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引    言

随着免疫细胞治疗技术的发展与成熟，越来越多的免疫细胞产品将逐渐进入市场应用，目前我国缺乏对细胞产品流式细胞术分析方法学验证的相关要求，因此需要建立免疫细胞产品流式细胞术分析方法学验证要求，保证免疫细胞类产品的流式检验可控，保障相关细胞产品的免疫细胞表型检验质量要求，以指导我国免疫细胞产品的研发和临床应用。

免疫细胞产品流式验证要求
1　 范围

本标准规定了免疫细胞产品流式分析方法学验证的基本要求，以确保数据是可信并可重复的。

本标准适用于免疫细胞产品的流式分析方法学验证。

2　 规范性引用文件

《中华人民共和国药典》（2020年版）　国家药典委员会

《Flow Cytometry Method Validation Protocols》
3　 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1  免疫细胞产品 Immune cell product
免疫细胞产品是指经过体外分离、修饰、培养、扩增、配制后制成的，应用于临床研究的人源活免疫细胞。

3.2  流式细胞术 Flow cytometry，FCM
FCM是一种对细胞群体中的单个细胞或类似细胞大小的颗粒进行快速连续检测的技术。通过基于层流规律的流体动力学聚焦，将单细胞队列快速传输通过激光照射的探测点，细胞被激光照射而产生各种光信号，包括多角度散射光和细胞携带的多种荧光染料被激发发出的特征荧光，仪器收集、测量光信号并进行关联分析，即可得到细胞大小、数量、荧光类别、强度等数据。

4　 流式方法学验证项目概述
在分析方法验证过程中，可评估各种分析性能特征：准确度、特异性、精密度、灵敏度、稳定性、参考范围、线性和干扰。数据的预期用途将决定需要评估哪些验证参数。由于技术的复杂性、缺乏合适的参考材料以及数据的生物分析类别，并非每个验证参数都可以用于流式细胞术分析方法学验证。特异性、灵敏度、精密度、稳定性和参考范围始终可以验证。线性、标准校准和干扰有时可以验证，但准确度、选择性、定量范围、样品再分析、正态信号分布和前区效应通常不能直接评估。准确度是测量结果与真实值之间的接近程度。流式细胞仪获得的数据被认为是准定量的，因此在流式细胞仪方法验证期间，不能确定真实的准确度。

流式细胞术方法学验证应包含流式细胞仪基础参数、抗体滴定、样本残留量的确认等。若检测抗原为胞内抗原时建议进行破膜条件的确认。
5　  基本参数确认
5.1　 细胞自发荧光确认
由于样品细胞本身会产生自发荧光，会干扰检测信号，因此对未染色的产品进行自发荧光测试，确保样品对荧光信号无干扰。
5.2  荧光补偿确认
当采用两种及以上抗体pannel进行淋巴细胞亚群分析时，或仪器维修保养后、光学检测通道的电压及增益发生变动时，各个荧光通道之间会出现渗漏现象，因此需要调整不同通道的荧光补偿来扣除荧光渗漏造成的影响，以确保检测结果准确。
5.3  电压及门控确认
门控是流式细胞术进行数据处理的特有方式，在流式数据处理时通过设置门控确定目标细胞群的位置。门控设置会影响参与数据计算的细胞数，从而影响最终的检测结果。因此，需对数据分析的门控设置进行规定，以减少检验人员之间的人员偏差，使检测结果更加科学合理。为了得到分群清晰的目标细胞团，还需要进行电压的调整，以确保目标细胞在正确位置。
5.4  最终参数确认
运用确认过的荧光补偿、电压及门控建立实验模板，使用该模板进行至少3个批次的细胞表型检测，以确保荧光补偿确认、电压确认及门控确认的正确性。

