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［摘要］ 　 细胞治疗作为新兴的治疗手段，在多种疾病尤其是难治性疾病中展现出巨大潜力。 细胞治疗药物包括干细胞、免疫细

胞以及其他终末分化细胞等，经体外操作或基因改造后，回输体内实现治疗效果。 鉴于其独特的生物学特性，细胞治疗药物的药

代动力学（Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ， ＰＫ）研究面临诸多挑战。 本文系统综述了细胞治疗药物的 ＰＫ特征，深入剖析现有法规框架与已上

市药物的非临床 ＰＫ试验设计及适用的生物分析方法，以期为细胞治疗药物的研发与评价流程提参考，促进该领域的发展与

应用。
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　 　 近年来，随着干细胞治疗、免疫细胞治疗和基因

编辑等基础理论、技术手段和临床医疗探索研究的不

断发展，细胞治疗产品为一些严重及难治性疾病提供

了新的治疗思路与方法。 全球范围内，已有多种细胞

治疗产品获批上市，其类型包括间充质干细胞

（ＭＳＣ）、造血干细胞（ＨＳＣ）、嵌合抗原受体 Ｔ 细胞

（ＣＡＲＴ）、树突细胞（ＤＣ）等，覆盖急性心肌梗死、肌

萎缩侧索硬化、急性移植物抗宿主病、退行性骨关节

炎、克罗恩病、腺苷脱氨酶缺乏症，地中海贫血以及肿

瘤等多种疾病治疗领域。

细胞产品的非临床药代动力学（Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ

ｉｃｓ， ＰＫ）研究是评估药物安全性和有效性的重要环

节，对于指导临床研究和药物开发具有重要意义。 细

胞治疗产品的 ＰＫ特征与传统药物不同，具有独特的

细胞动力学特性，细胞本身具备体内存续、增殖和 ／或

分化、细胞间相互作用等能力，在体内表现出多项细胞

动力学参数，包括分布、扩张、收缩和持续期。 本文将

围绕不同类型细胞治疗药物的 ＰＫ 特征进行分析，结
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合当前法规、指导原则及相关文献，对细胞治疗类药物

