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摘要	 目的：评价近效期末抗程序性死亡受体1（Programmed Cell Death Protein Ligand 1，PD-1）单

克隆抗体药物的使用中稳定性。方法：模拟临床实际使用条件将近效期末抗PD-1单抗药物稀释至1.0 

mg·mL-1和5.0 mg·mL-1，制备使用中稳定性样品，并对不同取样点下样品的外观、可见异物、不溶性

微粒、蛋白质浓度、纯度、配体竞争抑制活性、生物学活性进行分析和比较。结果：1.0 mg·mL-1和5.0 

mg·mL-1 2个浓度点在不同时间取样点样品均为无色澄清溶液且无明显可见异物，不溶性微粒符合要

求；蛋白质浓度分别为0.9 mg·mL-1和4.3~4.5 mg·mL-1；SEC-HPLC单体的峰面积百分比均为99.3%，

聚体峰面积百分比为0.7%～0.8%；配体竞争抑制活性为95%~110%，生物学活性为74%~89%。结论：研

究表明近效期末抗PD-1单抗药物使用中稳定性良好。
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In‑Use Stability of the Anti-PD-1 Monoclonal Antibody at the End of Shelf Life, 
Following Preparation for Intravenous Infusion and Storage
Xu Gangling#, Wu Gang#, Cui Chunbo, Cui Yongfei, Yang Yalan, Wang Lan* (Division of Monoclonal 
Antibodies, National Institutes for Food and Drug Control, NHC Key Laboratory of Research on Quality 
and Standardization of Biotech Products, NMPA Key Laboratory for Quality Research and Evaluation of 
Biological Products, Beijing 102629, China)

Abstract   Objective:   To evaluate in-use stability of anti-programmed cell death 1 (PD-1) monoclonal antibody 
(mAb) at the end of shelf life. Methods: To simulate the actual clinical use conditions, the anti-PD-1 mAb, at 
the end of shelf life, was diluted to 1.0 mg·mL-1 and 5.0 mg·mL-1 to prepare the stability samples in use, and 
the appearance, sub-visible foreign bodies, insoluble particles, protein concentration, purity, ligand competition 
inhibition activity, and biological activity of the samples at different sampling points were analyzed and 
compared. Results: At 1.0 mg·mL-1 and 5.0 mg·mL-1 concentration points at different times, the samples were 
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clear and colorless with no obvious visible foreign bodies, and the insoluble particles met the requirements. 
Protein concentrations were 0.9 mg· mL-1 and 4.3-4.5 mg· mL-1, respectively. The peak area percentage of SEC-
HPLC monomer was 99.3% and the percentage of polymer peak area was 0.7%-0.8%. The inhibition activity 
of ligand competition was 95%-110%, and the biological activity was 74%-89%. Conclusion: Our study shows 
that the anti-PD-1 monoclonal antibodies at the end of the shelf life is stable under clinical in-use conditions.
Keywords:   anti-PD-1 mAb; in‑use stability; sub-visible particles

单克隆抗体药物在上市批准之前要经过广泛

的稳定性研究，以考察环境因素（包括温度、湿

度、光照和氧化等）随时间变化如何影响产品的

质量。其中的使用中稳定性研究是确保药物安全性

和有效性的重要组成部分[1-2]。使用中稳定性研究

是指为保证药物制剂在一定使用期间内的稳定而进

行的试验[3]。不同的监管机构均对使用中稳定性研

究作出要求，其中人用药品注册技术国际协调会议

（International Conference on Harmonization，ICH）

Q1A（R2）指出，必要时，对配制或稀释后使用的

制剂应进行稳定性试验，可为标签上的配制、贮藏

条件和配制或稀释后的使用期限提供依据。申报批

次应在配制和稀释后的初始和建议的使用期末进行

稳定性试验，作为正式稳定性试验的一部分[4]。世

界卫生组织（World Health Organization，WHO）于

2018年更新的《原料药及药品的稳定性测试》[5]要

求药物使用中稳定性需要尽可能地模拟实际使用的

过程，进行药品使用期间物理、化学、微生物特性

等项目的检测；试验至少要2批中试规模样品，并

建议其中至少1批在长期稳定性试验的货架期末进

行试验。《中华人民共和国药典》（以下简称《中

国药典》）2020年版[6]9402“生物制品稳定性试验

指导原则”也指出“其他对于需要复溶、稀释的产

品，应根据具体情况对使用过程中涉及的条件设计

相应的稳定性试验。”

