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近年来嵌合抗原受体T细胞（chimericantigen re¬

ceptor T-cell,CAR-T）产品在肿瘤治疗领域呈现较突

出的优势，且已经成为细胞和基因治疗领域商业化

进展较为快速的一类产品。截至 2023年7月，全球

共有9个CAR-T产品获批上市，其中国外批准上市的

6个CAR-T产品包括:NovartisPharmaceuticals Corpo¬
ration的 Kymriah"」、Kite Pharma的 Yescarta 1 、Kite

Pharma的TecartuJ" ‘Bristol-Myers Squibb Company的
Breyanzi1 1 1、Celgene Corporation/ Bristol- Myers Squibb
Company的 Abecma1'1、传奇生物的 Carvyktil2]o 国内

批准上市的 3个 CAR-T产品包括：复星凯特生物科

技有限公司的阿基仑赛注射液（奕凯达） 药明巨

诺生物科技有限公司的瑞基奥仑赛注射液（倍诺

达） 、南京驯鹿生物医药有限公司的伊基奥仑赛注

射液（福可苏）。另外，国内目前还有多个 CAR-T产

品在上市审评中。

CAR-T是不同于传统小分子和成熟生物制品的

品作为新鲜制剂供人体使用，采用传统的药典方法

可能存在一定局限性。因此越来越多的产品采用无

菌快速放行检测方法用于工艺中间体和 /或终产品

检测，但采用快速检查法是否能与药典方法具有相

同的灵敏度是监管机构非常关注的问题。

本文简述了中国、美国、欧洲监管机构对无菌快

速检查法的要求，并基于个人理解分析了不同监管

机构对于无菌快速检查法相关要求的差异。同时结

合个人审评实践总结了无菌快速检查法用于CAR-T

产品工艺中间体和/或终产品检测的常见问题，结

合审评思考提出一般性技术要求，以供研发者借鉴

及参考。

1 国内外监管技术要求

《中国药典》三部（2020版）“1101无菌检查法”、

《美国药典》"71 sterility tests"和《欧洲药典》“2.6.1

严格按照《生产质量管理规范》相关要求以及对工艺

中间体和 /或终产品进行微生物检测予以保证。无

菌检查作为微生物安全的一个质量项目，对于确保

产品安全性至关重要，因此有必要开展全面研究和

检测。目前《中国药典》三部（2020版）“1101无菌检

查法”规定的无菌检测方法有薄膜过滤法和直接接

种法两种，检测周期通常需 14 d,且对检验取样量有

一定要求，但由于CAR-T产品批量较小，且大部分产

针对不同监管机构目前在征求意见或已试行的指南

情况和具体技术要求进行阐述回 不同监管机构

的技术指南情况见表 1。
2021年 10月国家药典委员会公示了《中国细胞

类制品微生物检查法草案》，2022年 12月国家药典

委员会再次针对《细胞类制品微生物检查指导原则

草案》（以下简称草案）对外公开征求意见。经对比

发现，两轮意见针对基于呼吸信号法的技术要求基
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概述，另外将原公示稿中细胞类制品微生物检查风

