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S RS S RAER

1 SEH

SR GE T e T 2 00 B UKL 1) 2 AU FE AR SR . HORER BTREEHZOR . &, B3, Bhik
A7 o
ARSTA A T v i PR 7 R A 1 6 o

2 MuMsIAxH

A S A ) P9 AR S S A T 5| TG AR SCA A AN AT D SRR He e, 33 H I 51 A S,
A% H IR P A IE A S F s ASE BRI 5 S, HEGHRA (BFEFTE e EHTA
A

GB 19489  SZI6 = A=W ¢ 4= il F 35k

(rde NIRILAIEZj 8 CBATRRD )

3 ARIBFENX

THIARIE R E & A
3.1
SEEEREHAL high titer lentivirus particles
S R H 4 T2, B B B M VR B 08 s B 0RL, 38 DL Al
3.2
BfEE lentivirus
— PSR B, ARSI B B LR RS R TE FAl g kb, B R i RS R BN Rk R
SHe, WHTIERET . EEDhREM 5T & .
3.3

IEEE physical titer

BN R BRI B (S G T I 8D o DA EE ORI /mL (VP/mL)
1895 2 MR /mL (LP/mL) s[RI ZH4% D4/ mL (GC/mL) Z53KIR.
3.4

TRERCAEE viral infectivity titer

7 5 9 B BT R BT IR G M 1) 08 B ORI BT S B e 0 I B AL AR R o eI I B AR AR N A RO B
Wk R B RN RO RS ER R, W AL B R AL (PFUD | B (TUD | B3
Az (TUD BEEEESEE (LDso) %5
3.5

TEEIES viral transfection

T A A B T VR A T H IR DR R B R T N R AR B, R 40 P ) AR LA AR B
JEGLRE T PR B RORL I FE o 1X — I FE AR B A AR PR AZ O B, T R DRR YT . AR YT
CAR-T) B FEAIIT 5T T 5 B9 500K

4 FAREX
4.1 IMEEX
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411 1BRERE T EEBMEAYRE, Ni% B 19489 d1#l % () BSL-2 HIFREE&E 4 Nk T4, | 5 i
B CHA VE VRG] o AR P IR — 7 THT B R R N A IR 2 4, 5 — 5 TRV B ARAIE G 35 SV IR AN TS Y J) 34 853
AT A2 7= HH v o PR B

4.1.2 NGEES EIF O, Q. PR, FREREE e, Aria) i BURE S5 A 07T 1T AR 2 A f rp gt
17, AW i e BT TERE A, DLRIE SR AT B B0 SERCR AT b o 9 75 B A TEE S L AE A
RIBELRFMT, BB Es a8 E M & VHP JH 88 RCR S8 T AT I0AIE o 762877 125 AN PR BRIE 55 77 11
J

4.1.3 1BREA S XIHER RGN & S SOL JERE (HEPA) |, RXAE P22k Bt s i =l 248, Bk
X3k 2 (A1 (58 S5 s M2 8 A 7 o TR PR RF 7 HOIRAS S 3k VRIS 38 S BB i, 4E AN [ X I
Z AR 22, B R B S Yeidt al i i

4.1, 4 XTI B AR P XIS AR A v v A o e R IR I, IR SR BTN T DI T
WEEE DR & R . B ISR, IR IE T IR AR A TR AT, R R IR KU
ARl SR, MBS AT AR M, IR R % A

