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人脐带间充质干细胞制剂大规模生产中稳定性研究
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摘要: 人脐带间充质干细胞在再生医学中应用广泛, 但较少有研究关注间充质干细胞制剂生产中的稳定性。本

研究通过对生产过程中细胞原液、半成品稳定性研究及制剂复苏稳定性研究, 为生产过程提供依据, 为制剂复苏使

用方法提供参考。采用 3批次细胞制剂, 取生产过程中细胞原液、半成品分别静置在低温 (2～8 ℃) 及室温 (20～

26 ℃) 条件下储存, 细胞原液储存时间间隔为 0、2、4、6 h, 半成品储存时间间隔为 0、1、2、3 h, 考察项目包括外观检

查、活细胞浓度、细胞活率、细胞表面标记、淋巴细胞增殖抑制率及无菌检查。此外, 取细胞制剂复苏后分别进行稀

释和培养稳定性探索, 复苏稀释液分别为 0.9%氯化钠注射液、0.9%氯化钠注射液+ 1%人血白蛋白、0.9%氯化钠注

射液+ 2% 人血白蛋白 , 稀释倍数包括 10 倍及 40 倍 , 稀释后静置时间间隔为 0、1、2、3、4 h。复苏培养液分别为

DMEM培养基、DMEM + 2%血小板裂解物、0.9%氯化钠注射液、0.9%氯化钠注射液+ 1%人血白蛋白, 培养时间为

24 h。考察项目为活细胞浓度及细胞活率。实验结果表明, 细胞原液在低温 (2～8 ℃) 及室温 (20～26 ℃) 条件下

静置 6 h内均维持稳定, 细胞半成品在同样条件下静置 3 h内维持稳定。制剂复苏后, 使用含 1%或 2%人血白蛋白

的氯化钠注射液稀释, 在 4 h内细胞活率维持在 80%以上。不同稀释倍数对细胞活性存在影响。制剂复苏后, 使用

含 2%血小板裂解物的完全培养基培养 24 h后, 细胞活率达到 80%以上。综上表明, 细胞原液在 6 h内、细胞半成品

在3 h内稳定性均满足要求, 细胞制剂复苏后稀释液中添加1%或2%人血白蛋白更好保护细胞活性。
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medicine, but there is limited research on the stability of UC-MSCs formulation during production. This study aims 

to assess the stability of the cell stock solution and intermediate product throughout the production process, as well 

as the final product following reconstitution, in order to offer guidance for the manufacturing process and serve as 

a reference for formulation reconstitution methods. Three batches of cell formulation were produced and stored 

under low temperature (2−8 ℃ ) and room temperature (20−26 ℃ ) during cell stock solution and intermediate 

product stages. The storage time intervals for cell stock solution were 0, 2, 4, and 6 h, while for intermediate 

products, the intervals were 0, 1, 2, and 3 h. The evaluation items included visual inspection, viable cell 

concentration, cell viability, cell surface markers, lymphocyte proliferation inhibition rate, and sterility. 

Additionally, dilution and culture stability studies were performed after reconstitution of the cell product. The 

reconstitution diluents included 0.9% sodium chloride injection, 0.9% sodium chloride injection + 1% human 

serum albumin, and 0.9% sodium chloride injection + 2% human serum albumin, with dilution ratios of 10-fold 

and 40-fold. The storage time intervals after dilution were 0, 1, 2, 3, and 4 h. The reconstitution culture media 

included DMEM medium, DMEM + 2% platelet lysate, 0.9% sodium chloride injection, and 0.9% sodium chloride 

injection + 1% human serum albumin, and the culture duration was 24 h. The evaluation items were viable cell 

concentration and cell viability. The results showed that the cell stock solution remained stable for up to 6 h under 

both low temperature (2 − 8 ℃ ) and room temperature (20 − 26 ℃ ) conditions, while the intermediate product 

remained stable for up to 3 h under the same conditions. After formulation reconstitution, using sodium chloride 

injection diluted with 1% or 2% human serum albumin maintained a viability of over 80% within 4 h. It was 

observed that different dilution factors had an impact on cell viability. After formulation reconstitution, cultivation 

in medium with 2% platelet lysate resulted in a cell viability of over 80% after 24 h. In conclusion, the stability of 

cell stock solution within 6 h and intermediate product within 3 h meets the requirements. The addition of 1% or 

2% human serum albumin in the reconstitution diluent can better protect the post-reconstitution cell viability.

