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微囊固定化东北红豆杉细胞的生长与代谢 

孙 祺，  葛志强，  元英进 

(天津大学化工学院制药工程系，天津 300072) 

摘  要：通过对海藻酸钠−壳聚糖液芯、固芯胶囊包埋的东北红豆杉细胞生长与代谢的比较研究，
发现液芯胶囊包埋的细胞存活率大于固芯胶囊，对糖类等营养物质的吸收好于固芯胶囊，更有利

于包埋细胞的初生代谢. 同时发现，海藻酸钠−壳聚糖固芯、液芯胶囊包埋均利于次级代谢产物等
胞内物质向胞外释放，尤其是液芯胶囊的促释作用更为明显，且其酚类物质合成与分泌增多. 结果
表明，液芯胶囊包埋植物细胞是一种较为理想的微囊固定化植物细胞的方法. 
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1  前 言 

细胞微囊化是细胞固定化的一种方式，具有固定化的各种优点，如增加细胞密度、利于细胞

团组织分化、防止细胞变异等[1,2]. 但微囊化使细胞处于与外部相对隔离的状态，物质在微胶囊的
传递过程包括微胶囊跨膜的传递和微胶囊内的传递两部分，传质阻力较大，一定程度上限制了外

部营养的输入和内部代谢废物输出，可能对细胞造成不利影响[3,4]. 为此，研究者一般从选择包埋
材料、添加剂、调整包埋量等方面进行改进. Orive等[5]在动物细胞移植研究中采用海藻酸钠−琼脂

糖囊芯液化微胶囊包埋杂种细胞，改善了细胞的传质状况，明显提高了细胞活力；陈益清等[6]在废

水净化处理中，采用海藻酸钠−壳聚糖囊芯液化微胶囊，增加了有效吸收空间，大大提高了废水处

理的效率，而在植物细胞固定化研究中应用胶囊芯液化的方法还未见报道. 本研究以海藻酸钠−壳
聚糖为微囊材料制成液芯胶囊包埋东北红豆杉细胞，通过与传统的固芯胶囊包埋法的对照，以期

进一步认识不同方式包埋对红豆杉细胞生长与代谢的影响. 

2  材料和方法 

2.1 细胞系与维持  

实验采用的细胞株系是本实验室从东北红豆杉幼茎诱导的东北红豆杉细胞(Taxus cuspidata).
细胞在盛有 100 ml改良 B5培养液[含萘乙酸(NAA) 2 mg/L, 6−苄基−嘌呤(6−BA) 0.5 mg/L、酸水解
酪蛋白(CA) 1 g/L、蔗糖 30 g/L]的 250 ml摇瓶中，于 25oC温度下以 110 r/min转速于黑暗处培养. 
10∼12 d继代 1次. 
2.2 微胶囊的制备与培养 

2.2.1 固芯胶囊实验 

取处于指数生长期(培养第 8 d)的细胞与由 B5培养基配制的 20 g/L海藻酸钠(中国医药集团上
海化学试剂公司)溶液混合；用注射器将混合液滴入 10 g/L氯化钙溶液中，在摇床上振摇 30 min；
 
收稿日期：2003−08−25，修回日期：2003−11−10  
基金项目：国家自然科学重点基金资助项目(编号: 20236040) 
作者简介：孙祺(1976−)，男，黑龙江省哈尔滨市人，硕士研究生，生物化工专业；元英进，通讯联系人，E-mail: yjyuan@tju.edu.cn. 



