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摘要：嵌合抗原受体T细胞（CAR-T细胞）因其在血液肿瘤中的显著疗效已成为肿瘤免疫治疗领域中的

国际研究新热点，成为肿瘤治愈新的希望。目前，在CAR-T细胞产品的生产中，通常是利用逆转录病毒

载体或慢病毒载体将CAR基因高效地导入T细胞中，但在使用这些病毒载体的同时也带来了CAR-T产品

污染复制型逆转录病毒（RCR）或复制型慢病毒（RCL）的潜在风险。虽然随着病毒载体设计及生产体

系的不断改进，这种风险已大大降低，但仍不能完全排除。因此，监管机构要求对于临床使用的慢病毒

或逆转录病毒载体、转导的CAR-T细胞产品以及患者均要进行复制型病毒的检测。本文主要通过分析复

制型病毒污染检测的必要性、降低复制型病毒污染风险的措施、复制型病毒检测的阶段以及检测方法等

方面，提出在CAR-T细胞生产过程中控制RCR/RCL的策略，以供CAR-T细胞产品研发者参考。
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Abstract:   Chimeric antigen receptor T cell (CAR-T) has become a new research focus in the field of tumor 
immunotherapy due to its remarkable therapeutic effects in hematological tumors, and has become a new hope for 
the cure of cancer. At present, retroviral vectors or lentiviral vectors are commonly used to efficiently introduce 
CAR gene into T cells in the production of CAR-T cell products. However, the use of these vectors may cause 
the risk of contamination of CAR-T cell products with replication competent retroviruses (RCR) or replication 
competent lentiviruses (RCL). Although this risk has been greatly reduced with the continuous improvement of 
virus vector design and production systems, it cannot be completely eliminated. Therefore, Regulatory agencies 
require the detection of replicative viruses for the clinically used lentivirus or retroviral vectors, transduced 
CAR-T cell products and patients. This article mainly focuses on the necessity of the replication competent 
virus contamination detection, the measures to reduce the risk of replication competent virus pollution, the stage 
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of replication competent virus detection and the detection methods, and putting forward the consideration for 
controlling RCR/RCL in the process of CAR-T cell production for reference by CAR-T cell product developers. 
Keywords:   chimeric antigen receptor T cell (CAR-T); retroviral vectors; lentiviral vectors; replication competent 
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目前，嵌合抗原受体T细胞（Chimeric Antigen 

Receptor T Cell，CAR-T）治疗产品对多种血液肿

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，已经成为肿瘤免疫治疗领域中

新的国际研究热点。2017年8月及10月美国FDA分

别批准了2个针对血液肿瘤的CD19-CAR-T细胞治

疗产品上市，我国也有众多研究机构及制药公司投

入到了CAR-T 细胞产品的研发中。但总体来看，

我国CAR-T细胞治疗产品的研发还处于起步阶段，

因此，为推进我国CAR-T细胞治疗产品的产业化

发展，由中国食品药品检定研究院牵头起草并在

CAR-T细胞基础研究及产品研发单位的大力支持

下，于近期共同完成并发布了《CAR-T细胞治疗

产品质量控制检测研究及非临床研究考虑要点》[1]

