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[bookmark: _Toc22477][bookmark: _Toc25234]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。
本文件由重庆医科大学附属妇女儿童医院提出。
本文件由中国民族卫生协会标准化技术委员会归口。
本文件起草单位：重庆医科大学附属妇女儿童医院，山东大学齐鲁医院，重庆市铂而斐细胞生物技术有限公司，重庆医科大学附属第一医院，重庆医科大学附属第二医院，西南大学医学研究院，山东省泉溪生物技术有限公司。
[bookmark: _GoBack]本文件主要起草人：周玮，漆洪波、陈真、魏琳娜、陈述、谭小燕、吴庆蓉、陈本均、刘晓燕，盛桂梅，李栋、崔红娟、戴晓宇、卢瑞安、陈瑜
本文件为首次发布。





























[bookmark: _Toc12846][bookmark: _Toc16777]引  言
随着细胞生物医药技术的快速发展，围产期组织作为细胞药物重要的生物原材料，越来越凸显其在细胞技术临床应用中的重要作用。围产期组织蕴含着大量具有显著临床应用潜力的干细胞及各类功能细胞。这些珍贵的细胞资源在再生医学、免疫治疗等多个前沿医学领域展现出广泛的应用前景，为众多疾病的治疗提供了新的希望。然而，当前国内在围产期组织细胞的采集、制备以及储存等关键操作环节上，普遍缺乏统一且规范的标准体系。这种状况不仅可能导致采集到的样本在质量上存在显著差异，还可能引发一系列生物安全风险，甚至造成宝贵的细胞资源浪费。为此在围产期组织细胞的采集储存技术方面急需制定出台一部标准要求。
该标准的制定出台可保障医疗安全，围产期组织细胞采集与储存涉及到后续应用于人体的细胞临床治疗等医疗活动。若缺乏统一标准，采集过程因操作不当，如采集器械不规范、采集部位不准确等，导致细胞污染、损伤，影响细胞质量，进而在用于治疗时引发严重医疗风险，如感染、免疫排斥等不良反应，威胁患者生命健康。标准制定能确保采集储存过程符合医疗安全规范，为后续临床应用提供可靠保障。
该标准的制定出台还可便于监管与质量评估，对于监管部门而言，标准是有效监管的依据。有了明确的技术要求标准，监管部门可对围产期组织细胞采集储存机构进行定期检查和评估，及时发现不符合规范的操作并督促整改。同时，标准也为质量评估提供了统一尺度，使不同机构间的细胞产品质量具有可比性，有利于保障行业整体质量水平。












[bookmark: _Toc27680][bookmark: _Toc11764][bookmark: _Toc9311][bookmark: _Toc1352][bookmark: _Toc17775]1. 范围
本标准规定了围产期组织细胞采集的技术要求、操作规范及质量控制方法。适用于围产期组织（包括胎盘、脐带及其附属组织）中细胞的采集、分离和保存，供科学研究、医疗用途或工业应用。

[bookmark: _Toc16958][bookmark: _Toc24038][bookmark: _Toc31572][bookmark: _Toc9871][bookmark: _Toc1242]2. 规范性引用文件
本标准中引用的文件均为现行有效版本：
GB  19489《实验室生物安全通用要求》
GB/T 37864《生物样本库质量和能力通用要求》
CDE 《人源干细胞产品药学研究与评价技术指导原则（试行）》
CDE 《人源干细胞产品非临床研究技术指导原则》

[bookmark: _Toc4018][bookmark: _Toc27850][bookmark: _Toc10718][bookmark: _Toc3881][bookmark: _Toc21945]3. 术语和定义
[bookmark: _Toc18815][bookmark: _Toc32766]3.1 术语
    围产期组织：指在分娩前后与胎儿或母体相关的组织，包括胎盘、脐带。
  围产期细胞：从围产期组织中分离的各类细胞株。
  无菌采集：通过严格的无菌操作技术和使用无菌采集套装，避免样本被污染的过程。
[bookmark: _Toc27081][bookmark: _Toc31634]3.2 缩略语
  POC（Perinatal Tissues）：围产期组织
  MSCs（Mesenchymal Stem Cells）：间充质干细胞
  DBSc（Decidua-derived Stromal Cells）：胎盘基蜕膜干细胞
  PMSCs（Placenta Mesenchymal Stem Cells）：胎盘间充质干细胞
  AECs（Amniotic Epithelial Cells）：羊膜上皮细胞
CD:白细胞分化抗原(cluster of differentiation)
GMP:药品生产质量管理规范(good manufacturing practice )
HBV:乙型肝炎病毒(hepatitisB virus )
HCV:丙型肝炎病毒(hepatitisC 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 ) 
SOP:标准作业规程(standard operating procedure )


