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微重力培养条件对造血干祖细胞分化为

功能成熟的中性粒细胞的影响
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(中国医学科学院北京协和医学院血液病医院(血液学研究所), 实验血液学国家重点实验室, 天津 300020)

摘要      该文采用旋转培养方式研究微重力培养条件对造血干祖细胞向中性粒细胞分化的

效率和功能的影响。脐血CD34+细胞用扩增体系[StemSpan SFEM培养基、干细胞因子(stem cell 
factor, SCF)、Fms相关酪氨酸激酶3受体(Fms-related tyrosine kinase 3 ligand, Flt3)、血小板生成素

(thrombopoietin, TPO)、白细胞介素-3(interleukin-3, IL-3)]静置培养7 d后, 再分成静置培养(static 
culture, SC)组和旋转培养(rotate cell culture system, RCCS)组, 并换为分化培养体系[StemSpan 
SFEM培养基、IL-6、粒细胞集落刺激因子(granulocyte colony stimulating factor, G-CSF)、SCF、
Flt3、IL-3]再培养9 d。培养过程中用流式细胞术检测CD34、CD38、CD11b、CD16b、CD66b比例, 
第16 d收集细胞进行中性粒细胞功能检测。结果表明, RCCS组和SC组均能形成形态正常和功能

成熟的中性粒细胞, RCCS组CD16b+的中性粒细胞比例显著增多(29.82%±2.48% vs 15.01%±0.62%, 
P<0.01), 且细胞产生活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)的能力显著增强(P<0.05), 具有趋化运动

能力的细胞增多(50.430%±3.275% vs 34.000%±0.700%, P<0.05)、运动速度增快(8.100±0.404 µm/min 
vs 5.850±0.050 µm/min, P<0.05)。该文结果提示, 微重力培养条件能促进造血干祖细胞分化为形态

正常和功能成熟的中性粒细胞。
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Abstract       This paper aims to determinate the impact of the RCCS (rotate cell culture system) on 
granulopoiesis of hematopoietic stem/progenitor cells and evaluate the efficiency of functionally mature neutrophil 
generation. CD34+ cells enriched from umbilical cord blood were cultured in StemSpan SFEM containing SCF 
(stem cell factor), Flt3 (Fms-related tyrosine kinase 3 ligand), IL-3 (interleukin-3) and TPO (thrombopoietin). After 
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7 days, cells were cultured in medium containing SCF, Flt3, IL-3, IL-6 and G-CSF (granulocyte colony stimulating 
factor). After 7 days of expansion, those cells were divided into 2 groups, SC (static culture) group and RCCS 
group, and separately cultured for next 9 days inducing granulocyte differentiation. To evaluate the differentiate 
efficiency, the expression of surface markers, such as CD34, CD38, CD11b, CD16b and CD66b were detected 
by flow cytometry. On day 16, cells were harvested and numerical expansion, cell morphology, chemotaxis, 
phagocytosis and ROS production were used for evaluating the quality and quantity of neutrophils from the two 
groups. Both groups could successfully induce functionally mature neutrophils, while the percentage of CD16b+ 
cells in RCCS group was higher than that in SC group (29.82%±2.48% vs 15.01±0.62%, P<0.01). Compared to the 
SC group, RCCS could increase the efficiency of neutrophil ROS production and chemotaxis (P<0.05). Altogether, 
these results indicated that the RCCS significantly promoted the efficiency of generation of functionally mature 
neutrophil from hematopoietic stem and progenitor cells.   

