
!" 卷 " 期

!##$ 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,- !##$

./0/12/3：456578 !"，!##9；400/:8/3：*’2/;</= >，!##9)

?@17 A’=B A,7 75::’=8/3 <- 8@/ 6=,C87 D=’; 8@/ *,81’C,( E,710 ./7/,=0@ F=’6=,; ’D G@1C,（*’) !##!GE$H">#I ,C3 !##%GE%!!$#!）,C3 8@/ *,81’C,(

*,85=,( J01/C0/ K’5C3,81’C ’D G@1C,（*’)!#!"9#I# ,C3 "#I$!H#!）)

"G’==/7:’C31C6 ,58@’= ) ?/(：L >9MIHHM>I"$NH"N；K,O：L >9MIHHM>I"$NH"N；PM;,1(：;,OQR310:) ,0) 0C
国家 N$" 攻关项目（*’)!##!GE$H">#I，!##%GE%!!$#!）和国家自然科学基金（*’) !#!"9#I# 和 "#I$!H#!）资助。

微囊化重组 !"# 细胞制备和培养条件的优化

$%&’(%()*+, (,- !./)*0()*+, +1 2*3%+&,3(’4./()&-
5&3+67*,(,) !"# !&//4

张 英H，!，王 为H，吕国军H，!，于炜婷H，郭 昕H，雄 鹰H，马小军H"

ST4*U V1C6H，!，W4*U W/1H，XY U5’MZ5CH，!，V[ W/1M?1C6，U[\ ]1CH，]^\*U V1C6H ,C3
+4 ]1,’MZ5CH"

H 中国科学院大连化学物理研究所生物医学材料工程组，大连 HH9#!"
! 中国科学院研究生院，北京 H###"N
H 3+,#+$ 4$&/#/)/% (- !"%5#0+, 6"2&#0&，!"#$%&% 70+8%52 (- 90#%$0%&，3+,#+$ HH9#!"，!"#$+

! :*+8)+/% 90"((, (- /"% !"#$%&% 70+8%52 (- 90#%$0%&，.%#;#$1 H###"N，!"#$+

摘 要 微囊化重组基因细胞移植治疗肿瘤是一种新兴的肿瘤基因治疗方法，然而由于目前微囊化细胞规模化制备和培养

技术还不成熟，阻碍了其在临床治疗中的推广与应用。以重组 GT\ 细胞为模型，考察了不同的微囊制备和培养条件对微囊化

细胞生长和内皮抑素表达的影响。实验表明，种子细胞所处的生长阶段和细胞接种密度对微囊化细胞生长和内皮抑素表达

的影响较大，对数生长期的细胞进行包囊并且细胞接种密度为 H _ H#9 ‘ ! _ H#9 0/((7a;X 微囊时微囊内细胞生长良好、内皮抑素

表达量高。微囊制备时间对细胞活性和内皮抑素表达也有较大的影响，制备时间延长对细胞的损伤增大，因此制备时间应控

制在 %@ 以内。生物微胶囊在制备过程中会造成细胞损伤，而体外培养是恢复细胞活性的良好方法，在培养过程中微囊接种量

为 %b时对细胞生长和内皮抑素表达有利。
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血管生成（+)2(#2*)*,(,）对肿瘤生长、浸润和转

