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新形势下生物制品病毒清除的挑战和思考 
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【摘要】 生物制药行业飞速发展，出现了很多新技术和新产品，其对病毒安全性评价提出了挑战。为探讨新形

势下生物制品病毒安全性控制策略与病毒清除验证实施方式，本文根据生物制品病毒安全性指导原则的变化，从

病毒载体类产品、连续制造工艺、先验知识和（或）平台验证三方面，比较了病毒载体类产品和传统重组产品、

连续制造工艺和传统批生产的病毒安全性控制策略以及先验知识和（或）平台验证的应用策略和传统病毒清除工

艺验证策略的异同，对新形势下生物制品病毒安全性控制策略与病毒清除验证实施方式给出建议，可为研究者、

生产企业和监管机构提供一定借鉴。 
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Challenges and reflections on viral clearance of biological products in the new situation 

【Abstract】 The rapid development of the biopharmaceutical industry has led to the introduction of numerous new 

technologies and products, posing challenges to the assessment of their viral safety. To address the viral safety control 

strategy and validation of viral clearance for biologics in this new situation, this paper reviews studies on viral 

vector-based products, continuous manufacturing process and the utilization of prior knowledge and platform validation 

in accordance with the updated viral safety guideline for biologics. It compares the viral safety control strategies of viral 

vector-based products with traditional recombinant products, as well as the differences between continuous 

manufacturing processes and traditional batch production. Furthermore, it discusses the application of prior knowledge 

and platform validation strategy versus the traditional viral clearance validation strategy. Recommendations are made for 

viral safety control strategies and the implementation of virus clearance validation in the new environment, offering 

guidance for researchers, manufacturing companies, and regulatory bodies. 
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生物制品存在潜在病毒污染风险。国外曾报道人免疫球

蛋白产品因筛选试剂改变和缺乏有效的病毒灭活步骤导致

患者静脉注射后丙肝病毒传播[1]；已经通过监管机构许可的

轮状病毒疫苗发现存在猪圆环病毒 1 型；常用于生产杆状

病毒表达产物的昆虫细胞 SF9 发现存在弹状病毒[2]。病毒

污染事件的预期影响可能包括导致相应生物制品以及厂区

其他产品的质量和安全、临床上的严重后果和公众对生物制

药产业的信心不足[3]。因此生物制品的病毒安全性控制尤为

重要。 

生物制药行业近几十年飞速发展，出现了很多新的技术

和产品。以重组腺相关病毒（recombinant adeno-associated 

virus, rAAV）载体的基因治疗制品为例，全球已有 6 款 

rAAV 载体产品获批上市，国内也有多达 22 款 rAAV 载

体制品获得临床许可[4]。10 个采用连续制造技术的药物已

获得美国 FDA 批准，国内已完成 2 个连续制造进口药物

的上市申请和多个临床试验的审批[5]。新兴治疗产品与传统

重组蛋白质或抗体类产品存在差异，病毒安全性的侧重点有

所不同，病毒去除（灭活）工艺的应用可能受限，外源因子

污染风险可能需要多个环节联合控制[6]。病毒安全性控制应

以风险评估为基础，从三个方面进行考虑，首先是来源控制，

选择合适的起始材料和原材料，其次是生产过程控制及检

测，确保过程中无病毒检出，最后是病毒清除工艺验证，通

过病毒去除（灭活）工艺确保产品无潜在的病毒[3]。 

随着技术和时代的发展，生物制品病毒安全性控制策略

随之发展，人用药品技术要求国际协调理事会（ICH）《Q5A

（R2）：来源于人或动物细胞系生物技术产品的病毒安全性

评价》作为生物制品病毒安全性最重要的国际性指南，为 

来源于人或动物细胞系的生物技术产品的病毒安全性评价

工作提供了重要的指导和参考。2022 年 9 月 29 日 ICH 

开始对 ICH Q5A 的修订内容征求意见，2023 年 12 月 

12 日，国家药品监督管理局发布了 ICH Q5A (R2) 的实施 
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建议。其修订内容囊括了新产品类型病毒载体类、新制造工

艺连续制造工艺和新策略先验知识或平台验证等[7]。本文根

据生物制品病毒安全性指导原则的变化，综述了病毒载体类

产品、连续制造工艺、先验知识或平台验证等方面的研究，

比较了病毒载体类产品和传统重组产品、连续制造工艺和传

统批生产的病毒安全性控制策略以及先验知识或平台验证

策略和传统病毒清除工艺验证策略的异同，对新形势下生物

制品病毒安全性控制策略与病毒清除验证实施方式给出了

建议。 

 

