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造血细胞体外悬浮培养和生物反应器开发

迟占有 夏泉鸣 康自珍 谭文松" 戴干策
（华东理工大学生物反应器国家重点实验室，上海 $%%$&D）

摘 要 为解决造血细胞的静态培养中由浓度梯度引起的培养不稳定、环境不均一、难放大等问题，首先采用转瓶

对脐血单个核细胞进行了悬浮培养研究，结果表明，悬浮培养中总细胞、集落和 EF&4G细胞的扩增都高于静态的方

瓶培养。在测试了所用材料生物相容性的基础上，开发了可以控制溶氧和 .H的生物反应器，并将其应用到造血细
胞的批培养中，结果表明反应器的培养环境均一，可实现较高密度的培养，而且总细胞、集落和 EF&4G 细胞的扩增

都优于静态培养。大规模的反应器培养有利于解决临床应用中细胞数量不足的问题。
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造血干细胞的体外培养是在模拟体内造血系统

发生和发育的基础上，在体外培养系统中，通过添加

造血细胞因子和各类营养成分来实现造血干细胞在

体外的增殖和发育，生产可用于医疗的各类造血细

胞的技术。近来该技术在细胞的培养条件、培养系

统和培养后细胞的应用方面都取得了很大进展［!，$］。

造血细胞培养研究中普遍应用的是静态培养系

统，如孔板和方瓶，静态培养中由于培养环境不均

一，因此培养基中 .H、溶氧和代谢物都存在浓度梯
度［&］。这些浓度梯度会由于所培养细胞的初始条件

如接种密度、细胞类型分布、细胞本身扩增潜力不同

而在各批之间造成很大的差异。而且静态培养不能

实现在线监控，采集数据烦琐。另外静态培养系统

能提供的表面积有限，不适合进行大规模培养。搅

拌式生物反应器能提供均一的环境，在取样、数据采

集和培养条件控制等方面都优于静态培养。而且搅

拌式反应器具有结构简单、易于放大、细胞收获方

便、细胞培养环境易于控制、检测和优化等特点，因

此目前已经为很多种动物细胞的培养所采用［&］。

本文利用转瓶培养和扩增了脐血单个核细胞，

对造血细胞的搅拌式悬浮培养作了初步的研究，在

此基础上，针对造血细胞的培养专门开发了搅拌式

生物反应器系统，并成功地用于脐血造血细胞的批

培养中。

! 材料和方法

! "! 脐血（#$）的采集和单个核细胞（%&#）的分离
脐血由上海国际和平妇婴保健院提供。要求供

者是身体健康、发育良好的非高龄产妇。脐血经淋

巴细胞分离液（8<A())）梯度离心后，收集单个核细
胞，并以 KLFL培养基洗涤 $次。
! "’ 脐血单个核细胞的体外培养
体外培养基本培养基用 KLFL（M<1A(公司），使

用时添加 $%N胎牛血清（8O,），以及 ,E8、KP3&和 KP3
5三种细胞因子，其浓度分别为：#% ?QR0P、$% ?QR0P
和 $%?QR0P。
孔板、方瓶和转瓶置于 &DS、#NET$、湿度饱和

的二氧化碳培养箱中进行细胞培养。$4 孔板培养
中，细胞以所需密度接种，每孔装液 !0P。方瓶培养
采用 +B?A 公司 73$# 型方瓶，装液 D0P。转瓶
（7-AU?-公司）标准装液体积为 !%%0P，实验起始时
装液 $#0P，培养至 DC后，加入相同体积的含细胞因
子和血清的新鲜培养基，之后每 $天换液 #%N。转
瓶搅拌转速为 $%2R0<?。
! "( 反应器材料的生物相容性测试
所测试的材料为：不锈钢 ,&!5P，,&%4，玻璃，聚

四氟乙烯（V78;），硅橡胶（,<)<A(? 2B11-2），不锈钢丝
网（W<2- 0->U），橡胶（XB11-2）。所测试材料剪成小



块，经高压灭菌后加入孔板细胞悬液中进行直接接

触培养。培养 !"#后取细胞用于计数和集落分析。
实验对照组为不加任何材料的孔板培养，孔板本身

的材料是聚乙烯（$%），其表面经过组织培养化处理，
能成功地支持造血细胞生长。

! "# 生物反应器的生物相容性实验
将培养基在高压灭菌过的罐中浸泡 &#，取出后

用该培养基在孔板中培养造血细胞，以新鲜培养基

为对照，考察两种培养所得的细胞总数和 ’()*+,。
! "$ 造血细胞生物反应器的批培养
用方法 ! -&中所述的培养基悬浮脐血单个核细

胞，以 & . !"/ 01223456接种至 7*!89 方瓶（:;<0）中，
培养 =#后以 " - = . !"/ 01223456接种至反应器和孔
板（作为静态对照）中。其中反应器中 >? 控制在
8@!9，溶氧为饱和溶解空气的 &9A，搅拌转速为 B"
C45D<。
! "% 造血细胞的集落检测

