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使用旋转式生物反应器体外扩增人表皮细胞 *
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摘要 目的：使用 Cytodex-3 微载体和高截面纵横比的旋转式生物反应器容器作为培养系统大规模扩增人表皮细胞(hECs)。方法:

使用中性蛋白酶和胰蛋白酶 -EDTA 两步骤法从人皮肤中分离出人表皮细胞，使用 DIL 标记细胞后结合微载体后在旋转式生物

反应器（RCCS）中培养，细胞贴附微载体的生长状态使用倒置显微镜，扫描电镜观测。并且分析细胞群体倍增时间来比较微重力

培养与平面培养的体外增殖能力差异。结果: 在旋转式生物反应器的微重力培养体系中，人表皮细胞能快速贴附到微载体表面，

在培养过程中达到很大的细胞密度，并且表现出很强的增殖能力和细胞活性。结论: 使用旋转式生物反应器和微载体悬浮培养人

表皮细胞，是大量制备皮肤组织工程种子细胞的一种有效方法。
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ABSTRACT Objective: We attempted to produce human epidermal cells (hECs) on a large scale by Rotary Cell Culture System

(RCCS). In this cultural system we used Cytodex-3 microbeads as microcarriers and high aspect ratio vessel RCCS as cultural system.

Methods：The hECs were obtained from human skin by using the method of digesting human foreskin with Dispase II and Trypsin-EDT

and cultured in vitro and labeled with DIL, then combined with Cytodex-3 in RCCS. The characteristics of hECs combined with

microcarriers were observed with Inverted microscope, and scanning electronic microscope （SEM）. The proliferative capacities of

microgravity cultivation and routine cultivation were compared by group doubling time. Results：Our results showed that hECs rapidly

attached to the microcarriers in the RCCS, achieving high cell densities. hECs cultured on the microbeads in the RCCS remained actively

proliferating potentials. Conclusion：Using biological reactor and microcarriers culture human epidermal cells is a kind of effective

method for preparation a large number of seed cells for tissue engineering.
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前言

随着细胞培养技术的提高，对皮肤相关细胞的培养，特别

是人表皮细胞的培养，有了很大的进展[1]。在适宜的培养条件

下，单个细胞在培养中不断增殖，逐渐融合成片状，形成了类似

表皮的上皮组织。这使得在较短的时间里，用大量表皮细胞培

育成小片状的上皮组织成为可能。临床工作中，外科医生和细

胞生物学家们也大量培养自体表皮细胞并用来修复皮肤缺损

的病人。表皮细胞培养技术也从使用含血清和滋养层的培养方

式, 到不含血清、滋养层的培养方式。培养方法的发展也促进了

临床应用, 从最初的细胞悬液移植到自体异体细胞膜片移植,
以及表皮细胞生物材料复合物移植[2]。培养和移植方法的发展

使人们在治疗大面积皮肤缺损方面看到了希望[3]。因此，将微载

体培养技术应用到贴壁依赖型细胞的大量培养[4]，并提供足够

数量的种子细胞[5]，可以使组织工程皮肤的临床应用达到一个

新的水平。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

微载体 Cytodex-3（GE Healthcare 公司，USA）；旋转式生

物反应器 （Synthecon 公司，USA）；k-sfm 培养基、EpiLife 培养

基、胎牛血清、胰酶(Gibco 公司，USA) ; 二甲基亚砜(DMSO，杭

州四季青)、平底 6 孔培养板(Nunc 公司,USA) ;倒置相差显微

镜及照相系统(Olympus 公司，JPN) ; 70 um 细胞筛网(Falcon 公

司，USA) ；扫描电子显微镜(Hitachi 公司 S-3400，JPN)。
1. 2 人表皮细胞的分离培养及扩增
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获取新生儿包皮切除术后组织, 用手术剪剪成 2 mm×5
mm 的长条形, 在 4℃下用含青霉素和链霉素的 PBS 反复冲洗

