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组织工程与细胞培养                                                              

CHO 工程细胞无血清悬浮分批培养的生长代谢特征及

动力学模型 

刘兴茂，刘红，叶玲玲，李世崇，吴本传，王海涛，谢靖，陈昭烈 
军事医学科学院生物工程研究所，北京 100071 

摘  要: 以悬浮适应的表达尿激酶原 CHO 工程细胞为研究对象，在 100 mL 的摇瓶中进行无血清悬浮培养，以细胞密

度、细胞活力、Pro-UK 活性、葡萄糖比消耗速率 (qglc)、乳酸比生产速率 (qlac)、乳酸对葡萄糖的得率系数 (Ylac/glc) 为

观察指标，同时以细胞有血清悬浮培养作为参照，考察 CHO 工程细胞无血清悬浮培养生长和代谢特征。观察结果表明，

CHO 工程细胞在无血清及有血清悬浮培养条件下表现为大致相似的细胞生长和代谢特征。在此基础上，依据实际检测

的数据，应用 MATLAB 软件对细胞对数生长期的细胞生长、乳酸生成及葡萄糖消耗的模型参数进行非线性规划，获得

全局性收敛的最优参数估计值，建立了细胞在无血清培养条件下的生长及代谢动力学模型。 
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Metabolic characteristics and kinetic model of recombinant 
CHO cells in serum-free suspension batch culture 

Xingmao Liu, Hong Liu, Lingling Ye, Shichong Li, Benchuan Wu, Haitao Wang, Jing Xie, and 
Zhaolie Chen 

Institute of Biotechnology, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China 

Abstract:  By using the cell density, cell viability, Pro-UK activity, specific consumption rate of glucose (qglc), specific production 
rate of lactate (qlac), yield of lactate to glucose (Ylac/glc) and as the evaluation indexes, the growth and metabolism characteristics of 
pro-urokinase (Pro-UK) expressing CHO cells in serum-free suspension batch culture were examined and compared to those in 
serum-containing suspension batch culture. We observed hardly differences in growth and metabolism characteristics between the 
CHO cell populations grown in serum-free suspension batch culture and serum-containing suspension batch culture. The optimal 
mathematical model parameters for the CHO cells grown in suspension batch culture were obtained by non-linear programming of 
data representing the growth, substrate consumption and product formation of the CHO cells during logarithmic growth phase using 
MATLAB software, and the kinetic model of the cell growth and metabolism in serum-free culture were established. 

Keywords:  recombinant CHO cells, serum-free medium, batch culture, metabolic dynamics 

基于实验数据的建模分析是实现细胞培养优化 控制的基础。通过细胞生长动力学模型的建立，不
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仅有助于理解细胞的代谢和生理特征，也可以为过

程控制和优化提供理论依据。在建模分析的过程中，

常常需要借助于数学工具软件，在众多的数学工具

软件中，目前 MATLAB 软件以其功能强大、使用方

便的特点，成为建模分析最常用的数值处理软件，

近年来 MATLAB 也被广泛地应用到微生物发酵及

动物细胞大规模培养优化控制中[1-2]。本研究以低血

清悬浮适应的表达尿激酶原 (pro-urokinase，Pro-UK) 

