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引 言

以真核细胞为基础开发的细胞计数标准物质是细胞数量测量量值溯源与传

递的载体，广泛应用于生物医药、细胞与基因治疗等重点领域中的仪器校准、质

量控制、方法开发等方面。

细胞计数结果的准确性高度依赖于量值可靠的细胞计数标准物质，其研制的

特殊性主要表现在：1）细胞类型多样且结构复杂，对保障细胞标准物质的量值

准确性和可复制性提出了严苛要求；2）细胞固有的脆弱性导致其易破裂、易失

活，需突破量值保持、长期储存及运输条件等关键技术瓶颈。

本规范依据 JJF 1342《标准物质研制（生产）机构通用要求》、JJF 1343 

《标准物质的定值及均匀性、稳定性评估》、JJF 1854《标准物质计量溯源性的

建立、评估与表达计量技术规范》、JJF 1665《流式细胞仪校准规范》等文件，

结合细胞的特性及细胞计数标准物质的特点制定，对细胞计数标准物质研制中的

关键技术要素，包括研制策划、制备、均匀性评估、稳定性评估、定值、不确定

度评定、研制报告和证书、保存和运输要求等进行了阐述和要求。

本规范为首次发布。
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细胞计数标准物质研制（生产）技术要求

1 范围

本规范规定了真核细胞计数标准物质的研制策划、制备、均匀性评估、稳定

性评估、定值、不确定度评定、研制报告和证书、保存和运输要求等。

可根据标准物质原料细胞的来源不同，将细胞计数标准物质分为：通过健康

人体来源、动物细胞、永生化细胞系、基因修饰/编辑获得细胞等。

本规范适用于采用直接细胞计数方法定值的细胞计数标准物质的研制工作。

其他细胞计数标准物质可参照执行。

2 规范性引用文件

JJF 1001 通用计量术语及定义

JJF 1059.1 测量不确定度评定与表示

JJF 1186 标准物质认定证书和标签内容编写规则

JJF 1218 标准物质研制报告编写规则

JJF 1265 生物计量术语及定义

JJF 1342 标准物质研制（生产）机构通用要求

JJF 1343 标准物质的定值及均匀性、稳定性评估

JJF 1854 标准物质计量溯源性的建立、评估与表达

JJF 1665 流式细胞仪校准规范

GB/T 42076.1 生物技术 细胞计数 第 1 部分:细胞计数方法通则（ISO 20391-

1，IDT）

GB/T 39730 细胞计数通用要求 流式细胞测定法

GB/T 38506 动物细胞培养过程中生化参数的测定方法

WS/T360 流式细胞术检测外周血淋巴细胞亚群指南

YY/T0588 流式细胞仪

凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规范；凡是不注日期的引

用文件，其最新版本（包括所有的修订本）适用于本规范。
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3 术语和定义

JJF 1005、JJF 1265 中界定的及以下术语和定义适用于本规范：

3.1 细胞浓度  cell concentration

单位体积的细胞数。

注： 通常用于悬浮细胞。【GB/T 42076.1-2022，3.6】

3.2 细胞计数  cell counting

确定细胞数的测量过程。【GB/T 42076.1-2022，3.8】

3.3 细胞悬液  cell suspension

细胞分散在液体基质中而形成的悬液。【GB/T 42076.1-2022，3.9】

3.4 标准微球  standard particle

大小一致和（或）标有强度一致、恒定不变荧光素的微球，用于流式细胞仪

校准。【YY/T 0588-2017，3.9】

3.5 直接细胞计数  direct cell counting

对单独事件检测到的一个（或几个）信号的计数方法。

注： 每个单独事件代表理想测量中的单个细胞。

【GB/T 42076.1-2022， 3.12】

3.6 细胞染色  cell staining

细胞特定成分与荧光染料或标记了荧光染料的特异性抗体结合后进行检测的

一种技术。【GB/T 39730-2020，3.1.2】

4 通用要求

4.1 研制要求

细胞计数标准物质的研制过程应遵照 JJF 1342 及 JJF 1343 对标准物质研制的

相关要求，同时应满足国家生物安全、《中华人民共和国人类遗传资源管理条例》

等的相关要求。

4.2 细胞计数方法选择

应根据细胞计数标准物质的预期用途，选择合适的细胞计数方法，建立溯源

链。如应用于流式细胞仪校准用的淋巴细胞计数标准物质可采用流式细胞测定法
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中的计数标准微球法、显微镜检计数法等直接细胞计数方法。

