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　　摘要：旨在建立注射用重组抗肿瘤坏死因子－α人鼠嵌合单克隆抗体病毒去除／灭活工艺，并进行效果验证。膜
过滤工艺去除病毒验证结果表明，膜过滤后的蛋白质回收率在９８％以上，分子排阻色谱纯度在膜过滤前后没有明显
变化；经测试，膜过滤后小鼠白血病病毒、小鼠微小病毒、呼肠孤病毒滴度的降幅均大于４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ。低ｐＨ值

孵放灭活病毒验证工艺结果表明，低ｐＨ值孵放前后蛋白质含量、分子排阻色谱纯度没有明显变化；测试结果表明，室
温处理时间≥０．５ｈ，小鼠白血病病毒、伪狂犬病毒的滴度降幅均大于４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ。该去除／灭活效果均符合

《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，建立的工艺有效保证了产品

的质量及安全性。
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　　根据《药品注册管理办法》要求，对于动物源性
单克隆抗体重组生物制品，在工艺上要进行病毒去

除／灭活验证。按病毒去除／灭活［１－２］方式的不同，

清除病毒的方法可分为膜过滤法［３］、色谱法［４－５］、超

短时微波加热法、巴氏消毒法、干热法、有机溶剂／
去污剂（Ｓ／Ｄ）法和低 ｐＨ值孵放法［６］。《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》（下文简称《一般原则》）中要

求，验证研究的目的是为了获取充足的试验研究数

据以证明生产工艺中是否包含有效的病毒去除／灭
活工艺步骤。《一般原则》要求生产工艺中必须包

含病毒去除／灭活的有效工艺步骤，若不包含，则应
根据不同品种的特点增加相应的处理方法，并不得

改变制品原有的质量。对于从生物组织中提取制

成的生物制品，在工艺上应有２个有效工艺步骤从
机制上进行互补，对于非脂包膜病毒，应不少于１个

工艺有效步骤有效去除和／或灭活作用；对于通过
真核细胞表达的生物制品，要求至少有一个工艺有

效步骤，能够有效去除和／或灭活非脂包膜病毒［７］。

对于低ｐＨ值病毒灭活工艺，非特异模型病毒建议
选择有包膜的、对理化条件耐受能力强且耐受范围

广的病毒种类，如伪狂犬病病毒；对于纳米膜的过

滤工艺，建议选择粒径小的病毒种类，如鼠细小病

毒。另外，对病毒去除／灭活的验证要注意工艺过
程对样品质量的影响。应考察在工艺处理前后，纯

度、蛋白质含量、蛋白质回收率等的差异或变化能

否确保产品符合质量标准规定。只有在确保工艺

处理前后上述质量指标的差异或变化不明显，才能

认为设定的病毒去除／灭活工艺条件是有效的。在
工艺验证中，应采用大生产工艺参数中的最差条件

在小试生产规模下进行。如在开展低 ｐＨ值法灭活
病毒验证时，采用实际生产 ｐＨ值、蛋白含量标准规
定的最高限与温度范围最低限。在进行膜过滤去

除病毒的效果验证时，采用实际生产压力和上样量

范围的上限［８］。按照《一般原则》规定，本试验建立

了注射用重组抗肿瘤坏死因子－α人鼠嵌合单克隆
抗体（简称“注射用坏死因子抗体”）膜过滤病毒去

除工艺和低 ｐＨ值孵放病毒灭活工艺，前者选取小
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鼠白血病病毒、小鼠微小病毒、呼肠孤病毒作为指

示病毒，后者选取小鼠白血病病毒、伪狂犬病毒作

为指示病毒，分别进行去除／灭活工艺验证，本试验
结果可为该单抗制品的病毒安全性研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　病毒及细胞
小鼠白血病病毒起始滴度为６．７５０ｌｇＴＣＩＤ５０／

