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昆虫细胞（!"#$）悬浮培养过程中生长限制性基质
间歇补加技术的应用

赵 佼 谭文松 周 燕 周 利 俞俊棠
（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 $%%$#2）

摘 要 基于34$!昆虫细胞在悬浮培养过程中所表现出的生长代谢特征，提出以培养液中残糖浓度作为控制参
数，并利用限制性基质（葡萄糖和蛋白水解物）的间歇补加技术调控细胞生长的方案。实际控制表明：与批培养相

比，34$!细胞在两种具代表性的昆虫细胞培养基（56708!和9:0!%%）中的生长期和稳定期都得到了有效的延长。

9:0!%%培养液中最高细胞培养密度由#;%<!%"=>))?／@7提高到";&<!%"=>))?／@7；56708!培养液中最高细胞培
养密度则由2;%&<!%"=>))?／@7提高到/;%<!%"=>))?／@7。由于限制性基质的间歇补加技术是利用较确定的营养
成分来代替复杂昂贵的补料培养基，因此更适合于昆虫细胞的大规模高密度培养。
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以昆虫细胞为宿主生产病毒杀虫剂或进行基因

工程产品的开发，正成为生物技术研究中的一个重

要内容，倍受生化工程界的关注［!，$］。与众多哺乳

动物细胞表达系统所面临的问题类似，高成本／低产

量仍是制约昆虫细胞0杆状病毒表达系统全面走向
市场的关键因素。通过各种研究方法了解昆虫细胞

对环境条件的特殊需求进而对其实施合理调控，则

是解决这一问题的关键所在。

影响细胞生长的外部环境分为物理环境和生化

环境。所谓物理环境，指的是细胞所处的DE、溶氧
和剪切力等外部环境；而生化环境指的是诸如细胞

培养液的成分、浓度和代谢副产物等与细胞生化代

谢直接相关的环境因素。利用特制转瓶系统，作者

已对体外培养昆虫细胞的物理环境实施了有效调

控［#］。本文在此基础上，将利用限制性基质的间歇

补加技术调节细胞悬浮培养过程中的生化环境因

素，力求以经济有效的方式延长昆虫细胞的生长期，

从而为实现表达产物的高产奠定基础。与动物细胞

高密度培养过程中广泛使用的灌注技术相比，限制

性基质的间歇补加技术能够控制或改变培养基中一

种或一种以上限制性成分的浓度，并做到利用较确

定的营养成分来代替复杂昂贵的补料培养基。

$ 材料和方法

$%$ 实验装置
实验装置采用自行设计的&%%@7转瓶培养系

统［8］。与传统转瓶相比，本装置可在线控制溶氧并

监测细胞摄氧率的变化规律，并具备批培养、流加培

养及连续培养等多种形式的操作功能。

$%# 材料

$*#*$ 细胞系：秋黏虫细胞 567F034$!0CG
（34$!），由中国科学院上海生物化学研究所吴祥甫
研究员惠赠。

$*#*# 培养基：实验中采用两种颇具代表性的昆
虫细胞培养基56708!（H5F:I，美国）和 9:0!%%
（H5F:I，美国），以使实验结果更具广泛性。培养
基中添加保护剂6)JK(LM=N"1（%;$OFC3N，德国）
以适应悬浮培养的需要。根据34$!细胞对营养物
质的特殊需求以及所用培养基的配方特点，配制时

对基础培养基中的部分成分进行了添加强化：9:0
!%%培养基中葡萄糖和谷氨酰胺的初始浓度分别增
至$;$P／7和!;%P／7，并补加酵母提取物（Q5N:I，
美国）至8;%P／7；56708!培养基中则补加胰蛋白
（IRI5Q，英国）至$;&P／7。两种培养基在使用前
均添加8O（H5F:I，美国）的胎牛血清。



