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技术与方法 

利用微载体悬浮培养人脐带间充质干细胞 

李夏 1,2,3，滑慧娟 2,3，郝捷 2,3，王柳 2,3，刘忠华 1 
1. 东北农业大学生命科学学院，哈尔滨 150030 
2. 北京干细胞库，北京 100190 
3. 中国科学院动物研究所，北京 100101 

摘要: 随着干细胞研究的不断深入，干细胞功能分化研究和临床应用转化的需求日益提升。人脐带间充质干细

胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells, hUCMSCs)来源广泛，不仅自我更新能力强、能够分化成多种

类型的成体细胞，而且其自身具有免疫调节能力，不易引发免疫排斥反应，在干细胞功能分化研究和临床应用

中具有巨大应用前景和应用潜力。目前，传统的细胞培养方式培养效率低、细胞活性较差，不能满足日益增长

的研究和应用需求。本研究利用微载体结合旋转瓶的悬浮培养方法，通过优化细胞接种量及转速等影响因素，

快速获得大量高质量的人脐带间充质干细胞。经悬浮培养总细胞量可高达到 7×108 个细胞/L，而且细胞活性较

高，MSC 特异性标记物表达良好，在恢复平面培养后仍能维持 MSC 的正常细胞形态和增殖能力。高效脐带间

充质干细胞悬浮培养体系的初步建立，为未来的干细胞功能分化研究和临床应用奠定了基础。 

关键词: 人脐带间充质干细胞；3D 悬浮培养体系；平面(2D)培养体系；微载体 
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Abstract: With the rapid development of stem cell research, the demands for high quality stem cells in cell 

differentiation studies, cell therapy and clinical applications increase significantly. Human umbilical cord mesenchymal 

stem cells (hUCMSCs) hold great potentials in these applications due to its wide availability, self-renewal capacity, good 

pluripotency, and in particular, self-immunomodulation ability. However, the conventional adherent culture system 

remains challenging in mass production of high-quality stem cells. In this study, we set up a 3D suspension culture 

system by using spinner flasks added with microcarrier. By optimizing the seeding density and rotation speed, we achieved 
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a cell density as higher as 7×108 cells/L per vessel. The cultured MSCs had good viability, and the expression levels of the 

MSC markers were similar to those of 2D-cultured MSCs. After being transferred back into a 2D culture system, the MSCs 

still maintained normal morphology and proliferation ability. These results indicated that the 3D suspension culture system 

established in this study provides a fundamental basis for mass production of high-quality MSCs for future research 

and clinical applications. 

Keywords: human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUCMSCs); 3D Suspension culture system; Adherent 

(2D) culture system; Microcarrier 

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是一种来源于中胚层的成体干细胞，最早发现于骨

髓组织，但广泛分布在骨髓、脐带、脂肪等间质组

织中[1~5]。该类细胞具有自我更新、贴壁生长、能够

分化为多种成体细胞的特性[6,7]。同时，MSCs 具有
免疫调节作用，其主要组织相容性复合体(major hist-
ocompatibility complex，MHC)表达较低，具有较低
的免疫原性，不易引发免疫排斥反应[8,9]。MSCs 还
具有旁分泌特性，能够分泌多种调节因子，并作用

