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一、概述 1 

肝素（heparin）是从哺乳动物组织中提取的一种高度硫酸化的糖胺聚糖。通过2 

与抗凝血酶（antithrombin, AT）结合来增强其对凝血系统中几种丝氨酸蛋白酶的3 

抑制作用，从而达到抗凝血的作用。低分子量肝素（low-molecular-weight heparin, 4 

LMWH）是以肝素为原料，通过不同的解聚法得到的系列产品。LMWH 具有与肝5 

素相同的母体结构，但在多糖链的还原末端和非还原末端呈现不同的化学结构。6 

与肝素相比，LMWH 具有较低的相对分子质量和良好的临床特性，包括更长的半7 

衰期，更可预测的抗凝血作用和更低的不良反应发生率，如肝素诱导的血小板减8 

少症（heparin-induced thrombocytopenia,HIT）。目前国内已上市的 LMWH 产品9 

主要包括达肝素钠（dalteparin sodium）、依诺肝素钠（enoxaparin sodium）、那屈10 

肝素钙（nadroparin calcium）等，其它在国外上市的产品有帕肝素钠（parnaparin 11 

sodium）、汀肝素钠（tinzaparin sodium，又名汀扎肝素钠或亭扎肝素钠）、贝米12 

肝素钠（bemiparin sodium）、舍托肝素钠（certoparin sodium）、瑞肝素钠13 

（reviparin sodium ）和阿地肝素钠（ardeparin sodium）等。 14 

肝素以及 LMWH 类产品为动物来源的多组分生化药，属于低聚糖混合物，结15 

构复杂且组成不固定。就目前的技术手段而言，尚无法完全表征其精细结构；就16 

同类品种而言，临床检测指标在识别产品结构差异方面不敏感。因此生产全过程17 

的质量控制是保证本类产品物质基础一致性，进而保证产品质量和疗效一致性的18 

基础。 19 

LMWH 制剂的持有人应建立涵盖从猪小肠黏膜（及其来源生猪）到中间体粗20 

品肝素、肝素钠/钙原料药、LMWH 原料药、直至 LMWH 制剂产品全产业链的21 

质量管理体系，依据质量风险管理的原则，结合品种特点，明确从原材料采集至22 

成品放行各阶段的质量管理责任，并在产品的研发、申报，以及上市后的全生命23 

周期中持续进行监控和提高，确保产品安全、有效、质量可控。 24 

本指导原则适用于采用猪小肠黏膜制备的 LMWH 原料药及其制剂仿制药，旨25 

在已有相关法规和指导原则的基础上，基于 LMWH 多组分生化药的特殊性，为26 

其仿制药的研发与评价提供技术指导；适用于该类产品上市申请阶段的药学研究27 

和已上市产品的一致性评价.已批准仿制药的上市后变更可参照本指导原则基本28 

思路开展研究。 29 

本技术要求的起草是基于对该问题的当前认知，随着药物分析手段的不断提30 
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升以及相关法规和技术标准的不断完善，将对本指导原则进行适时修订。 31 