的非临床 ＰＫ研究提出设计思路和生物分析策略。

１　 细胞治疗药物的药代特征

１ １　 细胞治疗产品

细胞治疗产品根据细胞来源和分化潜能分为

干细胞、体细胞，体外操作方法包括常规培养、定向

诱导分化、基因编辑、遗传修饰等。 干细胞治疗包

括胚胎干细胞、间充质干细胞以及诱导多潜能干细

胞等
［１］
。 最常见的体细胞治疗是肿瘤免疫细胞治

疗，主要包括诱导杀伤细胞和过继性细胞治疗。 其

中过继性细胞治疗包括细胞因子诱导的自然杀伤

细胞（ＣＩＫ）、肿瘤浸润淋巴细胞（ＴＩＬ）、嵌合抗原受

体 Ｔ细胞（ ＣＡＲＴ） 以及 Ｔ 细胞受体嵌合 Ｔ 细胞

（ＴＣＲＴ）等［２］
。

截至 ２０２４ 年，已有多款细胞治疗产品获批上市

（表 １）。 获批上市的干细胞治疗产品多为间充质干

细胞，作用机制主要分为两大类，组织修复和免疫调

节。 另有 ３ 款自体造血干细胞的基因疗法获批，将功

能性的基因转入造血干细胞后回输患者体内，用以治

疗遗传性疾病。 免疫细胞目前只有 Ｔ 细胞和 ＤＣ 细

胞批准上市，绝大多数 Ｔ 细胞产品为治疗血液系统

恶性肿瘤的 ＣＡＲＴ产品。

表 １　 已获批的细胞治疗产品

　 细胞类型 　 　 　 产品名称 　 　 　 细胞来源 ／靶点 　 　 　 　 适应证 获批时间（国家）

间充质干细胞 Ｑｕｅｅｎｃｅｌｌ 自体脂肪 皮下组织缺损 ２０１０ 年（韩国）

Ｃｅｌｌｇｒａｍ 自体骨髓 急性心肌梗死 ２０１１ 年（韩国）

Ｃａｒｔｉｓｔｅｍ 异体脐血 退行性骨关节炎 ２０１２ 年（韩国）

Ｃｕｐｉｓｔｅｍ 自体脂肪 克罗恩病 ２０１２ 年（韩国）

Ｐｒｏｃｃｈｙｍａｌ 异体骨髓 急性 ＧｖＨＤ ２０１２ 年（加拿大）

Ｔｅｍｃｅｌｌ 异体骨髓 急性 ＧｖＨＤ ２０１５ 年（日本）

ＮｅｕｒｏＮａｔａＲ 自体骨髓 肌萎缩侧索硬化 ２０１４ 年（韩国）

Ｓｔｅｍｐｅｕｃｅｌ 异体骨髓 严重肢体缺血 ２０１７ 年（印度）

Ｓｔｅｍｉｒａｃ 自体骨髓 脊髓损伤 ２０１８ 年（日本）

Ａｌｏｆｉｓｅｌ 异体脂肪 克罗恩病 ２０１８ 年（欧盟）

２０２１ 年（日本）

造血干细胞 Ｓｔｒｉｍｖｅｌｉｓ 腺苷脱氨酶 腺苷脱氨酶缺乏症 ２０１６ 年（欧盟）

Ｚｙｎｔｅｇｌｏ β珠蛋白基因 输血依赖性地中海贫血 ２０１９ 年（欧盟）

２０２２ 年（美国）

Ｓｋｙｓｏｎａ ＡＢＣＤ１ 基因 肾上腺脑白质营养不良 ２０２１ 年（欧盟）

２０２２ 年（美国）

Ｔ细胞 Ｙｅｓｃａｒｔａ （ＣＡＲＴ） ＣＤ１９ 急性淋巴细胞白血病弥漫性大 Ｂ淋巴瘤 ２０１７ 年（美国）

Ｔｅｓｃａｒｔｓ （ＣＡＲＴ） ＣＤ１９ 肥大细胞白血病 ２０２０ 年（美国）

Ｋｙｍｒｉａｈ （ＣＡＲＴ） ＣＤ１９ 非霍奇金淋巴瘤 ２０１７ 年（美国）

Ｂｒｅｙａｎｚ （ＣＡＲＴ） ＣＤ１９ 弥漫性大 Ｂ淋巴瘤 ２０２１ 年（美国）

Ａｂｅｃｍａ （ＣＡＲＴ） ＢＣＭＡ 多发性骨髓瘤 ２０２１ 年（美国）

奕凯达（ＣＡＲＴ） ＣＤ１９ 大 Ｂ细胞淋巴瘤 ２０２１ 年（中国）

贝诺达（ＣＡＲＴ） ＣＤ１９ 大 Ｂ细胞淋巴瘤 ２０２１ 年（中国）

西达基奥仑赛（ＣＡＲＴ） ＢＣＭＡ 多发性骨髓瘤 ２０２２ 年（美国）

ＩｍｍｕｎｃｅｌｌＬＣ （ＣＩＫ） 肿瘤相关抗原 肝细胞癌 ２００７ 年（韩国）

Ｅｂｖａｌｌｏ （同种异体 Ｔ细胞） ＥＢＶ ＥＢＶ相关移植后淋巴增生性疾病 ２０２２ 年（欧盟）

Ｋｉｍｍｔｒａｋ（ＴＣＲＴ） ｇｐ１００ ＋ ＣＤ３ 葡萄膜黑色素瘤 ２０２２ 年（美国）

ＤＣ细胞 ＣｒｅａＶａｘＲＣＣ 肿瘤相关抗原 转移性肾细胞癌 ２００７ 年（韩国）

Ｐｒｏｖｅｎｇｅ 前列腺特异性癌相关抗原 前列腺癌 ２０１０ 年（美国）

ＡＰＣｅｄｅｎ 肿瘤相关抗原 前列腺癌、卵巢癌等 ２０１７ 年（印度）

１ ２　 细胞产品的 ＰＫ特征

不同细胞治疗药物的生物学特性、给药方式、在

体内的相互作用等因素存在显著差异，加之一系列体

外操作（如分离纯化、体外刺激、基因编辑或基因修

饰、诱导分化等），不同细胞治疗药物的药代动力学

特征呈现出多样性。 本文仅以间充质干细胞和 ＣＡＲ
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Ｔ细胞系统给药为例，简单阐述不同细胞治疗产品的

