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CAR-T细胞产品中病毒载体生产的研发进展和审评考虑

徐隆昌，韦薇，罗建辉（国家药品监督管理局 药品审评中心，北京 100022）

[摘 要] 嵌合抗原受体T（chimeric antigen receptor T, CAR-T）细胞疗法因在血液肿瘤中的突出疗效已成为肿瘤细胞免疫治疗

领域中新的研发热点。作为CAR-T细胞生产关键原材料的病毒载体，在CAR基因结构设计、生产工艺的精细化、质量控制和标

准的设定等方面与CAR-T细胞产品的安全性、有效性和质量的可控性密切相关。本文根据慢病毒和γ-逆转录病毒载体的研发进

展，结合审评体会，对病毒载体研发和生产过程中需要重点关注的几个常见问题进行讨论，希望能为未来国内相关产品的研发、

上市提供参考。
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Development and evaluation considerations of viral vector production for CAR-T
cell products

XU Longchang, WEI Wei, LUO Jianhui（Center for Drug Evaluation, National Medical Products Administration, Beijing 100022, China)

[Abstract] Due to the spectacular therapy results in hematologic tumors, chimeric antigen receptor T (CAR-T) cell therapy has been

the research hot-spot in the field of cell-immunotherapy. Viral vectors, as the critical raw material in CAR-T cell manufacturing, are

closely related to the safety, efficacy and quality control of CAR-T cell products, in the aspects of the structure design of CAR gene, re-

finement of production process, quality control and setting of characterization and specification etc. Based on the research progress in

lentiviral and γ-retroviral vectors development and the evaluation experiences, this paper discusses some common problems that need to

be focused on in the preparation of viral vectors, expecting to provide references for the development and the authorization applications

of domestic related products in the future.
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嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor

T, CAR-T）细胞疗法是指在体外通过基因工程技术，

将特异性抗原嵌合受体CAR的编码基因转入T细胞，

通过T细胞表达的CAR识别肿瘤细胞表面的靶向抗

原，激活T细胞杀伤活性，进而释放穿孔素、颗粒酶、

细胞因子等发挥肿瘤杀伤作用的疗法[1-3]。2017年和

2018年，美国和欧盟委员会相继批准了Kymriah（ti-

sagenlecleucel，Novartis 公司）和 Yescarta（axi-

cabtagene ciloleucel, Kite Pharma 公司）两款

CAR-T细胞治疗产品，使CAR-T细胞治疗产品成为各

大生物制药企业竞相研发的热点。检索美国临床试

验网站（ClinicalTrical.Gov），截至 2018 年 8月 5

日，全球CAR-T细胞治疗临床试验登记数已达444

项，中国以183项位列第二，仅次于美国。2017年12

月，原国家食品药品监督管理总局发布《细胞治疗产

品研究与评价技术指导原则（试行）》，建立了细胞治

疗产品按药品途径申报的指导原则。截至2018年6

月，国内已有23个CAR-T细胞治疗品种按药品规范

申请临床试验，其中3个已获得了临床批件。CAR-T

细胞的生产流程主要包括患者的外周血分离、T细胞

的活化和富集、将CAR转入T细胞、CAR-T细胞的体外

扩增，以及最终形成制剂。由于转导效率高、目的基

因表达稳定、持续时间长，慢病毒和γ-逆转录病毒

成为目前将CAR编码基因转入T细胞过程中应用最

普遍的表达载体。作为CAR-T细胞生产的关键性原

材料，病毒载体的CAR的结构设计、生产工艺精细化

的、质量的控制，与CAR-T细胞产品的安全、有效、质

量可控密切相关。以下笔者就上述几方面，结合审
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评体会，对CAR-T细胞治疗产品相关的病毒载体的研