Key words: umbilical cord mesenchymal stem cell; production; cell stock solution; cell intermediate product; 

cell product; stability

间充质干细胞是一类具备免疫调节能力及再生潜

能的干细胞, 主要起源于中胚层, 广泛存在于骨髓、脂

肪、脐带、胎盘、乳牙等组织中[1-4]。2006年由国际细胞

治疗协会 (International Society for Cell & Gene Therapy, 

ISCT) 定义了间充质干细胞的最低标准, 包括细胞培

养特性、表面标记表达及分化潜能[5]。新生儿废弃的

脐带华通氏胶组织中含有丰富的间充质干细胞, 其具

有来源广泛、伦理争议小、扩增能力强等优势, 被认为

是异体治疗的重要来源[6,7], 目前在国内作为药品注册

申报并获得临床批件的脐带间充质干细胞产品就有多

达约 40项, 治疗的适应症包括移植物抗宿主病、膝骨

关节炎、类风湿性关节炎、急性呼吸窘迫综合征、狼疮

肾炎、慢加急性肝衰竭等, 远超过其他组织来源的间充

质干细胞产品[8]。

依据国家药品监督管理局药品审评中心 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) 》要求, 对于间充质干细胞制剂, 应开展相应

稳定性研究, 内容包括代表性原液 (如有)、成品和需要

临时或阶段性冻存的工艺中间品[9]。通过在 Pubmed 

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) 网站上以关键词进行

检索, 发现目前已发表的文献中主要集中在制剂运输

及使用稳定性, 及对各类保存介质的研究, 很少有研究

关注制剂生产过程中稳定性[10-14]。

本研究主要目的是探索间充质干细胞制剂大规模

生产过程中稳定性。相较于实验室规模的生产, 规模

化生产过程中细胞处理时间增加, 可能导致细胞特性

发生变化, 包括细胞活率、细胞表面标记及生物学活性

等, 进而可能影响最终制剂的质量。在间充质干细胞

制剂生产中, 一般将刚消化后的细胞称为细胞原液, 将

灌装之前的细胞称为半成品, 最终包装完成的细胞称

为制剂。从整个生产过程来看, 原液、半成品及制剂是

3个关键环节, 对其充分研究有利于全面了解整个生

产过程中细胞特性变化。因此, 在本研究中, 作者对原

液、半成品及制剂进行了稳定性考察, 考察其在不同温

度下存放不同时间细胞特性的变化, 基于“质量源于设

计”的理念, 可以为工艺制定合理的控制参数提供依

据, 以确保生产出的细胞满足临床应用的需求。同时, 

本研究也为同类产品的稳定性研究提供了有意义的

参考。

材料与方法

试剂及设备 人血白蛋白 (批号: 202209061) 购自

华兰生物工程股份有限公司; 0.9%氯化钠注射液 (批
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号 : S23053515) 购自四川科伦药业股份有限公司 ; 

