
《软琼脂克隆形成试验》简要编制说明

一、标准起草的基本情况

软琼脂克隆形成试验是细胞成瘤性检验的体外实验方法。目前我国已有一款干细胞治疗

产品通过附条件上市许可；截至 2024 年 12 月 25 日，共有 142 个干细胞新药申请临床试验；

此外，作为药品早期研究的干细胞治疗产品有大量项目处于 IIT 阶段。随着干细胞治疗产品

的快速发展，成瘤性作为安全性评价的核心指标之一，其检测方法的研究和标准化显得尤为

重要。《中国药典》要求成瘤性检测方法以动物体内接种法为标准，对于低代次、在动物体

内无成瘤性的细胞可以采用软琼脂克隆形成试验结果作为细胞成瘤性评价的参考。动物体内

接种法检测成瘤性，实验周期长，需要实验动物，实验条件往往是检测单位不具备的。以细

胞克隆培养为基础的软琼脂克隆形成试验，实验周期短，灵敏度高，更便于开展。《中国药

典》虽然提出可以用软琼脂克隆形成试验进行细胞成瘤性评价，但未给出具体操作过程。目

前国内外还没有软琼脂克隆形成试验操作过程标准。

建立此标准，旨在为干细胞治疗产品成瘤性体外实验提供科学、可靠的检验方法，减少

使用单位对该方法的探索投入，便于行业内方法统一，利于同类产品不同单位检测结果认可

接受。

本项目于 2021 年 12 月至 2023 年 5 月开展前期研究及多批样本测试；2023 年 9 月通过

立项评审；2023 年 9 月至 2024 年 11 月针对不同组织来源的人间充质干细胞进一步开展研

究、优化方法，在不同实验室开展方法测试；2025 年 1 月形成草案。

二、重要内容及主要工作情况

标准包含范围、规范性引用文件、术语和定义、符号和缩略语、实验环境、仪器与耗材、

试剂、实验用细胞、实验分组、操作步骤、方法说明。

标准适用于人源间充质干细胞软琼脂克隆形成试验检测。

本标准由深圳市茵冠生物科技有限公司开展方法研究、方法学验证及多批样本测试；深

圳市药品检验研究院针对此方法开展不同实验室的测试。

2021 年 12 月至 2023 年 5 月，开展方法前期研究、方法学验证及多批样本测试。

2023 年 8 月，在深圳市生物医药促进会申请标准立项。

2023 年 9 月，通过标准立项评审。

2023 年 9 月至 2024 年 10 月，针对不同组织来源的人间充质干细胞开展检测方法的深

入研究、方法优化。

2024 年 10 月至 2024 年 11 月，深圳市药品检验研究院针对此方法开展不同实验室的测

试。

2025 年 1 月，形成标准草案。

三、国内外相关标准概况

软琼脂克隆形成试验技术起源于细胞克隆实验，基于应用目的改良后的各种不同实验操

作方法，广泛应用于药品研发、药品质量评价、毒理学及微生物领域相关研究等。



软琼脂克隆形成试验采用双层琼脂培养法，底层琼脂作为支撑，上层琼脂接种细胞，转

化细胞系、肿瘤细胞系等永生化细胞可以在上层琼脂中增殖形成细胞集落，提示成瘤风险。

FDA 有关使用动物细胞生产的生物制品的相关法规中指出，体外软琼脂克隆形成试验可为

细胞成瘤性评价提供更多的信息。有研究比较软琼脂克隆形成试验与裸鼠体内接种法的检测

结果，发现两者相关性较好，且前者更为灵敏。由于软琼脂克隆形成试验的实验周期短、操

作简便，对于药品检验具有更强的可操作性，因此，建立此方法的标准操作有助于推动细胞

治疗领域的方法统一。

经检索确认，国内外尚无软琼脂克隆形成试验的标准操作方法。

四、其他需要说明的事项

1．培养基选择

人间充质干细胞领域初期研究中，很多实验采用类似“1640 培养基+FBS”等比较通用

的培养基进行细胞培养。随着技术不断迭代以及对动物源物料潜在风险的考量，目前的研究

单位或企业会采用专门开发的、性能更优的人间充质干细胞培养基及添加物（不含动物源成

分）。此类配制后的完全培养基含物质种类更多、成分更复杂。现有市场上类似的人间充质

干细胞培养基品牌众多，在软琼脂克隆形成试验方法开发研究中，我们也比较了通用培养基

和专用培养基在细胞培养质量上的差异，为了使细胞在双层琼脂培养基生长时获得充分营养、

保持细胞最佳生长状态，最终确定，软琼脂克隆形成试验细胞培养基选择为供试品在生产阶

段使用的细胞培养基，这样既能保证细胞有充分的营养条件，又能避免生产阶段培养基和检

测用培养基不同而导致细胞质量发生变化，从而影响软琼脂克隆形成试验的检测结果。

2．双层琼脂配制

双层琼脂配制过程需要用琼脂糖和细胞培养基按照一定比例混合，商用细胞培养基多为

1×的溶液，和琼脂糖混合后会降低细胞培养基营养成分的浓度，可能影响细胞生长。此外，

高浓度的培养基粘稠度较高，会导致实验操作过程的不便。因此，为尽量减少细胞培养基浓

度下降的比例及培养基粘稠度的影响，我们选择高浓度琼脂糖和 1×细胞培养基混合的策略。

经实验探索，确定最终采用 5%琼脂糖和细胞培养基混合。

3．检测限验证

检测限验证依据细胞计数结果对细胞样本梯度稀释、取样接种培养、观察克隆形成。方

法早研阶段检测限探索到阳性 HeLa 细胞在 25cells/孔可检出阳性，本次拓展研究接种量设置

为 10cells/孔、25cells/孔、50cells/孔，最终实验确认 10cells/孔可检出阳性。考虑到细胞计

数方法本身的变异系数及样本多级梯度稀释的影响，评估后决定不再进行 10cells/孔以下检

测限的探索。

4．结果判定

按照《中国药典》规定，软琼脂克隆形成试验是细胞治疗产品体外成瘤性评价的辅助检

测方法，在对多种组织来源的细胞进行测试研究后，我们认为可以按照本研究提供的方法操

作进行检测实验。鉴于商用间充质干细胞培养基品牌众多，无法穷尽研究，因此使用方可以

按照本方法开展测试及验证后再行常规的样本检测。本法采用定性评价进行结果判定。当结

果有异常时，应开展动物实验并以体内试验结论为最终细胞成瘤性评价标准，动物实验具体

方法见《中国药典》现行版三部通则《生物制品生产检定用动物细胞基质制备及质量控制》。


