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【摘要】 

目的   对基于吸光光度法检测吲哚胺  2,3-双加氧酶  1

（IDO1）活性检测方法进行验证，以期用于人脐带间充质

干细胞制剂生产过程中的生物学效价分析。 

方法  建立基于吸光光度法检测 IDO1 活性的检测方法，

并根据《中国药典》要求，对检测方法的特异性、准确性、

精密度、线性及范围、耐用性等方面进行验证，并与人脐带

间充质干细胞对总淋巴细胞增殖抑制检测结果对比。 

结果  该方法特异性良好，准确性验证中对 100、200、 

300 μmol/L 的犬尿氨酸标准溶液回收率均值分别为 

106.52%、107.87%、106.78%；精密度验证中重复性验证结

果 RSD 为 1.83%，人员精密度 RSD 为 9.82%；耐用性验

证结果 RSD 均 < 15%；在 0 ~ 500 μmol/L 犬尿氨酸浓度

范围内线性良好，r2 ≥ 0.99；三批人脐带间充质干细胞制剂 

IDO1 活性评价检测结果与人脐带间充质干细胞总淋巴细

胞增殖抑制检测结果趋势一致。 

结论  基于吸光光度法检测 IDO1 活性的检测方法具有良

好的特异性、线性、准确性、精密度及耐用性，可作为人 

脐带间充质干细胞制剂免疫调控功能评价检测方法的有效

补充。 
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脐带间充质干细胞因具有分化再生能力、调节免疫微环

境和释放生长因子等特性为各种临床疾病提供了新的治疗

思路[1]，目前仅国内获得药品注册申报临床批件的脐带间充

质干细胞产品已多达 45 项[2]。但细胞治疗产品不同于一般

的化学药物和生物药物，其产品差异性较大，体内作用过程

复杂，因此对细胞治疗产品的质量研究应涵盖细胞特性分

析、功能性分析、纯度分析和安全性分析等方面。细胞治疗

产品的质量研究工作中应考虑到产品的作用机制并结合临

床应用的适应证或其他可替代的指标建立合理、有效的生物

学效力检测的方法[3]。 

目前，在脐带间充质干细胞制剂生物学效价分析中，对

其免疫调节能力的检测普遍采用间充质干细胞与外周血单

个核细胞共培养的方法，以其对淋巴细胞的增殖抑制率作为

其免疫调控能力的关键评价指标[4]，但该方法作用机制复

杂，操作时间长，实验结果受外周血单个核细胞来源影响较

大，方法稳定性不高。因此，一种结果稳定、操作简便的间

充质干细胞免疫调节功能的检测方法对间充质干细胞制剂

的质量研究工作具有积极的促进作用。 

有研究报道，间充质干细胞在促炎因子的刺激下分泌多

种免疫抑制因子发挥免疫抑制作用，而吲哚胺 2,3-双加氧酶 

1（indoleamine 2,3-dioxygenase 1, IDO1）是这些因素中的关

键因子之一[5-6]，因此对间充质干细胞 IDO1 活性的评价能

很大程度上反映其免疫调节能力。间充质干细胞在炎症因子 

IFN-γ 的刺激下，IDO1 被活化，催化色氨酸沿犬尿氨酸途

径代谢，进而发挥其免疫抑制能力，细胞培养上清液中的犬

尿氨酸水平反映了 IDO1 活性[7-8]。因此，基于对人脐带间

充质干细胞制剂生物学效价的质量研究工作，本研究验证了

一种以吸光光度法检测犬尿氨酸浓度评价 IDO1 活性的检

测方法。 

 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  仪器  AC2-4S1 生物安全柜为新加坡 ESCO 公司

产品；Vi-cell Blu 细胞计数及活力分析系统为美国贝克曼公

司产品；二氧化碳培养箱和倒置显微镜为美国  Thermo 

Fisher 公司产品；多功能酶标仪为德国 Berthold 公司产品。 

1.1.2  试剂  IFN-γ 购自北京同立海源生物科技有限公

司；对二甲氨基苯甲醛（PDAB）购自生工生物工程（上海）

股份有限公司；冰醋酸购自西陇科学股份有限公司；犬尿氨

酸标准品购自美国 Sigma 公司；三氯乙酸（TCA）购自上

海麦克林生化科技股份有限公司；艾卡哚司他（epacadostat, 

Epa）购自美国 Selleck 公司。 

1.1.3  样本  采用三批次人脐带间充质干细胞制剂，细胞

浓度 1 × 107 个/mL，细胞活率均 > 90%。 
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1.2  方法 

