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[bookmark: _Toc20411_WPSOffice_Level1]前  言

本文件按照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》的规定起草。
本文件由中国研究型医院学会细胞外囊泡研究与应用专业委员会提出。
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[bookmark: _Toc15502_WPSOffice_Level1]人多能干细胞来源的小细胞外囊泡
1 [bookmark: _Toc4220_WPSOffice_Level1]范围
本文件规定了生产人多能干细胞来源的小细胞外囊泡的技术要求、检测方法、检验规则、包装、使用说明、标签、储存及运输和废弃物处理要求。
本文件适用于人多能干细胞来源的小细胞外囊泡的生产与检测。
2 [bookmark: _Toc19022_WPSOffice_Level1]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而成为本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅注日期对应的版本适用于本文件；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
WS 213  丙型肝炎诊断
WS 273  梅毒诊断
WS 293  艾滋病和艾滋病病毒感染诊断标准
WS 299  乙型病毒性肝炎诊断标准
T/CSCB 0001  干细胞通用要求
T/CSCB 0002  人胚干细胞
T/CSCB 0005  人诱导多能干细胞
药品生产质量管理规范
中华人民共和国药典（三部）
全国临床检验操作规程
3 [bookmark: _Toc26994_WPSOffice_Level1]术语和定义
下列术语及定义适用于本文件。
3.1 人多能干细胞 human pluripotent stem cell
具有在体外无限地自我更新和向三胚层分化潜能的干细胞，包括人胚干细胞和人诱导多能干细胞。
3.2 人胚干细胞 human embryonic stem cell
可在体外无限地自我更新，并且具有向三胚层细胞分化潜能的，源自人着床前胚胎中未分化的初始细胞。
3.3 人诱导多能干细胞 human induced pluripotent stem cell
由人体细胞经重编程而获得的具有无限自我更新能力和向三胚层细胞分化潜能的一种干细胞。
3.4 小细胞外囊泡 small extracellular vesicles
由细胞主动分泌的具有脂质双分子层膜结构的直径小于200nm的微小囊泡。
4 [bookmark: _Toc7657_WPSOffice_Level1]技术要求
4.1 生产要求
4.1.1 原材料和辅料
生产人多能干细胞来源的小细胞外囊泡的过程中，使用的原材料和辅料应符合T/CSCB0001、T/CSCB0002、T/CSCB0005要求。
4.1.2 培养体系
4.1.2.1 支持细胞
人多能干细胞应在无滋养层的培养体系中培养。
4.1.2.2 细胞基质
应采用符合《药品生产质量管理规范》的成分明确、无动物源成分的细胞外基质。
4.1.2.3 细胞培养基及添加剂
应采用符合《药品生产质量管理规范》的成分明确的、无动物源成分的、不含囊泡的培养基。
4.1.2.4 细胞消化液
应采用符合《药品生产质量管理规范》的成分明确、无动物源成分的细胞消化液。
4.1.3 人多能干细胞培养上清液的收集与储存
4.1.3.1 收集人多能干细胞的培养上清液后应依次去除死细胞及细胞碎片，记录去除方法。
4.1.3.2 经过以上处理的培养上清液应即刻分离小细胞外囊泡或-80℃保存。
4.2 关键质量属性
4.2.1 人多能干细胞
用于生产小细胞外囊泡的人多能干细胞的关键质量属性分别完全符合T/CSCB0002和T/CSCB0005的规定。
4.2.2 小细胞外囊泡
4.2.2.1 形态
透射电镜下应呈现不聚团的具有清晰膜结构的茶托状或杯状结构，边缘清晰。
4.2.2.2 粒径
应分布在小于200nm范围内，且在30-200nm范围内存在粒径峰值。
4.2.2.3 通用标志物
小细胞外囊泡表面标志物CD9、CD81、CD63中的任意两个表达阳性；小细胞外囊泡内部标志物TSG-101、Alix中的任意一个表达阳性。
4.2.2.4 特征标志物
人多能干细胞来源的小细胞外囊泡内部特征标志物OCT4、DNMT3A、LIN28A中的任意两个表达应为阳性；表面特征标志物PODXL阳性率不小于50%、SSEA4阳性率不小于50%。
4.2.2.5 纯度
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: _Hlk200643850]小细胞外囊泡阴性标志物GM130或Calnexin应为阴性；小细胞外囊泡数量与蛋白量比值不低于1×108个颗粒/μｇ蛋白。
4.2.2.6 生物活性
能促进体外培养的血管内皮细胞和成纤维细胞增殖。
4.2.2.7 微生物
真菌、细菌、支原体、人类免疫缺陷病毒、乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、人类嗜T细胞病毒、人类疱疹病毒、人巨细胞病毒、梅毒螺旋体应为阴性。
4.2.2.8 内毒素
内毒素含量应低于0.5 EU/mL。
4.3 过程控制
应记录小细胞外囊泡的分离方法。
5 [bookmark: _Toc9169_WPSOffice_Level1]检测方法
5.1 人多能干细胞
按照T/CSCB0002和T/CSCB0005文件规定的关键质量属性标准进行检测。
5.2 小细胞外囊泡形态
按照附录A的方法检测。
5.3 小细胞外囊泡数量
按照附录B的方法检测。
5.4 小细胞外囊泡粒径
按照附录C的方法检测。
5.5 小细胞外囊泡通用标志物
按照附录D的方法检测。
5.6 小细胞外囊泡特征标志物
小细胞外囊泡内部标志物按照附录D的方法检测；表面标志物按照附录E的方法检测。
5.7 小细胞外囊泡纯度
5.7.1 小细胞外囊泡数量与蛋白量比值
按照附录F的方法计算。
5.7.2 小细胞外囊泡阴性标志物
按照附录D的方法检测。
5.8 小细胞外囊泡生物活性
5.8.1 促进血管内皮细胞增殖
按照附录G的方法检测。
5.8.2 促进成纤维细胞增殖
按照附录G的方法检测。
5.9 微生物
微生物检验方法按表1执行。
表1 微生物检验方法 
	项目
	检验方法

