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 两种微载体培养鼠肝细胞对低温保存后的影响
杨  波*  庄灵霞  刘宝林  王  政  许  可

(上海理工大学医疗器械与食品学院, 上海 200093)

摘要      为了研究细胞培养方式对低温保存后细胞功能的影响, 将大鼠肝细胞接种至两种不

同微载体(实体微载体Cytodex、多孔微载体Cytopore), 微重力高密度培养后于–80 °C冻存(冻存速

率是1 °C/min, 5% DMSO+0.4 mol/L山梨糖醇)。2周后复温细胞与载体材料, 用显微镜观察细胞生

长形态, 计算细胞活力情况, 并通过细胞代谢功能指标葡萄糖、白蛋白、尿素等的测定, 反映细胞

在两种载体培养和低温保存后的生长和代谢情况。结果表明, 在细胞培养期间, Cytopore的MTT
值、代谢指标值是Cytodex的1~1.5倍, 低温保存后, Cytopore的各项指标与低温保存前差异不显著, 
而Cytodex的代谢指标差异显著。因此, 大鼠肝细胞在微载体Cytopore的高密度培养及低温保存比

Cytodex更有利于细胞的生长和代谢。
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Influence of Two Culture Configuration on the 
Post-Cryopreservation of Rat Hepatocytes

Yang Bo*, Zhuang Lingxia, Liu Baolin, Wang Zheng, Xu Ke
(School of Medical Instrument and Food Engineering, University of Shanghai for Science & Technology, Shanghai 200093, China)

Abstract       In order to study the influence of cell culture configuration on cell function after cryopreservation, 
we propose to administer rat hepatocytes to two different microcarriers (entity microcarrier Cytodex, porous 
microcarrier Cytopore) and cryoperserved in –80 °C after being cultured in minute gravity and high density (cooling 
at 1 °C/min using 5% DMSO+0.4 mol/L sorbitol). After two weeks of cryopreservation, the cells and microcarrier 
materials were thawed. Through the cell metabolism index determination of glucose, albumin, urea and the 
observation of the cell growth and cell vitality to show the situation of the growth and metabolism cells cultured 
in two kinds of carriers. The result demonstrated that during the time of cell culture, the MTT value and metabolic 
index of Cytopore were about 1-1.5 times compared to Cytodex. Furthermore, there were no significant difference 
among the each indicators of Cytopore after cryopreservation, while the indicators of Cytodex were quite different. 
Hence, the cultivation of rat liver cells in carrier Cytopore with high density and cryopresreved is better for the 
growth, proliferation and metabolism of cells than that in the carrier Cytodex.
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肝细胞是贴壁性细胞, 当细胞生长达到一定数量

时, 存在细胞接触抑制效应, 阻碍细胞的继续生长[1]。

因此, 体外高密度培养肝细胞需要使用载体材料, 其
表面供肝细胞黏附生长, 是后续细胞增殖生长、进
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而组织化的关键[2-3]。目前, 应用较多的是美国GE公
司实体微载体Cytodex与多孔微载体Cytopore等, 这
些微载体可以提供足够大的表面积, 使细胞在其表

面及内部黏附生长, 并使营养物质进入其空间。近

年来, Cytodex与Cytopore系列载体常常应用于细胞

的高密度培养, 取得了一些令人满意的结果[4-7], 但载

体细胞高密度培养后如何进行复合冻存目前研究较

少, 传统研究较多的是细胞冻存[8]。如何低温保存细

胞与载体的复合体, 是我们要解决的一个问题。

用传统低温保存法保存细胞载体复合体, 可能

破坏细胞和载体的黏附关系。研究报道, 细胞与细

胞及细胞与载体之间的互相接触对维持细胞的存活

率至关重要, 细胞生存能力下降的主要原因是由于

细胞被分离后无法黏附, 从而引起大量细胞凋亡[9-10], 
只有黏附于载体上的细胞才能继续增殖分化以及维

持肝细胞正常的代谢功能。因此, 本文将培养于微

载体Cytodex与Cytopore的肝细胞进行低温保存, 研
究不同培养方式对复苏后细胞与复合体黏附关系的

影响, 探讨肝细胞在微载体上的生长及肝细胞的代

谢功能, 为研究细胞与微载体复合体的低温保存机

理提供有效方法。

1   材料与方法
1.1   材料

大鼠肝细胞购于中国科学院细胞库; Cytodex为
实心小球微载体(球径133~215 μm, Pharmasia公司), 
Cytopore为大孔微载体(平均粒度235 μm, Pharmasia
公司), 均购于上海国药集团化学试剂有限公司; 
Me2SO(无菌)、胎牛血清、RPMI1640培养液购于上

