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次氯酸冲洗的体外安全性及有效性评估
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［摘要］ 目的 通过体外实验评估低浓度次氯酸（HClO）冲洗清创用于开放性骨折感染的安全性及抗菌有效性。

方法 取小鼠上皮样成纤维细胞系L929 细胞和成骨细胞系MC3T3-E1 细胞，分别设置空白对照组及不同浓度（10%、

30%、50% 和 100%）HClO 组，通过体外细胞集落形成实验、细胞增殖实验及细胞凋亡实验评估不同浓度 HClO 的安

全性；取小鼠红细胞，设置生理盐水组、PBS 组和不同浓度（10%、30%、50% 和 100%）HClO 组，通过溶血实验评

估不同浓度 HClO 的溶血风险；培养金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌，分别设置空白对照组、10% HClO 组和抗生素阳

性对照组进行细菌生长抑制实验，分别设置空白对照组、10% HClO 组、抗生素阳性对照组、碘伏组和过氧化氢组进

行抑菌圈实验，评估低浓度 HClO 的抗菌效果。结果 体外实验表明 10% HClO 组小鼠 L929 和 MC3T3-E1 细胞有明显

的集落形成，细胞增殖抑制率和凋亡率均较低；而 30%、50% 和 100% HClO 组小鼠 L929 和 MC3T3-E1 细胞无集落形

成，细胞增殖抑制率和凋亡率均高于 10% HClO 组（P 均＜0.01）。各浓度 HClO 组小鼠红细胞溶血实验均呈阴性。10% 
HClO 可显著抑制细菌生长，具有与碘伏及过氧化氢相似的抑菌效果。结论 低浓度（10%）HClO 安全性高，对革兰

氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有较好的抑制效果，是临床治疗开放性骨折、骨髓炎及感染性骨缺损的潜在清创冲洗剂。
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In vitro safety and efficacy assessment of hypochlorous acid irrigation
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［ Abstract ］ Objective To evaluate the safety and antimicrobial efficacy of low concentration hypochlorous acid 
(HClO) irrigation for the prevention of open fracture infection in vitro. Methods Mouse epithelioid fibroblast cell line 
L929 and osteoblast MC3T3-E1 cells were used in this study, and blank control group and HClO groups with different 
concentrations (10%, 30%, 50% and 100%) were set up. The safety of different concentrations of HClO was evaluated by cell 
colony formation test, cell proliferation test and apoptosis test in vitro. The red blood cells of mice were taken, and normal 
saline group, phosphate buffered saline (PBS) group and HClO groups with different concentrations (10%, 30%, 50% and 
100%) were set up. The hemolysis risk of different concentrations of HClO was evaluated by hemolysis test. To evaluate 
the antibacterial effect of low concentration HClO, Staphylococcus aureus and Escherichia coli were cultured in the blank 
control group, 10% HClO group and antibiotic positive control group to observe the growth of bacteria; and the blank control 
group, 10% HClO group, antibiotic positive control group, iodophor group and hydrogen peroxide group were set up for the 
bacteriostatic circle experiment. Results In vitro experiments showed that L929 and MC3T3-E1 cells had colony formation 
and lower proliferation inhibition and apoptosis rates in the 10% HClO group, while they had no colony formation but higher 
proliferation inhibition and apoptosis rates in the 30%, 50% and 100% HClO groups (all P＜0.01). The erythrocyte hemolysis 
test was negative at all concentrations in HClO group. Low concentration (10%) HClO could significantly inhibit bacterial 
growth and had the same antibacterial effect as iodophor and hydrogen peroxide. Conclusion Low concentration (10%) 
HClO is safe and has good inhibitory effect on both Gram-positive and Gram-negative bacteria. It is a potential irrigation for 
clinical treatment of open fractures, osteomyelitis and infected bone defects.
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次氯酸（hypochlorous acid，HClO）是哺乳动物 
体内的一种内源性抗菌剂，通过破坏 DNA、使蛋白

