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文章亮点： 

灌注启动时间为 48 h、频率为每天、体积比为 75%的静态培养条件下，稀释率较大，细胞密度较大，

不仅葡萄糖和谷氨酰胺充足，而且细胞所需的微量元素和未知的因子也充足，满足了细胞生长的要求；

同时及时排除乳酸和氨等对细胞的影响，提高了细胞的增殖数量。 
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摘要 

背景：人脐带间充质干细胞作为新的种子细胞来源，如何迅速提高其增殖以满足临床所需的数量和质量，

是迫切需要解决的现实问题。 

目的：探讨不同的灌注启动时间、灌注频率和灌注体积对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响，建立

高密度培养的半连续灌注培养工艺。 

方法：培养传代人脐带间充质干细胞，以批培养方式为参照，半连续灌注培养分成 3组。①灌注启动时

间组：批培养 24 h和 48 h，分别开始换液，每 2 d更换 75%。②灌注频率组：批培养 48 h开始换液，

频率分别为每 1，2，3 d，换液体积比为 75%。③灌注体积组：批培养 48 h开始换液，频率为每 2 d，

换液体积比分别为 25%，50%，75%，100%。 

结果与结论：相对于其他培养条件，灌注启动时间为 48 h、频率为每天、体积比为 75%的静态培养条

件下，稀释率较大，细胞密度较大，葡萄糖比消耗速率和乳酸比生成速率较高，谷氨酰胺比消耗速率较

低，氨比生成速率较高，乳酸对葡萄糖的代谢系数较低，谷氨酰胺的代谢系数较高。这表明稀释率大，

不仅葡萄糖和谷氨酰胺充足，而且细胞所需的微量元素和未知的因子也充足，满足了细胞生长的要求；

同时排除乳酸和氨等对细胞的影响，去除条件培养基中某些因子对细胞的交互影响，提高了细胞的增殖。 

 

 

Semi-continuous perfusion culture process of human umbilical cord-derived 

mesenchymal stem cells: Initial time, perfusion frequency and perfusion volume  
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Abstract 

BACKGROUND: How to quickly improve the proliferation of human umbilical cord-derived mesenchymal 

stem cells as a seed cell source is an urgent problem to meet the clinical requirement for the quantity and 

quality. 

OBJECTIVE: To explore the effects of different initial time, frequencies and volumes of perfusion on the 

proliferation and metabolism of human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells and to establish a 

semi-continuous perfusion culture technique with high cell density.  

METHODS: Human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells were cultured and passaged, the batch 

cultured cells were used as control. The semi-continuous perfusion cultured cells were divided into three groups.   
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In the initial time group: the cells were batch cultured for 24 and 48 hours, respectively, and then the media was 

changed for 75% every 2 days. In the perfusion frequency group: the cells were batch cultured for 48 hours, after 

that, the media was changed every 1, 2 and 3 days, respectively, and 75% media was changed. In the perfusion 

volume group: the media was changed every 2 days after batch cultured for 48 hours, 25%, 50%, 75% and 100% 

media was changed. 

RESULTS AND CONCLUSION: The relatively higher values of dilution rate and cell density were acquired with 

the suitable monolayer culture of perfusion initial time at 48 hours of batch culture, and 75% (volume ratio) media 

exchanged every day. The higher values of glucose consumption rate, lactate formation rate and ammonia 

formation rate, and lower value of glutamine consumption rate were attained with higher metabolic coefficient of 

lactate/glucose and lower metabolic coefficient of ammonia/glutamine. It showed that with higher medium dilution, 

nutrients including glucose, glutamine, trace elements and other unknown factors were sufficiently supplied to 

meet the requirement of cell growth, and the negative effects of lactate and ammonium and the interaction effect 

of some factors in the culture media on the cells were relieved, leading to the enhanced proliferation of cells. 

