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引 言 

细胞治疗产品的出现增加了对高质量、稳健且经过验证的测量方法的需求，以表征和测试含有细胞

作为活性物质的产品。这些产品由区域卫生当局监管，他们通过适当的生物、物理和化学测定（分析方

法）评估产品质量属性（QA）。 

分析方法用于细胞起始材料、过程测试以及产品一致性测试、可比性研究和稳定性测试中的一部分。

这些分析方法用于评估与产品质量特征和制造控制（过程控制）相关的属性，并在临床研究和商业化的

所有阶段确定身份、纯度、细胞计数、活力、效力和稳定性。质量属性用于确保只发布符合规定规格的

产品批次。质量属性还用于稳定性测试和趋势分析以及过程指标。 

分析方法还通过提供对生物作用机制的洞察并促进推动制造业发展的研发，来支持新细胞治疗产

品的开发。此外，分析方法还用于评估和比较不同批次的细胞治疗产品，例如，这些产品是在不同日期、

不同地点或通过改变的制造工艺生产的。 

由于活细胞和细胞样本的复杂性和高度动态性、细胞类型和处理步骤的易损性不同、对基础细胞生

物学缺乏了解以及与生物加工和测量过程相关的大量参数，定量测量细胞治疗产品具有挑战性。生物变

异性进一步使测量复杂化。此外，不同的供体样本对处理步骤的敏感性可能不同，这使得在测量过程中

进行过程控制的需求变得更加关键。 

因此，分析方法是评估细胞治疗产品以及细胞起始材料和中间体的关键，尽管具体性能标准可能与

最终细胞治疗产品的性能标准不同。 

本文件提供了一种通用方法来设计适合目的的分析方法来测量和评估细胞治疗产品的质量属性。

本文件的各个方面也适用于病毒、外泌体和抗体生产中所使用的细胞的测试和表征。选择和设计适合目

的的分析方法的一般过程可应用于细胞起始材料、中间体、细胞最终产品、对照细胞、饲养细胞和用于

测定的细胞（例如靶细胞）。它还提供了理解、最小化和监测变异源的一般方法。可接受的准确度和精

密度水平由测量结果的生物学含义和测量过程的实际限制决定。 

本文件还提供了为最终细胞治疗产品测试制定规范的一般考虑。还提供了为常见类别的关键质量

属性 (CQA)（即用于确定身份、细胞计数、纯度或杂质、效力或相关生物活性、活力、无菌性、稳定性

和成熟度概况的属性）建立分析方法和分析策略（包括分析方法矩阵）的一般考虑。 

该文件旨在为细胞表征提供额外的技术指导，并具体概述了细胞治疗产品表征和测试分析方法的

战略发展方法（有关本文件中提出的概念的示意图，请参阅附件 A）。 
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生物技术-分析方法-细胞治疗产品的试验和表征的一般要求 

及考虑因素 

1 范围 

本文件提供了用于人类的细胞治疗产品测试的一般要求。 

本文件提供了细胞治疗产品表征的考虑因素，包括选择和设计适合目的的分析方法，考虑因素可用

于确定细胞治疗产品的关键质量属性。 

本文件适用于细胞起始材料（包括组织工程产品的起始材料）和细胞治疗产品的中间体。 

本文件不适用于移植组织。 

2 规范性引用文件 

本文件没有规范性引用文件。 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

验收标准 acceptance criteria 

用于验收分析测试结果的数值限度、范围或其他适当检测，产品或者其他制造阶段的材料应满足这

些要求 

 

外源因子 adventitious agent 

无意引入制造过程中的微生物 

注 1：微生物可以包括细菌、真菌、支原体、螺原体、分枝杆菌、立克次体、原生动物、寄生虫、

传染性海绵状脑病 (TSE) 病原体和病毒。 

注 2：外源因子是细胞治疗产品杂质的一个子集（3.15）。 

 

分析方法 analytical method 

定性、定量、评估目标实体（分析物）的存在、数量或功能活性的检测方法 

 

分析目标概况 analytical target profile 

ATP 

规定测试方法（3.52）的性能标准（3.34）的预定义目标 

注 1：ATP 规定了测试方法（3.52）产生的结果的质量要求。 
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辅助材料 ancillary material 

AM 

在细胞处理过程中与细胞或组织产品接触但不会成为最终产品配方一部分的材料 

注 1：AM 不包括非生物消耗品（例如组织培养瓶、袋子、管子、移液器、针头）和与细胞或组织

接触的其他塑料器皿，但包括可能具有生物成分的消耗品（例如涂层培养皿或磁珠）。 

注 2：AM 不包括饲养细胞（在制造过程中使用的细胞，但不属于细胞起始材料的一部分）。 

注 3：在某些情况下，AM 被描述为原材料。[来源：ISO/TS 20399-1:2018，3.1，修订版 — 注释 

2 已缩减，排除了饲养细胞，并调整了相应示例。] 

注 4：就本文件而言，最终产品是细胞治疗产品(3.15)。 

注 5：生物材料和合成材料的性质及其对细胞的影响可能非常复杂。因此，假设合成材料比生物材

料影响更小或更复杂是错误的。 

 

面积密度 area density 

细胞培养器皿表面粘附细胞的细胞计数 (3.14)，通常以单位面积上的细胞数表示[来源：ISO 20391-

1:2018，3.4] 

 

分析方法矩阵 analytical method matrix 

两个或多个互补的分析方法 (3.3)，用于测量质量属性 (3.38) 的不同方面 

 

属性 attribute 

物理、化学、生物及微生物的特性或特征 [来源：ISO 20391-1:2018，3.5] 

 

属性成分 attribute component 

用于推导质量属性 (3.38) 的量值 (3.39) 

 

生物活性 biological activity 

产品实现特定生物学效应的特定能力或容量 

注 1：生物活性可能会因刺激而改变，例如化学、物理或机械刺激，以及环境和时间的其他变化。 

 

生物特性 biological property 

用于评估质量属性（3.38）的生物现象 

 

校准 calibration 

在第一步规定条件下，建立具有测量标准所提供的测量不确定的量值（3.39）和具有相关测量不确
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定度的相应指示之间的关系，并在第二步中使用该信息建立用于从指示中获得测量结果的关系。 [来源：

ISO/IEC 指南 99:2007，2.39，修订版 - 注释已删除。] 

 

细胞浓度 cell concentration 

每体积细胞计数（3.14） 

注 1：通常用于悬浮细胞。[来源：ISO 20391-1:2018，3.6] 

 

细胞计数 cell count 

离散的细胞数 

注 1：细胞计数通常表示为细胞浓度（3.13）或面积密度（3.6）。[来源：ISO 20391-1:2018，3.7] 

 

细胞治疗产品 cellular therapeutic product 

含有细胞作为活性物质的产品[来源：ISO/TS 20399-1:2018，3.5，修订版 - 示例已删除。] 

注 1：以下是细胞治疗产品的示例： 

a) 一种细胞治疗药物； 

b) 一种组织工程产品。 

 

细胞起始材料 cellular starting material 

存在于细胞治疗产品（3.15）制造过程开始时的活细胞和功能性细胞材料 

注 1：还有其他类型的起始材料也与细胞治疗产品（3.15）相关。 

 

经过认证的参考物质 certified reference material 

以一个或多个指定属性，可以用计量学有效测试表征的参考材料，并附有 RM 证书，该证书提供

指定属性的值、其相关的不确定度和计量可追溯性说明[来源：ISO 指南 33:2015，3.2]  

 

可比性 comparable 

产品在制造工艺变更前后具有高度相似的质量属性（3.38），对药品的安全性或有效性，包括药品

的免疫原性，没有产生不良影响的结论 

注 1：此结论可以基于对产品质量属性（3.38）的分析。在某些情况下，非临床或临床数据可以有

助于得出结论。 

 

污染物 contaminant 

任何不打算成为药物或药品制造工艺一部分的外来引入材料 

注 1：外来引入的材料可以是化学、生物化学或微生物种类的。 
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关键质量属性 critical quality attribute 

CQA  

物理、化学、生物和微生物特性或特征，应在适当的限度、范围或分布内，确保产品所需的质量和

一致性 

注 1：CQA 通常与产品的临床功效和安全性有关。 

 

最终细胞治疗产品 final cellular therapeutic product 

用于人体给药的细胞治疗产品（3.15） 

 

符合预期 fit for purpose 

适合于预期用途 fitness for the intended purpose 

符合预期用途要求（3.26）[来源：ISO 20387:2018，3.24，修订版 - 注释已删除。] 

 

杂质 impurity 

产品中存在的任何非预期产品、与产品有关的物质或辅料(包括缓冲成分)。 

注 1：杂质可以是工艺过程相关的，也可以是与产品相关的. 