数次, 剪去多余的脂肪和肌肉组织, 用中性蛋白酶 4℃消化过

夜，用镊子分离表皮层和真皮层，将剥下的表皮层组织收集后

剪碎成糊状，用质量浓度 2.5 g/L 胰蛋白酶在 37℃消化 15min，

使用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液终止消化，轻柔吹打成

均匀悬液，70μm 细胞筛网过滤，离心收获其中的表皮细胞, 接

种于培养瓶中, 用 k-sfm 培养液进行原代培养，从第二代起使

用 EpiLife 培养液培养, 取 3～5 代培养扩增后的表皮细胞使

用。
1.3 DIL 标记人表皮细胞

细胞示踪剂 DiL(DiL，细胞膜红色荧光探针)，是一种亲脂

性膜染料，可以与磷酯双层膜结合后逐渐使整个细胞的细胞膜

被染色，DiL 在进入细胞膜之前荧光非常弱，仅当进入到细胞

膜后才可以被激发出很强的红色荧光。DiL 的激发光谱和发射

光谱：最大激发波长为 549nm，最大发射波长为 565nm。在

25℃条件下，用质量浓度 2.5 g/L 胰酶消化对数期生长的细胞,
用 PBS 洗涤两遍，离心 5min，小心吸去上清液，加入 2ml 无血

清 DMEM 培养液，避光环境下加入浓度 100μM 的 DIL 溶液

100μL，吹打均匀，置 37 度 10min 后离心，用含血清 DMEM 洗

涤两遍后制成细胞悬液。吸取 100μL 悬液在荧光显微镜下检

查标记的表皮细胞染色效果和荧光强度, 并观察细胞的活力。
1.4 Cytodex-3 微载体和旋转式生物反应器的预备

Cytodex-3 微载体的最适宜培养密度为 5g/L。按照实验设

计需求，称取数份 0.1g 和 0.3g Cytodex-3 微载体，用不含钙镁

离子的 PBS 室温浸泡三小时使微载体充分膨胀湿化，小心吸

取 去 除 上 清 液 ， 再 用 PBS 清 洗 三 次。高 压 蒸 汽 灭 菌

（15min，115℃）, 浸泡于 EpiLife 培养液中放入 4℃冰箱备用，

使用前用温热的 EpiLife 培养液再次冲洗。
选用的 RCCS 为 55ml 容积的高截面纵横比容器(high asp-

ect ratio vessel，HARV)，将各部件拆卸分解，用去离子水清洗并

浸泡过夜。将各部件组装结合，检查可靠性后打包，高压蒸汽灭

菌（105℃/30 min）备用。
1.5 建立旋转式生物反应器微载体培养体系

将预备好的 0.3g Cytodex-3 加入旋转式生物反应器，加入

30ml EpiLife 培养液。加入 5×105 个 DIL 标记的表皮细胞，将旋

转式生物反应器加满 EpiLife 培养液，使用 5ml 注射器抽排气

体后关闭换液口开关。旋转式生物反应器放入 37℃孵箱中静

置，前 10 小时间断性转动（每 2 小时转动 1 分钟），使细胞与微

载体充分接触，贴附。10 小时后持续转动，调整旋转式生物反

应器旋转速度，使微载体能悬浮到培养液中。培养期间隔天换

液，换液前将旋转式生物反应器静置 1 小时，使微载体沉淀，小

心吸取上清后加入新鲜培养液，每次换液量为 20ml。
1.6 扫描电镜观察细胞形态

使用扫描电镜观测,样品先以 PBS 冲洗,再以 2%戊二醛 37℃
固定 2 h,然后以 PBS 轻柔清洗,四氧化锇再固定。继以梯度酒

精脱水(50%、60%、70%、80%、90%、99% ) ,再用乙酸异戊脂置

换 4 h 以上,使用临界干燥器干燥，真空状态下喷溅铂金离子，

扫描电子显微镜观察细胞生长情况并摄影。
1.7 人表皮细胞体外扩增的倍增时间计算

使用细胞倍增时间计算公式，计算出细胞倍增时间。t＝

（TN2-TN1）/log2（A2/A1）。公式中 TN2 和 TN1 表示某次测量

细胞数的时间差。A2：细胞培养终末点细胞数。A1 ：细胞培养起

始点细胞数。
1.7.1 平面单层培养细胞的倍增时间计算 采用常规培养方

法，接种 5×105 个人成纤维细胞，在细胞约 80%汇合时传代 ，至

第 6 天时消化获取所有细胞。倒置显微镜下血细胞计数器直接

数细胞个数，每样本四个象限。
1.7.2 微载体旋转培养细胞的倍增时间计算

取出 RCCS 中全部微载体，沉淀，小心吸取出培养基，再

用 pH7.6、含 0.02％（质量体积比）乙二胺四乙酸（EDTA）的无

Ca 离子、Mg 离子的 PBS 洗微载体 5 分钟。弃去 EDTA-PBS 溶

液，加入质量浓度 2.5 g/L 胰蛋白酶，37℃孵育，间断搅动。15 分

钟后，加入含血清的培养基中止胰蛋白酶的作用。此时微载体

上附着的细胞已经脱落。再通过 70um 细胞筛网过滤，将微载

体与细胞悬液分离。倒置相差显微镜下血细胞计数器直接数细

胞个数，每样本三个象限。
1.8 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数±标准差 (X±S) 表示，用

SPSS13.0 软件处理数据，两组间均数比较用 t 检验。检验水准

α=0.05，P＜0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 倒置相差显微镜观察人表皮细胞在 RCCS 中生长情况

接种 24 h 后,大部分细胞贴附于微载体表面,培养液中只

有少量散在分布的球形、折光性弱的细胞。微载体在培养液中

均匀分布。随着培养时间增加,微载体表面的细胞数量逐渐增

多，第 5 天时，多数微载体上都密布细胞 （图 1）。当观察到

RCCS 中悬浮微载体被增殖细胞粘结形成逐渐增大的颗粒时，

需加大旋转反应器旋转速度，使微载体能够在培养基内悬浮生

长，不沉积也不与四周碰撞。

图 1 倒置显微镜下观察人表皮细胞接种到微载体上第五天的生长状

态。（标尺为 50 微米）

Fig.1 Under the observation of Inverted microscope, DIL staining of hECs
inoculated on Cytodex microcarrier.（Scale bar =50μm）

