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生物反应器在干细胞培养中的应用研究进展
杨忠财  邱明宁  刘红亮  刘  军  权富生*  张  涌* 

(西北农林科技大学动物医学院, 农业部生物技术重点开放实验室, 杨凌 712100)

摘要      干细胞是一类具有自我更新能力和多向分化潜能的细胞, 在再生医学、药物筛选及毒

理学等生物医学领域呈现出诱人的前景。通过目前的干细胞分离培养技术可获得的干细胞数量极

少, 远远不能满足临床需要, 因此体外大规模扩增培养干细胞是亟待解决的问题。该文简述了适用

于干细胞培养的各种生物反应器的特点, 以及悬浮生物反应器体系在不同类型干细胞群中的研究

应用。同时对利用生物反应器培养干细胞过程中几个主要的关键参数进行了阐述, 将为干细胞的

培养和研究从思路和方法上提供参考。
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Abstract        Stem cells are generally capable of both self-renewal and multilineage differentiation, which are 
very appealing for regenerative medicine, drug screening, toxicology and other biomedical applications. However, 
the actual number of stem cells that can be obtained from available donors is very low. One possible solution for 
several generation applications is to scale up the culture of these cells in vitro. This review describes the character-
istics of several bioreactors, particularly recent developments in the cultivation of many different types of stem cells 
in bioreactors and considerations regarding critical influencing parameters in bioreactors culture. We expect that this 
review will provide updated information focusing on the systematic production of stem cell through using robust 
and cost-effective approaches.
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干细胞(stem cell, SC)是机体内存在的一类未分

化的、尚不成熟的特殊细胞, 具有自我更新、增殖

及多向分化的潜能[1], 在体外可分离、扩增和冷冻

保存, 且能在适当条件下被诱导分化为不同的组织

细胞和器官, 具有潜在的再生功能。目前, 胚胎干细

胞(embryonic stem cells, ESCs)、诱导性多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs)及其他干细胞

等在再生医学、药物筛选、体外毒理学等领域中表

现出诱人的前景, 给科学界和医学界带来了巨大的

希望。

但是, 一般情况下, 可从供体中获得的干细

胞数量是很少的。即使在含量丰富的骨髓中, 每
10 000-15 000个骨髓细胞中只有一个造血干细胞

(haematopoietic stem cell, HSC), 人和动物皮肤中的
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干细胞含量仅为7%~8%[2]。在许多细胞治疗中, 治
疗一个成年病人所需要的细胞量已经远远超过来

