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果糖修饰壳聚糖微载体的制备及其原代大鼠肝细胞培养

张立国 潘继伦" 李结良 俞耀庭
（南开大学分子生物学研究所生物活性材料教育部重点实验室，天津 %$$$3!）

摘 要 利用果糖修饰的壳聚糖为材料，液体石蜡作分散介质，戊二醛作交联剂，通过反相悬浮法制备了性能优良

的微米级果糖修饰壳聚糖微载体。用其进行原代大鼠肝细胞培养，利用相差显微镜和扫描电镜对细胞形态进行观

察，并测定了细胞的代谢活性。结果显示果糖修饰的壳聚糖微载体是一种优良的肝细胞培养支架。
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生物人工肝支持系统是近年来发展起来的用于肝功能

衰竭治疗的体外肝功能支持装置。由于其功效优于其它人

工肝支持系统，近年来相关的研究取得了长足进展［! E #］。生

物人工肝支持系统的核心问题是高活性、高密度肝细胞的培

养。微载体培养是高密度培养动物细胞的有效方法［% E C］，在

生物工程中得到了广泛应用。球形聚集体的培养是增加细

胞培养密度提高细胞活性的新技术，在聚集体培养中细胞间

的相互作用对于维持肝细胞的功能是非常重要的，细胞的代

谢活性比单层培养细胞有较大的提高［7 E 2］。聚集体中的肝

细胞形态和超微结构类似于细胞在体内的形态［2］。这种三

维结构的形成有助于提高细胞的特异性功能。

壳聚糖是近年来在生物医药、组织工程领域得到广泛应

用的一种天然生物高分子，具有生物功能性、生物相容性、低

毒性、生物降解性及几乎无过敏性等性质［3 E !$］。本文以果糖

修饰的壳聚糖为原料合成了微米级的壳聚糖微载体，并结合

肝细胞聚集体的培养方法在微载体上培养原代大鼠肝细

胞［!!］，观察了肝细胞在微载体上的贴壁和生长情况，并测定

了其代谢活性。

! 材料和方法

!"! 材料

壳聚糖，脱乙酰化度 "$F，分子量 6$ 万，浙江省玉环县

化工厂；果糖（进口分装），中国医药公司北京公司；硼氢化

钠，上海化学试剂公司；小牛血清，中国医学科学院血液研究

所；G1H(-（层析纯），政翔化学试剂研究所；I-J.(<-，上海生物

化学制药厂；肝素钠，北京鼎国生物技术发展中心；胶原酶，

KIHLD MN:LIMDG MA)；白蛋白液体试剂盒，北京中生生物工

程高技术公司；血糖液体试剂盒，北京中生生物工程高技术公

司；雄性 O<JP,/ 大鼠，#$$ Q #7$R，购自天津市药物研究院。

!"# 果糖修饰壳聚糖微载体的制备

在醋酸的催化下，果糖的羰基与壳聚糖的氨基发生加成

反应，形成 K@S<TT 碱。

BN1M U A V MK1*N##BN1M U *1MK
称取 3)27R 果糖加入到 !7$;G #) 7F的壳聚糖乙酸溶液

中，C$W，摇床反应 %X。取一定量的液体石蜡和适量司班

6$，混合均匀后，加入到三口瓶中，按 C：! 的油水比加入适量

果糖修饰的壳聚糖溶液，在 %3W下充分搅拌至壳聚糖溶液

均匀分散成大小合适的液滴后，加入一定体积 !$F的戊二

醛溶液，搅拌反应 !S 后加入适量 2F *,AN 溶液，调 =N 至 "
Q !$，继续反应 #S，过滤，充分洗涤，得到壳聚糖微载体。

!"$ 壳聚糖微载体的还原

取一定 量 的 壳 聚 糖 微 载 体，加 入 乙 酸 钠 至 终 浓 度 为

%$;;’(YG，按还原剂对初始氨基摩尔比为 % Z !，加入硼氢化

钠，室温反应 !#S，用蒸馏水洗至中性。

!"% 微载体含水量的测定

微载体的含水量（3）用下式计算得到：

3 U（4! E 4#）Y4! [ !$$F

4! 和 4# 分别是湿态和干态微载体的重量。

!"& 微载体密度的测定

