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关于重组药物生产用细胞库单克隆性的审评思考

齐连权, 赵 靖, 韦 薇, 白 玉, 罗建辉*

(国家药品监督管理局药品审评中心, 北京 100022)

摘要: 用于重组蛋白药物生产的细胞库应来源于单个克隆, 以保持重组蛋白药物在整个生命周期中质量的一致

性。多种技术可用于转染后细胞群的单克隆化分离及确认。本文以CHO细胞为例, 综述了工业界和监管机构对于

生产用细胞库单克隆性的认知和了解, 提出了基于目前技术水平对申报临床及申报上市阶段单克隆性的一般要求,

并对非单克隆性来源细胞库的质量控制策略及审评要求提出建议, 希望能够为研发机构成功建立重组蛋白药物生

产用细胞库提供参考。
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Assessment of monoclonality of cell bank for recombinant biologics
production
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Abstract: To ensure the consistency of quality in recombinant protein production, the cell bank for biologics

should be derived from a single clone. A number of techniques have been used for cloning and assurance from the

cellular pool after transfection with a target gene. Here, using CHO cell as an example, we summarize the knowledge

and understanding of monoclonality of production cell bank from both industries and regulatory authorities, and

propose general considerations on the requirements of monoclonality for clinical trial application and new drug

application based on current techniques. Furthermore, we suggest quality control strategies and assessment methods

for those cell banks from non-single clones.
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近年来, 快速发展的生物技术药物已经逐渐成为

多种疾病——尤其是肿瘤和免疫性疾病的有效治疗手

段。大多数重组蛋白类药物由哺乳动物细胞表达生

产 , 其中中国仓鼠卵巢 (Chinese hamster overy, CHO)

细胞的使用最为广泛[1]。CHO细胞可以高密度悬浮培

养于化学成分限定的培养基中, 其高水平表达的重组

蛋白结构与生物活性和人类蛋白高度相似, 多年来已

被成功用于重组药物生产[2]。

宿主细胞的驯化改造、高效的表达载体设计、高表

达细胞株的筛选策略、化学成分限定培养基的选择和

生产设备改进、生产工艺的持续优化和验证等关键模

块, 构成完整的工艺和产品质量控制策略。作为生物

制品原液生产最关键的原材料之一, 药物研发机构应

从包括安全性在内的多角度对生产用细胞基质进行适

当的质量控制。

为保持重组药物在整个生命周期中质量的一致

性, 监管当局通常要求药物研发机构对生产用细胞基

质建立经检定符合要求的二级或三级细胞库, 可采用

多种克隆化手段筛选最佳克隆用于建立主细胞库

(master cell bank, MCB) 和工作细胞库 (working cell

bank, WCB)。用主细胞库传代产生的工作细胞库生产
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生物技术药物可保证每批产品都有一个经检定符合限

