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造血干细胞体外培养模式的研究进展

李 秀 何明生△

（云南省肿瘤医院血液科云南昆明 650118）

摘要：造血干细胞（hematopoietic stem cells，HSC）的体外培养可为造血干细胞移植提供大量的造血干细胞，具有重要的临床意义。
HSC体外培养方式从二维培养发展到三维培养，从静态培养发展到动态培养，其培养技术及效果日趋成熟，其中以生物反应器为
主的动态三维培养具有明显的优势。本文就 HSC体外培养的研究进展作一综述。
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ABSTRACT: Hematopoietic stem cells (HSC) cultured in vitro can provide a large number of hematopoietic stem cells for

hematopoietic stem cell transplantation. The development of HSC cultured methods in vitro from two-dimensional to three-dimensional
culture, from static to dynamic culture, the cultural technology and effects matured day by day. In the paper, we reviewed the progress of
HSC culture in vitro.
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前言

造血干细胞移植临床应用存在的主要问题是造血干细胞

（hematopoietic stem cells，HSC）数量的不足[1]，但通过体外扩增

可获得大量的 HSC，具有重要的临床意义。HSC体外培养模式
有多种，从静态培养到动态培养，从二维培养到三维培养，尤其

是近年来各种生物反应器的应用，使 HSC体外培养取得了较
大的进展[2]。本文就 HSC体外培养的研究进展作一综述。

1 静态培养

1.1 二维静态培养
传统的 HSC培养是通过在二维培养系统中添加外源性细
胞因子、基质细胞等方法来维持干细胞的自我更新或扩增。添
加外源细胞因子虽然可提高 CD34+细胞数，但扩增的细胞在二

次移植时就表现出再植能力下降，研究表明在静态条件下培养

的初级细胞会失去其独特的干细胞特性[3]。临床研究也发现经
细胞因子扩增的脐血干细胞并无再植优势，并且所需要的细胞

因子浓度远比骨髓细胞因子浓度高[4]。说明外源性细胞因子在
增加祖、前体细胞的同时，伴有早期细胞的消耗及干细胞自我
更新能力的降低。研究表明，T型瓶、培养囊或多孔板是不适于
HSC培养的，因为经此培养的细胞倾向于簇集于底部而无适
合的营养和氧分布情况[5]。总之，传统的二维造血干细胞培养体
系在空间结构、细胞外基质、细胞因子等方面还不能模拟体内

的造血微环境。
1.2 三维（3D）静态培养

HSC所生存的微环境具有三维组织结构，3D支架培养能
很好的模拟 HSC微环境。Ehring等[6]用覆盖有粘连蛋白 3D的
碳质基质在无血清 / 无细胞因子等介质的条件下进行脐血
HSC培养。2周后，集落生成单位（CFU）扩增了 2.6倍，CD45+

和 CD34+ 细胞均扩增了 3 倍。将扩增的 HSC 移植到
NOD/SCID模型小鼠体内，6周后小鼠造血器官中仍可检测到
人源性造血细胞，表明在无血清及细胞因子条件下进行 HSC
体外培养和扩增是可行的。Feng等[7]采用粘连蛋白固化的 3D
聚对苯二甲酸乙酯支架进行 HSC培养，无血清的条件下培养
10天，CD34+细胞扩增高达 100倍，长期培养始动细胞（Long
term culture initiating cells , LTC-IC）扩增了 47倍，扩增的干细
胞也可使 NOD/SCID模型小鼠造血重构。Schubert等[8]采用陶

瓷泡沫制作的类骨质结构 3D支架进行培养，12-27天后，3种
不同形态的细胞簇覆盖在陶瓷表面，并很好的保持了细胞的多

能活性，但细胞数量并没有提高。表明采用 3D支架的静态培
养可以很好的保持干细胞的移植活性。总的来说，静态的 3D
培养 HSC模式比传统的 2D静态培养更有效。但单采用细胞因
子支持进行 HSC培养的扩增效果不佳，而采用基质细胞培养
还需要额外的步骤去复原细胞。因此，这两种方式均可能损失
或降低扩增的细胞数。
很多研究者试图建立共同培养方式为 HSC培养提供适合
的 3D微环境。Fujimoto等[9]采用包含微胶囊化的小鼠基质细