CTSTM TrypLETM Select 酶 (批号: 2495282)、 DPBS (批

号: 2562527) 购自美国 ThermoFisher公司; DMSO (批

号 : USP21F1) 购自德国 WAK-Chemie Medical GmbH

公司 ; 自动细胞计数仪 (Vi-CELL XR Cell Viability 

Analyzer, 美国Backman公司); 流式分析仪 (FACSCali‐

burTM, 美国BD Biosciences公司)。

人脐带间充质干细胞制剂生产 本研究选用 2份

脐带来源的 3支主细胞库细胞, 1支细胞为 1个生产批

次。每支细胞经 37 ℃水浴复融后, 进行接种培养并进

行连续传代直至制剂代次。待细胞融合度达到 85%～

95%后, 往多个培养容器中加入重组胰酶同时消化, 并

将消化后所有细胞悬液收集至 1个储液袋中, 从而得

到细胞原液。原液经过DPBS洗涤浓缩后, 按 1∶1比例

添加冻存保护液, 获得半成品。半成品经过批量细胞

灌装及程序降温, 形成一个批次的细胞制剂, 并储存

在−196 ℃液氮罐中。当需要进行临床使用时, 从液氮

罐中取出细胞制剂, 并将其复苏处理成活细胞悬液, 形

成最终的细胞制剂。具体生产流程详见图1。

原液稳定性研究 从刚收集的细胞原液中立即取

出 100 mL分成两份, 分别置于低温 (2～8 ℃) 及室温 

(20～26 ℃) 条件下, 静置 0、2、4、6 h后取样检测, 检测

项目包括: 外观检查、细胞数量、细胞活率、细胞表面标

记、淋巴细胞增殖抑制率、无菌检测。

半成品稳定性研究 从刚获得的细胞半成品中立

即取出10 mL置于低温 (2～8 ℃) 及室温 (20～26 ℃) 条

件下, 分别静置0、1、2、3 h后取样检测, 检测项目同上。

制剂复苏后稳定性研究

复苏后稀释稳定性研究 从液氮罐中取出冻存一

周以上的细胞制剂, 37 ℃水浴复苏后, 使用不同的稀

释液分别稀释 10倍及 40倍, 包括 0.9%氯化钠注射液、

0.9% 氯化钠注射液+ 1% (w/v) 人血白蛋白 (HSA) 及

0.9%氯化钠注射液+ 2% (w/v) 人血白蛋白。稀释后的

细胞在 2～8 ℃条件下静置 0、1、2、3和 4 h之后, 分别

取样检测细胞数量和活率。

复苏后培养研究 从液氮罐中取出冻存一周以上

的细胞制剂, 37 ℃水浴复苏后, 等分为4份。分别使用

DMEM 培养基、DMEM + 2% 血小板裂解物 (human 

platelet lysate, HPL)、0.9%氯化钠注射液、0.9%氯化钠

注射液 + 1% (w/v) 人血白蛋白重悬细胞 , 接种至

75 cm2培养瓶中, 密度为 1.25×107个/75 cm2。在 37 ℃, 

5.0% CO2条件下培养 24 h后, 使用显微镜观察并收集

细胞。如果细胞为悬浮状态, 则直接取出培养细胞液; 

如果细胞处于贴壁状态, 则需要使用胰蛋白酶消化后

再收集。收集到的细胞检测细胞数量及活率, 计算活

细胞回收率。计算公式为: 活细胞回收率 = 培养后收

集活细胞数量/接种活细胞数量×100%。

检测方法

外观检查 采用目视法观察液体颜色、澄清度、有

无细胞聚团。正常标准为澄清乳白色液体, 无明显可

见细胞聚团, 与初始外观相比无明显变化。

细胞数量及活率 细胞数量及活率检测采用自动

细胞计数仪, 使用台盼蓝染色法区分死活细胞。活率

合格标准为不低于80%。

细胞表面标记 将待检样品先使用 PBS洗涤, 再

加入抗体标记 : CD73-PE、CD90-FITC、CD105-APC、

CD166-PE, 2～8 ℃避光孵育 30 min后, 再 PBS洗涤后

使用流式分析仪上机检测。阳性标记 CD73、CD90、

CD105、CD166表达应≥95%。

淋巴细胞增殖抑制率检测 取外周血单个核细

Figure 1　Process flow chart for the production of umbilical cord mesenchymal stem cells
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胞 (PBMCs) 复苏解冻后, 悬浮于 PBS中, 用羧基氟荧