发和生产需要重点关注的几个常见问题进行讨论，希望

能为未来国内相关产品的研发、上市提供参考思路。

1 CAR结构和功能设计的考虑

自1989年Eshhar首次提出“嵌合抗原受体”的

概念以来，CAR的设计已发展至第四代[4]。参照T细

胞受体（T cell receptor）的作用模式，第一代CAR的胞

内区主要由CD3δ组成；第二代CAR在第一代基础上增加

了一个共刺激结构域；第三代CAR在第二代的基础上又增

加了一个或多个共刺激机构域；第四代CAR则引入了T细

胞诱导的通用型细胞因子杀伤机制。第一、第二代CAR的

改良效果已在前期试验中得到证明，但第三、第四代CAR的

优势仍需进一步验证。目前各类CAR-T细胞产品CAR的

结构组成基本一致，但在各结构域的设计上往往存

在一定的差异，当前国内外多数临床试验主要采用

了第二代CAR结构。现以第二代CAR的结构为例，对

各结构域的设计进行得要的对比分析。

第二代CAR主要由胞外特异性抗原识别区、铰链

区、穿膜区和胞内信号转导区组成。CAR的胞外抗原

识别区通常采用特异性抗体抗原结合区构成的scFv

（single chain variable fragment）结构，如anti-

CD19 scFv常见改造自小鼠杂交瘤细胞系FMC63来源

的单克隆抗体[5]。因此，抗体可变区的选择和单链改

造过程对scFv的特异性和结合力较为重要，有必要

对构建的scFv进行空间结构和功能活性的鉴定，同

时与已批准上市的同靶点或同可变区品种进行对比

分析，证明scFv结构设计的合理性。除了亲和力、特

异性与CAR的治疗效果有关外，scFv所识别的抗原表

位的空间位置也十分关键。研究[6]显示，抗原表位与靶

细胞膜的相对空间位置对T细胞杀伤活性存在影响，

识别表位靠近B细胞膜表面的anti-CD22 CAR的抗

肿瘤活性要优于抗原识别表位远离膜表面的anti-

CD22 CAR。另外，非人源scFv的免疫原性诱发的抗CAR

免疫反应对细胞疗法的存续性有一定的影响。

铰链区和穿膜区是连接胞外抗原识别区和胞内

信号区的重要片段，通常选用CD4、CD28、CD8a或Fc片段

等，其长度、柔韧性以及序列来源对CAR的功能活性十分重

要[6-7]。研究[8]显示，Fc片段来源的铰链区易与Fc受体结

合，激活天然免疫细胞从而产生脱靶反应；较长的铰链区

有利于结合靶细胞膜附近的表位，但却不利于结合表面蛋

白N端附近的表位。因此，抗原表位不同，铰链区的长度

也应做适当调整，以利于抗原和受体的有效结合以

及下游的信号转导[9-10]。

共刺激结构域是T细胞活化和功能调节的关键

区域，常由CD28、CD27、ICOS、4-1BB、OX40等构成[11]，

其中，CD28和4-1BB最为常见。研究[12-16]显示，4-1BB

可能有助于CD8+中央记忆细胞的形成和CAR-T细胞

的存续性，而CD28结构域则在早期显示出较好的肿

瘤杀伤活性，有利于形成效应记忆细胞，同时细胞因

子释放综合征（cytokine release syndrome，CRS）

的严重程度相对较低。但以上部分研究结果仅在小

鼠模型中得到验证，并且在不同CAR中的表现也不尽

相同。目前各类临床研究中，CAR的结构设计各有差

异，如靶点、表位、铰链和穿膜区的选择、共刺激域的

组合等，此外还可能含有为预防副作用所进行的点

突变、共表达自杀基因、细胞因子敲降等改造。研发

中所有设计均需要以充分的机制研究和深入的功能

理解为基础，证明设计的科学性和合理性，才能达到

预期的功能目的。

CAR-T细胞治疗的理想靶点应具有肿瘤特异性，

但这样的靶点相对较少，大部分靶点往往在正常组

织呈低表达或散在表达的状态。因此，CAR-T细胞治

疗“on-target/off-tumor”毒性所引发的自身免疫

反应成为CAR-T细胞疗法在除CD19靶点以外的其他

肿瘤，如实体瘤中应用的重要限制因素。为了减少

或避免“on-target/off-tumor”毒性，部分研究者[8]

