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转移因子溶液生产工艺病毒灭活/去除效果验证

薛美玲，郭维真，王红新，王川吏，陈美红，魏小亮

金花企业（集团）股份有限公司西安金花制药厂（西安 710304）

【摘要】目的  对转移因子溶液生产工艺中的病毒灭活/去除方法进行验证。方法  选择

伪狂犬病毒 （PRV）、水疱性口炎病毒 （VSV）、脑心肌炎病毒 （EMCV）、猪细小病毒

（PPV）作为指示病毒，在缩小生产规模的工艺条件下考察巴氏消毒法（80 ℃灭活 30 min）
和超滤膜过滤法（5KD超滤膜过滤）对4种病毒的灭活/去除能力。结果  3批样品分别采用

2 种病毒灭活/去除方法，PRV、VSV、EMCV 和 PPV 的病毒滴度降低值均达到 4 logs 以上。

结论  建立的巴氏消毒法和超滤膜过滤法均可有效去除指示病毒PRV、VSV、EMCV、PPV及

其所代表的相关病毒。
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【Abstract】 Objective  To verify the virus inactivation/removal effect of the production 
process of transfer factor solution. Methods  Pseudorabies virus (PRV), vesicular stomatitis virus 
(VSV), encephalomyocarditis virus (EMCV) and porcine parvovirus (PPV) were selected as 
indicator viruses. The virus inactivation and removal efficiencies of pasteurization method (80 ℃ 
for 30 min) and ultrafiltration membrane filtration method (5KD ultrafiltration membrane 
filtration) against the four viruses were evaluated under process conditions with scaled-down 
production batches. Results  Three batches of samples were processed using two different virus 
inactivation/removal methods, the log reduction values of PRV, VSV, EMCV and PPV all exceeded 
4 logs. Conclusion  The established pasteurization and the ultrafiltration membrane filtration 
methods can effectively remove the indicator viruses PRV, VSV, EMCV, and PPV and the related 
viruses they represent. 

【Keywords】 Transfer factor solution; Virus inactivation; Virus removal; Pasteurization; 
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转移因子（transfer factor，TF）是由多

肽与低聚核苷酸构成的可溶性、可透析、

可超滤小分子混合物，分子量约 2 000~
5 000 Da，能够自由透过半透膜。TF 耐受
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胰蛋白酶、糜蛋白酶、胃蛋白酶、DNA酶、RNA
酶等酶解作用，具备紫外吸收特征，但热稳定性

较差［1］，因其分子量小、无毒性、无抗原性、不

会诱发过敏反应、机体不产生中和抗体，且可跨

物种使用，是应用前景广阔的免疫增强剂［2］。TF
溶液（TF solution，TFS）以健康猪脾脏为起始原

料，经拣选、组织匀浆、保温处理、离心、超滤

工艺制备得到，是 TF 口服溶液、胶囊的中间

原料。

TF的制备原料为动物脾脏组织，存在引入动

物源性病毒的潜在风险。为保障产品病毒安全

性，本研究参照《多组分生化药注射剂基本技术

要求》［3］、《动物病毒学》［4］、《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 》［5］ 、 Viral Safety Evaluation of 
Biotechnology Products Derived from Cell Lines of 
Human and Animal Origin［6］、 Guideline on Virus 
Safety Evaluation of Biotechnological Investigational 
Medicinal Products［7］、《血液制品去除/灭活病毒

技术方法及验证指导原则》［8］、《药品生产质量管

理规范（2010年修订）生化药品附录》［9］及《生

物制品病毒安全性控制》［10］等国内外相关技术指

导原则与专著标准，结合TFS实际生产工艺特点，

选取巴氏消毒法与超滤膜过滤法，系统考察TFS
制备工艺的病毒灭活/去除能力。

本研究选取伪狂犬病毒（pseudorabies virus，
PRV）、水疱性口炎病毒（vesicular stomatitis virus，
VSV）、脑心肌炎病毒（encephalomyocarditis virus，
EMCV）及猪细小病毒（porcine parvovirus，PPV）
4种典型病毒作为模型指示病毒，采用缩小化生

