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国家标准《细胞分选用磁珠性能检测方法》编制说明 

（一）工作简况，包括任务来源、协作单位、起草过程、国家标准主要起草人及其所做的

工作等 

1、任务来源 

本标准根据国标委公布的2024年第一批国家标准计划项目（国标委综合【2024】16号），

本项目计划编号为20240308-T-469，名称为《细胞分选用磁珠性能检测方法》。 

本标准由全国生化检测标准化技术委员会（SAC/TC 387）提出并归口。 

本标准由          联合起草。 

2、目的和意义 

拟解决细胞分选用磁珠性能检测方法标准缺失的问题和细胞分选用磁珠性能检测无

完善的评价体系的问题。通过该标准的建立，可以规范国内细胞分选用磁珠生产市场行为，

一定程度上消除技术壁垒，促进国际间的发展与合作，为世界一体化的市场开辟道路。 

3、协作单位 

 

4、标准编制过程和主要工作 

（1）2022 年 1 月至 2023 年 4 月，标准起草单位组织相关技术人员对《细胞分选用磁

珠性能检测方法》标准项目进行了预研，课题组成员广泛收集了国内外 100 余篇标准、文

献，了解了国内外相关技术动态，并且明确了工作思路和进程安排。 

（2）2023 年 4 月标准起草单位在收到全国生化检测标准化技术委员会生检标

〔2023]8 号 号文件《 关于召开生化检测领域 2023 年国家标准宣贯培训暨生物实验室自

动化技术标准化交流研讨会的通知》后，提交了项目建议书以及国家标准草案。 

（3）2024 年 3 月收到全国生化检测标准化技术委员会【2024】5 号文件《关于下达

2024 年第一批推荐性国家标准计划的通知》以及该标委会转发的国标委综合【2024】16 号

《国家标准委关于下达 2024 年第一批国家标准制修订计划的通知》立项文件，计划编号：

20240308-T-469。 

（4）2024 年 8 月，起草小组对全国生化检测标准化技术委员会汇报了《细胞分选用

磁珠性能检测方法》标准的起草工作，与会专家就《细胞分选用磁珠性能检测方法》标准

（草案）进行了讨论，提出了宝贵的意见和建议。标准起草小组根据专家意见进行了修改

和完善。 
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（5）2024 年 3 月至 2025 年 3 月，进行《细胞分选用磁珠性能检测方法》标准的起草

研制工作。完成了《细胞分选用磁珠性能检测方法》标准的编制说明，并对全国生化检测

标准化技术委员会汇报了《细胞分选用磁珠性能检测方法》标准（草案）进一步完善和修

改情况，向全国生化检测标准化技术委员会提交了《细胞分选用磁珠性能检测方法》标准

（征求意见稿）和编制说明。 

5、国家标准主要起草人及其所做的工作 

 

（二）国家标准编制原则、主要内容（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、

检验规则等）及其确定依据（包括试验、统计数据），修订国家标准时，还包括修订前后技

术内容的对比 

1、标准编制原则 

本标准的编制依据 GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第 1 部分：标准的结构和编写》，

并参照 GB/T 6379.1-2004《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）第 1 部分 总则与

定义》和 GB/T 6379.2-2004《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）第 2 部分 确定

标准测量方法重复性与再现性的基本方法》。 

2、确定国家标准主要内容（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则等）

及其确定依据（包括试验、统计数据） 

本文件征求意见稿主要内容为细胞分选用磁珠性能检测方法，检测指标包括粒度、超

顺磁性、磁回收率、无菌、内毒素、体外细胞毒性、细胞活率、细胞纯度、细胞得率。 

调研市场上的细胞分选用磁珠，选取具有代表性的12种细胞分选用磁珠进行试验，信

息见表2。 

表 2 细胞分选用磁珠信息 

序号 表面修饰 磁分离方式 分选方式 
粒径 

（官方资料） 

磁性分选时磁珠用量 

（每 107 细胞） 

1 抗人 CD4 抗体 有柱式 阳选 50 nm 20 μL 

2 抗小鼠 CD4 抗体 有柱式 阳选 50 nm 10 μL 

3 抗小鼠 F4/80 抗体 有柱式 阳选 50 nm 10 μL 

4 抗生物素抗体 有柱式 阴选 50 nm 20 μL 

5 抗人 CD4 抗体 有柱式 阳选 50 nm 10 μL 

6 抗人 CD3 抗体 有柱式 阳选 50 nm 10 μL 

7 抗人 CD4 抗体 有柱式 阳选 50 nm 10 μL 
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8 抗人 CD8 抗体 有柱式 阳选 50 nm 10 μL 

9 链霉亲和素 无柱式 阴选 300 nm 20 μL 

10 抗小鼠 CD8 抗体 无柱式 阳选 解离 2.8 μm 15 μL 

11 抗 IgG 抗体 无柱式 阴选 4.5 μm 200 μL 

12 抗小鼠 CD19 抗体 有柱式 阳选 50 nm 5 μL 

关于细胞活率、细胞纯度和细胞得率的检测，试验中需要使用哺乳动物细胞或全血等，

如来自小鼠脾脏的细胞、人外周血单个核细胞（Peripheral blood mononuclear cell，PBMC）

和人外周血等，由于该类型的细胞是多种细胞的混合物，目前国内外均没有标准品，因此

本文件对细胞活率、细胞纯度和细胞得率试验的标本进行了以下规定： 

标本限定于细胞分选用磁珠适用范围，并注明标本类型及标本中目标细胞占总细胞的

比例。标本可来源但不限于以下几类： 

1）商用标本。注明：厂家、货号、批号、质检报告。 

2）临床追踪的患者血液或活检标本。注明：性别、年龄、身高、体重、身体质量指数

（Body Mass Index，BMI）、种族、健康状况。 

3）试验动物。所有的动物试验应在经国家认可机构批准并符合试验室动物福利全部

适用法规的试验室内进行，并且还应符合GB/T 16886.2的要求。注明：物种品系、

洁净级别、周龄、健康状况。 

4）或在以上标本中加阳性细胞，阳性细胞可来源于流式分选，或纯培养细胞系等。 

为了便于理解，后文将所有分选前的标本统称为分选前的细胞悬液。 

2.1 粒度 

粒度是表征细胞分选用磁珠粒径大小的重要基础参数。粒度的表征方法采用动态光散

射或激光衍射法，该方法在GB/T 40268《免疫磁性材料性能检测方法》中作了详细的规定，

本文件粒度的检测方法按照GB/T 40268规定的粒度执行。 

经调研，目前市场上纳米级的细胞分选用磁珠有50 nm磁珠（如德国美天旎、南京金斯

瑞、南京东纳生物等），百纳米级磁珠（如biolegend的130 nm磁珠、苏州海狸生物300 nm

磁珠等），微米级磁珠（如Dynabeads的1 μm、2.8 μm和4.5 μm的磁珠等）。这类细胞分选

用磁珠的粒度均按照GB/T 40268规定的粒度执行。 

2.2 超顺磁性 
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超顺磁性是表征细胞分选用磁珠磁性能的重要参数。在细胞分选过程中，磁珠的超顺

磁性能影响细胞分选的速度和富集效果，该性能表征还能为磁珠的生产提供品控指导。 

测量细胞分选用磁珠的超顺磁性，首先需要从磁珠溶液中获得固体磁珠，然后使用振

动样品磁强计（Vibrating Sample Magnetometer, VSM）对固体磁珠进行磁学性能测试。由

于不同粒径磁珠在一定磁场条件下表现的磁响应不同，目前市场上细胞分选用磁珠的磁分

离器包括有柱式和无柱式两种，有柱式磁分离器包括分选柱、磁力架和磁力支架，无柱式

磁分离器只有磁力架。其中100 nm以下磁珠适用有柱式，100 nm~200 nm适用有柱式和无

柱式，300 nm以上适用无柱式（如表2.2所示）。对适用无柱式的细胞分选用磁珠的超顺磁

性的检测，在GB/T 40268中已经进行了论证，其超顺磁性测定按照GB/T 40268规定的超顺

磁性执行。 

表2.2 磁性分离器种类 

磁性分离器种类 

   

适用磁珠粒径 200 nm以下 100nm以上 300nm以上 

细胞分选用磁珠 

应用举例 

美天旎 50 nm 

金斯瑞 50 nm 

Biolegend 130 nm 

Stemcell 100 nm~200 nm 

海狸 300 nm 

Dynabeads 1 μm 

进行VSM磁学性能检测所需磁珠固体材料的质量一般为10 mg以上，有些第三方检测

公司甚至要求20 mg以上，而对于适用于有柱式的细胞分选用磁珠，其质量浓度很小（约

0.5mg/mL），若通过分选柱形式获得固体磁珠，其效率低，检测需提供更多的磁珠样品以

及使用昂贵的分选柱，使得检测成本更高，因此本文件规定对于该类磁珠使用离心的方式

来获得固体磁珠（记为样本前处理方法）。通过离心并干燥得到的固体磁珠按照GB/T 40268

规定的超顺磁性执行。 

离心时间的确定。取1 mL有柱式细胞分选用磁珠置于离心管中，在4 ℃条件下，20000 

g离心0 min、30 min、60 min、90 min，分别取原液（代表0 min）和离心后的上清液100 μL，

使用酶标分析仪进行360 nm~800 nm扫描，结果可以看出（如图2.2所示），离心90 min后，

上清液的吸光度值已经几乎接近于磁珠保护液的吸光度值，再延长离心时间对获得固体磁

珠量的效果不大，因此，将离心时间设定为1.5 h。 

有柱式细胞分选用磁珠样本前处理方法：取适量细胞分选用磁珠原液，在4 ℃条件下，

20000 g离心约1.5 h，待上清液澄清后弃上清，加少量纯水混匀磁珠，将混匀的磁珠溶液转
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移至已烘干至恒重的玻璃称量瓶中，干燥至恒重（干燥步骤参照GB/T 40268描述的质量浓

度）。 

 

