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!!摘要%天然高分子材料如壳聚糖+丝素蛋白和胶原蛋白等具有异体抗原性弱+生物相容性好+可生物降解且

能促进细胞粘附+生长和增殖等优点*同人工合成高分子材料相比%天然高分子几乎不含有机溶剂和引发剂等

物质%生物安全性高%是细胞培养基质的首选原材料*近年来%随着生物科技的发展%其新功能也不断被发现并

受到学术界的广泛重视*本文综述了天然多糖类和天然蛋白质类高分子材料的理化性质及在细胞培养基质领

域中的应用%对目前所存在的一些问题进行了描述并预测其发展动向*

!!关键词%天然高分子)生物相容性)细胞培养基质

随着生物技术的发展%动物细胞培养已从小规模单层培养到较大规模的转瓶或摇瓶培养%再上升为
生物反应器培养%这历程看似简单%但随着培养规模的增大%许多新的问题也越来越明显*如目前生物医
药领域所用的生产细胞多数是贴壁依赖性动物细胞%扩大培养除了对培养容器+培养基+温度+溶氧和J<
等有精确的要求外%对支持细胞贴壁生长的表面即细胞培养基质原材料的要求也越来越高*细胞培养基
质原材料主要源于天然+合成和半合成高分子材料*合成或半合成高分子材料具有强度高+易加工和可
大规模生产的优点%但其生物相容性和降解性不及天然高分子材料*天然高分子材料生物相容性好%可
降解%但批间差异大%强度低%资源有限)于是大量研究者逐渐把目光聚焦到对天然高分子材料修饰改性
的研究,#-*

近年来%天然高分子材料已成为细胞培养基质!如组织工程支架+微载体和薄膜等"构建的首选原材料*
如何以天然高分子材料为基础制出综合性能优良的细胞培养基质已成为细胞工程领域研究的热点问题*

#!天然多糖类细胞培养基质

;J;!纤维素
纤维素!H0;;@;.10"是自然界中最丰富的天然高分子%属于非动物源性%具有细胞相容性好%生物安全

性高和可再生等优点*目前纤维素及其一些衍生物已被制成组织工程支架和微载体等用于细胞培养*

,..6>7等将纤维素纳米晶须!H0;;@;.107>7.X481\0-1%HBT5"与醋酸甲酸纤维素制成复合支架%结果显
示%少量的 HBT5可增强复合支架的机械稳定性%有潜力被用作模拟人体血管天然细胞外基质,!-*

F.G-8/@0W等根据聚合液性质制出的醋酸纤维素纳米纤维支架无毒副作用%对哺乳动物细胞表现出良好
的亲和性,(-*<@>7/等依据静电纺丝的原理制出了有利于细胞粘附生长的纤维素纳米纤维支架,)-*另
外%F0@I076等将用于液相色谱柱的YDED%纤维素进行改性后制成可用于 <0;>和B>L>;X>等细胞贴
壁培养的微载体,$"*-*

上述事例说明%纤维素在细胞培养基质方面有着广泛的开发前景*但纤维素分子结构规整%结构相
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当复杂%聚合度和结晶度高%存在难以溶解+熔点高等不利于加工生产的缺陷*近年来%其新溶剂体系成
为当前的研究热点,&-*另外%纤维素为刚性材料%表面不带电荷%而细胞表面一般带负电荷%导致细胞难
以贴壁*I>7T0W0;等用YDED基团对纤维素微球进行修饰%使其表面带有一定的电荷%结果发现细胞
能够很好的贴壁生长,+-*S0-->-8等用大孔纤维素微载体培养猪间充质干细胞%最终获得较高的细胞密
度,#"-*尽管目前市场上已有商品化的大孔纤维素微载体!H63.J.-0"%但实际中用经YDED修饰的大孔
纤维素微载体培养细胞时%微载体上仍存在许多空球%这可能与YDED的使用量有关*因其量超过#"
!L/#LP%则对细胞会表现出一定的毒性,##"#!-*因此%利用纤维素及其一些衍生物制作组织工程支架和
微载体有待进一步研究开发和完善*

