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摘 要 在#%4搅拌式反应器中无血清培养分泌尿激酶型纤溶酶原激活剂（5067）的8+7重组9:;细胞，定期部

分更换9.<(=(>?多孔微载体，使生长在多孔微载体中的细胞不断更新繁殖，解决大规模细胞培养中的细胞凋亡问

题。在/!@连接换液培养过程中，细胞密度可维持在（!A#!$A"）B!%3／C4，活细胞比率维持在/%D以上。在

3A&4搅拌罐中培养细胞，利用外部周期性压力振荡刺激并结合载体更新技术，可减轻密度效应对细胞生长和表达

的影响，在一定程度上提高细胞在高密度培养条件下的表达水平。在"3@连续换液培养中，细胞最高密度为$A"E
B!%3／C4，活细胞比率维持在/&D以上。与稳压操作相比，利用周期变压刺激技术可提高产量!%D!$%D，且可

降低葡萄糖厌氧代谢生成乳酸的转化率，利用E步纯化工艺，从含5067约!#&F的$!%%4上清中获得约2%F5067
（单链比例约为/%D）。
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在动物细胞大规模高密度培养过程中，常常碰

到$个问题：一是细胞凋亡问题。细胞体外培养时，

诱发细胞凋亡的主要原因是细胞生长的环境条件较

恶劣，如营养缺乏，代谢产物的累积，=:和溶氧控制

不当，机械搅拌剪切力较大等，尤其在无血清培养基

中更易发生。细胞凋亡大大缩短了细胞培养时间，

从而严重降低反应器的生产能力和利用效率［!］。

二是细胞在高密度条件下，由于细胞的多层生长，存

在细胞接触抑制效应［$］，细胞的生长和表达均受严

重影响，在多孔微载体培养中有时会下降近!倍［#］。

如何保持或提高细胞在高密度生长条件下的表达水

平，关系到产物的浓度和产量以及培养基的利用率。

基因工程细胞在方瓶中单层培养时，只要及时换液

和适时传代，细胞就可无限增殖，而不发生细胞凋

亡。例 如，我 们 已 有 的 分 泌6>(0IJ的 基 因 重 组

9:;细胞株，经过!%E次传代培养（约!年），细胞

生长良好并保持最初的表达水平［E］，可见保持细胞

良好的生长环境（合适的=:、溶氧和低剪切力）、充

足的营养供应和及时的废物去除，是避免体外培养

细胞凋亡的关键。生物体是复杂的非线性体系，生

命中普遍存在着生物节律，生命活动的周期性变化

是其主要特征之一。当前，周期性操作（6?>K(@KL(=0

?>-<K(M）越来越引起研究者的关注。近年来已有不

少有关利用周期性温度或压力变化来提高基因工程

菌质粒的稳定性，或提高微生物、昆虫细胞、植物细

胞或动物细胞培养的密度和产量的报道［&!3］。本

文采取定期部分更新载体方法，减少细胞凋亡的诱

因，并引入外部周期性压力振荡，改善细胞与培养基

之间的传质性能，刺激细胞提高生产效率，部分恢复

由于密度效应而下降的细胞表达水平。

) 材料与方法

)*) 细胞株、培养基和多孔微载体

培养分泌尿激酶原（=>(0IJ）的重组9:;细胞

株940!!N（本所构建），细胞在方瓶培养中的表达

水平约&%%OI／（!%"L?))P·@）。采用无血清培养基，

基本组成为8,Q,／R!$（!S!），添加适量蛋白胨，胰

岛素及某些氨基酸和无机盐等。为防止在细胞培养

中，单链=>(0IJ过度降解成双链尿激酶，在培养基

中加入少量7=>(<KMKM（T-.?>9(*）。

9.<(=(>?纤维素多孔微载体（6U->C-LK-9(*），

用前用%A!C()／4、=:3A%的磷酸缓冲液（6TV）浸泡

EU后，倾去6TV，再用6TV洗涤#次。!$!W高压

灭菌#%CKM后，吸出6TV，用8,Q,／R!$培养基浸



泡备用。!"#$%$&’多孔微载体机械强度高，可回收

重复使用。

!"# 反应器和培养方法

()*+（工作体积,*+）-.$/#0#!1及23+-.$4
/#0#5!（工作体积,63+）（-7-&089!$7，:’&;09"）

在位灭菌搅拌式反应器。针对旋转滤器在连续细胞

灌流培养过程中易堵塞的问题［<］，开发了可反冲的

细胞截留系统。换液（或灌流）连续培养时，通过细

胞截留系统将生长在微载体中的细胞截留在反应器

中，提高细胞培养密度和反应器的生产能力［=］。

细胞由方瓶（单层贴壁培养）!转瓶（单层贴壁

培养）!搅拌瓶（多孔微载体培养）!*+!’>>.:’9反

应器（多孔微载体培养）!()*+-.$/#0#!1反应器

