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研究论文 皮肤成纤维细胞制备微构组织的

聚团过程及数值模拟

梅　洋，汤　强，周　燕，谭文松

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海２００２３７）

摘要：微构组织的聚团尺寸影响其内部的细胞活性及体外构建大型工程化组织。采用转瓶系统，考察了皮肤成

纤维细胞 （ｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＨＦ）接种密度、微载体浓度和添加抗坏血酸磷酸酯盐 （Ｌａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ２

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，简称Ｖｃ）对微构组织形成及聚团尺寸的影响，并建立了微构组织聚团的数学模型。结果表明，微构

组织的聚团过程可分为迟滞期、突跃期和稳定期，随着细胞接种密度、微载体浓度提高以及Ｖｃ的添加，微构组

织的平均聚团尺寸增大，建立的数学模型能够模拟不同操作条件下微构组织形成的过程和聚团尺寸，模拟结果

与实测值基本相符，为进一步调控微构组织聚团和大型工程化组织制备奠定基础。

关键词：组织工程；微构组织；聚团；数学模型

中图分类号：Ｑ８１　　　　　　文献标识码：Ａ 文章编号：０４３８－１１５７ （２００９）０３－０７０２－０８

犃犵犵狉犲犵犪狋犻狅狀狆狉狅犮犲狊狊犪狀犱狀狌犿犲狉犻犮犪犾狊犻犿狌犾犪狋犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅犳犪犫狉犻犮犪狋犲犱

狋犻狊狊狌犲狊犫狔狌狊犻狀犵犺狌犿犪狀犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋

犕犈犐犢犪狀犵，犜犃犖犌犙犻犪狀犵，犣犎犗犝犢犪狀，犜犃犖犠犲狀狊狅狀犵
（犛狋犪狋犲犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犅犻狅狉犲犪犮狋狅狉犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犈犪狊狋犆犺犻狀犪犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲

犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犛犺犪狀犵犺犪犻２００２３７，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎｏｆｌａｒｇｅｓｃａｌｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｔｉｓｓｕｅ犻狀狏犻狋狉狅ａｒｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙ

ｔｈｅａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄｔｉｓｓｕｅ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｅｅｄｉｎｇｄｅｎｓｉｔｙ，ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄＬａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ２ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （Ｖｃ）ｏｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｓｉｚｅｏｆｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄｔｉｓｓｕｅ

ａｇｇｒｅｇａｔｅｓｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｉｎｓｐｉｎｎｅｒｆｌａｓｋ．Ａ ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌｍｏｄｅｌｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｔｏｓｉｍｕｌａｔｅｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｏｐｅｒａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄａｇｇｒｅｇａｔｅｓｉｚｅ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆ

ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｈａｄｔｈｒｅｅｐｈａｓｅｓ：ｌａｇｐｈａｓｅ，ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｈａｓｅａｎｄｓｔａｔｉｃｐｈａｓｅ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅａｇｇｒｅｇａｔｅｓｉｚｅｏｆ

ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄｔｉｓｓｕｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｃｅｌｌｓｅｅｄｉｎｇｄｅｎｓｉｔｙ，ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｃ．Ｇｏｏｄ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄａｔａ ａｎｄ ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ

ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｉｓｍｏｄｅｌｃａｎｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆａｇｇｒｅｇａｔｅｓｉｚｅａｎｄ

ｌａｒｇｅｒｓｃａｌｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｔｉｓｓｕｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ；ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄｔｉｓｓｕｅ；ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ；ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌｍｏｄｅｌ

　　２００８－０７－１６收到初稿，２００８－１１－２４收到修改稿。

联系人：周燕。第一作者：梅洋 （１９８３—），女，硕士。

基金项目：国家自然科学基金项目 （２０５７６０３６，２０７７６０４４）。

　

引　言

传统的组织构建方法通常是把细胞接种到三维

支架材料上，通过体外培养，形成与天然组织相似
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ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（２０５７６０３６，２０７７６０４４）．

　

