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接种方式对细胞在三维材料中接种率和分布的影响
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摘 要 考察了静态和动态接种方式对成纤维细胞在胶原H壳聚糖支架材料中接种率和分布的影响。将人成纤维细胞制成细
胞悬液，分别采用静态接种、转瓶接种和灌注接种方式将细胞接入三维胶原H壳聚糖海绵。通过 <>>法和切片 GS染色分别考
察细胞接种率及细胞在三维材料中的分布。实验结果表明：在低的接种密度下静态接种有较高的接种率（88[P\），但随着接
种密度的增加接种率下降显著，细胞结团且分布不均匀；转瓶接种的接种率约为 L$\，细胞分布也不均匀；灌注接种的接种率
始终维持在 &&\以上，能得到高的起始细胞密度，且细胞分布均匀，是一种理想的接种方式。细胞接种方式的优化为改善工
程化组织的结构和功能、缩短体外构建时间奠定了基础。
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细胞接种到三维支架材料上是体外构建工程组织的第

一步。将细胞接种在具有一定孔隙率、孔径大小、孔间相通

的支架材料上，使细胞在模拟体内的化学、物理和生物学条

件下，在三维支架材料中进行培养，进而形成工程化组织。

细胞接种对于支架材料中起始细胞量、细胞在支架内的立体

分布以及随后的细胞增殖分化、迁移和组织形成等方面都有



重要的影响［!，"］。优化细胞接种方式和细胞接种条件对于体

外成功构建组织是必需的。

传统的静态接种方式存在细胞分布不均匀、起始细胞量

低和接种率低等缺点［#，$，%］，而且手工操作也限制了大规模工

业化生产。近年来，各种动态接种方法逐渐得到发展，主要

包括转瓶接种［$，%，&］、搅动接种［’］、灌注接种［(，)］和过滤接种［"］

等。通过引入动态接种方法，增加悬浮的细胞和三维支架材

料之间相对流动，使细胞与支架之间有更多的碰撞机会，从

而提高细胞的接种效率和分布均匀程度。

由于使用的支架材料和细胞各不相同，很难评价文献报

道的各种接种方式的优劣。本研究系统考察了静态接种、转

瓶接种和灌注接种对成纤维细胞在胶原*壳聚糖海绵中起始
密度、接种率和起始细胞分布的影响，选择合适的细胞接种

方式，为体外构建工程化皮肤组织奠定良好的基础。

! 材料和方法

!"! 材料
+,-,培养基和胰蛋白酶购自 ./012公司，新生牛血清

（345）由实验室自制，,66购自上海化学试剂公司，乳酸脱氢
酶（7+8）试剂盒购自南京建成生物工程公司。
!"# 人皮肤成纤维细胞培养
参照文献［!9］报道的方法，从小儿包皮的真皮层分离获

得成纤维细胞，并进行传代培养，培养基为含有 !9: 345的
+,-,。构建人工真皮的细胞采用第 & ; !%代人皮肤成纤维
细胞。

!"$ 壳聚糖%胶原海绵的制备
牛筋去筋膜、脂质制成肌腱粉末。将肌腱粉末浸泡于

9<!=2>?7的 8@1溶液中，采用文献报道的酸处理法［!!］制得终
浓度为 %<%=A?=7的胶原*8@1溶液。将一定量（占胶原干重
!9:）事先配制好的 "9=A?=7壳聚糖（5/A=B）溶液缓慢滴入胶
原*8@1溶液，混匀后真空脱泡。将所得溶液注入孔板，放入
C "9D冰箱冷冻过夜。真空冷冻干燥 "$E后，得到壳聚糖*胶
原海绵。海绵经 -+@F胶联，9<!=2>?7 3B"8GH$（I8)<!）清洗

!E，!=2>?7 3BF>清洗 "E，"=2>?7 3BF> 清洗 !J后，用双蒸水漂
洗，最后冷冻干燥，切成 !<%==厚的支架材料经环氧乙烷灭
菌待用。

该法制得的胶原壳聚糖海绵孔径在 !%9 ; #99!=之间，
孔隙率为 ((<&: K $<!’:。
!"& 细胞悬液的制备
方瓶中长成汇合的人成纤维细胞经 9<"%:胰酶消化后，

用含 !9:345的 +,-,培养基制成一定浓度的细胞悬液。
!’ ( 细胞接种方法
!’(’! 静态接种（图 !@）：取 %99!7细胞悬液点种在 ’1=" 胶

原海绵材料上，静置于 FH" 培养箱中，使细胞贴附。!<%E后

补加 !=7培养基，#E后接种结束。
!’(’# 转瓶接种（图 !4）：将面积为 ’1=" 的胶原海绵材料用

针悬挂在转瓶内，加入 %9=7一定密度的细胞悬液，于 FH" 培

养箱中以 $9L?=/M的速率搅拌 "9E进行接种。接种过程中，

9 ; $E每隔 !E，$ ; !9E每隔 "E，最后第 "9E分别从转瓶中取出
%99!7细胞悬液计数细胞密度。以细胞悬液密度与起始细胞
悬液密度的比值（!?!9）对时间作图，得到转瓶接种动力学曲

