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一、绪论

（一）研究背景

人血白蛋白是临床用血制品中用量最大、适应证最

广的血液制品之一，广泛用于失血性休克、烧伤、肝硬

化低蛋白血症、腹水与手术围术期容量管理等场景。作

为血浆中含量最高的蛋白组分，白蛋白承担维持胶体渗

透压与转运脂肪酸、胆红素、药物分子等重要生理功能。

受患者需求增长、外科手术量攀升与突发公共卫生事件

等因素影响，全球对白蛋白制品的需求长期保持增长态

势，亦对制造端的产能、质量与成本提出更高要求。

自 Cohn 等在 20 世纪中期建立以低温乙醇为核心的

血浆蛋白分级方法以来，冷乙醇分级因其可规模化、可

复制与较为成熟的病毒去除 / 灭活配套流程，成为当下

主流的技术路线之一。该法通过在低温环境中调控乙醇

体积分数、pH 和离子强度，使血浆中不同等电点、构

象与表面疏水性差异的蛋白分群析出，从而实现级分化

切取。对于白蛋白生产流程而言，将含免疫球蛋白的组

分Ⅱ、Ⅲ沉降分离，不仅为后续获得澄清上清液以进入

白蛋白段提供前提，也为免疫球蛋白制品的生产创造原

料基础。

（二）研究目的与意义

本文聚焦于白蛋白生产工艺中的“组分Ⅰ + Ⅱ + Ⅲ

分离”这一关键节点，从机理、工艺控制逻辑与质量风

险三方面展开系统阐述。通过明确该段的关键质量属性

与关键工艺参数，构建便于质量监测与偏差纠偏的工艺

控制框架，为提升批次稳定性、增强联产能力与优化经

济性提供参考。同时，强调与免疫球蛋白联产的物料衡

算思路，促进血浆资源的综合高值利用。

二、理论基础与方法学原理

（一）低温乙醇分级的物理化学基础

低温乙醇法实质上是通过改变溶剂体系的物理化学

属性，调控蛋白质分子间与蛋白 - 溶剂之间的相互作用。

核心机制包括：

-介质极性与介电常数变化：乙醇的引入降低溶剂整

体介电常数，削弱带电基团之间通过溶剂介导的静电屏

蔽，促使带电表面之间相互作用增强，降低总体溶解度。

- 水活度与溶剂化层重构：乙醇与水形成氢键网络，

竞争蛋白表面极性位点，改变蛋白周围溶剂化层的稳定

性；同时降低有效水活度，有利于蛋白分子间疏水区的

相互聚集。
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摘　要：目的：在低温乙醇法的人血白蛋白生产过程中，组分Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ的选择性沉淀与高效分离是后续获得高纯

度白蛋白和充分回收免疫球蛋白的关键环节。本文围绕组分Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ分离阶段的工艺控制逻辑、影响因素与质量

控制要点展开研究性讨论，旨在为规模化、稳定化生产提供方法学支撑与风险控制思路。方法：基于经典低温乙醇

分级原理，从蛋白质溶解度受乙醇浓度、温度、pH与电导率共同影响的角度，对组分Ⅱ+Ⅲ（以免疫球蛋白为主）

的选择性沉淀机理予以阐释。结合实际生产场景，梳理从混合血浆前处理、pH调整、低温乙醇引入、等温压滤、沉

淀收集与贮存等一体化环节的质量属性与过程分析要点，明确关键质量属性（CQA）与关键工艺参数（CPP）之间

的映射关系。对常见偏差风险进行归因性分析，提出过程分析技术（PAT）与统计过程控制（SPC）在该段工艺中的

应用思路。结果：在遵循低温、控pH与乙醇体积分数协同调控的策略下，可实现组分Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ的稳定沉降与澄清

分离，获得澄明滤液用于后续白蛋白阶段操作，同时沉淀可作为人免疫球蛋白的源料。通过建立在线温度、pH与乙

醇体积分数监控，并结合澄明度判定与压滤压差管控，可在放大条件下提升批内与批间一致性，降低蛋白损失与夹

带风险。
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- 温度效应：低温可抑制蛋白分子热运动，降低构

