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采用嵌合抗原受体 T 细胞（chimeric antigen receptor T cells, CAR-T cells）的过继性细胞治疗是一种
很有前途的肿瘤免疫治疗策略，近年来发展迅速。CAR-T 细胞是通过基因修饰能够特异性识别肿
瘤细胞表面特定抗原的 T 细胞，对肿瘤细胞具有强大的杀灭作用。目前 CAR-T 细胞在恶性血液病
患者中的临床应用已经取得振奋人心的结果，国内外对于 CAR-T 细胞针对多种靶点以及用于治疗
实体瘤的研究开发形成了很大的热点，越来越多的产品将会进入临床试验和上市使用。这些产品
的质量控制和非临床研究对于保障产品安全、有效具有重要意义，同时也具有较大的挑战和困难。
本文在相关细胞治疗和基因治疗产品指导原则的基础上，结合 CAR-T 细胞产品的具体特点，探讨
其质量控制和非临床前研究的一般原则，以及其中的一些关键问题。
© 2019 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 

Education Press Limited Company This is an open access article under the CC BY-NC-ND license  
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. 引言

嵌合抗原受体T（CAR-T）细胞是一种经基因工程

化的T细胞，通常表达能识别特定肿瘤抗原的嵌合抗

原受体（chimeric antigen receptors，CAR），进而激活

免疫系统以消灭肿瘤。CAR通常包含三个结构域：识

别肿瘤相关抗原的胞外域（如scFv）、信号转导结构域

（如CD3ζ）和一个或多个胞内共刺激结构域（如可源自

CD28、4-1BB、OX40等）。CAR-T细胞免疫疗法通常是

从采集的患者血液中分离出T细胞，然后在GMP生产车

间对其进行基因改造，通过逆转录病毒和慢病毒载体、

转座系统（如SB转座系统）或直接将mRNA转导到T细

胞内，使T细胞表面表达CAR。在生产车间对这些T细
胞进行扩增后将其回输到患者体内，这种经过修饰的T
细胞能够特异、高效地识别和杀死肿瘤细胞，从而达到

在治疗肿瘤的同时又避免对正常组织的损伤。

在靶向CD19分子治疗B细胞恶性肿瘤（急性B淋巴

细胞白血病及B细胞淋巴瘤等）的临床试验中，CAR-T
细胞显示出令人振奋的疗效及较少的副作用[1,2]。2017
年8月31日，诺华（Novartis）公司宣布，美国食品药品

监督管理局（Food and Drug Administration，FDA）已

批准其开发的靶向CD19的CAR-T产品Tisagenlecleucel
（曾用名为CTL019，商品名为Kymriah）上市，用于治

疗B细胞前体急性淋巴性白血病（acute lymphoblastic 
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leukemia，ALL）[3]。不到两个月后，FDA又批准了第

二个CAR-T药物上市，商品名为Yescarta（axicabtagene 
ciloleucel），是Kite Pharma公司开发的同样靶向CD19的
CAR-T疗法，用于治疗某些类型的大B细胞淋巴瘤的成