1  新产品：基因工程病毒载体及衍生产品 

1.1  背景 

病毒载体是指经改造用于介导外源基因转移和（或）表

达的病毒颗粒 [8] 。最常见的病毒载体有逆转录病毒

（ retrovirus, RV）、腺相关病毒（adeno-associated virus, 

AAV）、腺病毒（adenovirus, ADV）和慢病毒（lentivirus, LV）

等[9]。基因工程病毒载体及衍生产品主要包括使用辅助病毒

和蛋白表达病毒载体、稳定转化或瞬时转染的细胞系生产的

基因工程病毒载体以及病毒载体衍生产品，例如杆状病毒-

昆虫细胞生产的蛋白质亚基和病毒样颗粒（virus like 

particles, VLPs）、基于纳米颗粒的蛋白疫苗以及 AAV 病毒

载体产品[7]。亦有人腺病毒 5 型作为基因递送载体广泛用

于基因治疗产品及疫苗[10]。病毒载体类产品因其活性成分

和作用机制特殊，病毒载体复制特性的变化可能会引起病毒

的非特异性感染和扩散，部分产品的基因修饰活性可使细胞

的遗传物质或生物学特性发生不可逆的改变[8]。出于生物安

全性考虑，对于病毒载体类产品的检验需全面严谨，方法验

证需科学完整[4]。 

1.2  病毒安全性控制策略 

对于病毒载体类产品的病毒安全性控制策略，应对起始

原材料如细胞库、病毒种子批进行病毒检测，对生产工艺过

程进行病毒检测、考虑病毒去除（灭活）验证研究以及质量

控制[11]。与传统重组蛋白产品不同，病毒载体类产品在生产

过程中或终产品中包含病毒，其生物安全风险增加。若可能

应增加病毒清除工艺并进行验证。若病毒清除工艺应用受

限，则通过选择来源清晰起始原材料、开展原材料和工艺过

程中的检测、条件允许的情况下封闭式生产等方式来确保产

品的病毒安全性。 

1.2.1  原材料和辅料  对于起始原材料来说，应优先选择

来源明确、培养历史清晰且无病毒污染的细胞基质用于病毒

包装和生产。若使用含有内源性病毒的细胞基质，应评估其

使用的必要性和安全性。生产用的病毒可能包括病毒载体种

子和（或）包装用病毒，其来源、培养历史、构建过程应清

晰、完整，病毒特性需满足生产的需求，且经评估其安全性

风险应可控[8]。若使用了辅助病毒，其作为相关病毒污染物

应充分去除[7]。若使用了包装用病毒，应对其残留水平、感

染活性、复制能力和（或）表达活性进行分析，并评估其残

留安全性和制订相应的控制策略[8]。对于其他原材料和辅 

 

