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大面积烧伤病人及多种皮肤溃疡病人很难用自体皮肤

移植来进行治疗。早期治疗方法采用尸体来源的皮肤移植，

但由于来源有限、且有传播疾病的危险，因此应用组织工程

技术构建生物活性人工皮肤已成为近十几年来在组织工程

和创伤治疗领域的研究热点，目前已有几种人工皮肤成功地

走向临床［!］。然而，在构建大面积皮肤组织过程中，如何大

量制备皮肤种子细胞仍然是一大棘手的难题，成为人体皮肤

组织工程迫切需要解决的技术关键。获得大量扩增的皮肤

细胞，解决种子细胞的供应问题，是构建人工皮肤的一个关

键。

文献中报道的皮肤细胞培养方法有静态培养、灌注反应

器培养［$］等。静态培养贴壁细胞时，因可贴壁的表面积限

制，细胞产量低，费时费力又不经济。灌注反应器培养的反

应器结构复杂、操作难度大。微载体培养细胞有操作简单，

可贴壁的表面积大，因此细胞产量大等优点。有人成功地用

微载体培养人角质细胞［#］。但是微载体培养人皮肤成纤维

细胞还没有报道。

本文对采用微载体的搅拌转瓶悬浮培养系统培养人皮

肤成纤维细胞作了初步尝试，并从细胞形态学、细胞生长、细

胞代谢等角度分析比较了人成纤维细胞在微载体搅拌转瓶

培养系统和传统方瓶静态培养系统中的不同特性，旨在为进

一步利用生物反应器大量扩增人皮肤成纤维细胞提供指导。

! 材料与方法

!"! 材料
皮肤取自小儿包皮。培养基是含有 !%F小牛血清，

!%%BG:H青霉素和 !%%BG:H 链霉素的 IB)J6AA( 基础培养基
（简称 I,9,）。中性蛋白酶和胶原酶购自美国 K;L:-公司。
微载体（M5/#）由本实验室自制（用葡聚糖交联后包裹胶原蛋
白制备而成）。葡萄糖浓度测定试剂盒和脲浓度测定试剂盒

购自上海生物制品研究所。

!"# 方法
!$#$! 人皮肤成纤维细胞分离：参考文献［3］报道的方法，
从人包皮组织分离，并进行传代培养。本研究所用的细胞都

是第 3代人皮肤成纤维细胞。
!$#$# 微载体的预处理：!&%:L微载体（M5/#）用磷酸盐缓冲
液（简称 NOK）浸泡过夜，然后转移到硅烷化的转瓶中，高温
消毒。冷却后，倒去 NOK。然后加入 $%:H培养基。放入培
养箱中以 #%PG:;?的转速搅拌过夜。
!$#$% 方瓶静态培养：细胞以 & Q !%3 A6))=G:H的密度接种于
$0A:$ 的方瓶中，培养过程中不更换培养基。

!$#$& 转瓶微载体培养：将预处理好的微载体转瓶取出，静
置至微载体下沉，然后除去培养基，再加入 &%:H接种密度为
& Q !%3 A6))=G:H的新鲜培养基，放入 #"R，&FMS$ 饱和湿度培

养箱中以 #%PG:;?的转速进行培养。其中一组不换液，而另
一组则换液培养。

!$#$’ 细胞贴壁率测定及贴壁动力学分析：微载体培养的
当天每隔 !%:;?取样，取无微载体的悬浮液，用血球计数板
计数，确定微载体培养物中游离细胞的数目。微载体培养物

中游离细胞减少的速率决定了细胞贴附于微载体的速率。

游离细胞减少速率按以下公式计算：! > T !% 6U V>，! > 是时间

为 / 时的游离细胞浓度，!% 是起始时游离细胞的浓度，V表

示细胞贴壁速率［&］。此公式可转化为：U )?（! > G!%）T V/。

!$#$( 细胞生长曲线测定：每天从培养的转瓶中取出少量微
载体培养物，用结晶紫染色，血球计数板计数，确定细胞数量。

!$#$) 细胞代谢产物测定：参考说明书，用试剂盒测定培养
物中葡萄糖、乳酸和氨浓度。

# 结 果

#"! 细胞在微载体上的贴壁效率
细胞以 & Q !%3 A6))=G:H接种于含有 #:LG:H的微载体培

养基中，转瓶培养。$W以后培养基中几乎观测不出游离的



成纤维细胞，细胞在微载体上贴壁的速度非常快（! " #$ #% &
#’( ) *+,-），这与血管内皮细胞的贴壁速率相近（! " ’$ %) &
#’( )）［.］。在倒置相差显微镜下的观察指出，细胞在微载体