肿瘤免疫靶向治疗作为一种新型的治疗手

段，改变了晚期恶性肿瘤的临床治疗方式，也极大

地扭转了依赖放疗、化疗和手术等癌症治疗手段

的现状。截至2022年3月，我国已批准上市10余种

PD-1/PD-L1抗体药物，适应症包括黑色素瘤、尿

路上皮癌、霍奇金淋巴瘤、肝细胞癌、非小细胞肺

癌等多种肿瘤疾病[7-11]。本次研究用的药品为已上

市的其中一种国产PD-1抗体药物，本品首次上市

申报时采用了代表性时间点的样品进行使用中稳定

性试验，为了更加全面评价本品的使用中稳定性开

展此研究。

1   材料与方法
1.1   样品

重组人源化抗PD-1单克隆抗体参比品及效期

末样品均为本实验室留样。

1.2   研究方案

参考本品说明书中描述“静脉输注时配制成

最终浓度为1 mg·mL-1至3 mg·mL-1的输注液；

无菌操作下配制的输注液，室温下放置不超过

6小时，在2~8 ℃下保存时间不超过24小时”，

并模拟临床实际给药的情况，制备低浓度（1.0 

mg·mL-1）和高浓度（5.0 mg·mL-1）样品，考察

在2~8 ℃和室温（25 ℃）条件下放置一定时间，

以及经一次性使用无菌注射器输注后产品质量的

变化。

1.2.1   低剂量/高剂量使用中稳定性样品的制备

1）从100 mL 0.9%氯化钠注射液袋中抽取出

相应体积的0.9%氯化钠注射液；将相应体积的抗

PD-1单克隆抗体注射液注入注射液袋中，轻轻混

匀样品并避免产生气泡，制备低浓度和高浓度样

品，各取样10 mL作为0 h样品。

2）低浓度和高浓度样品在5 ℃条件下分别

放置6、24 h制备5 ℃-6 h、5 ℃-24 h样品，再将

5 ℃-24 h样品放置于室温（25±2）℃条件下6 h，

作为5 ℃-24 h-25 ℃-6 h样品。将5 ℃-24 h-

25 ℃-6 h条件样品连接输液器，重力输注至结束并

收集流出液，混匀后作为5 ℃-24 h-25 ℃-6 h输注

样品（取样方案1）。

3 ） 低 浓 度 和 高 浓 度 样 品 ， 同 时 在 室 温

（25±2）℃光照环境条件下放置3、6 h作为25 ℃-

3 h、25 ℃-6 h样品；将25 ℃-6 h条件样品连接输

液器，重力输注至结束并收集流出液，混匀后作为

25 ℃-6 h输注样品（取样方案2）。

1.2.2   评价指标

对模拟临床使用过程中不同取样点的低浓度
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和高浓度样品进行不溶性微粒和可见异物检查，对

