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摘要：支原体是生物制品的最常见外源因子污染物之一，《中国药典》2015年版收录的两种支原体检测

方法虽然可灵敏地检测出活的支原体，但因检测时间较长，对实验室设置及实验室人员的技术均有一定

要求，且对一些特定的样本及需要快速放行的样本有一定的局限性，如目前研究热点之一的CAT-T细胞

治疗产品的过程或放行检验。因此，越来越多的新兴领域的研发者更倾向于采用支原体污染快速检测方

法用于中间品放行检测，甚至作为CAR-T细胞等治疗产品的放行检验的补充或替代方法。由此，也带来

了另一个药品监管机构所关注的重要问题安全性，即所用的方法是否具有与经典方法相同的灵敏度可以

保证产品的安全性。本文总结了近年来我国生物制品采用药典方法检测的支原体污染的现状，分析了支

原体核酸检测（NAT）方法的需求与研究现状以及国内外法规对支原体核酸检测方法使用的态度，简述

了国外法规对支原体验证的相关要求，并针对目前我国支原体核酸检测法方法学验证的现状提出解决的

思路，以期对我国支原体核酸扩增法检测的研发者及使用者提供借鉴。
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Abstract:    Mycoplasma is one of the most common contaminants in biological products. Although the 
mycoplasma detection methods contained in the 2015 edition of the Chinese Pharmacopoeia can sensitively detect 
live mycoplasma, due to the long detection time, the certain requirements for laboratory settings and the skills 
of laboratory personnel, and certain limitations for some specific samples and samples needed to be released 
quickly, such as the process or release testing of CAT-T cell therapy products, one of the current research focuses. 
Consequently, more and more researchers in emerging fields tend to use the rapid mycoplasma detection methods 
for intermediate release testing, even as supplement or alternative to the release testing of therapeutic products 
such as CAR-T cells. Meanwhile, this brings about another important safety issue concerned by drug regulatory 
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agency, that is, whether the methods used has the same sensitivity as the classical method to ensure the safety of 
the products. In this paper, we summarized the current status of mycoplasma contamination of biological products 
detected by methods contained in the Chinese Pharmacopoeia in recent years, analyzed the needs and research 
status of mycoplasma nucleic acid detection (NAT) methods, and the attitudes of domestic and abroad regulations 
on the use of mycoplasma NAT methods, briefly described the relevant requirements of foreign regulations on the 
verification of mycoplasma, and proposed solutions to the current situation of the methodological validation of 
mycoplasma NAT methods in China in order to provide references for the developers and users of mycoplasma 
nucleic acid amplification method for mycoplasma detection in China. 
Keywords:   community-acquired pneumonia(CAP); pharmacoeconomics; Chinese patent medicine; cost-
effectiveness analysis

