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体外培养和冷冻保存对微囊化细胞生长和内皮抑素表达的影响
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摘 要 微囊化基因工程细胞移植治疗肿瘤是一种新兴的肿瘤治疗方法，如果将此技术应用到临床研究，就需要制备大量的

细胞活性良好、重组蛋白表达量高的生物微胶囊。体外培养和冷冻保存是生物微胶囊制备过程中两个重要的环节，因此需要

考察体外培养和冷冻保存对微囊化重组基因细胞生长和蛋白表达的影响。以重组 GT\ 细胞为模型，考察了体外培养时间和

冷冻保存对微囊化细胞在动物体内生长和内皮抑素表达的影响及体外培养时间对微囊化细胞冷冻保存的影响。结果表明：

体外培养时间对微囊化细胞在动物体内生长、内皮抑素表达和微囊稳定性具有较大的影响，体外不培养和培养 93 的微囊化细

胞在小鼠腹腔内生长良好、内皮抑素表达量高，并且微囊稳定性好，而体外培养 >3 的微囊化细胞在移植后的第 !: 天破裂。体

外培养时间对微囊化细胞冷冻保存也具有较大的影响，体外培养 93 和 >3 的微囊化细胞在液氮中冷冻保存 9#3，复苏后细胞生

长良好、内皮抑素表达量高，而冻存前未经过体外培养的微囊化细胞，复苏后细胞几乎全部死亡。综上所述，生物微胶囊在体

外比较适宜的培养时间为 93。并且冷冻保存对微囊化细胞在动物体内生长、内皮抑素表达和微囊稳定性没有显著的影响。
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生物微胶囊技术是近十几年发展起来的一门新

兴的、具有很大发展潜力的固定化技术，目前已在异

体组织细胞移植［> ? @］、微生物和动植物细胞的大规

模培养［.，A］、药物控制释放［B ? =］、抗癌药物筛选［C］等

领域获得广泛的应用。生物微胶囊是将酶、辅酶、蛋

白质等生物大分子或微生物、动植物细胞包封在一

层由高分子材料形成的具有选择透过性的亲水性膜

内，氧气、营养物质以及其它的小分子物质可以自由

通过微胶囊膜进行物质传递，抗体等大分子物质则

被排除在微囊膜外，从而达到免疫隔离的目的［>;］。

目前对微囊化人工细胞的研究已取得了很大的进

展，特别是伴随基因工程技术的发展，微囊化基因工

程细胞移植成为目前研究的一个热点。D;;> 年 E3F’
1 和 G&*- 1H 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

基因治疗的方法［>>，>D］。但是研究中所需解决的问题

还很多，如对微囊化基因工程细胞在治疗疾病中的

有效性、安全性及可行性的评价；对微囊内细胞的生

长和代谢规律的了解；微囊化细胞规模化制备及储

存等问题。

随着微囊化细胞应用的研究进入临床研究阶

段，微囊化细胞规模化制备和储存已经成为制约其

广泛应用的重要问题。冷冻保存是一种良好的生物

微胶囊储存方法［>@，>.］，但冷冻保存对细胞活性有一

定损伤，这就需要微囊内的细胞具有较高的活性。

同时在生物微胶囊制备过程中也会对细胞造成损

伤，因此有必要对微囊化细胞进行体外培养，以恢复

细胞活性，使其能更好地发挥治疗作用。本文着重

研究微囊体外培养和冷冻保存对微囊化重组 678
细胞在动物腹腔内生长和内皮抑素表达的影响及微

囊体外培养对冻存细胞活性的影响，为微囊化细胞

规模化制备、培养及冷冻保存提供依据。

) 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（%678），由中科院上海细胞所藤怀宁

博士惠赠。基础培养基为 IJKJLM>D 培养液（美国，

N’9(* 公司），添加 >;O的新生牛血清（北京三利生

物制品厂）、>;;"L(P 的青霉素、>;;!9L(P 的链霉素、

A!9L(P 的嘌呤霉素（美国，N’9(* 公司），海藻酸钠

（H#9’,*$&）、聚赖氨酸（Q3#/RPR#/+’,&）、四甲基偶氮唑

盐（J11）购自 N’9(* 公司，IJN8 及其它试剂均为国

产分析纯产品。

)*)*+ 主要仪器：酶联免疫检测仪，倒置式显微镜，

液氮罐，超低温冰箱，68D 恒温培养箱，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 678 细胞的制备：收集对数生