象波动，减少去溶剂化所需能量，进而使沉淀阈值向更

温和的条件偏移；同时低温有助于抑制潜在的蛋白变性

与自聚集副反应。

-pH 与净电荷：蛋白的溶解度与其相对于等电点的

净电荷相关。在远离等电点时，蛋白之间库仑斥力较强，

溶解度较高；接近等电点时，斥力减弱，易发生聚集沉

降。通过调控 pH，使目标群体蛋白更接近等电点，同时

辅以乙醇降低极性，即可获得选择性沉淀效果。

- 离子强度与辅盐效应：一定离子强度可屏蔽电荷、

改变双电层厚度，对沉淀边界有微调作用；但在低温乙

醇体系中，介质变化往往起决定作用。

（二）组分Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ与白蛋白的分群关系

免疫球蛋白在特定的低温、pH 与乙醇体积分数组合

下优先沉降；白蛋白因其较强的构象稳定性、溶解性与

表面电荷分布特性，倾向于在较高乙醇体积分数条件下

才发生沉降。因此，在白蛋白生产阶段，通过促使组分

Ⅱ + Ⅲ选择性沉降并以固液分离去除，可使上清相对富

集白蛋白与后续相关组分，为进入后续的分级步骤创造

条件；与此同时，所得沉淀作为免疫球蛋白生产的原料，

实现血浆蛋白的生产与价值最大化。

（三）沉淀与固液分离

组分Ⅰ + Ⅱ + Ⅲ的分离不仅依赖于溶液态下的相平

衡控制，还高度依赖后续固液分离单元的效率与温度一

致性。其耦合逻辑包括：

- 相平衡到动力学的过渡：当溶解度边界被越过时，

形成的微团簇需要在一定剪切与停留时间下长大、聚集并

形成可滤的絮体。过强的剪切、过快的流体扰动可能破坏

絮体结构，导致细微颗粒穿透滤层或造成滤饼致密化。

-等温性：温度波动会导致瞬时溶解度与乙醇挥发平

衡的扰动，进而影响絮体形态与滤液澄明度。因此，分离

单元的温控与物料等温衔接对获得稳定澄清至关重要。

- 预涂助滤与孔道控制：在不改变溶液化学条件的

前提下，通过构筑稳定、均一的物理滤层，有助于早期

截留细小沉淀，提高澄明度与流速的平衡性。

- 在线监测与反馈：澄明度、压差与流量的联动监

测可作为过程健康度的直接表征，从而使操作参数得到

及时、温和的调整。

（四）关键质量属性与关键工艺参数

围绕组分Ⅰ + Ⅱ + Ⅲ分离，应重点关注以下质量属

性与其对应的控制因子：

- 澄明滤液的光学清晰度与微粒水平，对应的控制

因子包括温度一致性、乙醇体积分数的稳定性、剪切与

压差控制及滤层完整性。

- 沉淀的完整性与含湿量，受停留时间、搅拌强度

与固液分离策略影响，关系到下游免疫球蛋白回收效率。

- 白蛋白在该段的保留率，依赖于分级边界的精确

控制与固液分离中的夹带最小化。

- 工艺卫生与交叉影响，涉及设备状态、清洁与吹

扫的充分性以及过程连接的密闭性。

三、组分Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ的分离工艺研究探讨

（一）原料、试剂与耗材

- 原料血浆：来自合规采供浆机构的合格血浆，满

足相关药典与内控标准；

- 有机溶剂与溶液：药用乙醇；酸碱溶液用于 pH

调整；

- 过滤与助滤材料：深层滤材、预涂助滤剂、滤布

与过滤单元密封件等。

- 检测与监测：温度、pH、乙醇浓度监测；取样耗

材；理化检测所需标准品与试剂。

（二）主要设备与仪器

- 反应分离罐，具备在线温度、pH 与加料口的密闭

连接。

- 防爆型低温储罐与缓冲罐，具备保温与等温转运

能力。

- 防爆计量泵与流量计，实现有机溶剂与溶液的可

控加料。

- 板框压滤机，具备等温保温、在线压力与流量监测。

- 溶剂回收系统、惰性气体系统、防静电接地与可

燃气体报警。

- 温控冷库、超低温设备与低温转运设施。

-CIP/SIP 系统与验证工具，支持设备清洁、灭菌与

残留监测。

（三）工艺环境与安全

- 生产环境：符合相应洁净级别与防爆分区要求；

设定低温作业 SOP，人员穿戴与操作培训到位。

- 安全控制：惰性气体顶置、乙醇蒸气报警、局部

通风与静电控制；所有连接采用密闭快接以减少溶剂挥

发与交叉污染。

- 质量体系：批记录、在线偏差记录与放行标准完

整；关键在线数据实时采集与留存，满足数据完整性

要求。
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（四）工艺流程总述

本研究围绕低温乙醇法的人血白蛋白生产前段，完

成组分Ⅱ+Ⅲ（以免疫球蛋白为主）的选择性沉淀与固液

分离，获得澄明上清为后续白蛋白段提供进料，同时沉淀

作为免疫球蛋白生产原料。总体策略在低温条件下，通过

分阶段调控pH与乙醇体积分数，使目标群体蛋白依次形

成可滤絮体，并在等温条件下实施固液分离与物料转运。

（五）组分Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ的分离工艺解析与质量风险