自供体的可用细胞量。例如: 心肌梗死病人需要

1×109~2×109的心肌细胞去代替损伤的心肌组织[3]。

胰岛移植时, 一个体重70 kg的病人需要1.3×109个胰

岛β细胞[4]。

因此, 若要将干细胞推向临床应用化及产业化

等实际应用, 迫切需要解决的一个问题就是如何在

体外大规模扩增这些干细胞, 使干细胞产品在量上

达到临床治疗的要求。目前, 生物反应器(bioreactor)
的提出为干细胞培养提供了一种有效的方法, 利用

生物反应器培养干细胞能实现规模化扩增, 并能有

效地维持干细胞的未分化特性, 进而满足临床上细

胞治疗量的要求。

1   生物反应器的发展及应用
传统上, ESCs和iPSCs等干细胞都是在有血清

和饲养层(feeder layer)的条件下贴壁扩增进行传代

培养的, 即采用标准的2D(two-dimensional)培养模

式。这类方法需要分离饲养层, 有病原体污染的危

险, 且不易操作, 培养出的干细胞容易发生变异, 细
胞产量也受到一定的限制。而生物反应器的提出在

一定程度上解决了这些问题。

1.1   生物反应器的发展

至今, 已经发展出了多种类型的生物反应器[5]。

(1)滚瓶式生物反应器(roller bottles bioreactor): 
此种方法利用转瓶培养器在不断摇动的细胞培养箱

中进行细胞培养。此种方法操作最简单, 转瓶培养

器具有使用方便、价格低廉等特点。但此种培养体

系只适合于贴壁依赖型细胞的培养。培养过程中可

实时监控各种理化参数(pH、O2等)的变化, 但不够

直观, 而且pH改变造成的浓度梯度对培养环境仍有

很大的影响。

(2)搅动悬浮培养生物反应器(stirred suspension 
bioreactor, SSB): 此种体系设计是最经典、最早被

采用的一种生物反应器, 通常由罐体、管路、阀门、

泵和马达等组成, 由马达带动桨叶混合培养液, 通
过搅拌器的作用使细胞和养分在培养液中均匀分

布, 罐体上安装的不同传感器在线持续检测培养液

的pH、温度、溶氧等参数。此法操作也较简单, 既
适用于以细胞团块或单细胞形式进行的悬浮细胞培

养, 也适合贴壁型细胞的微载体培养。相比于滚瓶

式生物反应器, SSB培养过程中的各种理化参数的

变化可以得到更好的监控。但是搅动会对细胞造成

一定的损伤, 死细胞比较多, 另外也会存在微载体黏

连细胞或细胞聚团的现象发生。

(3)摇袋式生物反应器(wave bioreactor): 此种体

系是由美国研发的一种专利产品。装置中, 细胞及

培养液被置于一个预先消过毒的无菌一次性塑料袋

中, 通入由除菌过滤器过滤的空气后会形成具有一

定空间的培养容器, 袋子被置于一个摇动的平台上, 
随着摇动平台的左右摇动, 培养基液体在袋子中形

成波浪式的运动, 起到良好的混合作用。此种方法

通过一次性耗材进行细胞培养, 使污染的可能性降

到最低, 更符合标准化操作的要求, 但是操作中细胞

的放取及监控细胞培养状态等具有不简便性, 同时

成本花费比较大。

(4)旋转壁式生物反应器(rotating wall vessel, 
RWV): 此种体系与SSB体系工作原理及装置大致相

同, 只是此种方法不是利用搅动来混合细胞和营养

物质, 而是利用旋转来混合。相比于SSB系统, 对细

胞造成的损伤比较小, 并且能更好地进行气体交换。

但此系统需要复杂的设备, 且不易进行可量化使用。

(5)平板型生物反应器(parallel plates bioreactor, 
PPB): 此系统通常由多层平板、中空支架和外壳三

部分组成。平板与平板之间隔开固定于中空支架上, 
中空支架是直径为1 cm的空心圆柱体, 上端开口、

下端封闭。每层平板上都有一层纤维支架, 作为细

胞附着的载体。在柱体上侧还开有四条纵长的侧孔, 
这些侧孔被层层支架分割成一个个小孔分布于每两

层支架之间, 这些小孔的作用是用于细胞的培养和

培养液的循环。此种体系可实现细胞的大规模培养, 
其培养过程中细胞新陈代谢产生的副产物可以随时

去除, 使其有毒代谢物含量比较低, 但是同时细胞培

养中产生的分泌性因子也随之减少, 对细胞培养也

有一定的害处。

(6)固定流化床式生物反应器(fixed and fluidized 
bed bioreactor): 通过3D(three-dimensional)支架来为

细胞的贴壁和生长提供依附, 细胞被固定在多孔的

载体上, 载体固定在中空管中, 培养基在管内流动。

在固定床中, 培养基在载体间流通, 在流化床中载体

在培养基的上升流作用下流动, 培养基在床体间流

动, 随着流动, 床体高度增加。在此种体系中细胞与

细胞间、细胞与基质间的相互作用能更好地模仿
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生物体内的复杂结构, 更有助于细胞的生长。但相