定要求的共同起源细胞。细胞库来源的单克隆性与否

对产品生命周期的质量管理非常重要。来源于一个稳

定、可持续供应生产用的单克隆细胞系的细胞库能够

更好地保持产品批次之间的质量一致性。

传统单克隆化的方法是有限稀释法, 随着技术的

发展, 有限稀释法与成像法等其他技术联合使用可更

高效地确认单克隆性[3]。通常可使用泊松分布来推算

有限稀释法得到的单克隆性概率[4]。本文以 CHO 细

胞为例, 综述了工业界和监管机构对于生产用细胞库

单克隆性的认知和了解, 提出了基于目前技术水平对

相关研究及申报资料的建议, 希望能够为研发机构成

功建立重组药物生产用细胞库提供参考。

1 单克隆性的科学基础和技术要求现状

所谓单克隆性, 一般指用于建立细胞库的始祖细

胞为单个细胞。宿主细胞转染目的基因后经筛选/加

压/驯化等处理形成细胞群, 经克隆化筛选操作选择其

中最优的细胞株用于建立细胞库, 进行药物生产。由

于无法 100% 确保细胞库来源于单个细胞, 通常以概

率的形式表示单克隆性, 并采用技术手段记录和分析

来加以确认。概率是指研发机构根据实验结果计算的

统计学可能性, 确认是指采用支持性的数据对单克隆

性进行分析和评价。

宿主细胞和转染后的重组细胞基因组通常不稳

定, 在培养过程中其基因型、核型和表型处于不断变化

中, 在选择压力存在条件下变化会进一步加剧。因此

即使采用来源于单个始祖细胞建立的细胞库在微观上

仍然是异质的。单克隆化筛选可以将主细胞库的异质

性降低到最小, 以保证产品生产工艺和质量的稳定可

控; 同时模拟生产工艺对细胞株的稳定性进行评估能

进一步加强工艺控制能力。若细胞库非单克隆来源,

当上游工艺发生变化时, 可能会造成细胞亚群或亚克

隆的选择性生长, 从而引起生产工艺或最终产品质量

属性的改变。

CHO细胞之所以被广泛用于重组药物生产, 在于

其高度的基因可塑性, 可以将目的基因高效整合进基

因组中, 并在筛选压力下实现基因扩增[5]。同时其基

因组在筛选压力之下很脆弱, 在外界条件发生变化时

可能对生产工艺及产品造成一定风险[6]。这也意味着

很难通过对主细胞库和/或工作细胞库的检测或后续

的亚克隆手段来确认其来源于单个克隆[7]。同样, 虽

然通过传代稳定性研究可以初步判断细胞株在相应代

次范围内基因型和表型的相对稳定程度, 从而为保证

产品质量提供基础条件, 却也无法通过细胞库稳定性

研究确认单克隆性。但是可通过多种检测方法为细胞

的单克隆性提供支持性证据 , 如对来源于单个细胞

MCB的多个亚克隆研究结果表明, 虽然亚克隆之间在

表型和目的基因拷贝数上发生较大变化, 但DNA印迹

分析结果显示整合位点在亚克隆之间仍较相似, 这提

示可采用DNA印迹作为单克隆性的支持性数据。染

色体计数和染色体涂染 (chromosome painting) 可用于

观察核型异质性[8]; 荧光原位杂交技术 (fluorescence

in situ hybridization, FISH) 能识别目标基因的整合位

点, 结合靶标位点扩增和新一代测序技术, 也可以分析

细胞库是否为单细胞来源[9]。

国际人用药品注册技术协调会 (International

Council for Harmonization, ICH) 药品质量指导原则

Q5B和 Q5D对于细胞库的单克隆性都有相关要求内

容[10]。其中 Q5B《对用于生产 rDNA 来源蛋白质产品

的细胞的表达构建体分析》中说明了主细胞库通常来

自选定的含有表达构建体的细胞克隆; Q5D《用于生物

技术产品及生物制品生产的细胞基质的来源和鉴定》

中要求“对于重组产品, 细胞系是指克隆自一个祖细胞

且含有所需序列的转染细胞”[11]。世界卫生组织

(World Health Organization, WHO) 的技术报告系列

TRS978 附录 3 中也明确要求“克隆过程应被完整记

录, 包括成像细节和/或适当统计资料”以及“对于用重

组质粒DNA技术转染来源的蛋白, 若能够在定义的传

代代次内, 生产工艺可证实均一和一致的产品质量, 则

单次完整记录的克隆是足够的”[12]。美国FDA的审评

专家也对单克隆性的审评考虑给出了诸多建议[13-15]。

我国发布的《人用单克隆抗体质量控制技术指导原则》

中对杂交瘤细胞要求应“采用适宜的方法进行融合、筛

选及克隆化”;《人用重组DNA制品质量控制技术指导

原则》中生产的控制部分, 要求含表达载体的宿主细胞

应经过克隆而建立主细胞库。从以上的法规和指导原

则的要求来看, 重组药物细胞库应来源于克隆化的细

胞, 但目前尚无对单克隆性概率和确认方面的具体技

术要求或共识。

2 细胞单克隆化常用方法和技术考量

线性化的重组质粒DNA转染宿主细胞后可筛选

得到细胞群, 将细胞群以一定的密度铺板至微孔板中,

可以实现单克隆化[16]。这个单克隆化过程可采用有限

稀释法 (limiting dilution) 完成, 其结果符合泊松分布,

可以采用 excel等常用数据处理软件计算单克隆的概

率。例如, 经过 1轮以 0.5个细胞/孔铺板, 可以得到单

克隆的概率是 77%; 经过 2轮以 0.5个细胞/孔铺板, 可

以得到单克隆的概率是95%。

药物研发机构可以根据实际铺板密度推算单克隆

概率, 同时应关注以下情况以确认此概率: ① 细胞聚团
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情况, 在接种前应通过镜检等方法确认细胞群的细胞

