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［摘要］ 　 基因修饰细胞治疗产品是指经基因修饰、并按照药品监管相关法规进行研发和注册申报的活细胞产品，主要包括基因

修饰的免疫细胞、干细胞以及其他类型细胞的治疗产品。 此类治疗产品既有细胞产品自身特点，也有基因治疗产品的潜在风险，

生物分析策略要考虑这两方面的特点。 恰当设计并执行临床生物分析的检测方法，开展充分的生物分析研究将有助于明确基因

修饰细胞治疗产品的有效性与安全性、并最终确立所开发产品的获益风险比，其重要性是不言而喻的。 本文从药代（细胞）动力

学、药效学与免疫原性的研究上综述了细胞治疗产品的生物分析的策略和实操。
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　 　 细胞与基因治疗（Ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒａｐｙ， ＣＧＴ）

按产品形式可主要分为体外基因治疗和体内基因治

疗。 通常，体外基因治疗主要涉及基因修饰的细胞治

疗，指获取患者的目的细胞后，在体外经过基因修饰

技术（如调节、替换、添加或删除基因等）以改造其细

胞生物学特性，再回输至患者体内用于治疗人类疾病

的活细胞治疗产品。 基因修饰细胞治疗产品在临床

治疗中以基因修饰的免疫细胞、干细胞和它们衍生的

细胞为主；而体内基因治疗主要包括病毒载体介导的

基因治疗、脂质载体介导的基因治疗和核酸基因治疗

（表 １）。 本文将围绕基因修饰细胞治疗产品的生物

分析展开讨论，结合当前国际和国内通行的相关生物

分析指南、法规以及相关文献，提出这类产品的临床

生物分析策略和建议
［１，２］
。
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表 １　 基因修饰细胞治疗产品的分类

