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细胞治疗产品研究与评价技术指导原则 

（试行） 
 

一、前言 

近年来，随着干细胞治疗、免疫细胞治疗和基因编

辑等基础理论、技术手段和临床医疗探索研究的不断

发展，细胞治疗产品为一些严重及难治性疾病提供了

新的治疗思路与方法。为规范和指导这类产品按照药

品管理规范进行研究、开发与评价，制定本指导原则。

由于细胞治疗类产品技术发展迅速且产品差异性较

大，本原则主要是基于目前的认知，提出涉及细胞治

疗产品安全、有效、质量可控的一般技术要求。随着技

术的发展、认知的提升和经验的积累，将逐步完善、细

化与修订不同细胞类别产品的具体技术要求。由于本

指导原则涵盖多种细胞类型的产品，技术要求的适用

性还应当采用具体问题具体分析的原则。 

二、范围 

本指导原则所述的细胞治疗产品是指用于治疗人

的疾病，来源、操作和临床试验过程符合伦理要求，按

照药品管理相关法规进行研发和注册申报的人体来源

的活细胞产品。本指导原则不适用于输血用的血液成

分，已有规定的、未经体外处理的造血干细胞移植，生

殖相关细胞，以及由细胞组成的组织、器官类产品等。 

三、风险控制 

由于细胞治疗产品种类多、差异大、性质复杂多
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变、研究进展快、技术更新迅速、风险程度不同，因此，

对于不同类型产品，可基于风险特征和专项控制措施，

采用适合其产品的特有技术。 

细胞治疗产品的风险很大程度上取决于细胞的来

源、类型、性质、功能、生产工艺、非细胞成分、非目

的细胞群体、全生产过程中的污染和/或交叉污染的防

控，以及具体治疗途径及用途等。不同细胞治疗产品

的制备及使用过程可能会给患者带来不同程度的风

险。细胞治疗产品应根据不同的风险制订相应的风险

控制方案。从细胞治疗产品研发初始，应根据已有认

识及其预期用途进行全面分析，并应在整个产品生命

周期内不断地收集和更新数据，明确和防范风险。 

在评估产品的整体风险时，应考虑各种因素对产

品风险的影响，比如细胞的来源，细胞的操作程度，细

胞的增殖、分化、迁移能力，细胞体外暴露于特定培养

物质时间、细胞培养时间、细胞存活情况和细胞代次，

非细胞成分的毒性作用，物理性及化学性处理或基因

修饰/改造对细胞特性的改变程度，细胞和生物活性分

子或结构材料组成的组合产品，激活免疫应答的能力，

免疫识别的交叉反应，使用方式以及对受者的预处理，

类似产品的经验或相关临床数据的可用性等多方面因

素。 

在细胞治疗产品的研发中，应不断综合各种风险

因素进行分析评估，特别是应将综合风险分析结果用

于：确定与产品的质量和安全性相关的风险因素；确
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定在非临床和临床应用中所需数据的范围和重点；确

定风险最小化措施的过程等。 

细胞治疗产品中的细胞来源、获取和操作过程应

当符合伦理。生产者应建立“知情与保密”管理体系，

一方面让供者充分了解细胞的用途和使用情况，另一

方面让供者的个人信息得到充分的保护。对于制备过

程中不合格及临床试验剩余的细胞治疗产品或供体细

胞，必须采用妥善、合法并符合伦理和生物环境安全

性相关要求的处理方式。 

细胞治疗产品的生产者应建立产品可追溯的管理

体系，以确保产品从供者到受者全过程的可追溯性。

需列出供者—产品—受者链，或自体产品—受者链，

需规范和监控生产操作过程，严格防控不同供者样品

（或不同批次样品）的混淆。 

四、药学研究 

   （一）一般原则 

由于细胞本身具备体内生存、自主增殖或/和分化

的能力，其药学研究和质量控制应充分考虑以上基本

特征，同时细胞治疗产品应符合药品质量管理的一般

要求，临床用样品的生产全过程应当符合《药品生产

质量管理规范》的基本原则和相关要求。生产过程中

应特别关注人员、环境、设备等要求。细胞治疗产品的

生产应建立全过程控制体系，生产工艺应经过严格的

工艺验证并建立清晰的关键控制点；应严格控制生产

用材料的质量并建立生产线清场的操作规范，避免生
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产用原材料和生产操作过程中可能引入的外源性污染

或交叉污染；应制订有效的隔离措施，防止不同供者

来源制品或不同批次产品的混淆。 

研究者需根据产品自身的特点综合评估供者细胞

应用的合理性。一般情况下，采集前应对供者进行筛

查，包括健康状况的全面检查（如一般信息、既往病史

和家族性遗传病等）、病原微生物的感染筛查和在危险

疫区停留情况的调查等。 

   （二）生产用材料 

生产用材料是指用于制备细胞治疗产品的物质或材

料，包括细胞、培养基、细胞因子、各种添加成分、冻存

液、基因修饰/改造用物质和辅料等。生产用材料直接关

系到产品的质量，因此研究者应建立良好、规范的生产用

材料的质量管理体系，包括使用风险的评估、对关键生产

用材料的供应商的审计和制订质量放行检测机制等工作

程序。 

1.细胞 

1.1 供者细胞 

供者细胞来源应符合国家相关的法律法规和伦理

的要求，供者细胞的获取、运输、分选、检验或保存等

操作步骤应经过研究和验证，并在此基础上制订明确

的规范和要求，比如供者细胞的特征、培养情况、代

次、生长特性、保存状态、保存条件以及检验情况等。

原则上，对于适合于建立细胞库的供者细胞应建立细

胞库进行保存和生产。细胞库的层级可根据细胞自身
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特性、生产情况和临床应用情况综合考虑；并应建立

细胞库的检验标准，检验应满足安全性、质量可控性

和/或有效性的基本要求。 

1.2 生产过程细胞 

生产过程细胞，如生产病毒用细胞，原则上应该符

合来源和历史培养情况清楚、安全性风险可控、符合

生产技术的需要和建立细胞库管理的基本原则。 

2.其他生产用材料 

2.1 原材料 

生产用原材料的来源、组成、用途、用量和质量控

制等情况应明确并合理。选择原材料时应考虑其使用

的必要性、合理性和安全性，比如可能导致细胞突变

或存在致敏可能性的非预期影响等，并应开展工艺去

除效果验证和安全性风险评估，必要时对其残留量进

行放行检测。应尽量采用已经获得批准用于人体的或

符合药典标准的原材料。生物来源的原材料，应进行

全面的外源因子检测，并应考虑到技术发展对新型外

源因子的认知。自体使用产品应严格防止可能存在的

外源因子传播的风险。 

细胞治疗产品生产过程中使用的筛查试剂盒、分

选试剂或材料、细胞分离或活化用抗体或磁珠、培养

基、培养过程的添加物和与产品或中间样品接触的生

产设备或材料等应经过严格的筛选和适用性的评估，

应关注感染性病原微生物和免疫原性等安全性风险，

建议尽量使用经监管当局批准的产品，否则建议使用
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适合产品的高质量级别的产品。细胞培养过程中，应

尽量避免使用动物或人来源的物质，比如应尽量避免

血清的使用，若必须使用血清，需要提供相关的研究

资料说明使用的必要性和合理性；严禁使用疫病流行

区来源的动物血清；不得使用未经过安全性验证的血

清。 

对于需要经过基因修饰/改造的产品，应明确基因

修饰/改造过程中采用的基因物质材料的来源、组成和

质量控制情况，具体要求可参考相关的技术指导原则

和/或文件。由于基因修饰/改造用物质可作为终产品

的物质组成，因此应符合药品的生产质量管理规范。 

2.2 辅料 

细胞治疗产品中辅料的使用、用量和质量情况应

加以研究和验证，证明其使用的必要性、安全性和合

理性。宜优选经批准可用于人体的辅料，否则需要开

展全面的研究与评估。对于新型的辅料应开展适当的

非临床安全性研究。 

   （三）制备工艺与过程控制 

细胞治疗产品的制备工艺指从供者获得供者细胞

到细胞成品输入到受者体内的一系列体外操作的过

程。研究者应进行工艺的研究与验证，证明工艺的可

行性和稳健性。生产工艺的设计应避免细胞发生非预

期的或异常的变化，并满足去除相关杂质的要求；需

建立规范的工艺操作步骤、工艺控制参数、内控指标

和废弃标准，对生产的全过程进行监控。研究者应不
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断优化制备工艺，减少物理、化学或生物学作用对细

胞的特性产生非预期的影响，以及减少杂质的引入，

比如蛋白酶、核酸酶、选择性的抑制剂的使用等。建议

尽量采用连续的制备工艺，如果生产过程中有不连续

生产的情况时，应对细胞的保存条件和时长进行研究

与验证。建议尽量采用封闭的或半封闭的制备工艺，

以减少污染和交叉污染的风险。 

生产工艺全过程的监控包括生产工艺参数的监测

和过程控制指标的达成等。研究者应在对整体工艺的

理解和对生产产品的累积经验的基础上，明确过程控

制中关键的生产步骤、制订敏感参数的限定范围，以

避免工艺发生偏移。必要时，还可以对制备过程中的

细胞进行质量监控，过程中的质量监控与细胞放行检

测相互结合与互补，以达到对整体工艺和产品质量的

控制。例如，细胞在体外需要进行基因修饰/改造时，

需要关注基因物质的转导效率、基因进入细胞后的整

合情况、细胞的表型和基因型、目的基因的遗传稳定

性、转导用基因物质的残留量，以及病毒复制能力回

复突变等；细胞在体外进行诱导分化时，需要关注细

胞的分化情况、细胞生长特性（如恶性转化等）、细胞

的表型和/或基因型、诱导物质的残留情况等。 

产品的剂型、制剂处方和处方工艺，应根据临床用

药要求和产品自身的稳定性情况而定。有些细胞治疗

产品在给药前需经过产品成分物理状态的转变、容器

的转换、过滤与清洗、与其他结构材料的联合，以及调
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整给药剂量等操作步骤，这些工艺步骤的确定也应该

经过研究与验证，并在实际应用中严格执行。 

   （四）质量研究与质量控制 

1.质量研究 

细胞治疗产品的质量研究应选择有代表性的生产

批次和合适的生产阶段样品（如初始分离的细胞、制

备过程中细胞或成品等）进行研究。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，并且根据产品的自身特性可再增加其他相关

的研究项目。 

细胞特性研究应根据不同类型细胞的特征进行研

究，如细胞鉴定（基因型、表型等）、分化潜能研究、

表面标志物的表达、生物学活性、对外源性刺激的应

答和表达产物的定性与定量的研究等方面。对于预期

产品为多种不同类型或不同基因型/表型细胞所组成

的混合物时，建议对细胞的混合特性进行鉴定研究和

定量质控。 

功能性分析方面，应针对细胞的性质、特点和预期

用途等，建立功能性研究的方法，并用于研究与分析。

研究中应考虑到产品的作用机制（比如细胞直接作用、

细胞分泌因子作用或是其他），结合临床应用的适应

症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。 

细胞纯度方面，建议检测活细胞百分含量、亚细胞

类别百分含量等；如果细胞进行了基因修饰/改造或分
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化诱导，建议检测功能性细胞的比率。建议根据临床

应用的风险情况考虑对其他非目的细胞群体进行定性

和定量的研究与/或质量控制。 

安全性相关的研究应根据细胞来源和制备工艺过

程的特点考虑，可选择针对外源性因子、细胞恶性转

化的可能性、成瘤性和致瘤性、相关杂质、病毒载体回

复突变等方面开展研究。相关杂质研究中应包括工艺

中引入的杂质（如蛋白酶、分化诱导试剂、病毒载体、

微珠等）和产品相关的杂质（如细胞非预期表达的产

物、死细胞残余和其他可能的生物降解产物等）。 

2.质量控制 

研究者需建立细胞治疗产品的质量控制策略。建

议采用中间样品的质量检验和终产品放行检验相结合

的机制。检定项目应当建立在产品质量研究以及对生

产工艺和生产过程充分理解的基础之上，同时兼顾产

品的特性和当下的科学认知与共识。随着研究的不断

深入（如从临床前阶段进行至临床阶段），工艺相关信

息应逐渐获得累积，检验方法应逐步完善，以适应各

阶段的质量控制要求，建议确证性临床试验用样品的

质量控制与商业化生产时的质控要求保持一致。质量

控制一般应考虑鉴别、生物学效力、纯度、杂质、细胞

数量（活细胞数、功能细胞数等）和一般检测（如无菌、

支原体、内毒素、外观、除细胞之外的其他外源性异物

等）等。验收标准的制订应以临床前研究批次、临床研

究批次和验证批次中检测获得的数据，以及其他相关
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数据（如经验、文献报道和稳定性研究等）确定。 

当放行检验受到时间限制时，可考虑加强工艺过

程中的样品质量监控，将过程控制与放行检验相结合，

通过过程控制简化放行检验。以上操作应经过研究与

验证，并附有相应的操作规范。建议尽量在产品临床

应用前完成全部放行检验，当有些放行检验结果可能

后置时，应对可能出现的非预期检验结果制订处置方

案。为对产品进行回顾性分析或进一步分析，建议研

究者根据产品自身特点，并参照《药品生产管理规范》

中的要求进行留样备查。 

一些细胞治疗产品在给药前还需经过一系列操作

步骤，研究开发时应开展模拟给药过程的相关研究。

如果该操作在医疗机构开展，产品生产者应明确操作

步骤和注意事项，以指导临床医护工作者正确操作使

用。建议在给药前完成操作后对最终产品进行质量核

准，如细胞形态、活细胞数及比率、颜色、除细胞之外

的其他外源性异物等，以及操作步骤的复核和标签核

对等。 

放行检验用方法应经过研究与验证，特别是对于

建立的新方法应进行全面的验证，对于药典中收录的

方法应进行适用性的验证。对于有效期短和样本量小

的产品，可采用快速、微量的新型检测方法。研究者应

对新型检验方法与传统检测方法进行比较和评估，必

要时，在产品放行检验时可以采用两种检验方法进行

相互验证。 
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   （五）稳定性研究 

细胞治疗产品的生产建议采用连续的工艺，对于

生产过程中需要临时保存的样品应进行稳定性研究，

以支持其保存条件与存放期。细胞治疗产品稳定性研

究的基本原则可参照一般生物制品稳定性研究的要

求，并根据产品自身的特点、临床用药的需求，以及保

存、包装和运输的情况设计合理的研究方案。应采用

具有代表性的细胞样本和存储条件开展研究。其中，

需要特别关注细胞治疗产品的运输稳定性研究和使用

过程中的稳定性研究等，应开展研究证明在拟定的存

储条件下，细胞治疗产品的质量不会受到运输、使用

中或其他外界条件的影响。应根据产品自身的特点和

存储条件等方面，合理地设计稳定性考察的项目和检

测指标，例如，冷冻储存的样品或产品一般应模拟使

用情形（如细胞复苏过程）开展必要的冻融研究。考察

项目建议涵盖生物学效力、细胞纯度、细胞特性、活细

胞数及比率、功能细胞数和安全性相关的内容等。 

   （六）容器和密闭系统 

为避免由于存储而导致的产品质量发生非预期变

化，研究者应对细胞治疗产品生产过程中的样品和/或

成品保存用的包装容器和密闭系统进行安全性评估和

相容性研究，以说明其使用的合理性，例如密封性研

究、冷冻储存适应性研究等。 

细胞治疗产品生产过程中可能涉及样品与容器短

暂直接接触的步骤，如采集的组织或细胞、制备过程
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中的细胞、成品回输等步骤，研究者应对使用的容器

进行安全性评估或接触的相容性研究等。 

对于运输用的次级包装容器（非直接接触细胞）或

材料也应经过验证，如对其遮光性、密封性和抗击机

械压力等方面进行研究和验证。 

五、非临床研究 

   （一）一般原则 

1.研究评价内容 

由于细胞治疗产品的物质组成及作用机制与小分

子药物、大分子生物药物不同，所以传统、标准的非临

床研究评价方法可能不完全适用于细胞治疗产品。细

胞治疗产品的非临床研究评价内容取决于细胞类型及

临床用途，与细胞来源、种类、生产过程、基因修饰/

改造、处方中非细胞成分等因素密切相关，还与研发

计划及相应的临床试验方案有关。由于细胞治疗产品

种类繁多，不同产品其治疗原理、体内生物学行为、临

床应用存在差别和不确定性，因此，对不同产品的研

究评价应遵循“具体情况具体分析”的原则；同时，

人用药品注册技术要求国际协调会（ICH）颁布的《生

物技术药品的非临床安全性评价指南》（S6）可为细胞

治疗产品的非临床研究评价提供参考。 

2.受试物要求 

非临床研究评价试验应尽可能使用拟用于临床试

验的细胞治疗产品；用于进行非临床试验的受试物，

其生产工艺及质量控制应与拟用于临床试验的受试物
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一致（如果不一致应给予说明，并评估其对预测人体

反应的影响）。 

   （1）人源的细胞治疗受试物参考本指导原则的药

学要求； 

   （2）如果由于相关动物选择的限制，可考虑使用

动物源替代品进行非临床研究评价；动物源替代品应

与人源的细胞治疗受试物的生产工艺及质量标准尽可

能相似，并提供必要的比较数据以确认替代品的质量

属性。可考虑如下对比： 

①组织或样本获取的程序； 

②细胞识别、分离、扩增以及体外培养程序； 

③细胞生长动力学参数（例如细胞倍增时间、细胞

生长曲线、细胞增殖高峰时间）； 

④表型和功能特性（比如生长因子和细胞因子的

分泌，细胞群体特异性表型/基因型标志）； 

⑤终产品配方/细胞支架种植方式（如果有）； 

⑥终产品的储存条件及细胞活力； 

⑦动物替代细胞作用方式与终产品细胞作用方式

的异同。 

非临床试验受试物和临床用样品的异同均应在新

药申报时予以说明。 

3.动物种属选择 

非临床研究评价应选择合适种属的动物进行试

验，所选动物对细胞治疗产品的生物反应与预期人体

反应接近或相似。动物模型选择需考虑以下几个方面： 
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   （1）生理学和解剖学与人类具有可比性； 