 

内部标准物质 in-house reference material 

由一个实验室生产的未经认证的材料或物质，其一个或多个属性值足够均匀且已得到充分确定，可

用于预期用途（3.26） 

注 1：内部标准物质的使用可以包括但不限于验证（3.54）、校准（3.12）、监测可比性和效力（3.36）

以及过程评估。[来源：ISO 16140-1：2016，2.32，修订版 - “验证”替换为“预期用途”，添加注释。] 

 

安装确认 installation qualification 

IQ  

通过客观证据确定工艺设备和辅助系统安装的所有关键方面均符合制造商批准的规范（3.50），并

且适当考虑了设备供应商的建议 

 

预期用途 intended use 

预期目的 intended purpose 

根据制造商或用户提供的规范（3.50）、说明、信息中的一个或多个，将产品、工艺或服务用于该用

途 [来源：ISO/IEC 指南 63:2019，3.4，修订版——在定义中增加了新术语以及“一个或多个”和“或用

户”； “和”被“或”取代。] 

 

中间体 intermediate 

制造过程中名义上介于两个操作单元之间的材料 
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中间精密度 intermediate precision 

在一组中间精密度条件下的测量精度（3.37）[来源：ISO/IEC 指南 99:2007，2.23，经修改——从

术语中删除“测量”，注释已删除。] 

注 1：中间精度条件是指一组条件，包括相同的测量、相同的位置以及在较长时间内对相同或相似

物体进行的重复测量，但可以包括涉及变化的其他条件（例如分析人员或仪器）。 

 

检测限 limit of detection 

样品中可以检测到的分析物的最低量（3.46），但不一定能定量为准确值 

 

定量限 limit of quantitation 

样品中可以以适当的精度（3.37）和准确度定量测定的分析物的最低量（3.46） 

注 1：定量限是样品基质中低含量化合物的定量分析方法的参数，特别用于测定杂质（3.23）或降

解产物，或两者兼而有之。 

 

测量目标 measurement target 

预期的测量对象 

注 1：测量目标可以表示细胞的一个或多个复杂特征，这些特征可以提供细胞状态或质量的信息。

在不适当或不可能使用被分析物或被测量物的情况下，该术语是对这些术语的补充。 

 

标称特性 nominal property 

一种现象、物体或物质的特性，该特性没有量纲 [来源：ISO/IEC 指南 99:2007，1.30，已修改 — 

注释和示例已删除。] 

注 1：测量目标的标称特性是可以描述，但不能用量值来量纲化。 

 

操作确认 operational qualification 

OQ 

通过客观证据确定控制范围和行动水平，，从而建立符合所有预期的分析方法（3.3） 

 

性能标准 performance criteria 

测试方法（3.52）所需的功能和操作方式 

 

性能确认 performance qualification 

PQ 

通过客观证据确定分析方法（3.3）在预期条件下始终符合所有的要求 
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效力 potency 

使用适当的定量分析方法（3.3），基于与相关生物学特性（3.11）相关的产品属性（3.8）测量生物

活性（3.10）， 

 

精密度 precision 

在指定条件下对相同或相似物体进行重复测量，获得的指示值或测量量值（3.39）之间的一致性接

近程度 

注 1：精密度通常用数字表示，即在规定的测量条件下，用标准差、方差或变异系数等非精密度的量度。 

注 2：“规定条件”可以是测量的重复性条件、测量的中间精密度条件或测量的重现性条件。 [来源：

ISO/IEC 指南 99:2007，2.15，修改——删除了术语“测量精度”。注释 3 和 4 被删除。] 

注释 3：测量量值(3.39)是指代表测量结果的量值(3.39)。 

 

质量属性 quality attribute 

物理、化学、生物和微生物特性或特征，是质量的指标 

  

量值 quantity 

可以用数字和标准物质表示的具有一定量值的物质的属性[来源：ISO/IEC 指南 99:2007，1.1，修

订——注释、示例和“现象、主体或”被删除。] 

 

参考物质 reference material 

在特定属性方面足够均匀和稳定的材料，已确定适合其在测量或检查标称特性中的预期用途（3.32）

[来源：ISO/IEC 指南 99:2007，5.13，修订——注释和示例被删除。] 

 

重复性 repeatability 

在一组重复性测量条件下的测量精度（3.37）[来源：ISO/IEC 指南 99:2007，2.21，修订——术语

“测量重复性”删除。] 

注 1：测量的重复性条件是指在一组测定中，采用相同的测量、相同的操作人员、相同的测量系统、

相同的操作条件和相同的位置，在短时间内对相同或相似的物体进行重复测量的测量条件。 

 

代表性样品 representative sample 

准确代表或反映系统属性（3.8）的样品（3.46） 

注 1：通常旨在提供有关系统的信息，通常作为对系统或其生产的决策基础。 

 

再现性 reproducibility 
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再现性测量条件下的测量精度（3.37）[来源：ISO/IEC 指南 99:2007，2.25，修订 - 注释和术语“测

量再现性”已删除。] 

注 1：再现性测量条件是指在包括不同位置、操作员、测量系统和对相同或相似物体进行重复测量

的测量条件。 

 

稳健性 robustness 

衡量测试方法（3.52）不受方法参数细微但有意变化影响的能力，并指示其在正常使用过程中的可

靠性 

 

耐用性 ruggedness 

在各种正常测试条件下分析相同样品（3.46）所获得的测试结果的可重复性（3.43）程度 

注 1：正常测试条件可以包括：不同的实验室、不同的分析人员、不同的仪器、不同的试剂批次、

不同的分析天数、不同的耗时、不同的温度等。 

 

样品 sample 

从系统中取出的一个或多个部分 

 

灵敏度 sensitivity 

测量系统指示的变化与被测量量值（3.39）相应变化之间的比值[来源：ISO/IEC 指南 99:2007，4.12，

已修改——注释和术语“测量系统的灵敏度”已删除。] 

 

专属性 specificity 

测试方法 (3.52) 的特性，从定性和定量表示其在不受伴随物种干扰的情况下检测或确定单个分析

物的能力 

注 1：专属性随灵敏度 (3.47) 和分析物数量的增加而增加，并随交叉敏感性和伴随物种数量的增

加以及干扰效应的增大而降低。 

 

保质期 shelf life 

细胞治疗产品 (3.15) 可以保持其预期用途适用性的特定时间段 (3.26) 

 

规范 specification 

测试列表、分析程序参考和适当的验收标准 (3.1)，证明其对预期用途的适用性 (3.26) [来源：ISO/TS 

20399-1:2018，3.9，修订 - 将“预期用途定义”替换为“预期用途”。] 

 

稳定性 stability 
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材料在特定条件下储存时，在特定时间内将所述属性的值保持在特定限度内的特性 [来源：ISO/TS 

20399-1:2018，3.10] 

 

测试方法 test method 

与特定分析方法一起使用的技术程序（3.3） 

 

治疗细胞 therapeutic cells 

治疗产品中发挥治疗效果所需的细胞 

注 1：有时称为细胞活性物质。 

 

确认 validation 

通过提供客观证据，确认特定预期用途或应用的要求已得到满足 [来源：ISO 9000:2015，3.8.13，

修改 - 注释已删除。] 

 

验证 verification 

通过提供客观证据，确认特定要求已得到满足 [来源：ISO 9000:2015，3.8.12，修改 - 注释已删除。] 

 

活细胞 viable cells 

样本（3.46）中的细胞，具有基于预期用途（3.26）定义的活性属性（3.8）（例如，具有代谢活性、

能够增殖、拥有完整的细胞膜或具有恢复这些功能的能力）[来源：ISO 20391-1:2018，3.29] 

