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组织工程与细胞培养                                                              

小鼠睾丸支持细胞体外培养特性 

师冰洋 1, 张淑香 1, 郭美锦 1, 王永红 1, 张嗣良 1, 史小林 2 
1 华东理工大学 生物反应器工程国家重点实验室, 上海 200237 
2 首都医科大学生殖医学中心, 北京 100069  

摘  要: 支持细胞是睾丸的重要组成部分, 其主要功能是为生精细胞提供适宜的生长环境。从幼鼠睾丸中分离得到支持

细胞, 并通过苏木精-伊红和 Fas-L 免疫组化染色对分离得到的细胞进行了鉴定。通过对原代小鼠睾丸支持细胞的贴壁、

生长和培养液中葡萄糖、谷氨酰胺、氨基酸等营养底物及其副产物乳酸、铵根离子等的代谢以及培养液渗透压和 pH 的

研究, 发现支持细胞的贴壁时间主要集中在接种后 2~4 h; 当培养液中氨根离子浓度高于 2.3 mmol/L, 渗透压高于   

326 mosm/kg, pH≤6.8 时支持细胞生长进入衰亡期; 在氨基酸代谢方面, 发现培养过程中丙氨酸和谷氨酸浓度迅速增加, 

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸浓度略有降低, 丝氨酸、精氨酸和甘氨酸浓度基本保持不变。因此培养液中铵根离子浓度的

过量积累、渗透压和 pH 的异常和贴壁面积不足是限制支持细胞静态生长的主要因素。研究结果为支持细胞大规模培养

及工艺优化奠定了基础。 

关键词 : 支持细胞 , 分离与鉴定 , 体外培养 , 代谢特性  

Metabolic characterization of rat sertoli cell in vitro culture 
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Abstract: Sertoli cell (SC) is intrinsic to the testis and provides an appropriate growth environment for the germ cells. It was 
separated from rat’s testis and identified by hematoxylin and eosin staining(HE) and immunocytochemical reaction, then cultivated in 
vitro. Culture conditions such as pH, osmotic pressure and metabolic parameters that include consumption rates of glucose, glutamine, 
amino acids and formation rates of lactic acid, ammonium ion were investigated. It was showed that adhesion process of SCs was 
accomplished within 2−4 hours after inoculation. It was also observed that the SCs entered into the decline phase when the 
concentration of ammonium ion and lactic acid were above 2.3 mmol/L and 14 mmol/L, respectively, which caused osmotic pressure 
above 326 mosm/kg and pH below 6.8 in the medium. As the changes of amino acids during culture were concerned, Glu and Ala 
accumulated rapidly, while Val, Leu, Ile reduced slightly and at the same time Ser, Arg, and Gly were stable. The restrict factors for 
SCs grown in static culture might be high osmotic pressure and low pH, which were generated when glutamine and glucose were 
metabolized into lactic acid. The findings could be fundamental in the process optimization of large scale Sertoli cells in vitro culture. 
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睾丸支持细胞(Sertoli cells, SCs)是生精小管上

皮中的一种重要功能细胞, 主要有以下特性: 1)通过

形成血-睾屏障使各阶段生精细胞免于免疫系统的

监视, 并合成活性因子, 如 FAS 配体(FAS ligand, 

FAS-L)等, 抑制针对屏障以外的生精细胞的免疫应

答。Selawry等[1]最先将大鼠的 SCs与胰岛共同移植

到大鼠肾被囊处, 发现 SCs 可在移植处提供局部的

免疫抑制从而创造一个睾丸外的免疫豁免微环境。

2)提供大量营养物质和多种可溶性的营养因子及调

节蛋白, 提高生精细胞活性, 刺激精子的形成和生

长; 3)对其他细胞(如神经元细胞、神经干细胞等)有

营养和促生长作用。Sanberg等[2]将大鼠 SCs与牛肾

上腺嗜铬细胞共同移植到 PD(Parkinson disease, PD)

