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脐血造血细胞的体外扩增：!4生长规律的研究

张元兴 应小飞 谭文松
（华东理工大学生物反应器工程重点实验室 上海 $%%$56）

摘 要 考察了在添加细胞因子和未添加细胞因子培养条件下的造血细胞群体的生长和代谢，研究了长期培养条

件下造血祖细胞生长规律。在静态培养条件下，脐血造血细胞群体的比生长速率为%45789!，倍增时间为$8。培

养后期，造血细胞消耗了大部分葡萄糖，乳酸浓度可达7%00()／:。在造血细胞长期培养条件下，;<=3>?产出最

高峰在培养第$周与第5周之间。@<=3A产出最高峰在培养第!周。每天换#%B培养液，造血细胞总数扩增了

!7倍，;<=3>?扩增了!5倍，@<=3A扩增了#倍。
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用于体外重建造血组织的造血细胞除了来自骨

髓外，也可以来自外周血、胎肝和脐血［!］。脐血来

源丰富，含有较丰富原始的造血干／祖细胞［$］。因

此，在实验过程中选择了脐血单个核细胞为对象，研

究了造血细胞在体外的生长、代谢和扩增。

细胞生长的生化环境对细胞生长起着很重要的

作用。所谓生化环境，指的是细胞培养液的成份、浓

度、代谢产物的积累等与细胞生长和代谢直接相关

的因素。考察生化环境对造血细胞的生长、增殖和

代谢的影响，能为造血细胞体外培养的研究、工艺设

计和反应器放大提供重要信息。因此，我们考察了

在不同生化环境下造血细胞群体和祖细胞生长扩增

以及代谢的规律。

! 材料与方法

!"! 脐血来源

健康新生儿的产妇分娩后，立即无菌采集脐血

（加肝素钠$%E／0:）。脐血由国际妇婴保健院和上

海市第六人民医院提供。

!"# 脐血单个核细胞分离

采用淋巴细胞分离液（上海试剂总厂，!4%66F／

0:）梯度离心（@-GH0IJ，5%%F）分离脐血单个核细

胞。然后用K?L?培养基（>K@;M）洗涤5次。脐

血单个核细胞采用台盼蓝染色计数，实验用的单个

核细胞细胞存活率大于&NB。

!"$ 甲基纤维素半固体培养%&’分析

半固体培养体系为K?L?培养基添加5%B胎

牛血清（>K@;M），700()／0:谷氨酸胺（,OF0I），

%4%!00()／:$3巯基乙醇（,OF0I），%4&B甲基纤维

素（,OF0I），以及重组造血细胞生长因子。这些造血

细胞生长因子包括干细胞因子（,;<）、白细胞介素5
（K:35）、粒3巨噬细胞刺激因子（>?3;,<）、粒细胞刺

激因子（>3;,<）和促红细胞生成素（APM）。最终以

细胞浓度!Q!%#／0:在5#00培养皿（+EJG）中接

种!0:细胞悬浮液后在56R、#B;M$的恒湿二氧

化碳培养箱中培养。培养!78后，进行粒3巨噬细

胞集落形成单位（;<=3>?）、混合集落形成单位

（;<=3?OS）和红系爆发式形成单位（@<=3A）集落计

数，大于#%个细胞为集落。

!"( 脐血单个核细胞（%)*+,%-）体外培养

体外培养体系由K?L?培养基添加!#B胎牛

血清、!#B马血清（>K@;M）、%4%!00()／:氢化可的

松（,OF0I）以及相应的造血细胞生长因子（是否添加

细胞因子根据实验要求）构成。脐血单个核细胞置

于$7孔板（+EJG），每孔!0:细胞悬浮液，在56R、

#B;M$的恒湿二氧化碳培养箱中培养。

# 结果与讨论

#"! 批培养造血细胞群体生长动力学

#"!"! 未添加造血细胞生长因子时脐血单个核细



胞群体生长规律：在没有添加造血细胞生长因子情

况下，造血细胞单个核细胞群体生长曲线如图!所

示。造血细胞单个核细胞生长速率很低。在接种浓

度为"#!$%或&#!$%／’(时，造血细胞单个核细

胞群体很少生长，第%天以后，细胞停止生长，细胞