CHO 工程细胞为研究对象，以自行设计的无血清培

养基为培养介质，在悬浮分批培养模式下，以细胞

有血清悬浮分批培养作为参照，考察了 CHO 工程细

胞无血清悬浮分批培养的生长和代谢特征。在此基

础上，为了更准确地描述细胞在无血清悬浮培养条

件下的生长及代谢过程，应用 MATLAB 软件，根

据 CHO 细胞无血清悬浮分批培养的实验结果，并分

别依据 Logistic 方程[3]、Luedeking & Piret 方程[4]及

质量平衡方程对细胞在对数生长阶段的细胞生长、

乳酸生成及葡萄糖消耗进行了模拟，建立了细胞在

无血清培养条件下的生长及代谢动力学模型。 

1  材料 

1.1  细胞株 
适应悬浮培养的表达尿激酶原 CHO 工程细胞。 

1.2  培养基 
自行设计的无血清培养基：DMEM/F12(1:1) 为

基础培养基，其他添加成分主要包括胰岛素、转铁

蛋白、腐胺、微量元素等。 

有血清培养基：在 DMEM/F12(1:1) 中添加 1％

的小牛血清。 

2  方法 

2.1  细胞的悬浮培养 
CHO 细胞以 3×105~3.5×105 cells/mL 接种于

100 mL 摇瓶内，培养体积 35 mL，培养时加入含有

5 mmol/L 谷氨酰胺、Pluronic F-68 (0.1％ ) 及硫

酸葡聚糖  (25 µg/mL) 的无血清或有血清培养基，

摇床转速 90 r/min，置于 37℃温箱中培养。 

2.2  细胞密度及活率测定 
采用 Cedex AS20 细胞密度和活力自动分析系

统 (Innovatis, Germany) 进行细胞计数和活力分析。 

2.3  培养上清中生化指标的测定 
采用 YSI 7100 多参数生物分析系统 (Yellow 

Springs Instruments, USA) 定量检测细胞培养上清

的葡萄糖、乳酸和谷氨酰胺的浓度。 

2.4  蛋白表达活性的测定及计算 
采用体外纤维蛋白琼脂板溶圈法检测 Pro-UK

体外纤维蛋白溶解活性[5]。 

2.5  无血清悬浮批培养的细胞生长代谢特征 
在 100 mL 的摇瓶中进行无血清悬浮批培养，以

细胞密度、细胞活力、Pro-UK 活性、葡萄糖比消耗

速率 (qglc)、乳酸比生产速率 (qlac)、乳酸对葡萄糖

的得率系数 (Ylac/glc) 为考察指标，同时以有血清悬

浮批培养作为参照，考察无血清培养条件下 CHO 细

胞的生长和代谢特征。 

2.6  无血清悬浮分批培养的细胞生长及代谢动力

学模型的建立 
依据细胞分批培养的细胞生长、底物消耗及产

物形成的相关经验模型，并依据 2.5 中无血清分批

培养实际检测的实验数据，应用 MATLAB 软件进行

非线性规划，采用全局收敛的 Levenberg-Marquardt

法，获得了细胞对数生长期的细胞生长、葡萄糖消耗

及乳酸生成的模型参数最优估计值，建立了细胞无血

清分批培养对数生长期的生长及代谢动力学模型。 

2.6.1  细胞生长动力学 

目前常用 Monod 及 Logistic 方程来描述细胞生

长动力学。Monod 方程是一种理论化的简单模型[6]，

主要用来描述非抑制性单一底物限制情形下的细胞

生长，Logistic 方程是一个典型的 S 型曲线，能较好

地反映细胞分批培养过程中因细胞密度的增加对自

身生长的抑制作用，且能较好地反映细胞分批培养

的生长规律。 

(1 )max
max

dX X X
dt X

μ= −  (1) 

式 (1) 中，X 为细胞密度，μmax 为最大比生长速率，

Xmax 为细胞密度生长上限。 

初始条件 t=0 时，细胞密度 X 等于细胞初始密

度 X0。求解式 (1) 分方程，可得： 

0

0 0

m

max

t
max

t
max

X X eX
X X X e

μ

μ
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− +
 (2) 
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2.6.2  产物生成动力学模型 

细胞代谢产物生成非常复杂，定性的描述也很

多，产物生成动力学模型中较为通用的模型是由

Luedeking & Piret 所提出的数学表达式，把产物生成

率看作细胞生长率和细胞生长量的函数。 

dP dX X
dt dt

α β= +  (3) 

式 (3) 中 α、β 为动力学参数，
dx
dt

α 为与细胞生长

率相关的产物生成率， Xβ 为非伴随细胞生长的产

物生成率。将 (1) 代入 (3) 式得： 

(1 )max
max

dP X X X
dt X

αμ β= − +  (4) 

初始条件 t=0 时，乳酸浓度 P 等于接种初始的

乳酸浓度 P=0。对 (4) 式积分可得： 

0
0

0 0

0

( )

ln[1 (1 )]

max

max

max

t
max

t
m max

max t

max max

X X eP X
X X X X e
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X

μ

μ

μ

α

β
μ

= − +
− +

− −
 (5) 

