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生物药在生产过程中的稳定性问题及解决方案

方伟杰 1*，黄永焯 2，潘洪辉 3，胡兴江 4

［摘要］ 近年来，生物技术药物特别是单抗类生物药逐

渐成为新药的研发主体。但蛋白质类生物药普遍存在结构复

杂且不稳定的问题，尤其在生产过程中会经历多种不稳定性

因素，造成生物药的降解和失活。生物药的制备工艺非常复

杂，往往经历生物合成（如微生物发酵/细胞培养）、原液纯化

和精制（如色谱纯化、除病毒）和制剂工艺（如制剂配置、无菌

过滤、灌装、冻干和灯检）等各个生产以及储存、运输等环节。

因此解决这些不稳定性问题是生物药最终成功应用于临床的

关键。本文对生物药生产过程中的降解途径进行归纳，并提

出相应的解决方案。
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FANG Wei-jie1*，HUANG Yong-zhuo2，POON H. Fai3，HU Xing-jiang4

（1. College of Pharmaceutical Sciences，Zhejiang University，Hangzhou 310058，China；2. Shanghai Institute of Materia Medica，

Chinese Academy of Sciences，Shanghai 201203，China；3. QuaCell Biotechnology Ltd.，Zhongshan 528437，China；4. Research
Center for Clinical Pharmacy，The First Affiliated Hospital，Zhejiang University，Hangzhou 310003，China）

［Abstract］ Recently，biotherapeutics，especially monoclonal antibody-based biotherapeutics，have become increasingly im⁃
portant as novel therapeutic products. However，biotherapeutics are usually not only complex in structure，but also unstable，especial⁃
ly during the manufacturing bioprocesses，leading to their degradation and inactivation. The manufacturing prccesses are substantially
complex，and generally include drug substance biosynthesis（i.e. fermentation or cell culture），purification and refinement（i.e. chro⁃
matography and viral clearance），and drug product formulation and fill-finish（i.e. compounding，sterilization，filling，freeze-drying
and inspection）. Therefore，it is of vital importance for biotherapeutics to remain stable during manufacturing processes. This review
summarizes major factors that affect the degradation of biotherapeutics during manufacturing processes and proposes corresponding so⁃
lutions in each step of the manufacturing process.
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随着生物技术（如重组DNA技术、淋巴细胞杂

交瘤技术、噬菌体展示技术）和人类基因组学的发

展，生物技术药物（生物药，biotherapeutics，biolog⁃
ics，biopharmaceuticals）特别是单抗类生物药逐渐成

为新药的研发主体［1-3］。在近几年全球前10大最畅

销的处方药物中生物药占了80%，在整个医药领域

所占的比重也在逐年上升。相比传统的以化学合

成为主的小分子药物，生物药主要是通过生物技术
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方法特别是重组DNA技术来制备生产，具有高活

