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隔离器内残留过氧化氢去污剂对MSCs和NK两种

细胞增殖及生物学特性的影响研究
李银花  欧阳军  赵振波  刘子健  俞佳  孙巍群*

(浙江泰林生物技术股份有限公司, 杭州 311400)

摘要      该文研究了特定过氧化氢去污剂残留量对间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)和自然杀伤细胞(natural killer cell, NK)的增殖及生物学特性的影响。采用低浓度过氧化氢

去污剂建立特定残留量进行MSCs和NK细胞培养, 应用细胞计数法分析细胞增殖能力, 流式细胞术

检测细胞表面标记, 并采用诱导分化培养基定向诱导MSCs成骨、成脂、成软骨分化。结果显示, 
MSCs和NK细胞在3~5 mg/m3浓度的过氧化氢环境下形态正常且增殖活跃。流式细胞仪检测结果

显示, MSCs的CD73、CD105、CD90均呈高表达, CD45、CD34、CD14、CD79a、HLA-DR为阴性

表达; NK细胞表达CD56+和CD3–的百分比超过70%。诱导后, MSCs具有成骨、成脂、成软骨分化

的潜能。总之, MSCs和NK细胞在含有低浓度的残留过氧化氢去污剂的培养环境中生长良好, 与未

含有过氧化氢去污剂的培养环境比较, 增殖能力和分化潜能均无显著差异。
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Effects of Residual Hydrogen Peroxide on the Proliferation and Biological 
Characteristics of MSCs and NK Cells in an Isolator after Decontamination 

LI Yinhua, OUYANG Jun, ZHAO Zhenbo, LIU Zijian, YU Jia, SUN Weiqun*
(Zhejiang Tailin Biotechnology Co., Ltd., Hangzhou 311400, China)

Abstract       In this study, the effects of residual hydrogen peroxide disinfectant on the proliferation and biological 
characteristics of MSCs (mesenchymal stem cells) and NK (natural killer) cells were investigated. A low concentration of 
hydrogen peroxide disinfectant was used to establish a specific environment for MSCs and NK cell culture. The proliferation 
ability was analyzed by cell counting method, and cell surface markers were detected by flow cytometry. The differentiation 
potential of MSCs was tested by culturing under trilineage differentiation culture medium. The results showed that MSCs and 
NK cells had normal morohology and exhibited high proliferation ability in the environment of 3-5 mg/m3 concentration of 
hydrogen peroxide. The results of flow cytometry showed that CD73, CD105, and CD90 were highly expressed in MSCs, 
and CD45, CD34, CD14, CD79a and HLA-DR were negatively expressed; the percentage of NK cells expressing CD56+ 
and CD3– were more than 70%. After induction, MSCs exhibited multilineage differentiation capacity into adipocytes, 
osteoblasts and chondrocytes. In conclusion, MSCs and NK cells were growing well in low concentrations of hydrogen 
peroxide disinfectant environment, and there was no significant difference in proliferation and differentiation potential 
compared with the cells which cultured in normal cell culture environment.
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近年来, 细胞治疗技术正表现出广阔的应用前

景 , 使得越来越多的细胞药物进入规模扩大与商业化

生产阶段。由于细胞药物自身的特殊性 , 加强安全性

以及标准化、规模化的转化技术是实现产业化的过

程中需要考虑的重要因素 [1]。细胞药物商业化生产

过程中的一个关键挑战是防止污染的发生 , 这就需要

采用有效保护措施来保证产品的无菌性 [2]。使用封

闭式隔离器进行细胞制备是解决这一问题的有效途

径[3-4]。用于细胞培养的隔离器是一种集成了离心机、

二氧化碳培养箱等功能设备于一体的密闭式操作系

统 , 内部环境通过汽化过氧化氢 (vaporized hydrogen 
peroxide, VHP)进行生物去污以达到无菌状态 [5]。去

污完成后 , 隔离器及二氧化碳培养箱等集成设备内

部的过氧化氢残留对细胞培养是否产生不利影响 , 
是评估设备适用性和过氧化氢工艺开发所关注的问

题 [6]。本研究通过建立一个低浓度过氧化氢环境来

培养MSCs和NK细胞 , 并观察了细胞生长状态及细

胞的生物学特性, 现将研究结果报告如下。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      间充质干细胞由杭州原生生物科技

有限公司提供; NK细胞由健康志愿者提供的外周血

标本中提取的外周血单个核细胞诱导获得。

1.1.2   主要试剂      DMEM低糖培养基、胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)、胰蛋白酶均购自美国