前言
自1956年研究人员首次在细胞培养中发现支原

体污染以来，支原体污染问题无处不在，包括以细

胞为基质生产的生物制品，如病毒性疫苗、重组生

物技术产品等[1]。在生物制品生产过程中和细胞培

养过程中使用的任何动物源性和植物源性材料（如

血清、胰酶等）、无机来源成分、操作环境、操作

人员、操作习惯及交叉污染等均是引入支原体污染

的途径，支原体污染已经成了各国药品监管机构

始终关注的影响生物制品安全性的问题之一[2-7]，

因此，支原体污染检查也成了生物制品外源因子

污染检查的经久不衰的话题，生物源性原材料、

采用细胞培养技术制备的疫苗、抗体、基因治疗

产品在生产过程的不同阶段都要进行支原体污染的

检查。同样，这一要求对目前正处于快速发展期的

细胞治疗产品也不例外，正如由我院牵头联合国内

CAR-T细胞基础研究及产品研发单位共同完成并

发布的《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》（以下简称《要点》）中

所述[8]，研究者需要在与CAR-T细胞治疗产品相关

的多个阶段进行支原体污染的检查，包括有可能引

入支原体风险的所有生物源性材料、病毒载体生产

细胞、病毒载体、CAR-T细胞产品等，以最大程

度地降低CAR-T细胞产品支原体污染的风险，提

高产品的安全性。

但由于我国现有药典要求支原体检查方法的

检测时间相对较长，不能完全满足CAR-T细胞治

疗产品的要求，如新鲜剂型的CAR-T细胞制备后

有效期不超过12 h，冻存剂型的CAR-T虽然保存时

间可以满足现行药典支原体检查法的要求，但在实

际应用中，因CAR-T细胞治疗产品主要用于无现

行治疗手段的自体肿瘤患者，从采集患者的初始细

胞至临床应用的时间间隔也是非常有限的，因此，

很多研发者更倾向于采用支原体污染快速检测方法

用于中间品放行检测甚至CAR-T细胞治疗产品的

放行检验的补充或替代方法，由此，也带来了另一

个药品监管机构所关注的重要安全性问题之一，即

所用的方法是否具有与经典方法相同的灵敏度可以

满足支原体检查的要求，于是在《要点》中提出

“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。”本文即就目前我

国生物制品支原体污染现状、支原体核酸快速检

测方法（以下简称支原体NAT法）的研发现状、国

外法规对支原体NAT法的验证要求进行了总结及分

析，并就我国目前对支原体NAT法方法学验证的现

状提出解决的思路，以期对我国研究者自行建立或

评估选用何种支原体核酸扩增检测方法提供借鉴。

1   近年来我国生物制品相关样本支原体污
染现状

我国自2000年版《中国生物制品规程》增加

了支原体检查的DNA染色法后，药典收录支原体检

查的法定方法一直都是培养法和DNA染色法。十多

年来， 我们采用这两种方法分别对不同生产或研

发单位送检的多种生物样本进行了支原体检查，包

括细胞基质、毒种、干细胞制剂、免疫细胞制剂、

生物技术产品的收获液及新生牛血清等，结果显示

基本上每年都会发现送检的样本存在支原体污染
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的问题。2003-2011年，支原体污染率最高达10%

