


标准编制说明
一、工作简况
1、任务来源
按照团体标准制修订计划项目的通知（中国医药生物技术协会20220629号）的有关规定和要求，标准计划项目《自体颅骨贮存技术和管理规范》（以下简称《规范》（项目编号：20220626），标准起草单位：中国医药生物技术协会骨组织库分会、医疗机构、科研机构、企业共30余家。
2、 主要工作过程
该《规范》由中国生物医药技术协会骨组织库分会发起，由国家神经系统疾病临床医学研究中心、首都医科大学附属北京天坛医院刘伟明教授，四川生物医药产业技术研究院谢岩教授，解放军总医院骨科医学部郭全义教授等多名专家和多家单位参与制定。
2017年《规范》启动制定后，规范制定小组参考了大量国内外相关标准和文献，并结合国内三十余年临床与实践经验，听取专家意见，反复修改成稿。2021年12月25日，《自体颅骨体外深低温保存技术服务规范》2021稿成稿；中国医药生物技术协会骨组织库分会赵师充秘书长等提出修改意见，制定小组修改2021稿。2022年1月18日标准更名为《自体颅骨储存标准和管理规范》。2022年6月17日，骨组织库分会组织成立《自体颅骨储存标准和管理规范》工作专家委员会，并对规范最新稿提出修改意见，制定小组继续修改，形成2022稿。2023年6月26日，中国医药生物技术协会骨组织库分会召开中国医药生物技术协会《自体颅骨储存标准和管理规范》工作会，并提出修改意见，制定小组继续修改。2023年6月29日，中国医药生物技术协会正式批准立项。制定小组继续修改，形成2023稿。2024年3月22日，骨组织库分会召开《自体颅骨储存标准和管理规范》外部启动会，专家提出修改意见，编写组继续修改形成2024稿。2025年1月18日，骨组织库分会召开《自体颅骨储存标准和管理规范》内部外部专家讨论会，专家提出修改意见，制定小组继续修改。2025年5月24日，骨组织库分会召开《自体颅骨储存标准和管理规范》内部外部专家定稿会，专家提出修改意见，制定小组继续修。2025年7月22日，《规范》最新稿通过专家审核定稿，并更名为《自体颅骨贮存技术要求及管理规范》；启动《标准编制说明》起草。2025年11月17日，《标准编制说明》通过专家审核。2025年12月02日，《自体颅骨储存标准和管理规范》和《标准编制说明》定稿，并进入公示环节。
二、标准编制原则和确定标准主要内容的依据	
1、标准编制原则
本标准的编制遵循五个原则：协调性原则、规范性原则、适用性原则、安全有效原则、全过程管控原则。具体如下：
（1）规范性原则：严格按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》给出的规则起草，从文件结构、术语定义到技术条款均符合标准化文件的编制要求，保证编写质量和严谨性。明确医疗机构、技术人员及相关部门的职责分工，统一各环节的操作标准和技术要求，确保全过程操作有章可循、有据可依，提升管理的标准化和规范化水平。
（2）安全性：以保障患者安全为核心，对颅骨采集、处理、贮存、运输及再植入等各环节制定严格的质量控制要求，维持骨组织活性、降低感染风险和组织损伤风险，确保每一步操作符合无菌技术规范和生物安全标准。以减少感染、吸收等并发症，提高回植手术成功率为根本目标。
（3）有效性：《自体颅骨贮存技术要求及管理规范》通过规范贮存环境（如温度、湿度等）和操作流程，最大限度保持颅骨组织的生物活性和结构完整性，确保其在再植入时能够满足临床需求，提升治疗效果。
（4）协调性原则：《自体颅骨贮存技术要求及管理规范》与现行国家法规、强制性标准及产业政策要求协调一致，确保《自体颅骨贮存技术要求及管理规范》在行业内具有兼容性和通用性。
（5）适用性原则：结合自体颅骨保存与回植实践，提出具体的技术要求和管理规范，确保《自体颅骨贮存技术要求及管理规范》可落地、能执行。为颅骨贮存机构提供指导，规范行业行为，也为监管部门制定法规政策提供技术支持。
（6）全过程管控原则：《自体颅骨贮存技术要求及管理规范》覆盖从颅骨采集、检测、转运、入库、加工、包装、贮存、出库、放行、转运和回植等的全流程。规范要求颅骨贮存机构建立完善的记录与追溯系统，对颅骨样本的来源、处理过程、贮存条件、流转信息等进行全程记录，确保每个环节可查询、可追踪，实现从采集到使用的全链条管理。
2、主要内容依据
本规范的机构基本要求包括设置及管理，场地、设施设备和环境，人员基本要求，物料与试剂，质量管理体系；参照GB/T 42061【1】、GB/T 42062【2】、GB/T 36988【3】、YY/T 0513.1【4】、《细胞治疗产品生产质量管理指南》（试行）【5】。
