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前言 

本标准按照 GB/T 1.1-2020 给出的规则起草。 

本标准由上海市生物医药行业协会提出 

本标准起草单位: 上海埃格颂赞生物科技有限公司、江西惠肽生物科技有限

公司、海南松林生物科技责任有限公司、深圳特瑞特生物科技有限公司、北京汉

氏联合生物技术股份有限公司、上海骨泌特生物科技有限公司、上海莱威生物科

技有限公司、江西善泰健康产业发展有限公司、江西汉氏医学发展有限公司、江

西东弘惠肽生物科技有限公司、绍兴埃格颂生物科技有限公司、绍兴优铭生物科

技有限公司、上海循源生物科技有限公司、上海东弘盛康生物科技有限公司、上

海宇玫博生物科技有限公司、上海惠肽生物科技有限公司、上海峰林生物科技有

限公司。 

本标准主要起草人: 余跃飞、韩忠朝、王京苏、王晓冰、韩之雷、高博、严

月华、王端贺、艾辉、李国荣、陈云生、李明、唐卫、 刘丽娟、杜东。 
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间充质干细胞外泌体质量控制标准 

1 范围 

本标准规定了间充质干细胞来源外泌体的质量控制方法。 

本标准适用于间充质干细胞外泌体制备、储存、运输和应用的质量管理要求。 

2 规范性引用文件 

   下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适

用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

 

  GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法 

  T/CSCB 0001 干细胞通用要求 

T/CSCB 0003 人间充质干细胞 

T/CSCB 0015-2022 人干细胞来源细胞外囊泡制备通用要求 

3 术语和定义 

干细胞 

干细胞是来自于胚胎、胎儿或成人体内具有在一定条件下无限制自我更新与

增殖分化能力的一类细胞，能够产生表现型与基因型和自己完全相同的子细胞，

也能产生组成机体组织、器官的已特化的细胞，同时还能分化为祖细胞。 

间充质干细胞 

间充质干细胞是一种多能干细胞，它具有干细胞的所有共性，即自我更新和

多向分化能力。 

外泌体 

外泌体（exosome）是细胞分泌的膜外双层脂质小囊泡，直径 30 ~ 200nm，

包含了蛋白质、脂质、多糖及 RNA 等物质，可以转运核酸、脂质和蛋白质，参

与细胞间的信息交流。 
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4  间充质干细胞外泌体的采集 

4.1 间充质干细胞来源要求 

4.1.1 对间充质干细胞组织样本的供者来源需进行规范的供者筛查，且在样本采

集期间无人源特定病毒（包括 HIV、HBV、HCV、EBV、CMV、HTLV）的感染，

无梅毒螺旋体感染。 

4.1.2 对于人类胚胎干细胞系或诱导多能干细胞（iPSC）来源的间充质干细胞，

须能追溯原始供体，并符合前述供者筛查要求。不得使用患有严重的传染性疾病

和家族史中有明确遗传性疾病的供者作为异体干细胞来源。 

4.1.3 间充质干细胞供者相关信息需可追溯。间充质干细胞可从脐带、脂肪、羊

膜获取，并应用于制备各种治疗用的外泌体。 

4.2 间充质干细胞上清 

间充质干细胞培养过程中，细胞培养基中去除细胞、细胞碎片及其他细胞 

成分后所余留的液体。 

4.3 间充质干细胞伦理要求 

间充质干细胞在使用及临床中应符合《涉及人的临床研究伦理审查委员会建

设指南》（2019 版，附则六：干细胞临床研究伦理审查）规定。 

5 技术要求 

5.1 原材料 

5.1.1 应符合 T/CSCB 0001、T/CSCB 0003 的要求。 

5.1.2 间充质干细胞 

间充质干细胞质量控制要符合 T/CSCB 0003 的规定。 
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5.1.3 干细胞培养上清 

为了获得高质量的外泌体，收获外泌体最佳时间为 P5 代间充质干细胞，要

求融合率达 95%以上的细胞上清。 

5.1.4 

外泌体的制备与纯化要符合 T/CSCB 0015-2022 的规定。 

5.2 外泌体的质量标准 

5.2.1 粒径 

外泌体粒径应小于 200 纳米，且在 60-120 纳米范围内形成粒径峰值（图 1）。 

5.2.2 形态 

透射电显微镜观察，外泌体形态为双层膜结构的茶托状或杯状结构，具体见

图 2。 

 

5.2.3 浓度 

用于皮肤及骨关节抗衰用间充质干细胞外泌体浓度应不低于 3×10
10

/ml。 

5.2.4 标志蛋白 

   外泌体膜上富含的参与外泌体运输的四跨膜蛋白家族（CD63、CD81 和 CD9)

是最常用的外泌体标志物，鉴定标准是其中任意两个表达阳性。 
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5.2.5 无菌检査 

