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诱导性多能干细胞（iPSC）在许多方面，如再生医学和药物筛选方面，是理想的细胞来源，其开
发前景广阔。但是，目前还没有一种有效的大规模生产系统来确保诱导性多能干细胞的稳定供应。
本文综述了近年来为了实现诱导性多能干细胞的稳定生产所采取的方法。本文首先讨论了诱导性
多能干细胞培养过程中需要控制的因素，如养分供应、废物清除和氧气供应。然后，介绍了基于
黏附、悬浮和支架的诱导性多能干细胞培养系统的最新研究。本文还讨论了细胞培养阶段之后进
行的过程，如灌装和冻存过程，由于细胞悬浮液在超低温保存培养基中存活率降低，所以其生产
规模受到了限制。最后，我们总结了实现诱导性多能干细胞稳定生产的可能性，并强调了仍有待
克服的局限性。本文表明为了获得最佳且稳定的大规模生产诱导性多能干细胞系统，运用多学科
研究手段对研究影响细胞生长和质量的复杂因素是至关重要的。
© 2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 

Education Press Limited Company This is an open access article under the CC BY-NC-ND license  
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. 引言

自2006年有关诱导性多能干细胞（iPSC）产生的初

步报告[1,2]以来，iPSC已成为再生医学[3‒6]、药物筛

选[6,7]和食品工业[8]领域中具有良好前景的细胞来源。

由于其强大的增殖和分化能力，与胚胎干细胞（ESC）
类似，它们能够作为体内各种细胞类型的可再生来源。

此外，由于培育它们不需要使用胚胎，因而不存在伦理

问题，且它们的自体移植也不会引起与免疫相关的并发

症。伴随着高度的期望，有关iPSC的科学研究在其产

生后的10年中迅速发展。

临床或工业相关的iPSC应用需要大量细胞，而稳定

的大规模生产iPSC的方法目前正处于发展阶段。例如，

胰岛移植需要每个患者至少6 × 108个β细胞，而其产生

需要大约0.6 m2的培养表面[9]，这等同于80个75 cm2大

小的培养皿。在极端情况下，制备30%的肝组织需要每

个患者6 × 1010个肝细胞；这些细胞需从60 m2的培养区

获得，等于8000个这样的培养皿。此外，考虑到分化过

程的因素，所需的细胞数量将达到上述的两倍以上。根

据细胞治疗成本估算研究，假设的批次规模约为每批

次1 × 1010~1 × 1011个细胞，等于每批次100~10 000管瓶

[10‒12]。这些要求不能通过实验室常规黏附培养（包括

手工操作）来实现。因此，有必要开发一个稳定的iPSC
制造过程。

各种培养系统都已经被研发至可以产生大量细胞的

阶段。基于细胞的大规模生产系统传统上是为细胞衍生
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物开发的，如染料、疫苗和抗体[13]。使用不同的方法