性、高特异性和低毒性等特点，解决了许多传统小

分子药物无法解决的医学难题，因此在挽救生命及

改善患者生活质量方面发挥了越来越重要的作用。

但生物药的开发也面临诸多技术挑战。首先，

生物药是生物大分子（相对分子质量通常在5×103～

2×105），具有非常复杂的结构和组分［4］。除一级结

构即氨基酸序列，生物药通常还具有复杂的高级结

构（如二级、三级甚至四级结构），这些高级结构是

其发挥生物学活性的基础。同时，由于翻译后修

饰、酶解及化学降解等因素，一般意义的生物药都

是极复杂的混合物，含有百万甚至更多的分子。其

次，生物药具有不稳定性，易发生化学降解和物理

降解［5-8］。化学降解涉及共价键的断裂和生成，而物

理降解是生物药所特有，它们不涉及共价键的变

化，而主要是蛋白质高级结构的改变，包括物理吸

附（到疏水表面）、变性、解聚、聚集和沉淀。这些降

解不仅会影响其生物学活性，还可能产生诸多安全

性方面的问题。其次，和小分子药物不同，几乎所

有的生物药均具有潜在的免疫原性，即能刺激机体

形成特异抗体或致敏淋巴细胞的能力［9-13］。除了和

生物药本身的结构以外，免疫原性还和生物药的稳

定性密切相关，特别是聚合物和蛋白质微粒［14-17］，易

激发人体形成相应的抗体从而清除药物，影响药物

的疗效，甚至由于交叉反应（cross reactivity）会中和

（neutralization）人体内源性（endogenous）蛋白质。

如使用人红细胞生成素（erythropoietin，Eprex®）治疗

时产生的抗体不仅会中和蛋白质药物，同时可结合

人体内源性蛋白质使其失去活性，从而造成患者纯

红细胞再生障碍［18］。免疫反应还可能引发超敏反

应，严重时甚至会危及患者生命。

影响生物药稳定性的因素较多。首先起决定

性作用的是其内部分子结构如氨基酸序列、翻译后

修饰。其次是生物药所处的微环境，即处方因素如

溶液的pH、盐离子以及影响蛋白质和周边环境发生

相互作用的辅料，因其会影响生物药分子内和分子

间的作用力［6，19］。另外，蛋白质是非常精细的分子，

生产过程可能会面临诸多外界破坏因素。生物药

在生产过程中发生的某些细微变化（如构象）可能

在生产过程中或短期储存时难以通过现有分析技

术观察到，但可能会影响长期储存过程的稳定性，

从而对产品最终的质量产生较大的影响。生产设

施、原辅料及包材的质量以及员工的培训和操作规

范性也会对产品质量产生很大的影响。本文着重

概述了生物药在生产过程中影响稳定性的常见问

题并提出相应的解决方案。

1 生物药的制备工艺过程

生物药的制备工艺非常复杂，从其生物合成到

最终分装成可临床使用的制剂通常需要经过生物

合成（如微生物发酵/细胞培养）、原液纯化、精制（如

色谱纯化、除病毒）和制剂工艺（如制剂配置、无菌

过滤、灌装、冻干和灯检）等各个生产、储存及运输

等环节（表 1）。以目前最热门的抗体类生物药为

例，一个典型的生产程序包括以下几个步骤：首先

细胞株融化后在合理的生长环境进行逐步扩大，以最

终满足生产的需要。在细胞培养过程中，生物药所

处的环境包括细胞、各种蛋白质水解酶、营养物质

和溶解氧等等，通常需要维持在相对较高的温度

（＞30℃）和中性pH条件下，保持≥10 d时间，直到足

够的蛋白质合成并分泌至胞外为止。生物药合成

结束后，通过离心或过滤的方法除去不溶性的细胞

残渣，再将所含生物药的上清液通过亲和蛋白A色

谱（protein A chromatography）、阳离子交换色谱和阴

离子交换色谱等几步色谱柱纯化，并进行病毒的去

除和灭活。纯化后通过超滤或渗滤的方法把生物

表1 生物药的生产过程、不稳定性因素及解决方案

工艺步骤

微生物发酵/细胞培养

纯化（各种色谱法）

除病毒/超滤

原液冻融（如需要）

成品制备、灌装

成品冻干（如需要）

储存、运输和使用

不稳定因素

高温、pH、高盐、溶氧量，培养基如金属离子、氨基酸

低pH、高盐、疏水表面吸附

低pH、高温、表面活性剂、UV/γ射线、表面吸附、道南效应

冰水表面降解、溶质浓缩、pH改变、低温变性

局部浓度过高、pH、搅拌/机械力、气泡、接触表面、渗出

物、光照（灯检）

冷冻、失水的破坏、粉末水分含量

光照、振荡、高温、冻融，药物和包材相互作用

解决方案

优化发酵/培养条件，综合考虑细胞状态、表达量及产品稳定性

选择合适色谱方法、避免极端条件、添加合适保护剂

优化除病毒及超滤条件，选择合适处方/保护剂、滤膜

提高热力学稳定性和动力学稳定性、抑制疏水表面造成的

降解、选择合理缓冲液

选择合适处方、优化成品制备工艺、选择优质的材料

选择合适保护剂及冻干曲线

严格控制储存、运输和使用条件
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药置换到适当的缓冲液里，通过原液（drug substance）
保存，或加入最终制剂成分以半成品（final bulk）的