移具有重要意义，实体肿瘤体积超过 :00; 就需要

新生血管维持营养供给和排泄代谢产物。抑制新生

血管的生成可使肿瘤细胞进入休眠状态并诱导凋

亡，因此抗肿瘤血管生成可以有效的抑制肿瘤的生

长，达到治疗肿瘤的目的［:，<］。肿瘤抗血管治疗已

成为当前各国肿瘤医学领域里新的研究热点，被认

为是有望彻底根治恶性肿瘤的重要方法。近几年已

有 <= 多种血管生成抑制剂正在进行

! >"期临床试验研究［; ? @］，其中影响最大的

是血 管 内 皮 细 胞 生 长 抑 制 因 子（ 内 皮 抑 素，

A)$#,’+’()）［B，C］，它是目前发现的功能最强大的抗血

管治疗药物，国内、外已经相继进行了内皮抑素的!
期、#期临床试验［:= ? :;］，但在临床治疗试验中存在

体内生物半衰期短、用量大、频繁注射病人耐受性差

等问题。采用微囊化细胞移植可以有效地解决上述

问题，<==: 年 D+’,%.("# E#F( 和 G*+$ DH 采用微囊化

细胞移植的方法治疗恶性肿瘤，取得了良好的治疗

效果，开辟了一条新的肿瘤基因治疗方法［:I，:J］。微

囊化技术克服了免疫排斥反应使同种K异种移植成

为可能，由于基因工程细胞包裹在微囊内，重组细胞

可以在病人体内长期持续释放内皮抑素产生治疗作

用。因此微囊化重组基因细胞移植是一种新型具有

良好疗效并且安全的基因治疗方法，有望替代基因

工程药物成为治疗恶性肿瘤的重要方法。然而，目

前对微囊化细胞制备和培养的研究仅限于小规模实

验室范围，无法满足临床需求。如果将微囊化细胞

移植技术推广到临床应用，必需制备出大量的生长状

态良好、产物分泌旺盛的微囊化细胞［:L］，因此有必要

对微囊化细胞规模化制备和培养过程进行优化。

在生物微胶囊制备过程中，由于细胞处于一种

缺少培养液的环境，会对细胞造成一定的损伤，尤其

是在规模化制备时这种损伤会更大，因此，在规模化

制备过程中保持细胞活性及重组基因产物表达能力

是十分重要的。本文着重研究不同制备和培养条件

对微囊化重组 789 细胞生长和内皮抑素表达的影

响，以期对微囊化细胞规模化制备和培养提供依据。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 细胞株及试剂：表达人重组内皮抑素的中国