对于细胞治疗应用是必不可少的，因为细胞本身就是产

品。虽然iPSC是贴壁依赖性细胞，但它们也可以通过团

聚体的形式在悬浮液中培养。因此，可以使用两种不同

的培养体系培养iPSC：黏附培养和悬浮培养。此外，目

前正在开发基于支架的方法控制干细胞龛以及稳定iPSC
质量。

在大规模生产过程中，细胞灌装和冻存的下游过程

对于开发稳定的iPSC生产系统具有重要意义。由于细

胞质量会在生产过程中随时间而变化，所以立即灌装和

冻存对于稳定生产至关重要。一种用于细胞治疗的高通

量灌装和冻存系统仍在开发中；因此，缺乏一个合适的

下游过程限制了目前的生产规模。虽然下游过程还没有

发展到像上游过程那样得到广泛的报道，但作为扩大细

胞生产的限制因素，人们已意识到其重要性。

在本文中，我们从上游和下游过程两方面总结了稳

定的iPSC大规模生产系统的研究和发展。首先，我们

讨论了iPSC培养中的一般限制因素，如养分供应、废

物排除和生长因子的存在。关于上游过程，我们介绍了

黏附培养、悬浮培养和支架培养系统的特点和发展。然

后，我们讨论了限制iPSC生产规模扩大化的一个因素：

下游过程。最后，我们总结了稳定的iPSC生产的最新

进展，并提出了为再生医学等新的工业领域开发稳定生

产系统时所涉及的问题。

2. iPSC 培养中的限制因素

2.1. 养分的供应和废物的清除

由于iPSC主要依靠糖酵解来满足其能量需求

[14‒17]，所以葡萄糖饲养方式对iPSC培养具有重要意

义。一些研究报告显示，在培养基中保持高葡萄糖浓度

可以增强iPSC中多能标记物的增殖和表达[18,19]。这

些增强效果的机理尚不清楚；然而，一些报告表明，葡

萄糖诱导的高渗透压对其起着重要作用[19,20]。此外，

一些报告提到，谷氨酰胺氧化对人体PSC 的生存也至

关重要[21]。谷氨酰胺代谢不仅有助于核苷酸和谷胱甘

肽的合成，而且有助于通过氧化磷酸化促进三磷酸腺苷

（ATP）的产生。在葡萄糖消耗的过程中，谷氨酰胺进

行氧化，为三羧酸（TCA）循环产生ATP。基于这些研究，

iPSC的生产需要葡萄糖和谷氨酰胺的控制，两者的稳定

图1. 在葡萄糖存在（a）和葡萄糖耗尽（b）的情况下，人类多能干细胞（hPSC）中的葡萄糖和谷氨酰胺代谢的示意图。ACO2：乌头酸酶2；
IDH2/3：异柠檬酸脱氢酶2/3基因；αKG：α-酮戊二酸；G6P：葡萄糖-6-磷酸；3PG：3-磷酸甘油醛；ACLY：ATP-柠檬酸裂解酶。转载自参考文
献[21]，经Elsevier公司许可，©2016。
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供应对于稳定生产iPSC十分重要（图1 [21]）。
在培养过程中，大量的乳酸作为糖酵解的产物，降

