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摘要 目的：通过对比《中华人民共和国药典》2020年版（ChP 2020）、2023年美国药典（USP-NF 

2023）、欧洲药典11.0版（EP 11.0）、日本药典18版（JP 18）中注射剂不溶性微粒检测方法相关内容，

分析不同药典对不溶性微粒的监管要求，供业界参考。以治疗性蛋白注射液为代表，结合目前各监管机

构对注射液中不溶性微粒的要求，指出现有要求未能对此类生物技术药物中具有免疫原性潜力的小粒径

（0.1~10 μm）蛋白聚集体微粒进行控制，并从三方面提出建议以加强此类药物的质量控制，更好地保

障患者的用药安全。方法：通过对比ChP 2020、USP-NF 2023、EP 11.0、JP 18中注射剂不溶性微粒检

测的章节内容，对检测方法、限定标准和系统适用性检测等内容进行分析总结。通过收集归纳中、美、

日、欧关于生物技术药物中不溶性微粒的药典要求和相关技术指导原则，明确目前不同机构对于生物技

术药物中不溶性微粒的监管要求。结果与结论：（1）对于注射液中不溶性微粒检查方法，不同药典收载

的方法均为光阻法和显微计数法，但是对各方法的适用条件的限定不同。此外，USP-NF 2023、EP 11.0

和JP 18中提出的检测方法一致，Chp 2020主要在25 mL以下规格的供试品检测方面与其他三部药典有较大

差异；在系统适用性检测方面，USP-NF 2023更为全面，Chp 2020在此方面要求较少；在微粒计数和限

定标准方面，各药典一致；（2）对于生物技术药物，除Chp 2020外，其他药典均收载了生物技术药物不

溶性微粒的检测方法，但是并未对0.1~10 μm小粒径微粒进行计数和控制，仍然无法控制小粒径蛋白聚

集体可能带来的免疫原性的危害；也未见各机构明确对生物技术药物中有免疫原风险的小粒径不溶性微

粒的监管要求和标准。为此笔者分别在方法学研究方面、数据收集方面、研发技术要求方面提出三点建

议，以更好地保障患者的用药安全。
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Abstract   Objective:  To analyze the regulatory requirements for sub-visible particles in different 
pharmacopoeias for industry reference, by comparing the regulatory requirements of sub-visible particles of 
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不溶性微粒（Sub-visible Particle或Particulate 

Matter），为不溶于水和有机溶剂、非代谢的、肉

眼所看不见的颗粒物，通常指粒径＜50 μm的微

粒。注射剂中的不溶性微粒主要来源为生产过程

中各类包装容器黏附的各种微粒、生产原料以及

生产工艺操作中产生的不溶性微粒，进入人体可

能引起静脉炎、肉芽肿、血管栓塞、热原反应；

还可能导致肺动脉压升高、全身炎症反应综合征

（SIRS）等；部分动物试验的结果证明注射液中

不溶性微粒还会导致肿瘤和癌症[1]；不溶性微粒对

于微循环和炎症相关指标均有不同程度的影响[2]。

不溶性微粒进入人体带来的危害是不可逆的，因

此，各国药典均把注射剂中的不溶性微粒检查作

为必检项目之一。

随着生物技术药物的发展，生物技术药物

因活性高、特异性强、毒性低等优势在临床上得

到了广泛的应用。但是该类药物稳定性较差，如

治疗性蛋白注射液在生产、纯化、运输和储存

等过程中，极易因环境和自身稳定性等因素发生

部分肽段解折叠、氨基酸残基氧化和二硫键断裂

出现蛋白质之间的聚集，或和制剂配方中成分

如聚山梨酯80、泊洛沙姆188作用而形成“固有

（Inherent）”颗粒，这是蛋白制剂产品特有的，

它的形成是一个动态、持续的过程。蛋白聚集体

的形成不仅会降低蛋白质药物的疗效，更严重的

是蛋白聚集体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。而且随着研究的深入和检测技术的进步，这

种药物在放置过程中逐渐形成的“固有”颗粒被

监测到有增加的趋势，其所带来的风险也日益被

关注[3-4] 。但是，目前各国仍基于药典不溶性微粒

通则对所有类型注射剂进行监管。虽然2023年美国

药典（USP-NF 2023）[5]和日本药典18版（JP 18）

针对治疗性蛋白注射液不溶性微粒制定了通则，

the Chinese Pharmacopoeia 2020 edition (ChP 2020), the 2023 US Pharmacopoeia (USP-NF 2023), European 
Pharmacopoeia 11.0th edition (EP 11.0), Japanese Pharmacopoeia 18th edition (JP 18). Taking therapeutic 
protein injection as a representative, combined with the current regulatory requirements for sub-visible particles in 
injections, it is pointed out that the existing requirements fail to control the small-size particles (0.1-10 μm) which 
with immunogenic potential in such biotech drugs, and suggestions are put forward from three aspects to improve 
the quality control to better ensure the safety of patients. Methods: By comparing the sections of sub-visible 
particles testing in injections in ChP 2020, USP-NF 2023, EP 11.0 and JP 18, the contents of the testing methods, 
limited standards and system suitability tests are analyzed and summarized. By collecting and summarizing 
the requirements in pharmacopoeias and technical guidelines for sub-visible particles of biotech drugs in 
China, US, Japan and Europe, the current regulatory requirements for sub-visible particles in biotech drugs are 
clarified. Results and Conclusion: (1) For the determination of sub-visible particles, two procedures, Light 
Obscuration Particle Count Test and Microscopic Particle Count Test are specifi ed in all the 4 pharmacopoeias, 
but the applicable conditions of each method are diff erent. In addition, for testing methods, the requirements in 
USP-NF 2023, EP 11.0 and JP 18 are same. The mainly diff erence in ChP 2020 is the test requirements of the 
samples which are less than 25 mL. For system suitability testing, the requirements in USP-NF 2023 are more 
comprehensive, while which in ChP 2020 are less. For particle count and limited standards, the requirements are 
consistent for the 4 pharmacopoeias. (2) Testing methods for sub-visible particles in biotech drugs are included in 
USP-NF 2023, EP 11.0, JP 18, except ChP 2020. However, in the 3 pharmacopoeias, the particles with 0.1-10 μm 
size are not required to count and control. The possible immunogenicity hazards which may be caused by these 
small-size protein aggregates are still not controlled. Since there is no clear technical requirements and standards 
for these small-size particles, three suggestions are put forward in methodology research, data collection and 
development technical requirements, so as to better ensure the drug safety of patients. 
Keywords:    sub-visible particle; detection standards; pharmacopoeia; biotech drug; injection; protein aggregates
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欧洲药典11.0版（EP 11.0）也在<2.9.19>章节中增