提出了dual-signaling CAR、synthetic Notch re-

ceptor、inhibitory receptor（iCAR）、masked CAR、

self-driving CAR等多种设计理念，但以上策略通

常需要以单一刺激无法成功激活T细胞为前提条件。

同时，还有研究[17-19]提出，通过调节抗原识别结构域

与肿瘤抗原的亲和力，以降低高亲和力CAR与正常组

织低表达抗原结合的概率，但这种亲和力的调整需

要进行精细的调控。因为除抗原识别序列外，表位

的空间位置、抗原密度、铰链区长度、CAR的表达、信

号结构域的组合等均与亲和力的调节紧密相关。此

外，值得注意的是，dual-signaling CAR和 tandem

CAR的设计理念也可能有助于预防肿瘤抗原逃逸所

引起的肿瘤复发，但这种设计一定程度上也增加了

CRS和“off-tumor”发生的风险概率。

因此，当前尚无理想的最优的CAR结构组合适用

于多种肿瘤。部分研究项目显示，对各种结构域进

行的简单组合，往往缺少前期的设计和筛选，资料完

整性存在一定的缺陷。CAR结构的设计应根据肿瘤

的特点、靶点的选择、表位空间位置、功能需求，结合

疾病进程和治疗的副作用，通过前期筛选和体内、外

的验证，选择最佳的结构组合，才能使CAR的功能得

到有效发挥。即便在前期同类研究的基础上进行改

进，也应按照药品研发的规律和品种的特点，提供科

学的改造依据，进行必要的验证，在确保CAR结构的

改造不会对产品的安全性产生不利影响的前提下，

·· 1219



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(12)