   （2）对人体细胞产品或携带人类转基因的细胞产

品的免疫耐受性； 

   （3）临床给药系统/流程的可行性，转运特定剂量

的细胞到治疗靶点的可行性； 

   （4）免疫缺陷动物的适用性，对产品进行长期安

全性评估的可行性。 

免疫功能正常的动物给予人源细胞时可能出现免

疫应答反应，此种情况下，可考虑采用以下模型开展

非临床研究： 

①给予免疫抑制剂于具有免疫能力的动物； 

②遗传性免疫缺陷动物； 

③人源化动物； 

④在免疫豁免部位给药； 

⑤或者以上形式的组合。 

某些情况下，也可采用动物源替代品进行评价。 

鉴于细胞治疗产品的特性，如产品效应持续时间

长、在体内持续存在、在细胞治疗产品与疾病环境间

复杂的作用机制、侵入性的给药途径等，也可考虑采

用疾病动物模型进行非临床研究。 

4.给药方式（途径） 

非临床研究评价中，细胞治疗产品的给药方式应

能最大程度模拟临床拟用给药方式。如果在动物试验

中无法模拟临床给药方式，临床前研究中需明确替代

的给药方式/方法，并阐明其科学性和合理性。 
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当使用特殊的给药装置给药时，非临床试验采用

的给药装置系统应与临床一致。 

5.受试物分析 

应提供受试物分析数据。 

细胞治疗产品在给药前可能还需经过一系列操作

步骤，在完成操作后需对受试物进行质量检测，检测

指标包括细胞形态、总活细胞数、细胞存活率、颜色、

除细胞之外的其他外源性异物等。 

   （二）药效学研究 

药效学研究应采用可靠的方法验证细胞治疗产品

的基本治疗机理，确定生物学效应标志物。试验设计

应考虑细胞治疗产品的作用机制、疾病周期长短以及

给药方式等因素，结合细胞治疗产品的特性和存活时

间。建议采用相关的体外和体内模型完成细胞治疗产

品的药效学研究。 

   （三）药代动力学研究 

药代动力学研究应能阐明细胞的体内过程以及伴

随的生物学行为，应根据细胞治疗产品类型和特点选

择合适的动物模型，一般考虑雌雄各半。根据研究目

的及检测指标的临床价值，建立合适的生物分析方法

并对方法进行必要的验证。药代动力学研究要关注目

标细胞在体内的增殖、生物分子的表达和/或分泌，以

及与宿主组织的相互作用；相互作用还包括细胞治疗

产品的非细胞成分（辅料成分）及分泌的生物活性分

子引起的相关组织反应。药代动力学研究内容包括但
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不仅限于以下方面： 

1.细胞的分布、迁移、归巢 

应采用一种或多种合适的细胞追踪方法评价细胞

产品的分布、迁移、归巢及其存续和消亡特性，并阐述

方法的科学性。细胞治疗产品的分布及存续时间是影

响细胞治疗产品有效性和安全性的最重要因素，应进

行动态观察，必要时观察直至这些细胞的消失或功能

丧失。可选择的技术方法有影像技术、PCR 技术、免疫

组化技术等，试验设计需要考虑技术方法的适用性和

优缺点。 

2.细胞分化 

细胞在分布、迁移和归巢后进一步分化为功能细

胞发挥其治疗作用或功能衰退；对于细胞产品分化的

程度及其后果（功能化或去功能化、安全参数），可应

用体外方法和动物体内方法进行定量或定性评价研

究。 

3.对于经基因修饰/改造操作的人源细胞的特殊

考虑 

对于基因修饰/改造的细胞，除上述要求外，还需

对目的基因的存在、表达、以及表达产物的生物学作

用进行必要的研究，以体现基因修饰/改造的体内生物

学效应。 

   （四）安全性研究评价 

1.GLP 遵从性要求 

细胞治疗产品的安全性研究评价应遵从《药物非
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临床试验质量管理规范》（GLP）。对于某些在非 GLP

状况下开展的研究或检测，应予说明并评估非 GLP 对

试验结果可靠性、完整性及对细胞治疗产品总体安全

性评价的影响。 

2.安全药理学试验 

细胞在体内分泌的活性物质可能会对中枢神经系

统、心血管系统、呼吸系统的功能等产生影响；细胞本

身分布或植入于重要器官，细胞治疗产品的处方成分

等也可能影响器官功能。因此，对于细胞治疗产品应

考虑进行安全药理试验。如果在毒性试验中发现有潜

在风险，应补充开展有关安全药理试验。 

3.单次给药毒性试验 

单次给药毒性试验可获得剂量与全身和/或局部

毒性之间的剂量-反应关系，有助于了解其毒性靶器

官，也可为重复给药毒性试验的剂量设计提供一定的

参考。由于细胞治疗产品能够长时间地发挥功能或诱

导长期效应，因此单次给药的观察时间应考虑细胞或

者细胞效应的存续时间，一般应长于单次给药毒性试

验常规的观察时间。 

4.重复给药毒性试验 

试验设计应包含常规毒理学试验研究的基本要

素，并结合细胞治疗产品的特殊性来设计，以期获得

尽可能多的安全性信息。 

动物种属选择：根据产品的不同特性，采用能够对

细胞治疗产品产生生物学活性的动物种属进行重复给
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药毒性研究。一般情况下应采用雌雄动物进行试验。

如无相关种属可开展非临床研究时，非相关种属的动

物试验对评价生产工艺过程、全处方的安全性及非靶

效应也可能具有价值。 

剂量组设计：参考“《药物重复给药毒性研究技术

指导原则》”，需设计多个剂量水平、包含临床拟用剂

量范围和最大可行剂量，并结合处方组成及生产工艺，

设置合适的对照组。 

观察指标：除常规观察指标外，需结合产品特点，

选择合适的观察指标，尽可能包括形态学与功能学的

评价指标，如行为学检测、神经功能测试、心功能评

价、眼科检查、异常/异位增生性病变（如增生、肿瘤）、

生物标志物、生物活性分子的分泌、免疫反应以及与

宿主组织的相互作用等。 

5.免疫原性和免疫毒性试验 

细胞治疗产品或细胞分泌产物需要研究其潜在的

免疫原性，免疫原性研究可参考最新版技术研究指导

原则；此外，还需关注细胞治疗产品诱导产生的免疫

毒性。 

6.致瘤性/致癌性试验 

细胞治疗产品的致瘤性/致癌性风险取决于产品

中不同细胞的分化状态、生产过程中采用的细胞培养

方式引起的生长动力学改变、基因修饰/改造细胞的转

基因表达（例如多种生长因子）、诱导或增强宿主体内

形成肿瘤的可能性以及目标患者人群等，需要根据以
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上特点进行综合考虑。 

目前，如何选择致瘤性/致癌性研究的动物模型尚

未达成科学共识。致瘤性/致癌性试验应采用临床拟用

产品进行试验。致瘤性/致癌性试验需确保细胞可在体

内长期存活以考察是否有潜在肿瘤形成。试验设计需

注意以下方面：（1）合适的对照组（例如阳性对照、

空白对照）；（2）每组需有足够的动物数量，使肿瘤

发生率的分析满足统计学要求；（3）需包含最大可行

剂量；（4）受试物应到达拟定的临床治疗部位；（5）

足够长的试验周期。 

由于免疫排斥反应，人源细胞治疗产品的致瘤性/

致癌性试验可考虑使用免疫缺陷的啮齿类动物模型进

行。 

7.生殖毒性试验 

细胞治疗产品的生殖和发育毒性评价主要是取决

于产品的特性、临床适应症以及临床拟用人群，应根

据具体情况具体分析。 

8.遗传毒性试验 

对于人源的细胞治疗产品，如果该产品与 DNA 或

其他遗传物质存在直接的相互作用，需进行遗传毒性

试验。 

9.特殊安全性试验 

根据细胞治疗产品的特点与临床应用情况，应考

虑对局部耐受性、组织兼容性及对所分泌物质的耐受

性进行评估。 



 20 

10.其他毒性试验 

对于采用基因修饰/改造的细胞治疗产品，需关注

有复制能力的病毒的产生和插入突变，特别是致癌基

因的活化等特性带来的安全性风险。具体要求可参见

相关的技术指导文件。 

六、临床研究 

当细胞治疗产品进入临床试验阶段时，应遵循《药

物临床试验质量管理规范》（GCP）的要求。临床试验的

研究内容原则上应包括临床安全性评价、药代动力学

研究、药效学研究、剂量探索研究和确证性临床试验

等。根据不同细胞治疗产品的产品性质，可酌情调整

具体的试验设计。 

鉴于细胞治疗产品特殊的生物学特性，在临床试

验研究中，需要采取不同于其他药物的临床试验整体

策略。为了获得预期治疗效果，细胞治疗产品可能需

要通过特定的手术措施、给药方法或联合治疗策略来

进行给药。因此，在临床试验方案设计中应一并考虑。 

细胞治疗产品很多特有的性质也会影响其临床试

验的设计，包括产品特性、生产特点以及临床前研究

的结果等。 

   （一）受试者的保护 

受试者的选择需要考虑多方面的因素，选择宗旨

是能使研究受试者的预期风险与潜在获益经过慎重评

估，同时能实现研究的科学目的。 

在早期临床试验阶段，所预期的获益或风险存在
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很大的不确定性。对于预期作用持久或永久以及侵入

性给药等高风险特点的细胞治疗产品，在试验中应选

择预期治疗可能获益的患者。 

选择患者作为受试者时，应充分考虑患者疾病的

严重程度和疾病的不同阶段以及现有治疗手段，如果

不能获得有效的治疗，特别是不可治愈性疾病重度致

残和危及生命时，患者接受细胞治疗临床研究是合理

的。同时应确定并减小受试者可能承担的风险。 

在受试者的选择中，还应关注，如果患者将来需要

通过细胞、组织或器官移植治疗该或其他疾病，异体

细胞治疗产品诱导产生的抗体可能会影响到移植的成

功率。 

受试者选择可能会影响临床试验的风险和获益，

应尽可能减少风险、提高分析结果的能力，并增加对

个体受试者和社会的获益。 

对受试者可能带来的风险和获益应在知情同意书

中给予充分表述。 

   （二）药效学 

即使受试的细胞治疗产品的作用机制尚不清晰，

但对其主要的作用应有所了解。 

在早期临床试验中，通常其主要目的是评价产品

的安全性，常见的次要目的则是初步评估产品有效性，

即药效学评价。评估指标为可能提示潜在有效性的短

期效应或长期结局。这些概念验证数据可以对后续的

临床开发提供支持。在细胞治疗产品的活性评估中，
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可以包括基因表达、细胞植入、形态学变化和其他生

物标志物等特殊指标，也可以包括免疫功能变化、肿

瘤体积改变或各种类型的生理应答等更常见的指标以

及因技术发展可以检测的指标。 

如果使用细胞治疗产品的目的是纠正功能缺陷或

受损的细胞或组织的生物学功能，则应进行细胞治疗

产品功能学检测。如果细胞治疗产品的预期用途是修

复/免疫调节/替换细胞/组织，并有望能够终生发挥功

能，则相关的结构/组织学检测指标可作为潜在的药效

学标志物而进行检测，包括镜检、组织学检测、成像技

术或酶活性指标检测等。 

当细胞治疗产品包含非细胞成分时，应对该产品

进行生物相容性、体内降解速率和生物学功能等进行

综合评估。 

   （三）药代动力学 

传统的药代动力学研究方法并不适合人的细胞治

疗产品的药代动力学研究。应尽可能开展细胞治疗产

品的体内过程研究。临床试验中应对研究要求、可能

采取的方法及可行性进行讨论，并注意在细胞治疗产

品预期的活性过程中，重点检测细胞的活力、增殖与

分化能力、体内的分布/迁移和相关的生物学功能。 

如果需对细胞治疗产品进行多次（重复）给药，临

床方案设计时应考虑细胞治疗产品在体内的预期存活

时间及相应的功能。 

   （四）剂量探索 
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早期临床试验的目的之一是探索细胞治疗产品的

有效剂量范围。如可能，还应确定最大耐受剂量。 

应基于在产品的质量控制研究和临床前研究中所

获得的结果来确定细胞治疗产品给药剂量，并充分考

虑产品的生物学效力。 

与小分子药物不同，细胞治疗产品的首次人体试

验起始剂量一般难以从传统的非临床药代动力学和药

效学中评估确定，但其既往临床使用经验（如有）可能

有助于合理地确定临床起始剂量。很多细胞治疗产品

会长期存在于受试者体内或作用时间持久，所以首次

人体试验应采用单次给药方案，只有在初步了解产品

的毒性和作用持续时间之后，才可考虑重复给药。 

细胞治疗产品通常采用半对数递增（10
0.5
倍）的方

法来制定剂量递增方案。给药剂量增幅的设定应该考

虑到临床前数据中与剂量变化有关的风险和活性以及

现有的任何临床数据。同时应充分考虑细胞治疗产品

特有的安全性风险，设定足够的给药间隔和随访时间，

以观察急性和亚急性不良事件。 

尽管细胞治疗产品的给药剂量可能取决于患者的

个体情况，然而早期临床试验所提供的剂量探索研究

的证据仍然是确证性临床试验中给药剂量确定的重要

依据。 

   （五）临床有效性 

通常，临床有效性的确证性试验应在目标适应症

人群中开展，应有足够样本量、合理的对照并选择具
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有临床意义的终点指标。同时，该临床试验应能够提

供可产生预期治疗效果的临床给药方案、治疗效果的

持续时间以及在目标人群中的获益与风险。 

针对特定适应症的确证性研究应符合现有的相关

技术指导原则。在研究过程中，如果与上述原则有偏

离应提供合理的解释。 

可以使用以往经过验证或普遍认可的指标作为替

代终点，该替代终点应具有临床意义并与治疗有效性

相关。如果产品的有效性依赖于该产品需要长期维持

输入细胞的生物学活性，临床试验观察时间应按照该

产品的预期生物学活性设计，并应提供长期的患者随

访计划。 

   （六）临床安全性 

细胞治疗产品的安全性监测应贯穿于产品研发全

过程。 

应对非临床研究中出现的所有安全性问题进行分

析并提出解决措施，尤其是在缺乏相应的动物模型进

行安全性评估或缺乏同源动物模型来预测人与动物在

生理学存在差异的情况下的安全性评估。 

在确定临床研究方案和患者目标人群时，应该将

细胞治疗作为一个整体进行风险评估，如在实施细胞

治疗产品所需的手术或免疫抑制治疗等过程中。 

早期试验中，其主要目的是评价安全性。基于风险

考虑，应在首例受试者安全性尽可能充分暴露后再逐

例入组其他受试者。安全性评价的一般性监测通常包
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括症状记录和常规的临床检查，具体的监测项目取决

于多种因素，如产品的性质和作用机制、研究人群、动

物研究的结果和任何相关的临床经验。除了针对预期

和非预期安全性问题的一般性项目检查和监测外，还

可以针对细胞治疗产品的特定预期安全性问题进行评

估。如急性或迟发性输注反应、细胞因子释放综合征、

自身免疫反应、移植物失功或细胞治疗产品失活、移

植物抗宿主反应、伴发恶性疾病、供体传染性疾病的

传播、病毒重新激活等。申请者应该收集临床试验中

的所有不良事件。 

在细胞治疗产品的确证性临床试验及上市后阶

段，除一般的症状记录和常规的临床检查外，还应注

意一些重要生物学过程的改变，包括免疫应答、免疫

原性、感染以及恶性转化等。 

由于细胞治疗产品的药理学活性可能起效缓慢或

者延迟，因此，无论受试者是否接受了整个治疗方案，

都应该持续监测安全性和药理学活性。对于预期具有

长期活性的产品，应对患者进行随访以确定治疗产品

的长期有效性及充分暴露产品相关的安全性问题。随

访持续时间应能提供初步的有效性证据和该产品的活

性持续时间，并应考虑该产品是否引起迟发型安全性

问题等因素。 

基于风险考虑，建议开展重复给药产品的临床安

全性研究。确定最大安全剂量时应该考虑到重复给药

的可能性。 
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在细胞治疗产品临床试验中，不良反应的频率或

严重程度存在相当大的不确定性，因此，临床试验方

案应该包括停止标准，风险评估方案，并成立独立的

数据和安全监察委员会。 

   （七）风险管理方案 

在制订风险管理方案时，应阐述常规药物警戒及

产品的可追溯性。同时应考虑细胞治疗产品在给药、

个体化制备、特殊处理（如有效期短暂）或辅助治疗中

可能带来的疗效和安全性差异。作为风险管理的一部

分，应制定规范可行的标准操作规程。 

细胞治疗产品可能需要特定的长期研究来监测特定

的安全性问题，包括失效。应对长期安全性问题，如感染、

免疫原性/免疫抑制和恶性转化进行评估。需要有足够的

随访时间以评价其安全性。 

在现阶段，对高风险的细胞治疗产品，患者的随访

时间应足够长，甚至终身随访。随着对细胞治疗产品

认识的增加，可延长或缩短随访间隔时间。 

根据细胞治疗产品的生物学特性，可能需要开展

特定的流行病学研究。 

七、名词解释 

原材料（Raw materials）：指生产过程中使用的

所有生物材料和化学材料，不包括辅料。 

生产过程细胞（Ancillary cells）：系指用于制

备病毒载体等，起到包装辅助作用而不回输给受者的

细胞。 
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细胞批次（Cell batch）：系指取自个体的一次采

集的细胞，经生产全过程制成的终末细胞培养物或收

获物。 

成瘤性（Tumorigenicity）：系指细胞接种动物后

在注射部分和（或）转移部位由接种细胞本身形成肿

瘤的能力。即接种的细胞自身形成肿瘤的能力。 

致瘤性（Oncogenicity）：系指细胞裂解物中的化

学物质、病毒、病毒核酸或基因以及细胞成分接种动

物后，导致被接种动物的正常细胞形成肿瘤的能力。

即接种物（细胞和/或裂解物）促使正常细胞转变为肿

瘤细胞的能力。 
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CAR-T 细胞治疗产品质量控制检测研究 

