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摘要 目的：为生物类似药的研发提供参考和借鉴。方法：通过查阅国内外大量文献，结合生物类似

药相关法规，重点对生物类似药的理化特性、生物学活性、纯度与杂质、免疫学特性等药学特性进行

梳理，并对相关分析方法进行汇总分析。结果与结论：生物类似药的研发需要采用先进的、敏感的技

术和方法表征生物类似药的质量属性，评估生物类似药与参照药的生物相似性。通过对生物类似药的

药学特性分析方法的相关研究进行综述，为生物类似药的研发和质量控制提供参考和借鉴。
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Development of Analytical Methods for Quality Assessment of Biosimilars
Tan Huijie, Hang Baojian, Shi Feng, Li Jun* (Shandong Institute for Food and Drug Control, Jinan 250101, China)

Abstract   Objective:    To provide information and references for the research and development of biosimilars. 
Methods: Through reviewing a great deal of domestic and foreign literature in recent years, biosimilars' physics 
and chemistry characteristics, biological activities, purity and impurity, immunological properties, the current 
research status and trend in the development of quality analysis methods were summarized and analyzed by 
combing pharmaceutical regulations of biosimilars. Results and Conclusion: Advanced and sensitive analytical 
techniques are required for characterizing the biosimilars and assessing similarities  between biosimilars and 
references. This article reviews the recent advances in analytical methods for pharmaceutical properties of 
biosimilars, thus providing references for biosimilar development and quality control.
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生物类似药是指在质量、安全性和有效性方

面与已获准注册的参照药具有相似性的治疗用生物

制品[1]。生物类似药主要包括单克隆抗体、细胞因

子类重组蛋白、重组激素等。随着早期上市生物技

术药相关专利的到期，以及生物类似药的出现将有

助于提升药品可及性、降低药品价格、满足更多患

者的临床用药需求，我国将生物医药定位为国家战

略型新兴产业，在政策、研发、资本及临床需求的

共同刺激下，国内兴起了生物类似药开发的热潮。

为规范生物类似药的研发与评价，推动我国

生物类似药市场的发展，2015年，原国家食品药

品监督管理总局药品审评中心（Center for Drug 

Evaluation， CDE）发布了《生物类似药研发与评

价技术指导原则（试行）》[1]，明确了生物类似药

的定义，提出了生物类似药研发和评价的基本原

则，对生物类似药的药学、非临床和临床研究与评

价等内容提出了具体的要求；2021年，CDE又出台

了《生物类似药物相似性评价和适应症外推技术指
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导原则》[2]，对生物类似药的定义、相似性评价体

