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用于多能干细胞产品质控的标准物质
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摘要      目前, 多能干细胞产品的临床应用存在缺乏可重复性的问题, 阻碍了多能干细胞研究

和临床转化的进程。因此, 利用标准物质确保此类产品的可重复性, 鉴别随着时间推移出现的过程

和方法的漂变十分必要, 但对于多能干细胞产品而言, 获得公认的标准物质存在很多困难, 因此, 作
者建议首先关注内部的标准物质。该文概述了标准物质在多能干细胞产品研究和临床转化中的重

要性, 并对多能干细胞产品的内部标准物质的建立方法进行了评估, 最后探讨了建立分析标准物质

的潜在途径, 这可能为漂变的测量及解释提供有效工具。
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Abstract       Currently, the clinical use of human pluripotent stem cell-derived products (hPSC-derived 
products) suffers from lacking of reproducibility and consistency, which further impedes the research and clinical 
translation of such products. Thus, it becomes more necessary for the use of reference materials to ensure the 
reproducibility and consistency of hPSC-derived products and to identify the drift of process and method over time. 
Due to the challenge to achieve consensual reference materials, we firstly focused on in-house reference materials. 
Hereby we outlined the importance of reference materials to hPSC-derived products, assessed the approaches to 
generate in-house reference materials and discussed the potential routes to achieve reference materials, which might 
provide valuable tools to measure and interpret the drift of process and method over time.
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干细胞研究是人类医学和生命科学的研究热

点, 随着基础研究领域陆续取得突破性进展, 相关临

床研究也迅速升温。美国国立卫生研究院管理的临

床研究登记系统(https://www.clinicaltrials.gov/)数据

显示, 截至2015年7月15日, 全球登记在案的干细胞

临床研究共5 069项。其中, 所涉及的疾病类型主要

集中在神经系统疾病、心脏疾病、免疫系统疾病、

糖尿病、关节炎、外周血管疾病、肝病、肺病等方
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面。目前, 全球通过严格安全性及有效性审查, 并获

得上市许可的干细胞产品已有12项。人体多能干细

胞作为细胞治疗产品的主要细胞来源, 不仅在疾病

模拟和药物筛选中的应用越来越受重视, 在疾病治

疗领域更是备受关注[1-2]。它在多种疾病损伤中表现

出的巨大潜能让众多临床工作者为之振奋, 而加快

多能干细胞治疗产品临床转化的步伐已成为全人类

的共同呼声。

在我国, 自2009年5月1日起, 干细胞治疗技术

因涉及伦理问题, 安全性、有效性尚需规范而被列

入第三类医疗技术, 由卫生部负责技术审定和临床

应用管理。但由于相关政策法规及行业标准相对滞

后, 干细胞临床研究无章可循, 影响了干细胞治疗技

术的临床转化进程, 我国至今尚无获得监管部门正

式批准的干细胞产品。2013年3月1日, 为进一步规

范干细胞临床试验研究活动, 加强干细胞临床试验

研究管理, 促进干细胞治疗技术健康发展, 卫生部、

国家食品药品监督管理局组织制定了《干细胞临床

试验研究管理办法(试行)》、《干细胞制剂质量控制

及临床前研究指导原则(试行)》和《干细胞临床试

验研究基地管理办法(试行)》的征求意见稿。这套

制度填补了国内干细胞产业监管的空白, 分别针对

干细胞临床研究、制剂制备、研究基地管理等不同

方面, 对干细胞的研究和应用进行了系统规范。截

至2015年8月, 《干细胞临床研究管理办法(试行)》和

《干细胞制剂质量控制及临床前研究指导原则(试
行)》均已正式发布。

在美国, 干细胞产品主要由美国食品和药物管

理局(Food and Drug Administration, FDA)的生物制

品评估研究中心(Center for Biologics Evaluation and 
Research, CBER)负责审批和管理。在欧盟, 干细胞

产品属于先进技术治疗医学产品(Advanced Therapy 
Medicinal Product, ATMP)范围, 由欧洲药品管理局

(European Medicines Agency, EMEA)负责审批和管

理。目前, 此类产品作为药品来管理, 可遵循《药品

生产质量管理规范》(Good Manufacturing Practice, 
GMP)和《药物临床实验质量管理规范》(Good 
Clinical Practice, GCP)这类标准质量体系的相关内

