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摘要：无论是体内基因治疗产品还是经体外基因修饰的细胞治疗产品，基因修饰

后的安全性评价中基因插入风险以及整合后突变风险都是关键的关注内容。随

着高通量测序与生物信息学分析技术的发展，整合位点检测与注释分析已可以

为理解和判断风险提供重要的数据信息，但尚未实现理想预测体内治疗安全性

的水平。其中的核心挑战之一即是对基因组整合位点的方法学开发，一方面是

分析手段自身的技术限制，另一方面是整合位点分析的技术规范尚无公认标准。

本文分析了细胞与基因治疗产品安全性评价中的整合位点检测现状与商业化常

用技术，讨论了现有挑战与未来的解决策略。
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　　在过去２０年，细胞与基因治疗产品在治疗肿瘤、遗传性疾病等
临床应用中取得突破性进步［１］。基因治疗产品一般通过将外源基因

（或基因编辑工具）导入靶细胞或组织，替代、补偿、阻断、修正、增加

或敲除特定基因以发挥治疗作用。无论是导入外源基因还是编辑基

因，均存在潜在的遗传毒性风险，以及可能的致癌性。目前在动物实

验和人体临床使用中，均发现了由于基因组整合产生的安全性风
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　　　险［２－４］。随着高通量测序技术的发展，整合位点检测

和分析技术愈发成熟，已经可以实现从多样性和偏好

性等角度对整合事件进行综合评价，但是该类技术的

方法学开发与结果可靠性仍面临很多挑战，尚未形成

对技术细节的共识性要求。本文汇总了国内外相关

合规要求，介绍了基因组整合位点的检测分析技术，

讨论了现有的方法挑战，展望了未来的可能发展

趋势。

１　对于基因组整合和插入突变评价的合规要求
由于细胞与基因治疗产品可能涉及对宿主基因

组的修改，其安全性始终是研发过程中最为关注的问

题之一。当外源遗传物质整合在基因组中，可能会通

过增强子插入、启动子插入、插入失活和３′末端截断
激活等机制改变原有基因表达［５］。特别是插入到原

癌基因或抑癌基因，改变癌基因的表达状态，从而增

加致癌性风险。虽然目前对于基因组整合与致癌性

风险之间的关系还没有系统成熟的理解，但对基因组

整合位点的研究必要性得到普遍认同，并在多份国家

药品监督管理局药品审评中心（ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｒｕｇＥｖａｌｕ
ａｔｉｏｎ，ＣＤＥ）和美国食品药品管理局（ＵＳＦｏｏｄａｎｄ
ＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）技术指导原则中被明确提
出，涉及药学研究、非临床评价、临床随访等阶段。

