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  [摘要] 目的 对按标准化工艺流程制备的人脐带间充质干细胞(hUC-MSCs)制剂进行微生物学安全性

评价。方法 人脐带华通氏胶分离的间充质干细胞培养扩增至P5代。显微镜下观察细胞的形态特征,流式细

胞仪检测细胞表面标志物的表达;培养法检测细菌、真菌污染,指示剂培养显色法和快速聚合酶链反应(PCR)
法检测支原体污染,鲎试剂凝胶法检测细菌内毒素;胶体金法检验特定人源病毒、梅毒螺旋体;荧光定量PCR
法检测人乳头瘤病毒(HPV)。结果 按照标准化流程分离培养hUC-MSCs传代至P5代呈均一的长梭型成纤

维细胞样贴壁生长,细胞表面标志物CD73、CD90和CD105阳性率大于98%,CD14、CD19、CD34、CD45和

HLA-DR<2%;受检人脐带间充质干细胞鲎试剂凝胶法检测内毒素水平小于0.25
 

EU/mL,培养检测未见细

菌、真菌菌落生长,指示剂培养显色法和快速PCR检测均显示无支原体污染;胶体金法和荧光定量PCR法检测

特定人源病毒、梅毒螺旋体和HPV(包含18种高危亚型)全部为阴性结果。所有检测方法的阳性对照标本均

呈阳性结果,证实检测方法稳定可靠。结论 本研究采用的标准化干细胞制备工艺流程稳定可靠,采用该工艺

制备人脐带间充质干细胞符合临床应用的微生物学安全性要求。
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  [Abstract] Objective To
 

conduct
 

the
 

safety
 

evaluation
 

of
 

human
 

umbilical
 

cord-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(hUC-MSCs)
 

prepared
 

by
 

the
 

standardized
 

technological
 

process.Methods hUC-MSCs
 

isolated
 

by
 

Wharton's
 

Jelly
 

were
 

cultured
 

and
 

expanded
 

to
 

passage
 

5
 

(P5).The
 

morphological
 

characteristics
 

of
 

the
 

resul-
ting

 

cells
 

were
 

observed
 

by
 

microscope,and
 

the
 

expression
 

of
 

cellular
 

surface
 

markers
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

bacterial
 

and
 

fungal
 

contamination
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

culture
 

method,the
 

mycoplasma
 

contamination
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

indicator
 

culture
 

chromogenic
 

assay
 

and
 

rapid
 

PCR
 

method,and
 

the
 

bacterial
 

endotoxin
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

limulus
 

reagent
 

gel
 

method;the
 

specific
 

human
 

virus
 

and
 

treponema
 

pallidum
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

colloidal
 

gold
 

method
 

and
 

HPV
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR.Results hUC-MSCs
 

isolated
 

by
 

standardized
 

technological
 

process
 

showed
 

the
 

homogene-
ous

 

long
 

shuttle
 

like
 

fibroblast
 

like
 

adherent
 

growth
 

until
 

p5,and
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

cellular
 

surface
 

markers
 

CD73,CD90
 

and
 

CD105
 

was
 

more
 

than
 

98%,which
 

of
 

CD14,CD19,CD34,CD45
 

and
 

HLA-DR
 

was
 

less
 

than
 

2%;the
 

endotoxin
 

content
 

of
 

hUC-MSCs
 

in
 

the
 

subjects
 

detected
 

by
 

the
 

limulus
 

reagent
 

gel
 

method
 

was
 

less
 

than
 

0.25
 

EU/mL,no
 

growth
 

of
 

bacterial
 

and
 

fungal
 

colonies
 

was
 

found
 

by
 

the
 

culture,the
 

indicator
 

culture
 

chromogenic
 

assay
 

and
 

rapid
 

PCR
 

method
 

all
 

showed
 

no
 

mycoplasma
 

contamination;the
 

specific
 

human
 

virus,
treponema

 

pallidum
 

and
 

HPV
 

(containing
 

18
 

high-risk
 

subtypes)
 

