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使用搅拌釜式生物反应器培养的人脐带间充质干细胞，
研究其代谢表型稳定不变及用于细胞疗法的适宜性

摘要

人脐带间充质干细胞（hMSC，Human Mesenchymal 

Stem Cell）疗法具有潜在的再生和免疫调节特性，在多个
医学领域拥有广阔的发展前景。hMSC 疗法能否成功，取
决于能否产生大量可在体内存活并发挥作用的代谢适应性
细胞。MSC 需要经过大量增殖，才能产生用于治疗的充足
细胞。了解其代谢途径对优化培养条件、营养供给和氧气
水平及实现快速、高效的细胞扩增至关重要。适当控制代
谢有助于保持MSC在扩增过程中的质量和活性。代谢不均
衡可能造成细胞应激、细胞凋亡加速和细胞质量下降，进
而可能影响其治疗效力。利用搅拌釜式生物反应器在微载
体上培养 MSC，可以提高表面积 / 体积比并形成可控微环
境，为成功扩增代谢活跃的MSC提供适宜条件。

在本研究中，我们使用由 DASbox®迷你平行生物反应器系
统控制的六个独立 BioBLU® 0.3c一次性生物反应罐体测试

人脂肪间充质干细胞（hADSC）在微载体上的扩增情况。
培养 5 天后，各罐体产生的 hADSC 数量均达到 1.4-1.9 x 

108，且各罐体之间的细胞生长重现性极高，培养结束时平
均扩增 28倍。不同罐体间葡萄糖消耗量与乳酸分泌量保持
一致。培养 5天后，平均葡萄糖消耗量为 1.8-2.2克 /升，
与之相对应的平均乳酸分泌量为 1.1-1.7 克 / 升。在整个扩
增过程中，葡萄糖持续地转化为乳酸，平均转化率 67%，
证实 hADSC 具有糖酵解表型。此外，培养基中谷氨酰胺
和谷氨酸等其他营养物质的变化在六个罐体间也具有重现
性，表明细胞生长情况一致。

我们发现，在罐体中扩增 5 天后，细胞内关键代谢物的浓
度以及线粒体和磷酸戊糖途径脱氢酶的活性都略高于用于
接种的细胞。代谢物浓度和酶活性提高可能是受我们在扩
增过程中观察到的增殖和生长速度加快的影响。
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引言

基于自体和异体脐带间充质干细胞的 MSC 疗法现已成为再生
医学领域的一种有效治疗方法 (1)。MSC 在细胞疗法中具有重
要的一席之地，因为MSC可以调节免疫系统、促进组织修复、
减少炎症发生和分泌生长因子，可用于治疗多种疾病 (2,3)。

ClinicalTrials.gov 上已完成或正在进行中的 hMSC 临床试验超
过 1400 项，涵盖多个治疗领域（超过 14 个）。据报道，一项
典型的细胞疗法临床试验需要 600 亿个 hMSC 细胞，且其需
求量还将不断增长 (5)。因此，要充分发挥细胞疗法的潜能，
就必须确立能够大量生产优质 hMSC 且具有成本效益的标准生
产方案。

2D MSC 培养与 3D 搅拌釜式生物反应器培养是两种不同的生
长和扩增方法 (6,7)。2D培养虽然易于设置，但扩增能力有限，
且需耗费大量人力。3D 搅拌釜式生物反应器则是在三维环境
中培养细胞，并通过持续搅拌确保细胞和营养物质均匀分布。
利用 3D 生物反应器培养的 MSC 通常表现出更大的增殖和扩
增潜力。搅拌釜式生物反应器可以实现规模扩展，加之微载体
有助于提高表面积 /体积比，因此细胞产率更高 (8,9)。不仅如此，
搅拌釜式生物反应器还可以更好地模拟体内微环境，这对保持
细胞特性十分重要。

hMSC 要想具有治疗效果，就必须能够自我更新并适应体内微
环境，而这些过程都受到细胞代谢状态的高度调节 (10)。与其
他所有细胞一样，MSC 也需要能量才能进行各种细胞过程，
包括自我更新、增殖、分化和免疫调节功能。能量主要通过糖
酵解和氧化磷酸化（OXPHOS）产生三磷酸腺苷（ATP）的方
式产生。MSC 的代谢状态，尤其是糖酵解与 OXPHOS 之间的
平衡，对保持干细胞的干性和未分化状态十分重要 (11)。