产工艺条件，系统探究巴氏消毒法与超滤膜过滤

法对4种病毒的灭活/去除效果，明确产品生产过

程的病毒安全性保障水平，为TFS系列产品的质

量安全与临床用药有效性提供实验依据。

1　仪器与试药

1.1　主要仪器
1812 型 5 KD 卷式超滤膜（江苏久吾高科技

股份有限公司）；H-MB001-L-N型超滤装置（杭

州科伯特过滤器材有限公司）；DSZ2000X型倒置

生物显微镜 （重庆澳浦光电技术有限公司）；

BSC-1800IIA2型二级生物安全柜（北京亚泰科隆

仪器技术有限公司）。

1.2　主要药品与试剂
TFS （批号：251022、251023、251024） 由

金花企业（集团）股份有限公司西安金花制药厂

提供；PRV、VSV、EMCV、PPV均购自美国典型

菌种保藏中心 （ATCC）；胎牛血清 （批号：

11011-8611）采购于浙江天杭生物科技股份有限

公司；胰蛋白酶（批号：SH30042.02）购自瑞典

Hyclone 公司；DMEM 培养基 （批号：GUMD-
B301）购自苏州海星生物科技有限公司。

2　方法与结果

2.1　巴氏消毒法灭活病毒
分别取3批次TFS样品各90 mL，按照样品与

指示病毒液体积比9∶1的比例加入对应的指示病

毒液，充分混匀制备得到病毒加标样品。精准吸

取5 mL混匀后的加标样品作为零点对照，用于检

测加毒初始病毒载量。将剩余加标样品置于恒温

循环器中升温，待料液温度稳定升至80 ℃后，持

续恒温 30 min；过程中每间隔 10 min同步记录料

液温度并取样，所得样品均妥善留存待测。

2.2　超滤过滤法去除病毒
分别取各批次TFS样品 500 mL，按照样品与

指示病毒液体积比9∶1的比例加入对应的指示病

毒液，充分混匀后制备得到病毒加标样品。精准

吸取5 mL混匀后的加标样品，作为测定初始病毒

载量的零点对照。超滤过程中通过调节回流端阀

门开度与泵体转速，控制进液端压力与回流端压

力均 ≤ 0.1 MPa，持续至料液无明显循环流动为

止，分别收集超滤透过液与回流液，密封留存

检测。

2.3　对照设置
本实验同步设置多种对照体系以保证检测结

果的准确性与可靠性。

2.3.1　样品对照
分别取3批TFS样品各10 mL，调节体系至中

性后进行离心处理，取上清检测，用以考察样品

本身对宿主细胞生长状态的影响。

2.3.2　病毒阳性对照
以原始指示病毒液作为阳性对照，用于验证

指示病毒滴度是否符合相关技术指导原则要求，

确保病毒模型有效。

2.3.3　零点对照
以混匀后的初始加标样品作为零点对照，用
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于评价样品初始染毒水平及样品基质对病毒活性

的潜在影响。

2.3.4　阴性对照
选取检测96孔板的第1列与第12列孔，仅常

规加入培养基进行培养，用于监测试验体系中细

胞的正常生长状态，排除培养环境、操作污染等

干扰因素。

2.4　病毒滴度检测方法
将检测用细胞调整至 1×10⁵ 个/mL 的细胞密

度，接种于96孔细胞培养板中，每孔接种体积为

100 µL；将培养板置于37 ℃、5% CO₂恒温培养箱

中预培养12～24 h，待细胞贴壁生长稳定后备用。

将各组对照样品及工艺处理后的待测样品分

别进行 10 倍梯度连续稀释，稀释梯度范围为

10⁻¹~10⁻¹⁰。
在细胞培养板第 2～11 列孔中，分别加入

10⁻ ¹~10⁻ ¹ ⁰梯度稀释的各样品溶液，每孔加入

100 µL；其中培养板第1列与第12列设置为空白

细胞阴性对照孔。

加样完成后，将培养板置于37 ℃、5% CO₂培
养条件下持续培养，动态观察细胞病变情况，及

时记录各孔细胞病变数量，直至细胞病变不再发

生变化，完成检测观察。

根据细胞病变的孔数，运用Karber法计算半

数细胞培养物感染量（50% tissue culture infective 
dose，TCID50），检测下限为 0.5 logs。计算公式

如下：

lgTCID50=xk－d［（1/n）（r）-0.5］
式中，xk 表示最大稀释度的对数，r 表示所

有感染的孔数，d表示稀释度对数的差，n表示每

稀释度下复孔数。

2.5　巴氏消毒法灭活病毒效果验证
2.5.1　样品中残余指示病毒PRV

3批染毒样品经 80 ℃热处理后，PRV病毒滴

度下降值分别为 ≥ 5.167 logs、≥ 5.300 logs 和 ≥ 
5.000 logs，平均下降滴度 ≥ 5.156 logs。见表1。
2.5.2　样品中残余指示病毒VSV