将壳聚糖微载体浸泡于 $) "F的氯化钠溶液中，平衡后

测定湿态微载体的密度。

!"’ 原代大鼠肝细胞的分离和培养

从重约 #$$ Q #7$R 的大鼠上获得原代肝细胞，采用 K5R1
(5- 两 步 灌 流 法［!#］。先 用 预 灌 流 液（6\%;RY;G *,M(，$\7
;RY;G ]M(，#\C;RY;G N:^:K，=N U 3\C）灌流 6;<-，然后用含

$\$7F胶原酶的灌流液（预灌流液中加 入 7;;’(YG M,M(#，

$\$7F胶原酶）继续灌流 !$;<-。将肝叶剪下，用剪刀将消化



好的肝细胞轻轻刮下，获得的肝细胞悬液 !""#$%&’ 离心 (
次，每次 )%&’，然后重新悬浮于 *+ 培养基中（含 ,"-血清，

".)/$%0 1’2/3&’，".)4)%5$%0 0673/89%&’:）。利用台盼蓝拒染

法检测细胞存活率。

将分离所得的肝细胞按 ; < ,"; 细胞$%0 的密度接种于

加入微载体的 = 孔细胞培养板中（培养板的底部预先铺有琼

脂薄层），放入二氧化碳培养箱中，在 (>?@，;- @A) ，,""-湿

度下进行培养，前 =B 每 ("%&’ 振荡 , 次，每次 )%&’。=B 后更

换新鲜培养基，以后每 )!B 更换 ;"-培养液。取更换的培养

液用于代谢活性的测定。

!"# 代谢活性的测定

白蛋白的测定采用白蛋白液体试剂盒，葡萄糖的测定利

用血糖液体试剂盒。

$ 结果与讨论

$"! 果糖修饰壳聚糖微载体的制备

果糖与壳聚糖反应 (C 后，壳聚糖溶液变为浅黄色且粘

稠度明显降低，因此在制备微载体时要控制较低的搅拌速

度，否则制备的微载体过小，当搅拌速度为 ("" D (;"#$%&’
时，制备的微载体约 4"-粒径在 ,"" D );"!% 范围内。另外，

壳聚糖溶液的浓度，戊二醛的用量等都是影响微载体性能的

主要因素，见表 ,。

从表中可看出，壳聚糖溶液浓度和戊二醛用量是影响微

载体密度的主要因素。随着壳聚糖溶液浓度和戊二醛用量

的增加，微载体的密度也随之增加。在微载体细胞培养技术

中，要求微载体有适当的密度（,."( D ,.";5$%0），当给予一定

速度搅拌时，微载体能悬浮在培养基中，有利于细胞的生长

与代谢。另外，壳聚糖微载体应具有一定的弹性，以避免对

细胞的机械损伤。

壳聚糖溶液浓度和交联剂用量对壳聚糖微载体的含水

量也有一定影响，随着壳聚糖溶液浓度和交联剂用量的增

加，壳聚糖微载体的含水量明显降低。

表 ! 反应条件对微载体性能的影响

%&’() ! %*) +,-(.),/) 0- 1)&/2+0, /0,3+2+0,4 0, 2*) /*&1&/2)14 0- 5+/10/&11+)14

@E’FG EH FB&8E29’ 2E3/8&E’ $- ,"- 53/89#93C:BIC:$%0 *98:# FE’8:’8$- J:’2&8I EH %&F#EF9##&:#$（5$%0） KLL:9#9’F: 9’C #&5&C&8I
) G; ( G; 4; G, , G"( 0&5B8 I:33EM，N9C #&5&C&8I
) G; > 4, G! , G"! I:33EM，5EEC #&5&C&8I 9’C :3928&F&8I
) G; ," O= G" , G"; 2’/HH FE3E#，5EEC #&5&C&8I，N9C :3928&F&8I
) G; ,; O! G) , G"= P:33EM，5EEC #&5&C&8I 9’C N9C :3928&F&8I
, G" > 4; G= , G") 0&5B8 I:33EM，N9C #&5&C&8I
( G" > O4 G; , G"= P:33EM，5EEC #&5&C&8I，N9C :3928&F&8I

