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疫苗生产现场检查指南
[bookmark: _Toc507517838][bookmark: _Toc507517912][bookmark: _Toc507519270][bookmark: _Toc507530036][bookmark: _Toc513724564]目的
为指导检查员对疫苗生产企业的生产现场检查，制定本指南，作为疫苗生产现场检查基础性技术指导文件。检查员可参照本指南的要求，对企业的生产和质量管理进行检查。检查过程中，检查员应依据《药品生产质量管理规范》及其附录来确定检查缺陷所涉及的条款。

[bookmark: _Toc496731613][bookmark: _Toc507517840][bookmark: _Toc507517914][bookmark: _Toc507519272][bookmark: _Toc507530038][bookmark: _Toc513724566]法规依据
1.《中华人民共和国药品管理法》
2.《中华人民共和国疫苗管理法》
3.《中华人民共和国药品管理法实施条例》
4.《中华人民共和国药典》
5.《药品注册管理办法》
6.《药品生产质量管理规范》及其附录
7.《药品注册核查管理规定》
8.《疫苗储存和运输管理规范》
9.《生物制品批签发管理办法》
10.《药品不良反应报告和监测管理办法》
11.《疫苗流通和预防接种管理条例》
12.《药品召回管理办法》
13.《药品说明书和标签管理规定》
14.《药品生产企业现场检查风险评定原则》
15.《医疗废物管理条例》
16.《病原微生物实验室生物安全管理条例》
17.《食品药品监管总局国家卫生计生委关于进一步加强疫苗流通监管促进疫苗供应工作的通知》（食药监药化监〔2017〕76号）
18.药监管理部门批准的制造及检定规程

[bookmark: _Toc496731614][bookmark: _Toc507517841][bookmark: _Toc507517915][bookmark: _Toc507519273][bookmark: _Toc507530039][bookmark: _Toc513724567]细胞基质、菌毒种和原辅料检查
细胞基质	
    细胞基质系指可用于疫苗生产的所有动物或人源的连续传代细胞系、二倍体细胞株、原代细胞及重组工程细胞等。企业应当按照《中国药典》和药品GMP要求建立符合生产要求的细胞库。生产和检定用细胞应符合现行《中国药典》三部生物制品通则中“生物制品生产检定用动物细胞基质制备及检定规程”的相关要求。
1) 生产和检定用细胞历史来源清晰、有证明资料。
2) 生产用原代细胞制备和检定应符合《中国药典》的要求；制备注射用减毒活疫苗的原代细胞和动物组织应来源于无特定病原体（SPF）级动物（包括鸡胚）；制备口服疫苗和灭活疫苗的原代细胞应来自清洁级或清洁级以上动物。
3) 传代细胞应按照《中国药典》要求建立细胞库并符合规定。工作细胞库的生物学特性、遗传学特性应与主细胞库一致，传代次数与已批准的要求一致，不应超过规定的代次。
4) 主细胞库、工作细胞库及生产终末代细胞应按照《中国药典》的要求进行检定。
5) 储藏容器应当在适当的温度下保存，并有明确的标签，标签应至少标记细胞的编号、名称、代次、批号、制备日期等内容。
6) 细胞库应在规定的条件下专用设备保存，专人负责；出入库应有规定和记录。
7) 细胞库存储区域应当建立人员授权、进出登记制度，避免非授权人员接触细胞。
8) 储存期间，应当能够对储存条件（例如，液氮液位等）进行适当的监控，及时发现储存条件变化，确保细胞的保存条件。
9) 细胞库，尤其是主细胞库应备份，并在不同地点保存，应考虑停电、火灾等应急情况的影响。
10) 应对工作细胞库复苏能力等进行考察，了解细胞储存期间的质量变化，考察可在疫苗生产过程中同步进行。
菌毒种	
菌毒种是指直接用于疫苗制造和检定的细菌、病毒、DNA重组工程菌等。疫苗生产用菌毒种应按照《中国药典》和药品注册要求建立种子批系统。生产用菌毒种需用动物传代时，应使用SPF级动物。
1) 生产和检定用菌毒种历史来源清晰、有证明资料。
2) 应在符合GMP条件下建立主种子批和工作种子批；工作种子批的生物学特性和遗传学特性应与主种子一致。
3) 应建立生产用菌毒种主种子批全基因序列的背景资料，减毒活疫苗主种子批应进行全基因序列测定，应对生产用菌毒种已知的主要抗原表位的遗传稳定性进行检测，并证明在规定的使用代次内其遗传性状是稳定的。减毒活疫苗中所含病毒或细菌的遗传性状应与主种子批一致。
4) 菌毒种标签上应至少标明菌毒种编号、名称、代次、批号、制备日期等内容。
5) 生产用菌毒种的存储设备需满足存储需要，菌毒种保藏应当备份，且备份种子批应储存于不同的地点或区域，在发生菌毒种储存设备故障、自然灾害等情况下，能够采取有效应对措施。
6) 菌毒种应在规定的条件下专用设备保存，专人负责；出入库应有规定和记录。
7) 菌毒种存储区域应当建立人员授权、进出登记制度，避免非授权人员接触菌毒种。
8) 菌毒种储存温度，应符合特定菌毒种的特征要求。储存期间，应当对储存条件进行监控，并应当具备报警功能，确保菌毒种储存条件符合要求。
9) 应对菌毒种工作种子批进行稳定性考察，及时了解菌毒种储存期间的质量变化，考察可在疫苗生产过程中同步进行。
