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张孝兵, 北京协和医学院特聘教授, 细胞生态海河实验室领军科学家, 博士生导

师。张孝兵教授在细胞与基因治疗(CGT)及生物工程领域深耕36年, 拥有独特

的“工程+科学”双重背景。他早年于四川大学攻读生物化学工程专业, 深谙发酵

工程与生物制药车间设计; 随后在华东理工大学及香港中文大学从事研究期间, 
率先开展了大孔微载体动物细胞规模化培养及可长期植入的造血干细胞扩增

研究, 为后期攻克细胞药物制备工艺难题奠定了坚实的工程学基础。2002年至

2009年, 张孝兵教授在全球基因治疗研究重镇—美国Fred Hutchinson肿瘤研

究中心(Fred Hutch)从事前沿探索, 专注于干细胞基因治疗, 拓展了国际顶尖的

科研视野并积累了载体安全性评价经验。归国前, 他曾历任美国罗马琳达大学

助理教授及副教授。作为血液与健康全国重点室实验室研究员及细胞生态海河

实验室领军科学家, 张孝兵教授目前带领数十人的科研团队, 致力于血细胞重编

程、iPS细胞定向分化以及基因治疗与编辑的基础与转化研究。团队在技术源

头创新方面成果卓著, 持有中美发明专利20项, 自主开发的高效重编程和基因编

辑载体系统已被全球数百家实验室采用。目前, 张孝兵教授团队正整合包括引

导编辑(PE)、胞嘧啶碱基编辑(CBE)、CRISPRoff等最新工具与长读长测序技术, 
构建从“原材料设计”到“临床长期随访”的端到端质量控制(QC)体系, 旨在解决

AAV、慢病毒及LNP等递送系统的合规性难题。同时, 团队正全力开发安全高

效的新型靶向型LNP/VLP递送工具, 以期实现体内造血干细胞和免疫细胞的精

准基因治疗。

基因治疗药物质量控制的研究进展与趋势
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摘要      该综述聚焦基因治疗(gene therapy, GT)从研发到临床的全流程质量控制(quality con-
trol, QC)体系构建。其中, 围绕腺相关病毒(adeno-associated virus, AAV)和慢病毒(lentiviral vector, 
LV)两大主流载体, 系统梳理了AAV载体在生产中的空壳率、载体基因组完整性、反向末端重复

序列(inverted terminal repeat, ITR)异常以及外源DNA杂质等关键质量属性(critical quality attributes, 
CQAs), 以及LV载体在体外基因治疗应用中涉及的整合位点分布、整合体全长结构和克隆动力学

等安全性考量。在基因编辑部分, 基于第一代CRISPR-Cas9的临床经验, 讨论其脱靶效应和大片段

缺失的检测方法与缓解策略, 并延伸至新一代基因编辑工具—碱基编辑(base editing, BE)和引导

编辑(prime editing, PE)的精确性评估与递送策略。在方法学上, 提出以第三代测序(长读长测序)
为核心支柱, 联合液滴数字PCR(droplet digital PCR, ddPCR)、无动物致热源检测[如重组因子C法
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(recombinant factor C assay, rFC)和单核细胞致热源试验(monocyte activation test, MAT)等]以及功能

学与免疫学/组织分布评估, 构建“方法–指标–工艺–临床结局”相闭合的证据链。在监管层面, 归纳

了美国FDA、欧盟EMA和中国CDE对于深度分子表征和长期随访的共识要点。在未来展望中, 指
出了三大关键趋势：一是靶向脂质纳米颗粒(lipid nanoparticle, LNP)/病毒样颗粒(virus-like particle, 
VLP)的体内递送策略, 二是基于长读长测序和数据智能的QC常态化, 三是连续化制造与过程分析

技术(process analytical technology, PAT)的融合。这些进展有望为基因治疗提供更加安全、可审计、

可规模化的实践路径。

关键词      基因治疗; AAV; 慢病毒; CRISPR/BE/PE; 长读长测序; 质量控制; LNP/VLP
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Abstract       This review outlines an end-to-end QC (quality control) framework for gene therapies from de-
velopment to clinic. For AAV (adeno-associated virus) and LV (lentiviral vector), CQAs (critical quality attributes) 
are synthesized: empty/full ratios, vector-genome integrity, ITR (inverted terminal repeat)-associated defects and 
exogenous DNA impurities for AAV; and genome-wide integration profiles, full-length integrant structures, and 
clonal dynamics for LV. Building on first-generation CRISPR clinical experience, detection and mitigation of off-
targets and large deletions are addressed, extending to accuracy profiling and delivery strategies for BE (base edit-
ing) and PE (prime editing). Methodologically, a long-read sequencing-anchored paradigm integrated with ddPCR 
(droplet digital PCR), rFC (recombinant factor C assay)/MAT (monocyte activation test), functional readouts, 
and immunology/distribution assessments is advocated to establish a verifiable “methods-metrics-process-clinical 
outcomes” evidence loop. On the regulatory side, converging FDA/EMA/CDE expectations for deep molecular 
characterization and long-term follow-up are summarized. Looking forward, targeted LNP (lipid nanoparticle)/VLP 
(virus-like particle) for in-vivo programming, routine QC powered by long-read platforms and data intelligence, and 
the fusion of continuous manufacturing with online process analytical technologies are highlighted, enabling safer, 
auditable, and scalable gene therapy translation.

Keywords       gene therapy; AAV; lentiviral vector; CRISPR/BE/PE; long-read sequencing; quality control; 
LNP/VLP

基因治疗正从概念验证阶段迈向规范化临床

和产业化应用。在递送载体方面 , 病毒载体 [主要

包括腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV)和
慢病毒 (lentiviral vector, LV)]、病毒样颗粒 (virus-
like particle, VLP)以及非病毒载体 [如质粒DNA、

脂质纳米颗粒 (lipid nanoparticle, LNP)]的持续优

化显著提升了体内外基因递送的效率并扩展了安

全边界。其中 , AAV载体在多种遗传病中实现了

长期基因表达且免疫原性相对可控 [1]; LV载体由

于可以将基因稳定整合到宿主细胞基因组 , 在造

血干细胞 (hematopoietic stem cell, HSC)基因添加

和嵌合抗原受体T细胞 (chimeric antigen receptor 
T cell, CAR-T)等细胞治疗中成为关键工具 [2]。基

因编辑技术以CRISPR-Cas9为代表 , 近十年快速演

进 , 碱基编辑 (base editing, BE)和引导编辑 (prime 
editing, PE)等新兴工具大幅拓展了突变精确校正

的范围并提升了编辑精度 , 成为基因治疗中不可

或缺的技术工具 [3-4]。随着基因治疗进入临床 , 质
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量控制 (quality control, QC)成为保障其安全性和

有效性的核心环节。在载体制备过程中 , AAV需

重点控制空壳率、基因组完整性 (截断 /嵌合 )及外

源DNA杂质 [5]; 整合型LV则侧重于复制型慢病毒

(replication-competent lentivirus, RCL)监测与随机

整合导致的插入突变风险评估 [6-7]。在基因编辑应

用中 , 应系统监控脱靶效应、大片段缺失 /结构变

异以及递送体系与宿主免疫的相互作用 , 常用方

法涵盖GUIDE-seq与DISCOVER-seq等[8-9]; 临床用

药环节要严格把关内毒素 /致热源与免疫原性 , 欧
盟药典已将单核细胞致热源试验(monocyte activa-
tion test, MAT)(2.6.30)作为体内发热试验 [(如 : 兔
致热原试验 (rabbit pyrogen test, RPT)]的体外替代