ＰＫ特征。

间充质干细胞（Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ， ＭＳＣ）

静脉注射给药后，数分钟内即在血液中迅速清除，由

于其细胞直径远大于肺微毛细血管的宽度，大部分细

胞滞留于肺部
［３］
，随后在数小时至数天内重新分布

在肝脏、脾脏和其他组织中，并逐渐从肺中清除，给药

后 １ 周内 ＭＳＣ 存留不足 １％ ［４，５］
。 除被动分布外，

ＭＳＣ还存在主动定向迁移的特征“归巢”，即在特定

组织中血管系统里被捕获，随后跨越血管内皮细胞迁

移至特定炎症组织的过程
［６］
。 许多研究者认为，ＭＳＣ

的归巢对于其治疗起到关键作用，当机体缺血、缺氧

或损伤时，ＭＳＣ 具有向损伤部位优势分布的特征。

然而研究表明 ＭＳＣ 归巢的损伤部位的数量有限，且

持续时间不长。 通过冠脉注射，骨髓来源的 ＭＳＣ 在

注射 ７５ ｍｉｎ后只有不到 ２ ６％留在梗阻区域［７］
。 在

肿瘤动物模型中，向肿瘤部位发生归巢的 ＭＳＣ 不足

注射剂量的 ０ ０１％ ［８］
。

嵌合抗原受体 Ｔ 细胞（Ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

Ｔ ｃｅｌｌｓ， ＣＡＲＴ）在体内的良好增殖是其发挥治疗作

用的物质基础，通常在输入后几天内出现快速地增

殖，以 ＣＤ８ ＋
细胞为主

［９］
，可见在各组织脏器中广泛

分布。 随后经历快速的指数增长期，与靶抗原结合杀

伤靶细胞，刺激 ＣＡＲＴ 细胞的增殖，在 １ ～ ２ 周达到

最大扩增时间（Ｔｍａｘ），此时可检测到 ＣＡＲＴ 细胞的

达峰浓度（Ｃｍａｘ），其增殖幅度与疗效及细胞因子风暴

等毒性反应有关。 随后 ＣＡＲＴ细胞数量呈双指数下

降，初始收缩以较快的速率发生，与活化的 ＣＡＲＴ 细

胞的程序性死亡及增殖降低相对应。 随着时间的推

移，下降的第二阶段逐渐发生，免疫记忆表型的 ＣＡＲ

Ｔ细胞的持续存在［１０１２］
。

综合比较 ＭＳＣ 和 ＣＡＲＴ 的不同药代特征，可以

发现由于不同类型细胞治疗产品作用机制的差异，其

在动物模型体内的预期生物分布及清除过程展现出

显著差异。 因此在进行非临床 ＰＫ 研究设计时，需根

据产品自身的作用机制（Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ａｃｔｉｏｎ， ＭｏＡ）

选择合适的研究时长，进行动态观察。 此外，细胞治

疗药物的 ＰＫ特征还受到细胞的来源、制备过程以及

患者的免疫状态等多种因素的影响。 这些因素均需

在非临床 ＰＫ研究设计中加以考虑，根据细胞产品自

身特点设计科学合理的 ＰＫ 研究，以期更好地阐明细

胞的体内过程以及伴随的生物学行为。

２　 非临床 ＰＫ研究设计