低了培养基的pH值，导致iPSC的死亡。此外，先前的

研究表明，即使在培养过程中控制pH值，乳酸也会降

低iPSC的增长率[18]。
这些报告表明，及时供应葡萄糖和去除乳酸对iPSC

的成功培养至关重要。以前的研究也表明，连续供应葡

萄糖提升了iPSC的增长率和多能性[22,23]。特别是利用

透析系统有效且持续地输送营养物质和排除废物，能够

保持较好的养分浓度和废物浓度[23]。然而，这种系统

需要额外的设备，因而也需要更多的空间和一系列复杂

的操作。因此，在利用该系统进行细胞培养时需要满足

上述要求。

2.2. 氧气供应

氧气对细胞培养至关重要，尤其是在大规模和高密

度的培养过程中。一些关于二维平面培养的报道明确指

出，在透氧膜上进行培养可以形成多层组织并改善细胞

功能[24‒26]。然而，在三维培养中，由于内部细胞会

因缺乏氧气而发生坏死，组织厚度受到氧气扩散的限

制 [27]。
如第2.1节所述，iPSC通过糖酵解产生其所需的能

量，而这一过程不需要氧气。因此，低氧浓度（<10%）

是维持iPSC的最佳方法，同时也可以阻止iPSC分化

[28,29]。然而，氧气耗竭（<1%）会延迟iPSC的增殖[29]。
因此，将氧浓度保持在3%~10%之间，对于生产质量、

数量稳定的iPSC至关重要。大多数的iPSC培养中，氧

气是由培养基的顶部提供的，也有一些研究采取了通过

透氧膜补充氧气，如封闭系统[30,31]。喷射也是一种有

效的供氧方法，然而在iPSC培养过程中，气泡引起的

介质流动会影响iPSC的存活率，所以目前很少使用喷

射方式。

2.3. 其他添加物

添加生长因子等对于控制细胞的生长、维持和分

化过程十分重要，这同样适用于iPSC培养。Rho依赖性

蛋白激酶（ROCK）抑制剂，如Y-27632和thiazovivin，
在人iPSC的培养中具有重要作用。在过去，如果人体

iPSC分裂成单细胞，它们就无法存活，因此，对人体

iPSC进行传代时，细胞应该以小团为基本单位。人体

iPSC的传代是非常困难的，需要专门的技术。先前的一

项研究表明，单独分离出来的人体iPSC的死亡是ROCK

依赖性细胞凋亡引起的[32]。近来，ROCK抑制剂的加

入明显提高了传代后的细胞存活率，简化了传代过程。

除了提高传代后的存活率外，ROCK抑制剂对iPSC还有

其他作用：提高冷冻保存的效率，支持未分化生长，增

强分化[33]。因此，ROCK抑制剂在各种情况下都对人

体iPSC的稳定生产有帮助。

碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）是人体iPSC的

多能性和自我更新所必需的成分[34‒36]，因此它通常被

添加到iPSC培养基中。然而，由于bFGF缺乏热稳定性，

需要频繁地更换介质，增加了大规模生产的成本[37]。
现在已有几种方法可以减少补充bFGF所需介质的频率，

如持续释放bFGF和提高bFGF的热稳定性[37‒39]。
转化生长因子-β（TGF-β）超家族蛋白质，如

TGF-β蛋白、激活素、nodal和骨形成蛋白（BMP），在

维持iPSC的多能性方面也可以发挥重要作用。TGF-β1
已被证明有助于维持人iPSC的多能性[40,41]。Nodal
和激活素A激活相同的受体和信号，抑制人iPSC分

化，维持其多能性。然而，高浓度的激活素A（约

100 ng·mL–1）也促进了人体iPSC向中外胚层细胞的分

化[41,42]。因此，活性素A浓度应保持在50 ng·mL–1

以下，以保持人iPSC的多能性。BMP4属于TGF-β超
家族，其能够维持小鼠iPSC的多能性，但会诱导人体

iPSC的分化[43,44]。BMP4可从细胞中分泌，且可以在

血清替代培养基中检测到。拮抗剂头蛋白（Noggin）与

bFGF协同作用，抑制BMP4的分化诱导，且维持其多能

性 [35]。
最后，研究人员报道了包括培养基、基质和解离方

法等多种因素[45]，能够影响单代培养和多代培养中的

细胞特征[46]。正如第5节中所提到的，这些影响稳定

生产的因素仍然是需要解决的问题。

3. 扩增过程

目前开发的iPSC大规模生产系统基于两种典型的

培养体系：黏附培养和悬浮培养。还有一个系统是基

于支架的系统，它既包含黏附培养系统，也包含悬浮

系统。

3.1. 黏附培养系统

黏附培养是在实验室中培养哺乳动物细胞的一种传

统方法。在传统的黏附培养中，细胞被接种到含有饲养

细胞（如小鼠胚胎成纤维细胞）的基质上，这会导致
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细胞的交叉污染。近年来，为了实现无饲养iPSC培养，

