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在动物细胞培养过程中对培养体系实施培基连续灌流

能及时地补充细胞生长所需的营养物质、控制细胞代谢产物

对细胞的影响，实现细胞的高密度长期培养，提高目的产品

的生产效率［!，#］。细胞连续灌流培养的前提是在实施培基

连续灌流的同时培养体系能有效地截留细胞［6］。这一前提

增加了细胞培养装置的复杂程度，使之特化为价格昂贵的生

物反应器，限制了细胞连续灌流培养的应用。如能通过对普

通的细胞搅拌培养瓶进行改进，使之能用于细胞的连续灌流

培养，则有利于细胞连续灌流培养的推广应用。

, 材料和方法

,-, 细胞

产人重组凝血酶原KLM工程细胞KLM#FR是由含凝

血酶原目的基因和D?S.标记基因及T7!2抗性基因的表达

载体，用电击法转染KLM0D?S.细胞所建立的具有稳定表达

凝血酶原表型的细胞株（由UQR9QTT5.<+,/提供）。在含

维生素B6培基中，KLM#FR所产生的凝血酶原以羧化的活

性单体存在于细胞培养上清中。

,-. 培基和载体

FV;V、9!#和新生牛血清为TCUKM产品。无蛋白培

基F91R以优化的FV;V：9!#（!：!）为基础培基，添加丙酮

酸钠、金精三羧酸（Q-.=J.=>+A&:/’=>+>=D，Q4Q）、乙醇胺、柠檬

酸铁、维 生 素K、腐 胺（W-J.5X>=,5）和W’-.&,=>912配 制 而

成［7］。丙酮酸钠和乙醇胺为V;YKB产品，其它培基添加成

分均购自R=E<+公司。细胞固定化培养载体K/J&Z&.5!多

孔微球购自W?+.<+>=+。

,-/ !"#$%&!#’(($%细胞搅拌培养瓶的改装

在!HR-Z5.0RZ=,,5.搅 拌 瓶 的 转 动 轴 上 固 定 一 直 径

#O1><、高7O8><，孔径为"8"<的不锈钢滤筒，不锈钢滤筒

的固定位置以瓶内注入!H液体时，其上部高出液面!O8><

为准。自R-Z5.0RZ=,,5.搅拌瓶的瓶盖引入内径为#<<硅橡

胶管作为培基灌流管路，进液管高出液面，出液管插入不锈

钢滤筒内，培基的灌流用蠕动泵驱动（图!）。在R-Z5.0RZ=,0
,5.搅拌瓶的侧口通入细胞采样管和平衡液面气体分压的通

入管。在瓶盖设两个通气口，供气硅橡胶管与其相接并缠绕

于固定在转动轴下部的支架上。缠绕于支架上的供气硅橡

胶管，在磁力搅拌器的驱动下随支架转动而起到搅拌叶片的

作用。细胞培养时将R-Z5.0RZ=,,5.搅拌瓶置于6"[、8\
KM#的培养箱内，供气管路的进气管连接放置于培养箱内的

气泵，供气管路的气体压力由出气管路上的调节阀控制。

图! 用R-Z5.0RZ=,,5.搅拌瓶改装的细胞连续灌流培养

系统示意图

9=E(! QXG5J>?<+ZX?&]=,EJ?5>&,J=,-&-XZ5.S-X=&,

X/XJ5<A+X5D&,+!H<&D=S=5DR-Z5.0RZ=,,5.

