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在静态和动态培养条件下杂交瘤细胞的生长和代谢

张 立 沈 红 张元兴"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 $%%$#1）

摘 要 通过对234#杂交瘤细胞在静态和动态培养条件下的比较，发现细胞生长和代谢有很大不同。在静态培

养条件下，细胞培养周期较长，细胞密度较高；但在动态培养条件下，细胞代谢更加旺盛，葡萄糖、氨基酸等营养物

质的消耗加快，乳酸、氨、丙氨酸等代谢产物的比生成速率较大。
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自从!/1&年8(9):;和 ,<)=>:?建立杂交瘤技

术以来，由杂交瘤细胞生产的单克降抗体已应用到

许多方面，特别是在疾病诊断和治疗及亲和层析分

离中，单克隆抗体具有十分诱人的应用前景。到

!/@/年为止，仅英国批准上市的单抗诊断试剂就达

!%%多种，日本也有!%%多种单克隆抗体诊断试剂

在市场上销售。/%年代，全世界仅单抗诊断试剂盒

的年产值就达$%亿美元，预计到!///年可上升到

"%亿美元［!］。

传统的培养方式是在方瓶或滚瓶中静态培养，

这种方式操作复杂，生产力低，不能满足市场需求。

在生物反应器中培养细胞是近年来大规模培养杂交

瘤细胞生产单克隆抗体的重要方法，并获得了许多

成功经验。但细胞在方瓶中静态培养和在转瓶或反

应器中动态培养有许多不同，如葡萄糖、氨基酸等营

养物质的利用，乳酸、氨等产物的生成都有很大差

异。在此，我们研究了234#杂交瘤细胞在静态和

动态培养条件下的生长和代谢，为以后大规模培养

奠定基础。

! 材料与方法

!"! 细胞株

234#是由骨髓瘤细胞+A!和经免疫的B-)C／

D小鼠的脾细胞融合而成，分泌抗人4淋巴细胞

EF#抗原的单克隆抗体，单抗类型为GHI$-。该细

胞是由卫生部武汉生物制品研究所建株并提供。

!"# 培养基

无血清培养基（A:;3J0K;::J:L<3J，AM,）。在

NO,G!"P%基础上添加氨基酸、维生素、转铁蛋白、

无机盐和其它成分。

!"$ 培养方法

!"$"! 静态培养：在容积为#%%JQ的方瓶中装液

"%JQ，细胞接种密度为!6#R!%&D:))=／JQ，方瓶放

到&SET$培养箱中，培养温度为#"6@U，每隔!$9
取样计数。

!"$"# 动态培养：在容积为#%%JQ的转瓶中装液

"%JQ，转 速 为"%;／J<?，细 胞 接 种 密 度 为!6@R
!%&D:))=／JQ，同时补加%6%$S甲基纤维素和%6%!S
O)3;(?<DM"@作为保护剂，转瓶放到&SET$培养箱

中，培养温度为#"6@U，每隔!$9取样计数。样品

离心后取上清，测葡萄糖、乳酸、氨、氨基酸等。所有

实验重复#次，最后结果取#次实验数据的平均值。

!"% 分析方法

!"%"! 细胞密度：血球计数板计数，用台盼蓝染色

法区分活细胞。

!"%"# 葡萄糖浓度：用葡萄糖氧化酶（OTF0ITF）

法测定［$］。

!"%"$ 乳 酸 浓 度：用 乳 酸 脱 氢 酶 法（QFV）测

定［$］。

!"%"% 氨浓度：采用尿素氮试剂盒（上海生物制品

研究所）测定［$］。

!"%"& 氨基酸测定：采用茚三酮法氨基酸分析仪



测定。其中谷氨酰胺和天冬酰氨的分析需要水解，

用!"#$／%&’$水解()，分别测定谷氨酰胺和谷氨

酸的总量以及天冬酰氨和天冬氨酸的总量，再减去

前面茚三酮法测定的谷氨酸和天冬氨酸的量，即得

谷氨酰胺和天冬酰氨的量。

!"#"$ 单抗浓度：用免疫单扩散法测定［*］。

% 实验结果

%"! 细胞生长

在动态和静态培养条件下，细胞生长情况如图

+所示。在静态培养条件下，细胞生长有较为明显

的延迟期，这可能是由于细胞接种密度较低引起的。

在静态下最大细胞密度为+,-./+,(01$$2／"%，而在

动态下仅为3-,/+,(01$$2／"%，在静态培养条件下，

细胞的衰亡过程长达34)，较动态培养条件延长了

近43)，整个细胞培养周期较动态培养延长了!,)。

一般来说，在单抗比生成速率一定的情况下，单抗的

产量与细胞密度和培养周期有关［4］，即
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其中，［!"#］为单克隆抗体的浓度。因此，静态培