1.2.1  检测方法[9]  取人脐带间充质干细胞制剂，按 1 × 

105 个/孔接种于 24 孔板，每孔加入 300 μL 完全培养基，

分刺激组与对照组，各平行 2 孔。刺激组：加入 300 μL 含 

10 ng/mL IFN-γ 的完全培养基，刺激 24 h 后，收集上清液。

对照组：加入 300 μL 完全培养基，培养 24 h 后，收集上

清液并 300 × g 离心 5 min，取上清 200 μL，加入 50 μL 30% 

TCA 水溶液，混匀，50 ℃ 加热反应 30 min，10 000 × g 离

心 10 min，取反应液上清 100 μL 加入至 96 孔板中，再

加入 100 μL 2% PDAB 醋酸溶液，混匀，室温显色 10 min，

于酶标仪 A492 波长下测吸光度。以 0、3.9、7.8、15.6、31.25、

62.5、125、250、500 μmol/L 系列浓度犬尿氨酸标准溶液做

标准曲线，建立线性回归方程，计算犬尿氨酸浓度。 

1.2.2  准确性验证  取人脐带间充质干细胞制剂，按 1 × 

105 个/孔接种于 24 孔板，每孔加入 300 μL 完全培养基，

分抑制组、刺激组与对照组，各平行 4 孔，复苏培养 24 h 

后换液。 

抑制组：用含 0.2 mmol/mL 的 Epa[10]与 10 ng/mL 

IFN-γ 的 300 μL 完全培养基共同处理人脐带间充质干细

胞，培养 24 h 后，收集上清液进行测定。对照组：加入 

300 μL 完全培养基，培养 24 h 后，收集上清液进行测定。

刺激组：用含 10 ng/mL IFN-γ 的 300 μL 完全培养基刺激，

培养 24 h 后，收集上清液进行测定。 

1.2.3  准确性验证  取一支脐带间充质干细胞制剂设 A、

B、C 3 组，每组 3 个复孔，培养 24 h 后完全换液继续培

养 24 h，收集培养上清，将各组培养上清按检测方法处理

后得反应液，将反应液进行 40 倍稀释以降低基质干扰，取

各组稀释后的反应液 200 μL，均分成 ①、② 两份。 

A 组 ① 份加入 100 μL 的 100 μmol/L 犬尿氨酸标

准溶液，B 组 ① 份加入 100 μL 的 200 μmol/L 犬尿氨酸

标准溶液，C 组 ① 份加入 100 μL 的 300 μmol/L 犬尿氨

酸标准溶液，各组 ② 份均加入 100 μL 纯水，混匀后各取 

100 μL 至 96 孔板进行显色反应。 

在酶标仪 A492 波长读数，根据标准曲线方程计算出各

组的犬尿氨酸浓度，计算各组的回收率，回收率 =（① 份

犬尿氨酸浓度 – ② 份犬尿氨酸浓度）/标准溶液浓度 × 

100%。 

1.2.4  精密度验证 

1.2.4.1  重复性验证  取人脐带间充质干细胞制剂，按 

1 × 105个/孔接种于 24 孔板，每孔加入 300 μL 完全培养

基，设 6 个复孔，培养 24 h 换液，用 300 μL 含 10 ng/mL 

IFN-γ 的完全培养基，刺激 24 h 后，收集上清液进行检测。

在酶标仪 A492 波长读数，根据标准曲线方程计算出各组的

犬尿氨酸浓度，分析 6 组数据间的 RSD。 

1.2.4.2  人员精密度验证  取同一批次脐带间充质干细胞

制剂，由两名操作者分别进行 3 次实验，每次实验 2 个 

复孔。 

 

 