光素乙酯琥珀酰亚胺酯 (CFSE) 进行标记。标记后 , 

再使用 10 ng·mL-1 植物血凝素 (PHA) 刺激CFSE标记

的 PBMCs, 并与人脐带间充质干细胞以 5∶1的比例在

37 ℃和 5% CO2的条件下共培养 4～5 天。培养结束

后, 收集所有淋巴细胞, 并通过使用流式分析仪检测

CFSE 荧光 , 确定细胞增殖情况 , 未进行共培养的

PBMCs被用作阴性对照组。结果以人脐带间充质干

细胞对PBMCs抑制率表示, 抑制率计算公式为: (对照

组 PBMCs 增殖率−实验组 PBMCs 增殖率) ÷对照组

PBMCs增殖率×100%, 抑制率应≥25%。

无菌检查 按《中华人民共和国药典》2020 年第

三部“直接接种法”进行无菌检查。结果应为阴性。

统计学分析 使用GraphPad Prism 8软件进行统

计学分析, 数据以平均值 ± 标准差表示, 组间数据比

较采用双尾 t检验, P < 0.05被认为有统计学差异, P < 

0.01被认为有显著统计学差异, P < 0.001被认为有极

其显著统计学差异。

结果

1　人脐带间充质干细胞制剂生产

取 3支工作细胞库中细胞复苏, 经连续传代后, 收

集获得细胞原液、半成品及制剂, 批次信息见表 1。原

液密度每毫升细胞数介于 (1.08～1.42) ×106之间 , 经

过洗涤浓缩后, 半成品密度每毫升细胞数介于 (9.54～

10.56) ×106之间, 制剂密度与半成品密度几乎相等, 每

毫升细胞数介于 (9.18～10.17) ×106之间, 细胞活率均

高于95%, 说明批次间工艺稳定。

2　原液稳定性

3 个批次细胞原液经过低温 (2～8 ℃ ) 及室温 

(20～26 ℃) 条件静置后 , 细胞数量呈现逐渐下降趋

势, 在 2～8 ℃条件下静置 6 h后, 平均下降 6.35%; 而

在 20～26 ℃条件下静置 6 h 后 , 平均下降 15.87%, 下

降值高于 2～8 ℃条件, 说明 2～8 ℃条件下细胞数量

更加稳定 (表 2、3、图 2A)。细胞活率均稳定在 95%以

上 (表 2、3、图 2B), 20～26 ℃条件下的细胞活率略高

于 2～8 ℃条件。细胞外观检查正常 , 无菌检查为阴

性, 细胞表面标记表达及对淋巴细胞增殖抑制率在以

上两种条件下没有呈现下降趋势, 均符合设定的标准 

(表2、3、图2C)。

3　半成品稳定性

3 个批次细胞半成品经过低温 (2～8 ℃) 及室温 

(20～26 ℃) 条件储存后, 细胞活率及细胞数量呈现下

降趋势, 但在 2～8 ℃条件下更加稳定 (表 4、5、图 3A、

B)。在 2～8 ℃条件下静置 3 h后, 细胞数量平均仅下

降 3.13%, 而在 20～26 ℃条件下静置 3 h后, 细胞数量

Table 1　Batch information for the production of umbilical cord 

mesenchymal stem cells

Batch No.

UC-MSC1

UC-MSC2

UC-MSC3

Cell stock solution

Density

1.27×106

1.08×106

1.42×106

Viability

96.0%

95.2%

97.1%

Intermediate product

Density

10.56×106

9.54×106

9.61×106

Viability

97.0%

98.6%

97.5%

Cell product

Density

10.17×106

9.18×106

9.52×106

Viability

97.2%

98.6%

98.0%

Table 3　Stability study results of cell stock solution at 20−26 ℃ (n = 3, x ± s)

Quality control

Visual inspection

Viable cell concentration /×106·mL-1

Cell viability /%

Cell surface marker /%

Lymphocyte proliferation inhibition rate /%

Sterility

CD73

CD90

CD105

CD166

20−26 ℃

0 h

Normal

1.26 ± 0.17

96.10 ± 0.95

99.93 ± 0.09

99.94 ± 0.09

99.52 ± 0.48

99.99 ± 0.01

45.77± 20.72

Negative

2 h

Normal

1.15 ± 0.16

96.80 ± 1.30

99.91 ± 0.08

99.87 ± 0.08

99.23 ± 0.72

99.93 ± 0.04

54.12 ± 21.85

N/A

4 h

Normal

1.08 ± 0.14

97.80 ± 0.30

99.95 ± 0.05

99.90 ± 0.09

99.51 ± 0.38

99.85 ± 0.21

55.97 ± 20.84

N/A

6 h

Normal

1.06 ± 0.18

98.03 ± 0.32

99.93 ± 0.08

99.93 ± 0.08

99.56 ± 0.48

99.77 ± 0.40

57.40 ± 16.91

Negative

Table 2　Stability study results of cell stock solution at 2−8 ℃ (n = 3, x ± s)

