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[bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
本文件由中国生物材料学会提出。
本文件由中国生物材料学会标准工作委员会归口。
本文件起草单位：广西璟炜生物技术有限公司、广西壮族自治区食品药品审评查验中心、国家军事医学研究院、广西大学、浙江大学医学院附属邵逸夫医院、中国海洋大学、北京工业大学、南方医科大学、广西医科大学、西南大学、广西壮族自治区医疗器械检测中心、玉林市食品药品检验检测中心、广西医科大学附属武鸣医院、广东璟炜生物科技有限公司、广西壮族自治区药品监督管理局、中绍宣科技集团有限公司、华熙生物科技股份有限公司。
本文件主要起草人：梁奕福、陆梅元、王华、王成华、谈伟强、赵雪、贾润清、于梦、许胜、徐立、唐青平、黎强、周颖、周晓婷、吴寅、彭皖春、李小燕。


[bookmark: BookMark4]

医用重组弹性蛋白原料

[bookmark: _Toc31025][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc16221][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc20495][bookmark: _Toc24884211]范围
[bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了医用重组弹性蛋白原料的质量控制、技术要求、试验方法、稳定性、生物学评价、检验规则、标志、包装、运输和贮存等内容。
本文件适用于作为医疗器械原材料的医用重组弹性蛋白原料的质量控制。
[bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc16464][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc30923][bookmark: _Toc11469]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 16886.1  医疗器械生物学评价第1部分：风险管理过程中的评价与试验
GB/T 16886.20  医疗器械生物学评价 第20部分：医疗器械免疫毒理学试验原则和方法
YY/T 1465（所有部分） 医疗器械免疫原性评价方法
YY/T 1849—2022  重组胶原蛋白
《中华人民共和国药典》（2025年版）
[bookmark: _Toc23160][bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc1131][bookmark: _Toc29461]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

弹性蛋白 elastin
具有特征性疏水重复多肽序列，可发生温敏相变，具备弹性回缩等生物学功能的蛋白质及其多肽。

重组弹性蛋白 recombinant elastin
采用重组DNA技术，对编码所需人弹性蛋白的基因进行遗传操作和（或）修饰，利用质粒或病毒载体将目的基因导入适当的宿主细胞（细菌、酵母或其他真核细胞等）中，表达并翻译成弹性蛋白或类似弹性蛋白的多肽，经过提取和纯化等步骤制备而成。
[bookmark: _Toc20408][bookmark: _Toc14578][bookmark: _Toc24728]质量控制
[bookmark: _Toc28955]通则
由于重组基因片段序列、表达体系差异，重组弹性蛋白产物的氨基酸组成、分子量、二级结构、相变特性会存在差异，甚至得到全新多肽产物，宜开展全面特性分析（见附录 A），实施严格质量控制。
重组弹性蛋白质量控制与分子量、结构特性、质量属性、生产工艺密切相关。质量控制体系包含原辅料质量控制、生产工艺与过程控制、终产品检测。应结合成品检测、过程控制、工艺验证，保证各类杂质去除或降低至可接受水平。
[bookmark: _Toc29592]制备工艺的质量控制
重组弹性蛋白属于重组DNA来源蛋白，参照《中华人民共和国药典》“人用重组DNA蛋白制品总论”中“制造”章节全部要求执行。
包括：工程宿主细胞（细菌、酵母或其他真核细胞）控制（表达载体、细胞库系统、细胞库质量控制、宿主遗传稳定性）；生产过程控制（发酵培养、提取纯化、原液、半成品、成品）；工艺变更管理。不适用条款应提供合理解释说明。
[bookmark: _Toc9895]重组弹性蛋白成品的质量控制
成品质量控制宜采用参比品与经验证的检测方法，评估已知及潜在产物相关杂质、工艺相关杂质。
应对鉴别、理化指标、生物学功能、杂质项目开展检测分析。
应选择经过充分验证、稳定性可靠的代表性批次建立参比品，用于鉴别、理化、生物学功能验证；参比品制备、保存参照《中华人民共和国药典》生物标准物质相关要求。
[bookmark: _Toc27541][bookmark: _Toc5284]要求
[bookmark: _Toc5444][bookmark: _Toc6512]鉴别
氨基酸序列：采用LC-MS/MS肽图分析，肽段序列覆盖率不应低于95%，且匹配肽段的氨基酸序列应与理论设计序列一致；N端序列应与理论设计一致。
二级结构：圆二色谱（CD）光谱特征应与参比品一致，在约195 nm～200 nm处有特征负峰，在约220 nm～230 nm处有弱负峰；应符合标识的二级结构特征。
分子量：应符合标识要求，实测值与标识值的偏差不应超过±10%。
等电点：应在标识范围内，实测值与标识值的偏差不应超过±0.5 PH。
[bookmark: _Toc5407][bookmark: _Toc5013]感官指标
感官指标应符合表1的规定。
感官指标
	项目
	指标