上分布均匀，贴壁状况好，表明微载体适合成纤维细胞的生

长。

!"! 微载体培养和方瓶培养的细胞生长代谢特性比较
在方瓶和微载体培养条件下，细胞形态几乎没有差别，

这说明在方瓶体系下生长的细胞同样适合于微载体系统。

在方瓶和微载体培养条件下，细胞生长有差别（图 #，表
#）。不更换培养基进行方瓶培养的细胞比生长速率是 ’/)’*
0，培养液的最大细胞密度是 #/1 & #’. 2344*+5。同样条件下
用微载体进行培养时细胞比生长速率是 ’/67*0，培养液的最
大细胞密度是 6/# & #’. 2344*+5。如果以更换培养基的方式
进行细胞培养，培养液的最大细胞密度可以达到 #/’8 &
#’6 2344*+5。

图 # 微载体培养与方瓶培养细胞的生长情况
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两种培养条件下，葡萄糖消耗和乳酸生成也有差别（图

)，图 1，表 #）。方瓶培养时葡萄糖的消耗是 ./6++=4*5左右，
葡萄糖的比消耗速率为 1/’7++=4*#’% 2344*0。在微载体转瓶
培养时，葡萄糖浓度的消耗是 #1/1++=4*5，比消耗速率是
./.6++=4*#’% 2344*0（图 )）。方瓶培养时乳酸浓度增加
6/1++=4*5，比生成速率为 ./’1++=4*#’% 2344*0，平均乳酸产率
达 #/#).。在微载体转瓶培养时，乳酸浓度增加 #)/G++=4*5，
比生成速率为 G/7++=4*#’% 2344*0，平均乳酸产率为 ’/%..（图
1）。这些结果说明微载体培养时细胞对葡萄糖代谢的能量
利用率高。

图 ) 微载体培养与方瓶培养细胞的葡萄糖代谢情况
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图 1 微载体培养与方瓶培养细胞的乳酸代谢情况
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两种培养条件下氨浓度增加没有明显的差别，都是

’/1++=4*5（图 7，表 #）。

图 7 微载体培养与方瓶培养细胞的氨代谢情况
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表 # 不同培养体系下细胞生长代谢的比较

$%&’( # )*+,%-./*0 &(12((0 3.44(-(01 56’16-( +%00(-/

L344 03-B,?J
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通过对这两种培养体系的比较研究发现，细胞在微载体

培养条件下，生长更为旺盛，细胞产量显著提高，葡萄糖消耗

和能量利用率也明显优于方瓶培养。

! 讨 论

通过微载体转瓶和静态方瓶对人皮肤成纤维细胞培养

的生长代谢研究表明，细胞在微载体转瓶培养系统中不仅生

长速率大，而且细胞产量高。利用微载体培养人皮肤成纤维

细胞，由于细胞有更大的可贴壁表面，解决了方瓶培养下接

触抑制的问题，从而可获得更大的细胞量。同时，微载体培

养是一种悬浮培养的状态，细胞培养比方瓶静态培养下混合

更均匀，每个细胞的生长状况均一，不会产生局部的副产物

积累，因而细胞的生长速率快，获得的细胞量大。这进而说

明了微载体培养是一种比传统的方瓶培养更为有效的技术。

另外通过更换培养基，可消除营养物限制或副产物抑制，从

而更进一步提高细胞生长密度及其扩增倍数。

我们也比较了两种细胞培养方法所获得的细胞形态，两

种培养方法的细胞外形几乎没有区别，证明微载体转瓶培养

的剪切力对细胞形态没有影响。

葡萄糖代谢的情况与文献［!］报道一致，这说明细胞在
微载体培养系统中有更多消耗的葡萄糖进入三羧酸循环，细

胞代谢的能量利用率显著提高。因此应用微载体悬浮培养

系统体外大量扩增原代细胞是解决组织工程中种子细胞制

备的一种可行而有效的方法。
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