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过滤对一种 IgG2 亚型 EGFR单抗中不溶性微粒的
影响

摘要   目的：探讨过滤操作对一种免疫球蛋白 G2（immunoglobin G2，IgG2）亚型表皮生长因子受

体（epidermal growth factor receptor，EGFR） 单 克 隆 抗 体（ 单 抗） 生 物 类 似 药（similar biotherapeutic 

product，SBP）候选药中不溶性微粒的影响。方法：利用微流数字成像（microflow digital imaging，

MDI） 技 术 对 某 厂 家 生 产 的 IgG2 亚 型 EGFR 单 抗 SBP 候 选 药 与 其 原 研 药（reference biotherapeutic 

product，RBP）中不同粒径的不溶性微粒进行比较；采用 0.22 μm 的滤器对 EGFR 单抗 SBP 候选药进行

过滤，并采用 MDI 法立即对不同粒径和性质的不溶性微粒进行检测和分析；再将过滤后的 EGFR 单抗

SBP 候选药在室温静置 2 h，并采用 MDI 法对不同粒径和性质的不溶性微粒进行检测和分析。结果：某

IgG2 亚型 EGFR 单抗 SBP 候选药中不同粒径的不溶性微粒数量明显高于 RBP；用 0.22 μm 的滤器过滤

后，EGFR 单抗 SBP 候选药中的不溶性微粒数由 8.51×105 粒·mL-1 降为 1.52×104 粒·mL-1，且主要成

分蛋白聚体、气泡和纤维均明显减少；室温静置 2 h 后，其中的不溶性微粒数由 1.52×104 粒·mL-1 增加

至 3.23×104 粒·mL-1，且增加的微粒主要为蛋白聚体。结论：与原研药相比，该 EGFR 单抗 SBP 候选

药蛋白聚体水平较高，过滤后有明显改善，但随着放置时间延长，蛋白聚体含量又有明显增加。这提示

我们需加强研发，以提高 SBP 候选药的产品质量、安全性和有效性。
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Abstract   Objective:   To investigate the effect of filtration on sub-visible particles in a similar biotherapeutic 
product (SBP) candidate for EGFR monoclonal antibody (mAb) of IgG2 subclass. Methods: Microflow digital 
imaging (MDI) was used to compare the sub-visible particles of different diameters in the EGFR mAb SBP 
candidate of IgG2 subclass with those in the corresponding reference biotherapeutic product (RBP). Then the 
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EGFR mAb SBP candidate drug was filtered by a 0.22 μm filter, and the sub-visible particles of different diameters 
and properties were immediately detected and analyzed by the MDI method. The sub-visible particles of different 
diameters and properties were tested again immediately after filtered EGFR mAb SBP candidate was kept at room 
temperature for 2 h. Results: The number of sub-visible particles with different diameters of the IgG2 EGFR mAb 
SBP candidate was significantly higher than that of the corresponding RBP. After filtration with 0.22 μm filter, 
the number of sub-visible particles of the EGFR mAb SBP candidate decreased from 8.51×105 particles·mL-1 to 
1.52×104 particles•mL-1, and the number of the main components, such as protein aggregates, bubbles and fibers 
obviously decreased. After having been kept at room temperature for 2h, sub-visible particles increased from 
1.52×104 particles•mL-1 to 3.23×104 particles•mL-1 and the increased particles were mainly protein aggregates. 
Conclusion: Compared with RBP, sub-visible particles in EGFR mAb SBP candidate were significantly higher. 
The sub-visible particles substantially decreased after filtration, but with the time duration increased, the protein 
aggregates increased too, indicating that it is necessary to strengthen the research and development in order to 
improve the quality, safety and effectiveness of SBP candidates.
Keywords:    monoclonal antibody; filtration; sub-visible particle; protein aggregate; microflow digital imaging