试验, 并逐步接纳重组因子C法(recombinant factor 
C assay, rFC)用于细菌内毒素检测 [10-11]。临床用药

环节还需严格把关内毒素 /致热源与免疫原性 , 并
建立长期随访机制。基于此, 构建贯穿“原材料–生
产–体外效力–体内安全–长期随访”的全流程QC体

系 , 尤其是依托长读长测序技术作为支撑 , 是推动

基因治疗产品从研发走向可审计、可规模化生产

的必由之路。

本文系统梳理基因治疗产品及其质控体系的

最新进展 : 以AAV和LV两大主流载体为主线 , 纳入

LNP/VLP等新兴体内递送策略 , 概述不同平台的关

键质量属性与质控框架 ; 在回顾第一代CRISPR临床

成果和局限的基础上, 讨论BE/PE工具的应用前景和

质控要点 ; 重点阐述第三代测序技术在AAV载体基

因组完整性解析和LV整合体全长 /插入位点监测中

的价值, 并介绍rFC和MAT等新方法在基因治疗药物

致热原/内毒素风险控制中的应用价值及其在未来监

管中的意义 , 旨在为构建以长读长测序为支撑的基

因治疗QC体系提供可操作的思路和指标参考。如图

1所示, 本综述以“测序锚定的端到端QC”作为整体框

架, 贯穿载体与编辑工具的方法–指标–工艺–临床闭

环 , 契合CMC(chemistry, manufacturing and controls)
开发及监管关注要点[12]。

1   基因治疗的发展历程与监管体系演进
1.1   历史挫折与安全性反思

基因治疗的概念萌芽于20世纪后期。1990年 , 
美国科学家首次使用逆转录病毒将正常的腺苷脱氨

酶 (adenosine deaminase, ADA)基因导入一名先天性

ADA缺陷导致免疫缺陷的患儿体内 , 标志着基因治

疗进入临床实践 [13]。此后十余年间 , 腺病毒和逆转

录病毒 /慢病毒载体成为主要的基因递送工具 , 临床

研究遍地开花。然而 , 在初期试验中也暴露出严重

的安全隐患, 引发了整个领域的深刻反思。

1999年 , 美国宾夕法尼亚大学在一项治疗鸟氨

酸氨甲酰转移酶缺乏症 (ornithine transcarbamylase 
deficiency, OTC deficiency)的基因治疗临床试验

中发生严重不良事件 : 年仅 18岁的受试者杰西·格
尔辛格 (Jesse GELSINGER)因腺病毒载体引发的

急性免疫反应和多器官衰竭不幸去世 [14]。这一事

件导致美国食品药品监督管理局 (Food and Drug 
Administration, FDA)紧急叫停相关临床试验 , 并对

负责人实施研究限制 [15]。格尔辛格事件沉重打击

了公众和学界对基因治疗的信心 , 直接使全球基因

治疗研究陷入将近二十年的低谷。同样引人警醒

的还有 2002—2003年发生在法国和英国的X-连锁

重度联合免疫缺陷症 (X-linked severe combined im-
munodeficiency, X-SCID)基因治疗试验: 研究团队利

用 γ-逆转录病毒载体为患儿进行了基因添加 , 初期

临床疗效显著, 但在随后的长期随访中, 观察到数例

患儿继发了白血病。研究证实 , 这是由载体插入激

活了LMO2(LIM domain only 2)致癌基因所致 [16-18]。

该事件成为整合型载体设计与长期安全性监管的分

水岭 , 促使学界开始反思如何降低载体插入突变带

来的风险。上述安全事件促使学术界和监管部门迅

速采取措施, 加强基因治疗研究的质控和安全要求。

例如, 对于腺病毒载体, 严格控制给药剂量以避免严

重急性炎症反应 ; 对于逆转录病毒 /慢病毒载体 , 则
开发自灭活(self-inactivating, SIN)载体骨架 , 通过去

除强启动子和病毒复制相关元件来降低插入致突变

风险 [19-20]。在监管方面 , 美国FDA于2006年发布指

导原则 , 要求所有接受整合型载体治疗的受试者进

行为期不少于15年的长期随访 , 以监测迟发不良事

件 [21]。这些举措奠定了现代基因治疗领域基本的安

全框架, 推动了公众信任的重建, 并提升了产品的监

管可接受性与审评通过的可行性。

1.2   行业复兴与全球监管体系建立

进入21世纪后 , 随着载体工程和质控体系的完

善 , 基因治疗逐步走出早期的低谷 , 迎来了复兴时

期。当前 , AAV体内基因治疗和慢病毒介导的细胞

基因治疗成为双引擎 : AAV以较低的免疫原性、特
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定组织的高亲和性以及长期基因表达等优势 , 确立

了体内基因替代疗法的主力地位 ; 慢病毒载体则凭

借其基因整合的持久性 , 在造血干细胞基因添加和

CAR-T等细胞治疗中不可或缺 , 推动了实体产品的

产业化和标准化临床路径的形成。

全球范围内 , 一系列标志性成果和产品的问

世 , 进一步提振了基因治疗的发展信心并推动了

监管体系的逐步建立 (表 1)。表 1简要列出了 1990
年至 2025年间基因治疗领域具有里程碑意义的事

件和产品 , 包括首例基因治疗临床试验、具有深远

影响的安全事件 , 以及近年陆续获批的代表性基

因治疗药物等。可以看到 , 自2015年后 , 多个基因

治疗产品相继在美欧获批上市 , 如针对视网膜疾

病的Luxturna(2017, AAV2)[22]、针对脊髓性肌萎缩

的Zolgensma(2019, AAV9)[23], 以及针对血友病A的

Roctavian(2022, AAV5)[24]和针对杜氏肌营养不良症

的Elevidys(2023, AAVrh74)[25]等 , 标志着基因治疗

开始走向常规临床应用。与此同时 , 基于慢病毒载

图中示意了基因治疗药物从原材料与设计到临床患者长期随访的全生命周期质量控制路径。自左向右依次为: ①原材料与设计阶段, 聚焦载

体类型(AAV/LV/LNP/VLP等)和基因编辑工具(CRISPR-Cas、碱基编辑器、引导编辑器等)的选择与构建, 以及质粒、细胞库和辅料等关键原

材料的质量属性; ②工艺开发与GMP生产阶段, 围绕滴度、空/实粒子比例、基因组完整性、残留杂质等关键质量属性(critical quality attributes, 
CQAs)优化工艺参数并建立放行标准; ③体外效力与体内安全性评价阶段, 利用细胞模型和动物模型系统评估转导/编辑效率、表达持续时间、

组织分布、急性及亚急性毒性等; ④临床给药与短期随访阶段, 在临床试验和真实用药场景中动态监测药代/药效学、免疫原性、不良事件及

初步疗效指标; ⑤长期随访与真实世界证据阶段, 通过队列登记和长期随访评估插入致癌风险、血液学恶变、疗效持续性和再给药可能性。长

读长测序及相关新兴分析技术贯穿上述各阶段, 为AAV/LV/LNP/VLP等递送平台和多种基因编辑工具提供统一的分子证据支撑, 帮助构建以

CQAs为核心的“方法–指标–工艺–临床”闭环质控体系。

The figure illustrates the end-to-end quality control pathway for gene therapy products, spanning from raw materials and design to clinical patient long-
term follow-up. From left to right: ① raw materials and design phase: focuses on the selection and construction of vector types (AAV/LV/LNP/VLP, 
etc.) and gene editing tools (CRISPR-Cas, base editors, prime editors, etc.), as well as the quality attributes of critical raw materials such as plasmids, 
cell banks, and excipients; ② process development and GMP production phase: optimizes process parameters and establishes release criteria centering 
on CQAs (critical quality attributes) such as titer, empty/full particle ratios, genome integrity, and residual impurities; ③ in vitro potency and in vivo 
safety assessment phase: systematically evaluates transduction/editing efficiency, expression durability, tissue distribution, and acute/sub-acute toxicity 
using cell and animal models; ④ clinical dosing and short-term follow-up phase: dynamically monitors PK/PD (pharmacokinetics/pharmacodynam-
ics), immunogenicity, adverse events, and preliminary efficacy indicators in clinical trials and real-world administration scenarios; ⑤ long-term follow-
up and real-world evidence phase: assesses the risk of insertional oncogenesis, hematologic malignancies, efficacy durability, and redosing feasibility 
through cohort registries and long-term monitoring. Long-read sequencing and related emerging analytical technologies span across these stages, pro-
viding unified molecular evidence support for delivery platforms (AAV/LV/LNP/VLP) and various gene editing tools, helping to construct a CQAs-
centric “methods-metrics-process-clinical” closed-loop QC system.

图 1   从实验台到患者: 基因治疗端到端质量控制(quality control, QC)框架

Fig.1   Bench-to-patient: end-to-end QC (quality control) framework for gene therapy
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• Process parameters
• CQAs monitoring
• Batch release

• Editing/transduction
   efficiency
• Expression durability
• Toxicity assessment

• PK/PD
• Insertional safety
• Adverse events

• Immunogenicity
• Efficacy durability
• Cohort registry
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表1   全球基因治疗领域重要里程碑(1990—2025)
Table 1   Global milestones in gene therapy (1990—2025)

年份

Year
事件/产品

Event/product
载体/平台

Vector/platform
适应症/场景

Indication/setting
批准/发表

Approval/
publication

意义摘要

Significance (summary)

1990 First human gene therapy 
trial: ADA-SCID[13]

γ-retrovirus ADA deficiency (immu-
nodeficiency)

USA Marked the clinical advent of human gene 
therapy

1998 SIN (self-inactivating) 
LV (lentivirus) design[34]

LV Vector engineering J Virol Reduced enhancer/promoter-driven 
insertional activation risk; blueprint for 
clinical-grade LV

1999 Jesse Gelsinger incident 
(OTC deficiency trial)[14-15]

Adenovirus Ornithine transcarbamy-
lase deficiency

USA Fatal immune reaction triggered field-wide 
safety reassessment

2002—
2003

X-SCID insertional onco-
genesis[16-18]

γ-retrovirus X-linked SCID France/UK LMO2-proximal integrations caused leuke-
mia; drove SIN designs & long-term follow-
up

2003 First human LV clinical trial 
(VRX496) initiates[35]

LV HIV infection US (IND) Clinical debut of LV vectors in humans

2003 Gendicine (p53) approval[36] Adenovirus Head & neck squamous 
cell carcinoma

China First marketed gene therapy product world-
wide

2012 CRISPR-Cas9 genome edit-
ing reported[37]

— Genome editing research Science (pub-
lication)

Ushered in programmable gene editing era

2017 Kymriah becomes first 
FDA-approved LV-modified 
CAR‑T[38]

LV B-ALL/lymphoma US (FDA) Opens LV era in commercial cell therapy 
(CAR‑T)

2017 Luxturna approval[22] AAV2 RPE65-mediated inher-
ited retinal dystrophy

US (FDA) First approved in vivo AAV gene therapy

2019 Zolgensma approval[23] AAV9 SMA (spinal muscular 
atrophy)

US (FDA) One-time dosing achieved transformative 
efficacy

2022 Roctavian approval[24] AAV5 Hemophilia A US/EU 
(FDA/EMA)

First gene augmentation therapy for hemo-
philia A

2022 ZYNTEGLO FDA approv-
al[39]

LV Transfusion-dependent 
β‑thalassemia

US (FDA) First US approval of LV‑HSC for hemoglo-
binopathies; durable benefit and safety to 
date

2022 SKYSONA FDA approval 
(c‑ALD; boxed warning)[40]

LV Cerebral ALD US (FDA) Approved with hematologic malignancy 
boxed warning; elevated risk management

2023 Elevidys approval[25] AAVrh74 DMD (Duchenne muscu-
lar dystrophy)

US (FDA) Breakthrough in neuromuscular genetic 
disease

2023 Casgevy (exagamglogene 
autotemcel) approval[32]

Ex vivo CRISPR-
Cas9 (autologous 
HSC)

Sickle cell disease/
β-thalassemia

US (FDA) First approved CRISPR-based gene editing 
therapy

2024—
2025

NEJM analysis reports 
hematologic cancers 
after SKYSONA; FDA 
strengthens labeling/use[41-43]

LV Cerebral ALD US (FDA) Landmark safety signal and label updates 
sharpen risk-benefit assessment for LV‑HSC

2024 Beqvez (fidanacogene 
elaparvovec) approval[44]

AAV Hemophilia B US (FDA) Another major advance of AAV therapy in 
hemophilia

2024 Eladocagene exuparvovec 
approval[45]

AAV AADC deficiency (intra-
cerebral delivery)

US (FDA) First direct brain-delivered gene therapy for 
AADC deficiency

2025 BBM-H901 (Xin Jiuning) 
approval[33]

AAV Hemophilia B China 
(NMPA)

First domestically approved gene therapy in 
China

本表为示例性梳理, 仅选取影响临床与监管格局的代表性节点, 非穷尽。—: 不适用。

This is an illustrative summary highlighting high-impact milestones shaping clinical practice and regulation; not exhaustive. —: not applicable.
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体的体外细胞 /造血干细胞疗法也在同一时期快速