在药学研究阶段，２０１７年１２月 ＣＤＥ发布的《细
胞治疗产品研究与评价技术指导原则（试行）》提出质

量监控需要关注“基因进入细胞后的整合情况”［６］。

２０２２年５月ＣＤＥ发布的《免疫细胞治疗产品药学研
究和评价技术指导原则（试行）》进一步强调在生产质

量研究中要关注基因插入位点和拷贝数，“由于其关

系到产品的安全性和有效性，需采用适用的检测方法

进行研究，探索其与安全性和疗效的相关性”［７］。同

时发布的《体内基因治疗产品药学研究与评价技术指

导原则（试行）》强调“应对产品的整合位点、整合稳

定性和位点分布趋势进行研究，分析插入引起的致突

变或致瘤风险”［８］。

在非临床安全性研究中，２０２１年１１月 ＣＤＥ发布
的《基因治疗产品非临床研究与评价技术指导原则

（试行）》提到 “需要分析基因组改变（载体或遗传物

质整合进基因组、对基因组编辑等）的特征，并评估相

关潜在风险”［４］。同期发布的《基因修饰细胞治疗产

品非临床研究技术指导原则（试行）》建议综合分析风

险因素，“评估潜在的插入突变、致瘤／致癌性风
险”［４］。２０２４年６月ＣＤＥ发布的《腺相关病毒载体基
因治疗产品非临床研究技术指导原则（征求意见

稿）》，针对腺相关病毒（ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，

ＡＡＶ）“应进行基因组整合分析，当存在整合至宿主基
因组中的可能性时，需分析基因组整合位点，评估对

宿主细胞基因组完整性的影响，以及是否带来安全性

风险”［９］。

在临床研究阶段，ＣＤＥ在２０２１年２月发布的《免
疫细胞治疗产品临床试验技术指导原则（试行）》考虑

“外源基因随机整合到细胞基因组形成插入突变，导

致成瘤性和恶性转化等。临床试验结束后，需要对临

床试验受试者进行长期随访”［１０］。２０２１年 １１月
ＣＤＥ发布的《嵌合抗原受体 Ｔ细胞（ＣＡＲ－Ｔ）治疗产
品申报上市临床风险管理计划技术指导原则》强调嵌

合抗原受体 Ｔ细胞（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒＴｃｅｌｌ，
ＣＡＲ－Ｔ）治疗产品可能存在致瘤性的安全性风
险［１１］。２０２４年８月ＣＤＥ发布的《嵌合抗原受体 Ｔ细
胞治疗淋巴血液系统恶性肿瘤临床试验技术指导原

则（征求意见稿）》提出“申办方应高度重视 ＣＡＲ－Ｔ
细胞产品治疗可能导致的继发肿瘤风险，在临床试验

的随访过程中持续监测克隆形成和继发肿瘤风

险［１２］”。此外，２０２１年ＣＤＥ发布的《基因治疗产品长
期随访临床研究技术指导原则（试行）》以及２０２０年
ＦＤＡ发布的《Ｌｏｎｇｔｅｒｍｆｏｌｌｏｗ－ｕｐａｆｔｅｒａｄｍｉｎｈｕｍａｎ
ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｐｒｏｄｕｃｔｓ》均强调了长期随访监控整合风
险的重要性［３，１３］。

２　由基因组整合／插入突变导致安全性风险的案例
分析

２１　ＳＫＹＳＯＮＡ（Ｅｌｉｖａｌｄｏｇｅｎｅａｕｔｏｔｅｍｃｅｌ）治疗引
起继发性恶性肿瘤

ＳＫＹＳＯＮＡ是ＢｌｕｅｂｉｒｄＢｉｏ公司的一种体外干细
胞基因治疗产品，用慢病毒载体将外源基因腺苷三磷

酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）结合盒亚家族 Ｄ１号
成员基因（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｓｕｂｆａｍｉｌｙＤｍｅｍｂｅｒ１，
ＡＢＣＤ１）导入到自身造血干细胞中，再回输到患者体
内，用 于 治 疗 肾 上 腺 脑 白 质 营 养 不 良。于

２０２２－０９－１６，美国 ＦＤＡ加速批准 ＳＫＹＳＯＮＡ上市，
用于延缓４～１７岁早期活动性脑性肾上腺脑白质营
养不良（ｃｅｒｅｂｒａｌａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＣＡＬＤ）男童的
神经功能障碍的进展。

在ＳＫＹＳＯＮＡ开发过程中，曾有３例儿童被诊断
出患有骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎ
ｄｒｏｍｅｓ，ＭＤＳ）［１４］。其中２例发生在给药后的２年内，
并确认是由于慢病毒整合到原癌基因的克隆扩增所

致。这２个受试者都存在一个主克隆，称为 ＭＤＳ１和
ＥＶＩ１复杂基因座（ＭＤＳ１ａｎｄＥＶＩ１ｃｏｍｐｌｅｘｌｏｃｕｓ，
ＭＥＣＯＭ），并且 Ｅｃｏｔｒｏｐｉｃ病毒整合位点 １基因
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（Ｅｃｏｔｒｏｐｉｃｖｉｒａｌｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅ１，ＥＶＩ１）过度表达。
ＭＥＣＯＭ的倒位或易位是导致 ＭＤＳ和急性髓细胞性
白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）的已知原因，
ＥＶＩ１的过度表达与不良预后相关。

