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动物细胞大规模培养研究的

动力源于 t|xs年为对付病毒性疾

病而兴起的群体接种运动 ∀t|yu年

≤¤³¶·¬¦® ×̈ ¯̄¬±ª等人采用悬浮培养

法培养出小鼠肾细胞k���l ∀t|yz

年荷兰的 ∂¤± • ½̈̈ ¯首次在贴壁依

赖性动物细胞培养中使用了微载

体k �¬¦µ²¦¤µµ¬̈µo �≤l o此后 o微载体

多 o特别是日本 o每年都有许多这

方面的研究成果 ∀这些方法中有的

已经用于工业化生产 o有的还处于

研究阶段 ∀诸多氧化降解法中 o过

氧化氢法开发得最为广泛 ∀

�¬µ¤±²等 t|{y年将几丁聚糖

分散于含有 sq{h ∗ tsh的过氧化

氢水溶液中 o在 ws ∗ tss ε 条件下

反应至几丁聚糖完全溶解 o获得小

分子低聚糖 ∀在反应体系中 o过氧

化氢的浓度和反应时温度的控制

对产物的性质有直接影响 ∀陈盛 !

林日曦等≈t 将几丁聚糖溶解于 ts

倍体积 xh乙酸水溶液成为均一胶

体 o再加入与几丁聚糖等量的过氧

化氢溶液 oxs ε 反应 uw «呈黄色无

黏性液体 o此几丁聚糖的平均聚合

度在 ts左右 ∀除过氧化氢法外o其他

还有 ≤̄ u 法 !≤̄ �u 法 !羟基氧化法≈x 等 ∀

×¶∏¦«¬§¤
≈y 研究发现 ��µ� o ��µ� u o

��µ� v 或其盐均能降解几丁聚

糖 ∀将几丁聚糖在液相介质中用

�¤�µ� u 室温下处理 sqx «o可以得

到 |wh 的无色水溶性几丁低聚

糖 ∀降解的程度可通过改变 ³�值

或反应时间来控制 ∀

w 超声波降解

超声波可以打开几丁聚糖酸

溶液中的 Β2tow糖苷键 o直接并加

速几丁聚糖降解 ∀王伟等 t|{|年用

超声波研究几丁聚糖在 ys ε ! 乙

酸溶液中的水解情况发现 }随水解

时间的延长 o 开始时降解速度很

快 o在 sqx «内 o黏度下降了 vuh o

以后逐渐减慢 o到 tx «o黏度下降了

{sh o并且水解过程中乙酰化度并

没有发生改变 ∀

�¤ª̈
≈z 用 u{ ®�½ wx • 的超声

波在 ys ε 下对 squwh的几丁聚糖

盐酸溶液辐射 vs «o即得寡聚糖 ∀

还有研究≈{ 发现超声波作用下的几

丁聚糖酸性溶液 o在较低温度和稀

溶液中降解得快 o并且随作用时间

的延长 o降解程度增加 ∀

x 展望

几丁低聚糖和几丁寡糖溶解性

能好 o分子量小 o易于吸收 o其用途

已涉及人类社会的诸多领域 ∀大量

研究表明低分子壳聚糖具有降低

胆固醇 !降低甘油三酯的功能 o是

一种理想的保健食品 ∀在医学方

面 o低分子壳聚糖具有提高机体免

疫能力 !抗癌和抑菌功能 ∀寡糖是

人体内双歧杆菌的糖源 o人体摄取

寡糖有利于提高有益菌群的生长 o

进而达到调节肠内 ³� o抑制大肠有

害菌生长 o提高抗病力 o促进肠道

蠕动 o减轻便泌 o促进维生素 �t o�u o

�y o�tu o叶酸的合成 ∀但工业化生

产的几丁聚糖的降解技术还有待

于进一步研究 o早日探索出最佳降

解技术路线 o对于开发低分子几丁

聚糖和寡糖有着重要的意义 ∀
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甲壳质及其衍生物作为贴壁依赖性动物细胞生长微载体的研