4 细胞起始材料 

细胞的来源和生物加工对细胞治疗产品的质量属性有着重要的影响。这是由于供体之间

的差异和细胞起始材料的细胞状态不同所致。 

应记录可能影响分析方法设计和获取数据评估的细胞起始材料信息。至少应提供以下信

息： 

a) 人类供体数据和材料的同意书； 

b) 供体的病史以及对供体进行的病毒和微生物感染检测分析的结果。 

注 1： 记录细胞来源的细节并不须详尽无遗。例如，根据具体应用，可以提供允许跟踪

和追溯细胞起始材料的文档。 

应记录细胞生物加工过程的各个方面。细胞培养历史的记录可以包括： 

1) 收获细胞的组织来源； 

2) 分离的解剖部位； 

3) 用于细胞分离的方法； 
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4) 种群倍增次数、传代次数和培养总时间； 

5) 使用的辅助材料（例如培养基）和基质材料； 

6) 用于确定身份的属性的分析结果； 

7) 外来（污染）物质的分析结果； 

8) 保存历史（例如冷冻和解冻）； 

9) 对于扩增细胞，其他详细信息，例如接种密度和传代培养时的汇合度； 

10) 核型检测结果（针对性别和染色体丢失）。 

应确定确保生物安全的测试方法。 

注 2： 细胞中的传染性物质或有毒物质会影响进行分析人员的生物安全。 

进行分析研究的个人或组织应了解与细胞起始材料有关的国家、地区和国际认可的相关

伦理、法律和法规。 

注 3： 相关法规的示例包括欧盟法规 2004/23/EC[15]、欧盟法规 2006/17/EC[16] 和欧盟法

规 2006/86/EC[17]。 

5 质量属性评估的适合分析方法的设计 

一般概念 

细胞治疗产品应通过一组属性（特性）来描述，这些属性（特性）可用于： 

a) 确保质量（安全性和有效性）； 

b) 定义产品规范； 

c) 确定身份。 

这些属性通常称为关键质量属性 (CQA)，理想情况下与预期的临床结果、作用机制 (MOA) 或产品

安全性相关。应使用已确认适合目的的分析方法来表征给定的细胞治疗产品的质量属性。如果这些分析

方法被用作细胞治疗产品制造的常规测试方法，则应对其进行验证。 

细胞治疗产品的 CQA 应包括一组与以下内容相关的质量属性： 

1) 身份特征； 

2) 细胞计数； 

3) 细胞活力； 

4) 纯度或杂质； 

5) 效力或相关的生物活性； 

6) 稳定性； 

7) 微生物含量 
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注1：每种细胞治疗产品通常都有一套基于产品预期用途或MOA，甚至两者兼有的CQA。因为细胞治

疗产品是复杂的、动态的，而且往往是由活细胞、非活性细胞、细胞的衍生物(例如外泌体和细胞因子)

以及活性或非活性物质或两者混合而成。 

在实践中，CQA是基于全面的研发以及临床前和临床数据的质量属性来定义的。细胞治疗产品的特

性的分析方法应在产品开发过程中加以改进。通常，质量属性的关键性质在确定质量属性与患者结果的

相关性的临床数据之前是不确定的。评估工艺变化对产品安全和质量的影响的可比性研究也需要重新

考虑CQA及其应用。 

识别相关的质量属性通常需要采用一种基于风险的方法，以确保要评估的属性是可控的和有意义

的。分析方法有望在开发过程中不断发展，并随着整个产品生命周期的新理解而不断改进(请参见附录 

A). 

注2;本文件中，描述细胞治疗产品的属性被称为质量属性，但在某些情况下，这些质量属性可以在

产品开发过程中被确认为关键属性。 

产品测试和测试策略的制定是确保生产过程和一致性的重要组成部分（见附录A)。 

测试可以在整个生产过程中进行，包括对细胞库的建立，以评估生产过程本身并确保产品的质量和

一致性。 

在细胞治疗产品开发的不同阶段和细胞治疗产品的不同生产步骤(例如细胞起始材料、过程中和最

终产品测试)中，质量控制要求可能是不同的。分析方法的选择、设计和优化应从特定细胞治疗产品的

开发方案开始。该开发方案部分是收集关于各批次细胞起始材料的特征和相应的预期目的的数据的过

程，以便确保细胞治疗产品中的治疗细胞的质量。这提供了与细胞本身相关的差异性数据，以及由于分

析方法测量过程而产生的差异性数据。这些数据通常构成最终产品规范范围的合理性的一部分。 

来自开发方案的特征数据应用于建立质量属性，这些质量属性旨在对每一批细胞起始材料和细胞

治疗产品进行评估。在开发过程中进行的额外特征分析为扩展特性提供了基础，以确认对细胞起始材料

(例如，新的工作细胞库、不同的活检位置或程序)的变化没有改变细胞治疗最终产品的质量。 

5.2 分析方法设计探讨 

在可能的情况下，应采用系统的方法进行分析方法设计，以满足质量属性所必需的测量的具体目标。

系统的方法可以包括确定具体的测量目标、分析方法的选择和鉴定、减少测量差异性的来源、定义一个

设计空间，以确保对分析方法的可信度、控制策略和持续不断的改进，来提高分析方法的稳健性和对分

析方法设计空间的理解。 

注：这种分析方法设计的系统方法有时被称为分析方法的质量设计(Quality by Design，QbD)。

QbD方法有利于分析方法的改进和优化。 

分析方法开发过程可以是一个迭代过程，涉及到产品开发的不同阶段的持续改进。这一过程得益于

对与生物学活性的联系的更多了解，并最终促进开发出适当的分析方法，以评估产品的效力或相关的生

物学活性。这一过程还得益于了解产品的异质性及其与供体差异的潜在关系，以及与生产过程中相关的

影响。分析方法的发展始于对各种分析方法的鉴定，并逐步走向验证，同时也考虑到正在进行的分析方

法验证。仪器硬件的鉴定也是这一过程中不可或缺的一部分，例如仪器安装确认(IQ)和操作确认(OQ)。

支持分析方法开发的基本原理应该考虑正在开发的表征方法与其如何评估细胞治疗产品的预期生物活

性之间的关系(见附录A)。 

5.3 通过考虑细胞治疗产品的成分来定义质量属性 

在产品开发过程中，应尽早确定对细胞治疗产品的生产控制和产品放行具有重要意义的质量属性。

这些属性很可能是基于定义细胞治疗产品的有效性和安全性的科学假设。 

评估每种质量属性的适当分析方法和数据取决于细胞治疗产品的成分。质量属性可以依赖于细胞

治疗产品的一个或多个成分的量化
[12]

。 
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在定义质量属性测量时需要考虑的细胞治疗产品的成分可以大致描述为治疗细胞、残余杂质和其

他杂质、以及辅料或悬浮培养基(包括转移培养基)（见图1）
[12]

。同样重要的是还要考虑细胞群体的复

杂性及其不同的来源，这些复杂性直接关系到产品在确定属性测量时的安全性和有效性(或效力)。 

细胞治疗产品的每一类成分都可以细分为更多的子类别。 

细胞治疗产品中的细胞成分可以根据细胞的属性进一步分类为用户自定义的细胞群。这些属性可

以包括但不限于： 

a) 基因组特征； 

b) 功能； 

c) 形态； 

d) 细胞周期； 

e) 活力； 

f) 特定生物标记物； 

g) 细胞动力学； 

h) 表型 

由于细胞具有异质性，因此测量的属性应被视为存在于一个光谱中，这可能会影响其属性的变化。 

细胞治疗产品中用户定义的细胞群的纳入和排除标准应加以规定和记录。 

悬浮培养基可包括生物或化学来源的材料，或者两者兼有，以及其他添加剂(例如防腐剂)。 

辅料的定义和注意事项载于ISO/TS 20399-1、ISO/TS 20399-2和ISO/TS 20399-3。 

注1：辅料的残留会影响最终产品的安全性、效力和纯度。 

潜在的杂质可以包括但不限于生物杂质(例如，非预期的细胞和细胞成分)、外来物(例如内毒素、

细菌和病毒污染物)、溶解性气体和挥发物以及非生物杂质(例如可萃取物、可浸出物和其他非生物污染

物)。 

注2：生物杂质可能是制造过程中的副产品。 

注3：识别不同细胞群的标准是用户自定义的，也取决于分析方法的灵敏度和选择性的限制。由于

细胞群异质性的持续性，细胞亚群之间可能存在潜在的重叠。 

注4：种群具有高度的异质性和可塑性。 

细胞样品组成 
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图1-细胞治疗产品在某一时期的成分和子成分示例 

