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摘  要 

随着包括免疫细胞、干细胞等细胞治疗新兴生物技术产品临床转化加速，其成瘤性及致瘤性安全风险备

受关注。由不同厂家生产的不同类型的细胞治疗产品在原材料、生产工艺等方面差异较大，需根据具体

风险评估情况制定相应策略。相较于已终末分化的体细胞产品，具有多向分化的干细胞成瘤性风险较高，

生产工艺如培养工艺因遗传不稳定、体外培养突变累积及肿瘤细胞残留等会引入额外的风险，体外基因

修饰系统的使用也存在病毒载体插入突变、基因编辑工具引发基因重排等隐患。本文基于已有的科学经

验及国内外相关指南，围绕药学相关内容对细胞治疗产品的成瘤性致瘤性风险进行讨论，通过对这些潜

在风险的剖析，为细胞治疗产品成瘤性、致瘤性控制策略提供参考，助力研究成果快速转化。 
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Abstract 
With the accelerated clinical translation of emerging cellular products, including immune cells and 
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stem cells, their safety risks of tumorigenicity and oncogenicity have attracted much attention. Dif-
ferent types of cell therapy products produced by various manufacturers vary significantly in terms 
of raw materials, production processes, etc., and corresponding strategies need to be formulated 
based on the specific risk assessment results. Compared with terminally differentiated somatic cell 
products, stem cells with multi-directional differentiation have a higher risk of tumorigenicity. Pro-
duction processes such as culture processes can introduce additional risks due to genetic instability, 
accumulation of mutations in in vitro culture, and residual tumor cells. The use of in vitro gene mod-
ification systems also has hidden dangers, such as insertional mutations of viral vectors and gene 
rearrangements caused by gene editing tools. Based on existing scientific experience and relevant 
global guidelines, this paper discusses the tumorigenic and oncogenic risks of cellular products, fo-
cusing on chemistry, manufacturing and controls consideration, to provide references for the tu-
morigenicity and oncogenicity control strategies of cellular products and facilitate the rapid trans-
lation of research results. 
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1. 引言 

随着细胞治疗、基因治疗等新兴生物技术产品临床转化进程的不断加快，临床试验申报数量逐年攀

升，与传统重组蛋白及抗体类药物相比，这类产品的风险特征存在显著差异。一方面，活细胞药物、病

毒载体等新型治疗产品自身具备的持续增殖或基因整合潜能，大大增加了成瘤和致瘤的风险；另一方面，

不同类型、不同企业研发的细胞治疗产品，在原材料来源、生产工艺、制剂形式及治疗领域等诸多方面

都存在明显不同，这就往往需要结合具体情况开展评估，并基于风险制定相应的评估策略。2010 年版世

界卫生组织(WHO)《技术报告系列 987》在将动物细胞培养物用作生物合成生产基质并对细胞库特征进

行评估的背景下，对成瘤性和致瘤性作出了定义：成瘤性指的是接种到动物模型中的细胞群体在接种部

位通过增殖和/或通过转移在远处部位产生肿瘤的能力；致瘤性则描述的是残留组分(如化学物质、病毒、

病毒核酸)导致宿主细胞形成肿瘤的能力[1]。当前，细胞治疗产品常见的成瘤性/致瘤性风险主要源于外源

因子污染、残余宿主细胞及 DNA/RNA、载体插入突变、细胞异常分化等多方面因素。因此，风险控制需

要从原材料质控、工艺开发、制剂研究等全链条进行综合评估。然而，现有的申报资料普遍存在风险识

别系统性不足、评估方法适配性欠缺、控制策略科学性薄弱等问题。本文主要基于目前积累的科学经验，

以及 ICH 和国内外已发布的相关指南等，从药学研究角度，浅析生物制品成瘤性/致瘤性风险的引入机制、

风险评估和控制策略，期望能为细胞治疗产品成瘤性、致瘤性的评估与控制提供一定参考，助力研究成

果的快速转化。 

2. 成瘤性和致瘤性风险来源 

目前常见的细胞治疗产品的起始细胞类型主要包括已终末分化的体细胞、由成体组织来源的干细胞

和具有多种分化潜能的多能干细胞(PSC) [2]。细胞治疗产品的成瘤性和致瘤性风险与其产品的供者细胞

质量、不同分化状态的细胞来源、生产过程中采用的细胞培养方式、给药方式以及目标患者人群等均相

关，需要根据以上特点基于风险综合考虑。 
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2.1. 起始细胞引入的成瘤性和致瘤性风险 

