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论著

人凝血因子 血液制品 中 的病毒灭活与验证
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摘要 目 的 研究 人凝血 因 子 制备过 程 中 病 毒灭 活 法和 干 热灭 活法 的 病毒 灭 活工 艺 的 灭 活效

果 。 方法 经过 法 及 、 干热 法双重 处理灭 活 病毒 ，并通 过加人指 示病毒 （ 、 、 、 、 验

证病 毒 灭 活效果 。 结果 上述工 艺可有效灭 活脂包膜 和 非脂包膜病 毒 。 最终制 品 中 残余量小 于 万
（ 、

吐温 残余量小 于 万 （ 符 合安全 标准 ， 人凝 血 因子 的 生物 活性 及其 他 各项 指标 未 发现 明 显变

化 。 结论 可 以作 为 人 凝血 因子 实验过程 中 的病毒 灭 活方 法 。
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人凝血因子 又称抗血友病球蛋 白 ，
是体 内 内 源 血机制 缺陷 ，偶遇 内 外伤往往血流不止 ，

也会因关节

性凝血系统的重要成分之一 。 因子 主要在 肝脏中 等处微血管破裂造成 出 血不止 ，
关节肿痛等 ，需要足

生成 ， 但在其他
一些组织 ， 如 血管 内 皮细胞 中 也能合 量输 用含 因子 制 剂 。 由于 因子 在机体内 的半衰

成 。 它是单糖蛋 白
， 相对分子质量 （ 为 ，

含 期 不长 （ 仅 ，
故止血效果虽然 显著 ，但 不能

个氨基酸残基 ，
因 子观基因 位于 ， 基因 长 持久 再次 出 血须再输注 。 且 由 于该病 目 前还未有

度
，
有 个外显子 。 根 治的方法 ，故患 者在一 生 中都需要使用 因子 制

人凝血 因子 是一种经过纯化 、冻干的人凝血因 剂 ， 所 以这类患 者对该制 剂的需求量非常大
⑴

。

子制剂 ， 系从健康人的新鲜冰冻血浆混合 中 获 得 因子 过去经验 中 血液制 品大规模传播人类获得性免

冷沉 淀 并经过分离 、提纯和病毒 灭活 处理步骤精 疫缺陷病毒 （
的 案例使人们对血液制 品 的病毒

制 而成 ： 人凝血 因 子 是 防治 甲 型血 友病人 出 血 安全性仍有担心 。 最近 ，
血浆分离 的凝血因 子 浓

的特效血液制 剂 。 缩液在给美 国 、欧洲 、南非的血友病患者使用后有造

甲型血友病是 一种 伴性遗传疾病 ，
患 者 由 于凝 成非 脂包膜的 甲 型 肝炎 病毒 （ 感 染 的情

况 。 凝血因子浓缩液也有类似报道传播非脂包膜的

作者简介 闫 晨 ， 另 ，本 科 ， ：程 师 丨 ： 丨
丨

细小病毒 。 因此 ， 对于血液制品 增加病毒灭
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丨
。 活工艺步骤及其验证至关重要 。 笔者在此介绍人凝
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血因子 的两步病毒 灭活工艺 （ 法及 、 的 结 果 经过 对病 毒 灭 活验 证 ，
、

干热灭活法 ）及其验证 。 、 连续 批人凝血因子 经 处

理 （ 、吐温 终浓度分别为 和 ，在
材科和万法

条 件下处理 病毒灭活后 残余 滴

主要材料 冷沉淀 （ 由 上海新兴 医药 股份有 度均低于本实验最低检测限 。 。

限公 司制造部提供 ）
；
磷酸三丁酯 （ 美国 结果 表 明 ， 可灭 活 所加 入 指示 病 毒 分别 为 ：

公司 ，
级 ） ； 吐温 美 国 公 司 ， 批 彡

。 批

级 ） 。
。 批彡

人凝血 因子观 制备 工 艺 将冷沉淀溶解于抽 丨
（ 表 表明该灭活方法是理想的 。

提液后用磷酸二氢钠进行酸沉淀 ，
然后加入氢氧化

铝并降温过滤 。 所得上清液经超滤浓缩和除菌过滤 表 经 处理相应 时间 后残余

后加 试剂使 最终混合液 中含 为 ’

