
0.00E+00

5.00E+07

1.00E+08

1.50E+08

2.00E+08

2.50E+08

1 2 3

L
iv

e
 C

e
lls

 H
a
rv

e
s
te

d

Harvested Live Cells per steps

0

2

4

6

8

10

12

14

MSC
NutriStem XF

Medium

FBS
supplemented

Media

hPL
supplemented

Media

E
x
p

a
n

s
io

n
 f

o
ld

增长倍数

50

60

70

80

90

100

MSC
NutriStem XF

Medium

FBS
supplemented

Media

hPL
supplemented

Media

A
tt

a
c
h
e

d
 c

e
lls

 (
%

)

贴壁率

0.00E+00

1.00E+05

2.00E+05

3.00E+05

4.00E+05

5.00E+05

0 2 4 6 8

C
e
ll 

C
o
u

n
t/

c
a

rr
ie

r

Days

生长曲线

前言

三维潮汐式生物反应器用于间充质干细胞
（MSCs）的放大培养及工艺优化

MSCs在不同培养基中的扩增情况各组织来源MSCs的生长情况

T-方瓶
2D 接种培养

CelCradleTM 生物反应器
BioNOCTM II 载体
3D 扩增培养

TideXcellTM (2L – 300L)
生物反应器
大规模培养

TideXcellTM 细胞收获系统
封闭式, 自动化
生产规模

异体生产自体生产

© 2019 Esco Aster 私人有限公司保留所有权利。
除非另有说明，否则所有商标均为Esco的财产。

更多请查看 http://www.vaccixcell.com 或 http://www.escoaster.com

更多咨询请联系
Esco Vaccixcell (Bioprocessing Tools): mail@vaccixcell.com 或
Esco Aster (cGMP CDMO): mail@escoaster.com 
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Before Harvest After incubation in Enzyme 1 for 15 min (left) 

and 30 min (right) 

After incubation in 

Enzyme 2

After wash 1 After wash 2 After wash 3 After wash 4

未来的细胞治疗需要大量的间充质干细胞(MSCs)，每个剂量从
1000万到2亿多个细胞不等。当需要超过5000万个细胞的大剂量使用
时，传统的平板培养MSCs是不切实际的。而利用生物反应器并结合
线性放大、过程控制和自动化，是解决这一需求的主要方法。然而许
多生物反应器在MSC培养方面都面临技术难题，比如如何控制培养
基充分混合的同时将剪切力最小化，以及如何从具有高产量和高活性
的片状载体中分离得到细胞等诸多难点。

潮汐式生物反应器，利用3D片状载体（BioNOCTM II）建立了一
个强大的、可扩展的平台，以满足未来临床治疗的需求。在整个培养
期间，监测细胞培养条件，并测量生物过程参数，如葡萄糖消耗量和
pH值，以确保适当的放大。同时研究优化干细胞培养系统所需的细
胞接种密度、培养基培养条件和改进的生物工艺参数等关键问题。总
的来说，Esco将提供过程优化与质量控制以及放大生产过程中的相
关标准，以便协助用户将学术或工业研发转化为面向未来临床试验和
商业化过程的实体销售。

CelcradleTM 和 TideXcellTM

生物反应器与cGMP隔离器集
成使用

研究项目 MSCs性能

细胞类型
适合各种组织来源的MSCs 
(UC, WJ, BM and AD)*

细胞附着
高播种率>90%
用于无血清培养基的纤连蛋白包被
(适用于cGMP生产)

细胞生长和监控
通过细胞基质染色观察细胞
培养6-8天约~10倍扩增量

细胞收获和载体收集
选择合适的酶，细胞收获率>90%
所收集的培养基可以用于外泌体等下游工艺

细胞质量
收获得到正常细胞，细胞活性>90%
保持MSCs细胞分化等干细胞特性

*其他组织来源MSCs的生长参数待补充

质量控制

CelCradleTM高效收获细胞不同种类的酶消化
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(A) 将UC-MSCs接种于含血清代替物（hPL）的培养基中，观察到其对载体的贴壁
效率较低。(B) 尽管观察到的附着效率较低，但使用血清代替物补充培养基，使不
同组织来源MSCs的细胞扩增倍数增大。

(C)在将UC-MSCs接种到BioNOCTM II载体之前，对不同培养基类型培养的细胞进行2

次以上传代，以监测其增殖速率。(D)荧光图像显示细胞在培养期间在载体上的扩增
情况，结果显示含胎牛血清（FBS）培养基的细胞生长较好，含血清代替物（hPL）
的次之。综合考量，使用含血清代替物培养基是更优的选择。绿色:荧光素二乙酸酯
(活细胞细胞质)，蓝色:Hoechst 33342(细胞核)，红色:碘化丙钠(死细胞)