０．１ｍＬ（其中ＴＣＩＤ５０表示半数组织培养感染剂量），
用猫星形胶质细胞进行培养；小鼠微小病毒的起始

滴度为６．８７５ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，用小鼠皮下结缔组
织细胞进行培养；呼肠孤病毒的起始滴度为

７．２５０ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，用幼仓鼠肾细胞进行培
养；伪狂犬病毒的起始滴度为 ６．８７５ｌｇＴＣＩＤ５０／
０．１ｍＬ，用猪肾细胞进行培养。上述病毒及细胞均
由中国食品药品检定研究院保存。

１．２　注射用坏死因子抗体
该注射用坏死因子抗体样品由泰州迈博太科

药业有限公司制备，其中纳米膜过滤病毒去除工艺

所用注射用坏死因子抗体样品为纯化工艺中通过

疏水层析收集的样品，批号分别为 ００８－２０１７０２、
００８－２０１７０３、００８－２０１７０４。ｐＨ值法灭活病毒工艺
所用样品为亲和层析收集的样品，批号分别为

ｃＣＣ－２０１７０３１１、ｃＣＣ－２０１７０３２１、００８－２０１７０４。
１．３　膜过滤病毒去除工艺的建立及验证
１．３．１　膜过滤病毒去除工艺的建立　预过滤膜
（型号为 ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｅｆｉｌｔｅｒ）和除病毒过滤膜（型号
为ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｏ）均购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。取纯
化工艺中疏水层析收集批号分别为００８－２０１７０２、
００８－２０１７０３、００８－２０１７０４的样品，每批分别经过
ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｅｆｉｌｔｅｒ预过滤和 ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｏ除病毒过
滤膜（除病毒过滤膜面积为 ３．１ｃｍ２，过滤压力为
２２０ｋＰａ）过滤，每个病毒、每批样品的体积均在
２８０ｍＬ以上。
１．３．２　分子排阻色谱纯度、蛋白质回收率的检测　
考察膜过滤去除病毒工艺对过滤前后样品分子排

阻色谱纯度、蛋白质总量的影响。取膜过滤前后的

样品，用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）方法检测分子排阻
色谱纯度，根据膜过滤前后的总蛋白质量计算蛋白

质的回收率。

１．３．３　膜过滤病毒去除工艺的效果验证
１．３．３．１　病毒的滴定　（１）选用小鼠白血病病毒
为指示病毒。将猫星形胶质细胞以６×１０４个／ｍＬ

的密度加入 ９６孔细胞培养板中，每孔 ０．１ｍＬ；在
３７℃ 培养箱中培养 ２４ｈ，设二氧化碳含量为５％，
待细胞铺满后，将各对照及处理后的样品进行连续

稀释，稀释倍数为１０－１～１０－１１；在细胞培养板的第
１列至第 １１列加入稀释 １０－１ ～１０－１１倍的病毒
０．１ｍＬ／孔；在第１２列加入细胞培养基，作为细胞
对照；将上述培养板放进温度为３７℃、含５％ ＣＯ２
的培养箱内，每天观察、记录病变细胞数（孔），直至

细胞对照孔内的细胞无法维持正常形态，采用９６孔
细胞病变法进行病毒滴定，按 Ｋａｒｂｅｒ法计算小鼠白
血病病毒滴度。（２）选用小鼠微小病毒作为指示病
毒。培养用细胞为小鼠皮下结缔组织细胞，采用与

小鼠白血病病毒同样的方法计算小鼠微小病毒滴

度。（３）选用呼肠孤病毒作为指示病毒。培养用细
胞为幼仓鼠肾细胞，采用与小鼠白血病病毒相同的

方法计算呼肠孤病毒滴度。

１．３．３．２　病毒去除效果的验证　取批号为 ００８－
２０１７０２、００８－２０１７０３、００８－２０１７０４的纯化工艺中
疏水层析收集的样品各２８０ｍＬ以上，分别进行预过
滤，取预过滤后的样品按照２％的比例加入指示病
毒，混匀，采用设置的膜去除病毒工艺过滤上样液，

