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摘要	 目的：研究人血白蛋白中不同尺寸的蛋白聚合物的现状，探讨不同尺寸蛋白聚合物之间的相关

性，改进检测方法，提升血液制品类生物制品质量。方法：采用分子排阻色谱法、微流成像颗粒分析技

术、光阻法、人工灯检法分别对5家企业的人血白蛋白样品中纳米级可溶的聚合物、1～100 µm亚可见

颗粒、≥10 µm和≥25 µm的不溶性微粒、≥50 µm的可见颗粒进行检测。结果：纳米级可溶的聚合

物结果在不同企业间存在一定差异，企业D、企业E的含量低于其他3家企业。亚可见颗粒结果在不同企

业间存在较大差异，其中企业C约是企业B数量的10倍。不溶性微粒和可见异物结果各企业间基本无差

异。结论：4种不同的分析方法检测到的不同尺寸蛋白聚合物结果相互之间没有明显的相关性，且蛋白的

单体、低聚物、亚微米颗粒、亚可见颗粒、可见颗粒聚合途径受多种因素影响，小分子蛋白聚合物的含

量多少并不是大分子亚可见颗粒和可见颗粒形成的唯一前提。因此，监测和控制部分蛋白聚合物不能获

取其他蛋白聚合物的信息。在质量标准中应联合采用多种方法，分别对不同尺寸的蛋白聚合物进行检测

和限定，全面控制药品质量。
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Research of Protein Aggregates in Human Albumin
Xu Mingming, Zhao Qin, Zhou Qin, Zheng Luxia, Chen Gang, Shao Hong* (NMPA Key Laboratory for Quality 
Control of Therapeutic Monoclonal Antibodies, Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203, 
China)

Abstract   Objective:   To study protein aggregates of different sizes in human albumin and discuss their 
correlation, so as to improve the detection methods and promote the quality of biological products of human 
blood. Methods: SEC-HPLC, light obscuration particle count test, Micro-flow imaging (MFI) and lamp test were 
used separately to study the nanometer soluble aggregates, 1～100µm subvisible particulate matter,  ≥10µm and 
≥25µm particulate matter, ≥50µm visible particulates in human albumin from five enterprises. Results: The 
results of nanometer soluble aggregates shows some differences among different enterprises, and the content of 
enterprise D and E are lower than that in other three enterprises. The results of subvisible particulate matter vary 
greatly among different enterprises, and the number of the subvisible particulate matter of enterprise C is about 
ten times of enterprise B. The result of particulate matter and visible particulates shows little difference among 
enterprises. Conclusion: There is no significant correlation between the results of different size protein aggregates 
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人血白蛋白由健康人血浆经低温乙醇蛋白分

离法或经批准的其他分离法分离纯化，并经病毒灭

活后制成。其主要适应症为失血创伤、烧伤引起的

休克等，临床上一般采用静脉滴注或静脉推注的方

法输入患者体内[1]。人血白蛋白属于治疗类蛋白制

品，在其生产和储存过程中蛋白的聚集难以避免，

形成的蛋白聚合物不仅会降低疗效，更严重的是蛋

白聚合物通过静脉注射进入患者体内会诱发免疫反

应，甚至引起过敏性休克，严重则危及生命[2]。因

此蛋白聚合物是生物制药最棘手的不良产物之一，

也是药品监督管理部门关注并监控的重点。

蛋白聚合物异质性大、形貌多样、尺寸（通

常以粒径表示）分布极广，从几纳米到数百微米

均有分布。文献[3]根据蛋白聚合物尺寸大小大致分

为纳米级可溶的聚合物（＜100 nm，主要为二聚

体和多聚体）、亚微米颗粒（100～1000 nm，包

括可溶的聚合物）、亚可见颗粒（1～100 µm，

主要为不溶的半透明和高透明颗粒）、可见颗粒

（≥50 µm，主要为不溶的颗粒和絮状物）。目

前，美国药典（The United States Pharmacopeia，

USP）、欧洲药典、《日本药局方》《中华人民共

和国药典》（以下称《中国药典》）针对蛋白制剂

中纳米级可溶的聚合物主要是采用分子排阻色谱法

（SEC-HPLC）和电泳法等方法，亚可见颗粒/不溶

性微粒主要是采用光阻法和显微计数法等方法，可

见颗粒/可见异物则主要采用灯检法等方法进行检

测和限定。除了药典收载的方法，USP通则1787[4]