质变性和酶失活等作用杀灭细菌［1］。HClO 具有天

然来源、起效快、抗菌谱广、不产生耐药性及毒性

低等优点，但其化学物质不稳定，易分解成杀菌效果

较弱的次氯酸根离子，临床应用有限［2］。随着HClO
制备技术的发展，稳定性更好的HClO 消毒剂逐步面

市，在抗生素滥用导致耐药菌株逐渐增多的背景下，

HClO 重新获得临床医师的关注。含HClO 的商品化

冲洗液、敷料等已被证实对糖尿病足感染、下肢溃

疡、烧伤感染、坏死性筋膜炎等有良好的治疗效果［3-5］， 
口腔科也应用次氯酸盐作为根管治疗冲洗液［6-7］。

牙龈及根管微环境与骨微环境类似，因此我们猜想

HClO冲洗可能对开放性骨折的感染预防和慢性骨髓

炎具有潜在治疗效果。目前将 HClO 应用于骨骼系

统感染治疗的报道少见。本研究通过体外实验评估

不同浓度HClO对成纤维细胞和成骨细胞的安全性，

以及低浓度 HClO 对革兰氏阳性和革兰氏阴性菌的

抗菌有效性，为后期推广临床试验提供体外依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料 小鼠上皮样成纤维细胞系 L929
（CL-0137） 和 小 鼠 成 骨 细 胞 系 MC3T3-E1 
（CL-0251）均购于武汉普诺赛生命科技有限公

司，分别使用含 10% FBS、1% 青霉素 -链霉素

的 RPMI 1640 培 养 基 和 α-MEM 培 养 基（美 国

HyClone 公司）培养。细胞在 37 ℃、5% CO2 培养

箱中培养，每 2 d 换 1 次培养基，细胞融合度达 70%
后按 1 ∶ 3 传代培养。C57BL/6 小鼠购自北京维

通利华实验动物技术有限公司［实验动物生产许可

证号：SCXK（京）2021-0006］。金黄色葡萄球菌

（ATCC®25923）和大肠埃希菌（ATCC®35218）标

准菌株购自美国模式培养物保藏中心。LB 液体培养

基和固体培养基购自生工生物工程（上海）股份有

限公司。HClO 购自国药集团上海有限公司，MTT
试剂盒购自武汉赛维尔生物科技有限公司，膜联蛋

白Ⅴ -FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司。

1.2 细胞集落形成实验 实验设置空白对照组和

不同浓度（10%、30%、50% 和 100%）HClO 组，

每组设 3 个生物学重复。取处于对数生长期的

L929、MC3T3-E1 细胞，制备单细胞悬液，按每孔

100～200 个细胞的密度接种至 24 孔培养板中，在

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h 后加入对应浓度

的 HClO 继续培养。于加入 HClO 后 1、3、5、7 d

在倒置显微镜下观察细胞集落形成情况并拍照，计

数大于 10 个细胞的单细胞集落。 
1.3 细胞增殖实验 实验设置空白对照组和不同

浓度（10%、30%、50% 和 100%）HClO 组，每组

设 3 个生物学重复。取处于对数生长期的 L929、
MC3T3-E1 细胞，制备单细胞悬液，按每孔 5×104

个细胞的密度接种至 96 孔培养板中，在 37 ℃、 
5% CO2 培养箱中培养 12 h 后更换含对应浓度

HClO 的完全培养基，继续培养 24 h 后采用 MTT
试剂盒检测细胞增殖情况，计算细胞增殖抑制率。

1.4 细胞凋亡实验 实验设置空白对照组和不同

浓度（10%、30%、50% 和 100%）HClO 组，每组

设 3 个生物学重复。L929、MC3T3-E1 细胞融合度

至 80% 后接种于 6 孔板中。待细胞完全生长稳定

后加入对应浓度的 HClO 继续培养 24 h，然后离心

提取细胞，用膜联蛋白Ⅴ -FITC/PI 细胞凋亡检测试

剂盒染色，上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.5 溶血实验 实验设置生理盐水组、PBS 组和不

同浓度（10%、30%、50% 和 100%）HClO 组，每

组设 3 个生物学重复。提取 C57BL/6 小鼠红细胞，

充分洗涤后吸弃上层生理盐水，取底部红细胞，制

备成 2% 的红细胞悬液。根据分组将生理盐水、

PBS 和不同浓度 HClO 与红细胞悬液混合，37 ℃ 
恒温水浴锅水浴，每隔 1 h 记录溶血情况至 3 h。
1.6 细菌生长抑制实验 金黄色葡萄球菌实验设

置空白对照组、2.5 mg/mL 万古霉素（阳性对照）

组和 10% HClO 组，大肠埃希菌实验设置空白对照

组、2.5 mg/mL 头孢西丁钠（阳性对照）组和 10% 
HClO 组，每组设 3 个生物学重复。将金黄色葡萄

球菌和大肠埃希菌接种至 1 mL LB 液体培养基，于

37 ℃、160 r/min 培养 12 h；然后吸取菌液在 LB
固体培养基上划线，倒置培养于 37 ℃恒温箱 12 h
至长出单菌落。取单菌落接种至 1 mL LB 液体培