’()*+, 的检测体系为 E,F, 培养基，添加
&"A胎牛血清，=55G246谷氨酰胺（%DH5I），含 "@JA
甲基纤维素（="""0>，%DH5I），以及人重组造血生长因
子 %’(、E6*B、E6*/，+,*’%(、+*’%(，其浓度分别为 9"
<H456、&" <H456、&" <H456、&" <H456和 &"<H456。

K()*L的检测培养体系与 ’()*+, 基本相同，
所添加细胞因子为 %’(、E6*B、E6*/、L$M，其浓度分别
为 9" <H456、&" <H456、&" <H456、& ;456，并添加 !A
牛血清白蛋白（K%N）。

’()*,O的检测采用血浆块法，细胞以 ! . !"9

01223456 的接种密度接种于 &=孔板中，每孔加 9"!6
脐血浆，9"!6 B- =H46 的 ’I’2& 溶液，加入含有 7$M
（&"<H456）、E6*B（!"<H456）、E6*/（!"<H456）的"培养
基（+EK’M 公司），混匀后静置凝固。培养 !" P !&#
后，用 !：B 的甲醇4丙酮溶液原位脱水，并固定
B"5D<，然后按次序加入 !AK%N、鼠抗人 ’F=!抗体、
生物素标记的羊抗鼠 EH+抗体、抗生物素蛋白*碱性
磷酸酯酶复合物（加入后都要作用一定时间，然后用

" -"95G246 7CD34:I’2缓冲液淋洗 B遍，再加入其它试
剂），染色后在 =" .目镜下观测呈红色的集落。
! "& 流式细胞分析
流式细胞仪分析中所用抗体为 $QIC5D<H1<公司

产品。其操作为：! - " . !"/ 未扩增或扩增后的细胞
用 $K%洗两遍，重悬后分配到 ! - 956管中离心，加
$L偶联的小鼠抗人 ’FB= 单抗和 (E7’偶联的小鼠
抗人 ’F=9 单抗各 !"!6，=R孵育 B"5D<。$K% 洗 &
遍，离心后，每管加 !56 (N’%保存液；标记细胞用流
式细胞仪（KF公司）分析，结果用 6S3D3#软件处理。

’ 结 果

’ "! 造血细胞的转瓶和方瓶培养
’ "! "! 总细胞的扩增：脐血单个核细胞以 ! - " . !"/

01223456接种于转瓶和方瓶中，培养 !=#。图 !表示
了转瓶和方瓶中的扩增结果。其中扩增倍数指培养

后的细胞总数与接种时的细胞总数的比值（其中假

设换液移出的细胞与留在瓶中的细胞一样地仍在培

养）。在培养的前 8天，转瓶和方瓶中细胞生长都较
慢，转瓶和方瓶中的细胞总数差别也不大，而 8#后
差异开始逐渐变大，培养至 !=#时，转瓶培养中细胞
总数的扩增倍数显著高于方瓶。

图 ! 总细胞的扩增（! T B）
(DH-! N5>2DUD0IVDG< GU VGVI2 01223（! T B）

’ "! "’ ’()*+,、’()*,O、K()*L的扩增：图 &表示
了各类集落形成细胞的扩增情况，这代表了各系

图 & ’()*+,、’()*,O和 K()*L的扩增（< T B）
(DH-& N5>2DUD0IVDG< GU ’(;*+,，’()*,O I<# K()*L（< T B）

———! %>D<<1C U2I3O；———" 7*U2I3O
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祖细胞的扩增。

!"#$%& 是粒系和巨噬细胞系祖细胞，如图 ’
所示，!"#$%&的扩增在第 ()天时扩增倍数达到最
大，而后下降，这说明 ()*后所培养细胞中 !"#$%&
数逐渐减少，逐渐分化为成熟细胞。

