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脐血造血细胞的体外扩增：#!造血细胞生长因子和

培养液更换的作用

应小飞 张元兴" 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 #$$#10）

摘 要 研究了造血干细胞生长因子、白介素/1、白介素/"、粒/巨噬细胞集落刺激因子、粒细胞集落刺激因子及红

细胞生成素对脐血造血细胞体外培养的影响及其剂量关系，考察了造血细胞因子单独与联合作用对造血细胞体外

培养的影响，证实细胞因子组合使用比细胞因子单独使用效果更好，发现234567/1567/"589/32458/3245
:;<组合对总细胞扩增最佳，234567/1567/"589/324组合对34=/89扩增最佳。实验发现培养液更换可大

大提高脐血造血细胞总数和祖细胞数产出。在每天更换>$?培养液下，脐血总细胞数在第三周扩增了#0倍，祖细

胞数扩增了#!倍。
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造血细胞生长因子是细胞因子的一个重要组成

部分，在 血 细 胞 生 成 和 调 节 机 制 中 有 重 要 的 意

义［!］。这些因子主要包括干细胞因子（234），多功

能性集落因子（9D’EFG&E+HE/324）即白细胞介素/1
（67/1），白细胞介素/"（67/"），粒/巨噬细胞集落刺激

因子（89/324），粒细胞集落刺激因子（8/324）及红

细胞生成素（:;<）。这些因子协同地或单独地调节

造血多能性细胞的增生、分化和生存以及成熟血细

胞的一些机能。67/1直接刺激多能性干细胞的生

长和发育以及各类前阶段祖细胞，并导致各类粒细

胞的成熟［#］；89/324促进中性粒细胞、红细胞和嗜

酸性细胞前阶段祖细胞的生长和发育；234作用于

造血干／祖细胞，促进其分化和增殖［1］；89/324促

进粒细胞集落形成单位（I4=/8）发育成粒细胞；

:;<刺激红细胞的增生和成熟。

研究表明［J，>］，不同培养液更换频率对造血基

质细胞分泌细胞因子功能有很大影响。因此，在造

血细胞批培养后期，如果没有培养液的更换，营养成

份的耗竭和代谢副产物的积累均可能抑制造血细胞

的进一步生长［"，0］。更换新培养液补充了营养成分

和移走部分代谢副产物，可以减轻批培养后期产生

的不良影响。所以，我们采用了J种不同培养液更

换频率，来考察更换频率对造血细胞扩增的影响。

" 材料与方法

"(" 脐血来源

脐血由国际妇婴保健院和上海市第六人民医院

提供［K］。

"(# 细胞因子

考察的"种造血细胞生长因子都是基因重组产

品。干细胞因子（234）购自2FL,M，白细胞介素1
（67/1）、白细胞介素"（67/"）、粒/巨噬细胞刺激因子

（89/324）和粒细胞刺激因子（8/324）购自北京原

平生物公司，红细胞生成素（:;<）来自第二军医大

学克隆公司。

"$% 方法

脐血单个核细胞（9)3N）分离、甲基纤维素半

固体培养集落形成单位（34=）分析和脐血单个核

细胞体外培养已在前文描述［K］。

在培养液更换对细胞生长影响的实验中，脐血

单个核细胞接种密度为#O!$>／,7，根据培养经验，

取J种不同培养液更换频率：每天更换>$?培养

液，每二天更换>$?培养液，每三天更换>$?培养

液和没有培养液更换。换液方法为用!,7移液管

从静置的培养板中轻轻移去$B>,7上清，添加等

量的新鲜培养液。



! 实验结果与讨论

!"# $种细胞因子对脐血%&’(半固体培养集落

形成的影响

实验考察了!种细胞因子（"#$，%&&’(／)*；+,
#"$，%&&-／)*；+.,#"$，/&&-／*；0*,1，%&&-／

)*；0*,!，%&&-／)*；234，/-／)*）对脐血 .5#6
体外半固体培养形成#$7,+.、8$7,2、#$7,.9:
集落的影响（图%）。对于#$7,+.集落，+.,#"$
的作用最明显，生成#$7,+.最多，其次为+,#"$
的作用，然后为"#$、0*,!和0*,1的作用。234作