及非临床评价考虑要点 

 

一、引言 

    嵌合抗原受体 T 细胞（CAR-T，Chimeric antigen 

receptor T cell）是指通过基因修饰技术，将带有特

异性抗原识别结构域及 T 细胞激活信号的遗传物质转

入 T 细胞，使 T 细胞通过直接与肿瘤细胞表面的特异

性抗原相结合而激活，通过释放穿孔素、颗粒酶素 B 等

直接杀伤肿瘤细胞，同时还通过释放细胞因子募集人

体内源性免疫细胞杀伤肿瘤细胞，从而达到治疗肿瘤

的目的，而且还可形成免疫记忆 T 细胞从而获得特异

性的抗肿瘤长效机制。目前，CAR-T 细胞对多种血液肿

瘤显示了非常好的临床效果，对实体瘤治疗也表现出

了非常大的潜力。2017 年美国批准了两个分别针对急

性B淋巴细胞白血病和B淋巴细胞瘤的CD19-CAR-T细

胞治疗产品上市，CAR-T 细胞治疗已经成为肿瘤免疫治

疗领域中新的国际研究热点。我国 CAR-T 研究也呈现

蓬勃发展的态势，已有众多研究机构及制药公司投入
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到了 CAR-T 细胞产品的研发中，已有多家机构递交了

CAR-T 细胞治疗产品的临床试验申请，CAR-T 细胞治疗

领域的产业化开始在千差万别中起步。   

同时，在 CAR-T 细胞治疗研究热潮的背后，我们

必须要看到，尽管 CAR-T 细胞治疗不断取得令人鼓舞

的进展，但它还是一个新兴领域，一方面人们对 CAR-

T 细胞治疗的科学认识尚有许多需要解决的问题，另一

方面又有许多新的技术不断进入该领域，且人们尚未

有足够的数据评估其潜在风险。此外细胞治疗产品又

具有与其它非体内扩增药物完全不同的特点，不仅体

现在个体化、产量小及批次有限等方面，而且存在起

始材料差异大、制备工艺不成熟、生物学效力以及安

全性评价复杂等问题，限制了 CAR-T 细胞治疗产品的

快速发展，因此，如何提高 CAR-T 细胞治疗产品的安

全性、有效性、质量可控性以及产品工艺一致性是每

一个研发者需要面临的问题。 

本技术考虑要点针对于国内 CAR-T 细胞产品的研

发现状，以 CAR-T 细胞产品的生产工艺及产品特性为

主线，以《细胞治疗产品研究与评价技术指导原则（试
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行）》为基本要求，从如何开展 CAR-T 细胞产品的质量

控制检测研究和非临床评价两个方面提出指导性意见，

为 CAR-T 细胞产品研发者提供技术参考，使我国 CAR-

T 细胞产品领域从起步即能够按照一定的规范开展研

究，为未来的产业化打好基础。同时，本技术考虑要点

也会随着 CAR-T 细胞产品各方面研究的不断成熟而不

断进行修订，从而逐步建立更为科学合理的 CAR-T 细

胞产品的质量控制检测及非临床评价的要求及标准。 

二、适用范围 

1、本技术要点适用于哪类 CAR-T 细胞产品？ 

   目前有多种方法用于T细胞修饰及CAR-T细胞产品

制备，包括病毒载体转导（如γ-逆转录病毒载体或慢

病毒载体）及非病毒载体转染（如 mRNA 转染、

Transposons 转染等）等，虽然已开展的临床试验中以

病毒载体转导的方式为主， 但以非病毒载体转染的方

式也在不断得到青睐，因此，本考虑要点主要以病毒

载体和非病毒质粒载体的基因修饰方式制备的 CAR-T

细胞治疗产品为主要对象，但共性的部分也可为其它

类基因修饰方式制备的 CAR-T 细胞参考。 
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2、本技术要点包括哪些内容？ 

本技术考虑要点按照 CAR-T 细胞产品的制备工艺

顺序，提出了各阶段工艺研究及质量控制的关注点及

检测要求的考虑，并提出了产品非临床评价研究需要

开展的内容及所用方法，主要包括原辅料选择、转导

基因载体或转染基因载体的制备及质量控制、细胞供

体筛选及检测、CAR-T 细胞制备工艺研究、工艺过程控

制、细胞产品质量控制要求以及非临床评价研究的动

物模型、有效性及安全性评价方法等，不仅提出一般

要求，也对重点环节提出有针对性的考虑。 

3、本技术考虑要点的基本原则是什么？ 

    CAR-T 细胞产品是基因治疗与细胞治疗技术的结

合，一方面，它具有基因治疗可能潜在的风险，如因存

在基因整合或细胞复制的可能而带来二次肿瘤的风险，

另一方面，由于 CAR-T 细胞的制备是以人作为供体采

集初始细胞材料才能进入工艺过程，由于每个个体，

特别是肿瘤患者，因其初始细胞会因为肿瘤类别及所

处分期、所接受过的治疗、采集样本时的身体状况或

与上一次治疗的间隔时间、以及每个患者的 T 细胞的
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亚群的比例等有明显的差异，即使采用已经进行过充

分验证的工艺，仍然难以保证每个个体所制备的目的

细胞都是一致的。因此，本技术考虑要点一方面要考

虑产品的安全性及有效性，另一方面更从各个工艺阶

段突出一致性的要求，以最大限度的降低产品的可变

性。 

三、原材料和辅料及其质量控制： 

1、在 CAR-T 细胞产品的原材料和辅料通常都要考虑哪

些因素？ 

    生产 CAR-T 细胞产品的原材料是指其生产过程中

所用的所有生物原材料和化学原材料，它们不是 CAR-

T 细胞产品的目标组成成份，如培养基、PBMC 分离试

剂、T 细胞分选试剂、激活剂、细胞因子（如 IL-2、

IL-7 及 IL-15）、血清或血清替代物等。而 CAR-T 细胞

产品的辅料是指其产品配方中所使用的辅助材料,是

其细胞产品中的成份，如人血白蛋白、人血小板提取

物、冻存液（如 DMSO）等。 

一个完整 CAR-T 细胞产品的制备过程包括基因载

体物质的制备及 CAR-T 细胞终产品的制备两个大的生
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产环节，同时，载体物质的制备又包括了质粒载体制

备和/或病毒载体制备工艺过程，因此，在考虑选择原

材料时，不仅要考虑 CAR-T 细胞产品制备过程中所用

的原材料，也要考虑基因载体物质制备过程中所用的

原材料（不包括生产的起始原材料，如细胞基质和菌

毒种），如细菌及细胞培养基、牛血清、添加因子、转

染试剂（如钙转试剂、PEI、Lipo2000 等）以及核酸酶

等等。如果在 CAR-T 细胞生产过程中还使用了自制的

试剂和材料，还要考虑制备这些自制试剂中所用的原

材料。 

在早期的基础研究时，研究者对原材料及辅料的

关注可能不足，但由于原材料和辅料对产品的质量及

安全性均有重要影响，因此，一旦准备进入产品开发

阶段，研发人员就要尽早开展原材料及辅料的评估及

筛选，而且在临床过程中要进一步开展相关的研究，

在确证性临床前应完成充分的质量评估工作。 

 2、转导/转染 T 细胞的病毒载体/质粒载体是否可按

照原材料管理？ 

   CAR-T 细胞是基因治疗的 ex vivo 方式，通过病毒
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载体转导或质粒载体转染，将 CAR 基因转入 T 细胞中

从而获得 CAR-T 细胞，虽然它们未转染的部分在后续

的 T 细胞扩增及洗涤过程中经验证可被去除，但其所

携带的遗传物质则是 CAR-T 细胞的重要组成部分且是

使 T 细胞具有肿瘤杀伤活性的重要基础，这一点与生

产中所用的原材料的特性完全不同，其质量对 CAR-T 

细胞具有重要影响，因此，转导/转染 T 细胞的病毒载

体/或质粒载体按照产品的理念进行管理更为合理。 

    但同时也还需要考虑到，也正是因其不直接进入

患者体内，在后续的细胞扩增及 CAR-T 制剂工艺中会

有稀释或洗涤步骤，因此，通过验证可证明后续工艺

可以降低其残留的风险，则可以结合工艺验证的结果

制定更为合理的质量控制标准。 

3、如何进行原材料和辅料的选择和风险控制？ 

    在 CAR-T 细胞制备过程中使用的原材料有药用级

别的（如 IL-2），也有非药用级别的（如 IL-7）；有的

原材料在国外被批准用于药品生产但尚未在国内获得

注册，如某种 CD3/CD28 磁珠；有的同一种试剂分别存

在药用级别和非药用级别，非药用级又分为 GMP 级别
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及研究用级别；有的试剂是生物源性材料，如病毒制

备中会用到的牛血清和胰酶；有的试剂甚至要自行制

备等，面对如此复杂的情况，CAR-T 细胞产品的研究者

就需要考虑采用何种方法选择以及控制原材料。 

原材料的选择是基于风险评估的原则，通过风险

评估从而建立与之相应的风险控制策略，通常会有以

下几种考虑： 

（1）在产品研发早期就开始设计所用原材料的类

别并分析其可能的风险，可根据我国现行版《中国药

典》三部中“生物制品生产用原材料及辅料质量控制

规程”及国外相关技术要求对原材料的风险等级进行

评估并分类，同一种试剂或材料，优先选择低风险级

别的，如药用无菌制剂优于药用制剂，药用级优先于

非药用级、GMP 级优先于非 GMP 级、非动物源性优先于

动物源性材料等； 

   （2）根据对每一种原材料风险评估的结果建立相

应的质量检测项目、检测方法及放行标准，并在产品

研发过程中不断分析关键原材料质量对产品质量的影

响，并不断改进关键原材料的质量要求； 
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   （3）对于研究级别的生物源性的原材料，不仅要

设置它们的安全性质控项目，如无菌、内毒素、支原体、

分枝杆菌及外源病毒污染的检测等，还要考虑它们的

纯度、效价或对细胞活化、增殖的生物学效力的质控

项目。动物源性材料的质量控制，如牛血清，需至少按

照已有的国家标准或要求进行原材料质控及放行； 

   （4）对于自行研制的原材料，如某种特殊要求的

细胞因子，不仅需要建立质量标准，还需要有制备工

艺及其工艺验证等数据支持，有的高风险的原材料甚

至可能还会要求开展动物体内的安全性评估。此类原

材料的检测要求需要根据其使用方式、下游工艺的清

除验证数据以及潜在风险来确定。 

    辅料的选择及控制要求同样是基于风险评估的原

则，因辅料是与 CAR-T 产品一同进入患者体内，因此，

选择低风险的辅料以及严格控制辅料风险是基本原则， 

如一种辅料同时存在几种风险等级来源时，应选用风

险等级低的辅料；对于高风险等级的辅料,应在产品研

发的早期评价使用这些辅料的必要性,并寻找其他替

代物或替代来源。 
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4、在载体物质或 CAR-T 细胞终产品中是否需要进行原

材料残留的质量检测？ 

在载体物质或 CAR-T 细胞终产品中是否进行原材

料的残留控制，主要考虑两个方面，一个是根据原材

料的风险级别，评估载体纯化工艺或 CAR-T 细胞制备

工艺对其去除的能力，二是对于风险高的原材料除了

评估去除能力外，还需要在载体或 CAR-T 细胞产品制

备的最适工艺阶段或终产品中进行残留量检测的控制

并建立控制标准，如慢病毒工艺中使用的降解 DNA 的

核酸酶 Benzonase 的残留控制，牛血清白蛋白残留量

的检测等。 

四、病毒转导载体及质粒转染载体制备及质量控制： 

1、转导/或转染载体制备的起始原材料包括哪些或如

何定义转染载体的起始原材料？ 

对于γ-逆转录病毒载体（如 GALV）来说，通过多

质粒瞬时共转染一包装细胞获得具有感染性的病毒颗

粒，再将此病毒感染另一包装细胞，该包装细胞已稳

定转染了可产生逆转录病毒颗粒的病毒必需基因，因

此，通过克隆筛选后，可获得稳定生产高滴度逆转录
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病毒载体的细胞株，如可生产 GALV 病毒载体 PG13 细

胞，这一稳定转染的细胞即是生产病毒的起始原材料。 

对于慢病毒载体来说，多采用三质粒或四质粒瞬

时转染包装细胞（如 293T/17 或 293T 细胞）的方法制

备病毒载体，在这个体系中，含有 CAR 基因的穿梭载

体、慢病毒包装辅助元件的二个或三个辅助质粒载体

以及包装细胞均是制备慢病毒载体的起始原材料。但

同时，对于这些含有不同目的基因的质粒来说，菌种

又是质粒生产的起始原材料，所以对于慢病毒载体，

其起始原材料的定义要延伸到制备质粒的菌种，质粒

在此系统中为慢病毒制备的中间产物。未来如果研究

者可以开发出生产慢病毒的稳定转染的细胞株，此时，

就可以将慢病毒的起始原材料仅定义为细胞。 

    对于使用质粒转染系统（如 Piggybac）的非病毒

载体，其起始原材料是指生产含 CAR 基因质粒的菌种。 

2、起始原材料要建立种子库系统吗？ 

    是的。对于能够建立库系统的起始原材料，均应采

用二级或三级种子库系统（种子、主库和工作库），因

每一支冻存样品均具有群体代表性，故种子库具有良
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好的均质性，而且可以进行充分的质量检定，从而最

大程度地控制污染风险； 同时，由于种子库系统具有

足够的数量，可为长期生产提供稳定的来源，因此， 

采用种子库系统是质粒载体及病毒载体生产一致性的

重要保证之一。 

用于生产病毒载体的稳定转染细胞（如含 CAR 基

因的 PG13 细胞）及瞬时转染的细胞（如 HEK293、293T 

或 293T/17）均需建立细胞库系统，即细胞种子，MCB 

和/或 WCB；用于制备非病毒转染方式的质粒、慢病毒

载体所需的穿梭质粒及辅助质粒的细菌，均需建立菌

种库体系，即主种子库和/或工作种子库。因不同穿梭

载体可使用相同的辅助质粒载体共转染获得慢病毒载

体，因此，辅助质粒载体菌种种子批的保存数量可相

应增大。 

如对原亲本细胞进行了克隆筛选、无血清驯化、基

因改造等改变细胞特性的操作，应通过在原细胞名称

后增加后缀等方式重新命名细胞，以区别于原细胞， 

并重新建立细胞库用于病毒载体的生产。 

此外，在构建病毒载体稳转细胞过程中使用的瞬
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时转染细胞或包装细胞亦建议采用细胞库体系，并至

少进行细胞鉴别、细菌、真菌、支原体污染检查及一般

外源病毒污染的检查。 

3、如何建立种子库系统？如何确定各级种子库的代次

及数量？ 

    通常情况下，种子库系统按照原始种子/细胞种子、

主库及工作库进行管理，原始种子库/细胞种子用于制

备主库、主库用于制备工作库。当每年的细胞的使用

量不多时，可以采用种子和主库两级管理。用于生产

的种子库系统必须符合种子库的质量要求。 

    无论是建立菌种库还是细胞库，其重要的一点是

保证均质性，即从种子或主库中取 1 支或几支细菌或

细胞复苏，按照规定的培养条件扩增到一定数量后，

在同一次操作中，将处于相同倍增水平的细菌或细胞

收集后重悬于保存液或冻存液中，合并于同一个容器，

然后无菌分装到菌种保存管/或细胞冻存管中，并在适

当的条件下保存。菌种库/或细胞库应选择最稳定的保

存方法，如菌种尽可能以冻干的方式保存，细胞通常

在液氮（如气相）中保存，或超低温保存（-180 度及



 46 

以下）。以包装慢病毒的 293T/17 细胞为例，将细胞种

子复苏后，按照固定的比例传代至处于相同倍增水平

的足够建库的细胞量（如均处于第 N 代），挑选出状态

良好的细胞，在同一次操作中，将这些细胞消化、离心

收集，将细胞用冻存液重悬后合并在同一容器中，混

合均匀，按照规定的量分装到冻存管中，按照经过验

证的程序冻存后保存于液氮或其它超低温设备中，这

样获得的任何一支冻存管中的细胞均可代表这一批细

胞。在建库过程中，将虽然处于相同的倍增水平，但是

在不同次操作中制备的冻存细胞不能作为同一个库管

理，如将处于同一倍增水平的细胞分别在两个不同的

时间点冻存，或在同一时间收集但分别在不同的容器

中混匀后分装、均不能作为同一个库管理。 

主库和工作库的代次、每一支的装量以及保存的

数量需要根据种子的特性、生产能力和生产稳定性、

预期的规模和预期的产品生命周期等因素综合考虑，

如在产品开发早期，可建立相对小的工作库，以满足

产品药学、临床前及临床研究的需要，而到了上市阶

段，甚至是从确证性临床开始，则需要考虑产品的预
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期生命周期，生产规模以及每年的产能等，选择建立

一个相对大的工作库更为合理。 

种子库的更换属于生产变更的范围，更换主库通

常会被认定为较大的变更，特别是对于那些经过基因

修饰操作的细菌或细胞，如从原有的种子库或主库中

重新挑选克隆建立新的主库的操作即属于风险较高的

变更，需要进行全面的评估。但工作库可以根据年度

使用情况，从主库中重新制备新批次的工作库，并按

照规定的要求检定合格后使用。 

4、种子库的质量要求是什么？如何管理种子库？ 

   （1）菌种库的质量要求：菌种库的质量检测主要

包括：菌种鉴别及纯度、活菌数、质粒基因序列、质粒

保有率及稳定性等。菌种的鉴别及纯度需采用不同的

方法联合检测，包括通过培养，检测其菌落的形态以

及是否有杂菌生长；将细菌染色，通过镜检法检测其

菌的形态及染色特性；通过生化反应可检测菌种的生

化特性，这些方法可证明所用菌种是本菌，无其它菌

的污染。通过检测质粒序列、拷贝数及限制性酶切图

谱证明菌种中的质粒含有目的元件及相应的拷贝数，
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通过检测质粒的保有率验证菌种的稳定性并限定菌种

