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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。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由武汉珈创生物技术股份有限公司提出。

本文件由武汉东湖国家自主创新示范区生物医药行业协会归口。

本文件由武汉东湖国家自主创新示范区生物医药行业协会联合武汉市生物医药产业协会共同发布。

本文件起草单位：武汉珈创生物技术股份有限公司、华中科技大学同济医学院附属协和医院、武汉

光谷中源药业有限公司、武汉汉密顿生物科技股份有限公司、湖北团标技术创新中心有限公司。

本文件主要起草人：郑从义、徐国东、袁冰、刘愈杰、胡豫、梅恒、王华芳、张宇、姚惟琦、武栋

成、岳壮、胡惠丽、杨诗吟。
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引 言

人间充质干细胞是干细胞治疗产品中应用最广的一种细胞原材料，目前世界上已经获批的干细胞治

疗产品有三分之二是人间充质干细胞来源的。人间充质干细胞具有独特的免疫调控能力，参与调控异常

免疫反应，维护免疫平衡。另一方面，人间充质干细胞相比胚胎干细胞及诱导多能干细胞，又存在细胞

建库困难，产品批次间差异大的缺点，难以持续制备大量多批次的干细胞制剂。《人间充质干细胞免疫

调节功能测定》中所描述的方法适用于不同代次（3-20代）人间充质干细胞及人间充质干细胞制剂的细

胞活性及免疫调节能力的评价，旨在为人间充质干细胞活性与功能检测的标准化提供基本遵循。
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人间充质干细胞免疫调节功能测定技术规范

1 范围

本文件规定了人间充质干细胞免疫调节功能测定的通用要求、试验步骤、数据分析、质量控制、结

果报告等要求。

本文件适用于通过流式细胞术对人间充质干细胞免疫调节功能的测定，包括抑制 T 淋巴细胞的增殖、

抑制 T淋巴细胞亚群 Th1/Th17的增殖、促进 T 淋巴细胞亚群 Treg的增殖三种测定方法。

2 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构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该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

GB/T 43459-2023 洁净室及受控环境中细胞培养操作技术规范

YY/T 0588 流式细胞仪

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

淋巴细胞增殖 lymphocyte proliferation

淋巴细胞在受到外源性刺激（如植物凝集素）后，通过细胞分裂增加数量的过程。

3.2

辅助性T细胞 helper T cell

简称Th细胞，表达CD4+的T细胞亚群，参与免疫应答的调节。

3.3

调节性T细胞 regulatory T cell

简称Treg细胞，表达CD4+、CD25+、CD127low的T细胞亚群，具有免疫抑制作用。

4 通用要求

4.1 试剂或材料要求

本方法使用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。同时，应准

备如下试剂或材料：

——磷酸盐缓冲液：pH 7.4；
——干细胞温和消化酶（非动物来源，消化温和，对细胞损伤小）；

——人间充质干细胞完全培养基（含非动物来源血清替代物）；

——RPMI-1640细胞培养基；

——胎牛血清；
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——植物凝集素(Phytohemagglutinin P, PHA-P)；
——人白细胞介素 2，
——丝裂霉素 C；
——羧基荧光素二乙酸琥珀酰亚胺酯（CFDA SE）细胞增殖与示踪检测试剂盒；