评估细胞命运能够有力地支持动物种属、给药剂

量和途径选择的合理性，以及研究持续时间的恰当

性，并证明收集安全性数据所涉及器官的必要性
［１３］
。

全球各地的监管机构均已出台相应的指导原则，以规

范并指导此类研究。

我国监管机构要求采用相关动物模型开展药代

动力学试验以阐明基因修饰细胞在体内的命运和行

为，包括生物分布、迁移、归巢、定植、增殖、分化和存

续性。 对于基因修饰的细胞产品，还要求阐明转基因

产物在局部和 ／或全身的暴露特征［１４１６］
。 此外，ＦＤＡ

还要求对特异性靶组织和非靶组织中的分布进行研

究，ＥＭＡ 对于预期功能是基于细胞分泌生物活性物

质的细胞产品，还要求评价分泌能力和持续时间
［１７］
。

非临床药代研究应根据治疗产品类型和特点，选

择合适的动物模型，根据研究目的及检测指标的临床

价值，建立合适的生物分析方法并进行必要的验证。

２ １　 种属选择

非临床 ＰＫ研究评价应尽可能选择相关动物种

属 ／模型进行试验，所选动物对细胞治疗产品的生物

反应与预期人体反应接近或相似。 生理学和解剖学

与人类具有可比性，给药系统 ／流程可行。 对于人源

细胞产品及其携带的转基因产物应具有一定的免疫

耐受性，转运的细胞或表达产物可以达到靶点发挥相

似的药理学作用。 不同动物种属 ／模型的选择对细胞

产品的 ＰＫ特征有显著影响。

选择与受试药物临床相同药理学作用的动物种

属作为 ＰＫ 研究的对象尤为重要。 间充质干细胞受

损伤部位炎症因子招募，聚集损伤部位发挥药效。 有

研究表明，ＭＳＣ在损伤大鼠体内可以存续 １４ ｄ，而在

正常大鼠体内 ７ ｄ已基本消除［１８］
。 ＣＡＲＴ 细胞表面

ＣＡＲ与肿瘤靶点结合，激活 Ｔ 细胞增殖，发挥肿瘤杀

伤作用。 在免疫缺陷小鼠中，ＣＡＲＴ 细胞输注后随

时间延长逐渐消除，细胞存续时间仅 ７ ｄ。 而以上述

剂量的 １ ／ １００ 注射给予荷瘤免疫缺陷小鼠（含 ＣＡＲ

结合靶点）后，药后 ３ ｄ可见细胞的增殖达峰，药后 １

个月可持续观察到细胞存续，４２ ｄ 后可见由于 ＧｖＨＤ

引发的细胞二次达峰。 ＫＹＭＲＩＡＨ 审评报告显示，使

用免疫系统人源化的荷瘤小鼠，ＣＡＲＴ 细胞组织中

的存续时间可维持 ２０３ ｄ［１９］。

动物对于人源细胞产品以及转基因产物的免疫

反应也是细胞治疗产品种属选择所需要重点考虑的

问题。 尽管 ＭＳＣ 几乎不表达 ＭＨＣＩ，或仅表达可以

忽略的 ＭＨＣＩＩ 类分子，被认为免疫原性较低，但也

有研究表明 ＭＳＣ在免疫缺陷动物中的存续时间明显

长于免疫正常小鼠
［２０］
。 并且人源间充质干细胞在食
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蟹猴外周血中存续时间仅为 ４ ｈ，而猴源间充质干细