Gibco公司; 成骨分化试剂盒购自加拿大STEMCELL
公司 ; 成脂和成软骨分化试剂盒购自赛业 (苏州 )生
物科技有限公司; NK细胞扩增培养基和淋巴细胞分

离液购自深圳市达科为生物工程有限公司 ; 细胞冻

存液购自友康生物科技(北京)股份有限公司。

1.1.3   主要设备      生物安全柜、全自动细胞计

数仪、离心机购自美国Thermo Fisher公司 ; 二氧

化碳培养箱购自松下健康医疗器械 (上海 )有限公

司 ; 过氧化氢浓度检测仪购自德尔格安全设备 (中
国 )有限公司 ; 过氧化氢化学检测试剂盒购自德国

MACHEREY-NAGEL公司 ; 细胞培养隔离器和移动

对接式二氧化碳培养箱采用浙江泰林生物技术股份

有限公司产品。

1.2   方法

1.2.1   建立低浓度过氧化氢残留的培养环境      根据

细胞培养时的培养箱种类, 将实验分为2组。a组采用

无过氧化氢残留二氧化碳培养箱 (PHCbi, MCO-5AC), 
培养环境为5% CO2、37 °C、饱和湿度 ; b组采用含低

浓度过氧化氢残留的二氧化碳培养箱 (移动对接式二

氧化碳培养箱), 培养环境为5% CO2、37 °C、饱和湿

度 , 过氧化氢浓度由加入水盘中的过氧化氢溶液进行

调节, 使培养箱内气态过氧化氢浓度维持在3~5 mg/m3

的范围内 , 形成低浓度过氧化氢残留环境 , 并采用

Drager X-am 5100型过氧化氢检测仪进行浓度的测

定。

1.2.2   MSCs培养      取出冻存的细胞冻存管, 投入

37 °C水浴锅中解冻 , 将细胞悬液移入预热好的培养

基中 , 300 ×g离心5 min。弃上清 , 用含10% FBS的
DMEM完全培养基重悬细胞, 吹打均匀并转移至2个
T75培养瓶和2个100 mm培养皿中, 将细胞分别置于

a组和b组培养箱中 (每个培养箱内放置1个培养瓶和

1个培养皿), 持续培养5天。

1.2.3   MSCs增殖能力检测      选取第3代细胞, 用DMEM
培养基(含10% FBS)调整其浓度至1×104个/mL, 接种于

24孔细胞培养板中并将其分别置于a组和b组培养

箱。每隔24 h用胰蛋白酶消化液消化3个孔, 收集细

胞进行计数 , 两次计数取平均值 , 连续计数7天。以

细胞数为纵坐标、时间为横坐标绘制生长曲线 , 分
析比较a组和b组的细胞活力。

1.2.4   流式细胞仪鉴定MSCs表型      取分别培养于

a组和b组培养箱的处于对数生长期的MSCs, 用胰蛋

白酶消化液消化细胞 , 350 ×g离心5 min, 弃掉上清

后重悬细胞 , 调整密度为1×107个 /mL。取100 µL细
胞悬液 , 分别加入相应的表面标记抗体及同型对照 , 
混匀后, 室温避光孵育20 min, 加入2 mL的染色缓冲

液重悬细胞后, 350 ×g离心5 min, 弃上清。重悬细胞, 
进行流式细胞仪检测。

1.2.5   MSCs分化能力检测      成骨诱导分化实验选取

第3代MSCs, 以5×103个 /cm2的密度接种于6孔细胞培

养板中 , 并用基础培养基培养 , 在细胞达到80%~90%
汇合时 , 更换成骨诱导分化完全培养基 , 分别放置于

a组和b组培养箱中培养。每3~4天换液1次, 培养10天
后进行茜素红染色, 在倒置显微镜下观察并拍照。

成脂诱导分化实验选取第3代MSCs, 以5×103个/cm2

的密度接种于6孔细胞培养板中, 并用基础培养基培

养 , 在细胞达到80%~90%汇合时 , 更换成脂诱导分

化完全培养基, 分别放置于a组和b组培养箱中培养。

每3~4天换液1次, 持续培养21天, 然后将细胞用油红
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O溶液染色, 在倒置显微镜下观察并拍照。