图2.2 离心时间与上清液吸光度值的变化情况 

注：左图显示的是完整数据，右图是突出显示左图中的吸光度值小于0.15部分的数据 

2.3 磁回收率 

磁回收率是反应细胞分选用磁珠磁性能的重要参数之一。参考GB/T 40268规定的磁回

收率测定方法，细胞分选用磁珠磁回收率测定采用分光光度法。采用分光光度法测定磁回

收率时，首先需要对细胞分选用磁珠进行可见光（360 nm~800 nm）光谱扫描，以最大吸收

峰对应的波长为最佳测试波长。 

（1）无柱式 

取稀释至1 mg/mL的细胞分选用磁珠（300 nm、4.5 μm）100 μL，加入96孔酶标板中，

使用酶标分析仪进行360 nm~800 nm扫描，结果如图2.3.1。由图2.3.1可以看出，300 nm细胞

分选用磁珠的最佳测试波长为468 nm，4.5 μm细胞分选用磁珠的最佳测试波长为488 nm。 

 

图2.3.1 无柱式细胞分选用磁珠的360 nm~800 nm扫描 

（2）有柱式 



 8 / 45 

 

有柱式细胞分选用磁珠粒径较小（如表2所示），磁珠颗粒与存在的液体环境呈一种稳

定的胶体状态，造成对朗伯-比尔定律的偏离。 

分别取100 μL两种不同的有柱式细胞分选用磁珠原液，使用酶标分析仪（酶标分析仪

吸光度读数上限为6）进行360 nm~800 nm扫描，结果如图2.3.2。取3 mL有柱式细胞分选用

磁珠，加入1 cm石英比色皿（光程1 cm），使用分光光度计（分光光度计吸光度读数上限

为4）进行360 nm~800 nm扫描；取100 μL同种磁珠，使用酶标分析仪进行360 nm~800 nm扫

描，结果如图2.3.3。结果表明这些磁珠在360 nm~800 nm波长范围内没有最大吸收峰，且检

测光程增大时，吸光值相应增大，无法通过最大吸收峰的方式确定最佳测试波长。 

 

图2.3.2 酶标分析仪对两种磁珠进行360 nm-800 nm扫描 

 

图2.3.3 分光光度计和酶标分析仪对同一磁珠进行360 nm-800 nm扫描 

对8种不同的有柱式磁珠（包括三个品牌：3种抗人CD4抗体修饰的磁珠、1种抗鼠CD4

抗体修饰的磁珠、1种抗人CD3抗体修饰的磁珠、1种抗鼠F4/80抗体修饰的磁珠、1种链霉

亲和素修饰的磁珠、1种抗生物素抗体修饰的磁珠）进行360 nm~800 nm扫描，均未出现最

大吸收峰，无法使用分光光度法测量该种磁珠的磁回收率。 
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因此，本文件规定只有当细胞分选用磁珠在可见光波长范围内具有最大吸收峰时，该

类磁珠磁回收率的测定才可按照GB/T 40268规定的磁回收率执行。 

2.4 无菌 

细胞分选用磁珠应用于细胞的分选，无菌是细胞分选用磁珠最基本的应用性能要素。

细胞分选用磁珠在制备和生产过程中，需添加非灭菌的磁性材料分散体，添加保护液作为

产品的稳定剂，这些操作及试剂的存在均可能导致终产品的微生物污染，微生物污染干扰

试验体系和试验结果，因此，细胞分选用磁珠的无菌检测非常必要。 

《中华人民共和国药典》（2020年版）四部1101无菌检查法中这样描述——“无菌检

查法包括薄膜过滤法和直接接种法。只要供试品性质允许，应采用薄膜过滤法”。鉴于磁

珠保护液中可能存在抑菌剂，从而影响菌落生长，且细胞分选用磁珠均为固体磁珠和保护

液的混合液，符合薄膜过滤法对样本的要求。故对细胞分选用磁珠的无菌检查采用《中华

人民共和国药典》（2020年版）四部1101无菌检查法中的薄膜过滤法进行检测。 

2.5 内毒素 

细菌内毒素是革兰阴性菌的细胞壁组分，内毒素在环境中无处不在，内毒素污染能干

扰生物学评价相关试验，导致得到错误的生物相容性结论，是细胞分选用磁珠的常见污染

物。细胞分选用磁珠在制备、生产、储存、运输的过程中都有可能受细菌内毒素的污染，

因此，细菌内毒素是体现细胞分选用磁珠应用性能最重要的参数之一。 

《中华人民共和国药典》（2020年版）四部1143细菌内毒素检查法中这样描述——“当

测定结果有争议时，除另有规定外，以凝胶限度试验结果为准”。另通过调研获悉，凝胶

限度法也是生产商普遍采用的对细胞分选用磁珠进行内毒素检测的方法。基于细胞内毒素

检测原理：当细菌死亡或自溶后便会释放出内毒素，通过用鲎试剂与细菌内毒素产生凝集

反应，对细菌内毒素进行限度检测。本文件采用《中华人民共和国药典》（2020年版）四

部规定的细菌内毒素检查法（通则1143）-凝胶限度试验检测内毒素。 

（1）内毒素限值的确定 

《中华人民共和国药典》（2020年版）四部1143细菌内毒素检查法中这样描述——“按

人用剂量计算限值时，如遇特殊情况，可根据生产和临床用药试剂情况做必要调整，但需

说明理由”。由于科研用细胞分选用磁珠不应用于临床，根据中国国家药品监督管理局发

布的《免疫细胞治疗产品药学研究与评价技术指导原则》，临床用GMP（Good Manufacturing 

Practice of Medical Products）级别的细胞分选用磁珠被归类为其它原材料，不直接作用于
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人体，或者极少量直接作用于人体。因此细胞分选用磁珠的内毒素限值的确定无法根据《药

典》公式中的L = K/M计算得出（L为供试品的细菌内毒素限值，K为人每千克体重每小时

最大可接受的内毒素剂量，M为人用每千克体重每小时的最大供试品计量）。 

通过对国内外细胞分选用磁珠生产厂商（美天旎、金斯瑞、海狸生物、同立海源等）

进行调研，细胞分选用磁珠的内毒素限值均为2 EU/mL，以产品实际应用为依据，本文件

将细胞分选用磁珠的内毒素限值规定为2 EU/mL。 

根据内毒素限值2 EU/mL，对市场上应用广泛的6种不同磁珠（金斯瑞cat#L00863、美

天旎cat#130-117-043、Dynal cat#11462D、海狸cat#70902、美天旎cat#130-045-101、Dynal 

cat#11417D）分别使用湛江安度斯生物有限公司和厦门鲎试剂生物科技有限公司的0.03 

EU/mL灵敏度的鲎试剂进行内毒素凝胶限度检测，结果显示内毒素含量均小于2 EU/mL。

结果表明将内毒素限值定为2 EU/mL是合理的。 

（2）细胞分选用磁珠的稀释 

取适量细胞分选用磁珠，使用细菌内毒素检查用水对细胞分选用磁珠进行稀释，最大

有效稀释倍数按式（1）计算： 

 MVD=L/λ ....................................................................... (1) 

式中： 

MVD——细胞分选用磁珠的最大有效稀释倍数； 

L——细胞分选用磁珠需控制的内毒素限值，限值为2 EU/mL； 

λ——凝胶法鲎试剂的标示灵敏度，单位为EU每毫升（EU/mL）。 

2.6 体外细胞毒性 

细胞毒性是细胞功能的损伤，包括但不限于质膜完整性破坏、细胞器功能的干扰和细

胞骨架破坏等。细胞分选用磁珠主要由磁性核心、外层的材料修饰和特异性标志物组成。

磁性核心具有超顺磁性的特性，其材料主要是铁、钴、镍及其氧化物，其中氧化铁的应用

最为广泛。材料修饰主要是连接磁性核心与特异性标志物，其材料包括无机材料（二氧化

硅、金、石墨烯等）、有机材料（生物大分子、脂质体、树枝状大分子等）、仿生材料（细

胞膜、巨噬细胞等）。特异性标志物包括抗体、链霉亲和素等。这些材料都是潜在的影响

细胞、亚细胞和生物分子水平的生物学行为的因素。同时，磁珠在保存和使用过程中可能

会存在降解和细胞内吞，这些都是潜在的导致细胞毒性的因素，通过体外试验检测细胞分



 11 / 45 

 

选用磁珠的体外细胞毒性十分必要，因此，体外细胞毒性是反映细胞分选用磁珠细胞生物

相容性的重要参数。 

（1）浸提时间的确定 

科研级别的细胞分选用磁珠不应用于人体。根据中国国家药品监督管理局发布的《免

疫细胞治疗产品药学研究与评价技术指导原则》，GMP级别的细胞分选磁珠被归类为其他

原材料。用于细胞治疗的细胞在回输人体前会去除磁珠，因此磁珠不会接触人体。磁珠悬

液的状态是磁珠保护液中含有固体状的磁珠，属于非水溶性液体样本，GB/T 16886.5-

2017/ISO 10993-5:2009《医疗器械生物学评价  第5部分：体外细胞毒性试验》和GB/T 

16886.12-2023/ISO 10993-12:2021《医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照材料》

中对该类样本没有明确规定的浸提方法。 

GB/T 16886.12-2023/ISO 10993-12:2021《医疗器械生物学评价_第12部分：样品制备与

参照材料》中提出“短期接触的医疗器械细胞毒性试验中，浸提条件可选择（37±1）℃下

浸提（24±2）h……对于长期（＞24 h ~ 30 d）或持久接触（＞30 d）的医疗器械，细胞毒

性试验中的浸提时间建议为72 h，因为浸提24 h获得的浸提物可能不足以代表器械使用24 h

释放的化学物”。 

细胞经磁珠分选后，有两种情况：（1）细胞与磁珠结合，如采用50 nm粒径的磁珠进

行分选；（2）细胞表面没有磁珠，包括目标细胞未接触磁珠的情形和磁珠先结合在目标细

胞表面后又被解离的情形，如采用300 nm磁珠和2.8 µm磁珠。第一种情况下，细胞表面的

磁珠会伴随细胞较长时间，按照超过24 h计算，浸提条件设定为（37±1）℃下浸提（72±2）

h。第二种情况下，磁珠不结合在细胞表面，按照短暂接触计算，浸提条件设定为（37±1）℃

下浸提（24±2）h，在浸提结束后，需要将浸提液放置在磁力架上，以去除浸提液中的磁珠，

否则将影响细胞的观察。图2.6展示了磁珠附着在细胞表面的情形（96孔板，L929细胞，1

万/孔），由图可以看出，50 nm磁珠几乎不影响细胞的观测，300 nm的磁珠影响细胞的观

测。 
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图2.6 磁珠附着在细胞表面的显微镜照片（100倍） 

