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研究简报

用于肿瘤细胞三维培养的多孔玉米蛋白微载体制备

宋洁梁#王国武#王瑾晔"

!上海交通大学生物医学与工程学院"上海!""!("$

!!摘要%皮下荷瘤模型是常用的体内肿瘤模型(其构建需要高浓度的肿瘤细胞.使用了微载体的三维培养技

术因能够提供更大的表面积(比传统的二维培养更容易富集大量细胞.本研究用多种方法制备了玉米蛋白多

孔微载体(并选择孔结构符合要求的一种微载体用于肿瘤细胞的扩增富集(以提高皮下荷瘤模型的成瘤率.实

验结果表明(细胞在微载体上有良好的贴壁能力(与用相同材料制备的无孔微载体相比(具有更高的细胞密度.

该微载体有望应用于’[肿瘤模型的构建.

!!关键词%玉米蛋白,多孔微载体,肿瘤模型

引言

恶性肿瘤是全球第二大致死病因(!"#)年全球新增#)"$万癌症病例($%&万人死于癌症/#0.目前(
二维细胞培养模型仍是最常用的抗肿瘤药物研发初筛模型(但是该模型缺乏三维组织中细胞之间以及细
胞与基质之间的相互交流,另外(实体瘤内血管形态异常(血液流动不均匀(导致氧-营养物质和代谢产物
等分布不均匀(这些差异使得二维细胞模型结果常与药物在体内的实际效果不一致/#")0.因此(药物的
筛选仍依赖于动物肿瘤模型.其中皮下荷瘤模型具有成瘤时间和生长速度等实验条件相对容易控制-费
用低廉的特点(目前应用最为广泛/$(#"0.该方法需要较高的细胞浓度.如小鼠黑色素瘤细胞!*#&细
胞"植入密度为#b#"&"#b#"1ECa#/##(#!0.如果接种细胞量过低(肿瘤细胞会被免疫系统清除(无法成
瘤.利用微载体富集细胞(然后一起植入皮下(不仅可以达到#")ECa#的高细胞密度/#’0.而且粘附于载
体的细胞易于存活(因此有望提高成瘤率/#(0.微载体的形状-孔隙率和制备微载体所用材料的性能等因
素都会影响细胞在微载体上贴壁-增殖和分化等细胞行为/#%0.对微载体材料本身的要求是细胞粘附性
好(对微载体的结构也有要求(即尽可能大的表面积+要有开放的贯通性多孔结构(其孔径至少比细胞尺
寸大(在满足力学强度的情况下(越大的孔更有利于物质交换以及细胞迁移.(""#""%E孔径的微载体
已被成功制备并用于装载细胞/#&(#10.通常细胞尺寸为#""#""%E(例如小鼠胚胎成纤维细胞!GKN
’2’"形态为成纤维细胞样(当细胞完全铺展开后(其长轴长度为’""%"%E(短轴长度为)"#%%E,*#&
细胞也是成纤维细胞样形态(完全铺展开后长轴长度为!""’"%E(短轴长度为1"#%%E..DI<等

/#&0分
别制备了孔径为#’‘#p1‘’%E和’%‘)p#!‘%%E的微载体(细胞在微载体上贴壁#天后将其切片染色(
在荧光显微镜中观察到大孔结构微载体内部有多细胞.为了确保细胞能长入微载体内部并保保持一定
的机械强度(制备表面孔径为%"%E且内部孔结构相互贯通的微载体是本研究的目的之一.