各种细胞外基质（ECM）涂层被研发了出来。ECM应

该包含一种精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸（RGD）基序，如

基质胶、层粘连蛋白或玻璃粘连蛋白，因为iPSC的细胞-
基质黏附性主要由整联蛋白控制[47]。最早使用动物性

的ECM，如基质胶。然而，为了确保生物安全，最近

已经开发出了包含ECM分子片段的非动物ECM，如层

粘连蛋白-511片段[48,49]和玻璃粘连蛋白片段[50]。
为了通过黏附培养来进行大规模生产，人们需要一

个大的培养表面。因此，能够增加容器中的培养表面积

的方法（如叠板）是提高生产力的重要途径[51,52]。然

而，控制培养表面较大的容器很难，所以在不能使用微

载体时，扩大培养表面是备用选择。

自动化培养操作是提高生产力和确保质量稳定的另

一种方法[53‒58]。世界各地的许多公司都已经开发出

了机械化的培养系统，其中包括补料和清除废物杂质的

导管以及处理实验设备（如培养容器、移液管和导管）

的机械臂。稳定运行以及并行生产的可能性是机械化系

统的主要优势。已经有报道证实了通过灵活培养平台进

行并行操作的可能性[58]。然而，尽管硬件开发取得了

进步，但用于优化操作和监控细胞质量的软件应用程序

仍在开发中。细胞培养的操作过程随细胞类型的不同而

变化，因此人们需要了解各种操作对细胞培养结果的影

响和优化培养，以确保黏附培养的稳定生产。

黏附培养的一个优点是容易观察细胞形态。在iPSC
培养中，包括维持过程和分化过程，人们每天需要根据

细胞形态确定细胞状态。因此，监测iPSC菌落的形态

是检验其质量和稳定性的有效方法。这些形态学的测定

是由经验丰富的专家进行的。这类专家在形态测定方面

的技能和知识取决于操作员的经验，且很难培训其他人

员达到类似的专业水平。目前正在开发基于图像的iPSC
质量评估分析[59‒61]。最近，深度学习研究已经应用

于黏附培养中的基于图像的iPSC质量控制中[62,63]。这

些方法试图不使用免疫染色等常规的生物质量检查来

评估iPSC和iPSC衍生细胞的质量，这种方法需要技

能，而且会因抗体等试剂的质量波动而导致测试结果

的不稳定。虽然建立一个可靠的工具需要成千上万的

图像信息，但这些技术是监测iPSC生产质量和稳定性

的有力工具。

总之，黏附培养是一种常规的细胞培养方法，可以

利用实验室实验的知识和经验来保证iPSC的最佳产量。

虽然这种培养系统的可扩展性有限，但使用机械化生产

系统进行并行生产可以克服这一障碍。为了通过自动化

系统实现稳定的大规模生产，需要研究每一步操作过

程，包括运输、管道输送、离心和接种等对细胞特性的

影响。为了了解这些操作的影响，需要了解有关机械信

号转导为机械力的生物学研究[64,65]。此外，还需了解

利用化学工程提取影响细胞质量的关键参数以设计自动

培养操作系统。

3.2. 悬浮培养系统

悬浮培养已被开发为细菌[66]、植物[67]和动物细

胞的扩增培养系统，并用于生产各种生物产品，如发酵

食品、药物以及细胞本身。与黏附培养不同，悬浮培养

不需要黏附表面，因此能够使用更简单且易于扩增的容

器。一些研究报道了悬浮培养能够用于iPSC和ESC扩增

[66‒73]和分化[71‒74]。
由于iPSC的形成需要附着，所以它们在悬浮培养物

中形成团聚体。由于养分和氧气在团聚体中的转移存在

限制[27,75]以及与细胞系有关的ECM积累等各种因素，

团聚体的尺寸有限。先前的研究表明，一些细胞系形成

了具有壳状结构的ECM，其包裹细胞并阻止细胞生长

[76,77]。报告还显示，缺乏ECM会导致细胞死亡和不

稳定的聚集生长[78]。因此，在设计悬浮培养系统之前，

应考虑iPSC系的特性。

由于这些限制，在iPSC悬浮培养过程中，团聚控

制是非常重要的，特别是在早期形成较少的团聚体会导

致较低的生长的情况时[76]。因此，一个理想的方案是

产生许多大小可控的团聚体，且使其细胞间有足够的接

触，能稳定生长。有人提出了在悬浮培养的早期阶段控

制团聚的策略。一种应用较多的策略是使用微孔板制备

均匀团聚体[79]。其他可能的建议包括修改培养基[81]
或培养皿[31]，以限制细胞团聚。此外，通过在培养后

期添加降解细胞间接触的分子，其将大团聚体分解为小

团聚体，能够有效改善iPSC生长率[30,81,82]。
由于iPSC不需要很高的氧气供应量，所以用于

iPSC扩增的生物反应器不需要强烈的搅拌，这一点与传

统的微生物生物反应器不同。但这并不意味着iPSC的

生物反应器完全不需要搅拌。iPSC在悬浮培养中形成

团聚物，它很容易沉淀和积聚在生物反应器的底部，因

此需要通过搅拌来防止上述问题。另一方面，在悬浮培

养过程中进行搅拌，细胞会受到介质流动产生的剪切应

力，这种剪切应力影响iPSC的存活[71]和分化[88]。因

此，能够在生物反应器中防止沉淀同时也防止造成细胞
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损伤的最佳搅拌水平对生物反应器的成功悬浮培养十分

