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关于利妥昔单抗生物类似药“质量相似性”评价标准的探讨

刘伯宁, 阚红金, 白 玉*, 罗建辉*

(国家药品监督管理局药品审评中心, 北京 100022)

摘要: 单抗生物类似药是目前我国生物制品研发的热点。确保候选药与原研药具有“质量相似性”(分析可比

性) 是此类产品药学开发与评价的核心。但是, 由于原研药物的质量漂移及可获得性等原因, 通过测定有限批次原

研药物的表征数据难以准确定义产品“目标质量属性”, 这就为生物类似药的开发与评价提出了挑战。本文以利妥

昔单抗为例, 分析了利妥昔原研药物及生物类似药候选药在国内的注册与研发现状, 通过对原研厂及 18家生物类

似药研发企业累计的 123批原研药表征分析数据进行统计分析, 提出了利妥昔单抗关键质量属性及限度要求的参

考区间。为此类生物类似药的药学开发与评价提供依据。
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The discussion on a proposed quality similarity assessment criteria

of rituximab biosimilar
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Abstract: Recently, biosimilar antibodies have become a mainstream component of the biopharmaceutical

industry in China. The principle requirements for the development and evaluation of biosimilars are based on

proving similarity in product quality (analytical similarity) between a proposed biosimilar candidate and the

originator reference drug. However, because the quality of a reference drug often varies during the life cycle and

not all reference drug samples are able to collected by a biosimilar sponsor, it has not been practical to accurately

determine the critical quality attributes as well as an accurate control range through the characterization of the

limited number of reference drug lots that are typically collected. Therefore, the development and evaluation

of biosimilars has been challenging both for industry and regulatory agencies. In this article, The Chemistry,

Manufacturing and Control (CMC) dossier of the rituximab originator company and the dossiers of 18 biosimilar

companieswere retrospectively analyzed. Furthermore, the assessment criteria to determine quality similarity of

rituximab biosimilar candidates have been proposed, which criteria have been used by reviewing the physico‐

chemical and biological properties data obtained from 123 lots of the reference drug. Moreover, some case studies

have been provided that illustrate the application of the proposed analytical similarity criteria in the practice of

drug evaluation.
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近年来, 国内生物类似药申报品种不断增多, 已有