产品分类　 　 　 主要的细胞类型 获批的治疗产品


基因修饰免疫细胞产品 ＣＡＲＴ Ｋｙｍｒｉａｈ

ＣＡＲＮＫ Ｙｅｓｃａｒｔａ（奕凯达）

ＴＣＲＴ Ｔｅｃａｒｔｕｓ

Ｂｒｅｙａｎｚｉ

Ａｂｅｃｍａ

Ｃａｒｖｙｋｔｉ

倍诺达

基因修饰干细胞产品 ＨＳＰＣ Ｓｔｒｉｍｖｅｌｉｓ

ＨＳＣ Ｚｙｎｔｅｇｌｏ

ｉＰＳＣ Ｓｋｙｓｏｎａ

Ｌｉｂｍｅｌｄｙ

基因修饰其它衍生细胞产品 Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ＩｎｖｏｓｓａＫ＃

注：

包含全球主要监管机构（中国 ＮＭＰＡ，美国 ＦＤＡ，欧盟 ＥＭＡ）批准

的基因修饰细胞治疗产品；
＃ ＩｎｖｏｓｓａＫ在韩国药监部门获批上市，于

２０１９ 年退市

１　 基因修饰细胞治疗产品

１ １　 基因修饰免疫细胞治疗产品

基因修饰免疫细胞治疗产品主要指采用受试者

自体或同种异体来源的免疫细胞，经体外培养并进行

基因修饰和改造，使其具有靶向杀伤能力，再回输至

人体内，通过直接靶向杀伤目标细胞、调节免疫系统、

减弱免疫耐受、激活免疫响应等方式进行干预和治疗

的细胞产品。 根据采用的免疫细胞种类、基因工程的

改造特点，基因修饰免疫细胞治疗产品的主要分为嵌

合性 Ｔ 细胞疗法（Ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔｃｅｌｌ，

ＣＡＲＴ）、嵌合性 ＮＫ 细胞疗法（ＣＡＲＮＫ）、Ｔ 细胞受

体基因工程改造的 Ｔ 细胞（Ｔ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ

Ｔｃｅｌｌ， ＴＣＲＴ）等。 而对于未经基因修饰的细胞疗法

诸如肿瘤浸润淋巴细胞、细胞因子诱导的杀伤细胞等

则不属于讨论的范畴
［３］
。

目前发展最为成熟、最迅速的基因修饰免疫细胞

治疗产品是针对淋巴瘤的表面蛋白 ＣＤ１９ 和 ＢＣＭＡ

的 ＣＡＲＴ细胞疗法，已有多款 ＣＡＲＴ 产品获得我国

药品监督管理局（ＮＭＰＡ）、美国药监局（ＵＳ ＦＤＡ）、或

欧盟药监审评机构（ＥＭＡ）等监管机构批准上市。 此

外，一款同种异体 Ｔ 淋巴细胞自杀基因免疫疗法的

产品是 Ｚａｌｍｏｘｉｓ （已退市），用于辅助治疗造血干

细胞移植后的移植物抗宿主病
［４，５］
。

１ ２　 基因修饰干细胞治疗产品

干细胞具有自我更新、多向分化潜能、良好的组

织相容性等特性，可作为基因修饰细胞治疗产品理想

的细胞载体，在再生医学领域和 ＣＧＴ 领域具有广阔

的应用前景。 人源干细胞及其衍生的干细胞治疗产

品同样需要经过经体外操作（包括提取、分离、纯化、

培养、扩增、基因编辑 ／基因修饰、诱导分化、冻存及复

苏、运输等过程）形成临床的治疗产品，对干细胞有

缺陷的基因进行编辑和修正后再回输（植入）至患者

体内，可用于遗传性疾病的干预和治疗
［６］
。 基因修

饰干细胞治疗产品对临床试验设计要求更高，但现阶

段的临床数据多源自单中心、小样本、对罕见疾病开

展的临床试验，数据局限性对该类治疗产品的开发以

及其相关的安全性、有效性评估带来诸多挑战。 开展

科学、充分的生物分析能够保障基因修饰干细胞治疗

产品在临床试验阶段顺利进行，生物分析是临床试验

不可或缺的组成部分
［７］
。 基因修饰干细胞治疗的适

应证主要集中在罕见病和神经退行性疾病，在欧美地

区获批上市的基因修饰干细胞治疗产品包括用于治疗

腺苷脱氨酶严重联合免疫缺陷症的 Ｓｔｒｉｍｖｅｌｉｓ、治疗

输血依赖性 β地中海贫血的 Ｚｙｎｔｅｇｌｏ 、治疗早期脑

型肾上腺脑白质营养不良的 Ｓｋｙｓｏｎａ 以及治疗早发

性异染性脑白质营养不良的 Ｌｉｂｍｅｌｄｙ等
［８］
。

２　 基因修饰细胞治疗产品的生物分析

在临床研究中，基因修饰细胞治疗产品进入人体

内后，由循环系统将细胞产品递送并分布到各个组织

部位，需要监测不同给药阶段细胞产品在循环系统中

的“药物”含量以及持续周期，若细胞产品发生广泛

的迁移和分布，还需对细胞治疗产品的生物分布、归

巢和追踪监测进行研究
［３，９］
。 经基因修饰的免疫细

胞和干细胞治疗产品在人体内均可能发生细胞表型

分化、细胞类型转换（尤其来源于多细胞亚群的产

品），可能发展出非预期的作用机制，进而影响其短

期药效和长期疗效。 基因修饰细胞治疗产品即使来

源于受试者本身，其外源表达产物蛋白和细胞产品本

身均可能引发免疫原性反应和免疫毒性，这将影响治

