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一、概述 

 罕见病酶替代疗法（Enzyme Replacement Therapy, ERT）

药物（以下简称 ERT 药物）是通过基因工程技术生产的一种

具有高特异性的活性蛋白物质以用于特定罕见病的治疗。针

对特定酶缺乏或功能缺陷导致的罕见遗传性代谢疾病，例如

溶酶体贮积症（Lysosomal Storage Diseases, LSDs），包括戈

谢病（Gaucher disease）和法布雷病（Fabry disease）等，ERT

药物可以在患者体内部分或全部替代天然内源性酶的功能，

以恢复正常的生化代谢过程，最终减缓疾病进程。 

 ERT 药物是一类特殊的重组蛋白产品，其生产、质控

的技术要求与常规重组蛋白制品有相同或共通之处，同时也

具有其特殊性。该类产品作用机制复杂，可能涉及特殊生产

工艺，同时由于罕见病用药的特殊性，如批量较小、批次较

少等，其相关药学研究中可合理引入基于风险的灵活策略。

因此，现有重组蛋白相关指南不能完全覆盖 ERT 药物的药学

研究要点。为了进一步明确 ERT 药物的药学研究与评价技术

要求，在治疗用重组蛋白相关指南的基础上，制定本指导原

则。 

本指导原则基于当前的科学认知，主要针对 ERT 药物申

报上市阶段的药学研究提出相关技术要求。鉴于先进制造工

艺、表征分析方法等持续发展，申请人亦可基于产品自身特

点和研发实际情况，采用经验证的替代技术和方法开展研究，



并提供证明其科学性和适用性的资料。随着技术的发展、认

知的深入和经验的积累，本指导原则的相关内容将逐步完善

和更新。 

二、适用范围 

本指导原则所述 ERT 药物，系指通过基因工程技术生产

的、含有特定内源性代谢酶相关序列的重组蛋白产品。该类

产品的序列或结构包括但不限于以下三类： 

1、氨基酸序列与罕见病患者体内缺乏或功能缺陷的特

定内源性代谢酶一致； 

2、在天然内源性酶氨基酸序列基础上经过合理改构； 

3、蛋白结构经分子修饰（如化学合成聚糖、PEG 等）或

与蛋白/多肽融合表达等技术进行改造； 

此外，对于不属于以上范围，但工艺特点、质量控制等

方面与本指导原则所述相似的重组蛋白产品，亦可酌情参考

本指导原则的相关要求。 

三、总体考量 

 ERT 药物的药学研究应符合《中华人民共和国药品管

理法》、《药品注册管理办法》、《中华人民共和国药典》（以下

简称《中国药典》）等相关法规和技术要求。 

 ERT 药物具有罕见病用药的相关特性，例如生产批量

小、生产频率低、临床需求针对性强等。为鼓励和促进 ERT

药物的研发和注册，在确保质量可控的前提下，基于 ICH 相



关技术要求和风险评估理念，可对 ERT 药物的工艺验证、稳

定性研究、注册检验等方面采用科学、合理的灵活策略，以

提升研究效率，促进产品临床可及性。 

（一）工艺验证 

常规需在商业规模生产条件下完成连续三批样品的工

艺验证。由于 ERT 药物作为罕见病用药在开发等方面的特殊

性，如有需要，建议申请人根据产品批量与临床需求的匹配

性、不同阶段样品的质量可比性、工艺成熟度等因素，基于

质量风险管理原则确定验证批次数量及规模。若采用其他验

证批数和/或规模，需提供充分的科学依据证明其合理性。 

对于生产频率较低的 ERT 药物，可考虑采用同步验证

（Concurrent validation）、解耦型验证（Decoupled validation）

等灵活策略，在确保既有工艺理解充分、风险可控的基础上，

使验证研究与商业化生产更好衔接。 

对于多规格或多剂型的 ERT 药物，可考虑根据风险评估

采用简并的验证方式（如括号法、矩阵法），如根据最不利工

艺条件选取具有代表性的规格进行验证，合理优化验证批次