;J3!甲壳素和壳聚糖
甲壳素!H48387"是自然界中唯一带正电荷的碱性多糖%其含量仅次于纤维素%主要原料源于虾蟹壳*

壳聚糖!H483.1>7"则是甲壳素在特殊条件下脱去部分或全部乙酰基的产物%二者的分子结构见图#所
示*由图#可知%甲壳素和壳聚糖分子链上富含羟基%且后者还含有游离氨基%这些基团化学性质活泼%
可发生酚化+羟+羧基化与交联等反应生成其它结构和性能都不相同的衍生物*并且两者及其一些衍生
物具有良好的生物相容性+可降解性和无抗原性等特性%易与细胞结合和被人体吸收%是一种理想的细
胞基质材料%用途极广,#(-*壳聚糖的衍生物之一羧甲基壳聚糖被证明具有促细胞增殖作用,#)"#&-*董仁
斌等发现人脐带间充质干细胞在壳聚糖支架上生长良好并可分化为类髓核细胞%这在组织工程领域有着
重要的潜在价值,#+-*另外%研究发现壳聚糖的游离氨基易与醛基发生交联反应%!"#(年本实验室以戊二
醛为交联剂%采用乳化%交联法研制了一种质地均匀%圆润光滑且高温高压条件下不会发生破损和溶解的
壳聚糖微载体%细胞培养结果表明其具有很好的细胞相容性%适合多种动物细胞的贴壁生长%且细胞密
度+代谢活性和粘附率较普通的单层培养条件下高%如图!所示*

图#!甲壳素和壳聚糖的分子结构

S8/@-0#!940L.;0:@;>-13-@:3@-0.2:48387>7G:483.1>7

图!!壳聚糖微载体!#"f"

!#"未培养[0-.细胞的壳聚糖微载体)!!"壳聚糖微载体上培养)&4的[0-.细胞

S8/@-0!!H483.1>7L8:-.:>--80-1!#"f"

!#"(H483.1>7L8:-.1J40-01X834.@3:@;38I>30G[0-.:0;;1)!!"(:@;38I>30GI0-.:0;;1.7:483.1>7L8:-.:>--80-1>3)&4

但两者由于多糖链间的氢键相连%导致不溶+不溶等缺陷%尽管在弱酸中可溶解%但溶解度较低%目前
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还未能广泛的应用,!"-*另外%在壳聚糖微载体培养细胞时发现%壳聚糖微载体的原色较深%给观察细胞
生长带来一定的困扰*不同脱乙酰度的壳聚糖所带的正电荷量有差异%若电荷量过多%则也会对细胞产
生毒性*另外%壳聚糖还富含金属离子%它可以通过离子交换+吸附和螯合等多种模式与金属离子结合%

对金属离子具有较强的富集能力,!#-*若将其用着细胞培养基质仍存在细胞重金属中毒的潜在危险%这
些新问题有待进一步考察验证*因此%选择合适脱乙酰度的壳聚糖显得尤为重要*

;JL!海藻酸和琼脂糖
海藻酸 !E;/87>30"属于天然多糖%类似细胞外基质中的糖胺聚糖!NEN1"%广泛分布于褐藻或细菌的

细胞壁中*海藻酸具有特殊的凝胶性质%’位上的羧基与钠离子结合就会形成海藻酸钠盐*海藻酸钠低
热无毒%具有良好的细胞相容性%在J<l’"##时表现出较好稳定性%J< 值小于’时会析出海藻酸%J<
值大于##时又会发生凝胶%在J<l*时粘度最大%跟温度呈负相关%是一种阴离子聚电解质%表面缺乏
细胞或蛋白的受体,!!-*因此%需作特殊的修饰改性后才可用作细胞支架*C8G>-->等在被精氨酸%甘氨
酸%天冬氨酸!FNY"修饰的藻酸盐微球上接种 K5H1后发现 K5H1不仅代谢活性和存活率高%还可诱导
向成骨细胞分化和促进)型胶原的合成,!(-*目前%海藻酸钠多半是和其它天然高分子如壳聚糖+丝素蛋
白和胶原蛋白等制成复合材料用于细胞和酶的固定化+人工器官+细胞培养和天然药物分离纯化等
领域,!)"!’-*