6  样本残留量确认

使用流式细胞仪进行检测，尤其是稀有细胞时，样品在管路中的残留可能会影响结果。因此需要对流式细胞仪管路中样品的残留量进行确认。尽管仪器在出厂前已对残留量做过交叉污染测试，但考虑到免疫细胞产品的特殊性问题，建议根据厂家残留标准进行产品细胞的残留量确认。
6.1  未染色细胞残留量

将未经过染色处理的产品细胞直接上样检测，在目的门内采集10000个细胞（可根据产品特性调整细胞采集数目），记录采集时间。使用产品基质（如培养基，也可使用流式缓冲液替代）做为残留量的检测管，在同样上样时间内检测产品基质在对应目的门内的细胞数量。以上两组交替上样检测3-10次，计算每次产品基质的残留量占未染色细胞在同一个目的门内的细胞数量的百分比，建议应均不大于1%（也可参考流式仪说明书中残留量的标准）。

6.2  染色细胞残留量
因产品特性以及抗体多样性问题，流式检测pannel设置相对较为复杂，没有必要针对每个检测管进行残留量确认，但至少应选取具有代表性的检测管进行残留量的确认，如全染管。
将染色后的产品细胞直接上样检测，在目的门内采集10000个细胞（可根据产品特性、前处理特异性等调整细胞采集数目），记录采集时间。使用产品基质（如培养基，也可使用流式缓冲液替代）做为残留量的检测管，在同样上样时间内检测产品基质在对应目的门内的细胞数量。以上两组交替上样检测3-10次，计算每次产品基质的残留量占染色细胞在同一个目的门内的细胞数量的百分比，建议应均不大于1%（可参考流式仪说明书中残留量的标准）。
7 抗体滴定确认
不同品牌的抗体与目标抗原的亲和力不同、抗体特性不同，抗体不足或者过多都会影响检测结果，因此需要对抗体进行滴定。抗体滴定实验应在相同的样品制备方法、试剂体系、染色条件、最终染色体积以及细胞浓度条件下进行。一般通过综合分析染色指数、信噪比等参数来确定抗体的最佳用量。
8 专属性

专属性是指在存在许多其他分析物或干扰物质的情况下，分析鉴定或量化特定分析物的能力。流式细胞术的专属性转化为检测细胞群体或目的抗原。特定门中的事件是否是研究者想要的，而不是由双峰、污染细胞群、补偿错误或串联染料降解引起的伪影？每种特定的抗原都能被最佳检测到吗？当测量抗原水平时，测量是否不受其他化合物的干扰，这些化合物可能是由生物药物或相关分析物的交叉反应引起的？在Panel设计和分析优化阶段，通过选择细胞标记物和相应的单克隆抗体克隆、抗体滴定、洗涤步骤、缓冲液和门控策略来确定预期人群，解决了这些问题。
使用目标抗原阳性表达细胞系和阴性表达细胞系对抗体的特异性进行验证，阴性细胞的荧光信号应不大于0.5%，阳性细胞应能明显区分各目标细胞群。如验证CD3+、CD3+CD4+、CD3+CD8+项目时，选择K562细胞做为阴性对照，PBMC做为阳性细胞。分别对K562、PBMC细胞进行CD3、CD4、CD8的染色，分析各细胞的各项目的荧光信号强度。当K562细胞的CD3+、CD3+CD4+、CD3+CD8+荧光信号均不大于0.5%，PBMC细胞均能明显区分CD3+、CD3+CD4+、CD3+CD8+细胞群时，说明所使用的抗体是专属的。
在非常高的水平上，应包括以下考虑： 

（1） Panel设计：考虑分析的总体目标、仪器和可用试剂、单克隆抗体克隆、荧光色素分配、缓冲液选择、染色和门控程序。需要荧光负一（FMO）或其他门控管。
（2） 样品类型和抗凝剂（收集管）的选择。
（3） QC材料选择（如果需要）：基于分析群体的QC材料类型。所有抗体应在QC材料中进行监测。
（4） Test run：用试验阶段使用的相同类型的样品评估最终试验，以验证抗体和荧光色素选择。