重要。在设计用于iPSC悬浮培养的生物反应器时，需

估计细胞受到的剪切应力。由于细胞上的剪切应力难以

直接测量，因此建议使用计算流体动力学来估计剪切应

力[89‒91]。这些基于计算科学的方法有助于理解剪切

应力对iPSC的影响，从而开发出iPSC悬浮培养的最佳

生物反应器。

目前已为iPSC悬浮培养开发了各种生物反应器。应

用最多的iPSC悬浮培养系统是转瓶系统，这一系统已

经得到广泛研究[69,70,71,73,74]。在传统的转瓶系统中，

搅拌器进行搅拌，以实现高水平的氧传递，其搅拌速率

很高（即约大于100 r·min−1）[66]。相反，在培养iPSC
时应尽量减少搅拌（即保持在大约60 r·min−1以下），以

确保细胞以最小的剪切应力漂浮，因为iPSC不需要高

水平的氧传递。在转瓶中，培养基被直接搅拌，能够形

成良好的混合，然而搅拌器产生的剪切应力会导致细

胞损伤。一个研究小组研究了振动培养系统[31,72,83]。
在振动培养中，振动容器间接搅拌培养基。由于没有搅

拌器，在振动系统中，细胞的剪切应力比在转瓶中低。

此外，振动系统的培养皿更简单，能够实现大规模生产，

且易创建一个封闭的系统来保持无菌条件。在振动培养

中，由于搅拌能力较弱，iPSC聚集体倾向于沉积到容

器底部，因此还需要进一步的设计来防止这种沉降。与

振动容器系统类似，旋转壁式容器可以实现微重力培养

[84]。以往的研究表明，旋转壁式容器产生的微重力增

强了细胞的存活率、增殖能力和分化效率[85,86]。微重

力培养系统的一个极端情况——双向旋转容器系统实现

了伪零重力[87]。如上所述，生物反应器有各种各样的

类型，须根据培养的目的（即扩增或分化）和规模进行

选择。

3.3. 利用支架进行培养

第三种培养系统涉及在微载体和微胶囊等支架上进

行培养。微载体能够提供比传统黏附培养更大的黏附表

面，并广泛用于大规模生产黏附依赖性细胞（如间充

质干细胞）。由于iPSC也是黏附依赖性的，因此已有试

验使用基于微载体的培养系统大规模生产和分化iPSC 
[88,92–94]。与静态黏附培养物中的细胞不同，微载体

上的细胞悬浮在搅拌容器中，并受到剪切应力，这会影

响细胞的存活和分化（第3.2节）。此外，在扩增后收集

细胞时，需要从细胞悬浮液中分离微载体，这一过程会

限制培养的规模。

微载体的选择对于在微载体上成功培养iPSC非常

重要。根据以往的研究，尺寸、涂层和表面电荷是影

响iPSC扩增的重要因素[92]。根据参考文献[92]，使用

小型微载体（小于100 µm）会导致低细胞产率。此外，

iPSC几乎不附着或生长在表面带有负电荷的微载体上，

因此需要一个带正电荷的表面，如胺共轭。ECM涂层

可以改善微载体上的细胞生长。参考文献[92]显示，基

质胶和层粘连蛋白涂层可以有效地改善细胞生长。为了

解决与微载体分离的问题，人们最近开发了经过酶处理

可溶解的新型微载体[94]，通过在扩增后浸提微载体，

可以跳过分离过程。

微胶囊化是另一种基于支架的iPSC的培养方法，

它可以通过生物打印保护细胞免受剪切应力、控制团

聚并制备更好的结构[95]。一些报告表明，封装可以

防止分化并保持iPSC的多能性[96,97]。此外，还可以

对微胶囊进行改性，以控制干细胞龛[98]。虽然这些

优势表明iPSC有大批量稳定生产的可能性，但在培养

后从胶囊中收集iPSC也阻碍了这种基于支架的生产过

程的应用。

最近已经研究了各种封装材料，如聚乙二醇（PEG）、

琼脂糖[99]和透明质酸[100]。应用最多的封装材料是

海藻酸钠水凝胶。当藻酸盐被滴落到二价阳离子溶液中

（如钙、钡和铁离子的溶液）时，它会立即形成水凝胶。

因此，通过将含有海藻酸钠溶液的细胞悬浮液滴落到二

价阳离子溶液中，可以很容易地实现细胞封装。此外，

通过将胶囊浸泡在螯合剂[如乙二胺四乙酸（EDTA）和

柠檬酸]或海藻酸钠裂解酶溶液中，很容易就能浸提海

藻酸钠水凝胶。由于海藻酸钠水凝胶胶囊表面具有负电

荷，作为对胶囊的进一步处理，通过将水凝胶胶囊浸泡

在聚-l-赖氨酸和壳聚糖等聚阳离子中，海藻酸钠水凝胶

可以被聚离子复合膜覆盖。在形成聚离子复合物后，可

以通过将包覆的胶囊浸泡在螯合溶液中来制备具有液体

芯的空心胶囊[96,97]。先前的研究报告说，仅用海藻酸

盐对多能干细胞（PSC）进行简单封装，会导致细胞从

胶囊中渗漏，并在胶囊外生长，因此形成多离子复合膜

对胶囊中PSC的扩增至关重要[96,97,101]。

4. 灌装和冻存过程

在iPSC培养过程中除了考虑iPSC生产过程的上游
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部分外，还须考虑遵循扩增过程的下游过程。这些下游