	真菌
	《中华人民共和国药典》中“1101无菌检查法”

	细菌
	《中华人民共和国药典》中“1101无菌检查法”

	支原体
	《中华人民共和国药典》中“3301支原体检查法”

	人类免疫缺陷病毒
	WS 293核酸法

	乙型肝炎病毒
	WS 299核酸法

	丙型肝炎病毒
	WS 213核酸法

	人类嗜T细胞病毒
	《全国临床检验操作规程（2016年版）》核酸法

	人类疱疹病毒
	《全国临床检验操作规程（2016年版）》核酸法

	人巨细胞病毒
	《全国临床检验操作规程（2016年版）》核酸法

	梅毒螺旋体
	WS 273核酸法


5.10 内毒素
按照《中华人民共和国药典（三部）（2020年版）》中“1143 细菌内毒素检查法”检测。
6 [bookmark: _Toc23909_WPSOffice_Level1]检验规则
6.1 出厂检验
6.1.1 在同一生产周期中，同一生产线、同一细胞来源、同一细胞代次、同一工艺制备出来的产品为一批。
6.1.2 在同一批的产品中随机抽取3个最小包装单元进行检测。
6.1.3 每批产品均应进行出厂检验，并附检验报告。
6.1.4 出厂检验的项目须包括4.2规定的所有项目。
6.2 复核检验
根据产品需要，应由专业检验机构/实验室进行复核检验。
6.3 判定规则
6.3.1 出厂检验项目全部符合4.2规定，即被判为合格产品；有1项及以上不符合4.2规定，则被判为不合格产品。
6.3.2 复核检验项目全部符合4.2规定，即被判为合格产品；有1项及以上不符合4.2规定，则被判为不合格产品。
7 [bookmark: _Toc28464_WPSOffice_Level1]包装、使用说明、标签、储存及运输
7.1 包装
多能干细胞来源的小细胞外囊泡在生产后应进行密封包装，包装满足无菌要求。
包装内应附使用说明，最小包装上应附标签。
7.2 使用说明
[bookmark: _Hlk76670683]使用说明应包括以下内容：
a) 来源细胞名称，代次；
b) 产品液体体积量，小细胞外囊泡数量；
c) 小细胞外囊泡分离方法；
d) 生产日期，生产批号；
e) 储存条件，运输条件；
f) 使用方法；
g) 执行标准号；
h) 生产组织，生产地址；
i) 联系方式，邮政编码；
j) 注意事项。
7.3 标签
标签应包括以下内容：
a) 来源细胞名称，代次；
b) 产品液体体积量，小细胞外囊泡数量；
c) 生产组织；
d) 生产日期，生产批号；
e) 储存条件。
7.4 储存及运输
7.4.1 储存
应选择低吸附、对人多能干细胞来源的小细胞外囊泡关键质量属性无影响的材料和容器。
小细胞外囊泡在2℃~8℃存储应不超过7天，如果生产完成后不能立即应用，应在不高于-80℃环境下储存，应避免反复冻融或温度剧烈波动。
7.4.2 运输
冻存的小细胞外囊泡应在干冰条件下运输，非冻存的小细胞外囊泡应在2℃~8℃条件下运输。
8 [bookmark: _Toc23783_WPSOffice_Level1]废弃物处理
