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摘要：基因治疗产品近年来已成为国内外药物研发的热点。对研发阶段的基因治疗产品开展质量研究，建

立相应的质量控制方法和质量标准，是产品安全、有效的重要保证和产业化进程中的重要环节之一。基因

治疗产品的质量控制项目包括鉴别、含量、效价、纯度、杂质和其他常规检测项目等。本文较为详细地介绍

了在各种基因治疗产品中这些质控项目可采用的分析方法。对于新型基因治疗产品，迫切需要研究适当的

分析方法进行有效的质量控制，而已批准上市或进入临床研究产品的质控方法和标准则需要进一步的提高

和完善。
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Abstract：In recent years，gene therapy products have become a hot spot in drug R&D at home and abroad. 
For the gene therapy products in R&D stage，quality research should be conducted to establish corresponding 
quality control methods and standards，which is an important guarantee for product safety and effectiveness and 
one of the important steps in the industrialization process. Quality control items of gene therapy products include 
identification，content，potency，purity，impurities and other routine test items，etc. This paper describes in detail 
the analytical methods that can be used for these quality control items in various gene therapy products. For novel 
gene therapy products，it is urgent to develop appropriate analytical methods for effective quality control，while 
the quality control methods and standards for products which have already been approved for market or clinical 
research need to be further improved and perfected.
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基因治疗（gene therapy）是指将外源正常基因

导入靶细胞，以纠正或补偿基因缺陷和异常引起的

疾病，从而达到治疗目的，也就是通过基因转移技术

将外源基因插入患者适当的受体细胞中，使外源基

因表达的产物能治疗某种疾病。从广义说，基因治

疗还可包括在核酸水平治疗某些疾病的措施和新技

术，如 RNA 干扰技术。基因治疗技术从 1990 年开

始第 1 例临床试验至今，经历了近 30 年的发展，其间

一度跌入低谷，后在争议中前行，直至最近几年取得

了不俗的进展，重新成为各国研究的热点［1-4］。2019
年 5 月美国食品药品监督管理局（FDA）批准了 1 个

用于治疗小儿脊髓性肌萎缩症（SMA）的基因治疗产

品 Zolgensma［5］。除此以外，目前国内外还有 10 个

基因治疗产品已被批准上市［6］。截至 2019 年 10 月

20 日，ClinicTrails.gov 网站的数据显示全球已登记基

因治疗临床试验总数为 4 091 项，其中美国 2 198 项，

中国 279 项。在基因治疗产品的研究开发以及规模

化生产过程中，如何控制产品的质量，保证其安全性

和有效性是这类产品获得成功应用的一个关键环节。

本文针对基因治疗产品的质量控制分析方法以及问

题和展望进行介绍。 
1　基因治疗产品的质量控制分析方法

基因治疗产品的组成结构复杂，生产流程烦琐，

需要对其从起始原材料到成品进行全过程的质量控

制，原液和成品的质量控制是其中的关键环节，也是

国家药品检定机构进行产品质量监管的主要手段［7］。

产品质控方法和质量标准的研究是创新基因治疗产

品研发中的一个重要内容，是决定产品能否进入临床

研究以及顺利上市的重要环节之一。基因治疗产品

通常由各种病毒或非病毒载体携带治疗基因组成，不

同种类基因治疗产品的结构特点和质量属性差异较

大，质控方法和质量标准具有较大的复杂性。基因治

疗产品质量控制的项目包括鉴别、含量、效价、纯度、

杂质和其他常规检测项目等，针对每个项目，不同类

型的产品具有不同的分析方法。本文对基因治疗产

品在原液和成品中常见的质控项目及其分析方法进

行概括性的介绍。

1.1　鉴别试验

基因治疗药物的鉴别试验常需要从核酸水平和

蛋白水平进行。核酸水平常采用限制性酶切图谱分

析、聚合酶链式反应（PCR）、逆转录 - 聚合酶链反应

（RT-PCR）和核酸序列测定等方法对载体和目的基

因进行鉴定。限制性酶切图谱分析中需要选用适当

的内切酶，必要时可使用多个内切酶，使切得的 DNA
片段能比较充分地反映载体的情况，并能在电泳时得

到良好的分离；分析中应设置对照品，要求样品的酶

切图谱和对照品相一致。在 PCR 和 RT-PCR 中，应对

载体部分、插入基因、缺失片段以及影响表达的重要部

分进行鉴定，同时应设置合适的阳性和阴性对照样品。

蛋白水平鉴定常采用的方法有十二烷基硫酸钠 - 聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）和免疫印迹，也应设

