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摘要：相比化学仿制药，化学创新药由于其结构新颖，降解途径未知等特点，在强制降解研究的主要降解产

物归属，降解试验条件摸索，降解产物的致突变性研究等方面需更多尝试。目前，已有多篇针对药物强制降

解研究的文献综述，但未对化学创新药的强制降解研究进行针对性的论述。本文参考国内外相关文献，并

结合在药物研发中的实践，重点对化学创新药强制降解研究的主要降解产物归属，降解试验条件摸索及降

解产物的致突变性等内容进行讨论，以期为药物研发人员提供一些借鉴。
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　　化学药物的强制降解研究在药物研发过程中扮
演着十分重要的角色，其具体作用可能包括但不限

于：（１）有助于确定分子的内在稳定性，鉴定药物可
能的降解产物，确定降解路线揭示降解机理；（２）验
证所用的分析方法对药物稳定性的指示能力；（３）指

导药品处方工艺和包装系统的开发，确定药品贮藏

条件；（４）对药物的安全性和毒性进行评估；（５）指导
药物的盐基和晶型的选择；另外，强制降解试验会产

生药物的代谢产物，有助于加强对药物吸收、分布、

代谢与排泄的理解［１］。
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目前，已有多篇针对药物强制降解研究的文献

综述［２－７］，但未对化学创新药的强制降解研究进行针

对性的论述。相比化学仿制药，化学创新药由于其

结构新颖、降解途径未知等特点，在强制降解研究的

主要降解产物归属、降解试验条件摸索、降解产物的

致突变性研究等方面需更多尝试。本文参考国内外

相关文献，并结合在药物研发中的实践，针对化学创

新药强制降解研究进行讨论，以期为药物研发人员

提供一些借鉴。

１　创新药降解反应条件的选择
药物的强制降解研究通常包括酸、碱、氧化、高

温和光照降解５个方面。一般认为，强制降解条件
应结合药物的性质制定，所采用的强制降解条件（或

降解反应的终点）应使药物所发生的降解途径接近

药品在真实情景（长期试验）下所产生的降解。过度

降解（或过于剧烈的降解条件）会形成人为或伪降解

产物或次级降解产物而失去强制降解研究的意义，

同时也给药物的稳定性分析方法的开发带来不必要

的工作量。无论是仿制药还是创新药，其强制降解

均应按上述原则进行研究。

已有文献进行仿制药强制降解研究的报道，如

左氧氟沙星注射液的日本药品医疗器械管理局

（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ａｎｄ ＭｅｄｉｃａｌＤｅｖｉｃｅｓ Ａｇｅｎｃｙ，
ＰＭＤＡ）审评文件中显示了左氧氟沙星原料药的强
制降解条件，有文献报道头孢曲松钠在酸（３％醋
酸，室温３０ｍｉｎ）、碱（０１ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢钠，６０℃
下３０ｍｉｎ）降解条件下可得到数量适中的杂质
等［８－１０］。相比仿制药，创新药的强制降解研究具有

阶段性和摸索性的特点，美国 ＦＤＡ鼓励在新药Ⅰ、
Ⅱ期临床试验阶段进行强制降解研究，要求在Ⅲ期
临床阶段以及新药申请（ｎｅｗｄｒｕｇａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，
ＮＤＡ）阶段应进行强制降解研究，并以年报的方式
进行提交［１１］。创新药的光照强制降解试验可参照

ＩＣＨＱ１Ｂ中的光照稳定性试验条件进行，即可见光
１２×１０６ｌｘ·ｈ，近紫外 ２００Ｗ·ｈ·ｍ－２，对于高
温、酸、碱及氧化降解条件的选择，指导原则中并未

明确［１２］，其降解条件选择可参考药物强制降解的

综述文献中推荐的条件进行不断摸索研究。美国

ＦＤＡ审评员，辉瑞、葛兰素史克、阿斯利康等国际制
药公司的研发人员认为，５％～２０％的降解是可以接
受的，对于含量为标示量 ９０％～１１０％的小分子药
物，约１０％的降解为最佳。对于酸、碱、氧化降解条

