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搅拌式生物反应器中造血细胞的灌注培养
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摘 要 为了消除造血细胞静态培养中存在的浓度梯度和搅拌悬浮培养时换液引起的波动，为造血细胞体外扩增提供更理

想的培养环境和操作方式，利用自主开发的造血细胞重力沉降截留系统结合有溶氧和 ;P 控制的生物反应器进行了脐血造血

细胞的灌注培养。两次灌注培养中总细胞分别扩增 ""W% 和 "9WL 倍，扩增倍数最大时，K5XMG2Y 分别扩增 !IW! 倍和 !$W# 倍、

K5XMTG 扩增 "IWJ 倍和 !"W% 倍、H5XMN 扩增 9W$ 倍和 LWJ 倍、KVI#Z 细胞扩增 "&W" 倍和 "%W# 倍。培养到 "!4 时，第一次实验由

!L& [ "$L 单个核细胞扩增得到 "$9! [ "$L个总细胞，LWI" [ "$L 个 K5XMTG，LW! [ "$L个 K5XMG2Y 和 !I [ "$L 个 KVI#Z 细胞；第二次

实验由 "9$ [ "$L 单个核细胞扩增得到 "$9$ [ "$L个总细胞，#WL% [ "$L个 K5XMTG，""W$ [ "$L个 K5XMG2Y 和 !%W$ [ "$L 个 KVI#Z 细

胞，这达到了临床规模，由于控制了较低的溶氧和稳定的培养环境，细胞中干\祖细胞含量显著高于方瓶。但灌注培养到后期

细胞密度达到较高后，细胞生长受到抑制，这应该是由细胞密度过高本身所引起。搅拌式反应器中进行灌注培养有利于造血

干\祖细胞的进一步扩增，培养得到的细胞中干\祖细胞含量较高，培养规模达到了临床要求，但过高的细胞密度将对造血细胞

的生长产生抑制。
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灌注培养方式能维持稳定的培养环境、减少不

必要的环境波动、及时补充营养物和移出代谢物，从

而有利于细胞的扩增、容易实现高密度培养，在动物

细胞培养中是较理想的操作方式。几种灌注培养系

统也被开发和应用于灌注培养造血细胞中，总细胞

和干8祖细胞都有较大扩增［=］。但作为静态培养系

统，细胞沉在底部，氧分压和细胞因子浓度存在梯

度，细胞所处微环境的氧传递和细胞因子的传递可

能存在限制，这可能是造成细胞不能进一步扩增的

因素［=］，为克服此矛盾，搅拌式生物反应器被用于造

血细胞的悬浮培养［>，?］，在原来的工作中我们也开发

了用于造血细胞培养的搅拌式生物反应器［@］，并用

于脐血造血细胞的搅拌悬浮培养［A］，本文中我们将

自行设计和开发的造血细胞重力沉降截留系统与此

反应器相结合，实现了造血细胞的搅拌悬浮灌注培

养。

) 材料与方法

)*) 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。脐血经

淋巴细胞分离液（B!/-%%）密度梯度离心后，收集单个

核细胞，并以 CDED 培养基洗涤 > 次。

)*/ 培养基和细胞因子

体外培养基为 CDED（F!2!/- 公司），使用时添加

>GH胎牛血清（B;I），以及 IJB（AG .781K）、CKL?（A
.781K）、CKLM（>G.781K）、FLJIB（>NG .781K）和 FDL
JIB（>NG .781K），其中 IJB、CKLM 购于北京宝赛生物

技术公司，CKL? 购于 O$*+-L($/)（P-/Q< 6!%%，RS），FL
JIB 购于上海三维制药厂，FDLJIB 购于上海海济生

物技术有限公司。

)*0 造血细胞的集落检测

集落的检测体系为 CDED 培养基，添加 >GH胎

牛血清，@11-%81K 谷氨酰胺（I!713），含 GNTH 甲基

纤维素（@GGG/*，I!713），以及人重组造血生长因子

IJB、CKL?、CKLM，FDLJIB、FLJIB、UOV，其浓度分别为

AG .781K、>G .781K、>G .781K、>G .781K、>G.781K 和 >
,81K，并添加 =H牛血清白蛋白（;IW）。取（= X ?）Y
=G@培养或没培养的单个核细胞加入 GNA1K 集落培