疗的有效性和安全性。 基因修饰细胞治疗产品既有

细胞治疗的特点，也有基因治疗的潜在风险，临床研

究的生物分析是细胞治疗产品研发的重要内容和环

节之一，需兼顾两方面的特点进行设计和开展
［１０］
。

对于基因修饰细胞治疗产品，重要的生物分析内

容包括药代（细胞）动力学分析、药效学分析、免疫原

性分析和生物标志物分析等
［１０］
。 其中，阐明药代（细

胞）动力学特征，有助于理解细胞治疗产品在进入人

体内后的动态变化规律以及伴随的生物学行为，为给

药剂量的选择提供支持。 评估产品是否达到预期的

治疗效果以及确认作用机制需要进行药效学研究，应

采用可靠的检测方法验证治疗产品的基本治疗机理，

·０７３·



２０２３， Ｖｏｌ． ４０， Ｎｏ． ５ 专家论坛

确定药效学标志物。 药效学研究的试验设计需要考

量基因修饰细胞治疗产品的预期作用机制、给药途径

和方式、疾病周期等因素，并结合药代（细胞）动力学

特征，以明确基因修饰的目的，产品功能、产品药效导

致的影响等
［３］
。 另一方面，免疫原性的生物分析是

评估安全性的重要内容，应根据免疫原性相关的技术

研究指导原则建立方法，准确监测并分析治疗后的一

系列免疫反应特征（包括固有免疫、体液免疫和细胞

免疫），确认不良免疫反应的临床检测指标，为制定

临床风险控制措施提供参考性依据
［１１，１２］

。 在临床前

以及临床研究中，开展充分的生物分析研究可以收集

用于评估的数据和信息，以确立所开发的基因修饰细

胞治疗产品具有合理的、可接受的获益风险比，为产

品的风险控制策略提供证据支持。

３　 药代（细胞）动力学分析

基因修饰细胞治疗产品是活的细胞药物，其药代

动力学研究也常被称为细胞动力学研究，其特征与小

分子药物或传统大分子生物药（例如重组蛋白、抗体

药）有着明显的区别。 临床药代（细胞）动力学分析

关注的核心内容是细胞产品进入人体内后“药物”数

量的动态变化、持续时间和周期（例如暴露量、达峰

浓度、达峰时间、半衰期等特征常数）；此外，也可以

进一步评估细胞活力 ／表型分化、预期存活期内的功

能（或替代性标志物）、体内生物分布、产物蛋白的分

泌或游离形式的含量等特征
［１２］
。 基因修饰细胞治疗

产品的药代（细胞）动力学研究应能够阐明细胞产品

在体内的生物学过程以及伴随的生物学行为，根据细

胞治疗产品类型和特点、研究目的及检测指标的临床

价值，建立合理的生物分析方法并对方法进行必要的

验证
［１２］
。 基因修饰免疫细胞治疗产品的药代（细胞）

动力学分析较为成熟，而大多数在欧盟 ＥＭＡ 获批上

市的基因修饰干细胞治疗产品则尚未描述其产品的

药代（细胞）动力学特征。 建议在早期的临床研究

时，尽可能开展对基因修饰细胞治疗产品的药代（细

胞）动力学研究，为新药上市申请提供完备的生物分

析证据支持。 用于这类产品药代（细胞）动力学研究

的方法主要有 ＰＣＲ分析法和流式细胞分析法。

３ １　 ＰＣＲ分析法

基因修饰细胞治疗产品由于经基因编辑技术将

外源基因导入治疗产品，其药代（细胞）动力学评估

常用 ＰＣＲ法进行外源基因的拷贝数评估，采用的技

术包括定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）和数字 ＰＣＲ。 在建立 ＰＣＲ

分析方法时，首先根据转导的外源基因序列设计高度

特异性的引物和探针（例如 ＣＡＲＴ细胞治疗产品，通

常设计的区域可位于特异性较高的 ｓｃＦｖ 域或者 ２ 段

基因交界处等位置，如图 １）、制备基因组 ＤＮＡ（ ｇＤ

ＮＡ） 标准品、 选择适宜的内参基因 （如 ＡＣＴＩＮ、

ＣＤＫＮ１Ａ），以及根据 ｑＰＣＲ的反应效率和 ｇＤＮＡ量进

行因子修正，最终在受试者血液样本中确定单位 ｇＤ

ＮＡ的 ＣＡＲ转基因拷贝数，用于监测体内转基因的拷

贝数
［１３］
。 为了评估 ｑＰＣＲ法在 ＣＡＲＴ细胞中的分析

灵敏度和重复性，可应用数字 ＰＣＲ 技术对 ＣＡＲ 基因

拷贝数进行绝对定量，并将结果作为 ｑＰＣＲ检测方法

的参考拷贝数。 由于数字 ＰＣＲ技术的检测灵敏度更

高，对超低丰度和浓度的待测分析物的检测更具优

势。 当治疗周期或长期随访过长（目标分析物的丰

度变得很低）时，可优先考虑基于数字 ＰＣＲ 的分析

方法
［１４］
。

图 １　 ｑＰＣＲ引物与探针的设计
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３ ２　 流式细胞分析法