以上（如图1所示）；近年来，支原体污染阳性率

虽然有所好转，但仍高居外源因子污染的榜首，

如近五年DNA染色法检出的支原体污染阳性率约为

1%~3%（见图2），这些样本有的来自于有丰富生

产经验的生物制品企业，有的来自于新兴的研发

及生产机构，有的来自于新兴治疗领域，如干细胞

或免疫细胞研发机构。污染的支原体种类与文献报

道的常见支原体污染种类略有不同，排在首位的是

猪鼻支原体而不是精氨酸支原体[9]，未发现有莱氏

无胆甾原体污染，但发现有牛支原体及肺支原体污

染。从这些研究数据可以看出，支原体污染风险存

在于各个产品领域，包括细胞治疗产品领域，因

此，支原体污染检查依然是生物制品安全性的一个

重要保障措施。

图 1   2003-2011 年生物制品样本支原体污染情况

图 2   2012-2016 年用 DNA 染色法检测生物制品样本的支原体污染情况

2   现行药典支原体检查方法的特性
支原体现归属于原核生物门柔膜体纳，自

1898年法国Nocard及Roux首次分离以来，现种类接

近200种，因其基因组中缺乏能量代谢途径中所需

的许多重要基因，使得支原体生长对营养的需求较

高，有的可在营养丰富的培养基上生长，如肺炎支

原体，有的在细胞上生长更好，如猪鼻支原体，有

的尚不能培养，如植原体。因此，经典的支原体

污染检查需要采用两种方法，即培养法和DNA染色

法，这两种方法具有广谱性，可以检出不同生长特

性的支原体，这也是我国药典及国际药品监管机构

认可的支原体检查方法。通常来说，支原体培养法

的灵敏度可达1～10 CFU支原体，DNA染色法的灵

敏度至少为100 CFU支原体。

这两种方法检测到的支原体均为活的支原

体，也就是说，若检出为阳性，则证明样本中确实

有支原体污染，而不仅仅是与支原体相关的遗传物

质。但这两种方法也存在一定的局限性：一方面表

现为支原体培养法检测所需的时间相对较长，不能

满足那些保存有效期短的产品或需要快速放行的中

间品，如细胞治疗产品放行或生物技术产品中间品

放行等。不论是我国药典规定的液体和半流体培养

基接种法，还是美国、欧洲或日本药典规定的液

体培养转接固体琼脂培养的方法，基本上都需要

年

年
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28 d；DNA染色法时间虽然稍短，但从指示细胞复

苏到完成检测至少也需要14 d，所以对于需要快速

放行的样本就存在一定的局限性。另一方面，对可

能会引起指示细胞病变的且缺少有效中和抗体的高

滴度病毒样本来说，不能采用DNA染色法检测，会

影响支原体污染检出的水平；再者，支原体污染检

查对操作人员有一定的技术要求，同时，因这两种

方法均需要用支原体菌株作为阳性对照，而支原体

污染后难以去除，因此，研究者还要对支原体检测

实验室设置严格的防止交叉污染的措施等。基于经

典方法的这些不足，越来越多的新兴生物技术领域

的研发者会更倾向于采用更快速的支原体污染检查

方法用于中间品放行检测甚至CAR-T细胞治疗产

品的放行检验的补充或替代方法，如各种类型的

支原体核酸检测法、DNA芯片法、化学发光法或

荧光素酶法等，其中支原体核酸检测方法最为常

见，但由此也带来了另一个药品监管机构所关注

的重要安全性问题，即所用的检查方法是否具有

与经典方法相同的灵敏度，是否可以有效控制支

原体污染的风险。

3   支原体核酸检测方法的研究现状
支原体核酸扩增检测方法（Nucle i c  Ac id 

Amplification Techniques，NAT）是通过扩增并检

测特定的支原体基因组保守序列来进行支原体污