于炎症区域，促进组织修复[10~12]。基于以上特性，

MSCs已经成为干细胞临床治疗的理想种子细胞，在
再生医学等领域具有巨大的科学和应用前景。随着

干细胞临床转化的发展，利用干细胞移植已经能够

治疗多种常规医疗手段无法解决的重大疾病，如癌

症、免疫疾病、心梗、脊髓损伤、子宫内膜损伤等[13~16]。

在美国国立卫生研究院临床试验网站上已经有 6500
多项注册的干细胞临床试验，并且国际上已经有多

种干细胞产品获批上市(www.fda.gov)。但是，不论
是干细胞功能分化研究，还是干细胞治疗及器官再

生研究，往往需要大量的干细胞，如使用干细胞移

植治疗肝、肾和心脏等器官损伤时，需要 109~1010

级别细胞量才可实现组织修复和功能重建[17~19]。目

前，国内常用的常规实验室干细胞制备体系仍为贴

壁培养体系，细胞产量很大程度上受到培养容器的

限制，若要获得大量细胞则需要增加培养容器的数

量。以实验室常用的细胞培养瓶为例，一个 T225细
胞培养瓶中的细胞量约为 1×107，一次细胞治疗所需

的细胞量就需要约 100个 T225培养瓶，不仅效率低，
而且耗时耗力，在制备过程中污染风险大，批次间

的稳定性差，大大增加了干细胞治疗的成本[20,21]。

因此，用于干细胞治疗的功能细胞需要标准化、批

量化、规模化生产制备，才能满足未来细胞治疗的

需求。 
本研究利用微载体和旋转瓶，通过优化细胞接

种量及搅拌转速等影响因素，初步建立了一种高效

的人脐带间充质干细胞(human umbilical cord mese-

nchymal stem cells, hUCMSCs)悬浮培养体系。通过

此体系悬浮培养的 hUCMSCs，具有较高的细胞活率，

且正常表达 hUCMSCs 特异性标记物[22]。在 3D 转

2D培养后，能够维持典型的 hUCMSCs形态，并且

与平面培养的 hUCMSCs 具有相似的增殖能力。该

方法可以用于大量制备 hUCMSCs，为将来标准化、

规模化制备 hUCMSCs提供种子细胞和技术基础。 

1  材料和方法 

1.1  MSCs 平面培养材料与方法 

本研究中使用的 hUCMSCs 来源于北京干细胞

库。hUCMSCs复苏：在 15 mL离心管中加入 3 mL

预热好的 MSCs 培养基，将冻存管从液氮中取出，

37℃快速解冻细胞至固液混合态，将细胞悬液加入

离心管中，1200 r/min离心 3 min，弃上清。加入适

量 hUCMSCs 培养液重悬并计数，根据细胞量将悬

液接种到 10 cm 培养皿中，补足 hUCMSCs 培养基

至 10 mL，轻轻摇匀后放入 5%CO2的 37℃培养箱中

培养，隔天换液。hUCMSCs传代：吸弃培养皿中的

培养液，用磷酸盐缓冲溶液(phosphate buffer saline, 

PBS)洗一遍，加入 37℃预热的 0.05%胰蛋白酶约 3 

mL，放入 37℃培养箱中消化 3 min，在镜下观察细

胞飘起变圆后加入等量培养基终止消化，1200 r/min

离心 3 min，弃上清，加入适量 MSCs培养液重悬并 
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计数，根据细胞量将悬液接种到 10 cm培养皿中，
补足 MSCs 培养基至 10 mL，轻轻摇匀后放入 5% 
CO2 的 37℃培养箱中培养，隔天换液。hUCMSCs
冻存：吸弃培养皿中的培养液，PBS 洗一遍，加入
37℃预热的 0.05%胰蛋白酶约 3 mL，放入 37℃培养
箱中消化 3 min，在镜下观察细胞飘起变圆后加入等
量培养基终止消化，1200 r/min离心 3 min，弃上清，
加入适量 4℃预冷的冻存液，混匀后以 500 μL/管分
装至冻存管中，将冻存管放入程序降温盒，−80℃过
夜，第二天将冻存管转移至液氮中保存。 

