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项目名称：
国家免疫规划关键疫苗DTaP的规模化工艺创新研究与应用

主要完成单位：
武汉生物制品研究所有限责任公司

项目简介：
在疫苗广泛接种之前，百日咳是儿童致死率最高的感染性疾病之一。人类是百日咳杆菌的唯一宿主，人群普遍易感，其中尤以婴幼儿多见。机体通过呼吸道吸入含有百日咳鲍特菌的空气飞沫而传播疾病。新生儿因呼吸肌和胸廓软弱，易发生脑缺氧而惊厥，严重窒息者甚至死亡。2008年全球约1600万百日咳病例，其中95%的病例来自发展中国家。我国自上世纪60年代开始应用全细胞百白破疫苗。但是，全细胞百白破疫苗（DTwP）因其工艺特点，除了含有有效抗原外，尚含有部分毒性物质，造成接种后的不良反应发生率较高，偶尔出现神经性脑损伤甚至死亡的病例。我国自上世纪九十年代起，国内率先使用武汉生物所生产的安全性更高的无细胞百白破疫苗（DTaP），但无细胞百日咳疫苗生产工艺复杂，产能较低。
项目针对无细胞百日咳疫苗生产培养规模小、纯化工艺落后、缺乏良好中间品质量控制方法等制约无细胞百白破疫苗大规模生产应用的关键问题，进行了系统研究，建立百白破各抗原活性和定量检测方法，率先在国内建立大规模生物反应器自动化生产技术平台，引入超速及连续流离心和超滤等规模化生产的关键技术，实现了吸附无细胞百白破联合疫苗系列产品的规模化和标准化生产，为DTaP代替DTwP纳入儿童计划免疫奠定了坚实的基础。项目创新点如下：
一是通过解决大规模生产长期存在的关键共性技术问题，实现多种新型疫苗建立大规模自动化细菌发酵技术工艺的产业化开发，突破了自动化大规模发酵的三个关键技术：500L~5000L细菌发酵培养、哺乳动物细胞生物反应器大规模培养技术、规模化生产工艺参数自动化控制。工艺提升后，年产能达到6000万支，规模全球第一。
二是优化现有离心共纯化法生产工艺，引入超速及连续流离心和超滤等规模化生产的关键技术，代替多批次开放式离心和透析脱盐，提高生产效率并显著降低污染风险，百日咳抗原的纯度从85％提高到90％；抗原收获率从现在的1人份/10ml培养基，提高到1人份/5ml培养基；实现该产品的安全性、有效性和生产效率的全面升级。该工艺获国家发明专利。
2010年至今项目生产约4.9亿剂次的DTaP，市场占有率超过85%，确保了我国儿童计划免疫用疫苗的稳定供应, 为预防控制全国百日咳、白喉、破伤风疾病的暴发流行起到了决定性的作用，为全国免疫规划事业做出了积极的贡献, 具有重大社会效益。我国疾控中心 2011-2017年传染病统计数据显示，百日咳的发病率控制在0.13-0.75/10万之间，始终处于很低水平，显著低于美国的百日咳发病水平（美国2016年百日咳发病率为4.7/10万）；白喉的发病率多年来一直为0，新生儿破伤风的发病率也处于极低水平且逐年降低。2017年新生儿百日咳和白喉的死亡人数均为0，而破伤风的死亡人数为3人，处于历史最低水平。
该项目发表论文10篇，获国家发明专利授权3项。

客观评价：
项目针对无细胞百日咳疫苗生产培养规模小、纯化工艺落后、缺乏良好中间品质量控制方法等制约无细胞百白破疫苗大规模生产应用的关键问题，进行了系统研究。项目解决无细胞百白破联合疫苗长期存在的关键共性技术问题，突破了500L~5000L细菌发酵培养、规模化生产工艺参数自动化控制等大规模发酵的关键技术，实现了以百白破为基础的多种联合疫苗大规模自动化细菌发酵工艺的产业化开发。优化现有离心共纯化法生产工艺，引入超速离心及连续流离心和超滤等规模化生产的关键技术，代替多批次开放式离心和透析脱盐，提高工作效率并显著降低污染风险，实现该产品的全面升级。百日咳抗原的纯度从85％提高到90％，抗原收获率从现在的1人份/10ml培养基，提高到1人份/5ml培养基。建立特异灵敏的组分百白破疫苗相关DT、TT、PT、FHA、PRN抗原和抗体的酶联检测方法；与中检院合作建立符合欧盟药典标准的铝佐剂质量标准；新建检测百日咳特异性毒性的中国仓鼠卵巢细胞簇集法，以及检测百日咳效价的无细胞百日咳疫苗血清学效价检测方法和小鼠中和抗体法；质控标准与国际接轨，并为以百白破为基础联合疫苗的研发奠定了基础。
2010年至今项目生产约4.9亿剂次的吸附无细胞百白破联合疫苗，市场占有率超过85%，确保了我国儿童计划免疫用疫苗的高质量稳定供应。我国CDC 2011-2017年传染病统计数据显示，百日咳的发病率在0.13-0.75/10万之间，始终处于很低水平，显著低于美国的百日咳发病水平（美国2016年百日咳发病率为4.7/10万）；白喉的发病率多年来一直为0，新生儿破伤风的发病率也处于极低水平且逐年降低。2017年新生儿百日咳和白喉的死亡人数均为0，而破伤风的死亡人数为3人，处于历史最低水平。
项目获国家发明专利授权3件，发表论文8篇；培养出博士和硕士5余人；新增2个国家级和3个省级平台。2016-2019年，共创造销售收入66,090.31万元，产生了显著的经济和社会效益。
综上，该项目技术创新强、应用范围广、经济和社会效益显著，整体达到国际先进水平。