玉米醇溶蛋白是玉米中的主要贮藏蛋白(其来源广泛(价格低廉(已被证明具有良好的生物相容性和
生物降解性(已被研究用于骨组织修复和神经修复等组织工程领域/#)0.然而(目前仅有C+等/#$0报道过
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玉米蛋白微球作为微载体用于细胞培养(其结果表明(玉米蛋白微载体具有不劣于商业化产品MB@;?4L#
的细胞增殖能力.根据.3+87<7E+等建立的模型(微载体表面剪切应力与微载体的粒径和结构有关(大
的粒径和多孔结构都能减小剪切应力(从而增加细胞存活率/!"0.为了得到粒径分布在(%""%%"%E(表
面孔径为%"%E左右(且内部有贯通孔的微载体(本文采用不同方法制备了玉米蛋白微载体(研究了*#&
细胞在微载体上的贴壁和增殖能力(并与用C+的方法制备的无孔玉米蛋白微载体进行了对比.

#!材料与方法

=?=!材料
玉米醇溶蛋白+吴江市八坼药用辅料厂!江苏(中国"(符合%中华人民共和国药典&!"#%版规定的质

量指标,氯化钠+/5(国药集团化学试剂有限公司!上海(中国",5:VK#&("培养基干粉+H+Y9;!美国",青
霉素H钠盐-硫酸链霉素+梯希爱!上海"化成工业发展有限公司!上海(中国",胰酶+吉泰科技有限公司
!上海(中国",小牛血清+上海远慕生物科技有限公司!上海(中国",小鼠黑色素瘤!*#&"细胞株+中国科
学院典型培养物保藏委员会细胞库!上海(中国",二乙酸荧光素!\[/"(上海翊圣生物科技有限公司!上
海(中国",碘化丙啶!:K"(上海翊圣生物科技有限公司!上海(中国",其它试剂购买自国药集团化学试剂
有限公司!上海(中国".

=?;!多孔微载体的制备

#‘!‘#!球形微载体!用不同浓度无机盐或有机酸溶液配制$"e酒精溶液(再使用该溶液配制#"EC
(""<$C玉米蛋白溶液(加到液体石蜡中用搅拌器!Kd/(-.2!"[(德国"搅拌.用无水乙醚洗涤后(过滤
微载体(最后用蒸馏水清洗微载体并用筛网过滤(收集微载体(冷冻干燥后(放于干燥皿保存备用.

#‘!‘!!多孔颗粒微载体!参考]D的方法/!#0制备玉米蛋白三维多孔支架(用多功能粉碎机!上海冰都电
器有限公司(]0#""/!(中国"将支架粉碎后(筛选(%""%%"%E粒径的颗粒作为多孔颗粒微载体.

=?@!灭菌方法对多孔微载体表面形貌的影响
为了评估不同灭菌方式对细胞贴壁能力的影响(分别对#‘!‘!制备的多孔微载体在灭菌锅!2-VU

d-HU-M-_C2[_(N,A0%"(日本"内进行湿热灭菌处理(或在电热鼓风干燥箱!上海一恒科学仪器有限
公司([NH0$"1"/(中国"内#&"c干热灭菌’3.

=?A!多孔微载体的表征
用倒置荧光显微镜!-CUV:T(KO1#(日本"进行粒径统计分析.使用组织切片刀将微载体剖开(在倒置

荧光显微镜下观察微载体内部孔的分布.将微载体固定于导电胶上(用真空镀膜仪!CAKM/(.M["%"(德
国"喷金#!"6(在扫描电子显微镜!.AV(NK2/MNK(.0’(""(日本"下观察微载体的表面和剖面形貌.

=?U!微载体上的细胞贴壁率

*#&细胞培养于’1c(%e M-! 浓度的二氧化碳培养箱!GT/K5A公司(GT0(1%"A(美国"中(在

5:VK#&("培养基中添加"‘")<$C青霉素-"‘")<$C链霉素和#"e新生牛血清.当细胞融合度达到

)"e左右时(使用"‘!%e胰酶进行消化传代.
对照组为无孔微球(尺寸为#’!p#%%E(参考C+的方法制备

/#$0.为了便于区分(以下用C+的方法制
备的微载体被称为微球.实验组分别为未处理的多孔颗粒微载体-湿热灭菌多孔颗粒微载体-干热灭菌
多孔颗粒微载体.