Keywords       rotate cell culture system; CD34+ cell; neutrophils; differentiation

中性粒细胞来源于造血干细胞, 在骨髓中分化

成熟后, 进入血液和组织, 是机体防御外来微生物

入侵的第一道防线, 是天然免疫系统中重要的效应

细胞。中性粒细胞输注是临床治疗感染性疾病的一

种有效方案, 但细胞来源一直是限制该种疗法广泛

应用的主要原因之一。近年来, 随着造血干细胞体

外诱导分化研究的深入, 涌现出一些克服以上问题

的新方法。旋转培养系统(rotate cell culture system, 
RCCS)是由美国国家航空航天局模拟微重力环境设

计出的一种水平旋转的三维圆柱形悬浮培养体系[1], 
近年来被用于造血干细胞研究。该体系的优点是

使培养基中的物质时刻保持均一化, 并促进细胞分

散化以及与环境中的养分和氧气交换等[2-4]。目前, 
旋转培养已在多种细胞的培养、增殖和分化等方

面进行研究, 结果表明, 该培养体系能促进骨髓基

质细胞向成骨细胞分化[5]以及促进造血干细胞向血

小板分化[6]等。最新的研究结果显示, 旋转细胞培

养使血小板形成效率较静置培养(static culture, SC)
提高3.7倍[6], 但有关造血干细胞向中性粒细胞分化

的研究还未见报道。基于上述研究背景, 我们拟采

用旋转培养体系培养脐血来源的造血干祖细胞向中

性粒细胞分化, 同时以常规静置培养为对照, 对比分

析2种培养体系诱导分化出的中性粒细胞的功能成

熟性和分化效率, 以期评价微重力条件是否能促进

中性粒细胞的分化及生成中性粒细胞功能的成熟。

1   材料与方法
1.1   试剂与仪器

StemSpanTM SFEM无血清培养基购自Stem Cell 

Technologies公司。干细胞因子(stem cell factor, SCF)、
Fms相关酪氨酸激酶3受体(Fms-related tyrosine 
kinase 3 ligand, Flt3)、血小板生成素(thrombopoietin, 
TPO)、白细胞介素-3(interleukin-3, IL-3)、IL-6和
粒细胞集落刺激因子(granulocyte colony stimulating 
factor, G-CSF)购自Peprotech公司。CD34+细胞磁珠

分选试剂盒和LS分选柱购自美天旎生物技术有限

公司。旋转细胞培养器购自Synthecon Inc公司。细

胞动态可视化系统购自日本ECI公司。转盘式共聚

焦显微实时成像系统购自美国PerkinElmer公司。

1.2   人脐血CD34+细胞的分离与制备

采集新生儿脐带血, 用羟基淀粉沉降红细胞后, 
使用Ficoll淋巴细胞分离液于2 000 r/min离心20 min, 
分离出单个核细胞。在单个核细胞中加入免疫球蛋

白Fc段受体(Fc-receptor, Fc-R)阻断剂和CD34免疫

磁珠孵育30 min后过柱。磁珠分选2次得到较纯的

CD34+细胞。细胞计数后用APC标记鼠抗人CD34抗
体染色, 流式细胞术检测CD34+所占比例。

1.3   细胞培养

细胞扩增阶段: CD34+细胞按照1×105/mL的细

胞密度每孔2 mL接种于6孔板中静置培养7 d, 分别

在第4 d和第7 d换液。扩增培养体系: StemSpanTM 
SFEM无血清培养基、SCF(20 ng/mL)、Flt-3(20 ng/mL)、
TPO(50 ng/mL)、IL-3(20 ng/mL)。细胞分化阶段: 
扩增培养7 d后, 分为SC组和RCCS组再培养9 d, 细
胞接种密度为3×105/mL, 每3 d换液1次。分化培养体

系: StemSpanTM SFEM无血清培养基、SCF(20 ng/mL)、
Flt-3(20 ng/mL)、G-CSF(100 ng/mL)、IL-3(20 ng/mL)、
IL-6(20 ng/mL)。RCCS(rotate cell culture system)组
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按与SC(static culture)组相同细胞密度接种到旋转生

