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贴壁细胞超声脱壁技术研究
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摘  要  细胞从培养皿表层脱壁是贴壁细胞传代的必须操作，目前，胰蛋白酶消化法是细胞脱壁的主

要方法，但该方法操作复杂，难以实现自动化细胞培养。此外，胰蛋白酶还会对细胞蛋白造成不可逆

的伤害，造成细胞产量下降及自修复时间长等问题。超声脱壁技术使用物理手段完成细胞脱壁，可以

避免损伤细胞蛋白，实现脱壁过程的自动化。该文研究了一种超声脱壁技术，采用基于亮场显微镜的

细胞融合度检测方法，对超声脱壁技术的脱壁效果进行评估，以人脐带间充质干细胞为目标细胞，研

究了贴壁细胞超声脱壁技术的关键控制参数。实验结果显示，当超声换能器输入电压为 255 V、超声

频率为 159～161 kHz 扫频、超声时间为 2 min 时，将细胞与超声换能器距离调至 3 mm，使用 12 mL
生理盐水作为震荡液体，可以使 T75 瓶中细胞脱壁面积达到 95%，细胞成活率达到 70%。
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Abstract Detaching cells from the surface of the flask is a necessary operation for the adherent cell 

passage. Trypsinization is currently the primary method for cell detachment. However, this method 

is complicated to automated cell culture. Trypsin can cause irreversible damage to cellular proteins, 

decreasing of cell yield and long self-repair time. Ultrasonic detachment technology uses physical means to 
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1 引  言 

  生物工程研究通过人工传代实现了规模化的

细胞生产[1-4]，其主要环节包括接种、培养、脱

壁和收集细胞[5]。其中，细胞脱壁对传代效率影

响较大[6-10]。目前，贴壁细胞主要的脱壁方法是

胰蛋白酶消化脱落法[11-12]，即清洗细胞后在培养

瓶中加入胰蛋白酶浸润细胞表面，配合移液管吹

打进行细胞脱壁。胰蛋白酶可以切断蛋白质中的

肽键，降解细胞膜与培养皿结合处的蛋白，从

而使细胞脱壁。胰蛋白酶消化法主要存在两个问

题[13-14]：胰蛋白酶会损伤与细胞活性显著相关的

细胞膜蛋白[15-16]；在自动化工业流程中，细胞脱

壁效率低下。胰蛋白酶长时间地消化会延迟细胞

的第一次分裂，可能使暴露于胰蛋白酶中的细胞

蛋白质表达发生改变，引起与代谢生长相关的蛋

白下调，与凋亡相关的蛋白上调[17]，造成细胞活

性降低[18-19]。细胞传代流程的自动化有益于降低

细胞污染的概率，提高传代[20]效率。目前，自动

化传代流程中均使用胰蛋白酶和移液机器人进行

细胞脱壁[21]，但该方法得到纯净细胞的步骤繁

杂、耗时较长。

  相关学者还研发了一些无胰蛋白酶的细胞脱

壁方法。一种方法是利用细胞刮刀从细胞贴壁表

面分离细胞，同时将培养基替换为磷酸盐缓冲盐

水[22-23]。细胞刮刀的脱壁效率主要取决于操作者

的能力，实现细胞脱壁自动化技术难度较大。另

一种方法是利用培养容器表面涂层技术与温度响

应聚合物使细胞自发脱壁[24-25]。当温度降低时，

培养皿表面会迅速水合，由疏水特性变为亲水特

性，使细胞自发脱落。该方法已应用于细胞片

层[26]和组织[27-28]的生成中，但培养容器表面的温

度响应聚合物昂贵，为避免细胞过早脱落，还需

要技术人员熟练操作，因此，尚未应用于自动化

细胞培养中。Kurashina 等[29]开发了一种更换特

定培养基后利用可调节温度的超声震荡装置进行

细胞脱壁的方法，以培养基、培养时间、温度为

核心变量，配合超声震动实现细胞脱落。但该方

法在培养过程中，需要对培养基进行更换，难以

应用于工业自动化流程中。

  Inui 等[30]利用聚能型超声换能器实现了小范

围的细胞脱落，并确定了在小区域内稳定消除细

胞的最佳条件，但因脱落面积较小，尚未应用于

自动化脱落中。直接利用工业超声换能器也能实

complete cell detachment operations, which can avoid damage to cellular proteins and make the realization 

of automated detachment easier. In this paper, we have developed a device for ultrasonic detachment. 