系和适应症外推原则作了进一步阐述。生物类似药

的相似性评价将“比对”贯穿于整个开发的全过

程，主要包括：药学特性研究、非临床研究、临床

研究，其中药学相似性研究是支持生物类似药研发

的基石。生物类似药药学特性研究主要包括4个方

面：理化特性、生物学活性，纯度与杂质、免疫学

特性。有效的药学比对分析实验依赖于可靠的分析

方法和能力，本文重点对生物类似药药学特性分析

方法的研究进行整理分析。

1   理化特性
生物类似药是一种大分子药物，由氨基酸残

基通过肽键相连形成的蛋白质组成，具有一级和高

级结构[3-4]。生物类似药的一级结构是指肽链中氨

基酸的数目、组成和序列，决定高级结构的形成，

而高级结构则与生物类似药的理化特性及功能直接

对应。生物类似药的一级结构和高级结构的表征是

生物类似药理化特性研究的主要内容。

1.1   一级结构分析

一级结构是生物类似药的最基本结构，是生

物类似药高级结构和功能的基础，对药品的活性和

稳定性有重要影响。一级结构研究项目主要包括：

完整分子量、氨基酸序列及修饰、糖基化、二硫键

分析。

1.1.1   完整分子量分析

完整蛋白分析不破坏蛋白样品，保证了结构

的完整性，使翻译后修饰得以保留。色谱、电泳和

质谱技术目前已经广泛用于完整蛋白分析，可以提

供完整蛋白的分子量大小等信息。完整蛋白分析中

常见技术包括凝胶电泳、分子排阻（Size Exclusion 

Chromatography，SEC）-高效液相色谱法（High 

Performance Liquid Chromatography，HPLC）、基质

辅助激光解吸电离（Matrixassisted Laser Desorption/

Ionization，MALDI）和电喷雾电离（Electrospray 

Ionization，ESI）质谱法等。凝胶电泳、SEC-HPLC

具有快速、方便、重现性好等优点，广泛用于不同

开发阶段的生物类似药和参照药分子量比较分析，

但这2种方法的质量准确度相对较低，不能提供样

品的精准分子量[5]。MALDI和ESI质谱法已成为完

整蛋白分子量测定最常用的方法之一，包括完整

分子量、还原分子量、切N糖后分子量以及轻重链

分子量测定。采用自上而下（Top-down）分析策

略对完整分子量样品进行碎裂，再进行质谱分析

可以进行氨基酸序列、氨基酸修饰和蛋白亚型的

表征[6-8]。

1.1.2   氨基酸序列及修饰分析

基于质谱技术的肽图分析是生物类似药氨基

酸序列及修饰分析中的常用方法。它是一种自下而

上（Bottom-up）的方法[9]，使用专一性较强的蛋白

水解酶作用于特定的肽链位点将多肽裂解成小片

段，基于纳升液相色谱进行肽段分离，利用高分辨

质谱进行分析。肽段分析常用的蛋白酶有胰蛋白

酶、LysC、GluC、Asp-N、胃蛋白酶等，不同蛋白

酶的特异性酶切位点不同，使用不同的蛋白酶以及

组合使用可以提高序列覆盖率[10]。纳升液相色谱-

高分辨质谱联用可以对多肽的序列及脱酰胺、氧

化、糖基化等多种氨基酸修饰进行鉴定。末端修饰

变异(例如C末端赖氨酸剪切和N末端焦谷氨酸盐形

成)可以通过比较未修饰的末端肽进行鉴定[11]。

1.1.3   糖基化分析

生物类似药由于多数采用哺乳动物细胞表达

体系，细胞内存在复杂的翻译后修饰和酶反应，造

成表达产物在糖基化分子结构的多样性，生产工艺

和细胞株的微小变化都可能导致目的蛋白糖修饰基

团结构上的明显差异。糖基化对蛋白质的稳定性、

构象、结合亲和力和活性有着重要影响，是治疗性

蛋白药物的关键质量属性之一[12-13]。主要通过糖基

化位点、组成和支链对生物类似药的糖基化进行表

征。完整蛋白的质量分析可以确定蛋白质的主要糖

型，但难以确定糖基化位点。糖基化位点主要通过

糖肽分析进行鉴定，通常用胰酶等蛋白酶对完整蛋

白进行的酶解，产生小肽，采用色谱或电泳分离后

进行串联质谱分析，可以鉴定糖肽氨基酸序列、糖

基化位点，但糖肽分析对寡糖的类型分析不够全

面[14-15]。寡糖类型通常采用酶法或化学试剂法使寡

糖从完整蛋白中游离出来进行分析[16-17]，如N-糖苷

酶F可定向切割N-乙酰葡糖胺与蛋白结构中的天冬

酰胺的酰胺键、肼解反应可以裂解N-连接寡糖、

β-消除反应可以裂解O-连接寡糖。对游离寡糖的

分析通常有3种方法：阴离子交换色谱、直接质谱

分析、衍生化质谱联用法。寡糖结构中无生色团，

常采用荧光试剂标记后进行光谱检测，如N-寡糖

的分析常使用8-氨基-萘-1,3,6-三磺酸作为衍生试

剂，衍生后利用荧光进行检测。质谱法虽然可以直
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接对寡糖进行检测，但寡糖采用衍生试剂衍生后能

