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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。

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这些专利的责任

本文件由××××提出并归口管理。

本文件由××××牵头组织制订。

本文件起草单位：杭州中赢生物医疗科技有限公司。

本文件主要起草人：。

本文件评审专家组长：。
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NK 细胞扩增试剂

1 范围

本文件规定了自然杀伤细胞（NK）扩增试剂（滋养细胞法）的标准要求，包括术语和定义、基本要

求、技术要求、试验方法、检验规则、标志、标签、使用说明书、包装、运输及贮存和质量承诺。

本文件适用于NK细胞的体外培养。

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 191—2008 包装储运图示标志

SN/T 2242 自然杀伤细胞活性试验

2020年版《中华人民共和国药典》三部、四部

3 术语和定义

SN/T 2242界定的术语和定义适用于本文件。

4 基本要求

设计研发

4.1.1 应具备 NK细胞扩增试剂产品工艺设计能力。

4.1.2 应依托细胞转染技术，构建细胞库。

原材料

4.2.1 应采用细胞株终端溯源至 ATCC 或其他可靠来源的细胞库的细胞株。

4.2.2 胎牛血清应具备生物安全性说明。

工艺及装备

4.3.1 应具备纯化水制备系统。

4.3.2 应具备完善的超低温保存体系，通过程序降温，液氮储存设备，保证产品质量的稳定性。

4.3.3 具备空气净化系统，应不低于药品生产质量管理规范要求的 C+A标准的洁净级别。

检测能力

4.4.1 应具备准确度、精密度、线性范围、稳定性等相关性能的检测能力。

4.4.2 应配备 CO2培养箱、恒温水浴锅、离心机、细胞计数仪、流式细胞仪、恒温培养箱等检测设备。

5 技术要求

外观

-130℃以下或液氮贮存条件中，试剂应为固体；包装外观清洁、无破损；标签字迹清晰。

装量

5.2.1 标准装量：[（4 ml±0.2）+（1 ml±0.1）]/套。
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5.2.2 定制装量：供需双方商定。