大鼠体内; 而 Cameron 等[3]采用模拟微重力技术将

大鼠 SCs和 NT2以 1: 4的比例制成盘状的细胞聚合

体 , 做 为 可 供 移 植 新 型 组 织 结 构 , 应 用 于

HD(Huntington’s disease, HD)均取得了很好的效果; 

单独移植同样可以改善病鼠的异常运动, 表明 SCs

对多巴胺(Dopamine, DA)神经元具有独立的营养作

用。此后相继进行了脑内 SCs 与其他细胞的共移  

植[4,5]或 SCs 的单独移植[6−10]试验, 在大鼠的 PD 和

HD的研究进展模型中均得到了满意结果。因此支持

细胞在细胞治疗和医药方面有很好的前景, 现已成

为研究热门之一。 

然而支持细胞移植需要大量的健康的细胞, 因

此如何得到大量具有正常生理功能的支持细胞是目

前急需解决的问题。关于支持细胞培养方面的研究

目前报道主要集中在支持细胞与其他细胞的共培养

和永生细胞株的建立两方面[11−20], 还没有针对支持

细胞本身的适宜培养环境和代谢特性的研究。为此, 

着重研究了体外静态培养下支持细胞的贴壁过程、

底物消耗和产物生成等代谢特性及渗透压、pH 等

培养环境, 进一步探讨了支持细胞体外培养时的主

要影响因素 , 为支持细胞的大规模培养奠定了基

础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料和试剂 
实验动物: 出生 10~15 d的 ICR雄性小鼠 4只, 

由上海必凯实验动物中心提供。 

培养基 : Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM, 高糖)固体培养基购自 Sigma-Aldrich公司; 

胎牛血清(Fetal calf serum, FCS)、胰和胶原蛋白酶均

购自 Invitrogen公司。兔抗 Fas-L抗体及兔 SABC试

剂盒均购自武汉博士德公司; 显色剂 3,3-二氨基苯

联胺(Ddiaminobenzidine, DAB)购自北京中衫金桥技

术有限公司。 

1.2  SCs 的体外分离 
细胞分离主要参照 Welsh 和 Wiebe[21]的方法, 

略加改进。以下各步操作均在无菌条件下进行。分

离雄性 ICR小鼠的双侧睾丸, 将生精小管剪成 1 mm

小段, 0.2% I型胶原酶和 0.1%胰蛋白酶等体积混合

消化 30 min, 之后吹打成细胞悬液, 经 200目细胞筛

过滤后静置 5 min, 弃上清。将细胞重悬 , 以   

1×106 cells/mL浓度接种于培养瓶中, 37oC、5% CO2、

饱和湿度环境 (标准环境 )培养 , 进行差速贴壁    

10 min, 以除去培养液中的杂细胞, 然后更换培养

瓶继续培养并作为 P0代, 此后传代的细胞的代数以

此类推称之为 P1代、P2代⋯⋯ 

1.3  SCs 的体外培养 
批培养: 不同浓度的 P2代 SC细胞接种 24孔细

胞培养板中(A: 0.2×105cells/mL; B: 0.5×105cells/mL; 

C: 1×105cells/mL), 于 37°C、5% CO2的培养箱中培

养。每天取 3个样, 重复 3次, 进行细胞计数并留样

分析。 

换液培养: 方法大致与批培养相同, 只是隔日

更换 50%的培养液。 

1.4  细胞的鉴定 
细胞鉴定采用苏木精-伊红染色和 SCs的 FAS-L

免疫细胞化学染色的方法[22]。 

1.5  分析 
细胞计数 : 台盼蓝工作液染色 , 血球计数板

计数。  

代谢分析: 葡萄糖浓度采用葡萄糖试剂盒(卫生

部上海生物制品研究所)测定; 氨离子浓度采用尿素

氮测定试剂盒(卫生部上海生物制品研究所); 乳酸

浓度采用乳酸测定试剂盒(南京建成生物工程研究

所 )测定 ; 氨基酸浓度测定采用邻苯二甲醛 (OPA, 
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Fluka, Swizterland)柱前衍生的反相高效液相色谱系