detected
 

by
 

the
 

colloidal
 

gold
 

method
 

and
 

the
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

all
 

had
 

the
 

negative
 

results.All
 

positive
 

control
 

samples
 

of
 

all
 

detection
 

methods
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showed
 

the
 

positive
 

results,verifying
 

that
 

the
 

detection
 

method
 

was
 

stable
 

and
 

reliable.Conclusion The
 

standardized
 

stem
 

cells
 

preparing
 

technological
 

process
 

adopted
 

by
 

this
 

study
 

is
 

stable
 

and
 

reliable,adopting
 

the
 

technological
 

process
 

to
 

prepare
 

hUC-MSCs
 

conforms
 

to
 

the
 

requirements
 

of
 

clinical
 

application
 

microbio-
logical

 

safety.
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  污染是细胞培养过程中长期面临的问题。造成

细胞污染的因素通常包括物理、化学及生物因素等,
引起细胞污染的微生物主要是细菌、真菌、支原体、病
毒等。入侵的微生物在培养体系中不断增殖、代谢,
消耗大量必需的养分,同时产生多种有毒的代谢产

物,进一步对细胞产生毒害作用[1]。
培养环境及环境中的污染物对体外培养的细胞

产生影响,造成培养细胞生物学特性改变,并对实验

结果产生潜在威胁,且随着污染时间的延长而增加,
使得研究结果的真实性和可靠性大大下降。因此,对
所培养细胞进行有效、可靠的微生物污染检测是十分

重要的。作为一种新型的细胞治疗产品,干细胞制剂

制备过程的每一环节都可能影响干细胞制剂的质量,
必须对所使用的干细胞制剂的细胞质量进行相关的

研究和控制[2]。本研究对按标准化工艺流程制备的

人脐带间充质干细胞(hUC-MSCs)制剂进行微生物

学安全性质量评价,为下一步组织工程与再生医学的

研究提供理想的种子细胞。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 脐带组织

新鲜脐带采集于足月健康剖宫产新生儿,由产妇

自愿捐赠并签署知情同意书。脐带采集前产妇经筛

查无家族遗传病史,无心血管疾病和肿瘤病史,无传

染病 史,乙 型 肝 炎 病 毒 (HBV)、丙 型 肝 炎 病 毒

(HCV)、人类免疫缺陷病毒(HIV)、梅毒螺旋体(TP)
检测阴性。脐带采集后4

 

℃保存,6
 

h内完成华通氏

胶分离培养。
1.1.2 试剂及仪器

无血清干细胞专用培养基购自美国Lonza公司,
0.25%胰酶、磷酸盐缓冲液(PBS)购自美国Gibco公

司;荧 光 标 记 的 鼠 抗 人 CD105-FITC、CD90-PE、
CD44-PE、CD73-FITC、CD19-PE、CD14-FITC、CD34-
FITC、CD45-PE和 HLA-DR-PE单克隆抗体均购自

美国BioLegend公司;沙保氏琼脂平板、哥伦比亚血

琼脂平板培养基均购自广州市迪景微生物科技有限

公司;鲎试剂(其灵敏度标示值用λ表示)、内毒素工

作标准品、内毒素检查用水均购自厦门鲎试剂生物科

技股份有限公司;支原体分离鉴别管(培养法)混合

(UU-MH)型购自珠海市银科医学工程股份有限公

司;乙肝五项检测卡(胶体金法)、HCV抗体检测试剂

盒(胶体金法)、HIV抗体检测试剂盒(胶体金法)、TP
抗体检测试剂盒(胶体金法)均购自英科新创(厦门)
科技有限公司;人巨细胞病毒抗体检测试剂盒(胶体

金法)、EB病毒抗体检测试剂盒(胶体金法)均购自北

京中检安泰诊断科技有限公司;人乳头瘤病毒(HPV)
核酸检测试剂盒-HPV18型(荧光PCR法)购自广州

安必平医药科技股份有限公司;支原体PCR法检测

试剂盒购自上海易色医疗科技有限公司;Easy
 

Taq
 

DNA聚合酶、缓冲液、dNTPs、6×DNA上样缓冲液

均购自北京全式金生物技术有限公司。
超净工作台为苏州安泰产品,电热恒温培养箱为

上海精宏实验设备有限公司产品,移液枪购自德国

Eppendorf公司,生物安全柜和细胞培养箱购自 Heal
 

Force公司,倒置显微镜购自重庆澳浦光电公司,离心

机购自日本 KUBOTA公司,定量PCR仪购自美国

Bio-Rad公司,细胞培养板、离心管、移液管、培养瓶都

购自美国 Corning公司,自动细胞计数仪购自美国

Nexcelom
 

Bioscience
 

LLC公司。
1.2 方法

1.2.1 hUC-MSCs的分离与培养

hUC-MSCs的分离培养采用自主研发的分离培

养方 法[3]进 行。收 集 分 离 的 原 代 hUC-MSCs,以
2

 