用生成#$7,+.集落数很少。另外，它们单独作用

时形成#$7,+.集落的形态也有不同。"#$和0*,
1作用与+.,#"$、+,#"$和0*,!作用相比，形成

的集落尺寸大，细胞数多。

图% 不同细胞因子对#$7,+.，

8$7,2和#$7,.9:的作用

$9(;% 2<<=>?6@<A9<<=B=’?>C?@D9’=6@’#$7,+.（!）E’A
8$7,2（"）E’A#$7,.9:（目）

%F%&G>=HH6I=B=6==A=A9’1G,))3=?B9,A96J

I9?J%)*)=A9-)6-KKH=)=’?=AI9?J&;LM)=?JCH>=HH-H@6=

E’A1&M$8"E’A?J==:E)9’=A>C?@D9’=;

对于8$7,2集落形成，234作用形成8$7,2
集落数最多，其次为0*,1和"#$。+.,#"$和+,
#"$对8$7,2集落形成数几乎没有影响。在体外

半固体培养体系中，单独使用+.,#"$和+,#"$时

很少可以看到8$7,2集落形成。

对于#$7,.9:集落形成，当这!种细胞因子单

独添加时，只有添加"#$和0*,1这两种因子的培养

体系才形成#$7,.9:集落。234、+,#"$和+.,#"$
单独作用时培养体系不能形成#$7,.9:集落。

从上述结果可以看出，每种细胞因子对脐血

.5#6体外半固体集落培养的效果是不一样的。对

于#$7,+. 集 落，细 胞 因 子 的 作 用 大 小 顺 序 为

+.,#"$#+,#"$#0*,!#"#$、0*,1#234；对于

8$2,7，其作用大小顺序为234#"#$、0*,1、0*,!
#+.,#"$、+,#"$；对于#$7,.9:，其作用大小顺

序为"#$、0*,1#+.,#"$、+,#"$、234。从生成不

同类型造血祖细胞集落，可以看出每种细胞因子对

不同阶段造血细胞形成的作用是不一样的。"#$、

0*,1和0*,!主 要 作 用 于 早 期 造 血 祖 细 胞，+.,
#"$、+,#"$和234则作用于较晚期造血祖细胞。

!"! 细胞因子剂量与造血细胞集落形成的关系

实验发现，不仅不同细胞因子对集落形成有不

同影响，而且集落形成数对同一细胞因子的不同浓

度也相当敏感。不同剂量的+.,#"$和+,#"$对

#$7,+.集落形成数和不同剂量的234对8$7,2
集落形成数都有一定影响。当细胞因子浓度比较低

时，集落形成较少。随着细胞因子浓度增加，集落形

成数随之增加。当细胞因子达到一定浓度时，集落

形成数不再变化。此时的细胞因子浓度可称为半固

体培养的集落形成的临界浓度。+.,#"$、+,#"$
和234的临界浓度分别为/&&，%&&和/-／)*。集

落形成数与细胞因子剂量的关系可以拟合为：

!"
!)-
#-N-

图/ +.,#"$和+,#"$对#$7,+.以及

234对8$7,2形成的浓度作用

$9(;/ OJ=>@’>=’?BE?9@’=<<=>?6@<+.,#"$（$）E’A
+,#"$（!）@’#$7,+.E’A234（%）@’8$7,2;