此外，另外４例儿童也可能发展成 ＭＤＳ，因为这
些儿童的原癌基因上的整合位点相对频率在增加。

ＦＤＡ咨询委员会曾就该产品的风险与获益会议讨论，
并认为其对患者的益处大于风险。但由于其肿瘤生

成风险，根据联邦食品、药品和化妆品法案第５０５（ｏ）
条，申办方将开展一项为期１５年的上市后安全性研
究，即药物上市后监测，以进一步表征ＳＫＹＳＯＮＡ治疗
引起的继发性恶性肿瘤的严重风险（研究编号

ＲＥＧ－５０２）。
２２　ＦＤＡ要求更新ＣＡＲ－Ｔ细胞疗法的黑框警告

自２０２３年 ７月起，ＦＤＡ调查已获批上市的 ６款
ＣＡＲ－Ｔ产品治疗后发生 Ｔ淋巴细胞瘤的情况，并评
估采取监管措施的必要性。虽然上市的产品的总体

获益超过潜在致癌风险，但可以确定这些 ＣＡＲ－Ｔ疗
法存在继发性Ｔ细胞恶性肿瘤风险。文章中也提到，
ＣＡＲ－Ｔ产品迄今为止与继发性肿瘤的关联较少，但
是仍然存在基于基因组整合或其他机制导致肿瘤发

生的可能性。通过对３例接受 ＣＡＲ－Ｔ治疗后发生
癌变的患者进行基因测序，结果均发现恶性细胞克隆

中存在ＣＡＲ基因，这表明 ＣＡＲ－Ｔ产品很可能参与了
这些患者的 Ｔ细胞肿瘤的发生。同时文章建议接受
产品治疗的患者和临床试验参与者终身接受安全性

监测［１５］。

于２０２４－０４－１８，ＦＤＡ正式要求更新ＣＡＲ－Ｔ细
胞疗法的黑框警告，提醒患者和处方医师继发性 Ｔ细
胞恶性肿瘤的风险。ＦＤＡ要求对这些产品标签中的
警告和注意事项、上市后经验、患者咨询信息和用药

指南部分进行修改和更新。同时，接受这些产品治疗

的患者和临床试验参与者还应该终身监测继发性 Ｔ
细胞肿瘤的发展风险［１６］。这说明了整合位点的检测

对于患者的安全性至关重要。

２３　对腺相关病毒载体类产品的讨论关注
虽然 ＡＡＶ是一种非整合性病毒，通常以游离的

形式存在于宿主细胞中，随染色体复制，但是 ＡＡＶ也
可以发生低频率的定向整合。

针对ＡＡＶ病毒载体的基因组整合与致瘤风险，
ＦＤＡ在２０２１年９月召开基于 ＡＡＶ的基因治疗产品
临床前和临床阶段由于病毒整合导致的致癌风险以

及其他安全性风险咨询会议。会议中，专家分析了

ＡＡＶ基因治疗药物的临床前和临床阶段的数据，发现

了ＡＡＶ整合于基因组中的证据，但没有直接的证据
证明其致癌，需要长期随访关注其安全性［１７］。

值得关注的是，ＡＡＶ的反向末端重复（ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔｓ，ＩＴＲ）序列通常 ＧＣ含量高，会形成发
夹结构，而且整合的过程中 ＩＴＲ还会发生截断。因
此，ＡＡＶ类基因治疗药物的整合位点检测更复杂，开
发难度更高。

３　整合位点分析方法
目前国内外技术指导文件中并未具体指定应用

哪种整合位点的检测方法。现有的整合位点的检测

多是基于分子生物学的方法，评估是否发生基因组整

合以及基因组整合的位置。传统的检测方法有

Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ和反向聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）等［１８－１９］，这些分析方法分辨率有限且

检测效率低，无法确定整合事件发生的准确位置，也

无法评估整合事件是否为随机发生。随着测序技术的

发展，进一步推动了整合位点的序列分析的精度。

３１　线性扩增介导的 ＰＣＲ（ｌｉｎｅａｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ－
ｍｅｄｉａｔｅｄＰＣＲ，ＬＡＭ－ＰＣＲ）

ＬＡＭ－ＰＣＲ方法的主要原理是针对长末端重复
（ｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔｓ，ＬＴＲ）设计生物素标记的引物并
进行线性扩增，后通过磁珠分离富集载体 －基因组连
接处。然后在半固体链霉亲和素相上进行双链合成、