物反应器的10 mL腔体中, 整个装置放置在5% CO2

细胞培养箱中, 转速20 r/min, 其他培养条件与静置

培养组相同。

1.4   瑞氏–姬姆萨染色

用100 µL生理盐水重悬6×104细胞, 700 r/min离
心5 min甩片。晾干后滴加12׃的瑞氏染液和缓冲液

染色20 min, 冲洗, 晾干, 镜检。

1.5   细胞表面标志分子的检测

收集2×105细胞, 用PBS将体系调整为200 µL, 

分为2组。其中, 一组加入1 µL鼠抗人CD34抗体、

1 µL鼠抗人CD38抗体; 另外一组加入1 µL鼠抗人

CD33抗体、1 µL鼠抗人CD11b抗体、1 µL鼠抗人

CD16b抗体、1 µL鼠抗人CD66b抗体。2组均混合

均匀, 于4 °C染色30 min。清洗抗体后过滤300 µL至
流式管进行流式检测。

1.6   细胞迁移趋化实验

RPMI-1640培养基孵育细胞1 h, 将每种细胞分

为2组, 即实验组和对照组。对照组不加趋化剂刺激, 
实验组加入趋化剂白三烯B4(leukotriene B4, LTB4), 
浓度为25 ng/mL, 使用TAXIScan-FL细胞动态可视化

系统记录细胞运动, 每30 s拍摄1次, 持续拍摄30 min, 
并用Tracking ToolTM(Gradientech)软件比较分析细胞

的运动方向和速度等数据。

1.7   细胞吞噬实验——酵母聚糖颗粒

细胞用RPMI-1640培养基孵育2 h后与10%血清

调理的酵母聚糖颗粒混匀, 再避光孵育1 h。SC组和

RCCS组培养的细胞各分为对照组和实验组, 对照

组置于4 °C孵育, 实验组置于37 °C孵育。孵育后加

入1 µL PE标记鼠抗人CD66b, 混匀, 放置30 min, 清
洗抗体, 200 µL PBS重悬后, 铺放至共聚焦小皿中, 
用双转盘激光共聚焦显微镜拍照。分别统计37 °C
下SC组和RCCS组分化的细胞吞噬指数和吞噬百分

率。吞噬指数即随机选取100个细胞, 统计这些细

胞所吞噬的颗粒数量。吞噬百分率是指随机选取

100~300个细胞, 计算其中发生吞噬行为的细胞比

例。

1.8   活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)的测定

3×106细胞用600 µL含0.1% BSA的PBS重悬后平分

于96孔板的6个孔中, 每孔100 µL。按以下浓度配制鲁

米诺化学发光反应混合物: Luminol 50 µmol/L(12 µL)、
HRP(horse reddish peroxidase) 4 U/mL(9.6 µL)、

fMLP(Formyl-Met-Leu-Phe) 500 nmol/L(1.2 µL), 
PBS补齐溶液至100 µL, 对照组将fMLP换成PBS即
可。反应混合物预加载到酶标仪自动进样系统中, 
设置自动进样程序进行检测, 以最小时间间隔连续

读数, 持续检测20 min, 收集和分析数据。

1.9   细胞扩增倍数与细胞数的计算方法

细胞扩增倍数=换液收集细胞数/接种细胞数; 
整个培养过程的总扩增细胞数=每次换液所得扩增

倍数的积。

1.10   统计学处理

采用SPSS 16软件包进行分析, 数据以均数±
标准差表示, 采用t检验比较两组间差异, P<0.05和
P<0.01为差异具有统计学意义。

2   结果      
2.1   SC和RCCS培养方式扩增及分化结果

首先, 用免疫磁珠分选法从脐血中分离CD34+

细胞, 按流程图顺序培养(图1A)。经多次实验, 最
终结果显示, SC组和RCCS组整个培养过程细胞

都是出于细胞数目增多的状态, 总的增殖倍数分别

为1 112.00±175.60和771.00±73.84倍; 分段分析可知, 
扩增阶段的细胞扩增倍数为32.40倍; 分化阶段中, 
SC组的细胞增殖倍数是34.00倍, RCCS组则为23.00
倍, 2组产生差别的培养时间段出现在第10~13 d, 此
时RCCS组扩增倍数比SC组低, 但差异无统计学意