是良好分离的, 细胞聚团会降低单克隆的概率; ② 按

0.5个细胞/孔铺板, 按泊松分布可计算细胞数为 0的孔

比例应该是 61%, 但事实上经多天培养后可发现未长

出细胞的孔比例会高于此数值, 这主要是因为很多孔

中虽铺有细胞但无法长成克隆。不同项目之间克隆的

长出率变动很大, 其比例可从10%到98%, 这主要和细

胞活率、筛选压力及培养条件等因素有关。③ 若需检

查细胞数目, 可在铺板第 0天 1～2 h细胞自然沉降 (也

可通过离心微孔板加速此过程) 后镜检微孔板, 手工

或采用自动成像设备记录孔内的细胞数目, 可采用卡

方检验分析其泊松分布的适合度。④ 可连续多天检

查孔中细胞的生长和倍增情况, 并进行比对分析; 必要

时应检查铺板前的空板, 以排除假信号。成像检查对

于确认单克隆性有很大帮助, 但应避免长时间观察损

伤细胞。

除了经典的有限稀释法 , 近年来基于流式细胞

术的单细胞分选 (fluorescence-activated cell sorting,

FACS)[17]、克隆筛选单细胞打印系统[18]、ClonePix高通

量细胞克隆筛选系统[19]、新一代测序 (next-generation

sequencing, NGS)[20]、细胞成像技术等新技术也逐渐应

用于细胞克隆化或者用于确认单克隆性, 为研究者提

供了更高效稳健的筛选手段和文档记录。

对于采用自动高通量成像技术辅助有限稀释法确

认单克隆性, 研发机构需关注第 0天时成像系统的检

测敏感度、边缘效应以及是否可对整个孔成像。申报

资料时应提供整个孔和单细胞位置放大的图片作为支

持数据; 同时应关注成像系统发生假阴性的概率, 即成

像系统判断孔中为 0或 1个细胞, 实际有 1个或多于 1

个细胞, 其中第二种情形导致单克隆性判断错误。可

采用克隆化分离分别表达两种不同的荧光蛋白的混合

细胞群来确认克隆过程和成像系统的灵敏度[21]。

采用 FACS和ClonePix等仪器设备开展单细胞筛

选前应对相应仪器设备进行能力确认, 并详细记录筛

选过程和数据, 进行统计学分析和计算。受篇幅所限,

本文不对这些技术要求和优缺点展开详细讨论, 可参

阅供应商的操作手册和文献了解。

3 申报临床阶段对单克隆性的一般考虑

一般研发机构提交临床试验申请时已经完成了

MCB的建立 (可能尚未完全检定)。在临床试验申请

阶段递交的资料应包括但不限于细胞库外源物质

(ICH Q5D)、宿主细胞的历史资料、无血清培养基适应

性培养情况 (若适用)、克隆化过程 (有限稀释法克隆、

FACS、ClonePix和克隆筛选等) 以及最终克隆的扩增、

评价和筛选等。无血清适应性培养应在克隆筛选之前