养更有利于提高单抗产量。

图+ 678*杂交瘤细胞在方瓶和转瓶培养中的生长

9:;<+ 8)1;=#>?)#@678*)AB=:5#"C01$$207$?7=15
:D@$C2ECD52F:DD1=B#??$12
+-GF:D（01$$2）；H<9$C2E（01$$2）；

*<GF:D（I:CB:$:?A）；4<9$C2E（I:CB:$:?A）

在静态培养条件下，由于迟滞期的存在，细胞的

比生长速率先呈上升趋势，进入对数生长期，达到最

大表观比生长速率!CFFJ,-,(H)K+（图H）。随后细

胞的比生长速率逐渐下降，但在培养后期，细胞表观

比生长速率的下降趋势有所减缓。在动态培养条件

下，细胞的表观比生长速率一直下降至细胞全部死亡。

无论是静态培养还是动态培养，在整个培养过

程中，细胞存活率都呈现出两个阶段（图+）。第一

阶段是活细胞密度达到最大值之前，细胞存活率的

变化较为平缓，尤其是在静态培养条件下，因为没有

搅拌，不存在剪切力对细胞壁的伤害。第二阶段是

细胞进入衰亡期后，细胞存活率呈迅速下降趋势。

这可能是由于共同存在某些限制（如营养物质耗尽）

或抑制（如副产物积累）细胞生长的物质而引起。

图H 678*杂交瘤细胞在方瓶和转瓶培养

中的表观比生长速率

9:;<H 8)1CFFC=1D?2F10:@:0;=#>?)=C?1（!CFF）#@678*

01$$207$?7=15:D@$C2ECD52F:DD1=B#??$12
+-GF:DD1=；H<9$C2E

%"% 葡萄糖的消耗和乳酸的生成

无论是动态还是静态，培养开始时葡萄糖消耗

和乳酸生成较快，到培养后期，葡萄糖和乳酸浓度基

本保持不变（图*），说明细胞代谢受到了抑制，不再

消耗葡萄糖生成乳酸。但是在静态和动态培养条件

下，累 积 乳 酸 浓 度 不 同，最 大 值 分 别 为+-L和

+-(;／%。文献［(］报道，乳酸对细胞的抑制浓度在

*-,!4-,;／%以上，这说明尽管细胞生长存在限制

性因素，但并不是乳酸造成的。

图* 678*杂交瘤细胞在方瓶和转瓶培养中

葡萄糖的消耗和乳酸的积累

9:;<* 8)1;$70#210#D27"F?:#D（)M$7）CD5$C0?C?1

C007"7$C?:#D（)%C0）BA678*01$$207$?7=15

:D@$C2ECD52F:DD1=B#??$12
+-9$C2E（%C0）；H<GF:D（%C0）；*<GF:D（;$7）；4<9$C2E（;$7）

在动态培养条件下，细胞的葡萄糖消耗呈下降

趋势，最大葡萄糖比消 耗 速 率 为,-,3*/+,KL;／
（01$$·)），即,-H*!/+,KL""#$／（01$$·)）。在静态
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下，细胞的葡萄糖比消耗速率呈波浪下降趋势，最大