件，不同文献推荐的降解条件不同，综合相关报

道［２－７］及经验，可推荐的酸碱降解条件：药物质量

浓度０１～１０ｍｇ·ｍＬ－１，０１～１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶
液、硫酸或氢氧化钠溶液、氢氧化钾溶液、氢氧化锂溶

液等，温度为室温至７０℃，降解时间不过３周；对于氧
化降解：药物质量浓度为 ０１～２０ｍｇ·ｍＬ－１，
００２％～３％过氧化氢溶液，温度为室温至３０℃，降解
时间不过１周，当反应温度超过５０℃，过氧化氢的
Ｏ－Ｏ键会断裂形成自由基，加剧不可预测的降解途
径的形成，另外，过氧化氢的浓度过高可能导致伪降

解产物的生成，使得降解研究的意义变得有限。当

反应条件提高到上述降解条件的极限时，药物仍然

较稳定或无明显降解产物生成时，不推荐采用更加

剧烈的条件继续进行试验［１３－１４］。

对于固态高温降解，有文献［１５－１６］认为与低温时

相比，降解温度过高时，化合物的降解途径可能会发

生较大的变化，研究此高温下的降解产物将变的意

义不大，因此，高温降解的温度通常不宜过高。对于

高温降解的终点判定，一方面需要使得药物获得充

分地降解；另一方面，美国药品研究与制造企业协会

（ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＭａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓｏｆＡｍｅｒｉ
ｃａ，ＰｈＲＭＡ）认为，高温降解的能量应不低于样品在
加速条件下（如４０℃／７５％ＲＨ，６个月）所接受的能
量［１７］，二者之中的任何一种情况首先达到，即可终止

降解。一般可根据Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程理解和判断降解条
件的选择，即通常情况下，药物在固定湿度下的高温

降解动力学过程遵守下式：ｋ＝Ａｅｘｐ（－Ｅａ／ＲＴ），其
中，ｋ为速率常数，Ａ为频率因子，Ｒ为摩尔气体常
数，Ｔ为热力学温度，Ｅａ为表观活化能，当化合物的
活化能Ｅａ已知时，可以根据此公式推算出不同温度
下的降解速率，如表１所示。

Ｅａ实际测定需要进行一系列复杂的工作。可采
用保守和激进的估算值对试验进行预估，例如 Ｅａ采
用较激进的１９８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１时，当某原料药或制剂
的加速试验条件为 ４０℃／７５％ＲＨ放置 ６个月
（１８０ｄ）时，相当于在 ７０℃下放置 １１ｄ（１８０ｄ×
５０÷８０６＝１１ｄ），６０℃下放置２７ｄ；当 Ｅａ采用较
为保守的１７ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１时，由上表可知，加速条件
４０℃／７５％ＲＨ下放置６个月约相当于在长期条件
２５℃／６０％ＲＨ下放置２年，相当于７０℃下放置１７ｄ
（１８０ｄ×４０÷４３２＝１７ｄ），６０℃下放置３５ｄ；当采
用更加保守的 Ｅａ（１２ｋｃａｌ·ｍｏｌ

－１）时，相当于７０℃
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　　　　 表１　采用不同活化能Ｅａ时所估算出的相对２５℃的降解速率
Ｔａｂ１　Ｒａｔｅｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ（ｒｅｌａｔｉｖｅｔｏ２５℃）ｅｓｔｉｍａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥａ

Ｔ／℃
相对降解速率（ｒｅｌａｔｉｖｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅ）

Ｅａ＝１２ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１ Ｅａ＝１７ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１ Ｅａ＝１９８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１ Ｅａ＝２５８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１ Ｅａ＝２９８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１

２５ １ １ １ １ １

３０ １４ １６ １７ ２１ ２３

４０ ２６ ４０ ５０ ８１ １１２

５０ ４８ ９２ １３３ ２９２ ４９３

６０ ８４ ２０４ ３３７ ９７７ １９８９

７０ １４３ ４３２ ８０６ ３０４８ ７３９８

８０ ２３６ ８６６ １８３６ ８９１２ ２５５４７

下放置３３ｄ（１８０ｄ×２６÷１４３＝３３ｄ），６０℃下放置
５６ｄ，已 有 研 究 报 道 大 多 数 化 合 物 的 Ｅａ 在
２０ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１以上［１８］，所以可采用较为激进的Ｅａ进
行预估。需要注意，以上不同温度之间降解速率的换