使用的传代水平。因辅助质粒在真核中表达，因此，在

菌种检定时不必要检查其插入基因表达的水平。除此，

还应对菌种进行杂菌及噬菌体的污染检查，以保证菌

种的安全性。 

    近年来，随着技术的发展及对药品质量要求的提

高，为监测菌种的稳定性，开始增加生产用菌种全序

列背景资料的要求，因此，研究者可根据研究的进度

逐步开展相关的研究工作。 

   （2）细胞库的质量要求：《中国药典》三部生物制

品通则《生产用动物细胞基质制备及检定规程》中规

定了细胞基质的质量要求，包括细胞鉴别（种属、株及

专属特性）、外源因子污染检查（包括非病毒性及病毒

性内外源因子）、成瘤性及致瘤性检测、染色体核型、

均一性以及稳定性等，但对于每种特定细胞来说，需

设置更具体的检测项目。由于生产 CAR-T 细胞病毒载

体的细胞主要有稳转的 PG13-CAR 细胞、HEK293、293T

或 293T/17，它们是已知体内具有成瘤性的细胞，293T 

细胞已有多种重组产品的研发经验，且 CAR-T 细胞产



 49 

品主要用于目前尚无有效手段治疗的肿瘤患者，而且

病毒载体不直接进入患者体内，所以在细胞库检定中

主要进行细胞鉴别、外源因子污染检查，可以不进行

其成瘤性及致瘤性检测，但在转染载体中要考虑细胞

残留成分的检测，如宿主 DNA 及细胞蛋白的检测。但

如果使用新的细胞时，作为细胞特性鉴别的特征之一，

还是要考虑进行成瘤性检测。 

    对于稳转的 PG13-CAR 细胞，除种属鉴别外，其鉴

别试验中要包括特定插入基因的鉴别（如插入基因序

列、拷贝数等），同时，由于其为鼠源细胞，所以在进

行细胞库的充分评估时，特定外源病毒检测项还要进

行鼠源病毒的检测，而逆转录病毒的检查则可以直接

采用电镜检查其逆转录病毒颗粒以及感染试验进行复

制型逆病毒病毒 RCR 污染的检测。另外，由于生产病

毒载体的 PG13-CAR 是稳转细胞，还需要评估其传代稳

定性，通过插入基因、病毒包装及包装病毒滴度等参

数进行细胞的稳定性分析，以限定其包装病毒所用的

最高生产用代次。 

    对于慢病毒载体的包装细胞，如 HEK293、293T 或 
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293T/17，可通过种属、细胞株 STR 图谱以及 SV40 大 

T 抗原等进行鉴别。如对细胞进行了新的基因修饰， 

则需增加修饰特征的鉴别。但需要注意的一点是，由

于 293 类细胞属于遗传不稳定细胞，对细胞进行克隆

筛选、无血清驯化、遗传操作、甚至长时间传代时易造

成 STR 图谱的变化，如原有等位基因位点的重复数发

生变化、在原 STR 图谱数据上可能会有一个或两个 

STR 位点出现新的三等位基因峰等，因此，需通过系统

分析细胞特性变化过程中的 STR 图谱从而重新建立其

特征性图谱。但如果多个位点出现三等位基因峰时，

则表明该细胞与其它人源细胞发生了交叉污染，不得

用于病毒包装。 

   （3）种子库的管理：在《中国药典》三部中明确规

定了菌种库及细胞库的管理要求，包括细菌或细胞一

旦从库中移出，不得再回冻至库内；研究用菌种或细

胞与生产用的菌种或细胞要严格分开存放；需建立台

账、冻存容器的监测及维护等。 

5、如何考虑质粒载体的生产工艺及规模？质粒载体的

质量控制包括哪些？ 
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制备质粒载体时，从工作种子批取一支或几支菌

种复苏，逐级扩大培养后（培养过程中不应再使用抗

生素等具有筛选压力的试剂）进行质粒提取，经纯化

及除菌过滤后成为质粒批。质粒的纯化工艺会随着产

品研发的进展而不断提高，如在研发早期或早期临床

时可能采用质粒提取试剂等进行质粒载体的纯化，但

随着临床研究的进展，制备慢病毒载体的质粒或转染 

T 细胞的质粒载体则需要考虑工业化的质粒生产方式，

包括连续发酵工艺、柱纯化工艺等，并开展质粒生产

工艺验证研究，包括对杂质清除能力的验证研究。对

于用非病毒系统的质粒转染载体来说，因直接用于 T

细胞转染，还需要考虑质粒的制剂配方工艺，如制剂

缓冲液配方既要保持质粒的稳定性，又要减少对 T 细

胞的风险，同时还需要尽可能符合产品制剂的要求。     

生产质粒菌种的传代次数应有菌种传代稳定性数

据的支持，应采用能保证从菌种库工作种子批代次复

苏后传代至质粒载体生产所用的细菌代次尽可能少的

生产工艺，且在 CAR-T 上市后，用于制备慢病毒载体

的质粒的菌种传代次数应不高于工艺验证的最大传代
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次数；同时需要考虑每个质粒的生产规模应与慢病毒

载体及 CAR-T 细胞预期规模相匹配，为了提高生产的

一致性，单批次质粒应有足够的量可以满足制备多批

次的慢病毒载体及 CAR-T 细胞。 

质粒的质量控制通常需要考虑质粒鉴别、含量、纯

度（包括 DNA 形式及杂质）、无菌、内毒素等，对于直

接用于转染 T 细胞的质粒载体，还需要考虑质粒的细

胞转染效率。其中，质粒鉴别检查时，尽管在菌种库质

量控制中进行了质粒的基因序列测定且进行了菌种稳

定性的研究，但在质粒质控时仍需进行质粒序列测定

或限制性酶切法对质粒进行鉴别，确认质粒结构及序

列的正确性。质粒的纯度控制包括两个方面，一方面

控制质粒本身的质量，如可采用 OD260/OD280 的比值、

电泳法或液相法等，不仅可以控制质粒所占的百分比，

还可分析及监测质粒的不同形式，如超螺旋、解螺旋

及线性的比例，不同质粒状态比例的控制主要是考虑

对慢病毒包装效率以及 T 细胞转染效率的影响，并可

作为质粒批间一致性的控制；另一方面，纯度的检测

还应包括对工艺杂质的控制，如宿主菌蛋白残留、宿
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主菌 DNA 残留以及工艺中添加的其它需要控制的成份。

为控制质量检测的有效性，研究者应在产品研发过程

中建立质粒参比品，用于质粒鉴别、纯度及细胞转染

效率检测的控制。 

    质粒保存的稳定性研究也是质粒质量控制的一个

重要参数，通过分析不同保存时间及不同保存温度下

质粒的不同形式比例的变化、对 T 细胞转染效率的影

响确定质粒使用的有效期。 

6、病毒载体的生产规模要设计多大？是否可以采用细

胞培养皿进行病毒载体的培养？关键工艺研究包括哪

些？病毒载体制备过程中如何降低牛血清的风险？ 

    病毒载体规模的设计需要根据单次感染 T 细胞所

需要的病毒量、质量检测所需要的量、留样量、病毒载

体的稳定性以及预期的年度病毒用量等因素综合考虑。

在临床试验过程中，一方面因在评估 CAR-T 细胞产品

的同时也要评估病毒载体工艺及其稳健性，需要使用

不止一个批次的病毒载体制备 CAR-T 细胞，另一方面，

由于 T 细胞供体的个体差异大，为减少病毒批次一致

性不足造成的影响，又不应使用过多批次的病毒载体，
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因此病毒生产规模的设计要同时兼顾这两方面的需要。

而对于上市后 CAR-T 细胞的制备，在病毒载体保存稳

定性数据的支持下，采用大规模制备的病毒载体更有

利于产品的安全性、有效性及一致性。产品早期研究

时，研究者可能会采用培养皿进行病毒载体的制备，

但对于生产临床用病毒载体来说，这种培养方式引入

污染的风险相对较大，因此，制备临床用的病毒载体

应采用尽可能封闭的系统，如细胞工厂或生物反应器。 

    对于γ-逆转录病毒载体，因可建立稳转细胞系，

如PG13细胞生产GALV病毒载体，在生产病毒载体时，

从工作细胞库中取出 1 支或多支冻存细胞复苏，合并

后接种于适当的培养瓶，逐级扩大培养，收获培养上

清即可获得γ-逆转录病毒载体悬液。而制备慢病毒载

体时，目前主要是采用三质粒或四质粒共转染的方法，

从 WCB 取一支或多支包装细胞，扩增至所需数量后，

加入适当比例的辅助质粒载体及穿梭质粒载体共转染

细胞，培养一定时间后收获上清，即获得慢病毒载体

悬液。 

    为获得高滴度的病毒，应开展病毒培养工艺的研
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究，包括不同阶段细胞培养用液、辅助质粒与穿梭质

粒的比例、质粒转染方法及所用试剂（如磷酸钙、PEI 

或其它转染试剂如 lipofect2000 等）、转染时间及效

率、病毒收获时间及收获次数，病毒悬液保存条件等

关键工艺参数，并进行验证。因逆转录病毒载体的稳

定性相对较差，在 4-8℃保存及反复冻融均会明显降低

病毒的感染滴度，所以，在工艺设计时应考虑采用培

养及纯化的连续工艺，以减少中间品保存的时间，同

时还应考虑增大收获病毒培养液的规模同时降低收获

次数的工艺，以提高病毒产量的同时保证病毒的滴度。 

    目前病毒载体制备中仍多采用含血清工艺，但为

了降低牛血清的风险，一方面，在使用前按照药典中

新生牛血清的质量要求进行牛血清的检测，在病毒载

体的质量控制中进行牛血清白蛋白残留量的检测，另

一方面，鼓励开展病毒载体的低血清以及无血清生产

工艺的研究，如在病毒包装阶段采用低血清培养或无

动物源性培养液替代牛血清的工艺研究。 

7、是否要进行病毒载体生产终末细胞的检定？ 

是的，进行病毒载体生产终末细胞的检定，其目
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的在于评价病毒载体的生产工艺是否会引入外源病毒

因子或激活内源性病毒因子而增加产品的风险。因目

前用于 T 细胞转染的病毒载体主要分泌到培养上清中，

包装细胞病变相对较弱，因此，其生产终末细胞即是

指病毒液收获后的细胞。一般来说，在生产工艺稳定

的情况下，至少要进行一次生产终末细胞的全面检定，

检测项目至少包括细胞鉴别、无菌检查、支原体检查

及病毒污染检查，其中病毒污染检查中应包括复制型

病毒（RCR/RCL）的检测，而细胞种属特定病毒可不再

重复检测。但如果生产工艺发生了变化，则需要重新

进行生产终末细胞的检测。 

8. 如何开展病毒载体中的外源因子污染的检测？ 

    对于转染 T 细胞的病毒载体来说，外源因子污染

是影响其安全性的一个重要风险因素，因此，应对每

批的病毒载体进行外源因子污染的检测，其检测项目

主要包括细菌、真菌污染、支原体污染及外源病毒因

子污染，被测样本应不得检出外源因子。 

    根据最适样本的原则，取病毒载体的收获液进行

外源因子污染的检测能最大程度地反映污染的风险，
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如进行多次病毒载体收获，则每次收获时均应取收获

液检测。外源因子污染的检查方法可见《中国药典》三

部的无菌检查法、支原体检查法及外源病毒因子污染

检查法的通则。但考虑到病毒载体的不稳定性及下游

工艺的连续性，在此阶段也可考虑采用快速检测方法

放行而进入下游纯化工艺，但应同时采用药典方法进

行检查，如果药典方法检测结果显示有外源因子污染，

则使用了该收获液制备的任何批次的病毒载体均不得

用于 T 细胞转染。 

    除药典方法外，同时鼓励研究者开发更敏感、更快

速的外源因子检测方法，如高通量测序法，经验证后

可考虑作为外源病毒因子污染检查的替代方法。 

9、病毒载体是否要纯化？纯化及浓缩工艺应考虑哪些

因素？纯化的病毒载体如何保存？ 

    因 CAR-T 细胞产品的有效成份为活细胞，其产品

为无菌制剂但不能采用终端灭菌工艺及除菌过滤工艺，

在细胞培养、收获及制剂阶段虽然有换液以及离心洗

涤过程，但纯化工艺仍显不足，且不能采用有效的病

毒清除及灭活工艺，因此，为降低病毒载体对 CAR-T 细
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胞产品的安全性风险，应考虑对病毒载体收获液进行

纯化、浓缩并制成无菌病毒载体。 

因γ-逆转录病毒载体及慢病毒载体病毒颗粒相

对较大，属中等大小病毒，且有包膜，在培养、纯化及

浓缩过程中对剪切力相对敏感，易破坏对细胞的感染 

性，因此，在进行纯化及浓缩工艺设计时，不仅要考虑

尽可能采用减小这些破坏因素的纯化工艺，如控制流

速、减小切向流压力，而且还必须要考虑纯化工艺对 

杂质的去除效果以及纯化规模放大的能力，如采用柱

层析法进行病毒载体的纯化。 

为避免反复冻融，纯化后的病毒载体应保存在适

宜的制剂配方缓冲液中，按照单次使用量分装后在最

适条件下进行保存，病毒载体的最适保存条件应进行

验证。 

逆转录/慢病毒病毒载体的稳定性是影响该领域

发展的一个重要因素，如果逆转录病毒载体可以长期

稳定保存，则给病毒载体大规模化生产提供了发展空

间，同时也会提高 CAR-T 细胞产品的一致性以及大大

降低 CAR-T 细胞产品的成本，提高患者的可及性。病
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毒载体的制剂配方缓冲液、病毒载体的保存状态（如

冻干）及保存条件均是保持病毒载体稳定的重要因素，

因此，在临床试验过程中，鼓励研究者继续开展病毒

载体制剂及保存工艺的研究，以提高病毒载体的稳定

性。 

10、纯化后的病毒载体的质量控制检测需要考虑哪些

参数？ 

纯化后的病毒载体质量控制通常会参照以病毒载

体为终产品的基因治疗产品的要求，主要质控项目包

括外观、可见异物、CAR 鉴别、pH、纯度、病毒物理滴

度和/或转导滴度、无菌检查、复制型病毒（RCR/RCL）、

工艺相关杂质（如宿主细胞蛋白及 DNA 残留、质粒 DNA 

残留、总 DNA 残留、牛血清白蛋白残留、核酸酶残留

等）及细菌内毒素等。针对一个特定的病毒载体，需根

据病毒载体及其生产工艺的特点建立特定的质量控制

检测项目及要求。 

同质粒参比品一样，在病毒载体的纯度、CAR 鉴别、

物理及细胞转导滴度的检测中需要建立相应的病毒载

体参比品，但是由于病毒载体稳定性及制备规模的限
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制可能会制约病毒参比品的研制，特别是慢病毒载体，

因此，鼓励研究者在临床试验期间在病毒稳定性数据

积累的基础上尽可能开展病毒载体参比品的研究工作

以满足产品上市时的需要。 

11、采用何种方法进行病毒载体的滴度测定？是否需

要规定病毒载体的比活性？ 

    不论是γ-逆转录病毒载体还是慢病毒载体，因其

均不具有复制能力，因此，不能通过常规的细胞病变

法（如 PFU 或 CCID50 法）进行病毒滴度的测定，而通

常采用对细胞转导的能力做为病毒载体的滴度，即将

病毒载体转导敏感细胞系（如 293T 细胞、HT-1080 细

胞等）或原代细胞（如 PBMC）后，检测细胞 CAR 表达

阳性率或 CAR 基因拷贝数，计算其转导滴度（TU/ml）。

但由于不同的细胞对病毒载体的敏感性不同，不同的

检测参数对病毒载体转导滴度结果也不同，因此，选

择何种细胞、检测何种指标进行病毒载体的转导滴度

的测定需要进行充分的验证，同时，鼓励研究者在临

床试验过程，探索病毒载体转导滴度测定结果与转导

T 细胞所用的病毒量、CAR-T 细胞阳性率以及临床有效
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性之间的关系，以建立最适病毒滴度测定方法及病毒

载体转导剂量。 

    除病毒转导滴度外，还可通过检测病毒载体特定

抗原或病毒基因拷贝数来检测病毒载体的物理滴度，

如慢病毒载体 p24 抗原含量的检测。但由于病毒载体

包装过程中可能会形成无转导效力的病毒，而这些无

效力的病毒载体不能将 CAR 基因整合到 T 细胞基因组

中，因而也不能产生 CAR-T 细胞，因此，为限制无转

导效力的病毒载体的水平以监测病毒载体工艺的一致

性，建议限定转导滴度与物理滴度的比例，即比活性。 

12、采用何种方法进行 RCR/RCL 检测？ 

    复制型病毒（RCR/RCL）是γ-逆转录病毒载体与慢

病毒载体的一个安全性质量控制项目，因病毒载体设

计的不同，产生复制型病毒的风险也会有不同，如采

用四质粒共转体系以及含有末端自我失活(Self 

Inactivating,SIN)结构的病毒载体，其病毒载体生产

过程中产生 RCL 的风险会明显降低，但尽管如此，产

生 RCR/RCL 的风险仍不能完全排除，因此仍需要对病

毒载体进行 RCR/RCL 的检测，且病毒载体不得检出



 62 

RCR/RCL。 

    复制型病毒的产生与病毒载体特点及载体设计有

关，是逆转录病毒载体生产体系中可能存在的风险，

不是因外源而引入的风险，因此，取病毒载体收获液

或纯化后的病毒载体用于 RCR/RCL 检测均具有一定的

合理性，但这两个点检测各有利弊。如以病毒载体收

获液作为样本，可以直接地反映病毒载体在包装过程

中出现 RCR/RCL 的风险，为达到有效的检出，可能需

要取较大的样本量进行检测；如以纯化后的病毒载体

为检测样本，因病毒载体在经过纯化及浓缩工艺后，

RCR/RCL 同样也会得到浓缩，检测时可能需要取相对小

的样本量即可进行有效的控制，也可直接反映出转导

的病毒载体中是否含有 RCR/RLC，但也存在纯化工艺可

能会对原本含量可能很低的 RCR/RCL 造成破坏从而影

响检出的风险。不论选择何种样本，均需要对病毒载

体进行充分的复制型病毒的检测，以降低在 CAR-T 阶

段产生 RCR/RCL 的风险。 

    目前 RCR/RCL 的检测方法主要包括针对特定基因

（如 VSVG 基因）的 PCR 法或 QPCR 法和敏感细胞感染
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试验法，即将待测样本接种于敏感细胞上，进行多次