!"#$&+为巨核系祖细胞，而巨核细胞是血小板
的前体细胞，因此，!"#$&+的含量决定了所培养细
胞的血小板形成能力。!"#$&+的扩增倍数在第 ()
天时达到最大，但转瓶与方瓶的差异不显著。

,"#$-为红系祖细胞，-./对红系细胞的扩增
和发育至关重要，但考虑到 -./会促进造血细胞的
分化，本培养中没有添加 -./，因此，,"#$-的扩增
倍数不高。方瓶中 ,"#$- 的扩增倍数在第 0 天时
最大，而转瓶中在 1*时最大，在此之后 ,"#$-的扩
增倍数迅速下降，说明培养中红系祖细胞分化较快。

! "# "$ %&$’( 细胞的扩增：!234 是造血干、祖细
胞的共同标志［4］，因此，!2345细胞的扩增代表着干

细胞和祖细胞的扩增。本实验考察了单个核细胞培

养中 !2345 细胞数的扩增情况。其 !2345 细胞数

由流式细胞分析中 !2345 细胞的含量乘以总细胞

数得到，其扩增情况如表 (所示。第 ()天与第 1天
相比，!2345 细胞的含量有所下降，说明干、祖细胞

在 1*后已经开始分化。
表 # %&$’(细胞的扩增倍数（! ) $）

*+,-. # /01-2324+5267 63 %&$’( 4.--8（! ) $）
! 6* 789::;< =>?@+ A$=>?@+
) ( B) ( B)
1 C BC D ’ BE 0 B0 D ) B3
() C B1 D 4 B) 4 B4 D ) B1

! "! 反应器材料的生物相容性测试
为确定何种材料可以用于反应器，对于候选的

材料做了生物相容性测试。实验中将材料剪成小

块，灭菌后置于孔板中与细胞混和培养，以不加任何

测试材料的培养为对照。细胞接种密度为 ) B4 F ()C

G;>>@6HI，培养至第 1天时换液 0)J，()*时收获细胞
计数和做集落分析。其结果如图 3所示。
图中实验组与对照比率的计算公式为：

实验组6对照 K实验组细胞密度（或集落数）6对
照组细胞密度（或集落数）

由图可见，所用测试的材料中，73(CI 最好，其
培养结果跟对照相差不大，与对照的总细胞比率为

E1J，!"#$%&与对照比率为 E4J；73)4的培养结果
不如 73(CI。玻璃、聚四氟乙烯和硅橡胶与对照的
总细胞比率都在 L)J以上，!"#$%&与对照的比率
中，玻璃和聚四氟乙烯在 1)J以上，硅橡胶为 C’J。

图 3 添加材料的培养总细胞（?）和 !"#$%&（M）
与对照的比率（" K 3）

"9NB3 （?）O?P9Q Q= PQP?> G;>>@ <;>?P9R; PQ GQ:P<Q>；（M）O?P9Q
Q= !"#$%& <;>?P9R; PQ GQ:P<Q>

不锈钢丝网的性能则相对较差，其总细胞比率不能

达到 C)J，而 !"#$%&则不足 0)J。在添加了普通
橡胶的培养中，细胞很快死亡而不能生长，说明橡胶

对造血细胞有很强的毒性。

由此可见，73(CI和 73)4对造血细胞的生长影
响较小，而且 73(CI优于 73)4。玻璃、聚四氟乙烯和
硅胶管材料对造血细胞的生长有一定影响，但基本

能支持造血细胞的生长。不锈钢丝网对造血细胞生

长的影响较大，因此，在造血细胞的灌注系统中，不

便采用丝网截留细胞，可以考虑其它方法。橡胶对

造血细胞有很强的毒性，因此，不能用于反应器中。

根据所测试结果，73(CI、玻璃、聚四氟乙烯被用于所
开发的反应器中。

! "$ 反应器的生物相容性实验
为检测最终开发完成的反应器中所应用的材料

以及所用的电极等与细胞直接接触的材料是否渗析

毒素到培养基中，我们做了用培养基在罐内浸泡后

再用其培养细胞的实验。如果在浸泡过程中，罐中

能与培养基接触到的材料或电极渗析毒素到培养基

中，那么该培养基与新鲜培养基培养细胞的结果势

必有所差别。结果如表 ’所示，实验组和对照组在
总细胞和集落分析方面的结果只是稍有差别，这表

明罐中所用的材料以及电极等能与培养基接触的材

料没有毒素释放到培养基中。需要说明的是，!"#$
%&扩增倍数波动较大，这是因为，!"#$%&的检测
需要将培养的细胞再次接种至 ’4孔板中进行培养
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!"#，此过程受到一些不确定因素的影响，导致检测
结果本身波动较大。

