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(57)摘要

本发明公开了一种用于人类多潜能干细胞

的无血清培养基的配方，包括以下原料：无机盐

成分、有机物成分、氨基酸及氨基酸盐、能量物质

及代谢中间产物、维生素及抗氧化剂、蛋白质及

多肽、微量元素和显色物质；其培养流程分为：选

定基础配方、进行组合筛选、结果鉴定评估、新配

方试培养；并按以下方法配比：将上述原料加注

射用水至950毫升，并轻微搅拌至溶解，最后加入

2.438克碳酸氢钠，并轻微搅拌溶解，再加注射用

水至1升，再用1mol/L氢氧化钠溶液或1mol/L盐

酸溶液调pH至所需值，最后用0.1μm直径滤膜正

压过滤除菌，并将培养基溶液放置2℃‑8℃下避

光存储，解决了国内进口无血清配方成本高的问

题。
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1.一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养基，其特征在于，包括以下原料：无机盐成

分、有机物成分、氨基酸及氨基酸盐、能量物质及代谢中间产物、维生素及抗氧化剂、蛋白质

及多肽、微量元素和显色物质；

其中，所述蛋白质及多肽具体的重量配比包括有：转铁蛋白4000mg、胰岛素1200mg、碱

性成纤维细胞生长因子2.0mg、表皮生长因子1.65mg、人血清白蛋白856.36mg、孕酮150mg；

所述微量元素具体的重量配比包括有：五水硫酸铜0.0013mg、九水硝酸铁0.05mg、七水

硫酸亚铁0.417mg、七水硫酸锌0.432mg、二水氟化银0.0085mg、十八水硫酸铝0.049mg、二水

氯化钡0.0092mg、八水硫酸镉0.0008mg、七水硫酸钴0.0057mg、九水硝酸铬0.0038mg、水合

偏锗酸钠0.0009mg、五水亚硒酸钠0.013mg、溴化钾0.0071mg、二水碘化钠0.0007mg、七水硫

酸锰0.0025mg、九水硅酸钠0.034mg、二水偏钒酸钠0.06mg、二水钼酸钠0.074mg、六水二氯

化镍0.0086mg、氯化铷0.0017mg、三水锡酸钾0.0054mg、二水硝酸氧锆0.004mg；

所述无机盐成分具体的重量配比包括有：无水氯化钙116.6mg、氯化钾311.8mg、氯化镁

28.64mg、无水硫酸镁48.84mg、氯化钠6999.5mg、无水磷酸二氢钠54.35mg和磷酸氢二钠

71.02mg；

所述有机物成分具体的重量配比包括有：4‑丁二胺二盐酸盐0.081mg、丙酮酸钠55mg、

盐酸吡哆醛2mg、盐酸吡哆醇0.031mg；

所述氨基酸及氨基酸盐具体的重量配比包括有：L‑亮氨酸59.05mg、L‑赖氨酸盐酸盐

91.25mg、L‑蛋氨酸17.24mg、L‑苯丙氨酸35.48mg、L‑丝氨酸26.25mg、L‑苏氨酸53.45mg、L‑

丙氨酸4.45mg、L‑天门冬酰胺7.5mg、L‑天门冬氨酸6.65mg、L‑半胱氨酸盐酸盐26.34mg、L‑

谷氨酸11.03mg、L‑精氨酸盐酸盐147.5mg、L‑脯氨酸17.25mg、L‑胱氨酸盐酸盐31.29mg、L‑

色氨酸9.02mg、L‑谷氨酰胺365mg、L‑酪氨酸38.4mg、甘氨酸28.13mg、L‑缬氨酸52.85mg、L‑

组氨酸盐酸盐31.48mg、L‑异亮氨酸54.47mg、L‑羟脯氨酸6.82mg；

所述能量物质及代谢中间产物具体添加的重量配比包括有：亚油酸0 .042mg、肌醇

12.6mg、氯化胆碱8.98mg、烟酰胺2.02mg、D‑葡萄糖3151mg、胸苷0.365mg、次黄嘌呤2mg；

所述维生素及抗氧化剂具体的重量配比包括有：硫辛酸0.105mg、维生素H  0.0035mg、

D‑泛酸钙2.24mg、叶酸2.65mg、核黄素0.219mg、盐酸硫胺2.17mg、维生素B2  0.4mg、维生素

B12  0.68mg、维生素C‑2‑磷酸盐87.54mg；

所述的无血清培养基的培养流程分为：选定基础配方、进行组合筛选、结果鉴定评估、

新配方试培养；并按以下方法配比：

S1：将上述原料加水温为20℃‑30℃的注射用水至950毫升，并轻微搅拌至溶解；

S2：加入2.438克碳酸氢钠，并轻微搅拌溶解，再加注射用水至1升；

S3：选择用1mol/L氢氧化钠溶液或1mol/L盐酸溶液调pH至所需值；

S4：用0.1μm直径滤膜正压过滤除菌，并将培养基溶液放置2℃‑8℃下避光存储。

2.根据权利要求1所述的无血清培养基，其特征在于，所述显色物质为8.1mg的酚红溶

液。

3.根据权利要求1所述的无血清培养基，其特征在于，针对S4中培养基溶液的性状为：

溶解性、完全溶解、溶液澄明。

4.一种如权利要求1～3中任一项所述的无血清培养基在人类多潜能干细胞培养、心肌

诱导培养和神经细胞诱导培养中的用途。
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一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养基的配方