Human umbilical cord mesenchymal stem cells were used to study ultrasonic detachment technology 

control parameters. The experiment results showed that, the optimum cell detachment was achieved (95% 

detachment rate and 70% survival rate) in 12 mL 5%-saline with 255 V and 159～161 kHz sweeping input 
signal, 2 min stimulation period, and 3 mm space between flask surface and transducer. 

Keywords ultrasonic detachment technology; automatic control; cell detachment; cell experiment 
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现细胞的脱壁，若可以将脱落面积扩大，那么既

可以避免对细胞蛋白造成损伤，又因其普适性可

以应用于工业自动化生产中。Tauchi 等[31]曾利用

工业换能器进行细胞脱壁实验，并提出一种利用

换能器激发超声波和低浓度胰蛋白酶消化协同分

离细胞的方法，该方法与标准浓度胰蛋白酶消化

脱壁法分离的细胞数量相同，且在培养 72 h 后，

细胞增殖的数量比标准浓度胰蛋白酶脱壁组更

多。该结果表明，与胰蛋白酶消化脱落法相比，

超声震荡与低浓度胰蛋白酶组合的脱壁方法对细

胞的损伤更小。该方法虽证实了超声换能器在自

动化细胞脱壁中的可行性，但仍未能避免使用胰

蛋白酶。

  本文研究了一种超声震荡细胞脱壁方法，设

计了综合考虑脱壁自动化应用需求和实验需求的

超声换能单元，并以输入信号、瓶内液体、距离

位置等控制参数为变量进行实验，探究了超声脱

壁过程中各参数对脱壁效果的影响，得到了最佳

脱壁效果的对应控制参数。

2 材料和方法

2.1 超声震荡系统

  超声震荡系统由控制中心、信号发生、信

号检测、移动控制和超声震荡组成，如图 1 所
示。控制中心操控信号发生和移动控制部分，控

制信号发生器产生实验所需信号后，经高功率

放大器(ATA-4052，Aigtek，中国)放大及示波器

(DZ4000，rigol，中国)信号检测，然后输入超

声换能单元。

  超声换能单元由 4 个超声波换能器(40k-
60，广源达，中国)正方形排列组成，如图 2 所
示。直线滑台带动细胞培养瓶，通过调节贴壁细

胞层与换能器的间距 d，来调整细胞在超声能场

中的位置。超声换能器上放置的凹槽负责承载超

声波传导介质。

2.2 细胞制备

  使用人脐带间充质干细胞作为超声脱壁实验

的目标细胞。其培养过程为：首先，将冷冻保存

于液氮中的脐带间充质干细胞置于 37 ℃ 恒温水

浴中复苏后，使用离心法从冷冻保护剂溶液中分

离细胞；其次，在添加 10% 胎牛血清的 D-MEM/
F12 培养基(D8900，Sigma-Aldrich MO，美国)

中孵育细胞，并在培养基中加入 0.89% 青链霉

素(15140-122，Gibco，美国)、1 μg 血管内皮生

长因子(100-20-10，Peprotech，美国)和 1 μg 血
小板衍生生长因子(100-14B-10，Peprotech，美

国)；再次，将细胞置于湿润的 5% CO2 的 37 ℃

图 1 超声震荡系统

Fig. 1 Ultrasonic vibration experimental system
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培养箱中培养 3 d；最后，用 0.05% 胰蛋白酶