中推荐以及文献[2,5]均报道了动态光散射法、电子

显微技术、纳米粒子跟踪分析技术、微流成像颗

粒分析技术（MFI）等多种分析方法对不同尺寸大

小的蛋白聚合物进行检测，目前尚无一种技术或

方法能对所有尺寸大小的蛋白聚合物进行全方位

的检测。

人血白蛋白中的蛋白聚合物属于固有颗粒，

它的产生理论上是一个从寡聚到多聚，粒径从小到

大的动态变化过程，小粒径聚合物占绝大多数，并

且小粒径聚合物的多少直接影响大粒径聚合物的形

成。《中国药典》2020年版[6]收载的人血白蛋白质

量标准中，针对蛋白聚合物，采用SEC-HPLC法控

制多聚体（纳米级可溶的聚合物）的含量，采用光

阻法控制不溶性微粒（≥10 µm和≥25 µm不溶的

且不透明的聚合物和其他颗粒）的数量，采用人工

灯检法控制可见异物（≥50 µm不溶的聚合物和其

他异物）。本文在上述3种分析方法的基础上，还采

用MFI技术检测人血白蛋白中亚可见颗粒（1～100 

µm不溶的不透明、半透明和高透明颗粒），因缺

少仪器未对亚微米颗粒（100～1000 nm）进行检

测，仅根据4种不同分析方法的检测结果探讨人血

白蛋白样品中不同粒径的蛋白聚合物之间的相关

性，小粒径聚合物的多少是否显著影响大粒径聚合

物的形成，通过监测和控制部分小粒径蛋白聚合物

的含量是否可以达到控制所有蛋白聚合物的目的。

1   仪器与材料
1.1   仪器

Waters e2695型高效液相色谱仪，配备2489 UV

检测器，Empower3色谱工作站（Waters公司）； 

MFI 5200型微流成像分析仪，配备Bot1自动进样

器，MVSS软件（Protein Simple公司）；GWF-8JA

微粒分析仪（天津天河医疗仪器有限公司）；

YB-2型澄明度检测仪（天津大学精密仪器厂）。

1.2   样品和试样

人血白蛋白样品为5家生产企业5个不同批号

样品，详见表1（本研究收集了5家企业的27批样

品进行试验，每家企业3～7批不等，选取了每家企

业的1批样品）。15 µm微粒标准品（批号：CC15，

Thermo Scientific公司，浓度：3000粒·mL-1）；磷酸二

with four different analysis methods. And the polymerization pathway of protein monomer, oligomer, submicro 
particulate matter, subvisible particulate matter and visible particulate matter is affected by many factors. The 
content of small molecule polymer is not the only premise for the formation of large molecule particulate matter 
and visible particles. Therefore, monitoring and controlling some protein aggregates can not obtain information 
about others. In the quality standard, various methods should be combined to detect and limit protein aggregates 
of different sizes in specification in order to control the quality of drugs.
Keywords:   human albumin; protein aggregates; subvisible particulate matter; particulate matter; visible 
particulates
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氢钠、磷酸氢二钠和异丙醇等均为色谱纯。