极大提高质谱检测的离子化效率，并可提供更多的

片段结构信息。

1.1.4   二硫键分析

二硫键是多肽和蛋白质中一种常见的翻译后

修饰，它是氨基酸序列中2个半胱氨酸残基的巯基

基团发生氧化反应形成的共价键。二硫键并不是非

常稳定，氧化形成的二硫键也可以被还原形成游离

的巯基，所以通常二硫键是动态变化的化学键。蛋

白质和多肽中的二硫键对其热力学、力学和化学稳

定性至关重要，同时也参与对蛋白酶的抗性和活性

的调节。精准、快速地定位蛋白质和多肽中二硫键

配对方式是研究其结构与功能的重要内容之一[18]。

常用的二硫键分析方法为非还原酶解-质谱联用

法，采用酶对蛋白进行非还原的酶解，产生肽段，

用质谱检测各个肽段的具体信息后，通过二硫键特

异性搜索软件（pLink-SS）实现对二硫键配对方式

的表征[19]。

1.2   高级结构分析

生产工艺及制剂配方的改变可能会导致维系

蛋白质药物发挥功能的高级结构的改变，进而影

响到药效以及免疫原性。常用的高级结构分析方

法有圆二色谱法（Circular Dichroism, CD）[20]、差

示扫描量热法（Differential Scanning Calorimetry，

DSC）[21]、氢氘交换（Hydrogen Deuterium Exchange 

HDX）-质谱法（Mass Spectrometry，MS）[22]。远

紫外CD数据可反映蛋白质的α-螺旋、β-折叠、

转角和不规则卷曲的比例，能快速地计算出溶液

中蛋白质的二级结构；近紫外CD数据可反映蛋白

质侧链生色基团色氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸等残基

的排布信息和二硫键微环境的变化，蕴含着丰富的

蛋白质三级结构信息。通过测量蛋白质等生物大分

子的CD可以得到生物大分子的结构信息，CD广泛

应用在蛋白质的折叠、蛋白质的构象研究及酶动力

学等领域。DSC的工作原理是通过同时加热或冷却

参比池与样品池的缓冲液或样品，测量二者维持相

同温度所需的热量差。DSC可以分析蛋白质的高级

结构的变化，研究各种储存因素对制剂稳定性的影

响。HDX-MS的基本原理是利用蛋白质中不稳定的

氢原子可以与溶液中的氘原子发生交换的特性研究

蛋白质结构。首先，将蛋白质分子溶于重水，由

于不同类型的氢原子氢氘交换速率不同，处于蛋

白质表面的氢原子与重水接触更密切，比位于蛋

白质内部的或参与氢键或盐桥形成的氢的交换速

率要快；交换反应之后，将蛋白进行酶切，通过

MS检测不同肽段的氢氘交换速率，最终得到蛋白

质的空间结构信息。HDX-MS是研究蛋白质三维结

构的强有力工具，也是传统生物物理手段的重要

补充，广泛应用于蛋白质结构及动态变化研究、

活性位点鉴定等方面。

2   生物活性
生物活性测定是测定药物对机体的生物学效

应，在生物类似药的开发和质量控制中至关重要。

生物活性的测定方法包括：体内动物实验、基于细

胞系的生物活性分析方法和基于转基因细胞系的生

物活性分析方法。