3批染毒样品经 80 ℃热处理后，VSV病毒滴

度下降值分别为 ≥ 5.500 logs、≥ 5.167 logs 和 ≥ 
5.167 logs，平均下降滴度≥5.278 logs。见表2。
2.5.3　样品中残余指示病毒EMCV

3批染毒样品经 80 ℃热处理后，EMCV 病毒

滴度下降值分别为 ≥ 5.500 logs、≥ 5.500 logs和 ≥ 
5.700 logs，平均下降滴度 ≥ 5.567 logs。见表3。
2.5.4　样品中残余指示病毒PPV

3 批染毒样品经 80℃热处理后，PPV 病毒滴

度下降值分别为 ≥ 5.167 logs、≥ 5.071 logs 和 ≥ 
5.167 logs，均下降滴度 ≥ 5.135 logs。见表4。

表1  80 ℃加热处理后样品中PRV检测结果（-lgTCID50/0.1 mL）
Table 1. Detection results of PRV in samples after heating at 80 ℃(-lgTCID50/0.1 mL)

组别

PRV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批处理10 min后样品

251023批处理10 min后样品

251024批处理10 min后样品

251022批处理20 min后样品

251023批处理20 min后样品

251024批处理20 min后样品

251022批处理30 min后样品

251023批处理30 min后样品

251024批处理30 min后样品

病毒滴度

6.800
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象

5.667
5.800
5.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/

≥ 5.167
≥ 5.300
≥ 5.000
≥ 5.167
≥ 5.300
≥ 5.000
≥ 5.167
≥ 5.300
≥ 5.000

病毒降低量平
均值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/

≥ 5.156 ± 0.150

≥ 5.156 ± 0.150

≥ 5.156 ± 0.150

注：“/”表示不涉及。
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2.6　超滤过滤法去除病毒效果验证
2.6.1　样品中残余指示病毒PRV

3批染毒样品超滤后，PRV的病毒滴度下降

值分别为 ≥ 5.300 logs、≥ 5.167 logs 和 ≥ 5.167 
logs，平均下降滴度 ≥ 5.211 logs。见表5。
2.6.2　样品中残余指示病毒VSV

3批染毒样品经超滤处理后，VSV病毒滴度

下 降 值 分 别 为 ≥ 5.500 logs、 ≥ 5.500 logs
和 ≥ 5.071 logs，平均下降滴度 ≥ 5.357 logs。见表6。

2.6.3　样品中残余指示病毒EMCV
3 批染毒样品超滤后，EMCV 病毒滴度下降

值分别为 ≥ 5.833 logs、≥ 5.500 logs 和 ≥ 5.700 
logs，平均下降滴度 ≥ 5.678 logs。见表7。
2.6.4　样品中残余指示病毒PPV

3 批染毒样品超滤处理后，PPV 病毒滴度下

降值分别为 ≥ 5.071 logs、≥ 5.167 logs 和 ≥ 5.090 
logs，平均下降滴度 ≥ 5.109 logs。见表8。

表3  80 ℃加热处理后样品中EMCV检测结果（-lgTCID50/0.1 mL）
Table 3. Detection results of EMCV in samples after heating at 80 ℃(-lgTCID50/0.1 mL)

组别

EMCV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批处理10 min后样品

251023批处理10 min后样品

251024批处理10 min后样品

251022批处理20 min后样品

251023批处理20 min后样品

251024批处理20 min后样品

251022批处理30 min后样品

251023批处理30 min后样品

251024批处理30 min后样品

病毒滴度

7.000
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象

6.000
6.000
6.200
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/

≥ 5.500
≥ 5.500
≥ 5.700
≥ 5.500
≥ 5.500
≥ 5.700
≥ 5.500
≥ 5.500
≥ 5.700

病毒降低量平
均值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/

≥ 5.567 ± 0.115

≥ 5.567 ± 0.115

≥ 5.567 ± 0.115

注：“/”表示不涉及。

表2  80 ℃加热处理后样品中VSV检测结果（-lgTCID50/0.1 mL）
Table 2. Detection results of VSV in samples after heating at 80 ℃(-lgTCID50/0.1 mL)

组别

VSV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批处理10 min后样品

251023批处理10 min后样品

251024批处理10 min后样品

251022批处理20 min后样品

251023批处理20 min后样品

251024批处理20 min后样品

251022批处理30 min后样品

251023批处理30 min后样品

251024批处理30 min后样品

病毒滴度

6.800
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象

6.000
5.667
5.667
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/

≥ 5.500
≥ 5.167
≥ 5.167
≥ 5.500
≥ 5.167
≥ 5.167
≥ 5.500
≥ 5.167
≥ 5.167

病毒降低量平
均值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/

≥ 5.278 ± 0.192

≥ 5.278 ± 0.192

≥ 5.278 ± 0.192

注：“/”表示不涉及。
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表4  80 ℃加热处理后样品中PPV检测结果（-lgTCID50/0.1 mL）
Table 4. Detection results of PPV in samples after heating at 80 ℃(-lgTCID50/0.1 mL)