1.2.5  线性和范围  配制系列浓度为 0、3.9、7.8、15.6、

31.25、62.5、125、250、500 μmol/L 犬尿氨酸标准溶液。

在酶标仪 A492 波长读数，对各浓度检测结果进行线性回

归。标准曲线 r2 ≥ 0.99；每个浓度检测 3 次，符合准确性

和重复性要求的犬尿氨酸浓度的最高值和最低值之间即为

检测范围。 

1.2.6  耐用性验证 

1.2.6.1  样本保存时间验证  取 1 支脐带间充质干细胞

制剂，分为均等的 3 份，在 2 ~ 8 ℃ 条件保存 0、4、6 h 后

各进行一次实验，在酶标仪 A492 波长读数，根据标准曲线

方程计算出各组的犬尿氨酸浓度，分析 3 次实验结果 RSD。 

1.2.6.2  培养上清保存时间验证  取一支脐带间充质干细

胞制剂，对照组与刺激组各平行接种 6 孔，收集培养上清

后将各组培养上清分为 3 份，在 –20 ℃ 下分别保存 0、3、

7 d 后再进行检测，在酶标仪 A492 波长读数，根据标准曲

线方程计算出各组的犬尿氨酸浓度，分析 3 份数据间的 

RSD。 

1.2.6.3  标准溶液保存时间验证  配制 500 μmol/L 犬尿

氨酸标准溶液，置于 2 ~ 8 ℃ 保存，在第 0、7、15、30、

60 d 取出标准溶液进行检测，在酶标仪 A492 波长读数，根

据标准曲线方程计算出各组的犬尿氨酸浓度，分析 5 组数

据间的 RSD。 

1.2.7  不同分析方法检测结果对比  取 3 支脐带间充质

干细胞制剂，同时进行基于吸光光度法检测 IDO1 活性实

验与脐带间充质干细胞对总淋巴细胞增殖抑制实验[11]，评价

不同分析方法结果的差异。 

1.2.8  方法验证可接受标准  准确性：回收率范围 85% ~ 

115%；每组回收率 RSD 值 ≤ 5%。精密度：RSD 值 ≤15%。

线性和范围：标准曲线 r2 
≥ 0.99；每个浓度检测 3 次符

合特异性和重复性要求的犬尿氨酸浓度的最高值和最低值

之间即为检测范围。耐用性：RSD 值 ≤ 15%。 

 

2  结果 

2.1  特异性验证结果 

检测结果显示（图 1），经 IDO1 特异性抑制剂 Epa

作用后，抑制组培养上清中犬尿氨酸的浓度与对照组无显著

差异，P ≥ 0.05；刺激组培养上清中犬尿氨酸的浓度与对照

组差异明显，P < 0.0001，表明间充质干细胞经 IFN-γ 诱导 
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图 1  特异性验证结果（ sx  ，n = 4，nsP > 0.05，****P < 

0.0001） 
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代谢产生犬尿氨酸的活性可被 Epa 显著抑制，该检测方法

特异性良好。 

2.2  准确性验证结果 

使用 100、200、300 μmol/L 的犬尿氨酸标准溶液进行

回收率检测，所得回收率结果均在 100% ~ 110% 之间，且 

3 组回收率的 RSD 均 ≤ 5%（表 1）。 

 

表 1  准确性验证结果（ sx  ，n = 3） 

犬尿氨酸标准溶液 

浓度（μmol/L） 

回收率（%） sx   RSD 

（%）

100 109.80 105.70 104.07 106.52 ± 2.95 2.77 

200 106.78 107.19 109.65 107.87 ± 1.55 1.44 

300 107.14 106.32 106.87 106.78 ± 0.42 0.39 

 

2.3  精密度验证结果 

2.3.1  重复性验证结果  使用该检测方法对同一样本进行

6 次检测，检测结果的 RSD < 2%（表 2）。说明该检测方

法重复性佳。 

 

表 2  重复性验证结果（ sx  ，n = 2） 

实验次数 犬尿氨酸浓度（μmol/L） 

1 134.01 ± 2.29 

2 139.48 ± 3.72 

3 134.01 ± 0.57 

4 134.41 ± 0.57 

5 138.67 ± 4.30 

6 137.45 ± 0.29 

sx   136.34 ± 2.49 

RSD（%） 1.83 

 

2.3.2  人员精密度验证结果  A、B 两名操作者对同一份

样本分别进行 3 次实验，同一操作人员对同一样本检测 

3 次结果的 RSD 均 < 15%，两名操作人员对同一样本检测 

6 次结果的 RSD < 15%（表 3）。 

 

表 3  人员精密度验证结果（ sx  ，n = 3） 

操作人员 犬尿氨酸浓度（μmol/L） sx   RSD（%）

A 126.14 122.39 130.65 126.39 ± 4.14  3.27 

B 136.25 116.22 102.15 118.21 ± 17.13 14.49 

RSD（%）  9.82    

 

2.4  线性及范围检测结果 

对各浓度检测结果进行线性回归，标准曲线 r2 ≥ 0.99；

每个浓度检测 3 次符合准确性和重复性要求，检测范围为 

0 ~ 500 μmol/L。表明该标准曲线线性良好，在 0 ~ 500 μmol/L 

范围内能准确计算样本浓度（表 4）。 

2.5  耐用性验证结果 

2.5.1  样本保存时间验证结果  检测犬尿氨酸浓度分别为

（129.22 ± 5.44）、（113.69 ± 8.06）、（100.92 ± 6.37）μmol/L， 

 

 

表 4  线性及范围验证结果（ sx  ，n = 3） 

A492 犬尿氨酸标准溶液

浓度（μmol/L） 1 2 3 

sx   RSD

（%）

0 0.150 0.147 0.146 0.148 ± 0.002 0.07 

3.9 0.161 0.158 0.160 0.160 ± 0.002 0.09 

7.8 0.171 0.169 0.168 0.169 ± 0.002 0.06 

15.6 0.190 0.187 0.188 0.188 ± 0.002 0.06 

31.25 0.227 0.231 0.233 0.230 ± 0.003 0.11 

62.5 0.300 0.296 0.299 0.298 ± 0.002 0.12 

125 0.454 0.451 0.457 0.454 ± 0.003 0.24 

250 0.729 0.710 0.702 0.714 ± 0.014 0.49 

500 1.298 1.299 1.314 1.304 ± 0.009 0.63 

标准曲线方程 y = 435.45x – 2.355  r² = 0.9996 

 