年患者[4]。针对其他恶性肿瘤的CAR-T细胞治疗也在

不断进展[5,6]。
目前已有500多项关于CAR-T的临床试验正在进行。

对于恶性血液病，需要继续开展临床试验，以确定新靶

点和新组合[7,8]。对于实体肿瘤，需要研究更好的靶点，

或优化不完善的靶点，以及克服肿瘤微环境中阻碍T细
胞功能的障碍[9−11]。中国是除了美国之外的第二大进

行CAR-T临床研究的国家。截至2018年6月，中国进行

的CAR-T临床试验占据了全球的30%左右。从目前临床

研究的涉及范围与研究程度来看，CAR-T已经成为了一

种不可替代的全新的免疫治疗疗法，未来CAR-T将会成

为肿瘤治疗中一块重要的基石。

随着越来越多的CAR-T细胞产品申请临床试验和上

市，由此带来的这类新产品的质量控制、有效性和安全

性研究以及相关管理问题亟待解决。目前国内外关于细

胞治疗和基因治疗产品的技术指导原则中对此有一些基

本的叙述[12−16]，但这些指导原则较为宏观，没有具

体针对CAR-T细胞产品的技术要求和规范[17]。本文在

这些指导原则的基础上，结合CAR-T细胞产品的特点，

进一步探讨其质量控制和非临床研究的一般原则，以及

其中的几个关键问题。

2. CAR-T 细胞质量控制和非临床研究的一般
原则

图1总结了CAR-T细胞质量控制和非临床研究的一

般原则。

2.1. 质量控制

CAR-T细胞产品目前还没有统一的技术标准，各个

制造商在CAR设计、培养技术、基因导入的方法、其

他淋巴细胞的去除方法等方面各自不同，对CAR-T细胞

的质量控制需结合其具体的生产工艺情况和特点进行考

虑。CAR-T细胞的生产过程应按照cGMP的要求进行。

cGMP的意图是提供一个框架，以确保在受到良好控制

的设施和设备中，由经过良好的定期培训合格的工作人

员进行高质量的生产，同时需要一个广泛的系统来记录

操作的各个方面以证明持续的合规性。CAR-T细胞产品

的质量控制内容，须在参考国内外相关指导原则的基础

上，从生物产品、细胞产品和基因治疗产品不同层次综

图1. CAR-T细胞治疗质量控制与非临床研究一般原则的结构示意图。
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合考虑其特性，进行全面的产品质量、安全性和有效

性的检验。CAR-T细胞作为一种活的“药物”，其制备

流程复杂，质量控制环节众多，需要对其进行全过程的

质量控制。CAR-T细胞的质量控制包括对生产用材料

的检验、生产过程控制的过程检验和成品的放行检验，

应分别制定相应的检测指标和可接受的标准范围。另

外，还应对CAR-T细胞产品进行生产工艺验证及稳定

性研究等。

2.1.1. 生产用材料的控制

CAR-T细胞生产用材料是指用于制备该细胞治疗产

品的物质或材料，包括细胞、基因修饰用载体物质、培

养基、细胞因子、各种添加成分、冻存液和辅料等。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、生产用材料供应商的审计和质量检测等

工作程序。

如果由同种异体供者提供T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，并在此基础上制定明确的规范和要求，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。自体捐献者不需要资格确认，其病原体筛查和检

测是建议性而非强制性的。对于生产过程细胞，如生

产病毒载体所用细胞，应符合来源和历史培养情况清

晰、安全性风险可控、质量满足生产工艺以及建立细

胞库管理等基本原则[18,19]。
目前用于CAR-T细胞生产过程中基因修饰的载体主

要是慢病毒载体、逆转录病毒载体和转座子系统，以及

采用mRNA电转等方法转染T细胞，使得T细胞表面表

达CAR，从而特异性识别和结合肿瘤细胞表面的抗原

并裂解肿瘤细胞。基因修饰用载体从生产流程上看是

CAR-T细胞生产过程的原材料，但其本质是作为产品的

组成部分进入人体，关于其质量控制的要求，将在后面

的“3. 关键问题”中做进一步的叙述。

在CAR-T细胞生产过程中使用的培养基、血清、细

胞因子、酶、抗体、抗生素和磁珠等每种物质都应予以

明确规定，并评估其是否适合预期用途。应通过检验特

性、纯度、细菌内毒素、无菌性、外源因子和生物活性，

来证明其质量[20]。建议应尽量避免使用含人或动物来

源的成分，使用成分尽可能简单的培养基，并避免使用

存在致敏可能性的试剂，如β-内酰胺类抗生素。若使用

商业来源培养基，应当选择有资质的生产商并由其提供

培养基的组成成分资料及相关质量合格证明。除特殊情

况外，应当尽可能避免在T细胞培养过程中使用人源或

动物源性血清，不得使用同种异体人血清或血浆。如必

须使用动物血清，应当确保其无特定动物源性病毒污

染。严禁使用海绵体状脑病流行区来源的牛血清。若培

养基中含有人的血液成分，如白蛋白、转铁蛋白和各种

细胞因子等，应明确其来源、批号、质量检定合格报告，

并尽量采用监管机构已批准的可临床应用的产品。细胞

治疗产品中使用的辅料应符合药品辅料相关的要求，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。

2.1.2. 过程控制和过程检验

在CAR-T细胞的生产过程中应进行过程控制和过程

检验。过程控制是对生产工艺过程的监控，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累积经验的基础上，明确

过程控制中关键的生产步骤、制定敏感参数的限定范

围，以避免工艺发生偏移。过程检验是对制备过程中

的细胞进行质量监控，在关键步骤或中间产品的层面

上对产品的关键质量属性进行相应的检验。通过建立

这些过程检验的检测方法和验收标准，与细胞放行检

验相互结合和互补，以达到对整体工艺和产品质量的

控制，保证生产过程的可重复性和最终产品批与批之

间的一致性[21,22]。

2.1.3. 放行检验

在CAR-T细胞产品放行之前，必须进行适当的测

试，以确保产品符合明确的放行标准。放行标准的基本

原则是提供足够的测试，以确保产品的鉴别、纯度、安

全性和效力等符合要求。细胞产品的这些特性通过各种

方法进行测试，并通过颁发分析证书来放行产品，分析

证书概括了所采用的测试方法和每个测试结果以及其可

接受范围。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。当产品的保质期不允许进
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行完整的质控检测程序用于放行时，可进行简化的放行