料，如血清、胰酶、激活用抗体、血液成分等，应结合供应

商风险控制措施、检测报告以及产品中残留的风险进行全面

分析，评估制订相应的控制策略，优先选择外源因子引入风

险较低、非生物源性的原材料[6]。另外，病毒载体类产品应

重点关注病毒主种子批的质量控制，包括但不限于：鉴别、

滴度、活性、无菌检查、支原体检查、外源病毒因子、伴生

型病毒或复制型病毒检查等[4]。非复制型病毒载体应关注复

制型病毒载体出现的风险和控制[6]。非复制型病毒载体理论

上在体内引起病毒扩散或感染失控的风险相对较小，但仍需

要通过合理、可靠的方法进行检测，选择和设计病毒载体时

应充分考虑生产和使用过程中通过同源或非同源重组产生

复制型病毒的可能[8]。复制型载体应关注野生型病毒污染 

的风险和控制，同时考虑易发生伴随污染的病毒载体的检 

测[6]。因其复制特性可能引起非特异性感染、免疫应答、细

胞溶解等效应，需结合载体特性、结构设计、安全性和预期

作用机制等谨慎选用[8]。例如早期的腺病毒载体较易发生同

源性重组，有可能产生野生型或有复制力的毒株[12]。选择

和设计病毒载体时，应使病毒载体与人体易感病毒或内源性

病毒的同源序列最少化，来降低重组产生新型感染性病毒或

复制型病毒的风险[8]。 

1.2.2  生产过程中的病毒检测  生产过程中的病毒检测可

采用不同细胞培养法或基于核酸的方法进行外源病毒的筛

查，依据风险评估也可考虑特定病毒或病毒家族进行检测。

在进行病毒类外源因子检查时，由于制品本身为病毒，需减

少病毒载体自身对实验的干扰，因此在使用细胞培养法检查

前，应制备合适的中和抗体或抗血清对制品病毒进行中和。

若无法制备合适滴度的中和抗体，需要在病毒种子生产时，

设置生产用对照细胞并进行外源因子检测。对于不易培养或

风险性较高的外源病毒，可开发特异性检测方法，如 PCR 

等分子检测技术[4]。对于非复制型或条件复制型病毒载体，

应在适当的工艺阶段采用敏感的方法对其进行监测[8]。可复

制型病毒的产生是慢病毒和逆转录病毒载体生产和应用过

程中最严重的风险因素，一般不应检出。应通过主细胞库的

细胞和上清、生产终末细胞、收获液上清和病毒终产品，以

及后期细胞制品等多个环节对可复制型病毒进行监测和控

制[13]。可复制型病毒残留标准限度的设定应根据可复制型

病毒的种类、残留风险、工艺可控性、临床给药剂量等确定，

例如可复制型腺相关病毒常作为腺相关病毒载体类产品原

液和成品质量标准中的重要项目进行限度控制[11]。 

1.2.3  病毒清除工艺验证  病毒去除（灭活）工艺单元 

的设立应基于病毒载体类产品工艺特点和风险分析研究确

定[11]。病毒载体类基因治疗产品，由于上游载体包装过程中

可能采用了包装用病毒、辅助病毒，或病毒包装用细胞含有

潜在内源性病毒，此时工艺中应通过增加病毒清除工艺单

元，清除发酵收获液中的非目标病毒[6]。指示病毒应根据产

品特点和验证目的选择，若可能应选择辅助病毒、包装用病

毒、细胞内源性病毒等相关病毒作为指示病毒，或选择密切

相关和理化性质相近的模型病毒作为指示病毒。 
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病毒载体生产常用的纯化方法包括超速离心、离子交换