浸提时间应用情况说明： 

1）如经磁珠分选得到的细胞用于细胞治疗：分选结束后，如果磁珠结合在细胞表面，

则该种情况符合长期接触（≥24 h）；分选结束后，如果磁珠与细胞分离，则该种情况符合

短期接触（＜24 h）。 

2）如经磁珠分选得到的细胞用于科研：若分选得到的细胞需要进行培养，则该种情况

与细胞治疗的磁珠处理方式相同。 

3）如经磁珠分选得到的细胞用于科研：若分选得到的细胞直接用于分析，且当天完成

分析，则该种情况符合短期接触（＜24 h）；若当天不能完成分析，则按照长期接触（≥24 

h）处理。 

（2）对照组的确定 

阳性对照的规定：使用10% DMSO作为阳性对照，浸提条件同磁珠。 

阴性对照的规定：由于需要浸提（72±2）h的磁珠粒径较小（50 nm），使用过程不经

过洗涤，直接用于磁性标记，所以这类型磁珠的阴性对照设定为磁珠相同体积的1×PBS。

由于需要浸提（24±2）h的磁珠粒径较大，使用前需经过洗涤，这种情况下，洗涤结束后会

  

300 nm磁珠（10 μL磁珠/孔） 50 nm磁珠（10 μL磁珠/孔） 

  

300 nm磁珠（1 μL磁珠/孔） 50 nm磁珠（1 μL磁珠/孔） 

  

300 nm磁珠（0.1 μL磁珠/孔） 50 nm磁珠（0.1 μL磁珠/孔） 
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有一定重量的磁珠湿重，按照湿重的体积称取相应体积的高密度聚乙烯，该高密度聚乙烯

作为阴性对照。洗涤次数不少于磁珠在做磁性标记前的洗涤次数。浸提条件同磁珠。 

（3）浸提液体积的确定 

制备好的浸提液按照GB/T 16886.5规定的MTT细胞毒性试验或XTT细胞毒性试验的方

法执行。MTT细胞毒性试验或XTT细胞毒性试验的步骤几乎一致，使用的具有相似功能

MTT和XTT来检测细胞活率。简明试验步骤如表2.6.1： 

表2.6.1 细胞毒性试验简明试验步骤 

时间 步骤 

第一天 

接种96孔板：1×104个细胞/100 μL MEM培养基/孔 

孵育（37 ℃，5% CO2，22 h~26 h） 

第二天 

除去培养基，加入浸提液 

孵育（37 ℃，5% CO2，24 h） 

第三天 

形态学改变的显微镜评价 

加MTT或者XTT，测吸光值 

体外细胞毒性试验的第一步是接种L929细胞（接种96孔板，每孔1万个细胞，每孔培养

液体积为100 μL），培养24 h后，每孔的细胞量将少于1×107个细胞。规定每个孔的浸提液

体积为分选1×107个细胞所需的磁珠用含血清培养基稀释至100 μL。如果该浸提体积对少于

1×107个细胞没有毒性，则可以判断对1×107个细胞没有毒性。浸提液体积举例如表2.6.2： 

表2.6.2 浸提液体积举例 

厂家 

货号 

磁性分选时磁珠用

量（每107细胞） 

磁性标记前 

洗涤次数 

浸提液体积 

（96孔板每孔） 

美天旎 130-045-101 20 μL 0 20 μL磁珠加80 μL培养基 

美天旎 130-117-043 10 μL 0 10 μL磁珠加90 μL培养基 

金斯瑞 L00863 10 μL 0 10 μL磁珠加90 μL培养基 

海狸 70902-50 20 μL 2 洗涤2次后加100μL培养基 

Dynal 11462D 15 μL 1 洗涤1次后加100μL培养基 

Dynal 11417D 200 μL 1 洗涤1次后加100μL培养基 

2.7 活率 

细胞活率是体现细胞分选用磁珠对目标细胞分选性能的重要参数之一。 

磁性细胞分选过程中，磁珠在溶液中通过与目标细胞碰撞而进行免疫识别结合，从而

实现对目标细胞捕获，并在一定磁场条件下发生富集，磁珠对细胞的碰撞以及磁场中磁珠
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携带细胞的磁响应运动，都会影响细胞的活性。所以通过对目标细胞活率的测定以反映细

胞分选用磁珠的分选性能。 

本文采用细胞死活检测方法来测定目标细胞活率。细胞的死活检测包括台盼蓝染色法

和荧光染色法。荧光染色法包括使用双荧光自动细胞计数仪检测法和流式细胞仪检测法，

前者采用AO/PI双染色标记，后者采用核酸类染料染色或胺基类染料染色标记。 

2.7.1 台盼蓝染色法 

正常的活细胞膜结构完整，能够排斥台盼蓝，使之不能够进入细胞内。而死细胞膜的

通透性增加，可被台盼蓝染成蓝色。因此，台盼蓝染色可以非常简便、快速地区分活细胞

和死细胞。台盼蓝价格便宜，操作简便，无需避光，无需特殊仪器，通过普通显微镜即可

辨别细胞的死活，是最常用的死活细胞鉴定方法之一。 

悬浮细胞的密度测定和台盼蓝染色法细胞活率测定，在GB/T 38506-2020《动物细胞培

养过程中生化参数的测定方法》均有详细的规定，本文件规定按照细胞分选用磁珠及其配

套试剂的操作说明或设备操作说明进行磁性分选，取适量分选前的细胞悬液或分选后的细

胞悬液，按照GB/T 38506规定的细胞活率的测定方法测定细胞活率。 

2.7.2 荧光染色法 

2.7.2.1 细胞计数仪检测法 

基于细胞膜的选择透过性原理，活细胞的细胞膜完整且具有选择透过性，而死细胞或

受损细胞的细胞膜通透性增加。AO为绿色荧光核酸染料，能够进入活细胞和死细胞；PI为

红色荧光核酸染料，只能进入死细胞。因此，在活细胞中的AO染料使细胞呈现出绿色荧光；

而死细胞中的AO和PI两种染料发生能量共振转移，使死细胞呈现出红色荧光。通过使用双

荧光通道的细胞计数仪采集图像数据，并进行图像处理和分析，得出细胞的数量和活率。 

AO/PI染料价格相对于台盼蓝较高，染色过程需要避光，且需要在双荧光通道的计数仪

上计数才能得出活率。台盼蓝在染色血细胞时，无法排除无核的红细胞，造成细胞浓度和

活率结果不够准确。而AO/PI为核酸染料，无核的红细胞不会染色，因此可以排除红细胞的

干扰。AO/PI染色法弥补了台盼蓝染色法在染色血细胞方面的不足。因此在对可能存在红细

胞的混合细胞进行活率检测时，AO/PI染色法更加适宜。 

预估分选前的细胞悬液或分选后的细胞悬液的细胞密度，根据仪器的线性范围，适当

调整细胞密度，取适量细胞悬液，加入等体积的AO/PI荧光染料，充分吹打混匀。细胞和染

料混合后应5 min内进行测定。启动细胞计数仪，设定细胞类型，根据仪器的上样体积要求
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取适量细胞和染料的混合液加至细胞计数板的一个样品腔内，按照仪器操作说明，通过图

像分析系统，自动分析细胞活率。 

2.7.2.2 流式细胞仪检测 

流式细胞术是一种以流式细胞仪为检测手段，可以快速、准确、客观地检测单个生物

微粒的特性，并定量的技术。流式细胞仪检测活率包括核酸类染料染色和胺基类染料染色。

核酸类染料包括7-AAD、PI、DAPI等，胺基类染料包括BD的Fixable Viability Stain（FVS）

系列染料、biolegend的Zombie Violet Viability Kit等。 

根据活细胞和死细胞的细胞膜通透性差异，7-AAD是一种可穿透死细胞膜，不可穿透

活细胞膜的核酸荧光染料，当被488 nm激发光激发时，7-AAD荧光在光谱的远红色范围被

检测到，通过流式细胞仪测定样品中的7-AAD荧光强度以定量分析细胞活率。 

根据流式细胞仪的性能参数、待测细胞的粘附、自然沉降等特性调整细胞密度。使用

不含任何荧光染料的待测细胞样本作为空白对照；使用已经证明可有效地与7-AAD结合的

细胞样本作为阳性对照。取适量分选前的细胞悬液或分选后的细胞悬液作为待测样品，在

待测样品和阳性对照样品中，加入适量7-AAD荧光染料使终浓度为0.5 μg/mL；空白对照样

品中，加入PBS替代荧光染料。充分混匀，室温避光孵育5 min，孵育结束后应5 min内上样

检测，检测前混匀样品。按照流式细胞仪操作规程，启动流式细胞仪。根据空白对照、阳

性对照的FSC/SSC和荧光信号的强弱调整电压大小，在FCS/SSC散点图中，使细胞位于合

适位置并排除碎片干扰；在7-AAD/SSC散点图中，使未染色细胞的自发荧光完全在阴性区

域。调节完毕，进行上样检测，并获取数据，总细胞信号采集数量不应小于10000。 

在对流式结果进行分析时，在FCS/SSC散点图中，对除细胞碎片外的所有主细胞设门。

在主细胞散点图中，对7-AAD阴性细胞设门。 

图2.7.2.2为举例说明使用抗人CD3抗体修饰的细胞分选用磁珠对PBMC中的CD3阳性

细胞进行阳性分选后，使用7-AAD染色进行活率检测。图中示例可看出分选前细胞活率为

93.8%，分选后细胞活率为92.2%。 
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图2.7.2.2 磁性分选前后的细胞活率检测 