蛋白质浓度、分子排阻高效液相色谱、配体竞争抑

制活性、生物学活性进行检测分析（表1）。

1.3   细胞

表达PD-L1的CHO-K1细胞系（CHO-K1/PD-

L1）、转染PD-L1与膜型抗CD3单链抗体的CHO

细胞系（CHO/PD-L1-CD3L）、稳定转染PD-1与

NFAT反应元件控制下的荧光素酶基因的Jurkat 细

胞系（Jurkat/PD-1-NFAT）由中国食品药品检定研

究院单克隆抗体产品室保存、传代。

1.4   试剂材料

TSK G3000SWXL 色谱柱（300 mm×7.8 mm，5 

μm）购自Tosoh 公司；胰蛋白酶购自Gibco公司；

Biotin-PD-L1-Fc、PD-1抗原、辣根过氧化物酶标

记链霉亲和素为中国食品药品检定研究院单克隆抗

体产品室留存。潮霉素B购自Roche公司，遗传霉

素购自Gibco公司；RPMI1640、F12培养基、PBS、

NEAA均购自Gibco公司；ONE-Glo™荧光素酶检测

试剂盒购自Promega公司；96孔板（白板）、96孔

板（透明板）购自Costar公司；十二水合磷酸氢二

钠、二水合磷酸二氢钠、无水硫酸钠购自国药集团

化学试剂有限公司；一次性精密过滤输液器（0.2 

μm，PES filter）购自山东新华安得医疗用品有限

公司，10、20 mL一次性使用无菌注射器购自碧迪

医疗器械（上海）有限公司，0.9%氯化钠注射液

购自上海百特医疗用品有限公司。

1.5   主要仪器

高效液相色谱仪配有紫外检测器及Empower数

据处理系统（Waters公司）；SPECTRAM5酶标仪

（Molecular Device公司）；紫外分光光度计；CO2

培养箱；生物安全柜；细胞计数仪。

1.6   方法

1.6.1   不溶性微粒和可见异物检查 

不溶性微粒采用光阻法分析，按2020年版

《中国药典》通则0903检测并报告≥10 μm、≥ 

25 μm的微粒数；可见异物按2020年版《中国药

典》通则0904检查。

1.6.2   蛋白质浓度 

采用紫外-可见分光光度法对样品蛋白含量

进行检测，用样品稀释液将供试品稀释至约0.4 

mg·mL-1，检测280 nm处吸收度A，根据公式计

算蛋白质浓度C（mg·mL-1），C=A/ε×DF，式

中，ε为消光系数（1.42），DF为稀释倍数。

1.6.3   分子排阻高效液相色谱 

用超纯水将检测样品稀释至2.0 mg·mL-1，

采用Waters 2695 HPLC系统、2489紫外检测器、

TSK G3000SWXL色谱柱进行检测。流动相：50 

mmol·L-1磷酸盐缓冲液（NaH2PO4-Na2HPO4），

300 mmol·L-1硫酸钠溶液，pH 7.0±0.2；流速：

0.5 mL·min-1；上样量：25μL（2.0 mg·mL-1）；

柱温：室温；样品池温度：4 ℃；检测波长：280 

nm；检测时间：30 min。利用WATERS 2695 HPLC

系统工作站对实验结果进行数据处理，采用面积归

一化法计算纯度。

1.6.4   配体竞争抑制活性  

包被PD-1抗原37 ℃孵育1 h，洗板3次；用2% 

BSA置于37 ℃封闭1 h，洗板3次；用一定浓度的

Biotin-PD-L1-Fc将样品及参比品以100 μg·mL-1

为起始浓度3倍比稀释11个梯度，每孔加入100 

µL， 37 ℃孵育1 h；洗板3次，加入辣根过氧化物

酶标记链霉亲和素置于37 ℃孵育1 h，洗板6次；

TMB 显色；450 nm 读数，并以参比品为对照计算

样品的相对活性。

表 1   抗 PD-1 单克隆抗体注射液使用中稳定性取样点和检测方案

浓度点/

（mg·mL-1）

取样点

T0 5 ℃-

6 h

5 ℃-

24 h

5 ℃-24 h-

25 ℃-6 h

5 ℃-24 h-

25 ℃-6 h输注

T0 25 ℃-

3 h

25 ℃-

6 h

25℃-6 h

输注

1.0 X,Y,Z X,Y X,Y X,Y X,Y,Z X,Y,Z X,Y X,Y X,Y,Z

5.0 X,Y,Z X,Y X,Y X,Y X,Y,Z X,Y,Z X,Y X,Y X,Y,Z

注：X. 外观，可见异物，不溶性颗粒，SEC-HPLC，蛋白质浓度；Y. 配体竞争抑制活性；Z. 生物学活性。
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1.6.5   生物学活性  

