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摘　 要　 生化药注射剂具有生物多样性和组成不确定性的特点ꎬ是风险较高的一类品种ꎮ 该文从国内制剂现状和

相关技术法规要求方面ꎬ阐述了生化药注射剂的评价策略ꎬ并对该类制剂的质量评价要点和技术方法展望进行了分析和

总结ꎬ以期为生化药注射剂一致性评价或再评价工作的开展提供参考ꎮ
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　 　 生化药品是指从动物器官、组织、体液、分泌物中

经前处理、提取、分离、纯化等制得的安全、有效、质量

可控的药品ꎬ主要包括蛋白质、多肽、氨基酸及其衍生

物、多糖、核苷酸及其衍生物、脂、酶及辅酶等ꎮ 生化药

注射剂是注射剂中较特殊的一类ꎬ按照化学药品质量

控制方式很难控制其质量ꎬ与普通化学药品注射剂相

比具有以下 ３ 个特殊性:①原材料大多来自生物体ꎬ来
源复杂ꎬ组成不明确ꎬ本身具有不均一性ꎬ结构确证难ꎻ
②生产涉及器官、组织、体液、分泌物的提取、分离和纯

化等过程ꎬ仅通过终产品的质量标准很难有效控制质

量ꎻ③生化药品需用效价测定、体外细胞活性实验、生物

检定法等生物分析技术证实其生物活性ꎬ比理化测定具

有更大的可变性ꎮ ２０１７ 年度«国家药品不良反应监测

年度报告»显示ꎬ按照给药途径统计ꎬ２０１７ 年药品不良

反应 /事件报告中ꎬ静脉注射给药占 ６１.０％ꎬ其他注射给

药占 ３.７％ꎬ口服给药占 ３２.０％ꎬ其他给药途径占３.３％ꎮ
与 ２０１６ 年相比ꎬ静脉注射给药占比上升 １.３％ꎬ其中有
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多个生化药注射剂被提及ꎬ包括复方氨基酸(１８ＡＡ) 、
脂肪乳、丙氨酰谷氨酰胺和门冬氨酸钾镁等[１]ꎮ

近年来ꎬ随着药品监管体制改革的深入推进ꎬ国家

有关部门陆续出台了一系列与生化药注射剂相关的新

法规和政策ꎮ ２００８ 年 １ 月 ８ 日ꎬ国家食品药品监督管理

局颁布了«多组分生化药注射剂基本技术要求(试
行)»ꎬ提出了多组分生化药注射剂审评中的重点关注点

和相应的技术要求ꎮ ２０１７ 年 ３ 月 １６ 日ꎬ国家食品药品

监督管理总局(ＣＦＤＡ)药品审评中心发布了药品生产质

量管理规范(ｇｏｏｄ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ ｐｒａｃｔｉｃｅｓꎬＧＭＰ)生化药

品附录ꎬ作为«药品生产质量管理规范(２０１０ 年修订)»
配套文件ꎬ旨在对生化药品的监管制定更具体、更严格

的监管措施ꎮ ２０１７ 年 １０ 月 ８ 日ꎬ中共中央办公厅国务

院办公厅印发了«关于深化审评审批制度改革鼓励药品

医疗器械创新的意见»ꎬ明确要求严格注射剂药品审评

审批和开展药品注射剂再评价ꎮ ２０１７ 年 １２ 月 ２２ 日ꎬ
ＣＦＤＡ 药品审评中心组织起草了«已上市化学仿制药

(注射剂)一致性评价技术要求(征求意见稿)»ꎬ明确了

化学仿制药(注射剂)一致性评价的范围和技术要求ꎮ
基于这样的时代背景ꎬ笔者针对生化药注射剂这一类特

殊的高风险品种进行质量评价策略和研究要点讨论ꎬ以
期为提升生化制药行业整体水平和药品质量提供借鉴

和参考ꎮ
１　 生化药注射剂现状　

«中华人民共和国药典»２０１５ 年版共收载生化药

注射剂 ６７ 个ꎬ主要包括 ５ 大类:①氨基酸类ꎬ如复方氨
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基酸注射液等ꎻ②多肽、蛋白和酶类ꎬ如缩宫素注射液、
注射用乌司他丁、注射用门冬酰胺酶等ꎻ③多糖类ꎬ如
肝素钠注射液等ꎻ④核苷类ꎬ如注射用阿昔洛韦等ꎻ⑤
多组分类ꎬ如垂体后叶注射液等ꎮ 目前ꎬ国内生化药注