$6$ 细胞培养

$6$ 6! 形态观察：分离的肝细胞呈单个球形状态悬浮于培

养基中，用台盼蓝拒染法检测细胞存活率达 4"-以上。将

其接种于壳聚糖微载体上，间隙振荡培养 =B 后，果糖修饰的

微载体表面大部分贴附了肝细胞，培养 !OB 后，形成细胞粘

附聚集的球形体特征（图 ,K），从图 ,Q 清晰可见细胞间存在

着相互协调，表明细胞之间相互作用有利于细胞代谢活性的

提高。

图 , 原代大鼠肝细胞在果糖修饰的壳聚糖微载体上的生长 9 < ;""；N < ,"""

R&5G , S:L98EFI8:2 F/38/#:C E’ H#/F8E2:6%EC&H&:C FB&8E29’ %&F#EF9##&:#2 K < ;""；Q < ,"""
（T:9F8&E’ FE’C&8&E’2G E&3 ：M98:# U ! ：,，;"%0 )G;- FB&8E29’ 2E3/8&E’，>%0 ,"- 53/89#93C:BIC: 2E3/8&E’，(""#$%&’）
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!"! "! 壳聚糖微载体上肝细胞的代谢活性：白蛋白分泌和

葡萄糖代谢是肝细胞代谢活性的两个重要指标，图 !、" 分别

给出了肝细胞白蛋白分泌和葡萄糖代谢活性的测定结果。

图 ! 不同微载体上培养肝细胞的白蛋白分泌

#$%& ! ’()*+$, -./0.1$2, 23 4.5612/71.- /*(1*0.8 2, +$/02/600$.0-

!97128.:!；";(*1606(8.478. /02--<($,=.8 /4$12-6, +$/02/600$.0-；##0*/<

12-.<+28$3$.8 /4$12-6, +$/02/600$.0-
（!"#$%&’( $’()&%&’(*：2$( ：>61.0 ? @ A B，CD+E !& CF /4$12-6, -2(*1$2,，

G+E BDF %(*1606(8.478. -2(*1$2,，"DD0H+$,）

从图 ! 可看出，在培养期间，果糖修饰壳聚糖微载体上

肝细胞的白蛋白分泌量始终高于未修饰壳聚糖微载体上肝

细胞的分泌量，最高值达到 "I& I"%H!@4H+E，而肝细胞在 9712<
8.:!和未修饰壳聚糖微载体上白蛋白最大分泌量分别为

!J&D"%H!@4H+E 和 !J&G"%H!@4H+E。这说明果糖修饰有利于提

高肝细胞的代谢活性。

图 " 不同微载体上培养的肝细胞的葡萄糖代谢

#$%& " ;(*/2-. +.16)2($-+ 23 4.5612/71.- /*(1*0.8 2, +$/02/600$.0-

! 97128.:!；" %(*1606(8.478. /02--<($,=.8 /4$12-6, +$/02/600$.0-；#
30*/12-.<+28$3$.8 /02--<($,=.8 /4$12-6, +$/02/600$.0-

（K.6/1$2, /2,8$1$2,-& 2$( ：>61.0 ? @ A B，CD+E !& CF /4$12-6, -2(*1$2,，

G+E BDF %(*1606(8.478. -2(*1$2,，"DD0H+$,）

# 结 论

本文将微载体培养技术和聚集体培养方法结合起来，进

行了微载体上肝细胞聚集体的培养，实验结果表明，肝细胞

在果糖修饰的壳聚糖微载体上聚集生长，保持良好的球形形

态，显著提高了肝细胞的代谢活性，这在杂化人工肝支持系

统的研究中是很有意义的。
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U888 期 张立国等：果糖修饰壳聚糖微载体的制备及其原代大鼠肝细胞培养