无菌检查

应为阴性。

细菌内毒素检查

细菌内毒素≤1 EU/ml。

支原体检查

应为阴性。

NK细胞扩增试剂扩增后 NK细胞质量

5.6.1 培养的效应细胞纯度（第 12-14 天）

≥86 %。

5.6.2 培养的 NK 细胞扩增倍数（第 12-14 天）

≥1500倍。

5.6.3 培养的 NK 细胞杀伤能力（第 12-14 天）

效靶比为20/1时，与A549或K562细胞共培养4小时，杀伤率不低于80 %。

6 产品稳定性

批内精密度

CV≤10.0 %（n=10）。

批间精密度（批间差）

CV≤6.0 %。

效期稳定性

按照8.9.3试验后，应符合5.1～5.6的要求。

7 产品安全性研究

体外成瘤性

7.1.1 阳性对照组形成明显的大量细胞集落，阴性对照组没有形成明显的细胞集落。

7.1.2 待检组应同阴性对照组结果。

体内成瘤性

经病理学检查，阳性对照组的接种动物至少有9只动物在注射部位或转移部位形成瘤，并且组织病

理学及基因型分析显示形成瘤的细胞性质与接种的细胞一致，溶媒对照组和待检组的接种动物无体表结

节生长，病理学检查给药部位无异常，受检组织/脏器无明显与待检品相关异常。

致瘤性

接种部位或其他远端部位无进行性生长肿瘤。

8 试验方法
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测定器材

生物安全柜、生物显微镜、CO2培养箱、恒温水浴锅、－20℃冰箱、－80℃冰箱、2 ℃～8 ℃冰箱、

离心机、细胞计数仪、流式细胞仪、恒温培养箱等。

试剂的配制

药用级液体试剂可直接使用；其它试剂经配制后根据工艺需求可进行除菌过滤。

外观检测

在自然光下，以白色为背景，正视目测观察。

装量检测

用适用的量具量取。

无菌检查

根据2020版《中华人民共和国药典》四部通则1101无菌检查法检查。

细菌内毒素检测

根据2020版《中华人民共和国药典》四部通则1143细菌内毒素检查法检查。

支原体检查

根据2020版《中华人民共和国药典》四部通则3301支原体检查法检查。

NK 细胞扩增试剂扩增后 NK 细胞质量检测

8.8.1 细胞纯度检测

使用流式细胞仪检测细胞纯度。

8.8.2 培养的 NK 细胞扩增倍数

按照产品说明书进行细胞培养，培养到12～14天后，将混匀的细胞悬液使用血球计数板计数，计数

结果与初始的NK细胞数量进行对比。

8.8.3 细胞杀伤能力检测

使用RTCA(Real Time Celluar Analysis)检测台观察NK细胞对A549细胞或K562细胞生长的影响。

精密度检测

8.9.1 批内精密度检测

取同一批号试剂各10套，测定同一份外周血标本，计算10套样品的测定结果的变异系数CV(%)，检

测项目为使用试剂后的NK细胞细胞纯度、扩增倍数和细胞杀伤能力。

�� = �

�
× 100%····················································(1)

式中：

——S为样本标准差；

——X为样本平均数。

8.9.2 批间精密度检测

取3个批号试剂，每个批号3套，分别测定同一份试剂标本，计算3批试剂的细胞纯度、扩增倍数和

细胞杀伤能力测定总均值和总标准差，得到出变异系数CV（%），检测项目为使用试剂后的NK细胞纯

度、扩增倍数和细胞杀伤能力。
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�� = �

�
× 100%····················································(1)