算需要基于降解反应的湿度保持不变，因此，为了方便

估算，建议高温降解反应的湿度保持与加速条件一致

（如７５％ＲＨ）。如果没有证据表明更加剧烈的温度会
影响药物的降解途径，可以采用更高的温度进行试验，

以节省反应的时间，以 Ｅａ采用１８ｋｃａｌ·ｍｏｌ
－１为例，

１１０℃下反应１６ｈ相当于长期条件２５℃／６０％ＲＨ下
放置１８个月［１９］。

强制降解试验中应注意考察降解前后的物料

平衡、主峰的峰纯度及主峰和相邻杂质的分离度，

制剂的强制降解试验可考虑平行设计空白辅料和

原料药降解试验，排除二者对制剂的降解试验干

扰。

２　强制降解产物研究
ＩＣＨＱ１Ａ（Ｒ２）指导原则认为，对于创新药和新制

剂，虽然强制降解产物的考察有助于确定降解途径、

帮助开发和验证适当的分析检测方法，但如果某强

制降解产物被证明未在加速或长期稳定性试验中产

生，则对该强制降解产物的考察可能是没有必要的。

但创新药强制降解下主要降解产物归属的研究，对

了解其降解途径，提前发现潜在致突变降解杂质，评

估其安全性和毒性等均具有重要意义。作为主体责

任人，国外多数企业均选择对创新药强制降解中的

主要产物进行结构确证，以了解药物的降解途径和

规律［２０］。

２１　主要降解产物的判定　化学仿制药的降解途
径和主要降解产物已有报道。如抗流感药物帕拉米

韦注射液原研药品的主要降解途径／降解杂质在日
本ＰＭＤＡ审评文件中已有论述［２１］，其主要降解杂质

为羧基手性消旋杂质（Ｃ－１异构体杂质）；在注射液
Ｑ１Ｑ２一致的基础上，其降解途径应与原研药品基本
一致，故一般无需再通过对主要降解产物进行归属

来重复这些背景知识［２２］。

创新药的结构新颖，降解途径未可知，对其强

制降解条件下主要降解产物进行归属，对了解其降

解路线具有重要意义。目前各国药品监管部门均

无对主要降解产物的判定进行论述，主要降解产物

的判断也应当结合药物的正式稳定性的研究结果

进行判断。国外业界所报道的判定方法或观点如

下［１９，２３－２４］：第一种方法是一条经验性的判断方法

（表２），具体规定为对固体样品，主要降解产物应
至少为 ０２５％；对于液体样品，主要降解产物应
至少为１％，总降解产物不超过 ２０％。当满足该
前提条件时，可根据下文对主要降解产物进行

判定。

该判定方法具有阶段性，规定了不同申报阶段

的判定标准。例如，某原料药在申报临床试验申请

（ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｌｎｅｗｄｒｕｇ，ＩＮＤ）阶段，在光照条件下
降解了 ４４６％，分别为杂质 Ａ（０８％）、杂质 Ｂ
（３０％）、杂质 Ｃ（００２％）、杂质 Ｄ（００４％）、杂质
Ｅ（０１％）和杂质 Ｆ（０５％）。杂质 Ｃ、Ｄ、Ｅ的含
量 ＜０２５％，直接不作为主要降解产物；杂质 Ａ、Ｆ
分别占总降解产物的 １７９％（０８％ ÷４４６％）、
１１２％（０５％ ÷４４６％），大于表中的上限１０％；另
外，２个杂质的含量分别为最大降解产物的 ２６７％
（０８％÷３０％，大于限度２５％）和１６７％（０５％ ÷
３０％，小于限度 ２５％），所以杂质 Ｆ不应视为主要
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　　　　 表２　主要降解产物判定依据
Ｔａｂ２　Ｊｕｄｇｅｍｅｎｔｏｆｍａｊｏｒｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