组别

PPV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批处理10 min后样品

251023批处理10 min后样品

251024批处理10 min后样品

251022批处理20 min后样品

251023批处理20 min后样品

251024批处理20 min后样品

251022批处理30 min后样品

251023批处理30 min后样品

251024批处理30 min后样品

病毒滴度

6.667
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象

5.667
5.571
5.667
2.333
2.000
2.000
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/

3.334
3.571
3.667

≥ 5.167
≥ 5.071
≥ 5.167
≥ 5.167
≥ 5.071
≥ 5.167

病毒降低量平
均值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/

3.524 ± 0.171

≥ 5.135 ± 0.055

≥ 5.135 ± 0.055

注：“/”表示不涉及。

表5  超滤处理后样品中PRV检测结果（-lgTCID50/0.1mL）
Table 5. Detection results of PRV in samples after ultrafiltration treatment(-lgTCID50/0.1mL)

组别

PRV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批回流液

251023批回流液

251024批回流液

251022批透过液

251023批透过液

251024批透过液

病毒滴度

6.800
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象

5.800
5.667
5.667
5.500
5.667
5.500
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.300
≥ 5.167
≥ 5.167

病毒降低量平
均值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.211 ± 0.077

注：“/”表示不涉及。

表6  超滤处理后样品中VSV检测结果（-lgTCID50/0.1 mL）
Table 6. Detection results of VSV in samples after ultrafiltration treatment(-lgTCID50/0.1 mL)

组别

VSV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批回流液

251023批回流液

251024批回流液

251022批透过液

251023批透过液

251024批透过液

病毒滴度

7.000
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象。

6.000
6.000
5.571
6.200
6.000
6.333
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.500
≥ 5.500
≥ 5.071

病毒降低量平均
值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.357 ± 0.248

注：“/”表示不涉及。
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3　讨论

动物源性原料携带的病毒种类复杂多样，依

据相关技术指导原则要求、产品原料的动物种属

特征及生产工艺作用机制，筛选具有代表性的指

示病毒，是病毒安全性验证的核心前提。本研究

选取PRV、VSV、EMCV、PPV 4种病毒作为指示

病毒，所选毒株涵盖 DNA 病毒与 RNA 病毒、有

脂包膜病毒与无脂包膜病毒、高理化抗性病毒与

低理化抗性病毒，同时覆盖猪脾脏原料易感的优

势病毒类型，可全面表征样品的病毒污染风险情

况。超滤工艺主要依据病毒与蛋白分子的粒径差

异及膜吸附作用实现病毒去除，其中PPV颗粒直

径极小、穿透能力较强。孙妙囡等［11］采用 PPV
开展超滤工艺验证，通过PPV的清除效果类推对

大粒径病毒的去除能力，但该推断仅存在理论可

行性，缺乏充分的实验数据支撑。基于此，本研

究在超滤工艺验证中同步采用 4种指示病毒进行

系统考察，有效弥补单一病毒验证的局限性，使

实验结论更具严谨性与可靠性。综上，通过评价

4种不同特性指示病毒的清除效果，既符合相关

技术审评原则［5］的规范要求，也可客观、全面

地反映TFS生产工艺对病毒的防控与去除能力。

本研究结果显示，巴氏消毒法处理10 min对

PPV的灭活效果相对有限，该现象主要由PPV独

特的病毒结构与理化特性共同决定。首先，PPV
具备极强的热稳定性，其病毒衣壳由60个VP2结

构蛋白组装形成规整的二十面体对称结构，衣壳

蛋白内部富含疏水残基，可通过大面积分子内疏

水作用构建稳定的疏水核心，同时辅以分子间氢

表7  超滤处理后样品中EMCV检测结果（-lgTCID50/0.1 mL）
Table 7. Detection results of EMCV in samples after ultrafiltration treatment(-lgTCID50/0.1 mL)

组别

EMCV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批回流液

251023批回流液

251024批回流液

251022批透过液

251023批透过液

251024批透过液

病毒滴度

7.000
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象

6.333
6.000
6.200
6.500
6.000
6.000
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.833
≥ 5.500
≥ 5.700