!"# 实验方法

!!#!! 细胞培养：用方瓶贴壁培养"#$%昆虫细
胞，以提供悬浮培养所需的接种细胞。待细胞铺满

单层后，用移液管吹打成细胞悬浮液，并以$&%’(

)*++,／-.左右的接种量将细胞悬浮液接种于转瓶
中，转瓶装液量/’’-.，培养温度$01，搅拌转速

2’3／-45。由于昆虫细胞在培养过程中67的变化
幅度很小，因此仅通过改变进气中空气、氧气和氮气

的比例而对溶氧实施89:控制，并以表面通气的方
式使溶氧控制在(’;空气饱和度。定时取样分析
若干生化环境参数，并以此为依据指导间歇补加技

术的具体实施。

!"#"$ 测定方法：活细胞计数用台盼蓝染色法；葡
萄糖浓度由生化分析仪（<"%$=’’，美国）检测；采用
改进的尿素氮测定试剂盒（卫生部上海生物制品研

究所）测定氨浓度［(］；以78.>（?@A*3,，美国）荧光
检测法结合氨基酸自动分析仪法（日立0/(B(’型，
日本）测定培养基中游离氨基酸的浓度。采用改进

的动态法在线检测昆虫细胞的摄氧率［C］，这种方法

考虑了超小型培养装置中溶氧的解析过程，因而结

果更为合理可靠［=］。摄氧率测定的具体算法和计

算机程序详见文献［(］。

$ 结果与讨论

$"! 批培养过程中%&$!细胞的生长代谢规律
为了延长"#$%细胞的对数生长期并最终获得

表达产物的高产，首先应对批培养过程中细胞的生

长和代谢特征有一全面的认识。图%和图$分别是

"#$%细胞在不同培养基中细胞生长和葡萄糖消耗
的对应关系。图%表明，98.BD%培养基中的葡萄糖
浓度在经历一段时间的平缓期后，于2CE左右开始
大幅度降低，并在%2$E后消耗殆尽。培养前期葡
萄糖浓度变化平缓的原因是98.BD%培养基中所含
的双糖（麦芽糖）经细胞代谢分解成葡萄糖，从而抵

消了葡萄糖的消耗［0］。在只含有唯一碳源（葡萄

糖）的F>B%’’培养基中，葡萄糖在$DE后即开始大
幅度下降，并在%’0E后消耗殆尽（图$）。
两种培养基中，"#$%细胞的生长具有共同的特

征，即细胞生长速率的变化趋势与葡萄糖代谢密切

相关，因而提示我们可能是由于葡萄糖浓度低于某

一临界值才导致细胞生长的受阻。因此，在后续细

胞生长的调控方案中，我们将残糖浓度作为首选的

控制参数。

图% 98.BD%培养基中"#$%细胞生长
与葡萄糖代谢的关系

G4H!% I*+@A4J5,E46J#"#$%)*++H3JKAEAJ
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图$ F>B%’’培养基中"#$%细胞生长
与葡萄糖代谢的关系
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由于培养基中须含有一定量细胞生长所必须的

氨基酸，因此我们对处于对数生长期后期的细胞培

养液进行了游离氨基酸的全分析（图/和图D）。结
果显示：两种培养液中多数氨基酸为"#$%细胞所消
耗，但因初始含量充足，故未成为生长限制性因素。

培养过程中氨基酸代谢的一个显著特征是丙氨酸的

积累现象，这是因为培养液中的谷氨酰胺经脱氨降

解形成的谷氨酸与葡萄糖经酵解途径产生的丙酮酸

会在丙氨酸脱氢酶的催化下生成丙氨酸并由细胞分

泌于培养液中，从而导致游离丙氨酸的积累［0］。

0(/ 生 物 工 程 学 报 %C卷



图! "#$%&’培养基中分批培养()*’细胞时的氨基酸代谢

+,-.! /0,1234,5（//）0673829,:02)()*’8374;4<97,=37,21,1"#$%&’065,<0
!"1,7,39//4214617>37,21；