限制性内切酶酶切、连接盒连接，高温变性，最后通过

针对ＬＴＲ序列和接头的引物进行巢式 ＰＣＲ等步骤，
完成文库构建，文库通过二代测序来鉴定未知的基因

组序列［２０］。ＬＡＭ－ＰＣＲ的方法依赖限制性内切酶，
选择合适的限制性内切酶对整合位点鉴定至关重要。

为了鉴定更全面的整合位点，一般会用具有不同限制

性位点的多种酶。但是多种酶组合也不一定能够完

全识别出转染样品中存在的所有整合位点。

３２　非限制性线性扩增介导的 ＰＣＲ（ｎｏｎ－ｒｅｓｔｒｉｃ
ｔｉｖｅ ｌｉｎｅａｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ＰＣＲ，
ｎｒＬＡＭ－ＰＣＲ）

非限制性线性扩增介导的 ＰＣＲ，是对传统
ＬＡＭ－ＰＣＲ的改进，不用限制性内切酶，其技术路线
为：针对 ＬＴＲ设计生物素标记的引物并进行线性扩
增，后通过磁珠分离来富集载体 －基因组连接处。
ｎｒＬＡＭ－ＰＣＲ与ＬＡＭ－ＰＣＲ用限制性内切酶不同，在
半固体链霉亲和素相上用连接酶将单链脱氧核糖核

酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＤＮＡ）和扩增产物连接，最
后通过针对ＬＴＲ序列和接头的引物进行巢式 ＰＣＲ等
步骤，完成文库构建，文库通过二代测序来鉴定未知

的基因组序列［２１］。相比于 ＬＡＭ－ＰＣＲ，不用进行双
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链ＤＮＡ合成和限制性酶切，实验操作更简便，减少了
实验成本并缩短了实验周期。

通过比较 ２种方法发现，ｎｒＬＡＭ－ＰＣＲ相比于
ＬＡＭ－ＰＣＲ有更好的重复性（２次重复结果相关性
０９９９）和准确性（ｎｒＬＡＭ－ＰＣＲ的检测的结果更接近
定量ＰＣＲ，相关性０９９７）［２２］。因此，ｎｒＬＡＭ－ＰＣＲ逐
渐取代了ＬＡＭ－ＰＣＲ。
３３　连接介导的 ＰＣＲ（ｌｉｇａｔｉｏｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄＰＣＲ，
ＬＭ－ＰＣＲ）

ＬＭ－ＰＣＲ是一种高灵敏度的方法，近年来，其运
用越来越广泛。ＬＭ－ＰＣＲ首先对整合病毒载体的基
因组进行打断，打断后的片段两侧连接剃刀形的接

头。再经过巢式ＰＣＲ，将测序接头序列添加至文库两
端，即可进行测序。整个方法操作简便，灵敏度高，是

整合位点检测的理想选择。剃刀形的接头双链端增

加了氨基修饰，阻止ＰＣＲ过程中接头自延伸成完整的
双链，其优势是减少非目的片段文库被扩增，保证包

含载体ＬＴＲ片段的文库尽可能多地被扩增和测序。
在接头中通常设计独特的分子标签（ｕｎｉｑｕｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ，ＵＭＩ），可以标记每一拷贝的原始分子。通
过生信分析，即可计算出每种整合位点的相对丰度，

从而识别异常扩增的克隆。由于病毒等载体两侧的

ＬＴＲ序列高度同源，如针对３′端ＬＴＲ设计引物向下游
扩增，那么引物也会从５′端 ＬＴＲ向下游扩增，也就是
扩增载体内部的序列，这样就会产生非特异性的产

物，测序将会有一半的无效数据无法用于分析。有方

法针对非目标区域设计封阻物，阻止非目标区域的扩

增和无效的测序数据［２３］。当然，是否设计封阻物应

综合考虑成本和流程复杂程度。

３４　杂交捕获测序（ｔａｒｇｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＴＥＳ）

杂交捕获法是下一代测序（ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）靶向测序常用的方法，首先针对目标
基因区域设计探针，其次根据碱基互补配对的原则将

