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编者按：

近年来，基因疗法进入快速发展阶段，越来越多的产品进入临床研究阶段或获批上市，涉及遗传

病、恶性肿瘤、心血管疾病、感染性疾病等。体内基因治疗产品是指在体内通过对人体细胞的遗传物质

进行修饰、表达外源基因、操纵细胞基因表达或调控细胞生物学特性等方式以达到治疗疾病目的的药

品。根据产品类型不同可分为病毒载体类和非病毒载体类，常用的病毒载体包括腺相关病毒（Adeno-

associated Virus，AAV）、腺病毒（Adenovirus，AdV）、单纯疱疹病毒（Herpes Simplex Virus，HSV）

等。其中AAV安全性好，转导效率高，受到广泛认可。目前，国外已有6款AAV产品获批上市，国内也有

20多个AAV品种获临床许可。

随着越来越多的基因治疗制品进入临床或上市，逐渐暴露出潜在的安全性风险，其中病毒安全性、

基因毒性（致瘤性）和免疫毒性受到广泛关注。同时，基因治疗制品的质量控制也面临诸多挑战，如生

产工艺存在局限性；在质量研究方面，结构表征及其他特性分析还不够深入，例如衣壳蛋白的修饰、基

因组结构的完整性、载体靶向性和整合特性等；在质量标准方面，检测项目及标准限度还不完善，甚至

很多项目缺少有效的检测方法。因此，各国监管部门都在加速制定相关法规、技术指南和技术规范，用

于指导基因治疗制品的研发和评价。

由于基因治疗制品生产和质量控制成本奇高，全过程质量控制需要有指导性的技术策略，针对质量

控制实际采取有效措施，保证产品质量。对此，我国药品监管部门陆续颁布了多个基因治疗制品法规和

指南。特别是2020年版《中华人民共和国药典》三部收录了人用基因治疗制品总论，国家药品监督管理

局药品审评中心也密集出台了多个基因治疗制品相关的指导原则，对不同基因治疗制品的特性和相关质

控要点进行分类梳理，进一步规范了基因治疗制品的药学研究和评价。

为配合相关法规和指南的出台和落实，完善和细化基因治疗制品质量控制技术规范，中国食品药品

检定研究院联合基因治疗业界相关专家，历时两年，参考大量国内外指南和规范，调研了国内相关单位

的实际质量控制现状，组织编写了《基因治疗制品质量控制概述》（简称《质控概述》）。本《质控概

述》基于质量源于设计（QbD）的科学理念，运用风险评估、全过程控制和全生命周期管理等手段，以保

障基因治疗制品安全、有效的质量要求为目的，主要依据国内基因治疗制品行业发展现状和技术水平，

结合国内外现有技术指南和法规要求，尝试对基因治疗制品的质量控制提出建设性意见。按照基因治疗

制品的生产工艺顺序，提出了生产和质量研究需要注意的质量控制关键点和风险控制点，并提出了基因

治疗制品质量评价研究需要开展的内容及所用方法，主要包括①原辅料选择、质量控制和管理；②载体

种子批制备、质量控制和管理；③生产用细胞基质制备、质量控制和管理；④生产条件保障、工艺过程

控制和工艺验证中的质量研究；⑤侧重于制品放行检验项目质量控制研究；⑥制品稳定性的质量控制

等。针对基因治疗制品质量控制中的常见问题和难点提出质量控制建议和解决方法，以期促进基因治疗

制品产业质量控制的发展与提高，满足高质量的临床需求。

本刊结合基因治疗制品研发和生产推出“基因治疗制品质量控制”专栏，为今后基因治疗制品全生

命周期质量控制提供交流的基础和平台。

 专栏：基因治疗制品质量控制

·监督管理·
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Editor's Note:
In recent years, gene therapy has entered a rapid development stage, and more and more products have entered 

the clinical research stage or been approved for marketing. The indications involve genetic diseases, malignant 

tumors, cardiovascular diseases, infectious diseases, etc. In vivo gene therapy products refer to drugs that can treat 

diseases by modifying the genetic material of human cells, expressing foreign genes, manipulating the expression 

of cell genes or regulating the biological characteristics of cells. According to different product types, gene therapy 

products can be divided into viral vectors and non-viral vectors. Commonly used viral vectors include adeno-

associated virus (AAV) vectors, adenovirus (AdV), herpes simplex virus (HSV), etc. Among them, AAV have good 

safety and high transduction efficiency, and therefore are widely recognized. At present, 6 AAV products have been 

approved for marketing in foreign countries, and more than 20 AAV products have been approved for clinical use in 

China.

As more and more gene therapy products enter the clinic studies or go on the market, potential safety risks are 

gradually exposed, among which virus safety, genotoxicity (tumorigenicity) and immunotoxicity are widely concerned. 

At the same time, the quality control of gene therapy products also faces many challenges, such as limitations in the 

production process. In terms of quality research, structural characterization and other characteristic analysis, such as 

modification of capsid proteins, integrity of genomic structure, vector targeting and integration characteristics, etc, are 

not yet in-depth enough. In terms of quality standards, testing items and standard limits are  still not comprehensive, 

and even many projects lack effective testing methods. Therefore, regulatory authorities in various countries are 

accelerating the formulation of relevant regulations, technical guidelines and technical specifications to guide the 

development and evaluation of gene therapy products.

Due to the extremely high cost of production and quality control of gene therapy products, the quality control of 

the whole process requires a guiding control strategy, and effective measures should be taken for quality control to 

ensure product quality. In this regard, China regulatory authorities have successively issued a number of regulations 

and guidelines for gene therapy products. In particular, the 2020 edition of the Pharmacopoeia of the People's 
Republic of China contains a general introduction to gene therapy products for human use. The characteristics and 

related quality control considerations are classified and sorted out in multiple guiding principles issued by Center 

for Drug Evaluation of National Medical Products Administration, which further standardizes the pharmaceutical 

research and evaluation of gene therapy products.

In order to cooperate with the promulgation and implementation of relevant regulations and guidelines, and to 

improve and refine the technical specifications for the quality control of gene therapy products, National Institutes 

for Food and Drug Control, together with relevant experts in the gene therapy industry, conducted a survey for two 

years with reference to a large number of domestic and foreign guidelines and specifications, as well as the actual 

quality control status of relevant domestic companies, organized and compiled the " Overview for Quality Control of 

Gene Therapy Products" (referred to as "Overview for Quality Control"). Based on the scientific concept of Quality 

by Design (QbD), this "Overview for Quality Control" uses risk assessment, process control and full life cycle 

management to ensure the safety and effective quality requirements of gene therapy products. In addition, based on 

the development status and technical level of the gene therapy product industry, combined with the existing technical 

guidelines and regulatory requirements domestic and abroad, the "Overview for Quality Control" is attempted to put 
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forward constructive opinions on the quality control of gene therapy products. According to the production process 

of gene therapy products, the key points of quality control and risk control checkpoints that need to be paid attention 

to in production and quality research are proposed, and the content and methods to be carried out in the quality 

evaluation research are proposed, mainly including ① raw materials and excipients selection, quality control and 

management; ② vector seed batch preparation, quality control and management; ③ cell matrix preparation, quality 

control and management for production; ④ quality research in production condition assurance, process control and 

process validation; ⑤ research on quality control of release testing items; ⑥ quality control of product stability, 

etc. Aiming at the common problems and difficulties in the quality control of gene therapy products, quality control 

suggestions and solutions are put forward, in order to promote the development and improvement of the quality control 

of gene therapy products industry and meet the high-quality clinical needs. 

Combining with the R&D and production of gene therapy products, this journal launches a column titled 

"Quality Control of Gene Therapy Products", which provides the basis and platform for communication on the quality 

control of the full life cycle of gene therapy products in the future.
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基因治疗制品质量控制概述

一、引言
人用基因治疗制品通常由含有工程化基因构

建体的载体或递送系统组成，其活性成分可为核酸

（DNA和RNA）、基因改造的病毒、细菌或细胞，

通过将外源基因（或基因编辑工具）导入靶细胞或

组织，替代、补偿、沉默、修正、增加或敲除特定

基因，以达到治疗疾病的目的。

自20世纪90年代以来，基因治疗领域的相关

研究呈现持续上升的趋势，多款细胞治疗和基因治

疗制品获批上市。以重组腺相关病毒（recombinant 

Adeno-Associated Virus，rAAV）载体的基因治

疗制品为例，全球已有6款rAAV制品获批上市，

包括Glybera（EMA，2012）、Luxtura（FDA，

2017）、Zolgensma（FDA，2019）、Upstaza

（EMA，2022）、Roctavian（EMA，2022）和

Hemgenix（FDA，2022）。目前，国内也有多达

22款rAAV制品获得临床许可，涉及治疗眼科疾

病、血液系统疾病、神经系统疾病及感染性疾病

等适应证。

基因治疗制品中使用的载体通常为重组改构

载体，主要目的是降低临床安全风险，提升制品

疗效。基因治疗制品有许多不同类型，大体分为3

类：① 病毒载体类，如腺病毒、腺相关病毒、慢

病毒、单纯疱疹病毒、逆转录病毒、痘病毒和仙

台病毒等；② 核酸载体类，如质粒载体或基于染

色体的载体（ 如iBAC、S/MAR和转座子载体）及

RNA等；③ 细菌载体类，如改良的乳球菌属、减

毒李斯特氏菌属和链球菌属。总设计思路为降低毒

性、增强安全性和提升治疗效果，具体包括：删减

与毒力、致病性或复制能力相关的基因、靶向特定

组织或细胞、插入细胞因子基因等增强治疗性效果

的基因等。

另外，溶瘤病毒（Oncolytic Virus，OV）逐渐

成为重要发展方向之一，2015年，FDA批准了1款

溶瘤病毒制品（Imlygic）上市。作为一类经过基

因改造的病毒制品（也可以是野生型），在技术

监管层面与病毒载体类基因治疗制品相似，故合

并讨论。

二、概况
基因治疗制品种类的多样性、特性复杂性和

制造工艺复杂性都对生产和质量控制提出非常高的

要求。基因治疗制品研发品种和开展临床试验品种

逐年增加。

1、目的与适用范围

基因治疗制品因起始原材料差异大、制备工

艺不成熟、生物学活性以及安全性等质量控制难点

问题，限制了其自身的快速发展。因此，如何提高

基因治疗制品的安全性、有效性、质量可控性是基

因治疗制品研发单位面临的问题。

本概述目的是为基因治疗制品从业者科学、

合理、合规地开展工艺开发，规范、有序地生产和

严谨地质量控制提供指导性建议，主要针对产品申

报上市阶段，为未来规模化和产业化打下基础。产

品临床阶段可根据各阶段的研发特点和研究目的，

参考本概述开展与阶段相适应的研究。同时，以易

懂的方式为从业者提供必要的质量控制基本原则。

本概述适用范围主要为基因治疗制品，活性

成分包括质粒载体、病毒载体和细菌载体等，其中

以病毒载体为重点，如腺相关病毒载体、腺病毒载

体、单纯疱疹病毒载体等，也可用于其他适用的病

毒类生物制品。

2、撰写依据

本概述针对国内基因治疗制品行业的发展现

状和技术水平，以尊重基因治疗制品特性为前提，

结合2020年版《中华人民共和国药典》（以下简称

《中国药典》）三部颁布的《人用基因治疗制品总

论》《体内基因治疗产品药学研究与评价技术指导

原则（试行）》和《溶瘤病毒产品药学研究与评价

技术指导原则（试行）》等一系列基因治疗制品技

术指导原则和法规要求，拟对基因治疗制品的质量

控制提出建设性意见。参考的其他规范还包括《药

品生产质量管理规范》（GMP）、《生物制品的生
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产和检定用动物细胞基质制备及质量控制》《药用

辅料生产质量管理规范》《中国药典》通则，以及

FDA、EMA和ICH有关章节等。

鉴于基因治疗制品的复杂多样性和相关质量

控制研究的不断深入，本概述广泛地邀请了国内外

相关行业专家补充完善相关内容，希望今后能不断

更新和改版，从而形成更为科学合理的基因治疗制

品的质量控制策略，完善药学评价的科学共识和质

量控制的规范。

3、主要内容

基因治疗制品的生产和质量控制应基于质量

源于设计（QbD）的科学理念，运用风险评估、全

过程控制和全生命周期管理等手段，以保障基因治

疗制品安全、有效的质量要求为目的，并通过对各

个生产环节的质量控制实现制品生产的稳定性和质

量的一致性。

本概述按照基因治疗制品的生产工艺顺序，

提出生产和质量研究需要注意的质量控制关键点和

风险控制检查点，并提出制品质量评价研究需要开

展的内容及所用方法，主要包括：①原辅料选择、

质量控制和管理；②载体种子批制备、质量控制和

管理；③生产用细胞基质制备、质量控制和管理；

④生产条件保障、工艺过程控制和工艺验证中的质

量研究；⑤制品放行检验项目质量控制研究；⑥制

品稳定性的质量控制等。详见图1。

产
品
研
发

临
床
与
商
业
化
生
产

生产

分析方法开发

供应商管理

上游生产（复
苏、扩增、培

养、转染）

下游生产（纯

化、浓缩）

制剂灌装

原液

中间过程控制

（IPC） 产品放行检验 稳定性研究

分析方法验证

物料管理

种子批/细胞库

起始原材料

内包材/耗材

原辅料

工艺开发设计

工艺表征

(PC)

工艺验证

(PV)

关键质量属性

(CQA)

关键工艺参数
(CPP) 质量标准

目标产品质量概

况(QTPP)

关键物料属性

质
量
风
险
管

理

知
识
管

理

质量管理体系

物料系统 设施及设备系统 包装和标签系统生产系统 实验室系统 质量系统

控制
策略

图 1   基因治疗制品质量控制关键点和风险控制检查点

4、撰写原则

基因治疗制品质量控制需要遵循质量源于设

计（QbD）的理念，运用风险评估的手段，结合实

验设计（DoE）的工具，明确质量控制中关键质量

属性（CQA），建立有效的质量控制体系，确保基

因治疗制品的安全性和有效性，保证基因治疗制品

的生产稳定性和质量一致性，尽最大可能降低制品

的可变性，提高基因治疗制品质量的全生命周期管

理水平。

三、基因治疗制品原辅料及质量控制
基因治疗制品的生产用物料是指生产过程中

所使用的所有生物材料和化学材料。按功能分类，

主要包括起始原材料、生产过程中使用或添加的原

材料、辅料、包装材料和生产用耗材。起始原材

料，一般是指生产中所涉及的生物原材料，常见的

包括质粒DNA、细菌种子批、病毒种子批、产毒细
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胞株/库等，所有相关起始原材料均应进行充分的