质量属性通常表示为特定细胞治疗产品的特定成分的量化。例如，用于建立标识的属性可以由一个

或多个成分定义，包括用户自定义的细胞群，并进一步允许对命名成分进行量化。同样，纯度或杂质可

以通过评估已被确定为潜在杂质的成分来衡量。 

在设计和选择适当的分析方法时，应列出并考虑细胞治疗产品的成分。 

在分析方法的设计和选择中，考虑分析方法的目的和分析方法性能的适宜性是很有必要的。 

建立质量属性及其检测方法的过程应包括： 

1) 说明感兴趣的具体质量属性； 

2) 说明质量属性的预期用途(例如过程中测试、放行测试)； 

3) 列出质量属性组成(如果指定的质量属性来自多个数量)； 

4) 确定用于评估质量属性的生物学特性； 

5) 描述为评价选定的生物学特性而建立的分析方法； 

6) 描述分析对象概况： 

— 列出所选分析方法的测量对象； 

— 描述分析方法的性能标准。 

表1给出了一个用于建立细胞活力的质量属性的例子。 

—表1-建立质量属性及其分析方法的过程示例 

 

质量属

性 

 

质量属性描述 

 

预期用途 

 

属性组分 

 

生物特性 

 

分析方法 

分析目标概况 

计量指

标 

性能标

准 
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细胞活

率% 
100

Nt Nn
V

Nt


    

 

式中 

V是细胞存活率%； 

Nt是细胞总数； 

Nn是非活性细胞的数目。 

放行测试 细胞总数 含有核的细

胞 

直接细胞

计数法：

基于成像

的吖啶橙

和DAPI染

料排除法 

吖啶橙

染色的

细胞 

灵敏度 

精确度 

比例性 

特异性 非活性细胞

的数目 

具有膜渗透

染料活性的

细胞 

吖啶橙

和DAPI

染色的

细胞 

5.4 分析方法矩阵的设计 

在某些情况下，单一的分析方法无法对给定的QA提供足够的度量。如果一种分析方法不够，应使用

多种互补的分析方法来衡量质量属性的不同方面。 

这种分析方法的集合(或分析方法矩阵)可以由生物和非生物测量的组合构成，或者仅由非生物测

量方法组成。分析方法矩阵可以包括给出定量读数(例如浓度)或标称读数(例如通过或不通过)，或两者

的分析方法。 

例1：活力分析方法矩阵可以通过包括一个或多个膜透性染料和代谢活性进行测定。 

分析方法矩阵中包括的分析方法应在可比样本上进行，以确保所生成数据具有相互操作性。 

分析方法矩阵中的结果不一定总是线性相关的。如果两种分析方法测量不同的测量对象，探测到不

同的生物学特征，则结果可以解释为累积性的，而不是确认性的。 

例2：不一定期望由细胞膜完整的细胞数量和代谢活性决定相同的活细胞数。相反，综合的结果提

供了对细胞活力不同方面的更全面的理解。 

如果将定性方法作为分析方法矩阵的一部分，以确定用于批次放行、稳定性或可比性研究的质量属

性，则应辅之以一种或多种定量方法，尽管在某些情况下，如支原体或病毒制剂的PCR，定性的结果可

能就已经足够。 

5.5 一种适用于实际应用的分析方法的设计 

明确界定的质量属性以及对其预期用途的明确理解指导了具有生物相关性和适当性能标准的分析

方法(例如，选择性、灵敏度、精密度、准确性、稳健性、范围)的设计，从而能够作出后续的决策，形

成适合预期目的的的分析方法。 

分析方法的预期用途指导测量的目的要求。 

分析方法的测量对象通常表示用于评估与质量属性相关的生物学特性的替代度量。 

当无法获得直接评估生物学特性的分析方法时，应选择一种分析方法，使测量对象尽可能地与生物

学特性密切相关。 

该分析方法对测量对象具有较高的特异性，不受细胞样品中其他成分的明显干扰。 

分析方法应足够灵敏，可以检测最小的相关量，从而使用统计方法识别质量属性的相关变化。 

分析方法应足够稳健，使结果不会受到用户为预期目的而定义的测量过程中的微小变化(例如温度

波动、微小的样本处理波动)的显著影响。 

分析方法还应对测量对象足够稳健，使其结果不会受到细胞样本其他成分(如血清浓度、冷冻保护

剂的存在、不同批次的分析试剂)的微小变化的显著影响。 

注：在生产过程中，来自不同点的细胞样品可能有差异较大的成分。在这种情况下，由于细胞样品

成分的不同，细胞样品可以进行单独的鉴定和验证。另外，还可以使用不同的分析方法来评估生产过程

中不同点的细胞样品的质量属性。 
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适当的分析方法设计应包括测试方法的性能标准和确保测量质量的策略。这可以包括合并重复测

量，使用样本随机化来减少偏差，以及使用适当的测量控制和测量控制策略。 

5.6 仪器的选择 

应选择适用于测试方法的仪器，包括硬件和软件。仪器应能执行选定的测试方法。 

可对包括软件在内的仪器的规范进行评估，并作为选择的依据。 

仪器应由用户进行评估。一种分析方法的性能应通过使用适当制备的校准物或标准物质进行重复

测量来确定检测限、定量限和分析方法的动态范围来评价。分析方法的校准应显示出适当的动态范围，

以便测量结果与预期的测量目标成比例。测量方法应在代表待测细胞样品(即代表性样品)的试验材料

上进行。 

性能标准应包括： 

a) 特异性； 

b) 灵敏度； 

c) 范围； 

d) 线性或比例性； 

e) 可重复性； 

f) 准确性； 

g) 可用性测试。 

评估也可以基于现有方法或参考计量程序，或两者兼而有之的可比性结果。 

注：如果现有方法的准确度未知，或者现有方法的精密度不高，或者两者兼而有之，那么分析方法

结果与现有方法的可比性并不能保证该方法的质量。 

关于选择仪器的其他考虑因素可以包括但不限于以下几点： 

1) 仪器成本； 

2) 每次测量的成本； 

3) 所需样品量； 

4) 易用性； 

5) 分析方法运行时间； 

6) 数据记录或可用性； 

7) 关于遵守地方监管要求的信息（例如，现行药品生产管理规范“cGMP”
[21]

）； 

8) 试剂要求或供应情况； 

9) 耗材要求或供应情况； 

10) 不同样品类型的通用性； 

11) 多功能性，可运行不同的分析方法； 

12) 分析参数的优化能力； 

13) 样品制备要求； 

14) 内置控制策略； 

15) 仪器与仪器之间的差异性； 

16) 操作人员与操作人员之间的差异性； 

17) 转化良好(例如可接驳自动化设备)； 

18) 对方法的历史优先级或信任度； 

19) 校准和维护需求； 

20) 客户支持。 
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5.7 仪器鉴定与维护 

选定的仪器，包括硬件和软件，应根据验证文件中预先确定的程序，验证仪器是否具有满足要求的

能力。 

验证包括但不限于： 

a) 安装确认(IQ)； 

b) 操作确认(OQ)； 

c) 性能确认(PQ)。 

IQ和OQ应由仪器制造商进行。PQ应使用具有代表性的测试样本进行。 

重大维护或仪器维修后应对仪器进行重新验证。 

仪器须妥善保养。 

仪器和软件应定期维护，并在必要时进行校准。 

注1：在规定的条件下，校准首先在测量标准提供的测量不确定值与具有相关测量不确定度的相应

指示之间建立关系。其次，利用这些信息建立一个用于从指示中获得测量结果的关系。 

注2：校准可以用语言描述、校准函数、校准图、校准曲线或校准表来表示。在某些情况下，它可

以由具有相关测量不确定性的指示的加法或乘法修正组成。 

应保存校准、鉴定和维护记录。 

应确保仪器和分析方法所需耗材的供应。 

5.8 管理细胞测量的测量差异性来源 

5.8.1 概述 

图2显示了一个通用的细胞测量过程。 该过程由三个一般阶段组成： 

a) 预分析阶段，包括在分析实验室收到样品之前进行的样品处理。 

b) 分析阶段，通常指的是最终提供结果的“实际”的实验室测试程序、过程和产品。 

c) 分析后阶段，产生最终值、结果或报告，或其中的多个。 

预分析阶段可以包括样品的选择和收集，以及样品的处理、储存和运输。分析阶段可以包括细胞的

混合、稀释和染色、取样以及数据收集。后分析阶段可以包括数据分析，这些数据分析可以或不需要额

外的用户输入来设置参数。每个阶段都可以引入可变性的来源从而影响测量结果。 

应实施控制战略，以管理每个分析阶段的可变性来源。控制策略可以包括(但不限于)分析方法验证、

过程中测量控制的结合、参考材料的使用以及使用实验设计来系统地检查测量过程的质量
[13、14]