养基中，37 ℃、160 r/min 培养过夜。根据分组情

况将HClO 和万古霉素加入菌液中，继续以 37 ℃、

160 r/min 培养细菌，于 0、2、6、24、72 h 取样测

定 600 nm 波长处的光密度（D600）值。配制对应

组别的固体培养基，将菌液涂布于各平板后 0、2、
6、24、72 h 观察细菌生长情况并拍照。

1.7 抑菌圈实验 金黄色葡萄球菌实验设置空白

对照组、2.5 mg/mL 万古霉素（阳性对照）组、

10% HClO 组、15% 碘伏组和 15% 过氧化氢组，大

肠埃希菌实验设置空白对照组、2.5 mg/mL 头孢西

丁钠（阳性对照）组、10% HClO 组、15% 碘伏组

和 15% 过氧化氢组，每组设 3 个生物学重复。制
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备直径为 6 mm 的无菌纸片，121 ℃高压灭菌，待

干燥后根据分组情况制备相应的对照和药物敏感性

检测纸片，25 ℃避光干燥。取单菌落，用生理盐水

制备 D600 为 0.5～0.6 的菌悬液，均匀涂布于 LB 固

体平板培养基，贴上对照或药物敏感性检测纸片， 
37 ℃倒置培养 24 及 48 h 后测量抑菌圈大小。

1.8 统计学处理 采用 SPSS 22.0 软件分析数据。

采用 Shapiro-Wilk 检验对所有数据进行正态性检

验，符合正态分布的数据以 x±s 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，多重比较采用最小显著性差

异法。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 不 同 浓 度 HClO 对 L929 和 MC3T3-E1 细 胞

集落形成的影响 空白对照组 L929、MC3T3-E1

细胞的集落形成明显，细胞增殖趋势正常，7 d 开

始出现细胞衰老。10% HClO 处理的 L929 细胞随

着培养时间的延长增殖明显，3 d 前集落形成速度

较空白对照组慢，其中 3 d 时形成的集落数少于

空白对照组（P＜0.05）；5 d 时形成的集落数与

空白对照组相比差异无统计学意义（P＞0.05）；

7 d 时细胞衰老明显，形成的集落数少于空白对

照 组（P＜0.01）。10% HClO 处 理 的 MC3T3-E1
细胞 3 d 时形成的集落数少于空白对照组（P＜ 

0.05）；5 d 时形成的集落数与空白对照组相比差

异无统计学意义（P＞0.05）；7 d 时细胞衰老明

显，形成的集落数少于空白对照组（P＜0.01）。 
30%、50%、100% HClO 作用 1、3、5、7 d，L929、
MC3T3-E1 细胞均无单细胞集落形成，细胞基本死

亡。见图 1。

图 1 L929 和 MC3T3-E1 细胞在不同浓度 HClO 刺激下的集落形成情况
Fig 1 Colony formation of L929 and MC3T3-E1 cells stimulated by different concentrations of HClO

A, B: Colony formation images of L929 (A) and MC3T3-E1 (B) cells after interventing with different concentrations of HClO; C-E: 
Colony numbers of L929 cells 3 d (C), 5 d (D) and 7 d (E) after HClO stimulation; F-H: Colony numbers of MC3T3-E1 cells 3 d (F), 
5 d (G) and 7 d (H) after HClO stimulation. Scale bar＝100 μm. *P＜0.05, **P＜0.01. n＝3, x±s. HClO: Hypochlorous acid; CK: 
Control check; CFU: Colony forming unit.
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2.2 不同浓度 HClO 对 L929 和 MC3T3-E1 细胞增

殖及凋亡的影响 细胞增殖实验结果显示，HClO
对 L929 及 MC3T3-E1 细胞生长抑制作用存在浓度

依赖，10% HClO 组 2 种细胞的增殖抑制率较低，

而 30%、50% 和 100% HClO 组 2 种细胞的增殖抑

制率增高，与 10% HClO 组相比差异均有统计学意

义（P 均＜0.01，图 2A～2C）。细胞凋亡实验结果

显示，随着 HClO 浓度的升高，L929 和 MC3T3-E1 
细胞的凋亡率也逐渐升高（图 2D～2F）。

图 2 L929 和 MC3T3-E1 细胞在不同浓度 HClO 刺激下的增殖及凋亡情况

Fig 2 Proliferation and apoptosis of L929 and MC3T3-E1 cells stimulated by different concentrations of HClO
A: Images of L929 and MC3T3-E1 cells 24 h after different concentrations of HClO stimulation; B, C: Proliferation inhibition rates of L929 