OJ=>-BP=6B=K=B=6=’??J=PEH-=6@<)@A=H;OJ=9’9?9EH>=HHA=’69?C@</

F%&G#8.5#6I=B=6==A=AE?1G))3=?B9,A96JEAA=AI9?J%)*

>=HH6-6K=’69@’9’)=A9-)6-KKH=)=’?=AI9?J1&M$8"，&;LM

)=?JCH>=HH-H@6=E’A?J==:E)9’=A>C?@D9’=

其中!为集落形成数，!) 为最大集落形成数，#-
为常数，-为细胞因子的剂量。参数拟合得+.,
#"$、+,#"$和234的!)分别为/LG、/Q&和%RG，

#-分别为GG、Q1和&SG-／)*。此式可以估计在一

定生长因子浓度下所能达到的集落形成数。
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图! "#$%&’和"#$%&’()*$!对

总细胞扩增的作用

’+,-! .//01234/1451052672+4534/"#$%&’（!）758
"#$%&’()*$!（"）4509:753+454/2427;10;;3-

%<#=%3>060+5541?;72087275+5+2+7;8053+2@4/ABCDE10;;3／F*

+5AG$>0;;:;7203-.H06@>0;;>7378808CF*10;;3?3:053+45-IJ060$

;7208"#$%&’46"#$%&’()*$!>733?::;0F0520824F08+?F72

2J0K0,+55+5,4/1?;2?60-L/206CD87@31?;2?60，>0;;3>060J76H03208

75814?5208?3+5,J0F41@24F020675826@:75K;?0091;?3+45-

在半固体培养中集落形成数与细胞因子浓度存在剂

量关系，是因为对于一定数量的脐血单个核细胞，所

含有的造血祖细胞数是一定的。当细胞因子的剂量

比较小时，其作用尚不能使造血祖细胞充分分化和

增殖，集落形成数相应较少。细胞因子浓度达到临

界水平，能使所有造血祖细胞分化和增殖，集落形成

数达到最大值。再进一步提高细胞因子的剂量，不

再影响造血祖细胞集落形成数。

在体外液体培养条件下，实验观察了不同浓度

"#$%&’对造血总细胞产出的影响（图!），发现细

胞因子对于造血细胞扩增有同样的作用。"#$%&’
单独可以刺激造血细胞增殖，当"#$%&’浓度比较

低时，造血总细胞产出也比较少；当"#$%&’浓度

提高，造血总细胞产出随之提高；当"#$%&’浓度

达到ADD?／F*时，细胞数达到最大值。然后，继续

增加"#$%&’浓度，细胞数没有相应提高。其它细

胞因子，如)*$!、)*$M、"$%&’和.NO也有相类似作

用（数据未给出）。当"#$%&’和)*$!两者联合作

用，它们的剂量与总细胞产出也存在一定的关系（图

!），并且造血总细胞数显著高于"#$%&’和)*$!
（C：C）分别单独作用时。由此可见，造血细胞产出与

细胞因子浓度和细胞因子组合有关。

!"# 细胞因子组合对脐血单个核细胞扩增影响

造血细胞在体外增殖，需要多种造血细胞生长

因子的协同作用，包括刺激增殖的刺激因子和维持

细胞存活的存活因子。根据各种造血细胞生长因子

的不同功能，合理进行搭配可以起到协同的效果。

<6?,,06等［P］研究了)*$C!、)*$!、)*$M、"#$%&’、"$
%&’、#$%&’及&%’等因子的!M种不同组合对外

周血%Q!G(细胞扩增的影响，并对造血细胞生长因