将近两百个单抗生物类似药候选药进入临床研究阶

段。其中阿达木单抗 (28家)、贝伐珠单抗 (23家)、利

妥昔单抗 (18家)、曲妥珠单抗 (11家) 等品种注册受理

最多。2019年 2月份, 上海复宏汉霖公司开发的利妥

昔单抗生物类似药——汉利康®获批上市用于治疗非

霍金奇淋巴瘤, 成为在我国上市的首个单抗生物类似

药[1]。确保候选药物与原研药的质量相似性 (或分析

相似性) 是生物类似药药学开发与评价的核心[2]。但

是, 一方面由于单抗药物产品上市后普遍存在工艺变

更, 可能会造成产品质量发生“漂移”[3], 如: 目前已经

发现利妥昔单抗[4]、曲妥珠单抗[5]、依那西普[4]等原研

药在上市后, 其糖型修饰及恒定区效应功能上存在变

化; 另一方面, 生物类似药开发厂家所收集的原研药批

次数量有限且生产时间跨度较窄, 如: 多数国内生物类

似药开发厂家申报临床阶段仅采用三批原研药物进行

表征分析, 报产阶段收集原研品生产时间往往集中在

最近 5年。因此, 仅通过测定分析有限批次原研药物

质量的表征数据, 无法获得原研药在整个生命周期的

质量属性区间, 这就为生物类似药的开发与评价提出

了挑战。

为此, 课题组利用已有申报品种药学资料对部分

单抗药物 (阿达木单抗、贝伐珠单抗、利妥昔单抗、曲

妥珠单抗等) 的质量表征数据进行采集与分析, 提出

了上述品种的关键质量属性及限度要求参考区间, 初

步形成单抗生物类似药的“质量相似性评价标准”与

“技术审评考虑要点”。本文作为该课题探索性研究成

果, 以利妥昔单抗为例对原研药及生物类似药在国内

的研发与注册现状进行调研, 通过统计与分析原研厂

及 18家生物类似药研发企业累计的 123 批原研药表

征分析数据, 为此类生物类似药的药学开发与评价提

供参考。

1 利妥昔单抗及其生物类似药研发进展

1.1 利妥昔单抗原研产品注册与工艺变更情况

利妥昔单抗 (rituximab, 商品名 Rituxan®, IDEC-

C2B8) 系基因泰克公司 20世纪 90年代开发的抗CD20

重组人鼠嵌合单克隆抗体 , 由人源 IgG1 恒定区和鼠

源抗CD20抗体的可变区组成。利妥昔单抗与细胞表

面的CD20分子结合后, 通过补体依赖性细胞毒作用

(complement-dependent cytotoxicity, CDC)、抗体依赖

性细胞毒作用 (antibody dependent cellular cytotoxicity,

ADCC) 以及促凋亡 (apoptosis) 等多种作用机制杀伤

CD20阳性B细胞[6]。

利妥昔单抗先后 1997年在美国注册上市, 1998年

在欧盟注册上市, 2000年在我国注册上市。目前已经

成为非霍金奇淋巴瘤 (non-Hodgkin's lymphoma, NHL)

标准一线治疗和维持治疗药物, 适应证包括NHL、慢

性淋巴细胞白血病 (chronic lymphocytic leukemia, CLL)

和类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 等。

根据欧洲药监机构公布的公众评估报告 (European

Public Assessment Report, EPAR) 所披露的信息, 利妥

昔单抗自 1998年上市后至少经过 23次不同风险等级

的工艺变更。其中包括 7次低风险, 15次中度风险和

1次重大风险[7]。从原研罗氏公司在我国药品再注册

和补充申请等受理情况分析, 供应中国市场的利妥昔

单抗在关键原材料、原液生产场地场地、生产工艺等方

面确存多次工艺变更。上述工艺变更可能导致利妥昔

单抗在其药品生命周期内发生“质量漂移”。

1.2 国内外利妥昔单抗生物类似药研发进展

目前, 国内至少共有 18家企业进行了注册申报利

妥昔生物类似药候选药。由于在 2015年之前,《药品

注册管理办法》中未对生物类似药进行明确的定义及

分类, 当时申报者多按照“新药”研发路径进行利妥昔

生物类似药的开发。2015年《生物类似药研发与评价

技术指导原则 (试行) 》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, 此后注册申

报的候选药物均按照“生物类似药”进行注册, 并严格

遵循“比对原则”、“逐步递进原则”、“一致性原则”,“相

似性评价原则”等进行研发与评价[8]。目前, 国内已有

复宏汉霖公司利妥昔生物类似药 (汉利康®) 获批上

市, 另有一家已申请注册生产, 同时尚有三家利妥昔生

物类似药处于 III临床研究阶段, 近十家国内研发企业

的利妥昔单抗候选药物进入临床研究 (表1)。

国际上, 美国FDA和欧盟EMA已经批准Celltrion

公 司 Truxima®/Blitzima® (CT-P10) [9]、Sandoz 公 司

Rixathon®/Riximyo® (GP-2013) [10] 等上市销售 ; 也有

报道印度 Dr.Reddy's Laboratories公司 Reditux®、Intas‐

Phamaceuticals 公司 Mabtas® 和 Hetero 公司 Maball®、

俄罗斯 BIOCAD 公司 Acellbia®、墨西哥 Probiomed 公

司 Kikuzbam® (2014 年撤回 )、伊朗 Laboratorio Elea

公司Novex®等产品在当地上市; 此外, 尚有辉瑞公司

PF-05280586[11]、古巴分子免疫中心 IB8、mAbxience公

司RTXM83处于不同研发阶段。而BoehringerIngllheim

公司 BI695500、Samsung 公司 SAIT101、默沙东公司

MK8808、Teva 公司 TL011 等产品因多种原因已经暂

停开发[12]。

通过对已受理利妥昔单抗类似药 (表 1) 药学资料

进行回溯分析, 发现国内在研利妥昔生物类似药的生

产工艺一般采用单抗惯用平台工艺[13,14], 即: 流加培养

工艺、3步层析纯化与两步病毒灭活/去除工序。在研
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品种的发酵规模一般为 200～1 000 L, 单抗表达量在