生物素标记的探针与构建好的基因组文库进行杂交，

再经过生物素和链霉亲和素的捕获，富集目标区域，

即可对目标区域进行测序和序列分析［２４］。对于整合

位点检测，可针对载体序列，特别是 ＬＴＲ序列设计探
针。由于探针有一定的容错性，针对ＬＴＲ的探针可以
将载体ＬＴＲ序列及附近的基因组序列一并进行捕获，
捕获后的文库经过ＰＣＲ扩增和测序，可用于后续整合
位点分析。需要注意的是，ＬＴＲ序列为病毒或其他载
体序列，整合位置附近是人基因组序列，两者的参考

基因组不同，需要对生物信息算法进行配置和优化。

杂交捕获法相对于 ＬＡＭ－ＰＣＲ／ＬＭ－ＰＣＲ类的扩增
子建库方法，不会发生偏好扩增的现象，各整合位点

相对均匀地反映原始分子的拷贝数。但是由于基因

组区域的位置和序列未知，无法针对其序列设计探

针，只能针对载体ＬＴＲ序列设计探针并附带捕获出基
因组序列，因此检测效率可能没有 ＬＭ－ＰＣＲ的方法
高。同时，杂交捕获法建库时间和周期更长。

３５　全基因组测序（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＷＧＳ）

ＷＧＳ是通过对整个人类基因组进行测序，找到整
合性载体序列的位置，从而提供一种全面分析基因组

插入位点的方法。理论上全基因组测序能够检测到

所有潜在的整合位点，包括其他方法难以检测到的位

点。全面性和无偏性是其最主要优点，但面临的挑战

是高昂的成本和大量数据的分析需求。由于人基因

组有３Ｇｂ碱基对，如果实现１０％的整合位点灵敏度，
测序数据量需要约３００Ｇｂ，仅测序成本就近万元人民
币。然而，ＬＭ－ＰＣＲ仅仅对整合区域进行测序，通常
１～２Ｇｂ可以实现１×１０－４水平的灵敏度。因此，全基
因组测序全面性和无偏性的实现需要较大的代价，现

实检测中应用受限。

４　对基因测序结果的生物信息学分析
由于ＮＧＳ高通量的测序数据的复杂性，需要开发

生物信息学工具来处理测序数据，实现整合位点检

测、信息注释和定量，进而分析整合位点的多样性和

安全性，通常包括过滤载体元件、基因组比对、整合位

点识别与注释、多样性分析等。

过滤载体元件是指从原始测序结果中筛选匹配

载体元件的测序读数，并裁剪掉接头和 ＬＴＲ载体元
件。一般常用短序列比对工具，如基本局部比对检索

工具（ｂａｓｉｃｌｏｃａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ，ＢＬＡＳＴ），将测
序结果与基因组序列进行比对，并根据比对结果和预

设的过滤策略，去除可能由建库或测序过程错误引入

的背景噪声。通过基因组比对结果识别整合位点，并

定量整合位点的相对丰度和过滤假阳性位点。继而，

对识别出的整合位点进行基因信息注释，包括基因组

区域信息、基因功能区、转录功能单元、ＣｐＧ岛、癌症
相关基因等。最后，基于多样性指标（香农指数、基尼

系数等）来评估整合位点在基因组中的分布多样性。

４１　整合位点生信分析算法
随着ＮＧＳ测序技术和相关生信算法的发展，在过

去的１０年也涌现了许多整合位点检测的生信分析方
法或分析软件。

ＩＮＳＰＩＩＲＥＤ［２５］用ＢＬＡＳＴ工具进行序列比对，序列
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中与ＬＴＲ序列完全一致并且与宿主基因组之间一致
度超过７５％时，才纳入整合位点检测。ＰＩＣ［２６］流程用
Ｂｏｗｔｉｅ２［２７］进行序列比对，Ｂｏｗｔｉｅ２与 ＢＬＡＳＴ相比，具
有更快的比对效率和更少的计算资源消耗。

