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YY／T 0606<<组织工程医疗产品》分为：

——第1部分：通用要求；
——第3部分：通用分类；

——第4部分：皮肤替代品(物)的术语和分类；

——第5部分：基质及支架的性能和测试；

——第6部分：工型胶原蛋白；

——第7部分：壳聚糖；
——第8部分：海藻酸钠；

——第9部分：透明质酸钠；

——第10部分：修复或再生关节软骨的植入物的体内评价；
——第11部分：脱钙骨异位骨诱导性组织学评价指南；

——第12部分：细胞、组织、器官的加工处理；

——第13部分：细胞自动计数法。

本部分为YY／T 0606的第13部分。
本部分由国家食品药品监督管理局提出。

本部分由国家食品药品监督管理局中检所医疗器械质量监督检验中心归口。

本部分国家食品药品监督管理局中检所医疗器械质量监督检验中心起草。

本部分主要起草人：陈亮、奚廷斐、王春仁。



  组织3-程医疗产品
第1 3部分：细胞自动计数法

1  范围

    YY／T 0606的本部分所述的原理和方法适用于绝大部分类型细胞的自动计数，包括黏附生长细胞

和悬浮生长细胞。

2术语和定义

    下列术语和定义适用于YY／T 0606的本部分。

2．1

    电解液electrolyte

    用于悬浮细胞的具有轻微传导性的溶液。

2．2

    重合  coincidence

    一个以上的细胞同时穿过小孔。

2．3

    原始计数raw count

    未对重合细胞进行校正的细胞计数。

2．4

    校正计数corrected count

    对重合细胞进行校正后的计数。

2．5

    阈值size thresholds

    在仪器上设定的特定细胞群体的大小临界值，是可调整的界值。在此界值之外的细胞或碎片将被

排除在分析之外。

3原理

    本部分中细胞自动计数的原理方法是电阻抗，即检测由悬浮在传导性溶液中的细胞通过小孔管上

的小孔时产生的电阻抗变化来进行细胞计数(如图1所示)。当细胞悬浮在传导性溶液中时(例如磷酸
盐缓冲液)，它们是不连续的绝缘体。当细胞悬浮液通过圆柱形的小孔管时，每一次细胞的通过都将改

变小孔两侧电极间的阻抗，由此产生的电脉冲可用于细胞计数。细胞在小孔间通过被检测到的区带称
为“电感应区”。这种原理方法允许在非常窄的大小分布范围内通过对电脉冲的分析有选择性的计数细
胞。脉冲的数目意味着细胞的数量，脉冲的幅度与细胞的体积相关。



图1  细胞自动计数法原理示意图

4意义和用途

4．1组织工程医疗产品的细胞应进行常规分析，包括细胞数量。传统的人工计数方法，如显微镜下用

血细胞计数器计数，已报道会产生10％～30％的误差，并且费时。基于电阻抗原理上的细胞自动计数

具有更高的准确度、精确性，更加快速，不只限于分析人体细胞和血液细胞，几乎可用于所用种类和类型

的细胞。

4．2电阻抗原理在20世纪50年代即被发现，目前许多公司都可以制造基于这一原理的细胞自动计数

仪器。细胞自动计数仪器有助于消除人工计数时不同操作者带来的误差。

5检测限的讨论

5．1  重合

    当一个以上的细胞同时穿过小孔时，不是产生两个独立的脉冲，而是产生一个更大的脉冲。结果会

发生细胞计数结果偏少，测量的细胞体积增大。重合发生的频率可看作是细胞浓度在统计学上可预测

的函数，因此可通过仪器校正，这称为重合校正。通过降低细胞悬液浓度，可最大程度的降低重合的发

生，确保结果的准确(误差不超过5％)。

5．2细胞的尺寸变化

    细胞直径变化可达30：1，体积变化可达27 000：1，而这仅是反应了选择的小孔管的测量功能。

应用这项技术，可以在大约O．6 pm～1 200 ttm的范围内测量。低限以下会受到热和电噪声干扰。

5．3小孔管的测量范围

    小孔管的测量范围与其直径成比例。在0．02倍直径到O．8倍直径的范围内，小孔管的测量范围与

直径成线性相关。但在细胞尺寸大于O．6倍小孔管直径时，小孔管容易堵塞。因此，在实际操作中，小

孔管的测量范围被规定为其直径的2％～60％。



5．4电解质溶液

    细胞悬浮溶液应具有传导性，对细胞大小无影响。最常选择的电解质溶液是磷酸缓冲生理盐水。

6干扰

6．1碎屑和细胞碎片

    修正细胞大小阈值的设置有助于分析时校正计数的碎屑或细胞碎片。
6．2细胞聚集体

    细胞聚集体将被视作单一细胞计数，体积也将大于单个的细胞。市售的酶溶液有助于制备单细胞
悬浮液。
6．3沉淀物

    细胞样品可因放置出现沉降导致计数减少，可在检测前多次翻转细胞样品容器，以获得更准确和精

确的结果。
6．4黏附

    细胞可能黏附到样品容器壁上，因此影响计数的准确性。

6．5其他

    穿过小孔的大量电流可能会损害细胞膜。通常仪器已经设置了最合适的电流。

7危害

7．1  警告(化学)
    不能使用非水溶剂的电解质溶液。在混合某些电解质溶液时应小心，可能会发生剧烈反应。在酸

性溶液中不能使用叠氮化合物。不能使用易燃的电解质溶液和有机溶剂。
7．2警告(电学)

    仪器内存在高压。仪器必须放置在一个稳定、干燥的实验台上，必须正确接地。

7．3警告(生物学)
    应遵守相应的生物安全制度。

8操作

8．1  不论使用何种品牌的仪器，测试方法的操作程序是相似的。不同制造商的仪器可能在仪器大小、

可选择的小孔管直径、数据采集方式(针点式打印机或电脑)等方面不同。另外，某些型号的仪器只提供
细胞计数功能，然而，某些型号的仪器可以分析细胞数量和细胞大小分布，也有某些型号的仪器在计数

的基础上，通过区别细胞碎片、细胞核、完整的细胞，可分析活细胞数。

8．2按制造商的使用说明对仪器进行校正。仪器的校正应每月或在每次的操作使用后进行。应使用

标准粒子进行校正。
8．3用电解质溶液(常用磷酸盐缓冲生理盐水)稀释细胞悬液，通过翻转七到八次使之轻轻混合。应在
样品制备的20 min内进行分析。
8．4在仪器上设定待分析的特定细胞的大小阈值。选择合适的小孔管。制造商的操作手册中可能会

有合适的操作方案。
8．5设定每次分析时的溶液体积，通常是O．5 mL。把细胞样品放在样品台上。

8．6按启动键。为了监测小孔管是否堵塞，可以观察每份细胞样品的分析时间。而且，目前大部分的

仪器都有小孔管观察窗，能方便的检查是否堵塞。另外，许多仪器也提供小孔管自动除障功能。
8．7结果记录。许多仪器能自动记录和分析结果。
8．8为了确保检测质量，应周期性的测定不同浓度的标准品或参考品。应由每一实验室自行制定质量

控制方案。管理机构也可不定期的要求实验室进行标准品或参考品的比较测试。



9精度和偏倚

    国际血液学标准化委员会通过测定红细胞评估本计数方法得出的变异系数是O．24％～0．72％。
某些制造商的使用手册中会列出典型细胞类型的测量精度。随仪器一起提供有合格的仪器安装、使用、

性能维护说明书。本计数方法的偏倚尚未有相关报道。国际血液学标准化委员会已将此计数方法作为
红细胞和白细胞计数的参考方法。
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