分别在膜过滤体积为２００、２４０ｍＬ及过滤终点取样，
进行残余病毒滴度的检测，检测方法同小鼠白血病

病毒。每种指示病毒均用每批上样液测试２次。
１．４　低ｐＨ值孵放法病毒灭活工艺的建立及验证
１．４．１　病毒灭活工艺的建立　采用亲和层析收集
样品，批号分别为ｃＣＣ－２０１７０３１１、ｃＣＣ－２０１７０３２１、
００８－２０１７０４，每批样品分别用２５ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸酸
盐（ｐＨ值为２．８～３．２）或１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ调节
ｐＨ值至３．８，于１８℃放置４ｈ后分别于０．５、１．０、
２０、４．０ｈ取样，用１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ调节ｐＨ值至
中性。

１．４．２　灭活病毒的工艺对分子排阻色谱纯度、蛋白
质含量影响的检测　取低 ｐＨ值孵放前后的样品，
用ＨＰＬＣ方法检测分子排阻色谱纯度，再通过紫外
分光光度法检测蛋白质含量。

１．４．３　灭活病毒的工艺效果验证
１．４．３．１　病毒的滴定　选用小鼠白血病病毒、伪狂
犬病毒作为指示病毒，小鼠白血病病毒用猫星形胶

质细胞培养，伪狂犬病毒用猪肾细胞培养，具体方

法同“１．３．３”节，分别滴定并计算小鼠白血病病毒
及伪狂犬病毒的滴度。

１．４．３．２　病毒灭活效果的验证　各取５ｍＬｃＣＣ－
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２０１７０３１１、ｃＣＣ－２０１７０３２１、００８－２０１７０４亲和层析
收集的样品，用１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ调节 ｐＨ值至中
性，制备对照样品。取１．９６ｍＬ细胞培养基，加入
０．０４ｍＬ病毒，使病毒的最终占比为２％，制备病毒
对照样品。各取 ５ｍＬｃＣＣ－２０１７０３１１、ｃＣＣ－
２０１７０３２１、００８－２０１７０４亲和层析收集的样品，用
１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ调节ｐＨ值至中性，按照２％的比
例分别加入０．１０２ｍＬ指示病毒（小鼠白血病病毒、
伪狂犬病毒），混匀后除菌过滤，取出２ｍＬ并冻存
于－７０℃环境下，作为零点对照样品；再取出２ｍＬ
并于 １８℃ 放置４ｈ，冻存于－７０℃环境下，作为终
点对照样品。

各取２０ｍＬｃＣＣ－２０１７０３１１、ｃＣＣ－２０１７０３２１、
００８－２０１７０４亲和层析收集的样品，每批分别用
２５ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐（ｐＨ值为 ２．８～３．２）或
１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ调节ｐＨ值至３．８，按照２％的比
例分别加入０．４０８ｍＬ指示病毒（小鼠白血病病毒、

伪狂犬病毒）混匀，于１８℃放置４ｈ，分别于０．５、
１０、２．０、４．０ｈ取样，用１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ调节ｐＨ
值至中性，除菌过滤后作为处理后样品。样品对

照、病毒对照、零点对照、终点对照及处理后样品在

处理结束后立即冻存于－７０℃下，样品滴定时于室
温复溶。具体方法同“１．３．３”节，分别滴定并计算
小鼠白血病病毒及伪狂犬病毒的滴度，每种指示病

毒均用每批的上样液测试２次。

２　结果与分析

２．１　病毒去除工艺的建立及验证
２．１．１　膜过滤对蛋白质回收率及分子排阻色谱纯
度的影响　由表１可以看出，膜过滤去除病毒工艺
处理的蛋白质回收率均在９８％以上，膜过滤前后分
子排阻色谱纯度均在９８％以上，表明膜过滤后回收
率较高，膜过滤对纯度基本无影响，采用膜过滤法