配置。 

此外，在具备充分先验知识且已积累成熟生产验证经验

的基础上，鼓励采用平台化验证技术合理减免验证研究，如

病毒清除平台验证。 



（二）稳定性研究 

在充分评估既有工艺产品质量与稳定性数据的基础上，

可考虑采用具有商业化工艺代表性的批次（如关键临床批次、

工艺开发批次）稳定性数据，用于支持商业化产品效期的拟

定。基于 ICH 相关要求，可考虑根据适当的先验知识辅助确

定有效期。 

（三）注册检验 

ERT 药物的注册检验应根据《药品注册检验工作程序和

技术要求规范（试行）》等相关检验规范开展。结合罕见病药

物研发特点，注册检验批次可由 3 批减为 1 批，每批次检验

用量从全检用量的 3 倍减为 2 倍。若 ERT 药物制剂生产涉及

多个原液生产场地，为充分验证不同来源原液对制剂的影响，

建议采用具有代表性的原液批次生产制剂开展注册检验，确

保原液来源不同不会引入额外质量风险。 

灵活策略的应用本质上系对研究策略的优化，而非技术

要求的降低。鼓励申请人在研发关键阶段（如关键临床试验

前、上市申请前）、上市后变更等节点，对所用灵活策略与药

品监管机构进行沟通交流，充分提供相关支持性资料，以证

明相关策略能够切实保证产品的安全有效和质量可控。 



四、生产用原材料 

（一）上游构建和细胞库建立与检定 

1.重组 DNA 技术表达 

对于采用重组 DNA 技术表达的 ERT 药物，其上游构建

的技术要求相较其他重组表达生物制品基本一致。申请人应

明确目的基因的来源，并清晰说明其氨基酸序列与人源天然

内源性酶（包括亚型）的异同。若对序列进行改构，需阐明

改构的依据及其对功能的影响。 

部分 ERT 产品可通过上游构建阶段的特殊设计进行结

构优化，一般考量如下： 

对于涉及修饰酶共表达的产品，例如与增加甘露糖-6-磷

酸（M6P）含量（如糖链修饰相关酶 GNPT、UCE 等）或修

饰特定酶类的关键活性位点（如 FGE 修饰硫酸酯酶中的半胱

氨酸残基）相关的修饰酶，应明确修饰酶的基因来源与改构

信息，并选择与预期功能相匹配的信号肽，工程细胞克隆筛

选及细胞库相关研究中，均应纳入修饰酶的序列准确性、基

因组整合位点及表达活性等考察。此外，共表达操作可能增

加生产用细胞的代谢负荷，应于细胞库传代稳定性研究和实

际细胞培养过程中，密切关注共表达细胞的生长情况、目标

产物产量及质量能否满足后续工艺要求。 

对于酶与蛋白/多肽融合表达的产品，例如融合特定受体

抗体以实现跨血脑屏障转运、融合 IgG Fc 片段以延长产品体



内半衰期、融合 IGF2 配体肽等以增强 M6P 受体对产品的摄

取，上游构建时建议综合考虑蛋白/多肽的融合位置、连接子

（linker）的选择等，细胞株开发研究中应表征融合表达产物

的构象并进行初步的体外活性检测，确保融合片段不会因遮

蔽酶活性结构域或影响关键修饰在蛋白表面的暴露等因素

而导致 ERT 药物的功能受损。 

对于涉及宿主细胞基因编辑的产品，如敲除特定糖基转

移酶以维持糖链的高甘露糖结构，应明确基因编辑的目标基

因、机制与预期功能，提供基因编辑工具的设计、导入方式

与脱靶风险评估等资料。细胞库研究中应从核苷酸、蛋白、

产物质量等方面确认基因编辑达到预期效果，并关注不同代

次生产用细胞中以上表征结果是否稳定。基因编辑工具蛋白

（如 Cas 蛋白）一般采用瞬时表达，应证明细胞库中无相关

蛋白残留或验证下游纯化工艺可对其进行有效清除。 

2.插入激活序列以增强内源基因表达 

对于采用插入激活序列增强内源性目的基因表达的策

略，应进一步明确插入序列的具体信息与对应各元件的功能，

明确插入位点在基因组的位置，并评估在该插入操作是否会

导致非预期的基因组改变。必要时，应在细胞库检定中增加