落地 : 以LV改造的CAR-T产品Kymriah(2017, LV-T 
细胞 )与Yescarta(2017, γ-RV-T细胞 )相继获批 , 开启

了商业化细胞治疗时代 [26-27]; 在HSC领域 , Zynte-
glo(2022, LV-HSC)与Skysona(2022, LV-HSC, 带黑框

警示 )先后在美国获批 , 前者长期随访未见载体相关

肿瘤学信号、显示持久获益 [28], 而后者在随访队列

中观察到血液恶性肿瘤个案, 推动对LV-HSC产品的

风险再评估与标签更新 [29-30]; 此外 , 针对异染性白质

脑病(metachromatic leukodystrophy, MLD)的LV-HSC
疗法Lenmeldy亦已在美国获批 , 进一步拓展了LV
的治疗版图 [31]。此外 , 2023年美国FDA批准了全球

首个CRISPR基因编辑疗法Casgevy(CTX001, 体外

CRISPR-Cas9修饰自体HSC, 用于镰状细胞贫血和

β-地中海贫血 ), 表明基因编辑治疗也取得历史性突

破 [32]。在中国 , 首个自主研发的AAV基因治疗产品

BBM-H901(2025, 用于血友病B)[33]已获国家药品监

督管理局 (National Medical Products Administration, 
NMPA)批准 , 实现了国产基因治疗零的突破。随着

这些重大进展 , 各国监管机构也相应建立和完善了

基因治疗产品的审核审批体系, 加强了对产品质量、

安全风险和长期随访的规范要求。

1.3   产品监管要点与质量合规共识

基因治疗的复兴伴随着监管体系的完善和行

业质量共识的形成。面向产品注册和产业化生产 , 
欧美及中国监管机构在药学、临床和质控方面逐步

生成了一套共识性的关键质量属性 (critical quality 
attributes, CQAs)要求及证据体系 , 包括但不限于以

下几个方面。

1.3.1   药学质量一致性      对于AAV载体, 重点关注

空壳率、载体基因组完整性、残留DNA和杂质谱等

参数 [12,46]; 对于慢病毒载体 , 则强调同时报告物理滴

度和功能滴度、证明无复制型慢病毒污染 , 并对载

体插入结构进行深入表征 , 以保证不同批次产品在

质量和效力上的一致性[6,47]。

1.3.2   安全性分子证据      AAV载体需要提供深度的

分子表征数据 [如 ITR-to-ITR的载体基因组完整性分

析(截断、串联/拼接等异常构型)以及外源DNA杂质

的定量]以及免疫相容性评估结果 ; LV载体要求开展

全基因组范围的插入位点分布分析和整合体全长结

构解析 , 并结合克隆动力学进行长期安全性监测; 基
因编辑疗法需体系化评估脱靶效应和大片段缺失/结

构变异, 并设定相应的阈值控制标准[6,12,48]。

1.3.3   无菌与致热源控制      在传统细菌内毒素

检查 [鲎变形细胞溶解物 (limulus amebocyte lysate, 
LAL)法]的基础上, 监管与药典层面接受基于适用性

验证的替代方法 , 如 rFC和MAT, 用于拓展非内毒素

性致热源覆盖范围并减少动物使用[49-50]。

1.3.4   长期随访要求      对于使用整合型载体或基

因修饰细胞的治疗 , 要求对患者进行至少15年的长

期随访监测已成为各主要监管机构的共识 [21]。对于

高剂量AAV体内给药潜在的肝毒性以及可能的插入

突变事件, 监管亦将其纳入长期随访观察要点[7,51]。

1.3.5   数据可追溯与审计      监管机构强调方法学

验证、可复现的定量指标与数据可追溯 ; 鼓励采用

长读长测序等先进手段获取更全面的分子证据 , 并
将“方法–指标–工艺–临床”闭环关联用于放行与变

更管理[12]。

2   基因治疗载体与质控体系
各国监管指南对基因治疗产品的CMC提出了

更明晰的质量合规要求。总体而言 , 现代监管框架

强调 : 产品必须以明确的CQAs为导向 , 结合经验证

的方法学 , 提供充分证据证明质量、安全性与有效

性的一致性 [21,46]。这要求企业在研发生产中部署先

进分析技术、对关键质量属性深入表征 , 并通过长

期随访支撑临床安全性。在下文中 , 我们将围绕具

体载体平台和基因编辑技术 , 对这些质控要点和技

术进展进行更深入的讨论(表2)。
2.1   AAV载体的应用与质控

2.1.1   AAV载体的应用概览      AAV因其低致病性和

相对温和的免疫原性、多样的组织定向输送能力以

及能够介导长期基因表达等优点 , 已成为体内基因

治疗的核心载体平台之一。自2017年首个AAV基因

治疗药物Luxturna获批以来 , AAV载体在多个疾病领

域展现出临床价值: 针对视网膜遗传病的Luxturna[22], 
针对脊髓性肌萎缩症的Zolgensma[23], 针对血友病A
的Roctavian[24], 针对血友病B的Hemgenix/Beqvez[44], 
以及针对杜氏肌营养不良症的Elevidys[25]等一系列

AAV基因疗法相继获批 , 适应症涵盖眼科、神经系

统、血液和神经肌肉等疾病领域。与此同时 , 全球

范围内仍有大量在研的重组AAV(recombinant adeno-
associated virus, rAAV)临床试验, 显示出AAV载体在

更多罕见病乃至更广泛疾病适应症中的开发潜力。
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表2   基因治疗载体平台关键质量属性与检测矩阵

Table 2   Key CQAs-assay matrix for gene-therapy platforms
载体类型

Vector 
type

核心关键质量属性(按优

先级归类)

Core CQAs (clustered by 
priority)

推荐检测方法(放行/过程控

制)

Recommended assays (release/
process control)

监管关注重点

Regulatory focus

放行/过程控制指标示例

(非强制; 以已验证方法与

内部标准为准)

Example release/process 
targets (non-binding; per 
validated methods & inter-
nal specs)

典型应用场景

Typical use cases

AAV Genome integrity/trunca-
tion & chimeras; empty/
filled/intermediate capsids; 
infectivity (VG:TU) & 
potency; ITR integrity; 
particle size/aggregation; 
residual host DNA/protein 
& plasmid; endotoxin/py-
rogen

Long-read or NGS full-length 
mapping; AEX-HPLC or 
SV-AUC for capsid species; 
ddPCR/qPCR (VG)+cell-based 
infectivity/potency (TU/func-
tional readout); ITR quantitation 
(ddPCR/NGS); DLS/TEM/NTA 
(size/aggregation); residual DNA 
(qPCR/length profiling), HCP 
(ELISA/LC-MS); rFC/MAT for 
pyrogens[6,11-12,46,50]

High (integrity, 
capsid species, infec-
tivity, ITR); medium 
(aggregation, residu-
als)[6,12,46]

Set specs from validated 
assays; trend full-length 
genome, capsid species, 
TU:VG; control residual 
DNA (amount/size); justify 
rFC/MAT strategy[6,11-12,46,50]

In vivo (primary), 
also ex vivo

LV RCL negative; provirus 
full-length/packaging re-
combination; integration-
site distribution & clonal 
dynamics; functional 
titer/potency; residual 
plasmid DNA, p24 and 
other impurities; endo-
toxin/sterility

RCL amplification 
culture+qPCR (with positive 
control & LoD); LRS+UMI-
consensus for provirus full-
length & recombination; 
integration-site NGS/LRS (e.g., 
Alu-PCR)+longitudinal clone 
tracking; functional titer (flow/
reporter); DpnI-qPCR (plasmid 
residual); p24 ELISA; rFC/
MAT; sterility[6-7,11-12,47,50]

High (RCL, integra-
tion safety, recombi-
nation); Medium (re-
siduals/potency[6,7,12,47]

Show RCL not detected 
with validated LoD; justify 
functional titer/VCN specs; 
monitor integration-site 
diversity/clone dynamics; 
assess vector integrity/re-
combination[6-7,12,47]

Ex vivo (cell/gene-
modified cell 
products)

VLP Non-replicating (genomic 
nucleic acid residuals nega-
tive); cargo identity/dose 
consistency (protein/RNP/
nucleic acid); particle pu-
rity/aggregation; potency 
(entry/delivery, functional 
readout); host residuals/
endotoxin

Nuclease-protection+qPCR 
(nucleic-acid residuals); LC-
MS/ELISA/digital PCR (cargo 
identity/dose); NTA/DLS/TEM 
(purity/size/aggregation); cell-
based functional assays; rFC/
MAT; HCP/host DNA standard 
methods[6-7,12,46-47] 

Medium–High (rep-
lication risk, potency 
consistency)[6,12,46]

Define product-specific 
specs; confirm non-repli-
cating (genomic residuals 
negative); control cargo ID/
dose and host residuals; 
justify rFC/MAT[6,7,12,46-47] 

In vivo/ex vivo 
(transient delivery 
of proteins/RNPs/
nucleic acids/edi-
tors)

LNP 
(mRNA)

Encapsulation efficiency; 
size/PDI; mRNA integrity 
[Cap1, UTRs, poly(A) 
profile]; dsRNA impurities; 
lipid molar ratios/purity & 
residual solvents; potency 
(translation/functional); 
stability; endotoxin/steril-
ity/osmolality/pH

RiboGreen/SEC-HPLC (encap-
sulation); DLS/NTA (size/PDI); 
CE/gel/LC-MS [integrity, Cap1, 
poly(A)]; J2-antibody/LC-MS 
(dsRNA); HPLC/GC (lipids/
solvents); in-vitro expression/
functional readouts; acceler-
ated & real-time stability; rFC/
MAT; sterility/physicochemis-
tries[6,7,12,46,47,66,71]

High (encapsulation, 
size/PDI, mRNA 
structural integrity, 
dsRNA); medium 
(lipid quality/stabil-
ity)[6,12,46,66,71]

Set specs for encapsulation, 
size/PDI, Cap1/poly(A) 
integrity, dsRNA; support 
with method validation and 
stability program[6,12,46,66,71]

In vivo (primary), 
also in-vitro trans-
fection

AAV: 腺相关病毒; LV: 慢病毒载体; VLP: 病毒样颗粒; LNP: 脂质纳米颗粒; VG: 载体基因组拷贝数; TU: 转导单位; ITR: 反向末端重复序列; 
AEX-HPLC: 阴离子交换高效液相色谱; SV-AUC: 沉降速度分析超速离心; ddPCR: 液滴数字PCR; NGS: 下一代测序; LRS: 长读长测序; UMI: 唯
一分子标识符; DLS: 动态光散射; TEM: 透射电子显微镜; NTA: 纳米颗粒跟踪分析; HCP: 宿主细胞蛋白; rFC: 重组因子C法; MAT: 单核细胞致