随着RBP专利到期及生物技术的不断发展，以

RBP为基础开发的SBP进入发展快车道，SBP申报

企业和申报品种数量众多。目前，我国临床前在研

SBP数量在全球居首；专利数量也位列全球第三，

仅次于美国和欧盟；关注领域以肿瘤、免疫性疾

病、代谢病为主。如何确保这些SBP在质量、安全

性和有效性方面与已获批上市的RBP具有相似性，

是每个药企关注的重点。

不溶性微粒的成分主要为蛋白聚体，也包括

硅油滴、纤维等，由于这些不溶性微粒有降低药

效的可能，同时会增加阻塞血管、引起免疫反应

等的风险[1-2]，因此是单抗SBP可比性研究中需要监

测的重要质量属性。IgG2亚型的单抗具有较弱的

可结晶片段（crystallizable fragment，Fc）效应子功

能；因此，将其用于临床治疗时可能一定程度上

有助于缓解因Fc效应等引起的毒副作用；然而，

IgG2亚型单抗含有6对链间二硫键，可形成不同的

结构变异体，具有较高的异质性[3-5]，这种异质性

可能会导致蛋白分子的聚集，进而导致不溶性微

粒的增加[6-7]。

MDI法的原理是采用数字图像拍摄技术，当

不溶性微粒流经狭小的流通池时，频闪照明装置

提供光源，显微装置将图像放大，快速摄像机将

不溶性微粒图像拍摄下来，进而通过软件分析得

到粒径大小、数量及性质等信息[8-9]。虽然现行

版《中国药典》《欧洲药典》《美国药典》中，

对不溶性微粒的监测都是采用直接检测的方式，

然而在临床使用时，静脉滴注装置一般会有过滤

部件，也即患者最终使用的药品是经过过滤的药

品。因此，本文除了采用MDI技术比较某IgG2亚型

EGFR单抗SBP候选药与相应RBP的不溶性微粒，

还将SBP候选药用0.22 μm滤器过滤后及过滤并室

温静置2 h后，进行不同粒径和性质不溶性微粒的

检测和分析，为相关企业在单抗SBP的生产工艺、

制剂配方、包材、储运及临床应用等方面的质控

研究提供思路与支持。

1   材料和方法
1.1   试剂与样品

聚苯乙烯标准微粒（Thermo公司，货号：

CC10），平均粒径为10 μm，颗粒浓度为3000

粒·mL-1。本文所使用的EGFR单抗为本室留样，

规格为100 mg·20 mL-1。

1.2   主要仪器与检测方法

本文采用美国Fluid Imaging公司亚可见微粒

成像系统（型号FlowCAM®VS-1）进行检测。系

统主要参数设定如下：流通池采用FC100，物镜

放大倍数为10倍，上样量为500 μL，测试流速为

0.1 mL·min-1, 拍照频率为每秒20帧，不同样品间

采用超纯水-清洗液-超纯水以5 mL·min-1流速清

洗3次，减小样品间互相干扰。利用FlowCAM自带

的VisualSpreadsheet（软件版本号4.5.1）进行数据

的整理分析。
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2   结果
2.1   标准颗粒的检测结果

在样品测试前，使用聚苯乙烯标准颗粒对

FlowCAM®VS-1的稳定性和准确性进行了研究，

结果见表1。可见该仪器在颗粒计数及粒径测量

两个方面均表现出了可接受的稳定性和准确性，

6次重复检测的相对标准偏差（relative standard 

deviation，RSD）和相对误差（relative error，RE）

均在10%以内。

表 1    MDI 法的稳定性和准确性

次数
计数 直径

检测值 /（粒 · mL-1） x/（粒 · mL-1） RSD/% RE/% 检测值 /μm x/μm RSD/% RE/%

1 2846

2959 3.37 -1.37

10.95

10.94 0.25 9.40

2 2983 10.93

3 2922 10.99

4 3097 10.91

5 3043 10.95

6 2846 10.93

2.2   抗EGFR单抗SBP候选药及其RBP不溶性微

粒检测结果比较

首先采用MDI法对某抗EGFR单抗SBP候选药及

其RBP中的不溶性微粒进行了检测，发现抗EGFR

单抗SBP候选药微粒数达8.51×105 粒·mL-1，而

其RBP的微粒数为8.28×104 粒·mL-1，SBP候选

药中的微粒数是RBP的10倍之多。分析1~10 μm

（不含10 μm）、≥10 μm、≥25 μm 3个粒径水

平的微粒数，抗EGFR单抗SBP候选药均远远大于

RBP（见图1），其中，抗EGFR单抗SBP候选药中

1~10 μm（不含10 μm）的微粒数是RBP的10.56

倍，≥10 μm的微粒数是RBP的8.01倍，≥25 μm

的微粒数是RBP的5.79倍，可见，抗EGFR单抗SBP

候选药的不溶性微粒数与RBP差距较大。

图 1   抗 EGFR单抗 SBP候选药与其RBP不溶性微粒检测结果（—x+s，n=3）
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2.3   抗EGFR单抗SBP候选药过滤后不同粒径、不