10) 菌毒种操作应在相应的生物安全级别下进行。
11) 生产、科研及检定用菌毒种应分开存放，不得存放于同一设备。
[bookmark: _Toc507519276][bookmark: _Toc507530042][bookmark: _Toc513724570]（三）生产用原辅料
疫苗生产用原辅料管理应符合《中国药典》三部“生物制品生产用原材料及辅料质量控制规程”的规定，对原辅料进行分级管理。
原辅料检查要点：
1) 供应商应当经过评估与审计，供应商发生相关质量事件时，应通过有效方式告知采购方。
2) 生产用主要原材料、辅料的质量标准、取样量及过程。
3) 关注生产用原辅料的入厂验收、储存条件、出入库记录、留样等。
4) 动物源性原辅料应有非疫区来源证明。
5) 产品配制用稳定剂（例如，糖类、氨基酸、碳酸氢钠、明胶等）、佐剂及稀释剂（如氢氧化铝、氯化钠等）应符合相关质量标准和内控标准（如微生物限度、细菌内毒素等）。
6) 配制培养基、培养液、生产过程中使用的原材料（例如，氨基酸、维生素、牛血清、抗生素、蛋白质、无机盐、碳水化合物等）和各种溶液应符合相应质量标准；培养液及生产用溶液储存条件与时间应经过验证。
7) 生物制品工艺过程中使用的动物源性原辅料应证明无外源性或内源性病毒污染，分析方法应经过验证，其质量标准和检定方法应符合现行版药典或相关的法规。
[bookmark: _Toc485109935][bookmark: _Toc490483765][bookmark: _Toc490483828][bookmark: _Toc490483945][bookmark: _Toc496731615][bookmark: _Toc507517842][bookmark: _Toc507517916][bookmark: _Toc507519277][bookmark: _Toc507530043][bookmark: _Toc513724571][bookmark: _Toc490483766][bookmark: _Toc490483829][bookmark: _Toc490483946][bookmark: _Toc496731616]疫苗原液生产工艺检查
1. [bookmark: _Toc507519278][bookmark: _Toc507530044][bookmark: _Toc513724572]病毒性疫苗
病毒性疫苗包括减毒活疫苗、灭活疫苗，其生产工艺流程基本包括细胞制备、病毒接种、病毒培养、病毒收获、半成品配制和灌装等工序。灭活疫苗还包括灭活、纯化等。
[bookmark: _Toc490483768][bookmark: _Toc490483831][bookmark: _Toc490483948][bookmark: _Toc496731617][bookmark: _Toc507519279][bookmark: _Toc507530045][bookmark: _Toc513724573]细胞制备
细胞基质系指可用于生物制品生产的所有动物或人源的连续传代细胞系、二倍体细胞及原代细胞。原代细胞一般选用适当日龄并符合相关法规要求的健康动物或胚胎，包括原代地鼠肾细胞、鸡胚成纤维细胞等。传代细胞系包括vero细胞等。
1) 应对细胞生长状态、质量进行观察、确认。
2) 培养设备/设施应验证，关注培养温度、时间等参数，以及培养温度超标报警功能。
3) 细胞制备（复苏、培养、消化、分散）、洗换、取样等操作的防污染和防混淆措施，发生污染混淆事件后应按要求进行调查和处理。
4) 扩增传代过程中应当对细胞代次进行控制及确认。
5) [bookmark: _Toc490483769][bookmark: _Toc490483832][bookmark: _Toc490483949][bookmark: _Toc496731618]对照细胞外源因子应检测。
6) 采用细胞工厂、生物反应器等培养的应固定扩增倍数。
7) 应使用经批准的培养基配方。

[bookmark: _Toc507519280][bookmark: _Toc507530046][bookmark: _Toc513724574]病毒接种与培养
细胞培养有贴壁、悬浮等方式；培养容器有细胞瓶、转瓶、细胞工厂、生物反应器等。
该工艺阶段检查要点：
1) 根据MOI计算毒种用量并复核。
2) 病毒接种、换液、培养过程的防止污染与混淆措施。
3) 应建立观察细胞生长情况或细胞病变的程序。
4) [bookmark: _Toc485109939][bookmark: _Toc490483770][bookmark: _Toc490483833][bookmark: _Toc490483950][bookmark: _Toc496731619]应关注培养过程中参数的控制。培养控制参数包括温度、二氧化碳浓度、时间等，采用生物反应器进行培养时，还需关注溶氧、pH、转速等。
[bookmark: _Toc507519281][bookmark: _Toc507530047][bookmark: _Toc513724575]病毒收获
单次病毒收获液应按照注册标准进行检验，同一细胞批接种同一工作种子批病毒后培养，在不同时间的多个单次病毒收获液检定合格的可合并为一批病毒收获液。该工艺阶段检查要点：
1) 建立细胞病变判定标准或收获时间标准，确定收获时机。