鉴定并建立明确的质量控制要求；生产过程中使用

或添加的原材料，是指生产中所使用但不作为最终

产品成分的物料，主要包括培养基及其添加成分、

工具酶、缓冲液等；辅料，是指生物制品配方中所

使用的辅助材料，如佐剂、稳定剂、赋形剂等；包

装材料，是指药品包装所用的材料，包括与药品直

接接触的包装材料和容器、印刷包装材料；生产用

耗材，是指生物制品生产按批次使用的消耗品，常

见的耗材如生物反应袋、储液袋、滤器、膜包等，

也包括层析柱、灌装组件等。

基因治疗制品的生产用物料与基因治疗制品

的质量、安全性和有效性密切相关，应选择符合其

预期用途及可稳定供应的物料。应规范建立生产用

物料的质量管理体系，基于风险进行质量控制，降

低质量风险，保障产品质量。企业可参考《中国药

典》的通则“生物制品生产用原材料及辅料质量控

制”中的要求来制定物料的管理规则。

1、原材料、辅料、内包材和生产用耗材的质量

控制

基因治疗制品的生产用物料作为制品工艺与

质量实现的关键要素之一，其管理与质量控制应遵

循相关法规的要求，相关行业指南也为此提供了指

导意见。2010版GMP第六章“物料与产品”和第十

章第七节“供应商的评估和批准”对物料以及物

料供应商的管理提出基本要求。2020年版《中国药

典》三部“生物制品生产用原材料及辅料质量控

制”通则中对生产过程中使用的原材料和辅料质量

控制提出了通用性要求。

生产用物料的质量控制活动主要在以下环节

展开：基于产品关键质量属性以及工艺评估确定物

料关键属性，筛选确定物料供应商，建立物料与供

应商的分级分阶段管理策略，建立物料的企业内控

质量标准与入厂控制策略，实施入厂后的验收、检

验、放行、贮存、发放与使用、退库与销毁、物料

变更等管理。

生产过程中使用或添加的原材料，其质量应

符合其预期用途。原材料的选用应经过充分的工

艺开发，其来源、组成、用途、用量和质量等情

况应明确并合理，不必要的使用有可能增加残留

的安全性风险和引入外源因子的风险。关键性原

材料优先选用药品监管机构批准的产品或药用级

别的原材料。应充分考虑来源于动物（或人）的

原材料可能带来的外源因子污染的安全性风险，

如有可能，应避免选用血清、猪胰蛋白酶等动物

或人来源的原材料。应避免使用毒性较大的化学

原材料。应对选用的原材料的生产地址、生产工

艺、质量标准、货号等建立适当的管控要求，应

评估审核其可传播性海绵体脑炎（Transmissible 

Spongiform Encephalopathies and Bovine Spongiform 

Encephalopathy，TSE/BSE）风险、批次出厂检验报

告等。应基于风险，对物料进行等级评估，评估的

因素通常会考虑物料在产品原液、中间产品/半成

品和最终制剂等生产制备过程中发挥的作用，物料

在产品生产过程中的使用或加入步骤，该物料使用

或加入后对原液、制剂或最终产品的影响，以及物

料本身的稳定性等性质。对于积累了一定物料供应

历史情况的企业，还应考虑物料供应商的上市许

可、生产、质量控制与供应历史等因素，综合评估

物料的风险等级。并以此为基础，结合产品研发或

生产所处的不同阶段，制定恰当的质量控制策略，

建立合理的企业内控质量标准与入厂控制策略，如

处于产品临床前研究阶段和非关键临床阶段所使用

的原材料和关键临床阶段及商业化生产阶段所使用

的物料，可考虑采用不同的入厂检验控制策略。内

控质量标准可参考相关药典标准，并兼顾物料的预

期用途、对产品质量的影响、物料本身的质量风险

等进行评估制订。

辅料的选择、用量和质量标准应基于制剂的

处方开发研究确定，证明其使用的必要性、安全性

和合理性。辅料质量应满足其预期功能。应优先选

用药品监管机构批准的产品或经过注册备案的、符

合药用标准的辅料。应对选用的辅料的注册或备案

证明、生产地址、生产工艺、质量标准、货号等建

立适当的管控要求，应评估审核其TSE/BSE风险、

批次出厂检验报告等。由于辅料使用于制剂的生产

中，通常被视为关键物料，其内控标准通常参照药

典标准，对于早期临床试验用药品所用辅料可依据

供应商的检验报告放行，但至少应当通过鉴别或核

对等方式，确保其正确无误。基因治疗药物一般为

无菌制剂，其辅料的内控标准需要考虑微生物负载

或无菌检查、内毒素等安全性。

内包材的质量应满足其预期功能。优先选用

药品监管机构批准的产品或经过注册备案的、符合
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药用标准的内包材。应对选用的内包材的注册或备

案证明、生产地址、生产工艺、质量标准、货号、

批次出厂检验报告等建立适当的管控要求。由于内

包材直接与产品接触，通常被视为关键物料。应基

于风险，制定恰当的质量控制策略，如处于产品临

床前研究阶段和非关键临床阶段所使用的关键包

材，可依据供应商的检验报告放行，但至少应当通

过鉴别或核对等方式，确保其正确无误。若采用无

菌包装，还需目测检查外包装的完整性以及灭菌标

识的符合性；进入关键临床阶段后，对可能引入污

染的项目（如可见异物、微粒、微生物、细菌内毒

素等）进行检查或控制，还应增加一些关键项目

的检验。关键项目可基于物料的预期用途、对产

品质量的影响、物料本身的质量风险进行评估制

订，具体可参照药包材国家标准或参考供应商提

供的标准。

生产用耗材的使用，应考虑以下几方面的因

素：一是耗材材质与工艺的匹配性控制，如温度、

耐灭菌性等；二是耗材的动物源性风险，评估审核

其TSE/BSE风险；三是耗材与产品接触面（直接接

触的溶液、生产中间产物等）之间的相互作用，如

化学相容性、生物相容性、吸附、浸出物、可提取

物、对产品质量/稳定性的影响；四是耗材的功能/

性能与工艺的匹配性控制，如滤器膜包的过滤效

果、使用条件、一次性系统的组件与功能配置等。

生产用耗材应满足其预期功能。应对选用的生产用

耗材的生产地址、生产工艺、质量标准、货号等建

立适当的管控要求，应评估审核其TSE/BSE风险、

批次出厂检验或符合性报告等。应基于风险，对耗

材进行等级评估，评估的因素通常会考虑耗材在

产品原液、中间产品/半成品和最终制剂等生产制

备过程中发挥的作用，在产品生产过程中的使用

步骤，以及该耗材使用后对原液、制剂或最终产品

的影响。同样，对于积累了一定物料供应数据的企

业，还应考虑供应商的上市许可、生产、质量控制

与供应历史等因素，综合评估耗材的风险等级。并

以此为基础，结合产品所处的不同阶段，制定恰当

的质量控制策略，建立合理的企业内控质量标准与

入厂控制策略。

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制品的

质量及安全性均有重要影响，因此，一旦准备进入

制品开发阶段，建议研发人员尽早开展原材料及辅

料的评估及筛选并制定相应的内控质量标准，除了

考虑原材料及辅料对工艺的适用性，还应考虑供应

链的风险，而且在临床过程中要进一步开展相关的

研究，在临床前应完成充分的质量评估工作，建立

相对稳定的供给和保障体系。

2、病毒载体和质粒载体的管理

辅助病毒或质粒是生产制备一些非复制型病

毒载体的关键材料，其质量及属性直接影响制品的

质量和属性，应根据应用作为起始原材料或者关

键原材料来管理，进行更加充分的质量研究和质

量控制。

辅助病毒的质量控制要求可参照2020年版

《中国药典》三部“生物制品生产检定用菌毒种管

理及质量控制”通则中病毒种子批的相关要求。对

用于瞬时共转染生产过程的质粒载体，需对其来

源、特性、分离纯化方法以及核酸序列等进行描

述，对质粒载体的复制起始点、启动子以及编码选

择性标记的基因等组成元件的来源和功能进行说

明。质粒的生产应基于细菌种子批系统，并符合相

关要求。应使用适宜的方法纯化质粒，并基于风险

分析和制品特性建立质粒载体的质量标准，通常检

测项目包括：鉴别（如限制性酶切图谱和Sanger测

序等）、质粒含量、质粒纯度、宿主细胞DNA残留

量、质粒超螺旋比例或其他可反映转染效率的检测

项目、细菌内毒素检查和无菌检查或微生物限度检

查（若有必要，可增加宿主细胞RNA残留量、宿主

细胞蛋白质残留量）等，检测结果符合要求后才能

用于载体的生产。

质粒载体（或质粒DNA）是重要的起始原材

料或者关键原材料，建议纳入质量管理体系进行管

理，如建立相应的主种子批和工作种子批，按照

GMP相关要求生产，建立质量标准并检验，质粒的

保存和稳定性研究可参照生物制品的有关规定和指

导原则开展。

3、原材料及辅料的选择和风险控制

原材料及辅料的选择应基于风险评估的原

则，通过风险评估从而建立与之相应的风险控制策

略，优先选择安全级别高的原辅料：药用级优先于

非药用级、优先选择非动物源性物料，至少需要

无TSE/BSE风险申明材料等。通常会有以下几种考

虑：优先选择已获得上市许可的生物制品或药品无
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菌制剂；其次，可以选择已有国家药品标准、取得

国家药品批准文号并按照中国现行GMP生产的化学

原料药和药用级非动物来源的蛋白水解酶等；再

次，可以选择按照国家备案管理的非动物源性药用

辅料等。

若采用自行研制的原材料，例如某种特殊要

求的重组蛋白，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，有的高风险原

材料甚至可能还会需要开展动物体内的安全性评

估。此外，这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。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（如适用）及外源病毒污染检查等，

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，应结合物料使用需求及风险评估，

参考《中国药典》新生牛血清通则或其他已有的国

家标准进行原材料质量控制及放行。

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，并在制

品研发过程中不断分析关键原材料质量对制品质量

的影响，并不断改进关键原材料的质量要求。

4、AAV载体制备中的关键原材料和辅料

AAV载体制备中的关键原材料及辅料包括培

养基、培养基添加物、血清、生长因子、细胞因

子、蛋白酶、转染试剂、核酸酶、亲和纯化用配

基、密度梯度介质和去垢剂等，特别强调质粒、病

毒种子批和细胞基质也应归属于关键原材料。而生

物材料的批间差异显著且难以标准化增加了引入外

源性因子的风险，进而影响生产工艺的重现性或最

终产品的质量，因此，建议尽可能地使用非动物来

源材料，如无血清培养基和重组酶等。

鉴于物料对AAV病毒载体生产的重要性，生

产企业须提供生产过程中使用的所有物料清单以及

相应物料的质量或等级描述，包括物料以及试剂的

供应商、来源、质量及各物料在工艺中的使用阶段

（发酵和纯化）等基本信息。与产品接触的关键耗

材和设备如发酵罐、培养袋、培养瓶、色谱基质和

一次性管道等资料也需要提交。同时，生产企业应

建立确认计划，并提供文件证明用于生产的材料符

合其预期用途的标准（包括物料评估报告、检验报

告书等）。

5、基因治疗制品中原材料残留的质量控制

对于风险级别较低的原材料，可评估制备工

艺对其去除的能力。对于风险高的原材料除了评估

去除能力外，若需要，可在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，作为工

艺相关杂质的一部分进行控制，如细胞因子、生长

因子、蛋白酶（如重组胰蛋白酶）、核酸酶、转染

试剂（如PEI）、血清及相关溶剂等。

6、制剂配方中辅料的质量控制

制剂配方中辅料是成品中除主药外的其他添

加物。在基因治疗制品中，辅料一般为人血清白蛋

白、甘露醇、蔗糖、Tween-20、泊洛沙姆等。根

据ICH相关规定，制剂配方中辅料若机理明确，作

用清楚，不与主药发生配伍反应及其他副作用风

险，可不予检验；若使用的制剂配方中辅料成分针

对该临床应用途径尚未有明确安全性使用评估结论

或存在其他毒性作用的风险，则要将其列入质量标

准，规定其标准范围，加以控制。

7、病毒载体制备过程中牛血清风险的控制

目前，病毒载体制备中仍多采用含血清工

艺，应降低牛血清的风险。一方面，在使用前参照

《中国药典》新生牛血清通则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，在最适工艺阶段（如未处理收

获液）增加外源病毒因子和特定牛源病毒因子的检

测控制；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，也鼓励基于化学合成的培养基生产工艺开发

研究。此外，在供应商审计方面，应建立长效机

制，监控牛血清产区的疫情等。

四、病毒载体及质粒载体的制备及质量控制
载体是基因治疗制品的重要组成部分，是其

所携带的基因能否发挥生物学效应的重要依托。病

毒载体结构比较复杂，至少包括核酸和衣壳蛋白，

有些还包括囊膜等。如何实现低风险的稳定生产，

是每一个从业者关心的问题。以病毒为载体的基因

治疗制品的生产工艺种类较多，并且涉及内容复

杂，病毒种子批管理是在基因治疗制品起始原材料

管理中的重要质控点，是进行低风险、稳定生产的

关键措施之一。对于质粒载体应考虑抗生素抗性基
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因可能给病人带来的风险和危害，且不得使用氨苄