层析、分子排阻层析、亲和层析、过滤等[13]。考虑在工艺

步骤中增加必要的病毒去除（灭活）单元，可根据辅助病毒、

包装用病毒或内源性病毒与目标病毒载体在理化性质方面

的差异确定，其中分子筛、离子层析等步骤或有一定的分离

纯化效果[6]。选取与产品兼容的病毒去除（灭活）工艺，如

有机溶剂（去污剂）（solvent/detergent, S/D）孵育适用于无

包膜病毒载体产品，如使用杆状病毒 -昆虫细胞生产的 

rAAV 产品。除病毒过滤适用于尺寸较小的病毒载体产品，

如 AAV 或纳米颗粒疫苗[7]。验证结果应能证明工艺可有效

去除（灭活）生产过程中引入的非目标病毒，同时还要确保

目标病毒的质量不受影响[11]，如 AAV 载体对剪切力、pH、

温度、离子强度等条件较敏感易失活。另外结合上游收获液

中潜在的外源病毒因子的载量，可以评估外源病毒因子残留

的安全性风险[6]。 

与重组表达产品相比，病毒载体类产品因其自身特点，

与可能污染的病毒理化性质相似，生产中部分病毒清除工艺

的应用存在局限，即难以在不影响产品质量的前提下应用病

毒清除工艺。病毒清除应用受限的情况下，病毒安全性应加

强在原材料、辅料以及生产工艺的检测和质量控制[7]，如选

用无内源病毒因子污染的宿主细胞、避免使用无法去除（灭

活）的辅助病毒（包装病毒）、合理控制辅助病毒和包装病

毒用量及包装时间等[6]。以腺相关病毒类产品为例，鼠细小

病毒（minute virus of mice, MVM）作为常用指示病毒，与 

AAV 均属于细小病毒，形态和理化性质相似，在进行病毒

灭活和过滤步骤的同时不影响 AAV 产物存在难度，层析工

艺更有希望作为病毒清除工艺。Winkler 等[14]进行腺相关病

毒产品亲和层析工艺的病毒清除研究，该工艺能特异性结合 

AAV 病毒，同时对多种病毒具有很好的病毒清除效果。其

中异嗜性鼠白血病病毒（xenotropic murine leukemia virus, 

X-MuLv）、MVM、甲型肝炎病毒和伪狂犬病毒四种病毒的

清除效果 > 4 log，对肠孤病毒 3 型（reoviruses type 3, 

Reo-3）和单纯疱疹病毒 1 型也表现出 ≥ 2.5 log 的清除效

果。从监管层面的考虑来说，存在风险的病毒载体类产品病

毒清除工艺效果占有重要的比重。AAV 病毒基因治疗产品 

Glybera 因其上游发酵液中存在大量感染性杆状病毒，而病

毒清除工艺难以提供足够的清除效果，申请期间欧洲药品管

理局多次给予否定评价。通过增加对包膜病毒的灭活工艺 

和验证，以及杆状病毒残留控制等策略，最终才通过上市申

请[6]。 

病毒载体类产品仍处于发展阶段，其病毒清除工艺研究

还在不断完善之中。不同于传统重组蛋白产品，病毒载体类

产品的病毒清除工艺研究需根据产品的生产工艺进行更加

个性化的设计，如指示病毒的选择和病毒清除工艺的评估，

对检测机构的病毒检测能力提出了更高的要求。随着企业、

检测机构和监管部门的研究加深，病毒清除工艺将会愈发科

学完善，确保产品的安全性。 

 

 

2  新工艺：连续制造工艺 

2.1  背景 

连续制造技术已在多个行业成功应用多年，批生产仍是

生物制药行业生产的主流模式，连续制造在生物制药领域则

处于起步阶段，目前尚无从原液至终产品这种端对端全连续

制造的生物制品上市。全连续制造的生物制品数量较少，处

于不同的研究阶段，进展较快的如 BiosanaPharma 公司的

奥马珠单抗，目前处于临床试验阶段，大多连续制造的产品

采用部分工艺连续的模式[15-17]。传统批生产包含多个不连续

的步骤，涉及中间产品的保存，着重于生产结束后进行产品

检验，而连续制造是部分或全部单元连续，连续工艺中无停

顿，着重于在线或旁线检测[16]。连续制造技术的进步是生

物制品生产工艺的未来发展方向，是现有生产工艺的革新，

可以更大程度地实现降本增效。连续制造的优势在于减少了

中间品转运和步骤中的暂停，设备使用效率更高，人员需求

更低，制造时间更短，缺点是初始投资成本较高，批生产切

换为连续制造后需要重新提交注册[18]。美国 FDA 对 5 个

连续制造药品进行审计回顾发现，连续制造药品相较于批生

产药品上市时间平均要快 12 个月，生产初始投资可节省 

20% ~ 75%，日常的运营成本可以节省 6% ~ 40%，更快地

上市产生了 1.7 亿 ~ 5.37 亿美元的早期收益[5]。但在实施

层面仍面临诸多技术难点，例如国内过程分析技术的实施基

础薄弱、连续进样的实时性和连续混合的均匀性问题、动态

采样的策略和代表性、连续制造的清洁验证、工艺模型的建

立与验证等[19]。 

2.2  病毒安全性控制策略 

相较于传统的批生产模式，生物制品的连续制造在病毒

安全控制方面既有劣势，也有优势。如灌流培养技术的应用

可能导致前期未被发现的病毒污染更快地扩散至下游工艺，

进而引发后续风险；但另一方面，连续制造减少了人员的操

作和干预，降低了意外引入病毒污染的风险。因其成本方面

的优势，可以预见采用连续制造的相关产品将越来越多。因

此，连续制造对于生物制品的病毒安全控制而言，机遇与挑

战并存，需要科学、严谨、针对性地制订病毒安全控制策 

略[20]。可从潜在污染源（如起始原材料和物料）、工艺过程

中的病毒检测和工艺清除病毒能力的验证分别考虑[7]。 

2.2.1  原材料和辅料  连续制造的原材料控制同批生产一

样，应选择外源因子污染风险小的材料，如非疫区或无动物

源成分，或对具有高外源因子污染风险的材料进行病毒去除

（灭活）处理。连续制造的细胞培养具有高密度和长时间的

特点，内源性病毒的水平可能随时间发生波动，这对过程中

的病毒检测和病毒清除工艺的能力提出了更高的要求。同时

如金属盐、维生素等成分，较大波动可能会对细胞培养性能

产生不利影响，运行时间延长可能需要不同批次的培养基、

缓冲液或其他用于下游连续制造工艺的起始物料，可能会给

工艺带来更多的可变性[21]。 

2.2.2  生产过程中病毒检测  连续制造生产过程的病毒检

测，应考虑延长的细胞培养持续时间可能带来内源性逆转录 
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病毒水平的升高、单元间的连接和单元操作可能引起物料中