置合理的对照品进行比较。病毒颗粒还可进一步通

过衣壳蛋白、免疫标记和表型特征等进行鉴别。

1.2　含量

在以病毒为载体的基因治疗产品中，滴度是表

示产品含量即病毒数量的指标。病毒滴度分为总颗

粒数、基因组滴度、感染性滴度、转导滴度等不同的类

型。总颗粒数和基因组滴度表示病毒的物理数量，为

物理滴度；感染性滴度和转导滴度表示有生物活性

病毒的数量，为生物滴度。非病毒载体的基因治疗产

品的含量通常是指其中的质粒 DNA 含量。

1.2.1　总颗粒数　对于以病毒为载体的基因治疗产

品，总颗粒数指标是指其物理性病毒颗粒的总数。

测定的方法常采用紫外吸收法、酶联免疫吸附试验

（ELISA）、透 射 电 子 显 微 镜（TEM）、高 效 液 相 色 谱

（HPLC）法、血凝试验等。例如，纯化的腺病毒（Ad）

载体总颗粒数可根据腺病毒的紫外吸收和颗粒物

浓度之间的换算关系，在 0.1%（W/V）SDS 溶液中于

260 nm 处测定［8］，未纯化的腺病毒载体则可用离子

交换色谱法进行测定［9］；2 型腺相关病毒 （AAV-2）

载体总颗粒数可以基于选择性识别 AAV-2 衣壳蛋

白的单克隆抗体，采用 ELISA 法进行快速和可靠的

定量［10］；慢病毒载体的总颗粒数则可采用基于检测

P24 蛋白的 ELISA 法进行定量［11］。

另外，目前可用来检测病毒颗粒数的方法还

有 ViroCyt 病 毒 计 数 仪 法［12］、纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析

（nanoparticle tracking analysis，NTA）［13］、可调电阻脉

冲传感（tunable resistive pulse sensing，TRPS）［14］和场

流分离 - 多角度激光光散射（field flow fractionation-
multiple angle laser light scattering ，FFF-MALLS）［15］

等新技术。

1.2.2　基因组滴度　病毒载体内部包装的基因组是

转基因表达的基础。空壳病毒内不含基因组，不会有

转基因的表达，不仅没有任何疗效，反而会引起免疫
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反应。基因组滴度是含有基因组 DNA 的病毒数量，