义(图1B)。第0 d脐血分离的细胞经流式细胞术检测

CD34阳性比例为97.17%±1.30%, 细胞呈圆形或类椭

圆形, 胞核较大, 约占细胞的2/3, 核染色质呈细粒状, 
排列均匀, 无浓集, 核仁明显, 呈现原始细胞形态。

培养16 d后, SC组和RCCS组均出现典型的杆状和

分叶核中性粒细胞样细胞, 同时用CD66b抗体标记

中性粒细胞发现, 两组均有27.00%的细胞被标记(图
1C)。
2.2   微重力条件对造血干祖细胞分化过程及分化

细胞形态的影响

在培养各阶段均采用流式细胞术检测细胞表

面CD34、CD38、CD11b、CD16b、CD66b等水平, 
以此来动态监测造血干祖细胞向中性粒细胞的分

化过程。结果显示, 在造血干祖细胞扩增培养的前

4 d, CD34+细胞(造血干祖细胞)比例一直维持在90%
以上的高水平, 随后下降, 16 d时已降至4%以下。进

一步分析发现, 第0 d分离出来的细胞中CD34+CD38–
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细胞(通常指造血干细胞)所占比例为35.65%±3.85%, 
扩增培养4 d后该亚群细胞所占比例达到80%, 随后

该群细胞的增殖和分化的变化趋势与上述CD34+亚

群相同, 呈现持续下降的趋势(图2A)。在诱导细胞

分化阶段, 静置和旋转培养体系中CD34+细胞所占

比例均迅速降低, 而髓系细胞(CD11b+)和中性粒细

胞(CD16b+和CD66b+)所占比例逐渐增加。培养到

第16 d时, 成熟中性粒细胞表面蛋白质分子CD66b+

细胞的比例均达到27%。2种诱导分化培养体系中, 
CD16b+细胞所占比例从细胞分化的起始阶段就已

产生差异, 且随着分化的进程差异逐渐加大。培

养到第16 d时, SC组与RCCS组的CD16b+细胞比例

分别为15.01%±0.62%和29.82%±2.48%, RCCS组的

CD16b+细胞所占比例与SC组的相比显著提高(图2B, 
P<0.01)。

在细胞培养过程中, 我们还通过瑞氏染色法来

动态观察培养过程中细胞形态变化。图2C为各阶

段细胞形态图。将各阶段图中的细胞经过分类计数, 
结果显示, 培养的前4 d, 90%以上细胞维持原始细

胞形态, 4 d后有部分细胞分化成早幼粒细胞, 但未
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A: 诱导脐血造血干细胞向成熟中性粒细胞分化的过程; B: 细胞数目变化、 总增殖倍数(day 16/day 0)和不同培养阶段扩增倍数; C: 第0 d分离纯

化的CD34+细胞比例和形态、第16 d SC组和RCCS组细胞形态图及CD66b+细胞比例, 绿色箭头指CD34+细胞, 红色箭头指形态正常的中性粒细胞。

A: the process of the culture system used to direct the differentiation of ubilical CD34+ cells into mature neutrophils; B: the variation of total cell 
number, the total expansion fold (day 16/day 0) and the expansion fold at various stages; C: the percentage and morphology of CD34+ cell on day 0; 
the morphology and the percentage of CD66b+ cell in the SC group and RCCS group, respectively. CD34+ cell indicated by green arrows and mature 
neutrophil indicated by red arrows. 

图1   体外静置培养(SC)和旋转细胞培养(RCCS)诱导造血干祖细胞向中性粒细胞分化的过程及效率

Fig.1   The process and efficiency of granulopoisis of hematopoietic stem and progenitor cell in SC and RCCS
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见中性粒细胞样的细胞。7 d后基于细胞核形态及

胞质颗粒来比较分析SC组和RCCS组细胞分化差异, 
发现2组中早幼粒、中幼粒、晚幼粒细胞及成熟中

性粒细胞所占比例随着分化进程均发生相应变化。

其中, 后者由原始粒细胞向下分化速率较快, 尤其是

培养到第13 d时, RCCS组原始粒细胞占总细胞比例

比SC组低, 而早幼粒、中幼粒和成熟中性粒细胞所

占比例比SC组高。培养至第16 d时, 2组中成熟中性

粒细胞占总细胞比例均超过20%(表1)。
2.3   微重力条件对形成的中性粒细胞功能的影响

当机体发生感染后, 外周血中的中性粒细胞就

会迅速穿越血管内皮单层, 并趋化到局部组织, 通
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A: the variation of surface molecular markers of the stem and progenitor cells in cell culture process; B: the variation of surface molecular markers of 
the myeloid subpopulations; C: the morphology of different subpopulations at various stages, the mature neutrophil indicates by red arrows.