——流式荧光抗体；

——细胞固定/透化试剂盒；

——白细胞活化混合物（包含佛波酯/PMA，离子霉素/Ionomycin和蛋白转运抑制剂 Brefeldin A的

混合物）；

——人外周血单个核细胞（Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC）；

——细胞培养板。

4.2 仪器设备要求

应准备以下仪器设备：

——符合 YY/T 0588要求的流式细胞仪；

——细胞计数仪（推荐）或血细胞计数板；

——水平离心机；

——冷冻离心机；

——移液器；

——生物安全柜。

使用的细胞计数仪应经过仪器校准和确认，并结合方法学验证，确保测定方法的重复性和线性关系

符合规定。流式细胞分析仪要求不少于2激光4色，且应含488nm激光发射器，能够接收发射波长为

515-520nm的荧光信号。通过检测激光功率，激光延迟，验证并校准增益等设置，确保仪器获得稳定的

荧光强度及较小的变异系数（CV值）。设备需经过仪器校准和确认，并制订校准计划，定期送有资质

的第三方校准机构校准。

4.3 环境要求

细胞培养室应符合GB/T 43459细胞培养所需的洁净度要求，必要时对环境条件（温度、湿度）进行

监控，环境监控设施或设备按照设备管理要求进行检定。非实验室的人员未经批准不得进入检测区域。

4.4 人员要求

操作人员应具备细胞培养、无菌培养、流式细胞术等相关基础理论知识，接受过流式染色、细胞计

数等实验技能培训，并定期进行培训和考核。

4.5 检验方法

4.5.1 对 T 淋巴细胞增殖抑制能力的检测

通过对 CFSE标记的人 PBMC加入一定浓度的植物凝集素 PHA，促进 T淋巴细胞的增殖，与人间

充质干细胞以 5：1 的比例进行共培养 7d后，使用流式细胞仪检测人间充质干细胞对 T淋巴细胞增殖

抑制的效果。具体检测方法应符合附录 A。

4.5.2 对 Th1/Th17 增殖抑制能力的检测
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通过对人 PBMC加入 PHA和 IL2 刺激活化，与人间充质干细胞以 5：1的比例进行共培养 3d后，

加入胞内因子刺激和分泌阻断剂 4-6h 后，使用流式细胞仪检测人间充质干细胞对 T 淋巴细胞亚群

Th1/Th17增殖抑制的效果。具体检测方法应符合附录 B。

4.5.3 对 Treg 增殖促进能力的检测

通过将人 PBMC与人间充质干细胞以 5：1 的比例进行共培 3d后，使用流式细胞仪检测人间充质

干细胞对 T淋巴细胞亚群 Treg增殖促进的效果。具体检测方法应符合附录 C。

5 细胞质量控制

5.1 人外周血单个核细胞（PBMC）

实验中使用的PBMC可以取健康人外周血，使用淋巴细胞分离液进行分离，制备新鲜的PBMC，也

可以购买商业化的冻存PBMC进行实验。使用新鲜分离的PBMC需保证细胞活率≥95%，冻存的PBMC复
苏后活率≥90%；对PBMC的纯度要进行检测，淋巴细胞比例应≥70%，单核细胞比例应≤30%，其他

细胞比例（如粒细胞、红细胞）比例应≤2%；对健康人外周血的供者需告知用途，并征得供者本人同

意。单次实验中的PBMC需为同一来源人外周血经同一批次分离得到。

5.2 细胞状态

该实验中，人间充质干细胞需经丝裂霉素C处理，丝裂霉素C的浓度及处理时间均需根据人间充质

干细胞的生长状态做调整，在第一次开展实验之前，需对处理条件进行确认，确保处理过程尽可能小的

影响细胞存活率，可使用台盼蓝染色法检测细胞死活，细胞存活率≥90%。

6 结果报告

结果报告应包括以下内容：

——实验日期、操作人员信息；

——干细胞种类及来源；

——PBMC的来源、淋巴细胞及单核细胞占比；

——培养条件（如培养基类型、温度、时间等）；

——各实验组中目的细胞占比；

——促进率/抑制率计算公式及结果。

7 标准实施与评价

7.1 结合实际，认真做好标准实施准备，包括标准实施的方案准备、组织准备、知识准备、手段准备

和物质条件准备等。

7.2 制定标准实施方案，明确适用对象和场景、提供实施必备条件和保障(组织、制度、资金、人员和

设备仪器等)、推荐方法路径，确定资源要素配置、关键环节和控制点，提出标准实施中的注意事项。

7.3 针对医疗卫生机构、企业等相关方和操作人员和管理人员等进行标准宣贯和培训，结合标准要求，

落实责任制，做到横向到边，纵向到底。

7.4 标准实施主要在企业管理、公共卫生等活动中开展。标准实施的重点是落实国家的健康、卫生、

安全的要求。
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7.5 标准实施的检査主要是检査标准实施方案的落实情况，需要逐条检査标准实施内容的落实，并记

录未实施内容的理由或原因。标准实施检查也要检查标准实施的支持手段和物质条件的落实情况。做好

标准实施验证记录，畅通标准实施信息采集的方式方法和反馈渠道，定期整理并处理收集到的意见建议。

7.6 在标准实施一定时间后，对照《中华人民共和国标准化法》等相关文件要求和编制的标准实施方

案，开展标准实施效果评价分析，总结实施经验成效，梳理存在的薄弱环节，标准实施的评价主要是评

价标准实施的效果，主要从技术进步、质量水平提高、客户满意度、规范秩序、效率提高、节约费用、

节省时间、履行社会责任等方面进行有益性评价，同时还要评价标准实施带来的问题，以便为未来改进

提供参考。

7.7 标准实施信息及意见反馈表相关示例参见附录 D。
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A
A