检测程序。在这种情况下，应明确地描述和说明简化的

放行检测程序的理由，同时更关键的是，在放行时缺少

的信息需要通过合理的过程检验和更广泛的工艺验证进

行适当的弥补。

CAR-T细胞的质量控制检测项目应当建立在产品质

量研究以及对生产工艺、生产过程和临床适应症充分理

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

量控制要求保持一致。质量控制一般应考虑产品鉴别、

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、

外观等）[23]。验收标准的制定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

相关数据（如稳定性研究、文献报道和经验等）确定。

2.1.4. 生产工艺的验证

应当在对CAR-T细胞产品制备的全过程进行全面的

工艺研究和进行连续多个批次（至少3个批次）生产的

工艺验证。在此基础上，制定合适的工艺参数和质量标

准，确保对每一过程的有效控制。对于工艺验证时生产

的几个批次的产品，与常规生产的产品相比，应对其中

间产品和成品进行更为广泛的检测、分析和鉴定，并为

确定常规生产产品的过程检验和放行检验的检测指标和

质量标准的设置提供部分依据[24]。

2.1.5. 稳定性研究

在CAR-T细胞产品的生产和使用过程中，严格管理

的冷链运输以及低温存储对保证细胞产品的质量，防止

细菌及支原体污染等情况的发生具有重要作用。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。CAR-T细胞产品稳定性研究的

基本原则可参照一般生物产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

和运输的具体情况设计合理的研究方案。例如，对于冷

冻储存的细胞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。考察项目建议涵盖细胞特性、

生物学效力、细胞纯度、活细胞数和比率、功能细胞数

及与安全性相关的内容等[25]。

2.2. 非临床研究

细胞治疗产品的非临床研究主要包括体外和体内

（动物）药效学研究（抗肿瘤活性）、药代动力学研究

（CAR-T细胞在体内的增殖、分布和存续时间）及动物

体内的安全性研究。CAR-T细胞的体外抗肿瘤活性与其

效力/生物学活性研究密切相关，因此请参考“3.3. 效力

试验”相关论述。本部分只讨论涉及动物的非临床研究。

2.2.1. GLP 符合性

CAR-T细胞治疗产品的药效学和药代动力学研究不

需要在《药物非临床研究质量管理规范》（good labora-
tory practice，GLP）条件下进行。而非临床安全性评价

研究应符合GLP要求，其中对某些可伴随在药效学研究

中进行的特殊指标的检测也可以在非GLP条件下开展，

但应保证试验结果的可靠性、完整性，并评估其对产品

总体安全性评价的影响[26,27]。

2.2.2. 受试物来源

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，可以来源于健康志愿者的捐赠。

采用动物来源替代产品进行一些概念验证性研究（proof-
of-concept）也具有重要的支持作用[28]。

2.2.3. 受试物分析

鉴于CAR-T产品制备过程的特殊性，应提供受试物

完整的质量分析报告，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。如果在给药前需要经过复苏、

重悬等处理操作，至少还要在动物给药前对细胞形态、

活细胞总数、细胞活率、颜色及除细胞之外的其他外源

性异物等进行观察或检测。

2.2.4. 体内药效学研究

目前常用免疫缺陷鼠的移植瘤小鼠模型研究CAR-T
细胞对肿瘤的抑制作用。对于治疗淋巴细胞白血病或淋

巴瘤的CAR-T细胞，可采用人源细胞，如Raji、Daudi、
Nalm-6、Jeko-1等细胞株，或者通过基因工程导入特异

靶标的特殊稳定细胞株（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[29−32]。
也可采用鼠源细胞（如A20等）建立鼠源模型评价鼠源

CAR-T细胞。由于未转染CAR的T细胞也会有非特异性

的肿瘤细胞杀伤作用，除了溶媒对照外，最好设置T细
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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）。

CAR-T细胞药效研究的最直观的方法通常采用生物

发光成像（bioluminescent imaging，BLI）技术，检测

表达荧光素酶的肿瘤细胞。其他检测方法包括：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、酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent 
assays，ELISA）、MSD（meso scale discovery）等免疫

