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生物制药产业作为生物医药领域

的重要分支 [1]，凭借其靶向性强、疗效

显著、副作用低的优势，已成为治疗恶

性肿瘤、自身免疫疾病、罕见病等重大

疾病的关键支撑。产品体系从疫苗、血

液制品拓展至单克隆抗体、重组蛋白等

前沿品类，生物制药的产品结构不断丰

富，但生产过程面临复杂度高、纯度要

求高、产量低的核心挑战。随着生物制

药向规模化、精细化、智能化的方向发

展，制药分离技术迎来创新升级，传统

沉淀法不断优化，膜分离、层析、超临

界流体萃取等新型分离技术持续涌现，

这些技术迭代成为产业升级的核心动

力。本文将系统梳理生物制药的产业特

征，剖析主流制药分离技术的原理与优

势，结合具体应用场景探讨技术落地路

径，并提出分离纯化过程中的关键注意

事项，为生物制药企业的技术选型与质

量管控提供参考。

1    生物制药概述
生物制药是指利用生物体（如微

生物、动物细胞、植物细胞等）、生物

组织或其代谢产物，结合生物学、分子

生物学、生物工程学、免疫学、微生物

学等学科原理与技术，研发和生产用于

预防、诊断、治疗人类疾病的药物 [2-3]。

其核心特征主要体现在以下三个方面：  

一是原料的特殊性，生物原料多为活体

细胞或复杂的生物大分子混合物，对温

度、pH 值、渗透压等环境因素非常敏感，

易发生变性、降解或团聚；二是产品的

高纯度要求，生物制品中宿主细胞蛋白

（HCP）需控制在 10 ng/mg 以下，内

毒素需低于 0.1 EU/mL，核酸残留需＜ 

10 pg/ 剂量，它的纯度标准远高于化学

药物；三是生产过程的复杂性，分离纯

化工艺复杂，每一步均需严格控制，且

工艺放大过程中易出现规模效应偏差。

目前，主要产品类别包括疫苗、血液制

品、重组蛋白药物、单克隆抗体、基因

治疗药物等。由于不同产品的分子结构、

理化性质存在差异，对制药分离技术的

适应性和针对性提出了更高要求。

2    制药分离技术的类型及原理
制药分离技术的核心原理是利用目

标成分与杂质在物理性质、化学性质、

生物性质上的差异，通过压力、温度、

浓度梯度等外力驱动实现分离。根据分

离机制的不同，主流技术可分为沉淀分

离、超临界流体萃取、膜分离、层析四

大类。

2.1    沉淀分离技术

沉淀分离技术是最经典的生物大
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分子分离方法，通过改变溶液环境，破