仓鼠卵巢细胞（"789），由中科院上海细胞所藤怀宁

博士惠赠。基础培养基为 MNANKO:< 培养液（美国，

P(20+ 公司），添加 := Q的新生牛血清（北京三利生

物制品厂）、:==%K0R 的青霉素、:==$2K0R 的链霉素、

J$2K0R 的嘌呤霉素（美国，P(20+ 公司），海藻酸钠

（H12()+’*）、聚赖氨酸（S#154R415,()*）、四甲基偶氮唑

盐（NDD）购自 P(20+ 公司，其它试剂均为国产分析纯

产品。

)*)*+ 主 要 仪 器：NP4;J; 酶 联 免 疫 检 测 仪

（R+6,5,’*0, 7#、R’$，芬兰），8*"+*%, TT:LUV 79< 恒

温培养箱（8*+1 O#"&* M*W*1#!0*)’ 7#3 R’$，中国），

大功率高压脉冲微胶囊制备仪（本实验室研制）。

)*+ 方法

)*+*) 微囊化重组 789 细胞的制备：收集对数生

长期的重组 789 细胞与无菌的 :XJQ（! K"）海藻酸

钠溶液混合均匀。细胞悬液通过 =XI00 针头压出，

利用高压脉冲微胶囊制备仪滴入 =X: 0#1KR 7+71< 溶

液中进行凝胶化反应，制备含有细胞的海藻酸钙凝

胶珠。钙 化 <=0() 后 海 藻 酸 钙 凝 胶 珠 与 适 量 的

=X=JQ（! K"）的聚赖氨酸溶液发生电解质络合反应

形成微胶囊膜。成膜后的海藻酸钙凝胶珠重悬于

=X:JQ（! K"）的海藻酸钠溶液中，中和其表面多余

的正电荷。最后，用 JJ00#1KR 的柠檬酸钠溶液液化

微囊内的海藻酸钙凝胶，形成液化的 HSH 微胶［:@］。

)*+*+ 微囊化细胞培养：将微囊化的重组 789 细

胞分装于 <I 孔板中，每孔分装 =X:0R 微胶囊并加入

MNANKO:< 培养液 < 0R。微囊化细胞在 ;@Y、JQ
79< 培养箱中培养，每 I 天换培养液并收集培养上

清于 ? <=Y保存，每组 ; 个重复。

)*+*, 微囊内活细胞密度测定：活细胞数量测定采

用 NDD 分析法［:B］，即利用 NDD 检测细胞活性间接

反映活细胞密度。具体方法如下：在 <I 孔板的每孔

中加入 :==$R J02K0R NDD 溶液，继续培养 <I.，待

结晶完全后将微囊筛出，用 :0R MNP9 将微囊内细

胞形成的结晶充分溶解，吸取 <==$R 溶解液加入 CL
孔板中用酶联检测仪检测波长 J@=)0 下的光密度值

（#$）（L;=)0 为参考波长）。根据吸光度值与细胞

密度的标准曲线，即可计算出活细胞密度。

)*+*- 内皮抑素浓度测定：内皮抑素浓度采用双抗

体夹心 ARZPH 法，试剂盒购自美国 G[M 公司，实验

;=J张 英等：微囊化重组 789 细胞制备和培养条件的优化



步骤严格按照试剂盒说明书进行。应用酶联检测仪

检测波长 !"#$% 下的光密度（!"）值（&’#$% 为参

考波长），内皮抑素浓度与 !"!"# 值之间呈正比，根

据吸光度值与内皮抑素浓度的标准曲线，即可求出

样本中的内皮抑素浓度。

!"#"$ 实验条件：

（(）在种子细胞不同生长阶段对微囊化细胞生长

和内皮抑素表达的影响实验中，种子细胞采用延迟

期、对数期、稳定期的细胞进行包囊。其它条件为：细

胞接种密度为 ) * (#& +,--./%0 微囊，接种量为 "1（微

囊/培养液），微囊制备时间为 ’2。

（)）在细胞接种密度对微囊化细胞生长和内皮

抑素表达的影响实验中，细胞接种密度分别为 ( *
(#3 +,--./%0 微 囊、" * (#& +,--./%0 微 囊、) * (#&

+,--./%0 微囊、( * (#& +,--./%0 微囊、" * (#" +,--./%0
微囊。其它条件为：种子细胞为对数期细胞，微囊接

种量为 "1（微囊/培养液），微囊制备时间为 ’2。

（’）在微囊制备时间对微囊化细胞生长和内皮

抑素表达的影响实验中，微囊制备时间分别为 ’2、

"2、32。其它条件为：种子细胞为对数期细胞，细胞

接种密度分别为 ) * (#& +,--./%0 微囊，微囊接种量

为 "1（微囊/培养液）。

（!）在微囊接种量对微囊化细胞生长和内皮抑

素表达的影响实验中，微囊接种量为 )#1，("1，

(#1，"1（微囊/培养液）。其它条件为：种子细胞为

对数期细胞，细胞接种密度分别为 ) * (#& +,--./%0
微囊，微囊制备时间为 ’2。

! %#"& 参数计算：

比生长速率（!）采用如下公式计算［(4］：

! 5（-$#) 6 -$#(）/（ $) 6 $(） （(）

#( 和 #)是在 $( 和 $) 时的活细胞数量。

# 结果与讨论

#"! 种子细胞不同生长阶段对微囊化细胞生长和

内皮抑素表达的影响

图 ( 显示了种子细胞不同生长阶段对微囊化细

胞生长和内皮抑素表达的影响，处于对数生长期的

细胞进行包囊微囊内的细胞活性最好、细胞生长延

迟期短，包囊后的第 ) 天进入对数生长期，此时比生

长速率最大，为 #78&’/9。随着培养的进行比生长速

率下降，在第 (! 天时细胞生长达到稳定期，此时活

细胞密度为 !7(3 * (#3 +,--. /%0 %:+;<+=>.?-,。延迟

期细胞包囊细胞延迟期延长，在第 ! 天时细胞生长

进入对数生长期，最大比生长速率为 #7&((，在第 (&
天时 达 到 最 大 活 细 胞 密 度 ’7&! * (#3 +,--. /%0
%:+;<+=>.?-,。稳定期细胞包囊重组细胞活性较差、