500/cm2 的密度接种培养于无血清干细胞专用培养

液中。收集第5代hUC-MSCSs建库,液氮冻存备用。
1.2.2 hUC-MSCs表面标记物测定

以收集的第5代
 

hUC-MSCs,PBS洗涤后,制备

6×106/mL的细胞悬液。将细胞悬液按每管100
 

μL
分装,分别加 入5

 

μL 不 同 荧 光 素 标 记 的 CD105、
CD90、CD44、CD73、CD19、CD34、CD45及人类白细胞

抗原 DR位点(HLA-DR)单克隆抗体,轻微震荡混

匀,避光室温孵育30
 

min;PBS洗涤2遍,加500
 

μL
 

PBS重悬细胞,流式细胞仪检测hUC-MSCs表面抗

原标志[4]。
1.2.3 细菌、真菌检测

参试的细胞均在无抗生素的培养皿中培养。根

据细胞培养标准操作流程留样,用无菌的巴氏吸管吸

取标本,分别在真菌细菌培养皿上滴成分散的几滴,
做好标记。使用未做任何处理的培养皿作为阴性对

照;用酒精灯烤后的接种环分别接种真菌细菌,作为

阳性的对照。将已接种好的培养皿直接放入的恒温

培养箱内,经24~48
 

h
 

(真菌需经3~5
 

d)
 

培养[5]。
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定期观察培养情况并做好记录。细菌污染后培养液

pH发生改变,肉眼可见培养板上有明显的细菌菌落

或培养液变黄或变混浊;显微镜下观察能发现菌体。
大多真菌污染呈白色或浅黄色小点,培养板上有明显

的真菌菌落或漂浮于培养液表面,有的散在生长,镜
下观察呈丝状、管状或树枝状菌丝[6]。
1.2.4 支原体检测

应用混合型支原体能分解精氨酸产氮,使含有精

氨酸肉汤培养液呈碱性而呈粉红色原理,将培养管复

温至室温,做好标记。待测标本直接加入培养管内,
盖上胶盖后摇匀。设置阴性及阳性对照。培养管置

于35~37
 

℃恒温培养24~48
 

h,观察结果。
利用 PCR 的高度灵敏度和特异度,以支原体

DNA特异性引物检测标本是否存在支原体污染。取

自换液后培养2~3
 

d且汇合度在70%~90%的细胞

培养液的上清液150
 

μL到1.5
 

mL离心管内,1
 

200
 

r/min离心5
 

min,取上清液100
 

μL用于支原体检

测。在冰上配置PCR扩增体系:PCR扩增反应体系

总体积25
 

μL,包括10×Taq
 

DNA聚合酶缓冲液
 

(含
Mg2+)

 

2.5
 

μL,2.5
 

mmol/L
 

dNTP
 

2.5
 

μL,5
 

U/μL
 

Taq
 

DNA聚合酶0.5
 

μL,支原体引物和内参2.0
 

μL,
阳性支原体DNA或待测标本或阴性对照

 

(无菌水)
 

2.0
 

μL,补去离子水至总体积25
 

μL,每个标本重复3
次。设定PCR反应条件为:94

 