统(HP1100, Hewllet Packard, German)测定, 流动相

的组成、硼酸缓冲液、洗脱程序、进样程序等均由

随机的技术报告确定。 

渗透压: 全自动冰点渗透压测定仪(FM-8P, 上

海医大仪器厂)测定。 

计算: 

比生长速率: 

 0

ln1
C
C

t
t⋅=μ

 
(1-1) 

式中 t为培养时间(d), Ct为 t时活细胞密度(cells/mL), 
C0为接种时活细胞密度(cells/mL)。 

葡萄糖、谷氨酰胺比消耗速率(qGluc、qGln): 

 qGluc或 qGln =
dt
dS

C
⋅−

1
 

(1-2) 

乳酸、氨比生成速率(qLac、qAmm) 

 qLac或 qAmm =
dt
dP

C
⋅

1
 

(1-3) 

乳酸生成对葡萄糖消耗的得率系数(YLac/Gluc)、
氨生成对谷氨酰胺消耗的得率系数(YAmm/Gln): 

 YLac/Gluc或 YAmm/Gln =
dS
dP

−
 

(1-4) 

支持细胞对营养物消耗的得率系数 (Ycells/Gluc, 
Ycells/Gln): 

 Ycells/Gluc或 Ycells/Gln=
dS
dX

−
 

(1-5) 

上式中 C为活细胞密度(×105 cells/mL), S为葡
萄糖、谷氨酰胺的浓度(mmol/L), P为乳酸、氨的浓
度(mmol/L), t 为时间(d)(考虑到谷氨酰胺的自然降
解因素 , 其消耗浓度取 dS =dSapparent–Kt, 其中 
dSapparent 为表观消耗浓度, K 为自然降解常数, 取值
为 0.0048 mmol/(L·h), t为培养时间)。 

贴比率: 

 100%−
= ×
接种细胞数 未贴壁细胞数

接种细胞数
 (1-6)                          

1.6  统计学分析 
数据用平均数( x )表示, 应用 SPSS 10.0统计软

件进行单因素方差分析的多重比较。 

2  结果与讨论 

2.1  小鼠睾丸支持细胞鉴定 
支持细胞明显特征之一是具有双核仁结构。小

鼠睾丸分离的细胞在体外传代培养过程中, 细胞体

积增大, 呈不规则片状。通过 HE染色后观察到细胞

质为红色而细胞核呈紫色, 并出现明显的双核仁结

构(图 1a)。对这些双核仁细胞进行 Fas-L免疫细胞化

学染色后, 观察到胞质中 Fas-L呈强阳性表达, 核圆

形或椭圆形 , 不着色 , 有时可见双核 , 阴性对照未

见 Fas-L阳性表达的细胞(图 1b), 表明这些分离培养

的细胞为支持细胞。睾丸是 Fas-L 主要的非淋巴来

源, 在构成睾丸组织的细胞中, 只有 SC大量持续分

泌 Fas-L, 通过 Fas/FasL 系统发挥其免疫豁免功能, 

因此 Fas-L可作为 SC的特异性标记[22]。 

 

图 1  小鼠睾丸支持细胞 HE 染色和免疫细胞化学反应

鉴定  
Fig. 1  Identification of rat sertoli cell using HE stain and 
immunocytochemical reaction. (a) Sertoli cell stained with HE.  
(b) SCs immunocytochemically labelled with FAL-L antibody. 
 
2.2  接种密度对小鼠支持细胞静态贴壁的影响 

以 3 种不同密度接种, 对小鼠支持细胞进行贴

壁研究(图 2)。A、B、C (A: 0.2×105 cells/mL; B: 

0.5×105 cells/mL; C: 1×105 cells/mL)3种接种密度的

贴壁时间都主要集中在 2~4 h, 只是高密度接种的贴

壁率要比低密度的略高。在细胞培养中, 影响细胞

贴附和铺展的主要因素有 2 种 : 一是二价阳离子

(DC); 二是吸附糖蛋白扮演一种类似“桥”的角色, 

这是因为在正常生理 pH 下, 真核细胞表面带有不

均匀的负电荷, 而传统的培养基质(如塑料、玻璃)