热源试验; PDI: 多分散指数; RCL: 复制型慢病毒; VCN: 载体拷贝数; LoD: 检出限。

AAV: adeno-associated virus; LV: lentiviral vector; VLP: virus-like particle; LNP: lipid nanoparticle; VG: vector genomes; TU: transducing units; ITR: 
inverted terminal repeat; AEX-HPLC: anion-exchange HPLC; SV-AUC: sedimentation-velocity analytical ultracentrifugation; ddPCR: droplet digital 
PCR; NGS: next-generation sequencing; LRS: long-read sequencing; UMI: unique molecular identifier; DLS: dynamic light scattering; TEM: transmis-
sion electron microscopy; NTA: nanoparticle tracking analysis; HCP: host-cell protein; rFC: recombinant factor C assay; MAT: monocyte activation 
test; PDI: polydispersity index; RCL: replication-competent lentivirus; VCN: vector copy number; LoD: limit of detection. 
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2.1.2   AAV载体的关键质控难点与应对策略      在
AAV载体的研发生产和质控过程中 , 有几项关键质

量属性被认为是确保产品安全有效所必须严控的难

点[1,5,12]。

第一点是空壳率。AAV生产过程中除了含有目

的基因组的 “满颗粒 ”外 , 往往伴随大量不含基因组

的“空颗粒”或载有部分基因片段的次级颗粒。这些

空壳颗粒会稀释制剂的有效生物滴度 , 并可能诱发

先天免疫反应。因此需将空壳率作为放行的关键指

标之一。在实践中 , 推荐采用液滴数字PCR(droplet 
digital PCR, ddPCR)与沉降速度分析超速离心(sed-
imentation-velocity analytical ultracentrifugation, SV-
AUC), 或酶联免疫吸附实验 (enzyme-linked immu-
nosorbent assay, ELISA)+荧光定量PCR(quantitative 
PCR, qPCR)的方法进行交叉校准测定 , 通过两种互

补技术准确量化空壳率 , 从而建立生产工艺参数与

放行指标之间的量化闭环[12]。

第二点是载体基因组完整性及 ITR相关异常。

AAV包装载荷接近其上限(约4.7~5.0 Kb)时 , 容易出

现基因组不完整的截断体或串联重复的融合体 ; 此
外AAV两端的 ITR序列结构复杂 , 是必要的包装元

件 , 也可能在复制过程中发生异位重组或缺失。这

些情况都会影响疗效并带来安全隐患。为此 , 建议

在研发和工艺放大阶段引入长读长测序 (如Nano-
pore或PacBio SMRT平台 ), 以单分子全长读取方式

直接从 ITR读到另一端 ITR, 解析每个病毒颗粒的完

整基因组, 并统计断点位置和串联重复的比例[5]。通

过这种方法可真实量化载体截断和串联现象的发生

频率, 为优化包装系统和工艺参数提供依据; 一旦后

续批次出现异常 , 还可据此追溯工艺偏差来源并及

时调整。

第三点是外源DNA杂质谱 [12]。AAV制备所得

产品中往往混杂来源于质粒骨架或包装辅助质粒

片段以及宿主细胞基因组的残留DNA。这些外源

DNA杂质需被定量监控并尽可能减少 , 因为有些残

留片段 (如抗生素抗性基因序列等 )可能带来潜在风

险。传统的琼脂糖凝胶、电泳和短读长测序 (二代

测序 )在检出未知杂质或复杂重组片段方面存在灵

敏度不足的问题 , 而长读长测序能够在一次测序中

同时识别并定量不同来源的DNA片段 , 从而为每批

产品生成独特的“杂质指纹”。将这些杂质指纹与原

材料批次、生产工艺参数关联分析 , 有助于在源头

和工艺上降低杂质残留。

第四点是无菌以及内毒素与致热源控制。AAV
产品需符合严格的无菌标准 , 并杜绝内毒素或其他

微生物致热源的污染。除了药典规定的无菌检查和

细菌内毒素(LAL法)外, 建议根据产品特性和风险评

估结果引入 rFC法和MAT试验作为补充检测手段。

rFC利用重组鲎试剂替代传统LAL, 避免了对活鲎的

捕获, 具有良好的灵敏度和伦理优势; MAT通过检测

人源血液单核细胞释放的炎症因子来评估样品致热

源 , 总体可覆盖内毒素以外更多类型的致热源。将

rFC和MAT纳入检测不仅拓展了潜在热原污染的覆

盖范围 , 也符合减少动物使用的监管趋势。需要注

意的是 , 采用新方法需在申报资料中提供充分的验

证数据 , 并在放行标准和稳定性考察方案中阐明其

应用场景和判定限度, 确保与CMC文件要求一致[12]。

2.1.3   AAV载体质控方法学改进与放行建议      综
合以上质控要点 , AAV产品的QC体系正朝着更定

量、更全面的方向发展。在产品放行和申报材料中, 
建议以“定量、可复现、与工艺参数联动”的形式报

告空壳率、基因组完整性以及杂质谱等指标。例如, 
利用ddPCR进行载体基因组拷贝数的精确定量 , 结
合AUC或ELISA+qPCR对空壳率进行交叉验证 ; 采
用三代测序对载体全基因组进行深入解析并输出标

准化报告, 包括读长分布、ITR断点热点、串联及杂

质序列来源等信息 , 将这些深度分子表征数据作为

工艺开发、批次放行和工艺变更可比性评估的核心

依据; 同时, 将rFC/MAT等致热源检测的验证结果及

其适用性写入放行和稳定性方案。上述方法学改进

与数据要求 , 实际上与当前美国FDA/欧洲药品管理

局(European Medicines Agency, EMA)等监管机构对

AAV产品的关注点 (如空壳率、全基因组测序、残

留DNA控制等 )高度一致。这种以科学数据为支撑

的全面质控策略 , 将有助于实现AAV基因治疗产品

的安全可控、可审计和规模化生产。

2.2   慢病毒载体: 应用进展与整合安全性监控

2.2.1   慢病毒载体应用地位      慢病毒载体 (LV)源
自HIV-1, 因其能够高效转导分裂期和静止期细胞

并实现外源基因的长期稳定表达 , 成为体外基因治

疗的核心工具之一 [52]。在造血干细胞和T细胞的基

因改造中 , LV体系表现出优异的安全性与表达持久

性, 并逐渐取代早期的γ-逆转录病毒载体(γ-retroviral 
vector, γ-RV)。典型的临床成功案例包括 : Strimve-
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lis(2016年欧盟批准 )—采用 γ-RV转导自体CD34⁺
造血干细胞 , 用于ADA-SCID治疗 [44]; Kymriah(又称

tisagenlecleucel)—采用LV转导的自体CAR-T细
胞 , 是首个获批的LV-T细胞产品 [27]; Yescarta(又称

axicabtagene ciloleucel)—采用γ-RV转导的CAR-T
细胞, 是早期CAR-T平台的代表[26]; 阿基仑赛注射液

(中国批准 )—同样基于LV-T细胞技术 [53]。这些案

例共同确立了LV在造血干细胞和T细胞基因治疗领

域的主导地位 , 同时也反映出载体技术从γ-RV向LV
的代际演进与安全性提升趋势。

2.2.2   慢病毒载体整合特性与安全风险      LV载体

将基因永久整合入宿主基因组 , 这一特性既带来了

持久表达的收益 , 也隐含着插入突变和潜在致瘤的

风险。因此 , 从临床前到临床各阶段 , 监管要求对

LV介导基因治疗的受试者进行全面的整合位点分

析和克隆动态监测 , 以评估长期安全性 [21]。研究发

现, 不同逆转录病毒载体具有整合位点的偏好性: 早
期使用的 γ-逆转录病毒倾向插入于宿主基因启动子

区域附近, 因而更容易引发插入突变[54]; 而改良后的

HIV-1慢病毒载体更偏好于基因的内含子区域, 且通

过设计自灭活 (SIN)型的载体骨架 , 大幅降低了其激

活内源基因的风险 [55]。尽管如此, 监管机构[如FDA
和中国国家药品监督管理局药品审评中心 (Center 
for Drug Evaluation, CDE)]均明确规定 , 凡使用整合

型载体的基因治疗须对患者进行至少15年的长期随

访 , 重点监测是否出现因载体插入引发的克隆异常

增生或肿瘤发生。这体现出监管层面对慢病毒等整

合型载体长期风险的高度重视[7]。

2.2.3   慢病毒载体整合检测方法的演进      为了

满足上述安全监控需求 , 学术界持续改进慢病毒

插入分析的方法学。传统上 , 常用线性扩增介导

PCR(linear amplification-mediated PCR, LAM-PCR)结
合二代测序来大规模捕获整合位点信息 , 但该方法

每次只能读取插入位点附近几百个碱基的序列 , 无
法获得整合的全长载体信息 , 对检测复杂重组或大

缺失事件也存在局限。近期发展出的长读长测序策

略大大拓展了整合分析的深度 , 例如PCIP-seq方法 : 
先将宿主基因组与整合的病毒序列环化 , 再利用特

异性核酸酶(如CRISPR-Cas)在已知载体序列处切割, 
然后进行长片段测序。研究表明 , 此类策略可同时

获取插入位点序列和整合载体的全长结构 [56]。通过

长读长测序 , 发现传统方法遗漏的大片段缺失、串

联重复、载体 –载体重组等复杂整合事件得以被及

时识别 , 显著提升了整合分析的灵敏度 , 并减少了对

大量细胞克隆扩增的需求。这类先进的整合检测方

法正逐步应用于临床样本监测 , 并受到监管机构的

关注。

2.2.4   慢病毒载体质控要点与放行实践      第一个

质控要点是滴度测定 , 慢病毒制品通常需同时报告

物理滴度和功能滴度 [12]。物理滴度 (如p24抗原含量

测定或 qPCR/ddPCR测定载体拷贝数 )反映颗粒总

数, 而功能滴度通过感染指示细胞测得, 代表有生物

学活性的载体数目。一般物理滴度高于功能滴度 , 
两者比值可指示无效颗粒比例。质控中应并行报告

两者, 并将功能滴度作为核心放行指标, 以确保产品

具备足够的有效感染能力。

第二个质控要点是RCL检测 [6]。RCL是慢病毒

制备过程中需要严防的一种杂质 , 即在包装过程中

产生具有复制能力的HIV-1重组病毒。尽管现代慢

病毒系统通过拆分包装质粒和删除关键元件已大幅

降低RCL污染风险 , 但放行前仍须进行高灵敏度的

RCL检测。通常采用基于细胞扩增培养的检测方法, 
检出限可达到约1个RCL/108~109个载体颗粒。一旦

检测呈阳性则该批次产品不得放行 , RCL阴性是慢

病毒产品安全性的红线底线。

第三个质控要点是杂质控制 [46]。与AAV类似 , 
慢病毒制品中也可能残留宿主细胞蛋白 (host-cell 
protein, HCP)、宿主DNA碎片、质粒DNA等杂质 , 
需要通过工艺纯化加以清除。高效的纯化工艺 (如
层析、多步超速离心等 )可去除>99%的杂质并保留