附 录 A
（规范性）

人间充质干细胞抑制 T淋巴细胞增殖的检测方法

A.1 实验步骤

A.1.1 实验用人间充质干细胞的制备

1瓶汇合度 80-90%的 T75人间充质干细胞，弃液并用适量的磷酸缓冲液润洗后，加入含（10-30）
μg/ml丝裂霉素 C的培养基，培养箱中放置 3h。弃液润洗 3遍后使用消化酶进行消化，调整活细胞浓度

为 1×105/ml，2ml细胞悬液铺六孔板 1孔，过夜培养。

A.1.2 实验用 PBMC的制备

人 PBMC用含 10% FBS的 RPMI-1640培养过夜。收集 PBMC，取 2ml 1×106 PBMC 至六孔板的 1
孔。剩余 PBMC离心后根据 CFDA SE增殖试剂盒进行标记，调整活细胞浓度为 5×105/ml。
A.1.3 人间充质干细胞与 T细胞共培养

取 CFDA SE染色后的 PBMC 2ml于六孔板一孔，5ml PBMC中加入(5-10) μg/ml 植物凝集素 PHA，
加 2ml 于六孔板一孔，2ml 于弃液后的人间充质干细胞孔。PBMC与人间充质干细胞按 5：1进行共培

养，培养基为含 10% FBS的 RPMI-1640。组别设置为 PBMC正常培养组、CFSE标记 PBMC组、PHA
刺激+CFSE标记 PBMC组，PHA刺激+CFSE标记 PBMC与人间充质干细胞共培养组，共培养 7d。

A.2 检测步骤

A.2.1 收集样本上机检测

收集 PBMC，用适量的磷酸缓冲液洗涤一次，用 300 μl的磷酸缓冲液重悬至流式管中，按流式细

胞仪应用手册上机检测。

A.2.2 圈门逻辑关系

圈门步骤为前向（FSC）/侧向（SSC）图先圈目的细胞群P1，设门至FSC-A/FSC-W或H去粘连图，

圈出单个细胞群P2，设门至FITC直方图，CFSE标记PBMC组目的细胞群为PBMC未分裂的细胞，在FITC
直方图目的细胞群左侧为PBMC分裂的子代细胞。

A.3 数据分析

抑制率按如下公式计算：

抑制率= A−C
A
×100%················································ (A.1)

式中：

A－PHA刺激+CFSE标记PBMC组中子代细胞的百分比

C－PHA刺激+CFSE标记PBMC与人间充质干细胞共培养组中子代细胞百分比
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附 录 B
（规范性）

人间充质干细胞抑制 Th1/Th17增殖的检测方法

B.1 实验步骤

B.1.1 实验用人间充质干细胞的制备

1瓶汇合度 80-90%的 T75人间充质干细胞，弃液并用适量的磷酸缓冲液润洗后，加入含（10-30）
μg/ml丝裂霉素 C的培养基，培养箱中放置 3h。弃液润洗 3遍后使用消化酶进行消化，调整活细胞浓度

为 2×105/ml，2ml细胞悬液铺六孔板 1孔，过夜培养。

B.1.2 实验用 PBMC的制备

人PBMC用含10% FBS的RPMI-1640培养过夜，同时用植物凝集素PHA及人白细胞介素2（IL-2）刺

激活化，PHA终浓度为（5 -10）μg/ml，IL2终浓度为（50-100） IU/ml。第二天收集PBMC，调整细胞

浓度为1×106 cells/ml，并加入（50-100） IU/ml IL2。
B.1.3 人间充质干细胞与 T细胞共培养

按照 PBMC 与人间充质干细胞 5：1进行共培养，分别取 2ml PBMC 于六孔板的 PBMC 单独培养

组，PBMC与弃液后的人间充质干细胞共培养组，共培养 3d。

B.2 检测步骤

B.2.1 胞内因子的激活和分泌阻断

收样前4-6小时，PBMC单独培养组，PBMC与人间充质干细胞共培养组加入白细胞活化混合物（参

考用量PMA终浓度50 ng/ml, Ionomycin终浓度1 μg/ml，Brefeldin A终浓度5 μg/ml）
B.2.2 收样流式染色

收集 PBMC，磷酸缓冲液清洗，先标记 CD3、CD8 流式抗体，固定、破膜后标记 IFN-γ与 IL-17A
胞内流式抗体。最终 Th1细胞的抗体标记为 CD3+CD8-IFN-γ+，Th17细胞的抗体标记为 CD3+CD8-IL-17A+。

