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人源间充质干细胞外泌体
[bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc106033268][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc106033353][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc8507][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc1963]范围
[bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233334]本标准规定了人源间充质干细胞外泌体的鉴定方法、检验要求、检验规则、标签、包装、储存、运输和废弃物处理要求。
本标准适用于人源间充质干细胞外泌体的制备与检验。
[bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc106033354][bookmark: _Toc17994][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc106033269][bookmark: _Toc9284][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26718931]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
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
中华人民共和国药典（2020 年版）
全国临床检验操作规程（第4版）
《药品生产质量管理规范》
T/CSCB 0001-2020 干细胞通用要求
T/CSCB 0003-2020 人间充质干细胞
[bookmark: _Toc106033355][bookmark: _Toc16844][bookmark: _Toc13800][bookmark: _Toc106033270][bookmark: _Toc97192966]术语和定义
[bookmark: _Toc106033271][bookmark: _Toc106033272][bookmark: _Toc23894]干细胞 stem cell
干细胞是一类具有不同分化潜能，并在非分化状态下自我更新的细胞。
[bookmark: _Toc106033273][bookmark: _Toc1010]人源间充质干细胞 human mesenchymal stem cell
一类存在于多种人体组织(如骨髓、脐带血和脐带组织、胎盘组织、脂肪组织等），具有多向分化潜力，非造血干细胞的成体干细胞。这类干细胞具有向多种间充质系列细胞（如成骨、成软骨及成脂肪细胞等）或非间充质系列细胞分化的潜能，并具有独特的细胞因子分泌功能。
[bookmark: _Toc31265]外泌体 exosome
由活细胞经过“内吞、融合、释放”的一类具有磷脂双分子层，直径在30-150nm之间的细胞外囊泡。
注：外泌体携带多种蛋白质、mRNA、miRNA和脂质类物质等，广泛参与细胞间物质运输与信息传递，调控生理和病理过程。
[bookmark: _Toc6269][bookmark: _Toc27826]外泌体可溯源性资料信息分类标识要求缩略语
下列缩略语适用于本文件。
HBV ——乙型肝炎病毒（Hepatitis B Virus） 
HCMV ——人巨细胞病毒（Human Cytomegalovirus） 
HCV ——丙型肝炎病毒（Hepatitis C Virus） 
HEBV ——人类疱疹病毒（Human Epstein-Barr Virus） 
HIV ——人类免疫缺陷病毒（Human Immunodeficiency Virus） 
HTLV ——人类嗜 T 细胞病毒（Human T-lymphotropic Virus） 
TP ——梅毒螺旋体（Treponema Pallidum） 
GMP ——良好生产规范（Good Manufacturing Practice of Medical Products） 
[bookmark: _Toc4453][bookmark: _Toc15842]人源间充质干细胞要求
细胞组织来源应通过医疗机构或区域伦理委员会审批，且供者签署知情同意（应用及研究）。
应建立细胞采集的供者评估和筛选标准、采集方法、运输标准和交接标准，保证供者和细胞的安全。需提供干细胞的获取方式和途径以及相关的临床资料，包括供者的一般信息、既往病史、家族史等。既往史和家族史要对遗传病(单基因和多基因疾病,包括心血管疾病和肿瘤等）相关信息进行详细采集。
供体应筛查确认无HIV、HBV、HCV、HTLV、EBV、HCMV和TP感染。
应建立细胞培养的工艺标准、质量标准、储存标准和检验标准，保证制备外泌体原材料的质量可控及安全性。
使用的间充质干细胞和培养过程中的辅料应符合《干细胞制剂质量控制及临床前研究指导原则（试行）》中的要求。
[bookmark: _Toc25482][bookmark: _Toc692]技术要求