4.2 [RMBEX

FH T 125 B AURE ) 4 R0 Rk HEGMP K A& I HE S R 2 i, RS AT & 7 i A P2 e B, i
e JE AT IR, AR ER BT EA e IE XA T4 7 o T80 2 & DR 75 G AR 1 %
VH 6 BV DL S kR i AR R 7 1B A8 S5 e AR PR KRBT LAy =2 AR IEATEL . AR ilR S R
RSN RS MR — O TR T E M DL TR s AR RS, W/ AFACMPRIYE, Wi
TEWT, AR R AR F B RRRE A OCHEE F T Al 5 IR 1) 5 7R AR A ). F TR R e
()2 G . T Al Al o R A HEORE A S 8 B R B B A% s SR 2 R B IR VRN AE I T AR A S 1R 7 9% ok
TR EAT ORAT N IE 24 IS 7R TR0 B MORL = o IV PR 4R FRIE RS 2 /KT o DU R AEIS 0 35 2%
R rh i FH B OSBRI 25K
a) TEEAIME: BIFARRITE A0 M E W RE ) HEK293T YTk, (A N IR A E 25 81 )
i £ AR Z I EE KR R 22 e . —BUt LTiB e, o R RTE 3, 1R GMP ZE[A] 58 il —
WS, HATHRARRE T, PRIUESTE T
b)  BEER RS KA ARV RS CERERL. Rev. Gag—Pol. VSV-G) it Hi% ey 3
iR, HHs I ERIE, PRARE AR . R RGN = Al B H e N B =5 4%
c)  ZMMUEEFRE: IR RS IO R B R SRR S Y, BN SR
MRS . ISR LR ENE .. BIF L2 HCRA MG F75E, (LEma i, 2
FER S R K
d) GG BRI TR R e R R, FEFE SR RATES 2, NMEsdl
B, EFEAEMNELA], R ER AR AR, 193] R R
e) JENTIEEL: ENTPECR AR E IR A A R RS, BEA ARG EAME S (HCP)
T F4HH DNA (HCD) UKL DNA. RXBREG . REFRFERLy ANy 4 SR, $2 i 2 )
aiRE s .
£) AR AE R RO ) A5 I AR Rk g AN ) TR, SRADI i e 5 e ERR
AT TSR TGS T B E . B AR il e A s 28, R8T ) 7 e 4
T T ORI R
g) PREFIEDS: BELRIUENG B A A B SAL-6 TG 20, e HRAR IR B PO IEAA 0T, s/ D 0 25 J0RE 7Y A E
FESFPEMR B, TR SR TR W, S S AT 5o B I AR TR BB 4 O R P

4.3 AREX
4.3.1 ANGHERESR

4.3.1.1 NFBWTFH I N AN BAEY TR VIR T 5, BRI 8 2 )5
BRI, AE GMP MBE A T 4% IR R R ) ZOR AT 384

4.3.1.2 ANBE BN S AR IIDFEE B, SRR T RwERER I B a5l oup
FRIEEE . RIS A Z R RIRAE . R E B RS ACRKE R R T i
o XN AFTHUS I B RE W] Cn—4E) b B AT EA A .

2
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4.3.1.3 ANGANAREY) 72 EHAEEMTE, MBI E% (PPE) MR, T RIS 35 178 08 KU 2 3
BRI TN S FRIRAE
4.3.2 ARHITHEIE

T4 BB BUAT (R GMPHE P BSR HEAT N AT WO B, R0 N DR 35 B A OMPAE PR B E 06, AR 1 4T
RRTE, TR PR AR A, B GDP A SR AR AL SR E I R, B AR AT & I MU SR
4.3.3 ANGHIIRIERRE

BABALE P T2k ak, SURBARR kR0t CWHEK293TAIRY #) | BRI &
TARRIRAE )7 IR It TAEBSL-2Z B 2 s B DGR A, AT IS R KA A AR Y, S
To i 5 S A % XU

5 RAREXK

51 HRETY
51.1 BIEER

1E GMP ZE 1) 3H4T QM0 5 TR B Ve, M MO MRV NBE S KT8, Bl RS nis gy, AT B4l i &2 774 B 57
A TE) B AR AR I E — e Ve B N GBI <5 min) , PREFAIADTS 775 MR e /R B2 % DMSO (1 <10 min),
5 1E: DMSO Xt 4l it ;= A 23 1k

5.1.2 HBIESE

¥o1E LA B T 2 IR B h AT R, ARVRE B B SR A s ) (R =80%) , Ak
PG E T A IEIRE R P T 7R, WEEENERSE (W #\E37.0°C+0.5°C, —
FACTRIRFE 8. 0% 0. 5%, WEJE 80%+5%, #5iH 140 rpm=*10 rpm) HEATHETR.
5.1.3 XE¥R/gE (ESE)

5.1.3.1 XHYkL: B3Rk (Wi: Opti-MEM. Transpro CDO1 %) | FFFREEINY) (W0: Gluta MAX.
L-Glutamine %) .

5.1.3.2 xHERK&. MMETX (41: Biolife AST-601. Thermo 8887010 %%) . 4 LifEIEIRIK
(: Infors Multitron WI, Thermo MaxQ %%) .