西林抗性基因。

1、基因治疗制品常用的病毒载体

对于以基因修正为主要目的的病毒载体主要

是腺相关病毒（AAV）和慢病毒（LV）。野生型

AAV具有免疫原性弱、几乎无致病性、感染范围

广、基因组小、物理性质稳定等多种特性，是作为

基因治疗的理想载体；慢病毒具有免疫原性低，包

装容量大、表达稳定等特点。

对于以杀伤肿瘤为目的的可复制性病毒载

体，目前在临床研究中已经采用的病毒载体类型

主要有单纯疱疹病毒（HSV）、腺病毒（AdV）、

痘苗病毒（VV）、麻疹病毒（MV）、呼肠孤病毒

（RV）、水泡性口炎病毒（VSV）以及新城疫病

毒（NDV）等。

2、病毒载体在设计与构建时的考量

总体而言，病毒载体在设计时应基于制品的

预期临床效果和安全性进行考量。有效性考量应

基于制品的作用机制，如目的基因的表达，或通

过RNA干扰等方式诱导的基因沉默；安全性考量方

面，应重点关注所使用载体的靶向性、毒力、免疫

原性，以确保其安全性。

3、病毒种子批建立的必要性

对于复制型/复制缺陷型病毒载体，为了保证

产品生命周期内可以持续生产，提升产品的稳定性

和一致性，需要建立均一性良好且通过充分表征鉴

定的病毒种子批系统，并且应该采用二级或三级

种子批系统（原始种子批、主种子批和工作种子

批），使每一支冻存样品均具有群体代表性和良好

的均一性，而且需要进行充分的质量检定，从而最

大程度地控制污染风险。因此，建立种子批系统是

病毒载体质量一致性的重要保证之一，推荐建立病

毒种子批系统。

4、病毒种子批系统的建立方式 

病毒种子批系统包括原始毒种种子、主种子

批以及工作种子批。原始种子相关信息应包括但不

限于：毒种详细历史资料、分离制备过程、中间体

及最终毒种的基因图谱和注释。若毒种构建过程中

使用过动物原材料应保存详细清单；若毒种经过噬

斑法或有限稀释法纯化，或来源于DNA或RNA克隆

中的恢复拯救，均应详细记录。对于建种子批的毒

种，应详细记录制备、储存、维护以及检定的相关

信息，主种子批和工作种子批应建立稳定的制备工

艺并进行相应检定。

5、种子批的质量控制要求

种子批的总体质量控制要求为表征与预期或

设计一致，应具有相应功能、无外源性/内源性污

染、在一定代次内稳定存在等。同时，考虑到不同

级别种子批设立的目的不同，为了优化实验资源，

使质量控制工作更加合理，建议不同级别种子批进

行不同项目的检验。

无论是病毒载体还是辅助病毒，病毒主种子

批（MVB）的质量控制应包括但不限于：鉴别

（基因扩增、特异性序列测定和免疫血清学检测

等）、滴度（感染滴度、转导滴度等）、活性（治

疗序列的转录/表达量、治疗序列的生物活性）、

无菌检查（细菌和真菌）、支原体检查、外源病毒

因子、伴生型病毒或复制型病毒检查等。其中的病

毒外源因子检查，除采用传统药典方法外，还应对

原材料、细胞基质可能引入或高风险的种属特异性

外源病毒因子进行筛查。若制品为溶瘤病毒，还应

选择适当的方法对病毒的目的基因进行序列确证，

对杀伤活性以及选择性增殖活性进行测定。此外，

还应证明生产用毒种的遗传稳定性、目的基因表达

稳定性和生产稳定性。

由于工作种子批（WVB）是由MVB经细胞基

质扩增而来，在保证细胞基质质量可控、制备工艺

稳定的前提下，若MVB 进行了全面检定，WVB 可

侧重检测从 MVB 到 WVB 传代过程中可能引入的

外源因子等；但有特殊需求除外，如因主种子批数

量不足无法完成外源因子全面检查时，应对工作种

子进行全面检定。

6、生产用种子批的管理

2020年版《中国药典》三部明确规定了病毒

种子批和细胞库管理要求，包括病毒种子或细胞一

旦从库中移出不得再回冻至库内；研究用种子和细

胞与生产用的种子和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。

7、病毒种子批的稳定性研究

病毒种子的稳定性研究数据是设置其保存条

件及期间核查周期的重要依据，因病毒的生产成本

较高，在研究早期可重点开展保存温度及不同状态

的稳定性研究。稳定性研究主要考查病毒对保存条

件敏感的质量参数，如可见异物、感染滴度等；若
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对病毒种子进行冻干保存，还需进行水分的检测。

种子批的遗传稳定性评价应依据种子批代次

进行，因此从主种子开始应规定明确的代次。当种

子批的用途不同时，进行稳定性评估所需要到达的

代次也不同，只用于生产的种子批，应在生产结束

时，仍能保持遗传稳定；而形成制品用于患者的种

子批，应考虑在患者体内的极限高代次仍应具有遗

传稳定性。

种子批的遗传稳定性评价，应以遗传变异的

可接受程度为参考依据，建立针对多个高变异检

查点的检测方法，并且需要建立变异后的可接受

标准等。

8、病毒种子批的外源因子污染检测

外源因子污染是影响基因治疗制品安全性的

一个重要风险因素，其检测项目主要包括细菌、真

菌、支原体及外源病毒因子污染，一般要求不得检

出外源因子污染。

外源因子污染的检查方法可参见2020年版

《中国药典》三部通则中无菌检查法、支原体检查

法及外源病毒因子污染检查法。

在进行无菌检查时，除需进行常规的无菌检

查试验外，对于培养时间较长的结核分枝杆菌，需

更换专用培养基并延长培养时间进行结核分枝杆菌

的独立检查。对于支原体检查，药典要求同时进行

培养法和DNA染色法检查，在药典方法检测受限时

也可考虑采用特异的荧光定量PCR等替代方法。在

进行病毒类外源因子检查时，由于制品本身为病毒

（尤其是溶瘤病毒制品），为了尽量减少病毒载体

自身对试验的干扰，在开展外源病毒因子检查（动

物试验法或指示细胞培养法）前，应制备合适的中

和抗体或抗血清对制品病毒进行中和。若无法制备

合适滴度的中和抗体，需要在病毒种子生产时，设

置生产用对照细胞并进行外源因子检测。对于不

易培养或风险性较高的外源病毒，如高风险人源病

毒、猪源、猴源、鼠源病毒等，还应开发特异性检

测方法，如PCR等分子检测技术。对于逆转录病毒

检查，一般采用逆转录酶活性检查法检测逆转录酶

活性，若逆转录酶阳性，还应结合电镜以及感染性

试验结果来进一步判断是否存在逆转录病毒。

除以上方法外，鼓励研究者开发灵敏度更

高、简便快捷的外源因子检测方法，如高通量测序

（NGS）法、激光力细胞学（LFC）法等，经验证

后，可考虑作为目前外源病毒因子污染检查的补充

方法，但此类方法通常检测的是特定的病毒组分

（如核酸序列），可能造成假阳性结果，应以病毒

种子批中是否具有可复制的外源因子为最终判定依

据。若在测序结果中测得外源病毒序列，还需要进

行PCR验证，若PCR结果为阳性，最终仍需要进行

感染性试验以确证制品中是否存在感染性/可复制

性病毒颗粒。

9、无中和抗体时毒种的外源因子检测

对于杆状病毒生产系统，在毒种库阶段进行

广谱病毒外源因子、牛源病毒以及支原体（指示细

胞法）等项目检查时，需要预先采用中和抗体对病

毒种子批样品中的主病毒进行中和。当中和抗体不

能有效中和主病毒时，需要进行预稀释。为了避免

潜在的外源因子因过度稀释造成的检验结果假阴

性，预稀释倍数建议不得超过生产接种时该工艺

操作单元毒种的最大放大倍数。基于此种情况，

一般需要在病毒种子批检定之前制备高滴度的中

和抗体。

对于无法制备足量高滴度中和抗体的情况，

一方面，可以在毒种制备过程中设置对照细胞，即

对照细胞和毒种培养物同步处理，但不感染病毒，

最终对对照细胞进行外源因子检测；另一方面，可

以考虑采用经过验证的替代方法，如广谱外源病毒

因子检查可以采用NGS法，以补充或替代体外细胞

培养以及动物试验用于检测已知、未知或非预期的

病毒种类。

10、质粒菌种子批的制备要求和质控项目

质粒是病毒载体生产的起始原材料，而细菌

是质粒的宿主，为了保证质粒的稳定性和一致性，

应建立质粒菌种子批。

建立质粒菌种子批时应确保菌种子批的历史

和来源清晰，应建立至少两级种子批系统，应确保

不存在其他细菌、真菌和噬菌体的污染，以及在限

定代次内具有遗传稳定性。

菌种子批的检定通常应包括菌落形态、染色

镜检、生化特性、抗生素抗性检查、电镜检查、质

粒限制性酶切图谱分析等。应选择合适的方法证明

不存在其他细菌、真菌和噬菌体的污染，证明细菌

种子批多批次传代后基因型和表型的稳定性。对于

基因组重要区域（如人为改造区域及其侧翼序列）

应进行该区域的序列测定，对于经基因改造后不大
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于50 kb的质粒，应进行质粒全序列测定。对于转

导质粒的细菌种子批，应检测质粒拷贝数和有/无

质粒细菌的比例。对于生产质粒用途的细菌种子

批，应检查质粒产率。对于引入的治疗基因，应

检测其表达和功能活性。对于减毒细菌载体，应

鉴定其减毒的特性和稳定性，并检测其对抗生素

的敏感性。

11、生产用质粒载体的质量控制项目

根据2020年版《中国药典》三部“人用基因

治疗制品总论”中的相关要求，生产用质粒DNA载

体应考虑抗生素抗性基因的风险，且不得使用氨苄

西林抗性基因。对生产用质粒载体的质量控制项

目，主要包括鉴别，即对质粒改造部位的PCR检测

或对质粒特定限制性酶切图谱的检测、对全质粒的

Sanger测序，随着测序技术的发展，建议质粒全长

测序；纯度，通常采用 A260/A280；含量，即质粒的

浓度（A260）；质粒形态，即超螺旋比例（如琼脂

糖凝胶电泳，毛细管凝胶电泳或AEX-HPLC等）；

建议对质粒进行微生物限度检查或无菌检查，有条

件的推荐无菌检查，以保证生产过程较低的微生物

负荷或达到无菌要求，若有必要可增加杂质检测项

目，如宿主细胞DNA、RNA以及蛋白质残留量。

以重组AAV病毒三质粒生产系统为例，用于

生产的3个质粒分别为载体质粒（AAV-GOI，插

入目的基因，包装进入重组AAV病毒），包装质

粒（AAV-RC，含有AAV复制相关的rep基因和衣

壳cap基因）和辅助质粒（pHelper，包含腺病毒的

E2A、E4和VARNA基因，与293细胞中的E1a和E1b

基因共同替代5型腺病毒的作用，辅助重组AAV病

毒的包装）。对3种质粒的质量控制项目应包括鉴

别、纯度、含量和质粒形态。对于鉴别，因为3种

质粒所携带基因不同，采用PCR进行鉴别时，目的

片段种类及大小应各异，限制性酶切图谱鉴别中所

用的限制性内切酶和酶切图谱也应分别考虑，测序

鉴别的结果应符合各质粒的预期序列。值得注意的

是，载体质粒中ITR区容易丢失，这会严重影响重

组AAV的包装效率，由于ITR区是反向互补序列，

存在高级结构，PCR不易扩增，可采用SmaI限制性

酶切后，以电泳的方式检测ITR区的丢失情况。另

外，超螺旋结构的质粒形态具有最好的包装效率，

3种质粒均应保证较高的超螺旋占比，具体可采用

琼脂糖凝胶电泳、毛细管凝胶电泳或高效液相色谱

（HPLC）进行控制。

五、细胞基质的制备及质量控制
细胞基质是病毒类基因治疗制品生产的重要

起始原材料之一，是核酸复制、衣壳蛋白表达、病

毒颗粒组装的重要场所。为了保证目标制品质量

的一致性和稳定性，在满足建库需求的情况下，

生产/包装用细胞基质均应建库管理。细胞库无污

染、可稳定生产，是保障终制品质量的基本前提。

在生物污染方面，首先要从源头上控制细胞种属来

源的外源因子，其次要保障细胞库制备过程中不受

外源因子污染。在稳定性考察方面，要重点关注生

产产品的一致性和贮存在规定条件下的细胞能否维

持其生产能力。

1、病毒类基因治疗产品的生产用细胞基质

细胞基质是生产病毒类基因治疗产品必不可

少的起始原材料，一般包括病毒种子批构建时使用

的细胞基质和生产病毒过程中使用的细胞基质，2

种细胞基质可能相同也可能不同。以昆虫细胞-杆

状病毒系统生产rAAV为例，包括制备杆状病毒种

子批的细胞基质和生产rAAV的细胞基质。

2、生产用细胞基质的选择

细胞基质的选择和使用应具有一定的依据并

符合相应的生产要求，任何细胞基质均应满足来源

清晰、历史培养过程清楚、风险可控及经过全面检

定的要求，以确保其适用性和安全性。在选择细胞

基质前应进行研究和评估，一般包括细胞的种属及

组织来源、细胞对病毒的敏感性及稳定生产病毒的

能力、细胞的特性及全面检定的可行性、细胞对制

品的安全性、生产工艺的便利性和可行性以及下游

纯化工艺能够去除风险因素的可能性等。除考虑细

胞生物属性（如生长特性、包装效率等）对病毒产

量的影响外，应全面评估细胞对最终制品质量和安

全性的潜在影响，如细胞是否含有致癌基因、细胞

成瘤性和致瘤性、内源性病毒的污染，以及病毒载

体在细胞内的重组风险等。

3、细胞库的建立和管理

为了保证目标制品质量的一致性和稳定性，

在满足建库需求的情况下，生产/包装用细胞基质

均应建库管理。通常细胞库包括主细胞库和工作细

胞库，参照2020年版《中国药典》三部“生物制品

生产检定用动物细胞基质制备及质量控制”和 ICH 

Q5D的相关要求进行建库、保存和管理。
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4、细胞培养过程中的注意事项

细胞取材、建库及制备全过程应具有可溯源

性及操作的一致性，并对各个环节的风险进行充分

的评估。所有类型细胞的供体应无传染性疾病或未

知病原体的疾病。与细胞培养相关的所有材料，特

别是人源或动物源性材料，均应按照药典相关要求

进行风险评估，选择与生产相适应的原材料，必

要时进行检测。所有生物源性材料均应无细菌、

真菌、分枝杆菌、支原体及病毒等外源因子污染。

细胞培养过程中所用的牛血清及胰酶应符合药典相

关要求。细胞培养液中不得含有人血清。若使用人

血白蛋白，应获得国家药品监督管理部门批准。细

胞制备过程中不得使用青霉素或β-内酰胺类抗生

素。配制各种溶液的化学药品应符合《中国药典》

或其他相关国家标准的要求。

生产过程中，从冻存的 WCB 中取出1支或多

支混合后培养，传至一定代次后供生产用，其代次

不得超过该细胞用于生产的最高限定代次。生产用

细胞的最高限定代次应根据研究结果确定，但不得

超过国际认可的最高限定代次。从WCB取出的细

胞经增殖后获得的细胞不得再回冻保存用于生产。

病毒生产过程中应重点关注外源因子的污染

和交叉污染、生产人员的健康和安全防护、生产环

境的生物等级和安全隔离，以及生产产物或废弃物

对环境的生物安全性影响。

5、生产用细胞基质的检验依据及内容

生产用细胞基质的检定应符合2020年版《中

国药典》三部“人用基因治疗制品总论”、通则

“生物制品生产检定用动物细胞基质制备及质量

控制”、ICH Q5D的相关要求，以及国家药品监督

管理局药品审评中心（Center for Drug Evaluation，

CDE）发布的相关指导原则。检定项目包括：鉴

别、微生物安全、内外源病毒因子检测、成瘤性/

致瘤性、插入序列的鉴别和完整性确认（如适用）

等，需关注细胞种属相关病毒和培养过程可能引入

的潜在外源因子的污染风险。必要时还须进行细胞

生长特性、细胞染色体检查，细胞均一性及稳定性

检查。一般根据细胞类型、制品的性质以及生产工

艺，决定是否有必要进行染色体检查和成瘤性和/

或致瘤性试验。经基因修饰建立的稳定传代细胞

系，还应对基因修饰的结果，如基因序列、修饰位

点、拷贝数、表达水平等进行研究确认。

6、MCB、WCB、EOPC、对照细胞的检验

细胞库建立后应至少对 MCB 细胞及生产终末

细胞 （EOPC） 进行一次全面检定，对于生产终末

细胞不易取到的情况，可采用未加工细胞收获液

结合限定代次细胞的做法进行全面检定。当生产

工艺发生改变时，应重新对 EOPC 进行检测。每次

从MCB建立一个新的WCB, 均应按规定项目进行检

定。当MCB进行全面检定时，WCB需检测的外源

病毒种类可主要考虑从MCB到WCB传代过程中可

能引入的外源因子，而仅存在于MCB建库前的外

源因子可不再重复检测。若在MCB或WCB中未检

测到种属特异性病毒，后续过程中可不再进行重

复检测。

对照细胞一般是在病毒种子或制品的外源病

毒因子检查受限的情况下设置的。对照细胞培养物

应与生产培养物同时处理，但不感染病毒。对照细

胞培养物需要在生产条件下再培养14天以上；培养

期间可以换液，以检测潜伏感染的、内源的或复制

能力差的潜在病毒因子。在不同生产阶段，检测对

照细胞的外源病毒因子。一般在生产末期，取不接

种病毒的对照细胞，按药典相关规定进行细胞鉴别

试验，细菌、真菌无菌检查，支原体检查，以及病

毒外源因子检查。

7、细胞基质内外源因子检测的项目和方法

外源因子（Adventitious Agents）指生产中偶然

引入的微生物，一般包括细菌、真菌、支原体/螺

原体、分枝杆菌、立克次体、病毒、原生动物、寄

生虫、传染性海绵状脑病相关因子等。根据污染途

径分为源头污染（细胞种子来源，如种属相关、供

体相关）和过程污染（培养过程引入，如污染的培

养试剂、耗材、容器、环境或不当操作）。对于细

胞种属来源相关的外源因子，如人源的HEK293细

胞需要检测人源病毒因子、猴源的Vero细胞需要检

测猴源的病毒因子、昆虫细胞系需要考虑昆虫来源

的病毒因子、含有内源性病毒的细胞需进行相应的

控制；对于某些含有内源性逆转录酶或逆转录病毒

序列的细胞，需要采用感染性试验判断是否有感染

性病毒颗粒存在。对于生产过程中可能引入的外源

因子，如采用了动物源性原材料牛血清、猪胰蛋白

酶等，则需要检测相对应的动物源性病毒因子。

检测方法可分为体内法和体外法。采用体内

法时，应考虑不同的试验动物对外源因子敏感性的
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不同，如成年小鼠对淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒

（LCMV）、柯萨奇病毒、虫媒病毒、狂犬病毒敏

感；乳鼠对多种人源病毒敏感，如柯萨奇病毒A/B

和其他小RNA病毒、甲病毒属、布尼亚病毒、沙粒

病毒、黄病毒属、狂犬病毒和疱疹病毒；豚鼠对结

核杆菌和包括副粘病毒属、呼肠孤病毒和丝状病毒

属在内的外源病毒因子敏感；家兔对乙型疱疹病毒

敏感；鸡胚尿囊液对正粘病毒、副粘病毒、甲病毒

属、水疱病毒属敏感，鸡胚卵黄囊对疱疹病毒、痘

病毒、弹状病毒、立克次体、支原体和细菌敏感。

若存在可能暴露于某一种属病毒的风险时，应根据

种属来源选用合适的模型进行抗体生产试验。

体外法包括非特异性和特异性的检测方法。

非特异性方法包括细胞培养法、扫描电镜法，以

及逆转录病毒的非特异检测方法。细胞培养法可

以检测多种非特异性病毒因子，包括致细胞病变病

毒、血吸附病毒和血凝病毒。指示细胞的选择可

参考药典相关规定，一般包括与生产细胞同种属同

组织来源的细胞、人二倍体细胞和猴源细胞，对于

生产用昆虫细胞，还应包括对虫媒病毒普遍易感的

细胞（如BHK21）。扫描电镜法可以直接观察病毒

颗粒，尽管灵敏度不高，但是可以检测多种类型外

源因子。对于逆转录病毒的非特异性检测方法可参

考药典相关规定。特异性检测方法主要是基于高灵

敏度的方法（如PCR），对非特异性检测方法不易

检出、高风险的病毒采用特异性检测方法，可提高

检测灵敏度，最大程度地降低生物安全风险。应根

据细胞种属来源、组织来源及供体健康状况等确定

检测病毒的种类。如人源的细胞应考虑检测如人

EB病毒、人巨细胞病毒（HCMV）、人逆转录病毒 

（HIV-1/2、HTLV-1/2）、人肝炎病毒（HAV、

HBV、HCV）、人细小病毒B19、人乳头瘤病毒、

人多瘤病毒，以及难培养的人腺病毒和人疱疹病

毒-6/7/8 等。也可采用非特异性和特异性方法相结

合的方式，如采用细胞培养结合荧光抗体染色法检

测非特异性和特异性牛源病毒。

NGS技术已被证明有能力进行广谱的外源病毒

检测，可用于检测存在于细胞DNA中的病毒序列或

在细胞中以RNA表达的病毒序列，但应进行充分的

方法学验证，包括使用合适的标准品或参照品进行

分析鉴定和验证，以评估方法性能，并证明病毒检

测的灵敏度、特异性和广度。对NGS获得的阳性结

果应进一步确定是否与感染性病毒相关。

8、细胞基质的成瘤性和致瘤性评价

成瘤性是指待检细胞接种动物后，在动物体

内形成（肿）瘤的特性。成瘤性检查的目的是评估

待检细胞在受试人体内形成肿瘤的风险。新建细胞

系/株及新型细胞基质应进行成瘤性检查。某些传

代细胞系已证明在一定代次内不具有成瘤性，而超

过一定代次则具有成瘤性，如 Vero 细胞，因此，

必须进行成瘤性检查。已证明具有成瘤性的传代细

胞，如BHK21、CHO、HEK293等用于生产治疗性

制品时，可不再做成瘤性检查。

致瘤性是指将待检细胞的细胞成分接种动物

后，诱导动物本身细胞形成肿瘤的特性。致瘤性检

查的目的是评估待检细胞DNA和碎片诱导受试人细

胞形成原发肿瘤的风险。已建株的二倍体细胞，如 

MRC-5、2BS、KMB17、WI-38及FRhL-2新建主细

胞库不要求进行致瘤性检查。已建株的或有充分应

用经验的连续传代细胞，如CHO、NSO、Sp2/0、

低代次的Vero细胞不要求进行致瘤性检查。缺少充

分应用经验的细胞基质需进行致瘤性检查。

若使用具有成瘤性的细胞，需结合临床风险

获益、给药途径和生产工艺的杂质去除性能（如活

细胞残留、致瘤基因片段的残留等）等评估其使用

的必要性、合理性和安全性，分析细胞中是否携带

具有致瘤风险的基因或其他因子，必要时，应对其

残留水平和基因片段大小进行控制。一般不建议使

用具有致瘤性的细胞。另外，需通过生产过程控制

和/或产品放行对完整细胞，尤其是成瘤性细胞的

残留水平进行控制。

9、基因修饰细胞基质的特殊要求

对于经基因修饰（如组成性表达病毒包装蛋

白或复制辅助因子）的生产用细胞，需开展基因修

饰的相关研究，包括基因修饰时所采用质粒、病

毒、基因元件的质量控制研究资料。细胞库的表征

研究中还应对基因修饰的结果，如基因序列、修

饰位点、拷贝数、表达水平等进行确认，以确保制

品的安全性和有效性。同时，还要评价细胞在限定

代次内的遗传稳定性和功能稳定性，如修饰序列的

拷贝数、表达产物量、包装病毒的产量及质量等。

应考虑基因修饰的必要性和修饰方法的适用性，修

饰过程不应增加外源因子引入的风险，修饰基因的

选择应尽量避免或降低病毒包装过程发生重组的风
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险。若修饰过程中引入了病毒序列或转化序列，应

对潜在风险进行充分评估，如是否存在重组病毒的

风险、细胞成瘤性和致瘤性的变化，并在终制品中

对序列残留进行控制。

10、存在安全性风险细胞的质量控制

对于肿瘤细胞或携带致瘤表型、病毒序列的

细胞，应谨慎选用，若确因病毒生产需要使用，应

采用更严格的宿主细胞核酸残留限度，并对完整细

胞的残留进行控制。在制品放行检验中，除了控制

宿主细胞DNA残留量和大小，还应对已知具有安全

性风险的特定转化序列残留进行控制，如293T细

胞的E1A、SV40大T抗原、Hela细胞的E6/E7基因，

检测方法应具备足够的灵敏度和特异性。

对于含有内源性病毒的细胞，原则上不用于

生产，若确因病毒生产需要使用，应评估其使用的

必要性和安全性，如内源病毒的人体感染活性、免

疫原性、工艺残留水平等，必要时，应在工艺中增

加经验证的病毒去除/灭活工艺单元，并在适当的

阶段对内源病毒的残留和活性进行检测，以确保

不会对成品的安全性、有效性和质量可控性造成

影响。

对于非哺乳动物来源的生产用细胞，除了种

属相关的外源因子，还要考虑到宿主的种属差异可

能会对病毒衣壳蛋白的表达比例及翻译后修饰情况

产生影响，建议加强终产品的结构确证、免疫原性

和体内生物分布的研究。

11、细胞基质的稳定性评价

传代稳定性研究的目的是为了确保细胞基质

可以稳定地生产预期质量一致的制品和贮存在规定

条件下的细胞可维持其生产能力。 

细胞库的传代稳定性研究条件应代表或模拟

商业化生产工艺，重点考察细胞基质的遗传稳定

性、生产稳定性（如染色体检查、细胞生长特性

等）、安全性（外源因子污染和成瘤性、致瘤性变

化），一般应包括鉴别、微生物安全（如无菌、支

原体等）、内/外源病毒因子、特定外源病毒因子

（若适用）、逆转录病毒、染色体检查（二倍体细

胞）、细胞生长特性、生产/包装病毒能力和病毒

产品质量（如产物的完整性和一致性）等。同时，

需考虑细胞库随着代次增加引起的成瘤性和/或致

瘤性变化。经基因修饰建立的细胞系/株的传代稳

定性研究还需关注传代过程中基因修饰部分的稳定

性，如基因序列、拷贝数、蛋白表达稳定性。根据

传代稳定性研究结果制定细胞库限传代次，用于生

物制品生产的细胞最高限定代次须经批准，实际生

产过程中应在细胞限传代次内进行病毒产品生产。

为了保证细胞库在贮存过程中的稳定性，需

制定合理的贮存稳定性考察方案，关注在长期贮存

过程中细胞活率、细胞生长特性、生产病毒能力等

的变化。根据研究结果确定细胞库的贮存条件，细

胞库在拟定的贮存条件下可满足生产需求。

六、基因治疗制品生产过程中的质量控制
本章节主要针对生产过程中的质量控制，包

括生产工艺研究、中间过程控制、检查项目、质量

标准和工艺验证等。病毒载体类基因治疗制品的生

产工艺种类较多，并且涉及内容复杂。对制品特性

的全面而准确的分析研究，对已有的、成熟的、有

效的生产管理模式的借鉴以及现有的技术和质量管

理理念的落实等，都是制品生产工艺设计和质量保

障的重要基石。

病毒载体类基因治疗制品生产中的质量源于

设计（QbD）和全过程质量控制是非常重要的理

念，任何环节的疏漏，都有可能导致灾难性后果，

因此，树立“以制品质量为中心的生产意识”尤为

重要。生产过程中各种生产参数控制是质量控制

的主体，全过程关键工艺参数控制和中间过程控制

检查共同组成制品的生产过程质量控制。控制策略

可包含8个方面：1）中间过程控制样品检测；2）

工艺参数的控制；3）工艺性能的监控；4）产品表

征；5）产品放行检测；6）产品稳定性考察；7）

物料控制；8）厂房设施和设备控制。

1、基因治疗制品生产工艺设计/研究的考虑因素

生产工艺设计和研究是质量体系的重要组成

部分。由于基因治疗制品的复杂性和特殊性，要

求基于制品的目标产品质量特性，开展生产工艺

设计/研究，并运用风险评估工具完善工艺开发，

工艺设计/研究应贯穿基因治疗制品的全生命周期

中，并随着技术的进步和认识的深入，不断补充

和完善。

病毒载体类基因治疗制品的生产工艺设计应

基于制品特性，除考虑安全性外，还要关注起始生

物原材料的遗传稳定性，如适当的菌毒种种子批和

细胞库管理模式，可以有效地控制生产中起始生物

原材料遗传变异所带来的制品质量风险。
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生产过程中原则上应尽力避免使用有毒有害

的物质，若不得不使用有毒有害物质，应对这些物

质的残留进行控制。

除此之外，在制品生产工艺设计/研究中还必

须满足法规的强制要求，如《中国药典》凡例中关

于抗生素的使用要求。

2、病毒载体类基因治疗制品生产过程的关键工艺

研究

总体上讲，病毒载体基因治疗制品的生产步

骤主要包括：细胞基质培养、接种毒种或转染质

粒、病毒收获澄清/过滤、纯化和浓缩工艺、原液

存储和检测、成品配制灌装等，不同的制品特性工

艺存在一定差异。

细胞基质应符合细胞库的管理要求，在向生

产容器中接种细胞基质前，对容器的清洁、培养基

的除菌、细胞的复苏和扩增都非常重要；在向生产

容器中接种细胞基质的过程中，应做好防污染的防

护措施；细胞基质的培养需要对相关设备进行各种

参数控制，使得细胞基质在适宜的环境中生长。

接种的毒种应符合菌毒种种子批的管理规

范，包装用质粒应符合一定的质量管理要求，复苏

和扩增后的种子或包装用质粒向生产用细胞基质接

种时，应符合规定或验证后的扩增和接种程序，还

要避免外源污染。

细胞培养过程应对温度范围、pH、CO2、接种

活细胞密度、代次等过程工艺参数实时进行控制。

以质粒转染的AAV上游工艺为例，还需要对细胞代

次、质粒DNA（辅助质粒、血清型质粒、目的质

粒）转染比例、转染试剂与质粒DNA的比例等工艺

参数进行评估和工艺研究。

在生产用容器内病毒载体达到峰值时，通常

是收获的时刻，收获时机是对目标物质收率和活性

等质量属性有重要影响的关键工艺参数，可通过缩

小模型和单因子法等进行试验，对收获时机进行确

认，此时目标物质与众多物质混杂在一起，目标物

质定量困难，通常需要靠工艺验证后的参数来控

制，这是生产中重要的研究环节之一。收获后料液

的裂解方式和核酸酶消化方式对于产品的收率和工

艺相关杂质残留的起始水平有重大影响。裂解液的

类型和裂解时间、核酸酶的用量及消化时间等需要

通过评估并确定风险等级再进行工艺探索和验证。

收获后的纯化有过滤、离心、层析、浓缩和

缓冲液置换等步骤，是逐步去除杂质的过程，这一

过程带来的不仅是目标物质的富集，同时还有目标

物质的损失，最大限度地去除杂质和获得目标物质

最大收率，是纯化的目标。

原液的检测是工艺要求的重要环节，经过纯

化的原液需要确定滴度（含量）或活性，并以此为

依据进行半成品配制和成品灌装。因此，即使不对

原液实施放行检验，也要有中间过程控制检查和样

品检测。

成品配方配制和制备操作及过程，也是影响

成品稳定性的重要因素。基因治疗制品一般都为无

菌制品，需要采用无菌工艺进行灌装，可以参照国

家药品监督管理局发布的《无菌工艺模拟实验指

南》和《除菌过滤技术及应用指南》实施。

3、生产工艺中间过程的样品测试和留样 

遵循质量源于设计（QbD）的原则，一般在产

品开发初期会确定目标产品质量概况（QTPP）。

QTPP考虑到产品的安全性和有效性，在理论上期

望产品达到的一系列质量要求，可涉及到剂型、递

送系统、包装系统，纯度、含量/浓度、稳定性、

安全性、用药方式等。

QTPP描述了产品的设计要求，是确立关键质

量属性（CQA）、关键工艺参数（CPP）和控制策

略（Control Strategy）的基础。由QTPP导出一系列

的产品质量属性，基于现有知识及已有的药学研

究、非临床评价和临床评价数据，通过风险评估确

定其对产品的安全性和有效性的影响，识别出关键

质量属性，加上现有对工艺和产品的理解和知识，

形成初步的控制策略。

在ICH Q10中控制策略的定义是“为了确保工

艺性能和产品质量，基于目前对于产品和工艺的理

解而形成的一套计划设定的控制措施，包括生产工

艺参数，与原液和制剂生产相关的原材料、辅料及

包装材料的参数和属性、设施和设备运行条件、过

程控制、产品质量标准以及与监测和控制的分析方

法及频率”。控制策略的形成是从产品的理解到工

艺的理解的持续优化过程，通过工艺研发、工艺表

征等过程，采用DoE和不同的风险评估工具，识别

影响关键产品质量属性的关键物料属性、关键工

艺参数（CPP）以及其他变因，组合成一套控制措

施，来实现产品质量的持续稳定受控。

中间过程控制样品检测是在生产的特定步骤
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实施采样并测试，对生产工艺进行及时监控并实