[bookmark: _Toc30868][bookmark: _Toc31259][bookmark: _Toc27882][bookmark: _Toc26273][bookmark: _Toc17236]4.采集前准备
4.1基本要求
采集储存机构的设施、设备、人员资质要求。
4.1.1采集医疗机构要求：
4.1.1.1开展围产期组织采集医疗机构应是取得《医疗机构执业许可证》的二级以上医院；
4.1.2设施和设备要求
4.1.2.1具有洁净的产房设施，且符合综合医院建筑设计规范GB50139-2014；
4.1.2.2必须有指定的区域保存采集过程所需要的试剂耗材和设备；
4.1.2.3在运输至细胞库前，必须有指定符合条件的空间暂时存放围产期组织；
4.1.2.4必须有对母亲和婴儿的急救措施条件和能力。
4.1.3采集人员资质要求
组织医护工作人员进行围产期组织采集技术及相关法律法规等的培训，培训合格取得合格证书者，方能进行围产期组织的采集工作；
4.2伦理与知情同意
细胞库配合采集机构制定伦理审查流程、与供者签订供者知情同意书，并严格保密客户信息及样本信息。
4.3质量控制体系
细胞库须建立质控体系，制定质量控制管理文件和样本信息追溯系统。
4.4生物安全要求
严格遵守《中华人民共和国传染病防治法》和《中华人民共和国生物安全法》。
4.5围产期组织供者评估：
采集中心业务人员需对有意愿进行围产期组织保存者进行评估。供者评估标准如下：
4.5.1产妇年龄≥18周岁且≤35周岁；
4.5.2无血液系统恶性疾病；
4.5.3无严重的遗传性血液病；
4.5.4无骨髓衰竭性疾病；
4.5.5无遗传性免疫缺陷；
4.5.6无代谢性疾病；
4.5.7无黄疸、肝病、肝炎；
4.5.8过去3年未患有疟疾；
4.5.9无艾滋病、无梅毒；
4.5.10未进行过器官或组织移植；
4.5.11与孩子的父亲不是近亲；
4.5.12过去12个月内，未曾注射过狂犬疫苗，未输注过血液或血液制品，未与梅毒、淋病及其它性病患者密切接触，未与肝炎病人密切接触；
4.5.13过去12个月内，未接种过活病毒疫苗；
4.5.14无吸毒及滥交史。
上述有1项不合格者即不能作为围产期合格供者。评估合格后采集中心业务人员根据评估情况将相关信息填入《供者健康调查表》。
[bookmark: _Toc29881][bookmark: _Toc30772]4.6围产期组织供者筛选：
采集中心业务人员随时保持与储户的信息沟通，在孕妇入院、生产后，进一步对供者进行筛选，筛选的标准如下：
4.6.1符合捐献者评估标准；
4.6.2母婴无并发症；
4.6.3新生儿无先天性畸形及其它先天性疾病；
4.6.4产妇传染病检测和其它一般检测情况调查均正常；
4.6.5妊娠（孕龄）≥37周；
4.6.6产妇无严重贫血；
4.6.7产妇妊娠期无严重合并症。
采集中心业务人员根据筛选情况将相关信息填入《供者健康调查表》。不符合筛选标准的，不予采集。
[bookmark: _Toc11745][bookmark: _Toc24651][bookmark: _Toc643][bookmark: _Toc8108][bookmark: _Toc12532][bookmark: _Toc8871][bookmark: _Toc13014]5. 细胞采集要求及方法
