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Specification for quality management of human-blood originated natural killer
cell(NK cell) reagent preparation
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3.1 RIBRMEX
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3.1.1

BARGER nature killer cell

BABEERMMIDIBERI RN G AN, A8 HRA B B . X g 40 it 47 G 9% AR AN Bk o
3.1.2

#% donor

FRAEFH 40 B = i A2 7 FH 4l i i AN
3.1.3

SNE MM Z4ABE  peripheral blood mononuclear cell

M A BN, FEAREMREYIE. B0, ErEgiiE. Ao R0 s b & HAh 40 iy
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3.1.4

MESE®R  |ymphocyte separation medium

— PR EE AT 1.075 ~ 1.090 g/ml Z (A TUT LTS8 VAW, FHANCE PR 20, i — 32 %5 P O 4
U0 42 R N 5 P T B 3 AT AT 5 ol L 40 JH o DA 2 5
3.1.5

HRRSEZR cell viability
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3.1.
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BYE5  trypan blue
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75 release testing
R CRAP 41 B 78 VA R N 95 3 R AN 52 453 5 1R Y VR B 57

3.2 #4gE&IE

T AR IS T A

ACD: MIMEPR T I HHA W (Acid Citrate Dextrose)

CWV: E4ififsi# (cytomegalo virus)

EBV: A2 (Epstein-barr Virus)

EDTA: & —f%ZVY 2. (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid)
HBV: ZAUJF4%# (Hepatitis B Virus)

HCV: AT #95 %8 (Hepatitis C Virus)

HIV: ASGpE ke (Human Tmmunodeficiency Virus)
HTLV: AZEFETHHAES% 2 (Human Thymic Leukemia Virus)
NK4HAE: BHIARG4HE (nature killer cell)

PBMC: #bJE I EAAZ 48 (peripheral blood mononuclear cell)
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5.1.2 FRMAMAHITSFZS, %8 GB/T 38576-2020 H #UJCH M BGH &t 4N & Il % ACD/EDTA/ & Hikes
Mo RS MU B> 25 PBMC, 75 KA. ACFEAIE K A2 Al G AR VA o

5.1.3  TEFFETE AU ER AR IR] 4 25 PBMC, FSRT HEAT 40 M v H 250 S A0 A7 R

5.1.4 ALGNERRTAST I IE B 1 NK A NAE R ERE A 2 XHEA T AR 0 B0 . B9 Wk, e Rl &
R, BRGNS ERR A TCIZ R B 5k B IR G X S ) J 75 w] BEAT Je S IO ] 2%
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a) BEWAGT. LS RNHG TS — R

b)  ERFUGRISW, BRI R R

) SEEGERMIMAEG: ME MK, HIV, HCV. HBV. EBV. CMV, HTLV, My#E. FFEThAE. At
W ARSI, S ABO AY.  Rh i AYRCAL LK HLA FCALGI;

d)  RSTTIS: MMINRSE. IRTIRE e A

e) GRS,
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5.2.6 AUy KGR AR B e — KRG R AR R L AE R T, R I 5T RO A0 R B R % R I R AT
k2
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5.3.2 XIFRFREAGHAE, BB NK G, RO IR el R R, BE S E AR A
HR A B PR PO AT V2 AT o e o

5.3.3  fULHLLRNLE F6HE P A5 Tl 2 LA 0 2 A A B, L 96 2 I A A
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5.3.6.2 [EHi%E
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A JFE I SR 2% 2 i NK 4 B G5 22 78 CD3-CD16+CD56+=80%, Jif s If e Y5 2472 i b NK 4 i G g5 2%
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R 25 R AE NK ZHAIE R =95%; ¥R A7 NK 400 &2 5 J5 S AT =90%.
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5.3.6.6 NEE
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6.3 &S NK R GERE

Yo A gm B A N T _E M LRSI, CD3. CD16+ CD56 341 9 b Je o, P8 NK 41 g #¥ CD3-CD16+CD56+,
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	5.2.8　每批次细胞培养结束后，应进行清场，制备场所和设备应没有与本次制备有关的物料、产品、记录等遗留。
	5.2.9　应建立NK细胞制剂批号编制规程。每批细胞制剂应编制唯一的批号，并建立出入登记记录制度。
	5.2.10　应避免出现任何偏离工艺规程或操作规程的偏差，如出现偏差，应按照偏差处理操作规程执行。

