
1. 可溶性微载体是否有孔？

可溶性微载体为水凝胶，能允许水和小分子通过多聚半乳糖醛酸聚合物，但孔径不足以容纳细胞通过。

2. 是否可以用培养基或 Dulbecco's 磷酸盐缓冲液（DPBS）来溶胀可溶性微载体？

必须用水来充分溶胀可溶性微载体，其渗透压利于产生尺寸均一的 200-300 μm 直径的微载体。

3. 溶胀的可溶性微载体是球形吗？ 

可溶性微载体不是完美的球体，但溶胀后的可溶性微载体尺寸分布窄，具有均一的表面积。

4. 可溶性微载体溶胀时可以用塑料（聚苯乙烯或聚丙烯）储液瓶代替硅化玻璃瓶吗？

可溶性微载体可以在塑料瓶中溶胀，但是微载体可能会粘附在瓶壁上不易被去除，带来微载体的损失。

微载体的损失程度取决于储液瓶的表面积和溶胀微载体的量。因此，我们建议使用硅化玻璃瓶以尽量

减少微载体的损失。

5. 如果溶胀后在水中观察到漂浮（不能沉降）的可溶性微载体，怎么办？

漂浮的微载体可能是由于加水时混入空气所导致。单个微载体含有空气，会使它们浮在液面上。 有两

种方法可以去除空气：

 � 轻轻敲击容器的一侧，直到微载体落下并沉降。

 � 重复地拿起容器并用力放到在坚硬表面上。

所有漂浮微载体的完全沉降可能需要 1 个小时。

为了防止在溶胀过程中产生漂浮微载体，请缓慢加入足量的水（每克微载体 150 mL），然后再混合。

在微载体溶胀期间请朝一个方向旋转搅拌，不要颠倒或剧烈混合。请参考康宁关于可溶性微载体溶胀

的技术文档（CLS-AN-467）了解更多详情。

6. 可溶性微载体可以灭菌吗？

康宁的可溶性微载体是无菌提供，其无菌保证等级（SAL）为 10-6。 我们不建议高压灭菌可溶性微载体。

7. 可溶性微载体降解后会影响细胞悬液的粘度和渗透压吗？

可溶性微载体降解后，粘度和渗透压在标准含血清培养基的预期范围内。注意：粘度和渗透压的变化

取决于降解的微载体与收获溶液的比例，如果您优化得到的降解过程是使用小于 250 mL 的收获溶液

溶解大于 1 g 的可溶性微载体，您应该预期会有粘度和渗透压的增加。

8. 溶胀后的可溶性微载体可以储存多久？

建议在 4℃储存溶胀后的可溶性微载体，最长 1 周。

9. 1 克含有多少可溶性微载体？

1 克干燥的产品中约有 2.8×106 个可溶性微载体。

10. 微载体溶解后，收获液中有哪些成分？

采用分子排阻色谱法，我们在收获溶液中观察到半乳糖醛酸短链、果胶酶、EDTA 和蛋白酶。

11. 是否可以降低收获液中试剂的体积或浓度？
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在多种生物反应器和细胞类型中，每克微载体使用 250 mL 含 100 U/mL 果胶酶和 10 mM EDTA 的收获