2.8 纯度 

纯度是体现细胞分选用磁珠对目标细胞分选性能的另一个重要参数。如当细胞分选用

磁珠表面偶联的是特异性抗体，该特异性抗体对目标细胞进行特异性结合，通过分选获得

目标细胞。由于抗体的交叉反应以及分选过程中环境溶液的干扰，分选产物中有目标细胞

和非目标细胞，因此，检测纯度可以有效表征细胞分选用磁珠对目标细胞捕获的特异性，

反映细胞分选用磁珠对目标细胞的分选性能。本文采用GB/T 39729规定的方法测定细胞纯

度。 

纯度定义为目标细胞数目占总细胞数目的百分比。举例说明，如从PBMC中分离CD4+

细胞，则分选前CD4+细胞的纯度为CD4+细胞占PBMC总细胞数的比值；分选后CD4+细胞

的纯度为分选后CD4+细胞占分选后总细胞数的比值。此比值的分子必须是CD4阳性细胞，

分母必须是相应的流式分析过程中FSC/SSC双参数散点图中的总细胞。 

取适量分选前或分选后的细胞悬液按照GB/T 39729-2020《细胞纯度测定通用要求 流

式细胞测定法》规定使用荧光素标记的单克隆抗体对目标细胞进行标记并进行流式检测。 
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在对流式结果进行分析时，在FCS/SSC散点图中，对除细胞碎片外的所有主细胞设门。

在主细胞散点图中，对目标细胞设门。 

图2.8为举例说明使用抗人CD3抗体修饰的细胞分选用磁珠对PBMC中的CD3阳性细胞

进行阳性分选后，使用CD3-FITC抗体染色进行纯度检测。图中示例可看出分选前CD3阳性

细胞纯度为58.6%，分选后CD3阳性细胞纯度为99.6%。 

 

 

图2.8 磁性分选前后的细胞纯度检测 

2.9 得率 

细胞得率是体现细胞分选用磁珠对目标细胞分选性能的另一个重要参数。细胞得率的

高低可以反映出细胞分选用磁珠对目标细胞的特异性捕获情况，以及细胞分选用磁珠对整

个分选流程的适宜性，因此，检测得率可以很好的评估细胞分选用磁珠分选性能的优劣。 

本文件将分选后获得的目标细胞的数目占分选前的目标细胞数目的百分比定义为细

胞得率。 

（三）主要试验（或验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效益、社会效

益和生态效益 
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1. 粒度 

1.1 试剂 

细胞分选用磁珠、PBS（1×）。 

1.2 设备 

粒度分析仪。 

1.3 试验方法和数据处理 

检测细胞分选用磁珠的粒度，按照 GB/T 40268 规定的粒度执行。 

1.4 方法验证 

试验样品为有柱式纳米级磁珠，试验样品由本标准起草单位提供，共 3 个试验室参与

验证，使用动态光散射法进行检测，验证结果如表 1.1、表 1.2 和表 1.3。结果表明，该细

胞分选用磁珠的粒径的三个试验室的平均值为 120.04 nm，试验室内相对标准偏差为

0.78%~2.38%，试验室间相对标准偏差为 1.07%，满足 GB/T 29022 规定的相对标准偏差低

于 5%的要求，说明该方法具有较好测重复性和再现性，满足该标准要求，说明该方法稳定

可靠。 

表 1.1 粒径和粒径分布原始数据 

 有效直径（Di（50））（nm） Di（10）（nm） Di（90）（nm） PdI 

试验室 1 

121.10 70.88 206.91 0.191 

119.34 70.25 202.75 0.186 

119.66 71.58 200.04 0.174 

试验室 2 

119.98 72.93 197.39 0.163 

117.74 72.2 192 0.157 

118.6 71.64 196.35 0.167 

试验室 3 

118.00 72.20 198.00 0.182 

123.00 76.00 201.00 0.173 

123.00 75.70 201.00 0.170 

注：有效直径指的是 Di（50）的直径；Di（10）是指在组成该样品的所有颗粒体系中，

小于等于某一直径的颗粒占比 10%；Di（50）是指在组成该样品的所有颗粒体系中，小

于等于某一直径的颗粒占比 50%；Di（90）是指在组成该样品的所有颗粒体系中，小于

等于某一直径的颗粒占比 90%；PdI 是用于描述粒度分布宽度的无量纲量，PdI 数值越接



 19 / 45 

 

近于 0，表示颗粒的大小分布越均匀，颗粒之间的尺寸差异越小。 

 

表 1.2 粒径的试验室内偏差 

试验室 有效直径（nm） 平均值（nm） 标准偏差（nm） 相对标准偏差 

试验室 1 

121.10 

120.03 0.94 0.78% 119.34 

119.66 

试验室 2 

119.98 

118.77 1.13 0.95% 117.74 

118.6 

试验室 3 

118.00 

121.33 2.89 2.38% 123.00 

123.00 

表 1.3 粒径的试验室间偏差 

粒径（nm） 平均值（nm） 标准偏差（nm） 相对标准偏差 

120.03 

120.04 1.28 1.07% 118.77 

121.33 

 

2. 超顺磁性 

2.1 试剂 

细胞分选用磁珠。 

2.2 设备 

离心机（允许在 4 ℃条件下进行 20000 g 的离心）、振动样品磁强计（Vibrating Sample 

Magnetometer, VSM）、分析天平（灵敏度大于 0.1 mg）。 

2.3 试验方法 

取适量细胞分选用磁珠，在 4 ℃条件下，20000 g 离心约 1.5 h，待上清液澄清后弃上

清，加少量纯水混匀磁珠，将混匀后的磁珠转移至已烘干至恒重的玻璃称量瓶中，干燥至

恒重（干燥步骤参照 GB/T 40268 描述的质量浓度）。取干燥至恒重的固体材料，按照 GB/T 
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40268 规定的超顺磁性执行。 

2.4 试验数据处理 

按照 GB/T 40268 规定的超顺磁性执行。 

2.5 方法验证 

本文件规定了通过离心方式从有柱式细胞分选用磁珠悬液中获得固体磁珠，检测磁学

性能的方法及数据处理方法按照 GB/T 40268 规定的超顺磁性执行。试验样品为有柱式纳

米级磁珠，试验样品由本标准起草单位提供，共 2 个试验室参与验证。验证磁珠为有柱式

纳米级磁珠，使用振动样品磁强计（Vibrating Sample Magnetometer，VSM）进行检测，验

证结果如图 2.1、图 2.2 和图 2.3，图 2.3 为两个试验室的 VSM 曲线的拟合。从图中可以看

出该磁珠几乎没有磁滞，剩磁和矫顽力接近于 0，由此判断该磁珠具有超顺磁性。试验室

1 检测的饱和磁化强度平均值为 1135093 A/m，矫顽力平均值为 22.98 A/m，试验室 2 检测

的饱和磁化强度平均值为 1093150 A/m，矫顽力平均值为 18.71 A/m。 

 

图 2.1 VSM 检测-试验室 1 

 

图 2.2 VSM 检测-试验室 2 
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图 2.3 VSM 检测曲线拟合-两个试验室 

3. 无菌 

3.1 试剂 

细胞分选用磁珠、硫乙醇酸盐流体培养基、胰酪大豆胨液体培养基、生理盐水。 

3.2 设备 

安全柜、37℃培养箱、集菌培养器、集菌仪。 

3.3 试验方法和数据处理 

按照《中华人民共和国药典》（2020 年版）四部规定的无菌检查法（通则 1101）-薄膜

过滤法执行。 

3.4 方法验证 

试验样品为无菌的百纳米级细胞分选用磁珠，试验样品由本标准起草单位提供，共 3

个试验室参与验证。 

已知该磁珠为链霉亲和素磁珠，磁珠保护液为 1×PBS（含 0.1%（W/V）BSA，0.1%

（V/V）proclin-300），其中 proclin-300 是抑菌成分，通过薄膜过滤法，可有效去除抑菌剂。

《药典》中规定“无菌检查用的滤膜孔径应不大于 0.45 μm”，选用的百纳米级细胞分选用

磁珠的粒径分布是 300 nm~500 nm，当通过滤膜过滤时，有一部分磁珠被过滤到下层溶液

中，有一部分磁珠会被截留在滤膜上，由此可以看出该磁珠同时模拟了小粒径磁珠（如 50 

nm 磁珠，被过滤到下层溶液中）和大粒径磁珠（如微米磁珠，被截留在滤膜上）在薄膜过

滤法中通过滤膜的情况。由此使用该百纳米级细胞分选用磁珠进行无菌检测具有代表性。 

验证结果如表 3。结果表明，100 μL 该磁珠使用 100 mL 培养体系时，均未产生抑菌

作用，且无菌检查结果均显示无菌，满足该标准要求，说明该方法稳定可靠。 
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表 3 无菌检查 

分组 试验室 1 试验室 2 试验室 3 

阴性对照 澄清无菌 澄清无菌 澄清无菌 

磁珠-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，33℃ 澄清无菌 澄清无菌 澄清无菌 

磁珠-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，23℃ 澄清无菌 澄清无菌 澄清无菌 

磁珠-100 mL 胰酪大豆胨液体培养基，23℃ 澄清无菌 澄清无菌 澄清无菌 

磁珠-金黄色葡萄球菌-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，33℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

对照-金黄色葡萄球菌-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，33℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

磁珠-大肠杆菌-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，33℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

对照-大肠杆菌-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，33℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

磁珠-生孢梭菌-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，33℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

对照-生孢梭菌-100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基，33℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

磁珠-黑曲霉菌-100 mL 胰酪大豆胨液体培养基置，23℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

对照-黑曲霉菌-100 mL 胰酪大豆胨液体培养基置，23℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

磁珠-枯草芽孢杆菌-100 mL 胰酪大豆胨液体培养基置，23℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

对照-枯草芽孢杆菌-100 mL 胰酪大豆胨液体培养基置，23℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

磁珠-白色念珠菌-100 mL 胰酪大豆胨液体培养基置，23℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