1.0～5.0 g·L-1, 抗体收率在 40%～70%左右, 其中反应

器规模与纯化得率与原研厂尚有差距。此外, 部分厂

家为进一步控制生物类似药的酸碱变异体含量, 在病

毒灭活或阴离子交换工序后增加特定处理工序。

质量研究方面, 在早期利妥昔生物类似药开发中,

国内企业一般仅采用 1～3批原研品进行简单的结构

确证研究; 2015年国内生物类似药指导原则出台后 ,

国内企业在申报临床阶段已经普遍采用至少 3批原研

药与 3批自制品进行“头对头”比对的研究策略[2], 而在

申报生产阶段一般则积累了超过 10个批次的原研与

自制品进行分析比对研究[15]。

1.3 利妥昔单抗生物类似药质量相似性评价的挑战

与创新药的研发策略不同, 生物类似药的开发是

以原研药物的关键质量属性为目标。应尽可能收集不

同产地、较长时间的代表性原研药物进行表征分析, 依

据确定的“目标质量属性”(target quality attribute) 利用

“反向工程”进行“迭代式”工艺开发[16]。根据国内外生

物类似药相关技术指导原则[17-20], 候选药与原研药具

有质量相似性, 是前者作为“生物类似药”开发的前提。

若候选药物具备与原研药物高度相似的质量相似性,

只需开展必要的非临床与临床试验即可支持产品上

市。若药学研究显示, 候选药物与原研药物存在质量

差异, 则还需开展额外的非临床与临床研究及进一步

证明其相似性。因此, 如何基于原研品表征数据定义

“目标质量属性”, 或如何建立“相似性评价标准”显得

至关重要[21]。

原研利妥昔单抗上市后发生多次工艺变更, 在可

追溯的时间范围内其产品质量已经发生“漂移”(drift)。

如: 2008年前后, 罗氏公司所产利妥昔单抗在酸碱变

体 (N端焦谷氨酸环化、C端赖氨酸剪切等) 分布、去岩

藻糖修饰糖型 (afucosylation) 含量以及“抗体依赖细

胞毒效应”等方面发生显著变化[4]。在这种情况下, 如

果生物类似药企业仅通过购买市售 3批原研制剂来进

行表征分析, 其所确认的类似药“目标质量属性”很可

能出现偏差。据笔者了解, 国内某企业在申报临床阶

段仅通过收集 3 批原研品来确定类似药目标质量属

性。虽然在早期研究中证明了候选药与原研具有“质

量相似性”。但是, 随着临床试验期间积累的原研批次

增多, 逐渐发现原目标质量属性控制范围恰处于原研

药质量控制范围的下限, 这就造成了候选类似药在临

床期间开发失败的风险。

2 基于原研药物表征数据的利妥昔单抗“质量相似

性”评价参考标准

2.1 原研数据来源及分析方法

基于审评实践所积累的数据, 课题组对 123批利

妥昔单抗原研药质量数据进行采集。其中包括: ① 生

物类似药厂家检测的原研药数据 86个批次; ② 原研

药厂自检数据 25个批次; ③ 中检院对原研药进行标

准复核时的检验数据 12个批次等。这其中也包括7家

类似药企业重复检测 1 个批次原研药物所得实验结

果。上述质量数据时间跨度近15年, 基本覆盖了利妥昔

Table 1 List of clinical trial application for rituxiamb biosimilar candidate in China. (https://data.pharmacodia.com)