坏目标蛋白质的水化层或表面电荷平

衡，使它从溶液中析出，再通过离心或

过滤实现固液分离。该技术操作简单、

成本低、处理量大，适用于发酵液预处

理、血浆初步提纯等粗分离阶段，常见

类型包括：

（1）等电点沉淀法：蛋白质的等电

点（pI）是指其表面净电荷为零时所对

应的 pH 值，该点反映了蛋白质分子中

氨基酸残基的酸碱性 [4]。在等电点时，

蛋白质分子间的静电斥力最小，分子间

易于聚集，导致溶解度降至最低，易发

生沉淀或絮凝。通过向溶液中添加酸或

碱调节 pH 至目标蛋白的 pI，可实现选

择性沉淀。例如，血浆中的人纤维蛋白

原（pI=5.5）在 pH=5.5 的醋酸缓冲液

中沉淀，可与白蛋白（pI=4.7）有效分

离 [5-6]。

（2）盐析法：高浓度中性盐会与蛋

白质竞争溶液中的水分子，破坏蛋白质

表面的水化层，同时中和部分表面电荷，

导致蛋白质分子聚集沉淀。该方法的关

键在于盐浓度的分级控制，不同蛋白质

的盐析饱和度不同，通过逐步提高盐浓

度，可实现多组分的分步分离。

（3）有机沉淀剂沉淀法：向溶液中

添加甲醇、乙醇、丙酮等水溶性有机溶

剂，可降低溶液的介电常数，增强蛋白

质分子间的疏水相互作用，促使其沉淀。

该方法沉淀速度快、分辨率高，但有机

溶剂易导致蛋白质变性，需在低温下操

作，且需严格控制溶剂浓度。

2.2    超临界流体萃取技术

超临界流体萃取（Supercritical 

Fluid Extraction，SFE）是一种利用超

临界流体（其温度和压力高于临界点 [7]）

从生物原料中选择性萃取目标成分的技

术。其核心原理在于超临界流体的溶解

度会随着压力和温度的变化而发生显著

变化。通过调节压力，可以使超临界流

体对极性不同的成分产生差异化溶解。

随后，通过降低压力或升高温度，使超

临界流体恢复为气态，从而实现溶剂与

萃取物的无残留分离 [8]。此外，SFE 技

术在环境友好、低温操作保护热敏成分

以及选择性强等方面具有显著优势 [9]。

2.3    膜分离技术

膜分离技术是利用具有选择性透

过性的膜材料，在压力差、浓度差、电

位差等驱动力作用下，实现混合物中不

同组分分离的技术 [10]。其核心特征为

物理筛分与化学选择性，即膜的孔径大

小决定了分子大小的截留，而膜表面的

化学基团则决定了化学性质截留。在生

物制药领域，根据膜对物质的截留分子

量从大到小排序，常用的膜分离技术主

要分为微滤、超滤、纳滤与反渗透四类

（如图 1 所示），各类技术的参数特性及

应用场景如下：

（1） 微 滤（MF）：膜 孔 径 为

0.05 ～ 10 μm，驱动力为压力差（通常

在 0.05 ～ 0.5 MPa 之间），主要用于去

除发酵液中的微生物、细胞碎片及大颗

粒杂质。例如，CHO 细胞培养液经微

滤处理后，可去除 99% 以上的宿主细

胞碎片，为后续层析纯化提供澄清料液。

（2） 超 滤（UF）： 膜 孔 径 为

1 ～ 100 nm，驱动力为压力差（通常在

0.1 ～ 1 MPa 之间），基于分子大小筛

分原理，用于浓缩目标蛋白或去除小分

子杂质。例如，在重组人干扰素（分子

量 20 KD）的纯化过程中，采用 30 KD

超滤膜可截留干扰素，同时去除小分子

杂质（如培养基残留、核酸片段）。

（3） 纳 滤（NF）： 膜 孔 径 为

0.5 ～ 2 nm，驱动力为压力差（通常在

0.5 ～ 2.0 MPa 之间），兼具筛分效应和

电荷效应，可截留 Ca2+、SO42- 等二价

或多价离子、抗生素、多糖等小分子有

机物，允许单价离子和水分子透过。例

如，在青霉素纯化中，纳滤膜可浓缩抗

生素溶液，同时脱盐，降低后续结晶工

艺的杂质含量。

（4）反渗透（RO）：膜孔径＜ 0.1 nm，

驱动力为高压（通常在 1.0 ～ 10 MPa

之间），基于溶解、扩散原理，仅允许

水分子透过，几乎截留所有溶质（如无

机盐、有机物、微生物），主要用于生

物制药用水制备或发酵液的脱水浓缩。

2.4    层析技术

层析技术（又称色谱技术）是生物

制药中实现高精度纯化的核心技术 [11]，

尤其适用于单克隆抗体、重组蛋白等高

端生物制品的精制阶段，可将产品纯度

从 90% 提升至 99.9% 以上。其原理是

利用目标成分与杂质在固定相（如树脂、

凝胶等）和流动相（如缓冲液）之间的

分配系数差异。当混合物随流动相流经

固定相时，各组分与固定相发生差异化

的相互作用，导致迁移速度不同，最终

实现分离。根据分离机制的不同，生物

制药中常用的层析技术包括：

（1）离子交换层析（IEC）：固定

相为表面键合带电基团的树脂，基于电

荷相互作用进行分离。目标蛋白在特

定 pH 下带电荷，与固定相发生静电结

合，再通过提高流动相盐浓度竞争结合

位点，实现解吸洗脱。例如，单克隆抗

体在 pH=5.0 的醋酸缓冲液中带正电，

可与阳离子交换树脂结合，而宿主细胞

蛋白带负电或电中性，随流穿液去除，

再用 0.5 M NaCl 洗脱抗体，纯度可达

95% 以上。

（2）亲和层析（AC）：固定相为表

面键合特异性配体的树脂，基于生物特

异性结合进行分离，选择性极高。例

如，Protein A 亲和层析与抗体的 Fc 段

特异性结合，发酵液流经树脂时，抗体

被截留，杂质随流穿液去除，再用酸性

缓冲液洗脱抗体，一步纯化回收率可达

90%，纯度超 98%。

（3）疏水相互作用层析（HIC）：

固定相为表面键合疏水基团的树脂，流

动相为高盐缓冲液，基于疏水相互作用

进行分离。在高盐环境下，蛋白质表面

疏水区域暴露，与固定相结合，再通过

降低流动相盐浓度减弱疏水作用实现洗

脱，该技术常用于去除抗体的聚集体。
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（4）凝胶过滤层析（GFC）：固定

