4 的磷酸缓冲l液(PBS) 中望也过夜 ，

然后吸去上清液， 再以同溶液洗涤 5 次，经 过 1 0 磅

15 分钟高压灭菌 ， I股除上消液， 以含有 2 0 %小牛血

清的 RPMI-1640 培养液配制成 2 0 毫克/毫升浓度，

置 4 'c 冰箱备用 。

二、细胞

本实验曾用人体肝癌 BEL-74 0 2 细胞系、 大鼠肝

癌 CBRH-7919 细胞 系及 HeLa 细胞， 在含有 20%

小牛血清的 RPMI- J 640 培养液、 pH7.4 、 温度 37 'C

中培养 60-7 2 小时后， 经腕酶溶液消化， 收集细胞

供接种。

三、接种及培养

吸取经过处理的微载体， 按 2 毫克/毫升浓度加

于自制的悬浮培养瓶(图 1 ) 内 ， 分别接种 5 X 1 0 4 /毫

升细胞，每瓶先加 2 0 毫升培养液， 轻轻摇动混匀后 ，
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图 1 悬浮培养瓶

图 2 悬浮培养装置
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静置于 37 'C 恒温箱内 4 小 时 ， 再加培养液至 50-6 0

毫升，使最终浓度 为 1 00-120 ;主克/106细胞/瓶， 然

后移置于自行设计的装有连续转动磁力搅拌器的恒温

* 河南省肿瘤研究所。

"许海滨同志协助摄i多 ， 特此致谢。
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f;3 养1告 中( I釜I :~ ) . 转 i虫 s o 次/分 ， 温j主 3'! "C 行 悬浮培