自体颅骨的采集和储存，包括采集前评估和准备，颅骨采集，转运，入库，加工，包装、标签与标识，入库贮存，出库、放行和转运，回植，返库，废弃颅骨处理，记录和追溯；参照《临床微生物检验基本技术标准》【6】、《Standards for tissue banking》【7】、《中华人民共和国生物安全法》【8】、《中华人民共和国传染病防治法》【9】、《医院感染管理办法》【10】、《医疗废物管理条例》【11】、WS/T 367-2012【12】、WS/T 805—2022【13】、GB 18280【14】、YY/T 0606.12【15】、YY/T 0567.1【16】、YY 0033【17】、《中华人民共和国药典》【18】。
本规范的跟踪随访包括基本原则，随访时间、方式和内容，数据管理，参照《医疗机构病历管理规定》【19】《个人信息保护法》【20】。
三、主要实验验证情况
1、主要实验
主要实验验证项目包括以下七项：初始污染菌/生物负载检验、内毒素检验、辐照灭菌、无菌工艺验证、贮存液内毒素检测、自体颅骨瓣保存活性、自体颅骨瓣保存后细菌培养检验。具体内容如下：
（1） 初始污染菌/生物负载检验
薄膜过滤法，中国药典2025版/ISO11137-1
非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法（薄膜过滤法）
微生物计数法系用于能在有氧条件下生长的嗜温细菌和真菌的计数。当本法用于检查非无菌制剂及其原、辅料等是否符合规定的微生物限度标准时，应按下述规定进行检验，包括样品的取样量和结果的判断等。除另有规定外，本法不适用于活菌制剂的检查。微生物计数试验环境应符合微生物限度检查的要求。检验全过程必须严格遵守无菌操作，防止再污染，防止污染的措施不得影响供试品中微生物的检出。洁净空气区域、工作台面及环境应定期进行监测。如供试品有抗菌活性，应尽可能去除或中和。供试品检查时，若使用了中和剂或灭活剂，应确认其有效性及对微生物无毒性。供试液制备时如果使用了表面活性剂，应确认其对微生物无毒性以及与所使用中和剂或灭活剂的相容性。
（2）内毒素检验
光度测定法，《中国药典》9251 细菌内毒素检查法应用指导原则
细菌内毒素检查法（动态浊度法）
本法系利用鲎试剂来检测或量化由革兰阴性菌产生的细菌内毒素，以判断供试品中细菌内毒素的限量是否符合规定的一种方法。细菌内毒素检查包括两种方法，即凝胶法和光度测定法，后者包括浊度法和显色基质法。供试品检测时，可使用其中任何一种方法进行试验。当测定结果有争议时，除另有规定外，以凝胶限度试验结果为准。
（3）辐照灭菌；
自体颅骨组织库团体标准T/CIRA 35-2022 辐射灭菌
自体颅骨辐射灭菌剂量的确定及维持
鉴于自体颅骨具有“唯一”的特殊性,无法直接用于试验性验证,因此,选择ACB等同产品(废弃颅骨)和/或模拟产品(替代物)为样品来确认灭菌过程。通过对样品生物负载的测试分析,验证 ACB 微生物的管控水平。建立达到 10-6SAL值所需的灭菌剂量,应参照GB18280.2中VDmax15、VDmax25和基于生物负载水平的方法一。基于 GB/T 31995 中针对较小样本量的修正统计方法:(1)VDmax15法:在微生物抗力标准分布(standard distribution of resistances,SDR)条件下,当微生物水平≤1.5 CFU/产品单元时,选择15 kGy 作为灭菌剂量;(2)VDmax25法:在微生物抗力标准分布条件下,当微生物水平≤1000CFU/产品单元时,选择25kGy作为灭菌剂量。此外,也可通过生物负载测试结果查表验证并建立最低灭菌剂量。建立灭菌剂量后,应进行周期性灭菌剂量的审核,其目的是确定灭菌剂量的持续适宜性。灭菌剂量审核的所有措施须应用于ACB 所有产品族。
（4） 无菌工艺验证；
薄膜过滤法，中国药典2025版
无菌检查 (薄膜过滤法）
无菌检查法系用于检查药典要求无菌的药品、生物制品、医疗器械、原料、辅料及其他品种是否无菌的一种方法。若供试品符合无菌检查法的规定，仅表明了供试品在该检验条件下未发现微生物污染。无菌检查应在无菌条件下进行，试验环境必须达到无菌检查的要求，检验全过程应严格遵守无菌操作，防止微生物污染，防止污染的措施不得影响供试品中微生物的检出。单向流空气区域、工作台面及受控环境应定期按医药工业洁净室(区)悬浮粒子、浮游菌和沉降菌的测试方法的现行国家标准进行洁净度确认。隔离系统应定期按相关的要求进行验证，其内部环境的洁净度须符合无菌检查的要求。日常检验需对试验环境进行监测。