学方法检测血清中与肿瘤相关的细胞因子的变化，间接

反映药效学结果[33]。

2.2.5. 药代动力学研究

在非临床研究中，还应该阐明细胞的体内过程，这

对研究细胞的活性和安全性至关重要。由于免疫排斥问

题，人源CAR-T细胞通常采用免疫缺陷动物进行研究。

一般情况下，CAR-T细胞进入体内后在肿瘤细胞的存在

下会大量增殖并发挥生物学作用，因此，目前CAR-T细
胞最常用的药代检测模型多为移植瘤模型。非荷瘤模型

的分布研究可以进行分布差异的对比。

CAR-T细胞的药代研究主要关注目标细胞在体内

增殖、分布和存续时间，可选择的技术方法有成像技

术、流式细胞术、免疫组化技术、定量聚合酶链反应

（polymerase chain reaction，PCR）技术等，不同的方法

适用于不同的检测样本和检测目的。成像法可以直观检

测CAR-T细胞的体内分布，需要对细胞进行各种标记，

如放射性同位素标记、遗传修饰（如表达绿色荧光蛋白、

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[31]；免疫组化的方法可以检测脾脏或其

他脏器中CD3+细胞或CAR+细胞的分布，以指示人T细
胞在脏器中的分布和累积；定量PCR方法可以检测所有

类型样本中代表人源CAR-T细胞的DNA或者RNA水平。

目前，一些新的技术（如原位杂交等方法）也被开发用

来检测CAR-T细胞的组织分布。

2.2.6. 非临床安全性研究

根据已经进行的CAR-T细胞的临床研究结果，

该类产品的安全性风险主要包括：细胞因子释放综

合征 [34]、神经毒性[35]、B细胞减少[36]等。另外，转

基因细胞的成瘤性/致瘤性问题也需要重点考虑。上述

不良反应需要在非临床动物研究中进行何种程度的预测

国内外尚无统一标准。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。 
动物安全性研究除了常规毒理学指标（临床症状、

体重、摄食量、血清生化、血液学、大体病理和组织病

理学）外，还包括免疫毒性指标，如移植物抗宿主反应

（graft-versus-host reaction, GVHR）、外周血细胞计数及

表型分析、血清细胞因子水平（如IL-2、IL-6、INF-γ、
TNF-α等）等的检测[37−40]。另外，如果可能，也可以

结合或者单独进行安全药理学、局部耐受性等研究。一

般不进行常规遗传毒性组合研究和生殖毒性的研究。致

瘤性研究也需要进行特殊考虑。

3. 关键问题

图2总结了Car-T细胞质量控制和非临床研究的关键

问题。

3.1. 基因修饰用载体的质量控制

CAR-T细胞产品是基因治疗与细胞治疗技术结合的

产物。载体作为基因治疗的工具，可能带来插入突变、

复制型病毒、外源因子污染等风险，同时其携带的遗传

物质是CAR-T细胞的重要组成部分，是使T细胞具有强

大的识别和杀伤肿瘤细胞活性的重要基础。因此，载体

的质量至关重要，与生产中所用的其他原材料特性完全

不同，应作为产品的组成部分进行管理。基因修饰用载

体的生产和质量控制应符合已颁布的基因治疗产品相关

指导原则的要求。同时，由于对基因治疗产品多年的研

究，其质量控制在中国和国外已有许多的经验和文献可

供参考[41−43]。
基因修饰用载体应是在cGMP条件下生产的，具有

高品质并已经过全面质量检测的临床级产品。载体的生

产工艺须经过验证，证明它可以用控制的工艺流程重复

生产出安全有效的、质量一致的载体。载体生产通常需

要的关键原材料是细胞、培养基和血清以及质粒。其中

每一项都必须来自经批准的供应商，并且应该经过严格

的测试程序，以降低将外源因子引入生产过程的风险。

包装逆转录病毒的稳转细胞需要建立细胞库体系，而瞬

时转染的慢病毒载体制备系统需要建立菌种库及细胞库

体系，各自需要按照相应要求进行管理和检测。建立的

细胞库、毒种库和菌种库以及源自动物的培养基成分同

样需要进行广泛的检测。生产过程中收获的载体应进行

纯化，并在适宜的制剂配方下保存，同时应开展稳定性

研究保证载体产品的稳定性。对于逆转录病毒载体、慢
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病毒载体[44]以及转座子质粒系统[45]，载体终产品的