临床阶段　　　　

（ｃｌｉｎｉｃａｌｐｅｒｉｏｄ）　　　　

来源　　

（ｒｅｓｏｕｒｃｅ）　　

判定标准（ｊｕｄｇｅｍｅｎｔｃｒｉｔｅｒｉａｌ）

占最大降解产物的比例

（ｒａｔｉｏｏｆｌａｒｇｅｓｔｄｅｇｒａｄａｎｔ）

占总降解产物的比例

（ｒａｔｉｏｏｆｔｏｔａｌｄｅｇｒａｄａｎｔ）

临床前至Ⅱ期临床阶段（ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌｔｏｐｈａｓｅ２） 原料药（ＡＰＩ） ＞２５％ ＞１０％

制剂（ｆｉｎｉｓｈｅｄｄｒｕｇｐｒｏｄｕｃｔ） ＞１０％ ＞１０％

Ⅱ期临床至ＮＤＡ（ｐｈａｓｅ２ｔｏＮＤＡ） 原料药（ＡＰＩ） ＞１０％ ＞１０％

制剂（ｆｉｎｉｓｈｅｄｄｒｕｇｐｒｏｄｕｃｔ） ＞１０％ ＞１０％

降解产物，故杂质Ａ、Ｂ为主要降解产物，应进行结构
确证；但当该药物进行 ＮＤＡ申报时，杂质 Ｆ应进行
鉴定（１６７％，大于限度１０％）。

另一种方法将 ＩＣＨＱ３Ａ、３Ｂ中的鉴定限与强制
降解的鉴定限进行了关联，一般仅针对高温固体降

解试验。该判定方法的大致原理：首先，假定高温固

体降解试验与加速条件４０℃／７５％ＲＨ放置６个月

达到了动力学平衡；其次，保守估计若药物在货架期

内降解了 ２％，如在强制降解试验中应降解 ５％～
１０％，经计算，后者是前者的２５～５倍，取其中较大
的倍数５。当以 ＩＣＨＱ３Ｂ中的鉴定限为基数再乘以
相应的５倍时，则可以推导出强制降解中的鉴定限
（表３）。

表３　基于ＩＣＨＱ３Ｂ鉴定限推出的强制降解鉴定限
Ｔａｂ３　ＰｒｏｐｏｓｅｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｆｏｒｔｈｅｆｏｒｃｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｆｒｏｍＩＣＨＱ３Ｂ

最大日剂量

（ｍａｘｉｍｕｍｄａｉｌｙ

ｄｏｓｅ）／ｍｇ

ＩＣＨＱ３Ｂ中的鉴定限

（ＩＤｔｈｒｅｓｈｏｌｄｆｒｏｍ

ＩＣＨＱ３Ｂ）／％

推导出的鉴定限（降解１％～５％）

（ＩＤｔｈｒｅｓｈｏｌｄｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＩＣＨＱ３Ｂｆｏｒ

ｓｔｒｅｓｓｅｄｓａｍｐｌｅｓｄｅｇｒａｄｅｄ１％－５％）／％

推导出的鉴定限（降解５％～１０％）

（ＩＤｔｈｒｅｓｈｏｌｄｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＩＣＨＱ３Ｂｆｏｒ

ｓｔｒｅｓｓｅｄｓａｍｐｌｅｓｄｅｇｒａｄｅｄ５％－１０％）／％

＞２０００ ０１０ ０２５ ０５

＞１０～２０００ ０２ ０５ １０

＞１～１０ ０５ １２５ ２５

＜１ １０ ２５ ５０

　　需要说明的是，如表中所示，如强制降解试验仅
降解了１％～５％，是货架期降解的０５～２５倍，取其
中较大的倍数 ２５倍，则强制降解的鉴定限为
ＩＣＨＱ３Ｂ鉴定限乘以２５。例如，某片剂最大日剂量
８００ｍｇ，在高温降解（７０℃，１１ｄ）下与加速条件
４０℃／７５％ＲＨ放置６个月达到了动力学平衡，降解
产物量为２％，则该强制降解研究中，主要降解产物
为＞０５％的降解物。
２２　降解产物的结构确证　应随着创新药研发的
进展不断完善主要降解产物的结构确证研究。反

相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）是强制降解研究常用
的分离手段，经过评估确定的主要降解产物通常采