胞在食蟹猴外周血中的存续时间可持续 ２４ ｈ 以上。

上述结果均表明 ＭＳＣ在动物体内免疫原性导致的细

胞快速清除仍不可忽视。 由于尚欠缺对不同种属干

细胞相似性的研究，动物源替代产品的非临床数据需

谨慎分析，仍建议使用免疫缺陷动物或免疫系统人源

化动物进行非临床 ＰＫ研究。 虽然可使用清髓、给予

免疫抑制剂等方式抑制动物的免疫反应，但需同时考

虑额外操作及给药对细胞产品 ＰＫ 特征产生的影响。

此外，对于 Ｔｉｌ细胞，ＤＣ细胞，ＣＡＲＮＫ细胞等需要依

赖个体自身免疫系统才能发挥药理学作用的细胞产

品，则需要使用免疫系统健全，且存在肿瘤靶点的动

物模型进行 ＰＫ研究。

２ ２　 受试物

细胞治疗药物在非临床研究阶段，要求使用可充

分模拟临床拟用样品的受试物进行评估。 当无法采

用临床拟用产品进行动物实验时，可以采用动物源替

代产品。 替代产品应与临床拟用产品采用相同的生

产工艺，关键质量参数也需要进行对比。 使用替代产

品进行研究时，需明确替代产品与临床拟用产品的相

似性。 受试物本身的细胞形态，代次，活率，细胞密

度，辅料成分，产品包材，以及运输条件和温度等，都

会对 ＰＫ研究结果产生影响，均需关注。 研究表明，

ＭＳＣ平均传代 ９ 次后，普遍会丢失性状，形态改变

后，其分化能力也会显著下降
［２１］
。

细胞治疗产品中最常见剂型为冻存细胞，使用冻

存细胞制剂进行试验时，除受试物的选择与细胞状态

外，临床前 ＰＫ研究还涉及对细胞进行复苏，计数、测

活以及浓度调整等一系列关键步骤。 每一步操作均

对细胞的活力及存活率有显著影响。 例如细胞复苏

时，应重点关注复苏温度及离心力，快速升温会导致

细胞内形成冰晶，损伤细胞结构。 过慢升温会导致细

胞在低温下暴露时间过长，影响代谢活动。 复苏时的

离心力也需严格控制，过高会损伤细胞，过长导致细

胞受到过度的压力，制动速度过快也可能会对细胞造

成剪切力。

细胞浓度与活率的测定是确保动物给药剂量准

确性的基础步骤，不同类型的细胞需采用相应的染色

方法。 最常见的计数方法是台盼蓝染色，当细胞状态

良好时，可准确区分细胞死活，而当细胞状态变差，或

存在细胞碎片等杂质时，台盼蓝染色区分不明显，容

易造成计数不准确。 ＡＯ ／ ＰＩ 荧光计数法采用核酸特

异性标记原理，根据死活细胞的荧光不同，可直接排

除杂质碎片的干扰，是目前干细胞、免疫细胞等细胞

治疗产品更为常用的计数方式。

冻存细胞中一般会含有一定比例的二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ），低温时 ＤＭＳＯ 对细胞无毒性，保护细胞免

受冻存损伤。 细胞复苏后常温下 ＤＭＳＯ 具有很强的

细胞毒性，会显著影响复苏后细胞活率，４℃条件下长

时间放置也会对细胞造成损伤
［２２，２３］

。 因此，研究中

需关注产品复苏后保存温度及时长，以确保给予动物

的受试物的活率及活性（如：细胞干性，分化潜能

等）。 ＤＭＳＯ也会对动物产生一定毒性反应，作为溶

剂使用时，推荐在动物给药时的使用量可占给药总体

积的 １０％ ～ ２０％ ［２４］
。 而作为细胞冻存液，其比例一

般不高于 １０％ ，当 ＤＭＳＯ 比例低≤５％时，动物无明

显毒副作用。

细胞产品配制及计数过程中，需根据产品临床应

用方式，优化、复苏、离心、洗涤条件，并选择合适的计

数测活方法，重点关注辅料成分，尤其是冻存液中成

分对于细胞活率和活性的影响，严格控制细胞产品从

复苏到完成动物给药的时长，必要时可以对给药完成

后的剩余细胞再次进行活率和活性的检测，以确保给

药所用产品充分代表临床样本。

２ ３　 试验设计

试验设计除考虑受试物、动物种属外，还需关注

药物的给药途径、给药剂量、动物性别和数量，样本采

集，以及研究时长等多种因素。 给药途径需最大程度

模拟临床拟用给药方式，当无法模拟临床给药方式

时，研究需明确替代的给药方式或方法，并阐明其科

学合理性。 如临床需采用特殊装置给药，非临床研究

需与临床保持一致。

非临床 ＰＫ 研究剂量设计需考虑多种因素。 由

于细胞治疗药物的特殊性，往往量效关系不显著。 干

细胞或终末分化的细胞类药物系统给药后，作为异源

细胞在循环系统中迅速清除；而局部病灶注射后，入

血水平较低，动物局部病灶可给药体积往往远小于临

床给药体积。 为更好地观测干细胞药物在体内的命

运和存续时间，通常选择最大可行剂量进行临床前

ＰＫ研究。 而 ＣＡＲＴ 细胞进入体内后立即呈指数增

殖，给药剂量的增加远低于细胞增殖速度，因此剂量

增加不会导致 Ｃｍａｘ的明显变化，无需为了表征分布而

提高给药剂量。 但动物模型的肿瘤负荷和给药的细

胞量之间存在相互作用，当肿瘤负荷过大时，限制了

ＣＡＲＴ细胞的增殖，同时已存在的 ＣＡＲＴ 细胞迅速

耗竭，无法正常增殖。 而当肿瘤负荷过小时，ＣＡＲＴ

细胞增殖尚未达峰，肿瘤细胞就已迅速清除，此时

ＣＡＲＴ细胞无法继续激活增殖。 两种肿瘤负荷动物

·２４４·
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模型均无法呈现 ＣＡＲＴ 细胞在体内的真实命运［１０］
。