3 次实验结果 RSD = 12.06%（< 15%）。即样本在 2 ~ 8 ℃

条件下保存 6 h 以内，对检测样本中的犬尿氨酸浓度无明

显影响。 

2.5.2  培养上清保存时间验证结果  检测犬尿氨酸浓度分

别为（113.82 ± 1.83）、（109.62 ± 5.33）、（102.21 ± 3.89）μmol/L，

3 次实验结果 RSD = 5.75%（< 15%）。表明收集后的培养

上清在 –20  ℃ 条件下保存 7 d 以内，对检测样本中的犬尿

氨酸浓度无明显影响。 

2.5.3  标准溶液保存时间验证结果  尿氨酸标准溶液 5 次

检测结果的 RSD = 3.45%（< 5%）。表明犬尿氨酸标准溶液

母液在 2 ~ 8 ℃ 保存 60 d 以内，对检测样本中的犬尿氨酸

浓度无明显影响（表 5）。 

 

表 5  标准溶液保存时间验证结果（ sx  ，n = 2） 

标准溶液保存时间（d） 吸光度 A 

 0 1.244 ± 0.004 

 7 1.252 ± 0.011 

15 1.207 ± 0.002 

30 1.160 ± 0.011 

60 1.215 ± 0.001 

均值 1.215 ± 0.036 

RSD（%） 3.45 

 

2.5.4  不同分析方法检测结果对比  根据 3 份样本的检

测数据（表 6）及实验原理分析，两种方法的检测结果存在

些许偏差，但大体相同，表明 IDO1 活性评价的检测方法

在一定程度上能够反映脐带间充质干细胞制剂的免疫调节

能力。 

 

表 6  IDO1 活性评价与对总淋巴细胞增殖抑制实验 

对比结果（ sx  ，n = 3） 

对比实验 样本 1 样本 2 样本 3 

犬尿氨酸浓度 

（μmol/L） 

56.619 ± 4.272 45.603 ± 3.987 45.107 ± 2.333

对淋巴细胞增殖 

抑制率（%） 

42.295 ± 2.761 32.249 ± 2.984 35.225 ± 0.768
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3  讨论 

随着对人脐带间充质干细胞临床应用方向研究的不断

深入，脐带间充质干细胞制剂在疾病治疗领域展现出巨大潜

力，特别在炎症及免疫调控方面更具应用前景。免疫调控能 

力作为脐带间充质干细胞的独特优势，是脐带间充质干细胞

制剂生物学效价的关键质量属性，也是推动脐带间充质干细

胞制剂临床转化的关键环节。IDO1 是参与介导人脐带间充

质干细胞多项免疫调控功能的重要分子，或有望成为人脐带

间充质干细胞免疫调控功能的“分子标志物”，为脐带间充

质干细胞制剂在临床转化过程中的质量控制、质量研究提供

更多检验规范[9, 12]。 

通过对多种 IDO1 检测方法的分析发现，吸光光度法

对客观条件要求低、操作简单、实验周期短。因此，本实验

对基于吸光光度法检测 IDO1 活性的方法进行了充分的验

证，实验结果表明该方法的稳定性、特异性、准确性、精密

度、耐用性等均满足《中华人民共和国药典》2020 版三部 

9101 要求，适用于脐带间充质干细胞制剂生产制备过程中

的质量研究和质量控制。不足的是，本实验的检测方法没有

建立工作参考品细胞[13]，不能评价不同批次实验脐带间充

质干细胞制剂的相对 IDO1 生物活性，对于该检测方法评

价脐带间充质干细胞制剂 IDO1 生物活性质量标准的建立

也存在一定影响。 

同时，通过对脐带间充质干细胞制剂进行基于吸光光度

法检测 IDO1 活性实验与脐带间充质干细胞对总淋巴细胞

增殖抑制实验的比较发现，虽然两次实验结果趋势一致，但

仍存在一定差异。这或许是因为 IDO1 虽然在人脐带间充

质干细胞免疫调控功能发挥重要作用，但依旧存在其他可溶

性因子如前列腺素 E2、IL-6、人类生长因子、转化生长因

子-β、IL-10 等在人脐带间充质干细胞免疫调控过程中具有

不可替代的作用[14]。或许，在后续对脐带间充质干细胞制

剂生物学效价的质量研究工作中，可以考虑上述因子对其在

免疫调控过程中的作用不同，建立一个评分体系，对不同因

子的检测结果进行评分加权计算，用以综合评价脐带间充质

干细胞制剂的免疫调控能力。 
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