养基中，置于 ?Z[、AHJV>、湿度饱和的二氧化碳培

养箱中培养 =>5 后，记 JB\LFD、;B\LU、JB\LD!: 数，

其中 JB\LD!: 为至少含有粒细胞和红细胞的集落。

)*1 细胞表型分析

流式细胞仪分析中所用抗体为 O)3+1!.7$. 公司

产品；标记抗体后的细胞用流式细胞仪（;E 公司）分

析，结果用 K<#!# !软件处理。

图 = 带有水浴夹套的沉降器示意图

B!7’= I/)$1$ -& !./%!.$5 /$%% #$""%$+ 4!") 43"$+L]3/Q$"

图 > 连续灌注培养装置示意图

B!7’ > I/)$1$ -& ")$ /-."!.,-,# *$+&,#!-. /,%",+$ #<#"$1

)*2 造血细胞沉降截留系统

实验中所用造血细胞沉降截留系统为带有水浴

夹套的倾斜式沉降器（示意如图 =），其制作材料为

生化低毒玻璃，尺寸为 ^ _ >/1，6 _ =/1，K _ ?G/1。

细胞悬液从带水浴夹套的倾斜式沉降截留装置底端

的上表面的进口流入，从底端下表面的出口流出，回

流至生物反应器，清液溢流口位于上端的上表面。

在反应器中培养的细胞悬浮液经过此沉降截流装置

后，实现了细胞与培养液的分离过程，分离后，细胞

回流至反应器中继续培养，而分离出的废液（培养

基）流出系统，同时通过反应器入口加入相同流量的

新鲜培养基，这就实现了细胞在反应器中的灌注培

养。

)*3 造血细胞生物反应器的灌注培养

图 > 为连续灌注培养装置示意图，采用上流式

?>M迟占有等：搅拌式生物反应器中造血细胞的灌注培养



沉降过程对培养中的造血细胞进行截留，细胞从 !
号口进入沉降系统，" 号口回流，# 号口为废液出口，

而 # 号口上的 $ 号口平时关闭，在需要反冲时，关闭

! 号和 # 号口，打开 $ 号口以较大流量反冲。

进行细胞培养时，先用上述培养基悬浮脐血单

个核细胞，在 %&!’( 方瓶（)*+,）中以 " - !./ ,0112345
的密度培养 $6 后，以 .7/ - !./ ,0112345（第一批）或

.7( - !./ ,0112345（第二批）接种至反应器中，反应器

的温度控制为 #’8，9: 控制在 ’7!(，溶氧控制为饱

和溶解空气的 "(;，搅拌转速为 #.<34=+。培养到第

/ 天时开始进行灌注培养，灌注速率为 ! 3" > !3#
（6? !），培养到 !.6 后，提高为 ! 3" > !3"（6? ! ）。实

验以 %&"( 型方瓶（)*+, 公司）培养作对照，接种密度

与反应器中相同，每瓶装液 ’45，置于 #’8、(;二氧

化碳、湿度饱和的二氧化碳培养箱中培养，方瓶培养

换液时按相应反应器的灌注速率进行细胞回流换

液。

转瓶中换液培养有两种方式，稀释换液和细胞

回流换液。稀释换液时，将细胞混合均匀，取出一定

体积的细胞悬浮液，然后加入等量含有同样细胞因

子的新鲜培养基，细胞回流换液时，取出相应体积的

细胞液，离心后小心倒掉上清液，用新鲜培养基悬浮

细胞后转移回瓶中。

!"# 葡萄糖、乳酸的测定

采用 @AB"... 型 选 择 性 生 化 分 析 仪（@011CD
29<=+E2，FAG）测定培养环境中的葡萄糖和乳酸浓度。

$ 结果与讨论

$"! 细胞扩增

两次实验（分别以 H 和 I 表示）中总细胞的扩增

如图 # 所示，由图可见，H 实验中反应器中细胞扩增

倍数一直没有方瓶高，直到 !$ 6 后，方瓶中细胞不

再生长，而反应器中继续生长，最终反应器中扩增倍

数高于方瓶，但 H 中培养初期反应器中细胞扩增倍

数不如方瓶高原因应该在于第一次实验中存在一定

的细胞损失。这次实验中发现沉降器与反应器的连

接管直径过大（(44），细胞在管中沉积而不能及时

返回反应器，从而造成了细胞的损失。第二次实验

中，所有连接管均采用了直径较小（!44）的硅胶管，

没有细胞损失，这次实验细胞扩增倍数一直高于方

瓶，两次实验总细胞最大扩增倍数分别为 !!7( 和

!J7/ 倍。

两批实验都表明，反应器灌注培养中 KLF&M=N
（图 $）的扩增有很大优势，方瓶中 KLF&M=N 的扩增

图 # 灌注培养中总细胞的扩增

L=EO# %P0 0N9H+2=C+ CQ RCRH1 ,011 =+ 90<Q*2=C+ ,*1R*<0

图 $ 灌注培养中 KLF&M=N 扩增

L=EO$ %P0 0N9H+2=C+ CQ KLF&M=N =+ 90<Q*2=C+ ,*1R*<0

在第 / S ’ 天即已达到最大，而后扩增倍数快速下

降，但反应器中扩增倍数一直增加，到 !"6 左右达到

最大，而后逐渐下降。这说明利用有溶氧控制的搅

拌式反应器结合灌注培养能更好地维持造血干3祖
细胞的扩增，反应器中 KLF&M=N 最大扩增倍数为

"#7" 倍和 ".7$ 倍。
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图 ! 灌注培养中 "#$%&’ 的扩增