比于其他生物反应器, 不能进行大规模的扩增细胞。

各种不同生物反应器的主要特征介绍如表1所示。

早期的生物反应器研究侧重于细胞扩增, 近年

来研究则侧重于3D培养环境对细胞的表面标志物、

细胞的增殖能力、分化能力等的影响。选择合适的

3D培养方法, 能够为细胞创造良好的环境, 用以保

持培养过程中干细胞的特性。优化反应条件, 包括

建立最佳培养环境, 改良生物反应器结构, 实现个体

化干细胞生产流程。所以各种生物反应器将在干细

胞体外培养扩增、定向分化和组织工程中有极大的

实际应用潜能。

1.2   生物反应器在干细胞中的应用

目前, 生物反应器培养体系已成功应用于某些

干细胞群(如造血干细胞、间充质干细胞、多能干

细胞等)的分离和培养。

1.2.1   造血干细胞(haematopoietic stem cell, HSC)      
造血干细胞(HSC)是最原始的造血细胞, 是体内各种

血细胞的唯一来源。1973年, Dexter等[6]首次在体外

成功分离培养出小鼠造血干/祖细胞。1980年, 人造

血干细胞也被成功分离[7]。之后HSC便成为干细胞

领域的研究热点, 但自始至终却一直不能突破分离

得到的HSCs量少的难题。直至20世纪90年代, 搅动

悬浮培养(stirred suspension cultures)造血干细胞体

系逐渐被提出[8], 在一定程度上提高了分离造血干

细胞的效率。虽然分离HSCs的效率有所提高, 但是

HSCs的体外扩大培养仍不能很好地得到改善。之后, 
随着各种科学技术的不断发展和研究者的不断探

索, 3D培养系统—灌注生物反应器(perfusion reac-
tors)逐渐发展起来。相比于传统的静态培养, 灌注

表1  用于干细胞培养的不同生物反应器的主要特性(根据参考文献[5]修改)
Table 1  Summary of the main characteristics of different bioreactors used for stem cell culture(modified from reference [5])
生物反应器类型

Bioreactor configuration
    主要特征

    Main characteristics

Roller bottles

    Versatile system with simple operation and usage 
    Only allows anchorage-dependent cell culture    
    Low-cost solution 
    Concentration gradients are minimized, but still persist
    Monitoring and control is possible, but not straightforward

Stirred suspension
bioreactor

    Simple design, homogeneous conditions are achieved 
    In addition to suspension culture(as cell aggregates or single cells), also allows  adherent growth when microcarriers   
    are used
    Bioreactor operation and sampling are easily performed 
    Hydrodynamic shear stress due to mechanical agitation can be harmful to cells
    Monitoring and control solutions are widely available 
    Microcarrier bridging and/or cell agglomeration may occur

Wave bioreactor

    Disposable system and easily scalable    
    High-cost solution
    Sampling, monitoring and control are not as simple as with other systems
    Contamination issues are minimized and sterilization is not needed, rendering it suitable for GMP operations

Rotating wall vessel
    Low-shear stress environment and efficient gas transfer 
    Complex system, not easily scalable

Parallel plates 
bioreactor

    High productivities can be achieved 
    Medium-intensive culture system
    Accumulation of toxic metabolic side-products is minimized, but continuous removal of secreted factors may be detrimental
    Effects of hydrodynamic shear stress are unknown

Fixed and fluidized bed 
bioreactor

    Provides 3D scaffolding for cell attachment and growth 
    Spatial concentration gradients(in the fixed bed configuration)
    Cell-cell or cell-matrix interactions are possible, providing a better mimic of the in vivo intricate structure
    Possible shear stress effects(in the fluidized bed configuration)
    Low volumes and difficulties in scaling-up, when compared with other systems
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培养的HSC的扩增率能提高10~20倍[9]。最近有人报

道, HSC在搅动或旋转的生物反应器(stirred or rotat-
ing wall vessels)中培养200 h后, 细胞数量增加高达

400倍, 且CD34+的造血干细胞量增加了30倍[10]。

1.2.2   间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)      
间充质干细胞(MSC)是典型的贴壁依赖型细胞, 以
单层细胞生长在培养皿中。但是, 2003年, Baksh
研究小组[11]发现, 在细胞因子的作用下, MSCs能以

