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关于人多能干细胞来源细胞治疗产品药学评价的思考

卢加琪*

(国家药品监督管理局药品审评中心, 北京 100022)

摘要: 近年来, 按照药品研发并申报临床试验的干细胞治疗产品数量增加, 其研发技术与评价体系快速发展。

国际上人多能干细胞 (human pluripotent stem cell, hPSC) 来源的干细胞治疗产品正处于 I/II期临床试验阶段, 相关

产品包括 hPSC分化产生的神经元、视网膜色素上皮细胞、胰岛 beta细胞等, 给药途径多为局部移植, 一般用于退行

性疾病、遗传病相关功能细胞的修复和替换, 目前尚无同类产品上市。由于多能干细胞具有多向分化潜能, 兼具在

体内形成畸胎瘤的能力, hPSC来源的细胞产品与其他干细胞产品相比, 其成瘤性风险相对高、诱导分化周期长、生

产工艺复杂、质量表征手段仍在快速更新中, 对其人体应用的科学评价构成了挑战。结合近期干细胞治疗产品临床

试验申报资料审评和沟通交流过程中出现的问题, 参考相关技术指导原则, 本文围绕 hPSC来源的细胞治疗产品的

生产工艺和质量研究, 提出现阶段的药学审评考虑点, 以期增进研发者和监管方的交流。
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Chemistry, manufacturing, and controls regulatory considerations

for human pluripotent stem cell-derived cellular products
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Abstract: In recent years, the number of clinical trials of stem cell products has increased, and the research

and development technology and evaluation system have developed rapidly. Human pluripotent stem cell (hPSC)-

derived cellular products are in the phase I/II stage of clinical trials. Related products include hPSC-derived

neurons, retinal pigment epithelial cells, pancreatic beta cells, etc. They are generally used for the repair and

replacement of functional cells related to degenerative diseases and genetic diseases via local transplantation. So

far, no similar products have been officially approved on market. As hPSC possesses multi-directional differentia‐

tion potential and the ability to form teratoma in vivo, compared with other stem cell products, hPSC-derived

cellular products have relatively higher risk of tumorigenicity, longer differentiation induction cycle, more complex

production process, together with the rapidly updating quality characterization methods, which pose challenges to

the scientific evaluation of their human applications. Based on the problems in the recent review and communica‐

tion of clinical trial applications of stem cell products, and with reference to the relevant technical guidelines, this

paper proposes the chemistry, manufacturing, and controls review considerations on the manufacturing process and

quality study of hPSC-derived cellular products. We hope to improve the communications between developers and

regulators.
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近年来, 干细胞药物的研发和临床转化不断获得

突破性进展。目前正在开展临床研究的干细胞产品包

括来源于人胚胎干细胞 (human embryonic stem cell,

hESC) 和人诱导多能干细胞 (human induced pluripotent

stem cell, hiPSC) 的细胞产品, 也包括具有组织特异性

分化能力的成体干细胞产品, 其中 hESC和 hiPSC均属

于人多能干细胞 (human pluripotent stem cell, hPSC)