(15400054，Gibco，美国)消化处理，3 d 后进

行细胞传代。第三代细胞使用血替培养基培

养，血替培养基是在间充质干细胞基础培养基

(6114011，DAKEWE，中国)中添加 4.7% 血清

替代物(EPA-0 50，Elitecell Biomedical Corp，
加拿大)和 0.95% 青链霉素(15140-122，Gibco，
美国)。该孵育样品为后续细胞传代实验的原代

细胞。

2.3 超声脱壁实验参数选择

  超声单元控制信号的输入幅值和作用时间直

接决定了作用在细胞上的流体切向力的大小和时

长；输入信号波形的不同也会导致流体切向力不

同；震荡的频率不仅关系到换能器的频率特性和

方向特性，而且影响换能器的发射功率、效率和

灵敏度等重要性能指标；频率也是超声脱壁实验

中重要的影响参数。通常超声换能器工作在自身

的谐振基频时获得最佳工作状态，产生最大发射

功率和效率。但由于低频超声对细胞的空化会损

伤细胞，因此，谐振基频并非最佳选择，需要以

输入信号频率为变量进行实验。

  Imashiro 等[32]研究了超声换能器的超声波特

性，声场特性示意图如图 3 所示，公式(1)中的

近场距离 N 指示了声场分布特性。

       
(1)

                                   
其中，D 为换能器直径(mm)；f 为超声换能器频

率(Hz)；c 为介质中的声速(m/s)。声场中聚焦

区  与焦距 F 及 N 的关系如公式(2)所示。                       
                                  

(2)

                            
声强度 I 可由公式(3)计算得到。

                                (3)
其中，  为介质密度；A 为振动幅值。

 

图 3 超声换能器声场示意图

Fig. 3 Schematic diagram of sound field of ultrasonic 

transducer

  基于声场特性可知，贴壁细胞层与换能器的

距离 d 会直接影响细胞所受剪切力和瓶中液位的

高度。

  瓶内液体成分也是影响超声脱壁实验的因素

之一，大量超声脱壁实验使用磷酸盐缓冲盐水代

替培养基作为震荡时瓶内的液体。培养基对细胞

有保护作用，但不利于细胞脱壁，为平衡细胞脱

落率与死亡率，瓶内液体成分也需要作为控制变

量进行实验。

  基于上述分析，本文选择超声单元控制信号

的幅值、频率、作用时间、震荡方式、细胞与超

声换能单元间距、瓶内液体类型及液体高度作为

控制参数开展实验。

2.4 超声脱壁实验设计

  细胞超声脱壁实验的流程如图 4 所示。先在

超声换能器上置凹槽内加入与距离 d 同等高度的

去离子水，充当超声波传导介质。接着取出待实

图 2 超声震荡单元示意图

Fig. 2 Schematic diagram of ultrasonic vibration device
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                                           注：n＝4，*P＜0.05，下同