时反馈生产过程中的某些产品质量情况，具体项

目和监控步骤，可基于对工艺的理解和知识以及

对关键质量属性的影响，经过风险评估确定。通

常会考虑各主要生产操作步骤的产物产量和/或主

要杂质，用以监控该步骤的工艺性能，以及支原

体、微生物负载，内毒素等安全性指标，如：对

UPB取样检测微生物限度、内毒素、支原体以及外

源因子等，在收获、层析、超滤等步骤会采样检

测产物产量（如基因组滴度等）以及微生物限度

和内毒素。通常在临床试验药品生产和商业化生

产初期会加强过程监控和检测，随着生产批次的

增多以及生产经验的积累可逐步减少某些检项和

频率。

采样过程应不影响正常的生产，不能因为采

样而引入污染。

留样可参照GMP 2010版第二百二十五条和

“临床试验药品附录”中第三十六条的要求实施，

若制剂的组分与原液一致、储存条件一致，特别是

采用原液和制剂生产过程不进行冻存的，可考虑直

接对制剂成品进行留样。

4、病毒载体类基因治疗制品的生产条件

细胞基质复苏后需要逐级扩增到一定数量规

模后才能开始生产过程，扩增过程应尽量选择与生

产相近的环境条件进行。所有这些步骤的接种量和

扩增时间等工艺参数都需要通过工艺验证数据获

得，并且应规定下来形成文件，指导后续细胞基质

准备过程。细胞基质生产结束时的代次应不大于细

胞库稳定性验证中证明细胞可以稳定传代的最高限

定代次。

病毒种子批的复苏与扩增也应逐级放大，各

种参数需要工艺验证获得，形成文件指导后续种子

准备过程。种子批的稳定性研究，应与种子的最终

用途密切相关，若只是辅助生产，生产结束后种子

的代次要低于种子批稳定性验证中证明种子稳定的

最高限定代次；若种子最后需要形成制品，并且进

入人体，需要种子批稳定性验证，证明其在人体中

使用达到极限高代次时仍然稳定。

质粒扩增依赖于细菌种子批扩增，这一过程

可能涉及抗生素的有关要求，参见《中国药典》凡

例。质粒的制备环境要求与质粒的最终用途有关，

若是裸质粒制品，则需要参照GMP实施。若是作为

起始原材料使用，应符合2020年版《中国药典》三

部中“人用基因治疗制品总论”有关要求。不同产

品的质粒生产需额外注意不同质粒生产的共线风

险，避免质粒生产的交叉污染风险。

5、病毒载体类基因治疗制品的纯化工艺选择

纯化工艺是制品生产的重要环节，是制品中

目标物质富集、纯度提升、去除杂质等的关键步

骤，是提升制品质量的有效步骤之一。

纯化工艺设计与制品的特性密切相关，从总

体上讲，分为开放性纯化工艺和封闭性纯化工艺。

开放性纯化工艺的生产管线不能完全封闭，需要存

在与外界直接接触的过程，如密度梯度离心等，但

这样的工艺管线有一定的弊端，既增加污染机会，

也容易造成泄露；封闭管线系统，相对安全，在无

菌接口的配合下，基本实现密闭纯化，此工艺更适

用于可进行柱纯化工艺的制品。

病毒载体基因治疗制品颗粒相对较大，在培

养、纯化及浓缩过程中可能会因为对剪切力敏感而

失活，因此在进行层析及浓缩工艺设计时，应考虑

尽可能地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，但是还必须考虑纯

化工艺对杂质的去除效果。以AAV的下游层析工艺

为例，需要对层析上样载量、流速、上样pH、电

导率、洗脱pH和洗脱柱体积等进行工艺探索和验

证。纯化工艺的研究和验证，需要基于质量源于设

计的理念，并且运用风险评估和实验设计等工具摸

索和验证，确定工艺步骤和参数等。

纯化工艺还有一个重要的原则需要推荐，即

尽可能地选用容易扩大生产规模的纯化工艺方法，

为后续工艺放大和扩大生产提前做好准备。

6、病毒载体基因治疗制品分装工艺的考虑因素

经纯化获得的原液一般需要进行相应的检

测，指导后续半成品配制（若适用）和成品灌装，

对于从原液到成品为连续工艺的制品，可在风险评

估及工艺验证的基础上进行原液风险放行。

配方溶液配制步骤和操作对于病毒载体基因

治疗制品也非常重要，经工艺验证获得的方法和参

数应固化成生产文件。

灌装需要进行模拟灌装验证，确认灌装环

境、极端灌装条件以及灌装量等，这一步骤应参考

国家药品监督管理局颁布的“无菌工艺模拟实验指

南”和“除菌过滤技术及应用指南”实施。
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7、病毒载体类基因治疗制品工艺验证的考虑因素

FDA在2011年颁布的《工艺验证：一般原则与

实践》里将工艺验证定义为收集并评估从工艺设计

阶段一直到商业化生产的数据，用这些数据建立科

学依据来证明该工艺能够始终如一地生产出优质产

品。它将整个工艺验证分为3个阶段（工艺设计、

工艺确认和持续工艺确认），整合了ICH Q8、

Q9、Q10、Q11等相关指南的一些新理念（如质量

源于设计、生命周期方法、质量风险管理、药物质

量体系等），涵盖了产品的整个生命周期。

第一阶段工艺设计的主要目标是开发一个稳

健的生产工艺以及建立适当的控制策略，以确保

产品质量始终如一，然后在第二阶段中对控制策

略进行确认，将其应用于商业化工艺中。第一阶

段的主要工作是定义目标产品质量概况（QTPP）

与评估确定关键质量属性（CQA），并进行初始的

风险评估以对工艺参数进行初步分类。这个评估主

要是基于已有知识或早期开发工作，评估结果为工

艺表征研究提供基础，从关键性分类中确认和缩减

了工艺参数数目，有助于高效建立参数范围。工艺

表征研究可以根据需要使用单变量与多变量研究进

行实验，使用实验设计（DoE）方式有助于理解多

个参数的交互作用，从而帮助最终确定关键工艺参

数（CPP）和非关键工艺参数（Non-CPP）及其可

接受范围，进而支持建立工艺控制策略。控制策略

包含的元素包括但不限于原材料控制、工艺参数控

制、中间工艺控制、性能参数监控、中间品和产品

质量标准、稳定性考察等。需要注意的是，产品生

命周期内的风险评估需要根据相关分子的先验知

识、平台知识，以及来自工艺、非临床与临床开发

的特定知识和数据不断迭代更新。

第二阶段工艺确认的目的是证明该工艺可以

按预期工作并产生可重现性的商业化产品，主要

包括厂房、公用设施、设备的确认（需要在工艺

性能确认之前完成）和工艺性能确认（PPQ）。监

测PPQ批次是工艺验证的主要要素，以显示工艺的

一致性、杂质去除能力，以及满足CPP、中间工艺

控制、工艺性能参数与CQA的可接受标准的能力。

PPQ证明了在商业化生产规模下工艺设计的有效性

和工艺控制策略的适用性。

在PPQ研究中，需要运行的批次数是基于风险

来确定的，具有完整的先验知识、工艺开发、工

艺表征和多批成功放大生产（生产规模同商业化生

产）数据和经验的，PPQ则需要较少的运行批次，

反之，则需要较多的运行批次。CDE颁布的《体内

基因治疗产品药学研究与评价技术指导原则（试

行）》中对于生产工艺的确认与验证的批次描述

到：验证研究的批次数量与工艺的复杂性、变异

度，以及前期工艺研究的充分性、平台经验等有

关，一般不少于3批，若有其他特殊情况，建议提

前与监管机构开展沟通交流。目前，很多基因治疗

产品都是用于罕见病，市场需求量很小，建议在前

期开发和生产数据较多，以及对产品和工艺理解

比较充分的情况下，企业可基于风险评估，提前

与CDE进行沟通是否酌情减少PPQ的生产批次（做

1～3批）。

第三阶段持续工艺确认（CPV）是在产品生命

周期内将继续进行工艺例行的持续监测与评价。持

续工艺监测提供了证据，表明该工艺在商业化生产

工艺中仍处于控制状态且处于已验证状态。

8、基因治疗制品中非目标病毒的清除和工艺验证

在2022年9月ICH Q5A（R2）征求意见稿中，

首次纳入了基因工程病毒载体和病毒载体衍生产

品，该指南明确指出了对于适用于某些可进行病毒

清除而不会对产品产生负面影响的病毒载体类产

品，需要进行病毒风险控制和必要的病毒灭活/或

清除步骤。如何验证非目标病毒清除工艺主要考虑

以下3点：

（1）病毒清除验证指示病毒的选择

指示病毒主要分为3类：“相关”病毒、特异

性“模型”病毒和非特异性“模型”病毒。

a.“相关”病毒是指已被鉴定的病毒或其同种

病毒，其可能会污染细胞或生产过程中使用的任何

其他试剂或材料的病毒。应证明灭活/去除工艺能

灭活/去除此种病毒。

b. 特异性“模型”病毒是与“相关”病毒密

切相关（同种或同属），并与其具有类似理化特性

的病毒。若得不到“相关”病毒，或它不太适用于

清除病毒工艺评价研究，应使用特异性“模型”病

毒代替。

c. 当研究目的是确定生产工艺灭活/去除病毒

的总体能力，即确定方法的可靠性时，应使用具有

不同特性的非特异性“模型”病毒进行病毒清除特

性研究。选择的非特异性“模型”病毒要包括以下
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特性：具有单链和双链的DNA和RNA基因组、脂

包膜和非脂包膜、大小尺寸、对物理化学处理的

耐受性。

对于病毒载体类产品，若生产过程中使用了

辅助病毒（杆状病毒、HSV、腺病毒），在临床早

期阶段就应该进行病毒清除研究。在临床早期应至

少将该辅助病毒作为指示病毒进行研究并在工艺性

能确认（PPQ）阶段增加指示病毒验证。生产工艺

应能充分地清除辅助病毒，基于风险对对数下降因

子进行评估。对于HEK293瞬时转染工艺平台，在

临床早期阶段通常不要求进行病毒清除研究，建议

在PPQ前完成验证。

在生物制品许可申请(BLA)/新药申请（NDA）

阶段，病毒灭活步骤（Low pH或S/D灭活）一般

选用2种指示病毒，纳滤一般选用2种或4种指示病

毒，层析步骤一般选用4种指示病毒。

指示病毒选择需要考虑的其他问题如下：

a. 尽可能地培养出高滴度的病毒，并对病毒进

行纯化，以减少对验证试验的干扰；

b. 应有一种有效和可靠的测定方法对要测试

的每一道生产工艺中所使用的每种病毒进行检测；

c. 有些病毒可能会对从事研究的人员造成健康

损害，对此应加以重视。

对于使用三质粒瞬转，HEK293细胞表达的

AAV载体产品，由于过程中不使用辅助病毒，可以

用表1所列病毒作为指示病毒。

表 1   三质粒转染 HEK293 细胞 AAV 生产时的指示病毒举例

病毒 科属 基因组 脂包膜 大小 /nm 理化耐受性

辛德比斯病毒（Sindbis Virus） 披膜病毒 RNA 有 60 ～ 70 弱

小鼠白血病病毒（x-MuLV） C 型逆转录病毒 RNA 有 80 ～ 100 弱

伪狂犬病病毒（PRV） 疱疹病毒 DNA 有 120 ～ 200 中

呼肠孤病毒 3 型（REO-3） 呼肠病毒 RNA 无 40 ～ 60 中

鼠细小病毒（MVM） 细小病毒 DNA 无 18 ～ 24 高

若使用含有内源性病毒的昆虫细胞（如含有

弹状病毒的 Sf9 细胞）生产病毒载体产品，需要研

究下游工艺清除弹状病毒的能力，结合风险评估，

证明整个生产工艺能充分去除弹状病毒，保证产品

的安全。

（2）病毒清除工艺要求

完整的病毒清除工艺应同时包含病毒灭活

（如低pH和S/D灭活）和病毒去除步骤（基于结合/

非结合机制如阴离子交换层析，或基于尺寸排阻机

制如纳滤）。一般认为，单个工艺步骤病毒滴度

降低4 log及以上为有效的病毒清除步骤，1～3 log

认为是辅助的病毒清除步骤。考虑到检测和统计误

差，病毒滴度下降较少（如低于1 log）的步骤不计

入总去除指数内。

病毒清除验证一般使用缩小模型（Scale-down 

Model）进行，需要考虑缩小模型的代表性和样品

的代表性。至少分别做2次独立的病毒清除研究来

证实病毒清除的可重复性，一般是使用1批次样品

重复2次。

因为层析介质的使用次数可能会影响病毒去

除的效果，因此，若工艺中使用层析工艺作为病毒

清除的步骤，在做病毒清除验证时，应考虑新旧填

料对病毒清除效率的影响。

（3）病毒检测方法

在病毒清除工艺验证中，病毒的检测方法要

求高灵敏度、高特异性以及良好的稳定性和重复

性。目前，病毒检测的方法主要包括：噬菌斑检

测法（定量）、TCID50检测法（半定量）、qPCR

（定量），其他检测方法还有电镜法等。

9、病毒载体类基因治疗制品工艺验证中UPB的采

样和检测要求

UPB被翻译为未经处理原液，是生产工艺验证

中用于病毒安全性验证的采样。采样点在生产目标

物收获过程的末期，即在不影响正常生产的情况
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下，在最长培养时间条件（或最有可能采集到目标