其中，P 为乳酸浓度，μmax 为最大比生长速率；

X0 为细胞初始接种密度；Xmax 为细胞密度生长上限，

α和 β为常数。 

2.6.3  底物消耗动力学模型 

在细胞无血清批次悬浮培养的过程中，其消耗

主要有 3 个方面：一是细胞生长的消耗，用以合成

新的细胞；二是细胞维持基本生命活动的消耗；三

是用于合成代谢产物的消耗。因此底物消耗动力学

模型可表示为： 

/ /

1 1
X S P S

x
dS dX dPm X
dt dt Y dt Y

− = + +  (6) 

其中 Yx/s 为葡萄糖用于细胞生长的得率常数；

Yp/s 为葡萄糖用于产物积累的得率常数；mx 为细胞的

维持系数。将 (3) 式代入 (6)，整理后可得： 

/ / /

1( ) ( )x
X S P S P S

dS dX m X
dt Y Y dt Y

α β
− = + + +  (7) 

初始条件 t=0 时，葡萄糖浓度 S 等于初始葡萄

糖浓度 S0。求解式 (7) 积分得： 

0
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3  结果 

3.1  CHO 工程细胞无血清分批培养条件下的生

长代谢特征 
图 1 所示细胞在无血清和有血清培养条件下

的细胞增殖呈现大致相似的变化趋势，随着培养

时间的增加，细胞密度逐渐增加，在培养至 96 h

细胞密度达到最大，分别为 3.9×106 cells/mL 和 2.5

×106 cells/mL，细胞在对数生长期平均比生长速率

分别为 0.61 d−1 和 0.49 d−1，随后细胞密度呈现逐渐

下降的趋势，至培养结束时细胞密度分别为 2.5×106 

cells/mL 和 1.4×106 cells/mL；两种培养条件下的细

胞存活率没有明显差异，细胞在无血清培养条件下

的细胞活率总体略好于有血清培养，且在整个培养

过程中细胞维持较高的活率。两种培养条件下的

Pro-UK 活性变化趋势也大致相近，Pro-UK 最大活

性分别为 5614 IU/mL 和 3513 IU/mL，结果表明细

胞在无血清培养条件下的细胞密度及 Pro-UK 活性，

与有血清培养相比均有了较大程度地提高。 

图 2 所示为细胞在无血清和有血清培养条件下

细胞的代谢特征。在无血清及有血清培养条件下，

培养上清葡萄糖浓度随着培养时间的延长而逐渐降

低，呈现出培养前期下降较快、中后期下降减缓的

趋势，至培养结束时上清中葡萄糖浓度降至最低，

分别为 5.03 mmol/L 和 7.19 mmol/L。两种培养条件

下葡萄糖比消耗速率 (qglu) 变化趋势大体相近，总

体呈现先升后降的变化趋势，在培养初期 qglu 随着

细胞密度的增加而逐渐增加，培养至 72 h qglu 达到

最大，分别为 1.81 μmol/(106 cells·d)和 2.25 μmol/ 

(106 cells·d)，之后随着细胞密度的增大，qglu 逐渐下

降，在培养后期由于细胞密度的下降及细胞生理特

性的改变，qglu 略有升高。两种培养条件下在对数生

长期葡萄糖平均比消耗速率分别为 1.33 μmol/ 

(106 cells·d)和 1.40 μmol/(106 cells·d)，结果说明两种

培养条件下葡萄糖平均比消耗速率没有明显差异。 

在无血清及有血清培养条件下，在培养初期培

养上清中乳酸浓度随着培养时间的延长而不断累

积，培养至 120 h 浓度达到最大，分别为 8.97 mmol/L

和 6.52 mmol/L，随后培养上清中乳酸的浓度又呈现 
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图1  细胞在不同培养条件下的细胞生长 (A) 及Pro-UK活性 (B) 
Fig. 1  Growth (A) and Pro-UK activity (B) of CHO cells in different culture conditions. (A) ▲: the specific growth rate of cells cultured 
in serum-containing medium; △: the specific growth rate of cells cultured in serum-free medium; ■: density of cells cultured in 
serum-containing medium; □: density of cells cultured in serum-free medium; ◆: viability of cells cultured in serum-containing medium; 
◇: viability of cells cultured in serum-free medium. (B) ■: protein activity of cells cultured in serum-containing medium; ■: protein 
activity of cells cultured in serum-free medium. Data presented in figure are averages from three experiments, expressed in M±SD. 