Quality control

Visual inspection

Viable cell concentration /×106·mL-1

Cell viability /%

Cell surface marker /%

Lymphocyte proliferation inhibition rate /%

Sterility

CD73

CD90

CD105

CD166

2−8 ℃

0 h

Normal

1.26 ± 0.17

96.10 ± 0.95

99.93 ± 0.09

99.94 ± 0.09

99.52 ± 0.48

99.99 ± 0.01

45.77 ± 20.72

Negative

2 h

Normal

1.16 ± 0.17

95.80 ± 0.82

99.76 ± 0.28

99.76 ± 0.24

99.07 ± 0.50

99.94 ± 0.08

52.96 ± 17.00

N/A

4 h

Normal

1.20 ± 0.17

95.77 ± 0.85

99.92 ± 0.08

99.85 ± 0.12

98.54 ± 1.04

99.98 ± 0.01

45.40 ± 19.82

N/A

6 h

Normal

1.18 ± 0.13

96.17 ± 0.55

99.95 ± 0.06

99.91 ± 0.04

98.58 ± 0.83

99.96 ± 0.03

55.44 ± 21.04

Negative
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平均下降 8.99%。半成品细胞外观检查正常, 无菌检

查为阴性, 细胞表面标记表达及对淋巴细胞增殖抑制

率在以上两种条件下没有呈现下降趋势, 均符合设定

的标准 (表4、5、图3C)。

4　制剂复苏后稳定性研究

4.1　复苏稀释 　制剂复苏后, 活细胞浓度及细胞活率

在静置 4 h内维持稳定 (图 4A～D)。但经过稀释后, 细

胞活率随静置时间延长均呈现下降趋势 (图 4C、D)。

在稀释液中添加 1%或 2%人血白蛋白, 活细胞浓度及

细胞活率均高于未添加人血白蛋白的 0.9%氯化钠注

射液组, 说明人血白蛋白对于细胞有很好的保护作用。

此外, 添加 2%人血白蛋白组细胞活率高于添加 1%人

血白蛋白组, 说明随着白蛋白添加比例的增加, 对细胞

活性的保护作用更好。作者还发现, 10倍稀释后的细

Table 4　Stability study results of cell intermediate product at 2−8 ℃ (n = 3, x ± s)

Quality control

Visual inspection

Viable cell concentration /×106·mL-1

Cell viability /%

Cell surface marker /%

Lymphocyte proliferation inhibition rate /%

Sterility

CD73

CD90

CD105

CD166

2−8 ℃

0 h

Normal

9.90 ± 0.57

97.70 ± 0.82

99.93 ± 0.06

99.91 ± 0.02

98.38 ± 0.92

99.96 ± 0.03

59.24 ± 11.50

Negative

1 h

Normal

9.66 ± 0.14

97.17 ± 1.27

99.89 ± 0.11

99.85 ± 0.05

99.13 ± 0.12

99.91 ± 0.08

54.08 ± 10.37

N/A

2 h

Normal

9.71 ± 0.22

97.13 ± 0.50

99.88 ± 0.07

99.83 ± 0.02

98.81 ± 0.44

99.96 ± 0.02

56.12 ± 13.12

N/A

3 h

Normal

9.59 ± 0.28

96.90 ± 0.52

99.89 ± 0.09

99.89 ± 0.07

99.15 ± 0.92

99.98 ± 0.01

65.26 ± 21.37

Negative

Figure 2　Stability study results of cell stock solution. A: Viable cell concentration changes with storage time; B: Cell viability changes 

with storage time; C: Lymphocyte proliferation inhibition rate changes with storage time

Figure 3　 Stability study results of cell intermediate product. A: Viable cell concentration changes with storage time; B: Cell viability 

changes with storage time; C: Lymphocyte proliferation inhibition rate changes with storage time

Table 5　Stability study results of cell intermediate product at 20−26 ℃ (n = 3, x ± s)

Quality control

Visual inspection

Viable cell concentration /×106·mL-1

Cell viability /%

Cell surface marker /%

Lymphocyte proliferation inhibition rate /%

Sterility

CD73

CD90

CD105

CD166

20−26 ℃

0 h

Normal

9.90 ± 0.57

97.70 ± 0.82

99.95 ± 0.07

99.91 ± 0.07

98.71 ± 0.61

99.97 ± 0.05

59.24 ± 11.50

Negative

1 h

Normal

9.41 ± 0.41

97.07 ± 0.50

99.90 ± 0.11

99.80 ± 0.16

98.49 ± 0.85

99.94 ± 0.06

61.48 ± 23.16

N/A

2 h

Normal

9.26 ± 0.35

94.00 ± 4.87

99.85 ± 0.11

99.85 ± 0.11

98.99 ± 0.19

99.80 ± 0.15

56.41 ± 15.27

N/A

3 h

Normal

9.01 ± 0.44

95.67 ± 1.05

99.89 ± 0.09

99.89 ± 0.07

99.15 ± 0.92

99.98 ± 0.01

59.22 ± 17.39

Negative
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胞活率高于 40倍稀释的细胞活率, 说明随着稀释倍数