技术领域

[0001] 本发明涉及生物制药技术领域，具体为一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养

基的配方。

背景技术

[0002] 生物制药是国家发展的重点项目之一。其独特之处在于生物药物只能用活性载体

如细胞来表达。传统的化学合成方式不能用于生物药及疫苗的生产。作为生物制药所必需

的支柱性原材料，细胞培养基的等级和相应生产工艺流程的放大直接反映了国家生物制药

工业的发展水平及药物成本的高低。目前高等级无血清培养基的开发与生产技术及全球细

胞培养基市场基本由Sigma、Life、HYCLONE  等美国公司所垄断，因此国内生物制药企业在

供货时间及成本上受制于人，这也是阻碍国内企业大规模产业化和以低成本与国际生物制

药企业竞争的主要因素之一。中国2010版药典及GMP法规对国内生物制药企业所用细胞培

养基提出了更高的要求，尽管已批准的一些老产品还准许使用含血清培养基，无血清培养

基已是当前新药物报批的必要条件。但由于国内尚无高质量的、产业化的无血清细胞培养

基产品，国内企业所使用的高等级无血清细胞培养基还基本全部依赖进口。本发明开发的

无血清细胞培养基产品居于国际先进水平，将填补国内无血清细胞培养基高端产品的空

白。

[0003] 由于研发技术人员和工业化生产技术的匮乏，目前国内的无血清细胞培养基研发

和生产技术还处在较低水平。根据被默克（Merck）公司收购的国内培养基公司，北京清大天

一生物技术有限公司，2008年4  月公布的数据显示，清大天一的无血清培养基可以支持大

约300  mg/L 的抗体产量。与目前国外培养基支持的平均2‑3g/L 的产量相比还有10  倍的

差距。这个差距意味着使用目前国内最大的培养基公司的产品所生产的生物药，要比使用

国外培养基公司所生产的生物药高10  倍的价钱才能达到同样的盈利。市场上另外一家国

内企业仅能生产配方公开并需配合血清一起使用的低端商业化产品，年产量不到30 吨，供

已批准的老的疫苗产品使用。其余生物仿制药及高端疫苗所使用的高附加值无血清细胞培

养基全部依赖进口。因此有必要自主研发属于我国自己的无血清细胞大规模工业化培养技

术。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养基的配方，其无

血清细胞培养基产品居于国际先进水平，将填补国内高等级细胞培养基高端产品的空白，

以解决上述背景技术中提出的问题。

[0005] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：一种用于人类多潜能干细胞的无血

清培养基的配方，包括以下原料：无机盐成分、有机物成分、氨基酸及氨基酸盐、能量物质及

代谢中间产物、维生素及抗氧化剂、蛋白质及多肽、微量元素和显色物质；其培养流程分为：

选定基础配方、进行组合筛选、结果鉴定评估、新配方试培养；并按以下方法配比：
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[0006] S1：将上述原料加水温为20℃‑30℃ 的注射用水至950毫升，并轻微搅拌至溶解；