质量控制通常的检测项目见表1。应根据不同载体的本

身特点及生产工艺情况，建立其质量控制项目和标准。

另外，由于CAR-T细胞的基因修饰用载体不是直接进入

患者体内，而是随细胞的工艺过程经过稀释和洗涤等步

骤，因此需要按照工艺验证和风险评估的情况制定合理

的质量标准。

3.2. 微生物安全性 

CAR-T细胞可能产生的微生物安全性问题包括细

菌、真菌、支原体、外源病毒因子的污染以及产生载体

来源的复制型病毒等。对微生物安全性问题需要极其关

注和高度重视，因为微生物污染在CAR-T细胞的生产制

备过程中容易发生，并且细胞终产品无法去污染处理。

控制CAR-T细胞的微生物安全性主要是对生产用材料的

严格检测、生产过程按照cGMP要求的严格控制，以及

对产品的微生物检验。下面主要对微生物检验中的无菌

检查、支原体检查、复制型病毒检测以及微生物快速检

测方法进行介绍。

3.2.1. 无菌检查

无菌检查的经典方法是药典上所述的14天培养的方

法，但由于CAR-T细胞产品常常需要在生产后短时间内

及时输注给患者，因此需要采用革兰染色或丫啶橙染色

等快速的替代方法进行中间过程控制和放行检测方法，

在快速方法得到充分验证前需要两种方法平行进行。每

批培养的CAR-T细胞在患者输注前均应进行无菌检查的

监测，建议在培养开始后3 ～ 4天起每间隔一定时间取

培养液样品进行，并包括放行前48~72 h的检测。如果

在细胞制备的早期发现有污染的情况，应终止该批细胞

产品的继续制备。产品的放行可仅根据快速检测的结果

进行决定，但需要同时跟踪14天培养检测的情况和监

测患者的情况。必须制定计划，说明快速放行检测的结

果和给药后取得的结果冲突时的解决办法。通常要求有

正式的程序通知受试者的医生，识别发生感染的组织器

官，并测定抗生素的敏感性，进行及时有效的治疗。如

果发生无菌检查出现阳性结果的情况，应及时对生产过

程进行检查，提出相应的纠正/预防措施。

3.2.2. 支原体检查

支原体污染可能有几种不同来源，其中可能的主要

来源是培养中使用的动物血清产品和细胞培养的设施环

境（特别在采用开放的培养系统时）。建议在高风险的

生产阶段对产品进行支原体检查，例如，在收获的培养

物富集后细胞洗涤前这个阶段，对细胞和培养物上清液

进行检测。由于CAR-T细胞产品常常需要在短时间内制

造并回输给患者，采用培养法检测支原体通常在时间上

不可行，因此需要同时采用以PCR为基础的支原体分析

方法或其他快速的替代检测方法，需要对这些方法进行

验证，证明其具有适当的灵敏度和特异性。

图2. CAR-T细胞治疗质量控制与非临床研究关键问题的结构示意图。
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3.2.3. 复制型病毒的检测

虽然逆转录病毒载体和慢病毒载体被设计为复制缺

陷型，但在细胞产品生产期间或输入患者后体内仍有可

能发生重组，导致产生新型的可复制型逆转录病毒或慢

病毒（replication competent retrovirus/lentivirus，RCR/
L）。美国FDA发布的有关细胞产品和患者中RCR/L检
测的指导原则建议在相应的病毒载体、细胞产品和输注