去除病毒的工艺是可行的。

表１　膜过滤后的蛋白质收率及膜过滤前后的分子排阻色谱纯度

样品批号
膜过滤后的蛋白质回收率

（％）
分子排阻色谱纯度（％）

膜过滤前 膜过滤后

００８－２０１７０２ １００．６９ ９９．９１ ９９．９２

００８－２０１７０３ ９８．６９ ９８．８６ ９９．５０

００８－２０１７０４ ９８．０８ ９９．６４ ９９．７０

　　由表 ２可以看出，当滤出液体积达 ２８０ｍＬ
（００８－２０１７０２）、２８２．５ ｍＬ（００８－２０１７０３）、
２７２．５ｍＬ（００８－２０１７０４）时，样品的小鼠微小病毒
下降滴度分别为 ４．７５０、４．６８８、４．７５０ｌｇＴＣＩＤ５０／
０１ｍＬ，均 ＞４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ。由表 ３可以看
出，当滤出液体积达２８０ｍＬ（００８－２０１７０２）、２９０ｍＬ
（００８－２０１７０３）、２７１ｍＬ（００８－２０１７０４）时，样品的
呼肠孤病毒下降滴度分别为４．８７５、４．９３８、４８１３ｌｇ
ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，均＞４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ。由表４可
以看出，当滤出液体积达２８１．６ｍＬ（００８－２０１７０２）、
２７２ｍＬ（００８－２０１７０３）、２８２．８ｍＬ（００８－２０１７０４）
时，样品的小鼠白血病病毒下降滴度分别为４．３７５、
４．５６３、４．５６３ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，均 ＞４ｌｇＴＣＩＤ５０／
０．１ｍＬ，过滤后的样品符合《一般原则》的要求，表
明该工艺可有效去除病毒。

２．２　病毒灭活工艺的建立及验证
２．２．１　低 ｐＨ值孵放对蛋白质含量及分子排阻色
谱纯度的影响　从表５可看出，低 ｐＨ值孵放在病
毒灭活前后对样品蛋白质含量及纯度均无明显

影响。

２．２．２　低 ｐＨ值孵放病毒灭活工艺效果的验证结
果　从表６可以看出，指示病毒小鼠白血病病毒经
低ｐＨ值孵放灭活０．５ｈ后，ｃＣＣ－２０１７０３１１、ｃＣＣ－
２０１７０３２１、００８－２０１７０４的小鼠白血病病毒下降滴
度分别达 ４．４３８、４．５６３、４．３７５ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，
均＞４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ。由表７可以看出，指示病
毒伪狂犬病毒经低ｐＨ值孵放灭活０．５ｈ后，ｃＣＣ－
２０１７０３１１、ｃＣＣ－２０１７０３２１、００８－２０１７０４的伪狂犬
病毒下降滴度分别达 ４．８７５、４．９３８、４．７５０ｌｇ
ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，均≥４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，随着处理
时间的延长，指示病毒小鼠白血病病毒、伪狂犬病

毒的下降滴度不再改变，均≥４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，
符合《一般原则》的要求，表明该工艺可有效灭活

病毒。

３　讨论与结论

在建立去除病毒的工艺中，应考察预过滤膜

（型号为ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｅｆｉｌｔｅｒ）和除病毒过滤膜（型号
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表２　膜过滤对小鼠微小病毒的去除效果

组别 试验条件 类别
残余小鼠微小病毒滴度（ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）

００８－２０１７０２ ００８－２０１７０３ ００８－２０１７０４

对照组 病毒对照样 病毒对照 ５．２５０

样品对照样 样品对照 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

零点对照样 零点对照 ５．２５０ ５．１８８ ５．２５０

终点对照样 终点对照 ５．１２５ ５．２５０ ５．１８８

样品组 过滤后２００ｍＬ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．７５０ ≥４．６８８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．７２９ ≥４．７２９ ≥４．７２９

过滤后２４０ｍＬ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．７５０ ≥４．６８８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．７２９

００８－２０１７０２过滤后２８０ｍＬ、００８－２０１７０３过滤 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