长期的重组 678 细胞与无菌的 >SAO（’ L(）海藻酸

钠溶液混合均匀，调整细胞密度为 D T >;B !&##+L(P
(’!%3!*4+"#&。细胞悬液通过 ;S.(( 针头压出，利用

高压脉冲微胶囊制备仪滴入 ;S>(3# LP 6*6#D 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 D;(’, 后，海藻酸钙凝胶珠与适量 的 ;S;AO
（’ L(）的聚赖氨酸溶液发生电解质络合反应以形成

微胶 囊 膜。 成 膜 后 的 海 藻 酸 钙 凝 胶 珠 重 悬 于

;S>AO（’ L(）的海藻酸钠溶液中，中和其表面多余

的正电荷。最后，用 AA((3#LP 的柠檬酸钠溶液液化

微囊 内 的 海 藻 酸 钙 凝 胶，形 成 液 化 的 HQH 微 胶

囊［>A］。

)*+*+ 微囊化重组 678 细胞体外培养：将微囊化

重组 678 细胞分装于 D. 孔板中，每孔分装 ;S>(P
微胶囊，加入 IJKJLM>D 培养液 D(P。微囊化细胞

在 @UV、AO 68D 培养箱中培养。每 D 天采用 J11
法测微囊内的活细胞密度，并换培养液和收集培养

上清于 ? D;V保存，每组 @ 个重复。

)*+*, 微囊内活细胞密度测定：活细胞密度测量采

用 J11 法［>B］，即利用 J11 检测细胞活性间接反映

活细胞密度。具体方法如下：在 D. 孔板的每孔中加

入 >;;!P A(9L(P J11 溶液，继续培养 D.2，待结晶完

全后将微囊筛出，用 >(P IJN8 将细胞形成的结晶

充分溶解，吸取 D;;!P 溶解液加入 CB 孔板中用酶联

检测仪检测波长为 AU;,( 的光密度（)*）值（B@;,(
为参考波长）。根据吸光度值与细胞密度的标准曲

.;@ +,!"-.- /&0%"12 &3 4!&$-5,"&2&67 生物工程学报 D;;U，W3#SD@，X3SD



线，即可计算出相应的活细胞密度。

!"#"$ 微囊化重组 !"# 细胞体内培养：实验用昆

明（$%）小鼠购自大连医科大学实验动物中心，小鼠

体重为 &’ ( &)*。实验方法如下：微囊化重组 !"#
细胞用 ’+,-的 ./!0 洗三遍制成微胶囊悬液，再用

)12 注 射 器 移 植 到 小 鼠 腹 腔 内，每 只 小 鼠 移 植

’+&12 微囊。在移植后的不同时间（3、4、5&、54、&6、

768）断颈处死小鼠，用 ’+,-的 ./!0 冲洗小鼠腹腔，

回收清洗液。再用 ’+,-的 ./!0 清洗微囊三遍，将

清洗干净的微囊接种到 &3 孔培养板中，每孔孔接种

’+’712 微囊。用 %99 法测微囊内的活细胞密度，

回收培养 58 的培养液测内皮抑素的表达量。

!"#"% 微囊冻存和复温的方法：冻存液组成为 5’-
:%;#、4’-:%<%=>5& 培养液和 5’ - >?;，冻存液

与微囊化重组 !"# 细胞按 3 @ 5 的体积比混合，分装

在 &12 冻存管内。在 3A冰箱内平衡 5B 使 :%;#
充分导入细胞，然后转移至冻存盒中，再将冻存盒放

到超低温冰箱内使微囊从 3A降到 C D6A，3B 后将

冻存管投入 C 5,6A的液氮中保存。在液氮中冷冻

保存 3’8 后复苏微囊化细胞，在复温时将冻存管置

于 7,A水浴锅中，沿同一方向晃动待完全融解后取

出，微囊化细胞用培养液反复清洗 7 次后放入培养

板中，在 7DA、体 积 分 数 )- !#& 的 培 养 箱 中 培

养［5D］。

!"#"& 内皮抑素浓度测定：内皮抑素浓度采用双抗

体夹心 <2E;F 法，试剂盒购自美国 GH: 公司，实验

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 3)’I1 下的光密度（!"）值（67’I1 为参考

波长），内皮抑素浓度与 !"3)’ 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：

（5）在体外培养时间对微囊化重组 !"# 细胞体

内生长和内皮抑素表达影响的实验中，生物微胶囊