后的患者中用合适的生物学和（或）分子检测方法监测

RCR/L[46,47]。用于筛查载体产品的RCR通常使用生物

测定法，而基因转移后患者的监测依赖于分子或血清学

测试[48,49]。分子和血清学检测比生物检测快，耗费资

源少，但容易出现假阳性。最常用的RCR生物测定法是

扩展的S+/L−测定法和标记物拯救测定法[50−52]。RCL
的生物检测法最常见的是用一个处于在扩增阶段的细

胞系将潜在的复制型病毒扩增至较高滴度，随后使用

ELISA或分子测定法检测[47,53−55]。迄今为止，文献

报道中的相关产品均没有在相应的病毒载体、转导的

细胞产物或受试患者中检测到阳性RCR/L结果，有研

究者提出是时候修改FDA指导原则中关于RCR/L监测

的要求[56−59]。

3.2.4. 微生物的快速检测方法

大多数基于CAR-T细胞的疗法具有有限的保存期

限。在一些情况下，转导的细胞可以被冷冻，从而在产

品放行之前完成检测。然而，多数情况下CAR-T细胞疗

法不可能在给药之前对产品完成传统的无菌检查、支原

体检查、RCL和外源病毒因子检测等实验操作。因此亟

待研究开发相应的快速检测方法。

目前市场上有多种快速微生物检测仪器被应用于

临床血液培养检测、食品卫生及其他行业。这些仪器

通常基于二氧化碳传感器、三磷酸腺苷（adenosine 
triphosphate，ATP）生物发光、荧光标记生物的流式

细胞术等技术，可用于替代目前的无菌检测[60]。对

于支原体检查[61,62]和RCL[63]检测，目前有核酸检

测（nucleic acid testing，NAT）的方法用于替代传统

的方法。对于外源病毒因子的检测，大规模平行测序

或深度测序可用于检测来自不同病毒的多个DNA序

列，可能用于替代传统方法[64−66]。但这些方法均需

要进行广泛、深入的优化开发和验证，并证明其与标

准测试方法具有可比性或优越性，从而获得相关国家

监管机构的认可。

表1 CAR-T细胞基因修饰用载体的常规质控项目

Category Assays of retroviral/lentiviral vectors Assays of transposon plasmid vectors

Identity RT-PCR sequencing Restriction enzyme mapping
PCR
Sequencing

Potency/concentration Infectious/transducing titer
Particle number (P24 ELISA)
Particle to infectious/transducing titer ratio
Transgene expression
Bioactivity/ functionality

Concentration
Transgene expression
Bioactivity/ functionality

Purity Host cell protein
Host cell DNA
Residual reagents (antibiotics, BSA, Benzonase, etc.)

A260/A280

HPLC purity (including ratio of supercoiled DNA)
Host cell protein
Host cell DNA
Bacterial RNA
Antibiotics

Safety Sterility
Bacterial endotoxin
RCR/RCL
Adventitious virus
Mycoplasma

Sterility
Bacterial endotoxin

Physiochemical characteristics Appearance
pH
Osmolality
Particle size distribution

Appearance
pH
Osmolality

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; BSA: bovine serum albumin; HPLC: high performance 
liquid chromatography; RCR: replication-competent retrovirus; RCL: replication-competent lentivirus.
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3.3. 效力试验

效力试验用来检测CAR-T细胞产品是否具有目标治

疗能力，这与产品的疗效密切相关[67,68]。效力试验对

产品的相关生物功能提供定量测定，以保证批次放行产

品的质量和一致性，并为稳定性评价以及工艺变更后的

可比性评价等提供重要的基础。可能影响CAR-T细胞效

力/活性的因素有许多，包括转染效率、CAR结构、基

因载体、培养条件、细胞类型及其比例等。通常检测

的项目包括转导的T细胞的数量、抗原特异性T细胞功

能（如IFN-γ的产生和细胞毒性刺激）。细胞表面上CAR
的表达是了解CAR-T细胞产品活性的关键特征，CAR+

细胞比例数量是重要的活性指标，可通过流式细胞术和

PCR检测CAR-T细胞。在成品中应设置相应的放行标准

保证含有足够多的CAR+T细胞来保证疗效。只要可能，

应该建立具有效力赋值的参考批细胞并用于校准后面的

检测。

抗原特异性T细胞功能常采用体外细胞毒试验（in 
vitro cytotoxic assay）的方法，检测CAR-T细胞产品对

带有靶抗原肿瘤细胞的杀伤能力，经典的方法是采用
51Cr释放试验，由于其放射性则需要研发其他替代方

法，如荧光染料双（乙酰氧基甲基）2,2′:6′,2′′-三联吡

啶-6,6′′-二羧酸酯[bis(acetoxymethyl)-2,2′:6′,2′′-terpyri-
dine-6,6′′-dicar-boxylate，BATDA]或羟基荧光素二醋酸盐

琥珀酰亚胺酯（carboxyfluorescein diacetate succinimidyl 
ester，CFSE）标记等。由于CAR-T产品的复杂性质，

单独的效力试验往往难以反映产品的有效性，因此建

议在产品研发的早期阶段开发多种检测方法，以便随

着经验的积累，可以更灵活地选择最具指示效力的检

测方法。

CAR-T细胞疗法的作用机制是多方面和复杂的，并

且尚不完全明确。目前常采用IFN-γ和细胞毒性测定的

效力试验还不能很好预测产品的临床疗效和安全性。因

此，有必要对CAR-T细胞产品进行全面的分析，深入

了解不同T细胞亚型所起的多种作用，分析CAR-T细胞

与肿瘤微环境的相互作用机制，进一步研究更好或更多

种效力试验测定方法，以更准确地反映CAR-T细胞产品

功效的完整情况。此外，由于CAR-T在体内扩增，有必

要评估CAR+ T细胞占总T细胞的比率、CAR拷贝数和效

力之间的相互联系。而在最近的文献中，Xiong等[69]
通过定量F-肌动蛋白、肿瘤抗原簇集、裂解颗粒（lytic 
granule，LG）的极化和关键信号分子在免疫突触（im-
munological synapse，IS）内的分布来评估CAR-T介导