的增加 , 细胞活率会进一步下降 (图 4E)。总体来看 , 

除了 0.9%氯化钠注射液组稀释后细胞活率低于标准

外, 其他组细胞活率在静置4 h内均符合标准。

4.2　复苏培养 　制剂复苏培养 24 h后, 在显微镜下观

察到不同培养液下的细胞呈现不同的形态, DMEM培

养基组细胞呈现聚团, 而 DMEM 培养基+ 2%血小板

裂解物组细胞呈梭形贴壁生长。0.9%氯化钠注射液

组及 0.9%氯化钠注射液+ 1%人血白蛋白组细胞均呈

悬浮分散成单个细胞状, 但 0.9% 氯化钠注射液+ 1%

人血白蛋白组有少量细胞聚团 (图 5)。对各组收集到

的细胞进行检测, 发现 DMEM 培养基+ 2%血小板裂

解物组及 0.9%氯化钠注射液+ 1%人血白蛋白组活细

胞回收率及活率较高, 这与细胞的形态可能存在关联, 

DMEM 培养基组细胞聚团后导致活性下降 , DMEM 

培养基+ 2%血小板裂解物组细胞进入正常培养状态, 

使得细胞活性得以维持。而 0.9%氯化钠注射液+ 1%

人血白蛋白组相较于 0.9%氯化钠注射液组结果较好

是由于人血白蛋白对细胞发挥了很好的保护作用 (图

6A、B)。

讨论

人脐带间充质干细胞在临床上应用广泛, 具有低

免疫原性、可大规模扩增的特性, 使其成为一种异体通

用治疗产品。虽然目前在国际上市的间充质干细胞产

品主要来自骨髓、脂肪组织, 但由于脐带组织来源在炎

症及免疫调控方面有着独特优势, 在治疗例如系统性

红斑狼疮、糖尿病、类风湿性关节炎等疾病上有良好的

应用前景[15,16]。

稳定性研究为药品的储存条件及储存时间提供了

依据, ICH Q1稳定性指南中规定了稳定性研究的基本

要求。然而, 细胞治疗产品是一类区别于传统化药的

药品, 2017年国家药品监督管理局颁布《细胞治疗产

品研究与评价技术指导原则 (试行) 》, 将细胞治疗产

品纳入药品范畴监管[17]。对于此类产品的稳定性研

究, 在之前的文献[10-14]报道中主要关注于制剂使用及

运输过程中的稳定性, 而在制剂生产过程中稳定性很

少被研究。细胞原液、半成品、细胞制剂之间存在顺次

Figure 4　Stability study results of diluted cell product at 2−8 ℃ (n = 3, x ± s). A: Concentration of viable cells changes with storage time 

after a 10-fold dilution of the cell product; B: Concentration of viable cells changes with storage time after a 40-fold dilution of the cell 

product; C: Cell viability changes with storage time after a 10-fold dilution of the cell product; D: Cell viability changes with storage time 

after a 40-fold dilution of the cell product; E: Cell viability after cell product dilution and 4 hours of storage. HSA: Human serum albumin. 
*P < 0.05, **P < 0.01