产品。欧盟药品监督管理局 (European Medicines

Agency, EMA) 自 2009 年至今已批准了 Holoclar 等自

体干细胞治疗产品开展临床研究及上市[1]。2010 年,

国际首个 hESC 来源的少突胶质前体细胞产品开始 I

期临床试验, 并于 2019年公布了其对脊髓损伤患者的

潜在疗效[2]。2014 年 , 日本完成了首例自体 hiPSC 来

源的视网膜色素上皮细胞移植治疗黄斑变性的手术,

并于 2017 年进行了首例异体 hiPSC 细胞的移植[3]。

2018～2019 年 , hiPSC 来源的自然杀伤细胞 (natural

killer cell, NK) 经美国食品药品监督管理局 (The Food

and Drug Administration, FDA) 同意进入临床试验, 用

于白血病和淋巴瘤的治疗[4], 日本厚生劳动省批准了

hiPSC来源的神经前体细胞等开展临床试验[5]。截至

2020 年 2 月 , 在 clinicaltrials.gov 网站可查询到 63 个

hESC来源和 97个 hiPSC来源的细胞产品正在或已经

完成临床研究, 多数用于治疗遗传病、罕见病等。

迄今我国有上百个干细胞治疗产品经国家卫健委

备案开展了研究者发起的临床研究, 取得了初步的人

体安全性和有效性研究数据, 部分产品已按药品申报

临床试验。本文结合 hPSC来源细胞产品研发单位与

监管机构的沟通交流和审评实践, 重点讨论相关药学

研究评价要点, 以供研发者与监管界讨论和交流。

1 药学研发特点与评价一般考虑

1.1 hPSC来源细胞治疗产品的药学研发特点

1998年, Thomson等[6]首次在体外建立了hESC, 并

证明其具备向 3个胚层分化的能力; 2006年, Takahashi

等[7]发现了4个转录因子诱导小鼠成纤维细胞重编程为

诱导多能干细胞的新方法。hPSC包括 hESC和 hiPSC,

具有较强的多向分化潜能及自我更新能力, 为再生医学

产品研发和发育生物学研究提供了理想的研究材料[8]。

理论上, 各成体组织来源的干细胞也具有分化为

功能细胞的能力, 可用于多种疾病的细胞替代治疗, 但

相对于 hPSC, 成体干细胞分化增殖能力有限, 难以大

量制备及生产, 且不同供者细胞的特性差异大, 难于确

定适用的生产工艺及质量标准。胎儿组织来源的干细

胞增殖能力高于成体干细胞, 但存在来源不稳定性和

伦理问题, 其产业化发展及广泛使用受限。hPSC的体

外培养和诱导分化技术的发展实现了可调控 hPSC定

向分化为各种功能细胞, 并能够维持细胞处于特定分

化阶段 (如早期前体细胞、成熟功能细胞等), 从而使其

按照药品研发及规模化生产成为可能[2]。根据现有科

学认知和临床经验, 来源不同且分化程度、成熟度不同

的细胞性质差异大, 相应的风险等级也不同。hPSC来

源细胞产品的临床应用劣势在于其理论上的成瘤性风

险显著高于其他干细胞产品, 需加强相关研究[9, 10]。

hPSC来源细胞产品的生产工艺和质量控制存在

较多难点。在生产工艺方面, 不同类型的干细胞生产

周期长短不一, 通常 hESC或 hiPSC建系建库需数月时

间, 采用细胞库生产终产品的过程也需数十天的细胞

增殖和诱导培养时间以形成终末分化细胞, 由于生产

时间整体相对长, 因此需设置合理的贯穿整个生产周

期的控制策略。采用自体细胞制备 hiPSC用于自体移

植时, 不同个体的细胞重编程能力和增殖分化能力差

异较大, 固定的生产工艺参数对细胞命运的控制能力

有限, 故探索较优的生产工艺参数范围面临着较大挑

战。在细胞原材料选择方面, 对于异体干细胞治疗, 需

考虑到免疫排斥的风险, 需选择免疫表型合适的供者

或对供者细胞进行基因改造[11]。在产品质量标准方

面, 由于 hPSC来源细胞产品中的细胞类型多样, 虽然

多能干细胞的鉴定和特性研究指标已经形成初步共

识, 但分化功能细胞鉴定尚缺乏公认的分子标志物, 导

致生物学活性的研究方法难以标准化。在临床使用方

面, 由于给药途径、剂量和载药方式等不同, 不同产品

间临床使用的安全性风险也具有较大差异。

1.2 药学评价一般考虑

2003年, 我国药监局发布了《人体细胞治疗研究

和制剂质量控制技术指导原则》。2015年, 前卫计委

和药监局制定了《干细胞临床研究管理办法》和《干细

胞制剂质量控制及临床前研究指导原则》, 对干细胞临

床研究和质量控制进行了规范[12]。2017年 12月, 国家

食品药品监督管理总局颁布了《细胞治疗产品研究与

评价技术指导原则》, 提出了细胞药品注册申报的技术

要求。国际上, FDA颁布的《人体细胞组织良好操作

规范》[13]和 EMA 颁布的组织和细胞指令《Directive

2004/23/EC》等为细胞制品生产提供了参考。2005年,

国际上干细胞行业首个《良好细胞培养管理规范》出

台, 该文件提出了体外细胞培养的操作要求、工艺开

发、生产检定方法等参考标准, 并处于持续修订中[14],

为细胞制品的药学研究提供了指南。

虽然 hESC和 hiPSC有潜力产生所有类型的成体

细胞, 包括罕见的或难以获得的人类细胞群体, 但其生

产过程中的诸多问题, 如培养基种类多、分化操作流程

复杂和培养时间长, 使得细胞污染防控和工艺及批间
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产品质量可控等因素得到关注。类器官[15]、三维培养