或23+-.$/#0#5!反应器（多孔微载体培养）逐级放

大培养。由于细胞能在长满细胞的微载体和空微载

体之间自动转移，每级放大培养时，预先在更大规模

的反应器中加入适量培养基和经过处理的多孔微载

体，长满细胞的多孔微载体通过管道直接进入下一

级反应器中，而无需胰酶的消化来帮助细胞培养的

接种和放大［?3］。控制%@,()3A3)3*，BC,(D!
E3D，温度,2()3FA3)?F，搅拌转速为(3!=3&／

;.9，多孔微载体的浓度为6!EG／+培养基。

采用批式换液连续培养方式，每天通过细胞截

留系统换液?!?)6个工作体积，将微载体截留在反

应器中，收获含产品的上清并加入新鲜培养基。当

多孔微载体中长满细胞后，在细胞表达水平急剧下

降前，用新载体部分更换长满细胞的截体。并且，在

()*+反应器的罐顶施加振幅,3)EH0&、频率,
3)3E@I的周期梯形压力振荡。

!"$ 检测方法

!"$"! 细胞计数：取样*;+于?3;+试管中，

?*33&／;.9下离心后吸出上清，加入含3)?D结晶

紫的3)?;;$>／+柠檬酸溶液，使总体积至*;+，

每隔?J用吸管吹打、摇荡，置于室温下2J后，用

吸管紧靠液面吸取适量液体于血球计数板上，数出

被染 成 深 紫 色 的 细 胞 核 数。活 细 胞 数 测 定，用

3)6D胰酶消化，将多孔微载体内的细胞释放至溶液

中，取部分细胞悬液离心后去除上清，用3)3*D台

盼蓝溶液染色后，在显微镜下数出拒染细胞（活细

胞）占总细胞的百分比［??］，悬浮于上清中的细胞可

直接用血球计数板计数。

!"$"# 细胞转移观察：噻唑蓝（K11）染色法［?6］。

!"$"$ %&$45L活性测定：用改进的琼脂糖4纤维

蛋白4平板法［E］。

!"$"% 葡萄糖和乳酸的测定：葡萄糖浓度用血糖

诊断试剂盒测定（中国科学院百泰技术公司）。乳酸

浓度由乳酸酶试剂盒测定（!’9#&$9.M:;H@）。

!"$"& NBN4OP:Q和 R’/#’&9H>$#分析：参考文

献［?2］。

# 结果和讨论

#"! 多孔微载体培养细胞生长模型

用多孔微载体培养细胞时，细胞生长在微载体

和培养基之间存在一个动态平衡（图?）。当多孔微

载体内部长满细胞，而培养基中悬浮生长的细胞较

图? 用多孔微载体培养细胞

S.G7? !’>>M8>#8&’$9%$&$8/;.M&$M0&&.’&/

少（如刚换液后）时，部分细胞会自动从微载体中脱

落进入培养基中。反之，如果培养基中细胞密度较

高，且有的微载体中尚有生长空间（如部分更新微载

体后），悬浮在培养基中的细胞又会重新贴附在多孔

微载体上并在其中生长繁殖。类似化学反应中的化

学平衡，最终所有的微载体中都长满了细胞，并且约

?3D!63D的细胞在培养基中悬浮生长，而约<3D
!=3D的细胞则生长在多孔微载体中。细胞在微载

体和培养基之间的转移对细胞培养非常有利：（?）可

改善传质性能。当微载体中长满细胞后，微载体内

<<2 生 物 工 程 学 报 ?T卷



的细胞与培养基间传质阻力会增加，培养基中的营

养成分难于扩散至微载体中心，而微载体中心的细

胞代谢产物如乳酸、氨及目的产物由于传质阻力增

大而在微载体内部积累，使细胞生长的微环境恶化

（这可能是细胞脱落的主要原因），从而严重影响细

胞的生长和分泌。细胞从载体上脱落后，使微载体

中的细胞变得较稀疏，减小了传质阻力；而悬浮于培

养基中的细胞与培养基之间传质阻力可忽略。（!）

使放大培养简便安全。细胞在微载体间的自动转

移，方便了接种过程，大大减小了染菌机率，可为任

何规模的细胞培养制备种子，这也是优越于固定床

反应器的一个方面。

!"! #"$%反应器中周期压力振荡培养细胞

考察了微载体浓度和周期压力振荡对细胞培养

的影响（图!）。细胞密度随多孔微载体浓度的增加

而增加，但微载体浓度从"#／$增加至%#／$，细胞

密度增加幅度不明显。当细胞密度大于!&’()／*$
时，对于无泡供氧反应器（!$+!’!,-’）维持./0
%(1非常困难，因此限制培养密度进一步提高的主

图! 在)23$反应器中无血清培养4$5’’6细胞

78#9! 4$5’’6:;<<=:><?>@;8A+)93$=?8@@;B?+AC
（!：DBBA;E*8:@F:+@@8;@=；"：G;H<+:;H+@?FI*8:@F:+@@85
;@=；J+<>;K;=8B;"：L8:@F:+@@8;@@;H<+:;*;A?@+?8F；M,+=;<<，

