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重组单抗药物多由哺乳动物细胞培养生产，根

据《药品注册管理办法》的相关要求，真核细胞表达
的重组制品，需要进行分离纯化工艺去除 ／ 灭活病
毒能力的验证。本文参照《生物组织提取制品和真核
细胞表达制品的病毒安全性评价技术审评一般原

则》的要求，选取甲型流感病毒 H1N1亚型、单纯疱
疹病毒 1型和腺病毒 5型 3种有代表性的病毒作为
指示病毒，分别使用新、旧 rProtein A Sepharose Fast
Flow（rProtein A SFF）介质对重组抗狂犬病病毒单
抗亲和层析去除病毒的效果进行了验证，实验以按

比例缩小的规模在实验室进行。

1. 材料与方法
1. 1 病毒及细胞
单纯疱疹病毒 1型、腺病毒 5型、甲型流感病毒

H1N1亚型（A ／ FM ／ 1 ／ 47株）及其敏感细胞 BHK-
21、HeLa和 MDCK（表 1）均由河北医科大学病原微
生物教研室及免疫教研室保存。
1. 2 重组单抗
重组抗狂犬病病毒单抗细胞培养收液（IgG1，

CHO细胞生产）为华北制药集团新药研究开发有限
责任公司制备。
1. 3 主要试剂及仪器
胎牛血清（FBS）、RPMI1640培养液和胰酶购自

美国 Hyclone 公司；Waters 10 ／ 30 层析柱为 Waters
公司产品；新、旧 rProtein A SFF介质（旧介质为反复
使用 200次以上的介质）、P-50层析泵、UV-1检测器
和 REC111记录仪均为 GE Healthcare公司产品；层
析所用试剂均为分析纯。
1. 4 亲和层析
使用新、旧 rProtein A SFF介质分别进行亲和层
析。将指示病毒原液按 1 ∶ 9（v ／ v）的比例加入重组
抗狂犬病病毒单抗细胞培养收液中，混匀后取样作

为层析前样品。亲和层析后，收集洗脱峰，取样作为
层析后样品。层析缓冲液的组成、介质载量、层析柱
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【摘要】 目的 对重组单抗药物亲和层析病毒去除工艺进行验证。方法 以甲型流感病毒 H1N1亚型、单纯疱疹病毒 1
型和腺病毒 5型作为指示病毒，分别使用新、旧 rProtein A Sepharose Fast Flow（rProtein A SFF）层析介质考察重组抗狂犬病病毒
单抗亲和层析步骤对病毒的去除效果。结果 经新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析后，3种指示病毒的滴度均下降 4． 0 log10以
上。结论 rProtein A SFF亲和层析工艺能有效去除重组单抗药物的潜在病毒污染。
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【Abstract】 Objective To verify the process for virus removal from recombinant monoclonal antibody product by affinity chromatography．

Methods The efficacies of virus removal from recombinant monoclonal antibody against rabies virus by novel and traditional rProtein A Sepharose
Fast Flow（rProtein A SFF）chromatography were evaluated using influenza virus subtype H1N1，herpes simplex virus type 1 and adenovirus type 5 as

model viruses． Results All the titers of three kinds of model viruses decreased by more than 4． 0 log10 after purification by novel and traditional

rProtein A SFF chromatography． Conclusion The rProtein A SFF affinity chromatography is effective in removal of potential virus contamination
from recombinant monoclonal antibody products.
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柱床高度以及线性流速等均保持与中试工艺一致。
层析参数为：细胞培养收液 540 ml，病毒原液 60 ml，
样品总量 300 mg，pH值 7. 0，电导率 10 ms ／ cm，层
析后样品体积 22 ml。

表 1 指示病毒及其敏感细胞

Tab 1. Model viruses and sensitive cells
物理 ／化学 大小

抗性 （nm）

单纯疱疹 DNA 有 弱 150 ～ 250 BHK-21
病毒 1型

腺病毒 5型 DNA 无 强 70 ～ 90 HeLa

甲型流感病毒 RNA 有 弱 80 ～ 120 MDCK
H1N1亚型

1. 5 病毒检测
分别将 MDCK、BHK-21 和 HeLa 细胞制成 1 ×

105个 ／ ml的细胞悬液，接种于 96孔细胞培养板，
100 μl ／ 孔，37℃培养 24 h，待细胞长成单层后，弃上
清，PBS洗涤，将分别加入 3种指示病毒的层析前、
后样品 10倍系列稀释至 10－8，每个稀释度接种 4孔
细胞，同时设阳性对照（病毒原液）、阴性对照（细胞
培养收液）及细胞空白对照，以细胞病变作为判定病

毒是否存在的指标，逐日观察细胞病变，72 h初步判
定病毒去除效果。
1. 6 病毒去除效果的判定
根据公式 R ＝ log（V1C1 ／ V2C2）计算病毒去除

效力（R），式中 V1、V2分别为层析前、后样品体积，
C1、C2分别为层析前、后病毒滴度。R ≥ 4. 0 log10
表示有效去除 ／ 灭活病毒，否则视为无效［1］。

2. 结果
2. 1 单纯疱疹病毒 1型的去除效果
经新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析后，单纯

疱疹病毒 1型滴度分别下降了 6. 44和 4. 44 log10，
均大于 4. 0 log10，见表 2。阳性对照孔出现明显细胞
病变，阴性对照和空白对照孔无细胞病变。表明使用
新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析均能有效去除单
纯疱疹病毒 1型。
2. 2 腺病毒 5型的去除效果
经新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析后，腺病

