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3D StarPoreTM 微载体 

间充质干细胞培养说明书 

一、产品描述 

华辰生物 3D StarPore
TM
微载体是明胶成分柔性多孔结构设计，粒径大小在 150-300μm

之间。不同规格的产品都是重量明确的，且已灭菌，可即开即用。除此之外，微载体还有几

大优点，一是多孔，提供细胞立体生长的仿生环境，同时也给细胞充足的生长空间，孔隙率

大于 90%。二是可以进行温和消化，专用裂解液 10 分钟内消化完成。三是显微镜可明场观

察，方便跟踪细胞生长情况。四是更圆润、更均一、更高效，支持球转球扩大工艺。 

3D StarPore
TM
 微载体可以实现球转球扩大培养，无需进行消化。放大培养时只需向原

培养体系添加新球和新培养基即可，避免了微球消化再接种的步骤，可以获得更快的细胞扩

增速度和更小的细胞损伤。 

二、旋转瓶动态培养操作流程 

1.微载体与细胞准备 

1.1 实验设备 

本实验需要用到的主要设备包括生物反应器、显微镜、离心机、水浴锅、恒温培养箱、

生物安全柜、细胞计数仪（或血球计数板）等。 

1.2 试剂 

本实验需要用到的试剂包括干细胞培养基、微载体、裂解液、葡萄糖检测仪（可选）、

台盼蓝、DPBS缓冲液、胰酶（用于消化 2D 培养细胞种子）等。 

1.3其他用品 

本实验还需要用到一些其他用品，如培养瓶、移液管、一次性无菌手套等。 

2.  3D 细胞培养操作过程（以 200mg微载体为例） 

2.1 微载体水合溶胀 

取一瓶 200mg微载体（已辐照灭菌），转移到 50ml离心管中，加入 30ml完全培养基，

盖上盖子，并摇晃均匀。为了更好地进行水合溶胀微载体，建议提前一天加入溶解完全培养

基，并 4℃过夜水合。  

第二天，将充分水合后的微载体，摇晃或者颠倒混匀，静置 5-10min 后，吸去上清，注

意不要吸到微载体。加入完全培养基，定容至 40ml，转移至 250ml 培养瓶，再用 10ml完全

培养基洗涤微载体瓶后转移到培养瓶。 

水合后的微载体，见下二图。 
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2.2 细胞悬液制备 

根据正常的细胞传代操作处理，消化好备用细胞悬液 35ml，按 1×10
^7
/200mg/100ml (微

载体 2g/L) 细胞量进行接种。 

注意使用 TrypLE Express 酶（推荐）消化后，需用 DPBS清洗 2遍再进行接种。可过

70μm筛网后再计数，保证单细胞悬液的均一性。 

建议选用比较温和的胰酶，例如 Gibco TrypLE
TM
 Express 酶（重组，1X），用 DPBS 进

行 1:1稀释，配制成胰酶工作液后使用。 

2.3 接种准备 

补液 15ml，确保接种当天总培养体积为 100ml，以增强接种效果。 

2.4细胞接种 

250ml培养瓶接种总体积为 100ml，使微载体均匀悬浮即可。 

这个体积可以使微载体在反应器内保持悬浮状态，同时使细胞能够均匀地接种到微载体

上。 

2.5 细胞贴壁 

细胞贴壁转停参数，可按如下条件设置： 

0-24h ：设置转停参数：① 40rpm搅拌 15min，静止 2h 一次；②搅拌 10min，静置 2h，

重复以上循环 10次。转停工艺共计 24h。 

可根据细胞特性进行实验测试调整参数，如有微载体沉积现象，可以每次调高 5rpm。

一般来说，接种时间为 24小时，但具体时间可以根据实际情况进行微调整。 

2.6细胞培养 

细胞培养工艺参数，可按如下条件设置： 

24-48h：接种 24h 后，补充 50ml完全培养基，搅拌速度调至 45rpm 进行恒速搅拌培养。 

48-72h：搅拌速度调至 55rpm 进行恒速搅拌培养。72h培养结束进行全量换液。可在 72

小时培养结束进行球转球操作，直接转至操作“2.10”。 

72-96h：搅拌速度调至 60rpm 进行恒速搅拌培养（备选）。 

注意点： 

①观察微载体悬浮情况： 

每天观察微载体在反应器中的悬浮情况，注意微载体的溶胀和悬浮密度。根据观察结果，

调整搅拌速度和时间，使微载体达到最佳悬浮状态。 

②调整搅拌速度 

根据细胞类型和培养需求，调整搅拌速度和时间。一般来说，搅拌速度控制在 40-75rpm

范围内，搅拌时间根据具体实验需求而定。 

③记录观察结果 

记录每天观察到的微载体悬浮情况、搅拌速度和时间等信息，以便指导后续操作细节。 

2.7接种、补加培养基、取样计数等操作步骤 

①接种细胞 

将消化好的细胞悬液与微载体接种到反应器中，确保微载体被充分接种。接种后，将反

应器放置在培养箱内，37℃、5% CO2培养，进行适当的搅拌和静置。 

②补加/换液完全培养基 

在培养过程中，根据培养基的消耗情况，及时补加新的培养基。补加培养基时，将培养

瓶放置在生物安全柜静置，等微载体全部沉降到底部后，吸取上层培养基弃去，再补加新鲜

完全培养基。 

一般情况下，推荐 72h 进行全量换液。若细胞代谢能力较强，应适当调整换液补液频

率。或者进行下一步的球转球操作。 
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具体操作是：停止搅拌静置约 5-10 分钟，待微载体沉降后，用电动移液器吸出上清，