加了适用于生物制剂中不溶性微粒的检测方法，

但并未对有免疫原风险的小粒径不溶性微粒提出

要求。因此，本文将通过对比《中华人民共和国

药典》2020年版（ChP 2020）、USP-NF 2023、EP 

11.0、JP 18中注射剂不溶性微粒检测方法的异同，

分析不同药典对不溶性微粒的监管要求，供业界参

考。同时，对于现有要求未能对此类生物技术药物

特有的、具有免疫原性潜力的0.1~10 μm小粒径蛋

白聚集体微粒进行控制的情况，本文提出以下建

议：（1）方法学研究方面，建议应使用多种方法

检测注射液中小粒径不溶性微粒，进行全面的表征

和对比性研究以获得准确的数据；（2）应持续收

集产品中小粒径不溶性微粒数据，包括临床试验样

品、稳定性考察样品和上市后的货架期内的样品，

结合不良反应情况对数据进行分析；（3）在可能

涉及此类风险的生物技术药物药学研究指导原则中

明确对初始样品和稳定性样品中0.1~10 μm小粒径

不溶性微粒数据进行收集，引导企业关注，尽可能

在研发阶段找到合理的措施降低风险。

1   不同药典中不溶性微粒检测的历史发展
1.1   中国药典

1985年版《中华人民共和国药典》收录了100 mL

以上大容量注射液的不溶性微粒检测（显微计数

法）；2000年版《中华人民共和国药典》增加了

光阻法作为不溶性微粒检测的第二法；2005年版

《中华人民共和国药典》将光阻法由第二法改成

第一法，并增加100 mL以下小容量注射液剂型的

检测方法；2010年版《中华人民共和国药典》通则

<0903>更新，光阻法和显微计数法的检测限度标

准与美、日、欧药典基本一致；2015年版《中华人

民共和国药典》增加了用于无菌粉末、无菌原料

药、注射用浓溶液的检测方法；2020年版《中华人

民共和国药典》通则<0903>[6]内容与2015年版内容

保持一致。

1.2   美国药典

1975年美国药典（USP）采用显微计数法检测

评估100 mL以上大容量注射剂中不溶性微粒；1985

年增加光阻法为第二法并对100 mL及以下的小容

量注射液剂型检测方法作了要求；1995年 USP 23 

<788>将光阻法改为第一法，显微计数法作为第二

法，并对判定标准进行了修改且沿用至今；2017年

USP 40 <1788>收录不溶性微粒检测第三法——动

态（流动）图像法（Flow Imaging Method，FI），

但FI作为新兴技术，缺乏历史数据，难以建立统一

的规范，至今仍未被收录至通则<788>[7]中。

1.3   欧洲药典和日本药典

对比欧洲药典5.0版（EP 5.0）和欧洲药典10.0

版（EP 10.0）及日本药典15版（JP 15）和日本药

典18版（JP 18），发现欧洲药典和日本药典不溶

性微粒检测方法相关章节在近年来无明显变化。但

是EP 11.0 <2.9.19>[8]章节中内容相较于EP 10.0增加

了生物技术药物不溶性微粒检测相关内容。

2   不同药典中不溶性微粒要求比较
自2010年起，《中华人民共和国药典》2010

年版对不溶性微粒的要求与美国药典（USP 32）、

日本药典（JP 15）、欧洲药典（EP 6.0）已基本保

持一致[9]，但在具体检测方法上仍存在部分差异。

此外，美国药典中不溶性微粒检测除了注射剂通

用的USP<788>章节外，还专门针对治疗性蛋白注

射剂（USP<787>）和眼用制剂（USP<789>）单设

章节，要求更加清晰。JP 18也针对治疗性蛋白注

射液单设章节<6.17>[10]，而在《中华人民共和国药

典》2020年版中却未见区分。以下将从ChP 2020、

USP-NF 2023、EP 11.0、JP 18中注射剂不溶性微

粒要求的通用章节的检测方法、质量标准、系统适

用性要求三个方面进行比较论述。

2.1   检测方法的对比

不同药典推荐的不溶性微粒检测方法均为光

阻法与显微计数法，但在检测涉及的试验环境、检

查用溶剂和具体的样品检测要求上，中国药典与

美、欧、日药典存在差异。

2.1.1   对试验环境和检查用溶剂的要求

为了尽可能减小外来颗粒对样品检测结果的

影响，各国药典除了对测试环境和检查用溶剂提出

要求外，还要求在检查前进行检测。USP-NF 2023

明确了该检测的目的是确认测试环境、玻璃器皿、

微粒检测用水等是否满足试验要求，且该检测可重

复进行直至结果满足要求后才可进行后续试验。对

比来看，美国药典对于检查用注射用水的要求较

高，具体见表1。
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表1    不同药典中对检查用水和试验环境的要求

