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摘要：基因工程和单克隆抗体技术的发展极大地促进了对细胞培养新技术的研究。为了研究出一种简单、经济的细
胞培养系统，生物技术的一个新领域诞生了：使用生物反应器大规模培养细胞。在某些实验室，基于中空纤维的生
物反应器被证明是一种进行细胞培养的理想方法。本文阐述了中空纤维系统的应用研究及其最新进展。

随着基因工程和单克隆抗体技术的发展，
细胞培养展现出全新的生命力。经过遗传工
程改造的哺乳动物细胞能表达并分泌有科学
和治疗价值的蛋白。单克隆抗体技术（是一种
将免疫的鼠细胞与无限生长分裂的癌细胞融
合在一起的技术）使从培养细胞中得到大量
单克隆抗体成为可能。为了大量生产这些可
用于商业目的的蛋白，提高细胞培养效率就
显得尤为重要。

许多高投入和设备密集型方法都可以规模
化生产出所需的蛋白质。随着这些先进的分
子生物学技术逐渐步入到普通的实验室中，
一些研究生已可以制备出重组蛋白或单克隆
抗体。对于学院式研究或是刚起步的生物技
术公司来说，利用大制药公司所使用的设备
进行生产是不切实际的。为了研究出一种简
单、经济的细胞培养系统，生物技术的一个新
领域诞生了：利用生物反应器进行大规模细
胞培养。在实验室规模的研究中，基于中空纤
维的生物反应器已被证明是一种培养 109-5 ×
1010 个细胞的理想方法。本文阐述了中空纤维
系统的应用研究及其新进展。

中空纤维是一种很小的、圆柱形的透滤
材料，形状类似于喝水用的吸管，并且直径
只有人的头发丝般粗细（200 μm）（见图 1）。
人们将大束的纤维装入圆柱形的外壳中，这
样，一些自筒末端（末端通道）进入的液体

会流过纤维内部，而圆柱形外壳外的侧面通
道可以通到纤维的外部区域（毛细管外层空
间，或者 ECS）。通常，细胞被放在纤维外，
那里它们能够贴壁生长，而细胞培养基可以
在纤维内不断地循环以提供细胞所需的营养
和氧气。透滤材料的性质决定了像葡萄糖和
乳酸盐这样的小分子可以随意地穿过纤维，
而蛋白质这样的较大分子则不能穿过。如果
有细胞因子或自分泌因子存在（它们可以加
强或抑制细胞的生长），则可以通过选择纤
维 的 孔 径 或 者 截 留 分 子 量 （ M W C O ）

图1 显示纤维和培养中的淋巴细胞的中空纤维筒横截面。
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（molecular weight cutoff）来控制不同因素对细
胞生长的影响。

Knazek 等[1]首次将中空纤维系统用于细胞
培养，其发展的细胞培养方法同一些体外方
法一样，可以得到 108cells/mL 或者更多，而不
是只有 106/mL（利用标准细胞培养技术得到的
细胞量）。中空纤维系统可以在很小的体积内
提供非常大的表面积，其表面积可以达到
200cm2/ml，从而可以在一个非常小的体积范围
内让大量细胞附着。细胞通过纤维壁可以十
分有效地交换营养和代谢物，并且由于在制
造过程中可以控制纤维的 MWCO，从而可以调
整纤维的过滤性能，使之保留纤维特异蛋白
质和细胞因子或者允许它们通过纤维进入循
环基质当中。

尽管中空纤维生物反应器并不是一项新技
术，但是随着材料和方法的改进，这一技术得
到了不断地创新。下面是两个典型的实例。第
一个例子是一种新型的聚砜材料，这种材料
可以提供极高的总滤过率——一个有 30-kD
MWCO 的典型纤维质纤维的总滤过率大约是
15（mL/min/cm2/mm Hg/hr）。FiberCell 20-KD
MWCO的聚砜纤维(catalog nos. C2011 and C2018,
FiberCell Systems, Frederick, MD)的总滤过率超
过 140.2。另外一个例子是“波”的应用。波被
引入到在外壳内均匀分布的纤维束中，由于
波的作用使得纤维束中的所有纤维具有一致
的性能，从而消除了沟道效应（chann e l i ng
effect）和由纤维间隔过大而引起的死区。

体积只有 15mL 的中号中空纤维生物反应
器（catalog nos. C2011 and C2008, FiberCell
Systems）能提供2200cm2的表面积。体积为60ml
的较大的反应器（C2018 和 C2003）可以提供
1.2 m2 的表面积。