	外观
	无色至淡黄色透明液体，或白色/类白色疏松海绵状固体（冻干粉），无结块、变色

	气味
	无味或有微弱特征性气味

	可见异物
	无明显异物



[bookmark: _Toc24767][bookmark: _Toc18393]理化指标
理化指标应符合表2的规定。
理化指标
	项目
	指标

	蛋白纯度
	≥98%

	蛋白含量
	≥95%

	pH值
	5.5-8.0

	水分（冻干粉）
	≤3.0%

	炽灼残渣
	≤2.0%

	外源性DNA残留量
	≤100 pg/mg（植入类）；≤1.5 ng/mg（体表接触类）

	宿主蛋白质残留量
	≤0.01%（100 ppm）

	内毒素
	≤2 EU/mg（植入类）；≤10 EU/mg（体表接触类）

	相变温度
	应符合标识值，实测值与标识值偏差不超过±2℃

	重金属总量（以Pb计）
	≤10 μg/g

	热稳定性a
	完整蛋白保留率≥90%，生物活性保留率≥80%

	残余抗生素活性b
	应无残余抗生素活性

	热稳定性仅适用于采用灭菌工艺处理的产品，灭菌工艺应经过验证。
残余抗生素活性仅适用于生产过程中使用抗生素的原料



[bookmark: _Toc5766][bookmark: _Toc20699]微生物限度
微生物限度应符合表3的规定。
微生物限度
	项目
	指标

	需氧菌总数
	≤100 CFU/g

	霉菌和酵母菌总数
	≤10 CFU/g

	大肠埃希菌
	不得检出

	金黄色葡萄球菌
	不得检出

	铜绿假单胞菌
	不得检出



[bookmark: _Toc27163][bookmark: _Toc27946]生物学功能
生物学功能应符合表4规定。
生物学功能
	项目
	指标

	细胞黏附性a
	细胞黏附率提升应≥50%

	细胞增殖a
	细胞增殖率应≥120%

	细胞迁移a
	细胞迁移率提升应≥50%

	液体生物活性保留率b
	≥85%

	冻干粉生物活性保留率c
	≥90%

	1. [bookmark: _Toc20596][bookmark: _Toc31621][bookmark: _Toc14729]细胞黏附性、细胞增殖、细胞迁移测试结果均相对于空白对照组计算。
≥85% 适用于液体制剂，2 ℃～8 ℃条件储存 12 个月。
≥90% 适用于冻干粉制剂，2 ℃～8 ℃条件储存 24 个月。