项目 ChP 2020 USP-NF 2023 EP 11.0 JP 18

微粒检查

用水

使用前须经不大于1.0 μm

的微孔滤膜滤过

应为经过0.22 μm过滤的纯化水 与USP一致 应经不大于0.45 μm的微孔

滤 膜 过 滤 且 使 用 光 阻 法 测

试，每10 mL中含10 μm及10 

μm以上的不溶性微粒数应

不大于5粒，25 μm及25 μm

以上的不溶性微粒数应在不

大于2粒

试验环境 试验操作环境应不得引入

外来微粒，测定前的操作

应在洁净工作台进行

试验操作应当在微粒限定的环境

下进行，推荐在层流柜中

与USP一致 与USP一致

试验环境

检测

光阻法取50 mL（微粒检

查用水或其他适宜试剂）

测定，要求每10 mL中含

10 μm及10 μm以上的不

溶性微粒数应在10粒以

下，25 μm及25 μm以上

的不溶性微粒数应在2粒

以下

光阻法：取5支微粒检查用水（5 

mL/支）混合，光阻法测定混合后

的水，10 μm及10 μm以上的粒

子不应超过25粒；

显微计数法：取50 mL微粒检查

用水，显微计数法测定混合后的

水，10 μm及10 μm以上的粒子

不应超过20粒，25 μm及25 μm

以上的粒子不应超过5粒

与USP一致 与USP一致

2.1.2   样品检测要求

在具体的样品检测要求方面，不同药典在相

同供试品规格下的供试品数量、检测次数、检测体

积有所不同。此外，USP-NF 2023 <788>要求对于

大容量注射剂，应对单个用药单元进行测试，而这

一点在Chp 2020通则<0903>中并未明确。且在FDA

官网的GMP问答中，也表示不接受测试单元之间的

结果进行平均，因为颗粒物质在整个批次中可能是

不均匀地分散的，评估每个单独单元的结果的目的

是确保代表性并检测批次内的潜在变化[11]。

美、欧、日药典就不溶性微粒检测相关内容

已达成一致，不会单方面作出修改。通过与中国

药典内容对比可见，无论是光阻法还是显微计数

法，在对于不同规格的供试品，其供试品数量和检

测次数要求上，美、欧、日药典要求与中国药典

差异较大，尤其是在对25 mL以下的供试品检测方

面。美、欧、日药典要求更侧重在对25 mL以下的

供试品检测要求的限定，其检测要求也更为详细和

严苛。两种方式各有优劣，比如采用美、欧、日药

典的检测方法时，供试品数量要求多，测试覆盖的

样品体积大，检测得到的数据也更具批代表性；而

且，光阻法检测时，对于仪器是否具备微量进样功

能的依赖度更低。但是，对于单瓶货值比较高的小

容量规格的供试品而言，测试时供试品用量大，检

测成本较高，而且虽整体样品量大而更具代表性，

但也在一定程度上平均了各个供试品的品质差异，

弱化了在实际应用过程中单瓶供试品间的差异。采

用中国药典的检测方法，则可以降低企业的检测成

本，并更有利于监测单个供试品内不溶性微粒水平

的波动。

此外，Chp 2020还明确了静脉注射用无菌粉

末和供注射用无菌原料药的测试方法，而USP-NF 

2023中仅提到了粉末的溶解方法。光阻法检查方

法对比见表2、表3，显微计数法检查方法见表4、

表5。

2.2   质量标准的对比

2.2.1   方法优先级比较

不同药典均将光阻法作为检测方法的第一

法，显微计数法作为第二法。美国药典、日本药

典、欧洲药典均明确说明光阻法优先，中国药典并

未明确提及，且在描述不适合光阻法检测的特殊样

品时，表述中出现了显微计数法测定结果有效性略
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优于光阻法的描述：“当光阻法测定结果不符合