"：4><?>@;E8?,:N:<8:H@;==>@;F=:8<<+?8FA；M,+=;#，$，%：

4FA?@F<:><?>@;）

要因素 是 溶 氧 和 营 养 的 供 应。在 细 胞 密 度 小 于

’()／*$时，应用周期变压刺激，容易促使4/!从培

养基中逸出，使培养基HO升高而对细胞生长不利。

但细胞密度大于’()／*$时，应用周期压力振荡技

术，可大大降低为维持HO而加入的碱液量，这可能

是由于周期变压促进了气液、固液传质而降低了葡

萄糖（6<:）厌氧代谢生成乳酸（$+:）的比例，以及细

胞代谢生成的4/!与逸出的4/!达到平衡。周期

变压下细胞的比生长速率（&0(2!%%B-’）与常压培

养（&0(2’P%!(2!QPB-’）无显著差别，这表明振幅

0(2%K+@、频率0(2(%OR的周期变压不会损伤动

物细胞。在M,+=;S前期，细胞的表达水平（">5MD）

在%((!%)3ST／（’(P:;<<=·B），但所有微载体中都长

满了细胞后（图’（4）），即使细胞密度相对稳定（!
’2’&’()／*$），上清中>5MD活性也从3!((ST／*$
降至%!((ST／*$，">5MD逐渐从%P(ST／（’(P:;<<=·B）

下降至"33ST／（’(P:;<<=·B），说明在高密度培养条

件下细 胞 密 度 效 应 对 蛋 白 表 达 有 负 面 影 响。在

M,+=;’采用周期变压刺激后，上清中>5MD活性从

%!((ST／*$增至P3((ST／*$，">5MD也增加到3%(
ST／（’(P:;<<=·B）。">5MD在M,+=;"（变压）的平均值

为%U’VP"ST／（’(P:;<<=·B），而在M,+=;$、%（常

压）分别为"P"V’PST／（’(P:;<<=·B）和!UPV"UST／

（’(P:;<<=·B），这些结果表明周期变压刺激能部分恢

复由于密度效应而下降的细胞表达水平。周期变压

操作还可减少葡萄糖通过厌氧代谢途径生成乳酸的

比例，从而提高培养基的利用效率。在周期变压操

作下，葡萄糖生成乳酸的转化系数（#$+:／6<:（图!
（W））。在P)B连续换液培养中，细胞最高密度为

!2P%&’()／*$，活细胞比率维持在U31以上；收获

上清中>5MD最高浓度可达!’’Q*#／$，细胞密度

大于)&’(P／*$后每天换液3!P$，共获得含>5MD
约!’2’#的上清"’"$。

!"& &’%反应器中部分载体定期更新培养细胞

从图!可看出，随着培养的进行，细胞的表达水

平有逐渐下降的趋势，这与微载体更新比例有关。

长满细胞的多孔微载体在反应器中停留的时间越

长，传质性能会越差，在微载体中心的细胞可能会由

于营养的缺乏和代谢产物的累积而影响细胞的生长

和表达，甚至导致细胞凋亡［’］。我们曾在4;<<8#;A
反应器中连续培养该细胞株U(B，每隔!(!"(B微

载体更换3(1!U(1，细胞的表达水平一直维持在

!3((ST／（’(P:;<<=·B），可见在动物细胞长期高密

UQ""期 胡显文等：多孔微载体无血清培养@4O/细胞生产>5MD



度培养过程中，微载体定期部分更新对维持细胞高

活性、高表达非常必要。在培养过程中定期部分更

换微载体，强制细胞在新旧微载体之间转移，使生长

在微载体内部的细胞不断更新繁殖，保持旺盛活力；

而每天的大量换液则去除一部分细胞和细胞碎片，

及时去除代谢产物，补充新鲜培养基，从而消除或尽

可能减小细胞凋亡的诱发因素。部分更新微载体

后，能部分恢复细胞的表达水平（!!"#$），减上葡萄

糖生成乳酸的比例"%&’／()*（图+（,））。但是微载更

新的频率和比例需要优化，更新比例过大，虽然对保

持单个细胞的表达水平有利，但会损失大量细胞，而

降低反应器的总生产效率。采用这一方法，在+-%
,./01&123反应器中连续456换液无血清培养3%"
55(细胞，细胞最高密度可达789:5-;／<%（活细胞