与已终末分化的体细胞相比，具有多种分化潜能的干细胞具有遗传不稳定、增殖能力强等特点，整

体成瘤性风险较高。干细胞主要包括间充质干细胞和多能干细胞。间充质干细胞是一种组织干细胞，通

常被认为源自中胚层，其干性主要体现在能够分化为成骨细胞、脂肪细胞和软骨细胞[3]。多能干细胞包

含胚胎干细胞和诱导多能干细胞，相较于组织来源的成体干细胞，其具有更强的分化能力和自我更新能

力，具有向三个胚层分化的能力。 
已有大量研究证实，未分化的 PSC 具有潜在的成瘤性，残留的未分化 PSC 可能会形成畸胎瘤(含三

个胚层组织的肿瘤)。尽管存在形成畸胎瘤的潜能，但由于临床案例仍较为有限，PSC 衍生畸胎瘤的恶性

潜能尚不明确。迄今为止，仅报道了 1 例病例：一名 2 型糖尿病患者接受诱导多能干细胞(iPSCs)衍生的

β 细胞治疗后，在 2 个月内于注射部位出现了衍生的畸胎瘤，并伴有局部淋巴结转移[4]。考虑到此类风

险，应尽量优化工艺减少制剂中残留的未分化 PSC，并尽可能采用灵敏的方法对残留的未分化细胞进行

研究和控制。根据各文献对各类正常细胞中未分化 PSC 检测限的统计，微滴数字 PCR 和高效培养方法展

现出更优的检测限，可达到 0.001% [5]。目前指导原则尚未对分析方法的具体要求进行明确，但各国指南

中总体均建议尽量选用灵敏方法进行研究，期望随着技术的发展，可以建立起统一的灵敏、稳健的监测

方法。 
干细胞的体外扩增培养和诱导分化过程是引入成瘤性致瘤性风险的另一个重要因素。由于给药剂量

的需求，干细胞类产品需要在体外大量扩增并进行分化培养。在长时间的体外培养过程中，细胞容易出

现因复制应激和 DNA 损伤导致的异常基因组积累[6]，常见的突变类型包括大到染色体核型水平遗传异

常，如整条染色体或染色体片段的增减，或是略小一些的亚显微水平遗传异常以及在 DNA 序列水平的单

核苷酸变异、插入和缺失等。核型异常有数值型非整倍体和结构型非整倍体，部分突变可能分辨率较低

但发生较为频繁，例如在超过 20%的细胞系中，均发现一个位于染色体臂 20q 的着丝点附近存在小的、

可变的区域变化，这种变化难以通过单纯的 G 显带核型分析检测到，需要借助分辨率更高的方法[7] [8]。
既往研究发现，染色体 20q11.21 区域拷贝数的增加能够为 hPSC 提供生存优势，其中包含 BCL2L1 基因

产物 BCL-XL 展示出抗细胞凋亡活性[9]。另外一些针对肿瘤相关点突变频发位置的研究发现，重要抑癌

基因 TP53 是多能干细胞中发生高频变异的基因，其变异会导致 p53 蛋白失活[10]。除 TP53 外，后续研

究还陆续发现了更多高频发生的点突变，如 CCND2、PCM1、MYH9、HIF1A、BCL9 等，这些基因在

COSMIC 癌症基因普查数据库中被归类为具有已记录癌症相关活性的基因。根据 FDA 在 2024 年 4 月发

布的《Safety Testing of Human Allogeneic Cells Expanded for Use in Cell-Based Medical Products》，对于连

续细胞系或高度扩增的基因编辑细胞需要进行全基因组测序，并且推荐读取深度至少为 50X，以确保能

检测到可能影响肿瘤形成的突变(如 p53 原癌基因突变等) [11]。通过各种基质，携带的突变基因能够赋予

变异细胞生长优势，比如更快的生长周期、阻断分化或阻断细胞凋亡，进而使突变在体外扩增过程中逐

渐累积。一篇文献结合突变获得机制提出，优化培养条件和培养方案能够改善长时间体外培养过程中 PSC
的遗传变异情况，具体包括在低氧条件下降低突变率，添加外源性核苷酸以减少复制应激导致的基因组