人多能干细胞来源的小细胞外囊泡生产和检测过程中产生的废弃物应按照T/CSCB 0001中的规定处理。


[bookmark: _Toc1476_WPSOffice_Level1]附录A
（规范性）
小细胞外囊泡形态检测方法（透射电镜观察法）

A.1 仪器和设备
A.1.1 透射电子显微镜。
A.1.2 Formvar-carbon载样铜网。
A.2 试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。
A.2.1 磷酸盐缓冲液：pH为7.4。
A.2.2 1%戊二醛溶液。
A.2.3 饱和草酸双氧铀溶液。
A.3 检测步骤
A.3.1 将小细胞外囊泡样本滴加在Formvar-carbon载样铜网上，室温静置20min。
A.3.2 滴加适量磷酸盐缓冲液于样本上，清洗3次。
A.3.3 滴加适量1%戊二醛溶液于样本上，固定5min，随后用超纯水清洗8次。
A.3.4 用饱和草酸双氧铀溶液染色5min。
A.3.5 铜网在室温下干燥10min。
A.3.6 按照仪器说明书，将铜网置于透射电子显微镜样本室内，观测小细胞外囊泡的形态。



[bookmark: _Toc16442_WPSOffice_Level1]附录B
（规范性）
小细胞外囊泡数量检测方法（纳米流式检测法)

B.1 仪器和设备
B.1.1 纳米流式仪。
B.2 试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。
B.2.1 磷酸盐缓冲液：pH为7.4。
B.2.2 纳米流式仪浓度标准品（1.99×1010个颗粒/mL）。
B.3 检测步骤
B.3.1 按照使用说明，对纳米流式仪进行液流初始化和管路气泡排出。
B.3.2 用超纯水将浓度标准品稀释100倍，按照使用说明进行纳米流式仪的质控，将纳米流式仪调试到最佳检测状态后（散射和荧光通道的信号均达到最强且均一），在浓度标准品的测量参数下对稀释后的标准品采集数据（在最佳状态下，质控标准品颗粒数计数值范围通常在5000-7000）。
B.3.3 按照使用说明，依次用洗液和超纯水清洗进样毛细管。
[bookmark: _Hlk200644173]B.3.4 在Labelled Exo样品测量参数下检测磷酸盐缓冲液的颗粒数，确定磷酸盐缓冲液的洁净度，颗粒数计数小于300的磷酸盐缓冲液才能作为空白对照的数据采集并用于后续的样品稀释。如果颗粒数计数高于300，需用0.22μｍ的滤膜过滤。
B.3.5 用洁净的磷酸盐缓冲液将小细胞外囊泡样品预稀释100倍，在Labelled Exo样品测量参数对小细胞外囊泡样本进行数据采集。纳米流式仪颗粒计数在4000-8000之间为准确测量范围，若样品颗粒数计数过高或过低，则需调整样品的稀释倍数，再进行测定，记下样品的最终稀释倍数。另外需注意样品上机检测时散射通道的基线和自动阈值应与空白对照一致，若样品检测时出现基线抬升，则需重新制备更高纯度的样品。
B.4 结果分析
按照NF Profession软件使用说明书进行分析，得到待测样品浓度检测报告。