染检测的方法，它具有快速、便捷、受样本类型

影响小等特点，已成为实验室检测支原体污染的

常用方法。

自1989年Bernet. C等[10]人最早利用传统的PCR

技术建立了支原体核酸检测方法以来，支原体NAT

法也经过了一个不断发展的过程，目前，国内外已

有多种基于NAT原理的支原体检测方法，每种方法

均有一定的优点和缺点，下面对其中的几种方法的

特点进行简述。

1994年，Wirth. M等[11]人通过比对25种常见支

原体的核糖体RNA基因16S序列，建立了一种使用

6条上游引物及3条下游引物的支原体多重PCR检测

方法。2002年，Uphoff.CC等[12]人使用该方法对319

例已知支原体污染阴/阳性样本进行了检测，结果

显示与传统支原体检测方法符合率为96%。但多种

引物的配比、引物间的竞争及不同引物对靶片段的

竞争都可能对试验结果产生影响。

1995年，Pruckler. M等[13]人使用3条针对支原

体核糖体16S rRNA的特异性引物建立了半巢式支

原体PCR检测方法，并使用该方法对细胞污染常见

的14种支原体进行检测，均检测为阳性。尽管巢式

PCR法提高了检测的特异性及灵敏度，但是，进行

两轮扩增反应无疑增加了试验操作污染的风险，同

时也提高了扩增产物对实验室环境的威胁。

2004年，Eldering. A等[14]人针对8种不同类型常

见支原体的核糖体16S rRNA基因设计了一对特异性

引物并建立了一套基于降落PCR技术的支原体检测

方法，通过首轮PCR反应的退火温度高于最佳退火

温度，并在之后的循环中使退火温度逐渐降低至最

佳退火温度，从而可以有效抑制PCR反应的非特异

性扩增，提高反应特异性，同时亦可增强目的片段

的竞争，提高反应敏感度。但降落PCR归根到底也

仅是对普通PCR的扩增程序进行优化，因此该方法

也会存在普通PCR法的一些缺点，如易引起交叉污

染、单一对引物能否达到足够的检测范围等问题。

2005年，Saito. R等[15]人针对肺炎支原体P1基

因设计了基于环介导等温扩增法（Loop-mediated 

isothermal amplification, LAMP）的肺炎支原体快速

检测方法。灵敏度验证结果显示该法可检出至少

200个基因拷贝数的肺炎支原体。特异性验证显示

该方法能够检测出3种不同株肺炎支原体，并且对

于其它5种不同类型支原体及19种不同类型细菌并

未出现非特异性扩增。相较于其它PCR法，LAMP

法以检测时间短、操作便捷、不易污染、检测设备

要求低等特点成为了临床疾病诊断、食品药品安全

检查的常用快速检测方法。但由于其方法需要针

对6个不同的特异性核酸序列片段设计4条特异性引

物，且目的片段大小及引物结合区域间隔都有限

制，因此，在支原体检测中往往只用于单一类型支

原体检测。但近年来也有研究者开发了基于此原理

的可检测多种支原体的方法。

为提高支原体检出的灵敏度，研究者开发了

检测支原体16S rRNA基因转录产物的方法，即RT-

PCR法。2009年，Peredeltchouk. M等[16]人使用针

对16S rRNA基因的相同引物比较了RT-PCR和PCR

的灵敏度，结果显示针对发酵支原体，RT-PCR比

PCR检测灵敏度高大约100倍。尽管该方法在理论

上能够提高检测方法的灵敏度，但增加的反转录步

骤无疑也提高了交叉污染的风险。

   2010年，Laborde. S等[17]人针对支原体的16S 
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rRNA基因建立了基于荧光探针的实时定量PCR支