险评估内容进行调整，并纳入到一般原则中,并且还

增加了检验环境的要求以及制品出现污染菌、结果

争议时的处理原则等〔.。另外，原公示稿与草案在

供试品检验量的要求上略有差异，原公示稿要求取

样量为接入每种培养基的最少量应按照总体积的

1%取样，按照要求应至少有 2种适宜培养基用于检

测真菌、需氧菌和厌氧菌，但草案关于供试品检测量

要求进行了修改，要求按照总体积的1%取样，分别

接种至需氧培养基和厌氧培养基。

虽然目前草案尚未正式实施，但其技术要求为

CAR-T产品的无菌快速放行提供了一定依据。首
先,从供试品选择和检验量上提出要求，供试品应能

代表细胞产品的所有组分，并从成品中取样,如果成

品取样不适用情况下可采用替代取样，如选择在处

理细胞最后接触的液体中取样，并且采用本法进行

生产过程的中间质控时需从相应质控点取样。该草

案明确提出供试品的检验量应不低于表2,不同于传

统的无菌检测方法取样量的要求，该取样量降低了

终产品的消耗。其次，该草案对培养基选择、方法适

用性试验（样品批次、重复试验数量、菌种及菌液制

备）、接种培养、结果判断等均进行了详细的要求。

第三，该草案明确指出，采用快速微生物检查法应按

照《9201药品微生物检验替代方法验证指导》（以下

简称＜9201＞）然进行方法学验证，并在应用于具体品

种前进行方法适用性试验，用以考察方法是否适用

于该制品的检查。而且，该草案明确指出，采用本指

导原则所述的呼吸信号法时，可直接进行方法适用

性试验。根据＜9201＞要求，目前招微生物检验替代

方法分成2类，包括定性和定量试验,并明确了定性

和定量试验的验证项目和验证要求。

＜1071＞对于有效期短或需要立即使用的产品的

无菌快速方法提出了一般性技术要求5],其适用产

品以及细胞和基因治疗产品等。该指南主要是针对

无菌快速放行检测方法基于风险控制的理念进行阐

述，同时概述了目前不同原理的无菌快速检查法,如

ATP生物发光、流式细胞术、核酸扩增技术、呼吸、固

相细胞术等方法原理、检测灵敏度、检测时间等。该

指南未对采用无菌快速检查法时的取样量、方法验

证提出具体要求，但对于取样量的要求引用了＜2627＞的

相关要求。＜1223＞是针对替代微生物检测方法验证

要求的技术指南〔⑵，其从微生物检测仪器设备要求、

替代方法的验证要求以及方法适用性均提出了较为

广泛和充分的建议。

＜2.6.27＞是针对有效期短、批量小，采用传统的

无菌检测方法无法满足放行检测要求的细胞类产品

无菌检测制定的技术指南心,但不适用于人血或人

血液制品的微生物检查。该指南对检测样品的选

择、检验量、检测方法验证等提出了相应建议。检测

样品选择应来自终产品且必须能代表制品的所有成

分，当不能实现时，需进行替代品测试，如与被处理

细胞持续接触的液体，但应证明替代物的代表性。

检验量的要求见表2。另外，指南中对于基于微生物
生长的自动化检查方法的验证内容提出了较为详细

的建议,如促生长试验的要求，方法适用性要求，供

试品检验量要求,结果判定等。＜2627〉同时也对于

基于非生长的替代方法进行了简单列举，并指出替

代方法验证的要求可参考＜5.1.6＞。＜5.1.6＞详细阐述

了不同的替代检测方法的原理、方法优缺点以及验

证的要求〔⑷,常见方法分为3类，基于微生物生长的

测定方法（如电化学法、气体消耗和产生的测量、生

物发光法、比浊法、选择性和 /或指示性培养基法）、

直接测定法（如固相细胞术、流式细胞仪法、直接荧

光过滤技术、自身荧光法）、细胞成分分析（如根据微

生物表型和基因型特点开发的方法）。方法验证方

面针对定性和定量方法的验证项目提出了要求。

表1 不同监管机构技术指南

机构 技术指南

国家药典委员会 中国细胞类制品微生物检查法草案（国家药典委员会）

细胞类制品微生物检查指导原则草案（国家药典委员会）

9201药品微生物检验替代方法验证指导原则

《美国药典》 ＜1071＞短效期产品的无菌快速放行检测方法:一种基于风险的方法（以下简称＜1071＞）

＜1223＞微生物检验替代方法验证（以下简称＜1223＞）

《欧洲药典》 2.6.27细胞制品的微生物检查（以下简称＜2.6.27＞）

5.1.6微生物控制的替代方法（以下简称＜5.1.6＞）
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表 2 供试品的最少检测量