细胞生长较慢，最大比生长速率只有 #7!"’。在第

(& 天时最大活细胞密度只达到 (7)! * (#3 +,--. /%0
%:+;<+=>.?-,。内皮抑素表达规律与细胞生长相符，

对数期细胞包囊内皮抑素表达量最高，在培养的第

(& 天达到 3"’7"$@/%0；延迟期细胞表达量次之；稳

定期细胞内皮抑素表达量最低，在培养的第 (& 天只

有 (()$@/%0。动物细胞生长可分为延迟期、对数生

长期、稳定期和衰亡期四个不同的生长阶段。不同

生长阶段的细胞由于细胞活性不同，对包囊过程中

不良环境的适应能力也就不同，处于稳定期的细胞

已经开始衰老、死亡，细胞活性较差，包囊后大部分

细胞已经死亡，因此，细胞增殖和内皮抑素表达能力

较差。而对数生长期和延迟期的细胞活性较好，抵

抗包囊过程中不良环境的能力较强，细胞增殖和内

皮抑素表达能力较好。因此，包囊细胞采用对数生

长期的细胞最好，细胞增殖和内皮抑素的表达能力

都最高。

图 ( 种子细胞生长阶段对微囊化重组 ABC 细胞生长和内皮抑素表达的影响

D:@E( F2, ,GG,+H <G H2, :$<+?-?% +,--. @;<IH2 >2=., <$ H2, %:+;<,$+=>.?-=H,9 ;,+<%J:$=$H ABC +,-- @;<IH2 =$9 ,$9<.H=H:$ >;<9?+H:<$
! -=@ >2=.,；" ,K><$,$H:=- @;<IH2 >2=.,；# .H=J-, >2=.,E

!#" %&’()*) +,-.(/0 ,1 2’,$)3&(,0,45 生物工程学报 )##3，L<-7)’，M<7’



!"! 细胞接种密度对微囊化细胞生长和内皮抑素

表达的影响

细胞接种密度对微囊化细胞生长和内皮抑素表

达的影响见图 !，细胞接种密度为 ! " #$% 和 # " #$%

&’(()*+, +-&./&01)2(’ 时细胞生长最好，最大活细胞

密度 分 别 达 到 34#5 " #$5 和 34$6 " #$5 &’(()*+,
+-&./&01)2(’。当细胞接种密度降低为 7 " #$7 &’(()*+,
+-&./&01)2(’时细胞生长很慢，在第 #8 天时活细胞密

度只达到 #4!5 " #$5 &’(() *+, +-&./&01)2(’。细胞接

种密度增加到 # " #$5 和 7 " #$% &’(()*+, +-&./&01)2(’
时细胞在前 3 天生长较快，然后细胞停止生长、细胞

数保持稳定，最 大 活 细 胞 密 度 只 有 !4$! " #$5 和

!435 " #$5 &’(()*+, +-&./&01)2(’。细胞接种密度为 !
" #$%和 # " #$% &’(()*+, +-&./&01)2(’ 时最大比生长