Registration

time

2015-

2011-2014

2009

2003

Drug name

Recombinant chimeric mouse/human anti-CD20 monoclonal antibody injection

Rituximab Injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Human-Mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Mouse-Human Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody

Recombinant anti-CD20 Human-mouse Chimeric Monoclonal Antibody Injection

Rituximab Injection

Recombinant Anti Lymphoma (CD20 )Monoclonal Antibody Injection (Rituximab)

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Anti Lymphoma (CD20 )Monoclonal Antibody Injection (Rituximab)

Recombinant anti-CD20 monoclonal antibody injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Recombinant Human-mouse Chimeric Anti-CD20 Monoclonal Antibody Injection

Sponsor

JHL Biotech, Inc

Dr.Reddy's Laboratories Ltd.

Shanghai Henlius Biotech Co., Ltd.

Shanghai Institute of Biological Products Co., Ltd.

Zhejiang Teruisi Pharmaceutical Co., Ltd.

Nanjing Yoko Pharmaceutical Co., Ltd.

Chia Tai Tianqing Pharmaceutical Group Co., Ltd.

LIVZON MABPHARM INC.

Shenzhen Main Luck Pharmaceuticals Inc

Hualan Genetic Engineering Co., Ltd.

Genekey Biotech(Chengdu) Co., Ltd.

Shandong Xinshidai Medicine Industry Co., Ltd.

Sunshine Guojian Pharmaceutical (Shanghai) Co.,

Ltd.

InnoventBiologics, Inc

Shanghai Henlius Biotech Co., Ltd.

Zhejiang Hisun Pharmaceutical Co., Ltd.

Sinocelltech Ltd.

Sunshine Guojian Pharmaceutical (Shanghai) Co.,

Ltd.
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单抗进口中国后产品质量变化趋势; 表征数据采集项