5 研制策划

细胞计数标准物质

5.1 需求评估

细胞计数标准物质的研制开始，应从国家需要、市场监管、行业需求、标准

需求等方面进行需求分析；根据需求分析确定细胞计数标准物质的预期用途和使

用场景；对细胞计数标准物质研制过程中关键节点进行控制，包括：原料细胞种

类、计数方法、包装储存等，以确定研制准物质类型。

5.2 预期性能要求

细胞计数标准物质的特性值、不确定度、包装方式、稳定性等应能够满足细

胞计数分析的仪器校准与质量控制要求。

5.3 研制可行性评估

5.3.1 应评估细胞计数标准物质的可复制性、安全性、原料可获得性和可持续供应

能力。

5.3.2 应评估定值方法的科学性及计量溯源性。

6 标准物质制备

6.1 原料细胞的选择

6.1.1 应根据细胞计数标准物质的预期用途选择合适的原料细胞，原料细胞应满足

适用性、代表性、容易获得及可复制要求。

6.1.2 来源于人体的原料细胞应包括无菌性、无支原体、人类免疫缺陷病毒（HIV）、

乙型肝炎病毒（HBV）、丙型肝炎病毒（HCV）、梅毒螺旋体等具有传染性病毒

检测结果，应具备伦理批件、知情同意书等合规性文件。

6.1.3 若来源于动物源样本，应具有特定动物源型病毒检测结果、无菌性、无支原

体等检测结果证明。

6.1.4 若来源于细胞系，原料细胞应来源于专门的细胞保藏机构，溯源信息完整，

应具有 STR 鉴定、同工酶分析、染色体核型分析和 PCR 法等证明以确保细胞系的

准确性和稳定性，避免原料细胞被其他细胞污染。

6.1.5 若来源于基因修饰/编辑细胞，应注明基因修饰的位点、修饰基因信息、所用

基因编辑方法，明确预期用途，可复制性、可获得性。
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6.2 目的细胞纯化

异质性是细胞的固有特性，应根据标准物质的预期用途和特性量值的可复制

性要求，确保目的细胞具有可靠的纯度，应采用细胞损伤小，不会影响后续细胞

特性量值检测的细胞纯化技术（如流式细胞分选技术、磁性分选技术等），以满

足标准物质的研制需求。原料细胞中的非目的细胞组分不应对目标细胞量值测定

产生影响。

6.3 目的细胞纯度鉴定

根据目的细胞的特性，选择合适的方法进行鉴定，鉴定策略应科学合理。通

常可根据目的细胞所具备的独特形态、特异性抗原表达情况等，采用适宜的方法

评估纯化后目的细胞的纯度。

6.4 细胞计数标准物质制备工艺建立

应根据标准物质的预期用途，采用适当的工艺保证细胞形态、抗原完整性等。

制备过程可采取冻干、液体等工艺来保证细胞计数标准物质的稳定性和均匀性。

6.5 标准物质的包装

包装应满足细胞计数标准物质的预期用途，应选用具备免吸附特性、良好密

封性，并可长期耐受-80 ℃至 50 ℃储存条件。

6.6 标准物质的使用

6.6.1 真空冻干形式细胞计数标准物质使用时应注意，储存条件与使用环境温度、

气压等差异过大带来的开盖后气流，应小心避免冻干细胞损失引起的量值不准确。

6.6.2 以液体形式制备的细胞计数标准物质应避免冻融造成的细胞破裂，引起量值

不准确。

7 均匀性评估

7.1 评估原则

应按照 JJF 1343 评估细胞计数标准物质的均匀性。

7.2 评估方案

7.2.1 一般要求
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应根据细胞计数标准物质的类型、细胞种类、预期用途、制备数量等制定均