 。 

用于识别和管理可变性来源的策略应记录在案。 

注1：列出的策略并不是完整的、普遍适用的，也不是所有的细胞测量过程所必需的。 

注2：上游操作可显著影响测量结果，如细胞的收集以及后续的加工处理、存储和运输步骤。测试

样品的处理时间和温度以及储存和运输都会对测量产生影响。 

注3：试剂、耗材和检测试剂盒都会影响测量。 

注4：说明了细胞测量过程的三个阶段；其他方面，如供体样品的成分、试剂来源和样品处理，都

会给细胞测量过程带来额外的可变性。 
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图2 通用细胞测量的过程示例，其中在灰色框中突出显示了管理和最小化可变性来源的潜在控

制、实践和标准的示例。 

附件B展示了通过鱼骨图设计和验证细胞分析方法时可以考虑的可变性来源。其他方法，如失效模

式和效果分析(FMEA)，也可用于识别分析方法设计中可能出现的问题。 

通常应使用对照或标准样品来确保细胞测量过程的每一个或几个步骤的质量，在某些情况下，对照

和标准样品不足以确保整个细胞测量过程的质量。相反，使用多个对照或标准样品来来确保测量过程的

每一个或几个步骤的质量 
[13、14]

。  

注5：减少可变性来源的一些策略是在常规测量之前实施的，而另一些策略则是在样品测量期间作

为过程中的控制或参照。 

5.8.2 取样和样品制备 

应制定抽样计划。 

抽样计划应确保用于测量的样本(测试样本)具有代表性。测试细胞的状态应该与测试方法的样本

要求相一致。 

试验方法的样品处理，如取样和样品制备，应尽量减少对影响测量的细胞特性的损害。这是为了维

持细胞在测量过程中的特性。应建立一种测试样品制备方法，同时考虑到可能影响测量结果的污染物

(例如RNA测量中的DNA污染)的影响。 

测试样本应足够稳定，以进行测试。应评估试样在制备过程中的稳定性。当样品不具有足够的稳定

性时，应审查制备过程，包括操作方法。 

在使用细胞悬浮液进行分析的方法中，有时需要将细胞制备成单一且均匀的悬浮液。然而，在制备

细胞悬浮液的过程中，对细胞施加的应力(例如物理、化学或时间)可能会使细胞特性恶化。因此，应考

虑可能影响细胞样品的样品制备因素。 

注：细致的移液操作被认为有助于制备均匀的测试样品。然而，这种方法并不总是适用于细胞，因

为它耗费时间，而且可能破坏细胞的特性。 
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应为分析方法保留足够数量的细胞。当细胞数量有限时，应根据基于风险的方法修改测试样本或性

能标准(例如准确性)或两者都修改。 

应确定测量对象(如细胞质、细胞膜、上清液)，并针对测试方法对其适当部分进行取样。 

5.8.3 标准物质 

标准品可用于确保测量的可追溯性、进行比较和验证测量过程。 

标准品应根据其参考值用于其预期用途。 

应使用适当的标准品进行仪器鉴定、检验和验证。 

应使用适当的标准物质进行分析方法的校准。 

标准物质也可用于培训或能力测试。 

条件允许，应使用适当的基于细胞的标准品来达到预期目的。 

条件允许，应使用合适的经过认证的标准物质。 

经认证的标准物质应按照供应商的说明储存，并在有效期内使用。 

在合适的情况下，应结合参考方法使用经认证的标准物质。 

注1：使用经认证的标准物质有助于确保可追溯性。 

注2：经过认证的标准物质可与其他标准物质结合使用(例如，内部试剂的属性值可与经过认证的标

准物质的量值关联)，以减少不必要地使用有限的供应品。 

注3：在某些情况下，某些基于细胞的测量的分析方法还没有提供标准物质。细胞治疗产品的特性

和测试的许多方面可以受益于新的参考物质的开发，如流式细胞术的固定细胞参照物，然而，用于细胞

治疗生产的仍然是必要的。在某些情况下，一旦标准物质的预期用途得到验证，就可以考虑将标准物质

用于最终的细胞治疗产品批次的放行。  

在细胞测量过程中，应对内部试剂进行评估。内部试剂的参考值应该用相关的不确定因素来测量，

或者证明适合用于对标称特性的检查。 

内部试剂应由适当的材料(例如，过程中样品或细胞治疗产品批次材料)制备。内部试剂应是均匀和

稳定的，具有适当的保质期。内部试剂的参考值应定期验证，并应确定储存条件。内部试剂应出具分析

证书(CoA)。 

5.8.4 分析试剂 

分析试剂的质量和一致性会影响分析方法的结果。 

用于测量样品制备的分析试剂的选择，应考虑其对分析方法的灵敏度、选择性和稳健性的可能影响。 

有些分析试剂(如荧光染料、缓冲液)在一定时间内或特定环境下或两者都有时不稳定。细胞测量应

在可接受的分析试剂的稳定范围内进行。 

某些分析试剂的配方误差可能导致对测量的偏高或偏低。应确定可接受的分析试剂的浓度范围。 

应确保分析试剂的供应及其在储存中的稳定性。 

有些分析试剂(如抗体)可能因批号或不同供应商，或两者都有而不一致。在使用这些分析试剂之前，

应确定可接受的规范。 

5.9 程序文件 

所建立的分析方法应记录在案。 

记录在案的分析方法应包括但不限于： 

a) 使用的仪器和仪器设置； 

b) 使用的分析试剂； 

c) 样本处理程序，例如： 

1) 样品混合方法(如模式、速度、持续时间)以及过程之间的等待或保持时间； 

2) 样品转移程序(例如移液)； 
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3) 容器和转运设备； 

d) 规定的运行时限； 

e) 数据分析程序； 

f) 任何校准、控制和标准品的使用； 

g) 要获取的数据。 

注：测试方法的背景信息可能是有用的。例如： 

— 仪器对分析方法的影响； 

— 耗材对分析方法的影响； 

— 关于仪器资质的信息。 

6 分析方法鉴定、确认和持续验证 

6.1 概述 

应根据测试方法的应用、研发阶段、样本可用性、经验和环境来制定测试方法的鉴定或验证计划。 

6.2 分析方法的验证 

分析方法的验证是为了确认分析方法在受控条件下具有合理的重现性，并适合其预期用途。 

分析方法的受控条件包括但不限于特定仪器、特定试剂和其他可能影响分析方法的条件。 

分析方法的验证应证明分析方法在受控条件下的能力，具有以下特征： 

a) 准确性； 

b) 重复性； 

c) 特异性； 

d) 灵敏度； 

e) 线性或比例性； 

f) 范围。 

注：通常用特异性来代替选择性进行评估。一般来说，选择性表征了分析方法在不受干扰的情况下

检测或确定几种特定物种的能力，即当在多组分系统中分析多个物种时，独立地、不受彼此以及样品中

其他成分的干扰
[19]