B.2.3 上机检测

用 300 μl的磷酸缓冲液重悬至流式管中，按流式细胞仪应用手册上机检测。

B.2.4 圈门逻辑关系

圈门步骤为前向（FSC）/侧向（SSC）图先圈目的细胞群P1，设门至FSC-A/FSC-W或H去粘连图，

圈出单个细胞群P2，设门至CD3/SSC圈出CD3+细胞群P3，分别设门至CD8-IFN-γ+ Th1细胞群、

CD8-IL17A+Th17细胞群。

B.3 数据分析

Th1抑制率按如下公式计算：

Th1抑制率 = A1−C1
A1

×100%············································ (B.1)

Th17抑制率按如下公式计算：

Th17抑制率 = A2−C2
A2

×100%··········································· (B.2)

式中：

A1－PBMC单独培养组的Th1细胞百分比

C1-PBMC与人间充质干细胞共培养组的Th1细胞百分比

A2－PBMC单独培养组的Th17细胞百分比

C2-PBMC与人间充质干细胞共培养组的Th17细胞百分比
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附 录 C
（规范性）

人间充质干细胞促进 Treg增殖的检测方法

C.1 实验步骤

C.1.1 实验用人间充质干细胞的制备

1瓶汇合度 80-90%的 T75人间充质干细胞，弃液并用适量的磷酸缓冲液润洗后，加入含（10-30）
μg/ml丝裂霉素 C的培养基，培养箱中放置 3h。弃液润洗 3遍后使用消化酶进行消化，调整活细胞浓度

为 2×105/ml，2ml细胞悬液铺六孔板 1孔，过夜培养。

C.1.2 实验用 PBMC的制备

人PBMC用含10% FBS的RPMI-1640培养过夜，收集PBMC，调整细胞浓度为1×106 cells/ml。
C.1.3 人间充质干细胞与 T细胞共培养

按照 PBMC 与人间充质干细胞 5：1 进行共培养，分别取 2ml PBMC 于六孔板的 PBMC 单独培养

组，PBMC与弃液后的人间充质干细胞共培养组，共培养 3d。

C.2 检测步骤

C.2.1 收样流式染色

收集 PBMC，磷酸缓冲液清洗，标记 CD4、CD25、CD127流式抗体，最终 Treg细胞的抗体标记为

CD4+CD25+CD127Low。
C.2.2 上机检测

用 300 μl的磷酸缓冲液重悬至流式管中，按流式细胞仪应用手册上机检测。

C.2.4 圈门逻辑关系

圈门步骤为前向（FSC）/侧向（SSC）图先圈目的细胞群P1，设门至FSC-A/FSC-W或H去粘连图，

圈出单个细胞群P2，设门至CD4/SSC圈出CD4+细胞群P3，设门至CD25+CD127low Treg细胞群。

C.3 数据分析

Treg促进率按如下公式计算：

Treg 促进率 = C3−A3
A3

× 100%········································ (C.1)

式中：

A3－PBMC单独培养组的Treg细胞百分比

C3－PBMC与人间充质干细胞共培养组的Treg细胞百分比
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附 录 D

（资料性）

标准实施信息及意见反馈表

标准实施信息及意见反馈表如表D所示。

表 D 标准实施信息及意见反馈表

标准名称及编号

总体评价

适用性
该标准与当前所在地的产业或社会发展水平是否

相匹配？
是 否

协调性
该标准的特色要求与其他强制性标准的主要技术指标、相

关法律法规、部门规章或产业政策是否协调？
是 否

执行

情况

标准执行单位或人员是否按照标准要求组织开展

相关工作？
是 否

实施信息

标准实施过程中是否存在阻力和障碍？ 是 否

实施过程中存在的主要问题

修改意见

总体

意见
适用 修改 废止

具体修

改意见

需修改章节：

具体修改意见：

反馈渠道

标准化行政主管部门

省直行业主管部门

专业标准化技术委员会（工作组）

标准起草组（牵头起草单位）

反馈人 姓名： 单位： 联系方式：

填表说明：为及时掌握标准实施情况，了解地方标准实施过程中存在的问题，并为标准复审提供科学依据，特制定

《标准实施信息及意见反馈表》。可根据实际情况在表格中对应方框打勾，有需要文字说明的反馈意见可在相应位置进

行文字描述，也可另附页。
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