第 4期                     孙祺等：微囊固定化东北红豆杉细胞的生长与代谢                     321  

用 7.5 g/L的生理盐水清洗 2次后，转入 2 g/L壳聚糖(脱乙酰度 85%, Sigma公司)溶液中，振摇 30 
min；用 750 g/L的生理盐水清洗 2次. 制得的微囊包埋密度 60 g/L，球形度、均一性较好，粒径
为 2.8~3.0 mm. 取 200个微囊接种于装有 50 ml新鲜培养液的 250 ml摇瓶中，25oC黑暗条件下，
在 110 r/min的摇床上悬浮培养. 每隔 2 d取样 1次，测定相应指标. 
2.2.2 液芯胶囊实验 
同前，先制成固芯胶囊，然后将其放入 5 g/L柠檬酸三钠溶液中，静置 30 min使囊芯溶解，

用 7.5 g/L的生理盐水清洗 2次后，取 200个微囊接种于装有 50 ml新鲜培养液的 250 ml摇瓶中，
25oC黑暗条件下，在 110 r/min的摇床上悬浮培养. 取样时间和测定指标同固芯微囊. 
2.3 细胞存活率的测定 

取若干胶囊，以 0.5 mg/ml MTT(购自 Sigma公司)染液 100 ml染色 6 h，活细胞内存在大量紫
色颗粒，死亡细胞则没有[7]. 将胶囊切片，在光学显微镜下计数 500个细胞，计算紫色细胞所占比
率以表征细胞存活率. 
2.4 培养液蔗糖含量及电导率的测定 

采用蒽酮法[8]. 取 1 ml待测液加入 4 ml蒽酮试剂，混匀后沸水浴中反应 10 min，于 625 nm
处测其吸光度(OD). 从标准曲线中查出蔗糖含量. 电导率采用 DDS−307型电导率仪测定. 
2.5 胞外酚的测定 

将待测液抽滤，取滤液 5 ml，再加入 10 ml乙酸乙酯，超声振荡 25 min后，静置 2 h，取上层
的乙酸乙酯相 5 ml，自然风干，加 75%的乙醇 3 ml溶解，并以 75%的乙醇为对照样，在 280 nm
下测定吸光度[9]. 
2.6 淀粉−碘化钾染色 
取若干个微囊，用 pH 5.8的 PBS冲洗 3次，加入 100 ml的 KI−I2染液(含 I2和 KI各 1%)，室

温下静置 6 h，切片，在普通光学显微镜(Nikon, E−800型)下观察照像. 

3  结果与讨论 

3.1 固定化细胞存活率变化 

如图 1，包埋后固芯胶囊与液芯胶囊中细胞存活率随培养时间逐渐下降. 液芯胶囊前 6 d变化
较平稳；第 6 d后下降加快；第 14 d以后下降的过程又趋缓. 固芯胶囊细胞存活率在前 4 d下降很
快，培养后期先于液芯胶囊趋近于 0点. 而悬浮培养的细胞存活率则始终较高，下降过程相对平稳. 
为实现较好的生物相容性，本实验使用的海藻酸钠溶液由 B5培养基配制. 因此在包埋后的一

段时间，液芯胶囊细胞有比较充足的营养供应，利于细胞的生长和活力的保持. 但当胶囊材料中的
营养成分逐渐耗尽，细胞不得不从培养液中获取时，传质成为限制性因素，使细胞存活率显著下

降. 对于固芯胶囊，可能因为传质阻力，特别是氧气只能在距胶囊表面一定深度内传递[4]，所以固

芯胶囊包埋的细胞在培养初期存活率即较低. 而在培养过程中液芯胶囊细胞存活率一直高于固芯
胶囊，除了液芯胶囊传质阻力较小的原因外，还可能因为液芯胶囊对内部细胞束缚少，有利于细

胞生长[5]. 总体上，液芯胶囊比固芯胶囊更好地维持了细胞存活率. 
3.2 培养液蔗糖含量与细胞淀粉粒的变化  

如图 2，培养前期胶囊培养液蔗糖明显减少，第 8 d后蔗糖含量变化趋缓，同期悬浮培养细胞
的培养液蔗糖则继续明显减少. 整个培养过程中，固芯胶囊比液芯胶囊培养液蔗糖含量高，悬浮培
养液蔗糖则最少. 
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图 1 细胞存活率随时间的变化            
Fig.1 Change of viable cell ratio             