同成分不溶性微粒的检测结果

使用0.22 μm的滤器对抗EGFR单抗SBP候选

药进行了过滤，再采用MDI法对其不溶性微粒数量

及组成进行检测与分析，发现在过滤后，抗EGFR

单抗SBP候选药微粒数由8.51×105 粒·mL-1降为

1.52×104 粒·mL-1，降幅明显。其中，1～10 μm

（不含10μm）、≥10 μm、≥25 μm 3个粒径水

平的不溶性微粒数均大幅度降低，分别降至原来

的1.87%、0.78%、1.11%（见图2A），可见，过滤

对上述粒径的不溶性微粒的去除效果非常明显。

进一步分析发现，过滤前，不溶性微粒的主要成

分为蛋白聚体、气泡及纤维，过滤后3种不溶性微

粒均有显著降低，分别从7.44×105、8.92×104、

1.75×104 粒·mL-1降至1.09×104、4.12×103、

1.87×102 粒·mL-1（见图2B），说明过滤对不溶

性微粒各种成分的去除效果没有明显差别。

A．不同粒径； B. 不同成分及典型图像。

图 2  抗 EGFR单抗 SBP候选药过滤前后不同粒径、不同成分不溶性微粒的比较（—x+s，n=3）

2.4   抗EGFR单抗SBP候选药过滤后静置2 h不同

粒径、不同成分不溶性微粒的检测结果

抗EGFR单抗SBP候选药过滤并于室温静置2 h

后，再次对其中的不溶性微粒进行检测，发现尽

管各粒径的不溶性微粒仍远低于过滤前的水平，

但与过滤后立即检测相比，不溶性微粒数增加

至2.12倍，由1.52×104 粒·mL-1增加至3.23×104 

粒·mL-1，且各粒径的微粒数均有增加；成分分析

发现气泡与纤维的数量并无明显变化，增加的主

要微粒为蛋白聚体，由1.09×104 粒·mL-1增加至

2.62×104 粒·mL-1（见图3）。

A. 不同粒径 ;  B. 不同成分。

图 3   抗 EGFR单抗 SBP候选药过滤后及滤后 2h不同粒径、不同成分不溶性微粒的比较（—x+s，n=3）
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3   讨论
本文采用MDI法对某IgG2亚型的抗EGFR单

抗SBP候选药中的不溶性微粒进行了检测，发现

抗EGFR单抗SBP候选药中不溶性微粒总数达到

8.51×105 粒·mL-1，其中≥10 μm和≥25 μm的

微粒数分别达到了6.32×104 粒·mL-1和4.70×104 

粒·mL-1，笔者还采用《中国药典》中的光阻法对

该SBP候选药中的不溶性微粒进行检测，发现其仍

然满足对于装量＜100 mL的供试品，每个容器中

≥10 μm的微粒数不得过6000粒，≥25 μm的微粒

数不得过600粒的标准，可见由于MDI法的检测原

理与光阻法不同，其灵敏度要高于光阻法，检测结

果也高于光阻法，因此，能发现更多的问题。鉴于

此，MDI技术可以作为光阻法的重要补充，以进一

步提升监管部门或企业自身的药物质控水平，确保

上市药物的安全性和有效性。

从检测中笔者还发现，1~10 μm的不溶性微

粒往往占总微粒数的90%以上，该结果与文献报道

一致[10-11]。由于这种粒径的微粒往往更具有免疫原

性，加上不溶性微粒的形成是一个从小到大的聚集

过程，因此，除对≥10 μm和≥25 μm的不溶性微

粒控制外，还应对1~10 μm（不含10 μm）的不溶

性微粒进行检测与分析，《美国药典》也推荐采用

包括MDI法在内的多种技术对小于10 μm的不溶性

微粒进行关注和检测，以便从源头上分析不溶性微

粒的产生原因。

鉴于药品在临床静脉滴注时会有过滤步骤，

因此，笔者又对抗EGFR单抗SBP候选药进行了

过滤，发现过滤后不溶性微粒总数降为1.52×104

粒·mL-1，仅为过滤前的1.79%，说明过滤对不溶

性微粒的去除效果非常显著，并且对不同粒径不

同成分的不溶性微粒的去除效果类似。随后将过

滤样品在室温静置2 h后再进行检测，发现不溶性

微粒又明显增多，数量上升至过滤后的2倍，但增

多的主要为蛋白聚体。这是由于纤维颗粒主要是

生产工艺过程引入的，如从分装前过滤装置脱落

的或制剂配方辅料中原有的异物等，而气泡多为

溶解于样品中气体，过滤后即可去除，但蛋白聚

体的产生是该药品本身所致，即使过滤能够大幅

降低其数量，但容易聚集的性质也无法维持较低

的微粒数，因此，过滤并未彻底去除影响药物安

全性和有效性的风险。

单抗SBP是目前国内生物制品中申报临床试验

最多的品种，药学研究证实与已上市RBP具有“质

量相似性”是其作为SBP开发的先决条件，如果

SBP的产品质量明显区别于原研产品，可以作为药

学研究存在重大缺陷，并作为审评不予通过的理

由；反之，如果质量高度相似，那么可以根据相似

的程度决定着后续非临床、临床研究是否可以简

化。本文以某IgG2亚型的EGFR单抗为例，分析不

溶性微粒这一关键质量属性，发现其SBP候选药与

RBP存在较大差异，蛋白聚集倾向明显，说明研发

和质控水平有待提高，为国内相关企业在单抗SBP

生产过程、制剂配方筛选、包材选用、储运及临床

应用等方面的研究提供思路与方法[12-14]，以保证产

品质量、安全性和有效性，最终惠及广大病患。
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