数开始逐渐减少。第!$天后，细胞数已经很少。从

细胞代谢情况来看，葡萄糖消耗量不大，乳酸的积累

也 不 高（ 图 "）。 培 养 !") 后，乳 酸 浓 度 接 近

*’’+,／(。培养!$)后，在光学显微镜下观察到细

胞的体积逐渐膨大，细胞的表面比较粗糙。造血细

胞已进入死亡期。此时葡萄糖还远远没有被消耗

完，乳酸的浓度也不高，它们都不可能是细胞存活的

限制因素。由此可见，在批培养条件下，没有添加造

血生长因子，也没有使用能分泌一些造血细胞生长

因子的基质细胞（-.+’/,01,,2）［3，&］，造血细胞单个

核细胞在体外不能得到有效扩增。

图! 在不添加造血细胞生长因子下，

造血细胞的群体生长
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图" 在不添加造血细胞生长因子的造血细胞

分批培养中，葡萄糖的利用和乳酸的生成
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!"#"! 添加造血细胞生长因子时造血单个核细胞

群体生长规律：在没有进行培养液更换的情况下，造

血单个核细胞群体生长曲线如图3所示。在培养前

")，造血细胞处于延迟期，生长非常缓慢。第3天

开始，细胞数上升，造血细胞进入生长期。在指数生

长期，利用如下公式：)!／)"H!! 可得造血细胞在

静态培养时比生长速率为$I3&)J!，倍增时间约为

")。培养第!$天，造血细胞数达到最高。随着造血

细胞的大量繁殖，培养基中的营养物质迅速消耗，加

之有害代谢物的积累，造血细胞的生长速率下降。

培养第!$天后，造血细胞进入静止期。培养第!"
天以后，造血细胞数开始下降，造血进入死亡期，活

细胞浓度不断下降。

!"! 添加细胞生长因子时造血细胞群体代谢

从造血细胞代谢曲线（图&）可以看出，在造血

细胞培养的前3)，葡萄糖消耗缓慢，乳酸生成量较

少。因为此时造血细胞分裂非常缓慢，造血细胞代

谢不旺盛。培养&)，造血细胞进入生长期，造血细

胞代谢明显加快。随着造血细胞数的快速增加，细

胞对葡萄糖的消耗加快，乳酸的生成量明显增多。

培养!$)后，造血细胞进入静止期，细胞已消耗了大

部分葡萄糖，葡萄糖从最初浓度"%’’+,／(下降到

*’’+,／(，乳酸的浓度达到3%’’+,／(。这样高的

乳酸浓度，可能对造血细胞生长产生抑制作用。

图3 在添加造血细胞生长因子下，

分批培养的造血细胞的生长
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!"$ 细胞接种量对细胞生长的影响

对于悬浮培养的哺乳动物细胞来说，接种密度

一般要求不低于!I$#!$%／’(［%］。通过对造血细

胞单个核细胞的研究，我们也发现了类似的规律。
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图! 在添加造血细胞生长因子的造血细胞分

批培养中，葡萄糖的利用和乳酸的生成
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图B表示了静态培养时不同接种密度对造血细

胞生长的影响。由图可见，当接种密度为LMA?
@AB／5C时，细胞适应期很短，第L天以后达到最大

细胞密度。当接种量为>MA?@AB和!MA?@AB／5C
时，造血细胞生长与更高接种量时的情况相似。二

者都要经过一个适应期，且达到最大细胞密度的时

间比更高接种量时要迟>!H2。当接种量为AMB?
@AB／5C时，造血细胞生长非常缓慢，并且达到的最

大细胞密度远比高接种量时低。

图B 细胞接种密度对造血细胞生长的影响
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细胞接种量对细胞生长的影响可以用细胞间协