中空纤维生物反应器的一个特点是培养的
细胞浓度可以超过 108/mL。而一般的旋转烧瓶
培养的哺乳动物细胞浓度大约是 106/mL。高浓
度细胞可以产生高浓度分泌蛋白，并能进行

有效地细胞感染，还可以减少细胞对血清的
需求甚至使细胞在无血清培养基中生长。

中空纤维生物反应器和其他细胞培养技术
的另一个基本区别在于：中空纤维能形成易
于细胞附着的多孔渗滤支撑，最类似于活体
内的细胞生长方式。由于营养输送是由下至
上的，因此细胞很容易彼此堆积，形成一个具
有多层细胞的层面。在中空纤维生物反应器
上进行细胞传代是不必要的。根据它们的生
长特点，这些培养物可以保留到扩增期。已经
有研究人员用单根 FiberCell 中空纤维生物反应
器连续一年生产一种单克隆抗体。中国仓鼠
卵巢细胞（CHO）株和 HEK293 人胚肾细胞株
可以在三个月或者更长时间在同一个生物反
应器中进行蛋白表达。

1 单克隆抗体的生产

中空纤维生物反应器的第三个特点是可以
通过细胞因子的分子量来调节它们对细胞生
长的影响。最常见的例子是用杂交瘤细胞株
生产单克隆抗体。这是中空纤维生物反应器
的第一次大规模应用。杂交瘤细胞分泌组织
生长因子 - β(TGF- β)，它是一种可以抑制杂
交瘤细胞生长的细胞因子。功能型 TGF- β的
分子量大约是 27kD。一根有着合适 MWCO 的
中空纤维过滤器允许 TGF- β扩散通过，而杂
交瘤细胞分泌的抗体则在毛细管外层的空隙
间堆积，并达到很高的浓度。通过稀释细胞因
子浓度从而使之进入循环介质可以减小或者
消除 TGF- β的抑制效果。这一机理对淋巴细
胞同样有效；淋巴细胞中有抑制其生长的肿
瘤坏死因子 - α(TNF- α)。

采用中空纤维生物反应器生产单克隆抗体
的优点包括：

——比用烧瓶培养生产抗体的浓度高 100
倍，可以达到 0.5-5mg/mL。
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——收集液体积为 15-60mL，每两天收集
一次。

——利用杂交瘤细胞适合在无血清培养基

中生长的特性易于得到高细胞浓度（见图 2）。
——与通过腹水产生的单克隆抗体相比，

用中空纤维生物反应器生产的单克隆抗体可
以减少内毒素的产生。

——利用中空纤维生物反应器可以很容易
地得到未知的、人源的和
非鼠源的抗体。

——利用中空纤维生
物反应器可以连续六个月

（或是更长时间）不停地生
产抗体。

一个中空纤维生物反
应器系统能够生产 100mg
到几克抗体。

2 分泌蛋白的生产

人们热衷于中空纤维生物反应器的另一个
原因是它可以用于重组蛋白质的生产。CHO
和 HEK293 细胞株最长采用的细胞株，但人们
也用其它类型的细胞株进行重组蛋白的生产，
包括一些昆虫细胞株（例如：果蝇细胞）。假
如没有抑制性细胞因子，纤维 MWCO的选择就
仅仅取决于分泌蛋白的分子量大小。用中空
纤维生物反应器生产分泌蛋白的表达量是烧
瓶培养的 100 倍，可以达到 100-500 μg/mL。

图 3 给出了在无血清培养基中表达重组
IgG 蛋白的 HEK293 细胞株表达的蛋白质数据
和分泌的乳酸盐数据。通常，当葡萄糖剩至一
半时就要更换培养基，但周末除外。在周五下
午，要收集大量的产物以减少细胞量，仅向系
统中加入 1L 新鲜的培养基就能使之度过整个
周末。典型的系统每两天消耗 1L 无血清培养
基。有两个现象非常有趣。首先是生产效率，
尽管每天的产量都有显著变化，但在一段时
间内，如果收集液体积为 20mL，得到的蛋白
产量都接近 800μg/mL。总体上说，900mL体积
培养 2 个月后可以得到 276mg 蛋白质，平均浓
度为 300 μg/mL，每天 4.5mg。

另一个有趣的现象很容易从图中见到。乳
酸盐浓度和蛋白质产量在周一达到峰值。此
时，已经有两天多没换过培养基了并且也没

图2循环着的无血清培养基和由毛细管外层空间
获得的几组收集液的凝胶结果。

道A：MW标准品。道B，D，E，F和G：从毛细管外层空间
得到的收集液。道C：循环着的无血清培养基。凝胶结果显
示，分子量为147kD的IgG保留在纤维上，而分子量为60kD
或者更小的分子则能过穿过纤维进入循环基质中。