目包括, 理化性质 (氨基酸序列、分子量、N/C端序列、

等电点、二硫键、自由巯基含量、翻译后修饰等)、纯度

(SEC-HPLC、CEX-HPLC、CE-SDS)、生物活性等方面。

原研厂或监管部门在进行质量回顾分析时, 一般

以均值收±2SD 作为警戒线而均值±3SD 作为行动

限[22]; 但是, 原研药与候选药进行质量相似性评价值,

其分析方法与限度要求应严于上述标准。如 : 美国

FDA在 2017年 9月发布的《用于评估质量相似性的统

计方法》建议, 临床风险最高质量属性应按照Tier 1类

别采用等效性检验法 (equivalence test) 评价; 临床风

险相对较低的质量属性归为Tier 2类别采用控制范围

法 (quality range) 评价; 对于临床风险最低或不可量化

的其他质量属性归为 Tier 3类别, 可采用图谱对比法

或描述法进行评价[23]。但是, 由于上述统计方法所得

容忍区间可能导致的“相似性评价标准”限度过宽。并

且, 统计学方法对原研药与候选药物的批次有着苛刻

的要求 (一般大于 10批次), 会严重限制生物类似药的

开发进程, 因此, FDA于 2018年 6月撤销了该指南草

案。2019年更新的最新关于质量可比性的指导原则,

其中明确对“可比性评估方法”及“参照药”提出了进一

步的要求, 如:“不再要求质量属性的分层级 (Tier), 仅

提出两个相似性评价标准: 即, 平均值 (mean)±X标准

差 (SD) 以及原始图谱/数据相似”,“至少 10批参照药,

且应在保质期不同时间段选取, 不允许将不同区域的

原研药数据整合确定相似性标准”[24]。

目前, 国内生物类似药在申报临床阶段大多数采

用候选药和参照药“头对头”表征分析后直接进行比

较; 而欧盟EMA一般要求依据原研药与候选药实测结

果区间范围 (最大/小值、平均值等) 进行比对分析。一

般在进行质量综合上述质量可比性判定方法, 同时考

虑到数据来源的多样性、分析方法的变异性等因素, 课

题组就已采集原研药物数据仅统计其最大值 (max)、

最小值 (min)、平均值 (mean) 和标准偏差 (SD) 等作为

参考指标。

2.2 利妥昔单抗关键质量属性及统计范围

根据原研药物利妥昔单抗的作用机制[6]及业界对

于相似性评价中“关键质量属性”[21,25-27]的阐述, 课题组

依据对安全性、有效性、免疫原性的影响, 对利妥昔单

抗诸多理化特性、纯度、免疫活性等质量属性进行风险

排序 (表 2)。如: 确保氨基酸序列一致是类似药开发

的前提, 生物活性体现临床作用机制, 因此二者作为风

险评估等级最高 (+++); 而电荷变体由于受细胞系、生

产工艺影响较大, 且需结合鉴定结果与生物活性进行

评判, 因此风险评估等级次之 (++)。

此后, 课题组对所采集的原研药多批次测定结果,

根据具体检测方法的稳健性采用不同的分析策略。

如: 对于利妥昔单抗的氨基酸序列、二硫键配对应“确

证”; 对于糖型 (去岩藻糖、半乳糖、高甘露糖, 唾液酸

等)、纯度 (分子大小、电荷变体) 统计其变异区间

(Min-Max/Mean±3SD); 对于方法学变异较大的亲和力

测定与生物活性测定分别仅统计“数量级”或“未统

计”(表2)。

2.3 已公开原研品表征数据与统计结果的比较

目前, 多篇国外文献[9,10,15,29-31]以及质量检验技术

机构均已发表利妥昔单抗生物活性[22]、糖型修饰[32]的

回溯分析等, 已经公开了原研药物的部分质量表征数

据。课题组利用上述公开信息对拟定评价标准中统计

Table 2 The summarized risk-based ranking, analytical methods and statistical analysis of rituximab's quality attributes[9,10,15,26-28]

Quality attribute
Physiochemical characteristics

Amino acid sequence
Deglycosylated intact/reduced molecular weights
Disulfide linkage patter
Free thiol groups
Glycosylation (afucosylation, galatosylation, Man5,

sialylation, etc.)

Purity
Size variants (aggregates, monomer, NGHC, etc.)
Charger variants

Biological characteristics
C1q affinity
FcRn affinity
CD16 affinity
CD32 affinity
CD64 affinity
CDC potency
ADCC potency
Apoptosis

Criticality

+++
+++
+++
++
++

+++
++

++
++
++
++
++

+++
+++
+++

Analytical methods

LC/MS or LC/MS/MS
LC/MS
LC/MS/MS
Ellman's assay
HILIC UPLC-FLD

DMP labeling and RPLC-FLD

SEC-HPLC
CEX-HPLC

SPR/Biocare
SPR/Biocare
SPR/Biocare
SPR/Biocare
SPR/Biocare
Cell-based assay
Cell-based assay
Cell-based assay

Statistic analysis or assessment

Identical
The instrument's accuracy
Identical
Min-Max/Mean±3SD
Min-Max/Mean±3SD

Min-Max/Mean±3SD
Min-Max/Mean±3SD

Order of magnitude
Order of magnitude
Order of magnitude
Order of magnitude
Order of magnitude
N.D
N.D
N.D
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范围进行验证, 以判断相关项目限度要求的合理性。