病毒水平的波动、基于固定的生产时间或生产数量确定连续

制造批次对检测策略的影响等。因此应当合理设置采样点，

确保待测样品病毒污染检测结果的准确性。建议在整个收获

阶段进行多次取样和检测，确保灌流培养中连续收集的未加

工收获液中不存在病毒污染，同时帮助后续溯源和调查。若

检测出现阳性结果，则应补充感染性实验和（或）动物实验，

以帮助进一步决策的制订。对病毒污染的时间点、来源及传

播途径进行详细调查并加以解决[20]。另外，使用快速检测

外源因子的方法有助于尽早决策，以减轻连续制造期间污染

事件的影响[21]。 

2.2.3  病毒清除工艺验证  连续制造的病毒清除工艺验证

应基于传统批生产的病毒清除工艺验证经验，同时结合连续

工艺的特点进行考虑。一般应在延长细胞培养持续时间带来

的病毒水平升高风险、输入物料属性的波动、操作单元的负

载能力、流速以及时间干扰或暂停的影响、纯化中多柱循环

等方面进行考虑[7]。 

生物制品生产工艺流程主要包括上游培养、下游纯化、

病毒灭活等步骤，连续灌流生物反应器是连续制造上游工 

艺的典型代表，技术较为成熟，而生物制品下游纯化、病毒

灭活等工艺的连续制造还处于发展阶段，应用较多的是用 

在线配液代替传统配液以及使用多柱层析系统代替单柱层

析[19]。已有一些连续制造工艺的研究。Budde 等[22]公开了

将单克隆抗体的分批纯化工艺转化为连续纯化工艺的方法，

通过具有 5 根色谱柱的多柱 Protein A 亲和层析系统实现

连续的进料流和连续的洗脱液流，但纳滤等其他步骤仍采用

批生产模式。瑞泽恩制药公司[23]公开了抗体产品的连续除

病毒过滤系统，其与层析系统相连接，使用并行的至少两个

过滤器进行过滤，每个过滤器可以基于过滤量或压力进行联

通或断开，可被安排不同时间间隔操作，从而实现连续的除

病毒过滤，避免中断。有专利公开了一种较为完整的连续制

造系统，包含层析主单元、病毒灭活主单元、浓缩（换液）

主单元等，可以实现目标蛋白的连续自动纯化，污染风险小、

纯化效率高[24]。 

连续制造工艺的变化对缩小模型的建立提出了更新的

要求。缩小模型应具有代表性，策略主要分为两种，一种是

建立具有连续制造特征的缩小模型，另一种是考虑连续制造

中相关动态参数变化后使用最差条件的批生产的传统模型。

分别对低 pH 或 S/D 孵育灭活工艺、除病毒过滤工艺和层

析去除工艺三种典型的病毒清除工艺的缩小模型建立进行

考虑。 

对于连续制造的低 pH 或 S/D 孵育灭活工艺来说，相

比批生产，灭活处理的过程由静态变为动态，可能会导致停

留时间分布和混合均匀度等参数的变化[20]。应采用灭活剂

浓度、温度和时间等工艺参数范围中的最差条件，同时考虑

连续流灭活影响的特有参数，以达到科学准确评估连续制造

灭活工艺效果的目的。Gillespie 等[25]建立了连续制造的低 

 

 