5.2 {MpEiiE
5.2.1 BEES

AR AT Y I, FSHIHIGEE (3. 0~6.0) X107 cells/ml, {RFEFHTE /1, FEACH4000
G 8L =90%; A 72 Hh B LA 0 RS G XU . g 3 2 KRS 5 LS R B P R 4t (e
BV VA TR RN .
5.2.2 BRIESE

i HEUE B AR B B (3. 0~6. 00 X 103 cells/ml FRIFHEFR 4 FEHEAT VF 5 HE P 55 00 40 BB AR AR AN 85 97
BARRR, ERhBIE ISR TR AR, IREGINEE T AR R IR h TR IR, WE S E R
ZH (0 IRFE 37.0°C+0.5°C, —SEALBRIKSE 8. 0%+0. 5%, JEAEE 80%+5%, #5i# 140 rppm= 10 rpm),
FEARIR S 7 [A) BRI [E) 42 1 4E 48 h~T72 h.
5.2.3 XBYIR/RE (BEE)
5.2.3.1 REYR. iR FEI (Wl: Corning. Thermo Fisher Z5) . #5FRE NI 5. 1. 3.

5.2.3.2 REENE: HiETHEUY (s Countstar S2. Thermo countess 3. Beckman Vi—CELLXR %) .
AR TE R AR R L 5. 1. 3.
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5.3 HYIRBFEMER
5.3.1 HBEER
AW I 2SR AR T AT TS 9%, IR M, VR RE P TR I R R, BT
AT EEEE, N THEEASNSH (DO, pH. RES) drsenshaik.
5.3.2 BELE

P HEOE BN TE (3. 0~6.0) x10°cells/ml 7% — & A A A0 B Bl 28 AL S S AR P dE AT RE 77,
WEEHNEIRSE (W: W 37.0°C+0.5°C, M 10.0° £1° | F3# 25 rpm+5rpm. REFS
1.0 lpm~1. 5 Ipm. DO40%~60%. )& CO20 Ipm~0. 5 Ipm) , 537 W1 BEAT % 2 B Sz Wil .
5.3.3 XBYIR/RE (HEH)

5.3.3.1 xHEMkl: AWM (Sartorius Stedim DFO020L/50L. Cytiva CBO020L/50L722-31-05PK
) L BRI NI 5. 1. 3.

5.3.3.2 xHWE. WERAEWRMNEE (. Sartorius RM20/50. Cytiva WAVE20/50 %5) . —kiE
PEpE R N %s (. GE XDR-50. Sartorius STR50 £%) . W HL (. Sartorius BioWelder®TC.
93 Tube Welder T V2%8) .

5.4 JRREES
541 BEES

UKL Z2 45 32 TR AN B BURE ) BB R B A AR B e, I BT LR R RMEN R &L
e S YR T 5k DNA 38 2:1~3: 1 JB4E, #E 10 min~30 min JEEFaE S5,
AW LARTAAHE T B T2 R0 10%, 38 4 v W R 70 5 50 P 2542k
5.4.2 BELE

5.4.2.1 LB EEMAMEET (1.5~2.0) X106 cells/ml FATFE, TIA 2 mM~10 mM T BN G 1
HEETL,
5.4.2.2 DNAVEWH#%: B ERER AR (0. FikS5HBmREL 1:1801.5:1) #HITRE,
JHRRE A E A 1. 0 mg/L~2. 5 mg/L.
5.4.2.3 EPGIHI % LIRS TR DNA FARF L 201 B 3: 1 IIAFE RS, ZIRHE 1 min~3
min.
5.4.2. 4 NEHAER I DNA AV Gy R Gl & I S B AW, HE 15 min~30 min J5 LS 5
TNEY R SR, FRUGEYY, dhaR e E B aum A (an: 48 h~72h) .
5.4.3 XEIN/&E (HEBE)

gkl #YeF (4o PET Pro. PEI Max. Lipofectamine 3000. X—treme GENE HP %%) ,
5.5 1%L EBEg]
55,1 #HEES

LR AR I 25, S IR It P 26 9 P2 A PR JLPSE K% A1 PR ek T 4 B 5 iy A% IR e %) 115 2 DNA 15
RL DNA [R5 BRABCR, RIS GE 5 4 ik G i R 2 DNA JREETE R BRI B K 0 T R &1