病毒降低量平均
值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.678 ± 0.168

注：“/”表示不涉及。

表8  超滤处理后样品中PPV检测结果（-lgTCID50/0.1 mL）
Table 8. Detection results of PPV in samples after ultrafiltration treatment(-lgTCID50/0.1 mL)

组别

PPV病毒阳性对照

样品对照

251022批零点对照

251023批零点对照

251024批零点对照

251022批回流液

251023批回流液

251024批回流液

251022批透过液

251023批透过液

251024批透过液

病毒滴度

6.667
细胞形态及生长状态正常，未见细胞形态学改变及生长抑制现象

5.571
5.667
5.590
5.667
5.800
5.429
≤ 0.500
≤ 0.500
≤ 0.500

病毒降低量

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.071
≥ 5.167
≥ 5.090

病毒降低量平均
值（x̄ ± s）

/
/
/
/
/
/
/
/

≥ 5.109 ± 0.051

注：“/”表示不涉及。
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键、少量二硫键及钙离子配位键的多重交联加固

作用，使病毒整体空间构象具备优异的热力学耐

受能力，难以被短时高温破坏；其次，PPV属于

典型的无囊膜病毒，不存在脂包膜这类热敏结构

薄弱靶点，高温无法通过破坏囊膜脂质结构实现

快速灭活，仅能缓慢作用于高稳定性的蛋白衣

壳，大幅提升了短时热力灭活的难度；最后，

PPV基因组为单链DNA，核酸结构高度紧凑，紧

密包裹于坚固的衣壳内部，可有效隔绝高温与水

分子的冲击，短时热处理难以造成核酸链断裂与

基因组损伤，仅当高温持续作用致使衣壳结构彻

底崩解后，病毒基因组才会快速丧失生物活性，

这也是其初期灭活效率偏低的核心原因。在生化

药品病毒安全控制领域，多种灭活、去除工艺的

联合应用是提升病毒安全性的有效手段。张金岩

等［12］以小牛胸腺来源的注射用胸腺肽为研究对

象，选取麻疹病毒、水痘带状疱疹病毒、甲肝病

毒为指示病毒，采用低 pH 孵放、高温加热、超

滤多级工艺联用的模式开展病毒灭活/去除验证，

多工艺协同作用可有效清除不同类型指示病毒，

获得了良好的病毒控制效果，为动物源性生化药

品的病毒安全性验证提供了重要参考。

本研究结合TFS实际工业化生产条件，采用

规模缩小化模型对巴氏消毒法与超滤膜过滤法对

病毒清除的效果进行验证，能够真实、客观地反

映实际生产工艺对潜在病毒的灭活/去除能力。已

有研究表明，单一病毒清除手段存在作用机制局

限性，难以完全规避动物源性病毒污染风险，需

通过两种及以上作用机制互补的工艺组合构建多

级病毒安全屏障，以保障药品的病毒安全性［3］。
TFS 生产体系配套的加热处理与超滤过滤工艺，

分属热灭活与物理截留两种不同作用机制，工艺

互补性强，可有效清除模型指示病毒，能够为产

品生产过程的病毒安全提供可靠保障。值得注意

的是，仅依靠生产阶段的病毒去除工艺无法实现

全链条风险管控，为进一步完善产品质量安全体

系、最大限度保障临床用药安全，还需强化源头

质量控制，严格落实猪脾脏原材料供应商资质审

核、病毒学检测及风险管控措施，结合完善的产

品质量标准构建从原料入厂、生产加工至成品放

行的全流程质量管控体系，从而全方位降低产品

病毒污染风险，提升药品质量安全性。

病毒去除/灭活方法种类较多，包括纳米膜过

滤技术、色谱法、超短时微波加热法、巴氏消毒

法、干热法、有机溶剂/去污剂法、低 pH孵放法

和紫外照射病毒灭活技术［13-18］。不同病毒去除与

灭活技术的作用机制存在显著差异，因此在工艺

开发过程中，需在保证病毒清除效能的基础上，

兼顾产品理化性质与生物学活性的稳定性，实现

安全性与产品质量的双重保障。本研究采用巴氏

消毒法 80 ℃分别处理 10、20、30 min，结果显

示，处理 30 min后TFS活性和病毒下降滴度虽均

满足质量标准要求，但工艺参数仍存在进一步优

化潜力，后续可通过引入其他类型病毒清除技术

或调整热处理温度与保温时长，综合评价不同工

艺条件下样品的理化性质、生物活性及病毒去除

效果，进而筛选并确立更适合TFS生产的最优病

毒灭活工艺体系。
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