动物实验是通过检测药物对实验动物的药效

作用来反映其生物学活性，在药物研发中发挥着重

要作用。然而动物实验操作复杂、变异性大，目前

多数动物实验已经被细胞实验代替。但是，对作用

机制复杂的生物技术药物如重组人红细胞生成素

（rHuEPO）体内生物学活性测定仍采用动物实验

方法即网织红细胞法[23]。

随着药物高通量筛选平台的建立和生产规

模的扩大，以及3R（Reduction，Refinement，

Replacement）原则被科学工作者所接受，人们越

来越多地寻求动物实验替代方法。基于细胞系的生

物活性分析方法，由于其高通量、高效率、高精确

度等优势，越来越受到研究者和生产商的青睐。

很多生长因子的活性测定是通过其对靶细胞的促

增殖作用来实现的，例如表皮生长因子（EGF）、

成纤维细胞生长因子（FGF）、粒细胞集落刺激

因子（G-CSF）、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

（GM-CSF）[24]。

对于没有强反应性的细胞系，或者没有易检

测的细胞学效应的生物技术药物，构建转基因的细

胞系成了很好的选择。构建转基因的细胞系是在全

面深入地研究药物的作用机制基础上，通过体外模

拟创新药作用的信号转导机制，以导入药物作用受

体报告基因或效应分子为策略，构建简便、快速、

准确、安全、动物替代的系列转基因活性评价模

型。于雷等[25]将促胰岛素分泌肽天然受体和信号分

子cAMP的萤光素酶报告基因同时导入CHO-K1细

胞，建立了报告基因法检测促胰岛素分泌肽融合蛋
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白生物活性的方法，成功应用于促胰岛素分泌肽活

性测定。

3   纯度与杂质
纯度是生物技术药物的关键质量指标，生物

类似药与原研药纯度上的差异可能导致其与原研药

在人体内表现出不同的药代动力学特征及免疫原

性，进而导致在体内的药效差异，甚至可能引起严

重过敏反应。杂质主要包括产品相关杂质和工艺相

关杂质。

3.1   产品相关杂质分析

蛋白质药物在生产和储存的过程中由于错误

折叠、未完全装配、降解、聚合会产生不同分子量

大小的产物。复杂的翻译修饰以及降解过程可产生

不同的电荷变异体。产品相关杂质主要包括分子量

大小变异体和电荷变异体[26]。

3.1.1   分子量大小变异体分析

SEC-HPLC和电泳法是检测分子大小变异体

的常用方法。SEC是主要根据凝胶孔隙的孔径大小

与高分子样品分子尺寸间的相对关系而对样品进

行分离的分析方法。SEC的优点是应用简单，通

量高；缺点是样品稀释可能导致可逆聚集体的解

离，样品与色谱基质可能存在相互作用，从而减

少聚集体的数量和影响单体蛋白质的检测[27]。电泳

法包括十二烷基磺酸钠（Sodium Dodecyl Sulfate，

SDS）-聚丙烯酰胺凝胶电泳（Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis，PAGE）和十二烷基硫酸钠毛细