单细胞的形式在搅动悬浮生物反应器中生长和扩

增, 通过RT-PCR和流式细胞检测, 发现MSCs仍然

保持其干性特征和多系分化潜能。之后, 许多研

究表明, 微载体更有助于MSCs的搅动悬浮培养。

Frauenschuh等[12]利用微载体(Cytodex 1)悬浮培养猪

MSCs, 结果发现, Cytodex 1能够促进MSCs的生长, 
且能维持其向成骨细胞和软骨细胞的分化潜能。随

后又相继出现了大鼠骨髓MSCs[13]、山羊MSCs[14]、

人胎盘MSCs[15]等在微载体下利用生物反应器进行

悬浮培养的报道。至此, 彻底打破了MSCs只能进

行贴壁培养的观点。最近, 一种新的灌注系统(激流

式灌注系统)也被成功应用于人MSCs的培养, 并且

MSCs能更好地保持向成骨细胞方向分化的多能分

化潜能[16]。这种灌注培养系统可实现激流系统和灌

注系统的循环, 灌注系统保证培养液供给, 提供细胞

正常生长代谢所需的养分, 同时带走代谢产物; 此
外, 还利用激流式生物反应器的拖带式传气技术在

线监控溶氧、pH、温度等培养条件, 随时为细胞生

长创造最佳的培养环境, 同时此系统也可单独进行

悬浮细胞的培养。所以, 目前可以成功应用生物反

应器进行MSCs的培养和定向分化, 在组织工程中具

有极大的实际应用潜能。

1.2.3   多能干细胞(pluripotent stem cell, PSC)        目
前悬浮培养已成功应用于小鼠胚胎干细胞(mouse 
embryonic stem cell, mESC)的增殖培养, 克服了之前

在饲养层下培养mESCs的缺点[17]。此研究发现, 在
白血病抑制因子(leukemia inhibitory factor, LIF)的作

用下, 悬浮培养的mESCs以细胞团块的形式进行增

殖, 且表达多能性标记。最近, 也有研究报道, 通过

搅动悬浮生物反应器, 可以在有或无c-Myc原癌基因

的情况下快速、高效地诱导小鼠iPSCs, 悬浮培养的

重编程miPSCs表达多能性标记, 体内外均表现出多

能分化潜能, 并能在嵌合体小鼠体内产生生殖细胞

系[18]。随后, Fluri等[19]的研究也报道, 在无饲养层时, 

利用摇动悬浮培养体系从终末分化的小鼠细胞中分

离培养出iPSCs, 并进行全基因组表达谱分析, 结果

显示, 悬浮培养的细胞重编程和贴壁培养的细胞重

编程有很大的相关性, 且悬浮培养的重编程获得的

iPSCs能够在体外分化为三胚层, 体内能够产生嵌合

体胚胎。

2010年, Kehoe等[20]提出搅动悬浮培养生物反

应器(SSB)也同样适用于人ESCs和人iPSCs的培养。

随后, Amit等[21]报道, 在添加白介素6(IL6)与其受体

混合(IL6R-IL6)以及添加碱性成纤维细胞生长因子

(basic fibroblast growth factor, bFGF)的培养基中悬

浮培养未分化的人ESCs和人iPSCs, 结果4种人ESC
系和2种人iPSCs悬浮培养20代后仍保留了全部的干

性特性, 包括稳定的表型和多能性。后来, 相继有报

道表明, 动态悬浮培养人多能干细胞, 其扩增率可以

提高2.5~3倍, 有的甚至高达6倍[22]。

此外, 生物反应器培养体系也可以应用于ESC
的分化培养, 增强干细胞诱导分化的能力, 提高干细

胞诱导分化的效率。利用生物反应器进行悬浮培养

mESCs, 诱导分化所获得的拟胚体(EBs)大小更均一, 
且EBs的中心坏死区变小, 并能更好地定向分化为

心肌细胞[23]。2004年, 首次通过旋转式生物反应器

(rotating bioreactors)培养hESCs形成EBs, 虽然形成

的EBs中心区有很多死细胞, 但其增殖效率却增加

了70倍, 且形成的EBs具有向三胚层方向分化的潜

能[24]。后来, Côme等[25]改善了这个生物反应器培养

系统, 利用灌注系统向细胞源源不断地输送营养物

质, 并且实时监测培养环境的各种参数, 保证最佳的

培养环境。结果显示, 人ESCs向三胚层细胞分化的

能力更加高效。另外, 也有研究报道使用旋转锥形

瓶(spinner flasks)进行生物反应器的, 该方法培养形

成的EBs形态更加均一, 且能更好地向造血细胞分

化, 并能在无c-Myc的条件下诱导hiPSCs向心肌细胞

的方向分化[26]。越来越多的研究表明, 利用生物反

应器进行的悬浮培养方法, 有望加速对ESC和iPSC
形成过程中细胞重编程的研究, 进而促使干细胞的

研究和应用更加标准化。

2   利用生物反应器培养干细胞需注意的

几个关键参数
一般情况下, 动物细胞的培养要求较复杂, 为

了获得更好的细胞培养效果, 往往需要对生物反应
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器中的各种理化条件进行合理的监控, 使其达到最