规定或供试品不适于用光阻法测定时，应采用显

微计数法进行测定，并以显微计数法的测定结果

作为判定标准。”美国药典、日本药典、欧洲药典

也提到“供试品不适于光阻法时可以采用显微计数

法”，但并未出现“以显微计数法的测定结果作为

判定标准”这一表述。在美、日、欧药典中，当出

现光阻法和显微计数法都可采用的情况时，并未明

确说明以哪一个方法为准，而是希望得到一个一致

（Conformance）的结论。

2.2.2   限定标准比较

在大体积和小体积的分类中，中国药典、日

本药典将100 mL规定为大体积，美国药典和欧洲

药典则将100 mL 规定为小体积，除此之外，各药

典对于大容量注射剂和小容量注射剂的限定标准一

致，具体见表6。

但是在ICH Q4B 附录3（R1）[12]中，对于100 mL

注射剂，欧盟和FDA均认为美、日、欧三方药典

的判定标准均有同等效力。因此，中、美、日、

欧在对注射液中不溶性微粒数的限定标准方面要

求一致。

2.3   系统适用性检测的对比

系统适用性是在检测样品之前，用来确认测

量系统的重复性和准确性是否能够满足当前分析的

要求，测试基于的原则：整个测量系统是由仪器、

电路、分析方法和样品所组成的，将其作为整体去

测试，从而验证整个系统的状态。药典中对不溶性

微粒检测的系统适用性描述不涉及分析方法和样

品，只对仪器进行系统适用性要求（使用标准样品

对仪器进行校验），因此本节对药典中系统适用性

的对比只涉及了仪器部分。

中、美、日药典均介绍了不溶性微粒测试

方法的系统适用性标准，欧洲药典仅介绍了不

溶性微粒测试方法，未见系统适用性要求相关

内容。中国药典和日本药典将测试方法、限定

标准、系统适用性都放在同一章节，分别对应

2020年版《中华人民共和国药典》通则<0903>和

JP 18<6.07>[13]，USP-NF 2023 则将测试方法和

限定标准放在<788>中，而系统适用性测试标准

则在<1788>[14]、<1788.1>[15]、<1788.2>[16]中均有

描述。

2.3.1   光阻法

欧洲药典并未对光阻法的系统适用性进行较

多描述，中国药典、美国药典、日本药典在系统适

用性检测上的不同之处主要为检测项目的差异，详

见表7。

（1）在仪器的校准频次方面，中国药典明确

至少每6个月校准一次，日本药典明确至少每一年

校准一次，美国药典虽未明确校准频次，但是提出

应在使用前或日常进行足够频次的性能确认，以验

证仪器在制造商的规格和预期用途范围内提供准

确、一致的结果。

（2）在体积准确性的验证方面，美国药典

仅验证2次结果的准确性，未考虑此项重复性的验

证。中国药典则验证3次测试准确性，其对体积准

确性的要求更高。

（3）相对于中国药典，美国药典和日本药典

对流速和直径校准提出了要求，检测项更为详细及

严苛。事实上，基于光阻法原理，将流速作为系统

适用性确认项有利于测试过程更准确。而且对于光

阻类传感器而言，不同流速下的校准曲线结果是有

差异的。对于用于曲线校准的粒子的大小，美国药

典和日本药典也有所不同，美国药典中对于标准粒

子的选择进行了说明，比如10 μm和25 μm是标准

检测要求，增加5 μm和15 μm的校准是为了确保

测试结果准确可靠。

（4）中、美、日药典在对微粒计数的测定方

法与标准上均有不同。中国药典要求计数误差在

20%以内，而美国药典要求计数误差在10%左右，

计数准确性要求更高，且针对不同类型的设备，

作了3种方法区分，充分考虑不同设备的验证能

力。且在实践操作中，美国USP官方商城中出售的

Particle Count Set中将计数准确性设定了两个范围值，

一个是颗粒数量的范围值，另一个是粒径15 μm

和10 μm的颗粒数量比值，且经过计算，误差范围

约在±10%。

（5）在对传感器分辨率的要求上，中国药典

和美国药典对粒子大小分辨率测试方法的描述较

为全面，日本药典和美国药典的检查方法和要求

一致，但计算方法略有不同。对比而言，美国药

典所述的计算公式更科学，更能反馈传感器的分

辨率性能。
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表
2 
 不
同
药
典
中
光
阻
法
对
比
（
静
脉
用
注
射
液
或
注
射
用
浓
溶
液
）

项
目

C
hP

 2
02

0
U

SP
-N

F 
20

23
E

P 
11

.0
JP

 1
8

供
试

品
规

格
25

 m
L或

25
 m

L

以
上

25
 m

L以
下

25
 m

L或
25

 m
L

以
上

25
 m

L以
下

25
 m

L或
25

 m
L

以
上

25
 m

L以
下

25
 m

L或
25

 m
L

以
上

25
 m

L以
下

供
试

品
数

量
至

少
4个

供
试

品
至

少
4个

供
试

品
依

照
抽

样
计

划
至

少
10

个
供

试

品
混

合
成

一
个

不
少

于
25

 m
L

的
供

试
品

进
行

检
测

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

检
测

次
数

3次
/个

1次
/个

4次
/个

4次
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致

检
测

体
积

每
次

均
不

少
于

5 
m

L

单
支

供
试

品
直

接
抽

取
适

量
溶

液
，

以
不

吸
入

气
泡

为
限

每
次

均
不

少
于

5 
m

L

每
次

均
不

少
于

5 
m

L

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

数
据

结
果

舍
弃

第
一

次
测

定

数
据

，
取

后
续

测

定
数

据
的

平
均

值

作
为

测
定

结
果

舍
弃

第
一

次
测

定
数

据
，

取
后

续
测

定
数

据
的

平
均

值
作

为
测

定
结

果

与
C

hP
 2

02
0

一
致

与
C

hP
 2

02
0

一
致

与
C

hP
 2

02
0一

致
与

C
hP

 2
02

0

一
致

与
C

hP
 2

02
0

一
致

与
C

hP
 2

02
0

一
致

表
3 
  不
同
药
典
中
光
阻
法
对
比
（
静
脉
注
射
用
无
菌
粉
末
及
供
注
射
用
无
菌
原
料
药
）

项
目

C
hP

 2
02

0
U

SP
-N

F 
20

23
 

E
P 

11
.0

JP
 1

8
方

法
1

方
法

2

供
试

品
数

量
至

少
4个

供
试

品
*

至
少

4个
供

试
品

*
/

/
/

样
品

配
制

方
式

加
入

适
量

检
查

用
水

或
适

宜
溶

剂
溶

解
加

入
适

量
检

查
用

水
或

适
宜

溶
剂

溶
解

。
将

其
混

合
成

一
个

不
少

于
25

 m
L的

供
试

品
进

行
检

测

加
入

适
量

检
查

用
水

或

适
宜

溶
剂

溶
解

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

检
测

次
数

1次
/个

4次
/

/
/

检
测

体
积

单
支

供
试

品
直

接
抽

取
适

量
溶

液
，

以

不
吸

入
气

泡
为

限

每
次

均
不

少
于

5 
m

L
/

/
/

数
据

结
果

舍
弃

第
一

次
测

定
数

据
，

取
后

续
测

定

数
据

的
平

均
值

作
为

测
定

结
果

舍
弃

第
一

次
测

定
数

据
，

后
续

测
定

数
据

平
均

值

作
为

测
定

结
果

/
/

/

*
注

：
对

于
供

注
射

用
无

菌
原

料
药

的
供

试
品

数
量

为
“

取
相

当
于

单
个

制
剂

的
最

大
规

格
4

份
”

。
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表
4 
  不
同
药
典
中
显
微
计
数
法
对
比
（
静
脉
用
注
射
液
或
注
射
用
浓
溶
液
）

项
目

C
hP

 2
02

0
U

SP
-N

F 
20

23
E

P 
11

.0
JP

 1
8

供
试

品
规

格
25

 m
L或

25
 m

L以
上

25
 m

L以
下

25
 m

L或
25

 m
L以

上
25

 m
L以

下
25

 m
L或

25
 

m
L以

上

25
 m

L以

下

25
 m

L或
25

 

m
L以

上

25
 m

L以
下

供
试

品
数

量
至

少
4个

供
试

品
至

少
4个

供
试

品
经

评
估

后
依

照
抽

样
计

划
至

少
10

个
供

试
品

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致

与
U

SP
一

致

检
测

体
积

及

方
法

混
匀

后
取

25
m

L
供

试
品

注

入
滤

器
，

静
置

1分
钟

，
抽

滤
至

滤
膜

近
干

，
再

用
25

 

m
L

微
粒

检
查

用
水

注
入

滤

器
并

抽
滤

至
滤

膜
近

干
，

适
当

干
燥

后
检

测

单
个

供
试

品
内

全
部

溶

液
注

入
过

滤
器

后
，

再

用
2

5
m

L
检

查
用

水
注

入
过

滤
器

并
抽

滤
至

滤

膜
近

干
，

适
当

干
燥

后

检
测

单
个

供
试

品
总

体
积

注
入

过
滤

器
，

再
用

适
量

检
查

用
水

注
入

过
滤

器
，

风
干

干
燥

后
检

测

将
供

试
品

混
合

成
25

 m
L

的
供

试
品

或
稀

释
至

25
 

m
L进

行
测

定
。

将
溶

液

全
部

注
入

过
滤

器
，

再
用

适
量

检
查

用
水

注
入

过
滤

器
，

风
干

干
燥

后
检

测

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致

与
U

SP
一

致

滤
膜

要
求

直
径

25
 m

m
，

孔
径

为
0.