的工程化组织。但是，在构建过程中，当支架材料

厚度或材料中细胞密度增加时，营养物或代谢副产



物在材料中的传递受到限制，从而抑制细胞生长，

造成构建组织的中心出现空化区或坏死区，难以满

足临床需求［１］。在前期的研究工作中提出了 “微

构重塑技术”，即将细胞接种到直径为几百微米的

支架 （如微载体）上，通过调控体外培养条件，形

成与天然组织相似的微构组织；再利用微构组织自

发聚团能力，装配成大型功能化组织［２］。该技术为

体外构建大型工程化组织提供了新的方法。研究发

现，在微构组织大量制备过程中微构组织会自发聚

团［３］。随着聚团尺寸的增加，营养物质和氧的传递

受到限制［４］，因此需要对影响微构组织聚团尺寸的

因素进行研究以调控聚团尺度。

近几十年来，国内外对仅由细胞构成的微组织

的聚团以及细胞微载体培养体系中的聚团开展了

广泛的研究。Ｍｏｙｅｒ等
［５］研究发现对于视网膜、肝

脏和心脏微组织的聚团需保持细胞间一定的接触时

间。细胞间的聚团与细胞表面的整合素、钙粘连素

及胞外基质中的 ＲＧＤ序列等特异性结合位点有

关［６７］。在细胞微载体培养体系中，细胞接种密

度、微载体浓度、搅拌速度及ｐＨ值等影响细胞与

微载体贴附及细胞间的聚团［８］。Ｆｏｋ等
［９］发现胚胎

干细胞表面分子Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ有利于细胞玻璃微载

体 复 合 物 的 聚 团 形 成。Ｇｏｏｄｗｉｎ 等［１０］ 利 用

Ｃｙｔｏｄｅｘ３微载体在旋转式生物反应器中培养

ＣＨＫ２１细胞，结果表明，低剪切水平更有利于

ＣＨＫ２１微载体的聚团。

对于细胞或颗粒聚团模型的研究主要集中在流

体力学对聚团动力学过程和聚团尺度的影响。

Ｍｅｌｉｓ等
［１１］建立的模型模拟了对流和扩散对直径小

于Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ尺度的粒子的聚团速率常数的影

响，结果表明，聚团速率常数随Ｐｅｃｌｅｔ数的增大

而增大。Ｍｕｈｉｔｃｈ等
［１２］在其研究工作中提及了旋

转壁生物反应器中牛角膜内皮细胞Ｃｙｔｏｄｅｘ３微载

体聚团模型，对聚团的动力学过程和聚团尺度进行

了估算，研究发现：单个球与聚团物之间的聚团速

率常数最大，但是所建立的模型只能反映在特定的

培养条件下细胞微载体的聚团情况。Ｂｕｅｎｏ等
［１３］

建立的波浪壁反应器中软骨细胞聚团动力学模型表

明，由于提高了聚团动力学速度常数，加速了软骨

细胞的聚团。Ｓｅｒｒａ等
［１４］基于粒数平衡方程建立了

粒子聚团和聚团解离模型，研究发现，随着剪切力

和粒子体积浓度增大，有效解离系数犅′ｅｆｆ增大，破

坏了聚团和聚团解离的平衡，使聚团解离占主导。

本文以皮肤成纤维细胞和转瓶培养系统为例，

考察细胞接种密度、微载体浓度和抗坏血酸磷酸酯

盐对微构组织聚团过程和聚团尺寸的影响，通过分

析微构组织的聚团过程，借鉴 Ｍｕｈｉｔｃｈ和Ｓｅｒｒａ提

出的聚团模型［１２，１４］，建立模拟不同操作参数条件

下微构组织聚团过程和聚团尺寸的数学模型，以期

认识微构组织聚团过程的特点和规律，实现在大规

模制备微构组织过程中对微构组织聚团尺度的预测

和调控，满足大尺寸组织构建及将来组织工程产品

临床应用的需要。

１　材料与方法

１１　实验材料

微 载 体 Ｃｙｔｏｐｏｒｅ 购 自 于 Ａｍｅｒｓｈａｍ

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，１００ｍｌ和５００ｍｌ转瓶为实验室自制。

１２　皮肤成纤维细胞的分离和培养

将去除皮下组织的包皮剪成１ｃｍ×１ｃｍ 的皮

片后，用含青霉素 （１０００Ｕ·ｍｌ－１）和链霉素

（１０００ Ｕ·ｍｌ－１）的磷酸盐缓冲液 （ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲洗３次，加入２．５ｇ·