匀性评估方案，一般选择不低于定值方法精密度、具有足够灵敏度的测量方法，

在重复性实验条件下做均匀性评估。应做好均匀性评估实验的质量控制、仪器性

能确认。

7.2.2 具有多种目标细胞组分，应进行全部组分的均匀性评估。

7.2.3 应充分考虑细胞在缓冲液中的沉降问题，在均匀性评估前应进行充分混匀。

7.2.4 应对均匀性检测数据进行异常值检查。

7.3 最小取样量

7.3.1 细胞计数标准物质单元可多次取样检测时，需要进行最小取样量测试。最小

取样量的检测应满足均匀性实验要求。

7.3.2 应根据实验建立不同取样量重复检测结果相对标准偏差与取样量之间的关

系，以确定最小取样量。

7.3.3 冻干形式的细胞计数标准物质应将标准物质充分溶解后，根据实验确定最小

取样量。

7.4 稀释倍率

细胞浓度对于检测结果影响较大，细胞计数标准物质的研制过程应进行稀释

倍率优化实验。应根据实验建立不同稀释倍率重复检测结果相对标准偏差与稀释

倍率之间的关系，稀释后的细胞计数标准物质重复测定结果相对标准偏差不应大

于 3%。

8 稳定性评估

8.1 评估原则

应按照 JJF 1343 评估细胞计数标准物质的稳定性。

8.2 短期稳定性评估

8.2.1 选择模拟运输条件下，应充分考虑恶劣运输条件和极限温度的影响，选择多

个温度条件，至少评估 1 周时间中的短期稳定性。

8.2.2 具有多个目标细胞组分的细胞计数标准物质应同时评定所有组分的短期稳

定性。宜取稳定性最短的细胞组分的稳定性时间作为短期稳定性时长。
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8.3 长期稳定性评估