2) 病毒收获、取样过程中的无菌控制。
3) [bookmark: _Hlk16170016]对单次收获液进行检定，重点关注病毒滴度和/或抗原含量、外源因子、无菌等项目。
4) 应规定单次收获液存放条件和效期，并有验证数据支持。
5) [bookmark: _Toc490483771][bookmark: _Toc490483834][bookmark: _Toc490483951][bookmark: _Toc496731620]多次收获的病毒培养液，如出现单瓶细胞污染，则与该瓶有关的任何一次病毒收获液均不得用于生产，且应进行污染调查。
[bookmark: _Toc507519282][bookmark: _Toc507530048][bookmark: _Toc513724576]原液制备
[bookmark: _Toc507519283][bookmark: _Toc507530049][bookmark: _Toc513724577]4.1病毒性减毒活疫苗
同一批毒种接种同一批细胞生产的多个单次病毒收获液经检定合格进行合并，即为原液。部分疫苗在进行合并时需有澄清过滤、浓缩等操作。
1) 检定合格的病毒收获液合并为原液（如检定周期较长，可在检定完成前进行原液制备，但该批制品放行应以完成所有项目且检定合格为前提）。
[bookmark: _Toc490483773][bookmark: _Toc490483836][bookmark: _Toc490483952][bookmark: _Toc496731622]2）应规定原液存放条件和效期，并有验证数据支持。
[bookmark: _Toc507519284][bookmark: _Toc507530050][bookmark: _Toc513724578]4.2病毒性灭活疫苗
病毒性灭活疫苗是指病毒经培养、收获、浓缩、灭活、纯化后制成的疫苗。
[bookmark: _Toc490483774][bookmark: _Toc490483837][bookmark: _Toc496731623][bookmark: _Toc507519285][bookmark: _Toc507530051][bookmark: _Toc513724579]4.2.1病毒浓缩
同一细胞批生产的病毒收获液经检验合格可进行合并。合并的病毒液，经微滤、离心等方式澄清后，经超滤、离心或其它方法按照一定的倍数浓缩。
1) 应对病毒浓缩的关键参数（例如浓缩倍数等）进行控制，控制参数应经过验证。
2) 采用微滤方式澄清的，应对滤膜孔径等关键参数进行控制。
3) 采用离心方式澄清的，应对离心力或转速、离心时间等关键参数进行控制。
4) 采用超滤方式浓缩的，应对超滤膜包（或者中空纤维超滤膜）单位面积处理量、进出口压力、以及流量流速等关键参数进行控制；超滤膜包的使用次数应有数据支持。
5) 与病毒液直接接触的设备采用的清洁方法应经过验证，尤其应关注用于处理不同亚型病毒的共线设备。
6) [bookmark: _Toc490483775][bookmark: _Toc490483838][bookmark: _Toc496731624]应规定浓缩病毒液存放条件和效期，并有验证数据支持。病毒浓缩液贮存的设施设备（如冷库）应经过验证并有温度监控和超温报警功能。
[bookmark: _Toc507519286][bookmark: _Toc507530052][bookmark: _Toc513724580]4.2.2病毒灭活
病毒液加入一定浓度的灭活剂（如甲醛、β-丙内酯），置适宜温度下孵育一定时间进行病毒灭活。病毒性灭活疫苗可在不同工艺阶段进行灭活。
1) 灭活工艺应当进行验证。
2) 病毒液应在规定的蛋白含量或其他适宜的指标范围内进行病毒灭活。
3) 病毒灭活应关注灭活剂种类、浓度、均一性、灭活温度和时间等参数。
4) [bookmark: _Toc490483776][bookmark: _Toc490483839][bookmark: _Toc496731625]病毒灭活程序一经结束，每个灭活容器均应立即取样，分别进行病毒灭活验证试验。
[bookmark: _Toc507519287][bookmark: _Toc507530053][bookmark: _Toc513724581]4.2.3病毒纯化
病毒性灭活疫苗的纯化工艺通常将数种不同原理的纯化方法（如柱层析、超滤、离心等）相结合，从而达到有效去除杂质的目的。
1) 微滤工艺应关注滤膜孔径等关键参数。
2) 离心工艺应对离心转速、时间、介质梯度范围和温度等关键参数进行控制。
3) 超滤工艺应对浓缩倍数、膜包的截留分子量进行控制，对膜包/中空纤维超滤膜的完整性和水通量进行检测。应明确膜包的使用寿命、保存条件。
4) 柱层析工艺应对层析介质、缓冲液离子强度（盐浓度）和pH值、流速及压力、平衡体积、上样量、收样范围等进行控制；不同产品纯化的层析柱应专用，同一产品不同生产阶段不得使用同一层析柱。
5) 明确规定层析柱的合格标准及使用寿命，使用寿命应经验证；层析柱的清洁或消毒、保存和再生的验证，用于处理不同亚型病毒的共线纯化设备应经过验证。
6) 柱层析工艺应对层析系统设备进行验证，包括系统设备关键传感器的校验（通常为紫外、电导、流速、pH等）、关键配件的更换标准或周期、系统清洁或消毒验证等。