胞和人间质干细胞（MSCs）的条件培养基进行 CD34+细胞的共

同培养，结果单核细胞及 CD34+细胞分别扩增了 194倍、7.4
倍。Jang等[10]采用脐血间质干细胞作为 HSC培养的滋养层，结
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果 CFU扩增了 3.46倍。Xie等[11]采用逆转录病毒转导的MSCs
诱导 Flt-3L和其他细胞因子作为滋养层来联合培养脐血干细
胞。7天后，联合培养的单核细胞扩增倍数几乎是仅采用细胞
因子培养的两倍，集落生成单位扩增了 13.55±4.15倍，而仅采
用细胞因子只扩增了 3.23 倍。在 NOD/SCID 小鼠模型中，
LTC-IC也显示出更高的扩增倍数及与原细胞更接近的植入活
性。总的来说，采用滋养层系统进行共同培养确实可以获得
HSC的扩增[12]。但此方法仍有许多问题需要解决：①因需培养
前准备好单独的滋养层，限制了培养的速度，且在收获干细胞

时还需要额外的操作，可能会损伤细胞；②可能出现的移植后
免疫反应及病原菌感染仍需进一步研究，且扩增后 HSC的移
植能力仍不清楚；③目前均为小剂量的培养，要应用于临床还
需进行大剂量的培养。因此目前这种方法是否可以用于临床仍
需进一步探讨。
1.3 其他静态培养

Madlambayan等[13]设计了一个静态生物加工模式，包含两

个用磁性装置分开透气的培养袋，用以除去不需要的细胞。结
果显示：细胞总数、CD34+细胞、CFU、LTC-IC的扩增倍数分别
达到 24.6±3.6、30.8±7.2、31.3±5.8 及 32.6±7.5 倍。并在
NOD/SCID模型的小鼠上取得了良好的植入效果，而且该系统
培养容量可达 24 ml，显示有大容量扩增并应用于临床移植的
可能。

2 动态培养

虽然静态培养获得了 HSC扩增，但仍有许多局限性：①因
缺乏有效混合，导致 pH值、溶氧、生长因子与代谢产物等存在
浓度梯度，由于所培养细胞的初始条件不同，导致梯度有很大

差异；②培养中换液需要重复处理，并还不能进行实时监测及
数据采集；③其表面积有限，不适合进行大规模培养。从上世纪
90年代起生物反应器培养体系就替代传统静态细胞培养应用
于 HSC的体外培养扩增。近年已经取得了很大进展。
2.1 搅拌式生物反应器
搅拌式生物反应器可以提供一个较均一的细胞生长环境，

易于操作和放大，容易监测和控制培养条件，并适于研究不同

培养参数对造血细胞扩增的影响。Li等[14]对静态培养和搅拌式

生物反应器培养脐血 HSC进行了比较，结果发现：与动态培养
相比，静态培养的细胞有 11个基因过度表达，还发生了氧化应
激反应及 DNA损伤修复。原因可能是低氧和低营养供应所致。
还发现 DLK-1基因也过度表达，而 DLK-1基因有阻断 HSC祖
细胞分化的作用。在基因水平上证明了动态培养优于静态培养
HSC。但在该研究对MNS、CD34+、CFU分别扩增了仅 1.27倍、
5.43倍和 10.60倍，应用于临床的潜力小。迟占有等[15]采用搅拌

式生物反应器对 HSC进行灌注培养，12天后，第一次总细胞、
CFU、CD34+细胞分别扩增了 4.05倍、14.41倍及 15.37倍，第
二次总细胞、CFU、CD34+细胞分别扩增了 6.0 倍、20.37 倍及
17.47倍。说明采用该方法进行培养可达到较高的扩增倍数，但
灌注培养后期细胞密度较高，细胞生长会受到抑制。Eibes等[16]