传代，如样本中有复制型病毒，在培养末期的时候通

过观察病变、p24 抗原表达、RCR/RCL 特定基因表达或

逆转录酶活性等可能反应出病毒复制的情况，如用

C8166 细胞或其他敏感细胞检测慢病毒载体的 RCL。 

    RCR/RCL 检测方法要求具有较高的灵敏度，建立及

验证 RCR/RCL 检测方法时，可以考虑以复制型病毒或

复制型病毒载体作为样本验证方法的最低检出水平。

对于γ-逆转录病毒载体 GALV 来说，因 GALV 为生物安

全 II 级，检测实验室可以在 P2 生物安全实验室开展 

RCR 检测方法的建立及验证以及样本的检测。对于复制

型慢病毒（RCL）的检测来说，可以采用 HIV 弱毒株或

重组的条件复制型慢病毒载体作为阳性对照病毒。若

以 HIV 弱毒株为阳性对照病毒，其感染试验所涉及的

培养应在 P3 级生物安全实验室条件下进行；但若采用

条件复制型的慢病毒载体作为阳性对照，则可以在生

物安全级别至少为 P2 的实验室开展实验。其他非 HIV

骨架的慢病毒载体，可以在 P2 生物安全实验室进行阳

性对照病毒培养并开展方法学研究和样本检测。通常
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来讲，应对每批制备的病毒载体进行充分的 RCR/RCL

检测，包括高灵敏的 PCR 法及敏感细胞感染试验法，

但结合现有慢病毒载体临床试验的安全性数据、P3 实

验室做为常规检测的低操作可行性和复制型慢病毒载

体制备的困难，在 CAR-T 细胞产品临床试验早期，可

考虑用灵敏的 PCR 法进行 RCR/RCL 的控制检测，但在

确证性临床阶段以及上市前则必须采用敏感细胞感染

试验监测病毒载体中的 RCR/RCL 的潜在风险。 

13、如何考虑病毒载体工艺杂质质量控制的要求？ 

    病毒载体工艺杂质残留量的限定标准可以参考  

in-vivo 方式的病毒基因治疗制剂的要求，但同时也需

要考虑，因用于 T 细胞转导的病毒载体并不直接进入

人体，且在细胞转导后，CAR-T 细胞扩增培养的过程中

会经过多次培养液的更换以及细胞收获后洗涤过程，

这些操作均会不同程度的降低工艺杂质的含量，因此， 

对于那些工艺杂质残留量质量标准的制定还应结合下

游工艺验证的数据综合评估后再确定标准。但是对于

牛血清白蛋白残留量来说，因其是一个明显的过敏原，

且会吸附在细胞表面不易去除，因此，仍应建立严格
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的标准，可考虑以单次转导所用的病毒量为一个剂量，

应不高于 50ng/剂。 

14、是否要开展病毒载体的稳定性研究以及如何设定

稳定性评价参数？ 

    是的，病毒载体的稳定性研究数据是制定病毒载

体保存条件及有效期的重要依据，因病毒载体的生产

成本较高，在研究早期，可重点开展保存温度及转导

条件的病毒载体稳定性研究，保存温度应开展实时稳

定性研究，而转导条件的稳定性可根据转导 T 细胞的

最长时间设置稳定性研究的时间点，稳定性研究主要

考查病毒载体对保存条件敏感的质量参数，如可见异

物、转导滴度、无菌及细菌内毒素等，如是冻干保存的

病毒载体，还需进行水分的检测。 

15、转导载体是否允许外包加工？如何控制外包加工

的转导载体的质量？ 

    由于病毒载体制备，特别是临床级的慢病毒载体

制备，是一个复杂及专业化程度很高的过程，对生产

设施、设备、工艺验证等等都需要高额的投入，因此，

国际上一些开展 CAR-T 细胞治疗产品开发的公司会选
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择与病毒载体制备机构合作的方式，为其提供病毒载

体，这种方式也有可能成为未来我国 CAR-T 细胞产品

的生产模式，因此，如果拟采用外包的方式制备病毒

载体，那么 CAR-T 细胞产品生产单位应对自己所用的

质粒载体及病毒载体进行充分的验证，建立基础的生

产及纯化工艺，并制定病毒载体的质量标准后，再选

用有 GMP 资质的病毒载体公司进行生产。CAR-T 细胞

生产单位既应保证生产病毒载体的公司其质量体系符

合 GMP 的要求，又要保证病毒载体生产全过程符合该 

CAR-T 细胞产品生产单位所制定的该病毒载体特定的

质量要求，包括对原材料、菌种库及细胞库、质粒生产

及病毒生产的要求，并与病毒载体公司间建立严格的

供应商审计制度、产品质控及年度报告等质量协议要

求，以保证可获得质量稳定的病毒载体。同时，CAR-T 

细胞生产单位必须根据所制定的病毒载体质量标准，

对每批病毒载体的关键质量控制参数进行检验，合格

后方能放行使用。 

五、建立可提供 T 细胞的供体资质标准： 

1、选择 T 细胞供体的基本考虑是什么？ 
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    同其他免疫细胞产品一样，CAR-T 细胞产品的生产

也是从供体细胞采集开始进入制备流程的，这是免疫

细胞治疗产品一个非常典型的特征，也是造成最终细

胞产品一致性较差的一个重要原因，因此，需建立准

确、合理的供体标准。而且，对于 CAR-T 细胞产品来

说，尽管研究者在不断地开展提高其安全性的研究，

但到目前为止，其临床使用的风险尚不能充分评估，

因此，使用人群仍限制在无有效治疗手段的肿瘤晚期

患者，而这种患者因其前期的治疗过程更为复杂，个

体状况的差异性更大，因此，更需要建立供体与 CAR-

T 细胞产品之间的相关性，提高 CAR-T 细胞制备的成

功率及质量可控性。 

    建立供体标准至少要考虑：（1）对供体身体状况

的基本要求，如血常规指标、外周血淋巴细胞数或某

种特定表型细胞的数量等；（2）临床适应症：如肿瘤类

别及分期、肿瘤负荷、采集初始样本前与现在治疗方

案的间隔、血液肿瘤患者外周血中肿瘤细胞表型及数

量等；（3）传染性疾病因子的筛查和检测：对传染性疾

病因子的检测标准需结合 CAR-T 细胞的临床治疗目的
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来建立，如用于治疗 HBV 引起的肝癌的或治疗 HIV 患

者的自体 CAR-T 细胞，其供体的 HBV 或 HIV-1/2 的标

准则可以其病毒载量值作为限定标准；（4）遗传性疾

病及肿瘤史筛查：主要用于异体供体的筛查。 

2、细胞供体（者）应进行哪些传染性疾病因子的检测？

应采用何种方法检测？  

    制备 CAR-T 细胞治疗产品所用的采集物为白细胞

富集样本，病原体筛查和检测的种类至少应包括 HIV-

1/2、HBV(表面抗原及核心抗原)、HCV、梅毒、CMV、EBV

及 HTLV-1/2。因 CMV 抗体阳性率较高，研究者需要建

立 CMV 抗体阳性样本是否使用或如何放行的操作细则。

在细胞采集前，可取供体外周血样本进行抗体或抗原

的检测，检测方法应采用最灵敏的方法，如血源筛查

试剂。病原体检测时间与细胞采集时间间隔应尽可能

短。 

    对于异体细胞供体，必须进行上述病原体的筛查

及检测，包括使用核酸检测方法进行病原体检测，病

原体阴性的才可作为细胞供体。                                 

3、自体细胞供体是否必须要进行传染性疾病因子筛
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查和检测？ 

    对于自体细胞供者来说，因其仅限于自体使用，其

病原体传播的风险相对较小，且肿瘤患者入院时已经

进行了一定程度的病原体检测，因此，对于自体供体

的病原体筛查和检测是建议性而非强制性的，其目的

是了解供者病原体感染状况，如果供体某种病原体检

测为阳性，或未进行筛查，在后期细胞操作时需要考

虑细胞培养方法是否会造成病毒或其它外源因子的增

殖或传播，从而危及到操作者或对其它供者样本造成

交叉感染，并采取相应的防护或隔离操作措施。 

4、如使用可建系的细胞制备 CAR-T 细胞，如何评估其

供体及细胞的风险？ 

    对细胞供体应进行遗传性疾病及肿瘤基因的筛查

和检测，细胞系则需要按照《中国药典》三部生物制品

通则《生物制品生产及检定用细胞的制备及检定规程》

的要求建立细胞库，并进行全面的质量评价，包括细

胞鉴别、外源因子污染（包括非病毒性及病毒性内外

源因子）、细胞核型、成瘤性、稳定性、免疫反应性等。 

5、在临床试验过程中如何进一步开展供体资质的研究？ 



 70 

    对于自体细胞供者来说，因 CAR-T 的治疗效果与

安全性与自体患者密切相关，在临床试验过程中应更

进一步开展自体患者前期治疗手段及治疗阶段、肿瘤

的异质性（如外周血中不同表型的血液肿瘤细胞）、特

定肿瘤标记、外周血单核细胞采集时间、细胞中各表

型细胞组成的比例或某种特定成份与 CAR-T 细胞扩增

的成功率、体外生物学效力、治疗效果及不良反应间

的关系，以便获得更精准的数据用以严格限定自体或

异体供者的入选条件，使最合适的患者最大获益。 

    对于异体供者来说，在临床试验中还应更多地开

展供体与患者 HLA 表型相合度以及治疗方案与免疫排

斥之间的相关性研究。 

六、CAR-T 细胞产品的生产、质量控制研究及检测： 

1、CAR-T 细胞产品的生产工艺研究应考虑哪些因素？ 

CAR-T 细胞制备可大致划分为以下几个工艺步骤：

外周血细胞采集及单核细胞的分离（或冻存）、T 细胞

分选、T 细胞活化、T 细胞转导（或转染）、CAR-T 细胞

扩增和收集洗涤及制剂。每一个步骤均应开展工艺研

究，包括外周血细胞的采集量、单核细胞分离试剂的
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选择及分离方法，PBMC 的冻存条件及冻存时间、T 细

胞分选试剂和活化试剂的选择及用量优化、培养液的

选择及优化、添加因子及使用浓度的优化、培养方式

的选择及优化、细胞转导方法及载体用量的选择和优

化、转导/转染条件及转导/转染时间的优化、CAR-T 细

胞扩增条件的优化、细胞收获方法及洗涤条件、CAR-T 

细胞制剂配方的优化、细胞冻存方法的优化、CAR-T 细

胞运输条件及复苏条件的优化等，并进行部分工艺及

完整工艺的充分验证，确定最终的工艺参数，如 PBMC

有分离后使用和冻存后再使用两种工艺，验证时则需

要对这两种工艺均进行工艺验证。 

对于已知病原体阳性的自体 CAR-T 细胞产品工艺

或用异体 T 细胞制备 CAR-T 的工艺还要验证 T 细胞培

养扩增体系不会造成传染性疾病因子的培养及扩增。

另外，与自体 CAR-T 细胞相比，异体 CAR-T 细胞产品

因其可用于多个患者，其传染性疾病传播的风险较高，

因此，对于异体 CAR-T 细胞产品不鼓励使用新鲜制备

的细胞剂型。 

    因多种因素的限制，自体 CAR-T 细胞治疗产品可
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能在应用于患者前未必能够进行全部项目的检定，所

以工艺验证尤为重要。但工艺研究及验证必须结合工

艺的实际情况设定相应的验证参数，如人工操作、模

块式制备系统、全封闭自动制备系统等，可能需要研

究以及验证的工艺步骤不同，因此，也需要设置不同

的工艺验证参数。 

    由于 CAR-T 细胞产品工艺研究在不断进展，到目

前为止，业界对何种工艺最好并未达成共识，因此，可

以在产品研发过程及早期临床试验阶段开展不同程度

的工艺验证研究，但在确证性临床试验过程中应完成

充分的工艺验证。 

    工艺验证完成后，应在关键工艺步骤设置关键过

程控制参数及标准，以提高 CAR-T 细胞产品的生产一

致性。 

2、如何定义 CAR-T 细胞的批次及批量？ 

    从单一个体的 PBMC 细胞进入分选开始至制备出

可供临床用 CAR-T 细胞为止，经过这一单次工艺过程

中所制备的 CAR-T 细胞称为一个批次，此单一批次所

制备出来的所有分装的规格为此次生产的批量。如从
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自体供体中采集并分离 PBMC 后冻存保存，将冻存的一

支或几支 PBMC 复苏，然后经过分选、活化、转导、扩

增、收集及制剂过程后获得3-4个包装的CAR-T细胞，

这些细胞即称为一个批次。如果再次从 PBMC 复苏制备 

CAR-T 细胞，则为另一个批次。对于自体供体来说，每

一个批次的量一般较少，如每批可能有几个包装规格；

而对于异体供者来说,CAR-T 细胞的批次可能会有 

50~100 个包装规格。 

3、CAR-T 细胞产品的质量控制研究及检测至少应包括

哪些项目？应如何设置这些质控项目更符合 CAR-T 细

胞产品的特点？ 

CAR-T 细胞治疗产品的质量控制研究及检测项目

一般应包括：细胞数量及细胞活率、细胞表型、CAR 阳

性率检测、生物学效力检测，无菌检查、支原体、热原

/内毒素的检测、CAR-T 细胞基因组中病毒载体拷贝数

及整合的检测、RCR/RCL 检测、工艺残留物检测（如具

有潜在风险的磁珠残留、细胞因子残留、Retronectin 

残留等）及肿瘤细胞残留检测。对于异体 CAR-T 细胞，

还应进行组织相容性抗原检测及采用核酸法进行特定
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人源病毒的检测。 

对于异体供体（非直系亲属或移植配型个体）的 

CAR-T 细胞，因可成为货架期产品，批量相对较大，因

此，除取收获的细胞悬液为最适检测样本用于支原体

的检测外，所有其它的检测项目均可在最终的 CAR-T

细胞产品中检测，所有检测结果均合格后方可放行。 

而对于自体 CAR-T 细胞，原则上应尽可能用最终

细胞产品进行检测，但考虑到因单次制备的批量有限，

即使冻存剂型的 CAR-T 细胞为配合患者的治疗时间，

有的可能难以完成所有的检测，因此，需要在用最小

的样本量达到最大程度地控制产品质量控制之间进行

风险评估，即采用在制备过程中不同的点取样以及

CAR-T 细胞最终制剂取样进行上述的项目检测的策略，

取样点的设定需要根据工艺特点及工艺验证的结果确

定。如：无菌检查、细菌内毒素则应取最终包装的 CAR-

T 细胞产品进行检测；无菌检查也可取 CAR-T 细胞收

获前的样本进行快速方法的补充检测。再如 CAR-T 细

胞产品的剂量通常是以活的 CAR 阳性的 T 细胞数来标

示，在分装前需要根据细胞计数结果、细胞活率、T 细
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胞阳性率以及 CAR 阳性率来计算分装量，并需要在分

装时将标签贴在存袋上，因此，细胞表型及 CAR 阳性

率检测可能需要在细胞收获前进行，而细胞数量及细

胞存活率则需要在分装前检测，如为冻存细胞，还需

要通过冻存工艺验证研究证明冻存后的 CAR-T 细胞产 

品仍可以符合患者剂量的要求，并结合冻存工艺验证

的结果制定终产品相应项目的质量标准。其它检测项，

如 CAR-T 细胞基因组病毒载体拷贝数及整合位点的检 

测可在收获前取 CAR-T 细胞悬液进行检测；RCR/RCL 

和工艺残留物检测则可在冻存前取样检测；而生物学

效力在分装前取样还是取最终包装的细胞悬液进行检

测，可能需要根据方法学验证结果确定，如果方法学

验证结果显示，分装前取样检测与最终包装取样检测

的结果具有一致性，可将此项检测前置。 

针对一个特定的 CAR-T 细胞治疗产品，应根据

CAR-T 的设计、基因修饰方法、所用的关键原材料、生

产工艺及工艺验证数据、保存条件及预期用途等具体

特点综合考虑，设置个性化的质量控制要求，包括过

程控制及最终产品放行检测的项目及标准，并在质量
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标准中明确特定项目的取样点及取样要求。 

4、选择或建立质量控制检测方法时应考虑哪些因素？ 

如何制定其每一检测项目的质量标准？ 

    （1）细胞数量及细胞存活率：对于 CAR-T 细胞来

说，患者输入的细胞数及活率不仅与临床有效性及临

床副反应密切相关，而且是设置 CAR-T 细胞产品包装

规格及临床剂量的重要参数，因此，需要建立准确的

细胞计数及活率检测方法，并建立产品的放行标准。 

目前有多种方法用于 CAR-T 细胞治疗产品的细胞

计数，包括传统血球计数板计数法及细胞自动计数仪

计数法，其中自动计数仪又包括不同的计数原理，如

利用台盼蓝染色计数、荧光染色法计数及非染色法计

数等。与人工计数法相比，自动计数仪节省人工，且明

显减少不同操作者之间的误差，对于产品质控检测来

说，自动计数仪检测结果的可重复性更好。不同自动

计数仪因每种方法计数原理不同，同一样本在不同的

计数仪上的结果会有明显的差异，这些差异可能来自

于染料的特性及其标记特性、区分细胞不同活力状态

（如活细胞、死亡、凋亡细胞）的能力及计数软件的设
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计等，因此，应在计数方法验证的基础上建立细胞数