对照-白色念珠菌-100 mL 胰酪大豆胨液体培养基置，23℃ 生长良好 生长良好 生长良好 

供试品检查结论 无菌 无菌 无菌 

上述用于方法验证的磁珠的“方法适用性试验”表明，该检验量在该检验条件下无抑

菌作用或其抑菌作用可以忽略不计。 

如果在对其它种类磁珠进行无菌检测时遇到磁珠对检测有干扰的情况时，可按照《中

华人民共和国药典》（2020 年版）四部规定的无菌检查法（通则 1101）要求重新进行方法

适用性试验：“如含供试品的任一容器中的试验菌生长微弱、缓慢或不生长，则说明供试品

的该检验量在该检验条件下有抑菌作用，应采用增加冲洗量、增加培养基的用量、使用中

和剂或灭活剂、更换滤膜品种等方法，消除供试品的抑菌作用，并重新进行方法适用性试

验”。 

4. 内毒素 

4.1 试剂 
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细胞分选用磁珠、凝胶法鲎试剂、细菌内毒素检查用水、细菌内毒素标准品。 

4.2 设备 

恒温水浴锅或干热恒温仪等恒温器（37 ℃ ± 1℃）、涡旋混合器、无内毒素玻璃反应

试管或无内毒素安瓿、无内毒素吸头或无内毒素移液管。 

4.3 试验方法 

取适量细胞分选用磁珠，使用细菌内毒素检查用水对细胞分选用磁珠进行稀释，最大

有效稀释倍数按式（1）计算： 

 MVD=
𝐿

𝜆
 ........................................................................ (1) 

式中： 

MVD——细胞分选用磁珠的最大有效稀释倍数； 

L——细胞分选用磁珠需控制的内毒素限值，限值为 2 EU/mL； 

λ——凝胶法鲎试剂的标示灵敏度，单位为 EU 每毫升（EU/mL）。 

使用稀释倍数不超过 MVD 的样品作为供试品溶液，取适量供试品溶液按照《中华人

民共和国药典》（2020 年版）四部规定的细菌内毒素检查法（通则 1143）-凝胶限度试验执

行。 

4.4 试验数据处理 

按照《中华人民共和国药典》（2020 年版）四部规定的细菌内毒素检查法（通则 1143）

-凝胶限度试验的结果判断执行。 

4.5 方法验证 

试验样品为一种科研级细胞分选用磁珠和一种 GMP 级细胞分选用磁珠，二者内毒素

含量均＜2 EU/mL，试验样品由本标准起草单位提供，共 3 个试验室参与验证，验证结果

如表 4.1 和表 4.2。结果表明，该磁珠内毒素检查结果均＜2 EU/mL。3 个试验室的方法适

用性和供试品检查的结果均一致，满足该标准要求，说明该方法稳定可靠。 

表 4.1 内毒素检查-科研级磁珠 

编号 

内毒素浓度/配制内

毒素的溶液 

内毒素浓度

(EU/mL) 

凝集管数/试验管数 

试验室 1 试验室 2 试验室 3 

A 无/供试品溶液 - 0/2 0/2 0/2 

B 2λ/供试品溶液 2λ 4/4 4/4 4/4 

B 1λ/供试品溶液 1λ 4/4 4/4 4/4 
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B 0.5λ/供试品溶液 0.5λ 0/4 0/4 0/4 

B 0.25λ/供试品溶液 0.25λ 0/4 0/4 0/4 

C 2λ/检查用水 2λ 2/2 2/2 2/2 

C 1λ/检查用水 1λ 2/2 2/2 2/2 

C 0.5λ/检查用水 0.5λ 0/2 0/2 0/2 

C 0.25λ/检查用水 0.25λ 0/2 0/2 0/2 

D 无/检查用水 0 0/2 0/2 0/2 

鲎试剂灵敏度（EU/mL） 0.03 0.06 0.125 

溶液 B 终点浓度的几何平均值=内毒素浓度×2^(1-

n/4)，其中 n 为凝集管数 

1.0λ 1.0λ 1.0λ 

溶液 C 终点浓度的几何平均值=内毒素浓度×2^(1-

n/2)，其中 n 为凝集管数 

1.0λ 1.0λ 1.0λ 

检测结果 ＜2 EU/mL ＜2 EU/mL ＜2 EU/mL 

 

表 4.2 内毒素检查-GMP 磁珠 

编号 

内毒素浓度/配制内

毒素的溶液 

内毒素浓度

(EU/mL) 

凝集管数/试验管数 

试验室 1 试验室 2 试验室 3 

A 无/供试品溶液 - 0/2 0/2 0/2 

B 2λ/供试品溶液 2λ 4/4 4/4 4/4 

B 1λ/供试品溶液 1λ 4/4 4/4 4/4 

B 0.5λ/供试品溶液 0.5λ 0/4 0/4 0/4 

B 0.25λ/供试品溶液 0.25λ 0/4 0/4 0/4 

C 2λ/检查用水 2λ 2/2 2/2 2/2 

C 1λ/检查用水 1λ 2/2 2/2 2/2 

C 0.5λ/检查用水 0.5λ 0/2 0/2 0/2 

C 0.25λ/检查用水 0.25λ 0/2 0/2 0/2 

D 无/检查用水 0 0/2 0/2 0/2 

鲎试剂灵敏度（EU/mL） 0.03 0.06 0.125 

溶液 B 终点浓度的几何平均值=内毒素浓度×2^(1- 1.0λ 1.0λ 1.0λ 
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n/4)，其中 n 为凝集管数 

溶液 C 终点浓度的几何平均值=内毒素浓度×2^(1-

n/2)，其中 n 为凝集管数 

1.0λ 1.0λ 1.0λ 

检测结果 ＜2 EU/mL ＜2 EU/mL ＜2 EU/mL 

当细胞分选用磁珠在小于 MVD 的稀释倍数下对试验具有干扰作用，按照《中华人民

共和国药典》（2020 年版）四部规定的细菌内毒素检查法（通则 1143）中的凝胶限度试验

的规定，可通过对细胞分选用磁珠进行不超过 MVD 的进一步稀释，或通过其他适宜的方

法（如过滤、中和、透析或加热处理等）排除干扰。按照 GB/T 41309-2022/ISO 29701:2010

《纳米技术 纳米材料的内毒素体外测试 鲎试剂法》，除内毒素外，普通的鲎试剂还与 β-

1,3-葡聚糖反应，当怀疑存在 β-1,3-葡聚糖污染时，宜使用不与 β-1,3-葡聚糖反应的特异性

鲎试剂检测。 

5. 体外细胞毒性 

5.1 试剂 

细胞分选用磁珠、胎牛血清、依格尔最低限量基本培养基、0.25%胰蛋白酶溶液（含

EDTA）、青霉素-链霉素溶液、高密度聚乙烯、DMSO、MTT、异丙醇、PBS（1×）。 

5.2 设备 

培养箱（37 ℃，湿化，5% CO2，95%空气）、生物安全柜、水浴锅（37 ℃）、倒置显

微镜、分析天平（灵敏度大于 0.1 mg）、酶标分析仪（配置 570 nm 和 650 nm 滤光片，或配

置 450 nm 和 650 nm 滤光片）、细胞计数仪或血细胞计数器、细胞培养瓶或细胞培养皿、

96 孔细胞培养板。 

5.3 试验方法 

（1）根据细胞分选用磁珠与细胞接触时间长短的不同，将细胞分选用磁珠浸提液的制

备方法分为两种：方法 1 适用于与细胞短期（＜24 h）接触的细胞分选用磁珠，浸提条件

为 37 ℃ ± 1 ℃下浸提 24 h ± 2 h；方法 2 适用于与细胞长期（≥24 h）接触的细胞分

选用磁珠，浸提条件为 37 ℃ ± 1 ℃下浸提 72 h ± 2 h。 

浸提液制备方法 1： 

a) 空白对照组：含 10%血清培养基； 

b) 阴性对照组：含 10%血清培养基中加入与洗涤后的磁珠相同质量的高密度聚乙烯材

料； 

c) 阳性对照组：含 10%血清培养基中加入 10% DMSO； 
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d) 细胞分选用磁珠组：取适量细胞分选用磁珠，使用无菌 PBS（1×）对细胞分选用磁

珠进行洗涤（洗涤次数不超过细胞分选前该磁珠应洗涤的次数），使用含 10%血清培养基

将经洗涤的分选 1×107 个细胞所需的细胞分选用磁珠稀释至 100 μL（96 孔培养板一个孔的

浸提液用量）。 

浸提结束后，对浸提液进行磁分离，以获得去除磁珠的浸提液，各组分磁分离条件同

细胞分选用磁珠组，磁分离后的浸提液为各组的 100%浸提液。 

浸提液制备方法 2： 

a) 空白对照组：含 10%血清培养基； 

b) 阴性对照组：含 10%血清培养基中加入与细胞分选用磁珠相同体积的无菌 PBS（1

×）； 

c) 阳性对照组：含 10%血清培养基中加入 10% DMSO； 

d) 细胞分选用磁珠组：取适量细胞分选用磁珠，使用含 10%血清培养基将分选 1×107

个细胞所需的细胞分选用磁珠稀释至 100 μL（96 孔培养板一个孔的浸提液用量）。 

浸提结束后，各组液体为 100%浸提液。 

（3）制备好的浸提液按照 GB/T 16886.5 规定的 MTT 细胞毒性试验或 XTT 细胞毒性

试验执行。 

5.4 试验数据处理 

按照 GB/T 16886.5 规定的 MTT 细胞毒性试验或 XTT 细胞毒性试验的数据分析执行。 

5.5 方法验证 

本文件征求意见稿通过对 GB/T 16886.12-2023/ISO 10993-12:2021《医疗器械生物学评

价 第 12 部分：样品制备与参照材料》的归纳总结，从 GB/T 16886.12 的多种样本浸提方

法中选取适宜进行细胞分选用磁珠的样本浸提方法，以及选择适宜的参照材料，从而获得

适宜用于细胞毒性检测的浸提液。本文件征求意见稿规定制备好的浸提液按照 GB/T 

16886.5 规定的 MTT 细胞毒性试验或 XTT 细胞毒性试验的方法执行。本标准起草单位对

50 nm、300 nm、2.8 μm、4.5μm 磁珠均进行了 MTT 细胞毒性试验，结果均显示无潜在细

胞毒性。 

试验样品为一种无潜在细胞毒性的 300 nm 细胞分选用磁珠，试验样品由本标准起草

单位提供，共 3 个试验室参与验证，验证结果如表 5。结果表明，该磁珠体外细胞毒性试

验检查结果均显示无潜在的细胞毒性，满足该标准要求，说明该方法稳定可靠。 
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表 5 体外细胞毒性检查（MTT 法） 