对于细胞治疗产品，如果细胞产品表达特异性的

膜表面标志物（如 ＣＡＲＴ细胞的 ＣＡＲ蛋白），可以使

用流式细胞术的药代（细胞）动力学分析方法；如果

无法通过基因修饰的外源蛋白来区分细胞产品和内

源细胞，则建议评估目标细胞整体的细胞数量和动态

规律
［１５］
。

对于流式细胞术的方法开发和验证，首先需要考

虑的是构建阳性细胞标准品。 理想的阳性细胞标准

品是临床治疗时来源于受试者制备的基因修饰细胞

治疗产品本身（即预期用途样品），但实际情况下限

于药品材料的稀缺性大多难以实现。 因此需要采用

替代性的材料另外构建阳性细胞标准品，构建目标是

最大程度接近预期用途样品，材料可考虑稳定表达目

的基因的均质细胞系，以及将目的基因转导至正常供

体来源的目的细胞 （如 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞、

ＣＤ３４ ＋细胞等）。由这些材料构建的阳性标准品各具

优势和局限性，研究者可在不同开发阶段选择最适的

阳性细胞标准品
［１２，１６］

。

除了关键试剂的选择和制备，方法的选择也是在

方法开发阶段值得考虑的重点。 用流式细胞术来评

估药代（细胞）动力学特征，尽管在分析灵敏度上可

能稍逊色于 ＰＣＲ 分析法，但其表征了细胞水平的含

量，更加契合“细胞动力学”的生物学含义，也能同时

分析各细胞亚群的动态变化
［１２，１６］

。 另外，基于流式

细胞术的方法开发无需申办方提供 ＣＡＲ基因完整的

核苷酸序列信息，因此，在产品序列信息保密的情况

下，仅提供 ＣＡＲ阳性细胞标准品即可进行方法开发，

是支持临床生物分析开发流式细胞术检测方法的重

要因素之一。 尽管如此，基于流式细胞术的检测方法

对临床样本和专业操作要求较高，样本的稳定时间较

为有限，需要在样本采集后的短时间内完成检测，对

样本的采集、转运、分析都具有极大的挑战。

３ ３　 两种分析方法的结合

对于基因修饰细胞治疗产品的药代（细胞）动力

学研究，通常在临床开发的早期阶段建议采用多种检

测方式评估并监测细胞产品在体内的动态变化过程。

基因修饰细胞治疗产品可以同时采用上述两种检测

方法进行分析，这两种技术手段分别测定外源基因拷

贝数和目标表型阳性（如 ＣＡＲ蛋白、外源基因表达产

物）的细胞数量，能够更为全面的分析细胞产品在体

内的细胞增殖和存续情况
［１５］
。 在 ＦＤＡ 披露的 ６ 款

ＣＡＲＴ 细胞治疗上市产品的药品说明书中，其中 ３

款（即 Ｂｒｅｙａｎｚｉ 、 Ｋｙｍｒｉａｈ 、 Ａｂｅｃｍａ ）采用了

ＰＣＲ分析法进行相关研究和数据呈递，另外 ２ 款（即

Ｔｅｃａｒｔｕｓ和 Ｙｅｓｃａｒｔａ ）则是以流式细胞术研究了

药代（细胞）动力学，而 Ｃａｒｖｙｋｔｉ 的药代（细胞）动

力学分析则同时应用 ＰＣＲ和流式细胞术两种分析方

法。 在设计药代（细胞）动力学检测方法和相互验证

时，可以将 ＰＣＲ 分析法的检测结果理解为细胞产品

在机体内的“总数”，而流式细胞术分析法的检测结

果则更偏向于“有效数”，二者在动力学上可能存在

一定差异，但是也有一定的相关性
［１７］
。 现在的观点

是，早期临场研究可能同时采用两种分析方法，当相

关性已经建立，后期临床研究可以只用更便于操作的

ＰＣＲ方法来评估药代（细胞）动力学。

４　 药效学分析

药效学研究应采用可靠的检测方法来验证细胞

治疗产品的基本治疗机理，临床试验设计应考虑细胞

治疗产品的 ＭＯＡ、疾病周期以及给药方式等因素，结

合细胞治疗产品自身特性和细胞在机体的存活时间

来考虑。

４ １　 基因修饰免疫细胞治疗产品的药效学分析物

对于大多数基因修饰免疫细胞治疗产品，可以通

过基因表达产物的检测或功能分析来评估药效学活

性。 当基因修饰免疫细胞治疗产品具有单个或多个特

异性的识别靶点时，应分析其对每个靶点的作用活性。

如果产品具有分泌特定蛋白、多肽或其他活性成分、亦

或是敲除基因的，也需要进行针对性药效学分析，如检

测特定蛋白的活性、持续时间和变化情况等。 基因修

饰免疫细胞治疗产品可能在体内存活较长时间，并产

生长期疗效，确证性试验的临床考察点还应关注疗效

的持续时间
［１８］
。 由于临床试验的持续时间和受试者

数量受限，以及基因修饰免疫细胞治疗产品尚缺乏大

规模临床应用经验，上市后通过收集真实世界数据，有

助于进一步考察产品的长期疗效。 美国 ＦＤＡ 发布的

ＣＡＲＴ细胞产品开发指导原则建议：药效学评估指标

包括效应细胞因子的变化水平、免疫分型和肿瘤细胞

杀伤等指标
［１９］
。 药效学方案的设计要能反映标志物

的效应特点和预期反应持续时间，且探索性的相关分

析涉及 ＣＡＲＴ细胞产品的效应与药代（细胞）动力学

特征间的关系，并结合 ＣＡＲＴ细胞暴露量与药物效应

进行分析（如图 ２）
［２０］
。 在完整的 ＣＡＲＴ 细胞临床治

疗期间，可考察的药效学标志物包括：（１）稳态免疫细

胞因子和促炎细胞因子（包括 ＩＬ１５、ＣＲＰ、ＧＭＣＳＦ

等）；（２）炎症相关细胞因子 ／标志物（包括 ＩＬ６、ＩＦＮγ、

ＩＬ１０ 等）；（３） 趋化因子（包括 ＩＰ１０、 ＩＬ８、ＭＩＰ１α

等）；（４）免疫效应因子（包括 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ等）
［２０］
。
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图 ２　 基因修饰免疫细胞治疗产品的药效学标志物动态变化