   细菌等微生物检测应为阴性。 

5.2.6 支原体检测 

支原体检测结果应为阴性。 

5.2.7 细胞内外致病因子检测 

HIV 抗体、HBsAg、HCV 抗体、TP 抗体、CMV-IgM、HTLV 抗体、HPV

抗体、HHV 抗体、EBV 抗体检测应为阴性，HCV、HBV、HIV 病毒核酸检测应

为阴性。 

5.2.8 内毒素检测 

各样本中内毒素检测值应小于等于 0.5 EU/mL。 

5.2.9 异常免疫学反应检测 

淋巴细胞亚群应无异常增殖。 

6 鉴定方法 

6.1 粒径及浓度 

外泌体粒径及浓度分析方法采用纳米流式检测法(Flow NanoAnalyzer)和纳米

颗粒跟踪分析（NTA)。 

A  纳米流式检测仪(Flow NanoAnalyzer)：是基于鞘流单分子荧光检测技术开

发的一种先进的单颗粒、多参数、高通量的纳米颗粒定量表征。纳米流式检测仪

覆盖了传统流式细胞仪 200 nm 以下粒径检测的盲区，囊括了纳米颗粒以及亚细

胞结构，可实现单个纳米颗粒(7-1000 nm)的粒径及其分布检测。 

B 纳米颗粒跟踪分析（NTA)：其原理是对每个颗粒的布朗运动进行追踪和分

析，计算出纳米颗粒的流体力学直径和浓度。NTA 技术已被外泌体研究领域认可

为外泌体表征手段之一。 
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6.2 形态 

透射电子显微镜观察法（TEM）可从形态和大小上对外泌体进行鉴定。通

过负染的方法，在高倍镜下直接观察单个外泌体的形态结构和大小。检测时标本

一定要注意避免反复冻融。详见附录 A 

6.3 表面标志蛋白 

外泌体表面标志蛋白 CD63、CD9、CD81 可通过纳米流式检测，流式细胞仪

检测技术比较快速，适合高通量筛选。先用标志蛋白 CD63、CD9、CD81 相应的

抗体进行标记，再用流式细胞仪检测其阳性表达，从而验证外泌体。详见附录 B 

 

6.4 无菌检测 

细菌等微生物检测按照《中华人民共和国药典》中“1101 无菌检査法"和“3301

支原体检查法”项检测。 

 

6.5 细胞内外致病因子检测 

 

ELISA 检测法检测抗体水平；核酸检测法检测病毒核酸。 

 

6.6 内毒素检测 

 

按照《中华人民共和国药典》中“1143 细菌内毒素检查法"检测。 

 

6.7 异常免疫学反应检测 

 

抑制淋巴细胞增殖检测方法（CFSE 标记法）进行异常免疫学反应检测，用

流式细胞术检测淋巴细胞增殖率。 

7 保存 

外泌体储存稳定性是生物库临床样本稳定性和生产一致性的关键问题，也是

外泌体用于治疗用途的先决条件。迄今为止，许多研究都探讨了储存条件对外泌

体的影响，表明储存条件相关因素可能会影响外泌体的各种特性，包括生物物理

稳定性、颗粒回收率和直径以及外泌体的功能。 
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迄今为止，最好的综合储存方式是-80℃冷冻贮藏，将外泌体长期存放几个

月的适当条件是冷冻在-80°C 或更低的温度下，避免反复冻融。为防止外泌体

冻伤，可选择地添加防冻剂海藻糖以延长保质期。另外，从几个小时到两天的短

期存储通常是放置于+ 4°C 的温度。 

8 运输 

冻存的外泌体应在-20~-80°C 条件下冷链运输，而非冻存的外泌体应在 2 °

C〜8 °C 条件下运输。 

9 标签 

标签内容包括： 外泌体来源细胞名称及代次；外泌体的浓度；生产日期，生产批号；

储存条件。 
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附录 A 

（规范性附录） 

 

 

外泌体样品透射电镜观察 

 

主要试剂与仪器 

 

戊二醛溶液。 

醋酸双氧铀溶液 

透射电子显微镜。 

载样铜网 

 

 

检测步骤 

 

1 将外泌体取出 10 μ L。 

2 吸取样品 10 μ L 滴加于铜网上沉淀 1 min，滤纸吸去浮液。 

3 滴加戊二醛溶液于样本上，固定 5 min 

4 醋酸双氧铀 10 μ L 滴加于铜网上沉淀 1 min，滤纸吸去浮液。 

5 常温干燥数分钟。 

6 100 kv 进行电镜检测成像。 

7 获得透射电镜成像结果。 
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附录 B 

（规范性附录） 

 

外泌体样品荧光标记及纳米流式检测 

 

主要试剂与仪器 

 

FITC Mouse Anti-Human CD63 

FITC Mouse Anti-Human CD81 

FITC Mouse Anti-Human CD9 

PBS 

小型冷冻离心机 Beckman 

粒径分析仪 NanoFCM 

 

检测步骤 

 

1 将 20μ L 外泌体稀释至 60 μ L，取 30 μ L 稀释外泌体分别加入 20 μ L 荧光

标记的抗体（CD63、CD9、CD81），混匀，避光 37℃孵育 30min。 

2 加入 1 mL 预冷的 PBS，选择超速转子，4 ℃，110,000 × g，超速离心 70 min。 

3 小心去除上清，加入 1 mL 预冷的 PBS，选择超速转子，再次 4 ℃，110,000 × 

g，超速离心 70 min。 

4 小心去除上清，用 50 μ L 预冷的 1×PBS 重悬。 

5 先用标准品进行仪器性能测试合格后方可进行外泌体样品上样，注意需进行梯

度稀释避免样本堵塞进样针。 

6 待样本完成检测即可获得 NanoFCM 仪器检测蛋白指标结果。 
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