(B) and MC3T3-E1 (C) cells 24 h after different concentrations of HClO stimulation; D: Flow cytometry images of L929 and MC3T3-E1 

cells 24 h after HClO treatment; E, F: Apoptotic rates of L929 (E) and MC3T3-E1 (F) cells 24 h after HClO stimulation. Scale bar＝ 

100 μm. **P＜0.01. n＝3, x±s. HClO: Hypochlorous acid; CK: Control check; FITC: Fluorescein isothiocyanate; PI: Propidium iodide.
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2.3 不同浓度HClO对小鼠红细胞的溶血风险 溶血

实验结果显示，生理盐水阳性对照组出现明显溶血

反应，但各浓度 HClO 组温育后 1～3 h 均未发生溶

血，与 PBS 阴性对照组相比无明显差异（图 3）。

图 3 不同浓度 HClO 作用下小鼠红细胞的溶血反应

Fig 3 Hemolysis responses of erythrocytes to different concentrations of HClO in mice
A: 1 h; B: 2 h; C: 3 h. HClO: Hypochlorous acid; NS: Normal saline; PBS: Phosphate buffered saline.

图 4 10% HClO 对金黄色葡萄球菌生长的抑制作用

Fig 4 Inhibition of Staphylococcus aureus growth by 10% HClO
A: Images of Staphylococcus aureus 0-72 h after 10% HClO and vancomycin stimulation; B: D600 of Staphylococcus aureus 0-72 h 

after 10% HClO and vancomycin stimulation; C, D: Diameter of inhibition circle of Staphylococcus aureus 24 h (C) and 48 h (D) after 

10% HClO, vancomycin, iodophor and H2O2 treatment. **P＜0.01 vs CK group; △△P＜0.01 vs vancomycin group. n＝3, x±s. HClO: 

Hypochlorous acid; CK: Control check; H2O2: Hydrogen peroxide.

2.4 低浓度HClO 对革兰氏阳性菌的抑制作用 金黄

色葡萄球菌生长抑制实验结果（图 4A、4B）显示，

万古霉素阳性对照组 0～72 h 细菌没有明显增殖；空

白对照组细菌逐渐增殖， 24 h后进入平台期；10% 
HClO 组细菌增殖趋势与空白对照组一致，但培养至

6 h及之后各个时间点D600 均低于空白对照组（P均＜ 

0.01），说明其对金黄色葡萄球菌有明显抑制作用。

抑菌圈实验结果（图 4C、4D）显示万古霉素对金黄

色葡萄球菌的抑制作用优于3种消毒剂（P均＜0.01），
10% HClO 抑菌效果与碘伏和过氧化氢无明显差异。
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3 讨 论

HClO 具有以下优点：（1）起效快速，可在 

1 min 内杀灭临床常见细菌；（2）可以中和细菌毒

素包括金黄色葡萄球菌 α- 溶血素和化脓链球菌链

激酶；（3）杀菌效果强，可以穿透细菌生物膜起

作用；（4）作为天然抗菌剂，低浓度 HClO 具有

较低的生物毒性；（5）抗菌谱广，且不产生耐药 

性［8-10］。虽然 HClO 具有以上优势，但以往 HClO

制备工艺差，保存方法不合适导致 HClO 因稳定性

差而未能在临床广泛应用［4］。目前 HClO 制备工艺

提升，各种含 HClO 敷料及溶液的出现使 HClO 再

次成为清创和创面治疗的主要消毒剂之一［11］。

HClO 及含 HClO 消毒剂主要应用于慢性创面

和口腔感染的治疗［12-14］。应用 HClO 治疗开放性

骨折及骨科感染的报道极少。开放性骨折内固定

2.5 低浓度HClO 对革兰氏阴性菌的抑制作用 大肠 
埃希菌生长抑制实验结果（图 5A、5B）显示，

头孢西丁钠阳性对照组 0～72 h 细菌几乎没有生

长；空白对照组大肠埃希菌随培养时间的延长明

显增殖；10% HClO 对大肠埃希菌抑制效果明显，

处理至 6 h 及之后各时间点 D600 均低于空白对照组 
（P 均＜0.01）。抑菌圈实验结果（图 5C、5D）

显示头孢西丁钠对大肠埃希菌的抑制作用优于 3 种

消毒剂（P 均＜0.01），10% HClO 抑菌效果与碘

伏和过氧化氢无明显差异。

图 5 10% HClO 对大肠埃希菌生长的抑制作用

Fig 5 Inhibition of Escherichia coli growth by 10% HClO
A: Images of Escherichia coli 0-72 h after 10% HClO and cefoxitin sodium treatment; B: D600 of Escherichia coli 0-72 h after 10% 