容, 以确保产品至少符合(例如卫生、文件的可追溯

性、设备校准、终产品的安全性等)最低标准。此

外, 《药典》中的相关标准也为干细胞产品的管理提

供了原材料的质量标准及检测方法以及标准物质的

范围等[3]。但是, 针对干细胞产品这类新兴领域的

管制和要求, 现有的规范往往无法完全覆盖, 参考作

用有限。因此, 需要能够满足干细胞产品制备及应

用要求的特定标准。但是, 仅仅有这些书面标准还

无法满足干细胞产品临床转化过程中的质量控制要

求, 特别是无法保证产品的一致性和可重复性。因

此, 必要的物质标准在质量控制方面扮演着十分重

要的角色, 它在诸如蛋白质组学、基因组学和代谢

组学等快速发展的新兴领域中均必不可少, 在干细

胞领域亦然[4]。然而, 目前在该领域内对标准物质

的关注和讨论较少, 又由于多能干细胞产品及方法

的多样性决定了不同的产品开发机构对标准物质

会有不同的要求, 因此, 现阶段还没有广泛适用的

标准物质。然而, 公认的标准物质虽难以获得, 但
是内部的标准物质对于每一个产品开发机构而言

仍是不可或缺的。

1   多能干细胞产品临床转化面临的挑战
多能干细胞产品由于其固有的特点, 在临床转

化过程中往往会受到很多特有的挑战, 包括检测、

生产工艺和监管等方面的挑战。首先, 与成熟细胞

相比, 多能干细胞具有自我复制和多向分化的潜能。

因此, 在产品生产周期中, 保持细胞的稳定性(包括

遗传稳定性和生理稳定性)至关重要。第二, 当终产

品为多能干细胞分化后的次级子代细胞, 则需要考

虑多能干细胞分化为目标细胞的能力, 由于多能干

细胞的分化往往难以控制, 分化后的细胞存在较大

异质性[5]。一些实验结果证明, 混合群体来源的人体

多能干细胞更有利于获得同一种细胞类型, 因为通

过多种细胞的相互作用有利于强化单一细胞类型的

存活。但是混合群体来源的人体多能干细胞对于控

制细胞特性、质量和一致性面临更大的挑战[1]。第

三, 人体多能干细胞对外部的培养条件要求很高, 不
同的外部培养条件、培养时间和冻存条件都会导致

细胞产生很大差异[6-8]。第四, 动物模型并不能准确

地反映人类疾病。因此, 动物的毒性试验结果有时

难以用来预测人体的毒性反应[9]。第五, 将人的细胞

植入动物体内的临床转化研究难以完全, 也不能准

确地预测人的细胞在患者身上可能引起的免疫或其

他生物学反应。第六, 干细胞及其衍生物可能作用

于多个靶器官与组织, 因此, 同时具有好、坏两方面

的效应, 存在致瘤性等风险[9]。第七, 移植的细胞有
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可能在患者体内持续存在很多年, 它们的作用有可