Ｌ－１中性蛋白酶４℃消化１８～２４ｈ，分离表皮和真

皮。取真皮部分，加入５．０ｇ·Ｌ
－１
Ⅰ型胶原酶，

于３７℃消化３～４ｈ，收集过滤后的细胞悬液，

１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后，加入含１０％新生牛

血清 （ｎｅｗｂｏｒｎｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＮＢＳ）的ＤＭＥＭ，

置于常规的 ＣＯ２ 培养箱中培养，待细胞生长至

８０％～９０％融合状态时，胰酶消化，按１∶３或

１∶４比例进行传代培养。实验采用６～１２代的

细胞。

１３　微构组织制备

采用微载体和转瓶培养系统进行微构组织制

备。将４００ｍｇＣｙｔｏｐｏｒｅ微载体在ＰＢＳ中水化、膨

胀，漂洗后转至经硅化后的５００ｍｌ转瓶，１２１℃灭

菌，弃ＰＢＳ，加一定量的ＤＭＥＭ 培养基于３７℃、

５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中预孵育过夜。弃孵育

液，加入２００ｍｌ含 ＨＦ的１０％ＮＢＳ的ＤＭＥＭ 培

养液，细胞接种密度为２．０×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，于

培养箱内间歇搅拌 （开３ｍｉｎ，停３０ｍｉｎ，转速２５

ｒ·ｍｉｎ－１），贴附８ｈ后取样，并将转瓶搅拌方式

改成连续搅拌 （５０ｒ·ｍｉｎ－１）。接种后０～４ｄ不换

液，从第４ｄ起每２ｄ换液一次。每２ｄ取样计细

胞数，每４ｄ取样进行微构组织聚团分析和羟脯氨

酸的测定。
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１４　犆狔狋狅狆狅狉犲浓度对微构组织聚团的影响