,-0 细胞培养

KLM#FR细胞在组织培养瓶中用含8\新生牛血清的

FV;V：9!#（!：!）贴壁培养，待细胞形成致密单层后，用

$O#8\的胰蛋白酶进行消化，经不含)UR的FV;V：9!#洗

涤后，用F91R悬浮KLM#FR细胞。将KLM#FR细胞接种于



经改装的!"#$%&’(#%)**&’搅拌瓶，+,-、./012培养条件

下实施批次悬浮培养，搅拌速度设置为+3’／4)*；在经改装

的!"#$%&’(#%)**&’搅 拌 瓶 内 用 0567%7’&!28／" 固 定

0912:#细胞，自培养的第+天起实施配基连续灌流，灌流

量由2.34"／;逐渐加大至!.334"／;。取样测定细胞密度、

凝血酶原浓度、葡萄糖浓度和乳酸浓度。

!"# 细胞计数和凝血酶原浓度测定

组织培养瓶中贴壁培养和#$%&’(#%)**&’搅拌瓶批次悬

浮培养的0912:#细胞密度用血球计数板直接计数；用改

良<==比色法［.］计数0567%7’&!固定化培养的0912:#
活细胞密度，所用试剂四甲基偶氮唑蓝（<==）为>?$@A产

品，BCB(二 甲 基 酰 胺、=’)67*D(!33为#)84A试 剂。采 用

E"F#G测定细胞培养上清的凝血酶原浓度［H］，人凝血酶原

标准品为0A?)I)7JK&4(B7LAI)7JK&*公司产品，羊抗人凝血酶

原抗体购自0&;A’?A*&"AI7’A67’)&M公司。

!"$ 细胞粒径和细胞截留率测定

用细 胞 计 数 和 分 析 系 统（0G#N!!O，#JKP’Q&#5M6&4
R4I9，O&$66)*8&*，R&’4A*5）测 定 细 胞 粒 径，细 胞 粒 径"
2.!4的0912:#按单个悬浮细胞计数，细胞粒径#2.!4
的0912:#计为悬浮的细胞团，单个细胞在培养体系中所

占的百分比按下式确定：

细胞 粒 径"2.!4的0912:#／（细 胞 粒 径"2.!4的

0912:#S细胞粒径〉2.!4的0912:#）T!33；

细胞截留率按下式确定：

（不锈钢滤筒外的细胞密度U不锈钢滤筒内的细胞密

度）／不锈钢滤筒外的细胞密度T!33。

!"% 葡萄糖和乳酸的测定

采用N#F(2,33乳酸、葡萄糖自动测定仪（N&??7V#%’)*8
F*M6’$4&*6M，W#G）检测细胞培养上清中的葡萄糖和乳酸浓度。

& 结 果

&"! 用改装的’()*+,’)-..*+搅拌瓶批次悬浮培养/01&2’
在改装的!"#$%&’(#%)**&’搅拌瓶中用:>H#悬浮培养

0912:#细胞，细胞接种密度为2X+T!3.J&??M／4"，搅拌速度

设置为+3’／4)*。在培养的起始阶段0912:#细胞呈球形

均匀悬浮于培基中，其中细胞粒径"2.!4的0912:#占细

胞总数的Y+X!/。由于不锈钢滤筒的孔径远大于细胞粒

径，0912:#细胞易于穿过不锈钢滤筒的微孔进入不锈钢滤

筒内，不锈钢滤筒的细胞截留率只有ZX,/，无法实施培基

连续灌流而只能采取批次培养方式。在培养的后期，部分细

胞形成粒径不等的细胞团悬浮于培养体系中，细胞粒径"
2.!4的0912:#所占的比例下降为.,XY/，不锈钢滤筒的

细胞截留率升高至2YXZ/（图2）。整个培养过程持续H;，培

养结束时0912:#细胞密度和凝血酶原浓度分别达到!X,!
T!3HJ&??M／4"和!ZXY48／"（图+）。

&"& 用改装的’()*+,’)-..*+搅拌瓶连续灌流培养/01&2’
在改装的!"#$%&’(#%)**&’搅拌瓶内用0567%7’&!固定

0912:#细胞，细胞接种密度和0567%7’&!的使用浓度分别

图2 0912:#细胞在改装的!"#$%&’(#%)**&’搅拌瓶内悬浮

培养的单个细胞比例和细胞截留率

>)8C2 [&’J&*6A8&7QM)*8?&J&??A*;J&??’&6&*6)7*7Q0912:#J&??M

)*A!"47;)Q)&;#$%&’(#%)**&’

图+ 0912:#在经改装!"#$%&’(#%)**&’搅拌瓶内悬浮

培养的细胞生长和凝血酶原生产

>)8C+ R’7V6K7Q0912:#J&??MA*;%’76’74I)*%’7;$J6)7*

)*A!"47;)Q)&;#$%&’(#%)**&’

为2XHT!3.J&??M／4"和28／"。接种ZK后，0912:#细胞全

部固定于0567%7’&!孔隙内，从采样管和培基灌流出液管获

得的细胞培养上清中均无游离细胞存在。自培养的第+天

起实 施 培 基 连 续 灌 流，灌 流 量 由2.34"／;逐 渐 加 大 至

!.334"／;。0912:#细胞密度和凝血酶原浓度在培养的第

Y天分别达到ZXH2T!3HJ&??M／4"和!!X+48／"并在这一水

平维持了!3;后趋于下降，至培养的第2Z天0912:#细胞

密度 和 凝 血 酶 原 浓 度 分 别 降 至2X\.T!3HJ&??M／4"和

,X248／"（图Z）。当0912:#细胞达到较高的培养密度时，

0912:#细胞占据了0567%7’&!孔隙并在其表面形成致密

图Z 0912:#细胞在改装的#$%&’(#%)**&’搅拌瓶中

连续灌流培养时的细胞生长和凝血酶原生产

>)8CZ R’7V6K7Q0912:#J&??MA*;%’76K’74I)*%’7;$J6)7*)*A

!"47;)Q)&;#$%&’(#%)**&’V)6KJ7*6)*$7$M%&’Q$M)7*
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的细胞层（图!）。部分细胞从"#$%&%’()脱落，进入不锈钢