pH 孵育缩小模型，可以模拟连续流动系统中缩小停留时间

分布，评估不同 pH 水平、缓冲液组成、单抗浓度和温度

的影响，并与传统批生产的灭活方式进行了比较，均达到了

很好的灭活效果。浙江大学[26]公开了一种用于连续病毒灭

活的装置，特殊设计的弯曲管路内物料流动具有较窄的停留

时间分布，避免灭活孵育时间差异过大，确保连续病毒灭活

的效果。 

对于连续制造的纳滤去除工艺来说，纳滤的持续输入受

前置层析单元的影响，没有缓冲罐辅助的情况下，输入物料

的浓度、pH、电导率等方面可能会产生周期性的变化，从

而可能导致滤膜超载或过滤压力变化，进而可能引起细小病

毒的泄漏[20]。同时应考虑潜在中断（如更换过滤器）和延

长时间的影响。Lute 等[27]建立了连续制造的除病毒过滤工

艺的缩小模型，考虑了动态产品流中组分波动、低流量和

（或）低压参数下运行较长时间对病毒安全性的影响，模拟

蛋白质、盐和病毒浓度增加的情况，但仅在蛋白质浓度较高

的峰值期间观察到过滤压力增加，使用 Planova 20N 和 

Planova BioEX 连续过滤长达 4 d，未发现延长过滤时间和

动态产品流对噬菌体去除有效性的明显影响。 

对于连续制造的层析去除工艺来说，相比批生产，常使

用多柱层析的方式来实现持续的纯化，具有不同的多柱联合

模式。建立层析缩小模型时应根据不同模式的特点以及对病

毒清除的潜在影响进行考虑，必要时联合验证。多柱层析常

用模式为过载的初级纯化流出物被分流到二级层析填料中，

持续过载的工作模式可能导致层析填料对病毒的去除能力

发生变化；另一种模式为相同的色谱柱，在加载和非加载步

骤之间切换，就单柱而言仍与批生产模式相似，可以根据目

标过程条件，如流速、载量、重复使用等情况，建立缩小模

型[20]。值得注意的是，多柱层析可能造成病毒量在不同柱

的差异，次级柱可能增加非特异性病毒结合的机会。Chiang 

等[28]建立了连续制造工艺的多柱蛋白 A 亲和层析的缩小

模型来评估病毒去除效果。一种模式是 1 + 1，即主次两个

色谱柱串联，另一种模式是 1 + 2，即一个一级色谱柱和两

个二级平行色谱柱串联，通过阀门等柱间连接进行控制，可

实现色谱柱的主次切换和饱和后的间歇运行，考察了停留时

间和缓冲液组分的影响，发现停留时间对病毒清除下降因子

的影响很小，更高电导率和盐浓度有益于噬菌体的去除。 

连续制造产品的病毒清除验证研究对缩小模型的建立

提出了更高的要求。一方面有赖于检测机构开展相应的连续

制造病毒清除验证工艺的相关研究，另一方面有赖于连续制

造设备供应商对于实验室级别连续制造设备的支持。只有通

过对连续制造工艺的充分理解、相关连续制造设备供应商技

术的广泛应用以及企业、检测机构和监管机构的良好沟通，

多方共同发展才能建立合理的连续制造的工艺缩小模型和

更科学地进行病毒清除验证，最终助力连续制造产品的注册

申报。 
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3  新策略：先验知识和（或）平台验证 

3.1  背景 

对于病毒清除验证来说，传统验证策略是先对具有代表

性批次的产品或中间品进行病毒加标，再结合生产工艺建立

的实验室级别的缩小模型进行工艺模拟，最后检测残留的病

毒含量从而验证对应生产工艺的病毒清除效果。从单个产品

来看，这样的策略并无问题，但若是从一家公司同一病毒清

除工艺平台生产多个产品来看，或者从某一种病毒清除工艺

有大量产品的生产工艺中使用来看，以往的策略可能是偏保

守的。新验证策略是结合已有病毒清除工艺数据或规律以及

相同平台不同产品病毒清除数据的对比研究进行验证，或可

减少或代替传统的病毒清除验证策略，达到加快验证进程，

节省企业成本的目的。但已有病毒清除数据应充分，病毒清

除工艺的表征应明确，否则不足以支持新策略，仍需使用传

统的验证策略。 

已有病毒清除工艺数据或规律被定义为先验知识，包括

内部知识（如开发和生产经验）、外部知识（如科学和技术

出版物，包括供应商数据、文献和同行评审的出版物）或既

定科学原理（如化学、物理和工程原理）的应用[7]。而通过

先验知识进行病毒清除验证的方法被定义为平台验证，即采

用已获得的特定产品病毒清除工艺验证研究内部经验，适当

结合外部知识，对内部其他类似产品生产工艺中特定工艺步

骤的病毒清除性能进行评估的研究方法[29]。 

3.2  先验知识和（或）平台验证的应用 

内部知识基于企业自身病毒清除数据的积累，而平台验

证最重要的应为内部数据。生产用细胞基质、生产工艺参数、

验证用指示病毒等关键因素一致或类似，不同的产品或中间

品具有可比性，则其他产品的病毒清除数据对于目标产品的

平台验证更为充分和可信。外部知识的选择较多，关于病毒

清除外部知识最典型的是产品注册申报的病毒清除验证数

据或病毒清除研究的文献数据。可根据外部数据结合自身平

台，确定病毒清除工艺的参数和工艺组合的策略。Miesegaes 

等[30]基于 2009 年前的申报资料建立了单克隆抗体及相关

蛋白的病毒清除数据库，包含 553 份化学灭活记录、521 份

纳滤记录和 1324 份层析记录；Ajayi 等[31]基于 1995 – 

2021 年的申报资料建立了来源于动物细胞生物技术产品的

病毒清除数据库，包含 420 份化学失活记录、505 份纳滤

记录和 1729 份层析记录；Stanley 等[32]基于 20 多年合作

单位药明生基和查理士河的纳滤数据建立了除病毒过滤的

数据库，包括 2311 份纳滤记录。使用可信度高、数据量充

分、相关性高的数据集更适合作为外部先验知识支撑病毒清

除工艺的验证。结合上述病毒清除数据库，下面按工艺介绍

其阐明的先验知识。 

3.2.1  低 pH 或 S/D 孵育工艺  低 pH 或 S/D 孵育主

要是通过使病毒的包膜蛋白变性实现病毒的灭活作用，因此

主要对包膜病毒有较好的灭活效果。数据显示 S/D 灭活逆

转录病毒和疱疹病毒的效果变异较大。吐温-80 与磷酸三丁

酯是使用较多的灭活剂组合。2015 年后，Triton X-100 因 

 