9 灵敏度

灵敏度是指对罕见事件或弱抗原检测的精密度和准确性。对于流式细胞术方法，灵敏度验证的主要挑战是寻找或创建LOB/LOD和LLOQ的验证样本。如对于CD3+（T淋巴细胞）、CD3+CD4+（辅助性T淋巴细胞）、CD3+CD8+（杀伤性T细胞）的灵敏度验证中，可使用缺乏目的抗原的细胞稀释产品细胞进行验证，或者使用未染色的细胞稀释产品细胞进行验证。
（1） 常用的创建样本的方法包括：
（2） 通过省略抗体对样本进行部分染色，这样不会检测到目的抗原；
（3） 用免疫磁珠耗尽目的抗原；
（4） 或者使用缺乏目的抗原的患者或健康供体样本。
类似的策略将用于创建低水平目的抗原的样本，以评估LLOQ。
表1 灵敏度验证
	验证样本
	如上描述

	样本数量
	10

	重复次数
	1或更多

	检测运行次数
	全部验证运行次数

	设备数量
	1-2

	操作员数量
	1-2

	统计评估
	· LOB计算平均值（所有批次/所有运行）+1.645SD 

· LOD计算平均值（所有批次/所有运行）+3SD

	接受标准
	对于免疫细胞产品关键性的检测项目CD3+（T淋巴细胞）、CD3+CD8+（杀伤性T细胞）灵敏度检测结果的CV值应≤10%；而对于其他除CD3+、CD3+CD8+之外的检测项目应符合：

· 检测结果百分比大于等于1%时，CV值应≤20%；
· 检测结果百分比小于1%而大于0.05%时，CV值应≤30%；
· 某检项检测结果中有数据小于等于0.05%时，该检项不做考察。


如果预计检测不到罕见事件，则不一定需要建立LLOQ。一旦建立LLOQ，低于LLOQ的数据不应用于其他验证参数（精度、稳定性、技术转移）的计算。不能从验证记录中删除数据，但应显示为＜LLOQ。每个实验室需要决定如何报告＜LLOQ的数据，但是，知道这些数据低于分析的检测限，就不应该认为它们有任何意义。

10  精密度

精密度是流式细胞术验证中最关键的参数之一。CV较高的分析报告值是不可信的。精密度的验证主要分为批内精密度和批间精密度，批内精密度又称为重复性，在建立批内精密度后，如有需要，应评估批间（或再现性）、仪器间和分析员间的变异性。
10.1 批内精密度

批内精密度取决于在相同条件下重复测试同一样品时结果的接近程度。细胞分析的精密度标准为10-30% CV（变异系数），若某抗原检测结果太低时可不做考察。
表2 批内精密度验证

	验证样本
	用于分析的基质样本

	样本数量
	3-6

	重复次数
	3

	检测运行次数
	1次或多次

	设备数量
	1

	操作员数量
	1

	统计评估
	· 计算所有三个重复均>LLOQ的每个样本的每个可报告结果的平均值、标准差和CV
· 计算所有样本的每个可报告结果的CV平均值（平均CV）。然后用平均值CV和范围来描述精度。

	接受标准
	对于免疫细胞产品关键性的检测项目CD3+（T淋巴细胞）、CD3+CD8+（杀伤性T细胞）批内检测结果的CV值应≤10%；而对于其他除CD3+、CD3+CD8+之外的检测项目应符合：

· 检测结果百分比大于等于1%时，CV值应≤20%；
· 检测结果百分比小于1%而大于0.05%时，CV值应≤30%；
· 某检项检测结果中有数据小于等于0.05%时，该检项不做考察。


10.2 批间精密度

批间精密度将遵循析因设计方法，允许同时评估多个因素，而不是一次评估一个因素的单独研究。使用这种有效的方法，每个操作员将在两个被验证的仪器中的一个上检测，但是两个操作员不会都在两个仪器上检测。因此，分析批间精密度评估将包括操作员间和仪器间，但不可能区分变异来自分析员还是仪器。