2   方法
2.1   SEC-HPLC法

采用《中国药典》2020年版[6]通则3121人血白

蛋白多聚体测定法，TSK3000SW色谱柱（7.8 mm

×600 mm，10 µm），流动相为含1%异丙醇的pH 

7.0、0.2 mol·mL-1磷酸盐缓冲液，柱温25℃，流速

0.6 mL·min-1，检测波长为280 nm。用流动相将供试

品稀释至12 mg·mL-1，上样量为20 µL，每个样品

取4瓶，每瓶重复测定2次，按面积归一化法计算纳

米级可溶的聚合物含量（包含多聚体和二聚体）。

2.2   MFI技术

每次进样前彻底冲洗仪器，并采用自动进样

器吹打的功能将样品混匀。用0.2 mL待测样品冲洗

管路，然后进行照度优化（执行照度优化时仪器将

再次用0.22 mL样品冲洗管路），再进行样品分析

和数据采集。样品分析体积为0.43 mL。15 µm微

粒标准品重复测定3次。每个样品取4瓶，每瓶重复

测定3次，采用仪器自带的MVSS软件提取微粒的图

像、粒径和计数等信息用于进一步分析。

2.3   光阻法

采用《中国药典》2020年版[6]通则0903不溶性

微粒检查法第一法光阻法进行测定。取样品小心翻

转20次使溶液混合均匀，静置适当时间脱气，小心

开启容器，直接将容器置于取样器上。每个样品取

4瓶，分别测定4次，每次取样5 mL，弃去第1次数

据，取后续测定结果的平均值计算。

2.4   人工灯检法

采用《中国药典》2020年版[6]通则0904法可见

异物法第一法（灯检法）：将供试品置遮光板边缘

处，明视距离通常为25 cm，手持容器颈部，轻轻

旋转和反转容器（但应避免产生气泡），分别在黑

色和白色背景下目视检查，按直、横、倒三步法旋

转检视，重复观察，总检查时限为20 s，光照度为

l000 lx。每批样品取20瓶检查。

3   结果与分析
3.1   纳米级可溶聚合物结果与分析

SEC-HPLC法根据被分析物的尺寸大小进行

分离，可对纳米（通常≤30 nm）尺寸范围的可溶

蛋白聚合物进行检测，并报告其在所有蛋白中的

百分含量。5批样品中纳米级可溶聚合物含量为

5.9%～9.6%，不同企业存在一定差异，企业D和企

业E的样品中可溶聚合物含量低于其他3家企业，

具体数据见表1。

3.2   亚可见颗粒结果与分析

MFI技术[4, 7-11]是近几年开发的新型技术，其检

测原理是精确控制样品流经检测池的流速，高频成

像检测器对动态连续的样品中的颗粒物进行静态

的图像捕获，获取一系列的颗粒物照片。通过软件

对所获取到的颗粒物照片进行形态学参数描述和计

数分析，根据形态学参数可对颗粒进行大致分类。

该方法能分辨出与背景差别较小的透明或半透明微

粒，大幅提高对蛋白颗粒的检测灵敏度，因此MFI

可对1～100 µm的不透明颗粒、半透明和高透明的

蛋白颗粒绝对数量进行检测，并从形态学上区分不

同颗粒来源，比如蛋白聚体、硅油、气泡、纤维

等，是可应用于药物质量控制的新型技术。 

15 µm微粒标准品测得的粒径均值为15.09 µm

表 1   人血白蛋白中纳米级可溶聚合物结果

企业 批号
可溶聚合物

含量 /% RSD/%（n=8）

A 201910042 9.0 0.5

B 201907AZ03 9.6 0.1

C 20180722A 8.7 0.2

D 20190730 6.8 0.7

E 20190605 5.9 0.1
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表 2   人血白蛋白中亚可见颗粒结果

企业 批号

1 ～ 100 μm 所有颗粒 1 ～ 100 μm 蛋白颗粒 ≥ 10 μm 颗粒 ≥ 25 μm 颗粒

浓度 /

（粒·mL-1）

RSD/% 

（ n=12）

浓度 /

（粒·mL-1）

RSD/% 

（ n=12）

浓度 /

（粒·mL-1）

浓度 /

（粒·mL-1）

A 201910042 3516.8 6.9 3368.6 6.7 21.3 0.5

B 201907AZ03 775.0 16.5 729.5 17.5 8.5 0.8

C 20180722A 7345.3 16.6 7092.6 16.7 25.7 0.0

D 20190730 2941.2 12.3 2870.0 12.3 17.1 0.4

E 20190605 3291.5 32.2 3071.6 25.4 32.1 2.7

（RSD为0.3%，n=3），12～18 µm粒径范围的颗粒

数为2465粒·mL-1（RSD为2.1%，n=3）。5批样品中

含有的亚可见颗粒数量为775.0～7345.3粒·mL-1，

不同企业间存在较大差异，企业B与企业C的结果

相差约10倍，其他企业的样品颗粒数居于这2个

企业之间。另外样品中检测到的亚可见颗粒主要

为蛋白颗粒（约占总颗粒的95%），颗粒的粒径

以1～10 μm为主（约占总颗粒的99%以上）。

同一企业同一批次样品不同瓶之间的亚可见颗

粒数量存在一定差异，12次测定结果的RSD为

6.9%～32.2%，具体数据见表2和图1。

3.3   不溶性微粒结果与分析

光阻法的检测原理[10]为当液体中的微粒通过窄

细的检测通道时，与液体流向垂直的入射光被微粒

阻挡而减弱，使得由传感器输出的信号降低，信

号变化与微粒的截面积大小相关，可实现对不透明

的颗粒绝对数量的检测。但半透明和透明的蛋白颗

粒与液体之间的对比度差异较小，较难被检测。5

批样品中，≥10 μm的颗粒均为0.9～1.7粒·mL-1，

≥25 μm的颗粒均为0.03～0.4粒·mL-1，含有的

≥10 μm和≥25 μm的颗粒数基本无差异，具体数

据见表3。

图 1   人血白蛋白中亚可见颗粒结果

亚可见颗粒结果（粒·mL-1）
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表 4   不同检测方法测定结果汇总