     

图2  细胞在不同培养条件下的生长代谢 
Fig. 2  Metabolism characteristics of CHO cells cultured in different culture conditions. ■: the glu concentration and qglu of cells 
cultured in serum-containing medium; □: the glu concentration and qglu of cells cultured in serum-free medium; ▲: the lac 
concentration and qlac of cells cultured in serum-containing medium; △: the lac concentration and qlac of cells cultured in serum-free 
medium; ◆: the gln concentration and qgln of cells cultured in serum-containing medium; ◇: the gln concentration and qgln of cells 
cultured in serum-free medium. Data presented in figure are averages from three experiments, expressed in M±SD. 
 
逐渐下降的趋势，至培养结束时上清中乳酸浓度分

别降至 5.62 mmol/L 和 4.19 mmol/L；提示在培养后

期，由于细胞生理状态的改变，细胞同时消耗葡萄糖

及乳酸，用于维持细胞的活力。两种培养条件下乳酸

比生产速率 (qlac) 变化总体呈现下降的趋势，两种培

养条件下在对数生长期乳酸平均比生产速率分别为

1.38 μmol/(106 cells·d)和 1.36 μmol/(106 cells·d)，且两

种培养条件下在对数生长期乳酸对葡萄糖平均得率系

数 (Ylac/glu) 分别为 1.06 μmol/μmol、0.97 μmol/μmol。

结果说明两种培养条件下乳酸平均比生产速率及

乳酸对葡萄糖平均得率系数没有明显差异。在无血

清及有血清培养条件下，培养上清中谷氨酰胺的浓

度随着培养时间的延长而逐渐降低，培养至 72 h

时，培养上清中谷氨酰胺分别降为 0.39 mmol/L 和

0.56 mmol/L；两种培养条件下谷氨酰胺比消耗速率 

(qgln) 变化总体呈现下降的趋势，两种培养条件下谷氨

酰胺平均比消耗速率分别为 1.06 μmol/(106 cells·d)

和 1.12 μmol/(106 cells·d)，说明两种培养条件下 qgln
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没有明显差异。 

3.2  细胞无血清分批培养生长及代谢动力学模型

的建立 
在动物细胞的动力学研究中，所用的动力学模

型多为经验模型，并且大多数只能分段描述，对于

细胞对数生长期的生长及代谢过程可以较好地模

拟，但都不能很好地模拟细胞生长的整个过程。在

细胞无血清分批培养生长及代谢动力学研究中，根

据 CHO 细胞无血清悬浮分批培养的实验结果，并分

别依据 Logistic 方程、Luedeking & Piret 方程及质量

平衡方程对细胞在对数生长阶段的细胞生长、乳酸

生成及葡萄糖消耗进行了模拟。将式 (2)、(5)、(8)

自定义为拟合函数，根据实际测得的细胞无血清及

有血清分批培养中所测得的细胞密度、乳酸生成及

葡萄糖消耗实验数据，并运用 MATLAB 软件中的曲

线拟合工具箱对数据进行非线性拟合，可分别求得

各个参数，结果见表 1。细胞在两种培养条件下在

细胞对数生长期细胞生长、乳酸生成及葡萄糖消耗

的实验值与模型拟合图见图 3~5。 

从图 3 可以看出在细胞对数生长期，模拟计算

的细胞密度变化曲线与实验数据吻合较好，置信度

选为 0.95。模型经 F 检验后显著性很高，无血清及

有血清培养条件下的 R2 分别为 0.979 和 0.985，即在

无血清及有血清培养条件下模型分别在 97.9％及

98.5％的概率水平上非常显著。说明这一模型较好

地描述了两种培养条件下细胞生长的实际过程。 
 

表 1  细胞无血清及有血清悬浮分批培养各参数比较 
Table 1  Kinetics model parameter of the CHO cells in 
serum-free and serum-containing suspension batch culture 