相为多孔凝胶颗粒，基于分子大小筛分

原理进行分离。小分子可进入凝胶孔

隙，迁移路径长、洗脱时间长；大分子

无法进入孔隙，迁移路径短、洗脱时间

短。主要用于去除目标蛋白中的小分子

杂质或控制聚集体含量，如疫苗纯化中，

GFC 可分离病毒颗粒（大分子）与宿

主细胞蛋白片段（小分子）。

3    制药分离技术在生物制品中

的应用
3.1    沉淀分离技术在血液制品中的应用

血液制品是以人体血浆为原料，生

产人白蛋白、人免疫球蛋白、人凝血因

子Ⅷ、人纤维蛋白原等产品的生物制品。

其原料血浆中成分复杂，且易受乙肝病

毒、丙肝病毒、HIV 等病毒污染，沉淀

分离技术是其粗分离阶段的核心手段。

例如，人血白蛋白纯化，传统工艺采用

低温乙醇分级沉淀法（Cohn 6 法），通

过精准控制乙醇浓度、pH、温度、离

子强度、蛋白浓度，实现多步沉淀：

●  第一步（乙醇浓度 8%、pH=7.2、

温度 -2℃、蛋白浓度 5.1 g/dl、离子强

度 γ/2=0.14）：沉淀纤维蛋白原和冷不

溶球蛋白，去除大部分大分子杂质；

●  第 二 步（ 乙 醇 浓 度 25%、

pH=6.9、温度 -5℃、蛋白浓度 3.0 g/dl、

离子强度 γ/2=0.09）：沉淀 γ- 球蛋白

（免疫球蛋白原料）与白蛋白分离；

●  第 三 步（ 乙 醇 浓 度 40%、

pH=5.2、温度 -5℃、蛋白浓度 2.5 g/dl、

离子强度 γ/2=0.01）：沉淀白蛋白，离

心收集沉淀后，再经溶解、脱盐、灭菌，

得到纯度 95% 以上的白蛋白成品。

该技术的优势是处理量大、成本

低、乙醇可灭活部分病毒，但存在操作

周期长、乙醇用量大、产品回收率较低

的问题。目前，企业多通过优化工艺

参数或结合膜过滤，将回收率提升至

70% 以上，同时缩短生产周期。

3.2    超临界流体萃取技术在生物发酵

制药中的应用

生物发酵制药是指利用微生物发

酵生产抗生素、维生素、酶制剂等产

品。其中，红霉素、青霉素 G、维生素

E 等脂溶性发酵产物的分离常面临有机

溶剂残留高、热敏性损失大的问题。超

临界流体萃取技术可有效解决这些行业

痛点。以红霉素纯化为例，传统工艺采

用乙酸丁酯萃取法 [12]，不仅存在乙酸

丁酯易残留的问题，且高温蒸馏会导致

红霉素降解，影响产品质量与收率。为

此，可采用超临界 CO2 萃取技术对工

艺进行优化，如图 2 所示。

该工艺具备多重显著优势：红霉素

回收率提升至 90%，有机溶剂残留＜ 

0.1 ppm，远低于药典标准；且萃取温

度低，避免了红霉素的热降解；同时，

CO2 可循环使用，进一步降低了生产过

程中的环保成本。

3.3    膜分离技术在疫苗制备中的应用

疫苗是预防传染病的核心生物制

品，其生产过程需经历病毒培养、病毒

收获、纯化、灭活等环节。其中，纯化

阶段需去除宿主细胞碎片、核酸、内毒

素等杂质，同时保留病毒颗粒的免疫原

性。膜分离技术凭借其温和操作和高效

截留的优势，已成为疫苗纯化的关键

技术 [13]，以冻干甲型肝炎减毒活疫苗

为例，在冻干甲型肝炎减毒活疫苗纯化

中，甲型肝炎病毒（HAV）需从人胚肺

二倍体细胞（2BS 株）培养收获物中分

离，去除宿主细胞碎片、杂蛋白及三氯

甲烷残留。采用超滤工艺进行浓缩与病

毒截留，使用截留相对分子质量为 300 

KD 的膜包，对经 4 次三氯甲烷抽提后

的抽提液进行超滤浓缩，同时用 Hank's

液洗滤。最终收集的膜上液（疫苗原液）

病毒滴度达 8.33 ～ 8.50 lgCCID50/mL，

符合《中国药典》三部（2020 版）“不

低于 8.00 lgCCID50/mL”的标准，保障

疫苗有效性 [14]。

3.4    层析技术在抗体药物中的应用

单克隆抗体（mAb）药物是生物制

药领域规模最大的品类，生产以 CHO

细胞为表达系统，培养液中抗体含量

约 5 ～ 10 g/L，但含有宿主细胞蛋白

（HCP）、核酸、内毒素、抗体聚集体等

杂质，需通过层析技术纯化。典型工艺