结论

细胞组织来源 细胞接种浓度 细胞收获浓度 增长倍数 培养时间（天）

UC-MSC 1.96E+07 2.41E+08 12.33 7

WJ-MSC 2.55E+07 2.59E+08 10.14 6

CL-MSC 2.85E+07 1.89E+08 6.64 6

BM-MSC 1.70E+07 1.66E+08 9.79 7

AD-MSC 2.50E+07 2.30E+08 9.15 9
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UC-MSC WJ-MSC CL-MSC BM-MSC AD-MSC

微潮汐运动系统

Accumax Collagenase TryPLE Express Trypsin

得率 (%) 87 68.3 78.3 56.3

细胞活性 (%) 95.6 73.2 95.8 88.9

TrypsinTrypLE ExpressAccumax Collagenase

200 μm

TrypsinTrypLE ExpressAccumax Collagenase

❖潮汐式生物反应器是由无菌
一次性CelCradleTM细胞培养
瓶和波纹管压缩平台组成，
可线性放大，且在培养过程
中支持取样监测。

❖小规模系统支持MSCs早期研
发阶段，可以低成本高效率
进行参数优化。

❖为大批量生产MSCs提供一个
很好的平台。

同源性
患者源性细胞在CelCradleTM中扩增并重

新注入患者体内

CelCradleTM

异源性 (一对多)
供体细胞在TideXCellTM中扩增并应

用于多个患者

TideXcellTM

A.

B.

(A)用潮汐式生物反应器系统成功扩增了不同组织来源的MSCs。MSCs的常见组织来源，如脐带间充质干细
胞（UC-MSC）、沃顿胶间充质干细胞（WJ-MSC）、骨髓间充质干细胞（BM-MSC）和脂肪间充质干细胞
（AD-MSC），在培养后7天内普遍可扩增10倍。上表列出了使用商业细胞来源进行优化的不同组织来源
MSCs的接种密度。(B) 将同类型（相同组织来源）但细胞来源不同的MSCs，从低播种密度进行扩增能力测
试。结果显示，来源2的BM-MSCs与来源1的BM-MSCs生长情况存在明显差异，因此在进行线性放大扩增
之前，需要对每个来源MSCs进行播种密度、培养基变化规律等参数进行优化。

A. B.

C. D.

A.

B.

MSC NutriStem XF Media

FBS supplemented Media

hPL supplemented Media

来源 1 来源 2

（C）通过优化参数，开发了一种从BioNOCTM II载体高效收获UC-MSCs的方
法。在整个实验过程中，使用荧光素二乙酸酯（FDA）对BioNOCTM II载体上
的活细胞进行染色。

200 μm

C.

200µm

200µm

类别 性能参数 方法 参考值

数量 细胞计数 自动细胞计数器 取决于每小瓶的剂量（范围从1000万到10亿）

活性 细胞活性 自动细胞计数器 >90%

特性 染色体核型 细胞遗传学研究 正常核型

特性 细胞形态 显微镜观察 成纤维细胞的纺锤体形状

特性 分化特性 分化试验（如成脂肪细胞、成软骨细胞、
成骨细胞）

阳性

特性 免疫表型检测 通过FACS检测免疫表型 ≥ 95% CD105, CD73, CD90

≤ 2% CD34, 45, HLA DR, CD11b, CD19

安全性 无菌试验<USP71> 自动微生物检测系统 阴性

安全性 支原体检测 <USP63> PCR 阴性

安全性 内毒素检测<USP85> 鲎试剂法 <0.25EU/kg

安全性 无人源特定病毒(HIV, HBV, HCV, HPV) 病毒蛋白抗原检测(ELISA) 阴性

安全性 致瘤性 端粒酶活性 RTA<1.2

有效性 细胞因子蛋白表达试验 例如 IL-6 蛋白分泌(ELISA)

有效性 细胞因子基因表达试验 例如 TNF-α 基因表达(q-PCR)

有效性 MSC迁移/粘附 划痕试验或迁移试验

有效性 免疫调节试验 IDO 表达和活性实验

细胞收集工艺优化

潮汐原理

Cummulative Harvested Live Cells

活细胞收获 细胞活性 总收获量

酶 1 14,625,000 94.35%

233,375,000酶 2 + 洗脱 1 181,500,000 96.80%

洗脱 2 – 5 37,250,000 95.82%

> 90% 

Harvesting 

Efficiency

酶
消
化
前

酶
消
化
后