Culture mode 
Culture parameter 

Serum-free Serum-containing

μmax(d−1) 1.21 1.17 

X0 (106 cells/mL) 0.19 0.22 

X max (106 cells/mL) 4.21 2.66 

α (mmol/L/106 cells) 2.69 3.31 

β (mmol/L/(106 cells·d)) -0.14 -0.15 

Yx/s (106 cells/μmol) 1.27 0.97 

Yp/s (μmol/μmol) 1.26 1.22 

mx (106 cells/(106 cells·d)) 0.12 0.13 
 

     
图 3  无血清 (A) 及有血清 (B) 悬浮分批培养细胞生长实验值与模型拟合值的比较 
Fig. 3  Fitting curve of the cells growth in serum-free and serum-containing suspension batch culture. (A) Serum-free. (B) 
Serum-containing. 

     
图 4  无血清 (A) 及有血清 (B) 悬浮分批培养乳酸生成实验值与模型拟合值的比较 
Fig. 4  Fitting curve of the lactate accumulation of cells in serum-free and serum-containing suspension batch culture. (A) 
Serum-free. (B) Serum-containing. 
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图 5  无血清 (A) 及有血清 (B) 悬浮分批培养葡萄糖消耗实验值与模型拟合值的比较 
Fig. 5  Fitting curve of the glucose consumption of cells in serum-free and serum-containing suspension batch Culture. (A) 
Serum-free. (B) Serum-containing. 
 

从图 4 可以看出，在细胞对数生长阶段，模拟

计算的乳酸生成变化曲线与实验数据拟合情况比较

理想，置信度选为 0.95。模型经 F 检验后显著性很

高，无血清及有血清培养条件下的 R2 分别为 0.971

和 0.983，即在无血清及有血清培养条件下模型分别

在 97.1％及 98.3％的概率水平上非常显著。说明建

立的产物生成模型可用于描述两种培养条件下细胞

悬浮分批培养乳酸的生成。 

从图 5 可以看出在细胞对数生长阶段，模拟计

算的葡萄糖消耗变化曲线与实验数据拟合情况比较

理想。模型经 F 检验后显著性很高，无血清及有血

清培养条件下的 R2 分别为 0.963 和 0.961，即在无血

清及有血清培养条件下模型分别在 96.3％及 96.1％

的概率水平上非常显著。说明该方程在细胞对数生

长阶段能很好地描述两种培养条件下细胞悬浮分批

培养葡萄糖消耗随时间变化的关系。 

综上所述，细胞在无血清批次培养条件下的对

数生长期的细胞生长、乳酸生成及葡萄糖消耗的动

力学模型方程如下： 

细胞生长： 1.21(1 )
4.2

dX X X
dt

= −  (9) 

乳酸生成： 2.69 0.14dp dX X
dt dt

= −  (10) 

葡萄糖消耗：
1 10.05

1.37 1.05
dS dX dPX
dt dt dt

− = + +   

 (11) 