图 5 电压对细胞脱落影响 

Fig. 5 Effect of voltage on detachment rate 

验细胞，将细胞瓶中培养原液替换为待测液体，

并使用基于亮场显微镜的人脐带间充质干细胞融

合度检测方法[33]检测细胞脱壁情况。检测完成

后，细胞贴壁层置下，用滑台夹持器固定培养

瓶，控制步进电机，使贴壁层移动到指定距离 d 

处，与培养瓶接触传导介质。利用信号发生器和

功率放大器，为超声换能器施加指定波形，对细

胞进行超声震荡实验。

图 4 细胞超声脱壁实验流程

Fig. 4 Experimental procedure of ultrasonic detachment 

of cells

  震荡结束后，不使用移液管进行吹打，直

接收集震落细胞，并再次检测瓶内剩余细胞融合

度，计算细胞脱壁面积的百分比，即细胞脱落率。

此外，利用台盼蓝特性检测细胞死亡率，即活细

胞的胞膜结构完整，能够排斥台盼蓝，而丧失活

性或细胞膜不完整的细胞会被台盼蓝染成蓝色。

  为更加直观地判断细胞震荡脱落效果，引入

脱落效果参数 K 作为判断依据，K 为细胞脱落率

和细胞成活率的乘积，K 值越大脱落效果越好。

  每组实验对 3 瓶细胞进行相同的处理，以降

低单瓶细胞导致的误差，每组实验重复 4 次。采

用 t 检验评价差异的统计学意义，当 P＜0.05 时
被认为具有统计学意义。

3 材料和方法

3.1 输入信号对细胞脱壁影响

3.1.1 输入电压对细胞脱壁影响

  超声换能器的输入电压直接影响细胞受到的超

声辐射压力[34]，本研究选择  200 V、240 V、280 V、
320 V 的电压作对照实验，频率为 160 kHz，时

间为 2 min，距离 d＝2 mm，使用 15 mL 生理盐

水作为瓶内液体。实验结果显示，施加电压为 
200 V 时，基本无细胞脱落；施加电压为 240 V 
时，细胞脱落面积约为 40%；施加电压为 280 V 
和 320 V 时，细胞脱落面积均为 85%。使用台盼

蓝观察震荡脱落细胞可知，施加电压为 320 V 时，

震落细胞成活率明显低于其他 3 组，如图 5 所示，

施加电压约为 280 V 时，脱落效果 K 最佳。

  电压对细胞脱落效果影响较大，为选择更为
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合适的电压，本研究以 5 V 为步长，补充进行

了 240～280 V 之间的震荡实验，最终选择 K 值
最高时所对应的施加电压 255 V 作为最佳输入

电压。

3.1.2 输入频率影响

  为测试输入频率对细胞脱落效果的影响，本

实验选择超声换能器实际振荡频率及谐振频率：

37.5 kHz、105 kHz、160 kHz 进行实验。电压设

置为 255 V，时间为 2 min，距离 d＝2 mm，使

用 15 mL 生理盐水作为瓶内液体。实验结果显

示，当输入频率为 37.5 kHz 与 160 kHz 时，细

胞脱落面积均可达到 85%，然而，当输入频率

为 105 kHz 时，细胞脱落面积仅为 30%。如图 6 
所示，160 kHz 组细胞成活率大于 37.5 kHz 组，

与理论一致，且脱落效果 K 在频率为 160 kHz 时
达到最佳。

3.1.3 输入波形影响

  为更直观地感受波形的影响，本实验选择致

细胞脱落率较低的 105 kHz 区间频率，对 105 kHz
持续脉冲、104.7～106.4 kHz 扫频脉冲和 105 kHz 
突发脉冲进行实验，发现在同谐振频率区间

中，细胞脱落面积为：扫频脉冲＞持续脉冲＞

突发脉冲，而三者细胞死亡率没有明显区别。

故后续实验使用 159～161 kHz 扫频脉冲进行细

胞脱落。

3.2 细胞与超声装置间的距离 d 对细胞脱壁影响

  细胞与超声装置间的距离 d 对细胞的脱壁

有一定影响。设置 d 为 2 mm、3 mm、4 mm，

电压为 255 V，扫频脉冲频率为 159～161 kHz，
时间为 2 min，使用 15 mL 生理盐水作为瓶内液

体。实验结果显示，在 2 mm 处细胞脱落面积约

为 85%，在 3 mm 处细胞脱落面积约为 95%，在 
4 mm 处细胞脱落面积约为 60%，其中，2 mm 组
成活率最低，如图 7 所示，脱落效果 K 在距离 d 
为 3 mm 时达到最佳。