Key Words: stem cells; umbilical cord/umbilical cord blood stem cells; semi-continuous perfusion culture; 

umbilical cord; mesenchymal stem cells; initial time; perfusion frequency; perfusion volume; amplification; 

metabolism; other grants-supported paper; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 

间充质干细胞是来源于中胚层的具有高度自我更新能力和多向分化潜能的成体干细胞，

广泛存在于全身结缔组织和器官间质中。在体外培养扩增间充质干细胞，将它诱导分化为骨、

软骨或肌肉、肌腱、心肌组织、真皮组织等，使之作为组织工程的种子细胞来修复各种病变

和缺损组织，应用于创伤性疾病、烧伤及心肌疾患等疾病中
[1-2]
。用于临床应用研究的间充质

干细胞种类主要是骨髓间充质干细胞和脐带间充质干细胞。骨髓间充质干细胞的含量随供者

年龄增加而明显减少，受病毒感染机会显著增加，而且获得骨髓的过程也会造成一定的二次

损伤，显著限制了骨髓间充质干细胞的临床应用。相对而言，脐带间充质干细胞含量丰富、

增殖潜能高、免疫原性低、支持造血功能强、取材方便，为细胞治疗和组织工程提供了新的

种子细胞的来源
[3]
。作为种子细胞，如何迅速提高其增殖、分化以满足临床上大面积骨质缺

损、肌肉、神经等创伤修复所需的细胞数量，是迫切需要解决的现实问题。 

 

半连续式灌注培养，又称为换液培养，是获得高细胞密度的一种操作方式，即定期取出

部分培养液，然后补加新鲜的培养基继续进行培养。该培养方式操作简便，生产效率高，可

长时期进行生产，反复收获细胞，使细胞密度一直保持在较高的水平。对于受传代限制要保

持多向分化潜能的间充质干细胞而言，尤为适用。文章旨在探讨不同的灌注启动时间、灌注

频率和灌注体积对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响，建立高密度培养的半连续灌注培

养过程，为快速获得大量种子细胞提供实验和理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：对比不同灌注启动时间、灌注频率和灌注体积对人脐带间充质干细胞扩增的影响。 

时间及地点：实验于2011年3至6月在上海交通大学药学院完成。 

材料：由江苏省干细胞工程技术研究中心提供健康产妇正常足月新生儿脐带(产妇知情同

意)，采集后4 ℃保存，6 h内处理。
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实验方法： 

人脐带间充质干细胞的分离和原代培养：见参考文献

[4]。 

人脐带间充质干细胞的传代培养
[3]
：已冻存在液氮罐内

的第1代人脐带间充质干细胞经37 ℃水浴槽融化后快

速移到培养皿中，12 h后完全换液，三四天后胰酶- 

EDTA混合液(Invitrogen，USA)消化，按1∶3或者1∶4

传代。细胞均使用添加体积分数为10%胎牛血清

(Hyclone，USA)的α-MEM培养基(Invitrogen，USA)于 

37 ℃、体积分数为5% CO2培养箱中培养。选择10代以

内的细胞用于后续实验。 

人脐带间充质干细胞的批培养和半连续灌注培养：细胞

以2 500/cm
2
接种于孔板中，每组3孔，重复3次。不换

液为批培养，定期换液为半连续灌注培养，具体实验方

案见表1。定期取样，进行细胞计数和培养液的生化参

数检测。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

主要观察指标：①细胞形态。②细胞计数：胰酶- 

EDTA混合液消化后的细胞悬液，用血清计数板

(Hausser Scientific, USA)检测细胞密度。③生化参数：

上清液离心后用试剂盒(南京建成生物工程研究所)检测

葡萄糖、乳酸、谷氨酰胺和氨的浓度。 

   

2  结果 

 