 存活率 

分组 试验室 1 试验室 2 试验室 3 

空白对照 100.0% 100.0% 100.0% 

阴性对照 94.6% 95.2% 97.8% 

100%浸提液 95.6% 94.5% 91.1% 

75%浸提液 97.6% 94.8% 95.4% 

50%浸提液 98.1% 96.4% 103.9% 

25%浸提液 98.4% 97.7% 103.7% 

阳性对照 17.6% 28.6% 31.9% 

结论 无潜在细胞毒性 无潜在细胞毒性 无潜在细胞毒性 

对该磁珠进行有效磁分离需要使用不小于 6500 Gs 的磁力架，而验证单位使用的磁力

架磁场强度约 4000 Gs~5500 Gs 的磁力架，因此经过磁分离，会有一部分磁珠被磁分离去

除，另一部分磁珠存留在浸提液中，该种情况可以有效模拟本文件征求意见稿中的“浸提

液制备方法 1（浸提液中不含有磁珠）”和“浸提液制备方法 2（浸提液中含有磁珠）”，因

此该磁珠具有代表性。 

6. 活率 

6.1 荧光染色法-细胞计数仪检测法 

6.1.1 试剂 

细胞分选用磁珠及其配套试剂、AO/PI 荧光染料、分选缓冲液。 

6.1.2 设备 

细胞分选用磁珠配套磁分离器、生物安全柜、双荧光细胞计数仪（配置 AO/GFP 和

PI/RFP 荧光通道）。 

6.1.3 试验方法 

按照本文件“台盼蓝染色法”规定的磁性细胞分选试验方法进行磁性细胞分选。 

预估分选前的细胞悬液或分选后的细胞悬液的细胞密度，根据仪器的线性范围，适当

调整细胞密度，取适量细胞悬液，加入等体积的 AO/PI 荧光染料，充分吹打混匀。细胞和

染料混合后应 5 min 内进行测定。 

启动细胞计数仪，设定细胞类型，根据仪器的上样体积要求取适量细胞和染料的混合
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液加至细胞计数板的一个样品腔内，按照仪器操作说明，通过图像分析系统，自动分析细

胞活率。 

6.1.4 试验数据处理 

按照式（2）计算细胞活率 

 𝑋 =
𝐿

𝐶
× 100% ············································· (2) 

式中： 

X——细胞活率； 

L——活细胞数目（发出绿色荧光的细胞），单位为个； 

C——细胞总数目，单位为个。 

结果取3次平行试验的算术平均值（3个结果的相对标准偏差允许5%以内），计算结

果精确到小数点后一位。 

6.1.5 方法验证 

试验样品为两种 50 nm、一种 300 nm、一种 2.8 μm 细胞分选用磁珠，其中 50 nm 磁珠

包括两个不同品牌，均为对人 PBMC 细胞进行阳性分选；300 nm 磁珠为对小鼠脾脏单细

胞进行阴性分选；2.8 μm 磁珠为对小鼠脾脏单细胞进行阳性分选，并将磁珠从细胞上解离

下来，试验样品由本标准起草单位提供，共 6 个试验室参与验证，验证结果如表 6.1.1-6.1.6。

本文件对活率、纯度、得率均使用该 4 种磁珠进行验证，并均由本标准起草单位提供。 

（1）原始数据如表 6.1.1。 

表 6.1.1 原始数据：活率-AOPI 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

1 

91.2% 85.6% 89.5% 85.6% 

92.1% 87.4% 90.3% 84.6% 

90.5% 90.1% 91.6% 86.1% 

92.9% 89.6% 89.3% 83.2% 

2 

91.5% 90.4% 88.5% 82.8% 

92.2% 91.0% 88.1% 85.3% 

92.2% 95.4% 83.8% 86.1% 
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93.4% 94.9% 87.3% 85.1% 

3 

94.0% 87.6% 90.3% 90.8% 

93.8% 86.5% 90.7% 87.7% 

93.1% 88.9% 91.8% 87.5% 

92.6% 90.8% 93.0% 87.2% 

4 

96.2% 93.5% 93.9% 87.3% 

96.5% 92.6% 91.7% 86.8% 

94.2% 94.1% 94.3% 90.2% 

96.6% 92.7% 92.1% 88.7% 

5 

94.6% 93.8% 88.0% 88.8% 

95.8% 95.0% 89.8% 87.9% 

93.3% 91.0% 92.0% 89.0% 

93.2% 91.6% 93.1% 86.7% 

6 

90.4% 92.2% 91.9% 88.5% 

93.0% 89.0% 93.7% 90.9% 

92.5% 83.6% 89.1% 86.2% 

90.4% 92.6% 89.4% 90.3% 

（2）单元平均值y ij 的计算如表 6.1.2。 

表 6.1.2 活率的单元平均值-AOPI 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

y ij nij y ij nij yij nij y ij nij 

1 91.7% 4 88.2% 4 90.2% 4 84.9% 4 

2 92.3% 4 92.9% 4 86.9% 4 84.8% 4 

3 93.4% 4 88.5% 4 91.5% 4 88.3% 4 

4 95.9% 4 93.2% 4 93.0% 4 88.3% 4 

5 94.2% 4 92.9% 4 90.7% 4 88.1% 4 

6 91.6% 4 89.4% 4 91.0% 4 89.0% 4 



 30 / 45 

 

（3）单元标准差 Sij的计算如表 6.1.3。 

表 6.1.3 活率的单元标准差-AOPI 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

Sij nij Sij nij Sij nij Sij nij 

1 1.0% 4 2.1% 4 1.0% 4 1.3% 4 

2 0.8% 4 2.6% 4 2.1% 4 1.4% 4 

3 0.6% 4 1.8% 4 1.2% 4 1.7% 4 

4 1.1% 4 0.7% 4 1.3% 4 1.5% 4 

5 1.2% 4 1.9% 4 2.3% 4 1.0% 4 

6 1.4% 4 4.2% 4 2.2% 4 2.1% 4 

（4）一致性和离群值的检查 

应用柯克伦检验，计算得到的检验统计量 C 的值，如表 6.1.4。对 n=4，p=6，显著性

水平为 5%时的临界值为 0.532，显著性水平为 1%时的临界值为 0.626，表明没有离群值或

歧离值。 

表 6.1.4 柯克伦检验统计量 C 的值-AOPI 

水平 j 1 2 3 4 

C 0.277 0.484 0.276 0.311 

将格拉布斯检验应用于单元平均值，计算得到的单个低值、单个高值、两个低值、两

个高值，如表 6.1.5。结果表明没有单个的歧离值或离群值，水平 4 的两个低值是歧离值，

这些歧离值在分析中予以保留。 

表 6.1.5 对单元平均值的格拉布斯检验-AOPI 

水平 j 单个低值 单个高值 两个低值 两个高值 检验类型 

1 0.957 1.616 0.484 0.147 

格拉布斯检

验统计量 

2 1.100 0.993 0.346 0.479 

3 1.797 1.214 0.151 0.527 
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4 1.287 0.943 0.026* 0.639 

歧离值 1.887 1.887 0.0349 0.0349 格拉布斯检

验临界值 离群值 1.973 1.973 0.0116 0.0116 

注：*为歧离值。 

（5）m̑j、Srj 和 SRj 的计算 

对总平均值 m̑j、、重复性标准差 Srj 和再现性标准差 SRj 进行计算，结果如表 6.1.6，对

表中数据进行检查，没有显示出它们与 m 有任何依赖关系，因而可用他们的平均值作为重

复性和再现性标准差的最终值。 

表 6.1.6 活率的 m̑j、Srj和 SRj 值-AOPI 

水平 j Pj m̑j Srj SRj 

1 6 93.2% 1.1% 1.9% 

2 6 90.8% 2.4% 3.2% 

3 6 90.6% 1.8% 2.5% 

4 6 87.2% 1.5% 2.3% 

（6）结论 

测量方法精密度如下： 

重复性标准差：Sr = 1.7%； 

再现性标准差：SR = 2.5%。 

这些值的适当范围为 87.2% ~ 93.2%。这些值是通过 6 个试验室参与的一致性水平试

验获得的，所测活率（自动细胞计数仪检测法）的值在上述范围内，试验中共检测到 2 个

歧离值，但在分析中予以保留。该方法重复性、再现性均较好，满足该标准要求，说明该

方法稳定可靠。 

6.2 荧光染色法-流式细胞仪检测法 

6.2.1 试剂 

细胞分选用磁珠及其配套试剂、7-AAD 荧光染料、分选缓冲液。 

6.2.2 设备 
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细胞分选用磁珠配套磁分离器、生物安全柜、流式细胞仪。 

6.2.3 试验方法 

（1）按照本文件“台盼蓝染色法”规定的磁性细胞分选试验方法进行磁性细胞分选。 

（2）根据流式细胞仪的性能参数、待测细胞的粘附、自然沉降等特性调整细胞浓度。 

（3）设置对照：使用不含任何荧光染料的待测细胞样本作为空白对照；使用已经证明

可有效地与 7-AAD 结合的细胞样本作为阳性对照。 

（4）染色：取适量分选前的细胞悬液或分选后的细胞悬液作为待测样品，在待测样品

和阳性对照样品中，加入适量 7-AAD 荧光染料使终浓度为 0.5 μg/mL；空白对照样品中，

加入 PBS（1×）替代荧光染料。充分混匀，室温避光孵育 5 min，孵育结束后应 5 min 内上

样检测，检测前混匀样品。 

（5）按照流式细胞仪操作规程，启动流式细胞仪。调节仪器参数：根据空白对照、阳

性对照的 FSC/SSC 和荧光信号的强弱调整电压大小，在 FCS/SSC 散点图中，使细胞位于

合适位置并排除碎片干扰；在 7-AAD/SSC 散点图中，使未染色细胞的自发荧光完全在阴

性区域。 

（6）调节完毕，进行上样检测，并获取数据，总细胞信号采集数量不应小于 10000。 

注：可使用其他等效染料，如DAPI（4',6-二脒基-2-苯基吲哚）、PI等核酸类染料和胺

基类染料。 

6.2.4 试验数据处理 

在 FCS/SSC 散点图中，对除细胞碎片外的所有主细胞设门。在主细胞散点图中，对 7-

AAD 阴性细胞设门。按照式（3）计算细胞活率： 

 𝑋 =
𝐿

𝑐
× 100% ············································· (3) 