45
 

µm
，

一
面

印
有

间
隔

3 
m

m

的
格

栅

直
径

1
3

m
m

，
孔

径
为

0.
45

 µ
m

，
一

面
印

有
间

隔
3 

m
m

的
格

栅

滤
膜

尺
寸

合
适

即
可

，
颜

色
为

黑
色

或
深

灰
色

，
有

无
格

栅
均

可
，

孔
径

为
1.

0 

µm
或

更
细

滤
膜

尺
寸

合
适

即
可

，
颜

色
为

黑
色

或
深

灰
色

，
有

无
格

栅
均

可
，

孔
径

为

1.
0 
µm

或
更

细

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致

与
U

SP
一

致

显
微

镜
放

大

倍
数

10
0倍

10
0倍

10
0倍

10
0倍

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致

与
U

SP
一

致

数
据

结
果

测
定

有
效

滤
过

面
积

上
最

长
粒

径
大

于
10

 
μ

m
和

25
 

μ
m

的
微

粒
数

，
计

算
3个

供
试

品
测

定
结

果
的

平
均

值

测
定

有
效

滤
过

面
积

上

最
长

粒
径

大
于

10
μ

m

和
25

μ
m

的
微

粒
数

，

计
算

3
个

供
试

品
测

定

结
果

的
平

均
值

测
定

≥
1

0
μ

m
和

≥
2

5 

μ
m

的
微

粒
数

，
计

算
供

试
品

的
平

均
粒

子
数

。
另

外
也

可
通

过
部

分
的

膜
过

滤
的

显
微

计
数

结
果

计
算

总
的

膜
过

滤
的

显
微

计
数

测
定

≥
10

 μ
m

和
≥

25
 

μ
m

的
微

粒
数

，
计

算
供

试
品

的
平

均
粒

子
数

。
另

外
也

可
通

过
部

分
的

膜
过

滤
的

显
微

计
数

结
果

计
算

总
的

膜
过

滤
的

显
微

计
数

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

与
U

SP
一

致

与
U

SP
一

致
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表
5 
 不
同
药
典
中
显
微
计
数
法
检
测
方
法
对
比
（
静
脉
注
射
无
菌
粉
末
及
供
注
射
用
无
菌
原
料
药
）

项
目

C
hP

 2
02

0
U

SP
-N

F 
20

23
 

E
P 

11
.0

JP
 1

8
方

法
1

方
法

2

供
试

品
数

量
至

少
4个

供
试

品
*

至
少

4个
供

试
品

*
/

/
/

样
品

配
制

方
法

加
入

适
量

检
查

用
水

或
适

宜
溶

剂
溶

解
供

试
品

加
入

适
量

检
查

用
水

或
适

宜
溶

剂
溶

解
供

试
品

。
将

其

混
合

成
一

个
不

少
于

25
 m

L的
供

试
品

进
行

检
测

加
入

适
量

检
查

用
水

或
适

宜
溶

剂
溶

解

与
U

SP
一

致
与

U
SP

一
致

检
测

方
法

取
25

 
m

L供
试

品
注

入
滤

器
，

静
置

1分
钟

，
抽

滤

至
滤

膜
近

干
，

再
用

25
m

L
微

粒
检

查
用

水
注

入

滤
器

并
抽

滤
至

滤
膜

近
干

，
适

当
干

燥
后

检
测

取
25

 m
L供

试
品

注
入

滤
器

，
静

置
1分

钟
，

抽
滤

至
滤

膜
近

干
，

再
用

25
m

L
微

粒
检

查
用

水
注

入
滤

器
并

抽

滤
至

滤
膜

近
干

，
适

当
干

燥
后

检
测

/
/

/

滤
膜

要
求

直
径

25
 m

m
，

孔
径

为
0.

45
 µ

m
，

一
面

印
有

间
隔

3 
m

m
的

格
栅

直
径

25
 m

m
，

孔
径

为
0.

45
 µ

m
，

一
面

印
有

间
隔

3 
m

m

的
格

栅

/
/

/

显
微

镜
放

大
倍

数
10

0倍
10

0倍
/

/
/

数
据

结
果

测
定

有
效

滤
过

面
积

上
最

长
粒

径
大

于
10

 
μ

m
和

25
μ

m
的

微
粒

数
，

计
算

3个
供

试
品

测
定

结
果

的
平

均
值

测
定

有
效

滤
过

面
积

上
最

长
粒

径
大

于
10

μ
m

和
25

 

μ
m

的
微

粒
数

，
计

算
3个

供
试

品
测

定
结

果
的

平
均

值

/
/

/

*
注

：
对

于
供

注
射

用
无

菌
原

料
药

的
供

试
品

数
量

为
“

取
相

当
于

单
个

制
剂

的
最

大
规

格
4

份
”

。

表
6 
 不
同
药
典
对
注
射
液
中
不
溶
性
微
粒
数
的
限
定
标
准
对
比

药
典

类
别

光
阻

法
显

微
计

数
法

10
 μ

m
及

10
 μ

m
以

上
微

粒
数

25
 μ

m
及

25
 μ

m
以

上
微

粒
数

10
 μ

m
及

10
 μ

m
以

上
微

粒
数

25
 μ

m
及

25
 μ

m
以

上
微

粒
数

C
hP

 2
02

0、
JP

 1
8

大
容

量
注

射
剂

（
≥

10
0 

m
L）

每
1 

m
L不

得
过

25
粒

每
1 

m
L不

得
过

3粒
每

1 
m

L不
得

过
12

粒
每

1 
m

L不
得

过
2粒

小
容

量
注

射
剂

（
＜

10
0 

m
L）

每
个

供
试

品
容

器
（

份
）

不
得

过

60
00

粒

每
个

供
试

品
容

器
（

份
）

不
得

过
60

0粒

每
个

供
试

品
容

器
（

份
）

不
得

过
30

00
粒

每
个

供
试

品
容

器
（

份
）

不
得

过
30

0粒

 U
SP

-N
F 

20
23

、

E
P 

11
.0

大
容

量
注

射
剂

（
＞

10
0 

m
L）

每
1 

m
L不

得
过

25
粒

每
1 

m
L不

得
过

3粒
每

1 
m

L不
得

过
12

粒
每

1 
m

L不
得

过
2粒

小
容

量
注

射
剂

（
≤

10
0 

m
L）

每
个

供
试

品
容

器
不

得
过

60
00

粒
每

个
供

试
品

容
器

不
得

过

60
0粒

每
个

供
试

品
容

器
不

得
过

30
00

粒

每
个

供
试

品
容

器
不

得
过

30
0粒
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表
7 
  不
同
药
典
中
光
阻
法
的
系
统
适
用
性
检
测
对
比