管电泳[28]（Capillary Electrophoresis-SDS，CE-

SDS）。聚丙烯酰胺凝胶为网状结构，具有分子筛

效应，SDS-蛋白复合物带有过量的负电荷，质荷

比约为常数，在聚丙烯酰胺凝胶中按其分子质量大

小成比例地迁移。CE-SDS是将凝胶填充在毛细管

中，在毛细管中形成分子筛，SDS蛋白复合物在毛

细管内依分子量大小迁移，能有效减少组分扩散，

分离效率高。非还原型SDS-PAGE和非还原型CE-

SDS不破坏样品的二硫键，可以分析由二硫键连接

的多聚体[29-30]。

3.1.2   电荷变异体分析 

生物类似药的生产及存储过程的糖基化修

饰、降解、聚集等产生大量修饰和改变会造成电荷

分布的改变，电荷的变异会影响药物的组织分布及

药代动力学，例如：增加正电荷，会提高药物的组

织停滞，降低血清清除；降低正电荷会减少药物的

组织停滞，提高药物的全身清除。电荷变异体是

质控中关注的重点，对其进行有效的质量控制是

十分必要的。电荷异质性分析的常用方法有平板

等电聚焦电泳（Isoelectric Focusing，IEF）、离子

交换色谱（Ion-exchange Chromatography，IEC）、

毛细管区带电泳（Capillary Zone Electrophoresis，

CZE）、毛细管等电聚焦电泳（Capillary Isoelectric 

Focusing，CIEF）和成像毛细管等电聚焦电泳

（Imaging Capillary Electrofocusing Electrophoresis，

iCIEF）[31]。其中，IEF操作烦琐，分辨率比较低，

定量不准确；IEC、CIEF和iCIEF具有较好的分辨

率及定量优势；CZE通用性强、分析时间短，且具

有相当的分离度和准确性。IEC、CZE与质谱联用

可以对电荷变异体的分子量、序列、氨基修饰等特

性进行进一步表征[32-33]。

3.2   工艺相关杂质分析

生物技术药一般由微生物或细胞表达后纯化

而来，宿主残留DNA、宿主残留蛋白（Host Cell 

Proteins，HCP）、纯化过程中亲和介质蛋白A

（Protein A，ProA）的脱落等均对人体构成安全威

胁。工艺相关杂质是影响生物技术药纯度的另一关

键因素。

3.2.1   宿主残留DNA检测

残留的DNA可能带来传染性或致突变性风险，

例如连续传代的细胞DNA具有潜在的致瘤性[34]。

2020年版《中华人民共和国药典》（以下简称《中

国药典》）四部[35]规定CHO细胞中DNA的残留量不

高于10 pg/剂量。《中国药典》四部收载的宿主残

留DNA检测方法有3种：DNA探针杂交法，荧光染

色法，荧光定量PCR法。其中，DNA探针杂交法操

作烦琐、耗时长，无法进行定量分析；荧光染色法

特异性差、灵敏度低；荧光定量PCR法具有灵敏度

高、准确性好、简便快速等优点，是常用的DNA残

留检测方法[36]。

3.2.2   HCP检测

HCP具有诱导免疫应答的潜在安全风险，常用

的检测方法有酶联免疫吸附测定法（Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay，ELISA）和高效液相色谱质

谱联用法（HPLC-MS）。ELISA法主要依赖抗体对

HCP特异性的识别，具有灵敏度高、检测简便等优

点，但HCP特异性抗体制备周期长、费用高、失败

风险高，不能发现工艺改变等新引入的残留蛋白，
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无法对HCP进行定性分析。与传统的ELISA方法相