1.2  hUCMSCs 微载体悬浮培养 

微载体 CytodexTM1制备：计算并称量实验所需
微载体使用量，微载体浓度为 2 mg/mL，用 50~ 
100 g/mL的 PBS浸泡 3 h，使微载体充分膨胀，弃
上清，用 PBS洗涤微载体 2遍，弃上清，加入新 PBS，
高压灭菌，4℃保存，使用前用培养液洗涤微载体；
hUCMSCs 微载体悬浮培养：消化平面的培养
hUCMSCs (方法同 hUCMSCs传代)并计数，根据细
胞数量，按照细胞密度为 1.5×105/mL 接种于 1 L 
Wheaton 旋转瓶中，并补充微载体至 2 mg/mL，将
整个装置放置于 5% CO2的 37℃培养箱中，调整转
速至 30 r/min，第二天观察微载体是否沉降，提高调
速至 35~40 r/min，隔天换液，并每天取样观察细胞
生长情况，消化计数。 

1.3  细胞生长曲线绘制 

将培养瓶中液体移至 50 mL离心管中，待微载

体沉降后，弃上清液，加入新的培养液，移至瓶中，

不要吹打，以免微载体破碎；使用新的培养液重悬

后，吸取 1 mL至皿中，拍照并记录；将皿中培养液

移至离心管中，用 PBS冲洗皿中微载体，一并移至
离心管中；待微载体沉降后，弃液，用 PBS 冲洗 3

遍，至管中无血清成分；加 0.25%胰酶 1 mL，移至皿

中消化 3 min；加等量MSCs培养液终止消化，计数。 

1.4  细胞活性检测 

使用 Live-Dead 试剂盒对贴附在微载体上的
hUCMSCs进行活性检测，取 1 mL PBS加入 0.5 μL
钙黄绿素及 2 μL黄溴乙啡锭二聚体，吸取 1 mL含

细胞的培养液至 3.5 cm皿中，弃培养基，PBS洗一
遍，将含有 Live-Dead 试剂的 PBS 加入皿中，室温
孵育 30 min，荧光显微镜下观察细胞存活情况。 

1.5  流式细胞分析 

将细胞悬液转移至离心管中，待微载体沉降后，

吸弃离心管中的培养液，PBS洗一遍，加入适量 37℃
预热的 0.05%胰蛋白酶，放入 37℃培养箱中消化

3 min，在镜下观察细胞飘起变圆后，加入等量培养

基终止消化。1200 r/min离心 3 min，弃上清；加入

2 mL PBS将细胞重悬，1200 r/min离心 3 min，弃上

清；加入 2 mL PBS将细胞重悬，过 40 μm细胞筛；
根据需要鉴定的直标抗体数，将细胞悬液均匀分装

至离心管中，其中包括空白对照；向离心管中加入

1∶100 稀释后的抗体，总体积 200~400 μL 即可；  

37℃避光孵育 30 min；上样进行流式细胞仪检测。 

2  结果与分析 

2.1  培养体系优化 

在本研究中，首先以 2D培养的 hUCMSCs作为

悬浮培养的种子细胞，并使用 Wheaton 磁力搅拌系

统进行后续的悬浮培养(图 1A)。此外，选用 Cytodex 1

作为悬浮培养的载体(图 1B)。然后对实验进行分组：
微载体密度分别为 2 g/L、5 g/L、10 g/L，细胞接种

密度分别为 5×104个/mL、1×105个/mL, 2×105个/mL，

培养体积为 100 mL，每天半量换液，培养 5天后进

行细胞计数检测。基于前人研究的结果，多数的

MSCs 悬浮培养的初始转速在 30 r/min 左右[23~25]，

所以，本研究首先选择了 30 r/min 的转速进行悬浮

培养。从初步的实验结果可以看出，细胞接种量为

1×105个/mL 及 2×105个/mL 的实验组，其扩增倍数

相似，而 5×104 个/mL 实验组的细胞扩增倍数最低 

(图 1C)。不同的微载体密度对细胞扩增倍数的影响
差别不大。基于经济性和操作性方面的考虑，在后

续的实验中选用 2 g/L的微载体密度。此外，缩小了

细胞接种量的范围，选择 4 组不同的接种密度：5× 

104 个/mL，1×105 个/mL，1.2×105 个/mL 和 1.5×    

105 个/mL，培养 5 d，每天进行细胞计数并绘制生 
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图 1  人脐带间充质干细胞微载体悬浮培养体系的筛选与优化 
Fig. 1  Optimization of a 3D hUCMSCs suspension culture system 
A：平面培养的人脐带间充质干细胞形态；B：在 Cytodex 1上培养的人脐带间充质干细胞形态；C：不同细胞密度及微载体浓度对细
胞扩增倍数的影响；D：不同细胞接种密度下 hUCMSCs悬浮培养生长曲线。D0，D1，D2，D3，D4指接种后培养天数。标尺= 100 μm。 
 