４ ２　 基因修饰干细胞治疗产品的药效学分析物

基因修饰干细胞治疗产品具有自我复制和多

向分化潜能，其在体内的存续和疗效持续周期相较

于基因修饰免疫细胞治疗产品更长。 接受基因修

饰干细胞治疗产品的受试者可能终身伴随该类细

胞产品，如果干细胞产品因非预期的分布、存续和

过度增殖，将可能导致基因表达产物的毒性蓄积，

影响产品疗效和安全性。 应根据外源基因的表达

情况和功能活性设计药效学生物分析策略，可考虑

检测的药效学指标包括：（１）基因表达产物的暴露

量和生物分布；（２）基因表达产物的功能活性 ／酶活

性水平；（３）细胞表面标志物的分型和特定细胞群

体的比例等
［２１］
。 鉴于基因修饰干细胞治疗产品种

类繁多、治疗原理和机制各异，具体选择哪类药效

学指标应当结合产品本身特点以及主要研究者的

决策来决定，以便更好地表征药效关系，提供关键

的药效学临床数据并充分地解释预期或非预期的

临床试验结果。

５　 免疫原性分析

对于基因修饰细胞治疗产品，诱导机体产生免疫

反应的主要因素包括：（１）转基因的外源产物蛋白

（例如 ＣＡＲ基因表达的蛋白、缺陷修正的转基因表达

蛋白等）；（２）载体上病毒基因表达的蛋白；（３）同种

异体细胞（通用型 ＣＡＲＴ 细胞、通用型干细胞）上的

抗原蛋白。 免疫反应主要包括固有免疫反应、适应性

体液免疫和细胞免疫反应。

体液免疫反应由 Ｂ 淋巴细胞驱动产生针对外源

蛋白或同种异体细胞的抗体，即抗药抗体（Ａｎｔｉｄｒｕｇ

ａｎｔｉｂｏｄｙ， ＡＤＡ） 和中和抗体（Ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ，

ＮＡｂ）
［２２］
。 基因修饰细胞治疗产品的外源蛋白是基

因工程化的非天然产物、或经基因修正的同源蛋白，

例如：ＣＡＲ 结构中的 ｓｃＦｖ 和胞内胞外蛋白拼接结构

是诱导机体产生体液免疫反应的主要因素，部分

ＣＡＲＴ细胞产品的 ｓｃＦｖ 甚至是鼠源序列，其免疫原

性风险可能更高；而基因修正的同源蛋白与受试者自

身表达蛋白存在部分氨基酸位点差异，导致同源蛋白

的表位存在差异。 这些由体液免疫反应产生的 ＡＤＡ

可能减弱或阻碍细胞产品的生物学功能，进而降低细

胞产品的有效性，甚至引发非预期的不良反应、增加

治疗安全性风险
［２２，２３］

，因此需要检测和评估。

细胞免疫主要表现为细胞毒性 Ｔ 细胞的活化以

及随后的细胞毒性反应。 在接受 ＣＡＲＴ 细胞治疗

时，ＣＡＲＴ细胞自身可能诱发细胞免疫应答而产生

针对 ＣＡＲＴ细胞的细胞毒性攻击。 ＣＡＲＴ细胞能够

通过 ＭＨＣ Ｉ型分子递呈外源重组的 ＣＡＲ 结构，并被

细胞毒性 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞识别，活化的 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞

针对 ＣＡＲＴ 细胞进行靶向攻击并裂解，导致 ＣＡＲＴ

细胞数量减少，进而导致疗效下降
［２３］
。

５ １　 体液免疫分析方法

配体结合测定法（Ｌｉｇａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｓｓａｙ， ＬＢＡ）和

基于细胞活性分析的检测方法（ＣｅｌｌＢａｓｅｄ Ａｓｓａｙ，

ＣＢＡ）常用于 ＣＡＲＴ细胞的体液免疫原性测定
［１１，２４］

。

若 ＣＡＲＴ产品是自体产品，传统的 ＬＢＡ（如 ＥＬＩＳＡ）

可用于评估 ＣＡＲ 胞外结构域的 ＡＤＡ，但是，重组表

达的游离 ＣＡＲ 蛋白是无法完全表征 ＣＡＲＴ 细胞在

生理状态下的胞外结构，该方法可能导致 ＡＤＡ 检出

率降低。 但其优势在于方法学开发和验证过程相对

简单，整体开发时间往往较短，更适合早期的探索性

临床研究。

流式细胞术是 ＡＤＡ 检测的可选方案，不仅可以

评估 ＡＤＡ的水平、也可以用于评估预存抗体的存在，

而且对于同种异体（通用型）ＣＡＲＴ 细胞产品，流式
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细胞术也能够评估因同种异体发生的体液免疫反