[bookmark: _Toc490483777][bookmark: _Toc490483840][bookmark: _Toc496731626][bookmark: _Toc507519288][bookmark: _Toc507530054][bookmark: _Toc513724582]4.2.4原液制备
来源于同一细胞批的病毒收获物经过浓缩、灭活以及纯化等工艺步骤，可获得原液。
1) 应规定原液取样量、取样方式、保存条件等。
2) 原液保存应验证存放条件和效期。
3) [bookmark: _Toc490483778][bookmark: _Toc490483841][bookmark: _Toc490483953][bookmark: _Toc496731627]原液存放容器的清洁与灭菌方式应经过验证。
1. [bookmark: _Toc507519289][bookmark: _Toc507530055][bookmark: _Toc513724583]细菌性疫苗
细菌性疫苗主要分为减毒活疫苗、类毒素疫苗、多糖疫苗和多糖蛋白结合疫苗，其生产工艺流程基本包括菌种培养、发酵、收获、杀菌、纯化、脱毒、蛋白结合、半成品配制和灌装等工序。
1. [bookmark: _Toc490483780][bookmark: _Toc490483843][bookmark: _Toc490483955][bookmark: _Toc496731628][bookmark: _Toc507519290][bookmark: _Toc507530056][bookmark: _Toc513724584]菌种培养
菌种培养是指工作种子批菌种经过复苏、传代扩增至规定代次和规模，获得生产用种子用于大罐（发酵）培养。
1) 菌种传代期间，应进行纯菌检查或染色镜检以确保用于扩大培养的种子无污染。
2) 培养条件应控制温度、时间、二氧化碳浓度等参数，液体培养的应考虑搅拌及通气。
3) 可采取镜检、OD值测定、pH值测定、絮状单位测定等方法对细菌的生长状态进行观察。
4) [bookmark: _Toc490483781][bookmark: _Toc490483844][bookmark: _Toc490483956][bookmark: _Toc496731629]应使用经批准的培养基配方。
[bookmark: _Toc507519291][bookmark: _Toc507530057][bookmark: _Toc513724585]发酵培养
生产用种子按规定的比例接种至大罐培养基，采用合适的培养条件，在培养过程中应取样进行纯菌检查或染色镜检，以保证没有杂菌污染。
1) 生产用种子应为批准的固定代次。
2) 应使用经批准的培养基配方。
3) 大罐培养过程中溶氧、pH值、温度、搅拌速度和通气量等参数的监测与记录。
4) 培养过程中细菌浓度、抗原滴度、血凝滴度、絮状单位的检测和确认。关注细菌的生长曲线及收获期状态。
5) 培养物杀菌温度、时间、搅拌速度、杀菌剂浓度的控制和确认。
6) 对发酵罐（系统）各项功能（参数控制、数据采集等）进行验证和确认。
7) [bookmark: _Toc490483782][bookmark: _Toc490483845][bookmark: _Toc490483957][bookmark: _Toc496731630]发酵结束后发酵罐的清洗、消毒的验证及确认。
[bookmark: _Toc507519292][bookmark: _Toc507530058][bookmark: _Toc513724586]细菌性减毒活疫苗
细菌性减毒活疫苗指采用病原微生物的自然弱菌株或经培养传代等方式减毒处理后，获得致病力减弱、免疫原性良好的病原微生物减毒株制成的活疫苗。细菌类活疫苗最具代表的是皮内注射用卡介苗、皮上划痕鼠疫活疫苗、皮上划痕人用炭疽活疫苗和皮上划痕人用布氏菌活疫苗等。
该工艺阶段检查要点（以下主要针对卡介苗）：
1) 应依据相关标准确认菌膜。
2) 对摇瓶机转速（设备参数）、研磨条件（温度、时间等）进行验证确认。
3) 在菌体收集、压干和研磨过程中，应对压力进行确认。
4) 对菌液均匀度进行监测。
5) [bookmark: _Toc490483784][bookmark: _Toc490483847][bookmark: _Toc490483958][bookmark: _Toc496731632]卡介苗发酵培养结束后，应逐瓶检查，若有污染、湿膜、浑浊等情况应废弃。
[bookmark: _Toc507519294][bookmark: _Toc507530060][bookmark: _Toc513724587]细菌性多糖疫苗
[bookmark: _Toc490483785][bookmark: _Toc490483848][bookmark: _Toc496731633]细菌性多糖疫苗是指采用各种生物技术提取细菌的荚膜多糖抗原，经纯化后加入适宜的稳定剂制造而成的疫苗。
[bookmark: _Toc513724588]4.1杀菌与多糖收获
大罐培养结束后进行杀菌，一般采用甲醛杀菌，如伤寒沙门氏菌、脑膜炎球菌以及b型流感嗜血杆菌；也可采用脱氧胆酸钠溶液或冷酚溶液进行杀菌，如肺炎球菌。杀菌后，采用离心法或其他合适方法去除菌体，收集上清液提取多糖。
1) 培养终点（时间、细菌浓度、pH值等）的确定，并进行纯菌检查。
2) 杀菌方法验证、杀菌剂加入量及相关参数如温度、时间、搅拌速度的控制与确认。