图3 HEK293在无血清培养基中表达的重组IgG蛋白质的产量。
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有收集过产物。蛋白质有机会在周末得以聚
积，而培养基则被完全消耗。葡萄糖低于
100mg/mL；pH 低于 6；有大量的乳酸盐产生，
最大值为 3.8mg/mL。尽管一两天以后细胞的代
谢率显著降低，但令人吃惊的是，在这种乳酸
盐浓度下仍有大量细胞存活并不断表达产物。
随着培养物的成熟和细胞浓度的增加，恢复
时间变得更短。在 FiberCell 盒中生长的其它类

型细胞也可以观察到这一现象，这种对乳酸
盐的高抗性是纤维总滤过率高的结果。

图 4对在 T150 烧瓶和在 FiberCell 中空纤维
生物反应器系统中进行培养的重组 CHO 细胞
株的蛋白产量进行了比较。重组 CHO 细胞在
T150 烧瓶中培养至将要汇集成片时进行收集
并接种到生物反应器中。它表达的蛋白是
hexeramized IgG1，由 6个带有 3个 IgA尾的 IgG1
亚基组成的。在烧瓶中，大约有 40％的表达蛋
白以没有进行适当折叠的单体亚基形式存在；
而转入 FiberCell 生物反应器后，大约有 95％的
蛋白以正确折叠的六聚形式存在。总体积 4L
的体系 10周可以产生 475mg蛋白。用中空纤维

系统生产重组蛋白质的优点和用其生产抗体
的优点相同，此外，非常复杂和／或高度糖基
化的蛋白质通过改进蛋白折叠方式与烧瓶培
养产生的同种蛋白相当。中空纤维生物反应
器可以生产 10mg 到几百毫克的重组蛋白，这
是一种非常有用的手段。

3 病毒的生产

应用中空纤维生物反应器生产病毒对研究
人员具有很大吸引力。高浓度生长的细胞为
病毒繁殖提供快速、一致的感染动力学基础，
也能够获得具有很高滴度的病毒。对于不同
的病毒，有效的生产方法也可能有所不同。许
多生产病毒的初步尝试都是用 3T3 或者 PA317
包装的细胞株生产逆转录酶病毒。这些细胞
株源于纤维化组织的成纤维细胞，非常易于
贴壁附着。细胞很快就能长满中空纤维盒，使
收集液体积由 10-15mL 减少到只有 0.5mL。尽
管可以得到高滴度的病毒，但是由于重新获
得的病毒总体积很小，使得这一方法效率很
低。此外，如果必须以感染的方式繁殖病毒，
那么只有外层细胞可能会被感染而产生病毒。

某些改良过的用于细胞株悬浮培养的无血
清培养基的出现解决了中空纤维系统生产病
毒的这一缺陷。如果 HEK293 细胞能够适应悬
浮培养，那么就可以用腺病毒或其它需要感
染才能繁殖的病毒对其进行感染从而产生病
毒。这一方法的最早由 Chung等[2]报道的，该方
法也在阿拉巴马州基因治疗中心（伯明翰）
Alex Kotov 的努力下得到发展 [3]。其基本原则
是：如果包装细胞可以进行悬浮培养，并且病
毒可以通过感染转入细胞内，那么就可以用
中空纤维系统大量生产该病毒。

已经应用这种方法成功地生产出爱泼斯坦
－巴尔病毒和 HIV 病毒。有时可以看到，用中
空纤维系统生产的 HIV 病毒比用烧瓶培养生

图4 对用烧瓶培养生产的hexerimized IgG1和用
FiberCell中空纤维生物反应器培养生产的hexerimized

IgG1进行比较。    
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产的多出 1000倍。对于中空纤维生物反应器系
统来说，生产病毒是一个相对较新的应用并
且仍在进一步发展中。

4 疟原虫培养

培养疟原虫需要感染红血球细胞，即费力
又耗时。疟疾寄生虫是相对厌氧的生物体，并
且利用葡萄糖的能力很差。这意味着培养基
需要不断更换。在烧瓶中生长的红血球细胞
浓度通常要求不超过 6％的血球比率。健康国
立研究所（Bethesda,MD）[4]采用一种改进的方
法在 FiberCell 盒中培养红血球细胞使之浓度达
到 100％血球比率，并且可以用疟原虫在盒内
直接进行感染。一盒收集量相当于 60 多个 T25
烧瓶的产量。

