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论工艺特异性宿主细胞蛋白检测方法在重组蛋白 
药物质控中的必要性

王  平，刘岩峰 *

（沈阳药科大学生命科学与生物制药学院，沈阳 110016）

摘 要：目的 论证工艺特异性宿主细胞蛋白（Host Cell Protein，HCP）检测方法在重组蛋白药物质控中的必要

性，为工艺特异性 HCP 检测方法的开发策略提供合理化建议。方法 利用文献研究、法规研究和对比研究等方式，

论证工艺特异性 HCP 检测方法的必要性，采用归纳总结的方式概况行业内常用的技术路线，对工艺特异性 HCP 检

测方法的开发策略提出合理化建议。结果 依据法规对 HCP 残留量的限度要求及文献中对 HCP 的研究案例，论证

了在重组蛋白药物质控中采用工艺特异性 HCP 检测方法的必要性，并根据药物研发过程中不同阶段的特点，总结

出工艺特异性 HCP 检测方法的开发策略及技术路线。结论 推荐药物研究机构在Ⅱ期临床阶段完成商品化试剂盒

向工艺特异性 HCP 检测方法的转换，并推荐采用构建空质粒细胞来表达制备 HCP，进而开发工艺特异性 HCP 检测

方法的技术路线。
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0  引  言

随着基因工程技术的发展，许多重组蛋白药物是通过重

组 DNA 技术构建的宿主细胞（如细菌、酵母或哺乳细胞、昆

虫或植物细胞系）来生产的。在生产过程中，由宿主细胞衍生

的非目标物质将不可避免的引入工艺流程，包括宿主细胞蛋白

（HCP）、核酸（DNA）、脂类和其他与工艺相关的杂质。生物制

品中残留 HCP 的质量控制检测，往往是产品杂质控制中的核

心指标之一，各国法规中都有涉及 HCP 的论述。生物制品中

残留的 HCP 可能影响产品质量、安全性和有效性，主要原因

是 HCP 可能诱导产生抗 HCP 抗体，从而引起临床过敏反应，

其次是药品中残留的 HCP 也可能起到免疫佐剂的作用，诱导产

生抗药抗体 [1]。对于所有重组蛋白，此类杂质的存在均引发了

产品潜在免疫原性的问题，因此，应对此类杂质进行鉴别、评

估和分析 [2]。目前医药行业内有多种技术方法可对残留 HCP 展

开分析，如酶联免疫吸附测定法（ELISA）、免疫印迹法（Western 

Blot）、质谱法及邻位连接分析法（PLA）等 [3]，但至今为止，

ELISA 法因其检测覆盖率广、灵敏度高等特点，仍是众多技术

手段中的标准方法。本文旨在论证基于 ELSIA 原理的工艺特异

性 HCP 检测方法在重组蛋白药物质控中的必要性，探讨工艺特

异性 HCP 检测方法的开发策略，为医药行业内研究机构改进

HCP 的检测方法提供参考。

1  重组蛋白药物质控中 HCP 检测的难点

HCP 是用于重组蛋白药物生产的宿主细胞编码产生的蛋

白质，大都为各自宿主所特有，且其组成与丰度取决于多种因

素。首先，生物制品中 HCP 的组成与宿主表达系统本身密切

相关，如大肠杆菌有约 4300 个蛋白编码基因 [4]，而哺乳动物细

胞，如常用的小鼠骨髓瘤细胞（NS0）和中国仓鼠卵巢细胞（CHO）

约有 30000 个基因 [5-6]。其次，生物制品中 HCP 的组成与重组

蛋白在宿主细胞中的表达方式有关 [7]，例如，大肠杆菌系统可

直接将重组蛋白表达在细胞质中或分泌到周质腔中，而哺乳动

物细胞则可分泌到培养基中，不同的表达方式会导致重组蛋白

中所含的 HCP 的组成和丰度不同。另外，生物制品中所含 HCP

的组成与纯化方式也密切相关，在纯化的不同步骤中 HCP 的组

成可能会发生变化 [7-8]。

作为工艺相关杂质的一个重要类别，HCP 是重组蛋白药物

工艺开发过程中被重点关注和监测的对象之一，制造商必须证

明 HCP 的清除情况以确保药物的纯度、生产过程的一致性和用

药患者的安全性 [9]，但HCP检测往往面临着众多难点和挑战 [10]：

（1）样品中仅有少量或痕量的 HCP，其残留限度的监管标准通常

为 1~100 ppm（ppm 即百万分之一）[11]，而大量存在的重组蛋白
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药物很可能影响检测；（2）样品中的 HCP 种类多样，且很可能