及活率标准，且细胞数应设立上限及下限标准，细胞

使用前活率应不低于 70%，但同时鼓励研究者开发符合

临床使用要求的、可提高或维持冻存细胞复苏后高活

率的细胞冻存液。 

（2）鉴别、均一性及纯度检测：因 CAR-T 细胞为

以 T 细胞为主的异质性细胞群，因此应开展目的 T 细

胞和非 T 细胞表型及含量质量控制研究，并建立相应

的质量标准。鉴别及纯度检测目前主要采用流式细胞

法，对不同的细胞表面标志物进行检测。所采用的细

胞表面标记至少要包括两类，一类表面标记应用于检

测 CAR-T 细胞中的非目标细胞成份并限定其比例，包

括 NK 细胞、单核细胞等。另一类表面标记用于鉴别 

CAR-T 细胞中目标 T 细胞的比例及不同 T 细胞表型的

组成，在前期研究中可能主要以 CD3 表型为主，但由

于 CAR-T 细胞在体内的持久性及有效性机制尚未完全

阐明，因此，在临床试验过程中研究者需要进一步分

析不同 T 细胞表型的比例与临床有效性之间的相关性，

如包括 CD4 与 CD8 的比例、中央记忆 T 细胞、效应记
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忆 T 细胞、效应 T 细胞以及耗竭 T 细胞等对体内效力

及持久性的影响，为最终建立 T 细胞表型标准提供数

据，同时也为采用表型作为生物学效力替代检测提供

依据。 

除细胞表型鉴别外，还应关注细胞培养过程中出

现交叉污染的风险，因此，在制备过程中不仅要通过

标识系统确保不同个体细胞的可溯源性，还应通过工

艺设计及有效的隔离措施防止出现交叉污染的风险，

同时建议留取采集细胞样本及 CAR-T 细胞产品，如果

出现意外情况时可用于个体来源检测的原因分析。 

（3）CAR 转导/或转染阳性率检测：对于 CAR-T 细

胞来说，发挥肿瘤杀伤作用的有效成份是 CAR 阳性的 

T 细胞，CAR-T 细胞产品的包装规格及临床使用剂量是

以 CAR-T 阳性细胞数标示的，因此，必须检测 CAR 转

染阳性率。应采用流式细胞法检测 CAR 转染阳性率，

目前有针对 CAR 不同结构区域的检测方法，包括针对

CAR 抗原结合位点的，如 CD19 抗原或抗 ScFv 抗体，或

针对轻链或铰链区的抗 Fab 或 Protein L，与其它两

种方法相比，针对抗原结合部位的 CAR 阳性率检测方
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法具有更好的专属性。因现有数据显示不同程度的 

CAR 阳性率（20%~80%）在临床上均表现出了一定的有

效性，建立统一的 CAR 阳性率的最低标准尚需更多的

数据支持，但作为 CAR-T 细胞有效成份质量控制的指

标，研发者需在申请临床试验前建立特定产品的 CAR

阳性率最低标准，在临床过程中进一步开展生产工艺

及检测方法的研究及验证，结合早期的临床数据，在

确证性临床前建立更合理的 CAR 阳性率标准。 

（4）CAR-T 细胞的生物学效力检测：同其他生物

制品相似，CAR-T 细胞的生物学效力检测方法最好可以

模拟产品的作用机制（MOA），可以是体外法也可以是

体内法，并且鼓励研究者开发定量的效力检测方法。

目前 CAR-T 的效力检测有多种方法，如将 CAR-T 细胞

与肿瘤靶细胞体外共同孵育后通过检测肿瘤杀伤率或

增殖抑制率、IFN-γ的表达量、CAR-T 细胞上某种与杀

伤相关的细胞表型的变化等体外效力检测方法，或采

用动物活体成像技术，检测标记的靶细胞肿瘤模型在

体内的减少或动物生存期延长等体内效力检测方法。

在研发早期，研究者可能会采用体外细胞因子表达的
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替代指标进行效力检测。但不论采用何种方法，在早

期的方法学验证时，至少要分析方法的专属性，证明

其生物学效力与 CAR-T 细胞具有一定的量效关系，并

考虑采用体内法验证体外法的有效性。随着研究及临

床试验的不断深入，需要逐步建立起体外效力的有效

评价方法及质量标准并开展效力参比品的研究。 

    （5）无菌检查：在可行的情况下，首选药典方法

用于无菌检查，但考虑到 CAR-T 细胞产品的特殊性，

也鼓励研究者开发快速的无菌检查法作为中间过程监

测或放行检测方法，且在临床试验过程中须按照中国

药典要求以及其它国际要求对快速无菌法进行充分验

证，且在早期使用时，快速方法应与药典方法平行进

行，在获得充分的比对数据后，结合无菌生产全过程

的风险评估设计放行策略，才有可能替代药典方法。 

（6）支原体检查：应在细胞培养物合并后洗涤前

取细胞悬液进行支原体检查，同无菌检查相同，在可

行的情况下，首选药典方法，但由于药典支原体检查

时间较长，因此也鼓励研究者开发快速的支原体检查

法用于中间过程监测或放行检测，但在临床试验过程
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中必须对快速方法进行充分的验证，验证方法可参考

中国药典的相关规定及国际要求，证明所用快速方法

的最低检出限至少不能低于药典方法。即使选用商品

化的检测试剂，在使用前也需确认其最低检出限不低

药典方法。在早期使用时，应与药典方法平行进行，在

获得充分的比对数据后才有可能替代药典方法。 

（7）细菌内毒素的检测：细菌内毒素检测应作为 

CAR-T 细胞的放行标准，可采用 LAL 法或其他新的敏

感稳定的方法，但新方法需要与家兔法进行比较验证。 

    （8）CAR-T 细胞基因组中病毒载体拷贝数的检测：

载体基因整合在 T 细胞基因组中，一方面显示有 T 细

胞进行了 CAR 基因修饰，一方面又是一个安全性指标，

可能会因整合而带来原癌基因的激活或抑癌基因的失

活等造成二次肿瘤的风险，尽管现在载体的设计已经

大大降低了整合的风险，但这种风险仍未完全消除， 

因此需要对整合到细胞基因组中的病毒拷贝数进行检

测，在收获时取 CAR-T 细胞悬液进行检测，目前认为

不高于 5 拷贝/细胞是可以接受的。但需注意的是，这

一检测项目反映的是群体的平均值，不是每个细胞的
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实际情况，因此，在临床试验过程中还需要继续密切

关注因 CAR 基因整合带来的潜在风险。 

（9）CAR-T 细胞基因组中载体整合位点的检测：

此项检测主要是评价载体在 T 细胞中不会产生热点整

合而造成二次肿瘤的风险，如在肿瘤基因或抑癌基因

发生整合，但由于此项研究与载体设计等相关，因此，

可作为产品质量控制研究的内容，可暂时不做为过程

控制或产品放行的标准。在临床试验期间进行多个体

数据的分析，获得载体整合的特点并进行风险评估后，

再确定是否有必要作为每批产品的质量检测项目。 

（10）RCR/RCL 检测：因该项检测在病毒载体的阶

段做了充分的检测，在 CAR-T 细胞质控时可考虑主要

采用 PCR 法或其它快速法检测放行，但在早期研究时，

建议积累足够的数据来支持这种质控策略。 

（11）工艺残留物检测：应建立细胞治疗产品在生

产过程中添加的肽、蛋白及试剂残留量的检测方法，

如细胞因子、生长因子、抗体、磁珠、血清的残留量 

检测以及细胞碎片等的检测。根据工艺验证的结果以

及添加成份的风险，确定是否作为质量检验项目及 
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CAR-T 细胞产品放行标准。 

    （12）CAR-T 细胞中肿瘤细胞残留的检测：对于

CAR-T 来说，在临床试验过程中还应开展 CAR-T 细胞

产品中肿瘤细胞残留特别是被转导的肿瘤细胞的检测

方法研究，建立敏感的检测方法并限定肿瘤细胞的残

留水平。 

    （13）人源病毒因子检测：主要适用于异体 CAR-

T 细胞，如工艺验证时证明培养过程不会造成传染性疾

病因子的扩增，可不作为产品放行要求。 

5、CAR-T 细胞产品如何留样更为合理？为便于质量检

测及留样，是否可以将需在最终包装中检测的项目分

装在非最终包装容器中？ 

对于异体 CAR-T 细胞产品来说，因其具有货架期

产品的特性，其批量可以满足质量检测的要求，因此，

留样要求与其他生物制品的要求相同。 

对于自体 CAR-T 细胞产品来说，其单批次数量有

限，因此可根据前述检测项目设置的考虑，有些项目

可采用过程样品替代最终细胞产品留样。但需要在最

终包装中检测的项目，因为包装材料同样会影响产品
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的质量，除非能证明非最终包装容器与最终包装容器

对 CAR-T 细胞的影响完全一致，否则不能替代。 

6、是否要开展 CAR-T 细胞稳定性研究？ 

是的，同其他生物制品一样，CAR-T 细胞产品的稳

定性研究是其产品效期、运输条件规定的依据，需要

开展稳定性研究，包括保存条件稳定性研究及运输稳

条件的稳定性研究。 

但因 CAR-T 细胞的批量有限，即使是异体 CAR-T

细胞，其最终包装规格的批量也不能满足现有生物制

品稳定性研究指导原则的要求，包括长期稳定性研究， 

而且对于冻存条件下保存细胞来说，已有科学数据并

不支持加速稳定性及强制条件稳定性的研究，因此，

尚需另行建立 CAR-T 细胞产品稳定性研究的要求。 

七、CAR-T 细胞的非临床研究 

本部分主要基于药品审评中心《细胞治疗产品研

究与评价技术指导原则（试行）》非临床研究部分和《当

前对 CAR-T 类产品非临床研究与评价的一些考虑》的

一般原则，参考国外已上市产品相关信息，对 CAR-T 类

产品非临床研究实施过程中的具体技术问题进行讨论。 
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作为一种可特异性识别并杀伤肿瘤细胞的人源 T

淋巴细胞产品，现有的非临床研究方法及标准在 CAR-

T 细胞产品的评价上存在一定的局限性，需要进行多种

新的非临床研究评价策略和方法的探索。CAR-T 细胞产

品的非临床研究可能包括如下研究内容：1）体外药效

学研究（见六.4.（4）质量研究部分）；2）动物体内药

效学研究；3）药代动力学研究，关注目标细胞在体内

增殖、分布和存续时间；4）非临床安全性研究，主要

包括一般毒性研究（以常规毒理学检测终点为主要观

察指标的单次给药和/或多次给药毒性研究）、以神经

系统为主的安全药理研究、局部耐受性和体外溶血研

究等制剂安全性研究以及免疫毒性研究等。受 CAR-T

细胞免疫学特性和相关动物模型可获得性的限制，参

考国内外关于 CAR-T 细胞产品研发的实例和监管文件，

如已有临床数据经过评估后可保证临床受试者安全性，

CAR-T 产品的非临床研究可能获得部分免除。因此，进

行哪些非临床研究需要根据每个品种的具体研发程度

决定。 

1、非临床研究的一般原则 
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（1）CAR-T 细胞产品非临床研究的受试物来源包括哪

些？ 

    用于非临床研究的 CAR-T 细胞产品一般不必要使

用患者的血液进行制备。研究使用的细胞样本可采用

健康志愿者捐赠的血液制备。当无法使用临床拟用产

品时，采用动物来源替代产品进行一些概念验证性研

究（Proof-of-Concept）也具有重要意义。 

（2）目前常用的 CAR-T 细胞产品的非临床研究动物模

型有哪些？ 

    CAR-T 细胞作为人源细胞产品，给予免疫功能正常

的动物时会发生免疫应答，导致人源细胞被清除或者

出现免疫排斥反应，从而无法获得对临床有充分预测

意义的有效性和安全性信息。因此，需要根据研究目

的选择适当的实验动物种属。目前，已用于 CAR-T 产

品研究和正处于探索阶段的动物模型有如下几种： 

1）同源小鼠模型（Syngeneic Mouse） 

    同源小鼠模型具有完整的免疫系统，可以负荷鼠

源肿瘤。鼠源 CAR-T 细胞可以靶向性地与其体内鼠肿

瘤相关抗原（Tumor Associated Antigen，TAA）结合， 
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其组织也可能表达低水平的靶抗原，因此可以更好的

用于检测靶向和脱靶毒性。但是仅限用于研究鼠源细

胞制备的 CAR-T 产品。 

2）转基因小鼠（Transgenic Mouse） 

    转基因小鼠为免疫系统正常鼠，表达人 TAA。在研

究针对不同 TAA 的 CAR-T 的同时可以保留宿主免疫系

统，但研究对象细胞需要为鼠源细胞。该模型适合用

于 CAR-T 细胞的概念验证性研究，但是无法提供人源

CAR-T 细胞的药效和安全性的直接证据。 

3）移植瘤小鼠模型（Human Xenograft Mouse） 

    在免疫缺陷小鼠中移植人源肿瘤，可用来研究人

源 CAR-T 细胞对人源肿瘤的作用，是一种更加直接的

概念验证性研究，也可以在研发早期阶段用于测试不

同的设计类型的 CAR（例如，引入不同的信号分子或者

细胞因子）的药效研究。 

4）免疫系统重建人源化小鼠（HIS 小鼠，Humanized 

Immune System mice, HISmice） 

    该模型通过向免疫缺陷鼠移植人免疫细胞制备得

来。通常是在对免疫缺陷鼠进行 CAR-T 细胞治疗前移
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植人 CD34+造血干细胞/祖细胞（Human CD34+ 

Hematopoietic Stem / Progenitor Cells, CD34+ 

HSPCs）。HSPCs 可以再生少量髓系和部分淋巴系细胞。

向免疫缺陷鼠移植人的骨髓、肝脏和胸腺的人源化 

BLT（fetal bone marrow，liver， thymus）小鼠模

型，其构建更加复杂，是目前最接近人免疫系统的动

物模型，曾被用于治疗 HIV 的 CAR-T 细胞的研究，然

而，该模型具有髓系细胞发育不全和 T 细胞欠缺的缺

点，且目前很难实现大批量生产和标准化。 

5）灵长类模型（Primate） 

猴免疫系统和生理学功能与人接近，理论上可交

叉识别人和猴特异性抗原的 CAR-T 产品，可以模拟细

胞因子风暴（Cytokine Release Syndrome，CRS）和

神经毒性等临床上发现的毒性反应。但是在猴体内移

植人源肿瘤较为困难，当猴 TAA 无法被 CAR 识别时，

CAR-T 细胞无法活化，在体内存续时间短；同时，人源

细胞在猴体内可能会被免疫排斥，无法充分评价其药

效或者无法充分评价其药效或者毒性反应。 

上述动物模型各有优缺点，采用不同的模型进行
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不同目的和不同类型的非临床研究，可以获得更多的

有效性和安全性信息。 

2、CAR-T 细胞产品的药效学研究 

（1）如何选择药效学评价研究的动物模型？ 

    目前常用移植瘤小鼠模型研究 CAR-T 细胞对肿瘤

的抑制作用。同源小鼠模型和转基因小鼠模型具有完

整的免疫系统，在已建立与人源肿瘤相匹配的鼠源肿

瘤模型的基础上，可在一定程度上反映宿主对 CAR-T

细胞的免疫反应。这两种模型适合开展概念验证性研

究，且受试物需要是鼠源 CAR-T 产品。对于治疗淋巴

细胞白血病或淋巴瘤的 CAR-T 细胞产品，可使用人源

细胞，如 Raji、Daudi、Nalm-6、Jeko-1 等细胞株，或

者使用通过基因工程导入特异靶标的特殊稳转细胞株，

如 CD19-K562，CD20-K562 等在免疫缺陷啮齿类动物建

立移植淋巴瘤模型。鼠源 CAR-T 细胞产品也可使用鼠

源细胞如 A20 等建立鼠源模型来评价。通过不同给药

途径给予动物肿瘤细胞可形成不同的肿瘤模型，如，

尾静脉注射可形成系统的（全身性）的淋巴瘤模型，皮

下注射或者腹腔注射可形成局部的淋巴瘤模型。有一
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些研究在 HIS 小鼠中移植人血液系统肿瘤，对 CAR-T

细胞的药效及毒性进行评价。 

（2）如何选择药效学检测方法和评价指标？ 

    生物发光成像（Bioluminescent Imaging，BLI）

技术是最直观且常用的 CAR-T 细胞药效研究方法，该

方法检测表达荧光素酶的肿瘤细胞，并以荧光强度表

示肿瘤的荷载量，是目前评价 CAR-T 细胞产品体内药

效作用的主要技术之一。BLI 是一种微创的成像方式，

广泛应用于分子和细胞体内动态检测领域，例如基因

表达、蛋白质相互作用、细胞的增殖、迁移、分化以及

细胞在动物体内的分布等。采用 BLI 方法可以长时间

检测体内研究中癌细胞的迁移和扩增，也可用于评价

细胞治疗产品毒性相关的反应。BLI 所使用的荧光素酶

具有高灵敏度和低背景荧光的特性，也被广泛应用于

非侵入性疾病的监测中。 

    其它常用检测方法包括：1）流式细胞术检测动物

体内肿瘤细胞的数量；2）流式细胞术、ELISA、MSD 等

免疫学方法检测血清中与肿瘤相关的细胞因子的变化， 

从而间接反映药效学结果；3）常规药理学或病理学方
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法检测肿瘤相关参数（如瘤体积、瘤重、动物体内肿瘤