二、生产用物料 32 

（一）猪小肠黏膜 33 

肝素类产品应以猪小肠黏膜为起始原料，即应从产业链初始端（屠宰场）进34 

行管控，应把粗品肝素生产纳入GMP 管理范围内，为 LMWH 产品建立从动物35 

源头到制剂终产品的全产业链管理。 36 

总体而言，猪小肠均应来自于经动物卫生监督机构检疫、检验合格的，符合人37 

类食用标准的健康生猪。生猪屠宰场应具备企业营业执照、定点屠宰证、动物检38 

疫合格证书等合法资质；应设定相关管理措施，避免其它动物交叉污染。猪小肠39 

黏膜应取自新鲜或冷链储运、保藏完好无变质的猪小肠。企业可以自行采集猪小40 

肠进行加工，或是以合同协议方式采购一家或多家供应商的猪小肠进行加工。无41 

论采取哪种方式，上市许可持有人均应制定包括生猪屠宰场在内的供应商筛选与42 

准入标准、供应商清单及定期审计管理计划，确保供应商的正规、合法。猪小肠43 

内控标准可参考《粗品肝素生产质量管理指南》团体标准 T/CBPIA 0001-2022 要44 

求，并应参照中国药典 2020 版 3 部《生物制品病毒安全性控制》中动物体液 /组45 

织来源制品项下要求和管理，重点考虑动物病毒，特别是人畜共患病毒的风险控46 

制。猪小肠可能被污染的外源因子包括：猪细小病毒、伪狂犬病毒、猪戊型肝炎47 

病毒、乙型脑炎病毒、猪链球菌、口蹄疫病毒、脑心肌炎病毒、猪瘟病毒（含古典48 

猪瘟病毒）等，检测应采用经批准的核酸检测试剂盒检定，结果应为阴性。 49 

（二）其他物料 50 

除猪小肠黏膜外，生产中所用的其它物料包括肠衣盐、蛋白酶、氢氧化51 

钠、盐酸、乙醇、树脂等；用于特定 LMWH 生产的物料，如达肝素钠、那屈52 

肝素钙生产中使用的亚硝酸钠、依诺肝素钠生产过程中使用的苄索氯铵和氯化53 

苄等。 54 

应根据生产工艺的需求拟定相应的物料质量标准，如生产过程中用到离子55 

交换树脂，应明确所用离子交换树脂的来源、型号，树脂的活化方式和重复使56 

用次数的限度，说明冲洗过程中树脂上脱落基团的研究和控制情况。如生产过57 

程中涉及过滤步骤，应提供过滤系统详细信息，分析过滤系统与产品的相容性58 

情况，并进行相关研究。 59 
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三、生产工艺 60 

（一）肝素原料药 61 

1  起始物料的选择 62 

肝素原料药应以猪小肠黏膜作为起始物料。 63 

2  生产工艺开发 64 

肝素的生产工艺是从猪小肠黏膜中提取肝素，并将与之共存的蛋白质、核酸、65 

脂质、硫酸皮肤素、硫酸软骨素等可能引起免疫原性的杂质去除的过程。肝素的66 

生产可分为两个阶段：猪小肠黏膜至粗品肝素的生产阶段、粗品肝素至肝素原料67 

药生产阶段。 68 

2.1  猪小肠黏膜至粗品肝素生产阶段： 69 

该阶段应对猪小肠黏膜来源及质量进行严格控制，加强自猪小肠黏膜至肝70 

素粗品的生产管理及过程控制，从源头控制避免其它物种肠黏膜掺入。对粗品71 

肝素制备工艺进行研究，确定粗品肝素关键质量属性、关键工艺步骤及关键工72 

艺参数。 73 

2.2  粗品肝素至肝素原料药生产阶段： 74 

该阶段进一步对粗品肝素中存在的蛋白质、核酸、脂质、硫酸皮肤素、硫酸75 

软骨素等杂质进行去除。应对生产过程中所用物料、试剂、设备、环境等工艺条76 

件可能引入的杂质进行分析评估，将可能引入或者工艺产生的杂质逐一列出，结77 

合工艺原理，对的杂质残留进行研究与检测，评估各工艺阶段对杂质的去除能力，78 

必要时增加特定的杂质去除工艺步骤。并根据上述研究结果，确定各杂质的控制79 

策略。 80 

肝素生产工艺中至少应包含从机制上可以互补的两种有效病毒去除 /灭活工81 

艺步骤，并分别进行病毒去除/灭活效果验证。病毒灭活研究选则的指示病毒应82 

具有代表性，应选择物料可能污染的病毒和/或者去除灭活/工艺具有针对性的病83 

毒。具体可参照 ICH Q5A 相关规定进行。 84 

3  关键工艺参数和过程控制 85 

对于肝素产品而言，去除/灭活病毒的生产工艺尤为重要，涉及去除/灭活病86 

毒的生产工艺参数应列为关键生产工艺参数。 87 

对于粗品肝素，应采用经验证的检测方法进行中间体控制，主要项目应包括88 

动物来源确认、生物活性、多硫酸软骨素等杂质控制，具体可参考《粗品肝素生89 
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产质量管理指南》团体标准 T/CBPIA 0001-2022 要求。 90 