式中：

——S为样本标准差；

——X为样本平均数。

8.9.3 效期稳定性试验方法

参照2020版《中华人民共和国药典》三部，按市售包装，在-130℃或液氮条件下贮存，检测外观、

装量、无菌、细菌内毒素、支原体、培养后NK细胞的质量指标变化情况等。其结果应符合规定。

产品安全性

8.10.1 体外成瘤性

使用低熔点琼脂模拟细胞在体内的微环境培养细胞，通常使用其它已知具有成瘤性的细胞作为阳性

对照，对照组与实验组同步操作。常规培养3周左右，培养过程中可视情况适当地补充细胞培养液，直

到阳性组在显微镜下明显观察到大量细胞集落，培养终止。使用4%多聚甲醛固定，结晶紫染色，在显微

镜下观察并拍照记录。

8.10.2 体内成瘤性

8.10.2.1 本试验参照 2020 版《中华人民共和国药典》三部-生物制品通则-生物制品生产检定用动物

细胞基质制备及质量控制-附录 2 成瘤性检查法。

8.10.2.2 成瘤性是指待检细胞接种动物后，接种细胞在动物体内形成（肿）瘤的过程，成瘤性检查的

目的是确定细胞基质接种动物后形成（肿）瘤的能力。

8.10.2.3 待检细胞制备

从MCB或WCB复苏细胞，扩增至或超过生产用细胞龄限定代次10代以上，收获细胞并悬于无血清液体

中（如PBS），制备成浓度为每1ml含5×10
7
个活细胞的待检细胞悬液，细胞活力应不低于90%，用于成

瘤性检测。

8.10.2.4 阳性对照细胞

用HeLa或HeLaS3细胞或其他已知成瘤性为阳性的细胞，扩增至所需细胞量，用与待检细胞相同的液

体悬浮细胞，并制备成浓度为每1ml含 5×10
6
个活细胞的悬液，细胞活力应不低于90%，作为阳性对照

细胞。

8.10.2.5 阴性对照细胞

如需要，可用人二倍体细胞作为阴性对照，扩增至所需细胞量，用与待检细胞相同的液体悬浮细胞，

制备成浓度为每1ml含 5×10
7
个活细胞的待检细胞悬液，细胞活力应不低于90%，作为阴性对照细胞。

8.10.2.6 动物

下述两种动物可任选其一。

a) 裸鼠 4～7 周龄，尽量用雌鼠，每组至少 10 只。如使用新生裸鼠，则为 3~5 日龄。

b) 新生小鼠 3~5 日龄，体重 8~10g 小鼠，每组 10 只，在出生后第 0天、第 2 天、第 7天和第 14

天，分别用 0.1ml 抗胸腺血清（ATS）或球蛋白处理后用于试验。

8.10.2.7 动物接种

待检细胞组每只裸鼠皮下或肌内注射待检细胞0.2ml（即每只裸鼠接种107个活细胞）；阳性对照组

每只注射阳性对照细胞0.2ml，含10
6
个活细胞。皮下接种时细胞应接种于裸鼠背部区域，肌肉接种时细
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胞应接种于裸鼠大腿部位。对于弱成瘤性表型的细胞或新建细胞，最好再使用新生裸鼠进行成瘤性试验，