技术[15]、器官芯片[16]等新型细胞组织产品和培养技术

也影响着生产操作的标准化。对 hPSC来源细胞产品

的药学评价需综合考虑供体细胞或组织的获取、生产

工艺、制剂贮存运输、临床给药操作和器械联用等诸多

方面可能引入的风险, 确保产品全生命周期的有效监

管 (图1)。

综上, hPSC来源细胞治疗产品的原材料多样、生

产工艺复杂且质量变异性强, 目前仍处于人体应用的

安全性和有效性探索期。目前对干细胞产品风险评估

的认知有限, 一些特殊的细胞产品可能会突破现有标

准体系, 相关药学评价还需不断探索。下面主要针对

hPSC来源细胞产品的生产工艺和质量控制提出药学

评价的一般考虑点。

2 生产工艺研究

2.1 供者组织或细胞

细胞的合法来源及科学鉴定是干细胞药物生产的

基础。供者细胞的获得需符合伦理, 经供者知情同意。

一般药物研发者在医疗机构获得供者组织后, 运输至

制备车间分离特定组织和细胞。申请人需要明确供者

细胞的筛查标准, 包括病原体筛查、遗传病检查等, 申

报时提供供者基本情况、健康状况的全面检查 (如一

般信息、既往病史和家族性遗传病等) 结果, 提供采集

工艺流程、采集标准、质量控制、医院资质、手术环境、

组织或细胞稳定性研究数据等。对于异体 hiPSC细胞

产品, 可根据供者、受试者人类白细胞抗原分型筛选匹

配的供者[17]。细胞治疗产品的应用历史上曾出现过多

例细胞污染、错误标记等导致的细胞系误用案例, 相

关统计数据表明, 约 18%～36%的细胞系存在错误鉴

定的情况[18]。因此供者组织或细胞在获取、运输、生产

全过程均应做好批号和标识管理 , 建立可追溯系统 ,

同时建议在生产过程中开展细胞鉴别检测。细胞鉴别

的方法包括核型分析、同工酶检测、短串联重复序列

(short tandem repeat, STR) 法等。目前国际上权威的细

胞保存机构 , 如美国典型培养物保藏中心 (American

Type Culture Collection)、德国微生物及细胞典藏中心

(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures

GmbH)、日本理化研究所细胞库 (RIKEN BRC Cell

Bank) 等均推荐采用STR法进行细胞鉴别。

2.2 生产用原材料

生产过程中使用的原材料, 应严格进行供应商审

计, 根据《中国药典》建立原材料的内控标准。对于与

细胞直接接触的细胞因子、抗体等, 建议首选药用级别

的产品。对于非药用研究级试剂, 包括磁珠、抗体、重

组蛋白等, 应确定无外源因子污染且纯度和效价合格。

供者细胞采集、分离和早期培养阶段常见加入抗生素,

建议对供者细胞可能污染的微生物种类进行分析, 说

明所选抗生素种类的依据和添加量, 同时考虑到过敏

风险, 建议尽量减少抗生素的合并使用和用量。对于

以多能干细胞为起始物料的产品, 应建立多能干细胞

Figure 1 The lifecycle management of human pluripotent stem cell (hPSC)-derived cellular products. The lifecycle chain involves multiple

steps of hPSC manufacture, including isolation of raw materials, in vitro reprogramming, hPSC line establishment, hPSC expansion, differ‐

entiation, cell banking, storage, and transplantation. Each step should be performed according to standard operation procedures under the

supervision of regional drug administration
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库, 明确传代代次, 并参考《中国药典》和国际标准进行