方能考虑进一步的临床探索和确证。

2 病毒载体生产的全程质控

T细胞的转染目前主要选用γ-逆转录病毒或慢

病毒载体，两者均改造自逆转录病毒科病毒。其中，

γ-逆转录病毒的生产常选用质粒转染细胞基质、构

建和筛选稳定产毒细胞株的方式，而慢病毒生产则

通过质粒瞬转细胞基质产生有限次数的包装病毒。

病毒载体的生产应在符合GMP规范的条件下进行。

参照CFDA《细胞治疗产品研究与评价技术指导原则

（试行）》的要求，病毒载体作为CAR-T细胞生产的关

键原材料直接关系到细胞产品的质量。病毒载体的

生产应建立全过程的控制体系，包括原材料、生产工

艺、关键点的质控、病毒载体的质量控制等，通过验

证确保工艺的稳健性和批间一致性。除应满足生物

制品生产的一般性技术要求外，病毒载体的生产在

原材料和生产工艺的策略方面具有一定的特殊性，

其在工艺开发过程中应该引起重视。

2.1 关键原材料

目前，慢病毒载体的生产主要采用第三代质粒

包装系统。第二代包装系统虽然目前尚未见产生可

复制性病毒的报道，但无论从重组概率和元件设计

上，第三代包装系统均更为安全。γ-逆转录病毒稳

定产毒细胞株的构建常采用三质粒系统。包装质粒

作为病毒载体生产的原材料，其质量和批间一致性

对病毒的产量和质量影响较为直接。质粒生产应符

合GMP规范，按照《中国药典》的要求建立二级或三级

工程菌库，并完成相应的菌库检定。除了应符合一般重

组生物制品对质粒的要求外，根据包装质粒的用途，还应

关注包装系统质粒元件设计的重组安全性，质粒同质

性对病毒包装效率的影响，杂质残留水平对病毒和

CAR-T细胞质量的影响，以及生产中使用的内酰胺类

抗生素残留水平对过敏性个体的安全风险。

慢病毒包装常选用的细胞系如HEK 293T等，可

参考《中国药典》对重组生物技术产品或疫苗生产用

细胞基质的要求完成细胞库的制备和检定。除一般

检项外，细胞库的检定还应包括种属特异性内、外源

因子的检测，对病毒生产过程中的重组安全性进行

评估。γ-逆转录病毒的生产涉及病毒瞬时包装细

胞（如HEK 293T）和最终筛选得到的稳定产毒细胞株

（如PG13）。由于生产体系的差异，除对包装细胞和

产毒细胞基质的要求外，γ-逆转录病毒的生产还应

关注稳定生产细胞系构建过程中的控制和最终稳定

产毒株的检定，如生物来源的原材料的应用、基因序

列的鉴定、外源因子的风险、细胞单克隆的筛选、过

程中的重组风险等。另外，还应关注PG13细胞培养

和生产过程中产生GaLV类似病毒的风险。

2.2 病毒生产工艺的精细化

γ-逆转录病毒常由稳定产毒细胞株的复苏和

培养得到，而由于protease、gag-pol、VSV-G等病毒

蛋白的细胞毒性，慢病毒的生产通常采用瞬转的包

装方式[20]。但这种生产方式的批间变异度较大、质

粒需求量大，一定程度上限制了生产规模的放大。

另外，HEK 293T、PG13等细胞贴壁培养的方式也对规

模放大提出了一定挑战，虽然目前已开发出转瓶、多

层摇瓶、细胞工厂、中空纤维反应器、固定床生物反

应器、微珠载体等多种增加表面积的培养策略，但这

些培养方式的细胞密度和空间利用度仍然较低[15]。

同时，培养过程中经常添加的胎牛血清等生物原材

料中易引入外源因子险，也进一步增加了纯化工艺

的挑战。因此，开发化学成分限定的培养基进行悬

浮培养仍属于相对理想的培养方式，既有利于规模

扩大，也避免了血清等高风险生物原材料的使用，减

轻了下游的纯化负担。病毒包装过程应通过工艺研

究对细胞的培养条件、培养时间、转染方法、质粒用

量、收获时间和次数等工艺进行优化和验证，以保证

病毒产量和质量的批间一致性。

目前，病毒载体生产常用的纯化方法包括超速

离心、离子交换层析、分子排阻层析、亲和层析、渗滤

等。由于工作原理的差异，不同纯化方式各有利弊，

如阴离子交换层析纯化效果较好，便于规模放大，但

高盐洗脱液易使病毒的感染活性下降；分子排阻层

析得到的病毒纯度和回收率均较高，但其通量较低、

耗时较长，洗脱过程存在一定的稀释性，较适宜作为

最后的精纯以去除微粒杂质；亲和层析的纯化效果

相对较好，但操作复杂，经验要求高，尚不能排除杂

质蛋白竞争性吸附的影响，且下游往往需要增加其

他纯化单元；切向流过滤可用于病毒收获液和原液

的过滤与换液，回收率较高[15]。另外，纯化过程中添

加核酸酶对残留的质粒和宿主核酸进行酶切，有助

于降低致癌基因随病毒进入细胞产品的风险，也减

少溶液的黏性，便于下游的纯化[16]；但同时也增加了

核酸酶残留的风险，需要利弊权衡，必要时应合理优

化酶的用量、酶切时间和条件等，对残留的生物安全

性进行评估。最后，纯化过程还应包括无菌过滤步

骤提供无菌保障。因此，为了得到较高的病毒纯度

和浓度，需要根据病毒的结构特点、宿主细胞的种

类、培养基的成分、纯化方式的性质等，合理设计纯

化路线，将一种或多种纯化单元进行优化组合，提高

病毒产品的纯度，降低杂质残留的安全性风险。

由于纯化策略不同，病毒产品的杂质种类和纯

度也各有差别。在去除工艺和产品相关杂质的同
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时，病毒纯化应尽可能保持病毒的结构完整性、感染