（简称《要点》），为CAR-T研发提供更具可操

作性的参考。

在CAR-T细胞治疗产品的制备过程中，通常

利用逆转录病毒载体或慢病毒载体将CAR基因高

效地导入T细胞中[2-4]，这也同时带来了产品安全性

方面一个备受关注的问题，即复制型逆转录病毒

（Replication Competent Retroviruses，RCR）或复制

型慢病毒（Replication Competent Lentivirus，RCL）

污染的潜在风险。针对该风险，FDA及欧盟先后

出台了相关文件[5-8]，要求建立灵敏、可靠的RCR/

RCL检测方法，对于使用γ-逆转录病毒载体及慢

病毒载体生产的基因治疗产品，需要在生产及应用

的不同阶段进行RCR/RCL的控制，包括生产病毒

的细胞库、终末细胞、病毒载体及CAR-T细胞，

并对CAR-T细胞回输后的患者个体进行监测[5-7]，

以保证患者不受RCL的感染。笔者在前述《要点》

中同样提出了该风险控制的要求，本文即在此《要

点》的基础上，进一步分析讨论复制型病毒污染检

测的必要性、降低复制型病毒污染风险的措施、复

制型病毒检测的阶段以及检测方法等方面，并提出

在CAR-T细胞生产过程中控制RCR/RCL的策略，

以进一步提高CAR-T细胞治疗产品的安全性。

1   关注RCR/RCL污染风险的必要性
目前，制备CAR-T细胞所用的γ-逆转录病

毒载体和慢病毒载体均为复制缺陷型载体，理论

上已经极大地降低了产生复制型病毒的风险，但

病毒载体的制备方法以及制备过程中仍存在产生

RCR或RCL的潜在风险，如病毒载体生产过程中因

穿梭载体、包装载体及包装细胞中的内源性逆转

录元件之间，或病毒载体与T细胞的内源性逆转录

元件之间发生同源或非同源重组，从而导致RCR

或RCL产生[9-11]。

RCR/RCL对患者的风险表现在两个方面：一

方面，它们同逆转录病毒载体一样可以整合在细胞

基因组中，从而产生因整合出现的激活原癌基因、

破坏抑癌基因或使促细胞生长的因子表达增高而造

成二次肿瘤的风险；另一方面，因其具有复制性，

即可产生具有复制能力的病毒，加之采用了可感染

多种细胞的膜蛋白，大大增加了整合而造成二次

肿瘤的风险。比如，尽管早期的研究显示，鼠γ-

逆转录病毒MLV在非人灵长类动物中并不能造成严

重的安全性问题[12-13] ，但研究者在一项对严重免

疫缺陷恒河猴进行体外输注骨髓祖细胞的试验中

发现，在输注γ-逆转录病毒载体转导的骨髓祖细

胞的10只动物中，有3只动物发生了淋巴瘤，并在

200天内死亡[14] ，原因分析结果显示，动物的淋巴

瘤组织中可检测到RCR，并且在感染的动物中可检

测到RCR引起的γ-逆转录病毒血症[15]，因而证实

引起动物发生淋巴瘤的真凶正是RCR，是由于转导

骨髓祖细胞的γ-逆转录病毒载体污染RCR所致。

再如，自然界中的慢病毒，因受其病毒结合受体及

宿主的限制性因子的制约，感染通常具有种属特异

性，如HIV-1/2在人类可引起艾滋病，马传染性贫

血病毒（Equine Infectious Anemia Virus，EIAV）会

引起马的复发性发热伴病毒血症、血小板减少和消

耗症状，猫免疫缺陷病毒（Feline Immunodeficiency 

Virus ，FIV）会引起猫免疫缺陷综合症等。但是，

为了扩大感染细胞的类型，慢病毒载体的包膜通
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常采用其它病毒的膜蛋白进行替换，如常用的