因此需参考药效研究结果，根据肿瘤负荷程度选择合

理的有效剂量作为 ＰＫ研究剂量。

除非临床适应证仅针对单一性别（如前列腺癌

或子宫癌治疗），药代动力学研究通常应纳入雌雄各

半的受试群体。 鉴于细胞治疗产品个体间差异显著，

一般建议每个性别 ／组 ／时间点至少使用 ５ 只啮齿类

动物或 ３ 只非啮齿类动物。 遵循 ３Ｒ 原则（替代、减

少、精炼），动物总数量可以来自多项试验的总和，但

前提是必须提供科学充分的依据，说明这些试验数据

合并使用的合理性和有效性
［２５］
。 当受试物评价对于

年龄有特殊考虑时，可参考 ＩＣＨ Ｓ１１ 附录 Ａ的不同种

属间的器官成熟的比较信息确定研究动物的

年龄
［２６］
。

非临床 ＰＫ的样本采集应选择足以反应产品随

时间改变的特征，研究时长应覆盖细胞的分布、迁移、

归巢及其存续和消亡的特性。 包括其达峰，稳态长度

或持续性等信息。 对于有复制能力的，应涵盖因复制

而产生的二次达峰和后续清除阶段。 基因修饰的细

胞产品还需要采集表达产物的达峰和清除或持续性

信息。 ＩＣＨ Ｓ１２ 提出了主要采集的 １３ 种样本类

型
［２５］
，此外，依据细胞产品的特点，还需要采集靶组

织、毒性靶器官、表达产物靶组织等。 其中基因修饰

的细胞产品还需重点关注生殖腺分布情况，确保遗传

物质没有持续存在。 对于基因修饰的造血细胞，系统

给药后预期广泛分布，除常规 ＰＫ 研究外，还需要重

点关注其在不同组织中的分化情况，对于其疗效和毒

性的解释分析有更为重要的意义。

２ ４　 生物分析

细胞药物目前的检测手段可以分为侵入式和非

侵入式两大类。 侵入式指采集体液和 ／或组织样本，

对其核酸、蛋白或细胞水平进行定量 ／半定量检测。

非侵入式多采用活体成像技术，包括光学成像、同位

素标记等方式。

各国法规及指导原则多建议采用一种或多种

合适方法评估细胞产品的分布、迁移、归巢及其存

续和消亡特性，同时要求阐述方法的科学性。 其中

ＩＣＨ Ｓ１２ 明确指出基于核酸扩增方法（ ｑＰＣＲ ／ ｄＰＣＲ

等）是检测生物样本基因治疗产品水平随时间推移

的标准方法，并对方法的性能参数提出要求，包括

灵敏度、重现性和加标回收率
［２５］
。 但目前尚未有对

于 ｑＰＣＲ ／ ｄＰＣＲ方法学的验证指标及可接受标准的

指导原则发布，仅 ＦＤＡ在基因治疗长期随访指导原

则中对 ｑＰＣＲ灵敏度有明确要求：检测的定量下限

不低于 ５０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μｇ ｇＤＮＡ，为目前唯一明确的接受

标准。

在基因治疗领域，关于方法学验证的讨论已相当

广泛，并形成了一系列的参考文献及白皮书
［２８３２］

，这

些文献所确立的验证指标通常涵盖以下几个方面：标

准曲线的建立、精密度与准确度的评估、灵敏度的测

定、特异性 ／选择性的确认、加样回收率的考量，以及

稳定性的验证。 然而，在各项验证指标的可接受标准

以及具体考察方法上，学术界与实践领域仍存在一定

的分歧与差异性理解。

尽管 ｑＰＣＲ ／ ｄＰＣＲ 技术在细胞治疗药物的生物

分析中得到了广泛应用，但其同样具有局限性。 首

先，使用基因拷贝数间接定量细胞产品，不能反映

细胞的状态和完整性，即使细胞出现凋亡或者丧失

生物学功能，只要目的片段存在，仍可以检测到分

布。 其次，以 ｃｏｐｙ ／ μｇ
－ １ ｇＤＮＡ为单位而非药理学相

关单位表征细胞药物浓度，难以与药理毒理学反应

建立明确关系，不利于药效指标及毒性结果的评

价。 再次，在细胞含量较低或细胞增殖明显的体

液 ／组织中，如 ＣＡＲＴ 细胞在血液中，造血干细胞在

清髓个体的骨髓中等，使用 ｃｏｐｙ ／ μｇ
－ １ ｇＤＮＡ 定量，

