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摘要:间充质干细胞(MSCs)因具有自我复制与多向分化能力,在再生医学中前景广阔. 但大部分制剂采用

冻存工艺,对新鲜制剂研究较少. 本次对新鲜制剂在2～8 ℃条件下的稳定性进行研究,为临床应用提供科

学依据. 样本来源脂肪组织,经胶原酶消化和离心获得高纯度细胞,利用红细胞裂解液清除杂质,经细胞计

数后接种培养,最后添加冻存液制成种子细胞库备用. 通过添加一定比例的复方电解质和人血白蛋白制备

新鲜制剂,在2～8℃条件下,静置0、6、9 h,以研究其稳定性. 研究结果显示:细胞表达 CD90、CD105和

CD73,不表达CD34和CD45,具有良好成脂、成骨分化能力且无菌. pH、成脂分化、成骨分化、细胞数量、细

胞活率、流式表型、淋巴细胞增殖抑制结果均符合设定标准,9 h内细胞依然有良好的生物学活性.
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MSCs广泛分布于人体多种组织中，如骨髓、脂

肪组织、牙髓、皮肤成纤维细胞等［w］。脂肪组织因

易获得、采集便捷以及对供体影响小等优势，近年

来成为研究热点，是获取MSCs的理想来源。在 临

床实践中，MSCs已有效支持造血干细胞移植，促进

造血功能恢复，提高移植成功率。同 时，MSCs具有

免疫调节作用，有助于修复损伤组织［3］。对于自身

免疫性疾病，如系统性红斑狼疮、硬皮病和炎症性

肠病等，同样展现出了显著的疗效。特 别是在治疗

膝关节骨关节炎（OA）方面，因其能够分化为软骨

细胞并有效控制关节炎症，成为研究的一大焦点。

尽管MSCs在临床治疗中表现出了巨大的潜力，但

关于其制剂稳定性的研究仍需进一步深人。

1 材料与方法

1.1 概述

遵循国家药品监督管理局药品审评 中心在

2023年发布的《人源干细胞产品药学研究与评价技

术指导原则（试行）》［4］，稳定性研究已成为一项必

要工作，内容包括代表性原液、成品和需要临时或

阶段性冻存的工艺中间品［5］。在进行研究时，应当

参照生物制品稳定性研究的技术规范，如ICH Q5C 

指南。鉴 于制剂的有效成分是活细胞，储存过程中

的温度、时间及条件变化均可能对制剂的质量产生

显著影响，包括细胞的状态、数量、活率、表面标记

以及生物学活性等。在 本研究中，对制剂在2〜8T 

储存条件下不同储存时间的稳定性进行了详细考

察，旨在确保细胞在临床应用中的性能达标，为

MSCs的临床应用提供坚实的科学基础和技术支持。

1.2 材料

1.2.1 试剂及设备

培养基（SCM015，默克公司）、人血白蛋白（华

兰生物）、复方电解质注射液（四川科伦药业）、

DMSO（默克公司）、0. 1%明胶溶液（默克公司）、胰

蛋白酶-EDTA消化液（默克公司）、T75细胞培养瓶

（无锡耐思生物科技）、细胞计数器/细胞计数仪（美
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国Nexcelom ）、流 式 细胞仪（BD公 司）、显 微镜