为“亲和层析→离子交换层析→疏水相

互作用层析”三步法，以曲妥珠单抗（抗

HER2 抗体）为例具体如下：

（1）Protein A亲和层析（捕获阶段）。

作为抗体纯化的第一道防线，核心是利

用 Protein A与抗体 Fc段的特异性结合，

从复杂培养液中高效捕获目标抗体。杂

质因无法结合而随流穿液排出，此步骤

抗体回收率＞ 90%，纯度从 5% 提升至

95% 以上，HCP 残留从 10000 ng/mg

降至 100 ng/mg 以下，为后续精制奠定

基础。

图 1    膜工艺的分类及对应的被分离分子的大小

分子大小 d（μm）

压
差
∆
P（

M
pa
）
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（2）离子交换层析（精制阶段）。

针对捕获后残留的 HCP、抗体聚集体

和核酸，采用阳离子交换层析，基于抗

体与杂质的电荷差异实现分离。抗体结

合树脂，杂质随洗脱液去除，此步骤

HCP 残留可降至 10 ng/mg 以下，聚集

体含量＜ 1%，进一步提升抗体纯度与

稳定性。

（3）疏水相互作用层析（抛光阶

段）。作为最终纯化步骤，聚焦去除微

量内毒素和顽固杂蛋白。采用苯基琼脂

糖树脂，在高盐环境下抗体表面疏水区

域暴露并结合树脂，杂质随流穿液排出。

最终产品内毒素含量＜ 0.01 EU/mL，

HCP 残留＜ 1 ng/mg，完全满足临床用

药标准。

4    生物制药分离纯化过程的关

键注意事项与实施要点
4.1    加强制药基础设施建设

基础设施是分离纯化的硬件基础，

直接影响工艺稳定性和产品质量，需重

点关注以下方面：

（1）设备选型与维护。根据产品

特性选择适配的分离设备，例如处理热

敏性蛋白时，选用可制冷至 4℃的低温

离心机组和带柱温控制系统的低温层析

柱；处理高粘度发酵液时，选用高剪切

力的板框过滤机。同时，需建立设备全

生命周期管理制度。日常维护方面，每

日清洁层析柱柱头、检查泵的密封性；

每周校准紫外检测器的波长准确性、验

证超滤膜的截留效率；定期检修时，每

6 个月更换微滤膜滤芯、检查层析柱床

层稳定性，每年对高压泵进行拆解维护、

对发酵罐的搅拌系统进行平衡校准；建

立设备故障台账，记录故障原因、处理

方案及效果，避免同类问题重复发生。

（2）信息化与智能化升级。利用

大数据与物联网技术构建数字化生产体

系，通过传感器实时采集层析柱的压力、

流速、温度，超滤过程的通量、截留率

等关键参数，传输至 SCADA 系统进行

实时监控；利用历史数据建立工艺模型，

预测膜污染趋势，优化操作参数。

4.2    加强过程控制和自动化水平

在生物制药分离纯化中，人为操作

误差是导致产品质量波动的重要因素，

加强过程控制和自动化水平可显著提升

工艺稳定性：

（1）关键参数的精准控制。在生

产过程中，通过采用自动化设备替代人

工操作以提升精准性与稳定性：一方面，

引入自动缓冲液配制系统，利用蠕动泵

精准控制酸、碱、盐溶液的添加量，将

缓冲液 pH值偏差严格控制在＜±0.05，

浓度偏差控制在＜ ±1%，从源头规避

人工配制可能产生的操作误差；另一方

面，采用连续层析系统，借助软件自动

调控上样、洗涤、洗脱的流速与时间，

有效避免人工切换步骤导致的参数波

动，同时该系统还可同步自动完成紫外

监测、洗脱液收集、峰值记录及洗脱程

序控制，全方位保障层析过程的连续性

与数据准确性 [15]。

（2）实时监测与反馈调节。在关

键工艺节点安装在线检测设备，在层析

洗脱过程中，在线紫外检测器实时监测

抗体浓度，当检测到浓度达到设定阈值

时，自动切换至收集阀；在超滤过程中，

在线折光仪实时监测溶液浓度，当浓度

达到目标值时，自动停止浓缩。

（3）智能化技术的应用。随着人工

智能（AI）技术的发展，AI 在分离纯

化过程控制中的应用逐渐增多 [16]，利

用机器学习算法分析历史纯化数据，优

化层析洗脱的盐浓度梯度，使抗体回收