蔗糖是细胞生长的主要碳源，细胞对糖类物质

包裹了密实的壳聚糖，内部是海藻酸钙固体，使营

中糖含量变化不显著. 液芯胶囊传质阻力较小，活细
中糖含量迅速减少. 
图 3是接种后第 8 d经 KI−I2染色所示胞内淀粉

直径不大，多以小斑点形式存在，细胞质颜色较浅[
直径大，以很多小斑点甚至聚集成大的块状存在，

颗粒则处于两者之间，约一半的细胞有小的斑点，
 

(a) In suspension culture                    (b) In so

图 3 KI−I2

Fig.3 Cells stained b

红豆杉细胞体系中碳源代谢是以胞内淀粉变化

中的糖(葡萄糖和果糖)，然后是胞内可溶性糖，最后
良好，代谢旺盛，所以不仅利用培养液中的糖，也利

芯胶囊内细胞则多一些，固芯胶囊内细胞代谢缓慢

海藻酸钠时发现其浓度高可导致胞内细胞器聚集、

粉颗粒与细胞逆境相关联. 本实验中胶囊包埋是对
芯胶囊低 
3.3 培养液电导率的变化 

如图 4，液芯胶囊包埋后培养液中电导率即一
间呈现上升趋势. 而悬浮细胞的培养液电导率则总体
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          图 2 可溶性总糖随时间的变化 
         Fig.2 Change of sucrose in medium 

吸收与代谢活力密切相关. 固芯胶囊由于外层
养物质的传输阻力大，活细胞较少，故培养液

胞数量多，不断吸收糖类等营养物质，培养液

的变化. 在普通悬浮细胞中，淀粉颗粒不多，
图 3(a)]；而在固芯胶囊中，细胞内淀粉颗粒多，
细胞质颜色较暗[图 3(b)]；液芯胶囊中细胞淀粉
细胞质为浅黄色[图 3(c)].  

lid beads                   (c) In liquid core beads 

染色细胞 
y KI−I2 (after 8 d) 

为核心的. Chang 等[10]认为细胞先利用培养液

是胞内可溶性淀粉. 悬浮培养的细胞生长状况
用胞内可溶性糖和淀粉，故胞内淀粉粒较少. 液
，因而淀粉颗粒多且显著；Charleta等[11]在添加

淀粉颗粒明显增多，不利于细胞生长，说明淀

细胞的一种胁迫，液芯胶囊的胁迫强度明显比固

直处于比固芯胶囊高的水平，两者均随培养时

呈现下降趋势. 
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电导率反映了细胞所处的培养液中离子的总量. 而细胞外离子一部分是作为营养的初始培养
液成分，随细胞生长而相应降低；另一部分是细胞通透性改变导致胞内离子向外分泌，随细胞生

长而相应增大. 培养液电导率受这两个趋势相反的因素共同作用. 因此，悬浮培养的细胞由于营养
的消耗，培养液中的电导率呈现下降的趋势. 固芯胶囊的胞外电导率持续升高可能是由于包埋对细
胞造成刺激作用，改变了细胞膜的通透性[12]，导致胞内离子等物质外泄，培养液电导率不断上升. 
液芯胶囊培养液电导率高可能是因为细胞可以在液芯胶囊中运动，直接接触到壳聚糖膜. 而壳聚糖
带有多个正电荷，能改变细胞膜表面的电位差，使其产生动作电位，有利于胞内物质释放[13]. 此
外，液芯胶囊的制备过程中囊芯液化使用了二价阳离子螯合剂柠檬酸三钠，可能阻止了二价阳离

子与细胞膜的结合，而二价阳离子由于可减弱细胞膜上离子中心间的静电斥力而具有稳定细胞膜

的作用，故柠檬酸三钠的加入使细胞膜稳定性降低，通透性增加[14]. 这两方面都利于细胞膜通透
性提高. 故液芯胶囊比固芯胶囊对细胞内物质有更大的促释作用. 
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图 4 电导率随时间的变化               
Fig.4 Change of conductivity              