长曲线。其中，5×104个/mL组在培养 1 d后，发现
有大量细胞死亡。培养 3 d 后，因细胞量过少而终
止实验。而 1×105 个 /mL，1.2×105 个 /mL，1.5×     
105个/mL组的细胞扩增良好，1.5×105个/mL组在培
养 4 d后，细胞量可以达到 7×107个/mL (图 1D)。 

2.2  培养体系扩大 

在上述 100 mL培养体系的基础上，将培养体系

扩大为 300 mL。为防止细胞/微载体沉降[26]，本研

究提高搅拌转速至 35 r/min，以 2×105个/mL的较大
细胞密度接种，每天计数，培养 6 天后，细胞量可
达到 3.9×108个/L。通过比较不同天数细胞形态和生
长曲线，发现培养 3 d 后，细胞已经在微载体上长
满，细胞量为 3.0×108(图 2，A和 B)。为获得更大扩
增倍数，在此基础上，进一步降低初始接种细胞密

度，在 1 L培养体系中(图 2C)，以 1.5×105个/mL细 
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图 2  人脐带间充质干细胞培养体系放大 
Fig. 2  Scaling up of hUCMSCs in the 3D suspension culture system 
A：300 mL体系下不同培养天数的细胞形态；B：300 mL体系细胞悬浮培养生长曲线；C：1 L培养体系细胞培养瓶及磁力搅拌装置
外观。标尺= 200 μm。 

 
胞密度接种，转速提高至 39 r/min，培养 3 d后，细

胞量可达到 7×108个/L (图 3，A和 B)。值得注意的

是，在已发表的多篇研究报道中，随着培养天数和

细胞量的增加，为防止微载体沉降，都采用适当提

高了初始转速的改进策略 [24,26~28]，因此本研究在

100 mL培养体系中使用 30 r/min，而在 300 mL和 1 L

培养体系中，分别使用 35 r/min和 39 r/min。 

2.3  hUCMSCs 细胞生长、形态和活性鉴定 

对上述 1 L 培养体系获得的 hUCMSCs 进行

Dead-Live 染色，结果表明，细胞活性良好(图 3C)。

将悬浮培养的细胞转为平皿培养后，细胞呈现经典

的 MSCs 细胞形态，消化细胞进行流式细胞分析，

其 HLA (human lymphocyte antigen)、CD34和 CD45

为阴性，并且高表达 CD29、CD73、CD90和 CD105，

符合 MSCs特征[29]。MTT检测细胞增殖能力与正常

2D培养的细胞相似(图 4，A和 B)。 

3  讨  论 

在对培养体系优化的过程中，本研究发现培养

1 d后，所有组别的细胞量都会存在不同程度的下降，

这是由于部分细胞在培养第一天时没有贴壁所致，

而细胞是否贴壁与细胞接种量及搅拌转速有关。当 
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图 3  悬浮培养的 hUCMSCs 细胞生长、形态和活性检测 
Fig. 3  Growth, morphology and variability of cultured hUCMSCs 
A：1 L培养体系下不同培养天数的细胞形态；B：1 L体系细胞悬浮培养生长曲线，D0，D1，D2，D3指接种后培养天数；C：Live-Dead
染色观察细胞存活情况。标尺= 100 μm。 

 

 
 

图 4  悬浮培养的 hUCMSCs 转平面培养后细胞形态和特异性标记物的流式细胞分析 
Fig. 4  Morphology of hUCMSCs and flow cytometry of hUCMSC-specific markers after transferred into a 

