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摘 要 以 \%#! 细胞为模型，分别进行微囊化和游离培养，运用流式细胞术考察两种培养体系下细胞周期和生长代谢变化；

建立数学模型，模拟了两种培养体系下细胞的生长活性和代谢特性。实验发现：微囊化培养过程中的 \%#! 细胞处于 I*8 合

成期（D 期）的百分含量显著高于游离培养，并且细胞保持较高的增殖活性。模型计算表明，所建模型动力学参数能够很好地

描述微囊化和游离两种培养体系下细胞的代谢情况；对细胞活性的理论计算表明，微囊化的细胞具有较高的增殖和代谢活

性，同时细胞能够较长时间保持此活性；模型参数表明，两种培养体系下，葡萄糖对细胞生长的影响无显著差别（ @A*%%< # @<;<< ），

乳酸对游离培养细胞的生长具有明显抑制作用，但对微囊化培养细胞抑制作用较小（ @A*%%3 ]# @<;<3 ）。
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!" 世纪 #" 年代初，$%& 和 ’() 等人［*，!］首次将

微囊化技术与组织工程细胞移植相结合，制备了具

有良好生物相容性的海藻酸钠+聚赖氨酸+海藻酸钠

（,-,）微胶囊。该微胶囊不但可以维持被包埋细胞

正常的生理学功能，而且还能够成功避免组织细胞

移植中的免疫排斥反应，实现对病损组织在形态、结

构和功能方面的重建或替代［./0］。基于此，在细胞基

础研究及多种疾病的细胞替代治疗领域［1，#］，微胶囊

技术均显示出不可替代的应用价值［2］。

近年来，伴随生物工程领域的迅猛发展，微囊化

技术在规模化细胞培养的相关研究中再次被广泛关

注。由于微胶囊形成的微环境［*"］为细胞生长提供

了温和稳定的生长空间，因此与普通游离培养相比，

微囊化的细胞在生长和代谢等方面都表现出一些特

有的性质及优势。如：细胞在微胶囊的环境下呈三

维方式生长；细胞易于成团且密度较高；细胞生长稳

定期较长；细胞能较长时间维持较高活性等。研究

这些性质对明确微胶囊载体中细胞的增殖特性及更

高效发挥微胶囊内细胞的生物学功能具有重要的指

导意义。

340! 细胞是一种从人白血病细胞中分离建立

的可长期体外悬浮生长的细胞系，具有增殖周期短

和生长代谢规律稳定的特性，是生物医学研究常用

的模型细胞系［**，*!］，本实验以 340! 细胞为模型，对

其在微囊化与游离两种培养方式下的生长和代谢进

行对比性研究，在明确细胞在微胶囊内生长和代谢

活性的变化特点的基础上，进一步建立数学模型对

细胞活性变化和代谢过程进行了模拟，以阐明主要

生长底物和代谢产物对微囊化细胞生长过程的影

响，为微囊化动物细胞的规模化培养提供实验依据

和理论指导。

! 材料与方法

!"! 材料

海藻酸钠（黏度 5 *""67，青岛晶岩生物科技开

发有限公司）；聚赖氨酸（895 !:4""，美国，’%;&< 公

司）；*0:" 培养液（美国，=>?@A 公司），含 *"B小牛

血清（北京三利生物制品厂）；其他试剂均为国产分

析纯。340! 细胞（第四军医大学提供）。

!"# 方法

! $# $ ! 微囊化 340! 细胞的制备：收集对数生长期

的 340! 细胞，重悬于过滤除菌的 *C4B（! +"）海藻

酸钠溶液中，调整细胞终浓度为（! D *"0）+&$。细胞

悬液通过注射器泵（’6%E)F%G%6 >)HFI(&E)FH，>J@）针头

压出，经由大功率高压脉冲微胶囊制备仪（本实验室

研制）产生的静电场，滴入 *""&&KL+$ @<@L! 溶液中，

制备含有细胞的海藻酸钙凝胶珠；钙化 ."&%) 后的

海藻酸钙凝胶珠在 "C"4B（! +"）的聚赖氨酸溶液

中发生电解质络合反应以形成微胶囊膜；成膜后在