佳的培养环境。

2.1   氧含量

氧含量是干细胞培养微环境的重要组成部分, 
能够影响干细胞自我更新、干性维持及其分化的能

力[27]。一般情况下, 分离得到的间充质干细胞的数

量很少, 需要在体外进行扩大培养, 但是长时间在大

气高氧量条件下培养会由于氧压力而不利于细胞的

生长。为了获得最优的培养条件来满足细胞移植所

需的MSCs数量, Dos Santos等[28]采用2%低氧水平对

hMSC进行培养, 并研究了其对MSCs的增殖动力学

和新陈代谢的影响。结果表明, 相比于常氧条件下, 
2% O2更有助于MSCs的生长和扩增。后来, 又有研

究报道, mESC来源的神经干细胞也是在2%~5% O2

下增殖速度较快, 且其多能性不受影响[29]。

另外, 在小鼠中, 氧含量对ES细胞分化有很大

影响。在低氧水平下培养能自发地诱导ESCs的分化, 
即使是在LIF存在的情况下也能通过STAT3信号通

路的负调控作用来抑制ESCs的自我更新能力[30], 低
氧有助于小鼠ESCs向心肌细胞的分化和造血细胞

的分化。

而生物反应器一般采用夹套进行温度控制, 夹
套系统内充满循环水, 使用蒸汽混合器和电加热器

进行加热, 注入冷却水进行降温。反应器温度由温

度电极进行检测, 夹套的加热和冷却由控制程序自

动控制。使用蒸汽混合器能提高反应器温度上升的

速度, 电加热器加热平稳, 有利于反应器温度控制的

灵敏性和稳定性。

2.2   水流剪切力

水流剪切力能影响细胞的培养特征, 在一定程

度上影响干细胞在体外的生长[31]。由于水流运动, 
水流剪切力仅发生在细胞表面, 进而引起细胞生理

损伤、影响细胞生理功能, 特别是对细胞数目和细

胞生存力具有较大影响[32]。在搅动式生物反应器中, 
搅动能使能量从搅动叶轮传到培养基中, 引起培养

基的强烈运动, 导致悬浮生物反应器中局部微粒产

生剪切作用, 包括细胞团块表面、细胞与生物反应

器之间、或单个细胞表面, 进而导致细胞死亡。对

于不同的干细胞类型, 剪切力的最佳值是不同的(如
0.21 Pa对乳腺上皮干细胞是最优的, 0.61 Pa对小鼠

ESCs是最优的), 因此, 要根据不同的细胞类型来确

定剪切力[31]。虽然剪切力对细胞培养有不利影响, 
但是它却能刺激细胞分化为特定的细胞类型, 如分

化为上皮细胞[33]或成骨细胞[34]。

2.3   与生长有关的因子

生长因子和细胞因子对干细胞的生长有重要

的调控作用, 生长因子能够提供干细胞自我更新、

增殖、分化的信号。LIF能有效地促进和维持小鼠

ES细胞的生长, mESC能在无饲养层和添加LIF的培

养基中持续扩增[35]。而LIF却不能维持人ES细胞的

未分化状态[36]。但在添加白介素6及其受体混合物

(IL6R-IL6)以及添加bFGF的培养基中悬浮培养未分

化的hESC和iPSC, IL6R-IL6却有助于悬浮培养中未

分化hESC和iPSC的自我更新和扩增[21]。

表2  在生物反应器中影响干细胞增殖和分化的关键技术参数(根据参考文献[5]修改)
Table 2  Critical process parameters influencing stem cell expansion and/or differentiation in bioreactors(modified from reference [5])

变量类别

Variable category
关键参数

Examples of critical parameters

Physicochemical

Dissolved oxygen tension is also an important parameter for stem cell cultivation. Hypoxia, or physiologic oxygen tensions, 
appears to influence many cellular processes such as stem cell maintenance and differentiation, and therefore the levels of 
dissolved oxygen in liquid medium should be precisely monitored and controlled
Hydrodynamic shear stress can occur at the cell boundary due to fluid movement, thus causing cell physiology damage and 
affect cell functions. In stirred bioreactors, hydrodynamic shear stress is due to mechanical agitation of the liquid and to 
sparging with air bubbles. Stem cells are especially sensitive to this culture parameter, and therefore it is crucial to control 
hydrodynamic shear in bioreactors