可通过定量 PCR（qPCR） ［16-17］、DNA 斑点杂交［18］以

及数字 PCR［19］等方法测定病毒基因组核酸的拷贝

数来计算。在提取病毒核酸进行 PCR 之前，需要先

对病毒外面的 DNA 进行酶降解处理，仅测定包装在

病毒颗粒内部的基因组 DNA，故该方法所测得的病

毒核酸拷贝数能较准确地反映总的完整病毒颗粒数。

由于不是所有的完整病毒颗粒均具有感染力，定量

PCR 法测得的病毒基因组滴度通常显著高于感染性

滴度法所测得的结果。
1.2.3　感染性滴度　感染性滴度指标表示产品中

具有感染性病毒颗粒的总数。感染性滴度测定的

传统方法是噬斑（PFU）法和半数组织细胞感染量

（TCID50）法［20］。这些方法主要依靠人为识别噬斑

或细胞病变作为计数判定的依据，造成测定结果的

稳定性和可重复性较差，且耗时长。而在病毒感染

细胞后用免疫分析方法检测病毒蛋白［21］，或用定量

PCR 方法来检测病毒基因组 DNA［22］，以及用逆转

录 - 定量 PCR（RT-qPCR）方法测量复制时产生的

病毒 RNA［23］等方法可以更迅速地得到较为准确的

感染性滴度结果。

由于 AAV 感染不会导致细胞病变效应，因此不

能用噬斑法测定感染性滴度。但是，在辅助病毒的存

在下可以诱导 AAV 基因组的复制，进而可以此测量

感染事件来计算感染性滴度。广泛使用的方法之一

是中位组织培养感染剂量（TCID50）法。该试验利用

表达 AAV2 rep 和 cap 的 HeLa 衍生细胞系，在 96 孔

板中生长，并在 5 型腺病毒存在下用 AAV 载体的 10
倍系列稀释液感染。感染后，用定量 PCR 测定复制

的载体基因组［24］。另外，感染中心分析（ICA）法也

使用 HeLa rep-cap 细胞和腺病毒，但是，在孵育后，

细胞被转移到膜上，并且通过与重组基因组的一部分

互补的标记探针杂交来检测感染中心（代表单个感

染细胞）［25］。

1.2.4　转导滴度　转导滴度是指能有效地转导靶细

胞并表达出转基因产物的病毒数量，是更能反映基因

治疗产品有效成分的功能性含量指标。常用的测定

方法是将经系列稀释的基因治疗病毒载体的样品感

染测定细胞，观测细胞内转基因产物的表达情况，将

可表达转基因产物的细胞计为阳性细胞，在合理的稀

释度下认为每个阳性细胞平均被 1 个活性病毒颗粒

感染所致，采用荧光显微镜计数或流式细胞仪分析等

方法得到阳性细胞的比例，再根据样品稀释倍数即可

计算样品的转导滴度，常采用转导单位（transduction 
unit，TU）为计量单位［26］。由于检测的方便性，许

多实验室转导滴度的测定结果来自绿色荧光蛋白

（green fluorescent protein，GFP）等报告基因的表达。

但是，在相同的载体上表达不同的转基因，其转导滴

度可相差几个数量级，所以根据报告基因测定的结果

未必能反映表达治疗基因的转导滴度。除转基因本

身外，衣壳蛋白、启动子、增强子、细胞状态等也会对

转基因的表达产生影响。因此，较为理想的转导滴

度测定方法是采用与病人体内靶细胞相同类型的细

胞作为测定细胞，以目标转基因的表达作为测定指

标［27］。在实际操作中，根据情况可以采用其他的允

许细胞株，以报告基因的表达作为测定指标，但建议

采用合适的标准品或参考品进行滴度的校正。 
1.2.5　物理滴度与生物滴度的比值　在质量标准中，

应对物理滴度和生物滴度的比例进行控制。在所测

的病毒物理颗粒数中常包含有大量缺陷颗粒，不能真

实反映病毒的实际感染力或功能性，但由于这些缺陷

病毒颗粒可能在病人体内产生免疫反应，故需要进

行量化控制。例如，以腺病毒为载体的基因治疗药

物目前的要求是总颗粒数与感染性滴度的比值不大

于 30∶1，或感染性滴度占病毒颗粒数的比率应不低

于 3.3%，从而控制活病毒所占比例应到达一定的要

求［28］。对于 AAV 载体，载体基因组滴度和感染性滴

度之间的比例（vg·IU-1）则是评估载体质量的关键

参数［29］。

1.2.6　非病毒载体的含量测定　非病毒载体基因治

疗产品通常以质粒 DNA 作为有效成分，其含量测定

就是检测质粒 DNA 的浓度或含量。采用在 260 nm
的光密度测量可以最简单地测定大于 500 ng·mL-1

的 DNA 浓度。但因为 RNA 和蛋白质在 260 nm 处

也具有明显的吸收，所以必须进行其他分析，以证明

产品中含有很少的 RNA、蛋白质或残留的宿主细胞

染色体 DNA 的污染，而不影响该测定。该方法通常

也不适用于脂质配制的 DNA。采用特异性结合双链

DNA 的染料可以根据确定的 DNA 标准曲线，精确测

量 小 于 500 ng·mL-1 的 DNA 浓 度。PicoGreen 是 其

中 1 种这样的荧光染料，它受单链 DNA、RNA、蛋白

质、盐和洗涤剂的影响很小［30］。荧光染料 Hoechst 
33258 也结合双链和单链 DNA，并且它可以用于测定

低 至 0.3 ng·mL-1 的 DNA 浓 度；Hoechst 33258 不 结
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合蛋白质或 RNA，可用于准确地确定粗制样品中的