细胞类制品总体积（V,mL）
总接种体积（分别接种至

需氧培养基和厌氧培养基）

10≤ V≤ 1 000 总体积的1%

1 V≤ 10 loo M
V< 1 不适用

综合以上指南情况，各国监管机构对无菌快速

检查法适用的范围要求基本一致，均是针对有效期

短、批量小,采用传统药典方法无法在使用前满足放

行检测要求的产品。供试品的检验量方面，草案和

＜2.6.27＞均予以明确，但＜1071＞未提出具体要求，该

指南中引用了＜2.6.27＞取样量的要求。综合以上情

况认为，目前各国监管机构关于无菌快速检查法要

求的检测量基本保持一致。检测方法方面，草案和

＜2.6.27＞均提出了较为详细的要求，如检测样品、重

复试验次数、阳性菌选择、接种量、结果判定标准，但

＜1071＞仅列举了几种方法的原理和优缺点等，未提

出具体的检测要求。另夕卜，草案相比＜2.6.27＞在培养

基的适用性确认方面选择的阳性菌种类不完全一

致,草案中针对需氧菌种类相比＜2.6.27＞增加了大肠

埃希菌，其他阳性菌要求基本一致。微生物检测替

代方法验证方面，各国监管机构均是针对定性和定

量方法的验证项目提出了相应的要求，虽然在验证

项目的要求上略有不同，内容详略程度略有不同，但

整体理念未见较大差异。

2 存在问题和基本考虑

CAR-T产品的微生物控制主要通过对生产用原
材料的检测和控制、生产过程检测和 /或终产品放

行检测，以及按照《生产质量管理规范》相关要求进

行生产等一系列控制措施予以保障。我们在这类产

品审评中发现，生产过程检测和/或终产品放行检

测的无菌检查存在诸多问题，以下针对目前存在的

一些共性问题及基本考虑进行阐述。

2.1 检测样品选择 CAR-T生产过程比较复杂，通
常包括单采血采集、T细胞分选和激活、病毒转导、细

胞培养和扩增、细胞收获及制剂制备等一系列操作，

且CAR-T细胞产品的有效成份为活细胞，产品为无

菌制剂但不能采用终端灭菌工艺及除菌过滤工艺，

因此采用过程控制和终产品放行检测相结合的控制

策略对确保这类产品的微生物安全性至关重要。

目前普遍存在的问题是仅在最终CAR-T产品阶
段进行无菌检测，生产工艺过程中缺少必要的无菌

检测和控制。考虑到CAR-T产品的特殊性，仅采用
终产品进行无菌检测可能存在一定风险，一方面，

CAR-T产品生产中可能使用动物 /人源性材料，且

产品本身属于活细胞，其生产过程微生物污染的风

险相对较高，因此单纯的采用终点无菌检测放行的

控制策略可能存在一 风险;另一 ，由于CAR-T
终产品难以采用传统药典方法获得检测结果后再用

于临床受试者，通常需采用经过验证的无菌快速检

查法，但由于无菌快速检查法的成熟程度比较有限，

因此为了确保临床使用样品的安全性，建议除了对

原材料进行严格的审核和基于风险制定合理的企业

内控标准外,还需在CAR-T产品生产工艺过程中进
行取样和检测，取样点的设定需要根据工艺特点及

工艺验证的结果确定。通常情况下，应结合起始物

料的来源和微生物控制情况、生产工艺的自动化水

平和密闭操作情况、细胞培养工艺复杂程度和培养

时间、其他与生产或物料相关的因素进行风险评估，

选择适宜的工艺中间体进行无菌检测，基于常规的

CAR-T产品生产工艺建议在如下阶段考虑进行无菌
检测，如单采血阶段、外周血单个核细胞复苏阶段、

细胞收获液阶段（如适用）和 /或终产品阶段进行无

菌检测。

2.2 无菌快速检测方法验证 目前大部分的CAR-T
产品的无菌快速检测方法主要是基于微生物生长原

理的方法，其中检测微生物呼吸信号的方法较为常

见，如 BacT / ALERT 30全自动微生物检测系统，该
方法通常作为微生物检测的定性方法，在使用该方

法前需进行验证，以确保无菌快速检查法的效果优

于或等同于药典方法。验证项目的选择可参照＜9201

关于定性和定量方法的一般验证要求，通常情况下

定性方法验证项目包括专属性、检测限、重现性和耐

用性等。

目前在无菌快速验证方法中存在的问题包括以

下几个方面: 验证项目不全面; 检测限

验证中阳性菌种类不全，或加入阳性菌的浓度未进

行充分研究和验证,直接采用某一特定浓度阳性菌

进行试验并作为方法的检测限; 法中未设置合

理的阴性对照; 快速方法验证时未与药典方

法进行等效性对比等。针对以上问题，方法学验证

项目的不完善可能无法证明替代方法的可行性，从

而导致检测结果的可信性受影响，建议参照＜9201＞

对定性和定量试验方法验证项目和验证目的的要求

开展规范的验证，同时也可参考＜1223＞和＜5.1.6＞相

关要求。如针对定性方法的专属性验证一方面需要

开展培养基的促生长试验以确保培养瓶中加入的培
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养基适宜与微生物生长；另一方面还需考虑供试品