关于一级结构方面, 文献报道[15]经脱糖处理后原

研品的重链分子量为 49 060 Da (-K/PyroQ HC), 轻链

为 23 036 Da (PyroQ LC); CT-10的质量相似性研究中,

自由巯基含量在0.30%～0.35% (欧洲来源) 或0.28%～

0.36% (美国来源)[9]。上述利妥昔单抗一级结构表征

数据均在数据池统计范围内。

关于分子大小变异体方面, CT-10的质量相似性

研究中原研药SEC-HPLC单体含量为98.75%～99.21%

(欧洲来源) 和98.60%～99.06% (美国来源)[9]; 在HLX01

质量相似性研究中 , 原研药 SEC-HPLC 单体含量为

98.9%～99.0% (中国来源) 和99.0%～99.1% (欧洲来源),

还原CE-SDS非糖重链含量为0.4% (中国来源) 和0.3%～

0.4% (欧洲来源)[15]; 其他文献报道原研药 SEC-HPLC

单体含量为 96.2%～96.8% (欧洲来源)[31]; 上述分子大

小变异体含量与数据池统计范围基本一致。

关于电荷变异体方面, CT-P10质量相似性研究中

原研药的酸性峰含量为 18.7%～22.8% (欧洲来源) 或

19.0%～22.5% (美国来源), 碱性峰含量为7.0%～11.0%

(欧洲来源) 和8.0%～10.6% (美国来源)[9]; HLX01质量

相似性研究中, 酸性峰含量为 19.6%～23.9% (中国来

源) 和 21.0%～22.5% (欧洲来源), 碱性峰含量 9.4%～

12.3% (中国进口) 和 9.1%～11.1% (欧洲来源) [15]; 此

外 , 尚有其他文献报道酸性峰平均值 22.1% (欧洲来

源), 碱性峰平均值为 9.4%[31]; 上述酸碱变异体含量均

在数据池统计范围。

关于糖型修饰方面, 在CT-P10的质量相似性研究

中原研药去岩藻糖苷含量为0.46%～1.34% (欧洲来源)

和 0.40%～1.24% (美国来源); 半乳糖 (galactosylation)