（5）贮存液内毒素检测
干扰实验：取一份已知低内毒素的样品，分成两份，一份加入已知浓度的内毒素（如加标至0.5λ），另一份作为对照。回收率应在50%-200%之间，以证明样品基质不抑制或不增强反应。检验结论：本次检测的样品原液在两支平行管中均为阴性反应。根据凝胶法半定量试验规则，该样品的内毒素含量低于鲎试剂灵敏度0.03 EU/mL 。判定：该份自体颅骨瓣贮存液的内毒素含量为 < 0.03 EU/mL，远低于规定的安全限值（0.25 EU/mL），内毒素检查合格。本方案适用于对-80°C或-196°C低温保存前的颅骨贮存液进行内毒素放行检验。样本为2025年4至6月份所保存6个月时的颅骨瓣。
可行性说明：本方案旨在建立并验证 鲎试剂（LAL）凝胶法，用于定量检测自体颅骨瓣在低温保存期间所用贮存液中的细菌内毒素含量，确保其低于人体安全限值（通常为0.25 EU/mL），为再植手术的安全性提供关键质量控制依据。
（6） 自体颅骨瓣保存活性
分析方法：MTT 法
检验结论：本次所总结的为我司1至7月份MTT检测的保存时间在6个月左右的颅骨瓣，因患者要进行颅骨回植，所以取样检测。所有样品MTT都有染色变蓝，只是深浅不同。当然江西省元化低温医学科技有限公司绝大部份患者保存的颅骨都在二至三个月时取回使用，其MTT染色实验也有颜色改变。可以判定江西省元化低温医学科技有限公司使用10%的甘油混合水做为保存液深低温保存的颅骨具有活细胞，其回植以后更具有生长能力。
可行性说明：MTT 全称为3-(4,5)-dimethylthiahiazo (-z-y1)-3,5-di-phenytetrazoliumromide,汉语化学名为 3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐，商品名:噻唑蓝。是一种黄颜色的染料。MTT比色法，是一种检测细胞存活和生长的方法。其检测原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性MTT 还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒(Formazan)并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。二甲基亚砜(DMSO)能溶解细胞中的甲瓒，用酶联免疫检测仪在490nm波长处测定其光吸收值，可间接反映活细胞数量。在一定细胞数范围内，MTT 结晶形成的量与细胞数成正比。该方法已广泛用于一些生物活性因子的活性检测、大规模的抗肿瘤药物筛选、细胞毒性试验以及肿瘤放射敏感性测定等。它的特点是灵敏度高、经济。
安全性：采用MTT法检测保存约6个月的人体颅骨瓣细胞活性，其安全性在规范操作下具有积极保障。该方法通过验证颅骨瓣中成骨细胞的代谢活性，能为自体骨移植的临床应用提供关键的生物活性证据，证明其不仅是结构支架，更是具备再生潜力的活性组织。在遵循标准深低温冷冻 protocols 并使用细胞保护剂（如DMSO）的条件下，细胞代谢处于可逆的休眠状态，6个月保存期并不会导致活性完全丧失；同时，MTT作为成熟可靠的检测技术，其操作流程（如无菌处理、避光保存）已有明确规范，能有效控制实验风险。这一检测不仅为评估骨瓣质量提供了科学依据，更有助于优化骨库保存标准，推动颅骨修补术的精准化和个体化发展。
（7） 自体颅骨瓣保存后细菌培养检验
检验方法：《中国药典》1101 无菌检查法 直接接种法 
在无菌条件下，将样本接种于丰富的液体培养基中（硫乙醇酸盐流体培养基用于需氧菌和厌氧菌，胰酪大豆胨液体培养基用于真菌和需氧菌），通过适宜温度的培养，使样本中可能存在的微量微生物增殖。通过观察培养基的浊度变化或使用自动化培养系统（如BacT/ALERT®）监测微生物代谢产物，来判断样本的无菌性。
检验结论：本次送检的自体颅骨骨瓣样本（编号：25-2）经14天需氧、厌氧及真菌培养：保存液、骨瓣表面及骨内部样本在所有培养基中均未出现微生物生长现象。试验系统有效。
判定：该自体颅骨骨瓣及其保存液经6个月低温保存后，细菌学无菌检验结果为阴性（无菌生长），符合再植手术的微生物学安全要求。
可行性说明：本方案旨在建立标准操作程序（SOP），用于验证经-80°C深低温保存6个月后的自体颅骨骨瓣及其保存液的微生物无菌状态。检测旨在确保骨瓣在植入前无需氧菌、厌氧菌及真菌污染，最大限度降低术后感染风险，是再植手术前至关重要的安全性评估环节。
以上方法总结如下：
	项目
	内容
	要求
	验证结果