[0007] S2：加入2.438克碳酸氢钠，并轻微搅拌溶解，再加注射用水至1升；

[0008] S3：选择用1mol/  L氢氧化钠溶液或1mol/L盐酸溶液调pH至所需值；

[0009] S4：用0.1μm直径滤膜正压过滤除菌，并将培养基溶液放置2℃‑8℃下避光存储。

[0010] 优选的，无机盐成分具体的重量配比包括有：无水氯化钙116 .6mg、氯化钾

311.8mg、氯化镁28.64mg、无水硫酸镁48.84mg、氯化钠6999.5mg、无水磷酸二氢钠54.35mg

和磷酸氢二钠71.02mg。

[0011] 优选的，有机物成分具体的重量配比包括有：4‑丁二胺二盐酸盐0.081mg、  丙酮酸

钠55mg、盐酸吡哆醛2mg、盐酸吡哆醇0.031mg。

[0012] 优选的，氨基酸及氨基酸盐具体的重量配比包括有：L‑亮氨酸59.05mg、  L‑赖氨酸

盐酸盐91 .25mg、L‑蛋氨酸17 .24mg、L‑苯丙氨酸35 .48mg、L‑丝氨酸26 .25mg、L‑苏氨酸

53.45mg、L‑丙氨酸4.45mg、L‑天门冬酰胺7.5mg、L‑天门冬氨酸6.65mg、L‑半胱氨酸盐酸盐

26.34mg、L‑谷氨酸11.03mg、L‑精氨酸盐酸盐  147.5mg、L‑脯氨酸17.25mg、L‑胱氨酸盐酸盐

31.29mg、L‑色氨酸9.02mg、L‑谷氨酰胺365mg、L‑酪氨酸38.4mg、甘氨酸28.13mg、L‑缬氨酸

52.85mg、L‑组氨酸盐酸盐31.48mg、L‑异亮氨酸54.47mg、L‑羟脯氨酸6.82mg。

[0013] 优选的，能量物质及代谢中间产物具体添加的重量配比包括有：亚油酸  0.042mg、

肌醇12.6mg、氯化胆碱8.98mg、烟酰胺2.02mg、D‑葡萄糖3151mg、胸苷0.365mg、次黄嘌呤

2mg。

[0014] 优选的，维生素及抗氧化剂具体的重量配比包括有：硫辛酸0 .105mg、维生素

H0 .0035mg、D‑泛酸钙2.24mg、叶酸2.65mg、核黄素0.219mg、盐酸硫胺2.17mg、  维生素

B20.4mg、维生素B120.68mg、维生素C‑2‑磷酸盐87.54mg。

[0015] 优选的，蛋白质及多肽具体的重量配比包括有：转铁蛋白4000mg、胰岛素  1200mg、

碱性成纤维细胞生长因子2.0mg、表皮生长因子1 .65mg、人血清白蛋白856 .36mg、孕酮

150mg。

[0016] 优选的，微量元素具体的重量配比包括有：五水硫酸铜0.0013mg、九水硝酸铁

0.05mg、七水硫酸亚铁0.417mg、七水硫酸锌0.432mg、二水氟化银0.0085mg、  十八水硫酸铝

0.049mg、二水氯化钡0.0092mg、八水硫酸镉0.0008mg、七水硫酸钴0.0057mg、九水硝酸铬

0.0038mg、水合偏锗酸钠0.0009mg、五水亚硒酸钠0.013mg、溴化钾0.0071mg、二水碘化钠

0.0007mg、七水硫酸锰0.0025mg、九水硅酸钠0.034mg、二水偏钒酸钠0.06mg、二水钼酸钠

0.074mg、六水二氯化镍  0.0086mg、氯化铷0.0017mg、三水锡酸钾0.0054mg、二水硝酸氧锆

0.004mg。

[0017] 优选的，显色物质为8.1mg的酚红溶液。

[0018] 优选的，针对S4中培养基溶液的性状为：溶解性、完全溶解、溶液澄明。

[0019] 优选的，针对S3中PH值调配：加NaHCO3为6.60‑7.20，不加NaHCO3为5.50‑6.10；渗

透压为：加NaHCO3为277‑312，不加NaHCO3为234‑258；其细菌内毒素≤10EU/ml；微生物检查

≤1000CFU/g。

[0020] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：

[0021] 本用于人类多潜能干细胞的无血清培养基的配方，其无血清细胞培养基产品居于

国际先进水平，将填补国内高等级细胞培养基高端产品的空白，其具备市场大、用途广等优
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点，所有以细胞为平台生产的疫苗、大分子生物药物（包括：单克隆抗体、重组蛋白药）都需