养。 在悄养j口的 ?在 七日 、 7 天各IflZ样一瓶进行 观

察。

另 一部分实验技上述方法接种细胞后， 在培养的

第 七七 7 天If~样之前 4 小时 ， 取出培养瓶， 静置

‘ 片刻 ， 待微我f木臼行 F沉后，小心吸弃旧培养液 ， 用

无l[Jlm的 Eag l e ' s 营养液洗涤 3 次 ， 然后加入含有 2

微居里/毫升的 3H一元氨酸的快亮氨酸 Eagle's 营养

液 2 0 毫升 ， 123: 1予培养箱内搅拌再培养 4 小时。

对照纳采用力日微软体和不加微载体两种， 以与悬

浮培养相同的载体丰11细胞浓度， 接种子小培养瓶中行

静置培养 ， jE牛f1 )"L f时间内取样进行观察。

四、培养细胞的收集

取样的，因手炕养物， 静置片刻， 待微载体自行下

沉后， 小心吸弃去上渭河定 ， 经 PBS 洗涤 3 次，加 入

1: 1 的 0 ， 0 2 % EDTA : 0 ， 25%}民晦液 10 毫升，置37t

孵育箱中 10 分钟进行消化 ， 然后吸去上清液， 加入

适量 PBS ， 用 l吸告轻轻吹打几次 ， 立即通过尼龙网隐

去微载体。 浓浓离心 1 0 00 转/分 5 分钟 ， 收集细胞。

对J1.旧日静旦培养物仿照上法收集细胞，但末力日微

! 载体的标本可不经尼龙网过j虑， 直接用 0.25%膜酶液

消化后离心收集细胞。

五、观察指标及方法

1. 镜检、 jH :;在

收集细胞前，先吸取未经消化的少量微载体置于

自制的玻璃小囚罔 '-1丁[汀 ， :{E N ikon CFMA 型倒置显

微镜下观察细胞的形态并摄影。 部分标本做了定格摄

影， 观察微载体上的细胞生长分裂全过程。

2 . 活体染色及计数

|吸取收集的细胞，巨、液 2 淌 ， jm等量 1 %台盼蓝液

行活体染色， 立即在 líJl球计数板上计数， 得出死、 活

细胞值， 求职细胞生长由线。

3 . 测总蛋白证

收集细胞jJ日入适扯的 O .lNNaOH 液 ， 充分搅匀，

置 40 "C 恒温水浴箱中过夜， 离心 3 5 00 转/分 10分钟，

去除沉淀。 i仅一定量的上清液， jJ口碱性硫酸铜及Fol

ln 试剂 ， 在 7 2 型分光光度计上以议长 500nm 测光密

度，并计算出被检细胞所含的总蛋白iL

4.汩'1 同位亲标 i己细胞的脉冲t值

经 3H 标记的标本， 收集细胞后， 用磷酸-亮氨酸

缓冲液 (P-L buf fe r) 及 PBS 各洗涤 3 次 ， 最后以

PBS 1 毫升制成细胞悬液。吸取悬液 0.1 毫升滴制滤

纸片， 每个样品共 3 片， 吹干后经三氯醋酸、乙醇、

乙盹处理， 宣入于 10 宅7"-1-脂浴性问:坷， 汶 Ij~ ， 在 NE

83 1 2型液闪仪测脉;[j1值 。

另吸取 0. 3 也升细胞悬液 ， 1m入 1 0 % 三勾销j;酸 ，

充分搅匀 ， 离心 35 00 转/分 10 分钟 ， 7F去上清液，

沉淀再用 5% 三i";ïUíli 酸及 P-L buffe r 反复洗涤各 3

次后 ， 加入 0. 2NNaOH 至 0.9 也升 ， 1吸取平分置入

三个各装有 10 ，~.I升水溶性闪烁浓的检测 )f[( 中， 1l: NE 

8 3 1 2 型液闪仪测脉冲值。

结果

本实验用 HeLa 、 DEL-7402 及 CB

RH-7919 三种细胞系， 经悬浮或 11争置培养 3 一

7 天， 95%以上的微载体上都有细胞紧密 附

着，生长繁殖旺盛。培养初期，每一微载体上

只有少数细胞附着， 随着培养时间的延民，细

胞逐步铺开、生长、繁殖至几十个或百余个细

胞的茂密单层 ，铺展于微载体的表由 ( 图Jt反:因

1-3) 。相差显微镜下观察和定格摄影记录可见

细胞透明，界限清晰，伸民主íIì开，运动活跃 ，

并行直接分裂和有丝分裂(图版 : 因 4 ) 。 经活

体染色测得活细胞率在 90% 以上。 培养细胞

计数结果如图 3 、 4 。

从图中可见，微载体悬浮 if;养 HeL a 及'
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图 4 三种方法培养 HeLa 细胞增长的比较

BEL-7402 细胞系，其最高产量第七天分别为

原接种细胞数的 63 .5 及 31 倍， CBRH-7919 

细胞系在第 5 天为 95 倍。 HeL a 细胞系加微

载体悬浮培养分别与加或不加微载体的静置培

养比较 ， 悬浮培养的产量较两组对照分别提高

了 49.3 及 52 . 4 倍。

二 、 HeLa 细胞加载体悬浮培养 3 - 7 天

后的总蛋白圭和经 3H_亮氨酸标记后测脉冲值

结果如表 1 、 2。

表 1 悬浮培养不同时间 Hela 细胞的总蛋白量*

3 天 5 天 7 天

平均值增长平均值增长平均值增长

(r) (倍) ( r ) (倍 ) (r) (倍 〉

1023 4 . 6 21 73 9 . 8 77 30 35. 0 

* 以预测 100 万细胞得 22 1r 为基数 1 ， 计算增

长倍数。

表 2 悬浮培养后不同时间 3H 标记

HeLa 细胞的脉冲值

3 天 5 天 7 天
方法 一一一一一一-一一一一一

脉冲数/6 0秒脉冲数/60 秒脉冲数/60 秒

纸片法 60 x 10' 
直接法 35 x 10' 

133x l0' 
60 x 10‘ 

175 x 10' 
99 x 10' 