的粒径为 &’’!1 左右，微囊化细胞在体外培养 ’8、

38 和 48 后分别移植到小鼠腹腔。定时回收微胶

囊，测微囊内的细胞密度和内皮抑素的表达量。

（&）在体外培养时间对微囊化重组 !"# 细胞冷

冻保存影响的实验中，微囊化细胞分别在体外培养

’8、38、48 后于 C 5,6A的液氮中冷冻保存 3’8，复苏

的微囊化细胞分装到 &3 孔板中，每孔 ’+512 微胶囊

并添加 &12 培养液。每 & 天换培养液并收集培养

液测内皮抑素表达量。

（7）在冷冻保存对微囊化重组 !"# 细胞体内生

长和内皮抑素表达影响的实验中，生物微胶囊的粒

径为 &’’!1 左右，微囊化细胞在体外培养 38 后于

C 5,6A的液氮中冷冻保存 3’8，复苏后移植到小鼠

腹腔。未经冻存的微囊化细胞在体外培养 38 后移

植到小鼠腹腔。定期回收微胶囊，测微囊内的细胞

密度和内皮抑素的表达量。

# 结果和讨论

# (! 体外培养时间对微囊化重组 )*+ 细胞在动

物体内生长和内皮抑素表达的影响

体外培养时间对微囊化重组 !"# 细胞在动物

体内生长和内皮抑素表达的影响见图 5 和图 &，体

外不培养和培养 38 的微囊化细胞生长速度相似，细

胞在第 54 天时长满微囊。细胞数在第 &6 天时达到

最大的 5+5’ J 5’4 KL00M=12 1NKOPK/QMR0L 和 5+57 J 5’4

KL00M =12 1NKOPK/QMR0L，然后微囊内的细胞数保持稳

定。体外培养 48 的微囊化细胞生长速度较快，在第

4 天时细胞就长满了微囊，细胞密度在第 54 天时就

达到 5+53 J 5’4 KL00M =12 1NKOPK/QMR0L。从内皮抑素

表达曲线看，体外培养 48 的微囊化细胞在移植的前

4 天内皮抑素表达量高于体外不培养和培养 38 的

微囊化细胞，并且在移植的第 4 天内皮抑素表达量

最大，为 7)5+6I*=12。体外不培养和培养 38 的微囊

化细胞在移植的第 5& 天时内皮抑素表达量最大，然

后内皮抑素表达保持稳定，表达量维持在 73’I*=12
左右。第 5& 天后三种微胶囊内皮抑素表达量没有

显著差别。体外培养时间对微囊的稳定性影响较

大，体外培养 48 的微胶囊在移植的第 &6 天时大部

分微囊已经破裂，而体外不培养和培养 3 天的微胶

囊在第 76 天时微囊仍然保持完整。FSF 微胶囊膜

是由海藻酸阴离子和聚赖氨酸阳离子络合形成的聚

电解质膜，而细胞培养液中含有许多带正电荷和负

电荷的离子，FSF 微胶囊处于细胞培养液的环境中，

培养液中的阴离子与聚赖氨酸的正电荷作用，使微

胶囊的聚电解质膜解体，因此，随着培养时间的延长

微囊膜的强度减弱。但是在微胶囊制备过程中细胞

会受到一定的损伤，如果要恢复细胞活性体外培养

又是必须的，因此需要优化体外培养时间使细胞能

恢复生长活性同时又能保证微囊具有良好的稳定

性。本实验结果显示，体外不培养或培养时间低于

38 时细胞生长良好、内皮抑素表达量高，并且微胶

囊具有良好的稳定性，在动物腹腔内移植 768 依然

保持完整。
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图 ! 不同体外培养时间的微囊化重组 "#$ 细胞在动物体内的生长状态

%&’(! )*+,-*.*’/ *0 1-2 3&4+*2546,78.6129 +24*3:&5651 "#$ 42..7 ;&1- 9&002+251 !" #!$%& 48.18+2 1&32 6012+ !" #!#& 48.18+2
<-2 3&4+*2546,78.6129 +24*3:&5651 "#$ 42..7 ;2+2 ,-*1*’+6,-29 *5 =6+&*87 96/7（96/ >，96/ ?，96/ @，96/ !@，96/ AB 659 96/ CB）6012+ &3,.65161&*5( <-2
1&327 *0 !" #!$%& 48.18+2 ;2+2 > 96/7，? 96/7 659 @ 96/7( D6+7 6+2 !>>!3(