要使用无血清细胞培养基，解决了国内进口配方成本高的问题。

附图说明

[0022] 图1为本发明的整体流程图；

[0023] 图2为本发明实施例二示意图；

[0024] 图3为本发明实施例二示意图；

[0025] 图4为本发明实施例三示意图；

[0026] 图5为本发明实施例三示意图。

具体实施方式

[0027] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于

本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他

实施例，都属于本发明保护的范围。

[0028] 请参阅图1，本发明提供一种技术方案：一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养

基的配方，包括以下原料：无机盐成分、有机物成分、氨基酸及氨基酸盐、能量物质及代谢中

间产物、维生素及抗氧化剂、蛋白质及多肽、微量元素和显色物质；其中，无机盐成分具体的

重量配比包括有：无水氯化钙116 .6mg、氯化钾311 .8mg、氯化镁28 .64mg、无水硫酸镁

48.84mg、氯化钠6999.5mg、无水磷酸二氢钠54.35mg和磷酸氢二钠71.02mg；有机物成分具

体的重量配比包括有：4‑丁二胺二盐酸盐0.081mg、丙酮酸钠55mg、盐酸吡哆醛2mg、盐酸吡

哆醇0.031mg；氨基酸及氨基酸盐具体的重量配比包括有：L‑亮氨酸59.05mg、  L‑赖氨酸盐

酸盐91 .25mg、L‑蛋氨酸17 .24mg、L‑苯丙氨酸35 .48mg、L‑丝氨酸26 .25mg、L‑苏氨酸

53.45mg、L‑丙氨酸4.45mg、L‑天门冬酰胺7.5mg、L‑天门冬氨酸6.65mg、L‑半胱氨酸盐酸盐

26.34mg、L‑谷氨酸11.03mg、L‑精氨酸盐酸盐  147.5mg、L‑脯氨酸17.25mg、L‑胱氨酸盐酸盐

31.29mg、L‑色氨酸9.02mg、L‑谷氨酰胺365mg、L‑酪氨酸38.4mg、甘氨酸28.13mg、L‑缬氨酸

52.85mg、L‑组氨酸盐酸盐31.48mg、L‑异亮氨酸54.47mg、L‑羟脯氨酸6.82mg；能量物质及代

谢中间产物具体添加的重量配比包括有：亚油酸  0.042mg、肌醇12.6mg、氯化胆碱8.98mg、

烟酰胺2.02mg、D‑葡萄糖3151mg、胸苷0.365mg、次黄嘌呤2mg；维生素及抗氧化剂具体的重

量配比包括有：硫辛酸0.105mg、维生素H0.0035mg、D‑泛酸钙2.24mg、叶酸2.65mg、核黄素

0.219mg、盐酸硫胺2.17mg、维生素B20.4mg、维生素B120.68mg、维生素C‑2‑磷酸盐87.54mg；

蛋白质及多肽具体的重量配比包括有：转铁蛋白4000mg、胰岛素  1200mg、碱性成纤维细胞

生长因子2.0mg、表皮生长因子1.65mg、人血清白蛋白856.36mg、孕酮150mg；微量元素具体

的重量配比包括有：五水硫酸铜0.0013mg、九水硝酸铁0.05mg、七水硫酸亚铁0.417mg、七水

硫酸锌0.432mg、二水氟化银0.0085mg、十八水硫酸铝0.049mg、二水氯化钡0.0092mg、八水

硫酸镉0.0008mg、七水硫酸钴0.0057mg、九水硝酸铬0.0038mg、水合偏锗酸钠0.0009mg、五

水亚硒酸钠0.013mg、溴化钾0.0071mg、二水碘化钠0.0007mg、七水硫酸锰0.0025mg、九水硅

酸钠0.034mg、二水偏钒酸钠0.06mg、二水钼酸钠0.074mg、六水二氯化镍  0.0086mg、氯化铷

0.0017mg、三水锡酸钾0.0054mg、二水硝酸氧锆0.004mg；显色物质为8.1mg的酚红溶液。
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[0029] 其培养流程分为：在配方库中选定基础配方、在培养箱中进行组合筛选、用软件进