能不可逆, 因此, 需要对患者进行长期细致的检查与

随访[9]。第八, 多能干细胞产品的定义和描述较为复

杂。例如, 间充质干细胞可从脂肪、脐带、皮肤等

多种组织或器官中分离得到, 另外, 即便是同一种来

源的间充质干细胞, 若采用不同的方式进行分离和

培养也会使其产生异质性, 出现一些功能上存在差

异的亚型, 因此, 间充质干细胞目前还缺乏明确的定

义和描述[10]。此外, 正如前言中提及的, 人体多能干

细胞产品从审批到监管都面临许多实际的挑战。

2   多能干细胞产品标准物质
2.1   标准的分类

标准可分为两大类, 一类是书面标准, 一类是

物质标准(图1)。而物质标准又分为公认的(如有

证标准物质)和内部的。有证标准物质在许多生

物制品中存在, 例如, 在分子领域中就有利用数字

PCR技术对DNA进行绝对定量时使用的有证标准

物质[11]以及用于糖化白蛋白测定的有证标准物质

JCCRM611[12]。但是在多能干细胞产品中有证标准

物质几乎不可能存在。国家标准和控制生物研究所

建立了高纯度的CD4+细胞的有证标准物质, 应用于

临床诊断。这个标准物质由与CD4 FITC抗体结合

的外周血单核细胞组成, 与细胞治疗相关[1]。此类

有证标准物质应用于具体的表征方法中, 但无法广

泛应用, 特别是在个体化细胞治疗中。因此, 我们仅

关注内部的标准物质。

2.2   内部标准物质对多能干细胞产品的重要性

产品的稳定性是产品质量关键所在, 因此关键

质量参数的测定是必不可少的。生物制品中的标准

物质主要用于生物制品效价、活性或含量的测定, 
而由于其固有的特性导致生物制品的功效测定很少

存在有证标准物质, 所以此类产品功效的测定主要

依赖于内部的产品标准物质。而多能干细胞产品作

为一类特殊的生物制品, 其标准物质的获得更加复

杂, 因此在多能干细胞产品中几乎不可能存在有证

标准物质[3]。这就要求开发机构不仅要开发一个特

定的生产过程, 还要开发特定的能够有效控制产品

质量的分析方法。

生物制品中有极少数的有证标准物质可以用

于生物功能的分析, 比如世界卫生组织批准了用于

一些重组蛋白分析的有证标准物质[3]。这类标准物

Sandards

Written Material

ConsensusExample

Pharmacopoeis,
International standards,
Standard operating procedures,
Guideline

In-house

Product RM Measurement RM

标准有书面形式和物理/物质形式。其中, 书面标准包括药典, 由国际标准组织、欧洲标准委员会等制定的国际标准, 行业或组织机构公认的标

准操作规程, 政府机构(如欧洲药品管理局和美国食品药品监管局)的行业组发布的指南等。物质标准则包括得到世界卫生组织、美国药典等

机构共识的物质标准以及开发机构特定的或地方性的内部物质标准。其中, 内部的物质标准还可以进一步分为用于质量比较目的的产品标准

物质以及用于检验分析结果可靠性的分析标准物质。

There are written and physical/material standards. Written standards include pharmacopoeia, International Standards which produced by such as 
International Standards Organisation and European Committee for Standardization, standard operating procedures which agreed with industry or 
organizational, guideline from a government agency (European Medicines Agency, US Food and Drug Administration) industry group, and so on. 
Material standards can be divided into consensus agreed reference material (RM) produced by a recognized body (the World Health Organization, 
United States Pharmacopoeia) and in-house RM for developer-specific and local. These in-house material standards can be further divided into a 
product RM, which used for comparative quality purposes, or a measurement RM which used for facilitate the analysis of assay reliability.