#()*! +,- -./012(31 34 "#$%&’ (1 /-5462(31 768965-

"#$%&’ 的扩增如图 ! 所示，第二批实验反应

器中最大扩增倍数高于方瓶，而且扩增维持时间较

长，最大时，扩增 :;<! 倍。但第一批效果不明显，反

应器中最大扩增倍数为 ;=<>? 倍，这应该与总细胞

减少有关，因为从 "#$%&’ 的密度来看，反应器中略

高于方瓶中。

图 @ 灌注培养中 A#$%B 扩增

#()*@ +,- -./012(31 34 A#$%B (1 /-5462(31 768965-

A#$%B 扩增倍数没有 "#$%&’ 高，最大时，反应

器中扩增倍数分别为 C<D 倍和 @<> 倍，反应器 ;DE

后仍能检测到红系集落，但此时方瓶中几乎检测不

到（图 @）。

"F=?G 细胞的扩增中，反应器显著高于方瓶中

的扩增倍数，方瓶中 "F=?G 细胞最大扩增倍数在

HE，而后下降，而反应器中在 HE 后继续扩增，;?E
时，两批实验中分别扩增 ;H<; 倍和 ;!<?? 倍（图 H）。

图 H 灌注培养中 "F=?G 细胞的扩增

#()*H +,- -./012(31 34 "F=?G 7-882 (1 /-5462(31 768965-

由于单份脐血细胞量的限制，在反应器灌注培

养的同时设置反应器换液培养或静态灌注培养作为

对照是不现实的，因此，本实验中采用的对照是简单

的方瓶培养。此前，我们进行了在该反应器中的换

液培养实验［!］，与反应器换液培养相比，灌注培养中

;:E 时 "#$%&’ 的扩增倍数与之相当，但两批灌注

培养中 "#$%’(. 的扩增倍数都较换液培养中高出较

多，这说明灌注培养中环境比较稳定，避免了换液波

动，更有利于干I祖细胞的维持。

!"! 扩增得到细胞的总量和干#祖细胞含量

表 ; 为两次灌注实验中实际培养得到的细胞总

数，培养到 ;:E 时，第一次实验由 :@H J ;D@单个核细

胞扩 增 获 得 了 ;DC: J ;D@ 个 总 细 胞，@<=; J ;D@ 个

"#$%&’，@<: J ;D@个 "#$%’(. 和 := J ;D@个 "F=?G 细

胞；第二次实验由 ;CD J ;D@ 单个核细胞扩增得到 ;，

DCD J ;D@个总细胞，?<@! J ;D@ 个 "#$%&’，;;<D J ;D@

个 "#$%’(. 和 :!<D J ;D@个 "F=?G 细胞。

最近 K02953L 公司利用其开发的连续灌注系

统，以添加 #AM、NM 和细胞因子 OPQR=:;、#S、BOT 的

培养基对每份脐血单个核细胞的一部分（通常为 ;
J ;DC U : J ;DC 个细胞，其余细胞直接移植）进行扩

!:@迟占有等：搅拌式生物反应器中造血细胞的灌注培养



增，用得到的细胞进行了 !" 个病历的 # 期临床实

验，结果表明，在其自动连续灌注系统中培养 $!%
后，总细胞和集落形成细胞都有所扩增（扩增倍数如

表 $），扩增后细胞的临床实验表明体外扩增脐血造

血细胞可以达到临床规模，而且安全可靠［&］。把我

们的结果与之相比（表 $），发现 ’()*+,- 系统中总细

胞平均扩增 !./ 倍，我们的系统中两次实验分别为

0.12 倍和 &.1 倍，’()*,+- 系统中 345678 扩增倍数

