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一、概述 1 

重组腺相关病毒（Recombinant adeno-associated virus，2 

rAAV）载体因理化性质稳定，致病性、整合风险相对较低，3 

外源基因可长期表达等特点，已成为基因治疗领域内重要的4 

病毒载体之一。随着 rAAV 基因治疗药品基础研究持续推进，5 

境内外研发、产业化与注册审评实践经验不断积累，以及分6 

析技术的不断进步，监管和行业对 rAAV 质量属性的认知和7 

理解持续深化，关键质量属性的标准限度制定和分析方法验8 

证等方面存在问题日益突出，可能引发一些潜在安全性风险。9 

本文件为在既往《体内基因治疗产品药学研究与评价技术指10 

导原则（试行）》、《重组腺相关病毒载体类体内基因治疗11 

产品临床试验申请药学研究与评价技术指导原则》、《重组12 

腺相关病毒载体类体内基因治疗产品申报上市药学共性问13 

题与技术要求》指导原则基础上，基于当前科学认知与产业14 

实际，结合国内外监管实践和基础，聚焦 rAAV 产品申报临15 

床试验至上市阶段质量研究、质量标准和分析方法确认/验证16 

存在的一些共性问题（包括基因组滴度、生物学活性、杂质）17 

提出细化的具体要求，以供申请人参考。本文件仅反映监管18 

部门当前对 rAAV 产品质量研究和质量标准相关问题的一般19 

性技术要求，相关技术要求将随着行业水平的提高，技术的20 

进步，以及产品认知的积累逐步完善。 21 
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二、技术要求 22 

（一）基因组滴度 23 

基因组滴度是 rAAV 产品关键质量属性，决定临床给药24 

剂量的准确性，并与产品安全性、有效性密切相关。基因25 

组滴度标准限度范围可以确保临床给药剂量的准确性和反26 

映产品批间的一致性，如标准限度范围过宽可能会造成不27 

同批次给药剂量差异大，可能引发临床不良事件。 28 

1.分析方法和方法学验证 29 

基因组滴度检测方法常见(d) dPCR 和 qPCR 方法，其30 

中，  (d) dPCR 方法相比 qPCR 方法是对基因拷贝数的绝对31 

定量，不依赖标准品和标准曲线，具有较好的精密度和准32 

确度，建议选择精密度和准确度较高的检测方法用于基因33 

组滴度检测。基因组滴度分析方法验证旨在证明检测方法34 

适合预期用途，可稳定、准确测定 rAAV 产品含量，建议35 

遵循 ICH Q2(R2)和《中国药典》等指导原则的相关要求，36 

结合检测目的，合理设定验证指标，通常包括：专属性、37 

准确度、精密度、线性和范围等，建议结合检测需求合理38 

制定各验证指标的可接受标准并提供完整的方法学验证报39 

告。专属性验证应证明在样品基质等其他成分存在下，分40 

析方法不受干扰和影响；准确度可采用供试品稀释多个不41 

同浓度、供试品加标等方式评估回收率，回收率建议控制42 
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在 80%-120%；精密度验证中建议采用同一份均匀供试品多43 

次运行（同一实验室内的条件改变，如不同时间、不同分44 

析人员、不同设备等），评估多个检测结果的变异系数或45 

相对标准偏差（Coefficient of variation，CV 或 Relative 46 

standard deviation，RSD），原则上，建议 CV 值或 RSD 值47 

≤15%。通过线性、准确度和精密度等指标考察，合理制定48 

检测方法的可报告范围。可报告范围应覆盖质量标准限度49 

范围并在其基础上适度拓宽以满足加速稳定性等考察时的50 

超标数据检测（如质量标准下限的 80%-质量标准上限的51 

120%）。 52 

2.标准限度制定 53 

rAAV 产品自申报临床试验至上市阶段，基因组滴度标54 

准限度制定应遵循渐进式和逐步完善的原则。为确保给药55 

剂量的准确性和可控性，建议在产品开发早期，通过对制56 

剂生产工艺的控制合理设定目标基因组滴度。标准限度制57 

定建议根据生产工艺批间差异、分析方法变异度、代表性58 

工艺多批次数据（包括非临床批次）、稳定性期间目的基59 

因滴度的变化趋势等综合考虑制定相对范围差异较小的标60 

准限度。随着临床试验不断推进，申报上市阶段建议根据61 

临床患者给药剂量的确认，明确目标基因组滴度并为后续62 

商业化生产以及产品说明书规格制定提供依据。标准限度63 
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制定建议结合各个阶段样品（特别是临床试验批次）检测64 

数据、分析方法变异性、稳定性研究等综合制定。 65 

（二）生物学活性 66 

1.生物学活性指标 67 

生物学活性是 rAAV 产品的关键质量属性，应基于产68 

品设计和作用机制选择合适的分析方法进行生物学活性测69 

定。根据 rAAV 产品特点及作用机制，其在体内发挥生物70 

学活性至少应包括将目的基因携带至细胞和目的基因在体71 

内表达并发挥作用，因此，生物学活性指标通常包括感染72 

滴度、目的基因表达、表达产物的活性等。 73 

rAAV 产品自申报临床试验至上市阶段，生物学活性检74 

测项目和检测方法应遵循渐进式和逐步完善的原则，建议75 

尽早开发建立基于作用机制的生物学活性方法。早期临床76 

试验阶段，应初步建立能够在一定程度上反映药物作用机77 

制的活性方法，考虑到 rAAV 产品作用机制的复杂性，单78 

一的质量项目或检测方法可能无法全面反映产品生物学活79 

性，因此，建议质量标准中采用多个不同的质量项目和检80 

测方法以更好反映产品作用机制，例如，目的基因的表达81 

水平，对目的基因表达产物的确认，表达产物的生物学活82 

性等研究。随着对产品认知和工艺经验的积累，产品质量83 

数据的积累，以及临床安全性、有效性数据的积累，建议84 
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分析早期临床试验纳入质量标准中生物学活性相关检测项85 