5.1 样本采集
5.1.1 样本采集应在分娩后10分钟内完成，以确保细胞活性及组织完整性。
[bookmark: _Toc19311][bookmark: _Toc31470]5.1.2 环境要求（洁净度、温度）采集时需避开母体或胎儿感染区域。采集过程优先保证母体和胎儿的健康安全
5.2 组织的采集方法。
[bookmark: _Toc16100][bookmark: _Toc21316]5.2.1胎盘采集
5.2.1.1分娩后，使用无菌手术剪刀小心分离胎盘与脐带，避免损伤样本。
5.2.1.2助产士或医生及时使用医用脐带夹结扎胎盘上的脐带口，使用用注射用生理盐水清洗胎盘表面的污物。
5.2.1.3将处理后的胎盘及时置于含盘尼西林（Penicillin）100U/mL - 链霉素（Streptomycin）100ug/mL的储运液中。
5.2.1.4采集后在暂存运输样本的采集套装上标注唯一编码、产妇姓名、床号、采集时间、采集医院和采集人员。
5.2.1.5样本于4到18℃生物样本运输箱封装,24小时内运输至制备接收室。 
[bookmark: _Toc10132][bookmark: _Toc20876]5.3.2 脐带采集
5.3.2.1剪取脐带约（15cm以上）（避开结扎端），并保留一定长度用于后续处理。
5.3.2.2采用整段采集法，助产士或医生及时尽量撸去脐带内的脐血，使用医用脐带夹两端结扎，脐带破损处两侧也要结扎，避免脐带组织水肿或污染。
5.3.2.3将处理后的脐带及时置于含盘尼西林（Penicillin）100U/mL - 链霉素（Streptomycin）100ug/mL的储运液中。
5.3.2.4采集后在暂存运输样本的采集套装上标注唯一编码、产妇姓名、床号、采集时间、采集医院和采集人员。
5.3.2.5样本置于4到18℃的生物样本运输箱封装,24小时内运输至细胞制备接收室。
[bookmark: _Toc22637][bookmark: _Toc13199][bookmark: _Toc28453][bookmark: _Toc1319][bookmark: _Toc31861]6. 样本制备要求及检测方法
[bookmark: _Toc17172][bookmark: _Toc539]6.1厂房设施
6.1.1生产操作区域应进行区域划分(根据不同工序，划分区域，如分离区、培养区、制备区等)，应有独立专用生产操作间，并采用独立的空调净化系统，产品暴露于环境的生产区域应至少在B级背景下的A级进行。
6.1.2围产期组织样本操作环境需采用合适的空气流向、过滤和压差控制，以确保洁净和无菌环境的要求。
6.1.3应配有原位灭活或消毒的设备。
6.1.4围产期组织细胞、直接用于细胞生产材料，其生产操作环境的洁净度级别可参照表1中的示例进行选择，其中:
1)密闭系统进行生产:密闭细胞生产系统+C级洁净区;
2)非密闭系统进行生产:局部A级(超净工作台或生物安全柜)+B级洁净区。
	洁净度级别
	洁净度级别