原体检测方法。相较于其它PCR方法，荧光定量

PCR法可通过分析扩增曲线进行结果判定，具有较

好的特异性，及更好的准确性，同时，因其扩增过

程为封闭系统可减少试验扩增的核酸产物对实验室

环境造成的交叉污染。但是，因荧光定量PCR除上

下游引物外，还需设计荧光探针，且该方法扩增的

目的片段较小，因此对目的片段的选择更加严格。

不同的支原体核酸检测方法对支原体的最

低检出能力不同，如Bernet. C等人报道其所建的

传统PCR法可检出100～1000 变色单位（CCU）

的肺炎支原体；Eldering. A等人报道其建立的降

落PCR法可检出10～0.1 CFU·mL-1的支原体，

2010年Deutschmann. M等[18]人对该方法的验证结

果显示不同支原体最低检出水平可达到10～0.1 

CFU·mL-1；Laborde.  S等人建立的qPCR法对

支原体的最低检出限为10 CFU·mL-1。针对这

些不同原理的方法，目前已有多种商品化试剂

盒问世，如基于普通PCR法的Sigma公司生产的

LookOut® Mycoplasma PCR支原体检测试剂盒、基

于qPCR法的TAKARA公司生产的CycleavePCR® 

Mycoplasma Detection Kit、Applied Biosystems生产

的MycoSEQ™ Mycoplasma Detection Kit和Sartorius公

司的Microsart ATMP Mycoplasma等。

支原体NAT法虽然具有快速、灵敏、便捷等特

点，但是，由于NAT方法检测支原体的能力依赖于

扩增引物序列能否包含足够广泛的常见污染支原体

以及在生产中可能通过相关动物源材料所引入的支

原体类型，且不同的核酸提取方法、扩增反应体系

及扩增程序都可能会对阳性样本的检出效率产生影

响。另外，因NAT方法检出的是支原体的基因组，

无法鉴别样品中的支原体是否存活、是否为支原体

相近种属的微生物污染、是否存在环境或试剂中的

支原体核酸或质粒污染以及是否存在待检细胞核酸

或待检样品中其它成分对扩增反应所引起的抑制。

因此，开展充分的支原体NAT法的方法学验证就显

得十分必要，其验证结果也是使用者评估及筛选支

原体NAT检测试剂的重要参数。

4   国内外法规对使用支原体NAT法的态度
尽管研究者开发了多种支原体核酸检测方

法，在实验室研究领域内也被广泛采用，但因其方

法的局限性，在生物制药领域被药品监管机构接

受、而一定程度上作为质控检测方法的时间并不

长，且仍持较为谨慎的态度。

WHO于2010年发布的《生物医药产品生产用

动物细胞基质的评价及细胞库检定规程》中首次

描述了采用NAT法进行支原体污染检查的要求，即

“支原体检查的NAT法经过充分的方法学验证并与

国家药品监管机构讨论后，单独、与细胞培养法或

其它适宜的方法联合使用，有可能会作为一种或两

种法定方法的替代方法。这种替代方法需要与法定

方法进行可比性研究，包括最低检出限及特异性的

可比性，详细内容可参照欧洲药典”[5]。

FDA也是在2010年发布的《传染性疾病病毒性

疫苗生产用细胞基质及生物源性材料检定工业指

南》中才提出，有某些情况下，如因疫苗病毒无

法完全中和而不能采用基于培养的支原体检查方

法时，可以使用基于PCR的检测方法，但需要证明

这种方法与琼脂和肉汤培养以及DNA染色法具有

可比性，且可以将培养法和PCR法联合使用[6]。美

国药典41版（USP 41）在支原体检查法一章中也

提出，可以使用经过验证的NAT法或依赖酶活性的

方法检测支原体，但同样要求新方法要与药典方

法有可比性[7]。

在支原体检测的NAT法使用上，欧洲药典的态

度更为积极，欧洲药品质量管理局EDQM于2008年

颁布的欧洲药典6.1版（EP 6.1）“2.6.7-支原体”

章节中就已经将支原体NAT法作为支原体检查的第

三种可选方法，并一直保持至现行版（EP 9.5）。

与WHO与FDA的态度一样，EP中要求NAT法必须

根据本章节中验证指南的要求进行验证后方可使

用。经充分验证后，NAT法可替代培养法和DNA染

色法，如拟替代培养法，NAT法的灵敏度需达到

10 CFU·mL-1；如替代DNA染色法，NAT法的灵敏

度应能达到至少100 CFU·mL-1。NAT法可单独使

用，如检测有细胞毒性的样品或有快速检测需求

时；也可与DNA染色法联合使用，即将样本先接种

于指示细胞上培养一定时间后，再提取细胞和上清

中的支原体核酸用NAT法检测。

与欧洲药典不同，2002年颁布的第14版日本药

典（JP 14）“生物制品生产用细胞基质支原体检

查”一章中提到，若仅DNA染色法检查显示样品支

原体阳性时，可以使用PCR法确定样本中是否真的

存在支原体，且在文中给出了一个具体的两步PCR



中国药事  2018 年 8 月  第 32 卷  第 8 期 1025

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

检测方法示例[19]。该方法在JP 15和JP 16中得到了

保留，但在2016年颁布的JP 17中，将“PCR法”