含量为44.70%～56.51% (欧洲来源) 和46.17%～56.08%

(美国来源); 高甘露糖 (high mannose) 含量为 1.46%～

2.48% (欧洲来源) 和 1.54%～2.38% (美国来源)[9]; 在

HLX01的质量相似性研究中, 去岩藻糖含量为1.0%～

2.5% (中国进口) 和1.0%～2.3% (欧洲来源), 半乳糖苷含

量为48.3%～58.9% (中国进口) 和51.3%～55.8% (欧洲

进口),高甘露糖含量为1.6%～3.7% (中国进口) 和1.8%～

3.4% (欧洲来源)[15]; 此外也有文献报道利妥昔单抗 (欧

洲来源) 去岩藻糖含量为 1.58%～2.00%; 半乳糖苷含

量为 41.92%～47.75%[29]; 上述不同糖型含量与数据池

统计范围基本一致。

关于受体亲和力方面, 文献报道[10,30]采用 SPR法

所测定的FcRn (1×10-7)、FcγIa (1×10-9)、FcγIIa (1×10-6)、

FcγIIb (1×10-6)、FcγIIIa (11×0-6)、FcγIIIb (1×10-6) 等亲和

力常数数量级与数据池统计范围基本一致。

3 利妥昔单抗“质量相似性”标准在审评实践中的应用

课题组利用拟定质量相似性评价标准对国内注册

生物类似药进行回溯性分析, 除早期申报的利妥昔类

似药部分表征研究数据缺失外, 绝大多数候选药质量

数据, 尤其是纯度项目 (图 1A, B) 均落入拟定标准限

定范围内。这与原审评报告中“候选药物与原研参比药

物具有药学相似性基础”的结论基本一致。最近一年,

拟定评价标准也开始在应用于生物类似药的申请临

床、注册生产以及产品上市的工艺变更等审评实践。

3.1 用于申报临床阶段的类似药评价

目前, 国内生物类似药研发企业在申请临床阶段,

一般用 3批原研参比药与 3批生物类似药进行“头对

头”质量比较[9,10]。考虑到原研药物累计批次较少, 审

评实践中除了进行头对头表征数据直观比对外, 也利

用质量相似性评价标准进行初步评价。

3.1.1 氨基酸序列不一致 在国内外生物类似药研发

早期, 由于原研厂氨基酸序列披露信息有限, 质谱表征

手段有限, 多次出现过与原研序列氨基酸序列不一致

的情况。如: 国外某利妥昔类似药LC-MS精确分子量

与原研出现显著差异后, 进一步确证类似药Fd区发生

氨基酸错误[33]。国内某厂家所开发的抗CD20单抗未

与原研品进行“头对头”表征比对, 但其脱糖分子量超

出拟定标准限度要求, 后经证实系其恒定区选择不同

“allotype”所致。因此, 该品种后续未按照生物类似药

路径进行开发与评价。

3.1.2 电荷变异体差别 利妥昔原研生产细胞株

CHO-DG44, 目前国内生物类似药开发所采用的细胞

亚型既包括CHO-DG44 (9家), 也包括CHO-K1 (4家)、

CHO-S (3家) 等。由于工程细胞系[14]及生产工艺的不

同, 候选药在电荷变体分布上普遍与原研药存在差异

(图 1C、D)。为此, 一方面, 工业界通过优化培养工艺

或增加特定生产工序, 调整候选药的酸碱变异体分布;

另一方面, 技术审评方对于明显出现酸碱变异体差别

较大的品种, 要求进行电荷变异体的分离、鉴定, 并进

一步说明电荷变异体对生物活性的影响。

3.1.3 糖型修饰差异 利妥昔单抗的ADCC、CDC效

应功能直接与其去岩藻糖、半乳糖苷含量相关。因此,

糖型含量控制也是利妥昔单抗生物类似药审评关注的

重点之一[2]。如图 1E所示, 候选药C去岩藻糖修饰含

量超出限定标准, 经进一步确认其“抗体依赖细胞毒作

用”活性为参照药 3倍以上。因此, 药学专业未判定其

与原研药具备药学相似性基础。

3.2 用于申报注册生产或上市后工艺变更的药学评价

在生物类似药注册上市阶段, 一般申请人已经积

累了十余批原研药物表征分析数据, 考虑到生物类似
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药开发时间较短 (3～5年), 所收集样品仍不能覆盖原

研药上市后的质量变化区间, 因此拟定评价标准仍具

有较高的应用价值。

3.2.1 上市申请阶段的“相似性”评价 国内某利妥昔

生物类似药注册上市阶段提供了自制品 (批次 12) 与

欧洲产原研药 (7批次)、中国进口原研药 (15批次) 的

质量比对数据, 其中原研药货架期为 2015～2019年。

“头对头”试验数据提示类似药 (38.3%～45.5%) 在半

乳糖苷 (48.3%～58.9%) 修饰上与原研药存在显著差

异[15]。课题组应用上述拟定评价标准发现, 候选药的

半乳糖修饰变化区间实际上接近原研数据分布的统计

下限 (图 1F), 同时CDC体外生物学活性、非临床与临

床试验数据未提示生物活性具备明显差异, 最终该品

种按照“生物类似药”注册上市。

3.2.2 产品上市后的工艺变更 我国目前上市单抗普

遍存在发酵规模小 (200～500 L)[34], 产能难以满足市

场需求等问题。产品上市后不可避免的要发生工艺变

更[35]。虽然, 生物类似药上市后具有独立的质量生命

周期, 但是相似性评价标准对于生物类似药预设工艺

变更“验收标准”, 和后期扩展临床适应症同样具有重

要的指导意义。如: 某生物类似药企业在发生重大工

艺变更时, 仅提供工艺变更前后三批原液的“头对头”

表征数据。审评实践中, 课题组结合临床期间所积累

原研药和生物类似药表征数据, 同时参考拟定标准限

度要求进行综合评价。

目前, 用于评价利妥昔生物类似药工艺变更“可比

性”的标准物质正在开发, 考虑到标准物质的制备、标

定及溯源性等因素, 短时间内利妥昔单抗标准物质的

实际应用还不现实[36], 因此较长一段时间内拟定标准

在类似药的工艺变更评价实践中仍具有应用价值。

3.3 拟定“质量相似性”评价标准的应用范围与局

限性

上述“质量相似性”评价基于原研企业、质量复核

检验机构和生物类似药研发企业等对多批次原研品的

表征研究结果。虽然具有纳入统计分析样品具备批次

多、原研品生产日期跨度大等优点, 但仍存在以下局限

性: ① 不同实验室对原研药物进行表征分析时, 分析

方法、参比品、质量体系等因素会导致结果的变异。这

Figure 1 Comparison of rituximab and proposed biosimilars characterization data by proposed quality similar criteria. A: Monomer percent