射剂主要存在如下问题ꎮ
１.１　 同一品种批准文号过多 　 我国已批准的部分生

化药注射剂品种的注册文号ꎬ存在同一品种有几十甚

至上百个文号现象ꎮ 如利巴韦林注射液ꎬ２２１ 家企业

共有 ２７６ 个批准文号ꎮ 根本原因在于主要以仿制为

主ꎬ大多是低水平重复申报ꎬ长期存在同质化严重、产
能过剩和恶性竞争现象ꎬ影响产品质量ꎮ 还有一些生

化药注射剂品种存在只占用文号ꎬ并不实际生产的现

象ꎬ如注射用抗乙肝免疫核糖核酸ꎬ３０ 家企业拥有 ４０
个批准文号ꎬ但调研后发现ꎬ近年内没有一家生产ꎮ
１.２　 立题合理性不足　 生化药注射剂的立题合理性

表现在更改剂型上ꎮ 如在醋酸奥曲肽注射液的质量研

究中发现ꎬ注射用醋酸奥曲肽与醋酸奥曲肽注射液相

比ꎬ有关物质含量较高ꎬ稳定性较差ꎬ基本不含醋酸盐ꎬ
生产工艺较繁杂ꎬ生产成本与风险也较高ꎬ且原研企业

无此剂型ꎬ剂型的合理性需要进一步论证[２]ꎮ
１.３　 处方工艺与原研不一致 　 国内注射剂仿制药中

成盐形式或辅料种类、用量与原研不符的现象较常见ꎬ
在生化药注射剂中也有体现ꎮ 如在注射用胸腺法新的

质量研究中发现ꎬ原研药为胸腺法新的醋酸盐ꎬ但国内

部分企业生产的样品中未检出醋酸盐ꎬ与原研药不一

致ꎬ其成盐稳定性需要进一步考察论证ꎮ 国内部分企

业制剂处方中甘露醇用量明显低于原研制剂ꎬ非等渗

溶液ꎬ易加剧注射部位不适ꎻ还易导致样品水分升高ꎬ
增加质量隐患ꎬ应对处方合理性进行再确认ꎮ
１.４　 标识规格与实际生产不符 　 生化药品的标识规

格多与常规化学药一致ꎬ以质量计ꎬ但其实际生物活性

往往需采用效价单位表示方法(即 Ｕ􀅰ｍｇ－１)ꎬ来反映

生化药品单位质量中具有的生物活性高低ꎮ 笔者在硫

酸鱼精蛋白注射液的质量研究中发现ꎬ虽然该注射液

标识规格为 ５ ｍＬ:５０ ｍｇ 或 １０ ｍＬ:１００ ｍｇꎬ但国内制

剂生产企业实际生产时按效价投料ꎬ并非按质量投料ꎮ
具体来说ꎬ就是国产硫酸鱼精蛋白原料的效价水平可

以达到 １４０ ~ １５０ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ而制剂生产时是按照每毫

克硫酸鱼精蛋白中和肝素 １００ Ｕ 的效价进行投料折

算ꎬ则规格为 ５ ｍＬ:５０ ｍｇ 的注射液实际投入硫酸鱼精

蛋白 ３３~３６ ｍｇꎬ仅相当于标示量 ７０％ꎮ 随着企业生产

工艺的提高ꎬ如果所生产或使用的原料效价提高ꎬ那么

投入相同效价所需原料的质量就会相应地进一步减

少ꎮ 因此ꎬ该制剂并未达到规格所标识的主成分质量ꎬ

与进口制剂标识的相同规格实际上存在差异ꎮ
１.５　 源头质量控制薄弱 　 «中华人民共和国药典»
２０１５ 年版收载的常见生化药品既有来源于猪、牛、羊
脏器及人尿液等ꎬ还有鱼成熟精子、牛血清等ꎬ这些原