随着工艺发生变化；（3）所用的检测方法需能在短时间内测定大

量不同的杂蛋白。

2  开发工艺特异性 HCP 检测试剂盒的必要性

随着技术进步，行业内已有多种测定 HCP 的方法，但

ELISA 法仍然是检测 HCP 的主要方法，且因其能较好地解决

HCP 检测过程中面临的众多难题，已被收录到各国药典 [1,12]。

对于一些通用的基因工程细胞，比如大肠杆菌、毕赤酵母等，

已有商品化的 ELISA 检测试剂盒和标准方法，可以用于检测大

多数的 HCP，但商品化的试剂盒可能无法测定一些工艺特异性

杂蛋白 [13]。这是因为商品化的 HCP 检测试剂盒为确保其广泛

的市场适用性，往往只采用基因改造前的原始宿主细胞的菌体

蛋白作为标准品并制备抗体，所以检测不到一些重组工程细胞

在表达重组产品时伴随共表达的辅助蛋白或标签蛋白，以及因

基因或代谢环境改变而产生明显丰度变化的菌体蛋白。一个相

关的例子曾被报道 [14]，在生长激素药物（Omnitrope）的临床开发

期间意外观察到抗治疗抗体形成率极高（高达 60%），该品种最

初使用商业化试剂盒对临床样本进行检测，结果显示 HCP 值为

20 ppm，随后使用了特定工艺的检测方法进行检测，结果显示

HCP 值实际上要高得多（约 1400 ppm），这导致使用早期临床批

次药品的受试者产生了抗 HCP 抗体，并因 HCP 的佐剂作用，

增加了受试者 ATA 的发生率。此外，有研究也表明，在对比检

测研究中约 62% 的大肠杆菌 HCP（应为特定工艺的 HCP）无法通

过非特定工艺的商业 ELISA 试剂盒检测到 [15]。因此，基于商品

化试剂盒的局限性，在临床研究的中后期采用工艺特异性 HCP

检测试剂盒成为一种必然的选择，尤其对于一些临床使用剂量

较大的重组蛋白品种，如单抗、重组人血白蛋白等。

3  工艺特异性 HCP 检测方法的开发策略

3.1  工艺特异性 HCP 检测方法的开发阶段

重组蛋白药物的研究往往需要较长周期，几年甚至十几年的

时间。在研究初期，采用商品化的 HCP 检测试剂盒来控制 HCP 残

留水平是一个较好选择，而随着工艺的逐步稳定，开发工艺特异性

HCP 检测试剂盒逐渐成为行业内一种发展趋势。工艺特异性 HCP

检测方法即采用工艺专属的宿主蛋白，而不是宿主细胞的全谱蛋

白，来作为标准品并制备相应的检测抗体 [16]。开发工艺特异性HCP

检测试剂盒是一个复杂的过程，涉及多个环节，包括 HCP 抗原的

制备、免疫动物制备 HCP 多抗、抗体标记及覆盖率研究、ELSIA

方法开发、方法验证等。其中，制备获得具有工艺特异性的 HCP

和制备得到高质量的抗体是最重要的两个环节，其要点如下。

（1）工艺特异性 HCP 的制备。国内法规中只论述了采用

ELSIA 法检测 HCP，但对于如何制备 HCP 标准品并无论述。

参考国外法规 [1]，工艺特异性 HCP 的制备工艺通常需根据重组

产品的实际工艺确定，通常采用的方法是按照与表达重组产品

的宿主细胞相同的基因构建方式构建一个空质粒（不含产品基因

的质粒载体）细胞，再用空质粒细胞参照与表达重组产品的工程

细胞相同的工艺方式进行发酵表达及后处理。

（2）高质量抗体的制备。制备 HCP 多抗主要包括动物免疫

和抗体纯化两个环节。动物免疫通常采用背部皮下多点的免疫

方式，但不同动物免疫后的抗血清滴度可能存在明显差异，因

而在免疫时可同时免疫 2~3 种动物进行筛选。抗体免疫常用动

物有小鼠、大鼠、兔子和羊等。抗体纯化多采用亲和柱层析的

方式，柱料多为 Protein A 或 Protein G，如想进一步提高抗体特

异性，可考虑抗原亲和的纯化方式。

鉴于工艺特异性 HCP 检测试剂盒开发耗时，需与重组蛋白

药物的整体研究进程相结合来推进。在参考国内外法规的基础

上，本文建议在Ⅱ期临床阶段采用工艺特异性 HCP 检测试剂盒

（如图 1），原因如下：首先，工艺特异性 HCP 检测试剂盒的开

发通常需数月，宜在重组蛋白药物工艺初步确定后就启动方法

的研究；其次，按照行业法规要求，方法的变更需要有一个衔

接确认的过程，即从采用商品化试剂盒转变为采用工艺特异性

试剂盒，需要对多批次样品开展平行比对检测研究，以确保工

艺质量的一致性；另外，HCP 作为一个关键质量属性，其检测