DNA 浓度［31］。另外，毛细管电泳和 HPLC 的方法也

常用于将质粒 DNA 与其他成分分离后非病毒载体产

品的含量测定［32］。

1.3　效价

根据产品具体情况，应建立至少 1 个反映产品的

生理和 / 或药理作用模式的生物效价指标。效价测

定通常包括对表达基因的功能、目的基因表达量 / 表

达效率、溶瘤活性和肿瘤选择性的测定等。应在研究

产品的量效关系基础上，尽可能开发定量检测的方

法，并建立适当的效价测定参考标准品，将待测样品

与之相比较后计算效价。

1.3.1　表达基因的功能测定　基因治疗产品的临床

疗效需要通过治疗基因在靶细胞中表达相应产物后

起到治疗的作用。不同产品中不同的表达基因生物

学功能有很大的区别，需要根据其特定的生物学特性

开发活性检测方法。通常是在体外感染、转染或转导

易感细胞系，随后进行所关注的表达基因的一些功

能测定，例如细胞生长刺激或抑制试验、酶活性测定

等［33］。体外方法不可行时，可采用动物离体组织或

动物体内检测方法［34］，必要时可采用转基因动物或

移植了人体组织或系统的动物。

1.3.2　目的基因表达量 / 表达效率　当转基因表达

的生物学功能表现出的活性范围过宽或仅能产生

半定量甚至仅为定性结果时，需要使用 ELISA 或其

他具有严格规定范围的免疫学或生物化学读数的方

法测定治疗序列的表达水平，作为补充或替代的效

价测定方法（如可获得广泛的特性数据证明所有表

达的蛋白质都具有生物活性，则可替代效价测定方

法）［35-36］。目的基因表达量的检测常采用重组病毒

（或质粒）体外感染（或转染）宿主细胞，如目的蛋白

为分泌性表达，可采用 ELISA 法检测细胞培养上清

中目标蛋白的含量；如目的蛋白不能分泌表达，可采

用免疫印迹的方法，或用逆转录实时定量 PCR 检测

目的基因转录为 mRNA 的水平。

1.3.3　溶瘤活性和肿瘤选择性　在增殖性溶瘤病毒

为载体的基因治疗药物中，应定量检测重组病毒对特

定肿瘤细胞的杀伤作用来代表产品的溶瘤活性。肿

瘤选择性则是指病毒选择性地感染肿瘤细胞的能力，

以及病毒选择性地在肿瘤细胞中增殖的能力。为了

评价肿瘤细胞的选择性，溶瘤病毒应在体外适当的

肿瘤细胞系和正常细胞系中进行细胞毒性 / 溶解和 /

或增殖能力的对比分析［37］。

1.4　纯度和杂质

1.4.1　总纯度　在适用的情况下应对产品的总纯度

水平进行评估，常见的检测方法包括紫外吸收法（如

分 析 吸 收 度 A260/A280 比 值）、HPLC 法、SDS-PAGE
法等。

1.4.2　工艺相关杂质　基因治疗药物的工艺相关杂

质来源于制造过程，例如细胞基质（包括残余的宿主

细胞 DNA、宿主细胞蛋白），细胞培养和发酵培养基

的组分和添加物，以及下游工艺来源的杂质。

残余的宿主细胞 DNA 的检测常采用 DNA 杂交、

PicoGreen 染色和定量 PCR 等方法［38］。对于基因治

疗产品，如果基因载体和宿主细胞 DNA 有同源的序

列，可能会对 DNA 杂交法检测宿主细胞 DNA 造成

干扰，建议使用特异性更好的定量 PCR 法。对于慢

病毒、仙台病毒等 RNA 病毒载体，采用对 DNA 特异

染色的 PicoGreen 染色法，实验操作更为简便、快速。

残留宿主细胞蛋白或来自细胞培养基的蛋白可以通

过 ELISA、SDS-PAGE 分 析 和 / 或 免 疫 印 迹 法 进 行

检测［39］。

对于生产中使用了辅助病毒的方式，应检测残

留的辅助病毒蛋白和核酸［40-41］；使用了辅助质粒

DNA 的，应检测残留的质粒 DNA。在生产中使用了

牛血清、Benzonase 核酸酶、抗生素等的产品，还应分

别检测残留的牛血清白蛋白、Benzonase 和抗生素活

性［42］。如在生产中使用了其他对人体有害的试剂，

如有机溶剂等，也应在产品中进行相应的检测。必须

使用特定且灵敏的方法来证明在制造过程中使用的

试剂得以去除。对于残留的蛋白杂质，相关检测方法

包括 ELISA 和反相 HPLC 或基于质谱法的方法进行

鉴定。对于核酸杂质的检测，可以使用适当设计的引

物和探针通过定量 PCR 进行定量。

1.4.3　产品相关杂质　基因治疗产品的相关杂质是

在制造和储存期间形成的具有与所需产物不同活性、

功效和安全性的分子变异体，包括空壳等包装缺陷的

病毒或颗粒、聚集体、降解产物以及非超螺旋形式的

质粒 DNA 等。具体以 AAV 载体为例，其病毒包装过

程易于产生“ 缺陷颗粒”，这些颗粒包括完全不含遗

传物质的空病毒衣壳颗粒、包装了不完整的载体基因

组或错误包装所需载体基因组以外核酸的病毒衣壳

颗粒［43-44］。由于与所需的 AAV 载体产物高度相似，

这些相关杂质难以去除。空壳病毒的存在被认为是
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有害的，因为它们是不必要的潜在抗原物质的来源，