（徕卡）。

1.2.2 细胞建库

间充质干细胞（MSCs）的分离与培养:在无菌条

件下，将脂肪组织经70 pn滤网去除杂质，离心收

集细胞悬液。利 用 AOPI荧 光计数法调整细胞密

度，在完全培养基中进行初培养，并定期更换培养基

以促进贴壁生长。之 后，将细胞重悬于添加FGF-2

的扩增培养基中，接种于预处理板，在37 °C .5% CO2

环境中培养，定期更换培养基以促进细胞增殖。当

细胞融合度至80%时，用胰蛋白酶-EDTA消化，按

需密度接种新板，继续扩增或冻存，进行5次传代建

立细胞库。

1.2.3 制剂和稳定性研究

取冻存细胞株进行复苏，采用37 T水浴恢复细

胞活力。在 显微镜下观察细胞状态，应呈现纤维细

胞样形态（纺锤形和梭形）贴壁生长，形态均一。在

复苏时，细胞经NaCl注射液洗涤，离心去除冻存保

护剂。荧 光计数后，将细胞重悬于0.5%〜1.0%人

血白蛋白的复方电解质注射液中，调整细胞终浓度

为 1. OxlO7 cells/mL。

将制剂储存在2~8 t冰箱中，以模拟临床储存

条件。分 别在0、6、9h取样，进行包括外观、无菌、

pH及细胞功能（成脂、成骨分化）的检测，以及细胞

数量、活率和表型（CD90.CD105.CD73阳性，CD34、

CD45阴性），并检测其免疫调节功能。以 评估在

0.5%〜1.0%人血白蛋白复方电解质注射液保护下

细胞功能与活性。

1.3 检测方法

外观检查：目视法，为澄清乳白色液体，无明显

可见细胞聚团，与初始外观相比无明显变化。

无菌检测:按《中华人民共和国药典》2020年第

三部“薄膜过滤法”进行无菌检查。结 果应为阴性。

细胞数和细胞活率:采用自动细胞计数仪，活

率不低于80% 。

成骨分化:茜素红染色，显微镜观察呈现深红色。

成月旨分化:油红0染色，显微镜下观察呈现红色。

流式表型：流式分析，阳性标记 CD73、CD90、

CD105表达应彡95.0% 。

淋巴细胞增殖抑制:流式分析，抑制率应彡25%。

2 结果

三批制剂2~8 T不 同时间节点的结果详见

表1。

表1 三批制剂2-8 °C不同时间节点的结果

批次 MSC-P001 MSC-P002 MSC-P003

时间节点 0 h 6 h 9 h 0 h 6 h 9 h Oh 6 h 9 h 

外观 正常 正常 正常 正常 正常 正常 正常 正常 正常

无菌 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性

pH 6. 60 6. 52 6.51 6. 60 6. 56 6.55 6. 59 6. 57 6. 54

成脂分化 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性

成骨分化 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性

细胞数量/(X107 • ml/1) 1.05 1.06 1.05 1.05 1.02 0. 97 1.04 1.02 1.02

细胞活率/% 96.21 94. 52 94. 46 96.40 94. 92 94. 46 95.36 93. 10 93. 13

CD34、CD45 表达率/% 0.2 0.3 1.8 0.4 0.2 0.7 0.7 0.3 0.3

CD73表达率/% 99.5 99.4 98.6 99.6 99.7 99.6 99.3 99.7 99.8

CD90表达率/% 99.8 99.6 98.6 99.8 99.9 99.5 99.4 99.7 99.8

CD105表达率/% 99.5 99.2 98.5 99.7 99.8 99.3 99.3 99.7 99.8

淋巴细胞增殖抑制/% 81.39 56. 02 55.69 61. 13 59. 50 60. 00 91.83 62. 26 48. 80
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三批次细胞在 2~8 t储 存后，初 始活率近

100%，显示良好起始状态。随 时间推移，各批次活

率虽有下降，但最高仅降3. 11%，仍保持高活性（图

la）o细 胞数量稳定，无菌且形态正常，具备成骨与

成脂分化能力，均符合实验标准，表明储存条件有

效维护了细胞性能，适合进一步研究。

图1 制剂稳定性表征

（a）细胞活率;（b） CD34、CD45表达率；

（0）淋 巴细胞增殖抑制；（d） CD73表达率

三个批次 MSCs在 0、6、9 h检 测中，CD34与

CD45表达极低且无显著变化，表明细胞未分化为

造血细胞，维 持 了原细胞特性（图 lb）o同 时 ，

CD73、CD90、CD105等 特异性标记物表达稳定，尤

其是CD73与 CD90,CD105虽 有波动但总体一致 ，

显示MSCs纯 度和生物学活性得以保持（图 Id）。

此外，MSCs显著抑制淋巴细胞增殖，且随时间延长

抑制率略增，暗示其免疫调节功能可能有所增强，

具体机制待深人探究（图lc）。

综上，三批次 MSCs（MSC-P001、MSC-P002、MSC-

P003）在2~8 T下，细胞数量稳定，活率超80%，表面

标记 CD73、CD90、CD105 高表达（＞95%），CD34、

CD45低 表达，符合ISCT标 准。同 时，细胞具备成

骨、成脂分化能力及高淋巴细胞增殖抑制率，显示

其良好的分化与免疫调节功能。

3 讨论

MSCs稳定性研究是明确其药品储存条件与有

效期的基础，细胞生物学活性直接影响临床应用效

果。本 研究采用含0.5%~1.0%人血白蛋白的复方

电解质注射液作为保护剂，发现三批次MSCs在体

外保存9h内稳定性良好。尽 管活性略有下降，但

关键表面标记物CD73、CD90、CD105高 表达，且淋

巴细胞增殖抑制能力持续，支持临床即时应用。然

而，保存条件对MSCs活性影响显著，未来需深人探

索不同条件（温度、培养基、气体环境）下的稳定性，以

优化保存方法，延长保存期限。在 细胞制剂开发过程

中，需全面考察储存、运输、使用的稳定性，确保临床

应用安全，为临床转化奠定坚实的科学和技术基础。
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