后２８２．５ｍＬ、００８－２０１７０４过滤后２７２．５ｍＬ 病毒降低量 ≥４．７５０ ≥４．６８８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．７２９ ≥４．７２９ ≥４．７２９

缓冲液冲洗 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．７５０ ≥４．６８８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．７２９ ≥４．７２９ ≥４．７２９

　　注：病毒去除数值（降低量）为零点对照样本检测值与去除工艺处理后样本检测值的差。表３、表４同。

表３　膜过滤对呼肠孤病毒的去除效果

组别 试验条件 类别
残余呼肠孤病毒滴度（ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）

００８－２０１７０２ ００８－２０１７０３ ００８－２０１７０４

对照组 病毒对照样 病毒对照 ５．４３８

样品对照样 样品对照 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

零点对照样 零点对照 ５．３７５ ５．４３８ ５．３１３

终点对照样 终点对照 ５．１２５ ５．２５０ ５．２５０

样品组 过滤后２００ｍＬ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．８１３

平均降低量 ≥４．８７５

过滤后２４０ｍＬ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．８１３

平均降低量 ≥４．８７５

００８－２０１７０２过滤后２８０ｍＬ、００８－２０１７０３过滤 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

后２９０ｍＬ、００８－２０１７０４过滤后２７１ｍＬ 病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．８１３

平均降低量 ≥４．８７５

缓冲液冲洗 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．８１３

平均降低量 ≥４．８７５

为ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｏ）对上样液中病毒的去除效果、过滤
时的压力、恒压载量试验，分析该过滤膜在完全堵

塞前所能过滤的最大上样体积。本试验初步设定

了如下除病毒的工艺参数：预过滤膜型号为

ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｅｆｉｌｔｅｒ，除病毒过滤膜型号为 Ｖｉｒｅｓｏｌｖｅ
Ｐｒｏ，压力为２２０ｋＰａ。试验结果表明，采用膜过滤工
艺去除病毒符合工艺需求，该去除病毒工艺的方法

可行。膜过滤去除病毒的效果验证试验结果表明，
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表４　膜过滤对小鼠白血病病毒的去除效果

组别 试验条件 类别
残余小鼠白血病病毒滴度（ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）

００８－２０１７０２ ００８－２０１７０３ ００８－２０１７０４

对照组 病毒对照样 病毒对照 ５．０６３

样品对照样 样品对照 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

零点对照样 零点对照 ４．８７５ ５．０６３ ５．０６３

终点对照样 终点对照 ４．８１３ ４．８１３ ５．０００

样品组 过滤后２００ｍＬ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．３７５ ≥４．５６３ ≥４．５６３

平均降低量 ≥４．５００

过滤后２４０ｍＬ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．３７５ ≥４．５６３ ≥４．５６３

平均降低量 ≥４．５００

００８－２０１７０２过滤后２８１．６ｍＬ、００８－２０１７０３ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