成瘤性和致瘤性检查。另外，如果基因激活元件的插入导致

内源性目的基因的外显子区域发生部分替换或缺失，应通过

插入位点上下游的基因组测序，明确插入操作对内源性基因



产生的具体影响，并深入评估由此产生的氨基酸序列的部分

替换或缺失对产品安全有效性的潜在影响。 

（二）其他生产用原材料 

ERT药物生产用原材料方面的开发与评价基本遵循重组

蛋白类药物的一般原则，但针对采用特殊工艺的产品，其生

产用原材料应根据产品特点和特定工艺有如下特殊考虑。 

细胞培养相关原材料方面，如采用灌流培养模式，因其

高频次补料、长培养周期等特点，对原材料控制提出一定挑

战。首先，应严格控制输入物料（如培养基、补料溶液）的

质量批间一致性，避免不同培养周期间、同一周期内不同收

获时间点的批次间，因物料质量差异而引入产品质量波动风

险。建议基于风险控制的理念，制定关键物料的入厂检定和

复检策略。此外，长培养周期导致产品溶液长时间、反复与

生产组件接触，相容性风险相应升高。建议尽量选择低析出

风险的接触性组件，并规范开展接触性组件的可提取物和浸

出物研究，验证条件应能覆盖实际生产中的最差接触条件

（如时间、温度、物质组成等），确保在拟定的运行条件下，

各组件的溶出情况不会对工艺性能和产品质量产生不利影

响。 

修饰工艺相关原材料方面，如采用酶促方法“修剪”糖

链进而暴露末端甘露糖，所用重构酶应避免来源于动物源性

组织提取，建议采用重组表达技术进行生产，以确保生产用



原材料无引入外源因子的显著风险。如生产工艺涉及在胞外

通过化学反应将酶分子与含有多个 M6P 的聚糖分子进行人

工连接，聚糖分子的工艺开发和质量控制等应参照化学原料

药的要求进行，可参考化学药物和 ICH 相关指导原则。 

五、生产工艺 

ERT 药物的生产工艺开发应遵循“质量源于设计”的原

则，其工艺开发、表征和验证等方面的一般要求可基本参照

其他重组治疗类生物制品。ERT 药物的酶活性通常是关键质

量属性之一且对环境因素较为敏感，出于缩短中间产物的暂

存时间、保持酶活性的考虑，鼓励申请人结合产品特点，探

索采用连续制造等先进生产技术，其相关技术要求可参考

ICH Q13 指南，重点关注过程控制、实时检测、批次界定、

工艺验证等方面的策略。申请人应平衡工艺创新与质量可控

性，在保障患者用药安全有效和供应稳定的前提下，积极推

动先进生产工艺的开发和应用。 

（一）细胞培养工艺 

灌流培养工艺在 ERT 药物的生产中应用相对普遍，主要

基于两方面的考虑：其一，该类产品于处方配制前往往稳定

性较差，而灌流培养方式可以通过连续收获操作使表达并分

泌至细胞外的活性蛋白尽快地进入下游纯化阶段并进行处

方原液配制，有利于最大限度保持 ERT 药物的活性；其二，

罕见病药物通常需求量有限，而灌流培养具备每日收获、长



收获周期的特点，可以显著提高生产灵活性。灌流培养的工

艺开发应重点关注如细胞灌注速率、发酵终点指标等关键工

艺参数，结合不同灌流时间节点的细胞生长情况和不同收获

阶段所获产品的产量与质量属性等因素，合理拟定商业化工

艺的工艺参数范围。此外，灌流培养工艺的工艺验证策略应

予以重点关注。连续灌流培养的特点之一为收获周期较长，

随着培养天数逐渐增长，生产用细胞可能存在细胞生长受限、

表达产物质量漂移等风险。因此，在商业化工艺验证时应充

分考虑因收获时间点不同而带来的细胞生长/产物质量差异

风险，即 PPQ 批次应尽可能覆盖灌流培养生产周期的前、中、

后期，确保在拟定的收获周期内细胞生长状态的稳健性和目

标产物的质量一致性。 

对于依赖特定修饰进行跨细胞膜转运的 ERT 药物，可在

细胞培养阶段调控其修饰程度。以通过 M6P 受体介导转运

的 ERT 药物为例，调控内源性初始糖基化链装配后的修剪速

率是提高产物 M6P 含量的切入点。糖基化链在合成早期通