物之外病毒条件）下采集收获液。

除特殊病毒会与目标物质一起被浓缩富集

外，其他外源、内源病毒的量在目标物质达到最大

量值的时候，通常也达到峰值，因此，在此阶段采

样检测，更容易测出是否有病毒污染。

UPB的检测通常应涵盖工艺验证的连续多批

次，检测项目以非特异安全检测项目为主，一般包

括病毒外源因子检查、微生物限度(或无菌检查)、

支原体检查、逆转录酶活性测定等，若有特殊要求

可增加特异性病毒检查项目或其他检验项目。

10、病毒载体基因治疗制品生产工艺的稳定性研究

制品的质量稳定或批间一致是制品存在的生

命线，而实现这一目标的关键手段就是生产工艺的

稳定性。生产工艺的稳定性，包括原辅料持续来源

的稳定供给、细胞基质细胞库的稳定储存和使用、

菌毒种种子批的稳定储存和使用、各种生产仪器和

设备的校准和使用、检验检测方法的稳定和数据的

可靠性等。

生产工艺稳定性研究通常通过风险评估，确

认后进行有效措施改进，形成正反馈，进而提高工

艺稳定性。

提高生产工艺的稳定性是系统而长期的过

程，在生产工艺研发之初，稳定生产工艺需要进行

大量的工艺表征工作，以及工艺参数摸索和确认。

在上市申请之前开展工艺验证工作，确定关键工艺

参数及其操作范围。

在持续生产过程中，关键设备和仪器的更

换，有可能产生影响制品质量的风险。为保证生产

工艺和制品质量可控，国家药品监管机构通常要求

按批准规程生产，不得随意变动，如需变更，应参

照相关变更程序。

11、保证病毒载体类基因治疗制品活性的手段

依据病毒载体基因治疗制品的特性，其颗粒

相对较大，对剪切力较敏感，对紫外线敏感，在保

存过程容易失活。

首先，工艺方面，在对产品纯化及浓缩时，

应考虑尽可能地采用减小这些破坏因素的工艺，如

控制流速、减小切向流压力等；制剂方面，应筛选

适宜的处方和内包材，避免病毒产生聚集和吸附，

从而导致活性不稳定或者下降。

其次，应根据制品在稳定性影响因素方面的

特点对制品进行稳定性测试，以确保制品在适宜的

环境条件下进行贮藏和使用。如使制品尽量处在相

对较低温度以及避免强光照射等，从而延长其稳定

存在时间。

冻融对病毒载体活性影响较大，从目前的技术

条件来看，冷冻到（-70±10）℃以下保存，仍然是

较为有效保持病毒活性的方法；脱离低温环境的制

品若需再次放回，应有冻融稳定性研究数据支持。

解冻的制品能在2～8 ℃或室温的存放时间，

或是否能够进行可控温度链管理，需要进行较为充

分的验证。对解冻后制品的外观和可见异物的检查

应给予足够重视。

12、生产工艺变更原则

基于质量源于设计（QbD）和全生命周期管理

的理念，为保障基因治疗制品临床前、临床试验和

上市产品的质量一致性要求，生产工艺变更应参考

国家药品监督管理机构颁布的《药品上市后变更管

理办法（试行）》和《已上市生物制品药学变更研

究技术指导原则（试行）》相关规定和要求。涉及

重大生产工艺的变更，应对变更前后的制品质量、

安全性和有效性进行比较和评估，以证明变更前后

制品特性的一致性，并确保任何质量属性方面的改

变对制品的安全性和有效性无负面影响。

13、基因治疗制品生产所用质粒的生产及稳定性

考察 

由于质粒载体（或质粒DNA）是重要的起始

原材料，建议纳入质量管理体系进行管理，视同制

品，若建立相应的主种子批和工作种子批，参照

GMP相关要求生产，建立质量标准并检验。目前，

各种指南没有强制性条款要求质粒应按GMP生产。

由于基因治疗制品的复杂性和变异性，对生产用原

材料来源和质量有较高的要求，质粒生产工艺和质

量属性的稳定性影响最终制剂产品的稳定性，基于

风险管理要求，建议生产多批次来考察稳定性。

14、基因治疗制品生产所用质粒的灌装规格和包

材要求 

目前，法规和指导原则没有对质粒灌装规格

和包材有明确的要求，按生产用量分装，留出检验

检测和稳定性试验的样品量。建议稳定性试验的样

品包装材质与生产分装的容器相同。
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15、基因治疗制品所用质粒的工艺表征和工艺验

证研究

建议开展质粒的工艺表征和验证研究，这有

利于制品质量可控，也有利于监管机构评价产品质

量。建议在上游工艺中，在发酵罐水平进行补料策

略、碳源的探索优化，选择最优补料策略及碳源。

对发酵的溶氧、收获时间条件进行优化，以单位产

量及产品DNA同质性等为响应优化工艺参数。在下

游工艺中，在裂解工艺进行裂解体系、裂解时间的

优化，优化层析工艺的上样载量和洗脱条件，以

DNA同质性比例、E.coli宿主DNA残留、收率等为

响应优化工艺参数。

16、质粒的无菌检查及取样要求 

基因治疗制品生产使用的质粒是重要的起始

原材料，基于风险评估和相关指导原则要求，按

原材料或中间过程控制要求取样、留样，进行无

菌检查，以保证生产过程（涉及细胞培养）达到

无菌要求。

17、AAV基因治疗制品在放大生产前的潜在风险点

对于AAV基因治疗制品生产工艺路线的选

择，需根据产品的目标质量概况进行风险评估，测

算产品所需的生产规模和关键质量属性，包括单位

产量、效价、空实心率等的要求，应避免在工艺放

大后出现重大变更。

基因组完整性、rcAAV产生的风险、质粒DNA

残留水平、宿主DNA残留水平、衣壳错包DNA水

平不仅与目的基因（Gene of Interest，GOI）设计有

关，也和生产使用的细胞株/上游工艺条件相关，

应在工艺放大前进行工艺可行性评估，并根据产品

的特性，结合实际情况采用不同分析手段拓展质量

研究。

AAV由于其自身特性，存在易产生聚集以及

吸附、冻融稳定性差等问题，建议在工艺放大前做

评估测试，并结合预期临床用途、剂量规格、给药

系统、容器密封系统的要求来优化筛选制剂处方，

以提高AAV的制剂稳定性。

18、AAV基因治疗制品的工艺研究

AAV基因治疗制品可应用实验设计（Design 

of Experiments，DoE）等工具对关键工艺参数进行

开发。如在有代表性的缩小规模的模型测试时，

以裂解液滴度、空实心比例、宿主DNA残留等为

响应进行转染条件，如：活细胞浓度（Viable Cell 

Density，VCD）密度、P/D（转染试剂/质粒总量，

PEI/DNA）、DNA用量等多变量工艺参数表征，得

到最优转染条件。对澄清过滤工序的滤器进行筛选

确认并验证。对超滤浓缩工序所使用的超滤膜包或

膜柱的孔径、跨膜压差、置换次数等进行确认并验

证。对层析的载量、洗脱条件等进行确认。在除菌

过滤工艺环节应对膜材质进行筛选确认并验证。应

有稳定性数据支持灌装工艺的操作时长，应考察

AAV制品与包装材料和给药器具的相容性，增强临

床剂量的准确度和临床给药的安全性。

七、基因治疗制品的质量研究及质量控制
基因治疗制品的质量研究应贯穿于制品全生

命周期，在质量源于设计（QbD）的理念下，从生

产工艺设计（制品特性的研究）、生产准备（原辅

料、种子批和细胞库的检定）、生产纯化（工艺的

验证）、原液成品（放行标准的制定）、效期制定

（稳定性研究）进行质量研究，控制质量风险，确保

制品的安全性、有效性和质量可控性。放行检验研

究包括：如何设立质量控制项目、质量控制方法的

选择和标准限度范围等；方法学研究及标准物质研

究；成品稳定性研究及质量评价项目设立原则等。

1、基因治疗制品的质量控制研究与风险评估

风险评估既是一种方法或手段，也是一种思

维方式。基因治疗制品的质量风险评估贯穿于全生

命周期质量控制体系，其中的风险识别尤其重要，

因为这是风险评估的开端。

风险分析是风险评估中的重要环节，基因治

疗制品的特殊性和复杂性都对制品质量风险分析提

出了更高的要求，这一过程涉及到制品生产工艺的

各个相关环节。

在工艺研究中应先明确产品目标质量概况，

利用对制品特性认识、前期研发的经验和行业的先

验知识等通过风险评估方法如风险排名、故障模式

影响分析 (Failure Mode and Effects Analysis, FMEA)

等适宜的工具进行关键质量属性（CQA）和关键

工艺参数（CPP）的评估，并将评估的结果输出

到工艺研究中。在工艺研究中，可结合实验设计

（DoE）工具进行工艺开发验证。应结合制品特

点，对于制品工艺特性关联较大的杂质进行充分

研究。

基于质量源于设计（QbD）的整体框架有助于

建立系统化、以目标为导向的制造工艺开发流程和
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全面的分析控制策略。而风险评估作为实践的重要

方式，最大的好处是利用各种基于风险的方法确保

流程保持在适当的限制范围内，并减少开发工作的

随机性，有利于将已有先验知识和开发实验数据有

效地结合，从而科学地识别基因治疗制品的关键物

料属性（起始原材料及原材料）、不同阶段产品的

关键质量属性（中间品、原液、成品、稳定性研究

样品）。

2、基因治疗制品的关键质量属性（CQA）的确定

在基因治疗药物的设计和生产中，根据预期

的目标产品质量概况，如预期适应证和临床用途、

给药途径，剂型，给药系统、规格等，建立药物研

发的设计基础。根据已有的先验知识和不断开展的

早期研究，采用适当的风险工具如风险排名、故障

模式影响分析，依据每一步有可能带来的质量风

险，定义重大、中度和轻度风险并赋值，确定相应

的关键质量属性并进一步评估工艺开发关键工艺参

数，制定工艺及分析质控的策略，以确保产品安全

性和工艺稳定性。

对于病毒载体类基因治疗制品，影响其安全

性和稳定性的因素包括但不限于产品相关杂质、工

艺相关杂质、含量的变化、核酸和蛋白外壳的表征

属性以及一些安全性因素。其中涉及的检验项目

包括野生型/复制型病毒检测、聚集体比例、空实

比、宿主DNA残留量、残留宿主DNA片段大小、宿

主蛋白残留、生产用原材料残留、含量、纯度、鉴

别、装量/装量差异、生物学活性、无菌检查、支

原体检查、内外源病毒检查、细菌内毒素检查、异

常毒性检查、水分（若为冻干制剂）、外观（若病

毒变化会引起颜色、澄清度的改变）、可见异物、

不溶性微粒等。

3、基因治疗制品的表征分析方法

基因治疗制品的表征分析主要是指采用分

析技术手段对产品序列、结构和理化性质等特征

的分析检测和研究。根据产品特点，病毒载体类

基因治疗制品的表征分析方法的确定可从核酸水

平、蛋白外壳水平以及完整病毒颗粒整体水平上

考虑。在核酸水平，需要分析重组载体基因组的

完整性和均一性，包括对全基因组/关键基因的测

序（如NGS等）、突变位点的PCR鉴别、对基因

组的限制性酶切图谱、琼脂糖电泳、毛细管电泳

检测碱基对大小等。在蛋白水平，可进行鉴别试

验[如免疫印迹(WB)，酶联免疫吸附试验(ELISA)

等]、氨基酸序列分析[如液质联用(LC-MS)等]、翻

译后修饰研究（如LC-MS等）、修饰位点确定（如

LC-MS等）、质量肽图分析（如LC-MS等）、电

荷异质性分析[如毛细管等电聚焦(cIEF)、离子色谱

（IEC-HPLC）等]、蛋白分子量测定[如毛细管电

泳（CE）、LC-MS等]、异构体/聚集体研究[如分

子排阻色谱（SEC-HPLC）等]等。在病毒颗粒整体

水平上，则进行颗粒属性分析[如电镜、分析型超

速离心检测、动态光散射法（DLS），差示扫描荧

光法（DSF）、SEC-HPLC、紫外光谱检测等]。

4、基因治疗制品质控项目的设置

《基因治疗产品非临床研究与评价技术指导

原则（试行）》规定“质量研究内容应覆盖所有可

能与产品安全性、有效性相关的特性，一般包括结

构、鉴别、一般理化特性、纯度、生物学活性、基

因转导效率、杂质、基因型、表型等，具体研究项

目应根据产品类型、作用机制、原材料和生产工

艺决定”。《溶瘤病毒产品药学研究与评价技术

指导原则（试行）》规定“质量研究项目需全面充

分，尽可能涵盖所有可能与产品安全性、有效性相

关的质量项目，一般包括鉴别和结构分析，生物学

活性，含量，纯度、杂质和污染物，以及其他特性

等”。具体检验项目应基于产品类型、生产工艺、

质量研究、稳定性和风险评估等确定，一般包括以

下项目：

（1）鉴别试验。根据基因治疗制品的情况，

应在核酸序列水平采用限制性酶切图谱分析、

PCR、RT-PCR、核酸序列测定等方法对载体基

因、目的基因、缺失片段以及其他影响目的基因表

达的重要部分和基因型进行鉴定。还可同时在蛋白

水平采用电泳、免疫印迹、免疫中和试验等方法，

对结构蛋白、表达产物、表型特征等进行鉴别。

（2）纯度和杂质。在适用的情况下，可采

用HPLC、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）、紫外吸收（如A 260/A 280比值测

定）、分析型超速离心法（AUC）等方法评估总

纯度。

对于工艺相关杂质的检测应包括宿主细胞成

分和工艺添加物的残留。如来自生产细胞基质或

细菌的宿主细胞蛋白可采用ELISA、质谱等方法

进行分析，宿主细胞DNA总量检测可采用DNA杂
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交、Pico-Green、Q-PCR、数字PCR等方法，残留