表面也带有负电荷, 在这样的相互作用模式下, 细

胞显然无法贴附到培养基质上, 但在这个系统中引

入“桥”后, “负电荷-桥-负电荷”相互作用模式是

可行的。大多数支持细胞在 2 h 之前的贴壁可能主

要是在新环境中的适应过程, 2~4 h之间细胞在这种

“桥”的作用下贴壁, 4 h之后没有贴壁的细胞大多

都已死亡, 而接种密度高时, 细胞之间能形成协同

生长效应(图 2a)。 
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图 2  小鼠支持细胞不同接种密度体外贴壁培养(A: 贴壁率和 B: SC 生长曲线) 
Fig. 2  Anchorage-depended culture of rat SCs. (a) Adherent rate curve. (b) The growth curve. 
 

2.3  接种密度和培养方式对小鼠支持细胞生长影响 
以 3 种不同密度接种 (A: 0.2×105 cells/mL;     

B: 0.5×105 cells/mL; C: 1×105 cells/mL)对小鼠支持细

胞进行批培养和换液培养。批培养时, 以密度 A 和

B接种有明显的 24 h延迟期, 此后进入对数生长期, 

A 密度接种的细胞的比生长速率在第 3 天时达到最

大(0.63×105 cells/mL), 而 B、C密度接种的细胞在第

2 天达到最大, 最大细胞浓度基本一致, 是 A 密度

接种细胞密度的 3倍。此后 3种接种密度细胞的比

生长速率逐渐减小, 第 4 天时变为负值, 进入衰亡

期。换液培养时, 以密度 B和 C接种的细胞维持稳

定细胞密度, 达 2.0×105 cells/mL, 而以 A密度接种

的细胞对数生长期延长, 直到第 9 天达到最高密度

(1.3×105 cells/mL), 是批培养密度的 2 倍, 但仍然

小于 B、C接种密度的细胞浓度。换液培养前 4天

的细胞比生长速率变化基本与批培养一致, 但是后

期基本维持在 0 h−1, 因此没出现衰亡期。这种现象

可能是由于低接种密度是呈片状贴壁生长, 而高密

度接种时 , 支持细胞是呈核圆形生长的 , 在

0~1.0×105 cells/mL接种范围内单个细胞的贴壁面积

与总接种密度呈负相关关系(表 1)。以上 2种培养方

式的最大细胞密度都为 2.0×105 cells/mL(图 2b), 以

B浓度接种细胞对数生长期细胞比生长速率最大(表

1)。因此, 在静态培养条件下, 支持细胞的生长面积

限制了细胞的最大生长密度, 而最佳的接种密度为   

0.5×105 cells/mL。 

2.4  小鼠支持细胞体外培养的葡萄糖代谢 
在小鼠睾丸支持细胞批培养过程中, 葡萄糖浓

度逐渐降低 , 72 h 后基本维持在较高的浓度不变 

表 1  不同接种浓度细胞的大小和比生长速率 
Table 1  Size and specific growth rate of sertoli cell grown 
in static culture with different inocula 

Specific growth rate 
[105 cells/(mL·d)] Inocula 

(105 cells/mL)
Cell diameter

(μm) 
Batch culture Fed-batch culture

0.2 40.5 0.161 0.171 

0.5 10.3 0.711 0.723 

1.0 7.20 0.501 0.493 

Cell diameter in table 1 in are measured 72 h after inoculation. 
 