8.3.1 在规定的细胞计数标准物质长期保存条件下，应进行至少进行 6 个月时间的

长期稳定性评估。

8.3.2 具有多个目标细胞组分的细胞计数标准物质应同时评定所有组分的长期稳

定性。宜取稳定性最短的目标细胞组分的稳定性时间作为长期稳定性时长。

8.4 开盖稳定性

8.4.1 对于可多次取样的细胞计数标准物质应明确在首次开封后，在推荐储存条件

下细胞浓度或比例保持稳定的最大时间。

8.4.2 开盖稳定性测试一般选择不低于定值方法精密度、具有足够灵敏度且能够溯

源的测量方法，在重复性实验条件下做稳定性评估。

8.4.3 冻干形式的细胞计数标准物质可能由于吸潮等因素对样品形态造成破坏，

不宜多次取样。

8.4.4 溶液形式细胞计数标准物质开盖稳定性验证应考虑溶剂挥发、微生物污

染、非目标细胞组分不稳定带来的特性量值变化。

8.5 评估方案

8.5.1 应根据细胞计数标准物质的类型、细胞种类、预期用途等制定稳定性评估方

案，一般选择不低于定值方法精密度、具有足够灵敏度且能够溯源的测量方法，

在重复性实验条件下做稳定性评估。稳定性评估一般采用与均匀性评估相同的方

法。

8.5.2 具有多种目标细胞组分，应进行全部组分的稳定性评估。

8.5.3 需要对稳定性评估数据进行异常值检查。

9 计量溯源性

9.1 计量溯源性描述

细胞计数标准物质的特性量值主要是细胞浓度、特定细胞比例。应根据实际需要

确定细胞计数标准物质的特性量值，特性量值可溯源至自然单位 1 和国际单位制

长度基本单位 m。

9.2 计量溯源性要求

9.2.1 应依据 JJF 1854 的要求，对细胞计数标准物质特性量值的计量溯源性进行



JJF ××××—202×

7

评估，应根据不同的定值方法建立测量结果的计量溯源性。

9.2.2 参与量值溯源计算的所有计量器具（容器、仪器、设备、血球计数板等）均

应经过计量检定或校准。

9.2.3 细胞计数标准物质定量涉及的计数微球等应采用国家有证标准物质。

10 定值结果和不确定度合成

10.1 基本要求

细胞计数标准物质的定制方法应符合 JJF 1343 对标准物质定值的要求。

10.2 细胞计数标准物质的特性值

细胞计数标准物质的特性值是指细胞浓度、特定细胞比例等。

10.3 定值方式选择

10.3.1 细胞计数标准物质的定值方法应具有清晰的计量溯源性。

10.3.2 细胞计数标准物质定值采用一种方式进行定值，可采用多家定值的方式进

行定值，定值参加实验室应在定值研究前，提供独立于候选标准物质测量的、与

待定值被测量有关的测量能力证明。能力证明可包括：以往相关能力验证结果、

相关方法确认数据等。一家或多家实验室采用两种或以上不同原理进行定值，需

进行方法学验证，不确定度应满足预期要求。

10.4 定值方法选择与误差来源

10.4.1 计数标准微球法

计数标准微球法误差来源有试剂质量、抗体特异性，仪器设置（如圈门参数）

和数据分析方法。为获得样品中目标细胞的实际个数（浓度），可以采用计数标

准微球法，向待测细胞悬液中添加已知数量的计数微球。可结合不同细胞的属性

差异（细胞死活染色、特定抗原标记、特定细胞形态）对细胞分类计数，获得待

测样本中不同类型细胞的实际个数或浓度。

10.4.2 显微计数法

显微计数法的主要误差包括样本稀释误差、填充量不一致、操作人员差异、

显微镜聚焦偏向以及细胞聚集体计数误差等。为确保获得准确的细胞的绝对数量

（浓度）并建立计数量值的溯源性，显微计数过程中样品不能过度稀释，保证样

品充分分散。
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10.4.3 选用其他细胞计数方法应与已有方法比对实验后使用，需进行方法学充分

验证，包括溯源性、精密度、预期不确定度、误差来源等研究。

10.5 定值方法的建立

应根据标准物质特性量值的特点建立或选择定值方法，应对方法的影响参数

进行充分研究，确保定值方法的可靠性。定值方法建立后，应结合细胞计数标准

物质的预期用途设计实验对方法进行考察。一般包括：方法精密度、方法再现性、

方法特异性等。

注：

以流式细胞测定法为例，定值方法建立需要考虑以下因素对计数结果的影响：

1. 流式细胞仪荧光通道参数的设置，包括电压、补偿、设门等；

2. 荧光素偶联抗体特异性、荧光染料特异性；

3. 荧光素偶联抗体、荧光染料的染色时间；

4. 荧光素偶联抗体、荧光染料的工作浓度；

5. 流式细胞仪信号采集速率、数目。

10.6 细胞计数要求

8.6.1 应当根据细胞计数标准物质的预期用途确立细胞计数方法；

8.6.2 应建立细胞数量与自然单位 1 或国际单位制长度基本单位 m 的溯源链

8.6.2 直接细胞计数方法（包括总细胞计数和细胞分类计数）要求细胞能够很好地

分散从而取得最佳的结果。应尽可能建立细胞计数标准物质的计数程序保证样本

能充分分散，没有细胞碎片、细胞聚集体和细胞团。

10.7 数据评估

定值数据审核、数据评估和统计处理应按 JJF 1343、JJF 1059.1 的要求进行。

10.8 定值结果及不确定度

10.8.1 标准物质的定值结果及不确定度应由研制机构按照 JJF 1343、JJF 1059.1 进

行评定和表示，不可分包。

10.8.2 数值修约规则按照 GB 8170 进行。

10.8.3 不确定度必须建立在合理的均匀性、稳定性评估及定值测量的基础上，应

将均匀性引入的不确定度 ubb，稳定性引入的不确定度 us 均进行评估。

10.8.4 细胞计数标准物质的不确定度应包含ubb、us、数据统计引入的不确定度uchar1、
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以非统计分析的方法评定出的不确定度 uchar2。