常呈高甘露糖型，其多个末端甘露糖尚未被其他单糖封闭，

因而更有利于发生 M6P 修饰。基于上述机制，适度维持糖链

合成早期的高甘露糖状态可作为工艺开发方向，例如敲除特

定糖基转移酶、筛选糖基化加工速率较慢的细胞克隆、合理

缩短培养收获周期、培养过程中适当添加甘露糖苷酶抑制剂

等。 



（二）下游工艺 

收获阶段，如上游采用灌流培养模式，在单个收获周期

内会产生多个收获液批次，可能涉及混批操作。建议在工艺

验证数据支持的范围内，制定明确的合批原则，对合批数量、

批次来源（如涉及不同生物反应器、不同收获时间点的批次

合批）等进行规定。 

纯化工艺一般包括多步正交层析、除病毒过滤等步骤。

由于该类产品的构象和特定结构修饰（如有）易受到环境因

素影响，进而影响产品生物学活性，工艺开发研究中应重点

关注层析洗脱的 pH 值、过滤步骤的跨膜压力等参数对产品

结构的影响，并进行合理优化。同时，应尽可能减少 ERT 药

物在生产过程中的暂存时间，特别是产品处于非处方缓冲体

系时，任一节点的暂存均应有相应验证数据支持。 

病毒安全性控制方面，低 pH/去垢剂灭活步骤并非适用

于所有 ERT 药物，但仍必须至少设置两个稳健且原理正交的

病毒清除步骤，整体工艺的安全因子范围也需符合 ICH Q5A

（R2）的要求。 

中间体与过程控制方面，申请人应结合具体工艺特征，

将产品相关杂质、工艺相关杂质及关键工艺添加物残留的监

测纳入常规过程控制体系，以确保生产过程处于受控状态。

在纯化工艺开发与确认阶段，建议系统评估各单元操作对目

标杂质的清除能力。可通过杂质加标研究、设计空间研究



（DoE）等手段，量化各关键纯化步骤对特定杂质含量的对

数降低值（LRV），并结合多批次过程监测数据，综合评价在

工艺参数设计范围内整体工艺对各类杂质的累积清除能力，

从而为安全裕度的建立和相关控制限度的设定提供依据。 

（三）修饰工艺 

对于依赖特定修饰进行跨细胞膜转运的 ERT 药物，在其

下游生产中，可通过针对性结构修饰工艺优化产品的细胞摄

取效率。此类工艺通常属于功能增强型工艺步骤，其开发应

基于对作用机制的充分理解，并围绕构效关系开展系统研究。

申请人应在工艺开发阶段明确修饰目标、作用原理及其对生

物学活性的影响机制，建立科学合理的工艺参数范围；在工

艺验证阶段，应证明修饰过程的可控性和稳健性，并评估其

对产品整体质量属性（包括构象稳定性、酶活性、杂质谱及

微生物安全性等）的影响。同时，应评估潜在的工艺相关杂

质残留及副反应风险，并建立相应的控制策略。以依赖 M6P

受体进行跨膜转运的 ERT 药物为例，目前，修饰工艺主要以

提高产品中 M6P 含量为目的，形式包括化学合成聚糖结合、

糖链体外去封端等。 

化学分子修饰工艺：该工艺通常先对产物蛋白进行氧化

等预处理，再将含有 M6P 的聚糖分子共价结合至其糖基化

侧链，以提高 M6P 含量及巨噬细胞摄取效率。预处理和结合

步骤是工艺开发的重点，建议系统优化相关工艺参数，如预



处理/结合的时间、温度、聚糖/蛋白摩尔比等，并结合质量研

究，逐步探索预处理可能对目标蛋白产生的不良影响（如影

响活性或稳定性的翻译后修饰等）与结合效率之间的平衡，

在深入理解工艺参数对关键质量属性影响的基础上合理拟

定参数范围。 

酶促介导糖链去封端工艺：重组蛋白的 N-糖基化修饰一

般呈现高度复杂性，糖链合成早期的甘露糖末端可能会在进

一步修饰过程中被半乳糖等单糖遮蔽，进而影响甘露糖末端

暴露的整体比例。可采用特异性糖苷酶剪切复合型糖链中的

单糖，在糖链末端暴露被遮蔽的 M6P，提高靶细胞对 ERT 药

物的摄取效率。建议根据 ERT 药物的单糖类型与含量合理选

择对应的特异性糖苷酶，工艺开发应围绕特异性糖苷酶的用

量、比例、共孵育 pH 和酶切时长等参数进行优化。建议采