成软骨诱导分化实验选取第3代MSCs, 将4×105

个细胞转移到15 mL离心管中 , 清洗细胞后300×g离
心5 min, 所得沉淀用0.5 mL成软骨诱导分化完全培

养基重悬后300×g离心5 min, 分别放置于a组和b组培

养箱中培养。当细胞团出现聚拢现象时轻弹离心管

底部使软骨球脱离管底悬浮在液体中。每 2~3天换

液1次 , 持续诱导21天后 , 对软骨球进行福尔马林固

定和石蜡包埋切片, 然后进行阿利辛蓝染色, 在倒置

显微镜下观察并拍照。

1.2.6   单个核细胞 (PBMC)分离及NK细胞的扩增      
无菌获取成人外周血 , 采用密度梯度离心法分离出

PBMC。将血液移入50 mL离心管, 800 ×g离心10 min, 
小心吸出血浆, 56 °C水浴灭活30 min, 备用; 血细胞

用生理盐水稀释后加至装有淋巴细胞分离液的离心

管中, 700 ×g离心20 min, 收集白膜层细胞并用生理

盐水洗涤两次 , 将分离得到的PBMC用NK细胞扩增

培养基重悬后接种于2个T25培养瓶中, 分别放置于a
组和b组培养箱内进行扩增。

1.2.7   NK细胞的增殖能力检测      对分别放置于a组
和b组培养箱的细胞, 每隔1天补加新鲜培养基, 培养

第8天开始, 每天取样进行计数, 两次计数取平均值, 
连续计数7天。以细胞数为纵坐标、时间为横坐标

绘制生长曲线, 分析比较a组和b组细胞的增殖能力。

1.2.8   流式细胞仪鉴定NK细胞表型      取分别培养于

a组和b组培养箱的NK细胞, 350 ×g离心5 min, 弃掉上

清后, 重悬细胞密度调整为1×106个/mL。取1 mL细胞

悬液, 分别加入相应的抗体及同型对照, 混匀后, 室
温避光孵育20 min, 用PBS洗涤两次去除未结合的抗

体, 350 ×g离心5 min, 弃掉上清。重悬细胞, 进行流

式细胞仪检测。

1.2.9   统计学分析      每组数据均来自至少三个独

立实验的平均值, 两组数据进行比较, 采用t检验进

行统计分析, 误差棒表示标准偏差。P>0.05表示无

显著差异。

2   结果
2.1   二氧化碳培养箱内过氧化氢浓度变化

采用过氧化氢浓度检测仪, 在每天固定时间检

测培养箱内的过氧化氢浓度。结果(图1)显示, 在细

胞培养的整个周期中培养箱内的过氧化氢浓度维持

在3~5 mg/m3的范围内。

2.2   MSCs形态学观察

为研究低浓度过氧化氢残留对细胞的影响, 用
培养瓶和培养皿两种培养器皿培养MSCs, 将其分别

置于a组和b组培养箱中培养并进行对比。细胞接种

后2~6 h即可贴壁生长, 最初为短粗的梭形或卵圆形, 
到第2天细胞伸展为长梭形, 细胞分布均匀。在接种

后第3~4天增殖速度加快, 数量明显增多。第5~6天, 
细胞铺满整个培养瓶/皿底, 镜下观察到细胞形态均

一, 平行排列或呈漩涡状生长。两组细胞样本的形

态一致(图2)。
2.3   MSCs的增殖情况

根据培养的时间和细胞计数的结果绘制细胞

生长曲线, 细胞培养初始几天生长缓慢, 为延滞期。

第3~5天进入对数生长期, 两组细胞样本均增殖活

跃。采用统计学方法进行数据分析, 两组样本间比

较各个生长点的P>0.05, 样本间无显著差异(图3)。
2.4   MSCs表型鉴定情况

流式细胞仪分析结果显示 , a和 b两组 MSCs

图1   培养箱内的过氧化氢浓度

Fig.1   The concentration of hydrogen peroxide in the incubator
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A: a组培养于T75培养瓶中的MSCs; B: b组培养于T75培养瓶中的MSCs; C: a组培养于100-mm培养皿中的MSCs; D: b组培养于100-mm培养皿中

的MSCs。
A: MSCs cultured in T75 flask in gruop a; B: MSCs cultured in T75 flask in gruop b; C: MSCs cultured in 100-mm tissue culture dish in gruop a; D: 
MSCs cultured in 100-mm tissue culture dish in gruop b. 