将一定浓度 ＨＦ分别加入含０．５０、２．０、４．０

ｍｇ·ｍｌ
－１Ｃｙｔｏｐｏｒｅ微载体的３个１００ｍｌ转瓶中，

使每毫克微载体上的细胞量达７．７×１０４ｃｅｌｌｓ。培养

体积为５０ｍｌ，培养方式同１．３节，每２ｄ取样进

行微构组织聚团分析。实验重复３次，取平均值。

１５　细胞密度对微构组织聚团的影响

将一 定 浓 度 ＨＦ 加 入 含 ２．０ ｍｇ· ｍｌ
－１

Ｃｙｔｏｐｏｒｅ微载体的３个１００ｍｌ转瓶中，使细胞接

种密度分别为１．０×１０５、２．０×１０５、４．０×１０５

ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１。培养体积为５０ｍｌ，培养方式同１．３

节，每２ｄ取样进行微构组织聚团分析。实验重复

３次，取平均值。

１６　抗坏血酸磷酸酯盐对微构组织聚团的影响

在培养基中添加Ｖｃ，使终浓度达５０．０μｍｏｌ·

Ｌ－１，对照组未添加Ｖｃ。Ｃｙｔｏｐｏｒｅ浓度均为２．０ｍｇ·

ｍｌ－１，接种细胞密度均为２．０×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１。培

养体积为５０ｍｌ，培养方式同１．３节，每２ｄ取样进

行微构组织聚团分析。实验重复３次，取平均值。

１７　验证实验

１．７．１　１００ｍｌ转瓶验证实验　将一定浓度 ＨＦ加

入含１００ｍｇＣｙｔｏｐｏｒｅ微载体的１００ｍｌ转瓶中，

培养体积５０ｍｌ，细胞接种密度为３．０×１０５ｃｅｌｌｓ·

ｍｌ－１，培养方式同１．３节。每２ｄ取样进行微构组

织聚团分析。实验重复３次，取平均值。

１．７．２　５００ｍｌ转瓶验证实验　将一定浓度 ＨＦ加

入含４００ｍｇＣｙｔｏｐｏｒｅ微载体的５００ｍｌ转瓶中，

培养体积 ２００ ｍｌ，细胞接种密度为 ２．０×１０５

ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－ｌ。培养方式同１．３节。每４ｄ取样进行

微构组织聚团分析。实验重复３次，取平均值。

１８　分析检测方法

１．８．１　细胞计数　１．０ｍｌ样品经ＰＢＳ漂洗后，加

入含０．１０ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸的０．１０％结晶紫染色液

至终体积１．０ｍｌ，３７℃孵育５ｈ，血球计数板计细

胞核数量。

１．８．２　等渗结晶紫染色　０．５０ｍｌ样品经ＰＢＳ漂

洗后，加入含０．１０％结晶紫的等渗染色液至终体

积１．０ｍｌ，３７℃孵育２～３ｈ，将样品均匀平铺到

培养皿上，在普通光学显微镜下观察微构组织聚团

情况。

１．８．３　微构组织聚团分析　在显微镜下随机选取

１２～１５个视野，分别计数每一视野下单个微载体

数、小聚团物 （２～５ｂｅａｄｓ·ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１）、中聚

团物 （６～１５ｂｅａｄｓ·ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１）及大聚团物

（≥１６ｂｅａｄｓ·ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１），计算各类聚团物所占

的百分比；假定各类聚团物的平均聚团大小分别为

１．０、３．５、１０．５、３０ｂｅａｄｓ·ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１，微构组

织平均聚团尺寸近似等同于各类聚团物平均聚团大

小的加权平均。

１．８．４　羟脯氨酸检测　微构组织中 ＨＦ分泌沉积

的胶原以羟脯氨酸量表征。羟脯氨酸则通过碱水解

法测试试剂盒 （南京建成生物工程公司）测定。

１９　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析，所测数据用

犡±ＳＤ表示。采用单因素方差分析法分析各组间

的显著性差异。

２　结果与讨论

２１　微构组织的制备和聚团

在微构组织制备过程中，随着培养时间的延

长，微构组织的聚团尺寸不断增加 （图１）。培养

前４ｄ ［图１ （ａ）］聚团较少，以单个球为主；４～

８ｄ时单个球之间的结合开始形成 ［图１ （ｂ）］；培

养至１２ｄ，聚团物的尺寸明显增大 ［图１ （ｃ）］；

此后，由于细胞桥接和胞外基质沉积，聚团物尺寸

不断增加并趋于稳定，聚团物中球与球之间的界限

逐渐模糊 ［图１ （ｄ）～ （ｆ）］。

由图２可见，微构组织制备过程中聚团分为３

个阶段：第一阶段为迟滞期 （第０～８ｄ），以单个

球和小聚团物为主，平均聚团尺寸在２ｂｅａｄｓ·

ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１左右，说明小聚团物的形成以单个球

之间的结合为主；第二阶段为突跃期 （第８～１６

ｄ），单个球所占的百分比持续下降，大聚团物迅

速形成，平均聚团尺寸呈指数上升，聚团形成方式

以单个球与聚团物及聚团物之间的结合为主；第三

阶段为稳定期 （第１６～２４ｄ），各类聚团物所占的

百分比基本不变。此外，随着细胞密度和胶原分泌

量增加，微构组织平均聚团尺寸增加，因此，微构

组织聚团与细胞生长和胶原分泌沉积密切相关。

２２　操作条件对微构组织聚团的影响

培养过程中细胞接种密度越大，微构组织进入

聚团突跃期和稳定期的时间越早，平均聚团尺寸越

大 ［图３ （ａ）］。当接种密度为１．０×１０５、２．０×

１０５、４．０×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１时，微构组织进入突跃

期的时间分别为第９、７和５ｄ；进入稳定期的时间

分别为第２１、１９和１７ｄ；最大平均聚团尺寸分别
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（ａ）４ｄ （ｂ）８ｄ

（ｃ）１２ｄ （ｄ）１６ｄ

（ｅ）２０ｄ （ｆ）２４ｄ

图１　微构组织聚团的等渗结晶紫染色 （×１００）

Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｒｏｔｉｓｓｕｅｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ（×１００）