形式保存。通过灌装到不同内包材（container-clo⁃
sure）得到成品，或进一步通过冷冻干燥处理制备成

冻干粉末。在整个生产过程中，蛋白质经历了多种

破坏因素，如低 pH、高盐、冻融、光照、振荡、剪切以

及各种（疏水）表面，这些因素都可能会造成蛋白质

的结构变化或降解，从而影响生物药的质量，而每

一个步骤都可通过优化设计来避免或降低造成的

降解。

2 生物药在微生物发酵/细胞培养过程的降解及控制

微生物发酵/细胞培养工艺会影响其表达的蛋

白质药物的稳定性，但关于生物药在微生物发酵/细
胞培养过程中的稳定性研究报道不多，或说该问题

还未受到足够的重视。造成这种现象可能的主要

原因是，微生物发酵/细胞培养过程中更关注的是微

生物/细胞生长及表达量的合适条件，而某些降解产

物可通过后期的纯化除去，或因降解造成的蛋白质

损失被认为是蛋白质表达不充分造成的。按照生

物药研发的QbD原则以及FDA等相关指导原则，产

品相关杂质最好能在生产的最前端被抑制，其次是

通过纯化等工艺过程去除。如缺乏有效的除去方

法，则要证明该杂质不会显著影响药物的安全性和

有效性，但这会带来大量的额外研究，而且还存在

由于研究针对性不强等一些不确定性因素的风

险。所以优先的策略是考虑从源头抑制这些降解

的产生。

造成蛋白质在微生物发酵/细胞培养过程中降

解的因素有很多，首先是环境因素，如高温、中性

pH、溶解氧、盐离子强度等［20-23］。细胞培养的温度

远高于通常的储存温度（如2～8℃），而和绝大多数

化学反应一样，温度越高蛋白质的降解速度就越

快。在中性 pH条件下，很多蛋白质包括单抗更易

发生聚集和脱酰胺化反应。较低浓度的溶解氧可

能会造成蛋白质二硫键配对的不完全［22-23］。另外，

培养基的组分如金属离子（如铜离子）［24］、氨基酸

（如半胱氨酸）［25］等也会影响生物药的质量，特别是

会影响二硫键的形成及交换。优化的细胞培养条

件可改善蛋白质的稳定性，但任何工艺必须同时具

备有效性和可操作性。由于很多蛋白质的表达条

件可能和蛋白质的稳定性相冲突，特别是微生物发

酵/细胞培养条件的改变可能会影响目的蛋白表达

量、细胞生长、工艺相关杂质和糖基化水平等。此时

就要进行综合考量取舍优化。

3 生化药在纯化及除菌/除病毒过程中的降解及控制

3. 1 纯化

纯化过程通常是用来去除杂质、提高药物纯

度，但有些纯化过程的条件相对比较剧烈，蛋白质

可能会发生降解。如用于纯化单抗的protein A亲和

色谱通常需要在酸性条件（如 pH 3～4）下进行洗

脱，然而有些单抗对酸敏感，会造成生物药活性的

降低或丢失。如抗CD52单抗阿仑珠单抗（alemtu⁃
zumab，Campath）在protein A色谱纯化后＞25%发生

了聚集［26］。对于这些酸敏感蛋白，需要尽量减少洗

脱时间，而洗脱下来后应及时中和洗脱液，或在较

低温条件下洗脱。此外，使用优化的缓冲体系（如

添加精氨酸）可显著抑制聚集的产生，提高抗体的

回收率［27］。

在离子交换色谱分离过程中，通常需要使用较

高浓度的盐（如氯化钠和醋酸钠），还要调节溶液的

pH以适合阴离子或阳离子交换色谱，同时确保这些

条件不会影响蛋白质的质量［28］。某些单抗对高盐

较敏感，易形成蛋白质聚集如乳光和颗粒［29］。我们

发现用组氨酸作为缓冲液代替高盐进行洗脱，可有

效抑制这类聚集反应（数据未发表）。

在疏水交换色谱中，蛋白质通过疏水基团和流

动相的亲和力大小来进行分离，易吸附在疏水表面

而变性［30-31］。然而，它要比反相色谱温和得多，后者

需要使用有机溶剂对蛋白质进行洗脱［32］。也可采

用在进样溶液或流动相中添加精氨酸的方法来提

高蛋白质的回收率［33］。

3. 2 灭菌/除病毒

由于生物药需要通过注射途径给药，灭菌/除病

毒（sterilization and viral clearance）也是生物制药必

须的工艺，主要包括物理去除法和化学灭活法。物

理去除法是通过物理手段把细菌或病毒和生物药

分离开，主要的方法有膜过滤法/纳滤法和色谱法。

化学灭活法是通过化学方法灭活细菌或病毒，主要

包括使用表面活性剂、加热、酸处理以及UV/γ-射线

处理等。

热处理灭菌是指通过加热溶液至60℃维持10 h。
在热处理灭菌时，需注意目标蛋白质是否能承受该

条件［34］。如人血白蛋白的融化温度（Tm）接近 60℃，

一般需要加入一些保护剂，如辛酸钠和乙酰色氨酸

来提高 Tm至＞70℃后再进行热处理灭菌［35］。同时

还要注意一些杂蛋白的影响，特别是微量的、具有

低融化温度的杂蛋白，这些杂质降解后形成的微粒

将会成为蛋白质聚集的成核点（nucleation site），加

速目标蛋白质的聚集。如溶液含蔗糖，还要考虑蔗
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糖在高温条件下易发生水解反应形成葡萄糖和果