其更强的灭活效果使用增多，但因其降解产物存在环境污染

问题，在欧洲经济区使用该物质都受到限制[31]。使用 0.5% 

Triton X-100 处理 1 h 或使用 1% 吐温-80 和 0.3% 磷酸

三丁酯处理 6 h 认为可有效灭活逆转录病毒[7]。数据显示低 

pH 孵育可以有效地灭活逆转录病毒和疱疹病毒，大多数记

录的 pH 值范围在 3.5 ~ 3.8，且孵育时间至少 30 min，超

过 60 min 可以达到较好的灭活效果[31]。低 pH 孵育工艺 

pH 条件在 3.6 以下的数据病毒清除效果更加一致，部分灭

活效果偏低的原因主要是受毒性影响[30]。 

3.2.2  纳米膜过滤工艺  纳滤是基于筛分原理将大于滤膜

孔径病毒进行截留实现病毒的去除。纳滤膜孔径一般 1 ~ 

2 nm，而病毒尺寸为 8 ~ 400 nm，尺寸越小的病毒，纳滤

相对截留的能力则越弱。Stanley 等[32]证明了纳滤对于较大

的病毒来说是稳健的病毒去除工艺，约有 99% 的数据显示

对 X-MuLv、PRV 和 Reo-3 大于 4 log 的去除效果。但是

纳滤对于细小病毒来说结果仍存在不确定性，病毒大小与膜

孔径接近，有穿透的可能。另外病毒清除效果显示与过滤器

类型和代次有关。大型病毒过滤器对较大尺寸病毒如逆转录

病毒、疱疹病毒和呼肠病毒，均有很好的去除效果。第一代

小型病毒过滤器有两例检测到 Reo-3 的记录，第二代小型

病毒过滤器相比第一代小型病毒过滤器有更少的细小病毒

突破记录（16% vs 40%），即选用合适类型的较新代次的过

滤器具有更高的概率获得高病毒清除下降因子，同时病毒的

超载、样品的杂质等都影响病毒去除的效果[30-31]。纳滤先验

知识的应用策略应分两方面考虑。对于逆转录病毒、疱疹病

毒和呼肠病毒等较大尺寸病毒在已有纳滤数据的支持下或

可免除病毒清除验证。而对于细小病毒应审慎对待已有纳滤

数据，应充分证明其去除能力和考虑其他因素，如中断影响，

基于风险和受益考虑病毒清除验证的策略。 

3.2.3  层析工艺  层析主要目的是纯化，并非专门的病毒

去除步骤，主要通过层析柱和样品或病毒的结合等机制实现

病毒的去除。数据表明蛋白 A 亲和层析主要通过流穿的机

制实现病毒的去除，缓冲液对病毒去除的影响较小，主要受

样品的复杂程度影响较大[30]。不同样品亲和层析病毒清除

效果具有高变异性，主要分布在 1 - 4 log[31]。离子交换层析

主要通过目标蛋白和杂质的等电点差异进行分离。一般阴 

离子交换层析流穿模式有较好的去除效果，而阴离子交换层

析洗脱模式相比有较高的变异，70% 的阴离子交换层析记

录使用流穿模式[31]。阴离子交换层析流穿模式数据中缓冲

液、pH 和电导未发现与病毒清除下降因子有明显相关性，

阴离子交换层析洗脱模式数据中，平衡与洗脱缓冲液的 pH 

差异与病毒清除下降因子正相关，而较低的病毒清除下降 

因子更多为盐洗脱[30]。90% 的阳离子交换层析记录使用 

洗脱模式，相比阴离子交换层析变异性大且一般去除效果 

< 4 log[31]。阳离子洗脱模式数据中较高的病毒清除下降因子

一般有着较低的平衡或洗脱缓冲液 pH，较低的病毒清除下

降因子同样依赖于盐洗脱[30]。盐洗脱和低 pH 洗脱的病毒