3) 关注人员操作规范和活菌操作区生物安全防护措施。
[bookmark: _Toc490483786][bookmark: _Toc490483849][bookmark: _Toc496731634][bookmark: _Toc507519295][bookmark: _Toc507530061][bookmark: _Toc513724589]4.2多糖纯化
多糖纯化包括多糖粗制和多糖精制过程。
1) 关注多糖粗制、精制过程的控制参数。
2) 粗制多糖、精制多糖的存放条件和效期，应有验证数据支持。
3) 关注共用生产设备的清洁和避免交叉污染的措施。
4) 纯化过程中通常会使用多种有机溶剂，关注有机溶剂的使用及去除验证和监测。
[bookmark: _Toc490483787][bookmark: _Toc490483850][bookmark: _Toc496731635][bookmark: _Toc507519296][bookmark: _Toc507530062][bookmark: _Toc513724590]4.3原液制备
多糖疫苗的原液是指将干燥后冷冻保存的精制多糖，用灭菌注射用水或灭菌磷酸盐缓冲液溶解，再经除菌过滤之后获得的疫苗中间品，称作多糖原液，对于多价疫苗则称为混合前单价多糖原液。
1) 关注原液批号，尤其对于多价疫苗的各型抗原，应有防止批号混淆、出错的预防措施。
2) 原液保存温度、保存条件（避光、防潮）和效期，应进行验证。
[bookmark: _Toc490483797][bookmark: _Toc490483856][bookmark: _Toc490483960][bookmark: _Toc496731641][bookmark: _Toc507519302][bookmark: _Toc507530068][bookmark: _Toc513724591]细菌类毒素
细菌类毒素的生产工艺包括菌种制备、大罐培养及收获、抗原/毒素纯化、脱毒等工艺。
[bookmark: _Toc513724592][bookmark: _Toc490483798][bookmark: _Toc490483857][bookmark: _Toc496731642][bookmark: _Toc507519303][bookmark: _Toc507530069]5.1杀菌及毒素收获
大罐培养结束、纯菌检查合格后，向培养液中加入适宜浓度的杀菌剂杀菌，按批准的工艺进行纯化或脱毒。
1) 应对毒素效价（絮状单位）、血凝滴度、细菌浓度等进行监测，并确定培养终点。
2) 关注人员活菌操作区生物安全防护措施。
3) 杀菌方法应经过验证（杀菌方法具体参数：杀菌剂、浓度、时间）。
4) 毒素效价、血凝滴度检测方法应经过实验室适用性确认。
[bookmark: _Toc513724593]5.2毒素精制纯化
应用经批准的方法对收获液纯化得到精制毒素。一般多采用硫酸铵盐析、蔗糖密度梯度离心、透析或超滤等方法。
1) 毒素纯化方法验证。
2) 硫酸铵添加方式、浓度、盐析时间的控制和确认。透析或超滤后残留硫酸铵的测定。
3) 过滤方式、设备、材质、孔径的选择和确认，过滤操作参数的控制和确认。
4) 离心温度、转速和时间的控制和确认，蔗糖密度梯度离心需对蔗糖浓度的确认。
5) 中间品的储存方式、条件和储存时限应经过验证。
[bookmark: _Toc513724594]5.3脱毒及类毒素制备
精制抗原/毒素需对毒性组份进行脱毒，脱毒剂包括甲醛、戊二醛等。脱毒并去除脱毒剂后即为精制类毒素。
1) 脱毒时抗原/毒素浓度的控制和确认。
2) 脱毒剂的添加顺序、浓度及加入比例的控制和确认。
3) 脱毒温度、时间控制和确认。
4) 脱毒试验结果的确认。
5) 去除脱毒剂的方法应经过验证。
6) 中间品的储存方式、条件和储存时限应经过验证。
[bookmark: _Toc513724595]5.4类毒素原液制备
将精制类毒素中根据工艺要求加入适宜防腐剂，经过除菌过滤，即为精制类毒素原液。
1) 原液保存条件和效期应经过验证。
2) 关注原液质量标准和检测结果，尤其是毒性逆转试验、效价试验、絮状单位、纯度、无菌检查、特异性毒性检查。
[bookmark: _Toc513724596]细菌性多糖蛋白结合疫苗
[bookmark: _Toc490483800][bookmark: _Toc490483859][bookmark: _Toc490483961][bookmark: _Toc496731644]多糖蛋白结合疫苗是指采用化学的方法将具有载体效应的蛋白质分子与荚膜多糖通过共价结合方式连接起来所制成的耦联疫苗。
[bookmark: _Toc490483789][bookmark: _Toc490483852][bookmark: _Toc496731637][bookmark: _Toc507519298][bookmark: _Toc507530064][bookmark: _Toc513724597]6.1多糖抗原制备
[bookmark: _Toc490483790][bookmark: _Toc490483853][bookmark: _Toc496731638]多糖抗原的制备及其工艺检查要点，参考“五、（二）、4.细菌性多糖疫苗”章节。