宿主DNA片段大小检测可采用Q-PCR和/或毛细管

电泳等方法，风险基因E1A检测可采用Q-PCR、数

字PCR等方法；若在生产中使用了辅助病毒以及质

粒DNA可采用Q-PCR等方法进行检测，牛血清、

核酸酶、抗生素可采用ELISA进行检测等；若在生

产中使用了其他对人体有害的试剂（如有机溶剂

等），以及转染试剂、亲和配基、裂解试剂、超速

离心介质等，也应在制品放行检验中采用ELISA、

HPLC等方法进行检测。若在生产过程中使用致瘤

细胞系，总残留DNA水平应严格控制并保持在最低

水平。

某些工艺相关杂质对人体危害较小，经充分

验证，证明生产工艺可以将其有效去除，可不列入

常规放行检验项目。

产品相关杂质包括：复制型病毒或野生型病

毒，可采用Q-PCR、噬斑法等方法进行检测；病

毒的聚集体、裂解物、空壳等非功能形式，可采用

HPLC、AUC法等方法进行检测；共包装的非目的

基因序列（如包装错误基因的AAV），可尝试碱

性琼脂糖电泳、CE、AUC、质谱、NGS等方法进

行检测。

对于质粒应控制不同质粒形态的比例。其中

在AAV的生产中，可采用琼脂糖凝胶电泳、毛细管

电泳、AEX-HPLC等检测质粒超螺旋比例。

（3）生物学活性。根据制品具体情况应建

立至少1个生物学活性指标，其属性反映制品的

生理和/或药理作用模式。活性测定通常包括对基

因转移效率（感染性/转导效率/传递效率）（如

TCID50、Q-PCR等）、目的基因表达水平（如

Western Blot、ELISA等）、表达产物功能或整个制

品的直接活性进行评估。在可能情况下，活性测定

应在确定基因治疗制品的量效关系基础上对目的基

因或其产物的功能活性进行定量测定。首先应考虑

开发体外生物效价检测方法，通常是在体外感染、

转染或转导易感细胞系，然后进行目的基因表达产

物的一些功能测定（如测定酶活性、细胞生长的刺

激或抑制、报告基因法等）。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，作为补充或替代的活性测定方法

（若该方法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，则可替代生物活性测定方

法）。若体外方法不可行，应考虑在动物离体组织

或整个动物上的检测方法，适当情况下，可采用转

基因动物或移植了人体组织或系统的动物。活性测

定需要建立相应的活性标准物质或参比物质，用于

计算被测试制品的相对效价或作为对照。溶瘤病

毒还应检测溶瘤活性（如TCID50法，即细胞半数杀

伤时的病毒MOI值）和选择性增殖（一般采用噬斑

法或Q-PCR法）或选择性杀伤活性（如TCID50法或

Q-PCR法）。

（4）含量。应对病毒总颗粒数（如ELISA、

A260/A280、HPLC等）、感染性滴度/感染性颗粒数

（如TCID50、噬斑法等）、基因组DNA/RNA 或质

粒的拷贝数（如Q-PCR、数字PCR等）进行适宜的

组合来测定原液和成品的含量，并用参比物质/对

照物质进行比较计算或对照控制。在制品为病毒载

体等情况下，还应进行感染性滴度/颗粒数（或基

因组滴度）比例的测定和控制。

（5）一般安全性试验。在生产的各个步骤

中，因环境因素和原辅料引入会带来微生物污染的

风险，具体引入的微生物种类根据制品的具体情况

而定，可开展无菌检查、细菌内毒素检查、异常毒

性检查、支原体检查、分枝杆菌检查、外源病毒因

子检测等。若病毒载体对于安全性试验有影响，可

采用中和抗体中和掉制品本身的病毒毒性后，再进

行检测。具体检测方法与其他生物制品一致，可参

见2020年版《中国药典》。

（6）其他检测项目。应根据相关制品的特

性而定，通常的检测项目包括外观（如性状、颜

色）、可见异物、不溶性微粒、pH值、渗透压摩

尔浓度、装量、水分和赋形剂。根据具体情况或

具体剂型检测其他物理化学性质，如平均粒度及

分布、乳光、折射率、平均Zeta 电位、平均包封

率、释放效应等。具体检测方法参见2020年版

《中国药典》。

在检测项目的设置上，应根据制品的自身特

点，分别在制品的生产各阶段全面合理地开展，以

充分论证产品的安全性、有效性和工艺的稳定性。

在基因治疗的质量研究中，不只包含上述已

列出的检验项目，还应包括稳定性检查，以及根

据制品自身特点增加的相应检项。在质量研究过
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程中，应根据实际情况，尽可能地开发和采用灵

敏度高、专属性好的方法来验证产品的安全性和

有效性，并用多种方法相互印证，以不断增进对

制品的了解。基因治疗制品的质量研究贯穿该类

制品的研发、生产和上市使用全生命周期，是随

着科技和认识水平的不断提升而不断完善和提高

的过程。

5、检测项目的分析方法选择和标准限度制定

质量标准是保证产品质量稳定、安全有效的

质量控制策略的重要组成部分，质量控制项目的制

定，应重点关注已证明的在产品安全有效方面有意

义的结构表征和生物学活性等方面，即关键质量属

性（CQA）。根据CQA来制定质控项目，选择的质

控方法应切实反映相应特性变化，方法的自动化程

度和普及性也应作为考量因素。

质量控制方法的建立，建议参照ICH Q14和Q2

相关要求开发并经过充分的验证。定量试验应包括

方法的线性、使用范围、准确度、精密度（包括重

复性和中间精密度）、检测限、定量限和耐用性等

验证项目；定性试验应包括特异性、灵敏度、耐用

性等验证项目。

质量标准的制定以控制最终产品的质量和批

间一致性为目的，包括检验项目、分析方法、标准

限度。制定质量标准，应首先确定检验方法，并在

保证制品安全性的前提下，充分考虑制品有效性和

本身特点，兼顾生产工艺的稳定生产范围，结合检

测方法的变异性，通过多批次产品的测定并进行统

计学分析来制定一个合理的限度范围。

6、病毒载体的滴度和比滴度

病毒载体的滴度按不同层面可以分为总颗粒

数、基因组滴度和感染滴度。总颗粒数即病毒颗粒

含量，一般可采用ELISA方法测定。基因组滴度是

病毒基因组拷贝数，通常通过Q-PCR法或数字PCR

法进行定量。感染滴度是具有感染活性的病毒颗粒

含量，对于具有细胞杀伤能力的病毒，通常采用细

胞病变法（如PFU或TCID50法）进行病毒感染滴度

的测定；对于不具有细胞杀伤能力的病毒，虽然不

能直接观察，但是可通过检测是否有病毒基因扩

增，从而间接使用TCID50法进行测定。

比滴度通常以感染滴度与总颗粒数的比值或

感染滴度与病毒基因组滴度的比值来表示，其可以

反映单位病毒的感染能力，是表征制品特性的一个

指标。比滴度可间接衡量制品的有效性、免疫原

性，也可直接衡量工艺的稳定性，因此，需要对其

加以规定和控制。

7、复制型病毒或野生型病毒的检测

对于基因治疗制品，通常为非复制型病毒载

体，为保证其安全性，需要对复制型病毒进行控

制。目前，复制型病毒检测方法除了针对复制相关

基因的PCR法，还包括敏感细胞感染试验法。敏感

细胞感染试验法是将待测样本接种于敏感细胞上进

行多次传代以扩增潜在的复制型病毒，在培养末期

通过观察病变、检测复制相关基因等方式判断样本

中是否有复制型病毒。复制型病毒检测方法要求具

有较高的灵敏度，对方法进行建立及验证时，可以

采用复制型病毒作为阳性对照，同时，设置灵敏度

对照，验证方法的最低检出水平。对于有安全级

别要求的病毒，应考虑在相应的生物安全实验室

中进行。 

对于溶瘤病毒制品，其本身就是复制型或条

件复制型病毒，通常会改造病毒基因组以降低其对

正常细胞杀伤性或增强肿瘤细胞靶向性。在病毒包

装或生产过程中，这些病毒可能会通过重组或回复

突变形成野生型病毒。为保障产品安全性，需要控

制野生型病毒，可以考虑针对病毒种子与野生型病

毒在核酸序列或生长特性方面的差异，建立适宜的

方法对野生型病毒进行检测。

对于非产品相关的内、外源复制型病毒的检

查，应采用以非特异性方法为主、特异性方法重点

补充的检查原则；对于需要用中和抗体中和后进行

的检查，应对可能漏检的病毒（可能被中和抗体一

起中和的病毒）进行特异性检查补充。对于复制型

病毒或野生型病毒的检查不能放弃对检测量和检测

灵敏度的追求，即只承认在现有方法下未检出。为

避免误判，检查过程应小心谨慎，逐步证明在制品

中是否有非目标“活”病毒存在。

8、病毒载体工艺相关杂质的质量控制要求

病毒载体的工艺相关杂质主要包括宿主DNA

残留、宿主蛋白残留及其他生产用物料残留等，若

生产中使用了质粒或辅助病毒，还应考虑质粒DNA

或辅助病毒残留。残留物质越少越好，然而在实际

生产过程中，残留物质难以完全去除。对于各种残

留物质，应基于风险评估的原则，加以科学控制。

宿主蛋白在人体内会引发免疫反应，影响产
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品的安全性和有效性，应采用高灵敏度的分析方法

检测产品的宿主蛋白残留。在工艺过程中，应测试

和分析纯化不同阶段的宿主蛋白残留量，从而评估

工艺的清除能力，并结合给药剂量评估产品中宿主

蛋白残留的可接受标准。

宿主DNA残留则有可能引入致瘤性和致感染

性的风险。而对于含有已知致癌基因的宿主细胞，

如SV40和大T抗原基因、myc以及活化的ras基因

等，则要严格控制此类基因的残留。

目前，CDE关于基因治疗产品相关指导原则提

出对宿主DNA残留片段的规定，这有助于进一步降

低宿主DNA残留所带来的致癌性和致感染性风险。

根据目前的研究显示，最小功能基因的大小约为

200 bp。

9、质粒DNA残留的质量控制要点

在AAV的三质粒生产中，质粒作为一种生产

起始原材料，需要对其残留予以检验和控制。制

品中质粒DNA残留的质量控制，主要用Q-PCR扩

增特定区域检测。为简化检验步骤，该区域最好为

转染的三质粒所共有；为明确区分质粒DNA、宿主

DNA和重组AAV病毒DNA，该区域不应在宿主基因

组和重组AAV病毒基因组中出现。针对该区域设计

特异性引物，建立Q-PCR或数字PCR检测方法，并

进行验证后，纳入质控项目。

10、基因治疗制品检测方法验证和可接受标准

基因治疗制品不是一个“纯”的单一物质，

是包括蛋白、核酸和糖组成的复杂结构，而且病毒

类基因治疗制品是有活力的病毒载体。出于生物安

全性考量，对于活病毒载体的检验仍须是全面严谨

的，方法的验证也须是科学完整的。病毒类基因治

疗制品在检验方法的建立和验证过程中，要同时考

虑核酸和蛋白外壳两方面因素，在检测方法的建立

和验证过程中，应考虑不同因素之间的干扰，相较

于其他的治疗类生物制品更为复杂。

确定可接受标准是一个必须面对的难题，不

在于定多少量值，而在于定的是否科学合理。当有

法规或行业标准可以参考时，若符合实际情况，可

直接套用或借用。但是，在没有任何可参考的情况

下，方法验证中的相关参数可以借鉴如重复性、定

量限（LOQ）等，长期和多批次数据积累的回顾

性分析数据（如95%的可信区间）也可用作可接

受标准。

11、标准物质的使用

在基因治疗制品质量控制的各个阶段，标准

物质可以简化检验方式，减小误差，是质量检验的

一把标尺，可应用于质量控制的各个阶段。

（1）质粒DNA标准物质，主要用于PCR鉴

定、限制性酶切图谱。

（2）病毒理化对照物质，因病毒类基因治疗

制品的复杂性，该类标准物质很难覆盖所有理化项

目，可根据不同的检验项目制定不同标准物质，如

病毒颗粒数标准物质（可用于病毒颗粒数检测和蛋

白外壳鉴别）、基因组滴度标准物质、感染滴度标

准物质、AAV空壳标准物质等。

（3）病毒活性标准物质，对于插入的外源基

因，可使用该基因所表达蛋白的相应活性标准物

质。溶瘤病毒类则可加入溶瘤活性标准物质。

（4）系统适用性对照品：分离度对照（纯

度）、灵敏度对照（复制性病毒、野生型病毒）、

阳性对照、阴性对照等。

标准物质的制备应遵循标准物质相关规定，

在其使用领域进行充分验证，包括重复性、准确

性、稳定性等。

12、标准物质的研制

标准物质的研制一般包括：①对候选标准物

质的质量检验；②对候选标准物质的协作标定，至

少需要3家实验室；③对候选标准物质的稳定性研

究。稳定性研究包括强制条件试验、加速稳定性研

究、长期稳定性研究等。强制条件稳定性研究是为

考察各种极端因素对产品的影响，了解影响稳定性

的因素及可能的降解途径与降解产物，为长期稳定

性研究提供依据。包括高温、反复冻融等，再检测

候选标准物质的关键质量属性，如病毒的外观、可

见异物、不溶性微粒、含量、活性、无菌等；质粒

的A260/A280、超螺旋比例、PCR鉴别、限制性酶切

图谱等。加速稳定性通过提高存放温度探讨药物的

稳定性，为长期稳定性研究提供依据，具体包括不

同温度下候选标准物质的CQA稳定性验证。长期稳

定性是在实际储存条件下开展的稳定性研究，可以

作为设定产品保存条件和有效期的主要依据。标准

物质的制备和标定可参考2020年版《中国药典》三

部“生物制品国家标准物质制备和标定规程”。

13、原液和成品质量控制策略

原液（DS）和成品（DP）在质量控制中，都
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是重要的质控点，其中DP为终点质控点；DS为分