用实验设计（DoE）研究，以上述关键工艺参数作为输入，

以重构效率、细胞摄取能力等关键质量属性作为输出，对工

艺参数的设计空间进行探索和表征。 

（四）制剂工艺 

处方开发方面，一般以处方的 pH 缓冲能力、降低蛋白

聚集及吸附、冻干过程赋型等为基础性能进行相应开发研究。

此外，还应将以上处方性能与产品的酶活性和关键功能修饰

（如有）相关联，考察在模拟储存和使用等过程中处方组成

对产品关键质量属性的维持作用，必要时可设置极端条件对



处方进行挑战，并根据研究结果持续进行辅料种类、含量的

优化。 

对于采用冻干剂型的 ERT 药物，其冻干工艺过程中样品

一般会在温度、水分含量、pH 值等方面经历显著的变化，存

在影响 ERT 药物的构象稳定性等潜在风险。申请人应深入理

解冻干参数与样品物理化学环境、工艺性能之间的相关性，

综合优化冻干工艺参数（包括预冻速率、升华温度、干燥速

率等），建立稳健的冻干工艺设计空间，确保产品在冻干过程

中保持酶空间构象稳定。工艺验证研究中应对冻干前后的样

品进行全面的质量对比。 

六、质量研究与质量控制 

（一）质量研究 

1. 特性鉴定 

1.1 结构确证和理化性质 

ERT药物结构确证和理化性质研究的技术要求与重组治

疗类生物制品的一般原则基本一致。结构确证研究应包括一

级结构、高级结构、翻译后修饰等。理化性质研究应包括外

观、pH、消光系数、蛋白质含量、等电点、产品/工艺相关杂

质等。 

酶分子的空间构象是其发挥催化活性的结构基础，也是

结构确证研究的核心内容。酶的高级结构决定其活性中心的

空间构型，而活性中心作为底物识别与催化反应发生的关键



结构域，其完整性与构象稳定性直接影响酶的生物学功能。

申请人应结合已知的结构功能关系、同源蛋白信息及相关文

献资料，或在具备条件时通过三维结构解析技术（如 X-射线

晶体学或冷冻电镜），明确 ERT 药物的活性中心区域、关键

氨基酸残基及其可能的翻译后修饰特征，阐明其与酶活性的

关联性。表征方面，应建立系统的分析策略，对酶的一级/高

级结构进行全面确证。一级结构可通过肽图分析及 LC-

MS/MS 等方法验证氨基酸序列的正确性及关键位点的完整

性；高级结构可采用圆二色谱（CD）、差示扫描量热法（DSC）、

荧光光谱等方法表征其二级、三级结构特征。通过上述研究，

申请人应证明目的产物在分子结构、关键功能位点及空间构

象方面的正确性与批间一致性，并为关键质量属性的确定及

工艺控制策略的建立提供科学依据。 

对于依赖特定结构修饰进行跨细胞膜转运的 ERT 药物，

其特定修饰的含量、分布将直接影响产品的受体结合活性、

细胞摄取效率等，也是产品结构异质性的主要来源，应予以

重点关注。以依赖 M6P 受体进行转运的 ERT 药物为例，建

议从单糖、寡糖、糖肽分析等多个维度对产品的 N-糖基化修

饰进行全面、正交的分析。单糖层面一般采用酸水解释放单

糖后的色谱或质谱（如 RP-HPLC 或 LC-MS）分析进行单糖

组成研究，对 M6P 及其他单糖含量进行整体水平的平均含

量检测。该层面的总 M6P 含量检测结果也包括了处于非末



端的 M6P，需要结合唾液酸等末端修饰含量以及寡糖层面的

数据，综合判断产品的末端 M6P 含量。在寡糖层面，M6P 在

不同类型糖链上的数量及分布差异可能对产品的安全有效

性产生影响，应对释放后的寡糖进行色谱/质谱（如 HILIC-

HPLC 或 LC-MS）分析以对产品的寡糖图谱进行表征，重点

关注含单磷酸、双磷酸（bis-M6P）等不同形式的寡糖链及含

量，以及末端 M6P 被其他单糖遮蔽的程度。对于含有多个 N-

糖基化位点的产品，其呈现为更加复杂的糖基化修饰和 M6P

分布。由于蛋白整体构象的影响，M6P 所在的糖基化位点的