表 ! 罐中浸泡过的培养基与对照培养结果的比率（! " #）
$%&’( ! )*+,%-.&.’.-/ *0 1232 4*%5(6 .7 &.*8(%9-*8（! " #）
$%&’()*+*,*)- %. )%)(, /0,, 10,()*20 )% /%3)1%, （45 6 7）8
$%&’()*+*,*)- %. $9:;<= 10,()*20 )% /%3)1%, （4" 6 !!）8

因此，依据材料的生物相容性来选择材料用于

反应器，并对开发的反应器做生物相容性实验，解决

了反应器的生物相容性问题。

! :; 造血细胞在生物反应器的批培养
对于开发出来的反应器，通过脐血单个核细胞

的批培养考察了该反应器的性能，培养结果如图 "
所示。接种后细胞生长速度较慢，在开始的 >#中，
孔板与反应器中的生长情况大致相同，其细胞密度

相差不大。!?#后，孔板中的细胞密度不再增加，而
反应器中还在继续生长，直到 !"#过后才不再有明
显生长。孔板中所达到最大细胞密度为 @ A B C !?5

/0,,DE&F，而反应器中可达到的细胞密度为 " C !?5

/0,,DE&F。实际上如果通过换液并将细胞返回反应
器的方式，造血细胞在反应器中的密度可达到（5 G
!B）C !?5 /0,,DE&F［5］。因此，本实验中后期细胞密度
不再增长的原因应该是营养物的耗尽而导致。

图 "中 +图为集落形成细胞（$9$）的扩增。在
培养的前 !?#，虽然从总细胞来看，反应器与孔板中
的培养相差不大，但其 $9$的扩增倍数约为孔板的
B倍。而且反应器中培养到 !?# 后仍有各类集落
（包括 $9:;=*H、$9:;<= 和 I9:;J），而孔板培养中
在 "#之后即只能检测到 $9:;<=。这说明反应器
中培养所得到的集落原始程度比孔板中高，细胞分

化比孔板中慢，即反应器更利于干细胞的维持。

$K@"L细胞的扩增情况如图 7 所示，接种后 "#
$K@"L细胞就有较大程度扩增，而且此时孔板扩增

高于反应器，但此后孔板中 $K@"L 细胞扩增倍数不

再有明显增加，到 !"#时已经检测不到 $K@"细胞。
而反应器中扩增逐渐增加，在 !"#时达最大。

# 讨 论
造血细胞对剪切力很敏感，这就需要培养中要

维持较低的搅拌转速，但同时必须保证细胞能有效

地悬浮起来，因此，本实验转瓶转速采用 B?1E&*3，反
应器转速为 @? 1E&*3。
实验中发现，造血细胞在转瓶中比在方瓶中需

要更高的最低接种密度。在方瓶和孔板中，细胞以

7 C !?" /0,,DE&F接种，仍可成功地实现总细胞和集落

图 " 反应器中批培养的总细胞和 $9$的扩增
9*MA" N&’,*.*/()*%3 %. )%)(, /0,,D (3# $9$ *3 )O0

+()/O /P,)P10 *3 D)*110# )(3Q +*%10(/)%1
———! I*%10(/)%1；———" R0,,

图 7 反应器中批培养的 $K@"L细胞的扩增

9*MA7 N&’,*.*/()*%3 %. $K@"L /0,,D *3 +()/O
/P,)P10 *3 +*%10(/)%1
" I*%10(/)%1；# R0,,

的扩增，但转瓶中这个数字为 B C !?7 /0,,DE&F，低于
这个数字时，细胞很难实现扩增。这是因为，造血细

胞体外培养中所维持的环境不能完全模拟体内造血

组织中的微环境，所以，较高的细胞密度有利于细胞

适应新的培养环境，而在静态培养中，细胞沉在瓶

底，维持了这样一个相对的高密度。细胞生长至较

高的密度后，由于传质较慢，静态培养中的相对高密

度造成了细胞营养供应的不充分和代谢物在细胞微

环境的积累，这不利于细胞的生长。而转瓶中，由于

搅拌使培养液中营养成分和细胞因子能有效与细胞

接触，并带走代谢物，使细胞处于一个较好的微环

境。因此，转瓶中的扩增效果要显著高于方瓶，特别

是总细胞的扩增，说明在细胞密度较高时，悬浮培养

确实优于静态的培养。

造血细胞对培养材料的要求非常严格，我们初

期的实验表明，在用橡胶塞作盖子的转瓶和RO0()%3
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公司的转瓶中，细胞不能生长，这在 !"##$%& 等的实
验中也曾被报道［’］。()*+,,) 等［-］在无血清培养中
对材料的研究结果表明，聚四氟乙烯、玻璃、不锈钢