[bookmark: _Toc507519299][bookmark: _Toc507530065][bookmark: _Toc513724598]6.2载体蛋白制备
用于结合疫苗的载体蛋白，目前已知的有破伤风类毒素TT、白喉类毒素DT、无毒的白喉突变株毒素CRM197、B群脑膜炎球菌外膜蛋白复合物OMP等。
类毒素载体蛋白的生产工艺（破伤风类毒素和白喉类毒素）基本相同，采用柱色谱法或其他经批准的方法对精制类毒素原液进一步纯化，并配制至适宜浓度即成载体蛋白。重组表达的载体蛋白检查要点可参考重组类疫苗。
1）载体蛋白各项质量指标应符合《中国药典》与产品注册标准的要求，尤其应注意载体蛋白的纯度。
2）纯化过程关键工艺参数的控制，柱层析工艺应对层析介质、缓冲液离子强度（盐浓度）和pH值、流速及压力、平衡体积、上样量、收样范围等进行控制。
3）明确规定层析柱的合格标准及使用寿命，层析柱的清洁或消毒、保存和再生的验证。
4）柱层析工艺应对层析系统设备进行验证，包括系统设备关键传感器的校验（通常为紫外、电导、流速、pH等）、关键配件的更换标准或周期、系统清洁或消毒验证等。
[bookmark: _Toc490483795][bookmark: _Toc490483854][bookmark: _Toc496731639][bookmark: _Toc507519300][bookmark: _Toc507530066][bookmark: _Toc513724599]6.3结合物制备
多糖抗原与载体蛋白之间的结合是利用多糖和蛋白分子中存在的羧基、半缩醛、氨基/亚氨基、巯基/二硫键、羟基等功能键，通过共价结合完成的。目前常见的方法是溴化氰（CNBr）活化法和还原氨基化法等方法。多糖抗原与载体蛋白的结合反应结束后，将结合反应混合物用适宜的液体透析或超滤透析，即获得多糖蛋白结合物。
1) 应建立测定多糖活化或/和蛋白活化程度的方法、关键参数的控制。
2) 采用透析或超滤工艺去除多糖衍生物、蛋白衍生物中残留的化学试剂应进行验证。
3) 关注剧毒化学试剂管理。
4) 衍生物、结合物保存条件和时间应进行验证。
[bookmark: _Toc490483796][bookmark: _Toc490483855][bookmark: _Toc496731640][bookmark: _Toc507519301][bookmark: _Toc507530067][bookmark: _Toc513724600]6.4结合物纯化与原液制备
多糖结合物经柱层析等方法纯化得到结合物原液。
1) 层析柱纯化方法、介质使用次数（即寿命）、层析柱清洁方法等应进行验证。
2) 原液的储存方式、条件和储存时限应经过验证。
3) 关注原液检测结果，尤其是多糖含量、多糖与蛋白质比值、高分子结合物含量或游离多糖含量、细菌内毒素含量、化学试剂残留量等。
1. [bookmark: _Toc513724082][bookmark: _Toc513724601][bookmark: _Toc507519305][bookmark: _Toc507530071][bookmark: _Toc513724602]基因工程疫苗
基因工程疫苗是采用基因重组技术将编码病原微生物保护性抗原的基因重组到细菌（如大肠杆菌）、酵母或细胞，经培养、增殖后，提取、纯化所表达的保护性抗原制成的疫苗，如重组乙型肝炎疫苗等。
1. [bookmark: _Toc507519306][bookmark: _Toc507530072][bookmark: _Toc513724603]种子复苏
工作代种子接种在适宜的培养基上，经传代扩增至规定代次和规模，获得生产用种子。
1) 菌种或细胞种子遗传稳定性确认。
2) 培养物做纯菌检查，确保种子培养液无污染。
3) 生产用种子代次应为批准的固定代次。
4) 生长状态观察及生物学特征确认。
5) 应使用经批准的培养基配方。
[bookmark: _Toc507519307][bookmark: _Toc507530073][bookmark: _Toc513724604]发酵培养和收获
生产用种子按比例接种至大罐培养基发酵培养，根据细菌或细胞的生长特性在发酵过程中适当补充所需的营养物，控制培养温度、搅拌速度、通气量、通气方式、罐压等，同时监控溶氧、pH值、生长浓度等。培养过程或培养结束取样进行纯菌检查。
1) 细胞培养时对照细胞外源因子检测应符合规定。
2) 关注培养曲线及收获期状态（培养时间、培养浓度）；发酵培养的工艺验证数据。
3) 收获培养物纯度、质粒保有率（外源基因拷贝数）检查。
4) 细胞培养所使用的生物源性物料（如牛血清、胰蛋白酶）的质量控制及使用浓度。
5) 应使用经批准的培养基配方。
6) 大罐培养过程中溶氧、pH值、温度、搅拌速度和通气量等参数的监测与记录。
[bookmark: _Toc507519308][bookmark: _Toc507530074][bookmark: _Toc513724605][bookmark: _Toc490483803][bookmark: _Toc490483862][bookmark: _Toc490483964][bookmark: _Toc496731646]纯化
将收获的菌体或细胞经适宜方法破碎，以过滤、离心超滤等方法去除菌体/细胞（或碎片），超滤后的料液进行盐析或凝胶吸附进行粗纯；使用密度梯度离心法、层析法等进行精纯。
1) 关注破碎、离心、深层过滤、超滤、盐析等工序的各项质量控制参数。 