·· 748



储王龙等: 人脐带间充质干细胞制剂大规模生产中稳定性研究

的上下游关系, 细胞原液或半成品的活性下降必然会

影响细胞制剂的活性, 从而影响产品的安全性及有效

性。因此 , 本研究首先验证了低温 (2～8 ℃) 及室温 

(20～26 ℃) 条件下细胞原液及半成品的稳定性, 检测

指标上包括了外观检查、活细胞浓度、细胞活率、细胞

表面标记、淋巴细胞增殖抑制率及无菌检查, 涵盖了鉴

别、活性及生物学功能的全面指标。研究结果显示, 原

液在 6 h内保持稳定, 细胞活率远高于 80%的标准, 其

他检测指标也维持稳定, 这为后续进一步加工提供了

依据。半成品在 3 h内保持稳定, 但可以观察到, 2～

8 ℃条件下活细胞数量及细胞活率均优于 20～26 ℃

条件下, 这可能的原因是: 一方面, 2～8 ℃条件下对细

胞活性维持较好; 另一方面, 半成品中含有DMSO, 在

常温下对细胞毒性较大, 导致细胞活性下降。因此, 在

大规模生产中, 应该控制半成品处理时间, 且尽量在

2～8 ℃条件下进行半成品灌装。

本研究同时也探索了制剂复苏后的稳定性, 考虑

到临床使用上可能存在复苏后立即使用及复苏培养后

使用两种可能方式[18], 分别进行了研究。复苏后稀释

或不稀释是目前较常见的使用方式, 研究结果显示, 复

苏后不稀释方式细胞活性及活细胞浓度更加稳定, 但

在静脉回输中, 这需要考虑DMSO回输浓度过高带来

的可能不良反应问题。使用复苏后稀释的方式可避免

回输浓度过高, 但可能会带来由于增加操作引起的细

胞活性下降及污染风险增加的问题。本研究中, 作者

发现稀释液类型对细胞活性存在显著的影响。一些研

究表明 , 白蛋白对复苏后细胞具有很好的保护作

用[19,20]。因此, 采用添加 1%或 2%浓度人血白蛋白的

稀释液处理复苏后细胞, 结果表明, 在4 h内, 细胞活率

均符合 80%标准。相比之下, 未添加人血白蛋白处理

组的细胞活率下降较快, 甚至低于 80%的标准。同时, 

还发现, 随着稀释倍数的增加, 细胞活性逐渐降低, 可

能原因是细胞浓度对于细胞活性的维持有重要作用, 

这与Aabling等[20]研究结果一致。因此在临床应用中, 

需要控制细胞制剂稀释倍数。

一些研究认为, 使用立即复苏后回输的间充质干

细胞临床效果不佳, 复苏后短暂培养有助于对间充质

干细胞生物学活性的恢复[21,22]。本研究尝试使用 4种

不同的培养液培养复苏后的细胞制剂。结果显示, 在

培养 24 h后, 0.9%氯化钠注射液组活细胞回收率及细

胞活率最低, DMEM组由于含有营养成分, 活细胞回

收率及细胞活率相对有所提升, 但细胞呈现大量聚团。

0.9%氯化钠注射液+ 1%浓度的人血白蛋白组细胞活

性维持效果较好, 细胞呈分散状, 但仍无法达到 80%

的活率标准, 未来可进一步改良成分获得更好的活性。

DMEM组+ 2%血小板裂解物组活细胞回收率较高, 细

胞活性最高, 细胞活率超过 80%, 是一种可行的复苏后

恢复细胞活性的方法。但这种方法也存在一些缺陷, 

其引入了一些外源试剂成分, 包括血小板裂解物及消

化用的胰蛋白酶, 增加了安全性风险, 在临床使用时需

要有相应的风险控制方案。此外, 这种方式还有可能

会改变整体稳定性研究的设计。

基于对复苏后的探索性研究, 采取了复苏后稀释

的方式开展了进一步稳定性研究, 并增加了细胞表面

标记及淋巴细胞抑制的检测。结果显示, 在使用 0.9% 

+ 2%人血白蛋白稀释 8 h内, 所有结果均达到标准, 满

足临床应用前的需求。此外, 还对细胞制剂在液氮中

的长期储存稳定性、在−80 ℃条件下的加速稳定性开

展研究, 及在液氮低温运输中的稳定性进行了研究, 但

这些结果并未在本文中详细呈现。

总之, 本研究首次对间充质干细胞制剂大规模生

Figure 6　 Cellular recovery rate and viability of thawed cell 

product after 24 hours of incubation at 37 ℃ (n = 3, x ± s). A: 

Viable cell recovery rate of thawed cell product after 24 hours 

incubation at 37 ℃ using different culture media; B: Cell viability 

of thawed cell product after 24 hours incubation at 37 ℃ using 

different culture media. **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 5　 Cellular morphology of thawed cell product after 

24 hours of incubation at 37 ℃ (40× magnification)
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产过程中的原液及半成品稳定性进行了全面考察, 研

究设计符合药品稳定性试验要求, 为生产过程关键阶

段提供了依据和指导。同时, 基于干细胞制剂的特殊

性, 作者也探索了细胞制剂复苏后不同处理方式的稳

定性, 为未来间充质干细胞大规模临床应用提供了极

有意义的参考。
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