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流加和灌注培养已被广泛应用于动物细胞培养，以获得

高活性、高密度的细胞和高的产物得率。在这些培养过程

中，一般通过离线检测关键参数（如细胞密度、营养和代谢产

物的浓度）来人为调整灌注速率和补料策略，但是，当细胞密

度较高时，由于细胞代谢旺盛使得培养的微环境变化很快，

这就需要更加频繁快速地调整操作条件，从而导致因频繁取

样和离线分析所带来的污染危险及大量人力、物力的浪费。

这在大规模细胞培养过程中是不可取的。因此，要建立大规

模、高效动物细胞培养过程，有必要研究和探索在线检测技

术，以实时掌握细胞培养过程所处的状态。

在微生物发酵过程中，摄氧率（345）一般采用分析进、

出口气体成分的方法来测定，而在一般动物细胞培养过程

中，由于动物细胞345很小（和微生物相比），使得分析装

置复杂，误差大。94:;3和<-［!］提出，通过测定取出的培养

悬浮液中溶氧（63）变化来测定345，但这种方法操作繁

琐，不能做到在线检测。

本文在相关研究［$］的基础上，提出一种在!71=>3))?0
@3A反应器中简单、经济、可靠的’34(细胞345的测定方

法，通过测定345来快速、准确地了解细胞的生理状态，为

在流加和灌注培养中及时调整灌注时间和速率、决定补料时

间和补料策略提供了可靠的依据。

% 材料和方法

%&% 原理

在应用动力学方法测定’34(细胞BCD过程中，反应器

内培养液的氧平衡可由下式表示：
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式中：0";：与气相氧分压平衡的液相氧浓度，;;()／=；0：培养

基中实际溶氧浓度，;;()／=；345细胞摄氧率：;;()／=／F；

8=:（体积氧传递系数）：!／F。

在细胞培养过程中在线检测345时，为消除表面通气

的影响，需要在培养液上方通以氮气，此时气相中氧分压为

%，根据亨利定律，0"; 为%，积分式（!）得：
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式中：0%：开始测定时初始溶氧浓度，;;()／=；0G：测定结束时

溶氧浓度，;;()／=；/%：开始测定之时间／F；/G：测定结束之时

间／F。

体积氧传递系数8=+的测定可在无活性细胞的培养液

进行，由于此时345H%，在培养液上方通氮气的状态下：
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积分得： 9$（0(／0/）789+/ （#）

以9$（0%／0/）对/作图，得一直线，其斜率即为89+。

%&’ 材料

%&’&% ’34(（非洲绿猴肾）细胞由中国药物生物制品检定所

惠赠，代次为!$/!!2!。

%&’&’ IJKJ（@LM>B，美国）。使用前添加!%N新生小牛

血清（华东理工大学动物细胞与组织工程研究室）。

%&’&( 用于’34(细胞培养的贴壁介质为>.O(E3P2（QF:40
;:R?:M?(O3RF，ST3E3A）微载体，先用QMS浸泡$#F，灭菌后

再用QMS洗!次，并用培养基浸泡置于培养箱过夜，使用前

倾去培养基后再接入细胞。

%&( 实验方法

%&(&% 细胞培养：种子细胞由置于2&U、1N>B$培养箱

的扁瓶提供。当处于对数生长期的细胞达到所需密度时用

%7$1N的胰酶进行消化，并以2V!%1R3))W／;=的活细胞密度

接入!71=>3))?@3A生物反应器系统（+3TM4-AWT?RXSR?3A0
O?G?R，CS8）。反应器工作体积为!7$=，微载体浓度1Y／=。

用空气、氧气、氮气和二氧化碳气体积分调节控制Z<H&7$、

溶氧（63）1%N空气饱和度；控制转速2%!#14／;?A，温度

2"76U。

%&(&’ 细胞计数：每天取样!次，其中取!;=样品加入

%7!N结晶紫和%7!;()／=柠檬酸溶 液，混 合 均 匀 后 置 于



!"#、$%&’(培养箱中，大约)*+,-后细胞脱离微载体且细

胞核被结晶紫染色，此时即可用血球计数板计数。其余样品

经离心后取上清，冷冻保存于.!*#冰箱，待作其它分析用。

!/"/" 葡萄糖和乳酸浓度测定：培养基中葡萄糖和乳酸的

浓度采用012("**生化分析仪（034456178,-9:2-:;8<+3-;:，

=1>）检测。

!/"/# 饱和溶氧浓度!!" 的测定：在反应器中，首先以水

为介质，控制温度!?@A#，先后通入氮气和空气校正溶氧

（#$）电极，然后控制搅拌速率)$8／+,-，以B@(C／+,-的速

度向水中通入氮气，使#$ 降至$$%以下，再用B@$C／+,-
的速率向水中通入饱和空气直到#$为恒定，设定此值为饱

和溶氧浓度（%!&DB**%）。最后将水换成培养基（未接入细

胞），重复上述操作，记录恒定时的饱和溶氧浓度（%!"）。

!/"/$ ’C(的测定：在细胞培养开始前实验测定’C(，反

应器的搅拌速率、温度、通气流量均与培养过程中测定$)*
时一致。采用表面通气方式以B@$C／+,-的氮气赶走培养

液上腔的空气，记录溶氧随时间的变化，由式（)）以C-（%5／

%;）对时间+作图，斜率即为’C(。

!/"/% 细胞摄氧率$)*在线检测：细胞培养过程中在线

检测$)*时，首先使溶氧上升到?$%以上，切断空气、氧气

和二氧化碳气体，然后用B@$C／+,-的氮气通入培养液上方

以吹去空气，记录溶氧（?*%!!*%）随时间的变化。由式

（(）计算$)*。

& 结果与讨论

&’! %!" 的实验测定

空气中氧在水和培养基中的饱和浓度测定结果如图B
所示。由图中曲线可见，氧在培养基中的饱和浓度%!" 仅为

水中饱和浓度%!& 的AA%。在常压（B@*BEB*$FG）和!?@A#
时，纯氧在水中溶解度为B@*?A)++54／C，则水中溶氧与空

气平衡时的饱和浓度%!& 为*@(()++54／C，因此%!"D*@BH"