细胞的定植部位）和动物中位存活期等。动物中位生

存期（(Median Survival Time）可反映 CAR-T 细胞的

总体活性，但无法准确反映 CAR-T 的靶向活性。进行

CAR-T 细胞产品药效研究时，推荐采用不同方法来体现

其药效，例如：对于表达 CD19+的淋巴瘤模型，可使用

流式细胞计数法检测血液、脾脏或淋巴结中 CD19+细胞

的表达量指示肿瘤荷载程度，然而流式细胞计数法不

能直观地体现肿瘤发生后期其它各个脏器的累及情况，

因此，最好也同时采用活体成像或者组织学方法进行

研究。 

（3）药效学研究如何进行试验设计？ 

    CAR-T 细胞药效学研究不应局限于常规药物药效

学研究的设计方案，而应根据细胞的来源、产量等特

点进行科学合理的试验设计。例如，用于非临床研究

的 CAR-T 细胞通常来源于健康志愿者的捐赠，而源于

同一捐赠者的一次捐赠很难制备出同时满足药效学和

安全性评价研究的受试物的需求量。此外，使用从单

一捐赠者中获得的 T 细胞生产的 CAR-T 细胞是否能够
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充分代表该产品的药效学结果也需审慎考虑。如果受

试物来自不同的捐赠者或者不同的采血时间，每次获

得的受试物的细胞特性等也可能存在某些未知的差异。

CAR-T 细胞药效学研究要包含不同的剂量水平以体现

量效关系。因未转染 CAR-T 细胞也可能存在非特异性

的肿瘤细胞杀伤作用，故除了溶媒对照外，需设置 T 细

胞对照组（未转导 CAR 的 T 细胞、模拟转导的 T 细胞

或者半抗原特异性 CAR-T 细胞）。作为对照的 T 细胞应

尽量与研究用 CAR-T 细胞是同一来源且使用统一的生

产流程和质量控制标准。此外，建议设置不接种肿瘤

的溶媒对照组以便于结果分析。条件允许时，体内药

效试验建议使用来自不同捐赠者的细胞生产的 CAR-T

细胞进行动物药效学研究，以评估 CAR-T 细胞治疗效

果的稳定性。研究中可增加或者设置卫星组用于细胞

药代动力学（分布、迁移、归巢及其存续和消亡特性）、

细胞因子的检测以及其它一些毒性指标的监测。 

3、CAR-T 细胞产品的药代动力学（药代）研究 

    当前肿瘤细胞专属的靶抗原较少，而 CAR-T 细胞

产品又具有较强靶向细胞杀伤活性。CAR-T 细胞如果与
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人体内的非肿瘤细胞结合，可引起严重的脱靶副反应， 

甚至导致死亡。另一方面，CAR-T 细胞的体内效力又依

赖于细胞的有效增殖及免疫记忆的形成。因此，在非

临床研究中阐明 CAR-T 细胞的体内过程对其有效性和

安全性的研究至关重要。 

（1）药代研究动物模型如何选择？ 

     因人源细胞在动物体内会导致免疫排斥反应，人

源 CAR-T 细胞最好使用免疫缺陷动物进行研究。一般

而言，在肿瘤细胞存在的情况下 CAR-T 细胞会大量增

殖并发挥生物学作用，因此目前 CAR-T 细胞最常用的

药代研究模型为移植瘤模型。在条件允许的情况下也

可增加非荷瘤模型的分布研究，以便对两者间组织分

布差异性进行比较。 

（2）CAR-T 细胞的药代（生物分布）检测技术如何选

择？ 

    CAR-T 细胞的药代研究主要关注目标细胞在体内

增殖水平、分布情况和存续时间，可选择的检测技术

包括成像技术、流式细胞术、免疫组化技术、定量 PCR 

技术等，不同的方法适用于不同的检测样本和检测目
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的。成像法可以直观地检测 CAR-T 细胞的体内分布，

活体成像的细胞标记可通过多种方法实现，如对细胞

进行放射性同位素标记、遗传修饰（如，表达绿色荧光

蛋白或荧光素酶）标记，纳米粒子标记（如，铁-葡聚

糖纳米粒子）等；流式细胞术可以检测动物血液、骨髓

和脾脏中的 CAR-T 细胞；免疫组化的方法可以检测脾

脏或其它脏器中 CD3+细胞或 CAR+细胞的表达，以提示

人 T 细胞在动物脏器中的分布和累积；定量 PCR 方法

可检测所有类型样本中代表人源 CAR-T 细胞的 DNA 或

者 RNA 水平，PCR 方法推荐以 CAR 而不是 T 细胞作为

特异性检测目标。目前，一些新的技术方法，如，原位

杂交等，也开发用于检测 CAR-T 细胞的组织分布。使

用上述方法对 CAR-T 细胞进行标记后，是否对细胞的

质量属性和生物学特性产生影响，以及是否对细胞的

分布情况及其研究结果产生影响也值得关注。标记细

胞的生产工艺、质量控制、生物学活性鉴定过程应与

非标记细胞一致，并应对其检验结果进行对比，证明

是否在差异以及差异的程度，同时评价对细胞属性可

能的影响。总之，在非临床研究中，最好用一种或多种
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适宜的细胞追踪方法评价细胞产品的分布、迁移、归

巢及其存续和消亡特性，并阐述方法的科学性。 

4、CAR-T 细胞产品的非临床安全性研究 

    已获得的临床研究结果显示，CAR-T 细胞产品的安

全性风险主要包括：CRS、可逆的神经毒性、B 细胞减

少和靶向与脱靶（On-target, Off-tumor）毒性效应

等。因此，非临床安全性的主要关注点为如何评价 CRS，

神经毒性、靶向和脱靶毒性等。另外，产品制备过程中

细胞在体外经过了复杂的转基因修饰，因此 CAR-T 细

胞的成瘤性/致瘤性问题也是考虑重点之一。在非临床

动物研究中，国内外就上述关注点可进行何种程度的

预测尚无统一标准。同时，动物毒理学研究也存在着

动物模型、种属特异性等具有挑战性的难题。 

（1）CAR-T 细胞的非临床安全性研究是否需要在 GLP

条件下进行？ 

    与其它治疗性药物产品一致，CAR-T 细胞治疗产品

的非临床安全性评价研究也应遵从《药物非临床研究

质量管理规范》（GLP）。对于伴随在药效学研究中的某

些特殊指标的检测也可以在非 GLP 条件下开展，但应
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保证试验结果的可靠性、完整性及对产品总体安全性

评价的影响。 

（2）CAR-T 细胞的非临床安全性研究中受试物分析如

何进行？ 

    鉴于 CAR-T 产品制备过程的特殊性，委托方应提

供受试物完整的质量分析数据报告，并应提供覆盖所

有给药浓度以及模拟所有运输过程、处理操作、直至

动物给药前过程的受试物稳定性研究数据。受试物在

到达研究机构后，如果在给药前需要经过复苏、重悬

等处理操作，研究机构至少要对细胞形态、活细胞总

数、细胞活率、颜色、除细胞之外的其它外源性异物等

进行观察或检测。如果受试物到达研究机构后可以不

经处理直接给药（在稳定性允许的时间范围内），则上

述检测可以由委托方进行。 

（3）如何选择安全性研究的动物模型？ 

为提高非临床安全性研究的预测准确性，受试物

在动物体内过程和/或所处环境应最大程度上模拟人

体中的过程和/或环境。同源小鼠模型和表达人 TAA 的

转基因小鼠是免疫系统正常鼠，具有完整的免疫系统，
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在与人高度同源的小鼠肿瘤抗原或转入的人肿瘤相关

抗原的存在下，较适于评价产品的靶向与脱靶作用以

及产品对宿主免疫系统的影响。但其局限性在于受试

的 CAR-T 细胞应为鼠源细胞。此外，鼠的生物学特性

和免疫系统有别于人，不能最大程度的反映产品的 CRS 

等风险，且鼠源 CAR-T 细胞在此模型小鼠易发生活化

诱导的细胞死亡，存活时间短。 

移植瘤小鼠模型在免疫缺陷小鼠中移植人源肿瘤，

可以作为疾病动物模型对毒性指标进行观察。其缺点

是没有宿主免疫系统，不能完全模拟人体中出现的 CRS

带来的级联反应，无法检测脱靶作用。非荷瘤的免疫

缺陷鼠由于缺乏免疫细胞，不会产生免疫排斥反应，

可使 CAR-T 细胞在其体内存活较长时间，更适合对

CAR-T 细胞制剂的非靶点安全性风险以及成瘤性/致瘤

性进行研究。 

    HIS 小鼠模型可以在动物体内较好地模拟人免疫

系统，在评价 CAR-T 细胞安全性方面颇具前景。但该

模型尚处于初期研究阶段，模型的统一和标准化尚存

在难点。比如，CD34+ HSPCs 细胞的来源包括多种途
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径，如成人骨髓、外周血、脐带血和胎儿肝脏，而不同

来源细胞产生的动物模型可能对 CAR-T 细胞评价的结

果产生影响；由于安全性研究需要的动物数较多，往

往同一实验需要使用多个供体来源的 CD34+ HSPCs 细

胞，重建后的小鼠个体嵌合程度也可能不同，上述因

素都可导致实验系统个体差异程度增加；另外，人

CD34+ HSPCs 细胞在小鼠体内分化的骨髓和淋巴细胞

与在人体内分化的同类细胞比较存在很大区别，由其

建立的人免疫系统还很不完善，随时间推移，其自发

病的发生率也比免疫缺陷小鼠更高。总之，目前人源

化小鼠模型的应用仍以探索性为主，尚不能全面应用

到非临床研究中。 

    猴免疫系统和生理功能与人接近，但多数情况下

因为免疫原性的问题，无法在猴体内对人源 CAR-T 进

行长期毒性的研究。目前使用猴开展 CAR-T 研究应用

的例子很少。为降低免疫排斥，可同时给予动物免疫

抑制剂，但可对 CAR-T 的安全性研究结果产生干扰。 

（4）常规毒理学试验设计的考虑要点？ 

    一般可使用免疫缺陷动物或者荷瘤鼠模型单独进
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行较全面的毒理学研究，也可在药效学研究的同时，

设计卫星组进行毒性指标的检测（包括常规毒理学指

标，如临床症状、体重、摄食量、血液学、血清生化、

病理学检查、细胞因子检测等）。因免疫缺陷动物或者

荷瘤鼠模型不是毒理学研究常规使用动物，在研究过

程中应密切关注各项背景数据以及荷瘤可能带来的病

理、生理指标变化。 

    剂量组别和给药方案：低剂量应不低于临床等效

剂量。因为不同 CAR-T 细胞转染率不一致，静脉给药

时高剂量应以输入动物体内的总细胞数不引起动物输

液反应（总细胞数不能过大）和肺栓塞为标准进行设

计。应至少包含两个或两个以上剂量，给药应等于或

大于临床给药次数。毒性研究设计包括至少两个剂量

组，不同的剂量可以是来源于同一捐赠者的不同剂量

的细胞，也可以是分别来源于不同受试者的同一剂量

（较高剂量）的细胞。与药效学研究相同，除了设置溶

媒对照组，也可以设置 T 细胞对照组方便结果分析。

如使用荷瘤鼠模型进行毒性研究，可根据研究机构的

背景数据考虑设置非荷瘤对照组。 
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    给药次数：CAR-T 细胞产品毒性研究不能遵循常规

的设计思路。可以在单次或多次给药后，在不同的检

测时间点进行全面的毒性指标的检测。如果 CAR-T 细

胞产品在临床上为单次给药，动物试验时可在不产生

免疫原性或者免疫耐受的时间点内进行第二次甚至更

多次的给药，然而是否可以进行多次给药，以及给药

次数的确定需根据不同 CAR-T 细胞产品的作用特点充

分论证后决定。 

    试验周期和检测时间：在 CAR-T 的安全性研究中，

可能不适合使用“给药结束”和“恢复期结束”等毒理

学常规的检测时间点的概念。如在采用荷瘤鼠的毒性

研究中，第一次剖检时间（一般意义上的“给药结束”

时间点）可以选择未经治疗荷瘤鼠的生存期限（2-3 

周）、临床出现 CRS 等严重毒性反应的时间或者 CAR-T

细胞发挥最强生物学活性作用的时间点，检测受试物

潜在的短期毒性反应和靶器官。以药代研究所显示的

细胞存续时间或者荷瘤动物在受试物作用后的最长存

活时间，作为第二次剖检时间点（一般意义上的“恢复

期结束”时间点），考察 CAR-T 细胞长期、延迟毒性和
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致瘤性风险。 

    检测指标：因为免疫缺陷鼠的机体状态可能较差，

荷瘤鼠模型处于严重疾病状态，各种检测样本（例如

血液量）的量通常不能满足等常规检测指标的需要， 

可以减少一些不必要的指标或者设计更多的动物数来

满足对样本量的需求。 

（5）CAR-T 细胞的非临床安全性研究中是否需要进行

伴随毒代动力学研究？ 

    CAR-T 细胞产品的非临床安全性研究通常使用免

疫缺陷小动物模型，进行伴随毒代动力学研究时需要

设置卫星组动物，对动物数目的需求较大。单一捐赠

者来源的或者单次制备的 CAR-T 细胞产品的量往往不

能满足伴随毒代研究的需求。同时，有些 CAR-T 产品

毒性研究可能伴随药效学研究开展。因此，认为在个

体化的 CAR-T 产品研发中，不强制性要求一定要在毒

性研究的同时伴随进行毒代研究，可以将药代和毒代

研究结合进行，有时单独的药代研究能很好反应细胞

体内过程的情况下，可以兼用于毒代研究。毒（药）代

研究可以在毒性或药效研究同时进行，采用同一批细
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胞产品，也可以采用不同批次的细胞产品分开进行。 

（6）免疫毒性评价研究如何进行？ 

    已有的临床研究结果和 CAR-T 治疗的原理显示

CAR-T 细胞产品必然具有免疫毒性，目前研究结果也显

示免疫毒性，如 CRS 等，与细胞治疗的效果显著相关。

然而，因非临床研究中尚无可以直接预测人 CAR-T 细

胞的临床免疫毒性风险的理想的动物模型，因此需要

对不同动物模型中获得的免疫毒性检测结果进行客观

的分析，以评价其预测能力。CAR-T 细胞在非临床免疫

毒性检测指标大致包括：采用流式细胞方法、Luminex、

MSD 电化学发光检测等方法检测血清细胞因子水平（如 

IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、INF-γ、TNF-α等），以期

待反映 CAR-T 细胞的 CRS 风险；根据使用动物模型的

不同，检测动物外周血中淋巴细胞计数及表型分析（如 

CD3+、CD4+、CD8+等）；异种细胞移植物抗宿主反应

（Graft-versus-Host Reaction，GvHR）的观察和与

临床研究可能相关性的科学评价；免疫器官检查（重

量、大体和组织病理检查）。免疫毒性的检测时间点需

要根据 CAR-T 作用机制和不同的动物模型以及预试验
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结果进行合理的设计。 

（7）神经毒性如何考察？ 

    可以在适当模型上进行神经毒性考察。常规的安

全 药 理 学 功 能 观 察 试 验 组 合 （ Functional 

Observation Battery，FOB）研究设计（给药次数，给

药周期，检测频率等）不一定适合 CAR-T 细胞的作用

特点，根据采用动物种属或模型的不同，可以设计多

次给药或者延长观察期以考察神经毒性。此外，应尽

可能与其它毒性研究相结合，重点观察神经毒性。CAR-

T 细胞治疗产生的神经毒性可能与 CRS 具有相关性，

认为是 CRS 损伤血脑屏障，血管内皮受损，细胞因子

进入脑内导致的。因此，可以考虑在临床研究中出现

CRS 的时间点进行一次 FOB 的观察。另外，对于在不能

很好模拟 CRS 的动物模型中进行的神经毒性考察的意

义有待审慎考虑。 

（8）致瘤性研究如何进行？ 

    作为一种终末分化的体细胞治疗产品，理论上

CAR-T 细胞成瘤性/致瘤性风险较低。体外评价方法软

琼脂克隆试验可通常表现为阴性结果。在基因组插入
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位点分析中，因插入是随机的，每例患者的插入位点

可能不尽相同；即使插入位点为可能致瘤的位点，随

着 CAR-T 细胞死亡或体内对 CAR-T 细胞的免疫应答，

也无法确定其致瘤性。但对于导入了外源基因的 CAR-

T 细胞产品，需通过病毒载体插入人基因组的插入位点

分析、体外细胞永生化增殖、体内研究中异常/异位增

生性病变（如增生、肿瘤）等研究初步评估其致瘤性风

险。体内致瘤性研究可与较长周期的动物毒理学研究

伴随开展，可以在临床试验期间完成。 

 

结束语 

    由于 CAR-T 领域正处于飞速发展阶段，不断有新

的思路及新的技术进入该领域，人们对它的科学认识

也在不断深入，同时，对它的风险的认识也在临床试

验及临床应用过程中不断积累，因此，对 CAR-T 的制

备工艺的提高、质量控制的考虑及检测要求，以及非

临床研究的要求都会不断改进，本技术考虑要点也会

随着这些发展进行定期的修订，以更好地促进我国 

CAR-T 领域的产业化发展。 
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引 言 

近年来，免疫治疗经历了一系列突飞猛进的发展，

以特异性过继免疫细胞疗法及免疫检查点抗体疗法为

代表的新型免疫治疗技术因其在临床研究中取得的显

著疗效而成为学术界和产业界共同关注的焦点。其中，

嵌合抗原受体 T 细胞免疫疗法（Chimeric Antigen 

Receptor T-Cell Immunotherapy，CAR-T 疗法）因其

在白血病、淋巴瘤、多发性骨髓瘤等病种的治疗中展

现出显著的治疗效果而成为国内外研究的热点。随着

我国对 CAR-T 技术的研究不断深入，国内企业的积极

布局和产业链的延伸，我国的 CAR-T 细胞治疗技术也

在紧随国际趋势的发展。 

遵循《药品生产质量管理规范》（GMP）是 CAR-

T 细胞制剂制备的原则要求。此前，中国医药生物技术

协会已经制定了《免疫细胞制剂制备质量管理自律规

范》，帮助机构在免疫细胞制剂制备过程中避免污染、

交叉污染、混淆及差错，最大限度地保证免疫细胞制

剂的安全性、生物学效应。但 CAR-T 细胞作为一类特
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殊的免疫细胞，其制备和质量控制具有特殊性。为了

