
!"卷"期

#$$$年!!月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)&*+,-+. #$$$

收稿日期：#$$$/$0/$1，修回日期：#$$$/$2/#2。

转瓶内部结构对无血清悬浮培养昆虫细胞的影响
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以昆虫细胞为宿主进行基因工程产品的开发是动物细

胞培养领域十分有吸引力的研究方向［!］。由于昆虫细胞对

营养要求极高，且对培养环境非常敏感，所以一般是在含有

兼具营养及保护功能的胎牛血清的培养基中进行培养。血

清一方面因其高额成本而限制了昆虫细胞大规模培养技术

的发展，另一方面又因其成分复杂、富含蛋白而给外源基因

表达产物的后处理带来困难。因此，昆虫细胞无血清培养技

术的开发一直是细胞培养工程领域的研究热点，采用无血清

培养技术取代传统的有血清培养技术已成为昆虫细胞/杆状

病毒表达系统的发展趋势［#］。

然而，昆虫细胞无血清培养技术并非完美无缺，其不足

之处主要表现在：!）目前的商业化无血清培养 基（如89/
:$$;<，=>/?=@@0$$;<和=>/?=@@0$!;<）价格较贵，且仅有

液体供应，影响了此类培养基的保存和应用。#）无血清培养

基一般都要延长昆虫细胞的倍增时间，而且会增加细胞对培

养环境（如某些机械因素和化学因素）的敏感性［3］。

本文应用本实验室自行配制的无血清培养基A?B89<，

考察了不同转瓶结构对昆虫细胞;C7悬浮生长的影响，较好

地解决了昆虫细胞无血清培养技术的一些不足之处，为在国

内推广和应用此项技术提供了重要依据。

! 材料和方法

!"! 细胞系

粉蚊夜蛾细胞D;!/;C/7D!/0（以下简称;C7细胞），由

华中师范大学昆虫学研究所洪华珠教授惠赠。

!"# 培养基

无血清培养基A?/89<由本实验室自行配制。它是以

AE@/0!（8AF<6，G86）为基础培养基，并添加#5$H／@水解

乳蛋白（I>AJ=，GK）、#5$H／@酵母提取物（JA9?I，G86）以

及由 胆 固 醇 等 组 成 的 脂 质 微 乳 浊 液。配 制 时 加 )LM?I3
$537H／@，调NM至"5#左右，然后用$5#!,的<O’’ON&.+过滤