可能诱导或提高衣壳触发的抗 AAV 先天和适应性

免疫反应。此外，空壳病毒竞争性地抑制载体转导并

诱导颗粒聚集。AAV 病毒的聚集体可以在制造和纯

化过程中形成，也可以在随后的配制和储存过程中形

成。聚集体可能降低病毒的感染滴度，从而降低了产

品的功效，同时还增加了潜在免疫原性病毒蛋白的

负载。另外，如果 AAV 的衣壳蛋白被不适当的下游

加工、储存条件破坏或氧化，也可能损害病毒的感染

效率［45］。

空壳病毒等可通过电镜［46］、HPLC［47］、分析超

速离心［48-49］、电荷检测质谱［50］等技术进行检测。

病毒聚集体可以通过 A320/A260 比值 51］、动态光散射

（DLS）［52］、电子显微镜［53］、场流分离 - 多角度激光光

散射［54］、差分离心沉降法（DCS）［55］、纳米颗粒跟踪

分析 ［56］等方法检测。质粒 DNA 载体的非超螺旋形

式可以用琼脂糖凝胶电泳、离子交换 HPLC［57］、毛细

管电泳［58］等方法分析。

1.5　复制型病毒或野生型病毒 
对于复制缺陷型病毒载体，在生产中可能发生

经缺失改造的载体与野生型病毒序列之间的同源重

组，导致产生复制型病毒。终产品中复制型病毒的存

在则可能引起病人的不良反应，构成临床上的隐患和

潜在危险。因此，对于这类产品的复制型病毒检测是

安全性检测中非常重要的项目。采用的分析方法可

以是感染相应细胞并连续培养后，基于细胞病变的方

法，或者 PCR 法、定量 PCR 法。在一定情况下也可

直接采用 PCR 法或定量 PCR 法检测，但这时检测的

是复制型病毒的核酸片段，不一定为活性病毒，因而

可造成假阳性结果。不管采用何种方法，都需要验

证其检测下限，并且每次实验应包含加标对照（spike 
controls）以保证灵敏度达到要求。

1.5.1　复制型腺病毒　对于以腺病毒为载体的基因

治疗产品，复制型腺病毒（RCA）的污染是一个重要

的安全问题。可能的后果包括局部炎症反应和组织

损伤增加，以及免疫受损个体中不受控制的全身复

制 等［59］。RCA 可 能 是 HEK-293 包 装 细 胞 中 的 人

5 型腺病毒序列和载体序列之间同源重组的结果。

对于非复制型腺病毒载体，目前的可接受标准是每

3×1010 个病毒颗粒中少于 1 个 RCA［60］。

通常使用细胞培养 - 细胞病变效应方法检查

RCA 的存在，具体操作是用腺病毒载体感染细胞，并

在几次传代后评估是否存在病毒造成的细胞病变效

应（CPE）［61-62］。这些基于 CPE 的 RCA 测定的主要

问题是大量的腺病毒载体对细胞有毒，因此在高的载

体颗粒 / 细胞比率下 RCA 的复制受到阻碍。因此，