在扩增的早期阶段，MSC 依靠糖酵解产生能量。这种转变有
助于维持MSC的干细胞状态，抑制自然分化，促进细胞健康，
并延缓细胞衰老。为优化 MSC 在生物反应器中的扩增过程，
必须监测和控制代谢环境，确保培养条件有利于细胞生长和保
持所需的细胞特性。这需要我们对营养供给、氧气水平、pH

值和废物清除等参数进行微调，才能促进 MSC 代谢，获得理
想的细胞产率和质量 (12,13)。

材料与方法

在 BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体中

利用微载体培养 hADSC
直接在 RoosterNourish™-MSC- CC 培养基（RoosterBio®，
SU-022）中解冻人脂肪间充质干细胞（hADSC）（Lonza，
PT-5006），每 500 毫升添加 10 毫升增强剂（RoosterBio®，
SU-016），采 用 二 维 培 养 方 式（T75 CellBIND 摇 瓶，
Corning，3290）培养一代（5 天）。细胞培养采用 CellXpert® 

C170i 培养箱（Eppendorf，6731），温度 37°C，潮湿环境，
含 5% 二氧化碳。将细胞转移到罐体时，先对细胞进行胰蛋白
酶化处理（0.025% 胰蛋白酶 -EDTA 和胰蛋白酶中和溶液，
Lonza，CC-5012和 CC-5002），并使用 Vi-CELL™自动细胞计
数仪（Beckman Coulter，Vi-Cell XR 12）进行计数。将总计
6 x 106 的 hADSC（2.4 x 104 细胞 / 毫升）与 3.4 克 Synthe- 

max II 低密微载体（Corning，3781）混合，使细胞 / 珠粒比
达到 3.7，然后在配备 BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体
（Eppendorf，1386100000）的 DASbox 迷你平行生物反应器
控制系统中添加 250 毫升 RoosterNourish_MSC-CC 培养基进
行悬浮培养。为提高初始细胞贴壁率，不得在最初 4 小时内搅
拌细胞悬浮液和微载体。4小时后搅拌速度设为 80 rpm。培养
温度设为 37°C，溶氧（DO）水平设为 40%。通过往罐体顶部
自动添加 CO2 和 NaOH（1N），将生长培养基的 pH 值控制在
7.2。第三天，向每个罐体中各添加 5 毫升 RoosterReplenish

™-MSC-XF 培养基（RoosterBio，SU-023），为细胞提供更多
生长因子。在六个独立的 BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体中
共计培养 5天（图 1A）。

在本研究中，我们分析了人脂肪间充质干细胞（hADSC）在六
个独立的一次性生物反应罐中的扩增情况，并利用活力和代谢
读数来描述 hADSC 的代谢特征。不同生物反应罐中的营养消
耗和代谢产物分泌率一致，证实扩增情况也保持一致。细胞在
扩增过程中保持了较高的糖酵解速率，测量未发现关键代谢途
径发生显著转变。



使用 www.biorender.com 绘制

应用文献 I 第 480期 I 第 3 页

HADS细胞扩增

5天

5天

葡萄糖

丙酮酸盐

乙酰辅酶 A

草酰乙酸盐
柠檬酸盐

谷氨酰胺

胆固醇
合成

脂质
合成

谷氨酰胺
琥珀酰辅酶 A

三羧酸
循环

HADS细胞活力和
代谢监测

图 1：细胞扩增示意图（A）与在配备 BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体的 DASbox 迷你平行生物反应器控制系统中进行细胞培养时的
细胞活力与代谢监测示意图（B）。

生物反应罐取样

为分析细胞生长和代谢特征（图 1B），将一个 10 毫升无菌注
射器连接至鲁尔锁取样口，然后每日从每个罐体中无菌提取
6.5 毫升细胞悬浮液。收集到的样品按以下各节所述进行分
析。