损伤等[12]。因此，建议在研发产品过程中，对工艺条件进行相关摸索和优化，在传代稳定性研究中充分

考虑细胞培养间隔、培养持续时间、传代次数等因素，基于遗传稳定性的特征合理制定产品的培养工艺

和限传代次。与具有全能分化潜能的 PSC 细胞相比，多能干细胞(MSC)扩增能力有限，普遍认为其本身

具有的成瘤性风险较小，在体外低代次培养中通常不会出现染色体异常和端粒酶缩短的情况。但仍有研

究表明，不同的培养条件会导致 MSC 的染色体发生变化，例如目前体外扩培工艺中，为减少外源因子风

险，常采用组分明确的无血清培养基替代常规含血清培养体系，其中添加了多种促进细胞增殖的组分，
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如各类细胞生长因子、激素或小分子化合物等。研究显示，当无血清培养基中含有的细胞生长因子如

PDGF-BB、EGF 和 bFGF 水平升高到一定浓度时，能促使原本软琼脂克隆阴性的 hMSCs 转为阳性，且在

培养一定代次后，基因表达模式会发生不可逆的改变[13]。针对此类遗传学或表观遗传的检测方法正处于

快速发展阶段，目前主要的分析方法包括染色体核型分析、OGM 技术、单核苷酸多态性以及 NGS 测序

技术等。各类分析方法都存在局限性，可根据变异区域的大小和定性/定量的目的，选择多种分析方法结

合进行评价。在实际的评价中，可能发现的遗传异常与成瘤性和致瘤性的相关性尚不明确，可以结合传

代稳定性研究和体内外成瘤性致瘤性研究进行风险分析，必要时纳入产品质控项目。 
部分类型的起始细胞在取样时可能掺杂了肿瘤细胞，如肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)类产品，在制剂中存

在肿瘤细胞残留的可能性，进而存在大量回输后引发继发性淋巴恶性肿瘤的风险。因此，建议建立较为

灵敏的方法，根据肿瘤的类型选择合适的表面标志物，对肿瘤细胞的残留进行分析。 

2.2. 基因修饰系统导致的成瘤致瘤风险 

体外基因修饰系统能够有效地将遗传物质等转入特定目的细胞，在细胞治疗产品中用途广泛，包括

修饰目的细胞的遗传物质、改变基因表达方式或调节细胞生物特性等。目前，基因修饰系统包括病毒载

体类(如慢病毒、γ-逆转录病毒、腺病毒、腺相关病毒)和非病毒载体类(如 DNA、RNA 以及特异性基因编

辑工具，包括基于 CRISPR-Cas、锌指核酸酶(ZFN)或 TALEN 等)。不同的基因修饰系统可能引入的成瘤

致瘤风险各不相同，主要相关的风险因素包括高风险基因元件的插入，以及在基因插入过程中由于错位

等导致的致癌基因活化或抑癌基因失活等。已有部分关于 CAR-T 细胞疗法治疗后患者出现 T 细胞恶性

肿瘤的报道，此前 FDA 披露了 22 例患者接受治疗后出现 T 细胞恶性肿瘤的案例，均发生在治疗后随访

的 2 年内，并且其中有 3 例患者的活检恶性细胞中检测到了整合的 CAR 基因[14]。在一款通过慢病毒转

导系统改造的 BCMA 靶向的 CAR-T 细胞治疗产品的临床研究中，发现一名男性患者在接受治疗后 5 个

月，出现了相对快速生长的面部病变，面部活检结果显示出现了非典型 T 细胞浸润。对其活检细胞的整

合位点分析结果显示，在 PBX2 基因的 3’UTR 中存在显性插入，同时鉴定出 TET2 功能丧失突变和 JAK3
激活突变，调查结果无法排除 CAR 整合导致成瘤性增强的可能性[15]。在披露的二次原发性肿瘤案例中，