并补足新鲜培养基。注意：所有的补/换液操作，完全培养基应提前预热，防止对细胞的刺

激，产生有可能的从微载体上脱落的情况。 

③取样计数 

从培养瓶中均匀取出 1-10ml 微载体悬液进行计数、明场观察或荧光染色等操作。取样

时，注意控制取样的时间和位置，确保取样的代表性和准确性。一般推荐 Day3取样计数、

细胞全收获，或者 Day4 取样计数、细胞全收获。 

2.8明场观察 

将取样的微载体悬液放置在载玻片或培养孔板中，通过明场显微镜可以直观地观察、反

映细胞的活性和数量。 

明场下，脐带间充质干细胞/微载体在培养第 1-4 天，细胞在微载体上的生长情况，见

下示意图（4X）： 

 

 

2.9荧光观察 

将取样的微载体悬液，经染色处理后，放置在载玻片或培养孔板中，通过荧光显微镜可

以观察、反映细胞在微载体上的生长和分布情况，以及细胞数量。 

取样：吸取少量微载体和培养基的混合液（微载体悬液）于孔板中或离心管 中，静置

约五分钟。 

染色前处理：小心吸除上清，加入 PBS洗一次。静置后去除 PBS。 

细胞染色：根据所选用的细胞死活荧光染料（如 AO/PI 或 Calcein-AM/PI 染料）进行

染液配制以及染色。 

优先推荐 Calcein-AM/PI 染料，微载体产生的染色干扰对 Calcein-AM/PI 较小，染

色结果更稳定。按照 96孔板每孔 100μL或者 24孔板每孔 200μL的比例进行染色操作。 

荧光下，脐带间充质干细胞/微载体在培养第 1-4 天，细胞在微载体上的荧光情况，见
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下示意图（4X）： 

采用 Calcein-AM/PI 染色： 

day 1                     day 2 

 

day 3                      day 4 

 
2.10 微载体球转球扩大培养操作说明 

①球转球时间点选择： 

微载体细胞融合度达到 80%以上，可以选择 72h±2h；或者 96h±2h。具体根据细胞类

型和培养需求而定。 

②球转球操作： 

取原微载体悬浮液 30ml，加入 70ml 预热的含有 160mg新微载体（提前水合溶胀）的新

鲜培养基，60 rpm 旋转 15min，停 2h；再 60 rpm 旋转 10min，停 2 小时，重复 10次。共计

24h。 

24h 后，补充预热的新鲜培养基 50ml。 

24-48h，65rpm 恒速搅拌培养；48h培养结束，静止 5-10 分钟，半量换液； 

48-72h，70rpm 恒速搅拌培养；72h培养结束，静止 5-10 分钟，半量换液；或培养结

束，细胞收获。 

72-96h，75rpm 恒速搅拌培养；培养结束，细胞收获。 

或者按需求等比例放大，进行球转球操作和细胞收获。 

3.裂解计数与细胞收获说明 

3.1 裂解液使用方法 

在反应器上取样（需将反应器主机拿至生物安全柜中），或者在能充分摇匀的情况下取

样，确保微载体均匀悬浮的状态下准确取样计数。 

取微载体悬浮样品，每个样品 2-10ml（若取样操作没问题，可以只取一个样），静止 5-

10 分钟，去上清，至少 2倍体积的 DPBS清洗一次，静置后去上清，每个样品加入微载体等
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体积裂解液（华辰生物 3D StarPore 专用裂解液），混匀，室温裂解 10min，在裂解后期，

轻柔晃动离心管，或用移液器轻轻吹打悬液，加速微载体裂解。完成后加入等体积完全培养

基终止反应，然后离心清洗，进行计数操作。 

明场下，脐带间充质干细胞/微载体在培养第 4天，微载体的裂解情况，见下示意图（4X）： 

 
 

荧光下，脐带间充质干细胞/微载体在培养第 4天，微载体的裂解情况，见下示意图（4X）： 

 
3.2 细胞收获时的裂解微载体 

待微载体完全沉降，使用移液管吸取弃去上清液，将剩余微载体悬液转移到 50ml离心

管，再次等微载体沉降，吸取弃去微载体上方上清液。PBS洗涤两次，加入微载体等量体积

的裂解液。放置进行裂解，5分钟后可以晃动，或用移液器轻轻吹打悬液，加速微载体裂解。 

3.3收获细胞 

10 分钟左右观察微载体全部裂解，加入等量完全培养基，终止消化收集细胞悬液，1500 

rpm，10min离心。 

3.4 洗涤与重悬细胞 

弃去上清，加入等量的 DPBS 重悬细胞，以 1000rpm，10min再次离心。重复洗涤一次，

细胞过筛后用于获得细胞产物。 