材料收集、处理、保存等基本不在药厂完成ꎬ不符合

ＧＭＰ 管理要求ꎬ但其来源和质量优劣又是决定后续生

化药品质量非常重要的关键点ꎮ 如在鹿瓜多肽注射液

的质量研究中ꎬ本实验室以核酸分子鉴定技术为基础ꎬ
建立了鹿骨中梅花鹿及马鹿源性成分的鉴别方法[３]ꎬ
在部分企业的鹿骨原材料中除梅花鹿成分外同时检出

马鹿成分ꎬ提示该企业鹿骨原材料有被马鹿源性成分

混杂或污染的情况ꎬ其制剂存在潜在风险ꎮ
１.６　 物质基础不明ꎬ质量有待提高　 生化药注射剂尤其

是多组分生化药注射剂ꎬ由于来源复杂ꎬ提取物大多物质

基础不明确ꎬ部分品种结构上具有异质性ꎬ尚无法达到批

间完全一致性ꎮ 生产企业往往以产品达到现行国家标准

为主要目的ꎬ进行质量标准研究和提高的主动性较差ꎬ重
视程度不高ꎮ 这些原因均导致生化药注射剂质量标准很

难真实反映产品间差异ꎬ整体质量标准水平有待完善ꎮ
如笔者在注射用核糖核酸质量研究中发现ꎬ现行标准中

缺少对核糖核酸片段长短、杂蛋白和苯酚残留的控制要

求ꎬ从而会影响标准中紫外吸收系数法测定含量结果的

准确性ꎬ有必要对质量标准进行提高[４]ꎮ
１.７　 包材质量存在隐患　 药品包材是药品不可分割

的组成部分ꎬ直接关系药品质量ꎮ 玻璃是注射剂最常

用的包装材料之一ꎮ 基于成本等因素考虑ꎬ我国注射

剂药用玻璃包装材料多数以钠钙玻璃和低硼硅玻璃为

主ꎬ与国际上采用的中性玻璃的质量存在差距[５]ꎮ 笔

者对 ６ 家生产企业的注射用胸腺法新的包材玻璃中

１３ 种常见元素迁移和基于胶塞配方对其中的酚类有

机化合物迁移进行考察ꎬ研究显示ꎬ有 ２ 家产品分别出

现了抗氧剂二丁基羟基甲苯(ｂｕｔｙｌａｔｅｄ ｈｙｄｒｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅꎬ
ＢＨＴ)和硫化剂对特辛基苯酚向药品迁移的现象ꎬ包材

质量有待提高ꎮ
２　 生化药注射剂的评价策略　

美国食品药品管理局(ＦＤＡ)对“一致性”的定义为:
活性成分、剂型、规格、给药途径和适应证与参比制剂一

致ꎮ ＦＤＡ 橙皮书共收载生化药注射剂 ２２ 个品种(表 １)ꎮ
国内已上市的生化药注射剂既有 ＦＤＡ 橙皮书上已收载的

仿制药ꎬ也有一些根据中国国情开发的国外没有的特殊

生化品种ꎮ 因此ꎬ与化学药品注射剂的评价策略不尽相

同ꎬ笔者认为ꎬ不应统称为一致性评价ꎬ而是应该根据品

种的特点ꎬ进行一致性评价或再评价(图 １)ꎮ
对于其中结构明确、物质均一、相对分子质量较小
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的化合物ꎬ如果有完整的安全和有效性数据或被 ＦＤＡ
橙皮书收载ꎬ如右旋糖酐铁、更昔洛韦、盐酸精氨酸注