琼脂糖!E/>-.10"是从海藻中分离出来的一种天然多糖%它跟海藻酸一样具有凝胶性质%凝胶时具有
热可逆性%一般情况下较为稳定但不耐高温%其柔韧性和抗拉伸强度良好%是生化研究+免疫扩散等重要
支持物*人们发现其还具有良好的生物相容性%可作为细胞支架材料%但应用较少*近年来%随着生物技
术的飞速发展%将其作为细胞培养基质逐渐得到重视*9->7等在琼脂糖支架上培养牛软骨细胞%结果发
现牛软骨细胞既能很好的增殖分化%又可获得软骨组织一些产物如大量富含蛋白聚糖和*型胶原等,!*-*

53.\.;1等发现琼脂糖凝胶可诱导损伤神经轴的生长和修复%有望被作为一种良好的神经修复材料,!&-*

但是琼脂糖属于惰性载体%不存在带电基团%没有细胞或蛋白受体%对细胞无附着或粘附性*因此%其需
要与其它降解快+可与细胞或蛋白受体发生特殊相互作用+有生物活性的组分!如透明质酸"共混或接枝
共聚改性,!+-%对其进行修饰改性成为目前研究的热点问题*

;J@!透明质酸
透明质酸!<6>;@-.78:E:8G%<E"本质是一种不含硫酸基团酸性天然粘多糖%主要存在于结缔组织

细胞外基质!人体和动物"中%血清中含量最低%在软骨+滑液和脐带中含量较高%具有细胞相容性好+亲水
性和粘弹性高等特性%被称为理想的天然保湿因子*在细胞吸附+增殖和分化过程中发挥着重要的作用%

既能促进新骨组织生长又可逐步被生物降解,("%(#-*K>-387.等研究发现腙%透明质酸能促进骨增殖分
化%是骨形成蛋白!的一种载体工具,(!-*但透明质酸极易溶于水%一直以来其过强的亲水性%易被透明
质酸酶分解%降解速度过快%在体内保留时间短和在水溶液中力学性能较差等缺陷是其未广泛用作细胞
培养基质的重要原因,((%()-*为此%学者们设法对其进行改性%减缓其降解速度和提高其机械性能和抗透
明质酸酶降解能力,($%(’-*近年来%透明质酸在皮肤组织工程和复合材料领域的应用备受学者们的青睐,(*%(&-*

!!天然蛋白类细胞培养基质

3J;!丝素蛋白
蚕丝主要成分为丝胶蛋白!约占!!b"和丝素蛋白!约占*’b"%其余(b左右为次要成分!见表#"*

丝素蛋白!58;\S8?-.87"是蚕茧经过特殊技术!缫丝"处理后再脱胶而得的一种天然的呈纤维状蛋白*蚕
丝经脱胶后获得的是丝素纤维!直径#"%L"%丝素纤维是由数百条丝素细纤维!S8?-8;%直径"_!""_)%L"

集合成束而构成*丝素细纤维本身又是由丝素微纤维!K8:-.28?-8;%直径为"_"#""_"!%L"的集合体*
丝素微纤维则是丝素蛋白分子的集合体%这些分子主要由$$b"’"b表层的无定形区和)"b")$b里
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!! 表;!蚕丝的化学组成’LP(

)85A4;!)B4NB4EDN8AN1EH1CDFD1I1GCDA[

组成分 含量#b

丝素 *""&"

丝胶 !""("

脂质与蜡 "_)""_&

色素 #_!"#_’

碳水化合物 "_!

灰分 "_*

层的结晶区组成%其中结晶区包括18;\=型和18;\==型!种结晶形态,(+-*
丝素蛋白属于非哺乳动物源性%具有良好的细胞相容性和亲水性%其分子链上精氨酸%甘氨酸%天门