HClO and cefoxitin sodium treatment; C, D: Diameter of inhibition circle of Escherichia coli 24 h (C) and 48 h (D) after 10% HClO, 

cefoxitin sodium, iodophor and H2O2 treatment. **P＜0.01 vs CK group; △△P＜0.01 vs cefoxitin sodium group. n＝3, x±s. HClO: 

Hypochlorous acid; CK: Control check; H2O2: Hydrogen peroxide.
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术后感染易形成依附于内植物表面的生物膜，导致

系统性应用抗生素疗效差及创面冲洗不彻底［15］。

HClO 穿透力强，易透过生物膜，是潜在的骨感染

清创药物［8,16］。朱书芳［17］报道了 1 例应用含 0.01% 
纯 HClO 的冲洗液冲洗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

感染的化脓性骨髓炎病例。该患者诊断为骨折内固

定术后感染、骨髓炎，细菌培养提示耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌阳性，在骨髓炎清创术中采用生理盐

水 -过氧化氢 -生理盐水序贯冲洗，加用 0.01% 纯

HClO 冲洗液冲洗伤口并湿敷 1 min，术后负压引

流，持续使用 0.01% 纯 HClO 冲洗创面。患者清创

术后 21 d 创面无感染征象，在植皮后 20 d 创面愈

合，清创术后 6 个月骨折断端形成骨痂。该病例报

告表明采用 HClO 冲洗治疗骨髓炎具有一定的可行

性，但目前尚未见大样本量研究。此外，HClO 应

用于骨科领域的体外研究也很少，尚无体外数据支

持 HClO 的临床应用。

大量针对不同类型细胞的体外研究表明低浓度

HClO 未出现细胞毒性［18-19］。本研究探讨了 HClO
对成骨细胞与成纤维细胞的安全性。研究结果显

示，10% HClO 对成纤维细胞和成骨细胞的毒性较

低，短期应用细胞增殖未受明显影响，也未出现明

显凋亡，但是持续低浓度刺激 1 周后出现细胞衰老

加速，这可能是因为 HClO 的强氧化性导致大量氧

自由基产生，后者是细胞衰老的主要元凶。因此

长期低浓度 HClO 处理伤口可能存在负面效果，但

是短期应用低浓度 HClO 冲洗创面具有可行性。此

外，溶血实验结果显示各浓度 HClO 均不会导致溶

血反应，提示在清创手术中即使出现 HClO 入血也

不会导致溶血，安全性较高。

碘伏、过氧化氢是传统开放性骨折及骨髓炎

的清创消毒剂。碘伏适用于皮肤及黏膜处，刺激性

相对较小，患者耐受性好［20］。过氧化氢可通过氧

化作用分解腐烂组织，适用于厌氧伤口的清创，但

不适用于肉芽创面的持续冲洗引流。本研究观察

了 10% HClO、碘伏与过氧化氢针对革兰氏阳性和

革兰氏阴性菌的抑菌效果，发现 3 种消毒剂 24 h 和

48 h 抑菌圈直径差异无统计学意义。对于大肠埃希

菌，10% HClO 具有与碘伏和过氧化氢相似的杀菌

效果；但对于金黄色葡萄球菌，10% HClO 的杀菌

效果稍弱于碘伏，可能与 HClO 降解、浓度下降有

关。本研究结果表明 HClO 可能需要多频次、短间

隙给药，维持 HClO 的浓度以保证杀菌效果。结合

HClO 低毒性特点，其既可以作为清创术中冲洗消

毒剂，也可以术后持续使用。

HClO 冲洗也存在潜在的风险，除了本实验提

示的 HClO 的氧化性可能导致细胞衰老外，次氯酸

根离子可能导致骨质疏松。Kerbl 等［21］以 20 mm
厚的犬股骨切片进行体外研究，通过 CT 及组织学

染色发现向骨组织内注射 5.25% 次氯酸钠会导致骨

小梁结构稀疏。该研究使用次氯酸钠而非 HClO，

导致骨质结构稀疏的原因主要为次氯酸根离子。

临床应用 HClO 冲洗治疗骨髓炎及开放性骨折的不

良反应仍需要开展更多体内研究来探索。本研究的

主要缺陷即缺乏体内研究结果，后期将利用大鼠骨

髓炎模型，采用低浓度 HClO 冲洗病灶，观察 HClO
冲洗对大鼠各重要脏器的影响，并观察感染表征的

变化和骨折愈合情况。

综上所述，本研究提供了低浓度（10%）HClO
对于骨组织主要细胞安全性的研究数据，也验证了

低浓度 HClO 具有良好的杀菌效果，是潜在的骨髓

炎及开放性骨折冲洗剂。
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