射液等ꎬ应按照化学药品注射液要求进行一致性评价

执行ꎮ 否则应进行再评价ꎬ如肝水解肽注射液ꎬ虽然相

对分子质量不大ꎬ但由于物质基础不明确ꎬ则应进行再

评价ꎮ 对于相对分子质量较大的化合物ꎬ如蛋白、多
糖、酶等药物ꎬ如果结构明确ꎬ有完整的安全和有效性

数据或被 ＦＤＡ 橙皮书收载ꎬ如胰岛素、卵泡刺激素、肝
素钠注射液等ꎬ可进行一致性评价ꎬ否则也应进行再评

价ꎮ
对于结构不明确ꎬ物质基础不一致ꎬ又没有完整安

全和有效性数据ꎬ同时也不在 ＦＤＡ 橙皮书中的生化药

注射剂ꎬ是否值得进行再评价ꎬ笔者认为关键在于临床

是否有效ꎮ 生产企业应该客观评价自身产品并进行荟

萃分析ꎬ即在世界范围内收集对某一疾病疗效的小样

本ꎬ以及单个临床试验的结果ꎬ对其进行系统评价和统

计分析ꎮ 如果有效ꎬ可以继续做药学再评价等ꎬ否则建

议放弃ꎮ 需要强调的是ꎬ对于那些结构不明确的生化

药注射剂ꎬ只要临床有效就值得去坚持ꎬ如胰岛素注射

剂ꎬ该品种的发现和临床应用已有近百年历史ꎬ但在临

床刚开始使用时纯度并不高ꎬ人们对其结构亦不清楚ꎬ
从 １９２１ 年首次提取到胰岛素应用于临床ꎬ一直到 ２０

表 １　 ＦＤＡ 橙皮书上收载的生化药注射剂品种　
Ｔａｂ.１　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ Ｏｒａｎｇｅ Ｂｏｏｋ ｏｆ ＦＤＡ　

活性成分 规格 状态 申请持有人

右旋糖酐铁 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１(以铁计) ＲＸ ＡＬＬＥＲＧＡＮ ＳＡＬＥＳ ＬＬＣ
更昔洛韦 ５００ ｍｇ(２５０ ｍＬ) ＲＸ ＥＸＥＬＡ ＰＨＡＲＭＡ ＳＣＩＥＮＣＥＳ ＬＬＣ
更昔洛韦钠 每瓶 ５００ ｍｇ(以更昔洛韦计) ＲＸ ＲＯＣＨＥ ＰＡＬＯ ＡＬＴＯ ＬＬＣ
抑肽酶 １００００ ｋＵ􀅰ｍＬ－１ ＤＩＳＣＮ ＢＡＹＥＲ ＨＥＡＬＴＨＣＡＲＥ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ

　 ＩＮＣ
利巴韦林 每瓶 ６ ｍｇ ＲＸ ＶＡＬＥＡＮＴ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ

　 ＩＮＴＥＲＮＡＴＩＯＮＡＬ
肝素钠 １０００ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＰＦＩＺＥＲ ＩＮＣ、ＦＲＥＳＥＮＩＵＳ ＫＡＢＩ ＵＳＡ ＬＬＣ、

　 ＷＥＳＴ￣ＷＡＲＤ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ
　 ＩＮＴＥＲＮＡＴＩＯＮＡＬ ＬＴＤ

５０００ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＨＯＳＰＩＲＡ ＩＮＣ、ＰＦＩＺＥＲ ＩＮＣ、ＦＲＥＳＥＮＩＵＳ ＫＡＢＩ
　 ＵＳＡ ＬＬＣ

肝素钙 ２５０００ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＤＩＳＣＮ ＳＡＮＯＦＩ ＡＶＥＮＴＩＳ ＵＳ ＬＬＣ
尿促性素 每瓶 ７５ Ｕ ＲＸ ＦＥＲＲＩＮＧ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ ＩＮＣ
尿激酶 每瓶 ５０００ Ｕ ＤＩＳＣＮ ＭＩＣＲＯＢＩＸ ＢＩＯＳＹＳＴＥＭＳ ＩＮＣ
透明质酸酶 １５０ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＡＭＰＨＡＳＴＡＲ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ ＩＮＣ

每瓶 ２００ Ｕ ＢＡＵＳＣＨ ＡＮＤ ＬＯＭＢ ＩＮＣ
重组人透明质酸酶 １５０ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＨＡＬＯＺＹＭＥ ＴＨＥＲＡＰＥＵＴＩＣＳ ＩＮＣ
促皮质素 每瓶 ５０００ Ｕ ＲＸ ＦＥＲＲＩＮＧ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ ＩＮＣ