过程（包括灌装和冻存过程）对于包装扩增的细胞都是

至关重要的。

4.1. 冻存前（灌装）

在灌装过程中，将0.5~2.0 mL含有冷冻保护剂的细

胞悬浮液分配到小瓶中是一项耗时的任务，因为冷冻培

养基的毒性能够影响iPSC在冷冻后的质量和存活率。基

于这个问题，灌装规模受到了限制，这样从培养系统转

移到灌装系统的整个灌装过程可以在1 h内完成。考虑

到传统的手工灌装过程的时间限制，扩增规模估计约为

1~5 L，每批可产生1 × 109~1 × 1010个细胞。这意味着需

要用到几千到一万个小瓶来灌装同一批的细胞悬浮液。

在灌装过程中，细胞随时间衰变，这导致同一批次内产

生了不可忽视的质量差异。先前的一份报告表明，1 h
是确保iPSC在冷冻保存介质中具有最大存活能力的最

佳时间[102]。因此，为了获得所需的批量规模，开发

高通量灌装过程和并行生产系统必不可少。这一限制主

要是由于冷冻保存介质中的二甲基亚砜（DMSO）引起

的。据报道，DMSO会引起蛋白质团聚[104]，并损害

线粒体的完整性和膜电位[104]。在iPSC和ESC冷冻保

存的情况下，接触DMSO会降低其多能基因[105,106]，
并促进分化标志[106]。因此，一种无DMSO的冷冻保

存方法被研发出来。以往的研究表明，乙二醇是DMSO
的一种替代品，因其具有较低的毒性和较高的玻璃化效

率[107,108]。此外，由乙二醇、蔗糖和羧化聚-L-赖氨

酸组成的冷冻介质已被证明可以通过抑制冰结晶来提高

缓慢玻璃化后的细胞存活率[109]。

4.2. 冻存（降温）

冻存是细胞生产所涉及的关键操作之一。传统上，

iPSC是通过玻璃化的方式冻存的，即在高导热容器如

ops中用液氮立即冷冻。该技术开发用于保存牛卵和胚

胎，并用于保存PSC。玻璃化作用可以防止在冻存过

程中损伤细胞形成的晶体。这是一种成功的方法，并

已在实验室规模中实现了高回收率（在75%以上，缓

慢冷却的回收率为5%~10%）。然而，用于玻璃化的冷

冻保存介质通常具有高浓度的低温保护剂，如DMSO
和乙二醇，从而使介质具有较高的渗透性和毒性。因

此，快速解冻对于玻璃化细胞样品的成功回收具有重

要意义。快速解冻是通过将玻璃化的细胞样品浸入预

热的培养基中实现的。虽然玻璃化是在实验室中广泛

使用的一种成功的方法，但它在PSC的稳定大规模生

产中仍有一定的局限性，如难以控制温度、由于直接

接触液氮而造成的污染等。先前的一份报告建议设计

一种带有可拆卸式螺丝帽的培养板，以通过玻璃化法

储存黏附的人ESC，这可能有助于开发用以处理大量

细胞的自动化系统[110]。
虽然在过去的实验中，缓慢冷冻表现出较差的性能

[111]，但冷冻保存介质的发展[112,113]以及用缓慢冷却

系统进行冻存的方法的进步[114]提高了这些系统的性

能及相关的细胞产率。如果用于缓慢冷却的速度太快，

会导致细胞内冰晶的形成。这些细胞内冰晶会破坏细胞

器和细胞膜，并在解冻和重新接种期间导致细胞损伤和

死亡[115,116]。另一方面，冻结太慢会由于渗透压而导

致细胞内失水[115,116]，从而导致细胞脱水和收缩，导

致细胞器、质膜和细胞骨架的破坏，最终导致细胞死亡。

因此，在缓慢冷却系统中，冷却速度应该慢到能够防止

细胞间结冰，但又快到能够防止细胞内失水。报告指出

的最佳冷却速率为0.5~1.0 K·min–1 [114,116,117]。在缓

慢冷却法中，温度被控制并逐渐降低到最终温度（低于

−80 ℃）[118]。在这一过程中，一个编程的深度冷冻机

被用于缓慢冷却，同时记录了各种温度控制程序。当进

行扩大规模冻存时，就需要一个简单的冷却程序在批量

冷却中控制许用温度。这种方法对于扩大规模可行，但

是可接受的温度差异（即过程的温度稳健性）尚不清楚。

缺乏温度稳健性将影响冷冻过程的增容性，因为扩大规

模会导致热传导的温度变化。

目前正在开发一种深度超冷方法作为另一种使用快

速冷却的方法[119,120]。与传统的冷冻保存相比，这种

方法中的细胞会在较高的温度下保存而不进行冻存。这

种方法的困难之处是保持过冷水的解冻状态，因为它很

容易受到各种刺激而形成冰晶。最近的一项研究表明，

用不互溶的液体密封表面可以提高稳定性，并使研究人

员能够在−10 ~ −7 ℃中将人体红细胞储存100 d [120]。
经过进一步的开发，该方法将有望成为储存细胞的候选

方法。

总之，下游过程仍然是扩大iPSC生产的潜在瓶颈，

必须开发新的方法来优化下游过程。为此，有必要研究

各种条件对细胞存活率和质量的影响，如冷冻保存介质

中的悬浮时间和温差。

4.3. 冻存后（储存、运输、解冻）

冻存后，冷冻细胞悬浮液通常用液氮（液相约
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−196 ℃，气相约−170 ℃）储存在冷冻储存罐中。低