全面检定, 同时应开展传代稳定性研究, 限定生产中使

用的细胞代次。

虽然近年来无滋养层细胞培养工艺逐步成熟, 但

多能干细胞仍经常需要在滋养层细胞或细胞外基质上

进行培养。常见的滋养层细胞包括鼠胚成纤维细胞和

人成纤维细胞, 细胞培养基质包括Matrigel、Geltrex和

Vitronectin 等。在基质的选择上, 建议考虑基质的来

源, 有些滋养层细胞或基质 (如 Matrigel) 来自于小鼠

肿瘤细胞, 可能引入鼠源病毒等外源因子, 并具有潜在

致瘤性等安全性风险, 需对其开展完整的病毒检测。

建议尽可能避免使用动物来源的滋养层细胞, 如必需

使用, 应建立细胞库并全面检定, 对辐照等细胞灭活工

艺进行合理的验证。

另外, 在血清使用方面, 应对血清添加的必要性和

用量合理性等进行研究, 建立血清残留检测方法并对

其残留量进行研究和控制, 制定相应的风险控制措施。

鼓励采用无血清或成分明确的血清替代物进行细胞培

养, 尽可能减少动物源性成分引入的风险。

2.3 细胞培养工艺

人体临床试验用细胞需在符合《药品生产质量管

理规范》的条件下生产。对于多能干细胞分化而成的

干细胞产品, 生产工艺中对不同分化阶段 (胚层阶段、

前体细胞阶段、中间分化阶段和终末分化阶段) 细胞

命运的精准调控是较大的挑战。对终末分化的细胞,

在其扩增的同时如何控制其不再进一步分化或转分

化, 也是干细胞生产面临的难题之一。考虑到安全性,

生产过程中还应关注细胞的遗传稳定性、外源因子或

外源细胞可能的污染等因素。

在临床级多能干细胞的培养方面, 细胞克隆的筛

选和分化细胞的去除工艺是维持 hPSC干性状态的关

键工艺。筛选克隆时应识别嵌合克隆和异常增殖的克

隆, 否则可能导致细胞培养体系中出现大量异常增生

的细胞。同时应加强对细胞密度、克隆形状、边缘光滑

程度等的监控, 尽量维持 hPSC未分化状态。传代时,

应对传代比例开展研究, 系统分析hPSC随代次增加而

出现的变化。hPSC细胞在长期 (数月) 培养中极易积

累基因突变, 而具有特定突变的细胞的快速生长可能

导致克隆的异质性乃至优势克隆的形成[19]。因此通常

建议尽量缩短hPSC细胞培养的时间和传代代次, 并在

细胞培养状态稳定后及时冻存建库。世界卫生组织相

关指导原则规定动物来源细胞基质建库时最长培养时

间不得超过3个月, 建议研发者建库时参考[20]。

由 hPSC起始的分化工艺过程往往伴随较多的分

化阶段、频繁的培养基更换操作和长期的培养时间。

在传代操作方面, 针对 hPSC可应用克隆机械分离法、

化学/酶消化法等。hPSC消化前一般需要将分化的细

胞从培养皿中剔除, 或者将克隆挑取后进行消化传代。

不同大小的克隆所需的消化时间、操作过程等均不同,

如对于较大的克隆, 通常需延长化学消化时间。消化

后的细胞团的大小、传代比例、机械力的强度、消化酶

的浓度都可能是消化过程的关键工艺参数。临床级的

hPSC 在消化时应采用成分确定的消化液 , 尽量选择

人工合成的消化酶, 以减少动物来源物料的使用。在

hPSC消化时常加入Rho相关蛋白激酶 (Rho-associated

protein kinase, ROCK) 抑制剂用于减少细胞死亡, 鉴于

目前在长时间传代过程中加入ROCK抑制剂对细胞的

影响仍不清晰, 建议申请人开展研究, 以说明其使用的

合理性。

生产过程常见的细胞培养设备包括平底多层培养

瓶、灌流生物反应器、搅拌式生物反应器等[21]。大规模

平底多层培养瓶和搅拌式生物反应器最高约制备1×1012

数量级的细胞, 而灌流式生物反应器的培养面积有限,

约能制备得到 1×108数量级的细胞。多层培养瓶成本

低, 但操作耗时长, 且不能实时监控细胞代谢产物; 而

灌流/搅拌生物反应器均可持续给细胞提供生长空间,