每瓶 １００００ Ｕ
阿糖胞苷 ２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＨＯＳＰＩＲＡ ＩＮＣ
精氨酸盐酸盐 １０ ｍｇ(１００ ｍＬ) ＲＸ ＰＨＡＲＭＡＣＩＡ ＡＮＤ ＵＰＪＯＨＮ ＣＯ
猪胰岛素 ５００ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＤＩＳＣＮ ＥＬＩ ＬＩＬＬＹ ＡＮＤ ＣＯ

４０ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＤＩＳＣＮ ＮＯＶＯ ＮＯＲＤＩＳＫ ＩＮＣ
１００ Ｕ􀅰ｍＬ－１

鱼精蛋白锌胰岛素 ４０ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＤＩＳＣＮ ＢＲＩＳＴＯＬ ＭＹＥＲＳ ＳＱＵＩＢＢ ＣＯ
硫酸鱼精蛋白 １０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＦＲＥＳＥＮＩＵＳ ＫＡＢＩ ＵＳＡ ＬＬ
鲑降钙素 ２００ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＭＹＬＡＮ ＩＲＥＬＡＮＤ ＬＴＤ
缩宫素 １０ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＦＲＥＳＥＮＩＵＳ ＫＡＢＩ ＵＳＡ ＬＬＣ
醋酸去氨加压素 ０.００４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ ＲＸ ＦＥＲＲＩＮＧ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ ＩＮＣ
曲普瑞林双羟萘酸盐 每瓶 ３.７５ ｍｇ(以曲普瑞林计) ＲＸ ＡＬＬＥＲＧＡＮ ＳＡＬＥＳ ＬＬＣ
醋酸奥曲肽 ０.２ ｍｇ􀅰ｍＬ－１(以奥曲肽计) ＲＸ ＷＥＳＴ￣ＷＡＲＤ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬＳ

　 ＩＮＴＥＲＮＡＴＩＯＮＡＬ ＬＴＤ

　 　 ＲＸ 表示处方药ꎻＤＩＳＣＮ 表示停用药物

ＲＸꎬ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｄｒｕｇ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎻ ＤＩＳＣＮꎬ ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｄｒｕｇ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
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世纪 ８０ 年代初才运用重组技术生产高纯度人胰岛素ꎬ
中间经历了 ６０ 多年时间ꎬ现在对其结构已经掌握到可