1 982 1:在

从表中结果可见，随着培养H才间的延长，

细胞总蛋白含量和同位 素掺 入主 均有相应增

加。 将此结果再与同…时间内的细胞计数伯相

比较如图 5 ， 可见到四个指标的对数座标曲线

有平行的趋势。

3 10 
运之

毒草
+ 

6 

J I~ 升时 间 ! =J~ J 

:1 :1 ~ 

图 5 HeLa 细胞悬浮培养四个指标比较

三、经过培养后从微载体上洗脱下来收集

的细胞，再接种培养也均能续继正常生长繁

殖。悬浮培养的微载体可以回收，适当处理后

仍可再用。

讨 论

五十年代以来，随着哺乳动物细胞体外培

养技术的进展， 在细胞生物学的研究和疫苗、

生化制剂的生产上都需要大量细胞。实验室常

采用的单层静置培养或转瓶培养法， 由于生 l乏

表面小， 细胞产量低， 已不能满足日益发展的

需要。虽然曾有人试图设计某些能够增加细胞

产量的培养器和方法，例如多表面繁殖器 (4 J 、

塑料螺旋管转瓶法 ( 5 ]和毛细管繁殖器( 6]等等，

但仍然存在附着表面的限制以及不便于随意取

样检查和监视培养环境等缺点。 十余年 前，
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Va 11 W e z c 1 {( ; \:1龙山 fl l ~式月 1 微载体悬浮培养