器过滤除菌，放0P冰箱保存。

!"$ 悬浮培养装置

不同结构的转瓶培养装置由本实验室参考 QR+LS&C和

;+TRC+公司的产品结构自行设计加工。转瓶装液容积为

!$$,@，其结构如图!所示。其中!"转瓶在传统外包聚四

氟乙烯的磁性搅拌子的基础上增加了两片同样由聚四氟乙

烯加工而成的平叶浆，以加强转瓶的分散和混合性能。#"转

瓶则采用纵向悬挂式搅拌结构，强力磁铁（上海磁性材料厂）

被包埋在一端呈球形的玻璃棒内，此玻璃棒与搅拌纵轴通过

高弹性硅胶管以悬挂方式相连。为保证此悬挂式搅拌器有

足够大的径向搅拌幅度并防止细胞在瓶底中部的沉积，转瓶

底部中心区域被加工成凸起的锥形。这种转瓶不仅能提供

相对低剪切的培养环境，而且还可避免有机介质（聚四氟乙

烯）对无血清生长的细胞可能造成的毒害。

图! 转瓶结构示意图

!"% 细胞培养

实验中取方瓶培养的处于对数生长期的;C7细胞作为

种子，加入A?/89<无血清培养基将细胞吹打成单个悬浮细

胞，并稀释成所需接种密度的细胞悬液。混合均匀后将细胞

悬液分别接种于不同结构的转瓶中，每瓶装液量0$,@，

#2P恒温培养，转速"$.／,OC。每隔#0R取样进行细胞计

数，并测定葡萄糖、乳酸和氨含量。

!"& 测定方法

活细胞计数用台盼蓝染色法；葡萄糖、乳酸浓度由生化

分析仪（U8!#1$$，G86）检测。氨浓度测定使用上海生物制

品研究所尿素氮测定试剂盒，其中尿素氮标准液改用硫酸铵

标准液。



! 结果与讨论

!"# $%&细胞的无血清悬浮培养

!"#细胞作为$%年代开发的新型宿主细胞在昆虫细胞&
杆状病毒表达系统中具有广阔的应用前景［’］。由于!"#细

胞对培养环境非常敏感［’，#］，故较其他昆虫细胞系更难于在

无血清培养基中悬浮生长。对培养系统进行优化（包括培养

基和培养装置的设计）则可从外部环境上弥补!"#细胞适应

性差的缺陷。

表# 不同转瓶中$%&细胞的无血清培养!
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不同设计类型转瓶中!"#细胞的无血清生长特性见表

3，结果表明：在#H3%#F/774／>I的接种密度下，以自配LM&
NOD培养基悬浮培养!"#细胞，两种转瓶最高细胞培养密

度均超过了国外在同等接种密度下以市售PQ&MPII’%#!D

无血清培养基转瓶培养该细胞的培养水平（#H3%B／>I）［#］。

细胞数倍增时间（:?!）也在文献报道的昆虫细胞体外培养

时通常的:?!范围内（一般为3C#@’-）［B］，无明显延长现

象，证明配制的无血清培养基在较高接种密度下可较好地支

持不同类型转瓶中!"#细胞的悬浮培养。

!"! 转瓶结构对$%&细胞生长特性的影响

不同转瓶结构对!"#细胞生长特性的影响可从各自对

接种密度的需求上反映出来。一般认为，细胞在高接种量时

对培养环境的适应力强，能更快地分泌某些进入对数生长期

所必须的生长因子而快速增殖，因而细胞产量高［R］。如果

!"#细胞对所处的培养环境不适应，就需要较高的接种密度

以便利用细胞的“群体”效应来改变并适应不利的环境。

图9表明 ，!"#细胞在3!转瓶中的无血清悬浮生长明

显受接种密度的影响很大，对低接种密度尤其敏感。当细胞

接种量为3H3%#F/774／>I时，细胞生长速率明显减慢，最高

细胞密度仅能达到#H3%#F/774／>I。可见接种密度低，!"#
细胞适应3!转瓶培养环境的能力也小，从而使细胞的生长

处于停滞状态。9!转瓶中接种密度对细胞生长的影响则与

3!转瓶有很大的差异。在3H3%##’H3%#F/774／>I的接种

范围内，接种量对细胞生长速率和最高培养密度并无显著影

响，仅影响到细胞生长延迟期的长短。由此可以看出，9!转

瓶的内部结构确实可提供!"#细胞一个培养环境相对温和

的生存空间，使生性“脆弱”的!"#细胞即使在无血清、低接

种量的培养条件下也能避免外界环境对其的干扰损伤。不

同转瓶中!"#细胞的活性比较（图@）也清楚地表明了转瓶

间培养环境的差异对无血清悬浮培养的影响。

（S）3!转瓶 （T）9!转瓶

图9 接种密度对不同转瓶中!"#细胞无血清生长的影响

L"*F;7;></"42,G／（H3%#）／>I："：#A%；#：’A%；$：@A%；%：3A%

#：3!转瓶；"：9!转瓶

图@ 低接种密度下（3H3%#／>I）不同

转瓶中!"#细胞的活性比较

就大规模培养而言，高接种量就意味着在培养开始前要

制备大量的种子细胞，这不仅使操作复杂化，而且细胞的生

理状态和产物表达量也常常会因种子细胞制备过程中的连

续传代扩增而有所下降（即所谓的“代次效应”）。因此，尽管

图9表明两种类型的转瓶中细胞均在#H3%#／>I的高接种

密度下显示出更为强劲的生长态势，工程上仍倾向于低接种

量的培养工艺。9!转瓶的实验结果表明设计合理的培养装

置能够保证“脆弱”的!"#细胞在无血清、低接种量的培养工

艺下生长良好，应是无血清培养工艺优化的主攻方向之一。
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!"# 转瓶结构对!"$细胞代谢特性的影响