微载体去除

通过胰蛋白酶化处理从微载体上分离 hADSC，具体方法如
下。从每个 BioBLU罐体中各取 5毫升培养物，静置 5分钟，
待微载体沉淀。接着去除培养基上清，用不含 Ca2+- 和 Mg2+ 的
磷酸盐缓冲盐水（PBS，Gibco，14190-094）清洗微载体。再
次静置 5 分钟让微载体沉淀，去除 PBS 上清，添加 2.5 毫升
0.025% 胰蛋白酶 -EDTA 溶液。然后将细胞在 38° C 下培养 8

分 钟，同 时 使 用 Eppendorf Thermomixer 恒 温 混 匀 仪
（Eppendorf，5382000.015）以 500 rpm进行混匀。在培养的
第 4 天和第 5 天，由于细胞聚集增多，因此需要进行二次胰蛋
白酶消化处理，以确保细胞与微载体完全分离。用胰蛋白酶消
化孵育细胞后，添加 5 毫升胰蛋白酶中和溶液。然后用细胞滤
网（Fisher Scientific，10282631）过滤细胞，使其与微载体
分离。之后用 2 毫升 PBS 冲洗样品管，并将其穿过细胞滤
网，确保收获所有细胞。收集到的细胞用 Eppendorf 5810R离
心机（Eppendorf，5811000010）在 200 x g 离心力下离心 5

分钟，最后重悬于 5毫升新鲜培养基中。

细胞活力与增殖

细胞与微载体分离后，每天使用 Vi-CELL™自动细胞计数仪评
估细胞增殖情况。

对于细胞活力，使用细胞渗透性荧光染料 Calcein AM

（Invitrogen™，C3099）对细胞进行染色，然后在 Evos™ FL 

Auto 2 显微镜（Invitrogen）下观察。简言之，就是在 24 孔
板中加入 500 微升细胞培养物，再加入 1 微升 Calcein AM 荧
光染料。然后在 37° C、5% CO2（CellXpert C170i）条件下
培养 30分钟，再用荧光显微镜观察已染色细胞。

使用 CellTiter- Glo® 3D 细胞活力发光检测法（Promega，
G9683）测量细胞活力时，样品制备方法与使用 Vi-CELL™自
动细胞计数仪时相同，分析方法遵照制造商说明。简单来说，
就是先将 50微升制备好的样品转移到 96孔板中，然后向样品
和 ATP 标准曲线试剂中加入已预热至室温的 50 微升 

CellTiter-Glo 3D 试剂。混合 5 分钟并在室温下培养 25 分钟
后，使 用 GloMax® Discover 微 孔 板 读 数 仪（Promega，
GM300）读取荧光信号。最后根据样品板上测定的 ATP 标准
曲线计算每个样品的 ATP水平。
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细胞外代谢物水平

按照生物反应罐取样的步骤说明，在指定时间点采集样品。使
用 Eppendorf 5810R离心机将 1毫升样品以 200 x g的离心力
离心 5 分钟。离心后，去除培养基以检测代谢物。部分样品立
即用于测量葡萄糖和乳酸，其余样品在 -20°C 下冷冻保存。立
即使用 YSI 2900 生化分析仪（YSI，2900D）搭配 Glucose- 

Glo™（Promega, J6022）和 Lactate-Glo™生物发光法试剂盒
（Promega, J5022），按照制造商说明测量葡萄糖和乳酸。采用
生物发光法测量葡萄糖和乳酸时，样品分别被稀释 2,000 倍和
200倍。

检测谷氨酰胺和谷氨酸时，先将冷冻培养基样品解冻，再用
PBS稀释 200倍，将代谢物浓度维持在检测试剂盒的线性范围
内，然后用 Glutamine/ Glutamate-Glo™ 生物发光法试剂盒
（Promega，J8022）进 行 检 测。使 用 RoosterNourish™- 