5.5.2 BELE

B D HE A I INGE B R (A0: 2 mM 8k 5 mMD ¥ MgCl CEEE T RS TR DR ) 5 I
ANZURE 50 TU/ml FIRZIREEEATBEY], = IEEEY) 1 h~2 h JedEAT sk,

5.5.3 XEIIR/ LT (HBE)
KRl ZIREE (0. Merck Millipore. iE/R%5) .
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5.6 JHEfEs
5.6.1 BEER

FHALR 2 H 1R LR A i g ey /v, MAE 2 MR PEC UTiE. B0, BIEELIE. W2
YRS, MRYE TZERW PMPEAT BT A&, DU BRI AR .

5.6.2 HBIESE

PAES oAb B4 GiR 2k g (0 7 SO, (EA W) 22 A Rl BRSO e B BB DR, B0 iR E
1500 g, E5/CBTIE 25 mint5 min; P2 IEIETT AR 0. 45 pm A 0. 22 pm PG IR AR AT 400
o
5.6.3 XEIR/RE (HE5E)

5.6.3.1 YR BIEIESS (U0: Cobetter Greclary® CHV &%, Excesal® CHT &%%%) .
5.6.3.2 R#EXL: H.OHL (0. Thermo Scientific Heraeus Megafuge 8. ROTO SILENTA 630 RS
22) . W4t (. Thermol374. ESCO AC2-5S12%) .

5.7 Bt
57.1 HBEES

AR 351 b 5 B (e RIS AT . SRR RER AR > PR ZE ) M IS TERE R
Prisoet, DL s 2 a7 R A ORI S R L 2y (W0 Tris-HCL BBERR ER 228D 55
Pt R TR RS 5 SFORLBEAT 4 &, HEM R . UL BEME SR (RIS BB e Ve i) » DUR BB w4l i
RIS kE R . IR EENTA0]: BERTERA Y. EREE . B &S, R e H R F
K, HARIEZ S5 B AR W] #3252 Vu A o Sl NI B R R R 20, IR AR S B TR
HEm At T .

5.7.2 #H#ESR

JENTREIT 46 6 0 A REAT AR ME & IR AL 2, SR T AT 15 TR IR R, R Eeiedh —IRMEd A, B4
JEMTAE AT T S AT ISR s B S E T A _E R EE AE AR R F P e R AT A, U
BEAT FARP= I IBEM . JRATRE RS . AR iAo S 58 AR S B W 4R Vi B AR A 2 P R S AT A E

5.7.3 XN/ &% (HESE)

5.7.3.1 XEEYRL. EMiER. BE&EMEE (W: Capto™ core 400/700) . B FASHIERl (.
DEAE. POROS D50 Bf Capto™ Q %§) .
5.7.3.2 FHEEK: ENTARZ (W: Cytiva AKTA Ready, Cytiva AKTA Pilot) .

5.8 FBIEIRYE
5.8.1 #BEES

DRI 2 UL FF) ] 28 HE 27 A5 ) P e 2 A M, AR 1800 =5 B A 9 R 38 3 ¢ 300 kD B 500 KD
M AR, EIRIRA R R R OGE W NS4 NP, BIYI ). AR, IR, RIS, R
FRREAE VR 5 I AR EEBIE E (1 10 L/min/m?) , BfERANMAS BT AR 23 2048 1) 58 B R i
PR BRA RNE, F5 A2 AT 5 38 F S P B T RE R B2 B S B AT It o A —
R 2 2 HE TR RE P/ S8 SIS 5%, B ORI REAE s 0 [ i

5.8.2 IRELE

A YEBGIEAT AT AL IR , DR Ry R PR DA SE R, R SR Al R
b b TMP 75 2 psi~5 psi, BIYIJITE 2000 s1~3500 571, AR I THI AR PO /I b8 2036k MU E R R0, 1
S MR CRICSI0 ) MEATHRAR, IRAEAERUR . MIZEIR CRrRERE. AR, 1 iEms
R HEATYEUE, A YEIE b SIRAERRLA L, RO AR ORAEAE & R AR RIS 75 50
R
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5.8.3 XEYIH/RE (&%)

5.8.3.1 XEEMRL: AL 4ERE (. Repligen [ KrosFlo &%), Minikros &%) .
5.8.3.2 KL HBIERSG (U: Repligen KrosFlo®¥Jmiid g R4ekFEIZE %%

5.9 FREDIE
5.9.1 BIEER

P FHER ML (41 0. 22 um PES B PVDF #4J50) » B ORANTE MG AP0 10 58 et B s Dbt S i
WrFERGEE R, RIS AR CGERW <20 L/m?) , EHEAEBERYIREERS, HFRAEE
FRAGE L ST, P IR S R R . i UE AT R F AT AR B ORI, BRIE e
PE.