应
［２５］
。 流式细胞术方法开发的难点在于：（１）预期用

途的阳性细胞标准品数量非常有限，很难建立受试者

特异性的检测方法，因此基于稳转细胞系（ＣＨＯ、Ｊｕｒ

ｋａｔ等）或转导 ＣＡＲＴ的健康供体 Ｔ细胞通常作为阳

性细胞标准品使用（与药代（细胞）动力学基于流式

细胞术的标准品建立相似）；（２）ＡＤＡ 阳性对照抗体

的制备开发与优化验证也是挑战之一，需要制备并应

用人源的 ＡＤＡ阳性对照抗体，以避免 ＡＤＡ样本与阳

性对照抗体的物种差异；（３）ＣＡＲＴ 预存抗体是确定

Ｃｕｔ ｐｏｉｎｔ时的干扰因素，应谨慎处理，以避免检测临

床样本时发生假阴性误判
［２４，２５］

。

５ ２　 细胞免疫分析方法

在临床试验阶段，监测细胞免疫反应是安全性评

估的另一项重要生物分析。 细胞免疫原性也可以通

过多种检测方法进行评估和监测，最常用、最成熟的

方法之一是 ＥＬＩＳｐｏｔ（Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ ＩｍｍｕｎｏＳｐｏｔ Ａｓ

ｓａｙ）。 采用此方法时，完整的 ＣＡＲＴ 氨基酸序列用

于构建重叠短肽的肽库，这些多肽将被添加至受试者

外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中，如果受试者的 ＰＢ

ＭＣｓ样品存在能够识别某个多肽段并产生反应性的

Ｔ细胞，Ｔ 细胞将分泌一系列的炎症细胞因子，如

ＩＦＮγ，会在 ＥＬＩＳｐｏｔ 上读出一个单细胞阳性斑点。

此外，流式细胞术也能够用于检测细胞免疫原性，使

用 ＣＡＲＴ衍生的系列多肽刺激 ＰＢＭＣｓ，通过胞内炎

症细胞因子染色技术评估细胞毒性 Ｔ 细胞的

活化
［２５］
。

尽管 ＣＡＲＴ细胞疗法已在临床研究中经过广泛

的验证，但并不完全了解免疫原性对基因修饰免疫细

胞治疗产品所带来的潜在影响；另一方面，对于基因

修饰干细胞治疗产品，在免疫原性分析方面仍存在更

多值得探索和研究的方面，应在临床研究阶段积极开

展针对基因修饰干细胞治疗产品的免疫原性分析。

６　 生物标志物分析

基因修饰细胞治疗产品的生物标志物主要包括

诊断性、预测性、预后性、监测性、安全性等生物标志

物。 早期探索性临床试验可以通过二代测序（Ｎｅｘｔ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ）的方法评估受试者基线

组织的基因表达与突变特征、利用生化分析仪检测基

线的血清生物标志物、或者设计检测靶点表达情况以

表征诊断性生物标志物
［２６］
。 生物标志物的界限与分

类十分广泛，可依据基因修饰细胞治疗产品的特性和

生物分析经验探索性地设计研究内容。 例如，通过多

色流式细胞术检测血液样品中免疫细胞 ／干细胞分化

亚群的特征，利用免疫组化或者多重免疫荧光的方法

来评估目标生物标志物在组织中的表达和分布情况，

对于基因修饰免疫细胞治疗产品可以考虑免疫检查

点（如 ＰＤＬ１，ＬＡＧ３，ＴＩＭ３ 等）和肿瘤 ／免疫微环境

的评估
［２６］
。

６ １　 细胞因子的评估

基因修饰免疫细胞治疗主要的不良反应涉及细

胞因子释放综合征（Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＣＲＳ）

和神经毒性综合征（ Ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｃｅｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＩＣＡＮＳ），受试者体内的细胞