糖，这两种还原型糖会和蛋白质的自由氨基发生

Maillard反应，造成生物药的降解［36］。

通过射线来灭菌，要注意因自由基引发的蛋白

质化学和物理降解，通常需要加入一些自由基清除

剂来保护蛋白质［37］。

3. 3 冻融

冻融是生物药生产中必须的过程，如在生产工

艺不同步骤的等待过程，或变换厂区/转移等，也是

原液长期保存的常用方法。另外，在成品运输或患

者在家使用时也可能造成偶然性冻融。某些蛋白

质对冻融非常敏感，特别是在无合适保护剂的情况

下，极易造成蛋白质失活［38］。所以，冻融实验也是制

剂处方筛选必不可少的一部分。

蛋白质冻融破坏的机制有以下几种：首先，冷

冻过程中形成的冰水表面是蛋白质变性的重要原

因［39-40］，蛋白质倾向于吸附到这些表面中发生变性

和聚集；其次，冷冻过程中大量的水结成冰后剩余

溶质及蛋白质本身的浓度会急剧增加，而蛋白质浓

度越高，发生分子间碰撞机会越多，则形成聚集就

越严重［41］。

根据蛋白质降解的反应机制，抑制冻融造成的

蛋白质降解也有不同方式。如通常可加入表面活

性剂（如聚山梨酯20、聚山梨酯80等）来抑制由冰水

表面引起的降解［39］。通过调节溶液 pH和离子强

度，加入辅料/保护剂的形式来增加热力学稳定性

（使蛋白质维持在天然状态下）［42］。长期储存生物

药原液时，通常需要把蛋白质保存在最大冻结浓缩

液的玻璃化转变温度（glass transition temperature，
Tg′）以下，确保其具有非常低的运动性（动力学稳定

性）［43］。如含有蔗糖作为保护剂的蛋白质溶液，由

于其Tg′约为-30℃，那就需要保持在-40℃甚至更低

的温度下。

冻融的速率也会影响生物药的稳定性［44-45］。如

冷冻过慢会导致蛋白质长时间在较高浓度状态下，

更易发生降解；相反，如在非常快的条件下（如放

在-80℃）可能会形成大量的冰水表面，也会引起由

于表面造成的降解。融化的速度也非常重要，缓慢

的融化（如4℃）会导致在冰水表面融化的水重结晶

而造成进一步的破坏［44］。所以生产过程中一般建

议尽量在较快速度下对冷冻产品进行融化，如使用

流动水来加速融化。

另外，在冷冻过程中，某些溶质会由于冰的形

成以及溶解度降低而结晶析出。最典型的是磷酸

钠缓冲液，与磷酸二氢钠相比，磷酸氢二钠的溶解

度对温度非常敏感，在低温条件下会首先析出，从

而导致溶液的 pH下降最多达 3～4个单位［46］，此时