VSV-G膜蛋白，即可能形成的RCL是假型病毒，这

样就能特异地感染人源细胞，因此，可能会增加

RCL污染而带来的潜在风险。因此，使用逆转录病

毒载体生产的基因治疗产品中RCR/RCL的污染风

险始终是药品监管机构的一个重要的关注点。

2   降低产生RCR/RCL风险的措施
在逆转录病毒载体发展的过程中，研究者一

直在采取多种措施以降低RCR/RCL的风险，包括

载体的设计、病毒载体包装方法等。

早期的γ-逆转录病毒生产系统仅去除了病毒

的包装序列[16]，具有包装功能的病毒结构基因与

转导载体之间比较容易发生重组而产生RCR。于

是，人们在病毒载体生产体系上做了多次改进，如

PA317包装细胞体系，该系统首先删除了病毒基因

组的包装信号，同时将3' LTR替换为SV40病毒上的

多聚腺苷酸位点，并将5' LTR删除[17]，这样可以去

除多个逆转录和整合所必需的信号，从而降低了

RCR产生的风险，这也是第一个被用于人体基因转

移试验的病毒载体系统[18-19]。但PA317包装体系仍

然具有可产生RCR的倾向性[14]，因此，该系统又被

鼠GP+ envAm12系统所取代[20]，该系统通过将Gag-

Pol表达基因和Env表达基因分开置于不同的质粒

上，并且通过降低载体和包装序列间的同源性，进

一步降低了RCR产生的风险[20-22]。而在PG13包装体

系中[23]，人们利用长臂猿白血病病毒（Gibbon Ape 

Leukemia Virus，GALV）的包膜来代替γ-逆转录

病毒载体的包膜，形成假型γ-逆转录病毒载体颗

粒，而这种GALV包膜假型病毒可能能够通过抑制

病毒载体的再次感染，而降低重组的发生。另外，

越来越多的人源细胞被用于γ-逆转录病毒载体的

生产[24-27]，由于人类基因组中不含有与γ-逆转录

病毒序列同源的DNA序列，因此，可大大降低RCR

产生的几率。

此外，Yu等人还建立了γ-逆转录病毒自我失

活（Self Inactivating, SIN）病毒载体[28]，即将γ-

逆转录病毒载体3’端LTR的U3区删除，该区域包

含病毒的强启动子和增强子，在病毒逆转录过程

中，3′LTR的U3区会被复制并被转移至5′端，

将此U3区删除后，使载体自我失活，导致病毒不

能利用自身的启动子进行基因的表达，而只能利

用细胞类型特异的启动子进行基因的表达，这样

可进一步降低病毒载体与内源性逆转录病毒发生

重组的风险。

与γ-逆转录病毒相比，慢病毒具有更为复杂

的基因组结构，除结构基因gag-pol和env外，还含

有调节功能基因tat、rev及辅助调节基因vif、vpr、

vpu和nef。第一代慢病毒载体包含了HIV的大部分

基因组元件，但将这些元件置于不同的质粒上，如

采用三质粒系统，其中穿梭质粒仅含有目的基因、

LTR区及与反转录和包装相关的基因，一个包装质

粒含有除HIV Env基因外的所有病毒基因元件，另

一个包装质粒表达其它病毒来源的膜蛋白，如通

常使用的VSVG膜蛋白[29-30]，从而降低重组和RCL

的产生风险。其后，研究者发现，在体外培养系

统中，HIV基因组上的4种辅助调节基因vif、vpr、

vpu和nef对于病毒复制并不是必需的，且还与病毒

的病变效应有关，因此，在第二代慢病毒载体系

统中，将这4种辅助调节基因剔除[31- 32]，使RCL的

产生风险进一步降低。在目前常用的第三代慢病

毒载体系统中，三质粒系统在剔除4种辅助调节基

因的基础上，再次将tat基因删除[31]，而且为了进

一步降低重组的发生和复制型病毒的产生，将gag/

pol和rev 基因分别置于不同的质粒上，即形成四质

粒包装系统，这种设计不仅可使RCL产生的风险

再次降低，同时，即使在慢病毒载体生产中产生

了RCL，也会使RCL的致病性降低。另外，与γ-

逆转录病毒载体相同，在慢病毒基因组的3′LTR 

U3区引入缺失突变，破坏LTR中的启动子/增强子

活性，形成SIN病毒载体，进一步提高了载体的安

全性[31]。

从第一代到第三代，慢病毒载体系统得到了

不断改进，安全性不断提高，到目前为止，使用

第一代到第三代慢病毒载体系统所生产的病毒载

体的临床试验均未发现RCL污染的案例。近期，

Cornetta K和Marcucci KT等人分别发表了较大样本

量的RCL污染调查研究的论文，一篇论文的研究对

象包括460份CAR-T细胞及296位CAR-T细胞输注病

人样本[33]。另一篇论文的研究对象包括17份病毒载

体、375份CAR-T细胞产品及308位CAR-T细胞输

注病人样本[34]。两项研究均显示，在所有被检测的

样本中，不论是病毒载体，还是CAR-T细胞样本

及接受治疗的患者样本，均未发现RCL污染[33-34]，

进一步证实了目前使用的慢病毒载体具有较高的安
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全性。另外，基于研究数据[33]，研究者认为，对病