葡萄糖比消耗速率为!"!##$%!&’(／（)*++·,），即

!"-%!$%!&’../+／（)*++·,）。

在静态培养的迟滞期内，乳酸的比生成速率较

低，说明细胞生长需要合成大量胞内物质，这个过程

消耗较多的葡萄糖作为合成材料或能源物质。当细

胞进入对数生长期，乳酸比生成速率达到最大值，在

动态和静态下，最大乳酸比生成速率很接近，分别为

!"!’$%!&’(／（)*++·,）和!"%!$%!&’(／（)*++·,），即

!"01$%!&’../+／（)*++·,）和!"02$%!&’../+／
（)*++·,），随后，乳酸比生成速率均呈下降趋势。

从代谢速率可看出，最大葡萄糖比消耗速率在

动态下较静态下大得多，而最大乳酸比生成速率却

很相近，即最大乳酸比生成速率与最大葡萄糖比消

耗速率之比在动态下较静态下小，也就是说在动态

下产生的乳酸相对较少。这可能是在动态下因搅拌

的存在，混合均匀，溶氧水平相对较高，345循环较

旺盛，葡萄糖利用率有所提高。

!"# 氨基酸的代谢和氨的生成

图0 6732杂交瘤细胞在方瓶和转瓶培养中氨的积累

89(:0 3,*;../<9;;))7.7+;=9/<（!>?@0
）AB6732

)*++C)7+=7D*E9<F+;CG;<ECH9<<*DA/==+*C
%"IH9<<*D；-"8+;CG

随着细胞生长和代谢，氨不断积累，但无论在静

态还是动态，最大氨浓度均为0"!../+／J（图0），且

当氨浓度达到0"!../+／J所对应的时间，也正是细

胞进入死亡期的时间。一般细胞死亡有两种模式：

细胞坏死（>*)D/C9C）和细胞凋亡（5H/H=/C9C）。对杂

交瘤细胞而言，’!K的死细胞是通过凋亡途径死

亡［#］。引起细胞凋亡的因素很多，主要是谷氨酰胺

限制、葡萄糖限制和氨抑制。在本实验中，在静态还

是动态下，当细胞进入死亡期时谷氨酰胺浓度分别

为%"L和%"M../+／J，葡萄糖浓度分别为-"2和

-"!(／J，所以并不是谷氨酰胺或葡萄糖的限制引起

了细胞死亡。但是，在培养过程中，细胞代谢和谷氨

酰胺分解产生的高浓度氨很可能是导致细胞死亡的

原因。关于氨对细胞生长的抑制已有很多报道，但

不同的细胞株抑制浓度不同，一般在%!L../+／J
之间［1，M］。对6732杂交瘤细胞而言，当氨浓度达

到或高于0"!../+／J时，抑制细胞生长，引起细胞

凋亡。

从6732杂交瘤细胞的代谢（表%和表-）可看

出，无论是静态培养还是动态培养，谷氨酰胺消耗的

量远远高于其它氨基酸消耗的量。谷氨酰胺在细胞

代谢过程中主要作为氨源物质，又可作为碳源物质；

在动态培养中亮氨酸、异亮氨酸、谷氨酰胺的比消耗

速率远大于在静态培养中的对应值，而谷氨酸、甘氨

酸、丙氨酸的比生成速率也有类似现象，只有精氨酸

有相反的趋势。

表$ %&’#杂交瘤细胞在方瓶和转瓶培养中某些氨基酸

的平均比消耗速率［$()$!**+,／（-.,,·/）］

’01,.$ ’/.02.304.56.-787--+95&*6:7+930:.+85+*.0*79+
0-7;51<%&’#/<137;+*0-.,,5-&,:&3.;798,05=09;

56799.31+::,.5［$()$!**+,／（-.,,·/）］

I*D 4BC N;+ O*= P+* J*7 3BD Q,* JBC 3,D R+<

8+;CG L:M!!:1L2:%%%:!-0:!0L:0#%:-!%:##-:10%:#0-’:’

IH9<<*D0:!%!:LM2:1%%:!!M:#!M:-’%:-’%:%!-:’-%:1LLM:-

表! %&’#杂交瘤细胞在方瓶和转瓶培养中某些氨基酸

的平均比生成速率［$()$!**+,／（-.,,·/）］

’01,.! ’/.02.304.56.-787-63+;&-:7+930:.+85+*.0*79+
0-7;51<%&’#/<137;+*0-.,,5-&,:&3.;798,05=09;

56799.31+::,.5［$()$!**+,／（-.,,·/）］

R+7 R+B 5+; 5D(

8+;CG #:-# 2:-! %1:# %:0-

IH9<<*D %1:- 1:21 02:L !:’1

!"> 单抗的生成

从培养结束时单抗的浓度可以看出（图L），方瓶

中的单抗浓度为0M.(／J，而转瓶 中 仅 为2-.(／J。

图L 6732杂交瘤细胞培养中单抗的积累

89(:L 3,*O5A)/<)*<=D;=9/<（!O5A）9<6732)*++)7+=7D*
%"8+;CG；-"IH9<<*D
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这是因为方瓶培养中达到的最大细胞密度较高，培