在第 1 次感染步骤中需要采用大量的细胞。基于培

养法的 RCA 测定的另 1 个缺点是，清晰的 CPE 可

能仅在长时间后才变得可见。例如，敏感的 RCA 测

定需要约 1 个月。通过直接对 RCA 中 E1 区特异性

PCR 的测定是快速的方法［63-64］；然而，PCR 的灵敏

度低于基于细胞培养的分析。PCR 的灵敏度在 1 个

RCA/1×106 载体颗粒到 1 个 RCA/1×109 载体颗粒

之间。改进的方法则是将短期培养步骤与随后通过

实时 PCR 检测 E1 阳性颗粒相结合，从而缩短细胞培

养时间和提高检测的灵敏度［65-66］。

1.5.2　复制型逆转录病毒和复制型慢病毒　可能通

过重组产生复制型逆转录病毒（replication competent 
retroviruses，RCR）是逆转录病毒载体使用的主要安

全问题之一，这些病毒可能导致慢性病毒血症，并随

后由于插入诱变而形成恶性肿瘤［67］。这种危害已在

猴子身上得到证实，故意给予这些猴子具有复制能力

的小鼠白血病病毒，后来发展成淋巴瘤［68］。对用于

离体（ex vivo）基因治疗的逆转录载体以及采用逆转

录病毒载体转导的细胞产品应严格控制复制型病毒。

通常使用生物测定法筛查载体产品的 RCR，而基因

转移后患者的监测采用分子或血清学测试［69-70］。分

子和血清学检测比生物检测快，耗用的资源少，但容

易出现假阳性。生物测定法包括至少 5 代的复制允

许细胞（如 Mus dunni 细胞）共培养扩增，在培养期

结束时收获培养基，使用指示细胞检测 RCR，如使用

PG4S+/L- 法、标记物拯救法或 RT-PCR 法中的 2 种

方法来检测［71］。

尽管目前慢病毒载体的设计和生产系统的保障

措施基本消除了复制型慢病毒（replication competent 
lentivirus，RCL）重组产生的可能性，但仍不能完全排

除污染的风险，因此应进行 RCL 的检测［72-73］。当前

RCL 检测的标准方法是基于细胞的检测方法，例如，

RCL 感染敏感的允许细胞并进行连续的细胞培养上

清的系列传代，实现 RCL 的扩增后，采用定量 PCR
或免疫学方法检测整合的 Gag/Pol 特异性核酸或蛋

白。除了 Gag/Pol，RCL 也会表达载体包膜蛋白，如囊

泡性口炎病毒 G 糖蛋白（VSV-G）。因此，在 VSV-G
作为假包膜蛋白的情况下，也适合使用 VSV-G 免疫
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分析和 / 或检测 VSV-G 的 DNA 或 RNA 的分子生物