修改为更具通用性的“NAT法”，且不再收录上述

PCR方法示例，取而代之的是与欧洲药典的支原体

NAT法验证指导原则大部分内容一致的方法学验证

的指导原则，且在NAT法的使用态度上也与欧美的

态度基本一致，即NAT法经过充分验证后，可能会

作为培养法和/或DNA染色法的替代方法。

我国自1979年版《中国生物制品规程》开始

收录支原体检查培养法，2000年版增加了支原体检

查的DNA染色法，其后虽有不断补充完善，但药典

收录的法定方法一直是培养法和DNA染色法[2]，尚

未在药典中对NAT法的应用提出明确要求。但随着

国际法规的变化以及行业的需要，我国药典也正在

开展支原体NAT法的相关研究工作，并已将增订支

原体NAT法列入工作计划。

5   支原体NAT法的方法学验证要求
如前所述，国际药品监管机构均提出支原体

NAT法在使用前须进行充分的方法学验证，且EP

及JP中分别提出了具体的支原体NAT法的方法学验

证要求。JP中的验证要求上与EP基本一致，仅在

一些细节上稍有不同，如在最低检出限验证中，

JP 17在EP中描述的8种支原体外，还要求对唾液支

原体的验证（M. salivarium），但未提及鸡毒支原

体。对于特异性验证采用非支原体的微生物，JP 

17并未给出推荐的验证菌种，但提出需对阳性检测

结果进行原因分析。为方便研究者参考，下面将就

EP中支原体NAT检测法验证指导原则的相关要求

进行简述。 

支原体NAT法须进行特异性（Specificity）、

最 低 检 出 限 （ D e t e c t i o n  L i m i t ） 和 耐 用 性

（Robustness）验证。如使用商品化试剂盒进行支

原体NAT检测，则需试剂盒生产商提供完整的方法

学验证数据。

特异性验证目的是证明支原体NAT法可检测出

一系列支原体种类，同时又不会检出与支原体有近

缘进化关系的革兰氏阳性细菌，包括梭菌属、乳杆

菌属和链球菌属。因不能穷尽这类细菌，因此，在

验证时如果发现有交叉反应，则需建立一个阳性结

果的判定原则以便于在日常使用该方法时进行结果

判断，如要求采用支原体法定方法进行二次检测或

采用其它可以确证的方法。

最低检出限验证：指导原则要求至少对以

下类型的支原体进行最低检出限验证，包括莱

氏无胆甾原体（A. laidlawii）、发酵支原体（M. 

fermentans）、猪鼻支原体（M. hyorhinis，需使

用营养需求苛刻株）、口腔支原体（M. oral）、

精氨酸支原体（M. arginini）、肺炎支原体（M. 

pneumonia）[或鸡毒支原体（M. gallisepticum）]。

在生产过程中如涉及禽类物质还需增加滑液支原

体（M. synoviae）进行最低检出限验证，如涉及

到昆虫或植物来源的待检样本则需增加螺原体

（Spiroplasma citri）的最低检出限验证。

为建立方法的最低检出限，需确定方法的阳

性临界值，即多次试验95%的概率可检出的样本单

位体积中目的序列的最低量。通过将准确并标定好

的支原体菌种在不同日期进行系列稀释，对不同稀

释度的菌种进行NAT检测以确定最低检出限。在进

行最低检出限验证时，每一种支原体菌种均需至少

进行3次独立的10倍系列稀释，并对所选的每一个

稀释度至少要有24个重复数据，才能进行结果的统

计学分析。如在至少3 d时间分别进行一次独立10

倍稀释，选取的每个稀释度每次试验至少做8个平

行重复检测，或至少在4 d分别进行一次独立10倍

稀释，选取的每个稀释度每次试验至少做6个平行

重复检测，每个稀释度至少获得24个重复结果，通

过统计学评估确定95%可信水平检出支原体阳性的

浓度。

耐用性验证：耐用性验证是评估方法不被细

微且刻意的参数变化而受到影响的能力，并且能够

体现方法在日常使用中的可靠性。不同提取试剂、

扩增体系、扩增程序以及检测所用设备的变化均能

够为方法的耐用性评估提供参考数据。该指导原则

建议NAT方法可以在方法学建立的过程中通过不同

参数的调整来获得耐用性数据。

2010年，Deutschmann. M等人即按照上述验证

指导原则的要求对Eldering. A等人建立的支原体降

落PCR检测方法开展了方法学验证，包括特异性、

最低检出限和耐用性的评估。特异性验证结果显示

该方法不会检出牛链球菌，但对于103 CFU·mL-1

的嗜酸乳酸杆菌和梭状芽孢杆菌检测结果为阳性。

最低检出限验证中不仅采用了指导原则中所述的8

种支原体，还补充了唾液支原体和人型支原体。他

们分别在3 d对每个支原体菌种的3个临界水平的稀
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释度悬液进行8次重复检测，按照应不少于95%可