海索莱宝生物科技有限公司; 测定白蛋白、葡萄糖

等试剂盒也购于上海索莱宝生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   微载体Cytodex和Cytopore大鼠肝细胞的培

养      (1)硅化培养板。(2)高温灭菌微载体Cytodex
和Cytopore。(3)大鼠肝细胞的接种: 在超净台上, 将
大鼠肝细胞接种于含Cytodex或Cytopore的6孔培养

板中, 将培养板置于37 °C、5% CO2和100%湿度的

培养箱中。(4)大鼠肝细胞与载体的“相对”静止培养: 
前6 h, 匀速轻柔水平摇晃1次, 每次摇晃时间均为

1~2 min, 16 h停止摇晃, 置于培养箱中静止培养。培

养24 h后换液, 以后根据培养液颜色和透亮度来更

换培养液。

1.2.2   微载体Cytodex和Cytopore大鼠肝细胞的冻存

和复温      (1)在无菌台上, 将6孔板中培养4 d或6 d的
肝细胞微载体上清液先用移液枪吸弃, 然后把肝细胞

微载体吸到低温保存管中。(2)将配制好的低温保存

液(5% DMSO+0.4 mol/L山梨醇)加入到低温保存管中, 
将低温保存管放入程控降温盒内, 再放入–80 °C低温

冰箱内。低温保存2周。(3)从–80 °C低温冰箱中取

出保存2周的低温保存管, 在37 °C水浴箱内迅速复

温, 整个时间控制在2 min, 注意不要剧烈摇晃。(4)
用同样的方法单独低温保存Cytodex和Cytopore载
体支架。

1.2.3   电镜的形态学观察      为了清晰反映Cytodex
和Cytopore的3D结构, 本研究利用扫描电镜进行观

察。第一步取材, 小心用镊子取0.5 cm3左右的支架

样本, 放入样品管内。第二步喷金, 喷镀均匀后扫描

电镜下观察。

1.2.4   细胞形态学观察      用倒置生物显微镜对培

养细胞进行观察并拍照。

1.2.5   细胞MTT值的测定      分别在培养0、2、4、6、
8、10 d时, 使用MTT试剂盒进行细胞MTT值测定。

1.2.6   白蛋白、葡萄糖和尿素的含量测定      以溴

甲酚绿法、二乙酰一肟显色法、葡萄糖氧化酶法的

试剂盒在酶标仪分别测定白蛋白、尿素和葡萄糖的

含量。

1.2.7   统计学处理      数据以x
_
±s表示, 采用Excel数

据作单向方差分析。

2   结果
2.1   微载体浓度与细胞生长的关系

在细胞培养的第0、2、4、6、8 d, 计算所得各

浓度Cytopore与Cytodex的细胞密度如图1。
由于微载体浓度过高, 对细胞的生长有不利的影

响, 因此, 需要考虑Cytopore与Cytodex的浓度, 而多孔

载体Cytopore的表面积为2.8 m2/g, 远远大于其他的微

载体。浓度不宜过大, 实验选取0.5~2 mg/mL 4个浓度。

图2A结果发现, 1.0 mg/mL浓度的微载体培养出的细

胞密度值最大, 即细胞生物活性最大、生长增殖快, 
所以本实验所用的Cytopore接种浓度为1.0 mg/mL。
Cytodex是实体载体, 比表面积小于Cytopore, 因此, 实
验选取高于Cytopore的浓度, 故选用2.0~3.5 mg/mL 4
个浓度, 由图1B可知, 3.0 mg/mL的微载体细胞密度值

最大, 故选用3.0 mg/mL作为Cytodex的最佳接种浓度。
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2.2   Cytopore和Cytodex的扫描电镜观察

由扫描电镜结果(图2)可知, Cytopore是多孔载

体支架, 主要成分是纤维素, 在其内部存在大量相通

和相连的孔洞, 细胞可以黏附在其孔洞内部生长。

而Cytodex是实心球体, 主要成分是交联葡聚糖, 由
于其外表面化学偶联一层较薄的变性胶原, 因此细

胞容易贴附其表面生长。低温保存后, Cytopore与
Cytodex外表型貌都发生变化, Cytopore由于表面及

内部都是多孔结构, 因此变化较小, 仅是形状发生变

化, 而Cytodex变化较大, 不仅形状发生变化, 载体表

面出现皱缩, 不光滑。

2.3   Cytopore和Cytodex的显微镜观察

大鼠肝细胞接种于Cytopore微载体培养2 d, 倒
置显微镜观察微载体贴附生长的细胞(图3)。图中用

箭头指出了几处黏附生长的细胞, 显微镜可观察到

载体孔隙内充满密集的细胞, 因载体透光性差, 拍照

后在图片中不易观察清楚; 细胞的直径一般在10 μm, 
而Cytopore是多孔结构, 平均孔径为235 μm, 因此, 可
供细胞生长的空间巨大, 细胞可以大量黏附生长, 在
载体黏附较多时, 就可以聚集成团生长, 不受载体
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图1   Cytopore和Cytodex浓度与细胞的密度关系