(＞18 mmol/L); 而乳酸浓度在 0~72 h 迅速升高(图

4), 之后稳定于 19.5~23.5 mmol/mL。如图 2b 所示,

低、中、高三种不同接种浓度的支持细胞进入衰亡

期时, 乳酸的浓度分别为 10 mmol/L、15.1 mmol/L

和 15.2 mmol/L, 但是本研究所做的乳酸和渗透压脉

冲试验表明: 当乳酸浓度达到 15.1 mmol/L时, 并不

是乳酸本身促使细胞进入衰亡期, 而是由乳酸所引

起的渗透压升高的原因(数据未给出)。这与孙祥明 

等[23]研究 CHO细胞所得出的结论是一致的。整个过

程中, 葡萄糖比消耗速率与其对应的乳酸比生成速

率的变化趋势是相似的。而在换液培养时, 葡萄糖

浓度在 18~24 mmol/L之间, 不同接种浓度细胞的乳

酸的最终浓度几乎相同, 是批培养乳酸浓度的 60%

左右, 乳酸浓度得到了有效的控制(图 3和图 4)。 

如图 5 所示, 在批培养中, 细胞对葡萄糖的得

率系数总体趋势是先增加后减小的, 在对数生长期

较高。对数生长期结束时, 以 B 浓度接种的换液培

养细胞对葡萄糖的总得率系数最大, 而以 A 浓度接

种的批培养细胞对葡萄糖的总得率系数最小(表 2)。

另外, 乳酸对葡萄糖的得率在对数生长期都维持了
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较高的水平, 甚至都超过最大理论值 2 mmol/mmol。

这主要是因为在细胞培养中乳酸的生成不仅仅来自

于葡萄糖的代谢过程, 氨基酸(特别是谷氨酰胺)和

培养基中丙酮酸的代谢均能生成乳酸[24], 但葡萄糖

代谢乃是乳酸累积的主要来源, 72 h 之后逐渐减少

到 0.5~2 mmol/mmol的范围内。结果表明批培养时

随着培养液中葡萄糖浓度的降低和乳酸的不断增加

以及渗透压等环境因素的变化, 葡萄糖的代谢途径

发生了变化 ,  趋向于能产生更多能量的三羧酸途

径。由图 3和图 4计算出批培养前 3天以 A、B、C

三种不同浓度接种的细胞的葡萄糖比消耗速率(qGluc)

分别为 0.75 mmol/(109 cells·d)、1.54 mmol/(109 cells·d)、 

 

图 3  不同接种浓度时葡萄糖浓度变化 
Fig. 3  Profiles of residual glucose concentration with different 
inoculum amounts. The icon “  ” instructs the time of fed 
medium. 

 

图 4  不同接种浓度培养液中乳酸浓度变化 
Fig. 4  Profiles of lactic acid concen different inoculum with 
different inoculum amounts. 

1.78 mmol/(109 cells·d) ; 乳酸对葡萄糖的得率

(YLac/Gluc)分别为 1.92 mmol/mmol、1.67 mmol/mmol、

1.45 mmol/mmol。华平等[25]研究猪睾丸支持细胞时

所得 qGluc=3.03 mmol/(109 cells·d), 而 YLac/Gluc=  

0.84 mmol/mmol, 这可能是由于种属细胞差异所致。 

2.5  小鼠支持细胞体外培养的谷氨酰胺代谢 
在动物细胞的培养中, 谷氨酰胺是细胞生长代

谢的氮源和能源[26]。在批培养中, 谷氨酰胺逐渐消

耗 且 比 消 耗 速 率 逐 渐 减 小 , 最 低 浓 度 达 到       

1.8 mmol/L, 说明谷氨酰胺并不是支持细胞生长的

限制因素。随着谷氨酰胺浓度的减小, 丙氨酸的比

生成速率和其对谷氨酰胺的得率逐渐减小; 而虽然

谷氨酰胺消耗速率的显著减小决定了氨比生成速率

也逐渐减小 , 但氨对谷氨酰胺的得率逐渐增加(图

6、7 和 8), 这表明谷氨酰胺代谢由生成α-酮戊二酸

和丙氨酸的途径向生成α-酮戊二酸和氨途径发生了

迁移。这可能主要是谷氨酰胺浓度逐渐减小和渗透

压的逐渐增大造成的, 因为转氨代谢途径可以产生

更多的 ATP, 使细胞来缓解能量物质的减小和渗透

压增大带来的不利影响。有趣的是, 在批培养中, 尽

管 接 种 浓 度 不 同 , 当 铵 根 离 子 的 浓 度 达 到       

2.3 mmol/L时, 支持细胞都进入了衰亡期(图 2b，图

6)。而一般情况下 , 当培养基中氨根离子浓度达 

4.5~5.5 mmol/L时, 将对细胞生长产生较大的毒性[27], 

这表明原代小鼠支持细胞可能对铵根离子有较强的 

 