对酸敏感的蛋白质则易发生降解。某些具有多个

亚基结构的蛋白质，如 aponeocarzinostatin和葡萄球

菌核酸酶等，由于连接亚基的疏水作用随温度下降

而降低，在低温条件下会发生低温变性［47-49］。

3. 4 过滤/超滤

蛋白质溶液的膜过滤主要有 3大类，分别是除

菌过滤（sterile filtration）、除病毒纳滤（nano- filtra⁃
tion）和超滤/渗滤。除菌过滤主要用于去除不溶性

微粒和病菌，通常用于最终成品灌装前；纳滤主要

用于去除病毒；而超滤/渗滤主要用于将纯化后的样

品置换到最终制剂的缓冲液中并进行浓缩，同时避

免了直接向蛋白质溶液中加入强碱或强酸调节溶

液的pH，以及加入其他固体辅料时可能造成局部放

热从而影响蛋白质的稳定性。但膜过滤本身会对

蛋白质产生一些作用［50］，蛋白质和滤膜的相互作用

可能会降低原液中蛋白质的浓度，还会使蛋白质变

性，这对于低蛋白浓度药物影响更加显著。一般可

通过加入表面活性剂来降低蛋白质和滤膜、蛋白质

与蛋白质之间的相互作用。另外，一些质量不好的

滤膜本身会脱落一些微粒，成为蛋白质聚集的成核

点，加速蛋白质聚集［51］。选择高质量的滤膜非常关

键。

在超滤过程中还需要考虑道南效应（Donnan ef⁃
fect）［52-54］。道南效应是指在膜过滤过程中，聚合物

（如蛋白质大分子）被截留在膜内，溶液中带有相反

电荷的电解质由于电荷相互吸引作用更多地聚集

在聚合物周围，从而在超滤过程中不能完全透过滤

膜，造成浓度升高。常规抗体在超滤液中带正电

荷，所以阴离子电解质会随同抗体被富集、浓度升

高。通常起始缓冲液浓度越低，超滤后蛋白质浓度

越高，则道南效应越明显，对缓冲液的pH影响也更

显著。如含有组氨酸的缓冲液，在超滤浓缩抗体药

物时其 pH值会上升，甚至会出现制剂 pH值超出质

量控制标准而使产品不合格的情况。

4 生物药在成品制备过程的降解及控制

4. 1 配置与混合

在生产过程中，由于涉及的生物药体积规模较

大，制剂配置及混匀等操作变得很重要，如局部蛋

白质或辅料浓度过高，或者溶液 pH及离子强度的

改变都可能会导致蛋白质变性或沉淀。生产时机

械搅拌器的类型、大小、搅拌速度和时间都可能会

影响生物药的稳定性，如搅拌速率过高会导致蛋白
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质聚集加速［55］。所以要在实现均一混合的前提下