载体活性。放行时需检测HCP、DNA等残留是否在

限度内 , 并提供工艺验证数据证明杂质清除的一致

性。

第四个要点是质控细菌、内毒素及外源因子污

染 [11,50]。慢病毒属于体外使用产品 , 但其无菌和内毒

素标准仍需符合药典要求。同时应通过广谱PCR或
培养法验证无支原体、无外源病毒等污染。在质控上, 
这些要求与AAV载体基本一致, 均需严格执行并记录

在案。

经过上述多维度的质控 , 慢病毒产品的安全性

大为提高。在申报资料中 , 监管通常要求提供慢病

毒载体整合位点分布和克隆随访的数据 [12]。例如 , 
通过二代测序分析数百个克隆的插入位点 , 观察有

无偏向于原癌基因或其他风险位点的整合 , 同时纵
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向跟踪受试者体内改造细胞的克隆组成变化 , 及早

发现异常克隆扩增迹象。一旦出现可疑信号 , 需结

合长读长测序深入解析相关克隆的整合体结构 , 以
判断是否存在插入突变驱动的异常增殖[57]。可以说, 
慢病毒质控体系正从传统的 “滴度+整合位点 ”拓展

到“整合体全长+克隆动力学”, 与监管对于长期安全

性和深度分子监测的要求逐步接轨 , 形成更系统的

安全评估框架。

2.3   其他载体平台与质控要点

除了AAV和慢病毒载体外 , 基因治疗还涉及

腺病毒载体 (adenoviral vector, Ad)、质粒DNA、

mRNA-LNP以及近年来兴起的病毒样颗粒 (VLP)等
多种递送平台。这些载体在应用场景、工艺复杂度

和监管要求上各有特点 , 但共同遵循以关键质量属

性(CQAs)为核心、与工艺参数相联动的质量控制思

路。以下分别加以论述。

2.3.1   腺病毒载体(Ad)      腺病毒是较早用于基因治

疗的人类病毒载体。第一代腺病毒载体保留了较多

野生型病毒基因 , 因而免疫原性强、易引发炎症反

应 (如前述的GELSINGER事件 [14])。随后发展出的

辅助依赖型 /高容量 “去基因 ”腺病毒删除了全部或

几乎全部病毒编码序列 , 整体免疫毒性降低且可装

载容量最高可达37 Kb, 适合携带大基因、多元件或

长顺式调控元件 [58]。这类载体广泛用于溶瘤病毒治

疗和新型疫苗平台(如COVID-19疫苗AZD1222即采

用腺病毒载体[59])。
腺病毒载体质控需要关注以下几点。 ( 1 )

RCA(replication-competent adenovirus)污染排查: 通过使

用早期区1(early region 1, E1)缺陷型包装细胞系并采用

灵敏qPCR检测E1序列残留, 确保产品中不含能自主复

制的腺病毒; (2) 杂质控制: 监测宿主细胞蛋白、DNA
及培养基成分等杂质残留是否符合限度要求 ; (3) 无
菌与内毒素: 严格按药典规范进行无菌和内毒素检查, 
并完成相应方法学验证 ; (4) 一致性 : 放行时应证明关

键工艺参数与质量指标间的联动关系 , 确保不同批次

产品的质量稳定[12,60]。

2.3.2   质粒DNA      质粒DNA是AAV和LV等病毒载

体生产过程中的关键原料 , 也是部分非病毒基因疗

法直接使用的递送载体。“源头质量”是质控首要理

念 , 需从设计、菌株与工艺体系上保证一致性与可

追溯性 [12]。质粒常含长串重复序列 [如AAV的 ITR、
长poly(A)尾等 ], 在大肠杆菌扩增时易发生重组 /缺

失 , 形成缺陷质粒混合物并影响后续包装与载体完

整性, 因此放行时应进行全长序列表征; 若存在高重

复区, 可引入长读长测序以识别微小缺失或重排[61]。

建议同时测定超螺旋构型比例 (较高比例通常与更

好的转染效率相关 )[62], 并系统控制内毒素和抗生素

相关风险 (如筛选标记策略及残留控制 /清除管理 ), 
以满足杂质谱与安全性关键属性。方法学需要经过

验证 , 且具有可复现性 [46]。用于生产的质粒批次如

发生菌种、培养条件或提取纯化工艺的变更 , 应通

过等效性/可比性研究证明不会影响CQAs[12]。

2.3.3   mRNA-LNP递送系统      近年来兴起的

mRNA-LNP在体递送策略 , 为基因治疗提供了非

整合、胞质表达的实现路径 , 在安全性与可控性

方面具有先天优势。LNP可将 mRNA高效递送

至特定器官 ,  以静脉给药为例 ,  递送后多主要富

集于肝脏。目前 , mRNA-LNP已在体内基因编辑

[如 NTLA-2001用于转甲状腺素蛋白淀粉样变性

(transthyretin amyloidosis, ATTR)]以及蛋白替代疗

法中显示出可行性[63]。更进一步, 已有靶向免疫细

胞与造血干细胞的在体基因改造概念验证: 在LNP
表面偶联CD3或CD117抗体 , 可分别实现对T细胞

或HSC的特异性靶向递送 [64-65]。对于mRNA-LNP
系统 , 其质控维度与传统载体有所不同 , 主要包括

以下几点。(1) mRNA分子质量 : 需检查 5ʹ端帽子

结构形式及完整率、3ʹ端 poly(A)尾长度及均一性 , 
以及有无双链RNA(double strand RNA, dsRNA)杂
质 (dsRNA为转录副产物 , 会激活免疫反应 ); 一般

采用高效液相色谱 (high-performance liquid chro-
matography, HPLC)、毛细管电泳等手段检测 , 并
通过方法学验证确保准确性。(2) LNP理化特性 : 
监控粒径和多分散指数 [动态光散射(dynamic light 
scattering, DLS)测定 ]、表面电位、封装率、渗漏

率以及在不同条件下的稳定性曲线 , 以保证递送

载体批间一致和稳定储存。(3) 免疫反应与安全性

评估 : 考察LNP是否引发补体和凝血系统激活 , 评
估给药后细胞因子释放谱 ; 通过 qPCR或NGS监测

mRNA-LNP在体内的组织分布与清除速率 , 用于

评估靶向性和安全边际。(4) 无菌/内毒素及致热源: 
同样需按无菌和LAL标准检测, 并建议根据风险增

加rFC/MAT等广谱致热源检测, 确保制剂中无有害

致热因子。(5) 一致性与变更管理 : 对于处方中关

键材料 [如离子化脂质、胆固醇、辅脂、聚乙二醇
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(polyethylene glycol, PEG)-脂质 ]的来源或配比调

整 , 以及工艺参数 (如混合方式、剪切力 )变化 , 都
应通过对比试验提供产品质量等效性的证据, 保证

改动不会降低递送效率或安全性[66]。

2.3.4   病毒样颗粒(VLP)系统      VLP由病毒结构蛋

白(如逆转录病毒 Gag)自组装形成, 不含可复制基因

组 [67]。其优势在于可高效装载并递送蛋白或核糖核

蛋白复合物 (ribonucleoprotein, RNP), 实现短时表达

与编辑 [68]。与腺相关病毒或慢病毒载体相比 , VLP
不发生基因组整合, 也不会在体内长期存在, 从而显

著降低持续暴露及插入突变风险 [2]; 相较于脂质纳

米颗粒(LNP), VLP在大分子复合物(如Cas9蛋白、碱

基编辑器、引导编辑器 )的高效跨膜递送方面表现

更佳。近年来 , 工程化病毒样颗粒 (engineered VLP, 
eVLP)与慢病毒衍生纳米颗粒 (lentivirus-derived 
nanoparticle, LVNP)在动物模型中已展示出体内递

送Cas9、BE和PE的潜力[69-70]。例如, 改良型eVLP在
肝脏、视网膜及造血系统模型中实现了高效、短暂

的基因编辑 , 并通过瞬时表达显著降低了脱靶及免

疫风险 [70]; PE-eVLP系统可一次性共递送PE蛋白与

引导RNA(prime editing guide RNA, pegRNA), 并在

体内与体外均实现高效编辑 , 同时避免了长期表达

带来的安全隐患[69]。

在质量控制 (QC)方面 , VLP的评价应围绕 “粒
子 –负载 –效力 ”的逻辑主线展开 [12]。在粒子与形

态学一致性上 , 可采用 DLS、纳米颗粒跟踪分析

(nanoparticle tracking analysis, NTA)及透射或冷冻

电镜 (transmission electron microscopy/cryo-electron 
microscopy, TEM/cryo-EM)等手段检测粒径、多分散

指数(polydispersity index, PDI)、ζ电位(zeta potential, 
ζ-potential)及形态 ; 在负载计量学方面 , 建议通过

ELISA或液相色谱–质谱 (liquid chromatography-mass 
spectrometry, LC-MS)定量蛋白负载量 , 并结合逆转

录–液滴数字PCR(reverse transcription droplet digital 
PCR, RT-ddPCR)定量RNA含量 , 建立粒子数与功能