为 （１１．６６±０．２４）、 （１２．７２±０．１７）、 （１４．６１±

０．１０）ｂｅａｄｓ·ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１，各组间均有显著性差

异 （犘＜０．０５）。

随着微载体浓度的提高，微构组织平均聚团尺

寸增大 ［图３ （ｂ）］。当微载体浓度分别为０．５０、

２．０、４．０ｍｇ·ｍｌ
－１时，最大平均聚团尺寸分别为

（８．５９±０．５１）、 （１２．５５±０．２８）、 （１６．８７±１．２７）

ｂｅａｄｓ·ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１，各组间均有显著性差异 （犘

＜０．０５）。虽然进入聚团突跃期的时间均为第９ｄ，

但是随着微载体浓度提高，微构组织进入聚团稳定

期的时间延后，当微载体浓度为４．０ｍｇ·ｍｌ
－１时

为第２１ｄ，微载体浓度为２．０ｍｇ·ｍｌ
－１时为第

１９ｄ。

加入促胶原合成的Ｖｃ后，微构组织进入聚团

突跃期和稳定期的时间提前，平均聚团尺寸增大，

最大平均聚团尺寸为 （１７．３０±０．０３）ｂｅａｄｓ·
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图２　微构组织聚团、细胞生长和胶原沉积

Ｆｉｇ．２　Ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｔｉｓｓｕｅｓ，ＨＦｃｅｌｌ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎ

　

ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１，而对照组为 （１３．３５±０．２７）ｂｅａｄｓ·

ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１ ［图 ３ （ｃ）］，两 者 有 显 著 性 差 异

（犘＜０．０５）。

２３　微构组织聚团的数学模型

２．３．１　数学模型推导与求解　在微构组织制备过

程中，将微构组织分成单个球和聚团物，微构组织

平均聚团尺寸可表示为

犛＝
犖０

犖１＋犖Ａ
＝ （狀１＋狀Ａ）－

１ （１）

式中 　犛 为微构组织平均聚团尺寸，ｂｅａｄｓ·

ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１；犖１ 表示单个球的数量，犖Ａ表示聚团

物的数量，犖０ 表示所有微载体的数量。其中

狀１ ＝犖１／犖０ （２）

狀Ａ ＝犖Ａ／犖０ （３）

假设培养体系中狀１ 的变化是由于单个球之间

及单个球与聚团物之间的动态结合而造成的，狀Ａ

的变化是因单个球之间及聚团物之间的结合而导致

的，则狀１ 和狀Ａ的变化分别用式 （４）和式 （５）

表示

ｄ狀１
ｄ狋
＝－２η１犽１１狀

２
１－η２犽１Ａ狀１狀Ａ （４）

ｄ狀Ａ
ｄ狋
＝η１犽１１狀

２
１－η３犽ＡＡ狀

２
Ａ

（５）

式中　犽１１、犽１Ａ、犽ＡＡ分别表示单个球聚集、单个球

（ａ）ｃｅｌｌｓｅｅｄｉｎｇｄｅｎｓｉｔｙ
　

（ｂ）ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　

（ｃ）ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ２Ｐ

图３　操作参数对微构组织聚团的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｎ

ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｔｉｓｓｕｅｓ
　

与聚团物聚集、聚团物间聚集的动力学常数，ｄ－１；

η１、η２、η３ 分别表示单个球聚集、单个球与聚团物

聚集、聚团物间聚集发生的概率。

由图２可知，微构组织聚团过程分为３个阶

段。在 迟 滞 期 （０ ～狋１），犛 在 ２ ｂｅａｄｓ·
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ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１左右，因此此阶段聚团以单个球之间