玉米蛋白颗粒微载体和微球用量为#"E<$EC(每孔加"‘!EC细胞悬液(细胞悬液浓度为%b#"%细
胞$EC.在培养箱中培养(3后(收集细胞悬液(在计数板上计数(细胞数为G悬,然后将微球吸走(每孔加

"‘!EC"‘!%e的胰酶溶液消化&E+I(将细胞从孔板中吹下(收集计数(细胞数为G板(细胞贴壁率按以下
公式计算+

贴壁率!e"K#L
C悬 MC板

#N#"%
N#""e
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=?V!微载体上的细胞增殖
细胞种板步骤同#‘%(培养第(天时(将微载体转移到新的$&孔板中继续培养(每天更换培养液.
每天从各组中取微球或颗粒微载体!Ig("(转移至另一块干净的$&孔板中(将未贴在微球和颗粒微

载体上的细胞洗掉(然后每孔加"‘!EC用培养基稀释#"倍的99̂ )试剂(放于培养箱中孵育(3后(取

"‘#EC用酶标仪检测吸光度(检测波长为(%"IE.

=?W!细胞存活率分析
使用二甲基亚砜配制%E<$EC\[/母液(去离子水配制#E<$EC:K母液(a!"c保存备用.染色

前(将上述\[/母液和:K母液按#q%!RqR"的比例混合后(使用:*.稀释#"""倍(配制成\[/$:K染
色液.

将微载体从$&孔板转移至无细胞的板中(使用"‘!EC\[/$:K染色液染色%E+I(用:*.润洗’
遍(荧光显微镜下观察.

!!结果与讨论

;?=!微载体的表征
氯化钠致孔微载体如图#所示(粒径分布均匀(尺寸为()&p’"%E.在荧光显微镜下可以观察到微

载体剖面有阴影部分分布!见图#*"(.AV 照片显示(微载体表面存在小孔结构(其孔径范围为!""
’"%E(微载体内部的孔多为小孔(孔径小于等于!%%E(而大孔数量很少且分布不均匀(其孔径为%""
1"%E之间(且不是贯通孔!见图#[".有关微载体的成孔机制还有待进一步研究.

图#!氯化钠致孔微载体照片
!/"微载体光镜照片,!*"微载体荧光照片,!M"微载体粒径统计,!["微载体.AV照片

\+<D84#!:3;@;6;=6;?+DE93>;8+?40+I?D94?E+98;9788+486
!/"V+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486,!*"=>D;84694I94E+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486,

!M"P78@+9>46+Z46@7@+6@+96;=E+98;9788+486,![".AVP3;@;6;=E+98;9788+486
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图!为磷酸盐致孔微载体(粒径分布均匀(尺寸为(1)p’)%E(其剖面阴影部分尺寸为#""1"%E.
在扫描电镜下观察用该条件制备的微载体(表面均匀分布小孔(孔径)"("%E(有%%E的小孔向内贯通.
微载体内部有更密集的孔(尺寸比表面的孔小(为!"#"%E之间.

图!!:*.致孔微载体照片
!/"微载体光镜照片,!*"微载体荧光照片,!M"微载体粒径统计,!["微载体.AV照片

\+<D84!!:3;@;6;=:*.0+I?D94?E+98;9788+486
!/"V+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486,!*"=>D;84694I94E+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486,

!M"P78@+9>46+Z46@7@+6@+96;=E+98;9788+486,![".AVP3;@;6;=E+98;9788+486

为了制备出更大的孔(又选择了在乙醇中溶解度高的柠檬酸作为致孔剂.柠檬酸致孔微载体如图’
所示(粒径分布均匀(尺寸为()’p!&%E..AV 照片显示(微载体内部有大孔且分布较均匀(孔径’""
&"%E(孔与孔之间有几微米到几十微米的贯通结构!见图’[".微载体表面光滑无孔.