子的合理搭配进行了探讨。国内外对脐血造血细胞

体外扩增的研究重点是%Q!G(细胞体外扩增，细胞

因子 组 合 对 脐 血 造 血 细 胞 扩 增 的 研 究 也 针 对

%Q!G(细胞，有关细胞因子组合对脐血单个核细胞

体外扩增作用报道甚少，而脐血造血细胞的体外扩

增对造血细胞的实际应用有重要价值。我们考察了

细胞因子组合对脐血单个核细胞扩增的影响，即在

悬浮培养下用&%’、)*$!、)*$M、"#$%&’、"$%&’和

.NOM种细胞因子（均取临界浓度）的不同组合来研

究它们对脐血造血总细胞和祖细胞扩增的影响。

图G表示了细胞因子单独使用时对总细胞数扩

增的影响。当&%’单独使用时，对造血总细胞数扩

增几乎没有影响。)*$!和)*$M分别单独作用于脐

血造血细胞培养时，对细胞扩增影响不大。"#$
%&’、"$%&’和.NO单独作用于造血细胞悬浮培养

时，能使造血细胞扩增，但效果尚不显著。总之，细

胞因子单独作用于悬浮培养的造血细胞，对造血细

胞体外扩增效果并不令人满意。

图G 悬浮培养下细胞因子对总细胞数扩增的作用

’+,-G .//01234/1@24R+503452J009:753+454/2427;
10;;3+53?3:053+451?;2?60-

%<#=%3>060+5541?;72087275+5+2+7;8053+2@4/ABCDE10;;3／F*

+5AG$>0;;:;720-I4071J>0;;CF*10;;3?3:053+45+5F08+?F>73

78808-IJ0097F+5086014FK+5752,64>2J/712463>0603?:;;0F05208

24F08+?F722J0K0,+55+5,4/1?;2?60-L/206CD87@31?;2?60，>0;;3

>060J76H03208758H+7K;010;;5?FK063>0607337@08-

研究已经证明，不管造血细胞来源（骨髓、外周

血和脐血），要获得比较理想的扩增效果，必须同时

添加&%’、)*$!和)*$M［CD，CC］。基于这一点，本研究

在&%’()*$!()*$M组合基础上添加其它细胞因

ECSM期 应小飞等：脐血造血细胞的体外扩增：A-造血细胞生长因子和培养液更换的作用



子，构成!种细胞因子组合，体外培养脐血单个核细

胞，考察造血总细胞和祖细胞的产出，以找出最优的

细胞因子组合。这!种组合为：（"）#$%&’()*&
’()+；（,）#$%&’()*&’()+&-.)$#%；（$）#$%&
’()*&’()+&-)$#%；（/）#$%&’()*&’()+&012；

（0）#$%&’()*&’()+&-.)$#%&-)$#%；（%）#$%
&’()*&’()+&-.)$#%&012；（-）#$%&’()*&
’()+&-)$#%&012；（3）#$%&’()*&’()+&-.)
$#%&-)$#%&012。实验结果见图4。

图4 悬浮培养下细胞因子组合对

总细胞数和$%5)-.扩增的作用

%6784 099:;<=>9;?<>@6A:;>BC6AD<6>A=>A:EFDA=6>A>9
<><DG;:GG=（!）DAH$%5)-.（"）

$,.I$=J:K:6AA>;LGD<:HD<DA6A6<6DGH:A=6<?>9MNOP4;:GG=／B(

6AMQ)J:GGFGD<:=8R>:D;SJ:GGOB(;:GG=L=F:A=6>AJD=DHH:H8RS:

:EDB6A:H;?<>@6A:;>BC6AD<6>A=J:K:=LFFG:B:A<:H<>B:H6LBD<<S:

C:76AA6A7>9;LG<LK:8"9<:KOQ)HD?=;LG<LK:，J:GG=J:K:SDKT:=<:H，DAH

T6DCG:;:GGALBC:K=DAH$%5)-.ALBC:K=J:K:D==D?:H8

对于总细胞扩增，（3）组合总细胞扩增数最大，

其次为（0）组合和（$）组合，而（"）组合总细胞扩增

数最小。

对于$%5)-.扩增，（,）组合扩增$%5)-.效果

最佳，其次为（0）和（"）组合，（-）组合扩增效果最差。

!"# 不同培养液更换频率对造血总细胞和祖细胞

扩增的影响

图+表示不同培养液更换频率对造血总细胞数

产出的影响。在培养第一周，在Q种不同换液培养

条件下，总细胞扩增数是相同的。在培养第二周，每

天更换4PU培养液组总细胞数扩增最多，其次为每

两天更换4PU培养液组，没有培养液更换组总细胞

扩增数最少。尽管这四组扩增有差别，但扩增数差

别不是十分明显。到了培养第三周，不同换液方式

对扩增的影响变得显著，但是培养液更换频率对细

胞数扩增的影响的顺序没有变化。此时，每天更换

4PU培养液组扩增了MV倍，每二天更换4PU培养

液组扩增了MQ倍，每三天更换4PU培养液组扩增

了MP倍，没有培养液更换组只扩增了M倍。

图+ 不同换液频率下造血细胞群体的扩增

%678+ 0EFDA=6>A=>9S:BD<>F>6:<6;;:GGF>FLGD<6>A
LAH:K9>LKH699:K:A<B:H6LB:E;SDA7:9K:WL:A;6:=8

$,.I$=J:K:6AA>;LGD<:HD<DA6A6<6DGH:A=6<?>9MNOP4;:GG=／B(

6AMQ)J:GGFGD<:=8OB(;:GG=L=F:A=6>AJD=DHH:H<>:D;S>9J:GG8

由于对培养条件的适应，造血细胞在培养第一

周生长并不旺盛，对营养成份消耗量不大，产生代谢

副产物也不多。因此，在培养第一周内，不同换液频

率对造血细胞生长影响不大，对总细胞扩增数没有

明显影响。在培养第二周，造血细胞进入生长期，细

胞数迅速增加，对营养成份的消耗加快，代谢副产物

产生也加速。采用不同培养液更换频率，营养成份

和细胞因子更新速率不同，代谢副产物移走速率也

不同，造成造血细胞生长速率产生差别。换液频率

优化应与培养细胞密度有关。在培养过程中，刚接

种时可少换液或不换液，随着细胞密度提高，培养液

更换频率也要相应加快，以获得更高的细胞密度。

不同培养液更换频率对造血祖细胞（$%5)-.）

的扩增也有明显影响（图V）。培养M周后，在*种

不同换液条件下$%5)-.的扩增数分别为V、OM和

O4，每天更换4PU培养液组祖细胞扩增数最大。培

养*周后，在*种不同换液条件下$%5)-.的扩增

数分别为OP、O4和MO，同样，每天更换4PU培养液

组祖细胞扩增数最大。

$ 结 论

本文研究了造血干细胞生长因子、白介素)*、白

介素)+、粒)巨噬细胞集落刺激因子、粒细胞集落刺

激因子及红细胞生成素对造血细胞体外培养的影

响。这些因子对集落形成存在一定剂量关系，在甲

基纤维素半固体培养下，-)$#%、-.)$#%和012
作用的临界浓度 分 别 为OPPL／B(、MPPL／B(和
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图! 不同换液频率下"#$%&’的扩增

#()*! +,-./0(1/012"#$%&’3/456786554(22565/7
954(395,:8./)5265;35/:(50*

"<’="0>565(//1:3?.754.7./(/(7(.?45/0(7@12ABCDE:5??0／9F

(/AG%>5??-?.750*C9F:5??030-5/0(1/>.0.4454715.:812>5??*

A3／9F。考察了造血细胞因子单独与联合作用对

脐血单个核细胞体外培养的影响，证实细胞因子组

合使用比细胞因子单独使用效果更好。同时，发现

H"#IJF%KIJF%LI&’%"H#I&%"H#I+MN组合

对总细胞扩增最佳，H"#IJF%KIJF%LI&’%"H#组

合对"#$%&’扩增最佳。

本文也考察了G种不同培养液更换频率对脐血

单个核细胞中细胞群体和祖细胞扩增的影响。这G
种不同培养液更换频率分别为：每天更换EDO培养

液、每二天更换EDO培养液、每三天更换EDO培养

液、不更换培养液。通过这G种更换频率的研究，发

现培养液更换对造血细胞体外扩增有很大作用。通

过培养液更换，脐血总细胞数和祖细胞数产出大大提

高。在每天更换EDO培养液培养条件下，脐血总细

胞数在第三周扩增了A!倍，祖细胞数扩增了AC倍。
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