对检测结果的干扰作用(微生物的生长抑制)。检测

限验证方面仅采用 1个较高浓度的试验菌进行验证

很难反映出替代方法的检测灵敏度，更无法证明替

代方法与药典方法等效或优于药典方法，一般情况

下，根据实验确定接种量并采用较低浓度的试验菌

接种，然后分别采用药典方法和替代方法对试验菌

进行检验，以证明替代方法检测限不大于药典方法

检测限。虽然草案提出采用指导原则中呼吸信号法

进行无菌检测时,可直接进行方法适用性试验，但由

于该草案尚未正式实施，因此目前阶段仍建议进行

替代方法和药典方法的等效性对比。目前＜9201＞和

中虽然提及可采用较低浓度的试验菌如每单

位不超过5 CFU进行检测限的验证，但该数值并不

是一个固定的验证限度值，还需结合方法的检测灵

敏度以及微生物生长特性情况予以综合考虑。另

外，检测限验证试验需考虑采用足够数量的独立试

验和重复次数以证明方法的可靠性。方法验证试验

中应设置合理的阳性对照、阴性对照，阳性对照的选

择种类和加入量可参照《中国药典》和 /或草案相关

要求，阴性对照可考虑采用培养基、冻存液、稀释液

等。等效性验证在＜1223＞和＜5.1.6＞均有提及，虽然

＜9201＞中未作为 1个验证项目单独列出，但在检测

限和重现性验证项目中明确提出需采用统计学方法

评价两种方法是否存在差异。因此,在开展无菌快

速检测方法验证时，需特别关注药典方法和替代方

法的等效性对比，确保替代方法检测能力不低于或

优于药典方法;另外，还需开展多次重复试验以确保

获得的试验结果满足统计学要求。

3 技术要求

无菌快速检查法的应用为CAR-T产品的快速放
行提供了便利，但在其广泛应用的同时也带来了监

管方面的担忧，一方面是由于整个工艺过程控制和 /

或终产品放行仅采用无菌快速检测法进行检测和控

制，而缺少基于整体风险的控制策略，如未进行留样

并增加药典方法的复核，未结合工艺特点和产品特

点充分评估无菌检测策略的全面性和完整性；另一

方面，不同原理的替代方法可能均存在一定局限性,

且在未开展充分和全面的方法验证时直接作为药典

方法的替代可能存在一定安全性风险。因此为确保

受试者安全性，建议在可行的情况下,首选药典方法

用于无菌检查，但考虑到CAR-T细胞产品的特殊性,
也鼓励研究者开发快速无菌检查法作为中间过程监

测或放行检测方法，且在开展临床试验前按照《中国

药典》要求以及参考其他监管机构要求对无菌快速

检查法进行充分验证/确认。快速无菌检查法在完

成替代方法学验证后,可采用该方法进行产品检验,

但仍建议同步实施药典方法检测，持续积累数据。

同时一旦发现药典方法和快速无菌检查法检验结果

不一致时,应对检验过程予以充分的调查,分析造成

无菌检查结果不一致的原因，以药典检测结果作为

最终判定依据。同时针对结果不一致的情况，还需

鉴定检验过程中发现的污染微生物种类，并建立相

应的控制策略。而且在临床使用时做好微生物污染

的临床应急处理方案，一旦出现无菌检测阳性结果,

建议及时通知临床医生进行后续应急处理和治疗。

4 结语

无菌检查是CAR-T产品质量控制项目中非常重
要的安全性控制指标，越来越多的基于不同原理的

替代方法在该类产品的检测中得到应用。虽然不同

国家监管机构为替代方法的应用和验证要求提出了

一些要求，但由于这些替代方法通常依赖于供应商

提供的自动化的仪器设备,且目前没有一种国际上

公认的可替代传统的无菌检测方法的无菌快速检查

法。因此，采用替代方法用于无菌检测时，建议申请

人按照《中国药典》和国际相关指南的要求规范开展

替代方法的验证，在前期研究阶段采用药典方法和

替代方法进行并行检测，持续积累两种方法检测一

致性的数据。另外，希望申请人加强与监管机构的

沟通，在采用新型的替代方法用于无菌检查时，需提

供充分的研究数据和资料，以确保替代方法的可靠

性和准确性。
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