以进行改构的程度ꎬ以根据实际需求达到快速起效或

缓释的作用ꎮ 这就是一个典型生化药走过的历程ꎬ从
发现、提取、结构确认ꎬ到高纯度、最后可以按需改构ꎬ
支撑它走完这一历程的重要因素就是临床疗效ꎮ

图 １　 生化药注射剂的评价策略　
Ｆｉｇ.１　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　

３　 生化药注射剂质量评价的药学研究要点　
根据«多组分生化药注射剂基本技术要求 (试

行)»和«ＧＭＰ 生化药品附录»的要求进行归纳总结ꎬ生
化药注射剂的药学研究要点主要有以下 ４ 点ꎮ
３.１　 剂型及规格的合理性 　 剂型的选择主要考虑药

物的理化性质、稳定性和生物学特性ꎬ以及临床治疗的

需要和临床用药的顺应性ꎮ 此外ꎬ还要考虑工业化生

产的可行性等因素ꎮ 规格则是根据临床研究确定的用

法用量ꎬ从方便临床用药、满足临床用药需要的角度设

定ꎬ同时随着临床进一步的研究结果进行必要的调整ꎮ
对于 ＦＤＡ 橙皮书收载的生化药注射剂品种ꎬ应注意与

橙皮书标识的参比制剂(ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔａｎｄａｒｄꎬＲＳ)保持一

致ꎮ
３.２　 制备工艺研究 　 要确保与病毒传染有关的动物

来源的生化药品的安全和质量ꎬ仅靠成品的质量标准

不能完全控制此类产品的质量ꎬ必须从源头开始进行

全程的严格控制ꎬ将原材料、中间体的质控作为质量标

准的一部分ꎮ 需要采用组合的方法ꎬ包括原材料的筛

选、检疫和检测ꎬ提取纯化和病毒灭活(去除)工艺的

验证ꎬ以及 ＧＭＰ 的过程控制ꎮ 在制剂处方及制备工艺

研究中ꎬ因为生化药多存在性质不稳定、加热易破坏的

问题ꎬ重点应确保生化药物理化学稳定性和生物活性ꎮ
３.３　 病毒灭活 / 去除工艺验证　 生化药原材料来源于

不同动物组织或体液ꎬ必须确立在生产工艺中包含能

够有效灭活 /去除病毒的特定工艺步骤ꎬ以保证产品的

病毒安全性ꎮ 病毒灭活 /去除工艺验证主要应考虑生

产工艺中是否含有有效的病毒灭活或去除生产工艺ꎬ
至少应包含从机制上可以互补的两种有效工艺步骤ꎬ
主要方法包括巴斯德消毒法、低 ｐＨ 孵放法、干热灭活

法、有机溶剂处理法和膜过滤法等ꎮ
３.４　 质量研究与控制的技术要点及方法展望 　 生化

药是按化学药管理的一类生物药物ꎬ其特点是相对分

子质量大、不均一、易受生产工艺影响ꎬ可能包含的组

分种类较多ꎬ如氨基酸、微量元素、短肽、蛋白质、酶、多
糖、核酸及降解产物等ꎬ目前无法用一种手段来控制其

质量ꎬ必须用组合技术手段来进行质量标准研究[５]ꎮ
常规化学药注射剂检验项目如 ｐＨ 值、澄清度与

颜色、干燥失重、水分、细菌内毒素、热原、无菌、异常毒

性、降压物质、不溶性微粒等同样适用于生化药注射剂

的质量控制ꎮ 此外ꎬ还有一些应用较多的新型技术手

段ꎬ包括色谱、质谱、免疫化学、分子生物学、生物测定

等技术ꎬ需要根据生化药所含组分的特征ꎬ采用合适的

分析方法进行质量研究和控制[５]ꎮ
３.４.１　 动物源性原材料的种属鉴别　 种属鉴别属于分

子生物学技术ꎬ通常有常规聚合酶链反应(ＰＣＲ)法、实
时荧光 ＰＣＲ 法和核酸测序法等ꎮ

常规 ＰＣＲ 法是采用 ＰＣＲ 技术对不同动物基因组

中的特征性片段进行扩增ꎬ并进一步采用限制性内切

酶酶切方法对扩增产物的序列进行确证ꎬ从而进行种

属鉴别ꎮ 实时荧光 ＰＣＲ 法是对不同动物基因组中的

特征性片段扩增的循环阈值(Ｃｔ 值)进行测定ꎬ从而判

定样品的种属来源ꎮ 与常规 ＰＣＲ 相比ꎬ实时荧光 ＰＣＲ
法灵敏度高ꎬ操作简便ꎬ检测通量大ꎬ但仪器及试剂成

本较高ꎮ 笔者所在实验室目前已将常规 ＰＣＲ 法和实

时荧光 ＰＣＲ 法应用到牛脾匀浆、小牛血清、垂体后叶、
玻璃酸酶、肝水解肽、肝素钠等生化药原材料的种属鉴

别[６￣８]ꎮ ＤＮＡ 条形码分子鉴定法(也是核酸测序法)是
利用基因组中一段公认的、相对较短的 ＤＮＡ 序列来进

行物种鉴定的一种分子生物学技术ꎮ 主要用于中药饮

片鉴别ꎬ生化药原材料鉴别还在验证ꎮ
３.４.２　 糖蛋白的糖基化分析　 目前已上市的蛋白药物

中三分之二以上是糖蛋白ꎬ如卵泡刺激素等ꎮ 蛋白的

糖基化与其功能密切相关ꎬ有必要对蛋白的糖基化进

行分析ꎮ 欧美药典收载的糖蛋白ꎬ在结构式描述中不

仅给出氨基酸序列ꎬ而是将糖基化位点和糖链结构标

出ꎮ 因此ꎬ糖蛋白分析在表征生化药的结构上具有重

要意义ꎮ 糖蛋白药物的糖基化分析可分为完整蛋白水

平、游离糖链水平、糖肽水平和单糖水平ꎬ使用的技术

主要有色谱技术、质谱技术和毛细管电泳技术等[９]ꎮ
笔者所在实验室采用色谱和质谱联用技术对尿促卵泡
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素的糖链结构进行分析[１０]ꎬ并完成我国第一个将糖蛋