究现状 m
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系统 k �≤≥l迅速发展 o并成为当前

贴壁细胞培养最有工业化发展前

途的一种培养方法 ∀

随着微载体开发与研究成为

这一领域的热点 o目前已出现的微

载体根据其制备材料大致可分为 }

葡聚糖 !塑料 !明胶 k≤²̄ ¤̄ª̈ ±l !玻

璃 !纤维素 x大类 ∀以上述材料制

成的 �≤在细胞培养方面均表现出

自身的一些特性 o但仍与人们理想

中的 �≤有一定的差距 ∀因此 o优良

�≤的开发 o特别是优质 �≤材料的

开发仍是当前主要研究方向 ∀

甲壳质 k≤«¬·¬±l是一种天然高

分子材料 o结构比较特殊 ∀其分子

链之间可以形成许多氢键 o能够牢

固地结合在一起 o分子中 Βktowl糖

苷键为其提供分子的刚性和稳定

性 ~分子中含有氨基 o可提供弱的

正电性 ~乙酰基提供疏水性 ~羟基

具有良好的亲水性 o但又不溶解于

水 ∀另外 o≤«¬·¬±可修饰成多种具有

生物活性的衍生物 ∀这些性能为

≤«¬·¬±在微载体方面的开发研究提

供了许多有益的条件 ∀国内外已经

做了大量的研究 o有希望开发成为

新一代性能良好的 �≤基质 ∀本文

就 ≤«¬·¬±及其衍生物 �≤ 在贴壁依

赖性动物细胞培养方面的主要相

应关系作以下综述 ∀

t 细胞与微载体的黏着

k�§«̈¶¬²± l作用

贴壁依赖性动物细胞在 �≤ 表

面的增殖 o可分为黏着 k贴壁l !生

长和扩展成单层 v个阶段 ∀动物细

胞只有黏着于固体基质表面才能

增殖 ∀所以 o细胞在 �≤表面的黏着

是进一步生长和铺展的关键 ∀细胞

和 �≤表面之间的黏着力 o主要依

靠电荷亲和与范德华力 ∀

细胞能否在微载体表面黏着 o

一是取决于细胞与 �≤ 的接触机

率 ~二是取决于细胞与 �≤的相容

性 ∀ � q����∞ t|{{ 年就甲壳胺

k≤«¬·²¶¤±l 与明胶对鸡胚成纤维细

胞的表面亲和速度进行过研究 ∀结

果表明 o在同样搅拌速度条件下 o

细胞在 ≤«¬·²¶¤±表面比在 ≤²̄ ¤̄ª̈ ±

表面黏着速度高出 tqz倍 ∀如果明

胶中加入 tsh 以上的 ≤«¬·²¶¤±时 o

细胞黏着速度将明显增加 ∀

u 细胞对微载体表面电

荷的要求

贴壁依赖性动物细胞要达到顺

利贴壁 !生长并铺展 o是由 �≤表面

的电荷密度决定的 ∀而不同类型和

处于不同状态的细胞对电荷的极

性 和 电 荷 密 度 要 求 不 同 ∀ 据

�¤µ²∏§¤¶报道 o对于 �¬²¶¬̄²±来说 o

最适宜的 �≤ 表面要求是带负电

荷 o 电荷密度为 us sss ∗ tss sss

� εr¦°u ∀电荷密度过高 o则产生/ 毒

性0 效应 o表现为细胞容易贴壁并

铺展 o却不能良好地生长 ~电荷密

度过低 o则影响细胞贴壁率 o即使

部分细胞吸附到表面并铺展 o也很

容易脱落下来 ∀表面带负电荷的微

载体与细胞结合是靠培养基中二

价阳离子和表面吸附糖蛋白作介

质 o细胞是非特异地吸附到 �≤表

面上的 ∀

从电性来说 o在正常的生理 ³�

值下 o真核细胞表面带有不均匀的

负电荷 o因此 o表面带有正电荷的

微载体 o更有利于细胞的吸附 ∀根

据这一理论 o ƒ¤°¤µ¦¬¤公司利用中

性葡聚糖凝胶表面偶联正电荷基

团开发出 ≤¼·²§̈¬to ≤¼·²§̈¬uo ≤¼2

·²§̈¬v系列商品 o是目前普遍认可

的品种 ∀图 t列出 ≤¼·²§̈¬系列产品

和甲壳质系列 �≤的电荷结构 ∀从

电性角度看 o二者均为正电性 o提

供正电荷的基因也有相似性 ∀但

≤«¬·²¶¤±的电荷密度相对较高 o 有

利于细胞贴壁 o却不利于生长 ∀因

此 o ≤«¬·²¶¤±的化学改性显得更为

合理k见图 tl ∀

v 细胞对微载体密度的要

求
细胞悬浮培养对 �≤ 的密度

有严格的要求 o即 �≤ 的密度应略

大于培养基 o 一般要求在 tqsv ∗

tqsx之间 o最大应不超过 tqt∀只有

这样 o经轻度搅拌 o�≤才能悬浮在

培养基中 ~而停止搅拌 o微载体又

能较快地沉降下来 ∀所以密度值是

衡量 �≤ 优良与否的特性参数之

一 ∀而这一参数除了与材料本身有

关外 o 还与 �≤ 制备工艺有关 ∀

≤«¬·¬±及其衍生物 �≤ 的密度值均

在 tqsv ∗ tqsy之间 ∀

w 细胞对微载体其他方

面的要求

优良的微载体除对上述方面有

所要求以外 o对粒径 !表面光滑程

度 ! 光学透明性 ! 耐热 ! 耐压 k刚

性l !与细胞分离难易 !重复使用性

等方面均有要求 ∀

采用喷射法制作的 ≤«¬·¬±微载

体一般颗粒较大 o 均匀度不易控

制 ~≤«¬·²¶¤±和 ≤ �2≤«¬·²¶¤±材料 o采

用油相分散法制备出的 �≤粒经比

较均匀 o直径一般在 tss ∗ uss Λ°~

其表面光滑 o表面积可达到 w sss ∗

x sss ¦°
u
r ª干 �≤ ~光学透明性较

好 o在电镜下可以较容易地观察到

细胞的生长情况 ∀ ≤«¬·¬±及其衍生

物 �≤ 耐热性较好 o 可以在 ³�

yqx ∗ zqx缓冲液中高温灭菌 ∀青岛

海洋大学海洋生命学院利用改性

≤«¬·²¶¤±研制出 ≤÷2t型微载体 o经

实验证明 }具有较好的韧性 o不容

易破裂 o可以重复使用 ts次上 o其
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图 t ≤¼·²§̈¬系列与 ≤«¬·¬±系列微载体电荷结构