2) 柱层析工艺应对层析系统设备进行验证，包括系统设备关键传感器的校验（通常为紫外、电导、流速、pH等）、关键配件的更换标准或周期、系统清洁或消毒验证等。
3) 密度梯度离心纯化方法和柱层析纯化方法的介质使用次数和层析柱清洁方法等应进行验证。
4) 应验证纯化过程中所使用的表面活性剂和沉淀剂已有效去除。
5) 纯化后如需进行甲醛处理，应控制蛋白浓度、温度、加入的甲醛浓度和作用时间。
6) 中间品的储存方式、条件和储存时限应经过验证。
原液制备
纯化产物稀释和除菌过滤后即为原液。
1) 应评估除菌过滤前药液微生物负载状况，除菌滤芯在使用前后应进行完整性检测。
2) 关注抗原收获率，包括收获率控制范围。
3) 原液应进行无菌检查、蛋白质浓度、特异蛋白带、纯度、细菌内毒素、末端氨基酸序列等检查；重组细胞株生产的原液还应关注牛血清白蛋白残留量、细胞DNA残留量、细胞蛋白残留量测定。
[bookmark: _Toc490483804][bookmark: _Toc490483863][bookmark: _Toc490483965][bookmark: _Toc496731647][bookmark: _Toc507517843][bookmark: _Toc507517917][bookmark: _Toc507519312][bookmark: _Toc507530078][bookmark: _Toc513724607]五、疫苗半成品配制、分装、（冻干）、轧盖、灯检
半成品配制包括加入原液、辅料、混合均一、除菌过滤等工序。辅料包括佐剂、稳定剂、赋型剂以及防腐剂等。半成品的配制、分装、冻干、轧盖工艺应经过验证，并经过无菌工艺模拟试验证明其无菌保证水平符合要求。
1) 半成品各组分（如原液、佐剂、稳定剂、稀释液、防腐剂等）实际加入量应与计算量一致。
2) 佐剂配制及储存应经过验证，并有质量标准及稳定性数据。
3) 吸附过程应进行控制，并明确控制指标。
4) 各组分的加入顺序应符合工艺要求，并按经过验证的参数（如转速、搅拌时间等）混合，确保半成品均一性。
5) 半成品需要存放的，应保存在合适的容器中并按经过验证的条件（如温度、时间）下储存。
6) 半成品转运应采取有效措施（如温度、时间、密封性等）控制质量（包括无菌、有效物质含量等）。
7) 对于混悬状或含有佐剂的疫苗产品，还应当关注分装过程中的产品的均一性。
8) 对温度较为敏感的疫苗制品，关注分装过程中的对产品温度的控制措施。
9) 半成品配制、分装及轧盖应在规定的时限内完成。
10) 关注分装后剩余半成品及活菌活毒区污物的灭活处理措施。
11) 应按要求对制品进行灯检，使用自动灯检机进行灯检前，应进行灯检功能测试。
12）关注产品生产过程中脱冷链时间与稳定性支持数据。
[bookmark: _Toc490483805][bookmark: _Toc490483864][bookmark: _Toc490483966][bookmark: _Toc496731648][bookmark: _Toc507517844][bookmark: _Toc507517918][bookmark: _Toc507519313][bookmark: _Toc507530079][bookmark: _Toc513724608]六、疫苗生产质量管理
疫苗生产质控管理包括菌毒种细胞库管理、物料及供应商管理、生产现场管理、动物管理、校准管理、验证与确认管理、文件管理、设施设备维保管理、偏差管理、变更管理、纠正预防管理、药物警戒管理、稳定性管理、质量控制管理、相容性管理、环境监测、投诉/召回管理、公用系统管理、储运管理等方面。
1.   产品质量回顾
企业应按照GMP要求做好产品年度质量回顾，还应包括以下内容：
1）品种工艺介绍（生产工艺流程图，关键质量属性，关键工艺参数；如有变更，变更应符合相关注册要求，变更前后的工艺比较、接受标准及工艺评估）。
2）菌毒种、细胞基质的管理及使用情况（菌毒种、细胞的关键属性的监测）。
3） 生产过程控制（关键工艺参数、中间产品、物料平衡、收率等）。
4）产品详细的生产及检验情况（批号、菌毒种、批间一致性、产品产量的溯源情况列表）、批量、检验及批签发情况。
5）成品的储存和发运（存储温度和运输温度评价）。
6）产品的流向信息（成品的流向情况，包括原液批号、成品批号、数量、去向）。
7）关键质量属性分析（原液、半成品、成品关键质量属性的趋势分析；稳定性考察趋势分析）。
[bookmark: _Toc485109991][bookmark: _Toc490483807][bookmark: _Toc490483866][bookmark: _Toc490483968][bookmark: _Toc496731649]8）应对汇总的数据进行分析，对产品的生产情况和质量管理进行总结，提出建议。
1. [bookmark: _Toc507519314][bookmark: _Toc507530080][bookmark: _Toc513724609]生产区污染控制
1) 应尽可能使用封闭系统提高无菌保障和隔离水平。在工艺中使用开放系统时，应采取有效的控制措施，防止污染、交叉污染、混淆和差错。
2) 应避免与产品直接接触物品清洗/灭菌后的二次污染。
3) 取样、加料、中间品转运时，应确保各类连接的无菌保障程度。