图1   标准的分类概述(根据参考文献[1]修改)
Fig.1   Overview of standards (modified from reference [1])
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质或许可以用于分析多能干细胞产品中的一些分泌

因子或生长因子。但是, 此类分析有赖于校准, 并且

无法避免细胞应答所产生的细胞因子对检测结果的

干扰。因此, 即便是对多能干细胞产品中的一些非

细胞成分进行测定, 内部的产品标准物质也比有证

标准物质更可行。

2.3   产品标准物质与分析标准物质

产品标准物质必须对产品具有代表性, 其用途

主要包括产品生产过程中的比较评价, 包括工艺的

改变和优化、产品稳定性测试、确保产品质量特性

的追踪贯穿整个产品生命周期、为早期临床实验阶

段到商业阶段建立连接、识别随着时间推移发生的

质量工艺漂变等。产品标准物质是确定产品质量, 
建立产品间可比性、一致性的关键(图2A), 所以特

定的标准物质的设计必须满足产品特性或其生物学

活性的需要。由于分析测量的过程具有不确定性和

出现错误的可能性, 因此需要分析标准物质来帮助

验证分析结果是否可靠(图2B)。分析标准物质的用

途主要包括对具体检测进行确认和验证、定义可接

受的检测标准、校正检测方法和设备、系统适应性

测试、识别方法漂变等。此类标准物质的选择需要

综合考虑被测变量和被测物的性质。  
2.3.1   建立产品标准物质的方法      对于多能干细

胞产品这类复杂的医疗产品而言, 由于其结构、功

能和质量等无法完全确定, 利用产品标准物质来建

立产品间的可比性尤为重要。

在医药行业典型的方法是建立主要标准物质

和使用产品批次的样品作为二次标准物质, 也叫工

作标准物质。工作标准物质是产品生产过程中用于

相关测试的样品。一旦某一产品批次的样品用完, 
就需要使用其他产品批次的样品作为工作标准物

质, 此时, 必须通过与主要标准物质直接比较获得[1]。

A: 产品标准物质对产品批次物具有代表性, 并能验证整个产品生命周期(包括工艺优化和过程漂变)的可比性评估。B: 分析标准物质是对特定

的分析进行验证, 并确定可接受的标准, 进而对分析方法或设备进行校正, 并识别方法漂变。

A: product reference materials should be representative of the product batch material and are used to validate comparability assessments throughout the 
product’s life cycle, including process optimization and drift. B: measurement reference materials are used to validate and define the acceptance criteria 
for specific assays, to calibrate methods and equipment, and to identify method drift over time.

图2   产品标准物质(A)和分析标准物质(B)(根据参考文献[1]修改)
Fig.2   Product reference materials (A) and measurement reference materials (B) (modified from reference [1])
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理论上, 主要标准物质的数量足够满足一个产品整

个生产周期的使用(在一些例子中, 超过20年)。然而, 
可能由于主要标准物质的数量不够或稳定性不够, 
其使用时间可能无法覆盖产品的整个生产周期, 此
时, 就不得不准备新的主要标准物质。因此, 可能需