不同转瓶中!"#细胞的碳源代谢见图$（%、&）。与细胞

生长相对应，’!转瓶在低接种密度下（()(*#+,--.／/0）葡萄

糖代谢依然旺盛，当培养($*1以后，培养液中的葡萄糖已

全部耗尽。(!转瓶则因细胞在低接种密度下生长停滞而导

致培养液中残糖含量依然很高。

图#（%、&）是不同转瓶中碳源的不完全代谢产物———乳酸

在培养液中的积累状况。在高接种密度下，不同转瓶中的乳酸

含量均在经历了一段上升期后开始下降。由于乳酸含量的下降

与培养液中葡萄糖的耗竭相对应，因而提示我们细胞在无可用

碳源的情况下会以碳源的不完全代谢产物作为其生长的替代碳

源，从而导致培养液中乳酸含量的降低。在低接种量下(!转瓶

碳源始终充足，故乳酸因细胞生理代谢而一直呈累积状态，显示

出与’!转瓶在低接种密度下迥然不同的代谢特性。

（%）：(!转瓶； （&）：’!转瓶

图$ 不同转瓶中!"#细胞的葡萄糖代谢

2"3+4-4/5,".678／（)(*#／/0）：!：#9*；"：$9*；#：:9*；$：(9*

（%）：(!转瓶； （&）：’!转瓶

图# 不同转瓶中!"#细胞的乳酸代谢

2"3+4-4/5,".678／（)(*#／/0）：!：#9*；"：$9*；#：:9*；$：(9*

与氨基酸代谢密切相关的重要代谢副产物—氨在培养

液中的累积状况见图;（%、&）。结果表明：不同转瓶中氨累

积状况基本相似，均在$";//3-／0之间，而且受细胞接种

密度的影响不大。

（%）：(!转瓶； （&）：’!转瓶

图; 不同转瓶中!"#细胞的氨代谢

2"3+4-4/5,".678／（)(*#／/0）：!：#9*；"：$9*；#：:9*；$：(9*
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上述!"#细胞的代谢特征表明，此细胞的无血清悬浮培

养与碳源代谢密切相关，当培养液中葡萄糖耗竭时，细胞生

长即转入减速期，说明葡萄糖是!"#细胞生长代谢的限制性

基质。可以预计，在设计合理的培养装置中进一步应用限制

性基质补加技术将有望使这一无血清培养工艺更上一个台

阶。
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“祝贺焦瑞身先生科学生涯21周年暨3$世纪微生物学研讨会”在上海召开

祝贺焦瑞身先生科学生涯21周年暨3$世纪微生物学研讨会，于3111年:月:!X日在上海举行。这次会议由上海市生

命科学研究院与上海市微生物学会联合主办，来自国家自然科学基金委员会生命科学部、中科院上海分院、上海生命科学研

究院和上海市微生物学会的领导及焦先生的同事与学生约$11人出席了会议。会议由上海市微生物学会理事长杨胜利院士

主持，中科院上海分院汤章城院长、中国微生物学会闻玉梅理事长及国家基金委生命科学部微生物学科阎章才主任先后讲

话，杨蕴刘教授介绍了焦先生的工作经历，赵国屏教授宣读了贺信。

焦瑞身先生$/X$!$/XX年任上海市微生物学会理事长，后任中国微生物学会理事长，他为上海乃至全国微生物学的繁

荣、发展作出了卓越的成绩。焦瑞身先生贯彻双百方针，倡导学术民主，带头传播新的学术思想、学术观点，利用自身优势，不

断开拓外事渠道，努力与日本、韩国、美国等国科技人员和学术团体建立良好的合作关系，为我国微生物学走上国际舞台创造

了条件。焦瑞身先生学风严谨，为人正直，平易近人，深受爱戴和敬重。

这次会议先后在上海市科学会堂和中科院上海植生所举行，邀请了国内外及香港地区的同行专家做报告，就微生物学的

发展与3$世纪的微生物学进行了深入研讨。焦瑞身先生虽年过八旬，仍自始至终参加研讨，使会议取得圆满成功。

（上海市微生物学会 供稿）
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