MSC-CC 培养基确定代谢物的起始浓度，并在代谢物定量检测
中纳入具有代表性的标准品。所有检测均按照制造商说明利用
96孔板进行。

细胞内代谢物水平

进行细胞内代谢物检测时，分别在罐体接种前的第 0 天和罐体
培养后的第 5 天采集样品。按照上文所述方法分离细胞和微载
体，并以 0.9 x 106 细胞 / 毫升的密度重悬于 PBS 中。加入二
分之一体积的 0.3N 盐酸溶液裂解细胞，再将细胞裂解液在
-20°C下冷冻保存。

对细胞裂解液进行检测，检测其中含有的乳酸（Promega，
J5022）、苹果酸（Promega，JE9200）、谷氨酰胺和谷氨酸
（Promega，J8022）。检测前，根据制造商说明调节每份样品
的 pH 值。检测采用 384 孔低容量孔板进行，每孔 3,000 个细
胞。所有检测均按照制造商说明进行。

脱氢酶活性

样品于第 0 天和第 5 天采集，微载体按照上文所述方法去除。
使用 PBS 清洗样品两次，再重悬于储存缓冲液（200mM 

Tris-HCl，pH 7.3，10% 甘油，1% BSA），以保留酶活性，
然后在 -20°C 下冷冻保存直至检测。使用 Dehydrogenase-Glo

™ 脱氢酶检测系统（Promega，J9020）进行检测，每孔 500

个细胞。
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分别使用苹果酸（Sigma，M7397）、D- 异柠檬酸（Sigma，
56790）和 6- 磷酸葡萄糖酸（Sigma，P7877）作为对应脱氢
酶的底物。按照制造商说明中的建议，使用 200μM 脱氢酶底
物和二核苷酸制备每种脱氢酶检测试剂。每 15 分钟检测一次
荧光信号，共计检测 90 分钟，确保信号在线性范围内。每种
脱氢酶的活性检测信号在 60 分钟内保持线性，具体如图 8 所
示。

图 2：通过绿色细胞渗透性染料（Calcein-AM）对细胞染
色，每日监测 Corning® Syn- themax II 微载体上 hADSC 的
细胞生长和活性。图像显示了罐体内具有代表性的培养区域
每天的生长情况。

图 3：使用由 DASbox 迷你平行生物反应器控制系统控制的
BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体培养 hADSC 时，5 天扩增
期内细胞增殖曲线和第 3 代（P3）hADSC 细胞的 ATP 含
量。数据代表六个罐体的平均值（n=6）。
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引言

使用 BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体扩增 hADS 细胞

实验开始时，先将 hADSC 在 T75 摇瓶中培养 5 天，使其达到
一定数量，适合在生物反应罐中进行培养。随后将细胞以 2.4 

x 104 活细胞 /毫升（6.0 x 106 活细胞 /罐体）的密度接种到 6

个搅拌釜式一次性生物反应罐体中，同时使用 Synthemax II

低密度微载体作为基质支撑。在利用生物反应罐进行为期 5 天
的 hADSC 细胞扩增期间，细胞活力染色结果表明，细胞成功
附着于微载体且分布均匀（图 2）。

扩增结束时（第 5 天），细胞数量平均增长 28.3 倍，细胞密度
达到 7.34 x 105活细胞 /毫升（1.7 x 108活细胞 /罐体），最终
平均存活率大于 97 %（图 3）。细胞生长数据表明，所有六个
罐体之间具有很强的重现性，在第 5 天培养结束时，每个罐体
的细胞数达到了 1.4 - 1.9 x 108。重要的是，每个罐体在 5 天
内产生的细胞数量均符合单次治疗剂量要求（0.35 -3.5 x 108 

hMSC/剂）(14)。

细胞活力同样使用 CellTiter- Glo® 3D 细胞活力检测试剂盒进
行测定。CellTiter-Glo 检测试剂盒是一种匀相测定法，可以通
过定量检测培养物中的 ATP 含量测定活细胞数量，检测到
ATP 即代表检测到代谢活跃细胞。该试剂盒专门与生物样品配
套使用，会产生荧光信息，信号强度与 ATP 含量呈正比。如
图 3 所示，随着时间的推移，ATP 含量直接与培养物中的细胞
数量呈正比。