图2    培养各阶段细胞表型和形态变化

Fig.2   The variation of morphology and surface markers during the culture

表1    造血干祖细胞向中性粒细胞分化过程中的各阶段细胞占细胞总数的比例(%)
Table 1   The percentage of each subpopulation in the process of differentiation of hematopoietic stem 

and progenitor cell into neutrophil (%)   

细胞类型

Cell type
第4天
Day 4

第7天
Day 7　

第10天 第13天
Day 13

         第16天
Day 10                   Day 16
SC RCCS SC RCCS SC RCCS

Myeloblasts 92.7 72.0 15.0 11.4 4.2 2.5 – –
Promyelocytes 2.4 24.0 30.0 29.5 13.9 22.5 15.6 16.7
Myelocytes – – 25.0 31.8 30.6 32.5 22.2 23.8
Metamyelocytes – – 17.5 18.2 37.5 27.5 35.6 33.3
Mature neutrophils – – 7.5 6.8 9.7 12.5 22.2 21.4
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过吞噬作用、释放颗粒酶和ROS来发挥杀菌作用。

因此, 我们采用3种精细的分析方法(鲁米诺化学发

光法检测fMLP激活作用下ROS的释放、TAXIScan
可视化操作系统检测中性粒细胞的趋化作用以及

用共聚焦显微镜观察中性粒细胞吞噬酵母聚糖颗

粒的能力)分别测定由造血干祖细胞分化来的中性

粒细胞的趋化、吞噬和释放ROS能力。研究结果显

示, SC和RCCS细胞在趋化剂LTB4的作用下, 均出现

定向迁移运动, RCCS组细胞15 min左右迁移过整个

130 µm通道, 而SC组需要更长的时间(图3A), 随机

选取图3A中发生迁移的细胞描绘细胞的运动轨迹, 
通过统计, SC组和RCCS组细胞发生迁移的细胞比

例分别为34.000%±0.700%和50.430%±3.275%, 迁移速

度分别为5.850±0.050 µm/min和8.100±0.404 µm/min, 
提示来源于RCCS组的分化细胞在具有趋化能力的

细胞数和趋化速率方面均明显高于SC组(P<0.05, 图
3B)。Grademoch Tracking ToolTM软件量化分析细胞

运动的方向性的结果表明, 2组细胞间无明显差异

(P>0.05, 图3C)。共聚焦显微镜的观察结果显示, 2
组细胞均有吞噬功能, 且RCCS组的分化细胞在吞噬

百分率与吞噬指数上均高于SC组(SC组和RCCS组
吞噬指数分别为69.0±2.0和78.5±3.5, 中性粒细胞的

吞噬百分率分别为12.25%±0.08%和16.43%±3.93%), 
但两者之间差异均无统计学意义(P>0.05, 图3D和图

3E)。在fMLP刺激下, SC组与RCCS组的诱导分化细

胞均可产生ROS, 但后者ROS释放量较前者有明显

增高(P<0.05, 图3F)。
 

3   讨论
放化疗是当前治疗肿瘤的常用手段[7], 放化疗

后患者常出现中性粒细胞减少等免疫抑制现象, 故
易发生感染和发热。目前, 合理使用抗生素使此症

状得到缓解[8], 但是当骨髓抑制期患者抗生素治疗

效果不佳时, 粒细胞成分输注则成为一种治疗粒缺

的重要方案, 但此方案存在一定限制, 如粒细胞来源

不足及免疫源性的问题, 故提高脐血造血干祖细胞

形成功能性中性粒细胞的效率或增强中性粒细胞功

能成为解决以上问题的重点。国际上已使用微重力

条件(旋转培养技术)进行多种细胞或组织的培养以

及造血干祖细胞向血小板的分化, 效果均很好[5-6]。

近几年来, 将微重力条件用于细胞分化的研究越来