5.9.2 BELHE

PR T E A8 70 A8 A0 P b AT e, T HE S e Ay KR BB N ERY, WE il
ik (100 LMH~300 LMH) , i€ F2 R MR I 77 (<8. 0 psi) , FF4aHI7E— & FIR TH B P (20 min~
30 min) JPETE, I UL HUE K BT R BRI T DA

5.9.3 XEIN/&E (HEBE)

FEEVRL: BRI ESE (: Sartopore® 2XLG %1, Cobetter Purcise® SLE &%) .
5.10 HIFIEZE
5.10.1 BEES

SRR RESE FEAE A R B b AT, IO — MR (WA . VOO o FE e S A
8] DA 285 i P W 25 e R IS TB) 9D 908 58 R0 P AT BE s F8 I E IS R RRR 22 <<2%, JRTEVERS Ar X eSS 15t 7%
HEAT IR A HE
5.10.2 B1ELE

e bR 5 I 3 IR BURE R B i, R R R, eI R, TR TS, G
Ja SB[ E T80 CCUKFI BB A IR, 23 e AR B A, S SR R VR (W 0. 5 mL~1.0 mL),
AR NARER B AR AP S . AREE R

5.10.3 XEYIRL/EFZ (HEE)

5.10.3.1 Bk —RYELHEAM (Wl: Thermo Fisher VRfF% . SCHOTT PHMILE) .
5.10.3.2 KEEE&: BES (RE R PI-4PM-FZ sl [FR& &) .

6 REEHIEXR

6.1 EERECTEMNE

6.1.1 WELGRE: KA ELISA RMIAE s P24 B2 (MBI RE) & &, —RMIAET 400 ng/ml 51 5
X 10°LP/mL.

6.1.2 YT FRIFIEW VO ER (GFP) , AliE i iR e R L), S
fE (TUmD , —ENAET 5.00X107 TU/ml.

6.1.3  LhiuE e JE I AR B S B R O LU S R L, — AT 1000TU/mg 8K 1:500
TU/LP.

6.2 FHREME

6.2.1 fa EAMIE AR (HCP) « KM ELISA ¥AINE S i HCP B B, —MRBIANE T 1. 0 ug/5X 107
TU 8% 10. 0 pg/mL.

6.2.2 15 40/ DNA BRBH (HCD) : KA qPCR V2% B 4R K15 - 40 i DNA 5 B S AT R, — ARp
AT 100. 0ng/5X 107 TU B¢ 1000 ng/mL.

6
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6.2.3 JFURL DNA R4 : SKH qPCR VA ISR DNA 5% B4, — MM AR T 10. 0 ng/5X 107 TU B8 1X 1010
copies/mL o

6.2.4 IZIREGSREA & ] ELISA W& FE G I IR BB R R B, — RN E T 1. 0 ng/5X 107 TU B
10. 00 ng/mL .

6.2.5 DNAFREE F Ber A 204 : %A qPCR 92288 CE-LIF v:53E47 DNA % 83 BOr A 40 M, SR FH CE-LIF %
HEAT DNASREH Y BEAM T AMAT, —MERA T 200 bp 9 DNA BB s SRR aPCRISHEAT /BT, i 24
fifl DNA F B¢ (41=122 bp) 5% BN <100 ng/mL.

6.2.6 SVAOKELA $% D1%L: KA qPCR yE%} SV40 5% B & DA & E1A FR B i ATRL I, —MNA =T 1. 0X
10° copies/5X 107 TU &Y 5X 107 copies/mL.