探讨

1. 原料血浆接收、解冻与混浆

- 目的与原理：将合格血浆在可控条件下均质化，

降低批内差异并去除可能影响后续分级的脂质与微粒。

- 方法概要：血浆在低温条件下解冻，按设定比例

混合，必要时实施预澄清 / 除脂操作。全程保持等温与低

剪切，避免泡沫与局部升温。

- 关键控制：温度控制；混合均一性；前处理澄明度。

- 质量监测：外观、浊度、pH、总蛋白；留样用于

基线对照。

- 风险控制：防止局部升温导致蛋白变性。

2. 预冷与工艺起始参数设定

- 目的与原理：将物料带入目标低温区，预设 pH 与

离子强度的起点，为后续乙醇分级提供稳定基底。

- 方法概要：在夹套罐中等温预冷；用经低温预冷

的酸 / 碱溶液缓慢调节 pH。

- 关键控制：温度、pH 值、搅拌均匀。

- 监测：在线温度与 pH 稳定，取样确认。

- 风险：快速加料导致局部偏 pH；温控响应滞后引

起过冲。

3. 乙醇引入与条件设定（形成组分Ⅱ + Ⅲ沉淀）

- 目的与原理：调整乙醇体积分数与 pH，使免疫球

蛋白聚集沉降。

- 方法概要：分段或连续方式引入预冷乙醇并微调

pH；保持温和搅拌，避免局部过饱和。

- 关键控制：乙醇体积分数上升速率、pH 值、搅拌

强度。

- 监测：乙醇浓度与 pH 稳定；絮体形成。

- 风险：边界控制不当导致白蛋白损失。

4. 固液分离（分离组分Ⅱ + Ⅲ）

- 目的与原理：在等温条件下分离Ⅱ + Ⅲ沉淀，获得

制作白蛋白的澄明上清。

- 方法概要：采用深层过滤组合；控制压差爬升速

率与滤液澄明度。

- 关键控制：助滤剂级配、压差上限、温度等温、

首尾段滤液管理。

- 监测：滤液澄明度合格；白蛋白保留率抽样评估。

- 风险：穿透、滤饼裂隙通道化、温度扰动。

5. 上清暂存与白蛋白段移交

- 目的与原理：保持澄明上清的低温、低剪切与密

闭状态，确保后续白蛋白分级起点一致。

- 方法概要：等温转入暂存罐；复核三参数与微生

物学基线；按计划移交。

- 关键控制：温度、pH 与乙醇体积分数在设计空间

内；生物负荷受控。

- 监测：理化与微生物指标近线确认。

- 风险：长时间暂存导致密闭性不足引入风险。

6. 沉淀洗涤与免疫球蛋白原料管理

- 目的与原理：适度洗涤以提升源料纯度与去除残

余上清成分，提高下游回收效率。

- 方法概要：在等温与既定介质条件下实施温和洗

涤与固液分离；控制洗涤比与次数。

- 关键控制：洗涤介质条件一致性、固含与含湿控制。

- 监测：洗脱液蛋白泄漏；沉淀水分范围。

- 风险：过洗导致目标损失；含湿过高影响储存与

后续溶解。

7. 溶剂回收、设备清洗与批间防交叉

- 目的与原理：降低溶剂消耗与环境排放，确保设

备清洁状态符合再用要求。

- 方法概要：回收系统在低温与防爆条件下操作；

执行 CIP/SIP 程序，验证清洁残留与内毒素 / 蛋白残留。

- 关键控制：回收纯度与安全；清洁验证与放行标准。

- 监测：回收溶剂纯度检测；清洁取样检测。

- 风险：残留导致批间交叉；回收系统泄漏或安全

事件。

（六）关键质量属性（CQA）与检测方法

- 滤液澄明度与微粒：采用浊度计与可见异物检查，

必要时动态光散射或显微检查作为支撑性数据。

- 蛋白含量与分布：总蛋白（如双缩脲 / 紫外法）、

白蛋白定量（免疫比浊或色谱法）、免疫球蛋白定量（免

疫学方法）。

- 乙醇浓度：在线检测乙醇浓度，采用比重法检测。

-pH 与电导率：在线 / 离线酸度计与电导仪检测。

- 含湿与固含（沉淀）：重量法评估。
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- 微生物学指标：生物负荷、内毒素（鲎试验）按

需监控。

- 安全与杂质指标：必要时检测脂质残留、血红蛋

白泄漏等。

（七）工艺验证

- 工艺验证：通过工艺性能确认批验证关键步骤的

可重复性；验证报告覆盖设计、临界条件与最不利条件。

- 清洁验证与交叉污染评估：建立残留限度与取样

方案，确保批次间可接受。

- 变更与偏差管理：任何 CPP 设定或检测方法变更

均按变更控制流程执行，并进行影响评估。

结论

组分Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ分离段是低温乙醇法白蛋白制备的

路径分叉点，兼顾白蛋白后续纯化可行性与免疫球蛋白

回收潜力。构建“温度—pH—乙醇体积分数—时间—剪

切”五维控制框架，并辅以适当的前处理与等温固液分

离策略，是实现质量稳定、可放大的现实路径。本文的

工艺分析探讨为生产验证、持续工艺确认与质量体系优

化提供了可操作的参考框架。
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