的免疫突触的质量，从而较好地预测CAR-T修饰细胞的

有效性。

3.4. 产品质量的一致性

CAR-T细胞产品的质量依赖于完善的质量控制

（quality control，QC）系统来保证不同生产批次间的一

致性。在生产过程中应对起始材料、中间产品和最终产

品进行严格测试并确保符合设置的可接受标准。CAR-T
细胞的起始材料目前主要是患者来源的T细胞和基因修

饰用载体。细胞材料来源的一致性通常因为供体的巨大

差异而难以进行准确的限定，从而给保证终产品的一致

性带来很大的困难。供体的控制内容不仅包括对供体身

体状况的要求，如肿瘤类别及分期、采集初始样本前与

当下治疗方案的间隔、与治疗相关的常规身体检查指标

外，还包括外周血细胞的数量或某种表型细胞的数量、

病原体筛查要求等。基因修饰用载体由于可在GMP条
件下规模化生产，其质量的一致性对于保证转染效率

的稳定性和最终CAR-T细胞产品的一致性显得尤为重

要。根据诺华制药公司使用牛津生物医学公司（Oxford 
BioMedica，OXB）生产的慢病毒载体的经验，他们发

现一致的载体质量可以在随后的CAR-T细胞生产过程

中最大限度地减少不同生产场地间的差异（site to site 
variation）[70]。另外，鉴于CAR-T细胞在体外生产过程

的复杂性，良好的过程控制和过程检验能对生产过程中

直接或间接影响产品质量的各种因素进行有效控制，以

确保获得的产品满足预期的要求，从而保证产品的一致

性。目前一些先进的过程分析技术，包括各种生物传

感器[71]、图像分析技术[72]、自动流式细胞术[73,74]、
代谢通量分析[75]等在CAR-T细胞生产过程中的应用有

待于进一步研究，以最终提高CAR-T细胞的生产过程质

量控制水平，达到和重组单抗药等生物产品一样能采用

质量源于设计（quality-by-design，QbD）的策略[76]。
另外，自动化生产技术的整合将会更好地实现生产的一

致性[77,78]。在整个制造过程和终产品中控制CAR-T细
胞产品的转导效率、表达载体的拷贝数、CAR表达的水

平、CAR-T细胞的表型和成熟以及功能能力，如细胞因

子释放、靶细胞杀伤等，是确保获得一致性产品的基本

要求。而通过进行工艺验证，可以提供能够持续生产质

量一致性产品的科学证据。

3.5. 质量控制的其他问题

在CAR-T细胞以及基因修饰用载体的检测中，如流



9Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

式细胞法检测细胞表面标志物、CAR-T细胞效力试验、

病毒滴度[79]等，需要使用参考物质用于分析方法的开

发、验证和检测。通常采用已充分表征的产品作为测量

标准来评估不同制造商、不同批次的产品，这对于确保

产品的质量和生产的一致性以及建立适当的临床剂量等

必不可少。目前缺乏相应的被认可的参考物质，特别是

对于如何建立细胞类产品的参考物质还缺乏成熟的经

验，需要不同标准制定机构、制造商和学术机构之间的

积极合作，建立不同级别如国际、区域以及国家的参考

物质。

另外，在CAR-T的生产成本中，分析质控占到了很

大比例，因此需要在效率和成本效益方面大力优化和改

进，从而建立简便、有效以及合理的质量控制检测体系，

对于促进CAR-T细胞疗法惠及更多患者具有非常重要的

现实意义。

3.6. 非临床研究中动物的选择

CAR-T细胞作为一种个体化的人源细胞产品，其

非临床研究首先要选择相关的动物种属。人源CAR-T
细胞给予免疫功能正常的动物时会出现异种物种间排

斥，导致人源细胞被清除或者出现移植物抗宿主反应

（GVHR），可考虑采用遗传性免疫缺陷动物进行研究；

给予正常动物免疫抑制剂也可能解决异源细胞带来的免

疫反应问题，但是由于对药效或者毒理作用的评价有一

定干扰，需要对评价结果进行慎重评估。在免疫缺陷小

鼠植入人的造血细胞、淋巴细胞或者组织而具有部分

人免疫功能的免疫系统人源化小鼠在CAR-T细胞产品

的评价中初步得到应用[80]。然而由于当前的人源化

小鼠模型仍不完善，基于该模型的应用仍以探索为主，

尚不能全面应用到非临床研究中[81]。也可以考虑采

用动物源性的CAR-T代替人源细胞在动物上进行验证

性研究[82]。
目前常用免疫缺陷鼠的移植瘤小鼠模型研究CAR-T

细胞对肿瘤的抑制作用。也有报道采用同源小鼠模型和

转导人肿瘤相关抗原基因的小鼠模型研究小鼠CAR-T细