[bookmark: _Toc7047_WPSOffice_Level1]附录C
（规范性）
小细胞外囊泡粒径检测方法（纳米流式检测法）

C.1 仪器和设备
C.1.1 纳米流式仪。
C.2 试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。
C.2.1 磷酸盐缓冲液：pH为7.4。
C.2.2 纳米流式仪浓度标准品（1.99×1010个颗粒/mL）、S16M-Exo粒径标准品。
C.3 检测步骤
C.3.1 按照使用说明，对纳米流式仪进行液流初始化和管路气泡排出。
C.3.2 用超纯水将浓度标准品稀释100倍，按照使用说明进行纳米流式仪的质控，将纳米流式仪调试到最佳检测状态后（散射和荧光通道的信号均达到最强且均一），在浓度标准品的测量参数下对稀释后的标准品采集数据（在最佳状态下，质控标准品颗粒数计数值范围通常在5000-7000）。
C.3.3 按照使用说明，依次用洗液和超纯水清洗进样毛细管。
C.3.4 用超纯水将S16M-Exo粒径标准品稀释100倍，在S16M-Exo粒径标准品测量参数下对稀释后的粒径标准品进行采集数据。
C.3.5 按照使用说明，依次用洗液和超纯水清洗进样毛细管。
C.3.6 在Labelled Exo样品测量参数下检测磷酸盐缓冲液的颗粒数，确定磷酸盐缓冲液的洁净度，颗粒数计数小于300的磷酸盐缓冲液才能作为空白对照的数据采集并用于后续的样品稀释。如果颗粒数计数高于300，需用0.22μｍ的滤膜过滤。
C.3.7 用洁净的磷酸盐缓冲液将小细胞外囊泡样品预稀释100倍，在Labelled Exo样品测量参数对小细胞外囊泡样本进行数据采集。纳米流式仪颗粒计数在4000-8000之间为准确测量范围，若样品颗粒数计数过高或过低，则需调整样品的稀释倍数，再进行测定，记下样品的最终稀释倍数。另外需注意样品上机检测时散射通道的基线和自动阈值应与空白对照一致，若样品检测时出现基线抬升，则需重新制备更高纯度的样品。
C.4 结果分析
[bookmark: _Toc3266_WPSOffice_Level1]按照NF Profession软件使用说明书进行分析，得到待测样品粒径分析报告。


附录D
（规范性）
小细胞外囊泡蛋白检测方法（蛋白印迹法）

D.1 仪器和设备
D.1.1 电泳仪。
D.1.2 转膜仪。
D.1.3 摇床。
D.1.4 化学荧光成像仪。
D.2 试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。
D.2.1 磷酸盐缓冲液：pH为7.4。
D.2.2 商品化分离胶、浓缩胶溶液。
D.2.3 三乙醇胺缓冲盐吐温水溶液(TBST)。
D.2.4 电泳缓冲液。
D.2.5 转膜缓冲液。
D.2.6 封闭液。
D.2.7 抗体（一抗、二抗）。
D.3 检测步骤
D.3.1 SDS-PAGE电泳、转膜和封闭
[bookmark: _Hlk200644381]D.3.1.1 按照仪器说明书进行，取20μL小细胞外囊泡（浓度不低于1×1010个颗粒/mL）使用电泳仪和垂直电泳槽进行电泳。
D.3.1.2 按照仪器说明书，使用转膜仪进行转膜。
D.3.1.3 转膜后，使用封闭液室温封闭1h。
D.3.2 抗体孵育
D.3.2.1 孵育一抗，摇床4℃过夜。孵育结束后，用TBST洗涤3次。
D.3.2.2 孵育二抗，摇床室温1h。孵育结束后，用TBST洗涤3次。
D.3.3 显影
按照仪器说明书，使用化学荧光成像系统进行显影。
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（规范性）
小细胞外囊泡表面标志物检测方法（纳米流式检测法）