[bookmark: _Toc12784]外泌体制备
外泌体的制备应符合《药品生产质量管理规范》中的要求。
[bookmark: _Toc5399]关键质量属性
形态
透射电镜下多呈杯状圆形或类圆形的膜性小囊泡，可见囊泡的双膜性结构，中央为低电子密度成分分布较集中且边界清晰。
粒径
应分布在30-150nm范围内，且在该范围内存在粒径峰值。
标志蛋白
需同时满足以下条件。CD9、CD63以及CD81任意两个表达阳性；Alix、Tsg101任意一个表达阳性；Calnexin、histone 3以及GM130任意两个表达阴性。
微生物
真菌、细菌、支原体、HIV、HBV、HCV、HTLV、EBV、HCMV、TP、外源病毒因子、内毒素为阴性。
纯度
外泌体颗粒数与蛋白量比值不低于1×10^11 particles/mg。
[bookmark: _Toc6670][bookmark: _Toc6978]检验方法
[bookmark: _Toc13137]形态
按照透射电镜观察法。
[bookmark: _Toc32543]数量、粒径、浓度
按照纳米流式检测法、纳米颗粒跟踪分析仪或纳米库尔特粒度仪分析。
[bookmark: _Toc25776]标志蛋白
按照《中华人民共和国药典》通则“免疫印迹法”检测。
[bookmark: _Toc2623]蛋白含量
按照蛋白质定量试剂盒（BCA）检测。
[bookmark: _Toc17217]微生物
总原则
检验方法优先选择现行版《中华人民共和国药典》的方法，若考虑成本、生产量、快速检测等需求，可以采用非药典规定的检验方法（即替代方法），但应进行替代方法的验证，确认其应用效果优于或等同于药典的方法。
真菌
按照《中华人民共和国药典》通则“1101无菌检查法”检测。
细菌
按照《中华人民共和国药典》通则“1101无菌检查法”检测。
支原体
按照《中华人民共和国药典》通则“3301无菌检查法”检测。
HIV
按照《艾滋病和艾滋病病毒感染诊断》（WS293-2019）核酸法检验。
HBV
按照《全国临床检验操作规程》核酸法检验。
HCV
按照《丙型病毒性肝炎诊断标准》（WS213-2008）核酸法检验。
HTLV
按照《全国临床检验操作规程》核酸法检验。
EBV
按照《全国临床检验操作规程》核酸法检验。
HCMV
按照《全国临床检验操作规程》核酸法检验。
TP
按照《梅毒诊断标准》（WS273-2007）核酸法检验。
外源病毒因子
按照《中华人民共和国药典》通则“3302外源病毒因子检查法”检测。
7.5.13 内毒素
按照《中华人民共和国药典》通则“1143细菌内毒素检查法”检测。
[bookmark: _Toc21981][bookmark: _Toc26270]检验规则
[bookmark: _Toc29966]总原则
在一个制备周期中，同一来源、同一批次、同一方法、同一生产线制备出来的产品为一批。
[bookmark: _Toc8858]放行检验
每一批产品中随机抽取一定数量最小包装单元进行检验。取样量一般应为检验需求量的2倍。抽样原则根据实际情况可参考《药品抽样原则及程序》（国药监药管〔2019〕34号）制定。
放行检验项目应包括6.3关键质量属性规定的所有项目。
每一批制剂均应进行放行检验，并附检验报告。 
[bookmark: _Toc2064]留样
每一批外泌体必须留样，在无菌条件下留取适量外泌体进行留样。留样量一般至少应当能够确保按照相应质量标准满足2次全检，并至少保留一件最小包装的成品。
样本至少保存到产品有效期后一年。
留样的包装形式应当与放行包装形式一致。
[bookmark: _Toc7955]复合检验
根据需要，应有专业检验机构/实验室进行复核检验。
[bookmark: _Toc3784]判定规则
放行检验项目全部符合6.3关键质量属性规定，即判为合格产品；有1项及以上不符合的，则被判为不合格产品。
[bookmark: _Toc3015][bookmark: _Toc16543]包装、储存和运输
[bookmark: _Toc2726]包装
直接与产品接触的包装材料，应选择低吸附、对外泌体关键质量属性无影响的材料和容器。
接与产品接触的包装材料应满足无菌、无热原要求。
包装内应附外泌体使用说明，最小包装上应附标签。
[bookmark: _Toc9878]标签
标签应包括以下内容：
a.制剂名称；
b.外泌体数量；
c.制剂体积；
d.生产日期（年、月、日、时、分）；
e.生产批号；
f.储存条件；
[bookmark: _Toc23208]存储
应在低于-80℃环境下储存，应避免反复冻融或温度剧烈波动。
[bookmark: _Toc1278]运输
冻存的外泌体应在干冰环境下运输，非冻存的外泌体应在2~8℃条件下运输。
[bookmark: _Toc22476][bookmark: _Toc10800]废弃物处理
对于制备、检验及研究过程中不合格的外泌体、剩余废弃间充质干细胞或捐赠组织（如供者脂肪、脐带等），应符合国家和地方性法规的要求，并应交由当地环保部门资质认定的单位进行最终处置。
应建立废弃间充质干细胞及外泌体管理文档，严格执行管理规范并详细记录。
[bookmark: _Toc22100]附录A
[bookmark: _Toc1751]（资料性）
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