
本研究由国家高技术研究与发展计划项目资助（!"#$%&$"’）。

收稿日期："((#$%#$’)，修回日期："((($%&$"(。

多孔微球固定化!"#工程细胞生产$%&’(的研究

陈昭烈 吴本传 刘 红 林福玉 李世崇 黄培堂
（军事医学科学院生物工程研究所 北京 "%%%*"）

摘 要 以+,-./.01多孔微球固定产重组组织型纤溶酶原激活剂（0-$23）+45工程细胞株

)6&，在’7搅拌式生物反应器用无血清培养基89:;连续灌流培养。)6&细胞的最大活细胞

密度和0-$23生产水平分别达到#<#&="%>／?7和"’)*&@A／?7。含0-$23的)6&细胞培养

上清经B2C吸附层析和7,DEF1$D1/GH0.D1)6亲和层析两步纯化，0-$23的纯度达到(#I。
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组织型纤溶酶原激活剂（0-$23）是由:’*个氨基酸组成的具有转化纤溶酶原为纤溶

酶的丝氨酸类蛋白酶［"］。它与血栓基质中的纤维蛋白有显著的亲和力并受其激活，选择

性地作用于血栓中的纤溶酶原使之转化为纤溶酶，从而发挥高效特异的溶栓作用。自

"(#*年重组人组织型纤溶酶原激活剂（0-$23）作为第一个批准用于临床治疗以血栓形成

为主要病理变化的疾病的重组真核细胞产品以来，0-$23已广泛用于急性心肌梗塞、肺梗

塞和脑梗塞的救治。由于国外生产的0-$23价格昂贵，难用于我国的医疗保健，因此需自

力更生研究开发国产0-$23产品。本文介绍在搅拌式生物反应器中用无血清培基和+,$
-./.01多孔微球高密度固定化产0-$23+45工程细胞生产0-$23。

) 材料和方法

)*) 细胞

产0-$23+45工程细胞)6&是由含0-$23目的基因和LGM0标记基因的表达载体，用

电击法转染+45$LGM0细胞所建立的具有稳定表达0-$23表型的细胞株，0-$23的表达水

平为#%%!"%%%@A／"%>N1OOD／L（由本所蛋白质工程研究室构建）［’］。

)*+ 培养基和载体

8BPB、9"’为C@6+5产品。自制89:;无血清培基以优化的8BPBQ9"’（"Q"）为

基础培基，添加胰岛素、亚硒酸钠、乙醇胺、维生素+和含柠檬酸铁、硫酸锌和硫酸铜的微

量元素混合液配制而成［&］。所有无血清培基添加成分均购自;ER?H公司，小牛血清

（S6;）为国产试剂，+,-./.01多孔微球购自2GH0?HNEH。

)*, -.,细胞的固定化培养

在’%%%?7的61OON.转瓶内用含’I（!／!）S6;的8BPBQ9"’（89TS6;）扩殖
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!"#细胞，待细胞形成致密单层 后，用$%&’(的 胰 蛋 白 酶 进 行 消 化，经 不 含 )"*的

+,-,./0&洗涤后，分别用+/1)"*和+/’*悬浮!"#细胞，在&’$23"45567搅拌瓶内

用89:7;7<4&=／3固定化!"#细胞。自培养的第&天起更换培基，培基更换量从培养体积

的!$(逐渐增加至>’(。在&3生物反应器（"?"<@AB"C7D:@:"）中用89:7;7<4&=／3和

+/’*灌流培养!"#细胞，细胞接种密度为&%EF0$E6455D／23，设置培养温度为#GH，

;IG%&$，搅拌速度’$<／2CB，!"（溶解氧）#$(!’$(。第三天起开始灌流，灌流量由’$$
23／J逐渐加大至&>$$23／J。取样测定细胞密度、<:KLM活性、葡萄糖浓度和乳酸浓度。