试验方法
[bookmark: _Toc27409][bookmark: _Toc23113]鉴别
氨基酸序列
完整序列确认采用液相色谱-串联质谱联用技术（LC-MS/MS）进行肽图分析，酶解肽段序列覆盖率不应低于95%，并与理论设计序列比对；N端序列采用埃德曼降解法测定（测定不少于10个氨基酸残基）。
二级结构
采用圆二色谱法（CD）测定蛋白二级结构特征。
分子量
采用SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳法（SDS-PAGE）进行快速鉴别；仲裁方法采用分子排阻色谱-多角度激光散射联用技术（SEC-MALLS）或质谱法（MS）测定，按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0512“高效液相色谱法”执行。
等电点
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0541“电泳法”的“电聚焦电泳法”或“毛细管电泳法”测定。
[bookmark: _Toc19613][bookmark: _Toc6209]感官指标
外观、气味
置于非阳光直射或日光灯下，目视检查外观、鼻嗅检查气味。
可见异物
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0904“可见异物检查法”中“灯检法”规定的方法进行测定。
[bookmark: _Toc31273][bookmark: _Toc13015]理化指标
纯度
电泳纯度按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0541“电泳法”中“第五法 非还原型SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳法”测定，分离胶浓度根据目标分子量选择（10%～15%），上样量应不低于10 μg/泳道，经考马斯亮蓝R250染色后扫描定量；单体纯度采用分子排阻高效液相色谱法（SEC-HPLC）测定，按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0512“高效液相色谱法”执行。
蛋白含量
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0731“蛋白质含量测定法”中“第一法 凯氏定氮法”或“BCA法”规定的方法进行测定。
如试样中含有对蛋白测定干扰的物质，应对方法的适用性进行验证和确认，可采用经验证的等效方法进行试验。
pH值
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0631“pH值测定法”规定的方法进行测定。
水分
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0832“水分测定法”规定的方法进行测定。
炽灼残渣
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0841“炽灼残渣测定法”规定的方法进行测定。
外源性DNA残留量
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则3407“外源性DNA残留量测定法”规定的方法进行测定。
宿主蛋白质残留量
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则3412“大肠埃希菌菌体蛋白质残留量测定法”或3414“酵母工程菌菌体蛋白质残留量测定法”规定的方法进行测定。按宿主菌选用试样方法。
内毒素
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则1143“细菌内毒素检查法”规定的方法进行测定。
相变温度
采用紫外分光光度法测定：样品浓度0.5 mg/mL～1.0 mg/mL，以1℃/min的升温速率在10℃～55℃范围内梯度升温，同步测定OD₃₄₅ₙₘ吸光度变化，以吸光度-温度曲线一阶导数的峰值对应温度为相变温度。
重金属总量
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则0821“重金属检查法”规定的方法进行测定。
热稳定性
如适用，将样品经经验证的灭菌工艺处理后，采用SEC-HPLC法测定完整蛋白保留率（以未灭菌样品为对照），采用MTT法或CCK-8法测定细胞增殖活性，计算生物活性保留率。
残余抗生素活性
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则3408“抗生素残留量检查法”规定的方法进行测定。
[bookmark: _Toc17016][bookmark: _Toc16695]微生物限度
按《中华人民共和国药典》（2025年版）四部通则1105“非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法”、1106“非无菌产品微生物限度检查：控制菌检查法”规定的方法进行测定。
[bookmark: _Toc27180][bookmark: _Toc7896]生物学功能
细胞黏附性
参照YY/T 1849—2022中附录B或其他经验证的方法进行。采用结晶紫染色法测定：将重组弹性蛋白包被于培养板（包被浓度10 μg/mL～50 μg/mL），接种人皮肤成纤维细胞（HDF）或L929细胞（接种密度1×10⁴个/孔～5×10⁴个/孔），培养1 h～4 h后PBS洗涤，结晶紫染色，酶标仪570 nm处测定吸光度，以未包被孔为空白对照，计算细胞黏附率。
细胞增殖
采用MTT法或CCK-8法测定：以人皮肤成纤维细胞（HDF）或L929细胞为模型（接种密度1×10³个/孔～5×10³个/孔），加入含重组弹性蛋白（终浓度1 μg/mL～100 μg/mL）的培养基培养24 h～72 h，以不含样品的培养基为空白对照，计算相对细胞增殖率。
细胞迁移
采用细胞划痕试验或Transwell小室法测定：以人皮肤成纤维细胞（HDF）或L929细胞为模型，细胞融合度达90%以上时进行划痕，加入含重组弹性蛋白（终浓度1 μg/mL～100 μg/mL）的无血清培养基，培养12 h～24 h后测量划痕宽度，以不含样品的无血清培养基为空白对照，计算细胞迁移率。
生物活性保留率
在规定的贮存条件下，分别于0、3、6、9、12、24个月（按产品有效期确定取样点）取样，采用MTT法或CCK-8法测定促细胞增殖活性，计算相对于初始活性（0月）的保留率。
[bookmark: _Toc2766][bookmark: _Toc26533][bookmark: _Toc12639]生物学评价
当本产品作为医疗器械原材料时，应按GB/T 16886.1的要求，结合最终器械的接触部位、接触时间和接触方式开展生物学评价，评价项目至少包括细胞毒性、致敏、刺激（如适用）、植入（如适用）。
基于人弹性蛋白序列编辑、重组修饰得到的产物，存在不可预知免疫原性风险；若不能排除免疫风险，应开展免疫学研究，试验方法执行GB/T 16886.20、YY/T 1465（所有部分）。
若产品以非无菌形式提供，灭菌处理用于生物学评价试验时，应当评估灭菌工艺对重组弹性蛋白结构、生物活性的影响。
[bookmark: _Toc18009][bookmark: _Toc26250][bookmark: _Toc28190]检验规则
[bookmark: _Toc5557][bookmark: _Toc26165]组批
以一个发酵罐发酵纯化生产的产品为一检验批。
[bookmark: _Toc7513][bookmark: _Toc727]抽样
自检验批中随机抽取样品，总量应不少于2 g，均分为两份，1份做检样，另一份留样备查。
[bookmark: _Toc881][bookmark: _Toc26605]出厂检验
检验规则
每批产品应经生产厂检验部门按本文件的规定进行检验，产品合格后方可出厂。
检验项目
出厂检验的项目包括鉴别（氨基酸序列、分子量）、感官指标、蛋白纯度、蛋白含量、pH值、水分（冻干粉）、炽灼残渣、细菌内毒素、重金属总量、相变温度、微生物限度。
[bookmark: _Toc27305][bookmark: _Toc25808]型式检验
检验规则
型式检验应每2年进行一次，有下列情况之一时亦应进行型式检验：
——新产品的试制鉴定或老产品转厂生产时；
——原料、工艺有较大改变，可能影响产品质量时；
——更换主要生产设备时；
——产品停产1年以上恢复生产时；
——出厂检验结果与上次型式检验有较大差异时；
——行业主管部门提出型式检验的要求时。
检验项目
型式检验项目为第5章规定的全部项目。
结果判定
若所有检验项目全部合格，则判定型式检验合格，否则判定为型式检验不合格。
复检规则：检验结果中如有指标不符合本文件要求，可从同批产品中加倍抽样对不合格项进行复检。复检结果仍不合格，则判定该批产品不合格。微生物限度项目不得复检。