行结果鉴定评估、新配方试培养；并按以下方法配比：

[0030] 第一步：将上述原料加水温为20℃‑30℃ 的注射用水至950毫升，并轻微搅拌至溶

解；

[0031] 第二步：加入2.438克碳酸氢钠，并轻微搅拌溶解，再加注射用水至1升；

[0032] 第三步：选择用1mol/  L氢氧化钠溶液或1mol/L盐酸溶液调pH至所需值；其PH值调

配：加NaHCO3为6.60‑7.20，不加NaHCO3为5.50‑6.10；渗透压为：加NaHCO3为277‑312，不加

NaHCO3为234‑258；其细菌内毒素≤10EU/ml；微生物检查≤1000CFU/g；

[0033] 第四步：用0.1μm直径滤膜正压过滤除菌，并将培养基溶液放置2℃‑8℃下避光存

储；其培养基溶液的性状为：溶解性、完全溶解、溶液澄明。

[0034] 实施例一：

[0035] 一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养基的配方，包括以下原料：无机盐成分、

有机物成分、氨基酸及氨基酸盐、能量物质及代谢中间产物、维生素及抗氧化剂、蛋白质及

多肽、微量元素和显色物质；按上述方法进行人多能干细胞的扩增培养。

[0036] 人多能干细胞的扩增培养：在配制好的培养基溶液中加入新鲜配制的bFGF(即：碱

性成纤维细胞生长因子，每升培养基加入bFGF  2mg)、β‑巯基乙醇(每升培养液加入β‑巯基

乙醇7μl)；维持人多能干细胞的未分化状态，通过扩增培养，使多能干细胞自我更新、增殖，

从而达到增加细胞数量、扩大储备、可进行后续分装、保种的目的；与当前市场同类产品 

(DMEM/F12+Knockout  SR(Invitrogen公司)、StemPro  hESC  SFM培养基、KnockOutTM  CTSTM 

ZenoFree培养基)  相比，在细胞集落形态方面并无差异；人多能干细胞在未分化状态下表

达一种特异性蛋白，即SSEA‑4  (stage  specific  embryonic  antigen‑4，阶段特异性胚胎

抗原‑4)，本配方培养基与市场同类产品之间就SSEA‑4+阳性细胞占比而言，并无显著性差

异。

[0037] 实施例二：

[0038] 请参阅图2‑3：一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养基的配方，包括以下原

料：无机盐成分、有机物成分、氨基酸及氨基酸盐、能量物质及代谢中间产物、维生素及抗氧

化剂、蛋白质及多肽、微量元素和显色物质；按上述方法进行心肌诱导培养，其培养流程分

为：悬滴培养3天+悬浮培养2天+贴壁培养5天，同时加入维生素C  (每升培养液加入

ascorbic  acid  128.05  mg)。

[0039] 心肌诱导培养：利用人类多能干细胞系IMR90‑1  (Wicell  Research  Institute, 

Madison,  WI,  USA)，诱导培养之前先通过电转染的手段将报告基因MHC‑eGFP  (肌球蛋白