j去 |7| ， 成功j也 Jf，:)~ 了双倍-体人胚肺细胞、原代

兔肾细}jæ t口 JJ企 兔皮肤纤维母细胞等，为增加培

养细胞的产平j足供了小容积、大表面的良好条

件，从而引起大家的关注和进…步研究，获得

提高 5--10 俏的细胞产量，并逐步从实验阶段

发展到实际应用 1 8 - 13 J 。 这 种方法的成败， 关

键之一是选作适宜的微载体。作为微载体的基

本要求，必须对细胞无毒性，不影响营养液成

分，大小适于被搅~+浮动，能供细胞良好附着

生辰，透明无色，便于观察检查等等。曾试用

过如小]皮硝球 、 小塑料球以及葡聚糖颗粒，但

都因为重过、 -tA均ιJ句j

要求而不迈 j月川l门j 。 经过不断研究改进， 交联处理

后的 DEAE-Sep had ex 较为合适 ， 近年某些

新产品质量上又有进一步改善。我们实验采用

DEAE-Se ph a dex A-50 及 Cyto dex-1 作为

微软体， 在 每 个培养 瓶加以 100-120 毫克/

100 万细胞 /60 毫升培液的浓度 ， 转速 50 转/分

和 37 0C恒温条件下， 用自行设计的磁力连续

搅拌装置，对 f- l cLa 细胞 、 BE L-740~ 及CBRH

一7919 细胞系进行悬浮培养 ， 5-7 天内可使细

胞生长繁殖产 iE 白原接种数分别增加至 63 . 5 、

31 及 95 倍 ， 远较文献报道的倍数为高。HeLa

细胞加微载体悬浮培养与加或不加入微载体的

静置培养对照组比较，实际提高产量分 别 为

49.3 及 52 .4 倍。经过活体染色，培养细胞存

活达 90% 以上 。 细胞在微载体上运动活跃，

能进行直接分裂和有丝分裂。所用的两种微载

体的培养效果基本相同， 但 Cy t o dex-1 的透

明度更佳，摄影图象更清晰。文献上已成功培

养的细胞包括正常双倍体细胞、移植细胞、杂

交细胞和单克隆细胞共 60 余种， 但 迄今尚末

见到人体肝癌细胞系微载体悬浮培养方面的报

道。

另一方面，本实验采用自行设计的悬浮培

养瓶的底面积为 27c时，按单.层细胞培养贴壁

面积计算，约相当于 2 . 5 只 llcm2 的小培养瓶。

若在悬浮培养瓶中加入 120 毫克 的 微载 体，

f')1 )J日颗粒的总表 Ul i :fft 约为 700c rn 2 • 相当于增

加了 63 只小培养瓶的培养 1m积 。 再从消耗培

养液罩上看， 每一悬浮培养 Jf[[ -rl~ _.次培养中用

培液 60 毫升， 于培养的第 4-5 天需换浪一

次， 每Jm共消耗培养液 120 毫升，平均能获得

5000 万左右的细胞产量 ， 相当于用 15 只小培

养瓶进行培养的总产量。用小培养瓶培养细胞

通常每瓶加培养浪5-6毫升 ， 在培养的第 2 、

4 及 6 天各换液一次，即每 JRi共需消耗培养液

20-24毫升 ， 若欲得到同样产量的细胞， 需消

耗培养液 300-360 毫升。对比之下， 微载体

悬浮培养法较之静置培养法可节省培养液 2 . 5

-3.0 倍。上述这些结果表明，微载体悬浮培

养注具有大大提高细胞产量、减少培养液的消

耗，节省人力、物力、时间和I 空间等优点，为

实验研究和生产应用提供了有效的手段。

检测培养细胞产量的指标，…般常用直接

计数或经活休染色、计核的方法。虽然这些方

法比较简便易行，但由于稀释伯数大和其他因

素 ， 准确性差 ， 误差也大，但文 |献上尚未见到

应用更多的其他可靠指标。我们用直接测定培

养细胞总蛋白量和同位素掺入脉冲值，随着培

养时间的延长和细胞数的增加，总蛋白量和同

位素掺入量 也均有相应增长， 三者的对数座标

曲线成平行的趋势，初步表明这些检测方法以

成为估计细胞产量和功能状态的有效指标。

‘ .. 
j '' #士..... 

微载体悬浮培养法培养哺乳动物细胞，可

以在较短时间内获得大量活细胞。我们选用

DEAE-S e ph a d ex-A50 及 Cy tod e x-1 两种

微载体，以 100一120 毫克/100万细胞/瓶的浓

度， 转速 50 转/分， 37 0C恒温条件下培养 He

La 、 BEL-7402 及 CBRH-7919 三种细胞系，

结果表明 ， 培养 5-7 天内其产量分别可增加

63.5 、 31 及 95 倍，远较文献报道为高。 HeL a

细胞加微载体悬浮培养与加或不加微载体的

静置培养对照组比较，实际提高产量 分别为

49. 3 及 52 .4 倍。 95%的微载体上都有培养细
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36 细胞生物 学杂志 19 82 年

JJ包茂岳生长繁毡 ， .J Lìl1h直接分裂及有丝分

裂 ， j占 ~Bl 月包布在90%以上 ， 且有进行亮氨酸掺

入的功能。同 IJJ , 可节省培养浪消耗量 2 .5-

3.0 倍。测定培养细胞总蛋白量及同位素掺入

莹 ， 可作为 :)'IJ 定细胞实际产主和功能状态的指

标。

微载体:悬浮培养 ii~为细胞生物学研究和病

毒及其他生物íljlJ 品的生产提供了大量的细胞，

且可为某些不能在悬浮培养情况下生长的细

胞，如原代细胞 、 双倍体细胞的转向悬浮培养

及大量繁殖提供有效的手段。
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图版说明

图 1 入体肝癌细胞 BEL-7402 系与鸡胚中肾联

合培养 84 小时 ， 癌细胞(Ca )紧密粘着 于中 肾器官

(M)周围 ， 成索状(箭头 〉 漫润于组织深层。 H.E.染

色 x 108 

图 2 人体肝癌细胞 BEL-7404 系与鸡胚中肾联

合培养 24 小时， 癌细胞 ( Ca )紧密粘着于 中肾器官

178: 65-67. 
[7 J Van Wezel A. L. , ] 967 . Natu.re , 216 : 

64-65. 
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[l 3J Van Wezel A. L. et a l. , 19 78, Process 
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固版说明

图 1 HeLa 细胞， Cytodex - l 悬浮培养 5 天，

细胞生长繁殖旺盛， 相差 x 35 0 。

图 2 CBRH-7919 细胞 ， Cytodex- l 悬浮培养

3 天，相差 x 700 。

图 3 BEL-7402 细胞 ， DEAE-S ephadex… A5 0

悬浮养培 3 天， 相差 x 3 50 。

图 4 HeLa 细胞， Cytode x - l 悬浮 培养 36 小

时，箭头示有丝分裂， 相差:定格摄影 x 700 。

(M)周围，四个癌细胞(箭头)侵入干组织 的浅 层。

H.E.染色 x 360 。

图 3 人体肝癌细胞 BEL-7402 系与鸡胚中肾联

合培养 84 小时，肾小管(M)有部分上皮脱落 ， 为侵

润的癌细胞所取代(箭头)， H . E.染色 x 3 60 。

图 4 正常人胚附 SL7 细胞(C )系与鸡胚中肾联

合培养 48 小时，细胞成簇聚集， 紧 密粘着于器官

(M)，但不侵润组织(箭头)， H. E.染色 x 2 1 5 。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志