[bookmark: _Toc30746][bookmark: _Toc9644][bookmark: _Toc25521]标志、包装、运输、贮存
[bookmark: _Toc28502][bookmark: _Toc5210]标志
产品包装标志至少应有下列内容：
——原料名称；
——原料规格（液体/冻干粉）；
——含量；
——贮存条件；
——使用期限（生产日期和保质期，或生产批号和限期使用日期）；
——生产商基本信息；
——安全或警示信息；
——其他。
[bookmark: _Toc14561][bookmark: _Toc21501]包装
产品包装应使用经验证的包装材料（如西林瓶、铝箔袋等），密封完好，应防水、防尘、防潮。
[bookmark: _Toc25790][bookmark: _Toc21437]运输
液体剂型应在2℃～8℃条件下冷链运输；冻干粉剂型可在常温（不超过25℃）条件下运输，运输时间不宜超过7天。运输时应使用洁净、有篷盖的运输工具，不应受潮、受热，不应与有毒物品混装。
[bookmark: _Toc13167][bookmark: _Toc7640]贮存
液体剂型应在2℃～8℃条件下冷藏保存；冻干粉剂型应在2℃～8℃条件下冷藏保存，长期保存应于-20℃以下温度冻存。
[bookmark: _Toc31208][bookmark: _Toc26292][bookmark: _Toc7774]有效期
产品在2℃～8℃条件下冷藏保存，有效期：液体剂型不少于12个月，冻干粉剂型不少于24个月；在-20℃以下条件下冻存，有效期不少于36个月。有效期应基于加速稳定性和长期稳定性研究数据确定，稳定性研究应至少包括外观、pH值、蛋白纯度、蛋白含量、相变温度、生物活性、微生物限度等考察指标。
[bookmark: BookMark5]

[bookmark: _Toc22349][bookmark: _Toc32487]
（资料性）
重组弹性蛋白特性分析
[bookmark: _Toc4941]概述
研发阶段需要对重组弹性蛋白开展理化、生物学功能、免疫学特性、纯度杂质的完整特性分析，是制定质量标准的基础。应采用多种分析手段表征分子量、等电点、氨基酸组成、疏水重复序列、相变特性；评估翻译后修饰、聚集、降解，确认目标二级结构、温敏相变功能完整。
[bookmark: _Toc10224]理化特性
一级结构
氨基酸序列测定，比对基因推导理论序列；关注N端、C端修饰，脱酰胺、氧化、碎片化、聚集等异质性。
二级结构与相变特性
圆二色谱CD：验证弹性蛋白特征二级结构谱图。
相变温度：梯度升温紫外OD345nm测定，评价温敏可逆溶胶‑凝胶转变。
可补充红外光谱，作为高级结构辅助表征手段。
分子量、等电点
采用电泳、质谱、毛细管等电聚焦完整表征，确认产物异质性。
[bookmark: _Toc148]纯度、工艺相关杂质
产物相关杂质：降解片段、聚集寡聚体；评估储存过程降解趋势。
工艺相关杂质：宿主DNA、宿主蛋白、纯化试剂残留。
污染物：内毒素、重金属、微生物。
[bookmark: _Toc8627]生物学功能
除标准规定细胞黏附、增殖、迁移外，研发阶段宜补充弹性蛋白特有的弹性相关功能、相变响应行为的体外评估。生物学功能是高级结构是否保留的功能性佐证。
[bookmark: _Toc12578]免疫化学特性
重组弹性蛋白经过序列编辑，存在潜在免疫原性风险。研发阶段应开展免疫原性评估，如预期体内植入使用，应充分评估免疫应答风险。
[bookmark: _Toc3747]参比品
选择代表性批次建立参比品，开展全套特性分析；原液分装，-70℃或经验证条件保存；用于鉴别、理化、生物学功能比对。
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