2.1  人脐带间充质干细胞的形态  光学显微镜观察结

果表明，对传代的人脐带间充质干细胞而言，10 h时

细胞基本已经贴壁，大部分细胞已经伸展，呈梭形或

多角形，少数呈圆形；24 h时细胞已经完全贴壁，并

开始分裂；96 h时细胞大小均匀，有规则地平行排列

或旋涡状排列，成克隆样生长，达到80%-90%融合，

见图1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  灌注启动时间对人脐带间充质干细胞扩增和代谢

的影响  与批培养相比，换液提高了最大细胞密度，降

低了比生长速率，增大了倍增时间，见图2A，表2。在

培养初期，细胞会自发分泌一些生长因子和营养因子，

批培养24 h时细胞密度较低，此时换液不能及时弥补换

液引起的这些因子的丢失，从而后续的细胞生长低于批

培养(第3-7天)，但培养后期随着细胞密度的增加，批培

养中营养物质耗尽和有毒副产物累积，而换液模式使得

细胞密度得以进一步提高。批培养48 h时细胞因子得到

一定的累积，延迟期结束，细胞增殖开始，此时换液不

仅及时补充微量元素等营养物质，而且去除有毒副产物，

使得细胞迅速进入对数生长期，显著提高了细胞密度，

见图2A。后续的半连续灌注培养实验都以批培养48 h为

灌注启动时间。

图 1  第 5代人脐带间充质干细胞的形态(×40) 

Figure 1  Morphology of the fifth generation of human umbilical 

cord-derived mesenchymal stem cells (×40) 

 

A：10 h 时细胞基本已经贴壁，大部分细胞已经伸展，呈梭形或多角形，

少数呈圆形 

C：96 h时细胞大小均匀，有规则地平行排列或旋涡状排列，成克隆样生

长，达到 80%-90%融合 

表 1  半连续灌注培养的实验设计 

Table 1  Experiment design of semi-continuous perfusion 

culture 

以批培养方式为对照。 

 

培养模式 启动时间 频率 换液体积比 No. 

半连续灌注培养 

(SEP) 

24 h 每 2 d 75% SEP-1 

48 h 每天 75% SEP-2 

每 2 d 25% SEP-3 

50% SEP-4 

75% SEP-5 

100% SEP-6 

每 3 d 75% SEP-7 

 

B：24 h 时细胞已经完全贴壁，并开始分裂 
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换液降低了培养液中的乳酸和氨的浓度，见图2B， 

2C，提高了葡萄糖比消耗速率和乳酸比生成速率、谷氨

酰胺比消耗速率和氨比生成速率，降低了乳酸对葡萄糖

的代谢系数，说明葡萄糖较大地进入三羧酸循环，降低

了乳酸生成，得到有效的利用。培养后期细胞的增殖有

限，营养物质消耗主要用于胞外基质的分泌，这使得培

养后期的乳酸和氨的浓度显著降低，尤其是氨对谷氨酰

胺的代谢系数，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  灌注频率对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影

响  灌注频率越大，获得的最大细胞密度越大，而比生

长速率越小，见图3A，表3。人脐带间充质干细胞较高

的灌注频率引起培养液中较高的葡萄糖浓度和较低的

乳酸浓度，见图3B。葡萄糖消耗速率和乳酸生成速率基

本高于批培养。由于葡萄糖浓度充足，尽管乳酸对葡萄

糖的代谢系数比批培养小，但仍有40%-50%的葡萄糖

通过糖酵解途径生成乳酸，见表3。较高的灌注频率下，

培养液中的谷氨酰胺浓度较高，氨浓度较低，见图3C。

批培养的培养后期谷氨酰胺耗尽，氨浓度接近于      

2 mmol/L。对于半连续灌注培养，灌注频率越低，其培

养模式更接近于批培养，其培养后期无法满足较高细胞

密度对营养物质的需求，造成残留的谷氨酰胺浓度为零

或接近零。与葡萄糖代谢类似谷氨酰胺的代谢速率基本

高于批培养，而氨对谷氨酰胺的代谢系数较低，见表3。

图2  灌注启动时间对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响 

Figure 2  Effect of initial time on the proliferation and 

metabolism of human umbilical cord-derived 

mesenchymal stem cells 
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表 2  灌注启动时间对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响 