冬氨酸三肽序列被赋予细胞粘附座的美誉%它能支持多种细胞的粘附和增殖分化%广泛受到了国内外研
究者的关注*P8等发现接枝于丝素蛋白支架材料上的人骨髓间充质细胞!4CK5H1"能很好地增殖分化%
既不不引起任何炎症副反应又可促进骨再生能力,)"-*P@等研究发现以胶原与丝素为原料制成的复合
纳米多孔材料具有很好的细胞亲和性%可促进细胞的粘附和生长,)#-*Z@等发现血旺细胞在纺丝网上生
长良好%有望被用作神经修复材料,)!-*但以纯丝素蛋白溶液制得的细胞培养基质如丝素膜+多孔支架及
微载体等材料在水中的具有溶失率大%抵抗酶+酸+碱等能力差等缺陷%难以满足细胞扩大培养*为此%丝
素蛋白的交联技术仍是当前的研究热点,)(-*图(为C<e%!#细胞接种于丝素纤维+自制丝素蛋白膜!温
度梯度法制备"和表面包裹一层丝素蛋白的壳聚糖微载体!以戊二醛为交联剂"细胞的贴壁和生长状况*
细胞培养结果发现%C<e%!#细胞!"L87时在丝素纤维上就能较好地贴壁%!)4时就可在丝素蛋白膜和
表面包裹丝素蛋白的壳聚糖微载体上生长致密%且细胞易被酶消化脱落%可正常连续传代%细胞形态正
常*丝素蛋白膜和丝素蛋白#壳聚糖微载体在水中溶失率低%能重复利用%适合于多种动物细胞贴壁培养*

图(!C<e%!#细胞的粘附和生长状况!#"f"

>(C<e%!#细胞!"L87时在丝素纤维上的贴壁情况)?(丝素蛋白膜上培养!)4的C<e%!#细胞)

:(丝素蛋白#壳聚糖微载体上培养!)4的C<e%!#细胞

S8/@-0(!EG4018.7>7G/-.X34:.7G838.7.2C<e%!#:0;;1!#"f"

>(EG4018.7:.7G838.7.2C<e%!#:0;;1.718;\28?0->3!"L87)?(:@;38I>30GC<e%!#:0;;1.718;\L0L?->70>3!)4)

:(:@;38I>30GC<e%!#:0;;1.718;\28?-.87X48:481X->JJ0G>-.@7G:483.1>7L8:-.:>--80-1>3!)4

3J;!胶原和明胶
胶原!H.;;>/07"是动物体内含量最多+分布最广的一类特殊水不溶性纤维蛋白%呈三螺旋结构%是细

胞外基质的骨架的重要组分*其机械强度和弹性能力好%与组织增殖分化+细胞间信息识别+传递和细胞
免疫等密切相关%在细胞的迁移和发育中扮演着重要的角色*明胶!N0;>387"则是胶原经特殊条件处理后
的变性产物*二者分子链上富含活泼的氨基+羟基和羧基%在酸性条件下易与京尼平和戊二醛发生交联
反应%它们的生物相容性好%无免疫原性低且能促进细胞生长和修复创伤%与其它天然高分子材料相比%
它们在细胞培养基质领域的应用较为成熟*如P>@等以京尼平为交联剂制出的明胶微载体能促进细胞

!!
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图)!三种不同细胞在明胶微载体上培养)&4的生长状况!#"f"

E([0-.细胞)C(H<R%e#细胞)H(K>-:%#)$细胞)

S8/@-0)!940/-.X34:.7G838.7.234-00G8220-073.2:0;;1>3)&4.@-1.7340/0;>387L8:-.:>--80-1!#"f"

E([0-.:0;;1)C(H<R%e#:0;;1)H(K>-:%#)$:0;;1

的粘附与生长,))-*91>8等以戊二醛作为交联剂将胶原溶液和硫酸软骨素混合制得的复合微球也能很好
地支持人成骨样细胞的增殖生长,)$-*!"#!年本实验室冯玉萍等成功研制出一种适合于多种贴壁细胞的
大规模悬浮培养的明胶微载体,)’-!见图)"%目前已用于生物反应器微载体悬浮培养C<e%!#细胞生产口
蹄疫疫苗*另外%明胶和胶原微载体培养细胞易被酶解从而可收获高质量的细胞悬浮液*

但是胶原和明胶也存在降解快+机械强度小等缺陷%需加以修饰改性方能满足实际应用,)*-*郑学晶
等用双醛淀粉!YE5"交联改性明胶%研究了改性明胶相关性质的变化%结果发现%适量的YE5可大幅度
提高明胶的拉升强度%降低明胶膜对水的敏感性%交联后%明胶的热降解稳定性也有所提高,)&-*