ＩＳ－Ｓｅｑ［２８］作者也发现另一种短序列比对工具
ＢＷＡ［２９］比ＢＬＡＳＴ具有更高的效率和准确性。升级版
本ＶＩＳＰＡ２［３０］用 ＢＷＡ作为比对工具，分析速度提升
６倍并且具有更高的准确性。

ＰＩＣ先用高质量ｒｅａｄｓ进行整合位点识别，基于识
别的位点，对由于重复区或者同源区导致多重比对的

ｒｅａｄｓ进行回捞，提高整合位点丰度的准确性。ＰＩＣ作
者还发现用去除接头和载体元件后的 ｒｅａｄｓ进行比
对，能够提升比对质量、并减少耗时［２６］。ＩＳＡ－Ａｎａｌｙ
ｓｉｓ－Ｐｉｐｅｌｉｎｅ［３１］和 ＩＳ－Ｓｅｑ［２７］都发现，需合并基因组
上临近整合位点，从而提高整合位点丰度的准确性，

ＩＳＡ－Ａｎａｌｙｓｉｓ－Ｐｉｐｅｌｉｎｅ合并１０ｂｐ以内的整合位点，
ＩＳ－Ｓｅｑ合并７ｂｐ以内的整合位点。ＶＳｅｑＴｏｏｌｋｉｔ［３２］工
具支持ＬＡＭ－ＰＣＲ、ＴＥＳ和 ＷＧＳ的数据分析，具有更
广泛的应用范围。ＩＮＳＥＲＴ－ｓｅｑ［３３］是基于长读长的
三代测序开发出来的整合位点识别工具，能够提升在

基因重复区、高ＧＣ含量区、同源区附近整合位点识别
的准确度。上述软件都支持对检测到整合位点进行

基因信息注释，研究者也可以用Ｐｙｔｈｏｎ或者Ｒ等工具
基于公共数据库信息进行个性化的信息注释和数据

分析。ＨＡＭＡＤＡ等［３４］定义了５个基因组安全区，不
在安全区内的整合位点可能会影响基因表达或者生

物学功能。

４２　多样性评估
ＩＮＳＰＩＩＲＥＤ软件支持 Ｃｈａｏ１、香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ

ｉｎｄｅｘ）、基尼系数以及 ＵＣ５０指标来评估整合位点的
多样性。香农指数广泛应用于物种多样性评估，同样

也常用于评估整合位点多样性。香农指数与整合位

点的多样性呈正相关，整合位点在基因组上分布得越

均衡，香农指数则越高。基尼系数（Ｇｉｎｉｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）可
用来衡量基因组上整合位点的平均程度，基尼系数取

值范围为０～１，基尼系数越小，分布越平均；基尼系数
越大，整合位点分布越不均一，基尼系数为１表明该
整合位点为单克隆。Ｃｈａｏ１指数越高表明有更多未被
观察到的插入位点，可能意味着更高的多样性。ＵＣ５０
表示达到样本所有整合位点丰度的前５０％时对应整
合位点的数量，数值越大表明整合位点丰度越均一，

数值越小表明样本中整合位点分布越不均匀。由于

文库大小、整合效率等原因，不同样本整合位点的多

样性存在批间差异。ＤＥＬＣＯＲＥ等［３５］通过形状约束

样条（ｓｈａｐｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄｓｐｌｉｎｅｓ，ＳＣＳ）方法来标准化批
间差异，并提出 ＳＣＳ熵来表示样本中整合位点的多
样性。