率提升 5% ～ 10% ；利用数字孪生技术

构建分离纯化过程的虚拟模型，模拟不

同操作参数对产品质量的影响，提前预

测工艺风险，减少试错成本。

4.3    注重环保和可持续发展理念的

应用

生物制药分离纯化过程会产生一

定的废弃物（废层析树脂、废膜、废水），

若处理不当会对环境造成污染。因此，

需将环保理念融入工艺设计和生产全过

程：

（1）绿色分离技术的开发与应用。

在生产过程中，可通过资源循环利用与

环保材料、试剂的选用，双管齐下推进

绿色化转型。在超临界流体萃取环节，

对所用 CO2 采用压缩回收工艺实现重

复使用，减少原料消耗；层析过程中，

将使用后的洗涤缓冲液经前期过滤除杂

与后续脱盐处理后，重新用于层析柱平

衡操作，进一步降低缓冲液用量。同时，

在材料选择上，以可降解超滤膜材料替

代传统不可降解聚合物膜，减少固体废

弃物对环境的长期影响；在试剂使用上，

则选用无磷清洗剂清洗设备，有效避免

含磷废水排放引发的水体富营养化问

题，全方位降低生产过程对环境的负担。

（2）废弃物的减量化与资源化处

理。在分离纯化过程的废弃物与废水处

理中，可通过资源化利用与分阶段处理

实现环保目标。对于固体废弃物，废层

析树脂经高温焚烧处理后，产生的热量

可回收用于车间供暖，实现能量再利用；

废膜则经破碎处理后，作为塑料再生原

料用于制作非药用包装材料，减少固体

废弃物的环境占用。对于产生的废水，

先通过预处理去除水中的悬浮物和部分

有机物，再进入生物处理系统降解化学

图 2    超临界 CO2 萃取法红霉素制备

工艺优化流程
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需氧量（COD），最终使出水 COD 控

制在＜ 50 mg/L，达到国家排放标准后

再进行排放，全方位降低生产过程对环

境的影响。

（3）能源节约。在降低生产能耗

方面，可通过针对性优化设备运行参数

实现。如在超滤过程中，采用错流过滤

方式替代传统的死端过滤，能有效提高

过滤效率，从而降低设备运行能耗 [17] ；

而在层析柱操作中，为维持稳定柱温，

通过为层析柱配备保温夹套，利用车间

余热替代额外加热，进一步减少了加热

环节的能耗消耗，从不同生产环节共同

推动整体能耗下降。

5    总结
生物制药产业的快速发展对制药

分离技术提出了更高纯度、更高效率、

更低成本、更环保的要求。本文通过对

主流分离技术的原理剖析和应用案例分

析，得出以下核心结论：

（1）技术选型需匹配产品特性。血

液制品因处理量大、成本敏感，适合采

用“沉淀分离 + 膜过滤”的组合工艺；

抗体药物因纯度要求极高，需依赖“亲

和层析 + 多步精制层析”的高精度工艺；

疫苗因需保留生物活性，优先选择“微

滤 + 超滤 / 纳滤”的温和分离技术。企

业需根据产品的分子量、电荷、溶解度

等特性，结合生产规模和成本预算，制

定个性化的分离方案。

（2）技术创新是产业升级的核心

动力。新型分离技术凭借高效、环保、

自动化的优势，逐渐替代传统技术，连

续层析技术可将抗体纯化的生产效率提

升 3 倍，且减少了缓冲液消耗；膜色谱

技术结合了膜分离的高通量和层析的高

选择性，为大分子生物制品的纯化提供

了新方向。

（3）质量与环保是可持续发展的

基石。生物制药分离纯化需始终以“质

量为核心”，通过完善基础设施、加强

过程监督、提升自动化水平，实现产

品质量的稳定可控；同时，需践行环

保理念，通过溶剂循环、废弃物资源化、

能源节约，降低生产过程对环境的 

影响。

展望未来，随着基因治疗、细胞

治疗等新兴生物制品的涌现，分离技术

将面临新的挑战 [18]，需进一步突破技

术瓶颈，开发针对新兴产品的专用分离

技术。同时，加强产学研合作，推动实

验室阶段的技术创新向工业化转化，将

是提升我国生物制药产业竞争力的关键

路径。
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