性能没有很明显的改变 ∀

x 甲壳质微载体的制备及

培养细胞的应用效果

≤«¬·¬±不溶于水 o也不溶于稀

酸 !碱和一般的有机溶剂 o仅溶于

少数的几种溶剂 o如 }六氟异丙醇 !

六氟丙酮水化物 !吡咯烷酮的氯化

锂溶液 !一些氯醇和浓酸等 ∀因此

直接用 ≤«¬·¬±为基质制造 �≤ o在溶

剂方面受到了很大的制约 ∀t|{x年

日本 株式会社≈t 进行过用

≤«¬·¬±制备 �≤的研究 o先将 ≤«¬·¬±

降解成 uqx °¤#¶低分子 o然后用

饱和 �¬≤̄ 的 �p 甲基吡咯烷酮溶

解后 o喷到搅拌的甲醇中 o制备成

微载体 ∀用 ⁄∏̄¥̈¦¦²法 o在 ∞¤ª̄¨培

养基中添加必需的氨基酸 !核苷酸

和tsh体积的胎牛血清o接种uxs sss

¦̈¯̄¶r°̄ 浓度人纤维母细胞 o在 ≤� u

培养箱中培养 x §o结果表明 o细胞

回收量比对照组提高了 u倍 o并且

第 t次证明 ≤«¬·¬±直接制备微载体

是可行的 ∀

≤«¬·²¶¤±与 ≤«¬·¬±相比溶剂的

可选择范围明显扩大 ∀氨基的正电

荷密度也明显增高 o对细胞的黏着

十分有利 ∀ � q����∞将 ≤«¬·²¶¤±溶

解于 th的醋酸溶液 o涂于聚苯乙

烯载体上 o用红外光照射 us °¬±o再

用氨蒸汽熏 u «o然后用磷酸缓冲

液冲洗 o脱水干燥 o制成 ≤«¬·²¶¤±微

载体 ∀在 ∞¤ª̄¨# ¶培养基中添加

tsh 胎牛血清进行鸡胚纤维细胞

k≤∞ƒl接种 o≤� u 培养箱中培养 o结

果 ≤«¬·²¶¤±微载体对细胞的黏着明

显比 ≤²̄ ¤̄ª̈ ±对照组快近 t倍 o但

生长速度慢 o经过 x §培养细胞生

长量仅为 ≤²̄ ¤̄ª̈ ±组的 trts左右 ∀

� q����∞的研究中还将 ≤«¬2

·²¶¤±和 ≤²̄ ¤̄ª̈ ±按不同的比例混合

制成微载体 o分别进行细胞培养对

照试验 o结果发现 o微载体对细胞

黏着能力随着 ≤«¬·²¶¤±比例的增加

而增加 o 但增强的差别不十分明

显 o而对细胞生长速度和生长量是

随着 ≤«¬·²¶¤±的增加而明显减弱 ∀

综合两种试验现象认为 } ≤«¬·²¶¤±

和 ≤²̄ ¤̄ª̈ ±按 tΒ |或 tΒ w的比例

混合制成的 �≤在细胞黏着和生长

速度方面最佳 ∀

刘万顺等≈u 曾报道 o将 ≤¬·²¶¤±

制成 y2�2≤ �2≤«¬·²¶¤± 用于细胞培

养 o对人胚肺成纤维细胞的培养有

促进作用 ∀陈西广等报道 o用 ≤«¬2

·²¶¤±与 y2�2≤ �2≤«¬·²¶¤±复合 o采用

有机溶剂分散 o固化成型 o制成直

径为 tss ∗ uss Λ°的 ≤÷2t型微载

体 o 在 °���tyws 培养基中添加

tsh的小牛血清 o以 t °ªr °̄ 的微

载体浓度分别进行 ���细胞 ≈v  !

∂ µ̈²细胞≈w  ! ��细胞≈x 培养 o zu «

细胞均可铺满 �≤表面 otus «可达

到多层生长 o每 °̄ 培养基中的细胞

量可增大约 v倍 ∀载体稳定性好 o

可多次使用 o表现出许多优良的性

能 o现正在研究开发中 ∀

y 结语

甲壳质及其衍生物在微载体材

料方面的研究 o已取得了很大的进

展 o这些研究将为推动一种新型的

贴壁依赖性动物细胞生长用微载

体的产生起重要作用 ∀甲壳质在微

载体方面的研究还有很大的潜力 o

在磁性 �≤ !多孔 �≤ !液膜 �≤等方

面都将是很有意义的研究方向 ∀
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