式中： 

X——细胞活率； 

L——活细胞数目（7-AAD 阴性细胞），单位为个； 

C——细胞总数目，单位为个。 

结果取 3 次平行试验的算术平均值（3 个结果的相对标准偏差允许 5%以内），计算结

果精确到小数点后一位。 

6.2.5 方法验证 

共 6 个试验室参与验证，验证磁珠为 50 nm、300 nm、2.8 μm 磁珠，验证结果如表 6.2.1-
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6.2.6。 

（1）原始数据如表 6.2.1。 

表 6.2.1 原始数据：活率-7-AAD 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

1 

91.6% 91.6% 84.1% 81.7% 

92.3% 88.3% 84.8% 84.5% 

92.6% 90.3% 84.2% 83.0% 

92.9% 91.5% 82.8% 82.9% 

2 

94.2% 93.6% 83.9% 87.9% 

94.1% 95.0% 80.2% 86.9% 

93.4% 93.1% 79.8% 86.2% 

93.4% 95.7% 79.6% 86.4% 

3 

94.9% 93.0% 90.9% 90.6% 

93.8% 92.9% 88.0% 90.0% 

93.9% 92.0% 91.4% 90.4% 

94.6% 91.6% 90.3% 88.3% 

4 

96.3% 95.0% 92.7% 90.0% 

95.7% 94.7% 92.8% 91.3% 

95.0% 94.9% 94.1% 90.8% 

95.4% 94.6% 92.9% 90.2% 

5 

96.0% 95.0% 91.6% 90.4% 

95.4% 94.7% 90.6% 91.0% 

95.5% 94.9% 91.6% 91.0% 

94.7% 94.8% 91.3% 90.0% 

6 

95.4% 93.8% 92.5% 95.5% 

95.5% 93.6% 92.7% 96.7% 

94.9% 94.7% 93.0% 95.6% 
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94.5% 94.0% 93.2% 95.1% 

（2）单元平均值y ij 的计算如 6.2.2。 

表 6.2.2 活率的单元平均值-7-AAD 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

y ij nij y ij nij yij nij y ij nij 

1 92.4% 4 90.4% 4 84.0% 4 83.0% 4 

2 93.8% 4 94.4% 4 80.9% 4 86.9% 4 

3 94.3% 4 92.4% 4 90.2% 4 89.8% 4 

4 95.6% 4 94.8% 4 93.1% 4 90.6% 4 

5 95.4% 4 94.9% 4 91.3% 4 90.6% 4 

6 95.1% 4 94.0% 4 92.9% 4 95.7% 4 

（3）单元标准差 Sij的计算如表 6.2.3。 

表 6.2.3 活率的单元标准差-7-AAD 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

Sij nij Sij nij Sij nij Sij nij 

1 0.6% 4 1.5% 4 0.8% 4 1.1% 4 

2 0.4% 4 1.2% 4 2.0% 4 0.8% 4 

3 0.5% 4 0.7% 4 1.5% 4 1.0% 4 

4 0.5% 4 0.2% 4 0.7% 4 0.6% 4 

5 0.5% 4 0.1% 4 0.5% 4 0.5% 4 

6 0.5% 4 0.5% 4 0.3% 4 0.7% 4 

（4）一致性和离群值的检查 

应用柯克伦检验，计算得到的检验统计量 C 的值，如表 6.2.4。对 n=4，p=6，显著性

水平为 5%时的临界值为 0.532，显著性水平为 1%时的临界值为 0.626，表明没有离群值或



 35 / 45 

 

歧离值。 

表 6.2.4 柯克伦检验统计量 C 的值-7-AAD 

水平 j 1 2 3 4 

C 0.195 0.517 0.526 0.325 

将格拉布斯检验应用于单元平均值，计算得到的单个低值、单个高值、两个低值、两

个高值，如表 6.2.5。结果表明没有歧离值和离群值。 

表 6.2.5 对单元平均值的格拉布斯检验-7-AAD 

水平 j 单个低值 单个高值 两个低值 两个高值 检验类型 

1 1.688 0.966 0.131 0.528 

格拉布斯检

验统计量 

2 1.679 0.820 0.036 0.612 

3 1.542 0.869 0.045 0.574 

4 1.509 1.482 0.246 0.391 

歧离值 1.887 1.887 0.0349 0.0349 格拉布斯检

验临界值 离群值 1.973 1.973 0.0116 0.0116 

（5）m̑j、Srj 和 SRj 的计算 

对总平均值 m̑j、、重复性标准差 Srj 和再现性标准差 SRj 进行计算，结果如表 6.2.6，对

表中数据进行检查，没有显示出它们与 m 有任何依赖关系，因而可用他们的平均值作为重

复性和再现性标准差的最终值。 

表 6.2.6 活率的 m̑j、Srj和 SRj 值-7-AAD 

水平 j Pj m̑j Srj SRj 

1 6 94.4% 0.5% 1.3% 

2 6 93.5% 0.9% 1.9% 

3 6 88.7% 1.1% 5.2% 

4 6 89.4% 0.8% 4.3% 

（6）结论 

测量方法精密度如下： 
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重复性标准差：Sr = 0.8%； 

再现性标准差：SR = 3.2%。 

这些值的适当范围为 88.7% ~ 94.4%。这些值是通过 6 个试验室参与的一致性水平试

验获得的，所测活率（流式细胞仪检测法）的值在上述范围内，试验中未检测到歧离值和

离群值。该方法重复性、再现性均较好，满足该标准要求，说明该方法稳定可靠。 

7. 纯度 

7.1 试剂 

细胞分选用磁珠及其配套试剂、荧光素标记的单克隆抗体、分选缓冲液。 

7.2 设备 

细胞分选用磁珠配套磁分离器、生物安全柜、流式细胞仪。 

7.3 试验方法 

按照本文件“台盼蓝染色法”规定的磁性细胞分选试验方法进行磁性细胞分选，取适

量分选前的细胞悬液或分选后的细胞悬液，按照 GB/T 39729 规定的方法执行。 

7.4 试验数据处理 

在 FCS/SSC 散点图中，对除细胞碎片外的所有主细胞设门。在主细胞散点图中，对目

标细胞设门。按照 GB/T 39729 规定的数据分析的方法计算结果，结果需注明目标细胞种类

和总细胞种类。结果取 3 次平行试验的算术平均值（3 个结果的相对标准偏差允许 5%以

内），计算结果精确到小数点后一位。 

7.5 方法验证 

共 6 个试验室参与验证，验证磁珠为 50 nm、300 nm、2.8 μm 磁珠，验证结果如表 7.1-

7.6。 

（1）原始数据如表 7.1。 

表 7.1 原始数据：纯度 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

1 

96.7% 93.4% 91.9% 86.9% 

96.9% 95.0% 91.5% 87.4% 
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96.8% 94.9% 93.1% 86.2% 

97.3% 93.3% 92.7% 86.6% 

2 

99.3% 95.3% 75.3% 88.9% 

99.4% 97.5% 72.9% 88.1% 

99.1% 96.4% 74.4% 86.7% 

99.2% 97.8% 73.2% 88.9% 

3 

99.4% 97.2% 83.0% 83.5% 

99.2% 98.3% 77.0% 84.8% 

99.3% 97.5% 84.9% 85.4% 

99.3% 97.2% 87.1% 83.4% 

4 

99.3% 97.9% 85.4% 85.0% 

99.1% 97.8% 84.7% 86.2% 

99.2% 97.3% 92.9% 87.6% 

97.7% 97.8% 89.5% 85.1% 

5 

99.0% 95.9% 91.1% 86.9% 

98.7% 98.0% 91.2% 87.6% 

99.5% 96.7% 91.7% 89.3% 

99.6% 97.8% 92.5% 87.0% 

6 

99.1% 96.9% 90.0% 84.2% 

98.9% 96.9% 91.6% 85.0% 

97.7% 96.5% 92.0% 85.8% 

99.1% 98.3% 92.6% 85.3% 

（2）单元平均值y ij 的计算如表 7.2。 

表 7.2 纯度的单元平均值 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

y ij nij y ij nij yij nij y ij nij 

1 96.9% 4 94.2% 4 92.3% 4 86.8% 4 
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2 99.3% 4 96.8% 4 74.0% 4 88.2% 4 

3 99.3% 4 97.6% 4 83.0% 4 84.3% 4 

4 98.8% 4 97.7% 4 88.1% 4 86.0% 4 

5 99.2% 4 97.1% 4 91.6% 4 87.7% 4 

6 98.7% 4 97.2% 4 91.6% 4 85.1% 4 

（3）单元标准差 Sij的计算如表 7.3。 

表 7.3 纯度的单元标准差 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

Sij nij Sij nij Sij nij Sij nij 

1 0.3% 4 0.9% 4 0.7% 4 0.5% 4 

2 0.1% 4 1.1% 4 1.1% 4 1.0% 4 

3 0.1% 4 0.5% 4 4.3% 4 1.0% 4 

4 0.8% 4 0.3% 4 3.8% 4 1.2% 4 

5 0.4% 4 1.0% 4 0.6% 4 1.1% 4 

6 0.7% 4 0.8% 4 1.1% 4 0.7% 4 

（4）一致性和离群值的检查 

应用柯克伦检验，计算得到的检验统计量 C 的值，如表 7.4。对 n=4，p=6，显著性水

平为 5%时的临界值为 0.532，显著性水平为 1%时的临界值为 0.626，表明没有离群值或歧

离值。 

表 7.4 柯克伦检验统计量 C 的值 

水平 j 1 2 3 4 

C 0.440 0.317 0.511 0.269 

将格拉布斯检验应用于单元平均值，计算得到的单个低值、单个高值、两个低值、两

个高值，如表 7.5。结果表明水平 1 和 2 的单个低值、水平 1 和 2 的两个低值和水平 4 的

两个高值是歧离值，这些歧离值在分析中予以保留。 

表 7.5 对单元平均值的格拉布斯检验 
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水平 j 单个低值 单个高值 两个低值 两个高值 检验类型 