液，我们均观察到一致的微载体溶解和细胞释放。尽管如此，收获液中果胶酶、EDTA 和蛋白酶的体积

和浓度可根据细胞类型和生物反应器的不同而减少。

需主要考虑的三点：

 � 在微载体溶解过程中，确保使用足够量的收获溶液使叶轮完全浸没，以提供充分的低剪切力混合。

在我们的生物反应器系统中，我们已经在降低收获溶液至 150 mL/g 时实现了溶解。

 � 我们已经在果胶酶和 EDTA 浓度分别低至 50 U/mL 和 5 mM 时观察到了微载体的降解。 

 � 收获溶液体积或浓度的降低可能延长微载体完全溶解并获得单细胞所需的时间。我们建议分别评估

这两个变量，再组合，以确定针对您系统的最优化方案。

12. 在可溶性微载体上需接种多大的细胞密度？

建议可溶性微载体的细胞接种密度略高于常规二维平面培养的密度。对于人间充质干细胞，推荐接种

密度 4,000-7,500 个细胞 /cm2，具体取决于培养基类型。

13. 需要使用多大浓度的可溶性微载体？

我们建议在初始评估时使用 5-10 cm2/mL（1-2 g/L）的微载体浓度。根据搅拌速度、培养基补充时间

和细胞接种密度，微载体浓度可以增加到 15-20 cm2/mL（3-4 g/L）。

14. 可溶性微载体细胞贴壁和扩增过程中可以使用连续搅拌吗？

连续搅拌方案可以用于可溶性微载体细胞贴壁和扩增阶段。但是，我们建议首先在细胞贴壁阶段分别

评估静止（在一定时间内不搅拌）、间歇（搅拌 / 不搅拌循环）和连续搅拌方案，以确定哪种方案能

更好地实现 > 80％的细胞贴壁以及细胞在所有微载体上均匀分布。在细胞贴壁阶段，采用使微载体

悬浮所需的最小搅拌速度。不同的细胞类型、培养基配方（例如有 / 无血清）、微载体表面（如康宁

Synthemax ™ II、变性胶原蛋白）和容器类型（如转瓶、生物反应器）的组合需要不同的方案。

15. 由于溶胀后可溶性微载体的透明度高，怎样才能更好地观察溶液中或搅拌培养中的微载体小球？

为了提高溶胀后可溶性微载体的可见度，建议用明亮的手电筒照射溶液。

16. 可溶性微载体是否会在操作处理和搅拌中破碎？

在常规处理过程中，以及在具有标准叶轮的容器中以支持细胞贴壁和生长的速率搅拌中，未发现对可

溶性微载体的损坏。

17. 可溶性微载体怎样进行细胞传代？

建议通过离心或过滤方式去除微载体降解后细胞中的收获溶液。

为了优化微载体降解后的直接传代方案，我们建议测试在收获溶液不同稀释度下细胞在新的可溶性微

载体上的贴壁情况。

同时，我们已验证了可通过直接加入新的可溶性微载体到培养系统的方式进行放大培养（如细胞的微

载体球转球）。优化以添加新鲜微载体来扩增细胞的方案时，应考虑以下问题：

 � 优化添加新鲜微载体的时机。我们建议在细胞亚汇合（50%-70%）时添加新的微载体。

 � 改变搅拌方式为慢速搅拌或静止，以促进细胞移动。

 � 应知晓工作体积的增加以及额外的微载体可能会影响混匀、微载体球相互碰撞和细胞迁移。

18. 如果我在微载体方面的经验有限，有推荐的起始方案吗？

首先，您应该在静止而不是搅拌的培养环境下验证细胞在可溶性微载体的贴壁。当微载体在水中溶胀

并将水换成培养基后，我们建议在超低吸附表面的 6 孔板（康宁货号 3471）中每孔加入 2 mL 含 10 

cm2 微载体的培养基。注意不要让移液管接触到超低吸附表面，这可能会损坏表面包被，使细胞贴壁

到孔板上。

然后，根据标准方案制备您的细胞悬液，每孔以 10,000 个细胞 /cm2 微载体接种 2 mL 细胞悬液（共

100,000 个细胞），终体积为 4mL。轻轻来回晃动培养板使细胞与微载体混合均匀，将其放置在 37℃

二氧化碳培养箱或适合您细胞的培养环境中培养。每隔 30 分钟用显微镜观察细胞贴壁情况。评估不

同的细胞接种密度、培养基添加剂（如有 / 无血清）和微载体表面，以确定支持细胞贴壁和铺展的最

佳条件。

当细胞在可溶性微载体上达到约 70% 汇合度，验证微载体的降解和细胞释放。首先去除培养基，用



Dulbecco's 磷酸盐缓冲液（DPBS，康宁货号 21-031）洗涤一次，然后加入 1 mL 收获溶液（蛋白酶

+100 U/mL 果胶酶 +10 mM EDTA）。用显微镜监测 10-15 分钟内微载体的降解和细胞的释放。旋转培

养板几次以促进单细胞悬液的形成。吹打混匀细胞悬液，取样进行细胞计数，并计算最终的细胞产量。

在静止培养条件下，细胞在微载体上的倍增时间和扩增倍数预计与平面培养一致。

接下来，我们建议验证在转瓶搅拌培养下细胞的贴壁和生长。 以下是推荐的测试条件：

测试项目 推荐条件

转瓶 125 mL 一次性转瓶（康宁货号 3152）

培养的工作体积 50 mL

细胞接种密度 5,000 至 10,000 个细胞 /cm2

可溶性微载体浓度 5 cm2/mL（或 1 g/L）

搅拌速度 30-40 rpm