因子水平可能由于治疗骤然升高，而严重的神经毒性

可能导致受试者认知障碍。 对受试者的基线和预定

时间节点的细胞因子水平进行监测可以实时掌握细

胞因子释放的动态变化情况。 这需要定制化设计生

物分析方法并检测多种细胞因子，包括炎症相关因

子、生长因子等，以便更好地阐明细胞产品的作用机

制和药效关系
［２７］
。

６ ２　 细胞因子的分析方法

在制定所需检测的细胞因子组合时，可参考同

类上市或临床阶段竞品的设计方案、已披露的临床

试验结果，结合自身产品的特性和相关临床试验需

要考察的目的和意义，合理地制定生物标志物分析

对象。 但是细胞因子的检测是高度可变的，随着临

床试验Ⅰ ／Ⅱ ／Ⅲ期的推进以及各生物分析数据的

积累，需要灵活地、准确地判断和优化生物标志物

检测方案，早期临床试验的生物标志物检测结果可

能直接作为后续研究方向的重要依据。 方法学上

有单因子分析和多因子分析，开展多因子同步分析

（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ）的难点在于各类细胞因子的

动态范围差异较大，生物分析方法要具备足够的分

析灵敏度以及足够宽的检测动态范围，才能保证在

检测和分析时能够涵盖所有的目标分析物。 常用

的单因子生物分析平台有 ＥＬＩＳＡ 和 ＭＳＤ，多因子分

析平台有 ＭＳＤ、Ｌｕｍｉｎｅｘ、Ｓｉｍｏａ，在检测细胞因子上

有各自的优缺点，应谨慎选择
［２８］
。

７　 结语

基因修饰细胞治疗产品的生物分析策略概括，见

表 ２。 本文对基因修饰细胞治疗产品的临床生物分

析方法进行了讨论，结合国际和国内相关法规和指导

原则，为该类治疗产品的生物分析策略与方法学提供

指导和应用。 相关法规和要求的推行需要监管机构

和制药企业的共同努力，通过成立专家团队，以更加

规范地方式开展基因修饰细胞治疗产品的生物分析

工作。
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表 ２　 基因修饰细胞治疗产品的生物分析

研究内容　 　 　 分析物　 　 　 　 检测手段

药代（细胞）动力学 目的基因拷贝数 ＰＣＲ

表达产物蛋白的细胞数 流式细胞术

药效学 产物蛋白水平 ＬＢＡ、ＣＢＡ

产物蛋白的酶活性 酶活测定

细胞因子水平 单 ／多因子检测平台（ＥＬＩＳＡ，ＭＳＤ等）

细胞分型和比例 流式细胞术

免疫原性 ＡＤＡ、ＮＡｂ ＬＢＡ、ＣＢＡ

细胞免疫反应 ＥＬＩＳｐｏｔ、流式细胞术

生物标志物 ＣＲＳ和 ／或 ＩＣＡＮＳ相关的细胞因子 单 ／多因子检测平台（ＥＬＩＳＡ，ＭＳＤ等）

基因突变 ＮＧＳ、ＰＣＲ

组织标志物表达 ＩＨＣ、ＩＦ

相关细胞的分型和比例 流式细胞术

ＭＲＤ 流式细胞术、数字 ＰＣＲ

　 注：ＡＤＡ， Ａｎｔｉｄｒｕｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ， 抗药抗体；ＣＢＡ， Ｃｅｌｌｂａｓｅｄ Ａｓｓａｙ， 基于细胞的检测方法；ＣＲＳ， Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， 细胞因子释放综合征；

ＥＬＩＳＡ， Ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，酶联免疫吸附测定；ＩＣＡＮＳ， Ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｃｅｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，神经毒性综合征；ＩＦ，

Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，免疫荧光；ＩＨＣ， Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，免疫组织化学；ＬＢＡ， Ｌｉｇａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｓｓａｙ，配体结合测定法；ＭＲＤ， Ｍｉｎｉｍａｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｄｉｓ

ｅａｓｅ，微小残留病灶；ＭＳＤ， Ｍｅｓｏ ｓｃａｌｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，一种超敏多因子电化学发光仪；ＮＡｂ， Ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ，中和抗体；ＮＧＳ， Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，二代测序；ＰＣＲ， Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， 聚合酶链式反应
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·警戒与通报·