（二）LWMH 原料药 91 

1 起始物料的选择 92 

LMWH 原料药可选择猪小肠黏膜或已上市肝素原料药为起始物料。用于生产93 

LMWH 所用的肝素原料药质量应符合现行版《中国药典》要求，应明确其来源为94 

猪小肠黏膜，符合外源因子、病毒灭活、检验检疫等要求；对可能影响解聚顺序95 

的硫酸软骨素、乙酰肝素或硫酸皮肤素等高分子杂质，应结合对参比制剂的分析96 

研究以及自制品工艺去除能力，制定控制限度标准。。 97 

2 生产工艺开发 98 

LMWH的生产是有控制的将肝素进行解聚，使其分子量达到目标范围的过程；99 

常用的解聚模式包括β-消除降解法、亚硝酸降解法、过氧化氢降解法、酶降解法100 

等。由不同方法制备的 LMWH，其糖链组成及末端结构不同。LMWH 应采用与101 

参比制剂对应原料药相同的解聚模式，工艺步骤和工艺参数选择应有充分的文献102 

依据和实验依据，应保证工艺过程的重现性和产品质量的批间一致性。  103 

3 关键工艺参数和过程控制 104 

应重点关注关键工序（如解聚、氧化等）及反应条件（如解聚温度、pH、时间105 

等），依据工艺开发和多批次原料药生产阶段的工艺监控信息，拟订合理的过程106 

控制项目及可接受标准。 107 

如采用亚硝酸降解法，应关注亚硝酸盐及 N-NO 杂质的残留，必要时增加N-108 

NO 去除工艺（如辐照）。如采用β-消除降解法，应关注苄索氯铵及氯化苄的残109 

留，拟定合理的控制限度。 110 

（三）LMWH 制剂 111 

1  生产工艺开发 112 

LMWH 仿制制剂的剂型、处方及处方组成应与参比制剂一致，包括处方中的113 

渗透压调节剂及酸碱调节剂的种类及用量，也建议与参比制剂保持一致。 114 

需参照《化学药品注射剂仿制药质量和疗效一致性评价技术要求》及 NMPA115 

发布的相关指导原则，对 LMWH 仿制药生产工艺开展研究。  116 

2  关键工艺参数和过程控制 117 

关键工艺参数控制范围应有详尽的工艺研究与验证数据作为支持。应对制剂118 

产品是否需充氮保护进行充分论证。 119 
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过程控制选择的检测指标应结合工艺步骤具有针对性，检测方法应经过适宜120 