白结构中主要糖基化位点和糖链结构订入药品质量标

准的制订工作ꎮ
３.４.３　 分子量与分子量分布测定　 分子量与分子量分

布是蛋白质、多糖类药物的重要质控指标之一ꎬ最常用

的检测方法是分子排阻色谱法ꎬ测定的是相对分子质

量ꎬ采用不同的分子量对照品及色谱柱会对测定结果产

生影响ꎮ 凝胶色谱联合多角度激光光散射检测法是近

年来兴起的生物大分子分子量测定技术ꎬ无需分子量对

照品的校正ꎬ完全不依赖于未知样品与标样结构及性质

的相似性ꎬ可用于绝对分子量与分子量分布的表征ꎬ是
目前各种测定分子量方法中最接近真值的方法ꎬ已陆续

应用于羟乙基淀粉、琥珀酰明胶和玻璃酸钠注射液等多

个生化药注射剂的测定并订入质量标准[１１￣１２]ꎮ
３.４.４　 多肽的杂质分析　 与经典小分子化学药相比ꎬ
多肽在有关物质检查项目存在一定特殊性ꎬ由起始物

料引入的杂质、工艺相关的杂质和降解产生的杂质等

复杂多样ꎬ包含差向肽杂质、消旋肽杂质、链端杂质、侧
链杂质、氧化 /还原杂质、多聚体杂质等ꎬ这些杂质与多

肽药物的疗效和不良反应紧密相关ꎬ必须加以控制ꎮ
为实现有效检出各潜在杂质ꎬ通常需要采用多种不同

原理的检测方法如反相高效液相色谱法(ＲＰ￣ＨＰＬＣ)、
离子交换高效液相色谱法、分子排阻高效液相色谱法

等ꎬ也可采用液相色谱￣质联用技术进行杂质分析[１３]ꎮ
３.４.５　 氨基酸测定　 氨基酸分析法主要用于肽的氨基

酸组成、水解蛋白中氨基酸组成和复方氨基酸制剂中

各组分的含量测定等ꎬ分析方法主要分为柱后衍生和

柱前衍生两大类ꎮ 其中常用的氨基酸柱前衍生化方法

有异硫氰酸苯酯(ｐｈｅｎｙｌ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬＰＩＴＣ)衍生化、
６￣氨基喹啉￣Ｎ￣(羟基琥珀酰亚氨基)氨基甲酸酯(６￣
ａｍｉｎｏｑｕｉｎｏｌｙｌ￣Ｎ￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅｌ ｃａｒｂａｍａｔｅꎬ ＡＱＣ)
衍生化、邻苯二醛(Ｏ￣ｐｈｔｈａｌｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＯＰＡ)和 ９￣芴甲

基氯甲酸甲酯(９￣ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌ ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍａｔｅꎬＦＭＯＣ)
衍生化、 ２ꎬ ４￣二硝基氟苯 ( ２ꎬ ４￣ｄｉｎｉｔｒｏｆｌｕｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅꎬ
ＤＮＦＢ)衍生化等ꎬ采用高效液相色谱仪测定ꎻ柱后衍生

化方法主要有茚三酮衍生化ꎬ需用氨基酸分析仪测

定[１４]ꎮ 欧美药典均收载ꎬ«中华人民共和国药典»２０１５
年版还没有收载ꎬ但在生化药各论品种中应用广泛ꎮ
３.４.６　 免疫化学测定　 免疫化学方法主要有免疫双扩