2D culture system 
A：3D转 2D间充质干细胞的细胞形态；B：流式细胞分析检测间充质干细胞特异性标记物。标尺= 200 μm。 

 
细胞数量过低时，较多细胞未贴壁会直接导致细  
胞量过少无法扩增。就转速而言，当转速过高时

(如 70 r/min)，细胞不易与微载体结合。而转速过低
则会导致形成大量团块，可能会导致细胞分化或死

亡。因此，如何优化培养条件，提高细胞在培养初

期(第 1 d)的贴壁率，是 MSCs悬浮培养的关键问题。
目前，国际上已有多篇使用微载体培养 MSCs 的报
道[30]，例如，Yang 等[31]在 2007 年使用多种微载体
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对大鼠 MSCs进行了悬浮培养。Eibes等[32]对人骨髓

间充质干细胞在微载体上在摇瓶中培养进行了探索，

发现微载体上有骨髓间充质干细胞生长，且保持间

充质干细胞的特性。Schop等[33]在 2010年使用人骨
髓间充质干细胞对多种微载体进行了筛选，发现

Cytodex 1组表现出最高的接种效率与增殖速率，经
过 9 d培养扩增 4.8倍并达到了 6×105个/mL的细胞
密度，但其培养体系较小。Heathman 等[34]在 2015
年使用 100 mL的旋转瓶在无血清、无动物源性成分
的体系内对 MSCs 进行悬浮培养，细胞 6 d 内扩增
10 倍，并且保持了良好的细胞状态。Rafiq 等[35]利

用 5 L 的自动化生物反应器培养人间充质干细胞， 
12天细胞扩增 6倍达到了 1.7×105个 / mL的细胞密
度。但是，国内该项研究尚未有较为成功的人脐带

间质干细胞大规模培养报道。吴清法等 [36]于 2003
年曾尝试利用旋转瓶并添加 CultSpher G 明胶多孔
为载体，进行人骨髓间充质干细胞的悬浮培养，在

100 mL的体系中以 5×104 个 /mL的细胞密度接种，
转速 30 r/min，经过 7 d的培养达到 5.15×105/ mL的
最大细胞量。该研究主要测定了悬浮培养细胞的生

长曲线和代谢产物的变化，未进行更大规模的培养，

且该研究使用多孔微载体，不利于后续的细胞消化

等操作，限制了其在临床使用上的发展。韩宝三等[37]

也曾尝试在培养瓶中使用 Cytodex 3 微载体对人间
充质干细胞进行了小体积(T25 细胞培养瓶)的培养，
验证了微载体培养人间充质干细胞的可行性。 
本研究通过优化初始接种密度和转速等培养条

件，初步建立了一种基于微载体和旋转瓶的高效

hUCMSCs悬浮培养体系。在 1 L培养体系中，选用
2 g/L的微载体密度, 以 1.5×105个/mL细胞初始密度
接种，转速 39 r/min，培养 3 d 后，细胞产量可达
到 7×108个/L，细胞扩增量可高达 4.67倍, 并且所获
得的干细胞活性良好，符合 hUCMSCs 特征。恢复
平面培养后，仍能维持 hUCMSCs 的正常细胞形态
和增殖能力。该培养体系的优势在于简单、经济、

高效，无需复杂昂贵的设备就可以进行操作，培养

时程短，并且细胞培养量大，一个批次就可以满足

一个病人细胞治疗的需求。人脐带间充质干细胞悬

浮培养体系的初步建立，为人间充质干细胞功能分

化研究和临床应用奠定了一定的技术基础。后续实

验将使用可降解的微载体，采用自动化的生物反应

器，对培养条件进行进一步的优化，如 pH、溶氧等，
并扩大培养规模至 2~5 L，为临床应用提供足够的种
子细胞，满足 MSCs临床应用的需求。 
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