每只接种0.1ml，含10
7
个活细胞。

8.10.2.8 观察

应定期观察及触摸所有动物在注射部位是否有结节形成，至少观察16周（至少4个月），前3~6 周，

每周观察2次，之后每周观察1次，并记录结果。

8.10.3 致瘤性

8.10.3.1 本试验参照 2020 版《中华人民共和国药典》三部-生物制品通则-生物制品生产检定用动物

细胞基质制备及质量控制-附录 3 致瘤性检查法。

8.10.3.2 致瘤性是指将待检细胞的细胞成分接种动物后，诱导动物本身细胞形成肿瘤的特性，可参照

下列方法进行检查。

8.10.3.3 接种动物及数量

采用新生（出生3日龄内）裸鼠、新生仓鼠及新生大鼠进行致瘤性检查，动物接种数量应多于成瘤

性检查用量。

8.10.3.4 待检细胞

来源于MCB或WCB的细胞扩增至或超过生产用体外细胞龄至少3~10个细胞倍增水平，用于致瘤性检查。

8.10.3.5 对照

细胞裂解物阳性对照尚不明确，DNA阳性对照可采用含有致瘤性基因的在动物体内可引起致瘤的DNA

质粒。设置阴性对照可监测接种动物的自发肿瘤发生频率。设置阴性对照可根据具体情况而定，可采用

PBS作为阴性对照。

8.10.3.6 供试品制备及接种

a) 细胞裂解物

采用对病毒破坏最小且能最大释放病毒的方法制备细胞裂解物，如可采用3次冻融及低速离心法，

将样本悬浮于PBS中，取含10
7
个细胞的裂解物50~100μl分别于肩胛骨处皮下接种新生裸鼠、新生仓鼠

及新生大鼠。接种前应确认样本中无活细胞存在，以免影响结果的有效性。

b) 细胞 DNA

提取细胞基质全细胞DNA悬浮于PBS中，可适度进行超声波等剪切处理，取50~100μl含不低于100

μg的DNA样本分别于肩胛骨处皮下接种新生裸鼠、新生仓鼠及新生大鼠。阳性对照组应将阳性对照质粒

与待测细胞DNA混合后接种，以确认待测样本无抑制效应。

8.10.3.7 结果观察及分析

结果观察及分析步骤如下：

a) 每周观察并触摸接种部位是否有结节形成，应至少观察 4 个月。

b) 观察期内如有 1 个或多个结节出现，则应每周双向测量结节大小并记录结果，以确定结节是

进行性生长、保持稳定还是随时间而消退。有进行性结节生长的动物，当结节达到直径约 2cm

或国家规定的大小时应处死。

c) 观察期末，所有动物均应处死，肉眼及显微观察接种部位或其他部位是否有瘤形成。任何疑

似瘤均应采用适宜浓度甲醛溶液固定后进行组织学检查。如可行，建立细胞系并冻存后，以

备进行后续的分子技术分析。

d) 显微检查肝、心、肺、脾及局部淋巴结是否存在转移性损伤。如有肿瘤形成，则要分析与接

种部位原发瘤的相关性；如组织学检查显示与原发瘤不同，则要考虑可能有自发瘤形成，这

种情况需跟踪结果。
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9 检验规则

检验分类

产品检验分为出厂检验和型式检验。

出厂检验

9.2.1 出厂检验由质量管理部门检验，检验合格后方可出厂。

9.2.2 取样参照 2010 版药品生产质量管理规范附录。在本文件规定的限度内具有同一性质和质量，并

在同一连续生产周期中生产出来的一定数量的试剂为一批。每批试剂均应编制唯一的生产批号，根据批

生产数量，设每批产品的成品数为 n,当 n≤300 时,按√n+1 取样数随机取样（不少于一个包装）；当 n
＞300时，按√n/2+1取样数随机取样。

9.2.3 出厂检验项目为 5.1～5.6条款，全部出厂检验项目检验合格判断为合格，否则就判断为不合格。

型式检验

9.3.1 有下列情况之一应进行型式检验：

a) 新产品投产前；

b) 正式生产后，如生产工艺发生较大改变，可能影响产品性能时；

c) 停产 6个月，恢复生产时；

d) 主要原料改变、新建原始种子库时；

e) 相关主管部门进行质量抽查时；

f) 细胞库建库完成后每间隔 5年时。

9.3.2 型式试验的样本从生产厂检验合格的成批产品中，随机抽取，抽取方法同 9.2.2条。

9.3.3 型式检验项目为第 5 章技术要求全部项目。

9.3.4 检验判定：全部项目检验合格，判定合格，否则就判定不合格。

留样检验

9.4.1 每一生产批次均应留样，用作留样检验或稳定性检验。留样数量不低于出厂检验抽样数量的三

分之一（不少于一个包装）且满足试验量。

9.4.2 留样检验适用于产品有效期内的质量跟踪或验证，检验项目与出厂检验相同，只有全部抽样样

本的检验项目是合格的，才能判断合格，否则就判断不合格。

9.4.3 稳定性检验按 6.3 条项目测定，只有对全部抽样样本的判断是合格的，才能最终判断合格，否

则就判断不合格。

10 标志、标签、使用说明书、运输及贮存

标志、标签和使用说明书

10.1.1 标志和标签

10.1.1.1 内包装瓶上应有下列标志：

a) 产品名称、规格；

b) 生产批号（生产日期）及有效期；

c) 贮存条件；

d) 其他内容详见说明书。

10.1.1.2 外包装盒上应有下列标志：

a) 产品名称、包装规格、商标、执行标准；

b) 生产企业名称、地址、联系方式、邮政编码；

c) 生产批号（生产日期）、储存条件及有效期；

d) 贮存条件。
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10.1.2 使用说明书

使用说明书应包含以下内容：

a) 产品名称和包装规格；

b) 生产企业名称、住所、生产地址、联系方式；

c) 主要组成成分、适用范围；

d) 注意事项、警示以及提示的内容；

e) 特殊储存、运输条件、方法；

f) 生产批号（生产日期）、储存条件和有效期；

g) 说明书的批准及修改日期。

包装

10.2.1 试剂内包装瓶上贴标签，外包装盒内放说明书。

10.2.2 试剂应有完好的外包装盒，盒内应附有产品使用说明书。

运输

产品应在-60℃～80℃条件下运输，运输时间不超过72小时。

贮存

产品应贮存于-130℃以下或液氮中，有效期不低于6个月。

11 质量承诺

在规定的包装、贮存条件下，自生产之日起，原包装产品有效期不低于 6个月。

产品均能够保证每个最小包装的可追溯性。客户接收产品后，如对产品质量有异议，在 3个工作

日内予以答复和解决。设置专业的技术支持人员，负责解答客户相关问题，必要时，可派驻专业技术人

员协助客户解决问题。
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