尽可能优化这些参数。

4. 2 灌装

生物药在灌装过程中易发生变性和聚集，主要

是泵过程产生的机械力如剪切力［56-59］以及一些析出

物导致的降解［60］。有文献报道，活塞泵的不锈钢会

析出一些纳米颗粒，成为抗体聚集的成核点［60］。灌

装过程中产生的小气泡可使蛋白质在气液表面变

性，而小气泡破碎时会产生自由基和（或）局部热量

的变化，均有可能造成蛋白质变性［61］。

4. 3 冻干

生物药倾向于使用液体制剂，因从成本、工艺

简便性以及患者使用方便性等角度来说液体制剂

相比冻干制剂均具有显著优势。但某些蛋白质在

水溶液中非常不稳定，如通过制剂优化后还未能达

到足够的稳定性，那么就应考虑使用冻干制剂。冻

干过程会形成很多破坏因素，首先是在冷冻过程中

的破坏因素，前已详述。此外蛋白质在干燥的条件

下也可能会遇到降解因素。如蛋白质表面的水化

层对蛋白质的稳定性非常重要，Hageman［62］提出蛋

白质表面包含大约 7%的水，这部分水对维持蛋白

质结构非常重要，而冻干以后的含水量一般在

1%～2%之间，所以在脱水时需要有其他物质来代

替水的作用。因此选择合适的处方和冻干工艺非

常关键。一般认为二糖如蔗糖和海藻糖均能比较

有效地起到氢键供体（hydrogen bond donor）的作用，

而高分子化合物由于位阻效应不能有效发挥水替

代物的作用保护效果不佳［63-65］。另外，在控制冻干水

分含水量（如1%～2%）的前提下，蔗糖和海藻糖能

形成具有较高Tg的无定型粉末，使整个体系维持在

固体状态，抑制在长期储存过程中的物理和化学降

解［64-65］。然而对多肽类生物药（如高血糖素），由于

它们无相对固定的高级结构，不能起到氢键作用的

高分子糖如羟乙基淀粉也能发挥和海藻糖类似的

保护作用［66］。最近有报道使用氨基酸作为新型生

物药冻干保护剂［67-69］，尤其是精氨酸，单用［68］或与蔗

糖混用［69］能非常有效地保护蛋白质在冷冻和冻干

条件下的稳定性。

5 生物药在储存、运输和使用过程的降解及控制

在储存、运输和使用过程中，蛋白质还会经历

各种降解条件［70］，如在储存和运输时的短期温度变

化，运输振荡，或运输和使用过程的光照破坏等，都

可能会对蛋白质质量造成较大影响。对于生物制

药及疫苗，冷链运输是保证产品质量的一个关键因

素。近年来中国发生过数例疫苗安全事件，如2010
年山西疫苗案及2016年山东非法疫苗案，这些案例

均涉及不规范疫苗储存及运输行为，所造成的潜在

用药安全性隐患引起了全社会的高度关注。因此

强化在储存、运输和使用过程管理及控制，是保障生

物药安全应用的一个重要环节。

6 结语

生物药是高度脆弱的分子，它们的产品质量和

生产工艺息息相关。在生产过程中极易发生各种

化学和物理降解，特别是生物药大分子特有的物理

降解，在各种物理或机械条件下均会发生，因此不

能把小分子药物的经验直接套用到生物药。生产

过程中应尽量避免较极端的条件，如使用搅拌速率

过高的搅拌器混匀生物药溶液，直接使用强酸或强

碱来调节溶液pH，或直接往蛋白质溶液中加入固体

辅料溶解等。短期内虽可能不会造成可以检测到

的影响，但可能已影响生物药局部正常的细微结

构，而这些结构变化在长期储存过程中会被放大，

最终影响产品的质量。如有必要，可通过对原液或

成品采用加速和强制降解稳定性实验来加快对不

同的生产工艺或保护剂进行对比评估。在纯化和

灌装过程中尤要注意这些降解产物，因为它们将会

一直存在于成品中并最终用于患者，产生安全性、

有效性和免疫原性等方面的问题。从某种意义上

说，生物制药的生产工艺决定了其品质，这需要对

这些分子的降解机制进行分析，并抑制其在整个生

产过程中可能发生的降解，确保最终产品能安全、

有效地应用于患者。
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