比，HPLC-MS方法开发时间短（只需几周），可

无偏性地对所有HCP进行定性和定量分析，在HCP

杂质分析中越来越常用[37-38]。

3.2.3   Pro A残留检测

Pro A源于金黄色葡萄球菌，它含有5个可以和

抗体IgG分子的Fc段特异性结合的结构域，是一种

抗体结合蛋白，作为亲和介质被广泛地应用于Fc

融合蛋白和单克隆抗体的纯化[39]。在抗体纯化过程

中，Pro A能够从柱子中浸出，从而导致污染。Pro A

作为金黄色葡萄球菌的膜蛋白具有免疫原性，控制

其残留水平是保证药物安全性的一项重要指标。

ELISA法是Pro A残留的主要检测方法，但是Pro A

能够结合IgG分子，从而阻碍其与相应抗体的结

合，常常造成检测结果不准确，所以在Pro A检测

方法的建立过程中应进行方法的精密性和准确性的

考察[40]。

4   免疫学特性
免疫学特性指药物刺激机体形成特异性抗

体或致敏淋巴细胞的性质。免疫学特性评价是

生物类似药质量控制的重要内容，主要包括生

物类似药与靶标及FcRn、Fcγ、c1q等各受体

的亲和力、补体依赖的细胞毒性（Complement 

Dependent Cytotoxicity，CDC）活性、抗体依赖性

细胞介导的细胞毒性（Antibody-dependentcell-

mediatedcytotoxicity，ADCC）活性。

4.1   与靶标及受体亲和力评价

生物类似药与靶标及受体亲和力的评价方法

主要有ELISA法、细胞ELISA法[41]、表面等离子共

振技术（Surface Plasmon Resonance，SPR）效价测

定法[42-43]。ELISA法是评价药物与靶标及受体亲和

力的常用方法，其操作比较简单、耐用性好，但

需要制备抗原。细胞ELISA法与ELISA法原理基本

相同，不同的是将可溶性抗原展示在细胞表面，并

通过流式细胞仪测定细胞的阳性率指标来检测待测

抗体与标记抗体的竞争结合情况。该方法的优点是

避免了抗原的制备纯化过程，特别适用于难制备抗

原；展示在细胞表面的抗原空间结构更接近体内存

在形式，使待测结果更反映药品在体内的活性状

态。SPR是一种用于生物分子间相互作用分析的新

技术，被2020年版《中国药典》四部正式收录。具

体测定过程：将抗体固定于芯片表面，待测抗原通

过微流控系统流经其上，抗原抗体一旦结合，芯片

表面的物质质量浓度就会增加，进而引起芯片表面

液体折射率的变化而被检测到。该技术测定抗原抗

体结合活性时不需要标记，避免了标记对分子结构

的影响，能更加真实地反映抗原抗体的结合情况。

它测定周期短，样品用量少，一般仅有微克级，可

用于微量样品的测定。SPR技术可以用于抗体与抗

原结合活性的分析、抗体候选物的筛选与评价、

抗体与受体结合活性的分析，如抗体与FcγRllla、

FcγRlllb等受体结合的亲和力、动力学信息。

4.2   CDC活性测定

CDC是指补体参与的细胞毒作用，即通过特

异性抗体与细胞膜表面相应抗原结合，抗体Fc片

段的补体结合位点暴露并与补体C1结合形成复

合物而激活补体经典途径，所形成的攻膜复合物

（Membrane Attack Complex, MAC）造成细胞外离

子大量内流，最终导致肿瘤细胞的溶解。抗CD20

单抗[44]主要是通过CDC测定活性，选择高表达CD 

（Cluster of Differentiation）抗原的细胞铺板，使抗

体与细胞表面抗原充分结合，然后加入补体孵育，

结合于细胞表面的抗体将补体成分激活，进而将细

胞杀死。补体组分多，热不稳定，易失活，其来源

包括正常人血清、豚鼠、家兔等，补体的选择以及

对其质量的控制是CDC活性测定的关键环节。

4.3   ADCC活性测定

ADCC是指抗体药物通过Fab段与靶细胞（病毒

感染的细胞及肿瘤细胞）表面抗原决定簇特异性结

合后，抗体药物的FC片段可以被杀伤性的细胞如

NK细胞的Fc受体（FcR）识别并结合，从而杀死靶

细胞。早期ADCC验证方法多为基于新鲜制备的外

周血单核细胞或NK细胞作为效应细胞的杀伤试验，

但是这些方法存在细胞分类和培养困难、操作烦

琐、背景值高，且受个体差异影响等缺陷。研究[45]

表明，在NK细胞中Fc受体（FcR）活化，尤其

是FcRIIIa受体（CD16）活化能够激活活化的T细

胞核内因子（Nuclear Factor of Activated T-cells，

NFAT）信号通路号通路。采用基因工程方法在

Jurkat细胞表面稳定表达Fc受体，在Jurkat细胞内构

建NFAT信号驱动萤光素酶表达的基因回路，并将

荧光素酶与生物发光偶联。当抗体Fc片段与Jurkat

细胞表面的Fc受体结合后，激发NFAT信号通路，

增加荧光素酶的表达，通过生物发光测定ADCC活
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性。该方法操作简便易行，专属性强、重复性好、

准确性高，可以直接检测抗体Fc片段与Fc受体结合

能力[46]。

5   结语
生物类似药的分子量大，具有多级结构，这

对其质量控制提出了挑战。生物类似药的理化特

性、生物学活性、杂质与纯度和免疫学特性等药

学特性应采用先进的、敏感的方法进行比对试验研

究。首先考虑采用与参照药一致的方法；对采用其

他技术和方法的，应提供依据；对某些关键的质量

属性，应采用多种方法进行比对试验研究。本文对

生物类似药药学特性的研究项目及分析方法进行了

梳理，对国内生物类似药研发企业的质量控制具有

重要指导作用和参考价值。
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