!"# $%&’(的纯化和纯度分析

参照文献［!］，用微孔径玻璃株（,LN）吸附层析和39DCB4KD4;O@<7D4!"亲和层析纯化

含<:KLM的!"#细胞培养上清，用*+*KLMN-结合紫外光谱扫描确定<:KLM的纯度。

!") 细胞计数和$%&’(活性测定

用改良 ,PP比色法［’］计数!"#细胞的活细胞密度，所用试剂四甲基偶氮唑蓝

（,PP）为/5AQ@产品，)?)K二甲基酰胺、P<C:7BRK0$$为国产试剂；<:KLM活性测定采用

琼脂糖K纤维蛋白K平板法［E］；<:KLM标准品由英国国立生物标准和控制研究所（>E／EG$，

)S"*M）提供。

!"* 葡萄糖和乳酸的测定

葡萄糖测定采用NT+KLML法，所用试剂盒为北京中生生物高技术公司产品；乳酸测

定采用酶比色法，所用试剂为德国84B:<CBC6公司的乳酸测定盒。

+ 结 果

+"! ,-).和/0%121$3对#45细胞的生长和$%&’(表达的影响

将!"#细胞从含&()"*的+,-,：/0&转入用+/’*培养，其生长方式由贴壁依赖

型转变为非贴壁依赖型，呈单个球形细胞和细胞团块悬浮于+/’*中（图0）。在方瓶中用

+/’*悬浮培养!"#细胞，<:KLM的表达水平与用+/1)"*培养相当，但!"#细胞的生长

速率和饱和细胞密度只分别相当于用含血清培基培养的>$(和G$(左右（表0）。

多孔微球是既能用于支持细胞贴壁依赖性生长又能用于固定化非贴壁依赖性细胞的

图0 !"#细胞在+/’*中培养的细胞生长

/C=?0 N<7U:O7V!"#6455D6A5:A<4JCB+/’*
M%+/1)"*，"%+/’*
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表! "#$细胞在%&’(中的细胞生长和)*+,-表达

./012! 3)45*6/78)*+,-29:)2;;<474="#$>211;<7%&’(

!"#$%&
’()*+,(-+"

／,

.-+%(-+"#/"00#"12$+3

456／&7

.8"/$9$/(-+")9(+:;<

8()#%/+$)1／=>／45?/"002／#
@ABCD. 5E564 4F6GF4 455?GH?6
@AI. 5E5FF J6GHK JH?GHFH

一 种 新 型 细 胞 培 养 载

体［K］。为了在生物反应

器中用@AI.灌流培养

6DF细胞时，有效地截留

6DF细胞，提高6DF细胞

的培养密度和(+:;<的

图H 在搅拌瓶中用L3+)8)("和@AI.固定化

培养6DF的细胞生长和(+:;<生产

A$MEH ’()*+,)9(+:;<8()#%/+$)1)96DF/"002
$&&)N$0$O"#*$+,/3+)8)("-1#

@AI.$128$11"(90-2P
:!:L"00（@AI.）；:":L"00（@ABCD.）

:#:(+:;<（@AI.）；:$:(+:;<（@ABCD.）

生产水平，在搅拌瓶中比较了有血清和

无血清培养条件下，用L3+)8)("多孔微

球固定化培养6DF的细胞生长和(+:;<
生产。从图H结果看，用@AI.培养6DF
的细胞生长和(+:;<生产效果均优于用

含血清培基培养。在培养开始的?天

内，6DF细胞在含血清培基和无血清培

基中的生长和(+:;<生产效果相同，随

后6DF细胞在无血清培基@AI.中的细

胞生长效果和(+:;<生产水平均比含血

清培基培养条件下高45Q!H5Q。

?@? 在反应器中用%&’(和AB*4:4)2
培养"#$细胞的生长和)*+,-生产

在H7搅拌式生物反应器内，6DF细

胞接种密度HR?S45I/"002／&7，用L3+):
8)("和@AI.连续灌流培养6DF细胞，

整个培养过程持续6?#。当6DF细胞达到较高的培养密度时，6DF细胞不仅充填了L3+):
8)("的孔隙，并在载体的表面形成了多层致密的细胞团（图F）。活细胞密度于第H5天达

到TRTFS45?/"002／&7，随后细胞密度逐渐下降并于第HJ天后稳定在6!IS45?/"00／&7；

图F 在H7生物反应器中用L3+)8)("和@AI.固定化培养6DF的细胞生长

A$MEF ’()*+,)96DF/"002$&&)N$0$O"#*$+,/3+)8)("-1#@AI.$1-H7N$)("-/+)(
<：L"00+))P%8+,"$11"(28-/")9&$/()/-(($"(；

D：L"009)(&"#/)&8-/+0-3"(2-1#/0%&82)1+,"2%(9-/")9&$/()/-(($"(
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图! 在"#生物反应器中用$%&’和()*+,+-.
固定化培养!/0的细胞生长和-*123生产