进行, 若在克隆筛选之后进行, 应增加克隆筛选步骤。

在临床试验申请阶段, 申请人应提供单克隆性的

概率和确认资料, 技术审评根据提供的资料对MCB的

单克隆性进行最初的评估。若发现可能的重要缺陷会

与申请人进行沟通, 但原则上, 单纯缺乏单克隆性确认

不应阻碍临床进程。克隆化确认可结合临床进程深入

研究, 但研发机构应结合细胞的特性、克隆异化的倾向

性、产品特性可能发生的异质性或质量特性改变等进

行风险性分析和控制。

目前对单克隆性概率尚没有明确限值要求, 但申

请人应该在克隆化之前预设单克隆概率, 并按照该目

标开展研究。通常在合适稀释水平 (如每孔 0.5个细

胞) 进行两轮有限稀释可以达到 95% 的单克隆概率。

其他方法和技术, 如FACS、ClonePix和成像技术等, 在

适当的操作步骤和参数情况下, 也可提供较高概率的

单克隆性。

如果单克隆性满足可接受的概率, 那么通常不需

额外进行确认。单纯为了确认而提供的数据不具备决

定性的证明作用, 只是提供了支持性的证据, 此类支持

单克隆性的数据类型基于细胞克隆方法不同而有所差

异。对于单克隆性概率较低且确认不充分的 (如处于

早期研发阶段的创新重组药物), 由于种子细胞起始阶

段存在非单克隆性的隐患和风险, 应当加强工艺过程

控制以保证产品质量的一致性。

保证单克隆性仅仅是全部控制策略的一部分, 培

养工艺对细胞生长的影响巨大。在递交临床试验申请

时进行的细胞培养研究和初始工艺验证仅反映当时工

艺过程中细胞生长的稳定性, 并不能预测未来工艺放

大和变更可能导致克隆生长的失衡或变异。考虑到在

产品开发过程中逐渐增大的巨额投入, 若能够早期采

取必要的严格筛选、检定、传代研究等控制措施, 则能

更有效保证所建立细胞库的单克隆性, 预防种子细胞

变异的风险, 同时减少随之而来的很多上游工艺开发

和产品质量不可控的风险。

4 申报上市阶段对单克隆性的一般考虑

在申请药品上市注册时, 应基于临床期间及工艺

验证等更多批次的生产和质量研究数据, 以及对种子

细胞模拟生产传代及稳定性研究监测积累的数据, 进

一步提供充分的单克隆性确认资料, 应用多种手段提

供单克隆性的支持性证据, 并持续到产品的上市后研

究中。根据临床亟需的程度和治疗价值, 对不能充分

确认MCB单克隆性的情形, 研发机构应考虑加强对潜

在非单克隆MCB有效的控制策略。

对于已经完成临床前研究的建库细胞, 在开展单

克隆性研究时发现存在非单克隆问题, 例如某已获批
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上市的、采用CHO细胞表达制备的治疗性单克隆抗体