英国提示妊娠 ２０ 周后长期使用非甾体抗炎药的潜在风险

英国药品和健康产品管理局（ＭＨＲＡ）提示医务人员，布洛芬、萘普生和双氯芬酸等非甾体抗炎药（ＮＳＡＩＤｓ）的全身给药（口

服和注射）禁用于妊娠晚期（妊娠 ２８ 周后）。 对 ２０２２ 年一项研究数据的回顾分析表明，从怀孕 ２０ 周起长期使用非甾体抗炎药可

能会增加羊水过少和胎儿肾功能障碍的风险。 在此早期阶段也发现了一些动脉导管收缩的病例。 经患者和医务人员相互沟通

后，认为有必要在妊娠 ２０ 周后使用全身用 ＮＳＡＩＤｓ，则应处方最短的用药时间以及最低剂量，如果使用时间超过数天，则应考虑

额外的新生儿监测。 此外，建议在妊娠最后 ３ 个月停止使用任何 ＮＳＡＩＤｓ。

ＮＳＡＩＤｓ可阻断前列腺素的合成和释放，以缓解疼痛和炎症。 ＮＳＡＩＤｓ 包括布洛芬、萘普生和双氯芬酸。 此次建议适用于

ＮＳＡＩＤｓ口服制剂和 ＮＳＡＩＤｓ注射制剂（处方药）。

近期的一项欧洲审查考虑了有关 ＮＳＡＩＤｓ在妊娠期风险的进一步证据，该证据来源于自 ２００８—２０１７ 年的一项观察性队列研

究。 该研究报告称，羊水过少可能是由胎儿肾功能障碍引起的，与妊娠第 ２０ 周开始使用 ＮＳＡＩＤｓ有关。 在妊娠中期和 ／或晚期暴

露于 ＮＳＡＩＤｓ的 １０９２ 例妊娠患者中，观察到有 ４１ 例（３ ８％ ）羊水过少报告。 相比之下，在妊娠早期接触 ＮＳＡＩＤｓ的 １１５４ 例妊娠

患者中，有 ２９ 例（２ ５％ ）羊水过少报告。 在同一项研究中，在妊娠中期或晚期暴露于 ＮＳＡＩＤｓ的妊娠患者中，观察到少量动脉导

管过早闭合的报告；在妊娠早期暴露于 ＮＳＡＩＤｓ的妊娠患者中，没有发现上述报告。 这项研究还观察了妊娠期暴露于安乃近的影

响，安乃近是英国没有上市的另一种止痛药物。

该项审查建议，如果在妊娠 ２０ 周后使用 ＮＳＡＩＤｓ超过数天，则应在产品说明书中增加额外的警告，强调羊水过少和动脉导管

收缩的风险。 羊水过少和动脉导管收缩可能导致很严重的潜在风险，可能使胎儿发育受限和心脏功能障碍。

ＭＨＲＡ人用药品委员会（Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｈｕｍａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ， ＣＨＭ）下的儿科用药和妇女健康药品专家咨询小组以及 ＣＨＭ 考

虑了这项研究的结果，并同意欧洲审查的建议。 ＣＨＭ认为，长期暴露于 ＮＳＡＩＤｓ导致的动脉导管收缩的风险是严重风险，这支持

了在产品说明书中增加警告，尽管 ＣＨＭ指出，在妊娠中晚期，短期（少于几天）暴露于 ＮＳＡＩＤｓ 会带来风险的证据有限。 如果医

生认为 ＮＳＡＩＤｓ治疗是必要的，那么应从第 ２０ 周开始对羊水过少和动脉导管收缩进行产前监测。

该项审查没有评估 ＮＳＡＩＤｓ局部用药（含 ＮＳＡＩＤｓ的凝胶和乳膏）。 建议医务人员应遵循产品说明书中与妊娠相关的的禁忌

和警告；建议在妊娠期间使用含 ＮＳＡＩＤｓ 的凝胶或乳膏的患者应仔细阅读患者说明书以获得建议。 此外，最新的审查没有将

ＣＯＸ２ 抑制剂止痛药（昔布类药物）纳入评估。 然而，需要注意的是，所有昔布类药物在妊娠晚期都是禁用的，部分昔布类药物

在整个妊娠期都是禁用的。 与其他 ＮＳＡＩＤｓ类似，昔布类药物抑制前列腺素合成，并与羊水过少、宫缩乏力和动脉导管过早闭合

风险有关。 医务人员应遵循 ＣＯＸ２ 抑制剂类药物的产品说明书中与妊娠相关的禁忌和警告。

对 ２０２２ 年一项研究数据的审查也表明，从妊娠 ２０ 周起长期使用 ＮＳＡＩＤｓ可能会增加羊水过少和胎儿肾功能障碍的风险，在

此早期阶段，也发现了一些动脉导管收缩的病例。 ＮＳＡＩＤｓ 在妊娠晚期禁用，这意味着从妊娠第 ２８ 周开始就不应使用 ＮＳＡＩＤｓ。

这是因为使用 ＮＳＡＩＤｓ可导致胎儿的动脉导管收缩和肾功能障碍的风险增加，在妊娠晚期上述风险更大。 ＮＳＡＩＤｓ还可能因其抗

血小板聚集作用而延长产妇出血时间，并可能抑制分娩期间子宫收缩，导致分娩延迟或分娩时间延长。

ＮＳＡＩＤｓ的产品说明书已修订，增加了包括妊娠中期羊水过少和动脉导管过早闭合的风险。 目前，说明书建议从妊娠 ２０ 周

起应避免使用 ＮＳＡＩＤｓ，除非医生认为有必要。 提醒医务人员，在妊娠最后 ３ 个月（２８ 周后），由于动脉导管过早闭合和胎儿肾功

能障碍的风险，以及可能导致分娩期间产妇出血时间延长和子宫收缩受到抑制，因此禁止使用全身用 ＮＳＡＩＤｓ（口服和注射）。

（来源：英国药品和健康产品管理局 ＭＨＲＡ网站）
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