图(显示用碳酸氢铵致孔法制备的微载体具有多孔结构(孔与孔之间相互贯通(孔的尺寸分布在%"
"!""%E之间..AV观察到的剖面与荧光照片一致(证明微载体内部多孔结构的存在(但未能观察到微
载体表面的孔结构!见图(M".

根据]D等/!#0报道的方法先制备支架(该支架内部有%"%E左右的孔(并具有贯通的孔结构.利用
粉碎机将该支架粉碎(筛选合适尺寸颗粒作为微载体用于后续实验.玉米蛋白多孔颗粒微载体的荧光照
片如图%所示(呈不规则颗粒状(表面显示不光滑的多孔结构(在大孔内还观察到#"%E左右的小孔(且
相互贯通.

对比以上五种微载体(用氯化钠和磷酸盐作为致孔剂得到的微载体孔径太小(孔分布不均匀(不能满
足作为细胞载体的要求,而用柠檬酸和碳酸氢铵作为致孔剂得到的微载体内部有孔但部分孔径太大(而
且微载体表面无孔(细胞无法长到载体内部的孔中(内部的多孔结构未能提供给细胞更大的表面积,不规
则形状的多孔颗粒微载体表面多孔(孔径大于%"%E(且内部有小孔呈贯通结构(符合最初设计要求(因此
后续细胞实验仅使用该多孔微载体作为实验材料.

;?;!不同灭菌方法对多孔微载体表面形貌的影响
在对玉米蛋白微载体湿热灭菌时(要经过高温高压处理.湿热灭菌时的水作为一种塑化剂(有可能

导致玉米蛋白塑化/!!0(进而影响到微载体表面形貌和细胞的贴壁能力.因此(本文还评估了不同灭菌方
法对玉米蛋白微载体的表面形貌以及细胞贴壁能力的影响.未处理的微载体的扫描电镜照片如图&/

1$’1!第$期 !!!!!!高!!分!!子!!通!!报
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图’!柠檬酸0:*.致孔微载体照片
!/"微载体光镜照片,!*"微载体荧光照片,!M"微载体粒径统计,!["微载体.AV照片

\+<D84’!:3;@;6;=9+@8+979+?0:*.0+I?D94?E+98;6P34846
!/"V+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486,!*"=>D;84694I94E+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486,

!M"P78@+9>46+Z46@7@+6@+96;=E+98;9788+486,![".AVP3;@;6;=E+98;9788+486

图(!GN(1NM-’ 致孔微载体照片

!/"微载体表面荧光照片,!*"微载体剖面荧光照片,!M"微载体表面.AV照片,!["微载体剖面.AV照片

\+<D84(!:3;@;<87P3;=@34E+98;9788+486;=7EE;I+DEY+978Y;I7@4
!/"\>D;84694I94E+98;69;P4P3;@;6;=@346D8=794;=E+98;9788+486,!*"=>D;84694I94E+98;69;P4P3;@;6;=@34

98;66649@+;I;=E+98;9788+486,!M".AVP3;@;6;=@346D8=794;=E+98;9788+486,![".AVP3;@;6;=@3498;66

649@+;I;=E+98;9788+486

所示(相比未处理组(干热灭菌和湿热灭菌后的微载体表面与未处理组相比并无显著差异!见图&".
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图%!多孔颗粒微载体照片
!/"微载体光镜照片,!*"微载体荧光照片

\+<D84%!:;8;D6P78@+9>4E+98;9788+48P3;@;
!/"V+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486,!*"=>D;84694I94E+98;69;P4P3;@;6;=E+98;9788+486

图&!不同灭菌方式处理的玉米蛋白颗粒微载体
!/"未处理,!*"干热灭菌,!M"湿热灭菌

\+<D84&!Q4+IE+98;9788+486@847@4?YB?+==484I@6@48+>+Z7@+;IE4@3;?6
!/"TI@847@4?E+98;9788+486,!*"E+98;9788+486@847@4?YB3;@7+86@48+>+Z7@+;I,