	B级背景下的A级
	1)处于未完全密闭状态下的生产操作和转移;
2)无法除菌过滤的溶液和培养基的配制

	C级背景下的局部A级
	1)生产过程中采用无菌注射器对处于密闭状态下的产品和生产用溶液进行穿刺取样等操作:
2)可除菌过滤的溶液和培养基的除菌过滤

	C级
	可除菌过滤的溶液和培养基的配制

	D级
	采用密闭管路转移产品、溶液或培养基;
2)采用密闭系统或设备进行围产期组织细胞的生产操作(如在隔离器中进行产品的无菌分装)、取样

	注:表中除D级以外的生产操作示例，均指在非密闭系统下的操作。


表1：生产操作与洁净度级别匹配示例

6.2 设备
6.2.1 设备类型
生产与质量检测需用到的设备，分为培养设备、分离和纯化设备、无菌操作设备、检测和分析设备、低温储存设备、清洗和消毒设备等生产和质量控制相关设备，以及环境监测、数据记录和监控管理等系统。
6.2.2 设备要求
属于全部工序采用无菌生产工艺的非最终灭菌产品，其设备的设计和筛选不应对围产期组织细胞的质量造成不良影响。
6.2.3设备管理要求
围产期组织细胞生产设备的主要管理要求如下:
6.2.3.1设备应进行安装确认(IQ)、操作确认(OQ)和性能确认(PQ)，并按照既定参数运行;
6.2.3.2所有操作设备的人员应经过相应设备的培训，按照操作规程使用设备，并记录;
6.2.3.3应按照管理程序和操作规程运行，定期清洁、消毒和维护，并记录;
6.2.3.4应定期对设备进行校准。根据关键工艺参数(CPPs)制定合理的设备偏差范围，一旦出现超预期偏差应立即报告，并启动偏差调查;
6.2.3.5设备应有适当的状态和信息标识，包括但不限于运行状态、清洁状态、维护周期和操作参数等;
6.2.3.6应对任何设备变更进行控制，评估其对产品质量和生产过程的影响;
6.2.3.7当设备到达使用寿命或不再符合GMP要求时，应有程序安全退役和处置。
6.3围产期组织接收
6.3.1围产期组织接收时，应确认采集物的相应材料齐全且符合标准，包括但不限于供者知情同意、供者筛查和临床检测结果、采集物保存和运输相关记录，以及备份样品等。并确定采集物的包装完好无损，且包装标签包含所有必要的信息。材料不齐全，且无法补允的围产期组织不应接收入库。
6.3.2一旦发现围产期组织含有传染病病原体，如特定传染病病原体(包括但不限于
HIV、HBV、HCV及梅毒螺旋体等)，应将其与其他供者材料隔离，做好保护措施并进行
明显标识。
6.3.3围产期组织接收后，应按照确定的质量标准进行质量控制，以确保围产期组织细胞的质量。检测不合格的围产期组织不应进入后续生产工艺环节，应按照相应程序进行废弃处理，质量部门应及时记录并通告相关部门。
6.4细胞分离与纯化
6.4.1 细胞分离方法
6.4.1.1样本用酒精浸泡消毒5分钟，继续用生理盐水反复清洗5遍以上，解剖剪取所
需要的组织块，清洗。
6.4.1.2间充质干细胞使用组织块贴壁细胞迁出方法，也可使用胰蛋白酶或胶原酶对组织块进行温和解离，收集所需细胞。
6.4.1.3基蜕膜干细胞和羊膜上皮细胞使用胰蛋白酶或胶原酶对组织块进行温和解离，收集所需细胞。
6.4.1.4分离的细胞应立即转移至培养液中培养，或置于冻存液中程序降温存储。
6.4.2 细胞纯化
6.4.2.1培养纯化过程中，控制温湿度、pH值和CO2浓度。
6.4.2.2使用选择性培养基传代扩增细胞数量，使用重组胰酶消化贴壁生长的细胞。
6.4.2.3纯化后的细胞活性应≥95%。
6.4.3试剂与设备要求：细胞分离和纯化过程中禁止使用抗生素和有动物源成分的试剂；并全程在C级或B级背景下的A级环境中操作。

[bookmark: _Toc4817][bookmark: _Toc171]6.5 检测方法
关键质量属性应包括细胞特性、安全性、生物学活性、理化特性、纯度和杂质等。产品的质量研究应全面且持续，建议选取具有代表性的批次和阶段样品进行研究。质量分析方法包括药典和非药典方法，药典方法应确认适用性，非药典方法应全面验证，涵盖专属性、准确性等多项指标。可参照《人源干细胞产品药学研究与评价技术指导原则(试行)》
6.5.1围产期组织细胞应进行：细胞形态、细胞活性、生物标志物、无菌检测等。检测方法及标准如下：
表2：围产期组织细胞质量标准
	项目
	检测方法
	标准