检测方法 检测颗粒尺寸 结果计量 各企业样品测定结果的差异

SEC-HPLC 法 纳米级可溶的聚合物 占所有蛋白的百分含量 企业 D 和企业 E 低于其他 3 家企业

MFI 技术 1 ～ 100 μm 亚可见颗粒 绝对数量 企业 B 最少，企业 C 最多，差约 10 倍，

其他企业介于二者之间

光阻法 ≥ 10 μm、25 μm 不溶性微粒 绝对数量 基本无差异

灯检法 ≥ 50 μm 可见颗粒 / 可见异物 肉眼判断 基本无差异

3.4   可见异物结果与分析

人工灯检法[9]是在合适的光源照度下检测是否

存在不得检出的明显可见异物或超出规定量的细微

可见异物，对大量蛋白聚体的产生具有一定的提示

价值，但灵敏度有限。5批样品的可见异物均符合

规定，且不同企业之间基本无差异。

3.5   不同分析方法的检测结果之间的相关性

4种不同检测方法的测定结果汇总详见表4。

人工灯检法是一种简单的检测手段，MFI技术和光

阻法测定亚可见颗粒的绝对数量，SEC-HPLC法测

定聚合物在所有蛋白中的百分含量。从计量方式

上，肉眼判断、颗粒的绝对数量与颗粒在所有蛋白

中的百分含量之间没有可比性。但是从结果来看，

纳米级可溶的聚合物含量相对较低的企业D和企业

E，其相应的不溶性微粒、亚可见颗粒、可见异物

结果并没有明显低于其他3家企业，因此小粒径聚

合物的多少没有显著影响大粒径聚合物的形成，人

血白蛋白样品中不同尺寸蛋白聚合物之间没有明显

的相关性。

Barnard等[8]对亚可见颗粒的蛋白质量进行了

估算，某一粒径颗粒的蛋白质量=颗粒的体积×密

度×颗粒数×0.75，颗粒的体积=4/3πR3，密度为

1.43 g·mL-1（文献[12]报道的30种不同蛋白的平均

密度），0.75为蛋白在整个聚合物体积中占比（因

为聚合物内部同时含有水和蛋白，Barnard等假设

含75%的蛋白，25%的水）。以50 μm（MFI描述

为等效圆直径，即与检测到颗粒占据相同的像素

面积的圆形的直径）颗粒浓度为1粒·mL-1为例，

蛋白质量约为7×10-5 mg·mL-1，占人血白蛋白

（浓度200 mg·mL-1）的0.000035%。也就是人血

白蛋白中含量为0.1%的聚合物需要50 μm颗粒的

浓度为2857粒·mL-1，需要10 μm颗粒的浓度为

357125粒·mL-1。因此相对于SEC方法，MFI技

术是一个非常灵敏的微米粒径蛋白聚合物的检测

技术。

另外有文献[13]报道，蛋白从单体、低聚物、亚

微米颗粒、亚可见颗粒、可见颗粒这个聚合途径中

没有任何一个步骤是必须的，小分子可溶的蛋白聚

合物的含量多少并不是大分子亚可见颗粒和可见颗

粒形成的唯一前提，蛋白的聚集不仅与蛋白浓度相

关，还与其他外界的影响因素相关。 

表 3   人血白蛋白中不溶性微粒数量

企业 批号
≥ 10 μm 颗粒 ≥ 25 μm 颗粒 

浓度 /（粒·mL-1） 浓度 /（粒·mL-1）

A 201910042 1.2 0.4

B 201907AZ03 0.9 0.1

C 20180722A 1.5 0.3

D 20190730 1.3 0.03

E 20190605 1.7 0.1
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4   讨论
4.1   同一企业相同工艺生产的不同批次产品之间