一定程度会导致药代动力学特征中的细胞扩增期

的低估
［３３］
。

因此，除 ｑＰＣＲ ／ ｄＰＣＲ 方法外，流式细胞术通过

荧光标记直接测量细胞，能够解析细胞治疗产品的亚

群和生理状态，成为 ｑＰＣＲ方法的有效补充。 但需注

意，流式检测对样本稳定性要求较高，检测结果易受

样本状态及操作过程影响。 在对某造血干细胞产品

进行生物分布检测时，同时采用了 ｑＰＣＲ和流式细胞

术，相关性分析显示两者数据呈中度正相关性，均揭

示了产品随时间变化的相似趋势（图 １）。

此外，成像技术、原位杂交技术等也逐渐应用到

细胞治疗产品的体内示踪中，每种技术均有其优势和

局限性，见表 ３。 光学成像方法也是细胞治疗产品临

床前研究使用的检测手段之一，不同细胞标记方式对

其检测结果影响较大。 绿色荧光蛋白和荧光素酶等，

具有提供移植细胞活力信息的优势，但存在组织穿透

力差、空间分辨率低的问题，同时需考虑其转染效率

以及转染后细胞表达水平的差异对检测准确性的影

响。 ＤｉＲ染料背景低，标记效率高，穿透性好，但会随

细胞增殖逐渐稀释而消失。 放射性核素标记具有高

分辨率和准确性，但是其半衰期导致持续时间有限，

限制对分布后期的评估，且放射性可能从死亡细胞释

放，导致非特异信号产生。

·３４４·
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Ａ：某细胞治疗产品小鼠组织分布研究中所有全血样本分别使用流式细胞术和 ｑＰＣＲ法检测供试品含量的相关性分析；Ｂ：对应全血样本两种检测

方法测得的含量变化趋势；Ｃ：所有骨髓样本两种检测方法的相关性分析；Ｄ：对应骨髓样本两种检测方法测得的含量变化趋势

图 １　 ｑＰＣＲ与流式细胞术检测相关性

表 ３　 生物分析方法比较

方法 标记物　 　 定量限 追踪时间 优点 缺点

ｑＰＣＲ ／ ｄＰＣＲ Ｔａｑｍａｎ ／ ＳＹＢＲ ５０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μｇ － １ ｇＤＮＡ 持续 灵敏度高，特异性强，操作简单 不能体现完整细胞的分布

信息，需要牺牲动物

流式细胞术 荧光染料 ／蛋白 － 持续 操作简单快速。 不能绝对定量，对样本稳定

性要求高

光学成像 萤火虫荧光素酶、海肾

荧光素酶等

－ 持续 操作简单，非侵入性，节省动物 不能精确定量，穿透力弱，

不适合大动物

ＰＥＴＣＴ 直接标记：
１８Ｆ、８９ Ｚｒ、６４Ｃｕ

等；报告基因：ＨＳＶＴｋ

分辨率：０ ５５ ～ ２ ｍｍ ５ ～ ６ 个半衰期 高敏感性，动物利用度高，灵敏

度高

同位素昂贵，半衰期短；直接

标记会随细胞分裂而稀释

ＳＰＥＣＴＣＴ １１１ Ｉｎ、９９ｍＴｃ、１２３ Ｉ 分辨率：０ ２ ｍｍ　 　 ５ ～ ６ 个半衰期 动物利用度高；同位素价格低，

半衰期较长

成像时间长，分辨率较低

核磁共振 ＳＰＩＯ、ＭｎＯ纳米颗粒 － ６ 周 标记物生物可降解性，低剂量

标记物不影响细胞活性和增殖

能力，可直接转化至临床

无法区分死细胞和巨噬细

胞，直接标记会随细胞分裂

而稀释

３　 结论

细胞治疗药物的非临床药代动力学研究具有特

殊性和复杂性，因产品类型而异。 研究设计时，需全

面考虑动物种属及模型、给药途径、样本采集时间点

设计及生物分析方法。 受试验设计、动物模型、样本

采集和检测方法等多种因素影响，临床前 ＰＫ 数据常

存在显著个体差异。 在结果解读时，应深入理解细胞

治疗产品的特性，对比分析其在非临床动物模型与临

床药理作用的异同，并重视个体数据分析，从而为临

床应用提供更丰富、更有价值的非临床药代研究

信息。
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