图 A 体外培养时间对微囊化重组 "#$ 细胞在动物体内生长和内皮抑素表达的影响

%&’(A <-2 200241 *0 1-2 !" #!$%& 48.18+2 1&32 *5 1-2 ’+*;1- *0 3&4+*2546,78.6129 +24*3:&5651 "#$ 42..7 659 259*7161&5 ,+*9841&*5
<-2 3&4+*2546,78.6129 "#$ 42..7 ;2+2 +21+&2=29 0+*3 ,2+&1*526. 46=&1&27 *0 3&42 *5 =6+&*87 96/7 6012+ &3,.65161&*5（96/ >，96/ ?，96/ @，96/ !@，96/ AB 659
96/ CB）659 1-2 42.. 583:2+ ;&1-&5 1-2 3&4+*46,78.2 659 259*7161&5 ,+*9841&*5 ;2+2 32678+29( <-2 48.18+2 1&32 ;2+2 > 96/7（!），? 96/7（"）659 @ 96/7

（#）( E278.17 6+2 ,+2725129 67 3265 =6.827 *0 1+&,.&46127 F GH(

!"! 体外培养时间对微囊化重组 #$% 细胞冻存后

细胞生长和内皮抑素表达的影响

图 C 和图 ? 显示体外培养时间对微囊化重组

"#$ 细胞冻存后细胞生长和内皮抑素表达的影响，

当体外培养时间为 ?9 和 @9 时冻存的微囊化细胞复

苏后活性良好，细胞复苏率为 I?JBK和 IBJLK，细
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图 ! 不同体外培养时间的微囊化重组 "#$ 细胞冻存后的生长状态

%&’(! )*+,-*.*’/ *0 1-2 3&4+*2546,78.6129 +24*3:&5651 "#$ 42..7 6012+ 4+/*,+272+;61&*5
<-2 +24*3:&5651 "#$ 42..7 =2+2 ,-*1*’+6,-29 *5 ;6+&*87 96/7（96/ >，96/ ?，96/ @，96/ A@，96/ BC 659 96/

!C）6012+ 1-6=( <-2 !" #!$%& 48.18+2 1&32 =67 > 96/7，? 96/7 659 @ 96/7( D6+7 6+2 A>>!3(

图 ? 体外培养时间对微囊化重组 "#$ 细胞冻存后细胞生长和内皮抑素表达的影响

%&’(? <-2 200241 *0 !" #!$%& 48.18+2 1&32 *5 3&4+*2546,78.6129
+24*3:&5651 "#$ 42..7 659 259*7161&5 ,+*9841&*5 6012+ 4+/*,+272+;61&*5

<-2 3&4+*2546,78.6129 "#$ 42..7 =2+2 4+/*,+272+;29 6012+ ;6+&*87 96/7 *0 !" #!$%& 48.18+2，659 1-25 1-2

3&4+*46,78.27 =2+2 1-6=29 6012+ ?> 96/7 *0 4+/*,+272+;61&*5( <-2 1-6=29 3&4+*2546,78.6129 42..7 =2+2 48.18+2

&5 6 B?E=2.. ,.612 659 1-2 42.. 583:2+ =&1-&5 1-2 3&4+*46,78.27 659 259*7161&5 ,+*9841&*5 =2+2 32678+29( <-2

!" #!$%& 48.18+2 1&32 =67 > 96/7（!），? 96/7（"）659 @ 96/7（#）( F278.17 6+2 ,+2725129 67 3265 ;6.827 *0

1+&,.&46127 G HI(

胞生长较快，在培养的第 B> 天时细胞已长满大部分

微囊。细胞生长曲线表明，在培养的前 A> 天时细胞

生长较快，然后细胞生长速度下降，微囊内的细胞数

趋于稳定，最大细胞密度分别为 JKBC L A>M 42..7N3O
3&4+*46,78.2 和 JKJJ L A>M 42..7N3O 3&4+*46,78.2。体外

不培养的生物微胶囊复苏后细胞几乎不生长，证明
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细胞已经死亡。内皮抑素表达分析显示，体外培养

时间为 !" 和 #" 时内皮抑素表达量相似。在培养的

第 $% 天左右内皮抑素表达量达到最高，然后内皮抑

素表达趋于稳定，并维持在为 &!’()*+, 左右。体外

不培养的微囊复苏后在培养过程中内皮抑素表达量

几乎为 ’()*+,，这也证明了细胞已经死亡。图 - 还

显示，在 %’" 的培养过程中三种微胶囊都保持完整

没有破裂，这也证明了冷冻保存对微囊形态和强度

没有影响。综上所述，冷冻保存是一种行之有效的

微囊保存方法，但微囊制备后需要体外培养来恢复

细胞的活性，综合细胞移植的数据体外培养时间为

!" 比较适宜。

! "# 冷冻保存对微囊化重组 $%& 细胞动物体内

生长和内皮抑素表达的影响

图 . 冷冻保存对微囊化重组 /01 细胞生长和内皮抑素表达的影响

234 455467 85 69:8;94<49=>7?8( 8( 734 !" #!#$ )98@73 85 +?6984(6>;<AB>74" 9468+C?(>(7 /01 64BB<（D）>(" 4("8<7>7?( ;98"A67?8(（E）