表3 批间精密度验证
	验证样本
	用于分析的基质样品或QC样品（如有）

	样本数量
	2-3

	重复次数
	3

	检测运行次数
	2（如果使用基质样本，每个操作员应在同一天进行一次运行。使用有效的实验设计方法，每个操作员将在两台被验证仪器中的一台上检测，但任何操作员都不应在两台仪器上检测。）

4（如果使用QC样品，应在两个被验证的仪器上各运行两次。采用有效的实验设计方法，每个操作人员将在两台被验证仪器中的一台上检测，但任何操作人员都不应在两台仪器上检测。）

	设备数量
	2

	操作员数量
	2

	统计评估
	· 计算每个样本、每个成立的结果中所有运行的平均值得出的SD和CV；
· 对于每个可报告结果，计算CV的平均值。每个可报告结果的批间精密度应以平均CV报告，然后是CV范围。

	接受标准
	对于免疫细胞产品关键性的检测项目CD3+（T淋巴细胞）、CD3+CD8+（杀伤性T细胞）批间检测结果的CV值应≤10%；而对于其他除CD3+、CD3+CD8+之外的检测项目应符合：

· 检测结果百分比大于等于1%时，CV值应≤20%；
· 检测结果百分比小于1%而大于0.05%时，CV值应≤30%；
· 某检项检测结果中有数据小于等于0.05%时，该检项不做考察。


11  稳定性灵敏度

11.1 样品放置稳定性：

必须对样品进行放置稳定性测试。样品必须在与实际样品相同的条件（即温度）下储存。理想情况下，基线样本将在采集后4小时内处理。
表4 样品放置稳定性验证
	验证样本
	用于分析的样品

	样本数量
	3-6

	时间点
	基线、1小时、2小时、4小时（最后一个时间点应与测试实验室预计收到样品进行检测的最长时间一致）

	重复次数
	每个时间点1次

	检测运行次数
	每个时间点1次

	设备数量
	1

	操作员数量
	1

	统计评估
	· 计算和每个时间点相对于基线的百分比变化；
· 计算基线和每个时间点之间的CV。

	接受标准
	对于免疫细胞产品关键性的检测项目CD3+（T淋巴细胞）、CD3+ CD8+（杀伤性T细胞）样品放置时间检测结果的CV值应≤10%；而对于其他除CD3+、CD3+ CD8+之外的检测项目应符合：

· 检测结果百分比大于等于1%时，CV值应≤20%；
· 检测结果百分比小于1%而大于0.05%时，CV值应≤30%；
· 某检项检测结果中有数据小于等于0.05%时，该检项不做考察。 


11.2 处理后样本稳定性：

参照样品放置时间验证结果，选取检测合格且放置最长时间的样品进行染色，完成后立即上机检测，检测结果定义为处理后样品放置时间考察的基线值，并记录时间；于室温放置1 h、2 h、3 h后再次上机检测。

表5 处理后样本稳定性验证
	验证样本
	用于分析的样品

	样本数量
	3-6

	时间点
	基线（染色后0小时）、1小时、2小时、3小时（时间点应与处理完成的样品上机检测之前的最大延迟时间一致）

	重复次数
	每个时间点1次

	检测运行次数
	每个时间点1次

	设备数量
	1

	操作员数量
	1

	统计评估
	· 计算相对于基线和每个时间点的百分比变化；
· 计算基线和每个时间点之间的百分比CV。

	接受标准
	对于免疫细胞产品关键性的检测项目CD3+（T淋巴细胞）、CD3+ CD8+（杀伤性T细胞）样品处理后放置时间检测结果的CV值应≤10%；而对于其他除CD3+、CD3+ CD8+之外的检测项目应符合：

· 检测结果百分比大于等于1%时，CV值应≤20%；
· 检测结果百分比小于1%而大于0.05%时，CV值应≤30%；
· 某检项检测结果中有数据小于等于0.05%时，该检项不做考察。
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