病毒滴 度值 （ 。

吐温 为
， 在 条件下进行 处理 处理 时间 （ 批号 批号 批号

搅拌 来灭 活脂包膜病毒 ， 再用 离子层析柱分 离
°

制 品 ，并超滤浓缩透析至 目 标浓度进行配制 ，然后用

直径 膜 过 滤 除 菌 并 分 装 ，
冻 干 后 进行 处 样 品

、 干热处理灭活非脂包膜病毒 。

“

°
“

病毒灭 舌验证

指示病毒 采用 国 家食品 药 品监督 管理局

推荐用 于验证血液制 品病毒灭 活 工艺的指示病 毒 ，

“ “

兄表 。

终 止对照

表 受验证病 毒的 详细信息

灭活工艺 指示病毒 模拟病 毒 是否有脂薄膜 培养细胞 检测方法
法 处理人凝血 因 子 爾 灭 活 病毒的

是 细胞病变

是 细胞病变 结 果 经 过 病 毒 灭 活 验 证 ， 、 、

是 细胞病变 连续 批人凝血因子 经 处理 （ 、

干热法 是 丨 细胞病变
吐温 终浓度分别 为 和 在

干热法 否 细胞病变

干热 法 是 细胞病变 条件下处理 后
，
批样 品 病毒灭 活量均

干热法 否 细胞病变 大于 表
，
表明该灭活方法是理想的 。

验证方法 法工艺
： 分别取 病毒 表 经 处理相 应时 间 （ 后残 余

和 病毒 ，按 ： 的 比例加人制品 中 ，并加人
病雜

吐温 和 使终浓度分别 为 和
腿时间 批号 批 号

对照样 品

。 在 弋 条件下摇晃孵育 分别于不 同时 间

点取样检测病毒滴度 ， 同时取未加 试剂 的样 品

作对照 ，将未检测出病毒的制 品肓传 代 ， 若仍无病

变出 现
，
则判定该指示病毒已 被灭活 。

、 干热灭活工艺 ：将病毒按 比例

加人制 品并分装为 瓶 冻千后真空 密封 并在
° °

干烤箱 中进行恒温处理 并于 、

丨 ： ；

、 、 、 、 分别取样检测病毒滴度 。 所有 样本

取样后立 即于 尤 冻存备测 。 每批样 本至少重 终止对照

复测定 次 。

法 对 人凝 血 因 子 内 免 疫 缺 陷 病 毒
件里

进行灭 活的 结 果 经过中 国人 民解放军艾滋

法 处 理人凝血 因 子 观 ，
灭 活 伪狂 犬病 毒 病 检 测 确 认 实 验 室 验 证

，
、 、
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连续 批人凝血 因子 经 处理 （
表 经干 热处 理相 应时 间后残余

、
吐 温 终浓度分别 为 和

’
在 病毒滴度

条件下处理 滴度 下 降 表 ，
经

处理时 n ■

冻干前

细胞培养盲传 代 ， 第三代 出 现细胞病变 ，
其 冻干后

余均未 出现细胞病变 （ 表 ，
表明 处理 即

可有效灭活样品中 的 病毒 。

表 经 处理相应时 间后残余 病毒滴度值
（

验 证 测定 时间 （

各

批号

阳性对照组
、 干 热 处 理人凝血 因 子 灭 活 脑心

第一 次 肌 炎 病 毒 （ 的 结 果 经 病 毒 灭 活 验 证 ，

第二 次 连续 批人凝血 因

第三 次
子 经干热法 ±

：

， 处理后 ， 可灭 活

第一 次 所加 入 指 不 病 毒 分 别 为 ： 批 》

批 彡

第一 次
！ 批 彡 表

’