如上述提到的 Ｃｈａｏ１、香农指数、基尼系数、ＵＣ５０
及其他整合位点多样性评估指标，目前尚无明确的阈

值范围来定义整合位点的多样性或者安全性是否

可控。

５　讨论
基因治疗产品可能会通过随机插入、基因组整

合、脱靶编辑等干扰宿主的关键基因表达，激活原癌

基因或抑制抑癌基因，从而增加恶性肿瘤的风险。因

此，通过对基因治疗产品在体内外的基因组整合位点

分析，获得遗传毒性、致癌性的提示信息对评价产品

的安全性与制定风险控制措施具有必要性，对长期随

访的临床研究设计具有重要指导作用。

整体上看，现有的检测方法仍处于商业化应用的

早期，行业尚未积累系统的成熟经验，也未能提出对

方法学验证要求、检测能力确认标准及对照标准品制

备的共识要求，这既是对检测方法的开发和验证提出

挑战，又会影响检测结果的可靠性。

从方法学开发的角度，由于不同基因表达／编辑
载体两端的ＬＴＲ序列、ＩＴＲ序列、二级结构、ＧＣ含量
等各有不同，需要开发相匹配的方法，通过引物与探

针设计，建立不同的方法学。如果引物和探针与序列

匹配不佳会进一步影响整合位点检出的效率。因此，

方法学的优化对于整合位点的检出以及安全性的评

估十分重要。

从方法学验证的角度，优化好的方法要进行完整

的性能确认，目前没有法规或共识规定性能确认要做

哪些验证指标，在实践中可参考美国病理家协会

（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｍｅｒｉｃａｎＰａｔｈｏｌｏｇｉｓｔｓ，ＣＡＰ）和国际标准化
组织 １５１８９（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＳｔａｎｄａｒｄｉｚａ
ｔｉｏｎ１５１８９，ＩＳＯ１５１８９）对于 ＮＧＳ的通用验证准则，验
证指标通常包括准确度（通常与测序金标准Ｓａｎｇｅｒ法
进行一致性比较）、精密度、灵敏度（位点相对丰度、建

库投入量、测序数据量等）、特异性和稳定性等。验证

的样本可以用转导病毒的单克隆细胞株，其整合位点

背景清晰。也可用细胞与基因治疗的细胞注射液作

为验证样本，此类样本通常含有丰富多样的整合位

点。以所有整合位点为验证目标，难以实现１００％重
复检出，建议以高丰度的位点为研究对象。此外，还

可以用世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，
ＷＨＯ）整合位点标准品进行验证测试。

从结果解读的角度，整合位点的分析内容一般包
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括整合位点的位置信息，整合位点的多样性信息，整

合位点的功能区分布信息和癌基因整合偏好性分析

等。对于整合性载体，整合位点较多，很难通过单个

原癌基因附近的整合位点解读致癌性风险，而要对所

有整合位点进行统计学分析，分析整合位点的多样性

和偏好性。值得提出的是，现有技术手段尚不能分析

某一整合位点在所有有核细胞中的整合频次比例，只

能计算某个整合位点占所有整合位点的相对丰度。

ＦＤＡ对ＢｌｕｅｂｉｒｄＢｉｏ公司的慢病毒载体类基因治
疗产 品 ＺＹＮＴＥＧＬＯ（Ｂｅｔｉｂｅｇｌｏｇｅｎｅａｕｔｏｔｅｍｃｅｌ）和
ＳＫＹＳＯＮＡ的评审报告中提出，将异常克隆性定义为任
何插入位点的相对丰度≥１０％，且病毒载体拷贝数
（ｖｉｒａｌｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ，ＶＣＮ）大于或等于 ０１拷贝／
细胞基因组（ｃｏｐｉｅｓ／ｄｉｐｌｏｉｄｇｅｎｏｍｅ，ｃ／ｄｇ）。由于回输
后患者的血液中被整合的细胞只占所有有核细胞的

一部分，因此结合病毒拷贝数的结果综合判断是否有

恶性扩增的细胞克隆是十分合理和必要的。审评建

议如果基于临床表现、症状、插入位点的位置及其增

长速度，存在患者发展为恶性肿瘤的风险，应采取额

外的临床和分子检测，以进一步评估潜在恶性肿瘤的

风险［１４－１５］。这些已上市品种的经验为基因组整合位

点的结果解读提供了宝贵的借鉴。

综上所述，基因组整合位点的检测与分析对于基

因治疗产品的评价与风险控制具有重要意义，得到各

方的广泛认同与关注。检测的方法学验证、性能指标

要求、分析内容等的差异会导致检测结果发生变化，

但由于该类分析方法仍属于较新的检测手段，有很多

技术细节需要进一步的研究和验证，现阶段并无明确

的规范性要求。因此，期待行业各方的协同探索，形

成探索性共识，共同为基因治疗领域的高质量创新与

发展保驾护航。
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