项
目

C
hP

 2
02

0
U

SP
-N

F 
20

23
 

E
P 

11
.0

JP
 1

8

取
样

体
积

取
水

称
重

、
通

过
取

样
器

量
取

一
定

体
积

的
微

粒
检

查
用

水
后

，
再

次
称

定
重

量
。

以
两

次
称

定
的

重
量

之
差

计
算

取
样

体
积

。
连

续
测

定
3

次
，

每
次

测
得

体
积

与
量

取
体

积
的

示
值

之
差

应
在

±
5%

以
内

。
测

定
体

积
的

平
均

值
与

量

取
体

积
的

示
值

之
差

应
在

±
3%

以
内

取
水

称
重

，
抽

取
后

再
称

重
，

连
续

2次
，

测
得

体
积

与
量

取
体

积
差

在
±

5%
以

内

/
取

水
称

重
，

测
量

10
m

L
后

，
再

次
称

重
，

通
过

减
重

法
得

到
测

试

溶
液

的
体

积
，

供
试

品
体

积
精

度

应
在

测
量

值
的

±
5%

以
内

流
速

/
用

一
个

标
准

计
时

器
来

计
量

仪
器

抽
出

特
定

体
积

供
试

品
所

需
要

的
时

间
/

根
据

观
察

到
的

样
品

体
积

和
时

间

计
算

，
并

应
符

合
制

造
商

的
规

范

要
求

计
数

准
确

性

取
相

对
标

准
偏

差
不

大
于

5%
，

平
均

粒
径

为

10
 

μ
m

的
标

准
粒

子
制

成
每

1 
m

L中
含

10
00

～
15

00
微

粒
数

的
悬

浮
液

，
测

定
3次

，
记

录
5 

μ
m

通
道

累
计

计
数

，
弃

第
一

次
测

定
数

据
，

后
两

次
测

定
数

据
的

平
均

值
与

已
知

粒
子

数
之

差
应

在
±

20
%

以
内

对
于

不
同

类
型

的
仪

器
有

3种
方

法
可

选
；

方
法

1（
M

W
H

C
*设

备
的

手
动

方

法
）

、
方

法
2（

适
用

多
通

道
传

感
器

）
、

方
法

3（
备

用
手

动
方

法
）

。
使

用
颗

粒
计

数
器

的
10

 µ
m

粒
径

阈
值

对
5 

m
L的

悬
浮

液
标

粒
进

行
5次

计
数

。
获

得
每

毫

升
平

均
累

积
颗

粒
数

；

方
法

1：
使

用
粒

径
15

 µ
m

的
U

SP
标

粒
检

测
，

≥
10

 µ
m

的
计

数
和

≥
10

 µ
m

微
粒

计
数

与
在

≥
15

µ
m

微
粒

计
数

的
比

值
应

都
符

合
U

SP
标

准
粒

子
所

附
的

计
数

数

值
要

求
；

方
法

2：
使

用
符

合
U

SP
标

准
的

标
粒

溶
液

（
如

U
SP

标
粒

溶
液

、
市

售
经

确
认

过

的
10

~3
0 

µm
标

粒
溶

液
、

使
用

经
校

准
的

10
~3

0 
µm

标
粒

配
制

的
溶

液
）

，
5次

计
数

应
与

已
知

粒
子

数
之

差
在

±
10

%
以

内
；

方
法

3：
制

备
标

称
直

径
为

10
~

30
µm

的
标

准
悬

浮
液

，
包

含
50

~
20

0微
粒

数
/

m
L

，
并

使
用

显
微

计
数

法
测

定
颗

粒
浓

度
，

得
标

准
浓

度
。

测
得

的
平

均
每

毫

升
累

积
粒

子
数

应
在

标
准

悬
浮

液
的

标
准

浓
度

的
±

20
%

以
内

/
用

10
μ

m
标

准
粒

子
（

浓
度

10
00

粒
/m

L
±

10
%

）
进

行
检

测
，

≥
5 

μ
m

微
粒

数
浓

度
应

在
76

3~
11

55
 

粒
/m

L

直
径

校
准

/
建

议
使

用
5 

μ
m

、
10

 μ
m

、
15

 μ
m

、
25

 μ
m

的
标

准
粒

子
进

行
测

定
/

建
议

使
用

5
μ

m
、

10
μ

m
、

25
 

μ
m

的
标

准
粒

子
测

定
，

与
已

知

粒
子

数
之

差
在

±
3%

以
内

 

传
感

器
分

辨
率

使
用

平
均

粒
径

为
10

 μ
m

的
标

准
粒

子
制

成
每

1 
m

L中
含

10
00

～
15

00
微

粒
数

的
悬

浮
液

，
依

法
测

定
8 

μ
m

、
10

 μ
m

和
12

 μ
m

三
个

通
道

的
粒

子
数

，
计

算
8 

μ
m

与
10

 μ
m

两
个

通
道

的
差

值
计

数
和

10
 μ

m
与

12
 μ

m
两

个
通

道
的

差
值

计
数

，
上

述
两

个
差

值
计

数
与

10
 μ

m
通

道
的

累
计

计
数

之
比

都
不

得
小

于
68

%

选
择

手
动

法
、

自
动

法
、

电
子

法
方

法
之

一
，

采
用

10
μ

m
的

标
准

物
质

测
试

1

次
，

根
据

公
式

计
算

：
R

es
ol

ut
io

n(
%

)=
(1

00
/d

)×
[(

S ob
se

rv
ed

)2 −
(S

st
an

da
rd

)2 ]
1/

2 ，
结

果

不
得

超
过

10
%

/
选

择
手

动
法

、
自

动
法

、
电

子
法

方
法

之
一

，
计

数
阈

值
限

定
为

16
%

和
84

%
，

粒
径

限
定

为
10

%
；

但
是

电
子

法
和

自
动

法
应

经
过

验

证
与

手
动

法
得

到
的

结
果

一
致

*
注

：
M

W
H

C
：

移
动

窗
口

半
计

数
 （

M
ov

in
g 

W
in

do
w

 H
al

f-
C

ou
nt

）
。
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表8   不同药典中显微计数法的系统适用性检测对比