的差异

本研究收集了5家企业的27批样品进行实验，

每家企业3～7批不等。每家企业不同批次样品的结

果差异均较小，并且由于数据量较大，本文未进行

全部展示，只选取了每家企业1批样品进行结果展

示。但是每家企业均提供了同一时期的几批样品，

因此未能对不同储存时间的样品进行检测以考察储

存时间对蛋白聚合物形成的影响。后续研究会考察

该因素。

4.2   蛋白聚合物与颗粒物、不溶性微粒、可见异

物等的关系

USP43通则788[14]定义颗粒物为除气泡外可流

动的、随机存在于溶液中且不溶于溶液的颗粒。

USP43通则1787[4]进一步将颗粒物分为亚可见颗粒和

可见颗粒，亚可见颗粒的粒径通常为2～100 µm，

而可见颗粒的粒径通常大于100 µm。USP43通则

1787[4]中的亚可见颗粒和可见颗粒分别为《中国药

典》2020年版[6]中描述的不溶性微粒和可见异物，

但可见异物的粒径或长度通常大于50 µm。

治疗类蛋白制剂中的亚可见颗粒/不溶性微

粒、可见颗粒/可见异物均包括了蛋白类和非蛋白

类颗粒。而蛋白类亚可见、可见颗粒是治疗类蛋白

制剂中专属的一类不良产物，由蛋白聚集产生。因

此严格意义上来说，文献[1]中蛋白聚合物根据分子

尺寸大小分类为纳米级可溶的聚合物、蛋白类亚微

米颗粒、蛋白类亚可见颗粒、蛋白类可见颗粒。另

外，理论上蛋白聚合物专指由单一蛋白形成的聚合

物，但是蛋白在聚集的过程中不可避免地会与其他

粒子如硅油等发生缔合，因此蛋白聚合物包括了单

一蛋白聚合物和蛋白与非蛋白的混合聚合物。

理论上亚可见颗粒即不溶性微粒，但是光阻

法测定的不溶性微粒主要为不透明的颗粒，MFI测

定的亚可见颗粒为不透明、半透明和透明的颗粒，

因此MFI测定的亚可见颗粒结果远高于光阻法测得

的不溶性微粒结果。MFI还能通过图像进行参数分

析进而判断颗粒是否为蛋白聚体，有助于对颗粒的

来源进行分析并进行有针对性的控制，这也使MFI

检测更有意义。

4.3   蛋白聚合物为固有颗粒

USP43通则1787[4]从来源上将颗粒物分为外来

颗粒、内在颗粒和固有颗粒。外来颗粒与产品和生

产过程无关，是外来的、非预期的物质，如来自人

的衣服碎屑和毛发等；内在颗粒与产品和生产过程

相关，是生产过程中产生或随着时间变化产生，如

生产过程中使用的硅油等；固有颗粒则是产品属性

相关的一种预期的物理状态或颗粒，在治疗类蛋白

制剂中主要指蛋白聚合物。因此从来源上看，蛋白

聚合物属于固有颗粒，应采用适宜的方法增加对固

有颗粒的理解和控制。

4.4   国内外药典对颗粒物监控的要求和趋势

各国药典目前均仅对10 µm和25 µm以上的不

溶性微粒，以及对≥50 µm的可见异物进行监控，

判定标准基本一致。对10 µm以下的颗粒未作任何

限定。文献[15]报道可知，对人体来说，2 µm以上

的颗粒不能参加肾交换排出体外而残留在体内，对

人存在长期、潜在的危害。因此，应对2~10 μm的

颗粒进行检测与分析，USP通则787[16]也推荐采用

包括MFI技术在内的多种技术对小于10 μm的颗粒

进行关注，目前已有企业对产品中的这部分颗粒进

行了监测。

4.5   联合采用多种分析方法获取蛋白聚合物分布

的全面特征

有许多可用的技术来测量和表征蛋白聚合

物，每种技术分析蛋白聚合物特定属性的能力不

同，控制角度不同，各有其优点和局限性。由于蛋

白聚合物的聚合机制十分复杂，目前尚无一种技术

或方法能够同时满足所有种类和尺寸大小的聚合物

的检测要求，将纳米到微米甚至毫米级别的蛋白聚

合物全部表征。

在产品的研发过程中，应对蛋白聚合物的深

入描述，采用多种方法联用全面表征蛋白聚合物的

形成和分布。通过使用正交的方法，可以更好地确

定颗粒的性质（外来的、内在的或固有的）、大小

分布等信息，从而对颗粒的存在进行风险评估，并

帮助识别潜在的形成机制等，为建立一个合理的、

全面的蛋白聚合物控制策略提供基础。

在质量标准中，应在蛋白聚合物的深入描述

的基础上制订控制策略。文献[12]报道，聚集体通常

以连续体的形式存在，但是纳米级可溶的聚合物和

亚可见颗粒、可见颗粒的形成不具有一致性，例

如依靠光阻法测定≥10 μm和≥25 μm颗粒含量不

能揭示1～10 μm微粒的变化和趋势，因此应采用
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多种方法分别对不同粒径的蛋白聚合物进行分析

和限定。

本研究采用的几种分析方法结果表明，人血

白蛋白样品中不同尺寸蛋白聚合物之间没有明显的

相关性，文献[13]也报道，蛋白的单体、低聚物、亚

微米颗粒、亚可见颗粒、可见颗粒的聚合途径受多

种因素影响，小分子蛋白聚合物含量的多少并不是

大分子亚可见颗粒和可见颗粒形成的唯一前提。因

此，监测和控制部分蛋白聚合物的含量不能获取其

他蛋白聚合物的信息。在质量标准中应联合采用多

种方法，避免采用单一方法的局限性，全面控制药

品质量。
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