且可实时监测细胞培养体系的变化, 缺点是成本高, 培

养过程中细胞可能受剪切力影响[22,23]。在工艺开发中,

建议结合细胞制剂的生产规模、中控项目、剂量和细胞

体内分布等特点选择培养仪器设备。

对于处在研发早期的细胞治疗产品, 审评过程中

常见实验室成果直接转化的生产工艺。在细胞治疗产

品申请药品临床试验前, 建议根据临床试验需要开展

必要的工艺研究和开发, 以明确工艺参数, 并尽可能提

高不同批次产品间质量的一致性。临床试验期间需对

生产工艺稳健性和产品质量批间一致性开展深入研

究。建议尽量避免在生产过程中出现多个小规模细胞

培养皿/瓶同步培养后混合的过程, 并应增强生产过程

中的控制, 以免发生污染或交叉污染。对于体外多次

传代的细胞产品, 建议开展细胞体外限传代次的研究,

随着传代次数或培养时间的增加, 分析细胞形态、增殖

特性、染色体、成瘤/致瘤性的变化, 以及是否发生癌基

因突变, 明确细胞制品的限传时间或限传代次。另外,

建议申请人在细胞产品的生产过程中对细胞分化阶段

进行控制, 以使各阶段细胞的分化潜能、标志物表达等

处于受控状态, 并根据工艺过程确定细胞组成、纯度、

功能分析的合理时间点。例如可以在细胞分离后、收

获前, 对细胞标志物、克隆形成能力和生物学功能 (如

分化能力和细胞因子分泌活性) 等指标进行检测, 确

保细胞产品的质量符合要求。
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2.4 制剂工艺

制剂工艺方面, 干细胞制剂常使用冷冻制剂, 如二

甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO) 或商业化的冷

冻保护剂。研究者应对 DMSO 或冻存液的来源和级

别进行严格审核, 其中如含有动物源性成分应开展安

全性评估。在制剂处方研究中, 应对DMSO的冻存保

护效果进行评估, 包括贮存稳定性、临床使用稳定性、

冻融稳定性等, 同时关注制剂辅料和内包材的相容性。

由于 DMSO 具有一定刺激作用 , 申报资料中应包括

DMSO添加量的研究数据, 对于直接输注的细胞产品,

建议尽量降低处方中DMSO的用量。

在细胞制剂研发初期, 制剂灌装常采用手动灌装

工艺, 应关注手动灌装时的装量一致性和含量均匀度,

应开展充分的验证研究并加强生产过程控制, 确保生

产过程得到监控, 并且保证不同批次间的一致性。另

外, 应结合生产工艺、生产设备、人员操作与管理规范

等, 制定防控不同批次产品的混淆、污染及交叉污染的

措施, 确保拟用于人体临床试验的批次无外源因子等

污染, 保证产品的安全性和质量的可控性。在进行规

模化生产时, 鼓励开发自动化灌装工艺, 以提高产品的

安全性和质量可控性。

3 质量研究与质量控制

3.1 质量研究

干细胞治疗产品的质量研究涉及分子标志物、分

化潜能、纯度和杂质、微生物安全性等多个方面, 对于

hPSC来源细胞产品, 还应关注产品中残留的多能干细

胞的分析。下面针对审评中常见的补充资料内容进行

论述。

3.1.1 微生物安全性 安全性一直是干细胞产品开展

临床试验的首要关注点。国内外常有因干细胞产品污

染而导致临床受试者出现严重不良反应的报道, 常见

的污染包括细菌、真菌和支原体的污染。干细胞给药

前的无菌检测是控制细胞产品质量和保证患者安全的

重要措施。按照药品标准申报的干细胞产品在临床试

验前的安全性检测方法应经过完整验证。快速无菌检

测方法通常包括微生物检定方法和自动化培养系统,

如基于厌氧菌需氧菌指示培养的全自动微生物检测系

统。快速支原体检测方法包括核酸扩增技术和支原体

代谢酶活性检测等。当采用快速放行方法进行人用细

胞终产品的检测放行时, 建议与药典方法同步验证, 说

明快速方法是否可替换药典方法。对于生产过程中加