位置将直接决定末端 M6P 在蛋白表面的暴露程度及空间分

布，因此建议将样品酶解后通过质谱分析等检测手段开展位

点特异性的寡糖分析。 

该类产品一般涉及长期、多次给药，且患者群体可能为

儿童，因此应特别关注不溶性微粒、可见异物的表征研究。

如在产品放行、储存或使用过程中发现产品中存在不溶性微

粒和/或可见异物，应采用多种正交分析方法对其进行定量/

定性分析，明确微粒或异物来源、产生原因和物质组成，并

结合给药剂量、患者易感性等因素进行安全性风险评估，必

要时可考虑于给药时进行在线过滤操作以控制相关风险。鼓

励申请人进一步开展小粒径（如 2~10μm）微粒表征研究。  

1.2 生物学活性 

酶活性是 ERT 药物最为关键的质量属性之一，应合理设



计酶反应体系以对其生物学活性进行研究。酶体外活性测定

中，底物的选择是分析方法建立的核心。目前常用的底物可

分为合成底物和天然底物两类。其中，合成底物由于其通用

性较强且通常自带荧光或显色基团，适用于产品的常规放行

检测；天然底物（如糖原）的选择取决于酶的种类，由于部

分 ERT 药物经体内修饰（如进入溶酶体酸性环境后经蛋白水

解和糖链修剪）后才可发挥对天然底物的最大酶活性，因此

建议进行活性表征研究即可。但对于化学修饰糖基化侧链的

ERT 药物，因修饰后的糖链相对更难被相关内源酶水解，应

开展采用天然底物的体外酶活性试验，以尽可能模拟该类产

品在体内真实环境下的催化行为。在方法学验证阶段，需重

点确认所用底物的适用性、灵敏度与定量范围，确保能够可

靠反映产品酶活性。酶活性试验通常以最大反应速率（Vmax）、

催化常数（Kcat）和米氏常数（Km）等动力学参数作为报告

结果。 

对于预期作用机制涉及跨细胞膜转运过程的 ERT 药物，

其生物学活性研究不应仅限于体外酶催化活性的评价，还应

结合其体内发挥作用的关键步骤，系统开展与作用机制相关

的功能表征研究。除酶活性测定外，建议围绕受体结合能力、

受体介导的内吞效率等关键环节，建立相应的体外或细胞模

型评价体系，以全面反映产品的生物学功能特性。以依赖

M6P 受体进行转运的 ERT 药物为例，其生物学活性研究可



有以下考量： 

受体亲和力 /结合活性：建议采用酶联免疫吸附法

（ELISA）、表面等离子共振（SPR）、生物膜干涉技术（Biacore）

等分析方法正交表征 ERT 药物与 M6P 受体的结合活性及亲

和力。M6P 受体蛋白分为阳离子依赖型（cation-dependent 

M6P receptor , CD-MPR）和非阳离子依赖型（ cation-

independent M6P receptor , CI-MPR）两种亚型，选择合适的

受体类型是确保分析方法准确反映产品对于 M6P 受体亲和

力的关键前提。CI-MPR 更多地分布于细胞膜表面，更直接

参与胞外配体的识别与内化，因此一般建议优先采用 CI-

MPR 进行亲和力分析。CI-MPR 分子量较大，且作为跨膜蛋

白具有一定疏水性，其全长表达与纯化难度较高，因此可以

考虑在尽可能保持 M6P 受体结合构象的基础上，仅对关键

结构域（如 D3/5/9/15）进行表达纯化，平衡受体表达纯化的

可行性与重组受体产物的可溶性/结合活性。 

 靶细胞摄取：靶细胞摄取实验是评估 ERT 药物被靶细

胞内吞能力的关键环节。靶细胞应选择膜表面表达 ERT 药物

靶向受体的细胞，如巨噬细胞等。将待测样品与靶细胞进行

共孵育，试验设计中应考虑到不同时间点和不同酶浓度，以

准确评估靶细胞对 ERT 药物的摄取效率和浓度依赖性。孵育

结束后清洗并裂解靶细胞，测定裂解物的酶活性，根据总蛋

白含量对活性进行标准化，摄取值报告为比活性，即活性/蛋



白含量。由于靶细胞中可能存在一定的内源酶干扰，建议选