非常高，而我们的系统中 345678 分别扩增 $9./ 倍

和 !$.2 倍，34568:; 分 别 扩 增 !9.! 和 !1.0 倍。

’()*,+- 实验采用了仅检测 345678 的集落分析体

系，而我们的集落分析实验中，是在同一培养系统中

分别计数 34568:;、345678 和 <456=，由于采用了

不同的集落分析体系，这些结果难以进行直接比较。

但在我们的体系中的 34568:; 是比 345678 更原始

的祖细胞，在完全向 345678 诱导的体系中应该可

以分化为 345678。因此，从这个角度讲，我们培养

得到的总细胞和祖细胞的数量都高于 ’()*,+- 实验

中的结果，有希望应用于临床试验。

表 ! 反应器灌注培养与 "#$%&’( 临床实验中细胞扩增结果的比较!

)#*+, ! -’(.#&/$’0 ’1 %2, ,3.#0$/’0 &,$4+% ’1 ’4& */’&,#5%’& #06 "#$%&’( 5+/0/5#+ &,$4+%

>?)@A* +B ’()*,+- C?,B@):+D E@A*@,? $ :D +@, F:+,?(E*+, C?,B@):+D E@A*@,? ! :D +@, F:+,?(E*+,
$1& E?AA) 1 %(G $! %(G =;H(D):+D B+A% 1 %(G $! %(G =;H(D):+D B+A% 1 %(G $! %(G =;H(D):+D B+A%
*+*(A E?AA) !$& 2"I !./ !&I $，1"! 0.12 $"1 $，1"1 &.11
345678 78!9: ;8<7 ;;8: 1.029 &.9$ $9./1 1.!$& 0.&2 !$.29
<456= 1.$I/ 1.02 !.&I 1.$0" 1.$2 $.1$
34568:; 1.!&I &.!1 !9.!$ 1.201 $$.11 !1.9I
J+*(A 345 78=7 !98=> !<8<! 78=7 !?8;7 !@8<@
3K90 L E?AA) $.21 !9.11 $2.9I $.2$ !2.1! $&.I!
3K90 L A:D6E?AA) !.9 $.& 1./

! JM? ,?)@A*) +B ’()*,+- N?,? %?,:O?% B,+- ,?B?,?DE?［&］P

比较 $!% 时反应器和方瓶中各系祖细胞（表 !）

的含量发现，方瓶中仅 345678 的含量与反应器中

相当，而对于 34568:; 和 <456=，培养到 $!% 时方瓶

中已经基本检测不到，这表明反应器中灌注培养更

能维持干Q祖细胞的扩增。比较 $!% 时的干Q祖细胞

含量还具有临床意义，因为 $1 R $!% 是细胞培养后

临床应用的最佳收获时间，如果收获过早，细胞扩增

倍数不高，总细胞和干Q祖细胞达不到数量要求，过

晚则细胞中干Q祖细胞含量下降至较低水平，反应器

灌注培养得到的细胞中 $!% 时仍含有较高数量的干

Q祖细胞，这无疑有利于其临床应用。

表 9 !96 时灌注培养中各类祖细胞的含量

)#*+, 9 )2, &#%, ’1 +/0,#A, .&’A,0/%’& 5,++$ /0 !9%2 6#B

34568:;

Q$111E?AA)

345678

Q$111E?AA)

<456=

Q$111E?AA)