营养消耗与代谢产物分泌

监测培养基中的营养物质浓度并将其维持在适当水平十分重
要，有助于维持细胞内正常的能量代谢、控制营养供应和调节
操作条件以优化生物工艺。

本次实验使用 YSI 2900 生化分析仪和代谢物检生物发光测法
来监测六个独立罐体中 hADSC 生长期间的葡萄糖消耗和乳酸
分泌率，同时采用 Glutamine/Glutamate-Glo™ 生物发光法检
测试剂盒测定培养基中的谷氨酰胺和谷氨酸。

图 4：使用由 DASbox 迷你平行生物反应器控制系统控制的
BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体培养 hADSC 时，5 天内葡
萄糖消耗曲线（A）和乳酸分泌曲线（B）。数据代表六个罐体
的平均值（n=6）。

图 5：使用由 DASbox 迷你平行生物反应器控制系统控制的
BioBLU 0.3c 一次性生物反应罐体培养 hADSC 时，5 天内谷
氨酰胺消耗曲线（A）和谷氨酸分泌曲线（B）。数据代表六个
罐体的平均值（n=6）。
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图 6：hADSC 生长和增殖过程中细胞外代谢物水平。培养基
中被消耗的代谢物（绿色）或分泌入培养基中的代谢物（蓝
色）。同时检测 RoosterNourish™-MSC-CC 培养基与培养基
样品，以测定起始代谢物浓度。数据代表六个罐体的平均值
（n=6）。

图 7：细胞内代谢物水平。细胞于第 5天与微载体分离并与第
0 天进行对比。检测采用 384 孔低容量孔板进行，每孔 3,000
个细胞。使用 Promega 生物荧光法检测了乳酸（A）、苹果酸
（B）和谷氨酰胺 / 谷氨酸（C）含量。数据代表六个罐体的平
均值（n=6）。

图 8：hADSC 中内源性脱氢酶的活性。对不同代谢途径的两
种脱氢酶进行了 500 细胞 / 孔检测。分别是三羧酸循环中的
苹果酸脱氢酶和异柠檬酸脱氢酶（A），以及磷酸戊糖途径中
的 6- 磷酸葡萄糖酸脱氢酶（B）。所示相对发光强度（RLU）
是与对应脱氢酶检测试剂共同培养 60 分钟后的检测结果。数
据代表六个罐体的平均值（n=6）。

图 4 表明，hADSC 在生物反应罐中进行扩增的五天期间，培
养基中的葡萄糖持续减少，而乳酸则随之增加。同时使用生物
分析仪和代谢物生物发光测定法测量葡萄糖和乳酸水平，发现
两者的变化非常吻合，表明六个独立罐体中的营养消耗情况一
致。

谷氨酰胺是细胞培养基中的另一种重要成分，既可作为能量来
源，又可作为合成前体，用于合成细胞生长和分裂所需的各种

重要生物分子，包括核苷酸、 氨基酸和谷胱甘肽。细胞通常需
要谷氨酰胺为这些分子提供必要的组成成分，以支持其生长和
分裂。如图 5A 所示，在 hADSC 持续生长过程中，谷氨酰胺
不断减少，而谷氨酸则较慢增加。第 5 天，不断生长的细胞共
消耗了培养基中 50% 以上的谷氨酰胺。谷氨酰胺消耗量高但
谷氨酸分泌量低，符合 hADSC 快速增殖对合成代谢的高要
求。与乳酸和葡萄糖结果一样，不同罐体之间的营养消耗和代
谢产物分泌率均可重现。