℃预变性2
 

min;94
 

℃
变性20

 

s,55
 

℃退火20
 

s,72
 

℃延伸45
 

s,第2步至第

4步重复40个循环;72
 

℃充分延伸5
 

min;8
 

℃保存。
2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,并用凝胶成像系

统拍照。
1.2.5 内毒素检测

按《中华人民共和国药典》[7]2015年版三部通则

细菌内毒素检查法中的凝胶法进行。
1.2.6 特定人源病毒检查

针对人脐带间充质干细胞采集和制剂制备过程

中可能存在的特定人源病毒感染,首先采集脐带供者

母体外周血,采用胶体金法进行快速筛选检验,主要

检测指标包括乙肝五项检测、HCV检测、HIV抗体检

测、TP抗体检测;然后对传代培养的细胞采用荧光定

量PCR法检测
 

HPV病毒。
2 结  果

2.1 hUC-MSCs的形态学观察

第5代次的hUC-MSCs均呈贴壁生长,镜下观察

的细胞形态类似于成纤维细胞,呈长梭形流水状生

长,见图1。

  A:培养3
 

d后;B:培养7
 

d后的细胞形态。

图1  第5代人脐带间充质干细胞在光镜下的

形态特征(×100)

2.2 hUC-MSCs表面的抗原标志物测定

检查结果显示第5代次的hUC-MSCs的表面标

志物CD73、CD90、CD105阳性表达率均大于98%,
CD34、CD14、CD45、CD19、HLA-DR阳性表达率均小

于2%,见图2。

图2  hUC-MSCs的免疫标志物表型分析
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2.3 细菌、真菌污染检测结果

根据细胞培养标准操作流程留样,用无菌的巴氏

吸管吸取标本,细菌检测结果显示,hUC-MSCs的培

养基和阴性对照一样,未观察到点状的细菌,阳性对

照均有明显微生物生长;真菌检测结果显示,hUC-
MSCs的培养基和阴性对照一样,未观察到真菌生长,
阳性对照均有明显真菌生长,培养法检测结果均为阴

性,未发现有细菌、真菌的污染,见图3。
2.4 支原体检测结果

支原体指示剂培养显色法检测结果显示,阳性对

照组和实验组hUC-MSCs的培养基颜色相差极大,
可见明显差异;阴性对照组和实验组hUC-MSCs的

培养基颜色接近。通过快速PCR检测法检测结果显

示,实验组和阴性对照组只呈现内参条带产生,阳性

组则有很亮的支原体特异条带出现。支原体指示剂

培养显色法和快速PCR检测法检测结果均为阴性,
未发现支原体污染,见图4。

  A:细菌阴性对照为阴性;B:细菌阳性对照为阳性;C:细菌检测标本为阴性;D.真菌阴性对照为阴性;E:真菌阳性对照为阳性;F:真菌检测标

本为阴性。

图3  细菌、真菌污染检测结果

  A:支原体阴性对照组为阴性;B:支原体检测标本为阴性;C:支原体阳性对照为阳性;D:快速PCR检测法检测结果。

图4  支原体检测结果
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  A:内毒素阴性对照为阴性,倒置后没有凝胶形成;B:内毒素阳性对照为阳性,倒置后有凝胶形成;C:内毒素阳性对照加检测标本,倒置后有凝

胶形成;D:内毒素检测标本为阴性,倒置后没有凝胶形成。

图5  鲎试剂法细菌内毒素检测结果

2.5 内毒素检测结果

鲎试剂凝胶法对内毒素进行检测,阴性对照检测

结果显示呈阴性,倒置后没有凝胶形成,阳性标准品

对照检测结果呈阳性,倒置后有凝胶形成,标本阳性

对照
 

(阳性标准品+待测标本)
 