胞产品的抑瘤作用，这两种小鼠具有完整免疫系统，可

在一定程度上反映宿主对CAR-T细胞的免疫反应，是

一种概念验证性研究。对于治疗淋巴细胞白血病或淋

巴瘤的CAR-T细胞，可采用人源细胞，如Raji、Daudi、
Nalm-6、Jeko-1等细胞株，或者通过基因工程导入特异

靶标的特殊稳定细胞株（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[29−32]。

也可采用鼠源细胞如A20等建立鼠源模型评价鼠源

CAR-T细胞。

目前用于CAR-T细胞非临床安全性研究的动物模

型各有优缺点。同源小鼠模型和表达人肿瘤相关抗原

（TAA）的转基因小鼠具有完整的免疫系统，但是，其

局限性在于受试的CAR-T细胞需要的是鼠来源的细胞。

移植瘤小鼠模型作为疾病动物模型可以模拟CAR-T的作

用过程，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，不能检测脱靶毒性。

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，可以使CAR-T细胞在其体内较长时间存活，

更适合对CAR-T细胞制剂的整体安全性风险以及成瘤

性/致瘤性进行研究。免疫系统重建小鼠模型可以在动

物体内模拟人免疫系统，但是，这种模型的统一和标准

化目前尚存在难点，比如，用于制备模型的人CD34+造

血干细胞/祖细胞（hematopoietic stem/progenitor cells，
HSPC）的来源多种多样、重建鼠个体差异大、重建的

免疫系统与CAR-T细胞会发生免疫排斥、髓系细胞发育

不全等。非人灵长类（猴）免疫系统和生理学与人接近，

对于预测CAR-T细胞在人体的安全性本该是较为适宜的

动物模型。但是，因为免疫原性的问题，在猴体内不能

对CAR-T进行长期毒性的研究，目前在CAR-T研究中应

用的报道很少。

3.7. 神经毒性的考察

目前，还没有很好的动物模型和方法可以在临床前

很好地预测临床上出现的CAR-T细胞的神经毒性。常规

的安全药理学功能观察试验组合（functional observation 
battery，FOB）研究等不一定适合CAR-T细胞的作用特

点，有研究认为，CAR-T细胞治疗产生的神经毒性可能

与细胞因子水平升高有关[83]。因此，可以尽可能地考

虑神经毒性研究与其他毒性研究的结合，重点是在临床

研究中出现CRS的时间点观察神经毒性。对于在不能很

好地模拟CRS的动物模型中进行的神经毒性考察的意义

需要审慎考虑。

3.8. 致瘤性研究

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

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
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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。

3.9. 提高非临床研究的预测性

目前CART非临床动物研究亟需解决的问题是对临

床研究安全性风险预测的相关性问题。如果没有特别合

适的动物模型模拟人源细胞在机体内最主要的生物学活

性反应过程，动物研究对临床风险的外推意义就会大打

折扣。鉴于CAR-T细胞是个性化程度很高的治疗产品，

并且有很多的临床研究经验，动物实验研究应该侧重于

生物分布以及机理/活性验证研究，比如，采用同源细

胞产品在动物源性疾病模型进行药效和毒性研究，或者

与常规肿瘤药效学相同，采用免疫缺陷动物移植人肿瘤

模型进行人源CAR-T细胞的研究。最终的安全性和有效

性评价应该以临床试验作为最重要的证据支持。

4. 结论

CAR-T细胞产品是一种新型的复杂的生物产品，其

不断开发将会带来越来越多的产品进入临床试验和上市

使用，这些产品的质量控制和非临床研究对于保障这些

产品安全、有效具有重要意义，同时也具有较大的挑战

和困难。本文针对CAR-T的具体特点，结合细胞治疗和

基因治疗的相关技术指南提出其中的一般原则和关键问

题，希望能为相关产品的研发和生产人员有益参考。
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