。 

分析方法的验证应确认该分析方法符合预先确定的性能标准。性能标准可以根据分析方法的预期

用途和历史数据来确定。 

验证记录可用于验证分析方法。在分析方法验证时应考虑的要点可包括： 

1) 活性物质之间的干扰或协同作用； 

2) 细胞样品中细胞的稳定性； 

3) 细胞聚集的可能性； 

4) 细胞群的异质性。 

6.3 分析方法确认和持续验证 

6.3.1 确认 

分析方法的验证是为了确认一种分析方法适合其预期目的。 

在实施新的分析方法或将现有的分析方法用于新的目的时，应进行分析方法的验证。 

应证明分析方法符合性能标准。 

分析方法的性能标准应考虑下列验证特征： 
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a) 准确性； 

b) 精密度： 

—重复性； 

—中间精密度； 

c) 特异性； 

d) 灵敏度； 

e) 检测限； 

f) 定量限； 

g) 线性或比例性； 

h) 范围。 

注1：中间精密度是指由于实验室内部的变化而产生的变异：不同的时间、不同的分析、不同的设

备，等等
[20]

。  

注2：检测限有时称为检出限，定量限有时称为定量极限
[20]

 。  

注3：选定的验证特性列表可以取决于被验证的分析方法的类型和目的。例如，虽然定量限对于杂

质的测试可能很重要，但它可能不适合用于鉴定的测试。 

除了这些验证特性外，在分析方法用于常规测量的情况下，还应确定下列特征： 

1) 稳健性； 

2) 坚固性； 

3) 可重复性。 

注4：通常稳健性测试评估“与过程相关”的方法参数的微小变化的影响，并在正常使用期间提供

方法可靠性的指示，而坚固性测试则在不同的测试条件下进行，以检查“与非过程相关”因素的影响，

可以表示为对操作和环境的变化对分析方法的测试结果缺乏影响。坚固性测试的目的是确定对该方法

所提供的测量结果有强烈影响的变量(外部实验因素)，并确定如何控制这些变量。在确定了实验方法中

因素的合理范围后，如果说这些因素对测量或结果影响不大(统计上)，那么我们就说该方法对影响测试

范围的因素是不坚固的。坚固性被认为是在不同实验室以及不同分析人员之间的条件变化下测试结果

重复性的一种衡量标准
[22]

。 

可以采用多变量方法来评价各种因素对方法性能的影响. 

示例：实验设计可用于找出仪器操作参数的范围，了解样品制备的变化，以及方法精密度的变化。

方法鉴定的特性是实验方法设计中的响应变量。 

分析方法验证应使用有代表性的样品。 

应采用适当的统计方法进行实验室实验的设计和分析。 

在定义分析方法控制空间时，细胞测量可以具有下列需要进一步考虑的特性： 

— 适当的标准品的可用性； 

— 供测试的样品数量有限； 

— 测量对象的稳定性； 

— 定义细胞状态的模糊性。 

验证研究的结果应涉及选定的验证特征、可能影响验证特征的因素以及它们是否符合测试方法性

能标准。 

在报告结果时，应考虑到分析方法可变性的潜在来源和来自复制实验的变化。 

验证文件应包括理由和依据，并包含足够的信息，以便对结果进行独立的统计分析和评价。 

注5：实验室记录应记录在案，包括从所有必要的分析方法中获得的完整数据，以确保符合既定的

规范和标准。 

验证中标准物质的使用应记录在案。 
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注6：可能存在没有合适的标准物质可供验证的情况。在这些情况下，可以采用其他办法。例如，

细胞计数，可以应用ISO 20391-2中描述进行
[8]
。 

注7：参见 5.8.3 有关参考材料中的附加信息。 

6.3.2 持续验证 

在分析方法的常规执行中，应进行持续验证。持续验证是对分析方法保持在受控状态(或验证状态)

的持续保证
[21]

。  

应该开发一个系统，用于检测偏离验证状态的计划外偏差。随着时间的推移，收集和评估有关分析

方法性能的信息和数据可以检测出非预期的过程可变性。评估分析方法的性能有助于识别问题并确定

是否需要采取行动来纠正、预测和预防问题，从而使分析方法保持在验证状态。 

通过持续验证收集的数据也可以提出改进和优化分析方法的方法。 

当要测量具有未知特性的新的细胞样本时，应重新鉴定或重新验证试验方法。在重新鉴定或重新验

证的过程中，观察到的测量精度、可变性或检查的相称特征都应在预定的范围内。 

在继续验证的同时，可以提取可变性，并确定验证中使用的方法。 

6.4 试验方法性能标准 

试验方法的性能标准应与试验方法的预期用途相一致。测试方法性能标准可以由外部需求预定义。

例如对以下方面的测试： 

— 内毒素水平； 

— 无菌。 

测试方法的性能标准可以是： 

— 定性或定量； 

— 由性能指标或界限/限制/标准样品或两者定义。 

试验方法性能标准应在验证前确定。 

性能标准应记录在案。 

文件应包括性能标准的理由和依据，并包含足够的信息，以便对结果进行评估。 

当测试方法不满足性能标准时，应重新考虑测试方法。考虑因素可以包括仪器，试剂或方案的变更

或者其中的多个。 

应针对测试样本进行与其相适应的分析方法预实验和基质特异性的核酸提取。 

7 细胞治疗产品的检验 

7.1 细胞治疗产品的规范和释放标准的考虑 

7.1.1 概述 

应充分详细地制定细胞治疗产品的规范，以确保： 

a) 细胞治疗产品在日常生产时的一致性；  

b) 生产用于商业批次的细胞治疗产品的安全性试验、临床试验与之前的商业批次或多个产品相

当。 

规范应包括： 

1) 分析方法列表； 

2) 分析方法的参考资料； 

3) 合适的验收标准[23]，以证明其适合于预期用途。 
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注：可以建立与产品研发阶段相适应的规范，并且在产品从研发到许可的过程中，通常会对验收标

准进行改进和收紧。 

还应说明中间产品验收标准的规范。 

对于生产过程(中间产品)重要的质量属性和规范可能与最终产品不同。 

7.1.2 对细胞治疗最终产品放行标准的考虑 

细胞治疗最终产品的放行标准应基于在产品开发过程中获得的科学证据和生产经验。放行标准是

最终产品测试和发布的验收标准。 

注1：放行标准的开发过程可以由风险分析指导，并用于确定在产品开发或临床测试期间或两者的

CQA进行限制。 

最终产品测试应对每一批产品进行。 

注2：根据生产过程的不同，每种剂量可以被认为是一个批次。 

细胞治疗产品的放行所需的测试应符合产品可使用保质期的时间尺度。 

最终产品放行标准测试的结果应该在人体受试者用药前提供。 

如果最终产品测试的结果不希望在细胞治疗产品放行前或可以使用的保质期内提供，则应制定一

项调查计划，以便在细胞治疗产品不符合规定标准的情况下采取措施(例如，在某些类型的无菌检测的

情况下)。 

7.2 细胞治疗产品检验的一般要求 

细胞治疗产品的检测应包括与鉴别、细胞计数、细胞活力、纯度或杂质、效力或相关生物活性、稳

定性以及微生物质量有关的质量属性的评价。 

评估质量属性的要求应基于使用经过验证或合格的分析方法获得的充分数据。 

应根据科学证据和生产经验选择测试的分析方法。 

测试所需的分析方法应至少合格。 

测试所需的分析方法应进行验证。 

分析方法矩阵可用于细胞治疗产品的检测。 

7.3 评价细胞治疗产品特性的试验 

用于鉴别属性的测试对于确保细胞治疗产品的容器被适当地标记是非常重要的。 

用于建立鉴别属性的分析方法应针对特定细胞治疗产品的预期检测目的而进行特定的检测。 

用于鉴别属性的分析方法应能够： 

a) 确认生产工艺已用于交付预期的治疗细胞； 

b) 区分多种细胞类型，如果已知一种细胞治疗产品需要多种细胞类型才能达到治疗效果； 

c) 区分治疗细胞与其他合理存在于细胞治疗产品中的细胞； 

d) 区分细胞治疗产品与在同一设施中加工的其他产品。 

注1：根据产品的不同，鉴定分析方法可以测试供者身份(例如STR、HLA单倍型)或表型检测，或两

者同时进行。 

细胞治疗产品的鉴别规范应包括一个或一系列分析方法的矩阵，用于测试必要的鉴别属性，从而确

认治疗细胞的存在。 

例如，许多的细胞类型在不同的显微镜条件下可能看起来很相似，同一细胞类型也可能表现出不同

的形态，这取决于培养条件(基质和培养基)以及细胞循环状态(即活跃的有丝分裂或衰老)，因此单凭形

态学本身并不能进行鉴别。 

用于鉴别的属性可以包括对治疗细胞的基因型、表型和其他标志物的评估。 
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表型分析方法可以确认是否存在已建立的表面或细胞内标记物或两者兼具，这些都是某些细胞的

特征。表型评估还应包括测试其他细胞类型的标记，这些标记可以根据细胞的来源合理地预估。 

注2：虽然表征更适用于确定群体纯度的范围，但纯度和鉴别属性是相关的，表征策略可以考虑可

能是通过细胞起始材料或生产过程的其他方面引入的非预期的细胞的可能性。 

注3：预分析步骤，包括延长样品储存时间，可能会改变细胞的表型. 