用液相色谱 －质谱联用仪（ＬＣ－ＭＳ）进行结构确
证，如主要降解产物降解量足够大，也可通过制备

色谱柱对其进行分离，再结合其他技术手段（如核

磁共振ＮＭＲ、红外光谱ＩＲ、质谱ＭＳ等）进行进一步
确证。由于常用的 ＲＰ－ＨＰＬＣ液相条件通常含有
非挥发性的缓冲盐，故采用 ＬＣ－ＭＳ进行结构确证
时，可使用具有相似 ｐＨ缓冲范围的挥发性缓冲盐
对其进行代替，如 ｐＨ５５～８的 ＲＰ－ＨＰＬＣ流动相
可在ＬＣ－ＭＳ采用 ｐＨ约为６８的１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋
酸铵溶液代替，并可以通过添加适当醋酸或氨水调

节 ｐＨ，常用的 ＲＰ－ＨＰＬＣ的替代流动相见表４。需
要注意 ＬＣ－ＭＳ条件下的液相色谱保留组分与
ＲＰ－ＨＰＬＣ的对应关系，一般来说，若ＬＣ－ＭＳ方法
中流动相的 ｐＨ与原始方法能基本保持一致，则二
者的流出特征通常非常类似［２５］。

２３　致突变降解产物研究　ＩＣＨＭ７（Ｒ２）主要适用
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　　　　表４　常用的ＲＰ－ＨＰＬＣ流动相在ＬＣ－ＭＳ中的代替品
Ｔａｂ４　ＳｕｂｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄＲＰ－ＨＰＬＣ

ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓｉｎＬＣ－ＭＳ

ＲＰ－ＨＰＬＣ流动相的ｐＨ

（ｐＨｏｆＲＰ－ＨＰＬＣ

ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ）

ＬＣ－ＭＳ挥发性代替品　

（ｖｏｌａｔｉｌｅｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｓ　

ｉｎＬＣ－ＭＳ）　

浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）

５５～８ 醋酸铵（ａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅ） １０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

４～５ 醋酸（ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ） ０１％

≈３５ 甲酸（ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ） ０１％

＜３ 三氟乙酸（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄ） ０１％

于创新药，指出潜在降解产物包括加速试验和

ＩＣＨＱ１Ｂ光照稳定性试验下形成的超过 ＩＣＨＱ３Ａ、
３Ｂ鉴定限的产物，不论实际降解产物还是潜在降
解产物，只要鉴定出了结构，均应对其进行致突变

性评估［２６］，化学降解原理、强制降解研究可帮助选

择潜在降解产物。可见，对于创新药而言，对强制

降解条件下主要降解产物进行归属有助于识别其

可能产生的致突变降解产物，并拟定合理的策略予

以预防。例如，芳基酰胺结构类药物（如对乙酰氨

基酚）、含有吡啶基团的药物（如质子泵抑制剂）、

酚类药物（如丙泊酚）分别容易在水解、氧化条件下

降解产生致突变警示结构的芳香胺，Ｎ－氧化物和
醌类药物等，在产品开发过程应注意选择合适的

ｐＨ，关注产品的包装形式是否需要隔氧、遮光等，
应结合长期稳定性试验结果对包括光照强制降解

条件下的降解产物的致突变性进行评估，当降解

产物最终鉴定为致突变杂质而在实际储存条件下

未检出时，可以不进行进一步评估，但需要注意分

析方法灵敏度是否能达到要求；当实际储存条件

下有检出且高于安全限度时，应该采取控制措施

降低风险。

３　小结
药物强制降解研究包括酸、碱、氧化、高温和光

照降解５个方面，化学创新药的强制降解研究有利
于加强研发人员对其降解途径、机制的理解，并验证

所用分析方法的指示能力。对于光照试验条件，ＩＣＨ
指导原则已经有了较明确的规定；对于高温、酸、碱、

氧化反应试验，极限条件的确定需要结合药物的结

构性质以及一般允许的降解程度去判断，主要降解

产物的判断也应当结合药物正式稳定性的研究结果

和国际经验，合理的强制降解产物的结构确证加强

了对药物降解路线的确定，同时，随着 ＩＣＨＭ７（Ｒ２）
的实施，强制降解研究也对致突变杂质的评估起着

重要的作用。
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