入抗生素的产品, 应考虑到抗生素对无菌检测的干扰

作用。对于药品研发经验相对少的干细胞研究者, 需

注意对药典中涉及无菌和支原体等的验证方法, 并需

采用多种阳性对照菌株等进行全面研究, 也可考虑委

托第三方检测机构开展系统研究。

3.1.2 分子标志物和分化潜能 目前大部分干细胞治

疗产品处于研发早期阶段, 相关基础性研究仍在不断开

展。产品分子标志物的表达受到细胞内分布、分离培养

操作、培养基成分、细胞分化阶段、衰老程度不同等因

素的影响而不断变化[24]。例如: 不同的干性基因 [如

阶段特异性胚胎表面抗原 4 (stage-specific embryonic

antigen 4, SSEA4) 基因和NANOG基因等] 在不同重编

程方法应用条件下, 其在 hiPSC细胞中的表达量可能

不同[25]; 在加入特定生长因子或在缺氧等培养条件下,

部分干细胞的分子标志物可发生改变[26]。审评过程

中, 常见申请人选择文献资料报道的特定种类细胞的

分子标志物, 而忽略了对代表性细胞批次的质量研究。

基于上述问题, 建议申请人对申报工艺生产的临床试

验样品进行分子标志物的研究, 并选择与工艺阶段相

对应且能反映产品质量的分子标志物。分子标志物的

分析通常可使用流式细胞法、免疫荧光法等。检测方

法应说明标志物在细胞中的分布、待测细胞的分离培

养情况、抗体来源及类型等, 并纳入合理的阴性和阳性

对照, 以便申报时可提供清晰的检测结果。

3.1.3 成瘤性分析 hPSC来源细胞制品的成瘤性是

阻碍其临床广泛使用的主要因素。多种途径均可能导

致成瘤, 一方面是hPSC细胞增殖传代及分化过程出现

的恶性转化, 另一方面是细胞成品中残留的hPSC导致

了畸胎瘤的形成, 尤其对于hiPSC还存在基因重编程导

致的基因突变和染色体变异等问题[27]。来自 1 700株

hiPSC和 hESC细胞的核型分析数据表明[25], 核型异常

的部分 hiPSC和 hESC细胞具有相似的染色体变异特

征 , 如 12 号染色体重复。因此 , 用于人体的 hPSC 制

品, 建议在 hPSC 建库阶段采用染色体拷贝数变异分

析、原位杂交技术 (fluorescence in situ hybridization,

FISH)、外显子测序、单核苷酸多态性阵列或单细胞测

序技术等, 进行染色体分析和基因测序, 以选择基因变

异少的克隆用于细胞制品制备。对于 hPSC细胞分化

过程中出现的恶性转化问题, 建议针对生产过程和产

品质量控制方面开展深入研究, 持续监测细胞的染色

体稳定性。

hPSC与肿瘤细胞具有多种相同的肿瘤分子标志

物, 最典型的是Myc, 其对维持成瘤性和多能性具有重

要作用, 且其相关信号通路在hPSC分化后仍处于激活

状态[27]。为了最大程度降低 hPSC来源细胞制品的成

瘤性风险, 需研究者对生产过程中的诱导分化工艺和

细胞增殖情况等进行研究, 通过控制细胞的分化过程,

尽可能去除成品中未分化的多潜能细胞, 并去除发生

染色体变异的细胞。目前已报道去除 hPSC的方法包

·· 2482



卢加琪: 关于人多能干细胞来源细胞治疗产品药学评价的思考

括加入化学小分子抑制剂特异性诱导 hPSC 死亡/凋

亡[28], 或采用有利于终末分化细胞存活的培养条件

(如缺氧、低糖等) 以提高目标细胞纯度等[29]。对于

hiPSC产品, 在导入转录因子重编程过程中引入安全

性开关 (如在转录因子基因中融合自杀基因) 也是避

免转录因子持续表达从而降低成瘤性风险的可能措

施。然而, 引入安全开关同时也增加了外源基因整合

的风险, 需谨慎评估风险–获益比, 判断其必要性[30]。

常见成瘤性检测方法包括畸胎瘤形成分析、软琼

脂分析、核型分析或FISH等, 各种方法检测原理不同,