的结合为主，同时聚团物个数较少，单个球与聚团

物及聚团物之间的聚集发生概率较小，因而设定：

η１＝１，η２＝０，η３＝０。式 （４）和式 （５）可简

化为

ｄ狀１
ｄ狋
＝－２犽１１狀

２
１

（６）

ｄ狀Ａ
ｄ狋
＝犽１１狀

２
１

（７）

狀１ ＝
１

２犽１１狋＋１
（８）

狀Ａ ＝
犽１１狋

２犽１１狋＋１
（９）

代入式 （１）得

犛１ ＝２－
１

１＋犽１１狋
　　（０≤狋≤狋１） （１０）

突跃期 （狋１～狋２）中，单个球的比例下降，大聚团

物的比例上升，而小聚团物和中聚团物维持在一个

相对稳定的水平 （图２）。因此认为，此阶段中狀１

的减少主要是由于单个球与聚团物的结合而造成

的，故设定η１＝０，η２＝１。由于单个球与聚团物的

结合不改变狀Ａ，同时忽略单个球间的结合对狀Ａ的

影响，故狀Ａ的减少是由聚团物之间的结合引起，

设定η１ ＝０，η３ ＝１。式 （４）和 式 （５）可 简

化为

ｄ狀１
ｄ狋
＝－犽１Ａ狀１狀Ａ （１１）

ｄ狀Ａ
ｄ狋
＝－犽ＡＡ狀

２
Ａ

（１２）

令狀１（狋１）＝
１

２犽１１狋１＋１
，狀Ａ（狋１）＝

犽１１狋１
２犽１１狋１＋１

，解微

分方程得

狀Ａ ＝
犽１１狋１

２犽１１狋１＋１＋犽ＡＡ犽１１狋１（狋－狋１）
（１３）

狀１ ＝
狀Ａ

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ（２犽１１狋１＋１）

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ－

１

（犽１１狋１）
犽
１Ａ
／犽
ＡＡ

（１４）

代入式 （１）得

犛２ ＝
［２犽１１狋１＋１＋犽ＡＡ犽１１狋１（狋－狋１）］

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ

（２犽１１狋１＋１）
犽
１Ａ
／犽
ＡＡ－

１
＋（犽１１狋１）［２犽１１狋１＋１＋犽ＡＡ犽１１狋１（狋－狋１）］

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ－

１　　（狋１ ≤狋≤狋２） （１５）

　　对于聚团稳定期 （狋＞狋２），各类聚团物所占的

比例都保持在一个稳定的水平。由式 （４）和式

（５）可得

ｄ狀１
ｄ狋
＝０ （１６）

ｄ狀Ａ
ｄ狋
＝０ （１７）

狀Ａ ＝
犽１１狋１

２犽１１狋１＋１＋犽ＡＡ犽１１狋１（狋２－狋１）
（１８）

狀１ ＝
狀Ａ

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ（２犽１１狋１＋１）

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ－

１

（犽１１狋１）
犽
１Ａ
／犽
ＡＡ

（１９）

代入式 （１）可得

犛３ ＝
［２犽１１狋１＋１＋犽ＡＡ犽１１狋１（狋２－狋１）］

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ

（２犽１１狋１＋１）
犽
１Ａ
／犽
ＡＡ－

１
＋（犽１１狋１）［２犽１１狋１＋１＋犽ＡＡ犽１１狋１（狋２－狋１）］

犽
１Ａ
／犽
ＡＡ－

１　　（狋≥狋２） （２０）

　　由图３得到不同操作条件下狋１ 和狋２ 值，通过

Ｍａｔｌａｂ软件把式 （１０）、式 （１５）和式 （２０）与图

３中的实验数据进行曲线拟合，得到犽１１、犽１Ａ和

犽ＡＡ值，如表１所示。

表１　不同操作参数下犽１１、犽１犃、犽犃犃、狋１ 和狋２ 的值

犜犪犫犾犲１　犞犪犾狌犲狅犳犽１１，犽１犃，犽犃犃，狋１犪狀犱狋２

狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狅狆犲狉犪狋犻狅狀狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊

犆０×１０－４

／ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１
ρ

／ｍｇ·ｍｌ－１
犆Ｖｃ

／μｍｏｌ·Ｌ
－１

犽１１

／ｄ－１
犽１Ａ

／ｄ－１
犽ＡＡ

／ｄ－１
狋１

／ｄ

狋２

／ｄ

１０．０ ２．０ ０ ０．４０ １．４３ ０．９４ ９ ２１

２０．０ ２．０ ０ ０．６１ １．５１ １．０８ ７ １９

４０．０ ２．０ ０ ０．６３ １．５６ １．６５ ５ １７

３．８４ ０．５ ０ ０．３５ ０．７０ ０．４６ ９ —

１５．４ ２．０ ０ ０．５３ １．５０ １．０１ ９ １９

３０．８ ４．０ ０ ０．８２ １．５７ １．１４ ９ ２１

２０．０ ２．０ ０ ０．６０ １．５１ １．０９ ７ １９

２０．０ ２．０ ５０．０ １．６２ １．８７ １．４５ ５ １７

由表１可知，随着细胞接种密度和微载体浓度

提高以及Ｖｃ的添加，犽１１、犽１Ａ和犽ＡＡ随之增大，即

单个球之间、单个球与聚团物之间以及聚团物之间

的聚团速度加快，可能是由于单个球或聚团物之间

的碰撞概率、细胞间桥联形成概率及聚团稳定性增

加的结果［１４１８］。同时，狋１和狋２ 随细胞接种密度的增

加及Ｖｃ的添加而减小，说明聚团进入突跃期和稳

定期的时间提前，但狋２ 和狋１ 的差值维持不变，即

突跃期的时长不随之改变。此外，在操作参数一定

时，犽１Ａ＞犽ＡＡ＞犽１１，表明单个球与聚团物之间的聚

合能力最强，单个球之间的聚合能力最弱。考虑到

细胞接种密度实质上影响了单位微载体上平均载荷

的细胞数，因此，犽１１、犽１Ａ、犽ＡＡ、狋１和狋２ 与细胞接

种密度、微载体浓度及Ｖｃ浓度的关系可表示为

犽１１ ＝犳１（犆０／ρ）＋犵１（ρ）＋犺１（犆Ｖｃ）＋犆１ （２１）

犽１Ａ ＝犳２（犆０／ρ）＋犵２（ρ）＋犺２（犆Ｖｃ）＋犆２ （２２）

犽ＡＡ ＝犳３（犆０／ρ）＋犵３（ρ）＋犺３（犆Ｖｃ）＋犆３ （２３）

狋１ ＝犳４（犆０／ρ）＋犵４（ρ）＋犺４（犆Ｖｃ）＋犆４ （２４）
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狋２ ＝犳５（犆０／ρ）＋犵５（ρ）＋犺５（犆Ｖｃ）＋犆５ （２５）