于−130 ℃的温度是理想的长期细胞储存温度，这是因

为在低于−130 ℃的温度下不存在液态自由水，而且晶

体或玻璃态具有足够高的黏度，能够防止扩散的影响，

并完全停止生物时间。虽然许多细胞系能够在−90 ~ 
−70 ℃的温度下保存数月或数年，但在这种情况下，细

胞的生物学时间并没有停止，只是变慢。因此，影响

细胞存活率和特征的生物反应仍然会发生，这些影响

将会不断积累。先前的一项研究表明，肝细胞在−80 ℃
储存时的存活率较低，但在−170 ℃的条件下可维持一

年[121]。在细胞生产过程中，温度会随着各种操作而

产生波动，如在从冷冻室运输到储存室的过程中等。此

外，冷冻细胞样品的运输方法仍在发展中。先前的研究

报道，储存过程中的重复温度波动降低了细胞解冻后的

存活率[122]。运输过程中容器的温度波动和加速度对

冷冻细胞的影响尚不清楚。因此，有必要了解冷冻细胞

质量对这些波动的稳健性，以便开发一个稳定的冷冻保

存系统。

此外，目前还没有开发出运输冷冻细胞的有效方

法。除了适当的热管理之外，运输振动对冷冻细胞的影

响仍然不清楚，需被考虑在内。通过了解冷冻细胞对温

度变化和力的稳健性，可以实现细胞产品的稳定运输。

解冻细胞是另一个影响细胞质量的关键操作。传统

上讲，在37 ℃快速解冻细胞并避免过热对于细胞的成

功恢复来说十分重要[116]。因为缓慢融化会因冰晶体

变形而导致细胞损伤。虽然人们已经进行了一些解冻工

作，但为了获得稳定和成功的结果，还需要进一步了解

加热细胞时发生的衰变，并优化这一过程。

5. 未来展望——阻碍稳定生产的问题

如前文所述，有必要开发一个从扩增过程到灌装和

存冻过程的可扩展过程。尽管人们已经在实验室规模下

PSC进行了大量试验，但iPSC的稳定大规模生产仍在发

展中。大规模生产面临的主要阻碍之一，是iPSC生产中

的复杂操作与手动执行。由于手动处理的波动，可能导

致细胞质量的波动。此外，如第2.3节所述，在培养过

程中细胞特征在培养过程中随着时间发生突变[46,123]。
最近的分析表明，细胞的特征（包括基因表达和药物反

应）在实验室之间具有广泛的异质性，即使在同一个细

胞株内也是如此[124,125]。与抗体等细胞产物的生产不

同，这种异质性不容忽视且应被最小化，因为iPSC生

产过程中的产物是细胞本身。为了避免这种异质性，必

须建立一种适当的质量控制方法，其中包括开发评估方

法和建立适当评估参数。

同时，还有必要开发一个可重复的生产过程。正如

第3.1节所提到的，自动化是实现培养操作高重现性从

而稳定生产的理想方法。虽然各个行业都开发了自动化

的培养系统，但从手工处理到自动化处理的操作转换仍