%456! 7-+8*9:;<-*123,-+<=>*4+;+?!/0>.@@A
4BB+C4@4D.<84*9>)*+,+-.4;$%&’:"#C4+-.:>*+-

1!1(.@@；1"1-*123

-*123 的 生 产 水 平 于 第""天 达 到

E"!F0GH／B#，随后亦逐渐下降，于第

"F天后稳定在!IIIGH／B#左右的水

平（图!）。由于在培养过程中动态地

对培基实施连续灌流，培基中葡萄糖

含量一直维持在能满足细胞代谢需要

的水平，但随着培养时间的延长，培养

基中乳酸的浓度缓慢上升，乳酸的最

高含量达到"0JKBB+@／#（图&）。

!"# $%&’(的纯化

含-*123的!/0细胞培养上清经

L27吸附层析和#)A4;.1A.,9:-+A.!/
亲和层析两步纯化，-*123的纯度提高

0MI倍，比活性达!JKNEI&GH／B5蛋

白，-*123的活性总回收率超过EIIO。

用’$’1237P还原电泳分析纯化的-*123，在分子量为K&Q$的区域有一条很浓的蛋白质

着色带；在分子量为00Q$和0KQ$的区域各有一条明显的蛋白质着色带（图K）。紫外光

谱扫描分析，经纯化处理的-*123的纯度超过RMO。

图& 在"#生物反应器用$%&’和()*+,+-.
固定化培养!/0细胞的葡萄糖和乳酸代谢

%456& 7@=>+A.>+;A=B,*4+;:;<@:>*:*.,-+<=>*4+;+?!/0
>.@@A4BB+C4@4D.<84*9>)*+,+-.4;$%&’:"#C4+-.:>*+-

1!17@=>+A.；1"1#:>*:*.

图K -*123的’$’1237P还原电泳图谱

%456K S.<=>.<’$’1237P+?-*123
3!P：-*123+?<4??.-.;*C:*>9.A；

%：L:-Q.-

# 讨 论

动物细胞的高密度培养和无血清培养是优质、高效地生产具有重要医用价值的重组

动物细胞产品的关键技术［M］。由于-*123的临床使用剂量大（EJ"&B5／Q5），且-*123易与

动物血清中的某些蛋白质结合形成复合物［R］，增加了-*123产品生产及质量控制的难度。
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采用无血清培养技术生产!"#$%，由于所用的无血清培基的成份明确，质量一致，蛋白含

量低，因而不仅有利于!"#$%的纯化和质量控制，同时也有利于提高!"#$%生产的稳定性。

动物细胞微载体灌流技术是实现细胞高密度培养的有效技术手段。传统的实心球型

微载体只能支持贴壁依赖性生长的细胞，因而要在无血清培养条件下使悬浮生长的&’(
细胞达到较高的培养密度，只能使用既能支持贴壁依赖性细胞生长，又可固定悬浮生长细

胞的多孔微球。采用)*"+,+!-多孔微球和./01固定化培养&’(细胞，既能有效地对

&’(细胞进行固定，从而便于对培养体系实施灌流，又有利于&’(细胞的生长和!"#$%生

产，表明./01能满足&’(生长细胞的需要，同时)*"+,+!-对&’(细胞有较好的相容性。

2$3是具有多孔特性的二氧化硅，其表面含有大量能与糖蛋白结合硅羟基。根据

2$3蛋白结合量大，流速高的特点把2$3吸附层析作为纯化!"#$%的第一步骤，以4*#
567-#5-,89!+5-&’亲和层析作为第二步骤，使整个纯化流程具有纯化效率高、回收率高和

可连续操作的优点，可用于扩大规模生产!"#$%。

由于!"#$%的临床使用剂量很大，!"#$%的生产只有达到一定规模才有其实际意义。

要提高!"#$%的生产规模，一方面要以具有良好生长特性和高水平表达!"#$%的工程细

胞株作为前提，另一方面须进一步扩大培养规模和优化生产工艺。
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