要一个早期的主要标准物质, 该标准物质需足以用

于最初的临床前安全性研究。由此, 在最初的安全

性数据和最终的商业化过程中建立联系。而在关键

的临床研究阶段, 需要建立一个新的主要标准物质

以确定产品的安全性及有效性。此外, 为了降低主

要标准物质的需求量, 需要建立工作标准物质用以

替代主要标准物质, 作为日常使用(图3)[3]。

第二个获得产品标准物质的方法是集合法, 即
将不同批次的细胞产品集合起来。如果标准物质通

过集合法获得, 产品由于细胞异质性导致的差异就

可被平均化, 这类生物等效细胞群在很多情况下都

可作为产品标准物质[1]。例如, 如果CD4+ T淋巴细

胞来源于人体多能干细胞系, 那么来源于健康捐赠

者的CD4+ T淋巴细胞即可作为产品标准物质。尽管

这种方法比较实用, 但可能只适合从健康捐赠者中

获得的细胞类型, 此外, 要认识到生物等效标准物质

的一致性尚需进一步分析和考虑[1]。

判断这些方法获得标准物质是否适合, 需要考

虑稳定性、可行性以及所需费用等问题。比如制备

细胞的培养基, 使用无血清的比有血清的费用高出10
倍左右[10]。而稳定性则需要长期进行监控, 从而建立

稳定性文件, 以便标准物质在用完之前准备。由于人

体多能干细胞产品每一批次产品数量比其他生物制

剂少, 用于储存为标准物质的数量受到限制。因此, 
标准物质的数量需要生产机构根据实际情况确定。

而对于细胞标准物质而言, 必须冷冻保存, 但冷冻会

影响细胞产品的功效和活性, 这是使用时必须保持细

胞活性的产品需要解决的另一个关键问题。

2.3.2   建立分析标准物质的方法      细胞系在一些

情况下可作为有效的分析标准物质。例如胚胎癌

细胞系2102Ep, 尽管人体胚胎干细胞和胚胎癌细胞

系之间存在一些生物学的差异, 这个细胞系仍然被

用于流式细胞术检测, 以分析人体胚胎干细胞的特

征[13-15]。如果能获得合适的细胞系作为标准物质, 
这一方法可能同样适用于其他已分化的细胞类型。

但由于细胞系的获得会影响细胞信号通路和表型

特征, 因此, 细胞系作为分析标准物质是否适合需
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safety studies

Pivotal clinical
studies

(safety and efficacy)

Master reference
material for
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Master reference
material for
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Where
required
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Working
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material “1”

Working
reference

material “2”

Working
reference

material “n”

Routine applications

As required

Final
manufacturing
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Produce
lifecycleProcess changes

improvements after
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在早期生产过程中, 需从早期产品批次中建立一个主要标准物质用于临床前研究和早期临床安全性研究。在关键研究阶段, 从产品批次中建

立一个新的主要标准物质, 用于证明产品的安全性和有效性, 并通过相应的工作标准物质确保整个生产周期的产品质量。

During early manufacturing progress, a product master reference material is prepared from an early batch/es of product used for pre-clinical and early 
clinical safety studies. During pivotal studies, a new product master reference materials is prepared from batch/es used to demonstrate safety and 
efficacy. Then some working reference materials are prepared to ensure product quality throughout product life cycle.

图3   建立产品标准物质建的典型方法(根据参考文献[3]修改)
Fig.3   Typical approach taken for product reference materials (modified from reference [3])
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要根据具体情况确定。同时, 我们必须认识到细胞