Table 2  Effect of initial time on the proliferation and metabolism 

of human umbilical cord-derived mesenchymal stem 

cells        

参数 
批培养 

(对照) 
SEP-1 SEP-5

 

    

最大细胞密度(10
4
/cm

2
) 12.19 13.34 16.58 

对数生长期的平均比生长速率(d
-1

) 0.55 0.52 0.52 

倍增时间(h) 30.2 32.0 32.0 

葡萄糖代谢    

葡萄糖最终浓度(mmol/L) 0.1 0.09 0.54 

乳酸最终浓度(mmol/L) 7.47 4.14 4.51 

对数生长期的平均葡萄糖比消耗速率

[mmol/(10
9
cells·d)] 

13.54 18.61 18.29 

对数生长期的平均乳酸比生成速率

[mmol/(10
9
cells·d)] 

11.37 10.32 9.30 

乳酸对葡萄糖的代谢系数(mmol/mmol) 1.22 0.67 0.8 

谷氨酰胺代谢     

谷氨酰胺最终浓度(mmol/L) 0 0.03 0.04 

氨最终浓度(mmol/L) 1.73 0.82 0.98 

对数生长期的平均谷氨酰胺比消耗速率

[mmol/(10
9
cells·d)] 

3.84 6.13 5.75 

对数生长期的平均氨比生成速率

[mmol/(10
9
cells·d)] 

2.96 7.99 2.89 

氨对谷氨酰胺的代谢系数(mmol/mmol) 0.96 0.54 0.62 
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2.4  灌注体积对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影

响  灌注体积越大，获得的最大细胞密度越大，但随着

灌注体积的增大，细胞密度增加的幅度减少；比生长速

率和倍增时间基本没变化，见图4A、表4。 

 

灌注体积越大，培养液中残留的葡萄糖浓度越大，

残留的乳酸浓度也略降，见图4B。灌注体积增大，葡

萄糖代谢速率增大，乳酸对葡萄糖的代谢系数也略增。

对数生长期的乳酸对葡萄糖的代谢系数大于培养后

期，见表4，说明对数生长期葡萄糖主要生成乳酸，而

培养后期葡萄糖消耗主要用于胞外基质的生成和分

泌。类似地，随着灌注体积的增大，培养液中谷氨酰

胺的残留浓度越大，氨浓度略降，见图4C。 

 

培养结束时，除了最大换液体积外，其他半连续灌

注培养的谷氨酰胺浓度接近于0。对数生长期，氨浓度

不断增大；培养后期，氨浓度基本不变，说明整个培养

阶段，氨一直在生成。

图 3  灌注频率对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响 

Figure 3  Effect of the perfusion frequency on the proliferation 

and metabolism of human umbilical cord-derived 

mesenchymal stem cells 
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表 3  灌注频率对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响 

Table 3  Effect of perfusion frequency on the proliferation and 

metabolism of human umbilical cord-derived 

mesenchymal stem cells      

参数   
批培养 

(对照) 
SEP-7 SEP-5 SEP-2 

 

扩增 

    

最大细胞密度(10
4
/cm

2
) 12.19 13.40 16.58 18.52 

对数生长期的平均比生长速率(d
-1

) 0.55 0.66 0.52 0.53 

倍增时间(h) 30.2 25.2 32.0 31.4 

葡萄糖代谢     

葡萄糖最终浓度(mmol/L) 0.1 0.18 0.54 0.89 

乳酸最终浓度(mmol/L) 7.47 5.65 4.51 4.71 

  对数生长期的平均葡萄糖比消耗速

率[mmol/(10
9
cells·d)] 

13.54 18.65 18.29 21.42 

对数生长期的平均乳酸比生成速率

[mmol/(10
9
cells·d)] 

11.37 13.59 9.30 19.96 

乳酸对葡萄糖的代谢系数

(mmol/mmol) 

1.22 0.99 0.8 1.07 

谷氨酰胺代谢     

谷氨酰胺最终浓度(mmol/L) 0 0 0.04 0.56 

氨最终浓度(mmol/L) 1.73 1.17 0.98 0.87 

对数生长期的平均谷氨酰胺比消耗

速率[mmol/(10
9
cells·d)] 