速率为 $48%6*9 和 $4:%%*9，提高接种密度到 # " #$5

和 7 " #$% &’(()*+, +-&./&01)2(’ 时最大比生长速率降

低，只有 $46#!*9 和 $4%!7*9。降低细胞接种密度到

比生长速率 7 " #$7 &’(()*+, +-&./&01)2(’ 时最大比生

长速率为 $4:$3*9，与接种密度为细胞接种密度为 !
" #$% 和 # " #$% &’(()*+, +-&./&01)2(’ 时接近。内皮

抑素表达量分析表明，细胞接种密度为 ! " #$% 和 #
" #$% &’(()*+, +-&./&01)2(’ 时内皮抑素表达量较高，

在培 养 的 第 #% 天 分 别 为 57647;<*+, 和 5!!4:;<*
+,，增加和减少细胞接种密度都会降低内皮抑素的

表达量。在固定化细胞培养中，细胞接种密度是重

要的控制参数，为了维持细胞的快速增殖就要保证

一定的细胞接种密度，细胞接种密度过低细胞生长

会受到影响。=> ?> @2 报告在微载体培养中，当细

胞接种密度为 3 " #$7 &’(()*+, 时细胞生长最好，减

少细胞接种密度会抑制细胞的增殖。并且每个微载

体接 种 细 胞 数 应 大 于 5 个，否 则 细 胞 就 不 生

长［!$，!#］。,> A.B) 研究表明细胞接种密度也影响微

囊化杂交瘤细胞生长和抗体生成，当细胞接种密度

为 # " #$5 &’(() *+, +-&./&01)2(’ 时细胞生长良好，并

且抗体表达量高。减少细胞密度到 # " #$%和 7 " #$%

&’(()*+, +-&./&01)2(’ 时细胞生长都受到抑制，抗体

表达量也减少［!!］。但接种密度为 # " #$5 &’(()*+,
+-&./&01)2(’ 太高了，甚至高过了悬浮培养所能达到

的最大细胞密度，这就增加了种子细胞制备的难度，

因此需要优化细胞接种密度，减少细胞接种密度到

合适的程度。本实验结果表明微囊化重组 C@D 细

胞最 佳 接 种 密 度 为 # " #$% E ! " #$% &’(()*+,
+-&./&01)2(’，在此接种密度下不仅细胞生长良好，

内皮抑素表达量也最高。提高细胞接种密度，最大

比生长速率降低，因此最大活细胞密度降低。当细

胞接种密度减少到 7 " #$% &’(()*+, +-&./&01)2(’ 时，

尽管最大比生长速率与接种密度为 # " #$%和 ! " #$%

&’(()*+, +-&./&01)2(’ 时相差不多，但是由于许多微

囊接种细胞数少于 5 个（微囊平均粒径为 6$$!+，每

毫升大约含有 5 万个微囊，平均每个微囊含有细胞

约 5 个。制备微囊时细胞不可能平均分配到每个微

囊中，并且在微囊制备过程中有部分细胞死亡，因此

部分微囊细胞数高于 5 个，部分微囊细胞数低于 5
个），因此细胞不生长。少数细胞接种量高于 5 个的

微囊细胞生长良好，因此最大活细胞密度只达到

#4!5 " #$5 &’(()*+, +-&./&01)2(’。

图 ! 细胞接种密度对微囊化重组 C@D 细胞生长和内皮抑素表达的影响

F-<>! GH’ ’II’&J /I JH’ )’’9-;< 9’;)-JK /; +-&./’;&01)2(0J’9 .’&/+L-;0;J C@D &’(( <./MJH 0;9 ’;9/)J0J-; 1./92&J-/;

!# " #$5 &’(() *+, +-&./&01)2(’；" 7 " #$% &’(() *+, +-&./&01)2(’；# ! " #$% &’(() *+, +-&./&01)2(’；$ # " #$% &’(() *+, +-&./&01)2(’；% 7 " #$7

&’(() *+, +-&./&01)2(’>

!"# 微囊制备时间对微囊化细胞生长和内皮抑素

表达的影响

在微囊制备过程中由于细胞处于无培养液的环

境会对细胞造成一定的损伤，尤其是在规模化制备

时随着制备时间的延长对细胞的损伤会增大。图 6
显示了微囊制备时间对微囊化细胞生长和内皮抑素

表达的影响。如图所示，当微囊制备时间为 6H 时细

胞生长延迟期很短，包囊后的第 ! 天细胞生长进入
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对数生长期，比生长速率为 !"#$%&’。在第 () 天时