6.3 e

6.3.1 LEME: M (P ANRLAEZGE GRATRHRO ) B “1101 TR ETE” M8 a4kt
TR, BRI A

6.3.2 YENFHZR: S (PEARITMEZG I (BATHD ) @M “1143 AT 2B AL SHEHR
B AT N R R, — RN T 10 BU/MI,  BRIE T 77 5 0 1) b v PR

6.3.3 SRR fkHE CRAE NRGEME 258 (BUATAR) ) 8N “3301 A AL F1 (SEE 24
H1) USP<63> “MYCOPLASMA TESTS” i F 5 FRA TR/ R M MU 7275 (DNA eyl W8 55 2k A 1) 35
PRIEAT R, Aril 4 SR LR B o B3R T 7= o A5 P s AR R B DA 7 v AT A I, G NAT &5, Al
gE RN B

6.3.4 EHIVEMRIRTE: GG TEMER, 12 ERE AR I RCL AU SR F OB ff 155 7Ry b AT A i, AU
SRR ARIE RS AR R R, BUR S AR UGRE (B UPB) AT RS .

6.3.5 AMNERERT: S8 (R ANRIEMEZ 8 (BT ) BN “3302 AR RN TR Ak B
AT, ASI 45 SR A B A

7 REEX

7.1 R AREN HBAERRLE BSL-2 S 3T, MY RSE (190 #HTREEE; FERRit
BN, BRI, PR Y

7.2 JRFMALE: WEIRFVINAERALH A8 (75%) BEATWHNTE RSS2 KN, FRE 121 °CE
JEKEE 30 min B A SIH B (FUREEIEH 500 mg/L-2000 mg/L) Ky fa it 7 AbH

7.3 HRfEA AW EMUD AR X (TR 28D 4 45 05 S AR B TAE & 1,
HHEATERAHMNRYS, PSR AN

7.4 NGB FREIR. FEERIHSE, kSR ke il & .

7.5 MERREAT: B WDOE ERAE PR IR AT IR I, B OR S U IFE AR ST & GMP 3K, o BRI A A S
W 2 G I e R 8 R ) 56 B 1

8 I, BE. ZREIE

8.1 IRix

B AE EREMARE LT E R

a)  FEEAARR:

b)

c)  HMEREFEE;

d)  BHRER:

e) AEFERS . A H A RO
£) B

g) ALK, Mk, BRI
h) AR E R
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8.2 B%

8.2.1 IR EPRINKHTLHE. THRENESHT AR, MEHEOE. GAES, aEEEREN
J e SR B Vi B O o

8.2.2 AUMEIHFENAE IO AR AT, EERis .

8.3 IEif

8.3.1 izt B rp N A T UK R U S IR A s, BRARIRE 4EFFAE-T0 °)CLA R, e R dEiE T k.
8.3.2 EHiBEENITEEY Z A IER, BiLMIRATRE A, (R E_E EA AE TS R R AG AR .
8.4 Mnfz

8.4.1 1IN ERRUKLINAE-80 °CARIR VKA fifi 17, 3k o [ B Rl
8.4.2 A7 R B IR R RS PEREAT AN, A ORI PR E
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[2]
[3]
[4]
(5]
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[7]
(8]
(9]
[10]
[11]
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2 £ X M

(e N RSN 2 4 )

CCAR-THH B IR TT 7= & o S 28 1l A U F 9 B2 AR s R AIT 78 25 FE 22 )
(2 il A 7= i B BRI )

CIRAMNE RS R G 2550 T S PPN E R TR S 5 GRAT) )
(e N RILFNEZG )  (ChP)

CHHRRIGTT r= it FC S PP B R TR S E ) - (NMPA, 2023)
CNEERE 7 B 70 A0 1 5 2 2 AR $a S48 )

CHn e, FEPRIANZH R TRE = & A Bh AP kL) USP<1043>
CGMPPft % — 4HHYE YT 7= i (AIESR & A=) )

IS0 14698 V1% % AR SZAB R A= W3 ey il

GB 19489  SZIf == A=W % 4l FH ER
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{Guidance for Industry:Human Gene Therapy Investigational New Drug Applications
(INDs) -Chemistry, Manufacturing, and Controls Information)
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	4.1.2　人员操作涉及开口操作，如：细胞传代、病毒转染、中间品取样等必须在Ⅱ级生物安全柜中进行，生物安全柜应定
	4.1.3　慢病毒生产区域排风系统应配备高效过滤器（HEPA），应对生产线设计单独的空调系统，防止区域之间的交叉
	4.1.4　对于慢病毒生产区域应根据洁净等级定期安排环境监测，监测空气中的悬浮粒子、沉降菌、浮游菌以及设备表面、