的方法学验证。 121 

四、质量一致性研究与评价 122 

（一）质量一致性研究 123 

LMWH 类产品是多组分混合物，其组成比例不固定。即使是参比制剂，其批124 

间差异也是存在的。所以仿制药与参比制剂的质量对比类似于两个数据集之间的125 

比较，所谓一致是统计学概念上的一致。 126 

由于质量研究中各项目与药品疗效之间的相关性尚未完全得到确认，基于目127 

前方法的检测能力，最大限度的保持与参比制剂的一致性是通常认可的方式。 128 

单一的检测项目通常仅能够反映多组分混合物少量的质量信息，无法确定整129 

体的一致性。通常可接受的方式是对仿制药与参比制剂进行多种手段、多个维度、130 

多个结构部位的平行对比研究，利用相互佐证的方法来确证二者的一致性。 131 

目前，进行仿制药与参比制剂质量一致性的评价，一般从肝素原料和降解模132 

式、理化性质、结构和组成、体外生物学活性、免疫原性等方面进行综合评估。 133 

1、肝素原料和解聚模式的一致性研究 134 

仿制药的肝素原料（如来源、质量控制等）和降解模式应与参比制剂一致，135 

具体要求详见“三、生产工艺 （一）肝素原料药和（二）LWMH 原料药”。 136 

2、理化性质的一致性研究 137 

2.1 常规理化指标 138 

常规理化指标通常包括分子量和分子量分布、pH 值、氮含量、硫酸根与羧139 

酸根离子摩尔比、紫外最大吸收和比吸收系数（依诺肝素钠）、钠含量、钙含量140 

（那屈肝素钙）等，仿制药应与参比制剂一致。 141 

2.2 杂质 142 

杂质通常包括脂质、核酸、蛋白、游离硫酸盐、苯甲醇残留（依诺肝素钠）、143 

亚硝酸盐残留和 N-NO 基团（那屈肝素钙、达肝素钠）等，仿制药的杂质水平应144 

不高于参比制剂。 145 

3、结构与组成一致性研究 146 

结构与组成方面可进行包括（但不限于）单糖组成、二糖结构单元、寡糖片段147 

分布、寡糖序列、特征末端结构等的对比研究。该部分研究结果可与理化性质和148 

生物活性效价的考察相互印证，结构与组成方面的研究通常不需要全部定入质量149 
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标准，但应选择部分具有代表性的项目，在生产过程中进行持续的积累，以便于150 

产品生命周期中的回顾性研究。 151 

3.1 单糖组成的对比 152 

肝素是由糖醛酸和葡糖胺组成的多糖混合物，不同种属来源的肝素在单糖种153 

类及比例上有所差异。 154 

单糖组成的测定可以采用全降解的方法，将 LWMH 采用强酸( 如三氟醋酸等) 155 

在高温条件下进行水解，使糖苷键完全断裂，然后采用柱前衍生化的HPLC 方法156 

对所得到的单糖进行分析，可以对低分子量肝素产品中葡糖胺和糖醛酸的比例进157 

行分析。 158 

但是，传统的强酸降解方法可能会使得低分子肝素在糖苷键断裂的同时造成159 

糖环的破坏和各种取代基的脱落。而核磁共振（NMR）技术的发展，可使 LWMH160 

在不水解的情况下，就能够甄别其中各单糖的信号峰，并通过峰面积的积分对各161 

种单糖进行定量分析。 162 

根据核磁共振一维谱图(1H- NMR 和 13 C- NMR)和核磁共振二维谱图(异核单163 

量子相关谱 HSQC)可以对 LWMH 的单糖组成以及 N-乙酰基、N-硫酸基和 O-硫164 

酸基的位置进行确定。不同取代单糖在核磁共振图谱中的信号峰位置不同。例如:165 

氮磺酸化的葡糖胺(ANS)的 H2 信号、艾杜糖醛酸(I)的 H1 信号、C6 位磺酸化的葡166 

糖胺(A6S)的 C6 信号皆在核磁图谱的不同位置有特征信号峰。对不同的碳、氢信167 

号峰进行积分，可以得到不同取代模式单糖的比例。如：不同取代模式的葡萄糖168 

胺(N-磺酸化葡萄糖胺、N-乙酰化葡萄糖胺、C6-磺酸化的葡萄糖胺等) 所占的比例；169 

不同取代模式的糖醛酸(艾杜糖醛酸、C2-磺酸化的艾杜糖醛酸、葡萄糖醛酸、C2-170 

磺酸化的不饱和糖醛酸、不饱和糖醛酸)所占的比例。 171 

3.2 二糖结构单元的对比 172 

二糖结构单元的测定对于 LMWH 产品的结构确证非常重要。肝素是由糖173 

醛酸和葡萄糖胺组成的双糖单位重复连接构成的大分子糖链。由于糖醛酸和葡174 

萄糖胺上的某些位置上(糖的 2 位、3 位、6 位)可以有不同的取代基(乙酰化、175 

硫酸化)，因而组成肝素钠糖链上的每一个单糖就有多种可能。这样就造成了肝176 

素双糖单元的多样化。最常见的二糖单元有 8 种。目前，这些双糖标准品均已177 

商品化，可以作为定性用对照品。 178 
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双糖组成的测定一般利用混合肝素酶（肝素酶Ⅰ、肝素酶Ⅱ、肝素酶Ⅲ），179 