	活率

	台盼蓝染色
	≥95%


	细菌培养
	直接接种法
	无菌生长


	真菌
	直接接种法
	无菌生长


	内毒素
	鲎试剂法
	≤0.25EU/ml

	支原体
	直接接种法
	阴性

	细胞形态
	镜检
	正常

	细胞表型FACs检测
	流式检测
	CD34≤2%

	
	流式检测
	CD44≥95%

	
	流式检测
	CD45≤2%

	
	流式检测
	CD73≥95%

	
	流式检测
	CD90≥95%

	
	流式检测
	CD105≥95%

	
	流式检测
	HLA-DR≤2%

	HBsAg
	ELISA检测法/qPCR
	阴性

	Anti-HCV
	ELISA检测法/qPCR
	阴性

	Anti-CMV-IgM
	ELISA检测法/qPCR
	阴性

	Anti-TP
	ELISA检测法/qPCR
	阴性

	Anti-HIV
	ELISA检测法/qPCR
	阴性



[bookmark: _Toc19385][bookmark: _Toc7874][bookmark: _Toc15397][bookmark: _Toc11921]7. 细胞储存要求
[bookmark: _Toc30795][bookmark: _Toc610]7.1储存条件
7.1.1收获的纯化细胞用含10%DMSO基础培养基重悬，分装于1.8mL或4.5mL冻存管中，在冻存管上标记。
冻存细胞编号、细胞代次、冻存密度、冻存日期、操作及复核人员，或上述信息形成二维码激光刻印到冻存管上。
7.1.2MSCs、DBSc、PMSCs和AECs的冻存密度小于等于1000万/mL。
[bookmark: _Toc28742][bookmark: _Toc5720]7.2 冷冻程序
7.2.1冻存盒冷冻：将细胞迅速转移至程序降温盒中，室温条件下10min之内转至-80℃深低温冰箱中程序冷冻，如果2-8℃条件下需在20min之内完成转移；深低温冰箱中冷冻降温4h后将冻存管转至冻存盒中，满盒后转至液氮中保存；
7.2.2程序冷冻：
7.2.2.1 4℃等待，至干细胞放置于程序降温仪内并平衡2min；
7.2.2.2 干细胞放入后，以5℃/min降至0℃，保持5min；
7.2.2.3 以4℃/min降至-20℃，保持5min；
7.2.2.4 以2℃/min降至-45℃，保持15min；
7.2.2.5 以5℃/min降至-90℃，保持5min；
7.2.2.6 结束。

[bookmark: _Toc24165][bookmark: _Toc23180]7.3库存管理
7.3.1细胞冻存结束后先置于临时液氮生物样本储存罐，记录细胞编号、临时存储位置和存储开始日期。
7.3.2细胞所有检测项目合格后，将细胞存入液氮生物样本储存罐，记录细胞编号、细胞种类、存储位置、存储日期、操作和复核人员，再由质量控制人员抽查细胞及细胞信息。
7.3.4存储期间需监测液氮库温湿度、液氮生物样本存储罐重要点位温度以及液氮液位、所在冻存架的出罐次数及每次的出罐时长，并记录操作人员和操作日期。

[bookmark: _Toc8952][bookmark: _Toc31008][bookmark: _Toc24277][bookmark: _Toc28681]8. 包装与运输
8.1 细胞样品应存放在专用的生物安全容器中，确保温度控制在≤-80℃或液氮环境中。
8.2 运输过程需全程监控运输温度和样本位置GPS，严禁X射线照射，避免细胞活性下降和基因突变。
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胎盘/脐带供者健康调查和样本采集表
           条形码编号：                            住院号：
	保存内容选择：

	· 采集胎盘
	· 采集脐带
	· 采集胎盘与脐带

	

	胎盘/脐带供者信息： 

	供者
	姓名：          年龄：      民族：
	供者配偶
	姓名：          年龄：      民族：

	
	工作单位：
	
	工作单位：

	
	职业：           籍贯：      血型：
	
	职业：           籍贯：      血型：

	
	身份证号码：
	
	身份证号码：

	联络
方式
	家庭住址：                                       联系电话：

	既往史
（□ 无）
	□组织、器官移植     □与患有艾滋病者性接触     □与患有性病者接触     □曾患各类型的肝炎

	
	□与患有急慢性肝炎或黄疸者性接触     □肝炎病毒检测阳性     □因溶血性疾病切除脾脏     □贫血

	
	□同性恋者       □白血病       □吸毒       □性病       □乙肝疫苗接种       □其他疫苗接种

	家族史
（□ 无）
	□红细胞疾病       □白细胞疾病       □免疫缺陷病       □血小板疾病       □染色体异常

	
	□代谢性疾病       □其它血液病       □其它家族遗传病史：

	现病史
	□无   □各种血液病  □免疫系统疾病  □代谢性疾病  □传染性单核细胞增多症  □与传染病人接触史

	

	分娩史
	受孕次数：      分娩次数：     □异常分娩史，原因：                □遗传原因发生流产

	
	孕周：    周   天              分娩时间：      年     月     日     时     分（24小时制）

	采集
记录
	胎盘采集时间：     时     分           
脐带采集时间：     时     分     脐带采集长度：         厘米

	新生儿
	性别：        体重（g）：          □本次怀孕是否人工受精        本次分娩方式：

	
	分娩方式说明（用药、剂量）：

	化  验
	血常规：WBC:     ×109/L     RBC:     ×1012/L       Hb:     g/L       PLT:     ×109/L

	
	肝功：       乙肝五项：HBsAg：      HBsAb：      HBeAg：      HBeAb：      HBcAb：

	
	抗—HCV：     抗—HIV：     抗—TP：     CMV—IgM：        血型：      Rh：

	查  体
	营养：      皮肤：      甲状腺：      淋巴结：       心率：     次/分       呼吸：     次/分

	
	乳腺：      脊柱：      四肢：        外阴：         其他：

	备  注
	

	采集医院：                                        采集人：                 记录人：

	样本入箱温度：       ℃                                样本入箱时间:      年     月     日     时     分
                                                            记录人：
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