同作用来解释。细胞在生长过程中，合成一些对细

胞生长必不可少而在培养基中不存在或不足的因

子，只有这些因子积累到临界浓度以上，细胞才能生

长。因此要获得一定浓度的这些因子，必须有一定

的细胞接种密度。对于造血细胞，在静态培养时，建

议接种密度为>?@AB!I?@AB／5C比较合适。

!"# 造血细胞长期培养动力学

!"#"$ 造血细胞长期培养的群体扩增：在添加细胞

因子或未添加细胞因子和每天更换BAO培养基（轻

轻移去上清，避免移走细胞）的培养条件下，造血细

胞群体生长曲线如图I所示。在添加细胞因子的情

况下，在培养前H个星期，造血细胞单个核细胞在扩

增，到第H个星期，造血细胞总细胞扩增数达到最高

峰，扩增倍数（P产出细胞数／接种细胞数）为@!。

然后，扩增倍数逐渐下降，在第B星期，扩增倍数为

I。在没有添加细胞因子情况下，造血细胞只有在第

@星期有轻微扩增。从第>星期开始，造血细胞总

细胞扩增数逐渐下降。从长期培养生长曲线可知，

在静态培养条件下，造血细胞在一定培养时间内扩

增倍数最大，因此，要获得最多造血细胞数，存在一

个最佳收获时间。对于总细胞数产出而言，最佳的收

获时间在培养开始后的第>星期与第H星期之间。

图I 单核细胞在悬浮培养中的扩增

"#$%I N7,,Q-/1+#*1*3;<9+#1+(+-,1+#*1)(’.(4,8#.7
（#）*48#.7*(.（"）.7,7,5/.*-*#,.#)$4*8.73/).*4+

9:;<9+8,4,#11*)(’/.,2/./1#1#.#/’2,1+#.=*3!?@AB),’’+／5C

#1>!D8,’’-’/.,+%N*,/)78,’’@5C),’’+(+-,1+#*1#15,2#(5+(-D

-’,5,1.,24,)*56#1/1.7,5/.*-*#,.#)$4*8.73/).*4+F9"，GCDH，GCD

I，&;D9F"/12EJK8/+/22,2/..7,6,$#11#1$*3)(’.(4,

!"#"! 造血祖细胞的扩增：在造血细胞长期培养条

件下，造血祖细胞扩增动力学如图R所示。

对于9"SD&;而言，9"SD&;数在培养过程

中不断增加，直到第>星期，此时9"SD&;数达到

最大值，扩增了@H倍，然后9"SD&;数基本上保持

不变。从第!星期开始，9"SD&;数开始下降。到

第B星期，9"SD&;数接近于接种时9"SD&;数。

从9"SD&;扩增曲线和造血细胞群体的扩增的比

较可知，9"SD&;数变化与造血细胞总细胞数变化

相一致。
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图! 造血细胞长期培养中"#$%&’和(#$%)生成动力学
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对于(#$%)而言，只有在第B星期中有(#$%
)扩增，扩增了D倍，从第二星期开始，(#$%)开始

迅速下降。到培养的第@星期，很少看到(#$%)。

从造血祖细胞扩增动力学曲线可得到一个重要结

论：对于"#$%&’和(#$%)有不同最佳收获时间。

"#$%&’最佳收获时间在培养后第F星期与第J

星期之间，而(#$%)最佳收获时间在第B星期。

L:;8827等［K］在灌注培养系统培养骨髓造血细胞中

发现"#$%&’最佳收获时间是在培养后第BC天，

(#$%)最佳收获时间为培养后第@天。最佳收获

时间不同的原因可能在于两个方面，一是造血细胞

的来源不同，另一个是培养系统的差别。

! 结 论

本文主要研究了在不同培养条件下脐血中造血

祖细胞、造血细胞群体体外生长规律。考察了在添

加细胞因子和未添加细胞因子培养条件下的造血细

胞群体的生长和代谢，研究了长期培养条件下造血

祖细胞生长的规律。得出结论为：B）在静态培养条

件下，脐血造血细胞群体的比生长速率为CNJ@3OB，

倍增时间为F3左右；F）在静态培养条件下，到了培

养后期，造血细胞消耗了大部分葡萄糖，乳酸的浓度

为@C<<2;／E左右；J）在造血细胞长期培养条件下，

"#$%&’产出最高峰在培养F周与J周之间，(#$%
)产出最高峰在培养第B周；@）在每天换DCP培养

液培养的情况，造血总细胞数扩增了B@倍，"#$%
&’扩增了BJ倍，(#$%)扩增了D倍。
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