图2   MSCs的形态

Fig.2   Morphology of MSCs 

A: a组MSCs的增殖曲线; B: b组MSCs的增殖曲线。

A: proliferation curves of MSCs in group a; B: proliferation curves of MSCs in group b.
图3   MSCs增殖曲线

Fig.3   Proliferation curves of MSCs
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表面标志物CD73、CD105、CD90的表达率分别

为 95.28%、97.19%、99.19%和 97.28%、96.10%、

99.82%, 表达均为阳性。CD14、CD34、CD45、
CD79a、HLA-DR的表达率分别为1.11%、1.73%、

0.12%、0.02%、0.08%和1.25%、0.05%、0.09%、0.01%、

0.05%。经流式细胞鉴定, 两组细胞样本的表面标志

物表达情况基本一致, 无显著差异(图4)。
2.5   MSCs三系诱导分化情况

成骨诱导分化: 成骨诱导后3~5天 , 细胞形态逐

渐由长梭形变为多边形或不规则形 , 胞质外出现许
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A: a组MSCs的表面标志物表达情况; B: b组MSCs的表面标志物表达情况。

A: surface markers expresion of MSCs in group a; B: surface markers expresion of MSCs in group b.
图4   MSCs的表面标志物鉴定

Fig.4   Characterization of cell surface markers of MSCs 
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多小颗粒。持续诱导10天后, 经茜素红S染色可见染

料与矿化沉积物结合 , 形成红色沉淀。两组细胞样

本经诱导后均具有向骨细胞分化的能力(图5A)。

成脂诱导分化: 成脂诱导后3~5天, 细胞形态逐

渐变肥大、扁平。显微镜下可看到细小的脂滴溢出。

持续诱导21天后, 经油红O染料染色脂滴呈红色。
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两组细胞样本经诱导后均具有向脂肪细胞分化的能

力(图5B)。
成软骨诱导分化: MSCs在培养过程中可自发收

缩聚集形成细胞微球, 并逐渐形成具有一定硬度和

弹性并呈白色外观的软骨样组织。诱导21天后, 对
软骨球的石蜡包埋切片进行阿利辛蓝染色。阿利辛

蓝染色的蓝色区域即为软骨样组织。两组细胞样本

经诱导后均具有向软骨细胞分化的能力(图5C)。
2.6   NK细胞的增殖情况

细胞接种后NK细胞呈圆形或椭圆形生长, 部分

有不规则形状, 细胞悬浮并伴有较多小团出现, 状态

良好。根据培养的时间和细胞计数的结果绘制细胞

生长曲线。结果显示, NK细胞在接种后第10天开始

快速增殖, 培养14天后细胞增殖速度减慢, 采用统计

学方法进行数据分析, 两组样本间比较各个生长点

的P>0.05, 两组细胞样本的增殖与细胞存活率均无

显著差异(图6)。
2.7   NK细胞表面标志物表达情况

通过流式细胞术进行分析以鉴定培养细胞中

的NK细胞群。表型分析结果显示, 培养于a组培养

A: 茜素红S染色钙沉积物鉴定MSCs的成骨分化能力。B: 油红O染色脂滴鉴定MSCs的成脂分化能力。C: 阿利辛蓝染色蛋白聚糖鉴定MSCs的
成软骨分化能力。

A: osteogenic differentiation was evaluated by detecting calcium depositions with Alizian red S staining. B: adipogenic differentiation was evaluated by 
detecting fat droplets with Oil Red O staining. C: chondrogenic differentiation was evaluated by detecting proteoglycans with Alcian blue staining.

图5   MSCs三系分化能力

Fig.5   Trilineage differentiation potential of MSCs

(A) Group a

100 μm 100 μm

200 μm 200 μm

500 μm 500 μm

Group b

Group a Group b

Group a Group b

(B)

(C)
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A: a组NK细胞的形态; B: b组NK细胞的形态; C: a组NK细胞的增殖曲线; D: b组NK细胞的增殖曲线。

A: morphology of NK cells in group a; B: morphology of NK cells in group b; C: proliferation curve of NK cells in group a; D: proliferation curve of 
NK cells in group b.

图6   NK细胞的形态和生长曲线

Fig.6   Morphology and proliferation curves of NK cells

A: a组细胞表达CD56+和CD3–的百分比; B: b组细胞表达CD56+和CD3–的百分比。

A: percentage of cells expressed both CD56+ and CD3– makers in group a; B: percentage of cells expressed both CD56+ and CD3– makers in group b.
图7   NK细胞的表面标志物表达

Fig.7   Surface markers expression of NK cells
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箱的NK细胞表面标志物CD56+、CD3–的百分比为

76.8%, 而培养于b组培养箱的NK细胞表面标志物

CD56+、CD3–的百分比为74.6%。两组细胞样本的

最终细胞群比例基本一致, 无显著差异(图7)。

3   讨论
细胞培养过程中保持无菌, 防止发生污染是开

展细胞实验研究与细胞药物制备的基本要求, 但这

也是控制难点[7]。传统的洁净室由于人员的进出, 
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无法将环境和人员完全隔离, 很难规避污染的风险。