234 +?6984(6>;<AB>74" /01 64BB< @494 73>@4" >5749 $. ">:< 85 69:8;94<49=>7?8( >(" ?+;B>(74" ?(78 ;49?78(4>B 6>=?7?4< 85 +?64F 234 64BB (A+C49 @?73?(
+?6986>;<AB4< >(" 734 ;874(7?>B 85 4("8<7>7?( <46947?8( @494 +4><A94"F 234 +?6986>;<AB4< @494 69:8;94<49=>7?8(（!）>(" (8 69:8;94<49=>7?8(（"）F
G4<AB7< >94 ;94<4(74" >< +4>( =>BA4< 85 79?;B?6>74< H IJF

冷冻保存对微囊化重组 /01 细胞移植后细胞

生长和内皮抑素表达的影响见图 K 和图 .。结果显

示，经过冻存的生物微胶囊移植后细胞活性良好、细

胞生长速度比未冻存的微胶囊稍慢，在移植的第 $#
天时细胞长满微囊。微囊内细胞数在第 %. 天时达

到最大的 $L’& M $’# 64BB<*+, +?6986>;<AB4，并且随着

时间的延长细胞数保持稳定。未经冻存微囊在第

%. 天时细胞数达到 $L$- M $’# 64BB<*+, +?6986>;<AB4，
与冻存微囊没有显著差别。两种微囊在移植的第

-. 天形态良好、没有破裂，证明冷冻保存对微囊的

强度没有影响。从内皮抑素表达曲线可以看出，冻

存微囊与未冻存微囊内皮抑素表达量没有显著差

别，在移植的第 $% 天内皮抑素表达量达到最大，此

后内皮抑素表达量保持在一个稳定的水平，表达量

为 -K’()*+, 左右。经过冻存的微胶囊移植后需要

恢复细胞活性，因此在移植的初期细胞生长较慢。

待细胞活性恢复后细胞生长速度加快、内皮抑素表

达量升高。细胞长满微胶囊后两种微胶囊内的细胞

图 K 冻存与不冻存的微囊化重组 /01 细胞在

动物体内的生长状态

N?)FK O+>)4< 85 734 !" #!#$ )98@73 ;985?B4 85 +?6984(6>;<AB>74"
9468+C?(>(7 /01 64BB< C: 69:8;94<49=>7?8( 89 (87（$’ M ）

234 +?6984(6>;<AB>74" /01 64BB< @494 73>@4" >5749 $. ">:< 85
69:8;94<49=>7?8( >(" ?+;B>(74" ?(78 ;49?78(4>B 6>=?7?4< 85 +?64F 234
+89;38B8): 85 +?6986>;<AB4< @>< ;3878)9>;34" 8( =>9?8A< ">:<（">: ’，

">: !，">: #，">: $#，">: %. >(" ">: -.）>5749 ?+;B>(7>7?8(F E>9< >94
$’’!+F
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增殖活性和内皮抑素表达特性相同，因此细胞数和

内皮抑素表达量接近。综上所述，冷冻保存对微囊

化细胞生长、内皮抑素表达和微囊稳定性没有明显

的影响，经过冷冻保存的生物微胶囊移植后细胞生

长良好、内皮抑素表达量高。

生物微胶囊在制备过程中会对细胞活性造成一

定的伤害，因此需要在体外培养一段时间来恢复细

胞的活性，以满足体内移植和体外冷冻保存的需求。

冷冻保存是微囊化细胞唯一的储存方法，冷冻保存

对细胞活性和微囊稳定性的影响也需要系统地考

察。本实验结果显示，微囊化细胞冻存前应在体外

进行短期培养，适宜的培养时间为 ! 天，微囊内的细

胞不仅活性良好而且内皮抑素表达量高。冷冻保存

对微囊化重组基因细胞活性和微囊稳定性影响较

小，经过冻存的微囊化细胞在动物体内可以生长和

表达内皮抑素。
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