3.3 震荡瓶内液体对细胞脱壁影响

3.3.1 瓶内液体成分

  以瓶内液体成分为变量，选择 15 mL 血替原

液、15 mL 生理盐水、7.5 mL 血替原液＋7.5 mL
生理盐水分别作为瓶内液体 a、b、c 进行实验。其

他参数设置：电压为 255 V，频率为 159～161 kHz
扫频脉冲，时间为 2 min，距离 d＝3 mm。实验

结果显示，15 mL 血替原液组细胞脱落面积约为 
5%；15 mL 生理盐水组细胞脱落面积约为 95%，

死亡率约为 30%；7.5 mL 血替原液＋7.5 mL 生
理盐水组细胞脱落面积约为 60%，死亡率约为 
30%。如图 8 所示，脱落效果 K 在瓶内溶液为

15 mL 生理盐水时达到最佳。

图 6 频率对细胞脱壁影响

Fig. 6 Effect of frequency on detachment rate
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图 7 距离对细胞脱壁影响         

Fig. 7 Effect of distance on detachment rate          

图 8 瓶内液体对细胞脱壁影响

Fig. 8 Effect of liquid on detachment rate

3.3.2 瓶内液位高度 h 对细胞脱壁影响

  本实验选择生理盐水作为液体，溶液体积设

置为 9 mL、10.5 mL、12 mL、13.5 mL、15 mL，
即液体高度为 1.2 mm、1.4 mm、1.6 mm、1.8 mm、

2.0 mm。其他参数设置：电压为 255 V，扫频脉

冲频率为 159～161 kHz，时间为 2 min，距离

d＝3 mm。

  实验结果显示，从细胞脱落的面积看，溶液

高度 1.2 mm 组脱壁面积最小，其次为 1.4 mm 组
和 1.6 mm 组，1.6 mm 以上的实验组脱壁面积

类似，基本可以全部脱落；从脱落细胞的成活

率看，液体高度小于 1.6 mm 组细胞成活率均较

高，液体高度较大的两组成活率较低。如图 9 所
示，当瓶内溶液高度 h 为 1.6 mm，即液体体积为 
12 mL 时，脱落效果 K 达到最佳。

4 结论与分析

  本文利用超声换能单元，以人脐带间充质干

细胞作为目标实验细胞，针对超声脱壁过程中关

键参数对脱壁效果、细胞活性等指标的影响进行

了研究实验，结果分析如下。

  不同电压对细胞脱落效果影响的实验结果表

明，电压与细胞脱落率成正相关，与细胞成活率

呈负相关，即增大电压可以增大细胞脱落面积，

但是会降低细胞成活率。这是因为电压的增大会

造成液体振幅的增大，进而导致流体剪切力增

大，在提高脱落率的同时会加重对细胞的伤害，

造成成活率的降低。因此，在致脱落率较大的电

压中，选择对细胞伤害相对较小的电压，在本实

验条件下，较合适电压为 255 V。
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  不同频率对细胞脱落效果影响的实验结果

表明，细胞脱落率与频率并无线性关系，但频

率增大会提高细胞成活率。该结论与相关文献

的结论一致[35]，原因是超声波会在流体中引起

空化效应，即气泡的形成和破裂。气泡破裂会对

细胞造成损伤，超声频率越高，产生的气泡越

小，对细胞的伤害也就越低。因此，选择致脱落

率类似的较高次谐振频率，本实验中 160 kHz 为
最佳。此外，与 Wang 等[36]的发现类似，在细胞

的破坏实验中，高频和低频超声交替配合比仅用

单频处理更有效，原因是使用高低交替频率产生

的流体剪切力会大于单频。因此，在输入波形的

实验中可以观察到，相同的频率区间内，在细胞

成活率相同的前提下，扫频脉冲可以提升细胞脱

落率。

  在 Inui 的研究中，超声换能器与瓶底距离越

近，脱壁面积越精准；液体体积越多越易脱壁。

而在本文实验中，细胞脱落率与距离 d 并无线性

关系。由于培养瓶结构原因，细胞贴壁层与超声

震荡装置距离 d 为 2 mm 时，培养瓶与超声震荡

装置存在物理接触，因此猜测此时细胞脱落死亡

率较高的原因为，接触导致增加了机械振动力，

损伤了细胞。但 3 mm 处脱落率反而增大，结合

瓶中液位高度 h 的实验结果，本文认为细胞脱落

率可能与驻波出现位置相关。

  驻波长度  是半波长的整数倍，如公式(4)
所示。

                                      
(4)