图 5  批培养过程葡萄糖的细胞得率系数(Ycells/Gluc)和乳

酸生成对葡萄糖消耗的得率系数(YLac/Gluc) 
Fig. 5  Time course of Ycells/Gluc and YLac/Gluc  in batch culture 
with different inoculum amounts. 
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表 2  细胞对葡糖糖的平均得率系数(Ycells/gluc) 
Table 2  Average Ycells/gluc of SCs culture 

Inoculum 
(105 cells/mL) 

Batch culture 
(108 cells/mmol) 

Fed-batch culture 
(108 cells/mmol) 

0.2 0.148    0.153 

0.5 0.228    0.328 

1.0 0.203   0.202 

 

图 6  批培养谷氨酰胺、丙氨酸、铵根离子浓度变化 
Fig. 6  Metabolism of glutamine, Ala, NH4

+ in batch culture 
with different inoculum amounts. 

 
图 7  批培养丙氨酸及氨对谷氨酰胺得率及丙氨酸比生

成速率 
Fig. 7  YAmm/Gln, YAla/Gln and qAla  in batch culture with 
different inoculum amounts. 
 

敏感性。在整个过程中, 谷氨酰胺的比消耗速率是

先增加后减小的, 因为细胞在延迟期需要摄取大量

的谷氨酰胺, 这与辛燕等[28]研究杂交瘤细胞时所得

结果是一致的。 

 

图 8  批培养谷氨酰胺比消耗速率(qGln)及氨的比生成速

率(qAmm) 
Fig. 8  qGln and qAmm in batch culture with different inoculum 
amounts. 
 

2.6  氨基酸、乳酸代谢和渗透压变化 
氨基酸是动物细胞培养基的重要组成成份, 对

细胞生长代谢有重要作用。了解动物细胞生长中的

氨基酸代谢, 有助于优化培养基设计, 给细胞创造

更好的生长环境。SC批培养中, 发现不同接种浓度

的细胞氨基酸浓度的变化趋势大致相同, 呈现规律

变化的有 8 种, 其中, 丙氨酸和谷氨酸浓度迅速增

加; 缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸浓度略有降低; 丝氨

酸、精氨酸和甘氨酸浓度略有增加, 而除丙氨酸和

谷氨酸之外, 在对数生长期过后, 氨基酸的浓度基

本保持不变, 这说明主要参与细胞的生长而较少用

于维持细胞的消耗(图 9)。这与白血病氨基酸代谢有

显著的差异, 白血病细胞培养过程中精氨酸、谷氨

酰胺、天冬氨酸、丙氨酸、酪氨酸浓度随活细胞密

度升高而减低; 苏氨酸、丝氮酸、蛋氨酸和组氨酸

浓度随活细胞密度升高而升高[29]。而高红亮等[30]在

研究 Vero细胞是发现除丙氨酸和谷氨酸之外, 天冬

氨酸和脯氨酸浓度也增大, 本实验中并未发现。 

 如图 10, 不同接种浓度的批培养中, 渗透压都

随着时间逐渐增大 ,  以 A、B、C 三种密度接种     
(A: 0.2×105

 
cells/mL; B: 0.5×105

 
cells/mL; C:     

1 × 1 0 5  c e l l s / mL ) ,  培养液的最大渗透压分别为   

322 mosm/kg、336 mosm/kg、330 mosm/kg。支持细胞

进入衰退期的渗透压为 326 mosm/kg (图 2b, 图 10), 

本研究所做的渗透压脉冲试验也充分证实了以上结

论。在换液培养中, 渗透压都随着换液的频率而呈现

有规律的波动, 但是最大渗透压仅为 315 mosm/kg。 



师冰洋等: 小鼠睾丸支持细胞体外培养特性  751 

 

Journals.im.ac.cn 

 

图 9  不同接种量时批培养过程的氨基酸代谢 
Fig. 9  Metabolism of amino acids in batch culture with different inoculum amounts. (a) 0.2×105 cells/mL. (b) 0.5×105 cells/mL.   
(c) 1.0×105 cells/mL. 
 