项目 ChP 2020 USP-NF 2023 EP 11.0 JP 18

显微镜 坐标轴前后、左右移动范

围应大于30 μm，检测时

放大100倍

 能调整到100±10放大倍数，目镜应

当经过国内或国际标准机构认证的镜

台测微计的校准，分划的线性刻度的

相对误差需在±2%以内

与USP一致 与USP一致

微孔滤膜 孔径0.45 μm、直径25 mm

或13 mm，一面印有间隔

3 μm的格栅；膜上如有

≥10 μm的微粒应在5粒以

下，并不得有25 μm及25 

μm以上的微粒

膜过滤器的尺寸合适，颜色为黑色或

深灰色，有无格栅均可，标称孔径为

1.0 µm或更细，也可以依照样品选择

采用彩色的膜

与USP一致 与USP一致

照明器 / 需要两个照明器。一个是显微镜内部

的亮场照明器，另一个是外部的、可

聚焦的辅助照明器，可调节，以10°

到20°的角度提供反射倾斜照明

与USP一致 与USP一致

阈值灵敏度  / 需要能够识别（10±1） μm的粒子 / /

微粒计数和直径校验

（机器自动计数仪器）

/ 针对机器计数仪器：需对比人工计数

与机器计数的差别，人工与机器对

同一批样品进行3次重复性测试，人

工和机器记录≥10 μm、≥25 μm的

粒子，机器RSD≤3%，人工和机器

RSD≤10%

/ /

微粒计数和直径校验

（手动计数仪器）

/ 针对手动计数：对略高于10μm和

25 μm的粒子，如12~15 μm和30~35 

μm的标准粒子制成的悬浮液测试3

次，操作人员的RSD≤5%，指导人员

和操作人员的RSD≤10%

/ /

2.3.2   显微计数法

对于显微计数法的系统适用性检测，日、欧

药典内容一致，且所涉及的项目在美国药典均有包

含。美国药典所含内容最为详实，中国药典在项目

要求上相对较少，详见表8。

美国药典认为显微镜的光学对准和照片是显

微计数法成功的关键，且显微镜对准不良也会造成

操作者的疲劳。由于衍射极限约为1 μm，在次优

照明、干扰背景、粒子特征等多因素影响下，可能

很难区分9 μm和10 μm或24 μm和25 μm。而操

作员必须确认一个粒子是否高于或低于极限，因此

优化检测系统的分辨率十分重要，基于操作者和保

证测定数据的准确性考虑，美国药典对显微镜、照

明器、阈值灵敏度、微粒计数和直径校验（机器自

动计数仪器）、微粒计数和直径校验（手动计数仪

器）均作了详细的要求。且美国药典要求，当该粒

子粒径结果处于极限，不确定是否应当被计数时，

操作员应当将其计数，且应对主要的粒子形态进行

描述，适时做进一步分析。

在对微孔滤膜的要求上，中国药典明确了孔

径为0.45 μm，美国药典则是给出了孔径范围（孔

径为1.0 μm或更细），给予操作者一定的选择空

间，且在<1788.2>章节中对此进行了说明，即“更

细的孔径膜有更光滑的表面，提高了颗粒在显微镜

下的分辨率，但较小的孔径可能会阻碍实验过程中

黏性样品液的过滤”。
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3   对于生物技术药物中不溶性微粒的监管
考虑
3.1  药典要求