1 1.965* 0.664 0.034* 0.757 

格拉布斯检

验统计量 

2 1.972* 0.738 0.031* 0.721 

3 1.785 0.772 0.041 0.683 

4 1.363 1.213 0.250 0.312* 

歧离值 1.887 1.887 0.0349 0.0349 格拉布斯检

验临界值 离群值 1.973 1.973 0.0116 0.0116 

注：*为歧离值。 

（5）m̑j、Srj 和 SRj 的计算 

对总平均值 m̑j、、重复性标准差 Srj 和再现性标准差 SRj 进行计算，结果如表 7.6，对表

中数据进行检查，没有显示出它们与 m 有任何依赖关系，因而可用他们的平均值作为重复

性和再现性标准差的最终值。 

表 7.6 纯度的 m̑j、Srj和 SRj 值 

水平 j Pj m̑j Srj SRj 

1 6 98.7% 0.5% 1.0% 

2 6 96.7% 0.8% 1.5% 

3 6 86.8% 2.5% 7.5% 

4 6 86.3% 1.0% 1.7% 

（6）结论 

测量方法精密度如下： 

重复性标准差：Sr = 1.2%； 

再现性标准差：SR = 2.9%。 

这些值的适当范围为 86.3% ~ 98.7%。这些值是通过 6 个试验室参与的一致性水平试

验获得的，所测细胞纯度的值在上述范围内。试验中共检测到 8 个歧离值，但在分析中予

以保留。该方法重复性、再现性均较好，满足该标准要求，说明该方法稳定可靠。 



 40 / 45 

 

8. 得率 

8.1 试剂 

细胞分选用磁珠及其配套试剂、荧光素标记的单克隆抗体、分选缓冲液。 

8.2 设备 

细胞分选用磁珠配套磁分离器、生物安全柜、血细胞计数器或自动细胞计数仪、流式

细胞仪。 

8.3 试验方法 

（1）按照本文件“台盼蓝染色法”规定的磁性细胞分选试验方法进行磁性细胞分选。 

（2）按照 GB/T 38506 规定的血球计数法或自动图像分析法测定分选前的细胞悬液和

分选后的细胞悬液密度。 

（3）按照本文件“第 13 章”规定的方法测定分选前的细胞悬液和分选后的细胞悬液

纯度。 

8.4 试验数据处理 

按照式（4）计算细胞得率： 

 𝑌 =
𝜌𝑎𝑓𝑡𝑒𝑟×𝑉𝑎𝑓𝑡𝑒𝑟×𝑃𝑎𝑓𝑡𝑒𝑟

𝜌𝑏𝑒𝑓𝑜𝑟𝑒×𝑉𝑏𝑒𝑓𝑜𝑟𝑒×𝑃𝑏𝑒𝑓𝑜𝑟𝑒
× 100% ······································ (4) 

式中： 

Y——细胞得率； 

ρafter——分选后的细胞悬液密度，单位为个每毫升（个/mL）； 

Vafter——分选后的细胞悬液体积，单位为毫升（mL）； 

Pafter——分选后的细胞悬液纯度； 

ρbefore——分选前的细胞悬液密度，单位为个每毫升（个/mL）； 

Vbefore——分选前的细胞悬液体积，单位为毫升（mL）； 

Pbefore——分选前的细胞悬液纯度。 

结果取 3 次平行试验的算术平均值（3 个结果的相对标准偏差允许 10%以内），计算结

果精确到小数点后一位。 

8.5 方法验证 

共 6 个试验室参与验证，验证磁珠为 50 nm、300 nm、2.8 μm 磁珠，验证结果如表 8.1-

8.6。 

（1）原始数据如表 8.1。 
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表 8.1 原始数据：得率 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

1 

83.1% 82.7% 80.3% 86.9% 

87.3% 83.0% 91.8% 89.6% 

86.6% 90.0% 78.6% 86.1% 

89.4% 82.9% 90.9% 91.3% 

2 

92.9% 92.1% 93.5% 74.5% 

88.5% 98.0% 94.0% 82.6% 

91.3% 91.4% 84.0% 75.8% 

89.3% 98.3% 88.1% 72.1% 

3 

95.5% 91.4% 87.0% 86.2% 

90.4% 94.2% 80.7% 79.3% 

93.4% 94.6% 80.8% 70.5% 

90.8% 95.1% 84.7% 85.5% 

4 

94.9% 88.7% 86.3% 79.0% 

95.6% 93.8% 92.1% 85.2% 

83.2% 89.0% 92.0% 91.4% 

82.8% 92.9% 86.8% 85.0% 

5 

89.4% 90.0% 93.7% 94.7% 

92.3% 85.6% 90.4% 95.6% 

73.5% 82.2% 93.9% 87.4% 

72.4% 86.3% 89.4% 98.6% 

6 

91.2% 95.5% 81.8% 83.0% 

96.6% 94.4% 78.8% 75.9% 

91.1% 97.8% 84.1% 83.6% 

90.2% 98.7% 94.7% 81.6% 

（2）单元平均值y ij 的计算如表 8.2。 
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表 8.2 得率的单元平均值 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

y ij nij y ij nij yij nij y ij nij 

1 86.6% 4 84.7% 4 85.4% 4 88.5% 4 

2 90.5% 4 95.0% 4 89.9% 4 76.3% 4 

3 92.5% 4 93.8% 4 83.3% 4 80.4% 4 

4 89.1% 4 91.1% 4 89.3% 4 85.2% 4 

5 81.9% 4 86.0% 4 91.9% 4 94.1% 4 

6 92.3% 4 96.6% 4 84.9% 4 81.0% 4 

（3）单元标准差 Sij的计算如表 8.3。 

表 8.3 得率的单元标准差 

试验室 i 

水平 j 

1 2 3 4 

Sij nij Sij nij Sij nij Sij nij 

1 2.6% 4 3.6% 4 6.9% 4 2.4% 4 

2 2.0% 4 3.7% 4 4.8% 4 4.5% 4 

3 2.4% 4 1.7% 4 3.1% 4 7.3% 4 

4 7.1% 4 2.6% 4 3.2% 4 5.1% 4 

5 10.4% 4 3.2% 4 2.3% 4 4.8% 4 

6 2.9% 4 2.0% 4 6.9% 4 3.5% 4 

（4）一致性和离群值的检查 

应用柯克伦检验，计算得到的检验统计量 C 的值，如表 8.4。对 n=4，p=6，显著性水

平为 5%时的临界值为 0.532，显著性水平为 1%时的临界值为 0.626，表明水平 1 的一个单

元为歧离值，没有离群值，该歧离值仍然参与后续计算。 

表 8.4 柯克伦检验统计量 C 的值 
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水平 j 1 2 3 4 

C 0.591* 0.273 0.334 0.379 

注：*为歧离值。 

将格拉布斯检验应用于单元平均值，计算得到的单个低值、单个高值、两个低值、两

个高值，如表 8.5。结果表明没有歧离值或离群值。 

表 8.5 对单元平均值的格拉布斯检验 

水平 j 单个低值 单个高值 两个低值 两个高值 检验类型 

1 1.715 0.918 0.094 0.527 

格拉布斯检

验统计量 

2 1.336 1.105 0.134 0.463 

3 1.225 1.308 0.385 0.343 

4 1.247 1.540 0.446 0.195 

歧离值 1.887 1.887 0.0349 0.0349 格拉布斯检

验临界值 离群值 1.973 1.973 0.0116 0.0116 

（5）m̑j、Srj 和 SRj 的计算 

对总平均值 m̑j、、重复性标准差 Srj 和再现性标准差 SRj 进行计算，结果如表 8.6，对表

中数据进行检查，没有显示出它们与 m 有任何依赖关系，因而可用他们的平均值作为重复

性和再现性标准差的最终值。 

表 8.6 得率的 m̑j、Srj和 SRj 值 

水平 j Pj m̑j Srj SRj 

1 6 88.8% 5.5% 6.3% 

2 6 91.2% 2.9% 5.5% 

3 6 87.4% 4.9% 5.4% 

4 6 84.2% 4.8% 7.6% 

（6）结论 

测量方法精密度如下： 

重复性标准差：Sr = 4.5%； 
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再现性标准差：SR = 6.2%。 

这些值的适当范围为 84.2% ~ 91.2%。这些值是通过 6 个试验室参与的一致性水平试

验获得的，所测细胞得率的值在上述范围内。试验中共检测到 1 个歧离值，但在分析中予

以保留。该方法重复性、再现性均较好，满足该标准要求，说明该方法稳定可靠。 

9. 预期达到的社会效益、对产业发展的作用等情况 

制定细胞分选用磁珠关键性能检测方法与评价体系标准势在必行。该标准的研制与制

定将有助于对国内外同类产品进行统一检测统一评价，能更客观、有效体现产品的优缺点，

使消费者能够一目了然地判断产品优劣；同时，国内研发者能有的放矢的进行产品改造和

新产品的研发，打破垄断，促进我国自主知识产权磁性细胞分选产品的产出和应用，有助

于国内产品大放异彩。 

（四）与国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或与测试的国外样品、样机的有关数

据对比情况 

本标准在制定过程中未采用国际标准和国外标准。 

（五）以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明

未采用国际标准的原因 

本标准在制定过程中未采用国际标准和国外标准。 

（六）与有关的现行法律、行政法规及相关标准的关系 

本标准中引用了《GB/T 6682》、《GB/T 16886.2》、《GB/T 16886.5》、《GB/T 16886.12》、

《GB/T 38506》、《GB/T 39729》、《GB/T 40268》和《中华人民共和国药典》（2020 年版）

四部（国家药典委员会）相关规定，保持一致；与相关的现行法律、法规和强制性国家标

准没有冲突。 

（七）重大分歧意见的处理经过和依据 

无。 

（八）涉及专利的有关说明 

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。 

（九）实施国家标准的要求，以及织措施、技术措施、过渡期和实施日期建议等措施建议 

本标准一经发布，标准编制组首先将制定出《细胞分选用磁珠性能检测方法》标准实

施建议方案；其次在国标委及归口单位的协调下，组织标准的宣贯和集中培训，推进标准

的顺利实施。 

（十）其他应予说明的事项 

无。 
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