 
图 10  SCs 培养的渗透压变化 
Fig. 10  Osmotic pressure in SCs culture with different 
inoculum amounts. 
 

显然, 批培养中环境的渗透压超出了正常范围, 这

也是造成过早进入衰亡期的原因之一; 而换液培养

则保持了正常的渗透压, 细胞的稳定期能维持较长

的时间(图 4)。与此同时, 在批培养时不同接种浓度

培养液 pH 值都明显下降 , 培养结束时 , pH 为

6.5~6.9, 低于支持细胞最适生长的 pH范围(7.2~7.4), 

因而严重影响细胞的生长代谢, 当 pH为 6.9时细胞

进入衰退期; 而在换液培养中, pH 得到了有效地控

制, 维持在 7.0左右(图 11)。因此, 在批培养中培养

液的 pH也是影响细胞生长的重要因素。 

 

图 11  SCs 培养的 pH 变化 
Fig. 11  pH profiles in SCs culture with different inoculum 
amounts. 
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乳酸对细胞生长的影响可能来自 2 个方面, 一是乳

酸本身对细胞生理生化的影响; 二是因乳酸浓度的

增加而导致了培养基渗透压的增加, 继而影响细胞

生长。支持细胞的比生长速率随着乳酸浓度的增加

而降低的主要原因是渗透压的作用。渗透压变化会 

导致细胞生长的减缓[31]。Ozturk等[31]研究了不同起

始乳酸浓度下杂交瘤细胞 167.4G5.3 的批培养过程, 

发现对数生长期的细胞比生长速率随着乳酸浓度的

增加而下降, 并提出只有当浓度超过 40 mmol/L 时

乳酸本身才会对细胞的生长有抑制作用 ,浓度小于  

40 mmol/L 时乳酸对细胞生长的抑制作用主要来自

培养环境的渗透压变化[32]。SC 最高的乳酸浓度为

23.2 mmol/L, 所以本身对细胞产生的影响不大。 

研究表明大部分培养的细胞对渗透压的耐受力

较大, 在正常环境中, 渗透压在 260~320 mosm/kg

之间[33]。渗透压的增加扰乱了正常的离子跨膜梯度, 

细胞维持能量需求相应增加, 跨膜运输需要消耗更

多的能源物质, 所以能引起能源物质(主要是葡萄糖

和谷氨酰胺)代谢途径的变化, 从而容易造成细胞的

死亡或凋亡。 

3  结论 

以静态培养的小鼠睾丸支持细胞为研究对象 , 

通过对培养过程葡萄糖、谷氨酰胺、氨基酸等营养

物质代谢及其代谢副产物乳酸、铵根离子等积累、

培养液渗透压和 pH的深入研究, 得出以下结论: 

1) 支持细胞静态培养的贴壁时间主要集中在

接种后的 2~4 h。 

2) 培养过程中, 培养瓶贴壁面积的限制是造成

细胞密度较低(<2.1×105 cells/mL)的主要因素。这表

明要提高细胞的单位密度必须要增加贴壁面积, 利

用微载体或滚瓶培养是不错的选择, 为支持细胞的

高密度培养指明了方向。 

3) 在批培养中当细胞培养液中葡萄糖和谷氨

酰胺的浓度未达到限制浓度, 而当培养液中氨浓度

高于 2.3 mmol/L, 渗透压高于 326 mosm/kg, pH≤6.8

时支持细胞生长进入衰亡期。因此要严格控制环境

参数, 注意临界点, 避免细胞衰亡。 

4) 批培养中谷氨酰胺在延迟期和对数生长期

消耗迅速, 对数生长期结束之前主要进行脱氢途径, 

而之后主要进行转氨代谢。 

5) 批培养过程丙氨酸和谷氨酸浓度迅速增加; 

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸浓度略有降低; 丝氨酸、

精氨酸和甘氨酸浓度基本保持不变。这为支持细胞

培养基优化提供了线索。 
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