检测用时差异较大, 建议根据细胞培养阶段、细胞数

量、放行时间等采用不同的方法互补检测。染色体分

析方面, 建议尽可能增加分析细胞的个数, 可参考《中

国药典》方法开展细胞染色体分析, 如至少选择 50个

分裂中期细胞进行显微照相核型分析, 或粗数 500个

分裂中期细胞检查多倍体发生率。可根据G带技术进

行带型分析, 并结合国际人类细胞遗传学命名系统确

定倒置、删除或易位断点。对于 hPSC来源产品, 在质

量控制中建议纳入多能干细胞的残留量检测, 检测方

法包括标志物的流式分析、免疫组化分析或定量聚合

酶链式反应分析等。对于体外多次传代的细胞, 应尽

量选取低、中、高不同代次的细胞进行成瘤性和 hPSC

残留量分析, 以确保其在限定代次内的产品质量可控。

3.1.4 纯度和杂质 干细胞治疗产品的杂质通常包括

生产用原材料残留和非目标细胞等, 杂质含量影响着

产品的安全性和有效性, 应进行合理控制。由于不同

细胞治疗产品的来源、制备工艺、给药方式和临床需求

有差异, 对于杂质残留目前难以设定统一要求。拟定

质量标准时, 建议提供多批次产品的杂质研究数据, 并

根据除杂生产工艺参数 (如洗涤次数)、稀释倍数等确

定理论残留量, 并针对工艺相关杂质 (包括培养基组

分、生长因子、消化酶等) 的残留量和风险进行评估 ,

必要时纳入放行控制。细胞终产品中的非目标细胞通

常包括生产过程中使用的滋养层细胞、成纤维细胞、死

细胞、无生物学活性的细胞等。若无法精确检测各杂

质细胞的含量, 则应对细胞的种类进行鉴定, 并结合杂

细胞的生物学特性进行安全性评估。在申请临床试验

时应初步完成杂质残留检测方法的验证, 以支持细胞

产品的安全性。

3.1.5 生物学活性 常见的干细胞制品生物学活性检

测包括体外分化能力检测、功能蛋白表达检测、细胞因

子分泌检测、生理学活性测试等。由于检测方法多为

免疫荧光染色、形态观察、流式细胞分析、电生理分析

等, 方法的变异性大, 故建议全面设置阳性和阴性对照

实验, 明确试验过程中对待测细胞进行的处理措施。

尽量使用图片扫描及定量软件进行数据统计和分析,

避免肉眼观察。对于心肌细胞和神经细胞, 其所需的

电生理活性测试难以拟定统一标准, 故建议申报时提

供完整的特征谱图。部分产品还需应用可以衡量特定

组织修复/再生能力的免疫缺陷动物模型进行体内生

物学活性的评价。建议在临床前研究阶段, 结合体外

药效学研究等方法建立拟用于临床作用机制的生物活

性质控方法。

3.2 质量标准

干细胞制品制备工艺复杂, 生产使用过程涉及多

能干细胞建库、中间体细胞 (建库)、细胞培养物收获、

冻存制剂、临床给药等不同阶段, 全过程各阶段均需进

行必要的质量控制[31]。对于多能干细胞库的质量标准,

可参考我国国家干细胞资源库[32]、国际干细胞协会

(International Society for Stem Cell Research, ISSCR)、

国际干细胞保藏协会 (International Stem Cell Banking

Initiative, ISCBI) 的相关标准[33-35]。建议尽可能全面设

置质量控制指标, 包括细胞形态、细胞鉴别、多能标志

物和干性分析 (特定阶段胚胎抗原 3/4、TRA-1-60、

TRA-1-81、碱性磷酸酶等)、体外分化能力分析 (如拟

胚体形成和定向分化能力)、畸胎瘤形成实验、染色体核

型、端粒酶活性等。采用 STR 鉴别时, 建议对受检细

胞和原始细胞 (或衍生细胞) 在尽可能多的 STR位点

处进行基因分型结果比对, 如 ISCBI推荐至少比对关

键的 13个位点 (目前商用的试剂盒中一般含有 16个

位点的引物对)[36]。

对于生产过程中间体产品的质量控制, 安全性项

目 (如无菌、支原体和内毒素) 建议在不同阶段全面设