重链启动子驱动的绿色荧光蛋白表达，在诱导培养开始之后，一旦干细胞向心肌分化，开始

表达心肌特异性的MHC之时，就会有绿色荧光出现)转染至IMR90‑1，随后用不同的诱导培养

系统(分别为IMEM+15%SR(Invitrogen公司)、IMEM+15%胎牛血清、本配方培养基（无血清）、

DMEM/F12+15%胎牛血清、DMEM(高糖)+15%  胎牛血清)  对其进行诱导培养，按照图2标示的

日程，在不同时间点取样，以资对比不同培养基的诱导效能；从对比结果显示，以第3、5、7天

细胞的存活率及第7天生成的心肌细胞占比为评价指标  (图3)，可知本培养基优于当前市

场上的同类产品  (*  p<0.05  差异具有显著性，与其他任一相比)。

[0040] 实施例三：
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[0041] 请参阅图4‑5：一种用于人类多潜能干细胞的无血清培养基的配方，包括以下原

料：无机盐成分、有机物成分、氨基酸及氨基酸盐、能量物质及代谢中间产物、维生素及抗氧

化剂、蛋白质及多肽、微量元素和显色物质；按上述方法进行神经诱导：在配制好的培养基

溶液以HS‑5细胞系作为饲养层，同时加入NT‑3(每升培养基加入NT‑3  1342mg)。

[0042] 神经诱导培养：利用人类多能干细胞系iPS‑1  (Wicell  Research  Institute , 

Madison,  WI,  USA)，通过将其与人骨髓基质细胞系HS‑5共培养  (图4)，来达到将多能干细

胞向神经细胞方向诱导培养的目的；拟对比的当前市场同类产品有DMEM/F12+10%  胎牛血

清、Knockout  DMEM+10%  SR(Invitrogen 公司)、Neurobasal培养基；按照图4的培养法诱导

培养2周后，以细胞存活率、Nestin+细胞  (Nestin是由神经前体细胞特异性表达出的一种

细胞表面标志物) 的占比作为评价指标，来对比不同培养基对多能干细胞神经诱导培养的

效能；对比结果显示，尽管在细胞存活率方面，多种培养基并无显著性差异，但就Nestin+细

胞占比而言，本配方培养基优于当前市场同类产品(图5；*  p<0.05  差异具有显著性，与其

他任一相比)。

[0043] 综上所述：本用于人类多潜能干细胞的无血清培养基的配方，其无血清细胞培养

基产品居于国际先进水平，将填补国内高等级细胞培养基高端产品的空白，其具备市场大、

用途广等优点，所有以细胞为平台生产的疫苗、大分子生物药物（包括：单克隆抗体、重组蛋

白药）都需要使用无血清细胞培养基，解决了国内进口配方成本高的问题。

[0044] 以上所述，仅为本发明较佳的具体实施方式，但本发明的保护范围并不局限于此，

任何熟悉本技术领域的技术人员在本发明揭露的技术范围内，根据本发明的技术方案及其

发明构思加以等同替换或改变，都应涵盖在本发明的保护范围之内。
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