++54／C。%!" 与%!& 之间的差别主要是由于培养基中含有大

量无机离子、蛋白质、氨基酸等物质，使得氧的溶解度降低，

其传统的校正法是用13IJ3-5K［!］公式计算，由于培养基成分

复杂，13IJ3-5K常数不全，故计算困难，本文通过实验方法校

正%!"，所得结果与文献值基本一致［)］。

图B 空气中氧在水（#$B）和培养基（#$(）

中的饱和浓度测定结果

&’& ’C(的实验测定

在细胞培养前实验测定’C(时，反应器的搅拌速率、温

度、通气流量均与培养过程中测定$)*时一致。溶氧变化

与测定时间的关系如图(所示。由图可见，,-（%*／%+）与+
成良好的线性关系，其斜率’C(为*@H)AJ.B。通过在培养

前、后分别对’C(进行测定，结果证明在细胞培养过程中可

作为常数。

图( ,-（%*／%.）随时间的变化

&’" !"#与细胞密度、葡萄糖消耗和乳酸生成之间的关系

L385细胞以!EB*$I344／+C的密度接种到B@$C&344,M
N3-反应器中进行批培养，定时取样测定细胞密度、葡萄糖

和乳酸浓度，同时在线检测$)*。其细胞密度和$)* 随

时间的变化如图!所示。以$)*对细胞密度作图得图)，

图! 细胞密度和$)*随时间的变化

".细胞密度 #.$)*

图) $)*与细胞密度的关系
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图! 累积葡萄糖消耗、氧消耗、乳酸生成之关系

!"累积氧消耗 ""累积乳酸生成

在对 数 生 长 期 !"# 与 细 胞 密 度 成 正 比。计 算 积 分#
!#"#$得出累积氧消耗，以累积氧消耗和累积乳酸生成对

累积葡萄糖消耗作图得图!。由图!可知，氧消耗及乳酸生

成与葡萄糖消耗具有良好的线性关系，从直线斜率得到：每

消耗$%%&’葡萄糖要消耗$()*%%&’氧及生成$(++%%&’
乳酸。其他实验也得到类似的结果［!］。

在,-.&细胞培养过程中，利用图*中!"# 与细胞密

度在对数生长期呈线性关系这一特性，可方便地通过在线检

测!"#来及时了解细胞数，从而避免了因频繁取样而导致

污染的危险。利用图!中葡萄糖消耗—氧消耗—乳酸生成

之间的关系，可以通过在线检测!"#估计出葡萄糖的消耗

和乳酸生成，结合这些参数可确定细胞的生理状态，并通过

计算机专家系统设计最佳的加料或灌注策略，从而更加有效

地调控细胞生理状态。

!"# 氧解析对!"#测定的影响

细胞培养过程中%!的变化是细胞耗氧和氧解析两个

过程的共同作用。在微生物发酵过程中，往往忽略氧解析而

不至于影响!"#的准确性。但在动物细胞培养过程中，由

于细胞的!"#很小，故氧解析对!"#的影响很大。

表$ 氧解析对!"#测定的影响

$／/
0-’’#-12345

／（$6+7-’’2／%8）

!"#&／
（%%&’·8"$·
/"$）

!"#’／
（%%&’·8"$·
/"$）

!"#9"!"#2
!"#9

$: 6;))* 6;6$:6 6;$$6) 6;<=$6
:* 6;)*$ 6;6*<6 6;$*!6 6;++=6
)+ 6;!)= 6;6+)! 6;$!>6 6;!=+6
*< 6;<>: 6;$6=6 6;$=66 6;*:+)
+6 $;!66 6;$<$6 6;:>+6 6;)**:
>: :;6+6 6;:))6 6;):!$ 6;:<))
<* :;)<6 6;:*$6 6;))!6 6;:<$6
=+ :;!+6 6;:*=6 6;)*$! 6;:>6=
$6< :;>)6 6;$<!6 6;:>+6 6;):=>
$:6 :;<+6 6;$<>6 6;:<=6 6;)!)6

!"#2：本实验所得的摄氧率；!"#9：忽略溶氧解析所得的摄氧率

由表中可看出，在细胞生长初期，细胞摄氧率较小，氧解

析对!"#影响很大，随着细胞密度的增加，摄氧率增大，氧

解析对!"#的影响逐步减小，但仍占有一定比例，所以，在

!"#测定时，必需考虑氧解析的影响。

综上所述，本文在$(!80-’’3?-1反应器中应用动力学

方法在线检测,-.&细胞的!"#，不但简单可靠，而且能准

确地反映细胞!"#的变化情况、迅速判断细胞所处的生理

状态。
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