根据培养板静止培养实验的结果，确定细胞开始贴壁所需要的时间，将该时间应用到转瓶间歇搅拌方

案：

 � 如果细胞在静止条件下需要 30 分钟贴壁，那么建议在转瓶中接种后 12-24 小时内，每隔 30-60 分

钟进行一次开 / 关搅拌循环。例如，将培养物以 30 rpm 混合 5 分钟，然后在 0 rpm 静置 30 分钟，

总共重复该循环 12 至 24 小时，或直到 80％至 90％的细胞已经贴壁（通过监测培养基中未贴壁细

胞的减少来确定）。建议间歇搅拌方案和连续搅拌方案都进行优化。

转瓶中可溶性微载体的降解及细胞收获可采用与静止培养相同的过程，并在收获期间以 30 rpm 搅拌

培养物。

当放大培养到更大的转瓶时，我们推荐采用与 125 mL 一次性转瓶相同叶尖速度的搅拌速率。采用以

下公式及叶轮直径计算叶尖速度：

叶尖速度（m/s）= DN/60，其中 D = 叶轮直径（m），N = rpm。

转瓶材料和尺寸 康宁货号 叶轮直径（m）

125 mL 一次性转瓶 3152 0.040

500 mL 一次性转瓶 3153 0.050

125 mL 玻璃转瓶 4500-125 0.040

250 mL 玻璃转瓶 4500-250 0.045

500 mL 玻璃转瓶 4500-500 0.059

1L 玻璃转瓶 4500-1L 0.079

19. 如果细胞不贴壁到可溶性微载体上，怎么办？

首先，请参阅康宁关于可溶性微载体溶胀的实验方案（CLS-AN-467），以确保微载体在水中正确溶胀，

并在溶胀后 1 周内使用。

其次，验证细胞在静止培养中能够贴壁到可溶性微载体。我们建议在超低吸附表面的 6 孔板（康宁货

号 3471）中每孔加入 2 mL 含 10 cm2 微载体的培养基。每孔以 10,000 个细胞 /cm2 微载体接种 2 mL

细胞悬液（100,000 个细胞 / 孔），终体积为 4 mL。轻轻来回晃动培养板使细胞和微载体混合均匀，

将其放置在加湿的 37℃二氧化碳培养箱或适合您细胞的培养环境中培养。每 30 分钟在显微镜下观察

细胞贴壁情况，记录细胞贴壁所需的时间。

如果细胞仍不贴壁：

 � 在贴壁阶段减少或去除培养基中的血清。

 � 增加细胞接种密度。

优化静止培养中的细胞贴壁后，可在转瓶中重复这些条件。对于剪切敏感型细胞，可能需要对细胞贴

壁期间的搅动速度 / 速率进一步优化。

20. 如果细胞在静止培养时可贴壁到可溶性微载体上，但搅拌培养（转瓶或生物反应器中）时，不像预期

的那样扩大，怎么办？

微载体培养的优化可能需要评估培养基配方、搅拌速率、细胞接种密度及其它参数。强烈建议在进行

放大之前优化搅拌培养条件。



有关商标的列表，请访问www.corning.com/clstrademarks。所有其他商标均为其各自所有者的财产。

21. 如果微载体不能完全降解，怎么办？

首先，请参阅康宁关于可溶性微载体溶胀的实验方案（CLS-AN-467），以确保微载体在水中正确溶胀

并在溶胀后 1 周内使用。

其次，确认使用预热（> 25℃）的收获溶液溶解微载体。

然后，请参阅康宁关于可溶性微载体降解的实验方案（CLS-AN-466），证明裸微载体（无细胞）的可

溶解性，确认收获溶液为含终浓度100 U/mL果胶酶（Sigma货号P2611; 3800 U/mL）和10 mM EDTA（康

宁货号 46-034-CI；0.5 M pH 8）的蛋白酶溶液。

最后，如果含有细胞的微载体仍不溶解：

 � 在加入收获溶液之前，用DPBS（康宁货号 21-031）洗涤 2次，以减少或去除培养基残留组分（如血清、

盐）对收获溶液中蛋白酶、果胶酶及 EDTA 功能的影响。

 � 如果微载体上的细胞过度融合（如特别紧密的细胞单层或堆积的多层细胞），首先仅加入蛋白酶溶

液（每克微载体 250 mL）以松动细胞层。当细胞开始变圆并暴露微载体表面，直接加入终浓度分别

为 100 U/mL 和 10 mM 的果胶酶与 EDTA。

22. 如果在微载体溶解后观察到大的细胞团，该怎么办？

增加收获溶液中的蛋白酶浓度，延长收获时间，并确保收获溶液保持在蛋白酶的最佳温度。

23. 如果在微载体溶解后观察到大量的细胞串，该怎么办？

大的“串状”细胞团通常是细胞裂解的结果。将细胞收获期间的搅拌速度降低至使微载体悬浮所需的

最小速度，缩短收获时间，或降低收获溶液中蛋白酶的浓度。

如需更多具体信息，请访问 www.corning.com/lifesciences 上的证书页面。

授权 / 免责声明：除非另有规定，否则所有产品仅供研究使用，不适用于诊断或治疗程序，不适用于人类。康宁生

命科学从未声称这些产品可以用于临床或诊断应用。

如需更多的产品或技术信息，请访问 www.corning.com/lifesciences 或拨打 800.492.1110，美国以外地区的用户，

请拨打 +1.978.442.2200 或联系当地康宁销售代理。