                                    
其中，  为波长。根据波速 v、频率 f 与波长之

间关系式  可知，当水下声速为 1 480 m/s
时，160 kHz 频率对应的波长为 9.25 μm。当 n 
取 1 时，驻波位置为 4.625 mm，当距离 d 为
3 mm、瓶内液体为 12 mL 时，驻波位置约为 
1.625 mm，此时细胞脱落效果最佳。实验结果显

示，当细胞层位于驻波处附近时，细胞脱落率较

高，细胞在驻波处是悬浮可控的[37]，而在扫频状

态下，细胞位置在驻波上下切换，受到的流体切

向力相对稳定。

  在含有培养基的液体中，细胞脱壁效果不

佳，而使用生理盐水作为脱壁液体效果更好，这

可能是因为培养基本身具有促进贴壁的成分。在

工业细胞培养传代过程中，通常使用生理盐水进

行清洗或离心，因此在细胞脱壁时，使用生理盐

水作为细胞震荡液体是可行的。

  与 Inui 的聚能型超声换能器脱壁法相比，

本文超声震荡装置脱壁方法实现了更大范围的

细胞脱壁，并确定了应用于自动化流程中细胞

图 9 液体高度对细胞脱壁影响

Fig. 9 Effect of liquid height on detachment rate



陈晓彤，等：贴壁细胞超声脱壁技术研究5 期 9

脱壁的较优条件。与 Tauchi 提出的利用超声换

能器激发和低浓度胰蛋白酶协同分离细胞的方法

相比，本文方法避免了胰蛋白酶对细胞蛋白的伤

害，还提高了超声震荡脱壁应用与自动化流程中

的效率。

  综上所述，本文实验得出的最佳参数为：

超声换能器输入电压为  255  V，超声频率为 
159～161 kHz 扫频，超声时间为 2 min，细胞与

超声换能器距离为 3 mm，震荡液体为 12 mL 生
理盐水。在该参数控制下，T75 瓶中细胞脱落

效果 K 值可达 67%，脱落率为 95%，成活率为 
70%；胰蛋白酶脱落法的细胞脱落率约为 98%，

成活率约为 81%；Kurashina 基于温度调制的超

声振动细胞脱壁方法的细胞脱落率约为 78%，成

活率约 91%。由此可见，本实验方法的细胞脱落

率与胰蛋白酶脱落法脱落率基本一致，但成活率

较低。

  在后续实验研究中，在保证细胞脱落率的同

时，需要研究提高成活率的方法。可通过更换超声

换能器、信号发生器等优化实验条件的方式，探究

更高频超声脱壁是否可以提升细胞成活率。也可通

过对其他影响因素的探究实验，寻找其他控制参数

的更优选择。

5 结  论

  本文设计了一个兼顾细胞自动化生产应用和

待测参数实验的超声换能单元，以人脐带间充质

干细胞作为目标实验细胞，在避免使用胰蛋白酶

的前提下，研究了超声脱壁过程中的关键参数对

脱壁效果、细胞活性的影响。

  研究表明，电压与细胞脱落率呈正相关，与

细胞成活率负相关；细胞脱落率与频率并无线性

关系，但频率增大会有效增加细胞成活率；相同

的频率区间内，在不造成细胞损伤的前提下，扫

频脉冲对细胞的脱落率有所提升；当细胞层处在

驻波位置进行震荡时，细胞的脱落效果较好；当

瓶内液体为纯生理盐水时，脱落效果最佳。

  综上所述，本文实验得出了应用于工业自动

化流程的超声震荡致细胞脱落的较优参数：超声换

能器输入电压为 255 V，超声频率为 159～161 kHz
扫频，超声时间为 2 min，细胞与超声换能器距

离为 3 mm，震荡液体为 12 mL 生理盐水。该参

数控制下，T75 瓶中细胞脱壁面积可达 95%，细

胞成活率可达 70%。
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