Fig.1   The relationship between cell density and microcarrier concentration of Cytopore and Cytodex 
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A: Cytopore; B: Cytodex; C: 冻存后Cytopore; D: 冻存后Cytodex。
A: Cytopore; B: Cytodex; C: vitrified Cytopore; D: vitrified Cytodex.

图2   扫描电镜下的Cytopore和Cytodex
Fig.2   SEM images of microcarriers Cytopore and Cytodex 
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表面的限制; 培养6 d后, Cytopore中细胞数量明显增

加, 且细胞在微载体中分布较均匀。

从图4可得出, 细胞接种于Cytodex材料表面, 6 h
后显微镜观察可见黏附于Cytodex材料表面的细胞, 
到第4 d微载体表面黏附大量细胞, 第6 d时微载体表

面几乎贴满细胞, 细胞生长空间接近饱和, 从第8 d
开始细胞出现凋亡现象。

2.4   Cytopore和Cytodex微载体培养大鼠肝细胞

的MTT值及代谢指标的对比

分别在培养0、2、4、6、8、10 d后对Cytopore
与Cytodex培养的大鼠肝细胞BRL进行MTT值及代

谢指标的测定, 计算各值后作出柱状图进行对比。

2.4.1   MTT值      大鼠肝细胞黏附于Cytopore、
Cytodex微载体, 在前6 d里所测得的MTT值均呈现

上升趋势, 细胞增殖活性最大值出现在第6 d, 即
黏附于Cytopore的细胞MTT最大值为0.64, 黏附于

Cytodex的细胞MTT最大值为0.53, 两种载体的细胞

MTT值从第6 d开始下降(图5)。结果显示, 微载体

Cytodex培养的细胞的MTT值明显小于Cytopore。   
2.4.2   低温保存前后分泌白蛋白量      由图6可知, 

大鼠肝细胞黏附于Cytopore、Cytodex微载体。在

培养前6 d里所测得的白蛋白分泌量均呈现上升趋

势, 细胞分泌白蛋白量的最大值出现在第6 d, 黏附

于Cytopore细胞白蛋白分泌量最大值为8.59 g/L, 
Cytodex最大值为6.55 g/L。两种载体培养细胞6 d后
开始缓慢下降。结果显示, 黏附于Cytodex微载体培

养的细胞的白蛋白分泌量小于Cytopore。低温保存

后, Cytopore白蛋白含量变化较小, Cytodex白蛋白含

量变化较大。主要由于载体经冻存后, Cytopore外
表虽然变得不规则, 但是载体的多孔还存在, 只不过

孔型出现了变化, 这些变化对细胞的黏附影响不大; 
因此, 低温保存前后细胞白蛋白的含量变化较小; 
Cytodex低温冻存后, 载体表面出现皱缩, 可能对细

胞的贴壁黏附产生影响, 显微镜观察, 部分细胞从载

体脱落, 细胞凋亡, 低温保存后细胞白蛋白含量变化

较大。

2.4.3   尿素合成量      由图7可知, 大鼠肝细胞黏附

于Cytopore、Cytodex微载体, 在培养前6 d里所测

的尿素合成量均呈现上升趋势。黏附于Cytopore
的细胞尿素合成量最大值出现在第8 d, 最大值为

A B C

A: 培养2 d后; B: 培养4 d后; C: 培养6 d后。

A: cultured for 2 days; B: cultured for 4 days; C: cultured for 6 days.
图3   Cytopore培养的大鼠肝细胞(100×) 

Fig.3    Image of rat hepatocytes growth in microcarrier Cytopore (100×)

A B C

A: 培养2 d后; B: 培养4 d后; C: 培养6 d后。

A: cultured for 2 days; B: cultured for 4 days; C: cultured for 6 days.
图4   Cytodex培养的大鼠肝细胞(100×) 

Fig.4   Image of rat hepatocytes growth in microcarrier Cytodex (100×) 
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4.21 mmol/L; 黏附于Cytodex的细胞尿素合成量最

大值为3.01 mmol/L, 出现在第6 d, 随后开始逐渐下

降。总体来说, Cytopore微载体培养的细胞尿素合

成量明显大于Cytodex培养细胞的值, 是Cytodex的
1~2倍。低温保存后, Cytopore尿素含量变化较小, 
Cytodex尿素含量变化较大。    
2.4.4   葡萄糖消耗量      由图8可知, 大鼠肝细胞黏