传统的二氧化碳培养箱去污方式主要有紫外线照

射、高温消毒及消毒剂擦拭等, 难以完全达到无菌

化的要求[8]。在培养过程中, 细胞培养物从培养箱

中反复多次取出和进入也增大了污染的概率[9]。因

此在这种情况下, 隔离器技术无疑是一个很好的解

决方案。密闭式的隔离系统采用物理屏障的方式将

人员与操作环境分割开来, 有效地防止了污染或交

叉污染的发生。隔离器应用的VHP去污技术能够大

幅降低细胞培养中的污染风险, 关键原因在于过氧

化氢对整个隔离器的密闭空间进行净化而无需将细

胞培养物暴露于低级别的环境中。目前, VHP去污

技术已被广泛应用于制药、细胞/组织工程、生物

安全等多个领域[10-11]。尽管相较于许多传统的化学

去污剂它具有诸多优势, 但隔离器等密闭设备采用

VHP去污后过氧化氢的残留量要求却缺少权威的信

息, 大多数的隔离器使用者遵循设备制造商的建议, 
将过氧化氢残留量的限值按现行的美国职业安全及

健康管理署对人员接触过氧化氢“允许暴露浓度值”
要求为8 h“加权平均值”低于1.4 mg/m3 (1 ppm)[12]。

本项研究评估了3~5 mg/m3范围内低浓度过氧化

氢残留对MSCs和NK细胞生长及其生物学特性的影

响, 而在隔离器及移动对接式二氧化碳培养箱的使用

实例中, 通常是将VHP残留量降低至低于1.4 mg/m3水

平, 这已远低于本次评估值范围。

本研究中我们首先观察了MSCs和NK细胞在不

同生长阶段的细胞密度, 从得到的细胞生长曲线可

以看出, 曲线呈典型的细胞生长曲线, 且各时间段两

组的细胞密度无明显差异, 表明低浓度过氧化氢残

留环境对MSCs和NK细胞的增殖无抑制作用。为进

一步观察低浓度过氧化氢残留环境对细胞的影响, 
我们对培养的MSCs和NK细胞进行了流式细胞鉴

定。通过流式细胞学检测发现两组MSCs均不表达

CD14、CD34、CD45、CD79a、HLA-DR, 而CD73、
CD105、CD90的表达率均在95%以上, 结果符合国

际细胞治疗协会对间充质干细胞的鉴定标准。NK
细胞的流式细胞鉴定结果显示, 两组细胞样本CD56+

和CD3–的百分比均在70%以上, 无显著差异。本研

究进一步对培养于低浓度过氧化氢残留环境和无过

氧化氢残留环境的MSCs的多项分化能力进行了比

较。结果显示, 两组细胞在特定条件的诱导下均具

备成骨、成脂、成软骨的分化能力, 且两组细胞的

分化潜能无明显差异。以上结果表明, 3~5 mg/m3浓

度水平的过氧化氢残留量对MSCs和NK细胞生长及

其特性均无明显抑制作用。目前关于采用VHP灭菌

后的培养环境对细胞的增殖和生物学特性相关的研

究尚未见报道。已报道的类似研究中, 采用过氧化

氢等离子灭菌技术对常用医用材料灭菌后用于细胞

毒性实验, 评估了灭菌材料对细胞毒性的影响。研

究结果表明, 多数材料的细胞增值率均大于80%, 按
照GB/T14233.2-2005中的规定, 细胞毒性在可接受

范围内[13]。与其他灭菌法相比, VHP灭菌具备较小

的细胞毒性、与物料的兼容性好、安全环保等优势。

 细胞隔离器及配套使用的二氧化碳培养箱使

用VHP进行去污, 是一种易于验证、安全可靠的净

化方式, 将VHP残留量降解至1.4 mg/m3以下, 可以满

足MSCs和NK细胞培养的要求。本项研究因所选用

的细胞种类和实验次数有限, 且不同隔离器采用的

过氧化氢去污技术、降解技术和工艺差别也会导致

实际的残留浓度限值不同[14-16]。此外, 低浓度水平

的气态过氧化氢测量精度还有待提高, 对于不同培

养容器所受的影响因素差别也缺少研究。除VHP残
留因素之外, 在灭菌过程中VHP是否会穿透或吸附

于一些细胞培养相关容器和耗材, 这些将是今后工

作中研究的重点。
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