活 细 胞 密 度 达 到 最 大 的 )"(* + (!* ,-../ &01
02,34,56/7.-。当制备时间为 89 时细胞生长经短暂

的停滞后，在第 ) 天进入对数生长期，最大比生长速

率为 !"*:#&’。在第 () 天时最大活细胞密度为 %"::
+ (!* ,-../&01 02,34,56/7.-，然后活细胞密度保持稳

定。当制备时间为 *9 时细胞生长较慢，最大活细胞

密度只达到 $"8; + (!$ ,-../ &01 02,34,56/7.-，最大比

生长速率也只有 !":)(。当制备时间为 %9 时，在培

养的第 ($ 天内皮抑素表达量最高为 *8%"8<=&01，制

备时间为 89 内皮抑素表达量为 8()"(<=&01，制备时

间为 *9 内皮抑素表达量最低只有 ##"*<=&01。微囊

制备过程会对细胞活性造成损伤，因此在制备过程

中需要严格控制制备时间，以保持细胞活性和内皮

抑素表达能力。本实验结果显示微囊制备时间应低

于 89，也就是细胞离开培养液的时间应控制在 89
以内。

图 % 微囊制备时间对微囊化重组 >?@ 细胞生长和内皮抑素表达的影响

A2=B% C9- -DD-,E 4D E9- 63-6535E24< E20- 4< 02,34-<,56/7.5E-’ 3-,40F2<5<E >?@ ,-.. =34GE9 5<’ -<’4/E5E2< 634’7,E24<B
! %9；" 89；# *9B

!"# 微囊接种量对微囊化细胞生长和内皮抑素表

达的影响

微囊接种量对微囊化细胞生长和内皮抑素表达

的影响见图 )，微囊接种量为 8H时细胞生长最好，

最 大 活 细 胞 密 度 达 到 )"#$ + (!* ,-../ &01
02,34,56/7.-。微囊接种量增大会抑制细胞生长，当

微囊接种量为 (!H时最大活细胞密度只达到 %"8:
+ (!* ,-../ &01 02,34,56/7.-，微囊接种量进一步增加

到 (8H和 :!H时最大活细胞密度降低到 :"*) + (!*

,-../ &01 02,34,56/7.- 和 :"%( + (!* ,-../ &01
02,34,56/7.-。微囊接种量为 8H时最大比生长速率

为 !")):，随着接种量增加最大比生长速率下降，当

微囊接种 量 增 加 到 :!H 时 最 大 比 生 长 速 率 降 为

!":*#。内皮抑素表达实验结果表明，尽管微囊接种

量对细胞生长有较大的影响，但是对内皮抑素的表

达的影响不大。在培养的第 ($ 天内皮抑素的表达

量为 #)!<=&01 左右。本实验结果显示微囊接种量

为 8H时有利于细胞生长和内皮抑素的表达。微囊

接种量增加会降低细胞增殖能力，这种降低可能是

由于营养物质（主要是氧）供应不足造成的。微囊接

种量增加会提高单位培养液中的细胞密度，因此对

氧的需求量也就增加。由于氧在培养液中的溶解度

较低并且传质系数较小，这就造成了氧供应的不足，

严重影响了细胞的生长。

图 ) 微囊接种量对微囊化重组 >?@ 细胞生长和内皮抑素表达的影响

A2=B) C9- -DD-,E 4D E9- 02,34,56/7.- 6-3,-<E5=- 4< 02,34-<,56/7.5E-’ 3-,40F2<5<E >?@ ,-.. =34GE9 5<’ -<’4/E5E2< 634’7,E24<
! :!H；" (8H；# (!H；$ 8H B
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本文中考察了微囊制备条件对 微 囊 化 重 组

!"# 细胞生长和内皮抑素表达的影响，实验结果表

明：在微囊化培养体系下细胞具有长期稳定的增殖

活性和目的产物表达能力，不同制备和培养条件对

微囊化细胞生长和内皮抑素表达具有很大的影响。

采用对数生长期的细胞进行包囊，并且细胞接种密

度为 $ % $&’ ( ) % $&’ *+, +-./0.123456 细胞生长良

好、内皮抑素表达量高。微囊制备时间对细胞活性

和内皮抑素表达也有较大的影响，制备时间延长对

细胞损伤增大，因此制备时间应控制在 78 以内。在

微囊体外培养过程中微囊接种量为 79时细胞生长

最好、内皮抑素表达量高。在制备过程中可以通过

优化制备条件来获得高细胞活性、高目的产物表达

量的生物微胶囊，以满足移植治疗对微囊化细胞的

需求。
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