毒 5型滴度分别下降了 4. 44和 6. 44 log10，均大于
4. 0 log10，见表 3。阳性对照孔出现明显细胞病变，阴
性对照和空白对照孔无细胞病变。表明使用新、旧
rProtein A SFF介质亲和层析均能有效去除腺病毒 5
型。

表 2 新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析对单纯疱疹病毒 1
型的去除效果

Tab 2. Removal of herpes simplex virus type 1 by novel

and traditional rProtein A SFF affinity chromatography
病毒滴度（CCID50） 样品体积（ml）
层析前 层析后 层析前 层析后

新介质 105 100 600 21. 6 6. 44
旧介质 104 101 600 22. 0 4. 44

表 3 新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析对腺病毒 5型的
去除效果

Tab 3. Removal of adenovirus type 5 by novel and tradi－
tional rProtein A SFF affinity chromatography

病毒滴度（CCID50） 样品体积（ml）
层析前 层析后 层析前 层析后

新介质 103 100 600 21. 5 4. 44
旧介质 106 101 600 22. 0 6. 44

2. 3 甲型流感病毒 H1N1亚型的去除效果
经新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析后，甲型

流感病毒 H1N1亚型滴度分别下降了 4. 44和 5. 42
log10，均大于 4. 0 log10，见表 4。阳性对照孔出现明显
细胞病变，阴性对照和空白对照孔无细胞病变。表
明使用新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析均能有效
去除甲型流感病毒 H1N1亚型。

表 4 新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析对甲型流感病毒
H1N1亚型的去除效果
Tab 4. Removal of influenza A virus subtype H1N1 by nov－
el and traditional rProtein A SFF affinity chromatography

病毒滴度（CCID50） 样品体积（ml）
层析前 层析后 层析前 层析后

新介质 103 100 600 21. 5 4. 44
旧介质 105 101 600 23. 0 5. 42

3. 讨论
哺乳动物细胞生产的重组蛋白药物存在被病毒

污染的可能性，病毒污染可来自原始细胞系本身，也

可来自生产过程中带入的外源病毒［2］。虽然细胞库
全面检定已包含了对可能污染的病毒因子的详细检

定，但目前检测手段不能发现的病毒仍有可能漏检，

因此，在生产过程中必须设去除 ／ 灭活病毒的步骤。
FDA要求产品生产工艺中至少应包含两种基于不同
原理的专门针对病毒去除 ／ 灭活的步骤，我国目前
要求至少有一种去除 ／ 灭活病毒的有效步骤。
在重组单抗药物的纯化工艺中，Protein A 亲和

层析是最常用的一种层析方法，能够有效去除病毒［3］。
其去除病毒的原理为：抗体与 Protein A介质特异性

介质

指示病毒 基因组 包膜 敏感细胞

介质

介质 R（log10）

R（log10）

R（log10）
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结合，而病毒可以无保留地从层析柱流穿，从而实现病

毒与抗体的分离［4］。从理论上来说，Protein A亲和
层析能够有效去除各类病毒。
出于对生产成本的考虑，生产用层析介质会反

复使用，直至其性能开始下降为止，一般需反复使用

100 ～ 250次。反复使用的介质会不可避免地出现老
化，性能的下降可能会导致其病毒去除能力的降低，

因此，反复使用的旧介质可能存在安全隐患。由于各
类介质去除病毒的原理及其老化机制各不相同，其

病毒去除能力所受的影响也会有所不同。通常，介质
在反复使用过程中会有部分蛋白质或脂类沉积，对

于以结合-洗脱模式纯化蛋白的介质来说，其纯化能
力会受到影响，同样，其去除病毒的效果也会下降。
如阴离子交换介质，病毒比目的蛋白更紧密地与介

质结合，沉积物会影响病毒与介质的亲和力，从而降

低阴离子交换介质去除病毒的能力。对于 Protein A
介质，情况则不同，Protein A介质是依靠抗体与介质
结合，而病毒流穿的原理来去除病毒，因此，沉积物

不会影响其去除病毒的效果。Protein A介质在反复
使用过程中老化的机制包括以下几方面：Protein A
配基的脱落导致结合抗体能力下降，产品收率降低；

介质变形导致反压升高；对抗体的结合能力增强导

致洗脱困难等［5-8］，但这些均不会影响 Protein A亲
和层析过程中病毒从介质中流穿，因此，反复使用的

旧 Protein A介质具有与新介质相当的病毒去除能
力。Brorson等［4］曾利用逆转录病毒得到了同样的结
论，即寿命末期的 rProtein A SFF亲和层析介质去除
病毒的能力并未降低。Lute 等［9］的研究结果也表
明，Protein A亲和层析去除病毒的能力不受介质寿
命的影响。本次验证结果也显示，重组单抗样品经
新、旧 rProtein A SFF介质亲和层析后，3种指示病
毒的滴度均下降 4． 0 log10以上，但由于所用病毒原

液滴度的限制，实验结果未能完全反映该步骤去除

病毒的最大能力。
综上所述，rProtein A SFF亲和层析是非常有效

的病毒去除 ／ 灭活步骤，而且对新介质的病毒去除
能力验证完全能够反映亲和层析介质在工艺寿命过

程中对病毒的去除能力，不需要再对旧介质进行重

复验证。
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