活性，以及目的基因的表达功能。基于 QbD（qual-

ity by design)的理念和风险控制意识，应合理

设计病毒的生产工艺，通过全过程的质量控制，

保证病毒批间的一致性，减少杂质残留，降低

CAR-T细胞生产的变异性。由于γ-逆转录病毒的包

膜蛋白对剪切力等作用较为敏感，通常不适用于常

规纯化方法，一般采用滤膜过滤纯化[21]。但由于产

毒细胞株构建采用的细胞系如PG13、HEK 293等均有

一定的成瘤性，因此，残留的成瘤风险细胞、细胞碎

片等杂质均应通过纯化过程去除，同时还应通过减

少或无血清化培养工艺降低胎牛血清等生物原材料

在病毒产品中的残留量[21]。

3 病毒载体的质量研究与质量控制

除了一般理化性质外，病毒载体的质量研究应

关注感染活性、纯度、无菌、支原体、外源因子、基因

序列、复制型病毒等，具体可参见《细胞治疗产品申

请临床试验药学研究和申报资料的考虑要点》以及

欧美先进疗法的相关指导原则。通过原材料、生产

工艺、过程中的质控、工艺验证和放行检测等全过程

的控制保证病毒质量的稳定性和批间一致性。

病毒的活性包括转导活性、基因组整合活性、目

的基因的表达和功能，其方法学的建立涉及病毒滴

度、检测细胞系的选择、细胞培养条件、检测时间、细

胞数量、病毒参考品等多方面的优化。纯度方面，除

了对功能性和非功能性病毒滴度及其比值进行控制

以保证转导效率的一致性外，还应关注工艺相关杂

质的残留水平，如宿主细胞的核酸和蛋白质、质粒

DNA、培养和纯化过程相关的成分等。病毒来源基因

E1A、致癌基因SV40等的残留限度也应进行严格控

制。各种杂质的标准上限应根据病毒的使用目的合

理设定。鉴于病毒ex vivo和in vivo应用方式的

差异，其分析方法和目标质量也应区别考虑。通常，

in vivo直接使用的方式对纯度和活力具有更高的

要求。由于CAR-T细胞制品的特殊性，生产阶段

通常无法进行常规纯化和过滤操作，因此，通过

对病毒载体严格的质量控制，减少最终细胞制

剂中杂质的残留水平尤为重要。病毒产品各种

杂质的残留限度应确保能通过 CAR-T 细胞生产

拟定的换液和洗涤工艺稳定去除或降低至人体

安全剂量水平。此外，为降低基因毒性和致瘤风险，

可参考FDA关于残余DNA片段大小应小于200 bp的

建议[17]。

可复制型病毒的产生是慢病毒和γ-逆转录病

毒载体生产和应用过程中最严重的风险因素，应通

过主细胞库的细胞和上清、生产终末细胞、收获液上

清和病毒终产品，以及后期细胞制品等多个环节进

行监测和控制，确保不存在可复制型病毒。此外，

γ-逆转录病毒生产还应关注产毒细胞株构建过程

产生可复制病毒的风险。病毒阶段，可复制型病毒

的检测应采用基于细胞的方法，RCR/RCL标准限度的

设定应综合考虑后续工艺病毒的用量和方法学的检

测限度。除了改进方法学的灵敏度和检测限度以

外，可考虑采用多种检测互补的方式进行检测，如

P24的免疫学方法和PCR方法、VSV-G的免疫学方法

和PCR方法，以及逆转录酶活性的定量分析等[20]。此

外，应选择适宜的代表性对照或参考标准品对方法

学进行验证。具体可参考美国FDA最新的RCR检测

方法和基因治疗指导原则[23]。

通过整合酶和宿主细胞因子的相互作用，病毒

对基因组的整合位点有一定的倾向性，如γ-逆转录

病毒倾向于整合至基因转录起始区、启动子/增强子

区，而慢病毒则更倾向于整合至基因的主体外显子

和内含子[20]。病毒基因组的整合可通过原癌基因的

激活、抑癌基因的失活、RNA剪接、基因融合等机制引

起转导细胞的插入突变[25]。因此，除了在病毒设计

阶段对病毒基因组的启动子/增强子元件、潜在的剪

接位点等进行评估外，针对宿主细胞的差异，可通过

对一定数量的目标转染细胞采用高通量测序等方法

对病毒插入位点的倾向性进行监测，初步评估病毒

插入位点的安全性，同时还应对使用CAR-T细胞产品

的代表性患者进行动态跟踪监测和定期、长时间的

随访，排除病毒插入引起的不良反应，具体可参考

FDA患者随访相关指导原则[24]。

4 细胞产品稳定性及其包装材料的要求

病毒载体生产过程中涉及到生产管线和包装容

器的接触，应关注直接接触材料的质量标准和相容

性，评估材料吸附和渗出的影响。同时，由于病毒产

品保存的稳定性直接关系转染效率和降解风险，应

该对病毒保存的影响因素进行全面的评估，尤其是

冻融条件对病毒滴度的影响。具体可参考生物制品

稳定性研究相关指导原则，结合产品质量研究结果

和放行检测项目，选择敏感性指标进行观测，总结重

要影响因素和质量变化趋势，根据病毒稳定性研究

结果合理确定病毒保存有效期。

5 结 语

作为肿瘤的个体化精准治疗方法，CAR-T细胞的

生产涉及到一系列与病毒载体构建、转导/转染密切

相关的控制过程，存在不同于其他生物制品的“复杂
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性和特殊性”。由于个体条件、疾病阶段、前期治疗

方案的差异，T细胞作为重要起始原材料往往存在重

大的个体差异性，对CAR-T细胞生产工艺的稳定性和

产品批次间一致性提出了严峻的挑战。但慢病毒和

γ-逆转录病毒作为细胞治疗关键的载体工具，通过

上游设计、原材料、生产工艺和放行检测等全过程的

控制，为最终病毒产品生产的稳定性和批次间一致

性提供了基本保证，有助于减少CAR-T细胞生产过程

中转染/转导关键环节的影响因素和风险因素。

由于细胞治疗产品制备过程复杂、易变，目前监

管和研发机构对其认知仍处在不断积累的过程中。

病毒载体生产在上游CAR的设计、生产规模的放大、

工艺的优化和质量控制方面仍然面临许多挑战，需

要后续进一步通过机制研究、工艺优化和认识提升，

逐步提高国内CAR-T细胞生产过程中对病毒载体原

材料的研发水平和风险意识，以促进细胞治疗产品

的临床转化应用。
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