"C*4B（! +"）的海藻酸钠溶液中覆膜，以中和多余

正电荷，形成 ,-, 微胶囊；最后，置于 44&&KL+$ 的柠

檬酸钠溶液中，使微胶囊内部的海藻酸钙凝胶液化。

! $# $ # 细胞培养：微囊化培养：将微囊化的细胞分

装于 !: 孔板中；每孔分装约 * D *"4 个细胞，加入

*0:" 培养液 !&$。

游离培养：取同批细胞以 * D *"4 个细胞+孔的

密度接种于 !: 孔板中，每孔加入 *0:" 培养液 !&$，

以保证两种培养方式下每孔的细胞数量和培养液体

积一致。

两种培养方式下的细胞在 .1M，4B @A! 培养

箱（日本，三洋公司）中培养。

! $# $% 微囊化细胞形态观察：隔天在显微镜（NO’/*
生物倒置显微镜，重庆光学仪器厂）下观察微囊化细

胞的生长状态并拍照记录。

! $# $& 细胞数量的测定：细胞数量测定采用 OJ,
分析法［*.］。即将微囊化细胞或游离细胞用 -?’ 清

洗 ! 遍；用含 7IKFE%)<HE 3 的缓冲液 4"M保存 *!P 裂

解细胞，以 释 放 OJ,；之 后 加 入 荧 光 试 剂 QKE6PHF
..!4#，荧光试剂特异的与双链 OJ, 结合（可排除

RJ, 的干扰）后，测定荧光光度值（激 发 光 波 长：

.44)&；发射光波长：:0")&），根据“细胞数量和 OJ,
荧光光度的标准曲线”确定细胞含量。

! $# $’ 葡萄糖和乳酸含量的测定：用生物传感分析

仪（’?,/:"@，山东省科学院生物研究所）测定培养

液中葡萄糖和乳酸的含量。

! $# $( 细胞周期的测定：游离培养细胞每天收集约

* D *"0 个细胞，1"B乙醇溶液固定；微囊化培养细胞

隔天收集，机械破囊后，用 ."" 目筛网过滤除去微囊

碎片后离心、固定。细胞收集完后将所有样品离心，

收集细胞，-?’ 漂洗 ! 次，调整细胞悬液浓度为 * D
*"0 +&$，*&$ 细胞悬液中加入 *&$ -> 染色液，置于

:M冰 箱 中 染 色 ."&%) 后 用 流 式 细 胞 分 析 仪

（S,@’T<)F<;E ’U，?O）分析细胞周期。

# 数学模型的建立与求解方法

# $! 细胞活性与代谢模型的建立

由于微囊化细胞在生长过程中容易出现聚集和

成团现象，所以微囊化培养过程的细胞活性变化也
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与游离培养状态下的不同。为了考察微囊化细胞的

生长特性，并与游离培养方式下的情况进行对比，本

文建立了数学模型以模拟不同培养方式下的细胞活

性变化和代谢规律。模型主要考察以下三个主要因

素：底物（葡萄糖）浓度；产物（乳酸）浓度和细胞活

性。模型建立的基础如图 ! 所示：（!）底物葡萄糖的

存在导致了活细胞对底物的消耗和产物乳酸的生

成；（"）葡萄糖和乳酸的存在对细胞活性分别具有激

活和抑制作用；（#）由于取材是同一批细胞，且微胶

囊制备过程考虑了细胞数量和活性的损失，所以，可

认为游离和微囊化培养初始细胞具有相同的活性，

且定义大小为 ! 个活性单位。由此，可得到如下的

表达式：

$!
$" % & #’［!］［$］ （!）

$%
$" % #(［!］［$］ （"）

$$
$" % #)［!］［$］& #&［%］［$］［$］" % * % ! （#）

其中：! 为葡萄糖；% 为乳酸；$ 为细胞活性；

#’ 为葡萄糖消耗速率系数；#( 为乳酸生成速

率系数；#) 为细胞活性激活系数；# + 为细胞活性抑

制系数。

图 ! 葡萄糖和乳酸对细胞活性影响示意图

,-./ ! 0-1.213 45 678 -95:;89<8 45 .:;<4=8 19$
:1<6168 49 <8:: 1<6->-6?