在图 6 中，我们比较了在 hADSC 五天培养过程中葡萄糖、乳
酸、谷氨酰胺和谷氨酸的平均消耗和平均分泌量。在 6 个独立
罐体中，葡萄糖消耗量从 1.8 克 / 升到 2.1 克 / 升不等，平均
消耗量为 2.02 克 / 升；乳酸分泌量从 1.1 克 / 升到 1.6 克 / 升
不等，平均分泌量为 1.35克 /升。培养 5天后，消耗的葡萄糖
中有 67% 转化为乳酸，表明 hADSC 始终在进行有氧糖酵
解。谷氨酰胺的消耗量从 0.21 克 / 升到 0.26 克 / 升不等，平
均消耗量为 0.24 克 / 升，谷氨酸的分泌量从 0.025 克 / 升到
0.04克 /升不等，平均分泌量为 0.03克 /升。这些数据清楚地
表明，不同罐体之间的营养消耗和代谢产物分泌率一致，一致
的细胞生长情况也证实了这一点，具体如上图所示。
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细胞内代谢物水平

细胞内代谢物分析是一种有用的工具，可以确定生长细胞的代
谢活动，了解其营养利用和代谢废物产生情况。例如，糖酵解
中间产物增多表明糖酵解活动增强，而柠檬酸循环中间产物增
多则表明氧化代谢活跃。代谢物水平异常可能预示着细胞应
激、受损或功能障碍。本次实验分析了细胞内乳酸、谷氨酰
胺、谷氨酸和苹果酸的含量，并以此作为三个关键代谢途径的
读数：糖酵解、谷氨酰胺酵解和三羧酸循环。我们在生物反应
罐培养前的第 0 天和生物反应罐培养后的第 5 天，采集细胞样
品进行了细胞内代谢物测量。谷氨酸含量（>20 飞摩尔 / 细
胞）明显高于谷氨酰胺（<3 飞摩尔 / 细胞），与快速增殖细胞
中谷氨酰胺将迅速转化为谷氨酸的情况一致，符合预期。与第
0 天相比，第 5 天样品细胞内的乳酸和谷氨酸浓度略高，而苹
果酸浓度没有明显变化。在 6 个罐体中，细胞内所有四种受测
代谢物的含量都十分接近，表明细胞生长具有可重现性和稳健
性。

脱氢酶活性

脱氢酶是多个代谢途径的关键组成部分，对维持细胞内能源均
衡、氧化还原态和代谢过程至关重要。测量脱氢酶（DH）的
表达水平或活性常被用于获取更多有关细胞代谢状况的信息。
本实验使用 6- 磷酸葡萄糖酸脱氢酶来评估磷酸戊糖途径的活
性，使用苹果酸脱氢酶和异柠檬酸脱氢酶检测线粒体三羧酸循
环的活性。在为期 5 天的培养过程中，6 个罐体中异柠檬酸脱
氢酶和 6- 磷酸葡萄糖酸脱氢酶的相对酶活性均较为接近，仅
在第 5 天比第 0 天略有升高。酶活性数据与细胞活力和代谢物
分析结果一致，证实细胞生长情况一致，新陈代谢水平略有升
高，后者可能是由于生长环境受控和营养供给增加，导致细胞
增殖率提高所致。

结论

近年来，人们越来越重视为临床（前）研究提供高质量、可行
和功能齐全的间充质干细胞的必要性 (1, 3, 15)。在关键考量因
素中，在整个分离、培养扩增和收获阶段保持细胞内稳态是维
持 MSC 疗法所要求的细胞质量的关键因素 (3, 16)。在生物反
应罐内进行体外扩增时，当前挑战在于如何在优化控制主要生
物工艺过程参数的同时，精密监测细胞代谢状态。

在本研究中，我们证实可以利用配备 BioBLU 0.3c 一次性生物
反应罐体的 DASbox 迷你平行生物反应器控制系统在微载体上
生产高质量 hADSC。细胞活力和代谢指标评估为全面评估整
个过程中的细胞扩增和代谢状态提供了途径。每个罐体均在不
到一周的培养时间内就生产出数量可观的细胞，可以满足不同
临床应用单次治疗的剂量要求。除各罐体之间的生长情况具有
高度重现性外，对整个过程中细胞代谢情况的监测也证实，在
细胞快速增殖的过程中，其糖酵解特性得以保留，关键代谢途
径也未发生显著变化。

我们的《Bioprocess Spotlight》 季刊能让您了解与您的细胞培养生物工艺相关的最新教
育资料、活动和产品资讯。
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