品种在采用FISH方法检定生产终末细胞时发现, 其并

非由单一细胞克隆构成。进一步的研究发现, 主细胞

库、多个工作细胞库及多个生产终末细胞库的核型一

致, 都包含有两个细胞亚群 (两个亚克隆群并存), 但不

同细胞库之间两个亚群的比例不同。技术审评要求申

请人对主细胞库、多个工作细胞库及多批次生产终末

细胞库的两个亚群中目标基因的 DNA 水平、RNA 水

平、表达抗体产品的质量分析进行比较后认为, 数据未

提示该非单克隆来源问题对抗体质量构成影响, 因此

暂未调整生产工艺参数。但作为批准后承诺, 拟重新

单克隆化该主细胞库, 用于质量可比性评估; 或重新开

发一个替代重组CHO细胞系, 开展包括临床生物可比

性研究在内的相似性评估。

5 对非单克隆细胞系的一般考虑

对于潜在非单克隆MCB, 在建立新的WCB时, 需

关注WCB建立用培养基及培养条件是否发生了变更,

因该变更可能会带来新旧WCB中各亚群比例上的差

异进而影响产品质量。同样需要引起关注的是, 此类

品种在上游培养基等原材料和培养条件改变以及其他

工艺变更时, 应进行额外的风险和质量评估, 包括增加

过程控制参数, 并在评估中间品、原液及成品的质量标

准符合性的基础上, 开展结构解析甚至是稳定性研究

来分析降解途径、降解趋势和降解速率等多方面的可

比性; 并特别关注变更前后是否存在由非单克隆性产

生的相关杂质方面的差异。

研发机构应根据发现非单克隆时产品所处的开发

阶段, 综合分析其潜在的风险和不同应对策略的必要

性和合理性, 以选择后续缓解措施并如实记录申报。

若在批准上市后发现有证据表明MCB为非单克隆时,

应及时和监管机构沟通。同时研发机构应该建立规范

的种子细胞筛选、扩增、传代及稳定性研究等方面的记

录溯源文件, 并制订能够良好控制工艺过程的计划, 包

括统计评价产品质量属性的漂移、建立额外的关键过

程参数、对生产的每批原液进行额外的鉴定研究、甚至

限制生产直至问题得以溯源确定或解决。通过额外的

控制策略可以降低商业化生产时的产品质量风险, 例

如限制体外细胞限传代次、增加对生产终末细胞 (end

of production cell, EOPC) 的鉴定、上游工艺的额外过

程监控、增加原液的检测项目等。基于申请人所采取

的控制策略是否充分、完整, 监管机构确定该品种是否

可以开展下一步研究开发或许可上市。

对非单克隆的MCB的重新克隆可能会引入新的

潜在风险, 随着项目研发的深入, 风险会进一步增高;

在开发后期, 重新进行MCB的克隆后研发机构应按照

ICH Q5E开展系统的可比性研究工作, 相比之下尝试

引入更稳健的控制策略可能更合适。某正在欧洲开展

Ⅰ/Ⅱa期临床研究的、采用CHO细胞表达制备的单克

隆抗体品种在国内申报开展多中心Ⅱ期临床研究, 其

拟在中国使用的临床试验用药采用新的主细胞库并存

在大量重大工艺变更, 其中采用新的主细胞库的原因

是认为原主细胞库存在非单克隆来源的问题而重新制

备, 由于未能充分说明变更前后质量的可比性, 无法合

理预测潜在的药效、安全性和免疫原性风险, 该品种被

监管机构暂停临床。

6 结语

成功建立单克隆化细胞株能够有效保证细胞库的

单一来源, 并进而实现对重组蛋白药物全生命周期的

质量控制。因此, 单克隆性是生物技术药物申报中需

要满足的技术监管基本要求之一; 建议药物研发机构

在项目开发早期即建立起单克隆性, 以降低项目开发

和产品质量风险。使用单克隆细胞库和非克隆细胞库

生产的产品在发生工艺变更时, 其控制策略的监管要

求应该是不同的。无论使用何种方法进行细胞的单克

隆化, 研发机构均应提供足够的信息以评估该方法的

可信度。所用方法应经过验证以保证其可以提供有可

靠保障的单克隆性。若缺少对单克隆性的确认, 研发

机构应进行额外的基因型和表型的分析以及产品质量

分析。对于非克隆细胞库, 可能即使一个很小的工艺

变更, 都需要一个更强的控制策略以监控上游工艺, 并

进行相应的可比性研究。

技术审评会持续关注单克隆性的分析技术手段、

非克隆性发生的情形及确证研究进展情况, 并适时根

据所提供的资料进行整体评估, 以明确研发机构是否

对单克隆性的确认提供了足够的信息和是否需要与其

进一步沟通交流。若仅提供了低概率单克隆性和/或

不充分的单克隆性确认信息, 或者已有证据表明细胞

库为非单克隆细胞库, 一般需要研发机构补充提供额

外的控制策略以支持许可。
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