在搅拌式生物反应器中采用明胶微载体支持干细胞的粘附和

扩展，结果第 8天干细胞扩增了 8.4±0.8倍。表明微载体可促
进干细胞的体外扩增。Luni等[17]开发了一种靠浮力驱动的搅拌

生物反应器组，经 7天培养后 CD34+细胞扩增了 16.2±6.0倍，
由于该生物反应器组可精细控制各种数值，对细胞产生的不利

影响较小，可有效地促进 HSC的体外扩增。
由于搅拌克服了营养和代谢物质扩散的限制，悬浮生长的

HSC能够在这种反应器中生长。但因 HSC对剪切力敏感，搅拌
可能会改变细胞表面生长因子受体，从而直接影响扩增效果。
2.2 灌注式生物反应器
灌注式生物反应器是根据提高培养基灌注速率并补充生

长因子来进一步扩增 HSC。Cantini等[18]采用计算流体动力技术

优化了灌注式生物反应器，通过微通道供应支架进行 HSC培
养，结果表明微通道为培养介质创造了优先通道，通过细孔可

减低剪切力和阻力，并通过推动氧气渗入支架来改善氧浓度，

取得了较好的效果。Cho等[19]采用肝素聚氨基葡糖所制支架的

灌注式生物反应器进行 HSC培养，培养过程中氧消耗持续上
升，提示细胞稳定增长，比静态培养有更高的初级祖细胞百分

比及更优的集落生成单位，并发现低氧（5%）较高氧（19%）更能
促进 CD34+细胞及 CFU的增长。灌注式反应器可以支持造血
细胞的体外培养，但是灌注式反应器中较高速度流动的流体，

不适合 HSC体外扩增，这可能会使造血细胞受到物理损伤。
2.3 旋转壁式生物反应器(Rotating wall vessel，RWV)
在旋转壁式生物反应器内由于细胞所受剪切力极低，细胞

之间还有三维联系的机会，因而所培养细胞功能更接近于自然

细胞。这种反应器已经被应用到培养造血干细胞中。Liu等[20]用

RWV 培养人脐血 HSC，8 天后，总细胞、CD34+ 细胞和

CFU-GM的扩增分别超过了 400倍、30倍和 20倍，且培养基
的 pH值和渗透压都保持在适合 HSC扩增的范围内。刘洋等[21]

采用脐血单核细胞和包埋有兔骨髓间充质干细胞的海藻酸钠·
壳聚糖 -海藻酸钠微胶囊在 RWV中进行动态悬浮共培养。7
天后总有核细胞、CD34+ 细胞以及 CFU-Cs 分别扩增了
107.05±6.08倍、26.52±1.5倍及 19.2±3.18倍。表明此动态微
囊化共培养体系支持了 HSC的大规模体外扩增，旋转壁式生
物反应器提供了低剪切力的悬浮培养环境。
2.4 其他生物反应器

Astori等[22]开发了名为 "DIDECO"的商用多细胞系统培养
新鲜 /冷冻的人脐血 CD34+细胞，12天后，经分析表明大多数
祖细胞扩增为髓系及巨核细胞系。一个 38 ml 的新鲜脐血
CD34+细胞样本培养中，获得的 MNC及 CD34+细胞扩增倍数

分别达 249.1±49.5 倍和 33.0±14.3 倍，并能很好的移植到
NOD/SCID小鼠模型中，暂无用于人类的报道。该系统显示出
高倍的MNC扩增，有可能应用于临床。

Kasper等[23]设计了新的一次性包装的可收缩床（DPBC）生
物反应器，包含一个慢速旋转的陶瓷碟，可让细胞在介质和空

气之间轮替。因该设备类似人工肺不需要搅拌和喷射氧气，降
低了切应力。该设备已成功用于生产不同蛋白质及病毒，也适
用于贴壁细胞或非贴壁细胞。DPBC可用于 HSC的培养，但要
将培养的 HSC从反应器中成功提取是一个要克服的问题。

3 总结

HSC体外扩增具有重要的临床意义，目前所有的 HSC体
外培养模式都致力于模拟真实的体内干细胞生成微环境。总的
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说来，采用三维立体培养及生物反应器的动态培养在保持造血

干细胞活性及扩增倍数上均具有明显优势。但要取得较优的
HSC及较高的扩增数量还存在一些问题，且应用于临床的研究
还很少。以后的研究应结合临床，为临床应用提供支持。
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