等对造血细胞的扩增都有一定影响。本实验采用的

是 ./01%/ 公司的转瓶，其搅拌装置为玻璃的搅拌
棒，实验证明其具有良好的生物相容性。在反应器

的开发中，我们首先对所使用的材料做了生物相容

性测试，并据此选择了不锈钢 2’34(、玻璃和聚四氟
乙烯用于反应器。

溶氧和 ,5是造血细胞的体外培养中最重要的
物理条件，必须进行严格控制，但在静态培养中由于

存在浓度梯度，其细胞微环境中溶氧和 ,5很难检
测和控制，而搅拌反应器则可以对溶氧和 ,5进行
良好的控制。原来的研究表明，氧分压控制为 678
时产生的成熟细胞和巨核细胞比 -8时多，而氧分
压为 -8时产生的 9:;<= 和 !:;<>? 比 678时
多［@］。>"&A)B)等［C］考察了氧分压对巨核细胞（>?）
扩增和分化的影响，结果表明 678氧分压促进了
>?产生和分化，而 -8氧分压促进了其原始祖细胞
的扩增和维持，并抑制了分化。本实验中，在反应器

中采用的溶氧水平为饱和溶解空气的 6-8，即与
-8氧分压空气的条件相同，而孔板培养与 678氧
分压的条件相同。因此，反应器中所得的集落无论

从质量和数量都优于孔板，这与以上研究结果是吻

合的。,5是造血细胞扩增和分化的有力调控因子。
以前的研究发现，从祖细胞分化到成熟细胞的最适

,5为 @ D 6 E @ D F，在此范围之外分化受到抑制［G］。
5/H/1)%等［37］考察 ,5对粒细胞系的影响表明，总细
胞和 !:;<I>的扩增在 ,5为 @J63时最大，,5 @J’@
时最小，两者相差 3 D - E 6 D ’倍。这表明较低的 ,5
更能促进原始粒细胞的扩增，而且分化到成熟细胞

的速度更快。本实验中采用的 ,5为 @ D 3-，这更适
合于干细胞的扩增，而不是利于其分化成熟。实验

中总细胞和 !:!的扩增倍数比没有 ,5控制的孔板
高，这应该部分归功于控制了合理的 ,5。因此，由
于采用了搅拌式培养，再加上培养中 ,5和溶氧被
控制在较优越条件下，反应器中培养得到的细胞密

度较高，细胞中能形成集落的干、祖细胞的数量和

“质量”也都优于静态的孔板培养。

反应器培养有利于实现大规模培养，目前的实

验用反应器中可培养得到 F77K(的细胞液，其中细
胞密度可达 F L 374 0/##&MK(。而且搅拌式反应器易
于放大，在此 F77K(反应器基础上放大到临床规模
的 3 E 37(很容易实现，这就解决了造血细胞体外扩

增技术在临床应用上的细胞培养规模不足之问题。

与目前已经商品化的反应器相比，本文中开发

的反应器具有生物相容性好、体积小的优点。商品

化的反应器基本是根据建系的动物细胞如 !5N、杂
交瘤等细胞的培养所设计，其材料与造血细胞的生

物相容性难以保证，而且去验证这一问题也不现实。

而本反应器所使用材料均进行过造血细胞生物相容

性的测试，因此，不存在此问题。造血细胞的培养

中，由于要添加各种细胞因子，其培养成本很高，在

实验研究阶段，应尽量减小这方面的开支。因此，研

究用的生物反应器体积应尽可能的小。目前商品化

的反应器体积一般都在 6 (以上，这对于造血细胞
培养的研究来说显然太大。本反应器最小装液量为

F77K(，能很好地在实验研究中节约成本，而且在进
行临床应用时，可以进行放大。另外，该反应器不仅

可以用于培养造血干、祖细胞，而且可用于造血干细

胞的定向分化诱导或成熟血细胞的生产。
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