散法、免疫电泳法、免疫印迹法和酶联免疫法等ꎬ这些

方法已广泛应用于生化药的鉴别、纯度 /杂质分析(包
括病毒抗原或抗体的检测)ꎬ同时也被用于效价测定、
稳定性及其他质量属性的分析ꎮ 欧美药典均收载了

“免疫化学测定法”通则ꎬ«中华人民共和国药典»２０１５

年版还未收载ꎬ目前正在起草ꎮ
３.４.７　 单核细胞激活测定　 生化药来源复杂多样ꎬ工
艺过程易受污染ꎬ必须进行热原检查ꎮ 单核细胞激活

测定法是热原家兔法的替代方法ꎬ属于生物测定中的

安全性试验ꎮ 传统热原检查方法有家兔法和细菌内毒

素法ꎬ而单核细胞激活测定法是家兔法的替代方法ꎬ主
要有人全血法、人外周血单核细胞法和单核细胞系法ꎬ
２００８ 年首次收载于«欧洲药典» (ＥＰ７.０)ꎬ«中华人民

共和国药典»«美国药典»和«日本药局方»目前均尚未

收载该法ꎮ 笔者所在实验室开发的单核细胞系法经过

验证ꎬ可广泛用于疫苗、血液制品、单抗制剂和生化药

品[１５￣１６]ꎬ在药品质量控制中具有应用前景ꎮ
３.４.８　 活性测定　 除了理化和安全性检验项目外ꎬ活性

测定也是评价生化药有效性的关键质量属性ꎬ是质量控

制的重要组成部分ꎮ 笔者实验室建立了多个体外活性

测定方法ꎬ能有效对鹿瓜多肽注射液、注射用核糖核酸Ⅱ
等生化药注射剂进行活性评价[１７￣１８]ꎮ 生物活性方法的

建立必须进行方法学验证ꎬ但由于活性测定中剂量反应

曲线遵循的数学模型与一般理化测定方法不同ꎬ如用得

最多的一种模型是四参数回归模型ꎬ因此验证方法并不

能采用理化测定方法常用的验证方法ꎮ 目前«中华人民

共和国药典»２０１５ 年版通则中对于生物活性尚没有给出

具体的统计分析方法ꎬ不同标准中采用四参数 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 模

型计算供试品生物学活性的算法存在多种形式ꎬ通过不

同算法获得的试验结果可能存在差异[１９]ꎬ因此生物活性

和效价测定的验证方法需要进一步规范ꎬ笔者实验室正

在拟订下一版«中华人民共和国药典»的“生物活性和效

价测定方法验证指导原则”ꎮ
４　 结束语　

生化药注射剂由于来源特殊、成分复杂及其给药

特点ꎬ是需要高度关注的风险较高的品种之一ꎬ有必要

采用多种技术手段相结合的方式进行质量评价ꎬ以实

现优胜劣汰ꎬ建立和健全结合起始原料和工艺过程的

产品的整个生命周期的质量控制体系ꎬ全面提升我国

生化药注射剂的质量水平ꎮ
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仿制药一致性评价中人体生物
等效性试验豁免申请的进展及辅料影响考量点

廖萍１ꎬ朱嘉１ꎬ张景辰１ꎬ吴浩１ꎬ姜红２
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摘　 要　 该文对迄今为止仿制药一致性评价中的人体生物等效性豁免申请与批准情况进行调研ꎬ分析申报存在的

问题ꎬ并重点就影响药物吸收的辅料种类、用量、影响方式与原理进行了分析讨论ꎮ
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　 　 自国家原食品药品监督管理总局于 ２０１６ 年 ５ 月

发布«人体生物等效性试验豁免指导原则»ꎬ并于 ２０１８
年 ５ 月及 ２０１８ 年 ７ 月分别发布可豁免或简化人体生

物等效性(ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅꎬ ＢＥ)试验品种第一批清单

和第二批征求意见稿ꎬ以及 ２０１８ 年 ７ 月发布征求 ２８９
种基本药物目录中的国内特有品种评价建议以来ꎬ有
超过 ６７ 个品种有望通过 ＢＥ 豁免申请简化评价流程ꎬ
减少不必要的健康人体药物暴露ꎬ降低评价费用ꎬ加快
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