3.84 6.34 5.75 3.60 

对数生长期的平均氨比生成速率

[mmol/(10
9
cells·d)] 

2.96 4.37 2.89 6.46 

氨对谷氨酰胺的代谢系数

(mmol/mmol) 

0.96 0.73 0.62 0.91 
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注：SEP-2:批培养 48 h开始换液，每天更换 75%；SEP-5：批培养 48 h

开始换液，每 2 d更换 75%；SEP-7:批培养 48 h开始换液，每 3 d更换

75%。 
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3  讨论 

 

组织工程种子细胞的质量和数量是组织工程组织

应用于临床的重要因素。人脐带间充质干细胞作为一种

新型的种子来源，如何快速获得大量的细胞，并保证有

效的质量，需要从体外培养的影响因素入手，确定适宜

的培养条件和参数。 

 

细胞培养基一般以葡萄糖为碳源，氨基酸为氮源，

并添加维生素等细胞生长必需成分。细胞代谢葡萄糖产

生乳酸或丙酮酸和二氧化碳，代谢谷氨酰胺产生丙氨酸

和氨。乳酸和氨除了自身浓度对细胞的浓度依赖型毒害

外，还影响pH值，从而影响细胞代谢的酶活力，最终影

响细胞生长
[5-6]
。控制培养系统中营养物质及代谢产物的

方法是采用灌流培养工艺，通过不断的补充新鲜培养

基，排出代谢产物，控制有害代谢产物的积累。间充质

干细胞体外培养的生长曲线包括延迟期、对数生长期和

图 4  灌注体积对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响 

Figure 4  Effect of perfusion volume on the proliferation and 

metabolism of human umbilical cord-derived 

mesenchymal stem cells 
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葡糖；Lac：乳酸；Glun：谷氨酰胺；Amm：氨。 

注：灌注体积越大，获得的最大细胞密度越大，但随着灌注体积

的增大，细胞密度增加的幅度减少。灌注体积越大，培养液中残
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大，培养液中谷氨酰胺的残留浓度越大，氨浓度略降。 
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表 4  灌注体积对人脐带间充质干细胞扩增和代谢的影响 

Table 4  Effect of perfusion volume on the proliferation and 

metabolism of human umbilical cord-derived 

mesenchymal stem cells     

参数   
批培养

(对照) 
SEP-3 SEP-4 SEP-5

* 
SEP-6 

      

最大细胞密度(10
4
/cm

2
) 12.19 14.90 15.82 16.58 16.61 

对数生长期的平均比生长速率(d
-1
) 0.55 0.50 0.51 0.52 0.52 

倍增时间(h) 30.2 33.3 32.6 32.0 32.0 

葡萄糖代谢      

葡萄糖最终浓度(mmol/L) 0.1 0.16 0.23 0.39 0.42 

乳酸最终浓度(mmol/L) 7.47 5.35 3.96 5.28 4.63 

  对数生长期的平均葡萄糖比消

耗速率[mmol/(10
9
cells·d)] 

13.54 7.41 6.99 18.29 8.97 

对数生长期的平均乳酸比生成

速率[mmol/(10
9
cells·d)] 

11.37 12.43 13.74 9.30 17.37 

乳酸对葡萄糖的代谢系数

(mmol/mmol) 

1.22 0.98 0.77 0.82 1.12 

谷氨酰胺代谢      

谷氨酰胺最终浓度(mmol/L) 0 0.06 0.03 0.09 0.28 

氨最终浓度(mmol/L) 1.73 1.71 1.24 1.81 1.53 

对数生长期的平均谷氨酰胺比

消耗速率[mmol/(10
9
cells·d)] 

3.84 10.11 19.82 5.75 4.91 

对数生长期的平均氨比生成速

率[mmol/(10
9
cells·d)] 

2.96 3.21 3.25 2.89 5.15 

氨对谷氨酰胺的代谢系数

(mmol/mmol) 