清除效果差异可能是在病毒去除叠加了病毒灭活，清除效 
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果被高估。疏水层析同样去除效果变异性大且一般去除效果 

< 4 log，申报记录中占比较少，而混合层析记录中主要为阴

离子交换和疏水混合层析的流穿模式，具有很好的去除效 

果[31]。 

确定性较高的病毒清除工艺或可在先验知识的支持下

减少或替代验证试验。如专门的病毒清除工艺，如纳滤和低 

pH 孵育，其占总病毒清除贡献平均约 56%[31]。效果变异

较大的病毒清除工艺可结合先验知识为验证试验提供参考。

如层析工艺，阴离子交换对总病毒清除的贡献平均约 20%，

而其他层析贡献仅约 10%[31]。 

从实践来看，传统生物制品的病毒清除工艺类型较为固

定。同一类型产品或同一技术平台的产品的病毒清除验证工

作存在一定冗余。考虑先验知识和（或）平台验证，对以往

数据规律的分析和总结，通过可比性研究减少冗余的验证工

作，同时对未充分阐明的工艺进行完整验证，从而实现不损

害产品病毒安全性的前提下减少验证，这同时对企业和检测

机构的内部数据积累和数据分析提出了更高的要求。国内目

前开展病毒清除平台验证仍处于起步阶段，相关的法规和指

导原则仍在不断完善中，同时企业内部、检测机构和监管部

门的历史验证数据也在不断积累，未来基于积累的验证经验

或成熟的平台验证案例，平台验证或将部分代替传统验证方

式，推动病毒清除验证方式的革新。 

 

4  结语 

对于病毒载体类产品来说，其病毒清除工艺验证的设计

需要从多方面考虑，如生产用细胞、病毒种子、辅助病毒和

工艺选择等。病毒载体类产品应根据产品的病毒安全性风险

设计病毒清除方案，并考虑是否使用病毒载体类产品生产相

关的病毒或指示病毒。工艺在实现清除效果的同时避免产品

受影响，这依赖于企业和检测机构对产品的充分沟通和对方

案的合理设计，最终实现科学严谨的验证。连续制造是生物

制药生产方式的未来发展方向，是自动化在传统行业的又一

场革命。而对病毒清除工艺验证来说，因实验室规模和条件

限制，需要寻求科学合理的工艺缩小和模拟方式。一方面是

考虑最差条件等同于批生产的验证思路，另一方面是模拟连

续制造的工艺，可能需要依赖相应硬件实现，如通过泵控制

样品浓度的波动，也可能采用对传统验证模型的改进的方

式，如考虑停留时间分布和延长过滤时间等。先验知识和

（或）平台验证是对以往经验和数据的应用，其应用的基础

是病毒清除工艺存在规律。但目前未完全认识其规律，如样

品成分对病毒清除的具体影响，需要通过已知的规律，结合

以往经验进行分析、对比和例证，从而论证以往的经验和数

据适用于新的产品，其应是科学严谨的。错误的论证可能导

致风险被低估进而引起严重的产品病毒安全性事件，但同时

合理的论证可以有效节省企业的成本，加快申报的进程。 

新形势下面对新的产品、新的工艺技术和新的验证策

略，检测机构应迎接挑战和积极开展病毒载体类、连续制造

工艺、先验知识和（或）平台验证的相应研究，并与生产 

 

企业和监管部门多方通力合作，助力新产品申报，推动行业

共同发展。 
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