对 LMWH 进行彻底酶解，得到双糖结构单元，然后可以对这些双糖结构单元180 

进行组成分析。可以选取不同分离原理的色谱方法（如强阴离子交换色谱、亲181 

水相互作用色谱、反向离子对色谱等）进行液相色谱或色谱串联质谱，对二糖182 

结构单元进行定性和定量分析，对比评估仿制药与参比制剂的一致性。 183 

3.3 寡糖片段分布的对比 184 

通过单一酶（如肝素酶 I）的选择特异性，将低分子量肝素部分酶解，获得糖185 

片段后，用不同分离原理的方法（如强阴离子交换色谱、亲水相互作用色谱等）186 

进行液相色谱或色谱串联质谱研究。可对重复低聚糖序列片段的指纹图谱进行定187 

性和相对定量分析，并对比评估仿制药与参比制剂的一致性。 188 

3.4 寡糖序列的对比 189 

利用不同分离原理的方法（如分子排阻色谱、亲水相互作用色谱等）对190 

LMWH 中寡糖进行分离。然后使用高分辨率的分析技术检测，并对比评估仿制191 

药与参比制剂的一致性。 192 

因为较短的寡糖对工艺条件的变化较为敏感，故在本部分的评价中，重点193 

是较短的寡糖，不需要对 LMWH 原料药中的所有寡糖进行测序。 194 

3.5 特征末端结构 195 

 单糖组成研究部分已涵盖了末端结构确定的内容。除使用紫外吸收光谱、红196 

外光谱、核磁共振对特征官能团（羧酸、4-烯醇式吡喃糖醛酸、异头碳）进行197 

定性验证外，可在二糖谱分析过程中，对含有特征末端结构的二糖进行定性和198 

定量。例如，1，6-酐环状结构是依诺肝素钠的还原端特征结构，可参考二糖谱199 

分析方法，将采用肝素酶进行彻底酶解为二糖，对含有 1，6 酐环状结构的组200 

分(1，6-anhydro-△IS-IS、1，6-anhydro-△IS、1，6-anhydro-△IIS)进行定性和定201 

量。同理达肝素钠和那屈肝素钙的还原末端的结构（6-O-硫酸-2，5 -脱水-D-甘202 

露醇）亦可在二糖谱分析时进行确证。 203 

4 、生物学和生化活性对比研究 204 

对仿制药和参比制剂进行的生物学活性和生化活性的对比研究一般包括（但205 

不限于）aPTT、HEPTEST；抗 FIIa 活性、抗 FXa 活性、抗 FXa/抗 FIIa 活性比等，206 

仿制药应与参比制剂一致。 207 
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5、免疫原性研究 208 