线。

!’(’$ 灌注接种（图 !F）：!1=" 的胶原海绵用密封圈固定在

自制的灌注式反应器中。一定密度的细胞悬液 "<%=7由蠕
动泵送入反应器，以 9<#"1=?=/M的速率流经支架材料并重新
收集到储液瓶。经过 $次这样的循环完成整个灌注接种过
程。每次循环结束时取 "99!7细胞悬液计数细胞密度。以
细胞悬液密度与起始细胞悬液密度的比值（!?!9）对循环次

数作图，得到灌注接种动力学曲线。

图 ! 接种方法示意图
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!’) 接种率的检测
接种细胞量的确定：接种细胞悬液用 G45适当稀释后，

采用血球计数法计数，乘以接种悬液体积得到接种细胞量。

取 #次计数平均值。
材料中实际细胞量的确定：接种结束时用 ,66法［!"］检

测细胞*材料复合物中细胞线粒体脱氢酶活性，根据标准曲
线确定三维材料中的细胞量。取 #组数据的平均值。
接种率 U材料中实际细胞量?接种细胞量 V !99:。

!"* 组织学染色检测细胞在三维材料内的分布
取接种后的细胞材料复合物沿与材料表面垂直的方向

制成 !9!=厚的冷冻切片，切片经 8W-染色后观察细胞在三
维材料内的分布。

# 结果

#"! 接种方式对成纤维细胞在三维材料中接种率的影响
将成纤维细胞分别以静态接种、转瓶接种和灌注接种的

方式接种到三维胶原海绵材料中，接种率随接种细胞密度的

变化如图 "所示。在静态接种条件下，接种率随着细胞接种
密度的增加逐渐下降，从 ((<): K )<(:下降到 ’"<’: K
%<":；在实验的接种密度范围内转瓶接种方式的接种率维持
在 &9:左右；灌注接种能获得较高的接种率，且随着细胞接种
密度的增加，接种率虽有下降，但始终保持在 ’’:以上，三维
材料中的细胞量最高达到 "<") V !9& 1P>>S?1="。因此，灌注接种

在接种率上优于静态接种和转瓶接种，在高的接种密度下灌

注接种的优势更为显著，可以达到较高的材料起始细胞密度。

#"# 动态接种动力学研究
转瓶接种动力学曲线及接种过程中培养液的 7+8含量

9%& !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 "99%，X2><"!，32<$



变化如图 !所示。可以看到细胞悬液中的细胞密度在前 !"
内下降很快，随后缓慢减少，到 #$"时下降到起始的 %&$’。
但根据 ()) 的检测结果，在三维材料中实际接种率仅为
*$’，说明有近 +$’的细胞在接种过程中损失。细胞在损伤

图 # 细胞接种密度对接种率的影响

,-./ # 0112345 61 -76389:4-67 3299 ;275-4<

67 522;-7. 211-3-273<

图 ! 转瓶接种动力学

,-./ ! =-724-35 61 54->>2; 522;-7.

或死亡时胞内的 ?@A会被释放，因此培养基中 ?@A的含量
可以反映接种过程中细胞损伤和死亡的情况。分析培养基

中 ?@A含量变化可以发现，?@A的含量在前 !"迅速上升，随
后缓慢增加直至接种结束。这说明前 !"细胞悬液密度的快
速下降部分是由于细胞死亡导致的，而非细胞贴附到了胶原

材料上。

灌注接种动力学曲线如图 +所示。在实验所选的细胞
密度范围内，接种细胞悬液密度对细胞贴附动力学没有显著

影响。随着循环次数的增加，悬液中细胞密度逐渐降低，细

胞在三维材料中的接种率逐渐增大。通过 +个循环后，BB’
以上的细胞被截留在三维材料内。

图 + 灌注接种动力学曲线

,-./ + =-724-35 61 C2>185-67 522;-7.

!"# 接种方式对成纤维细胞在三维材料中起始分布的影响
接种方式对细胞在材料内的分布有重要影响。图 D 是

接种结束后对细胞材料复合物进行 ())分析的结果。由于
活细胞线粒体内琥珀酸脱氢酶可将淡黄色的 ())还原成不
溶于水的紫蓝色甲!沉淀，因此通过紫蓝色的分布可以知道

图 D 静态接种（E，@）、转瓶接种（F，0）和灌注接种（G，,）后细胞材料复合物的 ())分析照片

,-./ D ?-."4 H-3>6.>:C"5 61 4"2 3299 522;2; 36754>8345 :142> -738I:4-67 J-4" ()) 5:94（E，F，G：K +$；@，0，,：K %$$）

%D*丁春梅等：接种方式对细胞在三维材料中接种率和分布的影响



活细胞在材料中的分布情况。在接种密度为（!"#$ % &"#!）’
!&( )*++,-)./ 的情况下，静态接种得到的细胞材料复合物中，

材料表面分布着大小不一的块状紫蓝色物质（图 01中箭头
所指），并有部分表面未呈现紫蓝色（图 02，1），说明细胞在
材料表面分布不均匀且细胞结团现象严重，造成局部细胞密

