
潮汐式生物反应器在人间充质干细胞体外扩增和培养应用

干细胞治疗为核心的再生医学，干细胞技术及开发近年来一直受到国际资本市场的热捧。间充

质干细胞（MSCs）扩增是生产细胞治疗产品的核心步骤之一，然而，常规的细胞培养方式很难

实现临床所需的细胞量。面对挑战，Esco 团队潜心数年，研发并完成了完整的一套符合当前良

好生产规范（cGMP）的干细胞大量体外培养方案。其中包括3D片状载体（BioNOC™ II），专

利保护的潮汐式高密度细胞扩增反应器（Celcradle™，TideCell®），以及一系列针对不同干细

胞的扩增方案。首先，健康供体分离的间充质干细胞经常规培养瓶扩增几代后，接种到片状载

体（BioNOC™ II），并同时转入潮汐式细胞培养反应器中培养（CelCradleTM)。经GMP合规培

养基培养5-7天后，间充质干细胞总数能扩充~10倍，能达到超过90％的细胞收获率，并取得细

胞活力大于85％。我们采用了国际细胞疗法协会（ISCT）的标准，对间充质干细胞的质量控制

和释放标准进行检测：即细胞表面特异性抗原和具有三系诱导分化检测（向脂肪细胞、成骨细

胞、软骨细胞分化的能力）。同时，研究人员发现间充质干细胞在载体BioNOC™II上培养时显

示出类似体内生长的特征，细胞呈现出细胞外基质（ECM）蛋白的分泌和细胞成纤维形态。综

合上述，概括了Esco潮汐式反应器轻松将实验室规模的生产从学术或工业研发，转化为临床试

验，以及商业生产规模。Esco利用其转悠的潮汐式技术（Tide Motion®）,可支持一次性生物生

产工艺，在GMP（生产质量管理规范）条件下，大规模自动化生产，并具有多层系动画系统。

其中包括温度，二氧化碳，酸碱控制等，泵送系统，机械运动，传感器和检测等，实现生物生

产，加快提升产能。
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绿色：荧光素二乙酸酯,FDA（染细胞质 -活细胞），蓝色：Hoechst 33342（染细胞核 -所有细胞），红色：碘化丙啶,PI（染细胞核 -死细胞）
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监测CELCRADLETM中间充质干细胞的培养

pH监测

7

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

p
H

天数

Reverse Seeding

Upright Seeding可接受范围

倒立接种培养

正立接种培养

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

培
养
基
剩
余
葡
萄
糖
浓
度
（

g 
/ 

L）

天数

Glucose value in media (Upright)

Glucose Value in Media (Reverse)

Glucose Consumed (Upright)

Glucose Consumed (Reverse)

在培养基中的葡萄糖量（正立培养法）

在培养基中的葡萄糖含量（倒立培养法）

消耗掉的葡萄糖量（正立培养法）

消耗掉的葡萄糖量（倒立培养法)

葡萄糖消耗量

换液
换液

（一
半）

换液

CelCradleTM反应器中
间充质干细胞的生长曲线

细
胞
量

接种后的天数

0.00E+00

5.00E+07

1.00E+08

1.50E+08

2.00E+08

2.50E+08

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

接种～2千万细胞

收获~2亿细胞
200 µm

200 µm

快长满时，可以观察到细胞从载体边缘突出 - 这是细胞实
现载体最大使用的指标

第4天

第7天

高密度间充质干细胞在BioNOCTM II载体上

要素/属性 间充质干细胞表现

细胞附着
细胞附着效率高达> 90％
适用于无血清培养基，需fibronectin coating（适用于cGMP生产）

细胞生长和监测
可染色以直接观察载体上的细胞
5-8天达到细胞饱和密度
可控制和监控过程参数（pH, 葡萄糖等）

细胞收获 Esco 秘方消化酶可收获> 90％的细胞

ECM分泌
纤连蛋白和胶原蛋白的分泌
载体与体内培养环境相似

细胞质量
保留了间充质干细胞的干性（Stemness)和三系诱导分化检测
（Trilineage Differentiation)