4  讨论 

通常情况下，当细胞从有血清的状态下进入无

血清环境时，由于存在代谢转换，会出现细胞生长

滞迟的现象，因此细胞常常需要在无血清培养环境

中进行适应[7-8]。在本研究中，当CHO工程细胞从有

血清培养基转入无血清培养基中时，细胞并没有出

现常见的细胞生长滞迟的现象，对比有血清及无血

清条件下细胞培养初期的比生长速率  (图1)，在培

养至24 h时，两种培养条件下比生长速率分别为

0.56 d−1和0.58 d−1，培养至48 h时两种培养条件下比

生长速率达到最大，分别为0.61 d−1和0.80 d−1，说明

在进行CHO工程细胞无血清悬浮培养时，当细胞经

历了低血清的悬浮适应后，细胞无须再进行无血清

悬浮适应，就可以较快地生长。但从图2可以看出，

在无血清培养条件下，细胞在培养初始的葡萄糖比

消耗速率、谷氨酰胺比消耗速率及乳酸比生产速率

明显高于有血清培养条件，之后细胞的葡萄糖比消

耗速率及乳酸比生产速率总体上低于有血清，结果

提示当细胞从有血清培养基转入无血清培养基后，

细胞可能需要一个较为短暂的适应过程，因此在培

养初始增加了能耗，产生了较多的乳酸。 

一些研究表明，杂交瘤细胞系葡萄糖代谢过程

中，乳酸的生成存在着切换作用，最近通过对这种

代谢切换的分子机制进行研究，发现当葡萄糖浓度

从高变低时会引起代谢的变换，切换的结果是乳酸

的产率下降，有时会降到零[9-10]。图 2 所示在细胞培

养的平台期及衰退期由于细胞密度及培养上清中葡

萄糖浓度的逐步下降，细胞的葡萄糖的消耗基本维

持在一个较低的水平，同时乳酸也不再产出，培养
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上清中乳酸累积量呈现出逐渐下降的趋势。结果提

示细胞在悬浮培养的后期，可能是由于细胞生理状

态的改变，细胞的代谢途径发生了变化，细胞同时

消耗葡萄糖及乳酸，用于维持细胞的活力。总体而

言，依据细胞在两种培养条件下对数生长期的葡萄

糖平均比消耗速率及乳酸平均比生产速率，表明细

胞在无血清培养条件下对葡萄糖具有更高的利用效

能，不仅有效地支持了细胞的生长及蛋白的表达，

也提高了细胞对萄糖的利用效率。 

细胞培养的动力学模型可以分为非结构模型和

结构模型两大类结构模型，非结构模型是一种经验

性模型，来自对生物过程基本现象的观察，可用于

描述细胞培养中很多重要的特性，在生物过程的控

制和优化中经常用到[11-12]；结构模型是基于细胞内

部的结构和生化反应及其调节机制，主要包括化学

计量平衡模型、代谢流模型及控制论模型等，在动

物细胞培养中，用化学计量平衡和代谢流分析的方

法研究代谢路径已经开展了多年，并取得了不少成

果[13-14]。然而由于动物细胞系统非常复杂，对于细

胞内生物过程的数学描述只能是近似的，因此在对

动物细胞培养的研究中，多使用非结构模型。在建

立细胞生长及代谢动力学模型时，需根据经验和细

胞生长代谢特性，并经反复验证，不断修正参数，

从而使模型能更好地反映细胞生长代谢的内在规

律。在求解参数时，常需借助各类计算机软件如

SAS、Origin 及 SPSS 等软件，对动力学模型参数进

行非线性拟合，并以绝对误差平方和最小为目标，

多采用 Runge-Kutta 法、Marquardt 法及遗传算法等

方法求解参数。近年来随着 MATLAB 软件功能的日

益完善及各类工具箱的开发，MATLAB 软件的应用

几乎覆盖了各行各业。MATLAB 软件也被逐渐应用

于动物细胞的生长及代谢动力学模型的建立。 

本研究应用 MATLAB 软件的拟合工具箱，并根

据实验数据和经验获得模型参数的初估值，采用经

Levenberg-Marquardt 修正的高斯-牛顿法，以全局性

收敛为目标，不断修正模型参数的初估值，获得最

优估计参数。结果表明细胞在无血清培养条件下的

对数生长期的细胞生长、乳酸生成及葡萄糖消耗的

动力学模型方程基本反映了细胞对数生长期的细胞

生长、基质葡萄糖消耗及乳酸产出的内在规律。虽

然 Logistic 方程只涉及到了最大比生长速率，未能

对整个培养过程中的比生长速率的变化规律进行

详尽的描述，但是也比较本质地反映了细胞生长的

快慢。通过产物生成动力学模型确定的乳酸与细胞

耦联参数 α 和非耦联参数 β，较清晰地反映了细胞

生长与乳酸产出的关系。底物消耗动力学模型所确

定的碳源用于细胞生长的得率常数 Yx/s 和碳源用于

乳酸生成的得率常数 Yp/s 与细胞在无血清及有血清

条件下生长的实际状况基本吻合，也进一步印证了

细胞在无血清培养条件下对葡萄糖具有更高的利用

效能。 
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