毒载体进行充分的RCL检测对确保CAR-T细胞成品

无RCL污染具有关键作用。

3   RCR/RCL检测的阶段
虽然通过以上病毒制备系统的改进，已大大

降低RCR/RCL产生的风险，但仍不能完全排除，

因此，美国FDA要求对于γ-逆转录病毒载体和慢

病毒载体，需要在生产的整个过程及不同阶段进

行RCR/RCL检测，以确保无RCR/RCL的污染[6-7]。

对于RCR的控制，需对载体生产用主细胞库、工作

细胞库、生产终末细胞、载体上清液及在体外培养

超过4天的载体转导细胞进行检测。对于RCL的控

制，由于慢病毒载体生产目前尚不能使用稳转细胞

株，因此，RCL检测点主要包括生产病毒载体的终

末细胞、载体上清液和载体转导的细胞。另外，

在临床研究中，对于接受载体转导细胞输注的患

者，应对病人样本进行RCR/RCL的检测。同样，

在发布的《要点》中，也分别在逆转录病毒生产的

稳转细胞的细胞库、生产终末细胞、病毒载体及

CAR-T细胞治疗产品这几个质控阶段设置了相应

的检测要求。

与FDA检测载体上清液的观点稍有不同，欧

洲药典中则要求，对纯化后的病毒载体进行RCR/

RCL的检测。从理论上来说，在病毒载体的制备过

程中，因复制型病毒的产生与病毒载体特点及载体

设计有关，是病毒载体生产体系自身存在的风险，

而非外源引入，因此，在对病毒载体进行RCR或

RCL检测时，用病毒载体收获液或纯化后的病毒载

体进行检测均具有一定的合理性，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，但为达到

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或RCL同样也会得到

浓缩，检测时可能需要相对小的样本量，同时，

也可直接反映出转导的病毒载体中是否含有RCR或

RCL，但也存在纯化工艺可能会对原本含量可能很

低的RCR或RCL造成破坏从而影响检出的风险。基

于病毒载体中RCL污染的检测在整个生产工艺及临

床应用的重要性[33]，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成品中RCR/RCL污染的风险。

4   RCR/RCL检测的方法
建 立 高 敏 感 的 R C R / R C L 检 测 方 法 是 提 高

CAR-T产品安全性的另一个重要措施。目前，

RCR/RCL的检测方法主要包括针对特定基因（如

VSV-G基因、psi-gag基因或GALV基因）的PCR法

或QPCR法以及敏感细胞感染试验法。为了提高试

验的灵敏度，FDA推荐利用以细胞培养为基础的感

染性试验进行RCR/RCL的检测，该方法首先将可

能存在的RCR/RCL在敏感细胞上扩增，并在培养

终点利用敏感、快速的检测方法进行检测。有效

的感染试验法首先要求RCR/RCL可以感染敏感细

胞，其次要求在敏感细胞中可产生感染性病毒颗粒

并释放出来，且感染试验要具有足够的灵敏度，可

以检出低MOI的阳性对照病毒。

4.1   RCR检测方法

目前应用较多的检测RCR的方法包括2种类型的

细胞感染性试验，即 S+/L-试验和标记拯救试验[35]。

在这些试验中需先有一个扩增阶段，即将待检样本

与敏感细胞共培养至少3周，将可能存在的RCR进

行扩增，再将扩增后的样本接种到检测的指示细胞

上，通过病变或特定产物表达显示是否存在RCR。

在S+/L-试验中，用于扩增RCR的最常用的细

胞为Musdunni细胞，该细胞可用于鼠双嗜性γ-逆

转录病毒的扩增，但不适用于具有GALV包膜的

γ-逆转录病毒的扩增，对于GALV病毒，可使用

293细胞进行扩增。在检测阶段使用指示细胞，如

猫星型胶质细胞系PG-4[36]，该细胞系是一个S+/L-

细胞系，它含有鼠肉瘤病毒基因组（S+），但缺

少鼠白血病病毒基因组（L-），只有在细胞中同

时表达鼠肉瘤病毒和鼠白血病病毒时，细胞才会出

现病变。基于该原理，当将扩增阶段的细胞培养上

清液接种到PG-4细胞上时，如果细胞发生病变，

则表明样品污染了RCR。

标记拯救试验的原理是用于RCR扩增的敏感

细胞系中含有一个带标记基因的γ-逆转录病毒

载体[21]，在检测阶段，将扩增阶段收集的上清液

接种到初始培养的扩增细胞上，如果存在RCR污

染，RCR的基因组和带标记基因的γ-逆转录病毒

载体将会被RCR包装，感染细胞后，RCR将会使标

记基因表达。

4.2   RCL检测方法

目前已经建立的RCL检测方法还并不多。最初
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建立的RCL PCR检测方法是通过检测牛Jembrana病