信限的标准判定，该方法对发酵支原体、莱氏无胆

甾原体、猪鼻支原体、口腔支原体、肺炎支原体、

精氨酸支原体、螺原体、唾液支原体和人型支原体

的最低检出限分别为1、5、1、1、0.1、0.1、1、1

及10 CFU·mL-1。耐用性验证结果显示在3 d分别

使用3批试剂对10倍系列稀释的口腔支原体悬液进

行检测，在10 CFU·mL-1时具有很好的耐用性[18]。 

开展支原体NAT方法学最低检出限验证需要2

个关键元素的支持：1）需要有正确鉴定的不同种

类的支原体菌株，这些菌株的选择一方面可参考指

导原则中的菌种种类，另一方面还要补充待检样本

类型最可能污染的支原体菌株种类；2）这些菌株

需要经过标化，即将支原体菌株制备分装后，通过

准确的支原体菌落计数或基因拷贝数定量对验证用

的支原体菌株样本进行标化。目前，国际上有相关

机构可提供这样标定好的支原体菌株。

6   我国支原体NAT法方法学验证的现状及
解决方案

到目前为止，国内已有多家机构开发了或正

在开发支原体NAT法，一方面，这些方法为CAR-T

细胞治疗产品研发者提供了选择的可能性；另一方

面，由于国内在用于支原体检查法参比物质方面的

研究工作尚不充分，一定程度上影响了其支原体

NAT法方法学验证研究的速度，而且，我国药典中

也尚未收录支原体NAT检测法的方法学验证要求，

让CAR-T研究者依据何种标准从众多的商品化支

原体NAT检测试剂中筛选出满足其CAR-T细胞治疗

产品质控要求的试剂，成了一个需要合理解决的现

实问题。

针对国内目前这种现状，有如下几种解决方

案可以考虑：其一，使用者可以优先考虑那些已按

国外法规要求（如EP或JP要求）进行过充分方法

学验证、且可以提供验证报告的检测方法或商品化

试剂盒，但使用者在使用前需按照待测样本类型进

行方法的适用性验证，并同步开展药典方法的平行

检测研究，以积累数据为替代药典方法提供数据支

持；其二，近两年国外有些机构已能够提供可供支

原体NAT法方法学验证的支原体参比物质，并获得

本国药品监管机构的认可，支原体NAT法的开发者

可以考虑引进用于方法学验证的参比物质样本；其

三，当然也是最根本的解决方法，就是加快国内支

原体检查法参比物质的研究工作，为国内试剂研究

者及使用者提供技术支撑。

7   结语
支原体污染是生物制品外源因子污染检查的

经典话题，同样也是CAR-T细胞治疗产品安全性

质控的一项重要指标。支原体NAT法因其快速且可

以减少因支原体培养而带来操作环境污染的风险，

深得新兴生物技术领域研发者的偏好而考虑用于过

程控制或细胞类产品的放行检验方法。但由于现在

有多种支原体NAT法，且其灵敏度水平参差不齐，

到目前为止，仍然没有一种国际上公认的可以替代

经典检测方法的支原体NAT法，加之支原体NAT法

固有的一些缺陷使得世界各国药品监管机构对采

用支原体NAT法代替传统方法的态度仍相对谨慎，

且明确要求支原体NAT法需要充分验证后使用。因

此，对于支原体NAT法的研发者来说，就需要按照

国际相关法规开展方法学验证后才能为用户提供符

合药品监管要求的试剂，而对于CAR-T细胞治疗

产品的研发者来说，选择这种经过充分验证的支原

体NAT法并进行方法适用性验证，且在使用过程中

积累与药典方法的比较数据，才能为后期的方法学

替代提供充分的数据支持。同时，结合多方力量

加快我国支原体NAT法方法学验证用参比物质的研

究、开展不同方法的平行性比对研究以及加强支原

体药典方法的培训，也必将会为如CAR-T细胞治

疗产品的安全性控制提供重要的技术保障。
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