集而局部又没有细胞。转瓶接种后紫蓝色均匀地覆盖着整

个材料表面（图 03，4），说明材料表面已完全被细胞所占据。
灌注接种后同样可以看到细胞分散良好（图 05 中箭头所
指），没有出现细胞结团（图 06，5）。与灌注接种相比，转瓶
接种后材料表面多层细胞紧密排列，几乎将多孔材料的表面

完全覆盖，这样不利于营养物的传递，会给后期培养造成影

响。

为了进一步考察材料内部细胞的分布情况，取接种细胞

后的材料进行冷冻切片和 74染色，结果如图 (所示。从图
中可以发现：静态接种后细胞高密度地聚集在接种一侧的材

料表面（图 (2中箭头所指），材料内部区域几乎没有细胞分
布。转瓶接种后细胞也是集中在材料表面，造成表面被厚厚

的一层细胞所覆盖（图 (3中箭头所指），而内部细胞很少。
采用灌注接种方式不但材料的表面有细胞均匀的分布，而且

材料内部的多孔表面也均匀地分布着细胞（见图 (6中箭头
处），因此细胞在整个三维材料内立体分布均匀。

图 ( 接种结束后细胞材料复合物的切片 74染色（ ’ #&）

589: ( 78,;<+<98)=+ )><,, ,*);8<?, <@ )*++ ,**A*A )<?,;>B);, @><. 7C4 ,;=8?（ ’ #&）

2：,;=;8) ,**A8?9；3：,D8??*> @+=,E ,**A8?9；6：D*>@B,8<? ,**A8?9:

! 讨论

体外构建工程化组织，首先要将细胞接种到预制的三维

材料中，其接种要求：高的接种率，使供体细胞得到最大利

用；高的动力学速度，缩短贴壁依赖和剪切敏感的细胞处于

悬浮状态的时间；贴壁细胞高密度和均匀的分布，以加快组

织再生的速度和提高组织的均一性。

静态接种由于操作简单是最常见的接种方式，但静态接

种普遍存在着接种率低、细胞分布不均匀的缺点。从本实验

可以看到，由于静态接种时细胞悬液静置于材料表面，个别

细胞随着液体向材料内部扩散而进入材料，这种被动的向内

运动是有限的，大多数细胞在重力作用下堆积在材料表面，

导致材料表面有大量细胞贴附，内部则几乎没有细胞。另外

由于静态接种时接种悬液体积通常只有几百微升，要得到高

的接种密度，只有提高接种悬液的密度，而高的细胞悬液密

度容易导致细胞结团，造成孔隙堵塞，影响细胞进入材料内

部；而且由于材料表面的细胞结合位点有限，很多细胞仅是

松散地停留在表面，当加入培养基时，这部分细胞极易离开

材料进入培养基，因此接种率随着接种密度的增加而降低。

转瓶接种是最早开发的动态接种方式。转瓶中的机械

搅拌能使细胞悬液混合均匀，不易出现细胞结团现象，同时

由于细胞与材料间碰撞机会增加，可以使更多的细胞接种到

材料上，而且搅拌在细胞和材料之间提供了相对速度，使细

胞能够进入材料内部。F8.［G］等人在构建平滑肌组织时，采用

转瓶接种法将细胞接种到 HI2材料中，其细胞密度比静态接
种高出一个数量级，细胞分布也更为均匀，但是接种率却只

有（# % !）J。KB?L=EMN<O=E<O8)［$］等人研究了软骨细胞接种到
HI2材料上的转瓶接种动力学并建立了简单的接种模型。
他们根据接种动力学曲线认为转瓶中所有的细胞在 !A时间
内都接种到了材料上，但是没有检测接种结束时材料中的实

际细胞量，也没有数据说明转瓶接种对细胞分布的影响。从

本实验的结果可以看到，转瓶接种并不能有效地将细胞接种

到材料内部，在接种率方面转瓶接种低于静态接种，种子细

胞损失严重。在转瓶接种过程中出现的细胞明显损伤或死

亡可能是由于转瓶的转子与转瓶底部直接接触磨损细胞导

致的。

灌注接种过程中，细胞悬液直接流经多孔材料的内部孔

隙，细胞可以到达材料内部，并在惯性作用、拦截作用、重力

沉降和范德华力的作用下停留在孔表面。通过多次循环，细

胞与材料间接触机会增加，大大提高了接种率。F8.［#］和
P=A8,8)［Q］分别在肝细胞体外培养和心脏组织工程构建中运用
了灌注接种方式，使用的支架材料分别为 HI2和 R+;>=@<=.!P

并得到了高的细胞代谢活性和高的细胞密度，前者对于细胞

分布没有提供有力的数据，后者得到了均匀的细胞分布。在

本实验中，使用胶原海绵为支架材料，由灌注接种得到了高

的起始密度、高的接种率和均匀的细胞分布，这对工程化组

织形成正常结构和功能，缩短体外构建时间将起到重要的作

用。
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