检测结果呈阳性,倒
置后有凝胶形成,待测标本检测结果呈阴性,与阴性

对照结果一致,倒置后没有凝胶形成,见图5。

2.6 特定人源病毒检查结果

未查出人源病毒污染,见表1。
表1  特定人源病毒检查结果

病毒种类 检测结果 检测方法

乙肝五项

 HBsAg - 胶体金法

 HBsAb + 胶体金法

 HBeAg - 胶体金法

 HBeAb - 胶体金法

 HBcAb - 胶体金法

HCV - 胶体金法

HIV - 胶体金法

TP - 胶体金法

HCMV - 胶体金法

EBV - 胶体金法

HPV - 荧光定量PCR法

3 讨  论

  细菌类微生物污染培养液后,培养液短期内不会

发生肉眼可见的变化,仅在污染后期可见浑浊、变黄、
出现异味等[8-10]。因此,对细胞培养液中的细菌类微

生物进行早期检测,保障培养细胞的可用性,对医学

基础实验室研究工作的顺利开展是非常重要的。真

菌污染的细胞培养液颜色变黄,瓶壁可见明显块状或

片状的菌落,因此一般不需特殊检测方法即可发

现[11-12]。本研究中对于无菌检测,采用了平板培养法

对3支不同批次的P5代hUC-MSCs进行细菌、真菌

快速检测,与按照药典所规定的薄膜过滤法检测结果

一致,前者培养时间较后者短,在实际质检过程中可

将平板培养法检测作为快速检定的方法。
细胞培养(特别是传代细胞)被支原体污染是很

普遍的问题,做好支原体污染的防治工作,是保证实

验顺利进行的重要一环。支原体污染对细胞几乎所

有的指标及产物均有影响,而且可以不被察觉地随着

细胞的传代而传代[13-14]。支原体污染的来源包括:所
使用动物来源的一些产品如血清或已被支原体污染

的细胞株/系。细胞培养上清液中支原体水平可达

107/mL,而培养的细胞看起来很正常,在肉眼观察或

普通光学显微镜下观察,受污染的细胞可见明显变

化[15]。有效地检测支原体污染之所以是细胞实验成

功的关键所在,是因为体外培养的细胞被支原体污染

后,几乎所有的指标及产物均受其影响[16]。关于支原

体的检测,药典规定直接培养法和细胞指示法,前者

检测时间为28
 

d,后者检测时间虽没有前者长,也需

7~10
 

d,但其操作相对复杂;本研究采用支原体指示

剂培养显色法,同时采用快速PCR检测法检测支原

体,快速、简便、结果重复性好,且二者检测结果一致,
均为阴性。

细菌内毒素是革兰阴性菌细胞壁外层上的特有

的结构,其化学成分为脂多糖(LPS)。内毒素作用于

人体细胞,可导致热源反应,引起包括发热、寒战、肌
痛、恶心、呕吐、头痛、血压下降等中毒症状[13]。本实

验对P5代hUC-MSCs采用鲎试剂凝胶法对内毒素

进行检测,结果表明受检人脐带间充质干细胞内毒素

水平低于0.25
 

EU/mL,符合药典规定标准。
被病毒感染也是hUC-MSCs培养过程中常见的

微生物污染途径。hUC-MSCs培养过程中可能由于

内源性病毒、外源性病毒、或滤过性病毒导致病毒污

染[13-17]。内源性病毒主要由原代细胞带入,外源性病

毒污染是生产过程中最主要的污染途径,可以通过被

感染的生物组织制成的生物制品和试剂的加入导致

感染,也可能由于操作工艺不当导致感染,且病毒污

染往往需要根据病毒的具体种类建立参照系统,选择

独立检测方法进行检测,普通实验室不易具备相应的

设备条件,且病毒污染与前两种病原体污染相比较少

见[18]。对于细胞特定人源病毒的检测,采用了胶体金

法和荧光定量PCR法两种方法,分别从蛋白水平及

基因水平对人源特定病毒进行检测,胶体金法检测结

果显示采集标本无特定人源病毒(HIV、HBV、HCV、
HCMV、EBV)及TP感染,P5代hUC-MSCs荧光定
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量PCR法检测传代细胞 HPV病毒(包含18种高危

亚型)的检测结果均为阴性,提示实际质检过程中可

以结合两种方法进行检定。
本研究采用标准化工艺流程制备的干细胞制剂,

证实了干细胞制剂安全性及工艺流程的可靠性。采

用传统的检测方法对干细胞制剂的细菌、真菌、支原

体、内毒素及病毒污染进行检测,同时,引入快速、可
靠的检测细菌、真菌、支原体和病毒的方法,如检测细

菌、真菌引入的平板培养法,检测支原体指示剂培养

显色法外,引入快速PCR检测法,检测 HPV病毒采

用的荧光定量PCR法,这些方法可全面、可靠判断细

胞制剂的微生物学安全性,减少临床应用风险,为
hUC-MSCs临床应用的微生物安全性提供高质量的

检测措施,并为组织工程与再生医学的研究提供

参考。
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