4) 关注生产用微生物活菌活毒区与非活菌活毒区的分区控制。活菌活毒区工器具传出至非活菌活毒区之前，应充分灭活；灭活前、后工器具应分区放置，避免交叉污染；活菌活毒区与非活菌活毒区人流、物流通道应分开设置；活菌活毒区与非活菌活毒区、灭活前与灭活后区域的净化空调系统应分别设置，活菌活毒区应相对负压。
5）中间产品、半成品的储存容器变更，例如变为一次性系统，应做变更控制、相容性试验及稳定性试验等研究工作，加强实物验收和供应商审计。
[bookmark: _Toc496731650][bookmark: _Toc507519315][bookmark: _Toc507530081][bookmark: _Toc513724610][bookmark: _Toc485109992][bookmark: _Toc490483808][bookmark: _Toc490483867][bookmark: _Toc490483969]QC实验室管理
除对实验室常规检查外，还应重点关注疫苗产品鉴别、效力试验、特异性毒性试验、病毒滴度、抗原含量检测、宿主蛋白残留、DNA残留等。
1) 测定方法应进行验证或确认。
2) 新建立或改良的方法应进行方法学验证，还应与传统方法进行比较，并关注变更后方法的注册合规性。
3) 标准品/参考品应可溯源。如自制工作标准品/参考品，应建立质量标准，每批用法定标准品/参考品进行标化并确定有效期。
4）应使用符合相关要求或级别的实验动物，除另有规定外，均应使用清洁级或清洁级以上的动物；小鼠应来自封闭群动物或近交系动物。
5）动物实验人员应为专职人员，并应当经过培训。
[bookmark: _Toc496731651]6）实验动物应来源清晰。
[bookmark: _Toc485109993][bookmark: _Toc490483809][bookmark: _Toc490483868][bookmark: _Toc490483970][bookmark: _Toc496731652][bookmark: _Toc507519317][bookmark: _Toc507530083][bookmark: _Toc513724614]产品稳定性管理
1. 应有稳定性考察方案或计划，包括研究对象、批次、样品数量、环境（如温度、湿度、光照、震动等）、时间、考察项目、检测方法、质量标准等。
1. 中间产品（涉及储存的）、原液、半成品（涉及储存的）、成品及佐剂等应进行稳定性考察。
1. 稳定性考察时应注意生产的最差条件的选择，比如选择近效期的原液配制的成品、停产后恢复生产的首批次成品等。
1. 稳定性考察的样品应具有代表性，如工艺验证、偏差涉及的批次、新申报的疫苗及变更引起的稳定性考察一般至少三批。上市产品每种规格、每种包装形式应每年至少考察一批。
[bookmark: _Toc485109995][bookmark: _Toc490483811][bookmark: _Toc490483870][bookmark: _Toc490483972][bookmark: _Toc496731654][bookmark: _Toc507519319][bookmark: _Toc507530085][bookmark: _Toc513724616]共线生产管理
共线生产管理应符合《中国药典》、《药品生产质量管理规范》及其附录中的相关规定。
在原液生产过程中有某些特定活生物体的阶段，应当根据产品特性和设备情况，采取相应的预防交叉污染措施。
[bookmark: _Hlk497122373]在产品分装阶段，使用同一分装间、分装设备分装、冻干不同产品的，应当关注其防止交叉污染的措施。
1） 卡介苗与结核菌素应在独立厂房内生产，严格分开。
2） 炭疽杆菌、肉毒梭状芽孢杆菌和破伤风梭状芽孢杆菌应在专用的设施内生产。
3） 减毒活疫苗与灭活疫苗、不同给药途径的疫苗不能在同一分装间、同一分装冻干设施进行分装和冻干。
4） 对于共线生产的风险评估报告，应包括人流和物流、微生物控制、活性物质的理化特性、工艺特点、清洁工艺、环境监测、控制策略、残留成分限度检测能力评估等。
5） 关注防止交叉污染的措施（例如采用阶段式生产、封闭系统、直接接触产品的生产工具按品种专用、一次性使用系统等）。
6） 共用设施设备的清洁验证。
7） [bookmark: _Toc496731655]共线产品交叉污染控制效果评价（如年度报告）。
储存和运输
[bookmark: _Toc496283855][bookmark: _Toc496731224][bookmark: _Toc496731656]疫苗的储存和运输应符合《疫苗流通和预防接种管理条例》及其相关规定。
1） 冷库、冷藏车及冷藏箱应根据国家要求及GSP标准进行验证，包括热分布，断电、开门、外界环境等恶劣条件挑战试验。
2） 疫苗应实施效期预警管理，疫苗应按照规定的发货顺序进行发货，无法在有效期内配送至接种单位的疫苗不得进入流通环节。
3） 如采用配送企业运送产品，应当符合上述有关规定，至少包括资质审核、配送能力评估、签订储存配送合同和质量协议、配送企业资料备案等。
4） 发运记录应完整，至少包括产品名称、规格、批号、数量、收货单位和地址、联系方式、发货日期、运输方式等。
5） 追溯体系应完整，应保证疫苗最小包装单位生产和销售环节的可追溯性。
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