收获率与细胞活力高（>90%）

间充质干细胞在CelCradleTM小型潮汐式反应器中平均实现~10倍的扩增

目前在CelCradleTM（100ml）反应器接种2-3千万个间充质干细胞，
5-8天内可实现扩增至2亿个间充质干细胞。

以此类推，使用2L中型TideCell®反应器可获得40亿间充质干细胞，
300L大型TideCell®反应器可获得9000亿间充质干细胞。

2D Culture Flask 3D BioNOCTM II

细胞形态 多面体 纺锤形，成纤维状

细胞密度 250万细胞 / T75 方瓶 2亿细胞 / CelCradleTM

培养基用量 15 ml 500 ml

每1ml培养基所产细胞量 166,000 细胞 400,000 细胞

如何获得2亿个细胞
80 个 T75 方瓶加 1200 

ml培养基
1个 CelCradleTM反应器
加 500 ml 培养基

细胞保留干性率（%） 79% 98%

间充质干细胞在传统2D方瓶与3D载体BioNOCTM II培养的比较

3D BioNOCTM II载体上ECM 的原纤维网络网络

黑色箭头指向BioNOCTM II中培养4天后的间充质干细胞分泌的ECM（天狼星红染色试剂）

50 µm

细胞外基质ECM的分泌

由间充质干细胞分
泌的ECM-纤连蛋白

在间充质干细胞中观察到的
fibronectin -细胞形态呈线性

白色箭头指向细胞外基质
（ECM）的 fibronectin的原
纤维

Hoechst 33342 Fibronectin 图片叠加

50 µm

分化能力

质量控制和释放标准

收获间充质干细胞

消化酶 AccumaxTM 胶原酶 TrypLETM Express 胰酶 Esco 秘方消化酶

细胞收获率 (%) 87 68.3 78.3 56.3 91.8

细胞活性 (%) 95.6 73.2 95.8 88.9 93.5

细胞身份（流式细胞仪）

PE CD45, PE CD34, PE CD11b, 
PE CD19 and PE HLA-DR

与同型对照

从BioNOC II收获间充质干细胞（第七代）

98.5％的MSCs在3D BioNOC II中保留干性

FITC CD90 与同型对照 APC CD73 与同型对照PerCP-Cy™5.5 CD105 与同型对照

胰酶TrypLE ExpressAccumax 胶原酶

Accumax 胶原酶 TrypLE Express 胰酶 2D culture
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一次性固定床生物反应器，易于从实验到工业规模的迅速放大
简化接种操作
实现间充质干细胞大量体外培养并符合当前良好生产规范
（cGMP）

欲了解更多信息，请访问http://www.vaccixcell.cn/或http://www.escoaster.com

如有疑问，请联系Esco Vaccixcell：mail@vaccixcell.com或Esco Aster（cGMP CDMO）：
mail@escoaster.com

©2018 Esco Aster Pte Ltd.保留所有权利。
除非另有说明，否则所有商标均为Esco的财产。

针对异体细胞培养设计的大型反应器

传统式方瓶培
养种子细胞

在CelCradle™细胞培养反应器
中的BioNOC™ II载体上进行间
充质干细胞的3D培养

在TideCell®（2L  - 300L）反应
器中大规模并自动化培养间充质
干细胞

针对自体细胞培养设计的反应器

全封闭的自动化Tidecell®细胞
收获系统

载体贴被
+细胞接种

2 – 3 h

收获细胞

(5 – 7 天)

O2

AerationNutrition

O2

CO2

CO2

培养和监测细胞

~1h

实验工作流程材料来源

 P6 Cord-Lining MSC（CL-MSC）间
充质干细胞（CellResearch Corp，
新加坡）

 MSC NutriStem®XF基础培养基补
充MSC NutriStem®XF补充混合物
（Biological Industries，以色列）

 CelCradle ™ 500A细胞培养反应
器（VacciXcell，新加坡）

*不同间充质干细胞类型和所用消化酶混合物的收获效率各不相同

CD73+ CD105+

CD73+ CD90+

CD34- CD45- HLA-DR-

Celcradle ™和Tidecell®细胞
培养反应器可安置在隔离器中

GlucCell®葡萄糖
监测系统

（VacciXcell）

倒立接种法

正立接种法