(!存在的问题

近年来%天然高分子材料作为细胞培养基质的优越性和巨大潜在价值备受学者们的青睐%学者们开
展了大量的研究工作并取得了一定的进展*但天然高分子材料仍存在一些亟待解决的问题%如力学性能
低+机械强度差+难在一定时间内保持外观和结构的完整性以及缺乏细胞或蛋白的粘附因子等,)+%$"-*因
此%需对其作合理的修饰改性方可满足实际应用*而且已商品化大孔纤维素微载体!H63.J.-0"仍面临着
细胞难收获重大问题,$#-*再如用明胶微载体培养细胞去生产单抗和干扰素等生物制品时%均是一次性
使用且其易被"_!$b胰蛋白酶和DY9E溶解%这不但造成了资源的浪费还给收获细胞产品带来一定困
难,$!-%且因其属于哺乳动物源性%用于生产人用疫苗的安全性已遭到质疑*另外%在对天然高分子材料
加工改性时难免会引入有机溶剂和引发剂%如用乳化交联法制备丝素蛋白缓释微球%将会面临着甲醛+戊
二醛等交联剂的除残问题,$(-*总之%以天然高分子材料制备细胞培养基质有其优越性和巨大潜在价值%

如何克服其缺点和弊端%以开发具有很好市场前景的细胞培养基质%有待进一步研究*

)!展望

天然高分子材料细胞培养基质在生物反应器细胞高密度培养+临床治疗或修复损伤组织+替换坏死
或病变器官等领域的应用价值是不言而喻的*但这一领域对天然高分子材料的原料的来源要求甚高%而
且单一高分子材料存在一定的缺陷%难以满足实际应用*我国海洋资源丰富且是养殖和丝绸大国%各种
天然高分子材料来源丰富*但目前用于大规模细胞培养基质主要依赖于国外已商品化的H63.G0V系列
微载体%而国内尚处研制之中%这主要由于国外对微载体的研究起步较早%微载体的制备技术和生产应用
已逐渐完善和成熟,$)"$’-*当前细胞培养用基质如微载体等的缺乏是限制我国从转瓶细胞培养工艺向生
物生物反应器细胞培养转型的瓶颈之一*因此%在国内开发新型细胞培养基质前景广阔且势在必行*如
何挖掘天然高分子材料的潜在价值4 如何吸取人工合成高分子材料的长处%设计出既具有良好生物相容
性%体内降解速率可控%又能促进细胞粘附生长%还可重复利用的细胞培养基质将是今后研究的发展
趋势*
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,!&-!53.\.;15%9@1W671\8K < Ĉ8.L>30-8>;1%!""’%!*!("())(")$#_

,!+-!黄建艳^琼脂糖接枝透明质酸共聚物作为多肽载体的研究^广州(暨南大学博士学位论文%!""+_
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,))-!P>@99%T>7/H%T>7/YE Ĥ.LJ.15:890:47.;%!"#"%*"!#("(#+"+"#+#)_

.$).!第!期 !!!!!!高!!分!!子!!通!!报



#"_#)"!&#‘_:7\8_#""(%(*!’_!"#$_"!_""’

,)$-!91>85T%H407HH%P8.@< K%<1@SO Q̂C8.L0GK>30-F01E%!"#"%+(!#"(##$"#!!_
,)’-!冯玉萍%马忠仁%李明生%田伟%马桂兰%暴艳敏^中国%!"#(#"!##$’’_!"#(a"+a")_
,)*-!李芳霞%孙志丹%李涛%陈晓浪%周先礼%王晓敏%王萃娟%张志斌^化工新型材料%!"#(%$!)#"($"’_
,)&-!郑学晶%李俊伟%刘捷%张振飞%刘小凡%王晶%汤克勇^中国皮革%!"##%)"!!("(!&"(’_
,)+-!P87HO%e8\@:48B%<.;;8130-5Q̂ QC8.L0:4%!"")%(*!$"(’!("’(’_
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