! "! 求解方法

模型参数采用 316:1@ 软件中的多变量函数最小

化法求解。

# 结果

#$% 微囊化细胞的形态

为了解悬浮动物细胞在微胶囊内的生长状态，

图 " 微囊化 ABC" 细胞生长状态

,-./ " D-<24E7464.21E7= 45 ABC" <8::= 89621EE8$ -9 )F) 3-<24<1E=;:8=

B"G马 娟等：微囊化 ABC" 细胞生长周期及代谢特性的研究



在培养的不同时间拍摄微胶囊相片，如图 ! 所示。

从图中可以看出，微囊化的悬浮细胞表现出了与游

离培养条件下不同的特征，即在培养一段时间后开

始聚集，出现大小不一的团块，随着培养时间的延

长，团块逐渐变大，并最终形成一个大的细胞团，充

满整个微胶囊。当培养时间大于 "#$ 的时候，细胞

团块中央出现细胞坏死现象，这可能是由于伴随细

胞团的增大，团块中央传质受阻，细胞得不到充分的

营养供应而坏死。此外，微胶囊在作为细胞移植用

载体时，形态保持完整是非常重要的。实验中，制备

的微胶囊直径在 %## & ’##!(，细胞培养 "’$ 以上仍

然保持完整，无细胞泄漏现象发生。

!"# 微囊化培养方式对细胞周期的影响

运用流式细胞术分析两种培养方式下细胞的 )
期比例发现，在细胞培养时间小于 *$ 时，微囊化的

+,-! 细胞生长过程中 ) 期细胞的百分含量与游离

培养情况下差别不大，而当培养时间大于 .$ 时，游

离培养的细胞其 ) 期比例明显下降，而微囊化的细

胞 ) 期仍保持了较高的比例，且持续时间达到 "!$
以上，如图 % 所示。

图 % 不同培养方式细胞 ) 期百分含量变化情况

/012 % 34(5670849 4: ;<== 5<7;<9> 09 ) 5?68<
09 :7<< 69$ (0;74<9;658@=6><$ ;@=>@7<8

!"! 数学模型对活性的拟合结果

本文所建模型主要考虑了底物（葡萄糖）和主要

产物（乳酸）对细胞活性的影响。根据实验数据和上

述模型，采用多变量函数极小化法进行数据拟合，结

果发现，所建模型能够很好地模拟葡萄糖的消耗和

乳酸的生成过程，如图 ’、图 , 所示。模型计算所得

参数值如表 " 所示。

表 $ 模型参数计算结果

%&’() $ %*) +&(+,(&-). /&0&1)-)0 2&(,)3 4051 -*) 15.)(
A676(<><78 /7<< ;@=>@7<（8B "） C0;74<9;658@=6><$ ;@=>@7<（8B "）

DE #F#’"* #F#"-"
DG #F,*!H #F,,*"
DI #F#!H! #F##.H
DJ #F#,-. #F##%,

图 ’ 游离培养过程葡萄糖消耗和乳酸生成模拟结果

/012 ’ K?< 80(@=6>049 4: 1=@;48< ;498@(5>049 69$
=6;>6>< 574$@;>049 09 8@85<98049 ;@=>@7<

J09<：;6=;@=6><$ ;@7L< @8091 >?< (4$<= 2 IM5<70(<9>6= $6>6 5409>8：84=0$
8N@67<，;49;<9>76>049 4: 1=@;48<；?4==4O ;07;=<，;49;<9>76>049 4: =6;>6><

图 , 微囊化培养过程葡萄糖消耗和乳酸生成模拟结果

/012 , K?< 80(@=6>049 4: 1=@;48< ;498@(5>049 69$ =6;>6><
574$@;>049 09 GAG (0;74<9;658@=6><$ ;@=>@7<

J09<：;6=;@=6><$ ;@7L< @8091 >?< (4$<= 2 IM5<70(<9>6= $6>6 5409>8：84=0$
8N@67<，;49;<9>76>049 4: 1=@;48<；?4==4O ;07;=<，;49;<9>76>049 4: =6;>6><

对细胞活性变化的理论计算结果表明，微囊化培养

的细胞不但具有较高的细胞活性，且高细胞活性的

持续时间较长，而游离培养条件下细胞的活性在第

* 天的时候便开始下降，如图 - 所示。

图 - 不同培养方式细胞活性模拟结果

/012 - )0(@=6><$ 7<8@=>8 4: ;<== L06P0=0>Q PQ >?<
(4$<= 09 :7<< 69$ (0;74<9;658@=6><$ ;<== ;@=>@7<
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! 讨论