0.96 0.36 0.21 0.80 1.04 

 
*，培养时间为 12 d，不同于之前 15 d 的培养时间；SEP-3:批培养 48 h 开

始换液，每 2 d 更换 25%；SEP-4:批培养 48 h 开始换液，每 2 d更换 50%；

SEP-5：批培养 48 h 开始换液，每 2 d更换 75%；SEP-6:批培养 48 h开

始换液，每 2 d更换 100%。 
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v
v X

dt

dX


生长稳定期。由于间充质干细胞是贴壁细胞，所以单层

培养条件下，当细胞长满单层培养的有限空间时，细胞

生长因接触抑制、生长空间缺乏而缓慢或者停止，然后

胞外基质分泌增强，表现在随着培养的进行，尤其培养

后期，胰酶消化后有较多粘膜出现。间充质干细胞体外

培养条件和参数对细胞的扩增、生长、分化、表面抗原

特性有着重要影响
[7]
。 

 

文章通过考察半连续灌注培养(或换液培养)的培养

参数对细胞生长代谢的影响，得出：人脐带间充质干细

胞在生长延迟期(约48 h)内消耗葡萄糖和谷氨酰胺等营

养物质，自我合成和分泌一些后续生长所需的营养因子

和生长因子，过早的灌注会造成这些生长所需因子的丢

失，延长生长延迟期，进而影响后续生长。48 h时细胞

已经完全适应培养环境，此时的培养液中葡萄糖和谷

氨酰胺充足，乳酸和氨浓度均低于1 mmol/L，而且自分

泌的因子较充足，是启动灌注的适宜时间。文献报道，

5 mmol/L的乳酸浓度对间充质干细胞生长影响不大
[5]
。

段小军等
[8]
通过研究种植密度、首次换液时间对人骨髓

间充质干细胞原代培养时间的影响，得出原代培养的适

宜培养条件为(1-3)×10
5
/cm

2
细胞密度、48 h换液。李德

华等
[9]
观察换液频率对人脐静脉间充质干细胞增殖生长

的影响，得出启动时间为24 h、频率为每天的换液培养

条件下，细胞增殖最快，生长状态最好，但培养14 d后

达到的细胞密度相同。 

 

实验中灌注频率和灌注体积越大，获得的细胞密度

越大，最大细胞密度为18.52×10
4
 /cm

2
，比接种密度提

高了73倍，是批培养的1.5倍；对数生长期的比生长速

率在0.5-0.6 d
-1
范围内，倍增时间为25-30 h。灌注频率

和灌注体积越大，葡萄糖供给越充足，乳酸浓度越低，

葡萄糖比消耗速率和乳酸比生成速率也越高， 乳酸对

葡萄糖的代谢系数越大，说明在较高的灌注频率和体积

下，葡萄糖充足，使得葡萄糖较多地生成乳酸，葡萄糖

的利用率有所降低。类似地，灌注频率和灌注体积越大，

谷氨酰胺供给充足，氨浓度越低，谷氨酰胺比消耗速率

越低，氨比生成速率越高，氨对谷氨酰胺的代谢系数越

大，说明除了谷氨酰胺之外，其他氨基酸的消耗增大，

提高了氨的生成。在静态单层培养条件下，由于贴壁面

积的有限性，造成人脐带间充质干细胞的生长空间有

限。另外人脐带间充质干细胞的传代次数有限，当单层

培养的细胞贴满后产生接触抑制，会停止生长，进行胞

外基质的分泌。较大的灌注频率和体积下，不仅葡萄糖

和谷氨酰胺充足，而且细胞所需的微量元素和未知的因

子也充足，满足了细胞生长的要求；同时排除乳酸和氨

等对细胞的不良影响，使得细胞处于较新鲜的培养液

中，及时去除条件培养基中某些因子对细胞的交互影

响，减缓了胞外基质的分泌，提高了细胞的扩增。因此，

静态半连续灌注培养条件下扩增人脐带间充质干细胞

的适宜条件是批培养48 h启动灌注，每天更换培养液体

积的75%。 

 