滤筒内随培基排出*+&(’,*&-..(’搅拌瓶。在培养的后期不

锈钢滤筒内的游离细胞密度达（)/0!1/2）3)4!5(667／89，

":;1<*细胞的截留率介于=)/>?!=!/@?之间。由于在

整个培养过程中实施了培基连续灌流并根据有关检测指标

调整培基的灌流量，既保证了葡萄糖等营养物质的供给，又

在一定程度上起到控制乳酸的过度积聚的作用（图@）。

图! 连续培养条件下固定于"#$%&%’()的":;1<*细胞生长

A-BC! D’%E$F%G":;1<*5(667-88%H-6-I(J%."#$%&%’()-.

5%.$-.+%+76#&(’G+7(J5+6$+’(

KC"(667$%%L+&$F(-..(’7&M5(%G$F(5M’’-(’7（NOO7$M-.(J）；

PC"(667G%’8(JM5%8&M5$6M#(’M.J56+8&7%.$F(

7+’GM5(%G$F(5M’’-(’7

图@ ":;1<*细胞在改装的*+&(’,*&-..(’搅拌瓶内连续

灌流培养的葡萄糖消耗和乳酸积聚

A-BC@ D6+5%7(5%.7+8&$-%.M.J6M5$M$(M55+8+6M$-%.&’%G-6(7-.M)9

8%J-G-(J*+&(’,*&-..(’E-$FM&(’G+7(J5+6$+’(%G":;1<*

! 讨 论

随着越来越多的临床使用剂量介于毫克和克级水平的

单克隆抗体和酶成为基因工程药物开发和产业化的重点，动

物细胞的高密度培养和长期培养将成为决定产品能否开发

成功的关键技术因素［2］。供氧不足、营养物质限制和毒性代

谢产物积聚是影响细胞生长的主要细胞密度限制因素［>］。

采用无气泡膜式通气管供氧和动态的培基连续灌流是克服

以上细胞密度限制因素，提高细胞培养密度和培养时间的有

效技术途径［0］。

*+&(’,*&-..(’搅拌瓶以缠绕于支架上的无气泡膜式通

气管替代传统的搅拌叶片，在磁力搅拌器的驱动下产生均匀

悬浮细胞的流体动力的 同 时，提 高 了 培 养 体 系 的 供 氧 能

力［=］。细胞培养时将*+&(’,*&-..(’搅拌瓶置于>2Q、!?
";1的培养箱内，以培养箱内含=!?空气、!?";1的气体

为气源，通过调节气泵的泵速和通气管内压力，在改善培养

体系的供氧的同时又有利于维持培养体系中适宜的&:。在

)9的 *+&(’,*&-..(’搅 拌 瓶 中 用 <A@*批 次 悬 浮 培 养

":;1<*，细胞密度达到)/=13)4@5(667／89［R］。

采用过滤的方式截留细胞是连续灌流培养中最为有效

的细胞截留手段。与静止的滤器相比，固定于搅拌轴的旋转

滤器有利于克服滤网的堵塞［)4］。细胞截留和滤网堵塞是存

在于采用滤网截留细胞的一对矛盾。孔径较小的滤网有利

于提高细胞的截留率，但滤网堵塞的现象更易发生；孔径较

大的滤网有利于克服滤网的堵塞，但往往是以降低细胞截留

率为代价。结合细胞固定化培养技术，采用大孔径滤网的旋

转滤器截留细胞既能有效地截留细胞又可消除滤网堵塞现

象的发生。"#$%&%’()是一种以纤维素为材料的多孔性细

胞固定化载体，即使在低血清或无血清的培基中也能有效地

固定贴壁依赖性细胞和非贴壁依赖性细胞，实施长期连续灌

流培养［))］。以"#$%&%’()为细胞固定载体，在改装的*+&(’,
*&-..(’搅拌瓶实施无蛋白培基连续灌流培养，":;1<*的

培养密度和培养时间分别达到R/@13)4@5(667／89和1RJ。

实验结果表明：尽管由于改装的*+&&(’,*&-..(’搅拌瓶缺乏

有效的溶氧和&:控制，限制了细胞培养密度的进一步提

高，改装的*+&(’,*&-..(’搅拌瓶仍不失为简便实用的细胞

连续灌流培养装置。
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