还包含了一例 T 细胞制造过程中 CAR 基因整合到单个白血病原始细胞中，其产物顺式结合到白血病细

胞表面的 CD19 表位，使其无法被识别，并赋予 CTL019 耐药性，这提示了对生产过程和产品中非目的

细胞持续关注的重要性[16]。CRISPR-Cas9 等可定点基因编辑的工具，相较于病毒类基因改造工具，插入

位点的可控性更高，但其在编辑过程中涉及 DNA 双链断裂或修复，也有可能产生不可预测的基因片段重

排或染色体畸变等，从而导致成瘤性风险增加。 

3. 其他生产用原材料来源的成瘤致瘤风险 

生产过程中使用的原材料成分残留也可能引入成瘤、致瘤风险，如培养过程中添加的滋养细胞、重

组蛋白宿主 DNA 的残留等。滋养细胞如人慢性髓系白血病细胞 K562、小鼠胚胎成纤维细胞、EB 型细胞

系(EBV-LCL)等作为高风险原材料，监管要求通常需要进行工艺开发研究以确认使用滋养细胞的必要性，

但部分细胞治疗产品仍需使用滋养层细胞辅助培养。使用滋养细胞可能会引入成瘤性、致瘤性风险，企

业需要对相应风险进行研究和控制。以 K562 细胞为例，K-562 是从一名 53 岁慢性粒细胞白血病患者的

骨髓中分离出的淋巴母细胞，常用于 NK 细胞扩增，可显著提高 NK 细胞在体外的扩增效率。有研究表

明，通过基因编辑使 K562 细胞稳定表达多种膜结合细胞因子(IL-15、4-1BBL 等)，能够进一步提升 NK
体外扩增效率和产品纯度[17]。一方面，用于 K562 的基因修饰系统可能引入由基因修饰系统导致的成瘤

致瘤性风险，应在适当阶段对基因编辑工具的残留进行评估；另一方面，K562 本身为肿瘤细胞，其完整
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细胞的残留或细胞 DNA 等组分残留也可能带来相关风险。为减少 K562 完整细胞残留的风险，常用的控

制手段包括在细胞制备工艺中加入辐照灭活工艺，伽马射线和 X 射线等电离辐射会诱导无法修复的 DNA
双链断裂，导致细胞凋亡且不影响细胞代谢，从而在能为 NK 细胞提供营养的同时，在 NK 扩增培养工

艺中逐渐去除[18]。此前较多应用伽马射线进行滋养细胞的灭活，由于伽马射线成本较高，目前也有许多

关于替代灭活工艺的研究。一篇关于 X 射线替代伽马射线的文献中，采用不同能量的 X 射线处理 K562
细胞不同时间，结果显示，照射后第 10 天，75~150 Gy 辐照组的活细胞百分比约为 2%，X 射线对于 K562
细胞增殖活力的降低表现出很强的剂量和时间依赖性[19]。建议在进行工艺研究时，对辐照强度、时间、

细胞密度等进行研究，并进行相应控制。在质量控制部分，建议在适当阶段对完整滋养细胞的残留进行

评估。此外，由于 K562 细胞本身为肿瘤来源细胞系，建议对其可能携带的致癌因子的残留进行研究，并

结合终产品的成瘤性研究结果基于风险考虑纳入质量标准进行控制。如使用的是经基因编辑后的 K562 细

胞，还需要结合其基因插入位点和遗传稳定性，考虑是否存在增加的致瘤风险。 

国内外指南中对于成瘤性和致瘤性相关风险药学研究的考虑 

各国监管机构在一系列指南文件中均提及了成瘤性和致瘤性风险。EMA 关于人源细胞制品的指南

(EMEA/CHMP/410869/2006)指出，若可以预见到细胞转化的风险，就应对成瘤性进行研究，检测应侧重于增

殖能力和染色体完整性[20]。随后，2011 年 EMA 先进疗法委员会(CAT)发布的论文 EMA/CAT/571134/2009
中提到，多能干细胞和体细胞存在肿瘤形成的固有风险，培养条件会影响干细胞的基因组稳定性。由于诱