	5.3　NK细胞制剂的质量控制
	5.3.1　制备机构应具有NK细胞制剂的检测能力，并配备相关专业技术人员和设备，建立制剂质量标准，确立制剂质量检
	5.3.2　对于培养后不经冻存，直接回输的NK制剂，应加强培养的全过程质量控制，设置合理的取样点，并采用合理的快
	5.3.3　如果细胞培养基内添加成分可能会对细胞制剂质量或安全性产生影响，应对培养基及其他添加 成分残余量进行检
	5.3.4　制备机构应在NK细胞制剂制备过程中开展质量检测， 制剂的检验应由制备机构负责人指定有资质的人员进行。
	5.3.5　制备机构应建立NK细胞制剂留样操作规程，留样应至少保存至使用结束后三个月。
	5.3.6　质量控制的技术要求
	5.3.6.1　细胞形态
	体外培养呈悬浮状，活化后体积变大或形状变为不规则。
	5.3.6.2　回输数量
	收集之前，每毫升NK细胞密度须在3×106以上，单次回输数量50亿数量以上。
	5.3.6.3　终产品中NK细胞免疫表型
	外周血来源终产品中NK细胞免疫表型CD3-CD16+CD56+≥80%，脐带血来源终产品中NK细胞免
	5.3.6.4　细胞活率
	新鲜制备未冻存NK细胞活率≥95%；冻存NK细胞复苏后应用前≥90%。
	5.3.6.5　无菌试验和支原体检测
	真菌、细菌、支原体、衣原体、病毒等均应为阴性。
	5.3.6.6　内毒素
	内毒素应≤0.5EU/mL。
	5.3.6.7　杀伤作用
	NK细胞制剂对特异性肿瘤细胞的杀伤作用。



	6　质量控制的检验方法
	6.1　细胞形态
	体外二维悬浮培养条件中，静息状态下呈不规则形悬浮生长；激活后形态变大变长，用倒置显微镜进行观察。

	6.2　回输数量
	使用全自动细胞计数仪精确计数

	6.3　终产品中NK细胞免疫表型
	按流式细胞仪应用手册上机检测，CD3、CD16、CD56均为胞外染色，圈出NK细胞群CD3-CD16

	6.4　细胞活率
	6.5　无菌试验和支原体检测
	真菌、细菌和支原体按照《中华人民共和国药典(2020年版）》检验。人类免疫缺陷病毒按照WS 293检

	6.6　内毒素
	内毒素按照《中华人民共和国药典(2020年版）》检验。

	6.7　杀伤作用
	按照流式细胞术的检测规程，流式细胞仪检测共孵育细胞中CFSE阳性靶细胞中7-AAD阳性细胞比例，得到


	7　质量控制的检验分类
	7.1　 批
	在一个生产周期中，同一生产线、同一来源、同一代次、同一工艺制备出来的产品为一批。

	7.2　 抽样
	在同一批的产品中随机抽取3个最小包装单元。


	8　NK 细胞冻存、运输与复苏
	8.1　制备机构应建立NK细胞的冻存和复苏操作规程，在规定的温度范围内储存细胞。应对冻存工艺 (包括冻存液和
	8.2　应建立NK细胞制剂运输的标准操作规程，运输方式等应经过验证。

	9　NK 细胞制剂的放行
	9.1　制备机构应建立NK细胞制剂放行的操作规程，符合质量标准的NK细胞制剂由质量管理负责人或质量受权人批准
	9.2　NK细胞制剂经放行后方可进行回输。
	9.3　每批次的NK细胞制剂放行检测项目应至少包括：无菌检测、支原体检测、内毒素检测、细胞存活率、细胞数量、
	9.4　NK细胞制剂质制备后需立即进行回输，可采用经过验证的快速检测方法。但应建立规程，规定采用快速检测方法

	10　追溯
	10.1　应建立完整的细胞制备记录系统、标识标签系统和免疫细胞制剂编码系统，以便于NK细胞制剂的辨识并防止制剂
	10.2　细胞制备记录包括每天的细胞状况，细胞数量，细胞因子浓度等具体信息。标识系统应记录患者信息、细胞制剂名
	10.3　每个患者的信息和操作全过程应双人复核。
	10.4　每份NK细胞制剂应编制唯一的编码。编码应能追溯到患者信息以及该细胞制剂操作和最终处理的所有记录。应建
	10.5　转移和运输记录应能追溯NK细胞制剂从一个机构到另一个机构的流转过程。转移和运输记录应包括：NK细胞制
	10.6　制备机构应建立不良反应报告和收集制度，在对不良反应进行分析时， 应能追溯到所使用NK细胞制剂制备的相

	11　保密
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