!M"E+98;9788+486@847@4?YB7D@;9>7R4?6@48+>+Z7@+;I

;?@!微载体上的细胞贴壁率
细胞在微载体上的贴壁结果如图1所示(其中未处理组的贴壁率最低(仅有()‘#1p!‘"!e!Ig("(

干热灭菌组和微球组的贴壁率较高(分别为&#‘#1p#"‘1)e和&#‘#1p1‘!$e(而湿热灭菌组的贴壁率
在两者之间(为%!‘)p#‘#&e(仅未处理组与湿热灭菌组之间存在显著性差异.由于未经过灭菌处理的
微载体观察到微生物污染(所以导致其贴壁率比湿热灭菌组低.

;?A!微载体上的细胞增殖
细胞贴壁’天后(细胞密度达到最高值!见图)"(同时微载体上的部分细胞迁移至孔板中(该部分细

胞同样也在增殖.由于培养基中的营养物质已无法维持细胞增殖(因此在第(天时(将微球和颗粒再次
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图1!细胞在不同灭菌处理后的微载体和微球上的贴壁率("表示P%"‘"%!Ig("

\+<D841!2347@@793E4I@;=94>>6;IE+98;9788+486P84P784?YB?+==484I@6@48+>+Z7@+;I@847@E4I@6

7I?E+98;6P3484(" E47I6P%"‘"%!Ig("

转移到新的孔板中(细胞在微球上又重新开始增殖(到第&和第1天时细胞密度再次达到最高值.经显
著性分析发现(第’天时(干热灭菌多孔颗粒微载体上的细胞密度是无孔微载体的#‘1倍(而不同灭菌方
法对*#&细胞在微载体上的增殖并没有显著影响/#$0.

图)!细胞增殖曲线

"表示干热灭菌组与湿热灭菌组之间P%"‘"%,""表示湿热灭菌组与微球组之间P%"‘"%,

"""表示干热灭菌与微球组之间P%"‘"%!Ig("

\+<D84)!M4>>P8;>+=487@+;I9D8R4

" E47I6P%"‘"%9;EP784?X+@33;@7+86@48+>+Z7@+;I<8;DP7I?7D@;9>7R4?6@48+>+Z7@+;I<8;DP(

"" E47I6P%"‘"%9;EP784?X+@37D@;9>7R4?6@48+>+Z7@+;I<8;DP7I?E+98;6P3484<8;DP(

""" E47I6P%"‘"%9;EP784?X+@33;@7+86@48+>+Z7@+;I<8;DP7I?E+98;6P3484<8;DP!Ig("

;?U!细胞存活率分析
从图$中可以观察到(微载体上大部分细胞都是活细胞(而且随着细胞培养时间增加(细胞密度也开

始增加(这与用99̂)法得到的细胞增殖结果一致.
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图$!干热灭菌组细胞存活率分析(绿色为活细胞(红色为死细胞(/-"天,*-’天,M-&天,

湿热灭菌组细胞存活率分析([-"天,A-’天,\-&天,微球组细胞存活率分析(H-"天,N-’天,K-&天

\+<D84$!N;@7+86@48+>+Z7@+;I<8;DP?47?7I?>+R494>>6@7+I+I<(/("?7B6,*(’?7B,M(&?7B,

7D@;9>7R4?6@48+>+Z7@+;I<8;DP?47?7I?>+R494>>6@7+I+I<([("?7B,A(’?7B,\(&?7B,E+98;6P3484<8;DP(

?47?94>>6(H("?7B,N(’?7B,K(&?7B

’!结论

本文使用多种方法制备了玉米蛋白微载体(通过表面和剖面的荧光显微镜观察以及.AV 表征确定
了多孔微载体的制备条件.细胞的增殖实验结果证明(不同的灭菌方法不会显著影响细胞的贴壁率和增
殖能力(本研究制备的玉米蛋白多孔微载体比用C+等的方法制备的玉米蛋白无孔微球具有更优的细胞
增殖能力(细胞密度是其#‘1倍.
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