灌注培养中细胞和营养物质的物料衡算公式如(1) 

-(2)。 

vd
v XDfk

dt

dX
)(                   (1) 

vsf XqSSD
dt

dS
 )(                 (2) 

其中，Xv为活细胞密度(10
9 
L

-1
)；t，培养时间(d)；

μ，比生长速率(d
-1

)；D，稀释率(d
-1

)；f，细胞流失率，

无因次，介于 0-1之间；1-f，细胞截留效率，无因次；

S，培养液中营养物质浓度。(mmol/L)；Sf，补加液中

营养物质浓度，mmol/L；qs，营养物质比消耗速率

[mmol/(10
9 

cells·d)]。实验条件下根据公式(1)和(2)得

出的计算结果，见表 5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验在静态单层条件下进行，细胞一旦贴壁，就不

会脱落，可以实现细胞的100%截留，即f=0，加上细胞

没有死亡，因此公式(1)变为        ，细胞呈指数生长，

表 5  静态单层培养条件下的参数计算 

Table 5  Parameter calculation of static monolayer cultures     

参数 SEP-3 SEP-7 SEP-4 SEP-5 SEP-6 SEP-2 

频率(every) 2 d 3 d 2 d 2 d 2 d 1 d 

体积  1/4 3/4 2/4 3/4 4/4 3/4 

稀释率(d
-1

)
 

1/8 1/4 

(2/8) 

1/4 

(2/8) 

3/8 1/2 (4/8, 

2/4) 

3/4 

(6/8) 

平均比生长速率(d
-1

) 0.50 0.66 0.51 0.52 0.52 0.53 

  D<μ D≈μ D>μ 

最大细胞密度

(10
4
cells/cm

2
) 

14.90 13.40 15.82 16.58 16.61 18.52 

平均葡萄糖比消耗速率

[mmol/(10
9
cells·d)] 

7.41 18.65 6.99 18.29 8.97 21.42 

培养液中营养物质浓度

S(mmol/L)  

 0.16 0.18 0.23 0.39 0.42 0.89 

补加液中营养物质浓度

(Sf=5.56 mmol/L) 

ds/dt<0 (以葡萄糖为例) 

 
SEP-2:批培养 48 h开始换液，每天更换 75%；SEP-3:批培养 48 h 开始换

液，每 2 d更换 25%；SEP-4:批培养 48 h开始换液，每 2 d更换 50%；

SEP-5：批培养 48 h 开始换液，每 2 d 更换 75%；SEP-6:批培养 48 h开

始换液，每 2 d更换 100%；SEP-7:批培养 48 h开始换液，每 3 d更换 75%。 
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此时稀释率大小不会影响细胞生长，只要补加营养物质

充足，贴壁空间存在，细胞会无限制生长。实验中营养

物质充足，细胞最终长满整个单层贴壁空间，因接触抑

制而停止生长。以葡萄糖为例，由于细胞不断生长，所

以葡萄糖不断被消耗，没有达到平衡。在这种情况下，

若贴壁空间无限，细胞最终会因为营养物质缺乏而停止

生长。 

 

然而在动态培养条件下，比如微载体搅拌培养，

细胞不可能完全截留，而且细胞在搅拌下会有部分脱

离微载体，进入培养液呈悬浮状态，进而重新贴壁、

死亡或者随培养液丢弃，所以0<f<1，使得在补加培养

成分浓度已定条件下细胞密度最终达到稳定，不会无

限制生长，此时达到细胞和营养物质在内的系统的稳

定。 

 

对于脐带间充质干细胞在生物反应器中的三维微

载体培养，如果不断加入新鲜微载体，提供细胞贴附

的面积，同时以一定比例取出细胞贴附的微载体，就

会不断获得细胞，并且由于培养条件恒定，提供的细

胞质量也均一，从而在质量和数量上满足临床应用的

要求。 
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