毒载体感染上清液中的tat序列来检测RCL[37]，但是

目前通常使用的第三代以HIV-1为基础的慢病毒载

体中，tat基因已从载体中被删除，因此，该方法已

不适用。合胞体形成试验也被用于RCL的检测[38]，

即将病毒载体或转导细胞在HIV敏感细胞系进行培

养，检测合胞体的形成，但该试验适用于具有完全

复制能力的且含有HIV包膜的慢病毒的检测，不一

定适用于HIV-1载体中RCL的检测。而基于逆转录

酶活性检测的方法，虽然该方法灵敏度较高且可用

于筛选广谱的逆转录病毒，但该方法可能会受到细

胞状态或培养基的影响造成试验背景高和假阳性的

结果[39-40]。

FDA推荐的RCL检测方法是利用敏感细胞对病

毒载体中可能存在的RCL进行培养扩增，并在培

养终点进行检测[7]。由于人T细胞系C8166对HIV及

以VSV-G为包膜的慢病毒载体均具有高度的敏感

性，因此多被用于RCL的扩增培养与检测[41-43]。该

方法是将病毒载体与C8166共孵育培养21天，用于

扩增潜在污染的RCL，然后，收集扩增的培养上清

液，再接种于C8166细胞上，继续培养7天，培养

结束时，检测病毒蛋白或核酸。常用的检测方法

包括针对Gag区P24抗原的ELISA检测[44]、针对逆转

录酶的产物增强型逆转录酶活性检测（PERT）试

验[39-40]、针对载体质粒和包装质粒间重组产生的

Psi-Gag序列的PCR方法以及针对VSV-G包膜基因

的PCR方法[42]。

C8166感染试验除了病毒扩增阶段外，同样需

要设置检测指示阶段，其目的在于降低2种情况可

能造成的假阳性结果：首先，如待检测的样本为

浓缩后的病毒载体，其P24抗原含量可能较高，对

于这种样本即使经过3周的传代仍然可能有较低水

平的P24抗原被检出，造成假阳性结果；其次，病

毒载体和包装质粒间可能会发生重组[42]，尽管该重

组并不一定形成RCL，但会造成PCR法的假阳性结

果，而通过指示阶段的再培养可大大降低假阳性结

果的发生，从而确保检测到真正的RCL。

在细胞扩增及指示阶段检测中，需设置病毒

阳性对照，若以HIV弱毒株为阳性对照病毒，即辅

助蛋白编码调节基因缺失的HIV-1病毒[41]，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

室开展试验；若以其它非HIV骨架的慢病毒载体作

为阳性对照，可以在P2生物安全实验室进行病毒

培养并开展方法学研究和样本检测。

5   结语
综上所述，对CAR-T细胞治疗产品进行RCR/

RCL的控制，需要从病毒载体设计、病毒载体生产

体系的不断改进完善、建立高灵敏及高效的检测方

法以及在生产的不同阶段进行检测等多种措施来共

同降低RCR/RCL产生的风险。在检测方法上，虽

然RCR/RCL细胞感染试验具有较高的灵敏度，但

该试验耗时长、工作量大，且形成系统的风险评估

方法尚需一定的时间，因此，在CAR-T细胞产品

临床试验早期，可考虑以灵敏且假阳性低的PCR快

速检测方法作为RCR/RCL的检测方法[45-46]，同时，

基于现有的RCR/RCL监测的报道[33-34]以及数据的不

断积累，在确证性临床阶段以及上市前，对生产用

细胞及病毒载体样本进行充分的RCR/RCL检测，

而对CAR-T细胞产品采用快速检测方法放行，同

时保留样本备查的策略可能会更好地控制RCR/

RCL的风险。 
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