by SEC-HPLC; B: NGHC percent by reduced CE-SDS; C: Acid peaks percent CEX-HPLC; D: Basic peaks by CEX-HPLC; E: Afucosylation

percent by HILIC UPLC; F: Galactosylation percent by HILIC UPLC
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一点尤其生物学活性的测定上体现的尤为突出。如,

国内研发者对于利妥昔单抗“补体依赖细胞毒作用”

生物活性的测定方法中靶细胞、补体来源、显色剂等

选择尚未统一 (表 3); ② 早期原研品表征研究中部分

项目 (如: 糖型、受体亲和力等) 数据缺乏。如, 由于国

内企业一般仅对代表性批次的原研品进行受体亲和力

测定 , 造成该项目采集数据批次的不足 (<20 批次);

③ 由于无法追溯原研制剂分析测定时的实际寿命, 采

集数据推测为来自于不同生产日期原研品在不同货架

期的质量数据。上述原因均可造成拟定标准限度较为

宽泛或不准确。因此, 在实际审评中拟定标准仅作为

生物类似药质量相似性的初步评价参考标准。判定结

果应与申请人提供的多批次“头对头”表征分析比对结

果互为补充。并且, 在某些分析项目上后者在相似性

评价上应更具实际意义。如: 采用同一参比品和测定

方法下测定生物类似药与原研品的生物活性; 叠加比

较生物类似药与原研品的高级结构、强制降解杂质谱

等。此外, 生物类似药相似性评价是基于“整体证据”

(totality of evidence), 即便是候选药物某些项目质量数

据超出拟定标准限度, 也应结合临床作用机制, 参考非

临床、临床研究结果进行综合评价。

结语

生物类似药在满足药物可及性方面具有不可替代

的优势, 近年来, 单抗生物类似药已经成为国内生物制

品注册受理数量最多的类别 , 国内多个生物类似药

(利妥昔单抗、阿达木单抗、曲妥珠单抗等) 开始注册申

报上市。为此构建“生物类似药评价支撑体系”是技术

审评环节现阶段面临重要而紧迫的研究课题, 药学研

究的“质量相似性”评价是候选药物按照“生物类似药”

进行开发与评价的前提, 因此拟定“质量相似性评价标

准”对于指导生物类似药的开发与评价具有更为重要

的现实意义。2015年～2019年, 在国家科技重大专项

“重大新药创新”课题资助项目 (2015ZX09501008) 支

持下, 国家药品监督管理局药品审评中心生物制品药

学部利用审评信息数据库, 对目前申报受理数量较多

的利妥昔单抗 (123批次)、阿达木单抗 (99批次)、曲妥

珠单抗 (59批次)、贝伐珠单抗 (103 批次) 进行了原研

药质量数据采集与分析。本课题组认为, 本品研究中

汇集的统计分析数据样本量大, 原研品生产时间跨度

大, 基于多批次原研品表征数据所统计与分析所确定

的原研药关键质量属性控制范围, 在类似药质量相似

性评价中具有较高的参考价值。最近, 上述拟定标准

已经开始应用于国内生物类似药注册临床及上市阶段

的药品审评实践。如: 某阿达木单抗分子筛纯度低于

拟定相似性标准暂停临床试验; 某曲妥珠单抗氨基酸

序列与拟定标准中收载序列不一致, 因此未按照“生物

类似药”路径进行研发。随着后期原研表征数据的不

断累积, 常用分析方法的不断进步及国际标准物质的

引入[36]等, 基于原研品质量标准数据的相似性评价标

准会日益完善。
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