养周期较长，也就是积分公式中的积分项较大，所以

单抗浓度较高。

! 讨 论

葡萄糖作为碳源和能源物质，在细胞代谢过程

中主要 用 于 合 成 细 胞 组 份、生 成 乳 酸、丙 氨 酸 和

!"#。每$%&’葡萄糖全部通过糖酵解途径最多可

生成#%&’乳酸；葡萄糖还可通过磷酸戊糖途径用于

合成核苷酸所必需的核糖，但用于这部分的葡萄糖

和用于合成其它细胞组份所消耗的葡萄糖只占葡萄

糖总消耗量的一小部分。同时谷氨酰胺通过(!)
循环由草酰乙酸到丙酮酸也可生成乳酸，在物料衡

算中，这两部分可以抵销。因此可以将乳酸看成是

由葡萄糖生成的。从乳酸累积量和葡萄糖消耗量的

关系可以看出，*+(,细胞在静态和动态培养条件

下，葡萄糖转化为乳酸的摩尔得率分别为$-./和

$-01（图/），即相当于2,3和.03的葡萄糖转化成

乳酸。由此可见，葡萄糖产生的能量主要对应细胞

的无氧生长。其它有关杂交瘤细胞的批培养报道，

葡萄糖转化为乳酸的比例关系也在.43!243之

间［2］，与本实验结果很接近。在有氧条件下，大量

葡萄糖转化成乳酸，对这一现象目前尚无令人信服

的解释。原因之一，可能是缺少对糖酵解途径的控

制，其次是线粒体中氧化磷酸化的效率太低。要提

图/ *+(,杂交瘤细胞在方瓶和转瓶培养中

葡萄糖消耗和乳酸积累的关系

5678/ (9:;:’<=6&>?96@&A7’+B&?:B&>?+%@=6&>（!C’+）

<>D’<B=<=:@;&D+B=6&>（!E<B）6>*+(,B:’’B+’=+;:

高葡萄糖的利用率，必须对葡萄糖糖酵解途径进行

调控，控制培养基中的葡萄糖浓度，已被证实是一条

既简单又有效的途径。

在细胞代谢过程中，谷氨酰胺既作氮源又作能

源，其代谢途径比葡萄糖更复杂［$4］。谷氨酰胺在谷

氨酰胺酶的作用下，脱氨生成谷氨酸，同时生成一份

FG1H，或通过转氨作用用于合成其它生物物质，如

嘌呤、嘧啶。谷氨酸在脱氢酶作用下，转化为"I酮戊

二酸，再生成一份FG1H；"I酮戊二酸进入(!)循

环或通过转氨作用再转化为谷氨酸；在胞内谷氨酸

也可通过转氨作用生成丙氨酸、丝氨酸、甘氨酸等氨

基酸。通过 *+(,杂交瘤细胞在动态和静态培养

条件下，营养物消耗和产物生成的比较可看出，细胞

在动态培养条件下，谷氨酰胺和葡萄糖的比消耗速

率 较 静 态 下 高 #.-,J$4K$# 和 L4-2J$4K$#

%%&’／（B:’’·9），丙氨酸、乳酸和氨的比生成速率较

静态高#/-4J$4K$#、,1-#J$4K$#和,,-,J$4K$#

%%&’／（B:’’·9）。

从这些实验结果可以推测，在动态培养条件下，

细胞多消耗的谷氨酰胺的量并没有以谷氨酸的形式

累积，而 是 几 乎 全 部 转 化 生 成"I酮 戊 二 酸，进 入

(!)循环，因为多消耗的谷氨酰胺的量正好与多生

成的丙氨酸的量相吻合。由此可见，动态培养条件

下的葡萄糖转化为乳酸的摩尔得率较低的原因是因

为有部分的丙酮酸转化生成了丙氨酸。根据实验数

据，在动态培养条件下亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸和

赖氨酸的比消耗速率较静态培养条件分别高#-.,
J$4K$#、1-L/J$4K$#、4-/J$4K$#和4-$.J$4K$#

%%&’／（B:’’·9），它们的加和为.-$0J$4K$#%%&’／
（B:’’·9），与在动态培养条件下的谷氨酸的比生成速

率较静态培养条件高 出 的 值$4-2J$4K$#%%&’／
（B:’’·9）接近。所以动态培养条件下，细胞多生成的

谷氨酸的量是由亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸和赖氨酸

通过转氨作用，偶合了"I酮戊二酸转化为谷氨酸而

生成的，而自身转化为乙酰辅酶)进入(!)循环。

由此可见，细胞在动态培养条件下的(!)循环较静

态培养条件活跃。
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