择高特异性的底物进行活性测定，或适当采用相关内源酶抑

制剂。此外，也可对待测样品进行荧光标记或放射性标记，

通过直接测定其在靶细胞中的丰度及分布，以定量/半定量反

映靶细胞对 ERT 药物的摄取能力。为进一步验证摄取过程是

否依赖于特定受体及内吞机制，可设置受体阻断剂或内吞抑

制剂作为对照组，以明确摄取的机制依赖性。 

2. 杂质研究 

产品相关杂质：与酶空间构象及功能完整性相关的产品

相关杂质是质量研究的重点。由于酶分子的高级结构直接决

定其活性中心构型及催化功能，任何可能影响蛋白折叠状态

或关键功能区域稳定性的修饰或变异，均可能导致酶活性降

低或丧失。因此，应重点关注与构象稳定性相关的翻译后修

饰（如氧化、脱酰胺、异构化等）、分子大小异构体（如聚集

体或片段）、序列变异体等。申请人应对相关杂质峰进行分离

与结构鉴定，并在必要时开展生物学活性研究，以阐明其对

产品作用机制关键环节的影响，建立相应的监测与控制策略。 

工艺相关杂质：根据 ERT 药物工艺特点，其工艺相关杂

质通常包括：细胞培养工艺添加物（如胰岛素样生长因子、

甘露糖苷酶抑制剂）、生产用原材料引入杂质（如宿主细胞

DNA/蛋白、层析填料残留）、下游阶段可能使用到的合成聚

糖（包括聚糖残留、降解产物残留、氧化反应副产物等）、糖



苷酶等，以及微生物安全性相关杂质。应参考中国药典和 ICH 

Q3D 等相关技术指南，或依据特定杂质的毒理学安全阈值，

结合投料量、实际残留量及整体工艺对特定杂质的清除能力

等，综合评估杂质残留的安全性风险并制定科学合理的控制

策略。 

（二）质量控制 

 ERT 药物的质量控制应在遵循重组蛋白类药物一般原

则的基础上，结合产品自身结构特征、生产工艺特点、质量

研究数据，综合拟定质量标准所含项目及其限度范围。原液

和制剂的质量标准中一般包括鉴别、一般检查（如外观、渗

透压摩尔浓度、蛋白质含量、pH 值、不溶性微粒、可见异物

等）、纯度、电荷异质性、糖基化修饰（如涉及）、生物学活

性（如受体亲和力/结合活性、细胞摄取、体外酶活性）、产品

相关杂质（如氧化/脱酰胺、二硫键错配、C 末端缺失等）、工

艺相关杂质（HCD、HCP、工艺添加物）、关键辅料含量、安

全性检查（细菌内毒素、无菌、微生物限度）。各检测项目的

接受标准应基于产品特性、工艺稳定性和临床安全性及有效

性数据综合拟定，以确保持续生产出符合预期质量标准的产

品。 

七、稳定性研究 

ERT 药物的稳定性研究应遵循 ICH Q1 等指导原则的要

求，合理开展长期、加速及必要的强制降解研究。重点关注



酶活性等关键质量属性在拟定储存条件下的潜在变化，为效

期和质量标准的拟定提供依据。 

 对于作用机制涉及受体介导跨细胞膜转运的 ERT 产品，

除常规质量属性外，还应重点关注与细胞摄取效率相关的功

能性结构修饰（如 M6P 等）的稳定性。该类修饰可能在特定

条件下发生降解，从而影响受体结合能力及生物学活性。因

此，应在稳定性研究各考察条件下，对关键功能性修饰的含

量及分布、受体结合能力和细胞摄取效率进行监测。对于液

体制剂，还应关注效期内特定宿主细胞蛋白残留（如磷酸酶

等）对关键修饰稳定性的潜在影响，必要时结合风险评估结

果优化纯化工艺和/或收紧特定杂质的质量控制限度。 

产品使用过程中的复溶（如有）、稀释、储存等环节，可

能涉及 pH 波动、光照、室温条件、机械应力等多种敏感条

件，进而影响 ERT 药物的结构和酶活性。因此，使用过程中

稳定性研究应充分模拟配伍和给药时的最差条件，全面考察

产品的关键质量属性。如涉及在线过滤，应考察其对不溶性

微粒和可见异物的过滤性能，并确保过滤前后蛋白含量及酶

活性等无显著变化。 
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