2.2 荧光显微镜观测结果

细胞接种后一天，可见微载体表面有细胞贴附，有少量微

载体上未贴附细胞。细胞接种第 5 天，微载体表面细胞数量明

显增加，细胞分布较均匀，细胞形态呈球形，围绕微载体紧密贴

附（图 2）。
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图 2 荧光显微镜下观察 DIL 染色细胞接种到微载体上第五天的生

长状态。（标尺为 100 微米）

Fig.2 Under the observation of fluorescent microscope, DIL staining of
hECs inoculated on Cytodex microcarrier.（Scale bar =100μm）

2.3 扫描电镜观测细胞贴附生长情况

使用扫描电镜观测微载体。第 5 天，微载体表面的细胞呈

半球形或椭圆形，少数呈多角形以及不规则形，一部分微载体

颗粒由于细胞生长较密集，聚合成团块状（图 3）。

图 3 扫描电镜观察,细胞在微载体上生长状况良好，第 5 天可以看到

一些微载体颗粒聚合成团块状

Fig.3 Under the observation of scanning electronic microscope, hECs
present well growth on microcarrier. From five day cells-bead aggregates

gradually formed

2.4 人表皮细胞体外扩增的倍增时间计算的统计结果

表 1 平面培养组细胞数与倍增时间

Table 1 The cell count and doubling time in plane culture group

Group Cell number Group doubling time（day）

1 1.4 x 106 4.039

2 1.6 x 106 3.575

3 1.2 x 106 4.751

4 1.5 x 106 3.785

5 2.1 x 106 2.897

表 2 旋转培养组细胞数与倍增时间

Table 2 The cell count and doubling time in RCCS cultivation group

Group Cell number Group doubling time（day）

1 1.7 x 106 3.798

2 2.1 x 106 2.897

3 2.2 x 106 2.807

4 2.4 x 106 2.651

5 1.9 x 106 3.115

Note : RCCS cultivation and routine cultivation were compared by group doubling time，RCCS cultivation significantly shorted group doubling time

compared with routine cultivation. (*P<0.05)

根据倍增时间计算公式，计算出常规平面培养的人表皮

细胞的倍增时间为 3.809 ± 0.676d，在 RCCS 中培养的倍增时

间为 3.054 ± 0.449d。采用 SPSS 13.0 软件进行两均数间比较，

结果为使用两种培养方式的 hECs 细胞的倍增时间 P＜0.05，

两均数间有显著性差异，RCCS 中培养的细胞群体倍增时间

短。

3 讨论

旋转式生物反应器（RCCS）是由一个水平轴旋转的培养容

器和与其共轴的氧合器组成，当容器以水平轴开始旋转时，充

满其中的培养液作为一个整体也发生旋转，这种方式使内容物

受到极小的剪切力。培养体系中的细胞旋转时所受的离心力、
重力和科氏力抵消，因此细胞能大体维持悬浮状态。培养体系

中的细胞受到极小的机械力的同时可以获得足量的氧、营养物

质[6]。细胞所需的气体通过硅橡胶膜微量而持续的交换，避免了

旋转培养体系中出现大的气泡和涡流。微载体培养环境中，通
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过在培养液中轻柔的转动或者搅拌，细胞在微球表面呈现单层

或者复层生长，在这种并不复杂的悬浮培养体系中，最大可获

得 2×108 个 / 毫升的细胞量[7]。Cytodex 微载体是 GE Healthcare
公司为大量培养各类动物细胞专门开发的微载体，培养的容器

可以从数毫升到数千升，非常适合大规模扩增细胞[8]。这种微载

体的表面对细胞生长过程中的贴附和伸展过程专门优化，微载

体的直径和密度也非常适合悬浮状态大规模培养扩增各类细

胞[9]。构成微载体微球的基质材料生物稳定性很好，提供给细胞

适宜的表面生长环境。透光的微球体也很容易通过显微镜观察

贴附之上的细胞。通过以往的广泛使用可以看出，cytodex 十分

适合作为微载体培养细胞。细胞培养技术对研究动物细胞的结

构、功能和分化过程中的作用非常重要[10]。经过三十余年的发

展，该技术目前已渐趋完善和成熟，不但在皮肤组织工程领域

积极探索[11, 12]，并广泛应用于骨、软骨组织工程[13, 14]，人工肝脏体

外构建[15, 16]，视网膜病变[17]以及多种干细胞[18-21]在微重力环境下

特性的研究。
本实验过程中，充分体现了该培养体系的显著优点：1. 细

胞的培养环境稳定可靠，相比较普通培养，减少了传代、换液等

不利于细胞增殖的步骤。2. 微载体颗粒透明，观察细胞的增殖

及生长贴附状态更加方便。3. 需要扩大培养规模时，只需加入

新的微载体颗粒进入培养体系，不需要消化细胞。4. 获取及转

移细胞更加方便，微载体的表面特性使消化获取细胞更加容

易。因此，使用微载体在 RCCS 体系中培养表皮细胞，获得比

在普通培养方式更快的细胞增殖速度，并有利于规模化获取组

织工程的种子细胞。
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