"//4214617>37,21377;66152)7;66?@21617,39@;3:6

图& AB%’CC培养基中分批培养()*’细胞时的氨基酸代谢

+,-.& /0,1234,5（//）0673829,:02)()*’8374;4<97,=37,21,1AB%’CC065,<0
!"1,7,39//4214617>37,21；

"//4214617>37,21377;66152)7;66?@21617,39@;3:6

在细胞培养过程中，限制细胞生长的关键因素

除了营养物的耗竭之外，尚有细胞代谢副产物（乳酸

和氨等）的毒害。对于()*’细胞的批培养，溶氧控
制在DCE空气饱和度的水平上，碳源的不完全代谢
产物%乳酸在培养液中无积累［!］，从而导致培养过程
中@F的变化幅度很小。与哺乳动物细胞的批培养
不同，谷氨酰胺的代谢副产物%氨在()*’细胞的培
养液中积累甚少（图D），这是因为昆虫细胞代谢所
产生的氨是以尿酸的形式分泌于培养液中［G］，因而

在培养液中难以检测到高浓度的游离氨。

!"! 以限制性基质的分批补加技术调控#$!%细胞
的生长

由上所述，()*’细胞的批式培养具有如下特
征：（’）培养过程中@F变化幅度很小；（*）无细胞培
养领域已知的有毒代谢副产物%乳酸和氨的积累；
（!）细胞生长速率的下降与葡萄糖的消耗有关。

图D 批培养()*’细胞时氨浓度的变化

+,-.D /44<0<937,212)30021,3,1()*’8374;4<97,=37,21
#AB%’CC；""#$%&’

以上特征尤其适合于限制性营养成分的补加技

术的应用。采用补加技术一方面可以避免某些营养

成分初始浓度过高而引发分解代谢物阻遏效应，进
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而影响细胞的生长和产物的形成；另一方面，又能防

止限制性营养成分在培养过程中被消耗殆尽而影响

细胞的生长。与动物细胞培养领域广泛使用的灌注

培养技术相比，确定成分的分批补加技术可最大限

度地节约昂贵的补料培养基，因此更适合于昆虫细

胞的高密度大规模培养。

图!（"） #$%&’’培养基中间歇补加葡萄糖／
酵母提取物对()*&细胞生长的影响

+,-.!（"） /))0123),42056,22042)007,4-3)-8913:0／

;0<:238<2034()*&-53=2>,4#$%&’’607,96
!?<21>1982,@<2,34

"$982,@<2,34=,2>,42056,22042)007,4-

图!（?） #$%&’’培养基中间歇补加葡萄糖／
酵母提取物对葡萄糖代谢的影响

+,-.!（?） /))0123),42056,22042)007,4-3)-8913:0／

;0<:238<2034-8913:0602<A38,:6,4#$%&’’607,96
!?<21>1982,@<2,34；

"$982,@<2,34=,2>,42056,22042)007,4-

由()*&细胞生长与残糖浓度的依赖关系，我们
通过间歇取样测定培养液中的残糖浓度，并以此作

为控制参数来指导补液量。有研究表明［&’］，在昆虫

细胞培养过程中加入适量蛋白水解物，将有利于细

胞的持续生长，因此在实验中，根据不同培养基的配

方特点，分别以&’B（!／"）的酶母提取物（针对
#$%&’’培养基［&&］）和&’B的胰蛋白（针对CDE%F&

培养基［&*］）浓缩液作为补加葡萄糖的溶剂，意图是

通过蛋白水解物和葡萄糖的协同作用来刺激昆虫细

胞的生长。根据间歇补加的特点，控制指标定为培

养液中的残糖含量维持在&G’!*G’-／E的范围内。
图!（"、?）是#$%&’’培养基中间歇补加葡萄

糖／酵母提取物混和液后葡萄糖的控制曲线以及相

应的()*&细胞的生长趋势。由图可见，采用间歇补
加技术后细胞的生长期和平稳期都得到了明显的延

伸，最高细胞培养密度可达!GHI&’!1088:／6E，高于
批式培养JI&’!1088:／6E的细胞密度。

图K（"）CDE%F&培养基中间歇补加葡萄糖／
胰蛋白对()*&细胞生长的影响

+,-.K（"） /))0123),42056,22042)007,4-3)-8913:0／

25;L23:034()*&-53=2>,4CDE%F&607,96
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图K（?）CDE%F&培养基中间歇补加葡萄糖／
胰蛋白对葡萄糖代谢的影响