表明该灭活 方法是理想的 。

表 经 处理后不 出现病变的样 品连续盲传

代继续观察细胞病变 （ 的 结果

取样时间 第一代 第二 代 第三代 表 经干热处理相应时 间 后残 余

批号 （

‘ “ “ 病毒滴度值 （
。

处理时 间 （ 批号 批号 批号

第一 次 冻干前

冻干 后

第二次 —

第 二次 — — —

！

弋
、 干热 处理人凝血 因 子 灭 活

经病毒灭 活 验证 、 、 连

续 批人凝血因子 经干热法 ±
，

处

第一次
理后

，
可 灭 活 所 加 人 指 示 病 毒 分 别 为 ：

一 — 批 。 批 彡

批 彡

‘

表
，
表明该灭 活方法是理想的

第一次

表 经 干热处理相应时 间 后残 余

病毒滴度值 （
。

： ： ： ： ： 处理 时间 （ 批号 批号 批号

冻 干前

：

、
干 热 处理人凝血 因 子 灭 活 冻 干后

病 毒 的 结 果 经 病 毒 灭 活 验 证
，

、

？

、 连续 批 人凝血 因 子 经干热
； ； ；

法 处理后 ， 可灭活 所加人指 示病 後

毒 分别 为 ： 批 彡

批 彡

批 。 表 ， 表 明该 灭活 方法 、
干热 处理人凝血 因 子 灭活猪细 小

是理想 的 。 病 毒 （ 经 病 毒 灭 活 验 证
，

、
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，

连续 批人凝血因 子 经干热 处理 其质量指标无 明显改变 。

法 ± 处理后 ， 可 灭活所加人指示病
讨论

毒 分 别 为 批

批 彡 经血 液 制 品 传 染 的 病毒 主要 有 、 、

批 為 〗
。

表 表明该灭 活方法 、 、细小病毒 】 等 ，其中 和 为非

是理想的 。 脂包膜病毒 其他为 脂包膜病毒 。 从上文结果可 以

看 出 其 相 应 指 示 病 毒 、 、 、 、

表 经干热处理相 应时 间 后残余 均可 被 、 干热两步灭活法所灭 活 。 法
病毒滴度值 （ 电扣“

主要针对脂包膜病毒 ，
而干热法 则对脂包膜与非脂

时

上
⑴ 批号删 批号蕭隱 批号卿

包膜病毒都有 良好效果 。 所有以上病毒在经过灭 活
冻干前

冻干后 后 其病 毒 滴 度都 降 低至 少 。 其 中 、

、
和 在灭活后其病毒的滴度都低于

可检测最小值 。 滴度降低虽然达到 但

其最终滴度略高于其他指示病毒 。 虽然 已符合国家

各 忘 标准 但 出 于谨慎考虑仍对其盲传 代进行细胞病

变观察 ，结果显示在经过 灭 活后 细 胞病 变

、 干热 处理 对人凝血 因 子 质量 的 影 即 已不再出 现 。 本方法共 灭 活 可 以保证

响 对 年的 批人 凝血 因 子 制 品 进 行 灭 活效果 。 此外
，
经过 、 干热处理后 ，

人凝

、 干热处理 ， 对加 热前后 的 样 品进行质量检 血因子谓制 品的主要质量指标与处理前相 比无明显

定 （ 表 。 结果显示制 品 能耐受 、 干 热 变化
， 可 以保证制 品 的质量 。

表 批样 品经干热处理前 后反应 制 品质量水平 的主要参数对 比

项 目

干 热前 干热后 干热前 干热后 干热前 干热后

真空外观

热原实验 合格 合格 合格 合格 合格 合格

溶解时 间 （

水份 （
％

〗

效价
（

综上所述
，

和 、 干热双重 灭 活病 ’

毒工艺无论对脂包膜病毒还是非脂包膜病毒都具有
° °

■ 丄， 上 十 山 辑 丄 丄— ， ’
：

良好的 灭活效果且对制 品质量指标 影 响不 显著 ，可
「

‘

在实验室中采用王丁 小

，
：
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