越多, Ramaswamy等[9]发现, 在微重力的作用下猪的

内皮祖细胞分化形成的内皮细胞迁移、增殖和抗凝

血作用受到一定的抑制作用。Li等[10]证实了短期(72 h)
微重力刺激促进间充质干细胞向内皮、神经元和脂

肪细胞分化, 但是持续的微重力作用会促进间充质

干细胞向成骨细胞分化。有多个实验室均证明了微

重力条件抑制红系细胞的生成[11-12]。但是, 微重力

条件对造血干细胞向中性粒细胞分化以及在促进中

性粒细胞功能成熟方面的研究还未见报道。基于以

上研究背景, 我们开展了基于旋转细胞培养体系深

入研究微重力条件与造血干细胞向髓系   分化之间的

关系, 以期回答旋转细胞培养能否促进造血干细胞

向中性粒细胞分化, 以及对分化形成的中性粒细胞

功能是否有影响。更深远的意义就是利用旋转细胞

培养模拟太空失重条件, 推测航天员升空后免疫系

统是否会受到失重状态的影响。

此培养体系更加适合造血干细胞的增殖与分

化, 造血祖细胞增殖较慢, 这有可能是造血干细胞比

例上升的原因; 造血干祖细胞开始向下游细胞亚群

分化, 细胞干性会随着细胞分化逐渐下降。造血干

细胞向下分化形成的细胞类型也通过验证确实分化

形成了形态和细胞表面标志正常的中性粒细胞, 证
实了此体系的可行性。

中性粒细胞的分化过程和成熟状态可从形态

学和细胞表面标记的变化来判断。我们已知粒细

胞分化主要分为原始粒细胞、早幼粒细胞、中性

粒细胞、晚幼粒细胞、杆状核中性粒细胞和分叶核

中性粒细胞等6个阶段[13]。我们通过形态学观察到

了此培养体系下中性粒细胞成熟过程与骨髓中是一

致的, 而且细胞表面蛋白质CD34、CD11b、CD16b、
CD66b的表达也与体内的表达模式是相同的[14]。例

如, CD11b在早幼粒阶段至成熟粒细胞阶段均有表达, 
在髓系细胞的分化成熟中逐渐增多[15], 故培养过程

终末阶段细胞表面CD11b的比例很高。CD16b是人

多形核中性粒细胞细胞表面一个重要的免疫球蛋白

Fc受体, 参与了中性粒细胞的激活和免疫复合物介

导的吞噬作用[15-16] 。本研究发现, 旋转培养获得的中

性粒细胞CD16b阳性比例明显高于静置培养获得的, 
提示RCCS组得到的中性粒细胞的功能可能强于SC
组。但对于导致2种培养方式获得的细胞表面CD16b
比例不同的原因, 目前还不清楚, 需要以后进一步研

究。机体感染状态下, 由于炎症介质的刺激作用, 中
性粒细胞发生趋化作用, 并迁移和聚集到感染部位, 
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A: 趋化运动过程; B: 趋化运动轨迹; C: 终末细胞趋化运动的速度、方向性和趋化率分析, *P<0.05; D: 吞噬酵母聚糖的荧光图片, 黄色箭头所指

是标有CD66b+且吞噬的细胞; E: 吞噬百分率、吞噬的中性粒细胞占细胞总数的比例及吞噬指数分析; F: ROS的释放; *P<0.05, 与SC+fMLP组比

较。  
A: the movement process of chemotaxis; B: the pathways of cell migration; C: the velocity, directionality and chemotaxis rate analyse of neutrophil 
chemotaxis, *P<0.05; D: the fluorescence pictures of neutrophil phagocytosis of FITC-Zymosan. The phagocyte labeling CD66b indicates by yellow 
arrows; E: the percentage of phagocytosis cells, the percentenge of phagocytosis CD66b+ neutrophil, and phagocytosis index; F: the release of ROS of 

neutrophils in the presence of fMLP, *P<0.05 compared with SC+fMLP group. 