过滤后２７２ｍＬ、００８－２０１７０４过滤后２８２．８ｍＬ 病毒降低量 ≥４．３７５ ≥４．５６３ ≥４．５６３

平均降低量 ≥４．５００

缓冲液冲洗 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．３７５ ≥４．５６３ ≥４．５６３

平均降低量 ≥４．５００

表５　低ｐＨ值孵放灭活对样品蛋白质含量及纯度的影响

样品批号
蛋白含量（ｍｇ／ｍＬ） 分子排阻色谱纯度（％）

灭活前 灭活后 灭活前 灭活后

ｃＣＣ－２０１７０３１１ ８．１９ ８．３５ ９９．９１ ９９．９２

ｃＣＣ－２０１７０３２１ ８．３５ ８．３１ ９８．８６ ９９．５０

００８－２０１７０４ ７．２２ ７．１２ ９９．６４ ９９．７０

除病毒过滤膜（ＶｉｒｅｓｏｌｖｅＰｒｏ）的孔径为２０ｎｍ，选择
的指示病毒小鼠微小病毒粒径为２０～２６ｎｍ，可见
小鼠微小病毒对去除病毒效果具有有效的指示作

用。用３批注射用坏死因子抗体样品进行病毒去除
工艺验证，结果表明，至滤出终点时，小鼠微小病毒

的滴度下降值均 ＞４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，符合《一般

表６　低ｐＨ值孵放对小鼠白血病病毒的灭活效果

组别 试验条件 类别
残余小鼠白血病病毒滴度（ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）

ｃＣＣ－２０１７０３１１ ｃＣＣ－２０１７０３２１ ００８－２０１７０４

对照组 病毒对照样 病毒对照 ５．０００
样品对照样 样品对照 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００
零点对照样 零点对照 ４．９３８ ５．０６３ ４．８７５

终点对照样 终点对照 ４．８７５ ４．８７５ ４．７５０
样品组 低ｐＨ值处理０．５ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．４３８ ≥４．５６３ ≥４．３７５
平均降低量 ≥４．４５９

低ｐＨ值处理１．０ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．４３８ ≥４．５６３ ≥４．３７５
平均降低量 ≥４．４５９

低ｐＨ值处理２．０ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．４３８ ≥４．５６３ ≥４．３７５
平均降低量 ≥４．４５９

低ｐＨ值处理４．０ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００
病毒降低量 ≥４．４３８ ≥４．５６３ ≥４．３７５
平均降低量 ≥４．４５９

　　注：病毒降低量为零点对照样本检测值与灭活工艺后样本检测值的差。表７同。
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表７　低ｐＨ值孵放对伪狂犬病毒的灭活效果

组别 试验条件 类别
残余伪狂犬病毒滴度（ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）

ｃＣＣ－２０１７０３１１ ｃＣＣ－２０１７０３２１ ００８－２０１７０４

对照组 病毒对照样 病毒对照 ５．４３８

样品对照样 样品对照 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

零点对照样 零点对照 ５．３７５ ５．４３８ ５．２５０

终点对照样 终点对照 ５．２５０ ５．１８８ ５．１２５

样品组 低ｐＨ值处理０．５ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．８５４

低ｐＨ值处理１．０ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．８５４

低ｐＨ值处理２．０ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．８５４

低ｐＨ值处理４．０ｈ 处理后样品 ≤０．５００ ≤０．５００ ≤０．５００

病毒降低量 ≥４．８７５ ≥４．９３８ ≥４．７５０

平均降低量 ≥４．８５４

原则》的要求，证明膜过滤工艺可有效去除小鼠微

小病毒，此外，注射用坏死因子抗体最大上样液过

滤体积可以达到２７０ｍＬ，能够满足实际生产需要。
本试验结果还表明，用低ｐＨ值（３．８）处理亲和

层析收集样品生产工艺对产品的蛋白质含量及分

子排阻色谱纯度均不会产生影响。将３批亲和层析
收集的样品用于灭活病毒的工艺验证，结果显示，

在ｐＨ值为３．８、室温为１８℃的条件下处理０．５ｈ，
指示病毒小鼠白血病病毒、伪狂犬病毒滴度下降值

均＞４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，符合《一般原则》的要求，
表明该ｐＨ值法在生产过程中可有效灭活病毒。