E.1 仪器和设备
E.1.1 纳米流式仪。
E.1.2 恒温水浴锅。
E.2 试剂
E.2.1本方法所用试剂均为分析纯，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。
E.2.2磷酸盐缓冲液：0.1 M，pH为7.4。
E.2.3纳米流式仪浓度标准品。
E.2.4荧光标记抗体。
E.3 检测步骤
E.3.1 小细胞外囊泡抗体孵育
E.3.1.1 将100μL小细胞外囊泡（浓度不低于1×1010个颗粒/mL）与荧光标记抗体于37℃避光孵育30 min至1 h。
E.3.1.2 去除未结合的荧光标记抗体。
E.3.2 纳米流式仪检测
E.3.2.1 按照使用说明，对纳米流式仪进行液流初始化和管路气泡排出。
E.3.2.2 用超纯水稀释浓度标准品，按照使用说明进行纳米流式仪的质控，将纳米流式仪调试到最佳检测状态后（散射和荧光通道的信号均达到最强且均一），在浓度标准品的测量参数下对稀释后的标准品采集数据。
E.3.2.3 按照使用说明，依次用洗液和超纯水清洗进样毛细管。
E.3.2.4在Labelled Exo样品测量参数下检测磷酸盐缓冲液的颗粒数，确定磷酸盐缓冲液的洁净度，颗粒数计数小于300的磷酸盐缓冲液才能作为空白对照的数据采集并用于后续的样品稀释。如果颗粒数计数高于300，需用0.22μm的滤膜过滤或更换新配置的磷酸盐缓冲液。
E.3.2.5用洁净的磷酸盐缓冲液将小细胞外囊泡样品预稀释，在Labelled Exo样品测量参数对小细胞外囊泡样本进行数据采集。纳米流式仪颗粒计数在4000-8000之间为最佳测量范围，若样品颗粒数计数过高或过低，则需调整样品的稀释倍数，再进行测定。另外需注意样品上机检测时各通道的基线和自动阈值应与空白对照一致，若样品检测时出现散射基线抬升则需重新制备更高纯度的样品，若荧光背景基线抬升则需进一步去除未结合的荧光抗体。
E.4 结果分析
按照NF Profession软件使用说明书进行分析，得到待测样品表面标志物阳性率结果。



附录F
（规范性）
小细胞外囊泡数量与蛋白量比值计算方法

F.1 小细胞外囊泡的数量检测。
按照附录B的方法测定样品中小细胞外囊泡的数量X。
F.2 小细胞外囊泡的蛋白量检测
用BCA试剂盒按照说明书测定样品的蛋白量P。
F.3 小细胞外囊泡的数量与蛋白量比值计算
按照公式（F.1）计算小细胞外囊泡数量与蛋白量比值T：

T=X/P            …………………………公式（F.1）

式中：
T——小细胞外囊泡数量与蛋白量比值；
X——小细胞外囊泡的数量；
P——小细胞外囊泡的蛋白量。
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（规范性）
促进细胞增殖检测方法（CCK-8法）

G.1 仪器和设备
G.1.1 多功能酶标仪。
G.1.2 CO2细胞培养箱。
G.1.3 细胞超净台。
G.2 试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。
G.2.1 磷酸盐缓冲液：pH为7.4。
G.2.2 商品化CCK-8试剂盒。
G.3 检测步骤
G.3.1 将血管内皮细胞和成纤维细胞以3000-5000个细胞/孔的密度分别种植到96孔板中。
G.3.2 过夜培养后，实验组将小细胞外囊泡样本加入细胞培养基中，终浓度为1×109个颗粒/mL。对照组加入相同体积的磷酸盐缓冲液。
G.3.3 每日用商品化CCK-8试剂盒检测各组细胞生长情况，检测4-5天。
G.3.4 比较实验组和对照组的细胞生长曲线。
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