图3   造血干祖细胞体外分化形成的中性粒细胞功能检测

Fig.3   The function analysis of neutrophil differentrated from hematopoietic stem and progenitor cell

(A)

(B)

(D)

(E) (F) *

0 200 400 600
 SC+PBS
 SC+fMLP

  RCCS+PBS
  RCCS+fMLP

800 1 000 1 200

50

40

30

20

10

0

25

20

15

10

5

0

100

80

60

40

20

0

18 000
16 000
14 000
12 000
10 000
8 000
6 000
4 000
2 000

0

(C)

SC

SC

0 min

3 min

6 min

9 min
Ve

lo
ci

ty
 (µ

m
/m

in
)

co
nc

en
tra

tio
n 

gr
ad

ie
nt

(L
TB

4)
Lo

w
 

hi
gh

D
lre

ct
lo

na
ry

 (0
 to

 1
)

Pe
rc

en
ta

ge
 o

f 
ch

em
ot

ac
tic

 c
el

l (
%

)

RCCS

RCCS
Number of cells: 20    Up: 100%    Down: 0%

210

140

70

0

–70

–140

–210

X-axis [µm]

Y-
ax

is
 [µ

m
]

150

100

50

0

–50

–100

–150

Y-
ax

is
 [µ

m
]

–210 –140 –70 0 70 140 210 –150 –100 –50 0 50 100 150

Grademoch Tracking ToolTM
X-axis [µm]

Grademoch Tracking ToolTM

Number of cells: 20    Up: 100%    Down: 0%

4 ºC 200× 37 ºC 200× 37 ºC 600× 37 ºC 1 000×

SC

RCCS

Pe
rc

en
ta

ge
 o

f p
ha

go
cy

to
tic

 c
el

ls
 (%

)

Pe
rc

en
ta

ge
 o

f p
ha

go
cy

to
tic

 N
eu

 (%
)

Ph
ag

oc
yt

ot
ic

 in
de

x

10

8

6

4

2

0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

60

40

20

0

* *

SC
RCCS

SC
RCCS SC

RCCS

SC
RCCS SC

RCCS
SC

RCCS



888 · 研究论文 ·

对细菌等进行吞噬和杀灭[17-18]。因此, 微重力条件

下培养分化的中性粒细胞是否正常, 不仅要检测成

熟中性粒细胞表面标志物, 还要对其功能进行分析。

RCCS体系培养确实增强了中性粒细胞的趋化和

ROS产生等功能, 但2种体系培养的中性粒细胞吞噬

能力没有明显差异, 其原因尚需进一步研究。

细胞与细胞间和细胞与基质间的相互作用是

影响高效分化信号的一个重要原因。RCCS会产

生低剪切力和微重力影响细胞与细胞间或细胞与

基质间的相互作用[6,19]; 而且RCCS使细胞始终处

于悬浮状态, 有利于细胞间营养成分的交换[20]; 特
殊结构膜式氧合器更好地保证了氧气的供给与交

换[20]。RCCS产生的低剪切力和微重力通过抑制ρ/
ROCK(Rho-associated coil-containing protein kinase)
通路促进了血小板的形成, 产生的机械刺激促进骨

髓基质细胞向成骨细胞的分化, 但是RCCS培养对于

促进有功能的成熟中性粒细胞分化的机制尚需进一

步研究。综上所述, 旋转培养或者微重力条件不影

响造血干细胞向中性粒细胞分化, 且分化出的中性

粒细胞部分抗感染功能强于静置培养, 因此, 该种培

养体系对于旨在解决体外诱导出功能成熟的中性粒

细胞来预防机体感染的问题有一定的应用前景。此

外, 该研究结果提示, 人类微重力环境下太空探索对

机体内造血干细胞的多向分化能力和免疫细胞的功

能成熟可能有一定的影响, 如何应对这种变化还有

待今后的深入研究。
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