目前，ChP 2020对于不溶性微粒的要求仅有通

则0903，通过对ChP 2020三部[17]收载的治疗性蛋白

品种进行汇总，发现此类品种的不溶性微粒限度也

仅要求符合通则0903，未见针对生物技术药物特性

提出不溶性微粒要求。而USP-NF 2023、EP 11.0、

JP 18则均收载了生物技术药物中不溶性微粒相关

的检测方法和要求。如USP-NF 2023和JP 18针对该

类产品的特性，为治疗性蛋白注射液不溶性微粒单

独制定了通则；EP 11.0虽未单设章节，但相较于

上一版，在内容中也增加了生物技术药物适用的部

分，具体内容如下：

（1）在检测方法方面，USP-NF 2023 <787>

章提到应首选光阻法，但同时也提到在充分研究的

基础上，其他监管可接受的方法及限度要求也是可

以被接受的。显微计数法则在非蛋白粒子或重要的

粒子特征检查时会用到。在JP 18 <6.17>章节中则

明确检查方法为光阻法，并未提及显微计数法。

EP 11.0 <2.9.19>则提到光阻法和显微计数法均可

适用。另外，USP-NF 2023、EP 11.0、JP 18均提

出，应用光阻法检测时，超声处理作为常用的除气

泡的方式并不适用，因为超声可能会导致蛋白的聚

集或变性而影响检测结果。

（2）在检测用样品方面，USP-NF 2023 

<787>章节指出，若企业全面考虑到使用较小的检

测产品体积可能涉及的分析相关的问题，在提供相

关说明的情况下，允许使用较小的检测产品体积和

较小的检测等分来进行检测，单次检测所需的体积

通常为0.2~5.0 mL。在JP 18 <6.17>中也明确样品检

测体积可以减低为1 mL至5 mL，在满足一定条件

下，甚至可以降至0.2 mL。而EP 11.0<2.9.19>仅说

明在仪器适用的情况下，可将检测体积定为1 mL至

5 mL。USP-NF 2023、EP 11.0、JP 18均认可若可

以从一个容器中获得测试所需的体积，则对单个

容器进行测试；若单个容器中的体积不能满足测

试需求，可将多个容器中的内容物混合；但均未

对混合样品的数量进行规定。与表2要求相比，这

充分考虑到该类产品的容量较小的规格特征[18]和

检测成本。

（3）在限度要求上，均仍仅对粒径为10 μm

和25 μm及以上的粒子进行计数，JP 18 <6.17>和

EP 11.0<2.9.19>中的限度要求与表6一致。USP-NF 

2023<787>虽对治疗性蛋白注射剂中不溶性微粒提

出了要求，但也仅在通用章节<788>要求的基础

上，对于大容量注射剂（＞100 mL）增加了单个

供试品容器总微粒负载量的要求，即对于粒径在

10 μm及10 μm以上微粒，数量应≤6000 粒/容

器；对于25 μm及25 μm以上微粒，数量应≤600 

粒/容器；在<1787>章节中提供了对产品中2~

10 μm粒径粒子计数和区分粒子类型的检测方法，

以便在进行此类产品不溶性微粒检测时可以进行更

小粒径范围的粒子监测。

但是，对有免疫原风险的小粒径（0.1~10 μm）

不溶性蛋白聚集体微粒，均未提出明确要求或指导

性建议以控制其可能带来的免疫原性危害。

3.2   指导原则等相关要求

FDA在2014年发布的《行业指南：治疗性蛋

白制品免疫原性的评估》（Guidance for Industry-

Immunogenicity Assessment for Therapeutic Protein 

Products）指出，蛋白质聚集形成的颗粒可能会引

起或增强免疫反应[19]，形成的高分子聚合蛋白是可

能造成免疫反应的主要物质。此外，0.1~10 μm大

小范围内的微粒也具有很强的免疫原性潜力。因

此，FDA建议企业应在研发过程中尽可能采取措施

减少蛋白质聚集，在产品检测中也需要采用单独或

联合增强蛋白聚集体检测的方法来表征产品中不同

种类的聚合物。FDA在该文件中还指出，企业应评

估治疗性蛋白产品在整个保质期过程中（包括最初

样品）存在的亚可见颗粒（2~10 μm）的范围和水

平。随着科技的发展和更多检测方法的出现，企业

应努力在更小的尺寸范围内（0.1~2 μm）对产品

中的粒子进行表征。根据USP-NF 2023 <1787>的

描述，这里应当包括粒子的类型、粒径范围及不同

粒径粒子的数量水平等内容。

经 查 询 日 本 药 品 医 疗 器 械 管 理 局

（Pharmaceuticals and Medical Devices Agency，

P M D A ） 、 欧 洲 药 品 管 理 局 （ T h e  E u r o p e a n 

Medicines Agency，EMA）和我国国家药品监督

管理局相关官网，PMDA于2023年3月在官网发

布草案《生物技术产品（生物制药）原料药、

药品中不溶性颗粒物的流动成像法评价方法》

[Evaluation Method of Insoluble Particulate Matter in 
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Biotechnological Products (Biopharmaceuticals) Drug 
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〈G3-17-182〉][20]，该草案提及了对于蛋白聚集

体带来的免疫原性，应对其进行严格的评估和控

制，但是该方法的测量范围仍为2~100 μm。国家

药品监督管理局药品审评中心于2022年5月发布的

《特异性人免疫球蛋白药学研究与评价技术指导

原则》[21]对于不溶性微粒控制也仅提出“特免制品

尤其是静注特免制品，还需重点关注对不溶性微粒

的控制。”对于蛋白聚集体仅提出“特免制品制备

过程中产生的多聚体与抗补体活性（ACA）有关，

应重点控制免疫球蛋白G（IgG）多聚体含量。”

未见对于多聚体的含量和小粒径不溶性蛋白聚集体

颗粒相关标准和指导原则。

4   建议
对于治疗性蛋白注射液中不溶性微粒，虽然

FDA发布行业指南建议评估治疗性蛋白产品中小粒

径（0.1~10 μm）的不溶性微粒，但是该行业指南

并非强制要求。所以，对于产品中不溶性微粒，目

前主要依靠企业的风险防控手段进行控制，企业在

进行充分的研究和有足够的数据支持的基础上，明

确在新增的不溶性微粒不影响产品本身质量的前提

下，采取终端过滤的方式除去；如抗EGFR全人源

单抗注射液，其进口原研药（帕尼单抗）和国内生

物类似药注射前都要进行滤器过滤[22]。可是，这并

未从根本上解决问题，还是需要研发者秉着质量源

于设计（QbD）的理念在药物的研发设计时，关注

到产品中的小粒径不溶性微粒，通过制定有效的措

施，减少不溶性微粒的产生以降低或消除风险。

小粒径（0.1~10 μm）蛋白聚集体通过静脉注

射进入患者体内可能引发的免疫原性的风险日益受

到关注，可是目前仍按照药典通则要求对10 μm及

10 μm以上的粒子进行质量控制。为更好地控制生

物技术药物中小粒径（0.1~10 μm）蛋白聚集体可

能带来的免疫原性风险，保障患者的用药安全，提

出以下三点建议：

（1）方法学研究方面：建议应使用多种方

法检测注射液中小粒径不溶性微粒，进行全面的

表征和对比性研究以获得准确的数据。此外，产

品中“固有颗粒”的形成是一个动态、持续的过

程，建议可分两个阶段对产品中小粒径微粒进行监

测。先建立快速检测方法，准确识别产品中小粒径

（0.1~10 μm）不溶性微粒的增长情况；再根据需

要对产品中不溶性微粒进行鉴定和分类，以充分了

解产品的质量情况。

（2）数据收集方面：建议持续收集产品中小

粒径不溶性微粒数据，包括临床试验样品、稳定性

考察样品及上市后的货架期内的样品，结合不良反

应情况对数据进行分析。

（3）技术要求方面：建议在可能涉及此类风

险的生物技术药物药学研究指导原则中明确对初始

样品和稳定性样品中0.1~10 μm小粒径不溶性微粒

数据的收集，以引导企业关注，尽可能在研发阶段

找到合理的措施降低风险。
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