效力间的定量关系; 在效力评价上 , 推荐设置哨兵位

点(如PCSK9、B2M)编辑率为主读数 , 辅以表型功能

验证; 在杂质与安全性检测方面, 应提供RCL阴性结

果并验证检测灵敏度 , 同时监测宿主DNA/质粒残留

(推荐采用长读长测序绘制杂质谱 ), 并评估VLP与细

胞外囊泡(extracellular vesicles, EV)共分离/共纯化的

程度 [采用多标志物面板定量EV相关宿主膜蛋白 (如

CD9、CD63、CD81)信号及其相对丰度 , 并结合阴

性标志物 (如Calnexin、GM130)及粒子数 /蛋白比等

指标进行综合判定];  靶向活性则应通过定量结合实

验验证包膜或配体的结合效率与介导内吞活性 , 确
保批次间一致性。据此 , 可形成以功能效力与负载

计量学为双主指标、以RCL阴性与长读长阴性证据

为安全门槛、以粒子学与向性活性为一致性指标的

放行框架。在监管层面上 , VLP属于新兴基因递送

平台 , 审评重点集中于“深度分子表征”与“长期风险

排查”。建议申请人提交以下材料 : ①长读长测序排

除载体基因组残留 ; ②RCL阴性及方法学验证数据 ; 
③重复给药条件下的免疫风险评估 ; ④包膜或配体

改动的等效性数据。总体而言 , VLP平台填补了“短
时递送蛋白 /RNP”的技术空白 , 其质控逻辑与AAV、

LV、LNP基本一致 , 但在放行时更强调RCL阴性和

粒子–负载–效力的耦合关系 ; 未来有望在体内RNP
短时递送场景中与LNP、AAV形成互补。

2.3.5   共性质量建议      针对上述不同的平台载体, 
仍可以总结出若干共性的质控原则 , 以满足监管要

求并指导CMC开发。

方法 –指标 –工艺闭环 :  将各平台的核心

CQAs(如RCA/RCL阴性、空 /满或功能滴度、载体

全长 /杂质谱、mRNA完整性、LNP粒径 /包封率等 )
与生产工艺参数建立双向关联。一方面 , 这些质量

指标用于放行时量化评估产品质量; 另一方面, 它们

的波动亦可反馈工艺偏差 , 实现生产过程的质量回

溯与持续改进。

深度分子表征作为关键支撑 : 在研发和工艺放

大阶段尽早引入长读长测序、高通量测序等深度表

征手段 , 累积全面的分子数据作为质量基线。这些

数据资产可作为 “锚定 ”证据 , 一旦产品在规模化生

产或注册申报阶段需要证明质量等同性或调查异常

情况时 , 深度分子表征将为产品的技术审评与监管

审批提供有力支持。

风险导向的检测策略 : 除了常规的无菌和内毒

素检测外 , 应根据不同产品的特性选择增加相应的

安全性检测项目。例如 , 针对AAV或慢病毒体内递

送载体 , 可考虑补充检测体液中补体 /凝血激活指

标、免疫细胞因子谱 ; 针对基因编辑产品 , 注重脱

靶和遗传毒性标志物 ; 针对靶向递送的LNP/VLP制
剂 , 需要评估其组织分布和靶向配体的一致性与活

性。所有新增检测项目均应在申报资料中说明适
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用的场景和已完成的方法学验证状态 , 以获得监管

认可。

3   基因编辑技术的进展与质控
3.1   CRISPR-Cas9基因编辑的应用实践与安全监控

3.1.1   CRISPR-Cas9基因编辑临床试验成果      自
2012年CRISPR-Cas9基因编辑工具被发明以来 , 其
仅用数年时间便迅速进入临床研究 , 并取得一系列

里程碑式成果。

造血干细胞基因编辑 (CTX001): 研究人员利用

CRISPR-Cas9切除造血干细胞中BCL11A基因的红

细胞增强子 , 成功重激活胎儿血红蛋白 (fetal hemo-
globin, HbF)的表达 , 用于治疗镰状细胞贫血和β-地
中海贫血。在临床试验中 , 接受该“Exa-Cel”基因编

辑疗法(即CTX001, 商品名Casgevy)的绝大多数重症

患者实现了停药后持续的输血独立或症状缓解 , 疗
效被认为接近功能性治愈。2023年 , 该疗法获得美

国FDA批准上市, 成为全球首个获批的CRISPR基因

编辑药物[32]。

体内眼科基因编辑 (EDIT-101): EDIT-101项目

将AAV载体用于将CRISPR-Cas9递送至患者视网膜, 
以编辑CEP290基因的小片段突变来治疗Leber先天

性黑矇(LCA10, 一种遗传性失明)。初步临床结果显

示, 部分患者的视觉功能有所改善, 证明了在体直接

编辑人类眼部组织的可行性[72]。

免疫细胞编辑疗法 (PD-1敲除T细胞 ): 2016年 , 
四川大学团队开展了全球首例CRISPR临床试验, 将
PD-1基因经CRISPR敲除的自体T细胞回输肺癌患

者 , 以增强抗肿瘤免疫反应。结果显示该方法安全

可行 , 部分患者病情稳定 , 研究成果发表在Nature 
Medicine上[73]。

在体肝脏基因编辑 (NTLA-2001): 美国 Intellia
公司开发的NTLA-2001项目利用LNP将Cas9 mRNA
和 sgRNA递送至患者肝脏 , 以编辑突变的TTR基因

来治疗ATTR淀粉样变性。临床试验报告显示, 接受

单次静脉注射的患者血清致病蛋白水平平均下降约

87%, 首次证明了体内基因编辑在成人患者中的安

全性和有效性[63]。

CCR5敲除HSC移植 (抗HIV): 北京大学邓宏魁

团队与解放军总医院陈虎教授团队[74]合作探索将

自体造血干细胞经CRISPR编辑敲除CCR5受体后移

植, 用于艾滋病(HIV)合并白血病患者的治疗。结果

证实 , 经基因编辑的造血干细胞在患者体内成功长

期重建 , 且未见明显安全问题。这为实现HIV功能

性治愈提供了新的思路。

上述临床探索共同绘制了第一代CRISPR基因

编辑疗法的应用图谱, 证明CRISPR技术可以从实验

室走向临床, 在不同疾病领域展现疗效潜力。

3.1.2   CRISPR-Cas9基因编辑局限与安全顾虑      尽
管取得重大进展 , CRISPR-Cas9系统在临床应用中

也暴露出一些需要重点关注的挑战。

第一点是脱靶效应。Cas9核酸酶在剪切目标位

点的同时 , 可能在与 sgRNA序列部分匹配的非目标

基因组位点产生非预期切割 , 从而引入突变或错误

激活癌基因。这种“脱靶”风险是监管和公众关注的

焦点。目前已有多种脱靶检测方法 (如GUIDE-seq、
DISCOVER-seq、CIRCLE-seq、SITE-seq等 )用于发

现潜在脱靶位点 , 但各有局限。为提高检测灵敏度 , 
科研人员开发了如OliTag-seq等新一代工具 , 可在

一定程度上更灵敏地捕获低频脱靶事件 [8-9,75-77]。此

外 , 利用蛋白工程获得高保真Cas9变体 (如eSpCas9、
SpCas9-HF1、HypaCas9, 以及商品化的HiFi SpCas9
等 )以提高靶向特异性 , 以及优化 sgRNA设计以降低

误切风险, 均是降低脱靶效应的有效策略[78-81]。

第二点是大片段缺失与复杂基因组重排。

CRISPR-Cas9造成的DNA双链断裂 (double-strand 
break, DSB)在细胞修复过程中有时会引发大范围

的基因组改变, 包括Kb级的大片段缺失、倒位、插

入或染色体易位等。这类结构变异通常无法通过

常规短读测序检测全面解析。针对这一问题 , 研究

者采用长片段PCR扩增结合长读长测序的方法来量

化CRISPR编辑在目标位点附近造成的大片段缺失

发生频率和特征 [82]。此外 , 在编辑过程中提供同源

定向修复模板 (如 ssODN单链寡核苷酸、AAV载体

供体或双链DNA供体 ), 可显著降低随机末端连接

引起的大片段缺失和异常重排 , 从设计层面减少这

些大型变异的发生率。

第三点是免疫反应, CRISPR系统的组成成分可

能引发宿主免疫应答。许多人类个体在暴露于细菌

源性Cas蛋白 (如SpCas9)时会因为既往感染而产生

免疫记忆 , 从而对Cas9蛋白产生体液或细胞免疫反

应; 此外, 用于递送的载体如AAV或LNP本身也可能

引发先天免疫激活 (如补体激活或凝血因子介导的

反应 ), 导致炎症或其他不良反应 [1,83-84], 需要在临床
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前评估中充分考量这些免疫相关风险 , 并在临床试