在研发当中。这种发展需要了解细胞培养中的关键操作

和参数。化学工程知识有助于开发自动化细胞培养系统

等过程。在化学工程方面，各种参数已被用于优化细胞

的生产过程。例如，雷诺数（惯性力与黏性力的比值）

用来预测不同流动条件下的流动模式。在为iPSC开发

一个稳定的生产过程时，这些参数有助于在实际执行操

作之前预测操作的结果。在最近的一项研究中，一个专

门研究运输现象的小组证明，弗劳德数（流动惯性离心

力和物体重力的比值）可以用来预测接种过程中振动后

细胞的异质性[126]。这些参数设计和性能指标对于开

发稳定生产iPSC的方法是必要的。

如第3.1节所述，在质量控制方面，预计将开发包

括深度学习在内的生物分析和统计策略。深度学习在生

物信息学、计算生物学和医学应用等各个领域正在迅速

发展[127,128]。这些分析可以在不造成细胞破坏的情况

下实现质量检查，并允许通过显微镜的延时捕捉进行实

时监控。然而，这种分析往往也是“黑匣子”模型，因

此生物实验提供的帮助对于建立有效的深度学习系统非

常重要。

iPSC的稳定大规模生产研发中面临的另一个困难是

操作以间接的方式影响细胞。例如，在通过移液分离细

胞的过程中，移液操作可以用流量来定义，然而这种操

作以剪切应力的形式影响着细胞。换句话说，在操作过

程中可以调整的参数和实际影响细胞的参数是不同的。

因此，进一步研究如何将操作参数转化为实际影响细胞

的参数对于开发稳定的大规模生产过程极为重要。这种

研究不仅涉及生物学，还涉及各种工程领域，如力学、

流体力学和计算工程。

6. 结论

在本文中，我们讨论了iPSC生产中上游过程（如扩

增）和下游过程（如灌装和冻存）的发展及其在发展中

面临的困难。我们介绍了黏附、悬浮和基于支架的培养

系统的优缺点，并讨论了下游过程可能是iPSC大规模
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生产的瓶颈。虽然人们对iPSC已经研究了几十年，但

iPSC尚未实现工业化生产。为了确保稳定的iPSC生产，

必须研究生产过程，以确定细胞质量的评估因素，了解

在操作过程中影响细胞质量的因素，并了解这些潜在影

响机制。对于这些研究而言，有必要从生物学、机械工

程、物理和计算工程等角度设计实验来研究iPSC的生

产。上述问题不仅适用于iPSC的生产，而且也适用于

其他常见的细胞产品的生产，如间充质干细胞。因此，

解决这些问题的工程方法也将有助于稳定生产包括再生

组织和人造肉在内的各种细胞产品。
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