	4.2　原材料要求
	4.3　人员要求
	4.3.1　人员的资质背景
	4.3.1.1　从事慢病毒制备的人员应具备生物工程、生物制药等相关专业背景，熟悉慢病毒载体构建原理及用途，在GMP环
	4.3.1.2　人员在上岗前需完成岗位培训并通过考核，包括不限于无菌操作培训、生物安全培训、GMP相关培训等。无菌操
	4.3.1.3　人员应熟悉生物安全柜的操作规范，个人防护装备（PPE）使用，了解慢病毒的潜在风险及掌握意外暴露应急处

	4.3.2　人员的行为管理
	4.3.3　人员的操作技能


	5　技术要求
	5.1　细胞复苏
	5.1.1　操作要点
	5.1.2　操作步骤
	5.1.3　关键物料/设备（供参考）
	5.1.3.1　关键物料：培养基（如：Opti-MEM、Transpro CD01等）、培养基添加物（如：Gluta
	5.1.3.2　关键设备：细胞复苏仪（如：Biolife AST-601、Thermo 8887010等）、二氧化碳


	5.2　细胞扩增
	5.2.1　操作要点
	5.2.2　操作步骤
	5.2.3　关键物料/设备（供参考）
	5.2.3.1　关键物料：细胞培养瓶（如：Corning、Thermo Fisher等）、培养基及添加物见5.1.3
	5.2.3.2　关键设备：细胞计数仪（如：Countstar S2、Thermo countess 3、Beckma


	5.3　生物反应器接种培养
	5.3.1　操作要点
	5.3.2　操作步骤
	5.3.3　关键物料/设备（供参考）
	5.3.3.1　关键物料：生物反应袋（Sartorius Stedim DFO020L/50L、Cytiva CB0
	5.3.3.2　关键设备：摇摆式生物反应器（如：Sartorius RM20/50、Cytiva WAVE20/50


	5.4　质粒转染
	5.4.1　操作要点
	5.4.2　操作步骤
	5.4.2.1　按照适宜的细胞密度（1.5～2.0）×106 cells/ml进行稀释，加入2 mM～10 mM丁酸
	5.4.2.2　DNA溶液制备：按照最佳的质粒质量比（如：主质粒与辅助质粒比1:1或1.5:1）进行混合，质粒的终浓
	5.4.2.3　转染试剂制备：按照与质粒DNA的体积质量比2:1或3:1加入转染试剂，室温孵育1 min～3 min
	5.4.2.4　将准备好的DNA溶液和转染试剂混合制备成转染复合物，静置15 min～30 min后无菌接管后泵入生

	5.4.3　关键物料/设备（供参考）

	5.5　核酸酶酶切
	5.5.1　操作要点
	5.5.2　操作步骤
	5.5.3　关键物料/设备（供参考）

	5.6　病毒粗纯
	5.6.1　操作要点
	5.6.2　操作步骤
	5.6.3　关键物料/设备（供参考）
	5.6.3.1　关键物料：澄清滤器（如：Cobetter Greclary® CHV系列、Excesal® CHT系
	5.6.3.2　关键设备：离心机（如：Thermo Scientific Heraeus Megafuge 8、RO


	5.7　层析
	5.7.1　操作要点
	5.7.2　操作步骤
	5.7.3　关键物料/设备（供参考）
	5.7.3.1　关键物料：层析填料：复合层析填料（如：CaptoTM core 400/700）、离子交换填料（如：
	5.7.3.2　关键设备：层析系统（如：Cytiva AKTA Ready，Cytiva AKTA Pilot）。


	5.8　超滤浓缩
	5.8.1　操作要点
	5.8.2　操作步骤
	5.8.3　关键物料/设备（供参考）
	5.8.3.1　关键物料：中空纤维膜（如：Repligen 的KrosFlo系列，Minikros系列）。
	5.8.3.2　关键设备：超滤系统（如：Repligen KrosFlo®切向流过滤系统或同类设备）。