10.8.4.1 细胞计数标准物质的多种目标组分应分别进行定值及不确定度评估。

10.8.4.2 计数微球法以非统计分析的方法引入的不确定度评估通常包括：细胞数量、

计数微球、微球标准物质、样本体积及稀释过程引入的不确定度。

10.8.4.3 显微镜计数法以非统计分析的方法评定出的不确定度评估通常包括：血球

计数板计数池体积误差、移液器吸液体积误差、显微镜测量视野误差、环境温度

引入的细胞悬液蒸发导致体积变化、稀释过程引入等。

11 文件编制

11.1 研制报告

研制报告应符合 JJF 1281 的要求。研制报告应描述细胞计数标准物质的研制

策划、方法确认及溯源性、细胞原料来源、鉴定、制备过程、质量控制、均匀性

评估、稳定性评估、定值、不确定度评定、标物形式、包装和保存等信息；应注

明影响标准物质使用的信息，包括生物安全信息等。

11.2 证书和标签

证书和标签应符合 JJF 1186 的要求。证书中应当注有细胞来源、细胞种类，

以及使用方法，使用过程中的操作要求、废弃物处置等生物安全信息。标签上应

注明细胞计数标准物质全称、批号、储存要求、标准物质编号、生产单位等。

12 保存和运输

细胞计数标准物质的保存及运输应符合 JJF 1342 对标准物质保存及运输的要

求。细胞计数标准物质的运输，需要满足稳定性试验中确定的环境条件。此外，

涉及到来源于健康人体、病人样本的细胞计数标准物质还应遵守《中华人民共和

国人类遗传资源管理条例》，世界卫生组织《感染性物质运输指南》及国际民航

组织《危险性物品航空安全运输技术细则》等要求。



JJF ××××—202×

10

附录 A

计数标准微球法 方法原理

使用流式细胞仪，通过目标细胞及计数标准微球的光学（散射光和荧光）特

性，对待测样本中的目标细胞和计数标准微球进行区分和计数。根据目标细胞和

计数标准微球数量间的比例关系，按照公式（1）计算得到待测样本中目标细胞的

实际个数或浓度。用于细胞计数标准物质研制的计数标准微球需采用国家有证标

准物质。

计算公式：

𝐶RS =
𝑁cell

𝑁ball
×

𝑄ball

𝑉 × 𝐷 …………………………（1）

CRS：目标细胞浓度，单位个每微升（个/μL）；

Ncell：获取目标细胞数量，单位为个；

Nball：获取计数标准微球数量，单位为个；

Qball：样本中添加的计数标准微球数量，单位为个；

V：待测样本加样体积（不含荧光染料或特异性的荧光染料标记单克隆抗体溶

液，计数标准微球悬浮液体积等添加物体积），单位为微升（μL）；

D：样本稀释倍数。

公式来源：GB/T 39730-2020《细胞计数通用要求 流式细胞测定法》。
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附录 B

显微计数法 方法原理

细胞悬液制备：将原料细胞通过离心等方式富集沉淀后，采用无菌 PBS 缓冲

液进行重悬制备成细胞悬液，轻柔振荡保证细胞悬液分散均匀。可将细胞悬液进

行梯度稀释（如 100 μL 细胞悬液加入 900 μL PBS 缓冲液中 10 倍梯度稀释），选取

适宜的稀释倍数（细胞个数宜 106个/mL 左右）进行稀释。

细胞计数：使用血球计数板进行细胞计数操作，应保证血球计数板、盖玻片

清洁。将盖玻片置于血球计数板中心计数方格正上方，将稀释好的细胞悬液轻柔

混匀，使用微量移液器取适量细胞悬液（一般为 10 μL，以能够铺满计数方格且不

外溢为宜）沿着盖玻片边缘缓慢加入，避免气泡产生，静置 2 至 3 分钟后在显微

镜下进行计数，需重复计数 3 次取平均值作为计数结果记录。细胞计数标准物质

的研制过程往往需要对原始记录进行核查，因此建议使用显微镜的拍照功能对计

数视野进行拍照记录。

当前广泛使用的血球计数板有两种类型，分别是 16 中方格×25 小方格型号（希

利格式）和 25 中方格格×16 小方格型号（汤麦式），两种型号均包含 400 个小方

格。用于细胞计数标准物质研制的血球计数板需经过计量校准。

图 1. 希利格式血球计数板计数室形态
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使用希利格式血球计数板计数通常选取计数室四角中方格进行计数（图 1），

共有 100 个小方格。的计数结果按照公式（2）计算：

𝑁 =
𝐴 × 104 × 𝑑 × 400

100     ………………（2）

图 2. 汤麦式血球计数板计数室形态

使用汤麦式血球计数板计数通常选取计数室四角中方格加中央中方格进行计

数（图 2），共有 80 个小方格。计数结果按照公式（3）计算：

𝑁 =
𝐴 × 104 × 𝑑 × 400

80     ………………（3）

式中：

N：每毫升悬浮液中的细胞数，单位为个；

A：计数板观察到细胞数，单位为个；

d：细胞溶液的总稀释倍数。

计算结果表示为整数。

公式来源：GB/T 38506-2020《动物细胞培养过程中生化参数的测定方法》。

__________________________