置。另外, 建议对细胞分化潜能、分化方向、染色体等

进行密切的监控。如果在生产过程中出现细胞库和中

间体细胞的放置, 应开展细胞库、中间体细胞的贮存、

传代稳定性研究, 确保质量可控。成品质量标准方面,

建议纳入无菌、支原体、内毒素、外源因子、细胞数量、

细胞活率、渗透压、生物学活性、关键杂质残留量、非目

标细胞检测、可见异物[37]等项目。多能干细胞来源的

产品临床使用风险较高, 如果给药途径为全身给药, 建

议将成瘤性检测纳入质量标准。

4 药效学和毒理学评价一般考虑

hPSC源细胞制品的安全性研究评价应遵从《药物

非临床试验质量管理规范》。毒理学试验方面, 应考虑

结合临床试验的给药方案 (剂量、周期), 开展单次给药

毒性试验、重复给药毒性试验、免疫原性和免疫毒性试

验、致瘤性/致癌性试验、异常分化等研究。对于采用

病毒载体等基因转导系统进行重编程、基因修饰/改造

的细胞产品, 需关注可复制型病毒、插入突变、致癌基
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因的活化等安全性风险。静脉注射的产品, 建议特别

关注细胞在肺脏等部位形成栓子的情况, 并观察全身

有无异位组织形成。根据《细胞治疗产品研究与评价

技术指导原则》, 目前, 如何选择致瘤性/致癌性研究的

动物模型尚未达成科学共识。致瘤性/致癌性试验需

确保细胞可在体内长期存活以考察是否有潜在肿瘤形

成。试验设计需注意设置合适的对照组, 每组需有足

够的动物数量, 使肿瘤发生率的分析满足统计学要求。

药效学研究方面, 应尽可能使用生产工艺和质量

控制与临床拟用药物一致的受试物。值得注意的是,

细胞产品在进行动物给药前可能经过了传代和换液等

一系列操作, 故建议在完成操作后对受试物进行质量

检测, 检测指标包括细胞形态、存活率和杂质等, 以明

确药效学受试物与临床拟用药物的异同。动物模型的

选择方面, 应考虑所选动物的生理学、解剖学、与人类

具有的可比性、对人体细胞产品的免疫耐受性、给药途

径的可行性、免疫缺陷动物的适用性、疾病动物模型的

合理性等。不同类型产品的治疗原理存在差异, 有些

产品拟用功能细胞直接替换受损细胞或组织发挥作

用, 有些产品通过目标细胞成分分泌活性因子等进行

功能调节。因此不同产品的研究评价需遵循“具体问

题具体分析”的原则。有临床试验数据的产品, 也可结

合临床数据评价产品的有效性。建议申请人结合细胞

产品的作用机制、疾病周期、给药方式等, 同时考虑细

胞的质量特性及体内存活时间, 采用合适的体内、外模

型完成药效学研究, 验证产品的治疗机制。

5 总结与展望

hPSC来源细胞治疗产品的风险很大程度上取决

于细胞的来源、类型、性质和生产工艺, 细胞的增殖、分

化和迁移的能力以及生物学活性持续时间均是细胞产

品的风险因素[38]。细胞产品的免疫原性、剂量和给药

前的细胞状态也影响着细胞产品的安全性和疗效。目

前的安全性评价多集中于所用细胞或组织的体内分

布、免疫原性、毒性和致瘤性。在临床应用上, 局部分

布的、可随时移除的和低免疫原性的移植产品是安全

性相对较高的细胞治疗产品。另外, 利用病毒递送基

因的重编程方法可能具有潜在的致癌风险, 而使用非

病毒载体、小分子化合物和蛋白质代替病毒进行重编

程可有效避免病毒在宿主细胞中整合的风险, 是未来

诱导多能干细胞技术发展的方向[39,40]。随着我国药品

监管科学的不断发展[41,42], 再生医学研究机构、产业界

和监管机构的国际化, 沟通交流的顺畅开展, 以及有效

的合作机制, 相信hPSC来源细胞治疗产品将逐步进入

临床治疗并惠及病患。

作者贡献: 卢加琪负责本文全文撰写、参考文献引用和

图片制作。
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