导多能干细胞(iPSCs)和 hESCs 等的未分化细胞具有相对较高的肿瘤形成风险，因此应对其残留进行控制

[21]。此外，该委员会表示，hiPSC 和 hESC 与体细胞干细胞(例如，MSC、造血干细胞[HSC])不同，畸胎

瘤的形成是多能干细胞固有的特性。在后续 EMA 细胞产品工作组召开的研讨会中，对于 MSC 治疗中的

成瘤性问题，认为 MSC 是成年基质细胞，在培养物中扩增的可能性有限[22]。2008 年 FDA 的一份简报

文件讨论了 hESC 与畸胎瘤形成相关的风险。在该文件中，FDA 要求应在过程控制和批次放行的检测中

对未分化的 ESC 残留进行检测，可选用流式细胞术和逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)分析基因表达等方法

进行分析[23]。FDA 在 2024 年 1 月发布了嵌合抗原受体 CAR-T 细胞产品开发的指南，在药学方面从 CAR
构建体、载体、起始细胞材料、终产品进行了详细讨论[24]，随后于 2024 年 4 月发布的《Safety Testing 
of Human Allogeneic Cells Expanded for Use in Cell-Based Medical Products》中对各类起始细胞的安全性控

制提出了建议，明确应基于风险，结合细胞的扩增潜力、使用的试剂和产品预计治疗的人数，来制定相

应的检测策略[11]。 
近年来，国家药品监督管理局药品审评中心(CDE)等发布了一系列关于细胞治疗产品药学评价的指

导性文件，以支持细胞治疗产品的研发和申报，表 1 列举的指南中包含了药学研发中对于成瘤性致瘤性

研究和控制的建议，可供参考。 
 

Table 1. Guidelines of domestic regulatory authorities on pharmacological tumorigenicity and oncogenicity evaluation 
表 1. 国内监管机构药学成瘤性及致瘤性评价相关指南 

指导性文件 颁布时间 颁布部门 参考文献 

细胞治疗产品研究与评价技术指导原则(试行) 2017/12/22 NMPA [25] 

CAR-T 细胞治疗产品质量控制检测研究及非临床研究考虑要点 2018/06/05 中检院 [26] 

体外基因修饰系统药学研究与评价技术指导原则(试行) 2022/05/31 CDE [27] 

免疫细胞治疗产品药学研究与评价技术指导原则(试行) 2022/05/31 CDE [28] 

人源干细胞产品药学研究与评价技术指导原则(试行) 2023/04/27 CDE [29] 
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NMPA 在 2017 年颁布的《细胞治疗产品研究与评价技术指导原则(试行)》中，主要在质量研究部分

简单指出，需要根据细胞来源和制备工艺过程的特点，进行恶性转化细胞、成瘤性和致瘤性、病毒载体

回复突变等的研究。后续中检院发布的考虑要点中包括了对于 CAR-T 类产品可能带来的成瘤性及致瘤性

风险的讨论以及相关质量控制检测和非临床研究的建议。随后 CDE 发布的 3 个指导原则，从体外基因修

饰系统、免疫细胞治疗产品、人源干细胞产品方面，系统地对药学研究和评价提出了建议。虽然目前国

内外许多指导原则对于成瘤性和致瘤性的风险研究进行了讨论，但由于技术手段和科学认知的局限性，

普遍仍缺乏具体要求和统一的控制标准，还需研究人员和监管机构等各方不断努力，逐步提高对于成瘤

性和致瘤性的认知和识别手段，完善监管科学体系，以提高细胞治疗产品的安全性，促进细胞质量行业

的发展。 

4. 总结 

与具有较为成熟纯化手段的其他类型的生物制品相比，细胞治疗产品作为活细胞目前能采用的杂质

去除手段有限，且不同细胞类型可能具有独特的特性和风险。不同的起始细胞、基因编辑工具的使用策

略、各产品开发的生产工艺和使用的原材料，均可能引起成瘤性、致瘤性的风险增加。考虑到成瘤性、

致瘤性引入的因素多样，难以制定统一的策略来控制风险，可参考现在已有的法规和指导性文件，从产

品特性、物料控制、生产工艺等方面结合各阶段质量研究情况，根据风险考虑制定相应的控制策略，持

续加强产品知识的积累并优化相关的安全性测试方法，确保产品全生命周期的有效监管。细胞治疗产品

目前处于快速发展的阶段，对于成瘤性和致瘤性的认知仍处于不断积累的过程中，尚有许多局限性，需

要研发和监管的共同努力下，进一步提升风险引入机制的认识和控制策略水平，完善相关的监管科学体

系，提高细胞治疗产品在临床使用上的安全性。 
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