用F-12培养基将CHO-PDL1细胞密度调整为

5×105 cells·mL-1，每孔100 μL接种于96孔白板

中；37 ℃、5% CO2培养18 h；将样品及参比品以

120 µg·mL-1为起始浓度3倍比梯度稀释10个梯

度，加入去除细胞上清的CHO-PDL1细胞板中；再

将Jurkat效应细胞密度调整至2.5×106 cells·mL-1，

每孔40 µL的细胞加入细胞板中，37 ℃、5% CO2

培养6 h；每孔添加100 μL ONE-Glo™荧光素酶，

并在SPECTRAM5 酶标仪上采用化学发光模式进行

读数，利用四参数方程进行拟合，对生物学活性进

行分析。

2   结果
2.1   外观、可见异物和不溶性微粒

采用目视的方法对不同取样点的样品进行检

测，结果显示均为无色澄清溶液且无明显可见异

物。本研究采用光阻法对不同放置时间、不同稀释

浓度的样品的不溶性微粒进行分析，除常规的质量

标准中报告≥10 μm、≥25 μm的微粒数外，还检

测了2 μm和5 μm的不溶性微粒。结果如图1和图

2显示（高浓度和低浓度结果趋势一致，数据未呈

现），随着放置时间的延长，不溶性微粒数呈增加

趋势，但经输液器输注后样品的微粒数明显减少。

图 1   低浓度取样方案 1各取样点微粒检测结果

图 2   低浓度取样方案 2各取样点微粒检测结果

2.2   蛋白质浓度

结果显示，低浓度和高浓度样品各取样点

（含经过输液器流出的样品）的蛋白质浓度均符合

拟定质量标准（目标浓度±15%）且未发生明显变

化，见表2，表明本品临床采用的一次性输液器对

产品未产生明显的吸附。

粒
/m

L
粒

/m
L
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2.3   分子大小变异体

采用SEC-HPLC（方法精密度RSD为0.3%）对

低浓度和高浓度样品每个时间点的分子大小变异体

进行分析，代表性检测图谱见图3，所有取样点单

体的含量均为99.3%，聚体含量为0.7%～0.8%，未

检测出片段。

表 2   低浓度和高浓度样品各取样点蛋白质浓度

浓度点 /

（mg·mL-1）

取样点

T0 5 ℃ -6 h 5 ℃ -24 h 5℃ -24 h-

25℃ -6 h

5℃ -24 h-

25℃ -6 h 输注

25 ℃ -3 h 25 ℃ -6 h 25 ℃ -6 h

输注

1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9

5.0 4.5 4.3 4.4 4.3 4.3 4.4 4.4 4.4

图 3   低浓度取样方案 1各取样点 SEC-HPLC图谱

2.4   配体竞争抑制活性和细胞生物学活性

采用ELISA法评价的低浓度和高浓度样品每

个时间点的配体竞争抑制活性，结果显示，不同

时间点配体竞争抑制活性均满足拟定质量标准

（70%~130%）且未见明显变化（见图4）；利用

荧光素酶报告基因法检测低浓度和高浓度样品0 h

以及不同条件下输注后样品的生物学活性，结果显

示均满足拟定质量标准（70%~130%）且未见明显

变化（见图5）。

图 4   取样方案 1和 2各取样点配体竞争抑制活性检测结果

A/
A

U

t/min

Po
te
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y/

%
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图 5   取样方案 1和 2各取样点生物学活性检测结果

3   讨论
本研究主要通过理化活性手段评价效期末样

品的高、低2个浓度的使用中稳定性。结果显示，

不同浓度点在不同时间点竞争结合活性和生物学活

性未见明显变化趋势；对于可能影响效价和免疫原

性的抗体聚体和片段未见增加；不溶性微粒检测结

果显示，随着放置时间的延长，不溶性微粒数呈增

加趋势，但经输液器输注后样品的微粒数明显减

少，这是由于参照本品说明书，输注时采用了连接

0.2 µm过滤器的一次性精密过滤输液器所致；另

外，其他的质量属性（外观、可见异物、蛋白质浓

度）在所有研究条件下也保持较好的稳定性。上述

研究结果支持本研究采用的近效期末抗PD-1单抗

药物具有良好的使用中稳定性。

相对于小分子药物，单克隆抗体药物结构更

复杂并且对外界环境更敏感，在配制和使用过程的

多种因素均可能引起药物关键质量属性的变化，从

而影响产品的稳定性[12-15]；另外，药物在配制和使

用过程中还可能受微生物、细菌内毒素等污染，影

响药物的无菌保证水平，所以严格意义上，除评价

使用稳定性样品的理化活性类质量属性以外，对于

需要制备至输注超过4 h的，还应开展微生物挑战

研究评估单抗注射液经稀释后的促微生物生长和/

或抗菌活性，以支持稀释后注射前样品的贮存。此

外，一般考虑到使用中稳定性研究试验应能够模拟

最差条件，所以建议研究应选择货架期末的产品进

行使用中稳定性研究。但是相关指导原则[5]中也指

出，实际申报时常因稳定性数据有限，无法获得效

期末的试验数据，此时可提供申报时长期稳定性的

最后一个时间点用于使用稳定性研究的试验数据。
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