附于Cytopore、Cytodex微载体, 在培养前6 d里所测

得的大鼠肝细胞所消耗的葡萄糖量均呈现上升趋

势, 黏附于Cytopore细胞葡萄糖消耗量最大值出现

在第8 d, 最大值为15.10 μmol/mL, 黏附于Cytodex
细胞葡萄糖消耗量最大值为12.27 μmol/mL, 随后

开始下降, 黏附于Cytodex的细胞葡萄糖消耗量明

显小于黏附于Cytopore细胞的值。低温保存后, 
Cytopore葡萄糖含量变化较小, Cytodex葡萄糖含量

变化较大。
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图5   微载体培养的大鼠肝细胞MTT值比较

Fig.5   MTT of rat hepatocytes growth in microcarrier
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图6    微载体培养的大鼠肝细胞分泌白蛋白比较

Fig.6   Albumin concentration of rat hepatocytes growth in microcarrier

图7   微载体培养的大鼠肝细胞尿素合成量比较

Fig.7   Synthesized urea of rat hepatocytes growth in microcarrier
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3   讨论
据研究报道, 在细胞增殖生长和代谢能力方

面, 微载体及支架等多维培养细胞明显优于平面培

养, 对大规模扩增培养细胞很有前景[11-12]。实验通

过两种微载体的对比, 结果显示, 细胞黏附于载体

Cytopore的MTT值、代谢指标是黏附于载体Cytodex
的1~1.5倍。在细胞黏附生长期间, 以Cytopore为载体

培养的细胞生长密度比Cytodex高, Cytodex是由葡聚

糖构成的实心球体微载体, 比表面积为2 700 cm2/g, 细
胞铺满表面后, 就无法继续黏附生长, 阻碍细胞在培

养期间代谢; 而Cytopore为疏松的空心多孔网状结构, 
比表面积为1.1 m2/g, 其比表面积是Cytodex的4倍, 为
细胞生长提供了足够的空间, 其良好的孔隙有利于细

胞的代谢。因此, Cytopore更适合大鼠肝细胞BRL的
培养。

目前, 肝细胞低温保存较成熟方法大都是细胞

悬液冻存, 其他的低温保存方法有肝细胞胶原单层

铺板低温保存、三明治夹心低温保存和微囊包裹

低温保存等, 这些方法各有其优缺点。如何低温保

存黏附于微载体的肝细胞, 避免因降温和复温过程

中受溶液冻结、融化以及溶液渗透压力变化等因

素的作用造成的肝细胞脱落, 是目前研究中亟待解

决的问题。本研究将Cytopore与Cytodex培养的肝

细胞低温保存, 结果证实, Cytopore比Cytodex更有

利于肝细胞的低温保存, 包括获得更高的细胞存活

率和细胞代谢功能。肝细胞与两种载体经低温保存

后, 肝细胞与载体(Cytopore、Cytodex)的黏附发生

问题, 细胞培养期间细胞黏附于载体材料(Cytopore、
Cytodex)表面, 从接触表面开始其黏附力随时间延

长而增强, 直到细胞表面黏附受体饱和。当低温保

存时, 升/降温过程中, 温度及其他因素的变化使两

种微载体(Cytopore、Cytodex)的表面结构发生变化, 
进而引起细胞与载体的黏附关系发生变化, 造成细

胞与材料结合的紧密度降低。而细胞与材料间的

黏附力与材料的性质和分子密度相关[13]。基质为

葡聚糖的Cytodex微球与基质是纤维素的Cytopore
微球, 膨胀系数不同则热应变(thermal strain)也不

同。由扫描电镜图像可知, 两种载体材料(Cytopore、
Cytodex)经低温保存后, Cytodex变化较大, 低温保存

后原本平滑的表面不均匀, 发生细胞和黏附材料之

间的脱离, 造成细胞本身的破坏。以上说明, 细胞以

何种载体培养, 对其低温保存后细胞的存活率和代

谢功能影响较大。

细胞与载体材料的构建受到诸如培养时间、细

胞与生物材料类型、表面分子修饰、应力培养等方

面的影响, 这些可以作为控制细胞形态黏附生长的

主要因素, 并最终影响低温保存的结果。因此, 对细

胞与载体材料低温保存机理的研究, 有助于我们发

展一些新型载体材料及细胞培养方法, 以便改善细

胞载体低温保存的质量。随着生物技术的发展和三

维培养方式技术日趋成熟和完善, 细胞复合体低温

保存技术又向前迈进了一大步。
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