	5.9　除菌过滤
	5.9.1　操作要点
	5.9.2　操作步骤
	5.9.3　关键物料/设备（供参考）

	5.10　制剂灌装
	5.10.1　操作要点
	5.10.2　操作步骤
	5.10.3　关键物料/设备（供参考）
	5.10.3.1　关键物料：一次性无菌包材（如：Thermo Fisher冻存管、SCHOTT 西林瓶等）。
	5.10.3.2　关键设备：隔离器（东富龙 PI-4PM-FZ或同类设备）。



	6　质量控制要求
	6.1　滴度及比活性测定
	6.1.1　物理滴度：采用ELISA检测样品中P24蛋白（物理滴度）含量，一般应不低于400 ng/ml或5×1
	6.1.2　感染滴度：若病毒携带荧光报告基因（GFP），可通过流式细胞仪定量感染细胞的比例，计算滴度（TU/ml
	6.1.3　比活性：通过病毒感染滴度与物理滴度的比值考察比活性，一般应不低于1000TU/ng或1:500 TU

	6.2　残留测定
	6.2.1　宿主细胞蛋白残留（HCP）：采用ELISA法测定样品中的HCP残留，一般应不高于1.0 μg/5×1
	6.2.2　宿主细胞DNA残留（HCD）：采用qPCR法对病毒载体的宿主细胞DNA残留量进行检测，一般应不高于1
	6.2.3　质粒DNA残留：采用qPCR法检测质粒DNA残留，一般应不高于10.0 ng/5×107 TU或1×
	6.2.4　核酸酶残留量：使用ELISA测定样品中的核酸酶微量残留，一般应不高于1.0 ng/5×107 TU或
	6.2.5　DNA残留片段分布分析：采用qPCR法或CE-LIF法进行DNA残留片段分布分析，采用CE-LIF法
	6.2.6　SV40&E1A拷贝数：采用qPCR法对SV40残留量以及E1A残留量进行检测，一般应不高于1.0×

	6.3　安全性
	6.3.1　无菌检查：参照《中华人民共和国药典（现行版）》通则“1101无菌检查法”对慢病毒载体进行无菌检测，
	6.3.2　细菌内毒素：参照《中华人民共和国药典（现行版）》通则“1143细菌内毒素检查法”对慢病毒载体进行细菌
	6.3.3　支原体检查：依据《中华人民共和国药典（现行版）》通则“3301支原体检查法”和《美国药典》USP<6
	6.3.4　复制性慢病毒：结合法规要求，慢病毒载体的RCL检测应采用敏感细胞培养法进行检测，检测结果应为阴性；根
	6.3.5　外源病毒因子：参照《中华人民共和国药典（现行版）》通则“3302外源病毒因子检查法”进行检测，检测结


	7　安全要求
	7.1　生物安全等级：操作需在BSL-2实验室进行，配备生物安全柜（Ⅱ级）进行暴露操作；车间设计互锁和负压，
	7.2　废弃物处理：病毒废弃物应在原位用乙醇（75%）进行喷洒消毒后转移至灭活间，需经121 ℃高压灭菌30
	7.3　操作安全：有病毒敞口的操作区域（Ⅱ级生物安全柜）在使用结束后用消毒剂彻底擦拭工作台面，并进行紫外照射
	7.4　人员防护：穿戴防护服、手套及护目镜，避免皮肤或黏膜接触病毒。
	7.5　环境设备：定期对病毒生产环境进行监测，确保各项监测指标符合GMP要求，定期检测设备及空调系统的高效过

	8　标志、包装、运输及贮存
	8.1　标志
	8.2　包装
	8.2.1　慢病毒颗粒应采用无菌、无热源的容器进行包装，如无菌离心管、冻存管等，包装容量根据用户需求和病毒滴度确
	8.2.2　包装过程应在无菌环境下进行，避免污染。

	8.3　运输
	8.3.1　运输过程中应使用干冰或液氮罐等低温容器，确保温度维持在-70 ℃以下，避免病毒活性丧失。
	8.3.2　运输包装应符合生物安全运输要求，防止泄漏和破损，同时附上详细的运输清单和质检报告。

	8.4　贮存
	8.4.1　慢病毒颗粒应在-80 ℃低温冰箱中储存，避免反复冻融。
	8.4.2　储存过程中应定期对病毒滴度和活性进行检测，确保其质量稳定。
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