式中　犆０／ρ为单位微载体上的细胞接种密度，

ｃｅｌｌｓ·ｍｇ
－１；犳狀（犆０／ρ） （狀＝１，２，３，４，５）表示

变量为犆０／ρ的函数；ρ为微载体浓度，ｍｇ·ｍｌ
－１；

犵狀（ρ） （狀＝１，２，３，４，５）表示变量为ρ的函数；

犆Ｖｃ为 抗 坏 血 酸 磷 酸 酯 盐 浓 度，μｍｏｌ·Ｌ
－１；

犺狀（犆Ｖｃ）（狀＝１，２，３，４，５）表示变量为犆Ｖｃ的函

数；犆１、犆２、犆３ 是 常 数，ｄ
－１；犆４、犆５ 是 常

数，ｄ。

通过 Ｍａｔｌａｂ软件分别拟合犽１１、犽１Ａ、犽ＡＡ、狋１

和狋２ 与犆０、ρ和犆Ｖｃ之间的关系，得到

犽１１ ＝０．１６ｌｎ（犆０／１０
４

ρ）＋０．３２ｅ
０．２４ρ＋０．０２犆Ｖｃ－０．３２

（２６）

犽１Ａ ＝０．０９ｌｎ（犆０／１０
４

ρ）＋０．４４ｌｎρ＋７．２０×１０
－３犆Ｖｃ＋０．９４

（２７）

犽ＡＡ ＝０．７６ｅ
０．０４（犆

０
／１０４ρ）＋０．３４ｌｎρ＋７．２０×１０

－３犆Ｖｃ－０．３３

（２８）

狋１ ＝－２．９３ｌｎ（犆０／１０
４

ρ）－０．０４犆Ｖｃ＋１３．７８ （２９）

狋２ ＝－２．９３ｌｎ（犆０／１０
４

ρ）＋ρ－０．０４犆Ｖｃ＋２４．０９ （３０）

代入式 （１０）、式 （１５）、式 （２０）得犆０、ρ和

犆Ｖｃ与犛的关系，以此计算在不同的操作条件下微

构组织的聚团尺寸随时间的变化。

２．３．２　数学模型的验证　在１００ｍｌ和５００ｍｌ的

转瓶中分别进行微构组织的制备，考察微构组织的

聚团情况，并根据模型计算犽１１、犽１Ａ、犽ＡＡ、狋１、狋２

和犛值，结果见表２和图４。模型能够很好地反映

聚团过程的３个阶段，并预测过程中微构组织尺寸

的变化，模型计算值与实验测量值之间无显著性差

异 （犘＞０．０５）。在１００ｍｌ转瓶内，模拟值与实验

值较吻合；而在５００ｍｌ转瓶体系中，在聚团突跃

期后期模拟值与实验值之间略有波动。这是因为，

模型模拟的是１００ｍｌ转瓶中微构组织聚团情况，

同时没有考虑流体运动对聚团的影响。在转速和搅

拌桨叶尺寸相同的条件下，５００ｍｌ转瓶较１００ｍｌ

转瓶的直径增大，体系中流体的平均流动速度减

慢，造成平均剪切力减小，剪切力对聚团的破坏作

用减小，聚团尺寸增大［１０，１３１４，１９］。因此，在聚团突

跃期后期模拟值与实验值相比数值增大。

３　结　论

在成纤维细胞和转瓶培养体系中研究微构组织

聚团的特点和操作条件对微构组织聚团的影响，建

立了模拟成纤维细胞接种密度、微载体浓度和 Ｖｃ

与微构组织聚团过程及聚团尺寸关系的数学模型，

表２　操作参数和通过曲线拟合公式得出的

验证实验中的各参数值

犜犪犫犾犲２　犗狆犲狉犪狋犻狅狀狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊犪狀犱狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊

狉犲狊狌犾狋犳狉狅犿犮狌狉狏犲犳犻狋狋犻狀犵犲狇狌犪狋犻狅狀狊

犞

／ｍｌ

犆０×１０－４

／ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１
ρ

／ｍｇ·ｍｌ－１
犆Ｖｃ

／μｍｏｌ·Ｌ
－１

犽１１

／ｄ－１
犽１Ａ

／ｄ－１
犽ＡＡ

／ｄ－１
狋１

／ｄ

狋２

／ｄ

１００ ３０．０ ２．０ ０ ０．６３１．４８１．３３５．８４１８．２

５００ ２０．０ ２．０ ０ ０．５７１．４６１．０８７．０３１９．３

（ａ）１００ｍｌｓｐｉｎｎｅｒｆｌａｓｋ

　

（ｂ）５００ｍｌｓｐｉｎｎｅｒｆｌａｓｋ

图４　验证实验获得的聚团尺寸随时间的变化曲线

与模型计算值的比较

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｍｏｄｅｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｍｉｃｒｏｔｉｓｓｕｅａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ
　

结论如下。

（１）在微构组织制备过程中，随着培养时间的

延长，微构组织的聚团尺寸增加，其聚团过程可分

为迟滞期、突跃期和稳定期。

（２）细胞接种密度、微载体浓度及Ｖｃ的添加

影响微构组织聚团过程和聚团尺寸。随着细胞接种

密度增大，微构组织进入聚团突跃期和稳定期的时

间点提早，平均聚团尺寸增大；微载体浓度的提高

对微构组织进入聚团突跃期的时间影响较小，平均

聚团尺寸增大；添加 Ｖｃ，有利于聚团的形成，平
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均聚团尺寸增大。

（３）建立的数学模型能够模拟不同操作条件下

微构组织形成的聚团尺寸和进入聚团突跃期及稳定

期的时间，模拟结果与实测值基本相符。

符　号　说　明

　犆Ｖｃ———Ｖｃ浓度，μｍｏｌ·Ｌ
－１

犆０———细胞接种密度，ｃｅｌｌｓ·ｍｌ
－１

犆１，犆２，犆３———常数，ｄ
－１

犆４，犆５———常数，ｄ

犽ＡＡ———聚团物之间聚集的动力学常数，ｄ
－１

犽１Ａ———单个球与聚团物聚集的动力学常数，ｄ
－１

犽１１———单个球聚集的动力学常数，ｄ
－１

犖Ａ———聚团物的数量

犖０———所有微载体的数量

犖１———单个球的数量

狀Ａ———所有微载体中聚团物所占的百分比，％

狀１———所有微载体中单个球所占的百分比，％

犛———微构组织平均聚团尺寸，ｂｅａｄｓ·ａｇｇｒｅｇａｔｅ
－１

狋———时间，ｄ

狋１———进入聚团突跃期的时间，ｄ

狋２———进入聚团稳定期的时间，ｄ

犞———转瓶规格 （容积），ｍｌ

η１———单个球聚集发生的概率

η２———单个球与聚团物聚集发生的概率

η３———聚团物之间聚集发生的概率

ρ———微载体浓度，ｍｇ·ｍｌ
－１

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊
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