3K90 L E?AA

,(*?! QS
( <:+,?(E*+, 2.I9 2."9 1.0! 9.$2

J6BA()T 1.1/ 2.1& 1.11 $.12
F <:+,?(E*+, $1.$/ 0.9$ 1.$0 9.//

J6BA()T 1.11 9.21 1.11 !.00

!：JM? ,(*? +B 3K90 L E?AA) :D $1*M %(G

98: 细胞密度过高时细胞生长抑制问题

与原来进行的稀释换液培养［2］相比，灌注培养

到第 $" 天时总细胞扩增倍数不高，为此我们比较了

两者在第 $! 天和 $" 天的扩增倍数（如表 9），发现灌

注培养第 $! 天的扩增倍数与换液培养相当，但到第

$" 天时，远不及换液培养中扩增倍数高，而从第 $"
天扩增倍数与第 $! 天扩增倍数之比来看，灌注培养

要低的多，由此可见细胞生长的抑制发生在灌注培

养的后期。

表 : 不同培养方式中细胞扩增倍数分析

)#*+, : )2, #0#+B$/$ ’1 ,3.#0$/’0 1’+6 /0 6/11,&,0%
54+%4&, .&’%’5’+

K:A@*:+D
4??%:DU
E@A*@,? $

K:A@*:+D
4??%:DU
E@A*@,? !

C?,B@):+D
E@A*@,? $

C?,B@):+D
E@A*@,? !

=;H(D):+D 4+A% +D $!*M K(G 2.I! 2.&/ 0.12 &.11
=;H(D):+D 4+A% +D $"*M K(G 9I.!! !&.!/ $1.1" $2.2&

$"*M K(G Q $!*M K(G &.2$ 0.&! !.0/ !.2/

培养进行到后期时，细胞基本为成熟细胞，而成

熟细胞在临床上有缩短粒细胞、血小板恢复期等作

用，如何扩增得到更多的成熟细胞也是造血细胞体

外扩增的重要内容之一，因此，其抑制问题有必要进

行深入的探讨。

为此，考查了灌注培养中细胞乳酸和葡萄糖的

代谢情况，如图 " 所示，左图为乳酸和葡萄糖的浓度

变化，右图为其代谢速率，由图看见，灌注培养环境

中乳酸维持在 !2--+AQV 以下，葡萄糖则维持在 $1

&!& !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 !112，W+A.!$，X+.0



!!"#$% 以上，而原来的研究表明［&］，自身代谢产生

的乳酸即使超过 ’(!!"#$% 时也不会引起对细胞生

长的抑制，而反应器 )* 一直控制在 &+,-，也不可能

是由于 )* 下降引起，因此，对生长的抑制应该是另

有原因。

图 . 灌注培养中乳酸和葡萄糖的代谢情况

/012. 345 !5678"#09 ": #796765 7;< 1#=9">5
0; )5?:=>0"; 9=#6=?5

图 @ 换液方式对转瓶中总细胞和

A/BCDE 扩增的影响

/012@ 345 5::596 ": :55<0;1 )?"6"9"# "; 5F)7;>0";
": 6"7# 95## 7;< A/BCDE 0; >)0;;5? :#7>G

为证明该抑制是否是由于营养物限制或代谢物

抑制引起，我们利用转瓶进行了换液培养实验，实验

中所用细胞因子与反应器中相同，单个核细胞接种

密度为 H+( I ,(J 95##>$!%，稀释换液频率为每 H 天换

液 -(K，而细胞回流换液为每天换液 -(K，总细胞

和 A/BCDE 的扩增结果结果如图 @ 所示，由图看见，

与稀释换液相比，细胞回流换液时细胞扩增显然受

到了抑制，但在此换液速率下，细胞密度最终生长达

到 , I ,(& 95##>$!%，即每天换液 -(K的换液频率可维

持 , I ,(& 95##>$!% 的细胞生长，与之相比，反应器灌

注培养中细胞密度最终不超过 & I ,(J 95##>$!%，因

此，在灌注速率为 ! $" L (+- 情况下应该不会是由

于营养物限制或代谢物抑制而引起细胞生长的抑

制。

既然这种抑制与培养环境中营养物限制和代谢

物抑制无关，则这很可能是由于培养到后期过高的

细胞密度引起。而且，M7;1 等［.］对造血细胞代谢的

研究也表明，造血细胞的乳酸代谢速率会受到比生

长速率和细胞密度的影响，比生长速率越快，则乳酸

代谢越快，但细胞密度越高，乳酸代谢受到抑制，这

就是说，过高的细胞密度会抑制乳酸的代谢，而乳酸

代谢的抑制跟生长缓慢是相联系的，由此可见，灌注

培养到后期细胞密度较高后，细胞的生长受到过高

细胞密度的抑制而不能进一步扩增。
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