装前生产过程控制质控点，对分装定量具有重要

意义。

成品在原液的质量控制基础上，要考虑由原

液到成品这一步所引入的辅料风险和污染风险。在

质量研究中，应在原液和成品中全面考虑与制品

特性、安全性、有效性和工艺稳定性相关的技术

指标。

DS和DP的检验共同构成了制品的放行检验。

应根据检测项目的特性与风险制定相应的质量控制

策略，将检测项目分别放在DS和DP阶段，部分项

目若无法在DP或DS中进行检测，或采用其他中间

过程控制阶段的样品进行检测更有利于对产品质量

进行控制时，可以考虑通过检测适当的中间产物对

产品的质量进行控制。

14、基因治疗制品的放行检验

按照2020年版《中国药典》三部“人用基因

治疗制品总论”的要求，基因治疗制品的放行检验

主要从结构确证、有效性、必要的安全性等方面展

开。选择切实可以控制制品质量的检测项目组成放

行标准，对于不能产生实际质量控制作用的检测项

目，经风险评估后可不纳入。对于设置检验项目所

在生产流程的具体位置，可根据制品特性和工艺特

性选择在适宜的生产过程控制质控点。同时，还应

兼顾检测成本和可及性。

下文选取条件复制型病毒中有代表性的溶瘤

病毒制品，非复制型病毒中有代表性的AAV类基

因治疗制品，将建议选择采用的检验项目如表2

列举。 

表 2   溶瘤病毒制品与 AAV 类基因治疗制品检验项目举例

检验项目 溶瘤病毒制品 AAV类基因治疗制品

鉴

别

基因组 突变位点、插入基因（PCR）、限制性

酶切、测序

突变位点、插入基因（PCR）、限制性酶切、测序

外壳蛋白 SDS-PAGE、免疫印迹、HPLC、质谱等 SDS-PAGE、免疫印迹、HPLC、质谱等

纯

度

和

杂

质

纯度 紫外法、SDS-PAGE、HPLC、毛细管电

泳等

紫外法、SDS-PAGE、HPLC、毛细管电泳等

制品相关杂质 病毒聚集体（HPLC、DLS） 病 毒 聚 集 体 （ H P L C 、 D L S ） 、 空 壳 率 （ S E C -

MALS、AUC、CD-MS、电镜等）

工艺相关杂质 宿主DNA残留量（Q-PCR）、宿主DNA

残 留 片 段 大 小 （ Q - P C R 、 C E 、 测 序

等）、宿主蛋白残留量（ELISA）、其

他生产原材料残留（ELISA、HPLC、GC

等）

宿主DNA残留量（Q-PCR）、宿主DNA残留片段

大小（Q-PCR、CE、测序等）、宿主蛋白残留

量（ELISA）、质粒DNA残留或辅助病毒核酸残

留（Q-PCR或数字PCR）、其他生产原材料残留

（ELISA、HPLC、GC等）

含量 病 毒 颗 粒 数 （ 紫 外 吸 收 法 、 H P L C 、

ELISA等）、基因组滴度（Q-PCR、数字

PCR等）、感染滴度（免疫染色法、噬

斑法、TCID50法等）

病毒颗粒数（紫外吸收法、HPLC、ELISA等）、

基因组滴度（Q-PCR、数字PCR等）、感染滴度

（TCID50法等）
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基因治疗制品强调生产全过程控制，原液过

程控制质控点和质量标准的设置，更有利于生产工

艺的平衡和后续不同规格的申报。

15、AAV基因治疗制品病毒空壳率的控制

不同AAV制品的病毒空壳率差异显著，导致的

原因很多，如产品特性的不同（病毒血清型及插入

外源基因差异）、包装体系的不同（三质粒系统/

杆状病毒系统）、纯化工艺的不同（超速离心/

离子交换层析）、分析方法的不同（AUC/离子交

换层析/SEC-MALS）。目前，各种指南都建议对

AAV基因治疗制品的空壳率进行控制，但控制范

围、设定原则和标准还没有统一。当前各制品均缺

少病毒空壳详实的药效研究，评价空壳率与药效的

相关性，需要基于安全性和有效性的考虑，综合考

虑产品特点、临床试验情况、分析方法变异性等。

16、核酸酶残留限度的考量

在病毒类基因治疗制品的生产中，不管是

复制型病毒载体生产中涉及的宿主DNA，还是非

复制型病毒载体生产中所涉及的宿主DNA和质粒

DNA，均需要在工艺中进行去除。目前，生产企

业一般采用核酸酶去除制品中的游离核酸。这一

过程可能会带来核酸酶残留，需对其加以控制。

这类工艺相关杂质的可接受水平和标准限度，需

要结合非临床和/或临床数据或研究经验及业界与

监管共识等合理制定。

17、基因治疗制品中宿主DNA残留（HCD）限度

和核酸片段大小的控制

各种指南中都建议对宿主细胞 DNA 残留量和

片段大小进行控制，生产中若使用了肿瘤细胞系

（如 Hela 细胞），或携带致癌基因、病毒改造序

列的细胞（如 HEK293T），建议尽量将残留 DNA

控制在 10 ng/剂以内，将 DNA 残留片段大小控制

在 200 bp 以下。目前的工艺条件下很难实现这个

要求，需要生产企业不断改进生产工艺提高产品质

量，同时开发出科学合理的检测方法。

八、基因治疗制品的稳定性研究 
以病毒为载体的基因治疗制品具有遗传不稳

定性和变异性，如何保证制品在货架期的稳定存在

和在运输时的恶劣环境下稳定存在以及使用时对温

度变化耐受等，都需要实验来模拟回答。影响稳定

性的因素可能包括：内包材溶出物、储存时长、运

输颠簸、高温、光照等。稳定性的研究就是对制品

在使用期间出现的特殊情况造成的影响给予预测性

提前回答，是制品商业化的重要保障方案之一。

1、基因治疗制品中与稳定性相关的特性

基因治疗制品是一类特殊的生物制品，与蛋

白药物相比，病毒载体类基因治疗制品具有自身的

特点：有效成分是具有核酸和蛋白质的生命体，受

环境条件变化的影响较大，对热、紫外线、冻融等

因素特别敏感，病毒颗粒在保存过程中容易聚集，

检验项目 溶瘤病毒制品 AAV类基因治疗制品

生

物

学

活

性

插入基因表达 ELISA、免疫印迹、RT-PCR、细胞免疫

染色、流式细胞术等

ELISA、免疫印迹、RT-PCR、细胞免疫染色、流式

细胞术等

表达产物生物学

活性

体内法/体外法（根据产品特性选择合适

的方法）

体内法/体外法（根据产品特性选择合适的方法）

肿瘤杀伤活性 体外法（肿瘤细胞杀伤试验） /

选择活性 选择性增殖活性或选择性杀伤活性（细

胞法）

选择性感染或选择性表达（根据产品特性而定）

安全性 细菌内毒素检查、支原体检查、无菌检

查、微生物限度检查、异常毒性检查、

野生型病毒（培养法/Q-PCR）

细菌内毒素检查、支原体检查、无菌检查、微生物

限度检查、异常毒性检查、复制型腺相关病毒（培

养法/Q-PCR）、

其他指标 外观、pH值、渗透压摩尔浓度、可见异

物、不溶性微粒、装量等

外观、pH值、渗透压摩尔浓度、可见异物、不溶性

微粒、装量等

续表 2
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剂型大多为液体（因冻干过程对其生物学活性具有

明显影响）等，应根据制品的特点，开展相应的稳

定性研究。

2、基因治疗制品稳定性研究的主要内容

开展稳定性研究之前，需建立稳定性研究的

整体计划或方案，包括研究样品、研究条件、研

究项目、研究时间、运输研究、研究结果分析等

方面。稳定性研究一般包括长期稳定性研究、加速

稳定性研究和强制条件试验研究。长期稳定性研

究是在实际储存条件下开展的稳定性研究，可以作

为设定产品保存条件和有效期的主要依据。加速稳

定性研究是在高于实际储存温度条件下开展的研

究，对于病毒类制品，建议温度一般设置为-20 ℃

和4 ℃，25 ℃和37 ℃为较高温度，一般作为高温

条件。强制条件试验研究是在极端情况下进行的稳

定性研究，如高温、光照、振动、反复冻融、氧化

等。加速稳定性研究和强制条件试验研究可以为长

期稳定性研究方案提供支持性数据。

3、基因治疗制品稳定性研究的样品要求

基因治疗制品稳定性研究的样品通常包括原

液和成品，对因不能连续操作而需保存一定时间的

中间产物也应进行相应的稳定性研究，原液若直接

灌装成成品则无需进行原液的长期稳定性研究。

稳定性研究的样品批次数量应至少为3批。稳定性

研究样品的生产工艺与质量应一致（即具有代表

性），研究用成品应来自不同批次原液。成品稳定

性研究应采用与实际贮存相同的包装容器与密闭系

统；原液或中间产物稳定性研究可以采用与实际应

用相同的材质或材料的容器和密封系统。对于规格

不同的样品，稳定性数据不能互相代替，最高规格

和最低规格应至少各检定3批，中间规格的制品可

依据不同浓度规格之间的内在联系及相互支持适当

减少研究批次，但是检测项目必须完整。

4、基因治疗制品稳定性研究的考察条件

稳定性研究条件应充分考虑到今后的贮存、

运输及其使用的整个过程。根据对各种影响因素

（如温度、湿度、光照、反复冻融、振动、氧化、

酸碱等相关条件）的初步研究结果，制定长期、加

速和强制条件试验等稳定性研究方案。

温 度 ： 长 期 稳 定 性 研 究 的 温 度 条 件 应 与

实 际 保 存 条 件 相 一 致 ， 原 液 的 温 度 可 设 置 为

4 ℃或（-70±10）℃，成品的温度可设置为

（-70±10） ℃；病毒载体类制品一般不需要强制

降解试验；加速稳定性研究的温度条件一般介于长

期与强制条件试验之间，通常可以反映产品可能短

期偏离于实际保存条件的情况，可设置4 ℃、25 ℃

和37 ℃。

反复冻融：成品的保存温度一般为（-70±

10）℃，在生产、运输和使用过程中可能会发生冻

融，应验证在多次反复冻融条件下产品质量的变化

情况。

光照：病毒对紫外线敏感，成品在使用过程

中可能受到光线中紫外线的照射，应考察光照对产

品质量的影响。

湿度：若能证明包装容器与密封系统具有良

好的密封性能，则不同湿度条件下的稳定性研究可

以省略；否则，需要开展相关研究。

临床用药情况：对于一些基因治疗制品，若

单次给药时间较长的（如静脉滴注）、使用前需要

配制或合并的，应开展相应的稳定性研究，以评估

实际使用情况下产品的稳定性。

5、基因治疗制品稳定性研究的检测项目

检测项目应包括产品质量变化敏感的，且反

映产品安全性和/或有效性的考查项目，如效价、

纯度、杂质和含量等。对于病毒载体类产品稳定

性研究可参照《生物制品稳定性研究技术指导原则

（试行）》和ICH Q5C要求，结合产品特性确定检

测项目。

（1）活性：活性是稳定性研究中的重点研究

项目，活性测定通常包括对基因转移效率（感染性/

转导效率/传递效率）、治疗序列表达的水平、表

达产物的功能或整个制品的直接活性（如肿瘤细胞

杀伤活性等）的测定。活性应尽可能地采用定量的

方法测定。活性测定需要采用相应的活性标准物质

或参比物质，使用的参考品应该是经过标准化的物

质，还需要关注应用参考品的一致性和其自身的稳

定性。

（ 2 ） 纯 度 和 杂 质 ： 可 采 用 H P L C 、 S D S -

PAGE、紫外吸收（如A260/A280比值测定）等方法评

估产品的总纯度水平。杂质包括制品相关杂质和工

艺相关杂质，其中制品相关杂质的含量更能反映产

品的稳定性，应分析载体降解及聚集情况。在强制

因素研究中经过检测工艺相关杂质若未显著变化，

可经过评估不列入长期稳定性考察项。降解产物的
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限度应根据临床前研究和临床研究所用各批样品分

析结果的总体情况来制定。长期稳定性研究中，若

发现有新的降解产物出现或者是含量变化超出限度

时，建议对其进行鉴定，同时开展安全性与有效性

的评估。

（3）含量：应对总颗粒数、感染性滴度或感

染性颗粒数、基因组DNA/RNA进行分析，还应对

总颗粒数或基因组拷贝数等物理数量与感染性滴度

的比例进行测定。

（4）颗粒特性：病毒载体类基因治疗制品的

颗粒特征容易受到贮存时间、温度、反复冻融等因

素的影响而发生变化，是反映制品稳定性的重要指

标，应进行考察，检测项目包括：可见异物、不

溶性微粒、粒度和粒度分布、折射率、聚集体分

析等。

（5）其他：一些检测项目也是稳定性研究

中较为重要的方面，需要加以关注，如外观、pH

值、无菌检查等。在特殊条件下，选用替代方法需

要经过充分的验证后使用，如采用容器密封完整性

测试替代稳定性研究过程中的无菌检查等。使用非

破坏性容器密封完整性测试方法检测的样品，也可

用于其他不受影响的质控检测项目。添加剂或赋形

剂在制剂的效期内也可能降解，若初步稳定性试验

有迹象表明这些物质的反应或降解对药品质量有不

良影响时，应在稳定性研究中加以监测。稳定性研

究中还应考虑到包装容器和密封系统可能对样品具

有潜在的不良影响，在研究设计过程中应关注此方

面，如增加包装系统密封性检测。

6、基因治疗制品稳定性研究的时间设置

对于成品，若有效期为2年及以上，则需在第

12个和第24个月，分别进行一次考察项目的检测，

并在24个月后，根据具体稳定性研究目的设置适当

的时间间隔进行考察项目的检定。对于有效期为1

年以内的成品，则每3个月进行一次考察项目的检

测。长期稳定性研究时间点设定的一般原则是，第

1年内每隔3个月检测1次，第2年内每隔6个月检测1

次，第3年开始可以每年检测1次。若有效期（保存

期）为1年或1年以内，则长期稳定性研究应为前3

个月每月检测1次，以后每3个月1次。在某些特殊

情况下，可灵活调整检测时间，如基于初步稳定性

研究结果，可有针对性地对产品变化剧烈的时间段

进行更密集的检测。原则上，长期稳定性研究应尽

可能地做到产品不合格为止。产品有效期的制定应

根据长期稳定性研究结果设定。强制和加速稳定性

研究也应尽可能地观察到产品不合格。

7、基因治疗制品的运输稳定性研究

基因治疗制品要求冷链运输，对产品的运输

过程应进行相应的稳定性模拟验证研究。稳定性研

究中需充分考虑运输路线、交通工具、距离、时

间、条件（温度、湿度、振动情况等）、产品包装

情况（外包装、内包装等）、产品放置情况和监

控器情况（温度监控器的数量、位置等）等。稳定

性研究设计时，应模拟运输时的最差条件，如运输

距离、振动频率和幅度及脱离冷链等。通过验证研

究，应确认产品在运输过程中处于拟定的保存条件

下可以保持产品的稳定性，并评估产品在短暂的脱

离拟定保存条件下对产品质量的影响，应对产品脱

离冷链的温度、次数、总时间等制定相应的要求。

8、基因治疗制品稳定性研究的结果分析

稳定性研究中应建立合理的结果评判方法和

可接受的验收标准。研究中不同检测指标应分别进

行分析，且应对产品进行稳定性的综合评估。同

时，开展研究的不同批次的稳定性研究结果应该具

有较好的一致性，建议采用统计学的方法对批间

的一致性进行判断。同一批产品，在不同时间点收

集的稳定性数据应进行趋势分析，用以判断降解情

况。验收标准的制定应在考虑到方法学变异的前提

下，参考临床用研究样品的检测值对其进行制定或

修正，该标准不能低于产品的质量标准。通过稳定

性研究结果的分析和综合评估，明确产品的敏感条

件、降解途径、降解速率等信息，制定产品的保存

条件和有效期（保存期）。

九、结束语 
本概述汇总了基因治疗制品研发、生产和质

量控制中的常见问题，以2020年版《中国药典》、

CDE和ICH指导原则为基础，参考其他指南和规

范，结合部分行业专家的经验和意见建议，撰写本

考虑概述，希望给从业者、行业研发和质量控制人

员以启发，共同推动基因治疗行业质量控制的进

步，促进产业的健康发展。
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