应用情况：
武汉生物制品研究所有限责任公司生产的吸附无细胞百白破联合疫苗，在全国31个省、直辖市均有使用，在全国连续10年持续产业化生产，年销售量在4476-6359万支，占全国市场份额70%-90%，保障了无细胞百白破联合疫苗稳定供应、正常免疫接种，为预防控制全国百日咳、白喉、破伤风疾病的爆发流行起到了决定性的作用，为全国免疫规划事业做出了积极的贡献。
2016-2019年吸附无细胞百白破联合疫苗国内市场份额统计表
	产品
名称
	单位名称
	2016年签发（瓶/支），占比
	2017年签发（瓶/支），占比
	2018年签发（瓶/支），占比
	2019年签发（瓶/支），占比

	吸附无细胞百白破联合疫苗
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	61115275，
81.00%
	45696735，83.09%
	45732495,
90.00%
	54094955
70.43%

	
	长春长生生物科技股份有限公司
	14336580，
19.00%
	9004803，
16.37%
	0
	0

	
	玉溪沃森生物技术有限公司
	0
	294858，
0.54%
	5076845,
10.00%
	11332098
14.75%

	
	成都生物制品研究所有限责任公司
	0
	0
	0
	11377890
14.81%


*批签发数据来源于中国食品药品检定研究院公布数据

主要知识产权和标准规范等目录：
	知识产权类别
	知识产权具体名称
	国家
（地区）
	授权号
	授权日期
	证书编号
	权利人
	发明人
	发明专利有效状态

	发明
专利
	一种白喉类毒素疫苗的制备方法
	中国
	ZL 201210529455.3
	2015-4-22
	1641486
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	李佩珊；陈亮；白磊；凌霜；杨以梅；杨海燕；薛红刚；李新国
	有效，已交年费维持

	发明
专利
	无细胞百白破/b型流感嗜血杆菌-AC群脑膜炎球菌联合疫苗
	中国
	ZL 201210295545.0
	2014-10-22
	1500340
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	杨晓明；魏树源；段凯；薛红刚；李新国；项美娟；卢佳丽
	有效，已交年费维持

	发明
专利
	一种氢氧化铝佐剂的制备方法
	中国
	ZL 201410635636.3
	2018-01-30
	2796504
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	艾绪露；薛红刚；陈少华；孙晓艳；胡业勤
	有效，已交年费维持



主要完成人情况：
	姓名
	排名
	职务/职称
	工作单位
	对本项目技术创造性贡献

	杨晓明
	1
	中心主任/研究员
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	 领导和参与了吸附无细胞百白破联合疫苗技术升级的总体方案研究、扩大生产和市场推广应用工作。

	李新国
	3
	副总经理/副研究员
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	作为核心成员参与吸附无细胞百白破联合疫苗技术升级的总体方案研究并组织制定实施计划，在本项目的科研及实施过程中进行组织、协调及关键技术的决策。

	朱德武
	2
	副主任/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百日咳发酵工艺、纯化工艺和脱毒工艺的研究

	胡业勤
	4
	主任/副研究员
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	作为核心成员完成了百日咳杆菌大规模发酵工艺的研究，确定了5000升规模自动化细菌发酵罐培养参数并建立了动态监测指标，无细胞百日咳原液的单产显著提升；研发的切向流超滤法推广后，在缩短工艺时间的同时显著降低了污染风险。

	瞿明霞
	5
	主任/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	作为核心成员完成了百日咳5000升生产规模的质量体系建立及无细胞百白破联合疫苗的生产管理工作。

	曹璟
	6
	主任助理/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百日咳质量体系的研究

	李佩珊
	7
	组长/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责白喉，破伤风质量体系的研究

	陈少华
	8
	组长/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百白破成品的吸附工艺研究

	朱红伟
	9
	工序负责人/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百日咳大罐培养工艺的研究

	龚静
	10
	工序负责人/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百日咳脱毒工艺的研究

	杨海艳
	11
	组长/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责白喉，破伤风原液的生产

	艾绪露
	12
	课题负责人/助理研究员
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百白破成品的吸附工艺研究

	曾赟
	13
	百日咳大工序质管员/助理研究员
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百日咳粗提纯化工艺的研究

	李茜
	14
	经理/助理研究员
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百白破系列产品质量体系的建立