7.4 评估细胞治疗产品中细胞计数的试验 

预定义的细胞群中的细胞计数应记录在案。一般来说，细胞计数可以包括： 

a) 细胞总数； 

b) 活细胞计数； 

c) 治疗细胞的活细胞或死亡细胞计数； 

d) 用户自定义的细胞群的计数。 

最终的细胞治疗产品的生物活性一般取决于细胞的各种活性，因此测定活细胞浓度是有用的。 

应建立活细胞计数的放行标准。有关定义活性的更多信息，请参见7.5 。 

应为被鉴定为治疗细胞的细胞计数建立放行标准。 

注1：细胞的离散数或细胞计数通常表示为悬浮液中的细胞浓度(即单位体积的细胞数)和附着在表

面上的细胞的面积密度(即单位面积的细胞数)。 

注2：标准可参见细胞计数法的一般指导[7]和一种量化计数方法性能的实验设计和统计分析方法
[8]
。 

7.5 评估细胞治疗产品中细胞活力的试验 

细胞治疗产品中是否存在无活力的细胞是一个值得关注的问题。因此，细胞治疗产品中活细胞占细

胞总数的比例应予以评估。 

注1：除治疗细胞本身由无活性的细胞组成的情况外，无活性的细胞通常被认为是一种杂质。 

细胞活性实验应显示活细胞占群体中细胞总数的比例。 

注2：细胞活性通常用百分比表示(即活率%)。 

应建立细胞治疗产品中细胞活性的放行标准。 

活细胞的定义取决于活细胞测定的预期用途。 

注3：活细胞的定义有时可以表达细胞的健康状态。细胞的健康可视为一个连续的过程。 

注4：由于细胞培养中的持续降解过程，细胞活性的测量可能有偏差，这意味着细胞总数、活细胞

数或死细胞数的测量值都是不断波动。 

用户应根据其预期用途选择活细胞或失活细胞的定义。选择用于区分活细胞和失活细胞的生物特

性应记录在案。 

应对细胞治疗产品中所有已鉴定的细胞群的活性进行评估。 

7.6 评价细胞治疗产品效力的试验 

7.6.1 概述 

效力是描述产品产生预期结果能力的概念。评估效力的分析方法应证明治疗细胞对预期用途的生

物活性。 

7.6.2 效力作为CQA的重要性 

效力测量是制定稳定性方案时产品放行测试和可比性研究的重要组成部分，从而在临床研究阶段

建立稳定的生产产品。 
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评价效力的分析方法可以量化产品内的治疗细胞或产品的整体相关生物活性。因此，效力分析方法

矩阵中的某些分析方法可以与用于鉴别和计数的方法相同。 

7.6.3 效力评估 

评估生物制品效力的常用方法是开发一种定量的生物测定法，以测定产品的生物活性，即产生特定

结果的能力。生物测定法可以通过评估产品在生物系统中的活性成分来衡量其效力。生物测定法可以包

括动物体内研究、体外器官、组织或细胞培养系统，或这些系统的任意组合。 

注1：体外或体内生物试验均可用于测量细胞活性物质的生物活性。如果开发适当的生物测定方法

不适合产品放行(例如，用于放行的生物试验的时间太长，或无法进行验证)，那么可以使用与相关产品

特定的生物活性相关联的生物活性的替代测量法来证明其效力。 

示例1：一种实用的显示出适合批量放行的性能特征的非生物分析方法，可以通过评估产品的免疫

化学、生化或分子属性，提供广泛的产品特性数据。 

例如，生物活性可以包括细胞产生所需功能蛋白、改变其表型、对其他细胞施加影响或通过履行生

化功能或多种能力对刺激作出反应的能力。 

治疗细胞的相关生物活性应根据导致临床功能细胞治疗产品所需的性质或行为进行定量或定性评

估。 

注2：效力不一定等同于临床疗效。单一的测试不太可能充分测量那些预测临床疗效的产品属性。

控制良好的临床调查的疗效数据可以提供证据，证明一种产品具有相关的生物活性，因此是有效的。评

价效力的方法仍被用定量地检验产品放行的效力。 

注3：理想情况下，评价效力的分析方法代表产品的作用机制(即相关的治疗活性或预期的生物学效

应)。然而，许多细胞治疗产品具有复杂性(例如依赖多种生物活性)或作用机制(MOA)没有被完全表征，

因此很难确定哪些产品属性与测量效力最相关。 

如果细胞治疗产品含有多个活性成分或细胞活性物质，应考虑采用一种以上的分析方法来测量效

力。 

7.6.4 评价效力的分析方法的要求 

评价效力的分析方法应： 

a) 反映产品的相关生物学特性； 

b) 针对每种产品类型进行专门设计； 

c) 基于单个产品属性和成分。 

注：活性成分之间潜在的非加性效应，如干扰或协同作用，会影响评估效力的分析方法的设计。在

许多情况下，分析方法不能提供足够的效力。如果一种分析方法不足以测量效力来表示产品属性，则可

以使用分析方法矩阵。 

7.6.5 评价效力的分析方法的设计 

对建立产品效力属性的理解通常随着更多信息的获取而发展，并随着产品的开发而发生重大变化

(参阅附件A)。实施渐进式的效力评估的分析方法可能是有益的。适当了解细胞治疗产品的生物学特性
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是必要的，以开发相关的和有意义的效力分析方法。建立评估效力的相关和有意义的分析方法，考虑的

因素可包括： 

a) 评估相关的临床前调查，概念论证研究，早期临床研究，可用的历史经验，以及可用的参考资

料和对照品； 

b) 评价产品开发过程中获得的表征数据。 

注：除常规批量放行检测外，还可以测量多种细胞治疗产品的属性。这些探索性的研究可以帮助评

估哪些产品属性与效力最相关。虽然有些分析方法不适用于批量放行，但它们可以提供与相关生物活性

或临床有效性有关的产品属性的有用信息。 

7.6.6 关于评估效力的分析方法的思考 

生物活性取决于细胞的许多不同特性。细胞群中的单个细胞可能处于细胞周期的不同阶段或处于

不同的分化状态，从而导致蛋白质表达、信号传递能力等功能特征的异质性。在确定细胞群的整体生物

活性时，应考虑种群异质性的潜在影响。 

用户应了解用于评估放行检测期间效力评估的分析方法的适用规则(例如，良好的生产规范)。 

在组织工程中，可以结合不同类型的细胞，或者在生产阶段由细胞活性物质产生细胞外基质(ECM)

的情况下，由于其他类型的细胞、ECM、生物支架材料的存在可能影响其功能，因此没有必要在细胞库

或者产品阶段完全表征细胞的生物活性。应制定组织策略以确定现有的替代测试方法对临床结果具有

更高的预测价值。 

7.7 细胞治疗产品纯度的检测 

纯度被认为是细胞治疗产品相对不含外来物质的程度。 

纯度测试应包括对下列生物杂质的测试： 

a) 热原性或内毒素； 

b) 可以合理存在于细胞治疗产品中的非预期的细胞表型。 

纯度测试还应包括对其他生物或非生物杂质的检测： 

1) 残留物和过敏原； 

2) 辅料及其成分。 

已知会携带到最终产品的辅料产生的杂质应确认在放行标准之内。 

注1：“纯度”与用于鉴定和细胞计数的属性密切相关。用于鉴定或评估特定细胞群计数的属性的

分析方法也可以产生关于非预期的细胞杂质地含量信息，例如污染细胞。 

污染细胞的放行标准限值应基于以下数据的组合： 

— 典型的各种非预期细胞类型的百分比； 

— 该百分比细胞对临床安全性的影响的评估。 

注2：在生产过程中，不需要的细胞类型的数量通常保持在用户指定的可接受范围内。 
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注3：可在研发过程中中监测非预期细胞类型的水平，以确定这些细胞在生产过程中减少的程度。

过程中对纯度或细胞杂质的控制也是有用的. 