在单克隆抗体的生产工艺中，可依据蛋白质产

物与病毒颗粒大小的不同，利用膜过滤工艺有效去

除病毒，在生产中使用一次性除病毒膜包，每次使

用后进行完整性测试。该方法已经在国内外多种

生物制品的生产中得到了广泛运用［９］。只有病毒

的有效直径大于滤膜的孔径，膜过滤法才能有效截

留病毒，达到去除病毒的目的，这种方法须要与前

文所述方法［１］联合使用才能起到有效去除／灭活病
毒的作用。低ｐＨ值孵放法是破坏病毒包膜的完整
性、阻断病毒与宿主受体结合的途径，使病毒无法

感染宿主细胞［１０－１１］，起到灭活病毒的作用。低 ｐＨ
值孵放法具有方法简单、经济实惠、容易操作等特

点，已被用于伪狂犬病毒［１０］、猪细小病毒［１２］、流感

病毒［１３］等病毒的灭活。

去除／灭活病毒的理想方法有２个特性：可以部
分去除病毒或者破坏病毒的活性和结构，维持生物

制品的生物活性、理化性质。病毒去除／灭活工艺
的验证研究是为了取得充分的试验数据，确认去

除／灭活病毒的工艺步骤是否有效。验证的单克隆
抗体应至少包含１个有效的病毒去除／灭活工艺步
骤，并能有效去除和／或灭活非脂包膜病毒。对本
试验样品进行病毒去除／灭活工艺验证结果表明，
经过膜过滤，蛋白质回收率符合规定，分子排阻色谱

纯度没有明显变化；用低ｐＨ值处理后，蛋白质含量、
分子排阻色谱纯度无明显变化。在去除／灭活病毒的
验证工艺中，选用的小鼠白血病病毒、小鼠微小病毒、

呼肠孤病毒、伪狂犬病毒这４个病毒的理化性质（病
毒的大小、核酸类型、有无包膜）有代表性，本试验结

果显示，经去除或灭活后，小鼠白血病病毒、小鼠微小

病毒、呼肠孤病毒、伪狂犬病毒这４种病毒的滴度下
降值均达到了规定的标准（＞４ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ），
证明本试验建立的注射用坏死因子抗体病毒去除／灭
活工艺所用方法是有效的。
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美国红腀叶绿体基因组密码子偏好性分析

柳燕杰，田旭平，李　倩
（山西农业大学林学院，山西太谷０３０８０１）

　　摘要：为了提高基因的表达效率，利用叶绿体基因工程提高美国红腀的重要特性，利用 ＣｏｄｏｎＷ１．４．２和在线软
件ＣＵＳＰ分析了美国红腀叶绿体基因组中的５２条基因编码序列密码子偏好性。结果表明，美国红腀叶绿体基因组密
码子的ＧＣ含量依次为ＧＣ１（４５．２３％）＞ＧＣ２（３９．２３％）＞ＧＣ３（２６．１９％）；有效密码子数（ＥＮＣ）范围为３７．５５～５５．２８，

其中ＥＮＣ值＞４５的有３４个；ＲＳＣＵ＞１的密码子有２９个，其中１４个以Ｕ结尾、１２个以Ａ结尾，表明其偏好以Ａ、Ｕ结
尾，且偏倚很弱。中性点图分析表明，ＧＣ１２与ＧＣ３的相关系数为０．３２１７，回归系数为 －０．５３８５，相关性不显著；美国

红腀叶绿体基因组的ＧＣ含量是高度保守的，密码子偏好主要受环境选择的影响；１７个密码子被确定最优密码子。本
研究为美国红腀叶绿体遗传工程和遗传多样性分析提供了科学依据。
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　　美国红腀（Ｆｒａｘｉｎｕｓｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉｃａ）是木犀科
（Ｏｌｅａｃｅａｅ）腀属（Ｆｒａｘｉｎｕｓ）乔木，原产美国，雌雄异
株，花先叶开放，喜光、抗寒、抗盐碱、抗水湿，是我

国重要的行道树或庭园绿化树种［１］。

在生物体传递遗传信息的过程中，作为联结核

酸和蛋白质的密码子扮演着重要的角色［２］，密码子

被称为第二套遗传密码［３］；密码子使用的选择方式

不仅影响基因的表达［４］，也影响基因相应的功

能［５］。构成基因组的４种核苷酸可形成６４种密码
子，各密码子与氨基酸相对应，除甲硫氨酸和色氨

酸外，其余１８种氨基酸均有２～６个密码子，这些编
码同一氨基酸的不同密码子被称为同义密码子

（ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｏｎ）［６］；在翻译过程中，每个氨基酸
相对应同义密码子的使用频率存在差异，即有的同
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