学方法来检测 RCL 的复制［74］。另外，可以采用在敏

感细胞系的几次连续传代扩增 RCL 后，进行定量逆

转录酶测定的方法［75］。这些细胞测定的方法通常需

要 6 周或更长时间才能获得结果。对于以慢病毒为

载体的基因修饰细胞产品，在需要短时间内输注给病

人时，可以使用基于定量 PCR 的分析方法来快速测

定 RCL 是否存在［76］。

1.5.3　野生型病毒　溶瘤病毒产品常常被减毒或

可以选择性地在癌细胞中生长，而这些病毒在制造

过程中可能发生重组或恢复为野生基因型，或者发

生野生型病毒的污染，重新产生毒性或失去选择

性。因此，应对溶瘤病毒产品检测是否存在野生型

病毒。以溶瘤腺病毒为例，常使用定量 PCR 技术

检测污染的野生型腺病毒。然而，PCR 方法的检测

下限为在 106~108 个病毒颗粒中检出 1 个野生型腺

病毒［77］。由于每个病人的临床剂量通常在 1012 个

病毒颗粒的范围内，PCR 方法的灵敏度使其尚不能

很好地控制野生型腺病毒的水平。在非允许细胞

系（nonpermissive cell line）中使用生物扩增测定法

则可以实现更高的灵敏度［78］。通常，将复制型溶瘤

病毒感染 1 种或 2 种不是靶细胞的非允许细胞系，

检测是否产生子代病毒。为了提高灵敏度，产生足

够量的子代群体用于分析，需要将感染物进行多次

传代以及延长培养时间。可以采用定量 PCR 等方

法测定在非允许细胞系中扩增后的野生型病毒水

平。易于培养的 2 种正常成纤维细胞系 WI-38 和

MRC-5 常作为在复制型溶瘤腺病毒产品中检测野

生型病毒的模型非允许细胞系。

1.6　其他常规检测项目

1.6.1　常规理化检测项目　包括外观、pH、装量、可

见异物、不溶性微粒、渗透压、辅料含量等，需要符合

现行版《中华人民共和国药典》相应的规定。有的基

因治疗产品由于终产品为高浓度的病毒载体，容易

产生病毒聚集造成可见异物、外观等不合格的情况，

建议加强对产品制剂配方的研究，抑制病毒聚集的产

生。对于脂质体、纳米颗粒等特殊剂型，还需根据其

具体特点进行相应的检测，如平均粒径及分布、平均

Zeta 电位、平均包封率、释放效应等。

1.6.2　常规安全性检测项目　对于基因治疗药物的

安全性检测，包括无菌检查、细菌内毒素检查 / 热原

检查和异常毒性检查、支原体检查。此外，基因治疗

药物应采用现行版《中华人民共和国药典》中的无菌

检查法检测细菌和真菌，支原体检查法检测可能的支

原体污染。另外由于基因治疗产品生产中采用的原

材料和细胞基质等可能带来其他外源病毒因子，在某

些情况下也可能在生产过程中发生病毒污染，因此对

外源病毒因子的控制和检测也非常重要。

2　问题和展望 
随着近年来各种新型基因治疗产品的纷纷出现，

包括 CAR-T 细胞等基因修饰细胞产品、RNA 干扰药

物、脂质体、纳米颗粒等采用了新的产品形式、新的作

用机制、新的载体或新剂型的药物，迫切需要研究相

应的方法对其进行有效的质量控制。另外，对于我国

已批准上市或进入临床研究的基因治疗产品所建立

的质量标准和质控方法，虽然已基本能较好控制产品

的安全性和有效性来保证产品质量，但由于基因治疗

产品与其他药品相比具有较大的复杂性，对其进行质

量分析鉴定的难度大，可参考的文献少，目前还存在

一些不足之处，需要随着相关技术的发展以及对基因

治疗产品生产工艺和质量属性认识的加深，进行改进

和完善。具体举例如下：①目前建立的部分基因治

疗产品效力试验为定性或半定量的方法，需要进一步

研究能够准确定量检测的方法。②以病毒为载体的

基因治疗产品感染性滴度测定常采用噬斑法、TCID50

法等，其检测结果需要进行人工判定，因而人为影响

因素较大。③多个检测项目缺乏统一的参考标准品，

造成试验误差大，不同实验室间检测结果的可比性

差；④目前建立的部分检测方法可重复性、耐用性较

差，还需进一步的方法学改进和验证，特别是需要在

不同实验室进行比对和验证。⑤对于基因治疗产品

在生产和储存过程中产生的产品相关杂质，如前文所

述的空病毒、病毒聚集体等，目前缺乏常规适用的分

析手段。⑥部分产品复制型或野生型病毒检测的灵

敏度还不能满足要求。⑦对于已经建立的一些产品

的质量标准，在质控指标和限度范围的规定存在不合

理之处，需要进一步研究。

总之，随着基因治疗产品的研究开发不断取得进

步，不久的将来会有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方法是非常重要的研

究内容，需要研发单位和监管机构共同努力，根据实

际需要和科技发展水平制定相应科学合理的质控方

法和质量标准，从而保障这些产品安全、有效和质量

可控，保证人民健康水平的提高。
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