5 改进型聚砜（PS+）纤维

抗体的生产，蛋白的表达和条件培养基
（conditioned medium）的传代是中空纤维生物反
应器的一些传统应用。中空纤维生物反应器
的更多应用不再是利用它们极大的细胞容量，
而是利用它们的其它能力。改进型聚砜（PS+）
纤维（FiberCell系统）表面易于吸附蛋白质，细
胞因子、抗体，或其它类蛋白物质。这种纤维
可以用 70％乙醇进行活化，活化的纤维吸附
蛋白质的浓度可以达到 10-100ug/cm2。这种纤
维可以用于研究生物化学表面对特殊细胞长
期培养的效果。

6 内皮细胞培养

标准培养瓶中培养的内皮细胞生长活跃并
不断分裂，但它们并不形成紧密连接。在持续

切应力和充足培养基下生长的内皮细胞会以
生理方式产生作用。以此方式生长的内皮细
胞能形成单层、饱和的紧密型连接。基因表达
谱和蛋白表达谱一样受到影响 [5-7]。由 Barbara
Ballerman博士、Eudora Eng 博士最初还有霍普
金斯大学（巴尔的摩，MD）的 Johns 提供的尚
未发 表 的 数据 表 明 ，血管 内 皮 生长 因 子

（VEGF）可以引起低切变条件下生长的内皮细
胞增殖率的增加。

不同大小的切应力可以诱导内皮细胞发生
形态改变。图 5 对比了人肺内皮细胞在低切变

（5 dynes/cm2）和高切变(15 dynes/cm2)下的不同
效果。低切变照片（图 6）中可以看到在纤维
表面有一单层细胞。而在高切应力下，细胞则
以丛状损伤的方式堆积在一起（图 7）。在体内
也可以观察到这一现象，而在烧瓶中培养时
则观察不到。

如图 8 所示，在纤维内培养内皮细胞的同
时，可以在纤维外层培养另一种细胞。纤维内
培养内皮细胞，纤维外培养血管平滑肌细胞
时，试验表明，当流动速律变化时，平滑肌G-
蛋白结构和内皮素受体表达会受到直接的影
响。原因是由内皮细胞分泌的某些能够穿过
纤维的物质可以使平滑肌细胞发生改变。

改进型聚砜纤维可以用来研究细胞外基质

图5 内部接种有脐静脉内皮细胞（HUVECs）的纤维横截面。
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对不同细胞长期培养的影响。图 9 显示了生长
在涂有血清蛋白的纤维表面的成骨细胞。由
于图中的核磁共振图像分辨率相对较低，所
以这些细胞本身不能被清楚地分辩。然而，围
绕纤维的黑圈表明有无机物沉淀存在，这是
形成骨骼的第一步。通过这种方法也可以研
究其它类型的基质和骨形态发生肽（bone mor-
phogenic peptide (BMP-2)）的效果。

改进型聚砜纤维还可以用于附着能刺激淋
巴细胞增生的特异抗体和促进肝细胞或胰岛
细胞生长的特异配体，并且可以用来研究细
胞外基质对细胞长期生长和分化的影响。用
这种纤维可以研究细胞的生长和分化，而以
前传统的细胞培养系统则不能实现。

图8与血管平滑肌共同培养的牛大动脉内皮细胞。

图7 病理性切应力（15 dynes/cm2）下的肺内皮细胞。图6 生理性切应力（5 dynes/cm2）下的肺内皮细胞。

尽管这并不是一项新技术，但是纤维材料
的显著优点导致了中空纤维生物反应器系统
的产生，这一系统即提高了生产效率，又简化
了操作过程。应用中空纤维生物反应器能够
生产 100 毫克到几克的抗体或者重组蛋白质，
也可以在一些研究室里培养 109-5 × 1010 个细
胞。用这一系统培养和生产病毒的操作方法
仍在不断发展之中，这使它能生产更大浓度
的病毒产物的优点显得更为突出。或许 30 年
后，中空纤维生物反应器仍是用于实验室大

图9在包被有胎牛血清的纤维表面上生长的成骨细胞。
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New Developments in Hollow-Fiber Cell Culture

John J.S. Cadwell

Abstract: The growth of genetic engineering andhybridoma technologies has been a strong impetus for the
investigation of new techniques for cell culture. The search for a simple, cost-effective cell culture system has
resulted in the birth of a new area of biotechnology: the use of bioreactors to grow cells on a large scale. A
bioreactor based on hollow-fiber bundles is shown to be an ideal method for culturing cells in any laboratory.
Classical applications of hollow-fiber systems are described, in addition to some more recent ones.

（赵鹏译，张维冰校）

规模细胞培养的首选方法。
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