	雷继军
	15
	主任/医学生物工程师
	武汉生物制品研究所有限责任公司
	负责百白破成品的分包装工艺研究



主要完成单位及创新推广贡献：
武汉生物制品研究所有限责任公司解决无细胞百白破联合疫苗长期存在的关键共性技术问题，实现多种新型疫苗建立大规模自动化细菌发酵技术工艺的产业化开发，突破了500L至5000L细菌发酵培养及规模化生产工艺参数自动化控制等大规模发酵的关键技术。优化现有离心共纯化法生产工艺，引入连续流离心和超滤等规模化生产的关键技术，代替多批次开放式离心和透析脱盐，提高工作效率并显著降低污染风险，实现该产品的全面升级。建立特异灵敏的组分百白破疫苗相关DT、TT、PT、FHA、PRN抗原和抗体的酶联检测方法；与中检院合作建立符合欧盟药典标准的铝佐剂质量标准；新建检测百日咳特异性毒性的中国仓鼠卵巢细胞簇集法，以及检测百日咳效价的无细胞百日咳疫苗血清学效价检测方法和小鼠中和抗体法；质控标准与国际接轨。
武汉生物制品研究所有限责任公司2010年至今生产约4.9亿剂次的吸附无细胞百白破联合疫苗，市场占有率超过80%，确保了我国儿童计划免疫用疫苗的稳定供应。我国CDC 2011-2017年传染病统计数据显示，百日咳的发病率在0.13-0.75/10万之间，始终处于很低水平，显著低于美国的百日咳发病水平（美国2016年百日咳发病率为4.7/10万）；白喉的发病率多年来一直为0，新生儿破伤风的发病率也处于极低水平且逐年降低。该成果为预防控制全国百日咳、白喉、破伤风疾病的爆发流行起到了决定性的作用，为全国免疫规划事业做出了积极的贡献。

完成人合作关系说明：
完成人杨晓明、李新国、朱德武、胡业勤、瞿明霞、曹璟、李佩珊、陈少华、朱红伟、龚静、杨海艳、艾绪露、曾赟、李茜、雷继军均为武汉生物制品研究所有限责任公司员工，是“吸附无细胞百白破联合疫苗技术升级与大规模应用”项目团队的核心成员，已进行长期合作。杨晓明为本项目负责人，作为核心成员完成了“吸附精制百日咳疫苗”的研究开发工作，并且在此基础上研制成功“吸附精制百日咳疫苗，白喉类毒素混合制剂”和“吸附精制百日咳疫苗，白喉，破伤风类毒素混合制剂”，参与了三种制剂的I、II、III期临床试验和中间试验的研究和管理工作。上述三个制剂先后获得国家新药证书，生物制品试生产和正式生产文号。领导和参与了吸附无细胞百白破联合疫苗的技术升级、扩大生产和市场推广应用工作。项目第一完成人杨晓明研究员和第二完成人李新国副研究员为本项目专利ZL 201210295545.0的主要发明人；完成人胡业勤副研究员、龚静和李新国副研究员为本项目专利ZL 201110322593.X的主要发明人；完成人李佩珊、杨海燕、李新国副研究员为本项目专利ZL 201210533681.9的主要发明人；完成人李佩珊、杨海燕、李新国副研究员为本项目专利ZL 201210529455.3的主要发明人；完成人艾绪露、陈少华、胡业勤副研究员为本项目专利ZL 201410635636.3的主要发明人。
2011年，公司设立 “无细胞百白破为基础的联合疫苗的研发”重大课题，杨晓明为项目带头人，李新国、胡业勤、朱德武、李茜、雷继军、朱红伟、曾赟为核心研究人员，该课题仍在研。
2014年，武汉市科技局关键技术攻关计划项目编号2014060202010116，武汉生物制品研究所有限责任公司为承接单位，杨晓明为项目带头人，胡业勤、曹璟、杨海艳、李佩珊、陈少华、李新国为核心研究人员参与了无细胞百白破b 型流感嗜血杆菌联合疫苗的研制项目并于2015年12月通过验收。
2016年，武汉市科技局科技人才培育计划项目编号2016070204020161，武汉生物制品研究所有限责任公司为承接单位，杨晓明为项目带头人，李新国、瞿明霞、胡业勤、艾绪露、朱德武为核心研究人员参与了细菌类联合疫苗科技创新团队项目并于2018年8月通过验收。

完成人合作关系情况汇总表：
	序号
	合作方式
	合作者/项目排名
	合作时间
	合作成果
	证明材料
	备注

	1
	共同知识产权
	胡业勤/1,龚静/3,李新国/6 
	2010.01-2012.09
	一种对脱毒后的百日咳疫苗抗原溶液进行纯化的方法
	附件1
	发明专利

	2
	共同知识产权
	李佩珊/1,杨海燕/6,李新国/8
	2010.01-2014.09
	一种破伤风类毒素疫苗的制备方法
	附件2
	发明专利

	3
	共同知识产权
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