3.4 培养液酚含量的变化 

如图 5，培养初期液芯胶囊与固芯胶囊胞外酚
囊胞外酚含量达到最高，而固芯胶囊在第 20 d也达
均产生比悬浮细胞高的酚积累. 
酚类是细胞受到外界环境胁迫时所产生的一种

沉积、合成相关次生代谢产物. 初始酚含量较高是
促进了酚的合成. 随着细胞对环境的适应，酚合成
积累，使酚含量再次上升，从而出现峰值. 悬浮培
们的停滞期依次延长，也正是很多研究者发现固定

胶囊由于传质不利、细胞生长缓慢，故其峰值出现最

虽然它受到的包埋刺激作用较固芯胶囊小，但另有

壳聚糖具有诱导次生代谢产物的能力[17]，液芯胶囊

机会受到刺激. 二是由于直接接触壳聚糖膜而造成
分析可见，液芯胶囊较悬浮培养更能促进酚类等次

4  结 论 

(1) 微囊化比悬浮存活率低，代谢缓慢；而液芯
谢能力，对糖类等营养物质的吸收较好，比固芯胶
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         图 5 酚随时间的变化 
         Fig.5 Change of extracellular phenolics 

含量均比较高，随后略有减少. 第 16 d 液芯胶
到最高. 此后两者均下降. 两种胶囊包埋的方式

防御性次生代谢产物，有利于细胞壁木质素的

因为细胞刚被包埋时处于逆境，受到环境胁迫，

下降. 当细胞处于停滞期时，次生代谢产物大量
养、液芯胶囊、固芯胶囊依次出现峰值，表明它

化包埋导致细胞生长延缓的现象之一[15,16]. 固芯
晚，但含量最高. 液芯胶囊胞外酚含量也较高，
两个可能的原因促进其酚的合成与分泌，一是

中细胞可以直接接触到壳聚糖膜，所以有更多

细胞通透性变大，利于向胞外释放物质. 从以上
生代谢产物的合成与分泌.  

胶囊比固芯胶囊保持了较高的细胞存活率和代

囊更有利于包埋细胞的初生代谢. 细胞内淀粉粒
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在固芯胶囊、液芯胶囊、普通悬浮培养中依次减少. 
(2) 海藻酸钠−壳聚糖固芯、液芯胶囊包埋均比悬浮利于次级代谢产物等胞内物质向胞外释

放，尤其是液芯胶囊的促释作用更为明显，因而其酚类物质合成与分泌增多. 
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Growth and Metabolism of Taxus cuspidata Immobilized in Microcapsule 

SUN Qi,  GE Zhi-qiang,  YUAN Ying-jin 

(Dept. Pharm. Eng., Sch. Chem. Eng. & Technol., Tianjin Univ., Tianjin 300072, China) 

Abstract： Alginate-chitosan beads with liquid cores as a novel carrier was introduced to immobilize Taxus 
cuspidata cells in this work. Physiology of Taxus cuspidata cells enclosed in alginate-chitosan liquid or solid core 
beads were investigated. It was found that the cell viability was greater in liquid core beads than in solid ones. Liquid 
core beads enhance the absorption of sucrose and cell metabolism. Intracellular starch granules became gradually 
less according to the order of solid beads, liquid core beads and suspension. Both alginate-chitosan liquid core and 
solid core beads improved cell permeability, especially liquid core beads. This benefited the release of secondary 
metabolite and other intracellular substances into the culture medium. The synthesis and secretion of phenolics 
increased. Overally, the growth and metabolism of Taxus cuspidata cells encapsulated in alginate-chitosan liquid 
core beads were improved than in solid beads. The results show that liquid core beads is a better carrier for plant cell 
immobilization. 
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