适应我国 CAR-T 细胞治疗产业的需要，加强 CAR-T

细胞治疗的质量管理，规范细胞制备过程，保证 CAR-

T 细胞制剂在临床研究和应用时的质量，促进国内外

同行间的交流，中国医药生物技术协会在已有《免疫

细胞制剂制备质量管理自律规范》的基础上，根据

CAR-T 细胞的特殊性，制定《CAR-T 细胞制剂制备质

量管理规范》。CAR-T 细胞制剂制备过程中涉及到的

人员、设备、样品储存与运输、标识与追溯系统等其他

要求，应参照中国医药生物技术协会制定的《免疫细

胞制剂制备质量管理自律规范》执行。  
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CMBA/T 004.1—2018 

嵌合抗原受体修饰 T 细胞（CAR-T 细胞）制剂

制备质量管理规范 

 

1 范围 

 

1.1 本标准规定了 CAR-T 细胞制剂制备机构在制备过

程中包括从载体制备、细胞采集以及细胞转导/转染、

扩增、收集、冻存等过程中须遵循的基本要求和原则，

保证 CAR-T 细胞制剂的安全性和生物学效应。 

1.2 本标准适用于 CAR-T 细胞制剂制备的所有阶段。 

 

2 规范性引用文件 

 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是

注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。

凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的

修改单）适用于本文件。 

《中华人民共和国药典》（三部） 
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《免疫细胞制剂制备质量管理自律规范》（中生协

字〔2016〕035 号） 

 

3 术语和定义 

 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 

嵌合抗原受体 T 细胞（CAR-T 细胞） chimeric 

antigen receptor T cell，CAR-T cell 

经过基因工程修饰的，可表达被导入的含有抗原

识别片段、T 细胞受体活化分子、共刺激信号等信号分

子的 CAR 基因的 T 细胞。 

3.2 

外 周 血 单 个 核 细 胞  peripheral blood 

mononuclear cell, PBMC 

血液中具有单个核的细胞，主要包括淋巴细胞、单

核细胞、巨噬细胞、树突状细胞和少量其他细胞类型。 

3.3 

质粒 plasmid 
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一类存在于细菌和真菌细胞中独立于染色体 DNA

而自主复制的共价、闭合、环状 DNA 分子，通常携带

一定数量的基因，是基因工程最常见的运载体。 

3.4 

目的基因 target gene 

人工构建的具有明确功能的基因或基因片段。 

3.5 

载体 vector 

在基因工程重组 DNA 技术中将 DNA 片段（目的基

因）转移至受体细胞中进行复制和表达的工具。 

注：常用的载体包括质粒、病毒等。 

3.6 

转导 transduction 

借助病毒等方法将外源性遗传物质（DNA 或 RNA）

导入细胞进行表达的过程。 

3.7 

转染 transfection 

通过非病毒载体（如质粒）将外源遗传物质（DNA

或 RNA）植入细胞的过程。 
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3.8 

冻存液 cryoprotectant 

能保护细胞在冷冻和复苏过程不受损害的溶液或

试剂。 

3.9 

标识 label 

粘贴或附着在对象上的用于区分不同对象的标记、

注释或条码。 

3.10 

细胞批次 cell batch 

取自个体的细胞经单次细胞制备工艺过程制成的

一批细胞制剂。 

 

4 基本原则 

 

4.1 总体要求 

CAR-T 细胞制剂的制备包括质粒的制备、病毒的制

备、样本的采集、接收、处理、细胞刺激、转导/转染、

扩增、收获、质量检测、冻存和运输等全过程。制备机
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构应建立健全 CAR-T 细胞制剂制备的质量管理体系，

结合 CAR-T 细胞制剂制备的特殊工艺，对各个操作环

节以及环境和人员等严格要求并实施，最终产品应符

合质量标准。 

4.2 人员 

4.2.1 制备机构应配备与其规模相适应的 CAR-T 细胞

制剂制备人员和质量检测人员，操作人员应具备基本

的专业知识，并接受特定的专业技术培训后方可上岗。

病毒和细胞制备技术人员身体健康无传染性疾病，能

熟练掌握无菌操作技能，并具备病毒制备或人免疫细

胞培养经验，其职称、学历、经历、资格证书、继续教

育与健康记录，应建档保存。 

4.2.2 建立人员卫生操作规程和自我防护规程，最大

限度地降低人员对细胞制备造成污染以及操作人员自

我感染的风险。操作规程应包括与健康、卫生习惯及

人员着装相关的内容，以及操作过程中避免交叉污染

和污物正确处理方法等内容。 

4.2.3 维修人员或其他非专业人员进入制备区和质控

区应经过培训和批准。 
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4.3 物料 

4.3.1 CAR-T 细胞制剂制备所用的物料是指制备中所

使用的试剂耗材、生物活性因子以及与细胞制剂直接

接触的包装材料及外包装材料等。 

4.3.2 CAR-T 细胞制剂制备所用的样本及物料应符合

相应的质量标准。进口物料应符合国家相关的进口管

理规定。细胞制剂制备中使用的物料管理应参照《中

华人民共和国药典》中的《生物制品生产用原材料及

辅料质量控制规程》实行管理。物料供应商应有相应

的资质，并提供证明文件。 

4.3.3 培养过程中对培养基、活性因子等外源蛋白的

要求如下： 

a) 所有使用的培养基、活性因子等外源蛋白应有

明确的来源及批号，应有质量检定合格报告； 

b) CAR-T 细胞体外扩增培养应尽量避免动物或人

源物质如血清等制品的使用，若必须使用，需要开展

相关研究，证明使用的必要性和合理性；严禁使用疫

病流行区来源和未经过安全性验证的动物血清等制品。 

4.3.4 转导/转染过程中所使用的培养皿或培养袋等
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耗材和细胞因子等均需符合相应的质量标准。 

4.3.5 制备机构应建立物料检验和放行质量标准，对

生物活性试剂，制备机构应有相应措施确定有效期和

保存条件，并在有效期内使用。 

4.3.6 制备机构自制的试剂（如血浆、抗原等），应建

立质量标准、编号及批号的编制操作规程，并经检验

合格后使用，每种物料均应编制唯一的编号，并有制

备记录。 

4.4 设施和设备 

4.4.1 CAR-T 细胞制剂制备场所按照不同工艺应至少

包括质粒制备区、病毒制备区、细胞制备区，质控区

（支原体测定、内毒素测定、流式细胞仪检测和分子

生物学等相关检测）和储存区（病毒储存区、细胞储存

区），各个区域应相对独立。病毒制备区、病毒储存区

应具有独立的空调系统。制备机构可根据实际情况合

理分配和增加所需区域（留样室、办公室、资料档案室、

物料储存室、气体储存室等）。 

4.4.2 制备机构应根据工艺要求，对各功能区合理设

计、布局和使用，应设立洁净区，洁净区的设计、建设、
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管理、进出、使用、清洁、消毒、环境检测等参见药品

GMP 规范无菌药品附录。 

4.4.3 载体的制备应在 C 级背景下 A 级洁净度级别的

环境中进行，载体在非密闭条件下的除菌过滤和灌装

应在 B 级背景下 A 级洁净度级别的环境中进行； CAR-

T 细胞制剂制备过程中与细胞有关的操作，如细胞分

离、转导/转染、扩增、收获等应在非密闭条件下的操

作应在 B 级背景下 A 级洁净度级别的环境中进行。 

4.4.4 制备机构应设置用于制备感染性样本的独立物

理空间，设立独立的空调系统。使用后的器具和相关

物品应经过灭活处理后再移出该区域。感染性样本与

非感染性样本的处理及制备不得使用同一设备。 

 

5 载体制备 

 

5.1 质粒制备 

5.1.1 质粒应序列信息明确，并经过鉴定和确认。质

粒菌种应采取种子库系统，并按照《中国药典》相关要

求完成菌种库的检定。菌种建库过程应符合药品 GMP
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规范，同时应有明确来源和批次信息，并有详细记录。 

5.1.2 质粒的质量应经过检测，包括但不限于： 

a) 纯度：超螺旋型的含量，细菌基因组 DNA、RNA

和蛋白残留量； 

b) 无菌试验； 

c) 内毒素试验； 

d) 酶切鉴定； 

e) 基因测序； 

f) 如工艺中使用有潜在危险性的物质，则需做物

质残余量的测定。 

5.2 非病毒载体制备 

非病毒载体(包括但不限于 DNA、RNA，蛋白质)应

有明确的来源、结构和遗传特性，制备过程应符合药

品 GMP 标准，达到相应质量标准的要求。不得含有支

原体、细菌及病毒等其他任何外源因子，内毒素应控

制在限定范围内；根据所选择载体类型不同，参见《细

胞治疗产品研究与评价技术指导原则》（试行）、《人基

因治疗研究和制剂质量控制技术指导原则》、《人用重

组 DNA 制品质量控制技术指导原则》、《人用单克隆抗
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体质量控制技术指导原则》等。 

5.3 病毒载体制备 

5.3.1 病毒包装细胞系应采取种子库系统，建立主细

胞库和工作细胞库，并按照《中国药典》相关要求完成

细胞库的检定。细胞建库过程应符合药品 GMP 规范，

有明确来源和批次信息，并有详细记录。 

5.3.2 病毒包装所用细胞系的细胞培养液应成分明确

并具有溯源性，使用人或动物源性成分，如血清、胰蛋

白酶或其他生物学活性物质，应具有这些成分的来源、

批号、质量控制、检测结果和质量保证的相关信息，应

不得含有任何病毒等外源因子。 

5.3.3 每一批用于转导/转染的病毒应经过检测，包括

但不限于： 

a) 鉴别试验； 

b) 复制型病毒（RCR/RCL）检测（生产时的批次

和冻存复苏时的批次）； 

c) 无菌试验； 

d) 内毒素检测； 

e) 支原体检测； 
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f) 残留量测定：应根据生产工艺及成品的添加成

份，对有潜在危险性的成份进行残留量检测； 

g) 病毒滴度测定； 

h) 效力试验：插入基因的表达水平测定及生物学

活性测定。 

5.3.4 应避免病毒载体反复冻融，病毒应储存于合适

的环境中并进行稳定性研究，确定使用期限并在有效

期限内使用。每批病毒应编制唯一的批号，并建立病

毒的出入登记记录制度。 

 

6 CAR-T 细胞制备及质量控制 

 

6.1 T 细胞的采集和分离 

6.1.1 制备机构应建立供者采集标准，进行细胞采集

应具备相应的资质，应使用全自动血细胞分离机，按

单核细胞分离程序，采集外周单个核细胞富集血，在

技术上无法实现采集外周血单个核细胞富集血的情况

下，可考虑静脉血采集方案。根据制备要求对采集的

外周血进行单个核细胞的分离及 T 细胞的分选，并对
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所分选出的 T 细胞进行活化。 

6.1.2 采集管路应使用一次性消耗品，血细胞分离机

应定期进行清洁和检测。 

6.1.3 在符合洁净级别要求的操作间分离 PBMC，根据

工艺要求再进一步确定是否分选特定细胞亚群进行转

导/转染，转导/转染前进行细胞计数及细胞存活率测

定。 

6.1.4 传染性病毒检测阳性患者的 T 细胞应在感染性

样本制备区进行细胞分离、培养、收集，完成制备过程。

操作完毕应彻底清场、并应验证确认无该次操作残留

感染风险物后方可进行后续供者的样品制备。 

6.2 CAR-T 细胞制备 

6.2.1 样本送达时应附细胞制备申请单，内容包括但

不限于： 

a) 患者姓名缩写、筛选号或入组编号或其他唯一

识别码； 

b) 患者临床诊断，肿瘤特异性靶点信息； 

c) 实验室检测的结果：血常规及分类、HIV、HCV、

HBV、EBV、CMV，HTLV，梅毒、肝肾功能、凝血检测；
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如果是异体治疗回输，应做 ABO 血型、Rh 血型配型以

及 HLA 配型检测；  

d)治疗方案：细胞的种类、治疗次数、回输方式等； 

e) 知情同意书。 

6.2.2 CAR-T 细胞制剂制备应按照经过验证后批准的

操作规程的要求进行，并有相关记录。 

6.2.3 在感染性样本操作区内，操作人员应穿戴该区

域专用的防护服。 

6.2.4 在细胞培养耗材及培养箱上进行标识，并采取

措施避免交叉污染。 

6.2.5 操作前应检查所领用的包装材料正确无误，核

对包装产品和所用包装材料的名称、规格、数量、质量

状态，且与操作规程相符。 

6.2.6 活化 T 细胞所采用的包被抗体或磁珠抗体应符

合相关质量要求。 

6.2.7 细胞转导/转染主要包括非病毒转染和病毒转

导两种方式，应确认基因导入系统并对其进行验证，

建立关键步骤控制点。 

6.2.8 细胞扩增过程中每更换一次培养体系应准确计
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数，应根据质量要求对细胞浓度及培养时间进行调整。 

6.2.9 CAR-T 制剂的收获分为新鲜剂型和冻存剂型，

冻存宜采用全封闭冻存袋的方式，在气相液氮储存环

境下储存。 

6.2.10 每批次细胞培养结束后，应进行清场，制备场

所和设备应没有与本次制备有关的物料、产品、记录

等遗留。 

6.2.11 应建立 CAR-T 细胞制剂批号编制规程。每批细

胞制剂应编制唯一的批号，并建立出入登记记录制度。 

6.2.12 应避免出现任何偏离工艺规程或操作规程的

偏差，如出现偏差，应按照偏差处理操作规程执行。 

6.2.13 制备机构应建立 CAR-T 细胞制剂留样操作规

程，留样应至少保存至使用结束后三个月。 

6.3 CAR-T 细胞制剂的质量控制 

6.3.1 制备机构应具有 CAR-T 细胞制剂的检测能力，

并配备相关专业技术人员和设备，建立制剂质量标准，

确立制剂质量检验操作规程，所有检测方法应经过验

证。 

6.3.2 CAR-T 细胞制剂的质量要求： 
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a) 应进行无菌试验和支原体检测； 

b) 应进行内毒素检测； 

c) 应对细胞存活率和回输数量进行检测； 

d) 应对终产品中 CAR-T 细胞转导/转染率、免疫

表型进行检测； 

e) 应检测 CAR-T 细胞制剂对特异性肿瘤细胞的

杀伤作用； 

f) 病毒转导/转染后的细胞应进行 RCR/RCL 检测； 

g) 应进行 CAR-T 细胞的基因拷贝数检查（VCN）； 

h) 对于培养后不经冻存，直接回输的 CAR-T 制剂，

应加强培养的全过程质量控制，设置合理的取样点，

并采用合理的快速检测方法进行质量控制； 

i) 如果细胞培养基内添加成分可能会对细胞制

剂质量或安全性产生影响，应对培养基及其他添加成

分残余量进行检测，如细胞因子等； 

j) 使用磁珠抗体刺激 T 细胞的，应检测制剂中的

残余磁珠量。 

6.3.3 制备机构应在 CAR-T 细胞制剂制备过程中开展

质量检测，制剂的检验应由制备机构负责人指定有资
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质的人员进行。制备机构可以委托有资质的第三方开

展相关质量检测。检测结果应有质量负责人或质量受

权人签字审核。 

6.4 CAR-T 细胞冻存、运输与复苏  

6.4.1 制备机构应建立 CAR-T 细胞的冻存和复苏操作

规程，在规定的温度范围内储存细胞。应对冻存工艺

（包括冻存液和冻存容器等）和复苏工艺进行验证，

验证项目宜包括生物学效力、细胞纯度、细胞特性、活

细胞数及比率、功能细胞数和安全性相关的内容等。 

6.4.2 应建立 CAR-T 细胞制剂运输的标准操作规程，

运输方式等应经过验证。 

6.5 CAR-T 细胞制剂的放行 

6.5.1 制备机构应建立 CAR-T 细胞制剂放行的操作规

程，符合质量标准的 CAR-T 细胞制剂由质量管理负责

人或质量受权人批准后方可放行。 

6.5.2 CAR-T 细胞制剂经放行后方可进行回输。 

6.5.3 每批次的 CAR-T 细胞制剂放行检测项目应至少

包括：无菌检测、支原体检测、内毒素检测、细胞存活

率、细胞数量、非 T 细胞表型、效应细胞比率、CAR 转
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导/转染效率、CAR 基因拷贝数、复制型病毒以及可能

的毒性物质残留等。 

6.5.4 如 CAR-T 细胞制剂质制备后需立即进行回输，

可采用经过验证的快速检测方法。但应建立规程，规

定采用快速检测方法放行后，使用现行通用检测方法

检验出现不合格结果时采取的措施。 

 

7 追溯 

 

7.1 应建立完整的细胞制备记录系统、标识标签系统

和免疫细胞制剂编码系统，以便于 CAR-T 细胞制剂的

辨识并防止制剂混杂。记录和标识应遵循相关法律和

规范的要求。 

7.2 细胞制备记录包括每天的细胞状况，细胞数量，

转导/转染条件，细胞因子浓度等具体信息。标识系统

应记录患者信息、细胞制剂名称、批号、收获日期及时

间、规格（细胞数量/体积）、储存条件、效期等。 

7.3 每个患者的信息和操作全过程应双人复核。 

7.4 每份 CAR-T 细胞制剂应编制唯一的编码。编码应
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能追溯到患者信息以及该细胞制剂操作和最终处理的

所有记录。应建立相关程序保证新旧编码能够关联。 

7.5 转移和运输记录应能追溯 CAR-T 细胞制剂从一个

机构到另一个机构的流转过程。转移和运输记录应包

括：CAR-T 细胞制剂发放和接收的日期和时间、运输过

程中的任何延误或其他突发状况引起的问题及相应的

处置记录。 

7.6 制备机构应建立不良反应报告和收集制度，在对

不良反应进行分析时，应能追溯到所使用 CAT-T 细胞

制剂制备的相关记录。 

 

8 保密 

 

应采取措施，防止病人的隐私信息被泄露。 
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