+,-.K（?） /))0123),42056,22042)007,4-3)-8913:0／
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在上述操作方式中，通过改变进气中氧、氮和空

气的比例，能控制溶氧在其适宜水平（H’B空气饱和
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度），因而可排除因供氧不足而导致的细胞生长期的

最终停止。尝试在生长末期追加另一重要能源物质

—谷氨酰胺，但也不能挽回颓势，说明尚有未知因素

（诸如其它限制性营养成分、未知有毒代谢产物等）

阻碍了细胞在!"#$%%培养基中的进一步高密度生
长。明确这些未知因素，是后续研究中需重点解决

的问题。

&’(#)$培养基是一种富含各类营养成分的昆
虫细胞培养基，尤其适合于细胞的悬浮培养。图*
（+、,）表明，在基础培养基中添加胰蛋白后进行

-./$细胞的批式培养，活细胞密度已可达*0%12
$%345667／8(。培养过程中间歇补加葡萄糖／胰蛋
白，细胞的生长期和平稳期都得到了有效的延伸，最

高细胞密度可达90%2$%345667／8(。

图: &’(#)$培养基中间歇补加葡萄糖／
胰蛋白对-./$细胞摄氧率的影响

;<=>: ?..54@A.<B@5C8<@@5B@.55D<B=A.=6E4A75／

@CFG@A75AB-./$HIJ<B&’(#)$85D<E8
!,K@4L4E6@<MK@<AB

""E6@<MK@<ABN<@L<B@5C8<@@5B@.55D<B=

与!"#$%%培养基中的培养状况不同，氧的供需矛
盾是&’(#)$培养基中细胞生长期最终停止的重要
原因之一。对于表面通气方式，培养装置的供氧存

在着一定的限制，当细胞耗氧随着限制性营养成分

补加技术的应用而急刷上升并超过一定的限度（图

:），即使以通入纯氧或提高转速的方式也不能长时
间缓解氧的供需矛盾（图9），溶氧一度降为1O以
下，从而成为进一步高密度培养昆虫细胞的重要限

制性因素。由此可见，因生化环境的改善而导致的

细胞在高密度培养状态下物理环境的失衡问题在后

续研究中也应引起足够的重视。图*和图:还显
示：在补加葡萄糖／胰蛋白后，即使细胞因溶氧所限

而转入稳定期，细胞仍具有较强的活性，具体表现在

此阶段细胞的葡萄糖代谢和摄氧率等方面仍一度保

持较高水平，说明采用限制性基质补加技术后，细胞

自身的生理状态也较常规培养发生了很大的改变。

图9 &’(#)$培养基中间歇补加葡萄糖／
胰蛋白对培养-./$细胞时溶氧的影响

;<=>9 ?..54@A.<B@5C8<@@5B@.55D<B=A.=6E4A75／

@CFG@A75AB!"<B&’(#)$85D<E8

! 结 论
上述结果表明，-./$昆虫细胞悬浮培养过程中

一种或一种以上的营养成分可根据所选控制参数

（在此为葡萄糖浓度），通过改变补液量而从外部予

以控制。这种技术所体现的优点是给予操作者灵活

改进过程工艺的机会，同时通过间歇补加营养成分

还可进一步考察昆虫细胞的各类生长限制性营养因

素。由于此法是用较确定的营养成分来代替灌注培

养方式中复杂昂贵的补料培养基，因此更适合于昆

虫细胞的大规模高密度培养。

昆虫细胞的生长和代谢是物理、生化环境因子

及细胞自身生理特性协同作用的结果。本文的研究

发现生化环境的改善在延长细胞生长期的同时，也

对物理环境的调控提出了更高的要求。在进一步优

化生化环境因子的同时，仍须对因细胞高密度生长

而导致的物理环境失衡问题给予足够的重视。此

外，对由生化环境的调控所引发的细胞生理特性的

改变也应给予同样的关注。以上两方面将是后续研

究中须着重解决的问题。

致 谢 本文中游离氨基酸的分析测试工作得到了

中国科学院上海生物化学研究所陈德明先生的帮

助，作者在此深表谢意。
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