验中通过合适的纳入排除标准和预处理方案加以控

制。

第四点是递送瓶颈 , 将CRISPR工具高效递送

到靶细胞仍是一大挑战。AAV载体受自身基因组

容量 (~4.7 Kb)限制 , 难以同时容纳Cas9蛋白和多个

sgRNA表达框; LNP虽然对mRNA/蛋白的容量较大, 
但其组织靶向性有限 , 目前LNP主要富集于肝脏。

为提高递送效率和特异性 , 研究者正探索更小型的

Cas蛋白 (如SaCas9)或全新CRISPR系统 (如Cas12a、
Cas12f), 以及在LNP表面偶联特异配体以靶向特定

细胞类型等策略 [64,85-86]。这些递送技术的进步将直

接关系到CRISPR疗法在更多疾病中的可行性。

3.1.3   CRISPR-Cas9基因编辑临床应用质控启示与

监管动向      随着CRISPR疗法进入后期临床, 其质

控与监管重点也逐渐清晰。监管审评对基因编辑产

品的放行标准已不再局限于编辑效率一种指标 , 而
是逐步扩展为一个综合指标集合, 包括: 目标位点的

编辑效率、有代表性的潜在脱靶位点清单及其突变

频率、大片段缺失发生率阈值 , 以及经过功能验证

的细胞表型读出等 [7,12,51,87]。换言之 , 一个“编辑细胞

产品质控指标体系”正在形成, 其核心是在保障目标

编辑达到有效水平的同时 , 将脱靶和意外变异控制

在安全阈值内, 并证明细胞仍保持期望的功能属性。

为了支撑上述质控要求 , 新方法的引入是关

键。推荐采用OliTag-seq结合长扩增PCR-长读长测

序的双重策略, 一方面高敏识别低频脱靶位点, 另一

方面全面捕捉大片段缺失和复杂重排事件 , 从技术

上补齐传统短读测序的短板 [76]。这些先进检测手段

提升了风险评估的可信度 , 也为制定合理的质控阈

值提供了依据。

除了检测和质控外 , 监管层应鼓励申请人在产

品设计和工艺上预先采取措施降低风险。例如 , 在
设计阶段就引入修复模板以减少DSB, 或选用低免

疫原性的Cas变体、添加短期免疫抑制方案来缓解

免疫反应 [46,48]。这种“安全设计”理念实质上是将部

分风险控制前移到研发阶段 , 从源头上优化产品安

全性。未来 , 能够体现安全设计思路的产品方案将

更容易获得监管部门的认可。

综上, 第一代CRISPR基因编辑疗法奠定了基因

编辑药物的临床可行性 , 但也凸显了脱靶、结构变

异以及递送 /免疫方面的挑战。通过系统化的质控

策略和工艺上的安全性优化设计 , 才能推动新一代

基因编辑工具更稳健地走向临床应用和监管审评。

3.2   新一代基因编辑工具: 碱基编辑与引导编辑

3.2.1   新一代基因编辑工具原理简介      碱基编辑

和引导编辑是近年来发展起来的两类新型基因编辑

技术平台 , 被认为是对传统CRISPR-Cas9切割型编

辑策略的重要补充与升级。

碱基编辑系统通过将失活或弱化的Cas核酸酶

(如dCas9或Cas9 nickase)与DNA脱氨酶融合, 使之在

无需产生DNA双链断裂 (DSB)的情况下实现特定位

点的碱基转换。目前的BE工具可实现C·G→T·A或

A·T→G·C这两类互补碱基对的单碱基替换[3]。由于

避免了DSB, BE可极大降低大片段变异和随机插入

缺失的发生率 , 是校正点突变或引入终止突变的一

种高效方案。在体外和体内模型中 , BE已显示出在

精确敲除有害突变、引入保护性突变等方面的巨大

潜力。

引导编辑由一种Cas9切口酶 (产生单链切口 )与
一段反转录酶 , 以及特殊设计的引导RNA(pegRNA)
共同组成。其工作原理类似 “搜索 –替换 ”: Cas9切
口酶在目标位点一条DNA链上切开缺口 , 同时 pe-
gRNA的一段模板序列被反转录酶用来合成与目标

基因组序列略有差异的新DNA片段 , 插入缺口处 , 
从而实现预先设定的小片段DNA插入、缺失或多

碱基替换[4]。PE理论上拥有极其广泛的编辑能力 , 
可以校正多种类型的致病突变 , 甚至进行小片段基

因敲入。但目前PE在效率上偏低 , 且由于Cas9-RT-
pegRNA复合物的尺寸较大, 递送也是一大瓶颈。

3.2.2   新一代基因编辑工具应用进展      虽然BE和
PE尚处于早期研究或临床前阶段 , 但已有一些值得

关注的成果。在碱基编辑方面 , 用于提升胎儿血红

蛋白 (HbF)表达的碱基编辑HSC改造疗法已进入临

床验证阶段 [88](这与CTX001通过敲除BCL11A增强子

的策略异曲同工 , 但BE方式不产生DSB); 在免疫细

胞中 , 通过并行多个位点的碱基替换 , 可构建“通用

型 ”CAR-T细胞 , 避免宿主抗原和移植排斥反应 [89]; 
在多种遗传病的细胞和动物模型中 , 碱基编辑均展

现出相当高的等位基因校正效率和良好的特异性 , 
证明其在罕见病矫正方面具有很大应用潜力 [90]。在

引导编辑方面 , 研究者已经在细胞和小鼠模型中利

用PE实现了多种致病突变的精准纠正以及外源短序

列 (数十碱基对级 )插入和缺失变异的修复 [80]。围绕
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提高PE效率的工程优化也在持续推进 , 包括设计更

有效的pegRNA结构、将Cas9切口酶与逆转录酶融

合为单一多功能蛋白、探索更小型的Cas切口酶或

逆转录酶替代物等。这些改进有望逐步克服PE当前

面临的效率不高和载体过大的问题[91]。

3.2.3   新一代基因编辑工具质控与安全评估要

点      美国FDA《人用基因治疗产品—人类基因组

编辑 (GE)指南 (2024)》已将碱基编辑 (BE)/引导编辑

(PE)纳入GE产品监管框架 , 要求在研究性新药申请

(investigational new drug application, IND)中系统阐

述产品设计与制造、分析方法与放行、非临床安全、

临床方案与风险 –获益权衡 ; 重点风险包括脱靶编

辑、靶向编辑的意外后果与潜在染色体重排 , 并建

议尽量缩短编辑组分在体功能持续时间以降低意外

修改概率[48]。

在分析策略上, 指南鼓励采用多方法、全基因组

范围的脱靶发现与验证 , 并对靶点编辑效率与事件谱

系(碱基替换、插入/缺失等)进行定量表征; 必要时补

充结构变异与残留编辑组分评估 , 并以科学依据设定

可接受限度 [48]。实践中常组合使用体外高灵敏度筛

查(如CIRCLE-seq、CHANGE-seq)与细胞/在体招募因

子法 (DISCOVER-seq/DISCOVER-seq+), 再对候选位

点实施深度验证 ; 对大片段缺失与复杂重排 , 建议加

入长扩增–长读长或靶向捕获–长读长策略以覆盖低

频风险[9,75,92-93]。

在长期安全方面, 美国FDA要求对部分GE产品

实施最长可至15年的长期随访 (long-term follow-up, 
LTFU), 以监测迟发不良事件与基因组改变的远期

后果 [7]; 欧盟EMA对含遗传修饰细胞药物在整合 /插
入致突变风险、LTFU与临床监测方面给出框架性

要求 ; 中国CDE亦发布在体基因治疗CMC技术指南

(英文版 ); 强调处方一致性、关键质量属性 (CQAs)
与可追溯性, 显示主要辖区在原则层面的收敛[12,46]。

在工具学特征方面: BE的核心优势是避免DNA
双链断裂 , 但存在编辑窗口内旁观者 (bystander)碱基

的连带改写与脱氨基酶相关DNA/RNA非目标编辑

的报道 ; 工程化去旁系活性的CBE/ABE(如A3A工程

体)可部分缓解, 仍需在靶点超深度测序基础上, 增配

全基因组 /全转录组层面监测与方法学验证 [94-96]。PE
可“搜索–替换”且不依赖DNA双链断裂 /供体 , 但有

研究提示pegRNA scaffold片段偶发整合等副产物风

险; 可通过pegRNA结构优化/化学修饰(epegRNA等)

与工艺控制降低 , 并在放行设计中明确检出限与上

限阈值 ; 同时 , 尽管BE/PE理论上显著降低大片段缺

失/重排概率, 仍建议以长读长形成“阴性证据”, 且有

文献提示在特定条件下ABE亦可诱发低频结构变异, 
进一步支持将结构变异监测纳入总体风险评估[97-98]。

放行与方法学建议: 将以下要素纳入产品质量与

一致性指标并完成验证。①正确编辑率与事件谱系(含
BE并邻、PE scaffold插入等已知非预期事件的发生率

与统计上限/阴性证明); ②(如适用)结构变异监测的阴

性证据或统计上限; ③功能读出(目标通路/表型恢复)
与材料等同性证据 ; ④免疫相容性 /生物分布 (体内给

药时 ), 覆盖组织分布、重复给药免疫原性与炎症 /补
体指标 ; ⑤定量类检测遵循 ICH M10等通用方法学验

证 (灵敏度、特异性、线性、精密度 /稳健性 ; 必要时

跨方法/跨实验室比对), 并与FDA GE指南和LTFU框架

衔接用于申报[7,48,60]。

3.2.4   新一代基因编辑工具递送与工艺开发考量      
BE和PE的应用场景可分为体外和在体两大类, 不同

场景下递送策略和工艺路径存在差异。 
在体外应用(如对造血干细胞HSC或T细胞进行

编辑 )中 , 可将编辑工具以核糖核蛋白复合物 (RNP)
或mRNA形式递送 , 并通过电穿孔 /核转染等瞬时转

染方式导入细胞。这种方式的优点是编辑剂量精

确可控 , 编辑后细胞可在体外经过QC检测合格后

再回输患者 , 因而安全性和有效性更可控。放大量

产时 , 需要建立适用于药品生产质量管理规范 (good 
manufacturing practice, GMP)生产的细胞编辑工艺 , 
包括高效的电转条件、细胞扩增与冻存方案等 , 并
在每批产品释放前完成上述定量和功能指标的检

测。

在体应用 (直接给药 )时 , 根据工具的不同特性

选择合适的载体: BE由于涉及的组分相对较少(常为

单一多域蛋白 ), 倾向使用AAV载体 (可以分包装为

两个AAV, 分别携带不同亚基, 在体内组装)或者LNP
递送mRNA/蛋白形式 ; PE由于Cas9-RT-pegRNA复

合系统较大 , 更适合采用非病毒纳米颗粒 (如LNP、
VLP)或“分载体”策略 (将PE组件拆分到多个载体中

同时递送 )。无论哪种在体递送方案 , 在设计工艺和

剂量时都需权衡编辑效率与安全性之间的平衡点 , 
例如通过优化给药剂量达到足够的编辑百分比 , 同
时避免因载体剂量过高而引发严重免疫反应。在质

控上, 则应重点关注载体制剂的靶向性和一致性: 例
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如靶向LNP表面配体或偶联分子的稳定性和结合活