注4：细胞分离和分离技术可用于分离目标培养物中的不同细胞群。 

7.8 细胞治疗产品微生物污染的评估试验 

微生物污染是细胞治疗产品的潜在安全隐患。 

细胞治疗产品的微生物检测(包括无菌、支原体和非特异性病毒因子检测)可用于评估人体治疗产

品的安全性。 

在细胞治疗产品中，有几个潜在的支原体污染来源，包括用于培养的动物血清产品和培养设施环境。 

微生物检测应对细胞库、过程中间体和最终的细胞治疗产品进行。 

当潜在的生物外来因子在可接受的范围内时，即基于检测限或用户自定义的极限，证明该细胞样品

无菌。 

细胞治疗最终产品(或适当时，中间产品或细胞起始材料)的微生物测试应评估是否存在： 

1) 细菌和真菌污染物； 

2) 支原体； 

3) 外来因子； 

4) 病毒。 

对于细胞治疗终产品，细菌和真菌污染物、支原体和其他可合理存在于细胞治疗产品中的外来因子

的存在应保持在可接受的限度内。 

外来因子的检测包括体外病毒试验、体内病毒试验和针对外来病毒的特定试验。 

如果在细胞治疗产品的生产中使用抗生素，那么应进行无菌检测之前去除抗生素。如果抗生素不能

去除，应进行测试(如抑菌和真菌抑制试验)，以确保产品中残留的抗生素不会干扰无菌检测的结果。 

如果在使用最终的细胞治疗产品之前使用了保存策略(例如低温保存)，则应考虑相应的无菌检测。

结果一般应在产品放行前获得。如果细胞治疗产品在保存后进行进一步处理(如洗涤、培养)，应进行重

复无菌试验，并应将过程中的无菌检测结果纳入细胞治疗最终产品规范的放行标准中。 

如果可能的话，无菌试验的选择应使无菌试验的结果可以在细胞治疗产品的保质期内获得。 

如果无法获得具有适当时限的无菌检测结果，则可以开发替代方法来提供无菌保证。 

在细胞治疗最终产品具有较短的保质期的情况下，在产品开发过程中可以考虑采用具有快速检测

的分析方法来建立和评估产品的放行标准。 

注1： ISO 24190关于微生物快速检测的研究正在开发中。 

在生产过程的关键步骤进行无菌测试是最有效的。 

注2：使用基于风险的评估可能是适当的。 
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无菌性测试计划应确定在生产过程中何时进行无菌性测试，以及打算使用的测试方法。为过程中的

无菌性测试选择的测试方法应足以保证产品的无菌性。 

注3：产品的支原体检测可以在最有可能检测到污染的生产阶段进行，例如，在收集培养物后，在

细胞洗涤之前。可以对细胞或上清液进行检测。 

7.9 评价细胞治疗产品稳定性的试验 

当细胞治疗产品的特定质量属性的变化在所确定的细胞治疗产品既定的保质期内或临床研究期间

处于接受范围内时，稳定性达到合格。指定的质量属性用稳定性指示的分析方法来监测，作为评估稳定

性的函数。质量属性通常类似于批量放行中使用的属性。稳定性测试应证明指定的质量属性在指定的持

续时间内和在指定的条件下处于可接受的范围内。稳定性的持续时间应对应所需的细胞治疗产品的保

质期或与临床研究的持续时间。 

应制定并记录稳定方案。 

应为最终的细胞治疗产品制定稳定性方案。 

稳定性方案应包括无菌性的评估，以及用于鉴定、纯度、细胞计数、活力和效力的属性。 

对于进行的每一次测试，测试方法、取样时间点(包括零点)、测试温度和其他适当的信息都应记录

在案。用于表明产品稳定性的分析方法的合理性也应记录在案。 

例如，在无菌的情况下，可以在取样开始点、稳定性研究结束点和研究的中间点进行测试。 

对治疗细胞中间体稳定性的考虑可包括： 

a) 维持细胞在扩增和冷藏过程中的遗传和表型的稳定性； 

b) 监测细胞在扩增过程中生物学活性的累积变化； 

c) 监测冷冻保存的中间体的解冻后细胞活力和回收率； 

d) 对评估遗传稳定性的分析方法使用适当的控制。 

注：这些信息有助于设定生产过程中的控制和最大生产水平。 

8 报告 

8.1 概述 

这一条款涉及分析方法的结果报告。 

8.2 一般性要求 

数据报告应包含足够详细的内容，以便对细胞治疗产品测试结果进行独立评估，并能够对来自细胞

治疗产品测试的数据进行数据比较。 

例如，信息可以包括： 

a) 原始数据； 

b) 经处理的数据； 
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c) 定量或相对数据的标度； 

d) 以良好的属性值或参考价值的基准； 

e) 元数据(详细说明样本、程序、条件等)； 

f) 控制策略的结果(为分析方法的性能提供可信度)； 

g) 鉴定、验证或验证的结果； 

h) 详细描述了数据采集过程。 

细胞治疗产品测试的报告要素应包括但不限于： 

1) 样本-ID，细胞描述符(类型，批号或标识，生产来源日期)； 

2) 试剂-名称，来源，批号；  

3) 样品制备程序和条件； 

4) 使用的仪器-包括仪器设置；  

5) 使用的标准品； 

6) 测试方法性能标准的描述； 

7) 带有适当的单位和不确定度的测量结果； 

8) 数据分析程序； 

9) 不符合预期的观察结果。 
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A  
A  

附 录 A  

（说明性） 

细胞治疗产品测试策略的建立 

 

图 A.1-本文件中提出的概念的示意图和相关条款编号 

细胞治疗产品的检测策略是基于对相关质量属性的识别和质量属性评价分析方法的建立。

本文件的相应条款和子条款在方框中突出显示。 



GB/T XXXXX—XXXX 

29 

B  
B  

附 录 B  

（说明性） 

细胞分析方法中潜在的变异源实例 

细胞分析方法的变异源可能来自但不限于：细胞源、分析试剂、辅助材料、分析仪器、设备和耗材、

环境条件、程序、数据采集参数和条件以及数据分析。图B.1 显示了细胞试验中潜在的变异源的示例
[13]

。

这些来源或变异可能导致细胞试验中的系统性和随机性错误。测量控制和控制策略有时可以用于减少

或控制这些可变性的来源。 

 

图 B.1-说明细胞分析方法中常见变异源的图表(不全面) 

  

 

细胞来源 试剂/原材料 仪器 设备/耗材 

细胞分析

方法中的

差异 

样品制备    标准品的                细胞特异性 

稳定性 

渗透压 

稳定性         毒性                   线性/LOD 

 

浓度                                         PH                                吸管/移液器 

    

配方        光敏度                   仪器的可           耗材 

变性（趋势） 

二次抽样           稳定性                                 设置                移液器枪头 

 

时间（过期） 温敏度                                              水浴锅 

同质性  聚集                                     纯度/杂质                          （体积/温度） 

 

形态                                   GMP等级                 数据记录/恢复                  冰箱/冰柜 

芽殖                                                                 地域一致性                                               的稳定性 
 

环境 流程 数据采集 数据分析 

中断/干扰                   样品采集 

                                                              算法不稳定性              适用于统计 

洁净度                   解冻过程                                               分析的数据 

                             

供电问题                     样品制备          成像的假象 

 

温度                      稀释准备                     聚集   破碎         离群值的取舍 

                                                   时间 

湿度                    方案一致性 

对照品/标准样品 

 

分析员培训 

结
果 

原
因 
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