比率!4-=）；细胞密度在第十天达到5-;／<%后，

一直维持在（58+!789）:5-;／<%水平。收获上清

中!"#$最高浓度大于5--<>／%，共获得含!"#$
约55?>的上清5@7;%（图+）。

（,）3*))*ABC*00./D)*E*)&D6F.*)6’/*GG.’.*D1/G

)&’1&1*BC/6!’*6/D>)!’/0*’/D0!<*6
图+ 在+-%反应器中无血清培养3%"55(细胞

H.>I+ 3%"55(’*))0’!)1!C*.D&+-%01.CC*61&DJ
（"：K*B)&’*B&C1/G<.’C/’&CC.*C0；E&)!*L*0.6*"：M.’C/’&C"
C.*CC*B)&’*<*D1C&1./；

我们为细胞提供优良的生长环境来防止细胞凋

亡的发生，非常简单有效地解决了这一问题，在国外

尚未见有关报道。

!"# $%&’的质量和产量

尿激酶原也称单链尿激酶型纤溶酶原激活剂

（N.D>)*"’O&.D!C/J.D&0*"1FB*B)&0<.D/>*D&’1.E&1./C，

0’!"#$），在纤溶酶或激肽释放酶等蛋白酶的作用

下，将其%F05P@"Q)*5P4链裂解成为具有酶催化活性

的双链尿激酶型纤溶酶原激活剂（1’!"#$），即高分

子量尿激酶（RMS"2T），并可继续降解为低分子量

尿激酶（%MS"2T）。与链激酶和尿激酶相比，尿激

酶原具有较高的特异性溶血栓作用［5?，5P］。但#C/"
2T极易转变成双链2T，如何保持单链形式是#C/"
2T生产过程中的一大难题。细胞培养过程中通过

图? 培养上清及两批纯化产品的NUN"#$(V
分析及培养上清的S*01*CDL)/1分析

H.>I? NUN"#$(V&D&)F0.0&D6S*01*CDL)/1&D&)F0.0/G
0!B*CD&1&D1，&D6NUN"#$(V/GB!C.G.*6!"#$BC/6!’1

（$）NUN"#$(V&D)&F0.0/G0!B*CD&1&D1IN&<B)*GC/<;IP%C*&’1/C
（)&D*05，+）；N&<B)*GC/<+-%C*&’1/C（)&D*07，?）；MS <&CJ*C
（(.L’/,K%：4;I?，99I7，PPI-，?7I;，?-I-，+5，-，75IP，5?I?JU）I
（,）S*01*CDL)/1&D&)F0.0/G0!B*CD&1&D10&<B)*GC/<;IP%C*&’1/C
（)&D*05，+）；N&<B)*GC/<+-%C*&’1/C（)&D*07，?）I（3）NUN"#$(V/G

!"#$BC/6!’1B!C.G.*6GC/<’*))’!)1!C*0!B*CD&1&D1LFG/!C"’/)!<D

BC/’*00L*G/C*GC**W*"6CF.D>IMS<&CJ*C（(.L’/,K%：4;I?，99I7，

PPI-，?7I;，?-I-，+5I-，75IP，5?I?JU）；,&1’O5（)&D*05，+）；,&1’O

7（)&D*07，?）；

V)*’1C/BO/C*0.0!D6*CC*6!’.D>&D6D/D"C*6!’.D>’/D6.1./D0.0

0O/XD.D)&D*05，7，&D6)&D*0+，?I
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采取一些方法来抑制蛋白酶活性，减小细胞死

亡以及减小产物在反应器中的停留时间，以减小

!"#$%&的降解，可保持收获的上清中’$!(的单链

比例在)*+!,*+左右（图-）。由于采用无血清培

养基，除胰岛素外几乎没有其他大分子物质，而且上

清中’$!(的含量在.*!/**01／2之间，因此可不

作任何处理直接用343$!(56分析收获的上清。

从图-可知，!"#$%&是上清中的主要成分之一。

由于!"#$%&与低剂量的%&联合使用溶栓效

果大大超过单独使用!"#$%&，而副作用又远小于单

独使用%&［/-］，因此在产品中保留一定比例的%&
即可增加疗效，又可降低纯化成本。产品质量控制

策略为：（/）经凝胶过滤7!28分析为单一峰，保证

产品为单双链’$!(的混合体；（9）经343$!(56分

析，非还原条件下一条带，还原条件下单链比例!
)*+。采取四步法纯化工艺，从约9/**2细胞培养

上清中获得单链比例!,*+的冻干合格’$!(约)*
1，总回收率!.*+。
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