目前研究表明，动物细胞的大规模培养具有广

阔的应用价值与应用范围。从近年的发展趋势来

看，细胞的大规模培养越来越借助于高密度培养的

方法而不是单纯依靠培养体积的简单放大。细胞固

定化培养如微囊化细胞培养，可以较好的达到高密

度的要求［!"］，并提供了常规培养所无法得到的许多

优势，如细胞保护、环境均一、高活性表达等。因此，

考察微囊化培养体系下细胞的增殖和生长代谢特性

对应用微囊化技术进行大规模细胞培养具有重要的

理论指导意义。

细胞周期各时相的分布是研究细胞增殖动力学

的主要指标，细胞周期中最为关键的是 #$% 倍增和

染色体复制的 & 期，它的比例反应了细胞群体的增

殖能力。本文针对微囊化固定培养细胞的方式，应

用流式细胞术比较了游离培养与微囊化培养两种培

养体系中细胞 #$% 合成期（& 期）的百分含量变化。

%’% 微囊化培养的 ()*+ 细胞处于 & 期的百分含量

较高，并且这种高 & 期含量的增殖状态较游离培养

维持了较长时间，所以微胶囊为细胞的生长提供了

稳定温和的环境，有利于细胞长时间保持较高的增

殖活性，且微胶囊能保持完整的形态，说明应用微囊

化技术能很好的满足动物细胞大规模培养的要求。

葡萄糖为动物细胞培养过程中重要的碳源和能

源物质，也是过程优化和控制的主要参数之一。其

主要代谢产物为乳酸。乳酸浓度的增加导致了培养

液渗透压的增加和 ,- 值的下降，因此会抑制细胞

正常的生理功能［!./!*］。为减少乳酸的产生，细胞培

养过程往往采用葡萄糖限制的方法，以减少乳酸的

产生，但过低的葡萄糖浓度又会导致细胞增殖和代

谢活性的降低。本文所建模型计算结果表明，游离

培养过程中葡萄糖的消耗速率要大于微囊化细胞的

消耗速率（ !"#$$% 0 !&’&% ）。且葡萄糖对细胞活性的促

进作用也大于微囊化培养体系下的促进作用，但两

者的差别不大（!"#$$& !!&’&& ），说明两种培养体系中本

文所采用的葡萄糖浓度对细胞的活性影响不明显。

两种培养体系中乳酸对葡萄糖的得率系数分别为：

(&’&
)*+1%,-$ 2 "3))414 和 ("#$$

)*+1%,-$ 2 "3*5414，由于两种培养

体系最终葡萄糖都能消耗完全，所以游离培养时生

成了更高的乳酸浓度，高浓度的乳酸导致了细胞活

性的迅速降低，游离培养条件下乳酸对细胞的抑制

系数明显大于微囊化培养条件下的结果，如表 ! 所

示。对细胞活性的理论计算结果表明微囊化培养方

式下由于产生的乳酸较少，所以细胞长时间的维持

了较高的增殖活性。细胞数量的测定结果同样表

明，微囊化培养的细胞可长时间的维持较高的细胞

数量，而游离培养过程细胞达到最大值后，即迅速减

少，如图 6 所示。

图 6 不同培养方式细胞数量测定结果
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本文中，应用流式细胞术考察的细胞增殖特性

和通过细胞代谢拟合的活性变化结果都表明，在微

囊化培养体系下细胞具有长期稳定的增殖活性。在

生物工程制药中，为了得到更多的目的蛋白，可通过

改良细胞、优化培养条件，如提高细胞增殖活性，细

胞高密度培养等方法来提高药物的产量。本文的实

验结果表明，应用微囊化技术培养杂交瘤细胞，生产

单克隆抗体，更容易获得较高的细胞得率，提高细胞

对目的产物的表达能力［!6］。
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答 读 者 问

近来，编辑部常常接到一些读者的电话、信件及 YL7*&9，询问有关投稿、审稿、订刊等事宜，为使更多的读者对这些问题有

所了解，现一一答复如下，希望对大家有所帮助。

= . 投稿时需要哪些手续？是否需要电子版？

答：投稿时需要提供论文第一作者署名单位的介绍信，介绍信主要应证明该文的作者署名无误，未一稿两投及不涉及保

密问题。所有稿件都需要提供电子版，请用 R3#; 附加文件形式发来。此外，还需要邮寄打印稿件一份（打印图片效果不好的，

最好附一份原图），并在投稿的同时缴纳 =AA 元审稿费。

我刊 YL7*&9：4Z8[ 6$%. &7. *4. 4%

J . 审稿费需邮寄还是转帐？

答：都可以。只是邮寄汇款时，请在收件人栏填写“生物工程学报编辑部”收，不要写个人姓名；备注栏中注明“稿件编号 \ 第

一作者姓名”，以便确认汇款来源。编辑部在收到汇款之后，将以挂号形式寄回发票。如果付款单位与文章署名单位不一致，请

务必在汇款单上注明发票上所要开具的付款单位名称。如转帐付款，请按如下帐号、地址汇来，也请注明“稿件编号 \ 第一作者

姓名”。

收款单位：中国科学院微生物研究所

开户银行：中国工商银行北京分行海淀镇支行

帐 号：AJAAAA@WA>A?>==!@JW

B . 贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？

答：收到来稿后，首先将由专家进行两审。若一二审均获通过，则送达主编处进行最后的总审，再次通过，您就可以收到

录用通知了。这个过程一般不会超过 B 个月。当然，如果您的稿件在一二审时即被否定，那您可能一个月之内就会收到我们

的退稿通知了。

@ . 如不用，是否退回原稿？是否告知退稿原因？对退稿有异议怎么办？

答：我们在今年的征稿简则中已经说明，今后凡印刷稿件一般不再寄回。特殊情况，如已无底片的照片等请作者在来稿

时说明，我们会挂号寄回。对每一篇退稿，我们都会详细写明退稿原因，为您进一步修改论文提供帮助。如您对退稿意见有

异议，可以给我们写信表明看法，我刊将请专家予以复审。

W . 我可否指定审稿人，或言明请某审稿人回避？

答：您在投稿时可附上您推荐的审稿人名单，或请予回避的审稿人名单，供编辑部参考，但是否采纳将视具体情况而定。
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