系作为分析标准物质还需要一系列的检查和验证。

非细胞的分析标准物质主要包括固定细胞、

磁珠、DNA/RNA样品和细胞因子。固定细胞作

为标准物质可用于比较细胞表面标记物的表达, 如
临床使用CD4+ T细胞进行人免疫缺陷病毒(human 

immunodeficiency virus, HIV)检测和异质性评价[1]。

然而, 细胞固定的过程会改变细胞特性, 从而对其作

为分析标准物质产生不利影响。磁珠作为标准物质

常用于流式检测的校正和荧光补偿的设定。但磁珠

标准物质存在稳定性问题, 需要与细胞类标准物质

结合使用。分子标准物质稳定性好, 容易保存, 易
于大量获得, 一般情况下, 用于分子评价的分析标

准物质从产品的样品中就可获得。采用半定量方

法检测基因表达时, 由于常作为阳性对照的管家基

因的表达量会随着人体多能干细胞分化状态发生

变化[16-17]。所以, 对于多能干细胞而言, 半定量方法

缺少合适的阳性对照。而芯片分析又无法检测关键

基因的拼接转录情况, 因此, 可以鉴定拼接转录和基

因转录绝对量的RNA测序越来越来越受欢迎。这

一方法存在的问题是不同实验室的测序结果差异较

大, 必须通过测序方法标准化来解决, 这也证明需要

建立标准物质来确保实验的可比性。目前, 已有一

些细胞因子的有证标准物质, 比如用于校正酶联免

疫吸附试验的细胞因子。虽然细胞因子标准物质可

以用于制作标准曲线, 从而获得实验细胞因子的浓

度, 但此类标准物质不能用于存在细胞因子释放的

实验。

选择分析标准物质时必须清楚其使用目的, 
以及物质特性。例如, 在进行酶联免疫吸附试验

(enzyme-linked lmmunosorbent assay, ELISA)时 , 与
一个糖基化的重组蛋白标准物质相比, 一个糖基化

的天然蛋白可能会影响它与抗体的结合, 导致绝对

定量不准确。但是如果把一个标准物质作为指定的

生物活性单位, 那么由于检测结果是一个相对值(相
对于标准物质), 无论检测蛋白是否被糖基化, 都不

会影响检测结果。因此, 即便是内部标准物质, 也
应当有一个证书, 说明它的计量学溯源以及预期用

途。在使用时, 任何一种分析标准物质, 都能在内部

作为“共同单位”用于相对测定, 也可经过实验室之

间的合作研究及认证后, 在这些实验室中使用, 但
是使用时为了保证可比性, 必须采用相同的测定方

式[3]。韩国一项实验室之间的协作研究发现, 相比琼

脂覆盖法, 菌斑染色法更适用于对水痘疫苗进行病毒

检测, 从而促进了这类病毒测定方式的标准化[18]。而

对于“生物活性”这样无法定义的检测中, 如果测定方

式改变, 必须有大量数据证明两种方式是等价的, 如
果两种方法缺乏可比性, 就认为检测无效。近期, 日
本的一项研究发现, 由于缺乏明确的标准物质, 不同

实验室对于人类T淋巴细胞白血病-1型病毒(human 
T-lymphotropic virus 1, HTLV-1)的定量PCR结果相差

可达5倍, 最后, 实验通过与其他两种不同检测方法相

比较, 证明了一种来自成人T细胞白血病的TL-Om1
细胞可作为HTLV-1定量PCR的标准物质[19]。

3   讨论
人体多能干细胞产品实现临床转化受到多方

面因素的制约, 其中, 包括如何确保产品的稳定性和

一致性; 如何验证产品检测结果的可靠性; 如何在产

品之间以及分析检测结果之间建立可比性等。而建

立产品标准物质和分析标准物质分别为解决这些问

题提供了可行的办法。本文详细介绍了这两类标准

物质在人体多能干细胞产品生产及检测过程中发挥

的作用, 并分别描述了建立产品标准物质和分析标

准物质的一些方法, 为进一步实施提供思路。

人体多能干细胞产品中含有活细胞, 而由于活

细胞的不稳定性和异质性以及细胞对环境的应答能

力, 使得建立此类产品的标准物质面临一些独特的挑

战。非细胞的标准物质虽然存在一些优势, 但也存在

亟待解决的问题以及局限性。人体多能干细胞产品

的生物功能分析依赖于活细胞的活动[20], 但是活细胞

作为标准物质存在两个主要问题。首先, 由于标准物

质和产品都需要冷冻保存, 因此会对这些细胞的稳定

性产生影响。其次, 需判断所需标准物质的数量, 使
其符合预期生产要求, 特别是主要标准物质, 否则可

能出现重新建立的标准物质缺乏可比性的问题。因

此, 人体多能干细胞产品标准物质的建立需要更多的

创新思维, 而且适用的方法也需要根据具体的产品和

临床应用目的确定, 具有复杂性和独特性。

此外, 一旦产品/分析标准物质建立后, 还需考

虑如何获取和处理数据。多能干细胞产品目前很难

建立公认的标准物质, 本文主要讨论内部标准物质。

但是, 通过公共出版物快速传播内部标准物质的相

关研究, 可以合理利用现有的数据资源建立一个公
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共数据库, 供相关的研发及生产机构下载。而研发

和生产机构也可以将内部数据与公共数据库的数据

进行比较, 并提供对比数据。这将有利于促进不同

利益相关者开展对话, 并不断丰富数据资源, 最终实

现相关资源的集中与共享, 促进多能干细胞产品相

关标准物质的进一步开发。
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