性, 每批之间是否恒定; AAV载体混合感染的比例是

否准确可控等。这些都需要在工艺开发阶段通过大

量数据摸索确定 , 并在申报资料中给予详细说明和

验证。

3.2.5   新一代基因编辑工具监管与转化提示      面
对BE和PE这样全新的基因编辑工具, 监管机构同样

在逐步明确相应要求。申请人在CMC和临床设计

中应提前考虑以下几点。 
明确适用范围 : 在申报资料中清晰界定所用编

辑工具适用的突变类型和编辑边界条件。例如BE
目前仅能实现特定碱基对的转换 , 应说明所针对疾

病的致病突变是否属于可被BE校正的范畴 , 以及如

何评估对非目标碱基的旁系编辑 ; PE理想情况下覆

盖范围更广 , 但实际效率随插入 /缺失片段大小等变

化, 因此, 应报告目标编辑任务对应的实际编辑效率

(或可实现的效率范围 ), 并说明在该效率下相对于

传统方法的优势及临床意义。

方法学验证与变更管理计划 : 鉴于BE/PE涉及

新的检测项目多、工艺复杂 , 建议在临床前阶段即

着手准备关键质控方法的验证计划 , 包括各检测方

法的灵敏度、特异性、线性范围、重复性等参数确

认。此外, 由于工具和工艺仍在快速改进, 需制定未

来可能的工艺变更可比性评估路线图 , 提前考虑若

编辑元件、载体配方等调整时 , 如何通过体外和体

内比对试验证明新旧工艺产物等效。这种前瞻性规

划有助于后续申报和产业化过程的顺利进行。

风险导向的安全监控 : 针对在体递送方案 , 监
管可能要求增加一系列风险导向的安全性检测项

目。申请人应在研发阶段即开展如 rFC/MAT(检测

广谱致热源 )、补体活化、凝血指标、免疫因子谱、

生物分布等方面的评估 , 将其结果纳入药理毒理研

究资料包 , 并在 IND申请资料及生物制品许可申请

(Biologics License Application, BLA)文件中予以呈

现。这不仅响应了监管对全面安全数据的期望 , 也
为日后药物上市后的风险管理提供了基础。总的来

说 , 应努力形成一条可审计的“方法–指标–工艺–临
床”闭环证据链, 让监管方充分信服新工具的安全性

和有效性可控。

新一代基因编辑工具BE和PE在可编辑突变谱

系、编辑精度和安全性方面弥补了第一代CRISPR
的一些不足 , 但同时对质控精细化、递送工程改进

以及免疫相容性提出了更高要求。通过构建以高深

度靶向测序和全基因组测序为核心的专用检测体系 , 
叠加长读长技术支撑的系统分子验证 , 并将风险导

向的免疫学与组织分布评估纳入整体框架 , 我们有

望形成可复制、可推广的质量管理路径, 助力BE/PE
向临床转化与监管认可稳步推进。

4   方法学与数据整合: 长读长测序驱动的

深度分子表征
现代基因治疗QC体系的完善 , 很大程度上得益

于新方法学的应用和多源数据的综合分析。其中 , 
第三代测序技术(长读长测序)的引入, 成为深度分子

表征能力提升的关键支点。通过单分子长读长测序 , 
我们能够在单次测序中获取传统方法无法获得的完

整信息 : 例如 , 对AAV载体 , 可直接读取整个病毒基

因组序列 , 从而准确判断载体基因组是否完整、定

位ITR序列的缺失或重组位置, 并鉴定残留杂质DNA
的来源 [5]; 对于慢病毒载体 , 可通过长读长测序同时

捕获插入位点及整合的全长载体序列 , 发现二代测

序可能遗漏的大片段缺失、载体串联、多载体插入

等复杂事件 [57]; 在CRISPR编辑细胞中 , 长读长测序

配合长片段PCR扩增 , 可直接观察目标位点附近潜

在的大范围结构变异 , 而无需依赖推测 [82]。这些能

力极大拓展了基因治疗产品分子层面质控的深度和

广度, 使许多以往难以监测的“黑箱”得以透明化。

与此同时 , 其他新兴分析技术与传统方法相结

合 , 为构建全面的质量证据链提供了可能。例如 , 
ddPCR以高精度定量基因拷贝数和微量残留成分 , 
在确定AAV空 /满颗粒比、慢病毒载体拷贝数等方

面已成为标准工具 ; rFC/MAT等无动物致热源检测

拓展了安全性控制的覆盖面 ; 高通量脱靶检测(如前

述OliTag-seq等)和功能组学评估(如单细胞测序、转

录组分析 )则为基因编辑细胞产品提供了从基因型

到表型的多层次验证。对这些方法产出的数据进行

综合解读 , 可以实现对产品质量的多维度刻画。例

如, 利用长读长测序得到的载体全基因组信息, 关联

相应批次生产过程中的参数变化 , 可以建立起工艺

参数与产品质量特征之间的关联模型 ; 将脱靶检测

结果与动物长期观察/长期监测所得的肿瘤发生数

据对比 , 可以评估脱靶突变是否带来潜在致瘤风险 , 
从而设定合理的脱靶频率阈值。

在数据整合方面 , 大量高通量质控数据的获取
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也呼唤着信息化和智能分析的介入。随着测序、组

学和功能评估手段产生海量数据 , 依托云计算和机

器学习 , 有望开发出自动化的数据分析管线和风险

评估算法 , 从而实现每批次产品质控数据的快速比

对和异常识别。例如 , 通过机器学习模型学习大量

历史生产批次的测序特征与放行结果、临床结果之

间的关系, 将来有可能在新批次质控数据出来后, 自
动判断其是否存在偏离正常范围的风险信号 , 为放

行决策和工艺调整提供依据 [99]。这种“智能质控”思
路已在生物制品领域开始萌芽 , 有望在基因治疗领

域率先实现突破。

综上 , 先进方法学和数据整合正在重塑基因治

疗的质控模式。“以长读长测序为核心、多技术并用、

数据贯通验证”的模式, 能够构建起从实验室到临床

的完整证据链 , 使每一个质量指标的设定和变化都

有据可依、有源可溯。例如直接 ITR-to-ITR的长读

长测序已用于 rAAV基因组完整性与杂合体的表征 , 
可作为关键数据源之一 [5]。这不仅满足了监管机构

对可核查性和数据充分性的要求 , 也为企业自身的

产品开发和工艺改进提供了科学指导。可以预见 , 
随着这些方法学逐步成熟并标准化 , 它们将从现在

的“先进选项”演进为未来基因治疗产品开发和申报

的常规组成部分。

5   未来展望
展望未来, 基因治疗正处于快速演化的新阶段, 

其发展趋势主要体现在以下几个方面。 
其一 , 更精确的基因编辑谱系。第一代CRISPR

疗法 (如Casgevy/CTX001)已在血液病中奠定临床可

行性 [100], 下一步焦点将在更精确和多样的编辑工具

上。碱基编辑 (BE)和引导编辑 (PE)有望率先在血液

病和眼科遗传病领域取得突破, 目前, 眼科EDIT-101
针对CEP290的 I/II期研究已经公布了安全性与部分

患者视觉功能改善信号 [101]。当前瓶颈集中在BE/PE
的递送与效率、精细特异性评估 (含结构变异 )以及

编辑率与功能读数的定量关联。如果PE的效率和递

送瓶颈得到解决 , 未来可矫正更多类型的致病突变 ; 
此外, 调控基因表达的CRISPR干扰/激活技术(CRIS-
PRi/a)以及带有开关控制的可编程编辑系统将为“基
因电路疗法”提供可能[102]。相应地, 质控手段需要同

步升级 , 例如单细胞测序和更高深度的全基因组扫

描用于评估精准编辑效果与安全性。

其二, 靶向在体基因治疗的兴起。 趋势正从体

外改造细胞回输转向在体直接编程—通过靶向偶

联的LNP、改造的AAV衣壳或VLP, 直接将基因编辑

器或治疗基因递送至患者体内特定的细胞群体(如T
细胞、HSC、肌肉卫星细胞、神经干细胞等 ), 从而

在体内完成基因功能修复或改造 [69-70,103]。这一策略

将大大简化治疗流程、降低成本。然而 , 在体基因

治疗对质控提出了新的要求 : 质控评估必须覆盖组

织分布与暴露、脱靶突变以及免疫相容性 (如补体

相关输注反应、抗Cas免疫 )等关键维度 ; 特别是对

于靶向递送系统 , 其表面配体 /偶联物的一致性、结

合活性以及在不同批次间的重现性将成为CMC的

关键考察指标。如果这些挑战得到克服 , 在体基因

治疗有望带来颠覆性的疗效提升和适应症拓展。

其三, 第三代测序与大数据赋能质控。 随着基

因治疗产品复杂度增加和质控标准提高 , 产生的数

据量呈指数级增长。长读长测序技术预计将成为质

控实验室的日常工具 , 用于常规检测AAV载体全基

因组、LV整合体结构、CRISPR脱靶和大片段缺失

等指标 [56-57]; 云端数据分析平台和机器学习算法将

用于处理和解读这些海量数据 , 实现自动化的风险

判定与批间对比 [99]; 瓶颈在于跨平台一致性与标准

缺失 (覆盖度、调用阈值等 ); 可通过建立共识标准

操作程序(standard operating procedure, SOP)/参考物

质与“能力图+异常触发规则”提高可比性。在未来 , 
质控人员不仅要精通实验 , 也需要掌握数据处理技

能, 以驾驭“数据驱动的质控”模式。

其四, 更严格的监管框架。监管机构在基因治疗

领域的要求将日趋严格和精细。当前FDA、EMA和

CDE等已经将载体全基因组序列分析、插入整合分

析、长期随访等纳入核心要求 [51], 未来可能进一步要

求申报者: 提供代表性脱靶位点和大片段缺失集合的

长期监测数据、提交长期随访中载体拷贝数和克隆

演化的分子证据以及将部分目前属于“研究级”的高

通量检测方法提升为注册申报必需项目等。监管的

提前介入将推动行业朝更高质量标准和更透明的数

据披露方向前进 , 同时也倒逼企业在研发早期就布局

完善的质控体系, 以满足未来申报需求。

其五, 制备工艺与质控的深度融合。连续化/封
闭式平台叠加过程分析技术 (process analytical tech-
nology, PAT)将成为降本提质的主路线[104]。例如, 在
生产过程中实时监测颗粒浓度、pH值、关键营养
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代谢物等参数, 以保证过程一致性; 利用无细胞体系

生产AAV衣壳蛋白或mRNA原料, 减少来源杂质; 通
过数字化的工艺控制系统 , 将质控数据实时反馈至

工艺参数调节 , 实现质控与制造的闭环控制。质控

与生产的高度耦合将形成良性循环—生产过程越

稳定 , 质控压力越小 ; 反过来 , 强大的质控能力又能

推动工艺持续优化。多学科融合的人才团队 (涵盖

分子生物学、分析化学、生物信息、工程自动化等

领域 )将在这一过程中扮演重要角色 , 共同推动基因

治疗的大规模、规范化制造。

6   结语
经过数十年的探索 , 基因治疗如今正展现出改

变疑难疾病治疗格局的巨大潜能。然而 , 要实现基

因治疗从前沿突破到广泛临床应用 , 疗效之外的质

量控制体系将是决定其成败的关键。安全、可审计、

可复制的全流程质控不仅能够保障患者安全、提

高疗效可靠性, 也是监管审核和产业化的硬性要求。

展望未来 , 通过基因编辑工具的精确化改良、在体

递送技术的创新、长读长测序等高新技术的赋能、

严格监管标准的引导 , 以及连续化智能制造的协同

推进 , 我们有望构建起一套行之有效的基因治疗质

控范式 , 为基因治疗走向安全、规模化、成本可控

的临床应用提供坚实支撑。
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