Biochemical

Nutrients are important for efficient cell metabolism. Glucose and glutamine are the main sources of energy to the cells, 
providing carbon and nitrogen for cell functions, metabolism and biosynthesis
Metabolic waste products, especially lactate and ammonia, may inhibit cell growth and should be tightly controlled
Growth factors and cytokines are signaling proteins that modulate a wide range of cell functions, including self-renewal, 
differentiation or survival. For example, LIF and BMP4 can be used in combination to sustain mouse embryonic stem cells in 
culture, while a cocktail of growth factors composed of SCF, Flt-3 L and TPO can be used for the ex vivo expansion of HSCs
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另外, ROCK激酶抑制剂或拮抗剂对细胞的存

活有刺激作用[37]。有研究表明, ROCK激酶抑制剂

Y27632能够促进体外培养的兔来源的胚胎干细胞生

长[38], 并能促进人胚胎干细胞向心肌细胞的分化[39]

和人脐带来源的造血细胞的衍生和存活[40]。

2.4   营养和代谢

营养和代谢也能影响细胞增殖、分化和死

亡。Fernandes等[41]研究检测了无血清培养条件下, 
mESC扩增过程中主要基质(如葡萄糖、谷氨酸盐)
的消耗及新陈代谢副产品(如乳酸盐)的产量, 结果

显示, 在无血清条件下mESCs具有高水平的新陈代

谢, 并揭示谷氨酸盐是细胞增殖中一种重要的能量

来源。另外, 在hESCs培养过程中, 高水平的新陈代

谢也会产生大量废物特别是乳酸盐, 进而引起培养

液的pH降低, 导致增殖后期细胞生长过慢, 多能性

标记表达降低等问题[42]。

以上表明, 培养过程中各个因素的变化都会导

致培养微环境的变化, 进而对细胞的体外培养产生

直接影响。虽然, 目前各个因素对细胞影响的具体

作用机制仍不清楚, 但是任何一个因素都不是单独

作用的, 往往是与其他因素相互作用, 共同影响培养

基的微环境变化。因此, 在设计生物反应器培养系

统时, 要合理地考虑各种因素, 以获得最优化的培养

条件。

在生物反应器中影响干细胞增殖和分化的关

键技术参数见表2。

3   结语
目前, 生物反应器已成为大规模培养扩增干细

胞的一种高效、稳定的培养系统, 为许多重大疾病

(如帕金森病、心血管病、糖尿病等)的细胞治疗提

供了细胞来源, 为组织工程和再生医学的发展提供

了一个重要的技术支撑, 使干细胞及其产品的生产

和研究更加标准化, 质量更可靠, 成为向临床诊断和

产业应用成功转变的一种潜在生物技术。

在生物反应器中, 干细胞培养过程中的生物化

学环境如营养、氧气、pH、渗透压等的变化, 能够

进行实时监测和控制, 这为干细胞的培养提供了更

加优化的条件; 为更好地研究细胞周期调控及发育

生物学提供了一定的基础。

此外, 在药物筛选和体外毒理学研究中, 多能

性干细胞提供了一种在体外有再生能力的细胞模

型, 替代了之前需要高花费、高劳动量的体内动物

模型。如干细胞经体外定向诱导分化形成的肝细胞

和心肌细胞可以用来筛选新的治疗肝中毒和心脏中

毒的化学药物, 从而在药物发展和生殖毒理学上展

现出诱人的前景。

但是, 干细胞生物反应器要在临床上得到广泛

应用, 仍面临着许多问题, 如: 干细胞培养过程中培

养基化学成分的确定, 干细胞与宿主之间的免疫性

等。总之, 干细胞生物反应器培养体系的快速发展

势必有助于未来干细胞及其来源细胞产品向临床应

用和毒理学研究的发展, 为组织工程学、再生医学、

药物筛选以及体外毒理学上的发展提供了更广阔的

前景。
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