方法的改变应尽可能在早期临床阶段完成，否则容易被视为一

个较大的变更，进而可能需要补充更多的验证实验。因此，在

确证性临床和工艺验证之前，即在工艺初步确定的Ⅱ期临床阶

段完成这一转变将是合理的选择。

临床前研究

采用商品化 HCP 检测试剂盒

采用工艺特异性 HCP 检测试剂盒

Ⅰ期临床 Ⅱ期临床 Ⅲ期临床 / 工艺验证 商业化生产

图 1 工艺特异性 HCP检测试剂盒的建议使用阶段

3.2  开发工艺特异性 HCP 检测方法的技术路线

目前国内对于如何开发工艺特异性 HCP 检测方法并无统一

标准，综合行业内的研究现状，工艺特异性 HCP 检测方法的技

术路线主要有两种（见图 2~3）。路线一是通过构建不含重组蛋

白药物基因的空质粒细胞来制备 HCP，再用 HCP 免疫动物制

备多抗，进而开发相应的 ELISA 检测方法，其主要流程包括：

构建空质粒细胞、通过发酵及后处理获得总杂蛋白、经鉴别及

处理建立 HCP 标准品、免疫动物进行多抗制备、ELSIA 方法建

立等。路线二则是通过反向去除重组蛋白（即作为药物的重组蛋

白）来收获 HCP 的思路，其主要流程包括：通过工程细胞表达

获得含重组蛋白产品的全提取物、通过亲和纯化去除重组蛋白

产品获得总杂质、经鉴别及处理建立 HCP 标准物、免疫动物进

行多抗制备、ELSIA 方法建立。

构建空质粒细胞 获得总杂质
发酵及后处理 免疫动物

建立 HCP 标准物

多抗制备 ELISA 方法建立

图 2 工艺特异性 HCP检测方法的开发技术路线一
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工程细胞表达的含重组蛋白的全提取物 获得总杂质

亲和层析去除
重组蛋白 免疫动物

建立 HCP 标准物

多抗制备

ELISA 方法建立

图 3 工艺特异性 HCP检测方法的开发技术路线二

4  结  论

HCP 是重组蛋白药物生产过程中一类重要的工艺相关杂

质，因其对产品质量、疗效以及患者安全产生影响，重组蛋白

药物中的 HCP 残留量通常被视为药物的关键质量属性（CQA）之

一，制造商需要建立相应的检测方法对工艺中 HCP 的去除情况

和终产品中 HCP 的残留量开展质量控制检测。行业内测定 HCP

的标准方法是使用针对最广泛的潜在杂蛋白的多克隆抗体的三

明治夹心免疫测定法，即 ELISA 方法。对于一些常用的基因工

程载体细胞，已有很多试剂厂家开发了商业化的 HCP 检测试剂

盒，该类试剂盒通常采用基因改造前的原始细胞 HCP 作为标准

品，可被重组蛋白药物研究机构用于研究初期的 HCP 检测。但

是，受限于细胞株来源和生产工艺的差异，商品化试剂盒很可

能无法测出一些工艺特异性杂蛋白。为更加有效地控制生物制

品中 HCP 的残留水平，本文讨论了开发工艺特异性 HCP 检测

方法的必要性，并基于药品开发各阶段的特点，建议在 II 期临

床阶段完成由商业化试剂盒向工艺特异性 HCP 检测试剂盒的转

换。此外，鉴于国内法规中缺乏工艺特异性 HCP 检测方法开发

路线的明确论述，本文综合国内外行业法规，归纳了开发工艺

特异性 HCP 检测方法的两种常见技术路线。这两种路线各有特

色，其中：路线一是采用构建空质粒细胞的方式来制备 HCP 标

准品，这是是开发工艺特异性 HCP 检测方法的主流路线，被美

国药典所推荐；路线二则是采用反向去除重组产品来收获杂蛋

白的方式来制备 HCP 标准品，虽有成功案例 [17]，但因其有一

个很大的隐患，即如果重组蛋白药物未去除干净则很容易导致

方法开发失败，所以采用的相对较少。综合来说，本文更推荐

路线一，即构建空质粒细胞来表达制备 HCP，进而开发工艺特

异性 HCP 检测方法的研究思路。当然，无论采用哪种技术路

线，都需要开展验证实验来证明所制备 HCP 的代表性。开发工

艺特异性 HCP 检测方法已成为行业发展趋势，且已被收录进美

国药典，但在国内法规中还未见论述。本文在参考国内外法规

的基础上，结合行业内的研究进展对开发工艺特异性 HCP 检

测方法的必要性进行了论述，并就其可行的技术路线进行了探

讨，希望能对提高国内重组蛋白药物的质控水平和完善国内医

药行业的法规标准提供参考。
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