目与临床安全性、有效性的相关性，选择合适的生物学活86 

性指标和检测方法。原则上，建议在关键临床试验前明确87 

生物学活性指标和检测方法。 88 

生物学活性测定方法可能受不同分析人员、不同仪89 

器、以及生物学测定方法中使用的检定用细胞、生物试剂90 

等影响，建议关注分析方法的精密度和耐用性，合理设置91 

系统适用性要求，并建立活性标准品，采用相对活性形式92 

进行结果报告。在相对活性检测中，标准品是 rAAV 产品93 

相对活性测定的基准物质，可用于校准试验系统误差，保94 

障不同批次样品结果可比。因此，可选择代表性批次样品95 

建立标准品并开展质量表征研究，采用合理的方式对标准96 

品含量和活性等进行标定和赋值，并定期开展质量回顾和97 

趋势分析，关注存储期间标准品的质量变化。 98 

2.分析方法和方法学验证 99 

rAAV 产品作用机制相对复杂，生物学活性方法可以是100 

覆盖病毒感染到目的基因/蛋白发挥生物学功能整个过程的101 

单一综合活性检测方法，也可选择由感染、转导、表达和102 

功能检测组成的方法矩阵。方法终点检测一般包括 RT-103 

qPCR、(d) dPCR、ELISA 等对目的基因/蛋白表达量的检104 

测，以及结合活性、细胞活性等对目的蛋白活性的检测。105 
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随着技术的不断发展和进步，新的更优的检测方法也可能106 

逐步应用，鼓励优先采用精密度和准确度较高的检测方107 

法。方法学验证方面，建议结合方法特点和检测需求，合108 

理开展验证。对于 RT-qPCR、(d) dPCR、ELISA 等对目的109 

基因/蛋白表达量的检测，以及结合活性、细胞活性等对目110 

的蛋白活性的检测，建议开展包含病毒感染等过程的完整111 

方法的方法学验证，并对 RT-qPCR、(d) dPCR、ELISA、结112 

合活性等终点检测方法进行单独的验证，整体考察方法性113 

能。 114 

（三）杂质 115 

1.杂质研究和控制 116 

rAAV 杂质主要包括产品相关杂质和工艺相关杂质。工117 

艺相关杂质主要由起始原材料和工艺过程中引入。起始原118 

材料引入的杂质包括残留宿主细胞蛋白、E1A 残留、残留119 

宿主 DNA、残留质粒 DNA 等，工艺过程引入的杂质包括120 

转染试剂 PEI、裂解剂吐温 80、核酸酶、亲和填料配基残121 

留等。产品相关杂质/物质包括非完整包装病毒、错误包装122 

病毒、杂合病毒、无活性病毒、病毒颗粒聚集体、可复制123 

型腺相关病毒（Replication-competent AAV,rcAAV）等。临124 

床试验阶段，上述杂质的控制可参考《重组腺相关病毒载125 

体类体内基因治疗产品临床试验申请药学研究与评价技术126 
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指导原则》相关要求，上市阶段可参考《重组腺相关病毒127 

载体类体内基因治疗产品申报上市药学共性问题与技术要128 

求》进行研究和控制，并开展工艺相关杂质清除验证研究129 

和安全性评估，并合理拟定标准限度。 130 

rAAV 载体生产过程中质粒 DNA、宿主细胞 DNA、辅131 

助病毒来源基因序列等也可能包裹在病毒衣壳内，生产过132 

程中核酸酶去除工艺难以去除。鉴于其可能引入免疫原性133 

和安全性风险，鼓励持有人/申请人临床试验阶段探索降低134 

或去除衣壳内非病毒载体 DNA 的工艺，并采用适宜的检测135 

方法进行杂质残留的检测，结合杂质类型和残留量开展安136 

全性风险评估；上市阶段采用确认的工艺尽可能降低杂质137 

残留量，并采用准确可定量的检测方法进行检测和控制。 138 

2.分析方法和方法学验证 139 

rAAV 产品的杂质可能影响产品安全性和/或有效性，140 

建议选择灵敏的分析方法进行检测，并基于检测目的（限141 

度检测或定量检测）合理开展分析方法验证。对于定量检142 

测方法，应开展专属性、定量限、准确度、精密度和范围143 

等指标的考察，限度检测方法应开展专属性、检测限的考144 

察。 145 

rAAV 产品生产过程中，由于载体基因组、Rep/Cap 基146 

因以及 ITR 序列可能发生同源和/或非同源重组，形成147 
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rcAAV，影响产品安全性，因此应建立敏感、适用的分析方148 

法用于 rcAAV 检测。建议采用细胞培养法与 qPCR 相结合149 

的方法，以提高检测方法的准确度和灵敏度。rcAAV 检测150 

方法验证时，因检测分为细胞培养和终点 qPCR 检测两个阶151 

段，方法学验证需覆盖细胞培养和终点检测整个阶段，方152 

法学验证应遵循 ICH Q2(R2)和《中国药典》等指导原则的153 

相关要求，同时建议对终点检测的 qPCR 方法开展完整的方154 

法学验证。此外，建议设立合理的阳性对照组、阴性对照155 

组和抑制对照组，通过抑制对照组研究确认样品基质不影156 

响阳性对照品的检测，结合方法开发和研究设定合理的阳157 

性对照组、阴性对照组和抑制对照组的可接受标准。 158 
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