	初始污染菌/生物负载检验
	明确组织具体生物负载数量CFU
	微生物计数法
CFU/件
	符合

	内毒素检验
	明确组织内毒素含量达到相关标准
	血液接触10EU
脑脊液接触2.15EU
	符合

	辐射灭菌
	灭菌计量确认
	≤1.5 CFU/产品对应15kGy
≤1000CFU/产品对应25kGy
	符合

	无菌检验
	组织的无菌性
	药典2025，10-6SAL
	符合

	贮存液内毒素检测
	自体颅骨瓣贮存液内毒素
	<0.25 EU/mL
	符合

	保存活性
	自体颅骨瓣保存活性
	显色
	符合

	保存后细菌培养检验
	自体颅骨瓣保存后细菌培养检验
	阴性
	符合



2、应用效果
目前自体颅骨贮存及回植技术开展范围覆盖多省500余家医疗机构，包括广东、广西、浙江、江苏、上海、天津、黑龙江、吉林、辽宁、内蒙古、河北、河南、山东、山西、陕西、甘肃、青海、宁夏、四川、重庆、贵州、云南、湖南、湖北、福建、江西、安徽、重庆、贵州等。各省开展自体颅骨贮存案例数量总计超过一万例。自体颅骨贮存后回植效果统计如下：患者满意度为>95%，接受度为>95%，有效率>90%，安全率>90%，排斥反应率<1%，脱落移位率<1%，过敏率<1%,  感染率<10%，血肿/皮下积液率<10%，吸收率<15%, 愈合不良率<1%，翻修率<5%。
四、采用国际标准或国外先进标准程度的说明，以及与国内外同类标准的对比情况
无国际及国内同类标准。
五、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系。
与现行法律、法规和强制性国家无冲突。
六、重大分歧意见的处理依据和结果的说明
无重大分歧意见。
七、作为强制性行业标准或推荐性行业标准的建议
建议作为推荐性行业标准。
八、贯彻标准的要求和措施建议
	        为便于相关标准使用方理解和贯彻标准，计划在标准发布出版后适时召开标准宣贯会。宣贯对象为生产企业、监管人员、检验人员及其它相关人员。
建议本标准从发布之日起，可给予6个月过渡期，6个月后正式实施。
九、废止现行有关标准的建议
无。
十、其他应予说明的事项
无。
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