LMWH 类产品存在免疫原性风险，应参考《低分子量肝素类仿制药免疫原209 

性基本技术要求（试行）》、《药物免疫原性研究技术指导原则》进行研究，仿制210 

药的免疫原性风险应不高于参比制剂。 211 

6、检测项目的可接受标准 212 

对于已有可参考标准的项目，如分子量和分子量分布、末端结构含量等，213 

仿制品检测结果应满足标准要求。 214 

对于尚无可参考标准的项目，应结合项目与临床安全有效性的关联程度、215 

在评估结构一致性的方面的重要程度、检测方法的准确性及可重现性、以及多216 

批次参比制剂的实际结果等进综合评估，选择适宜的统计分析方法、制定合理217 

的可接受标准，并评价仿制药与参比制剂是否存在显著差异。 218 

可采用统计方法包括：t-检验、主成分分析或偏最小二乘判别多元分析、219 

Kappa 一致性检验等。也可以采用其他评估方法（如质量范围方法）来评估220 

LMWH 仿制药与参比制剂的差异。通常情况下，用于定量评估的质量范围定义221 

为（μR-XσR,μR+XσR），其中 μR 为检测样本的平均值，σR 为标准偏差，系数222 

X 的设定应根据质量属性的风险等级进行科学论证，仿制药足够批次（如 90%223 

以上）的检测结果落在参比制剂质量范围内，则认为该研究项目仿制药与参比224 

制剂无显著差异。 225 

7、试验样品的要求 226 

仿制药与参比制剂批次和批次量的选择，以保证所获数据结果的代表性和统227 

计学意义为原则。如制剂样品应具有足够的批次数量，以体现仿制药和参比制剂228 

的批间差异性；制剂样品应处于不同效期阶段，以反映稳定性期间样品质量属性；229 

应选取不同批次肝素原料药、低分子肝素原料药制备的制剂，以体现物料质量、230 

生产工艺对样品质量属性的影响。 231 

8、分析方法的要求 232 

LMWH 类产品为组成和比例均未完全确证的混合物，仿制药与参比制剂质量233 

一致性研究具有复杂性、不确定性，故所选择的分析方法应具有足够的灵敏度和234 

适用性，能够识别仿制药与参比制剂的分子结构或杂质谱等质量的微小差异。要235 

求对分析方法的适用性进行评估，并进行充分的方法验证。此外，建议增加阳性/236 

阴性样品的制备和研究。这对于部分可能影响结构的生产工艺参数的考察确认、237 
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分析方法的开发和验证的辨识度，以及质量标准的指标限度制定合理性及科学性238 

均较为重要。 239 

 240 

（二）质量标准 241 

在 LMWH 类仿制药和参比制剂全面质量一致性研究的基础上，参照国内外242 

药典标准、参比制剂文献资料，结合仿制药的生产工艺、产品特性等拟定质量标243 

准。 244 

1、原料药的质量标准 245 

原料药的质量标准中通常包括，但不限于以下项目： 246 

性状：通常包括外观、引湿性、溶解度。 247 

鉴别：除化学鉴别、紫外-可见分光光度法、钠盐（或钙盐）鉴别试验外，还248 

应参照生物检定统计法（中国药典 2020 年版四部通则 1431）进行了抗 Xa 因子249 

效价/抗 IIa 因子效价的鉴定。 250 

检查：应包括主要的理化性质如酸碱度（pH 值）、溶液的澄清度与颜色、251 

分子量与分子量分布、硫酸根与羧酸根摩尔比、钠或钙离子含量、氮含量、铵盐252 

及有关物质如硫酸皮肤素和硫酸软骨素、游离硫酸盐等。同时，还应进行脂质、253 

核酸、蛋白残留的研究，并结合原料药的合成工艺进行苯甲醇、亚硝酸盐、N-NO254 

基团、过氧化氢、氯化苄的研究，根据研究结果酌情订入质量标准。具有警示结255 

构的杂质如过氧化氢、氯化苄的研究和控制策略应符合 ICHM7 的要求。 256 

效价测定：采用生物检定统计法（中国药典 2020 年版四部通则 1431）进行257 

抗 Xa 因子效价、抗Ⅱa 因子效价测定，根据多批仿制药检测结果拟定合理的限258 

度，原则上不低于药典标准。 259 

2、制剂的质量标准 260 

LMWH 类仿制药为注射剂，拟定质量标准时需在原料药关键质量属性基础261 

上增加注射剂的一般质量属性要求如无菌、细菌内毒素等，具体项目参照（中国262 

药典 2020 年版四部通则 0102 注射剂）拟定。考虑到肝素原料为生物来源，为263 

保证注射剂的安全性，需参照（中国药典 2020 年版四部通则 9301 注射剂安全性264 

检查法应用指导原则）进行安全性检查如异常毒性、过敏反应、降压物质等，仿265 

制药的安全性检查符合要求，评估后酌情订入质量标准。 266 
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五、包装和稳定性研究 267 

 仿制药包装形式建议与参比制剂保持一致，否则应提供充分的合理性依据。 268 

应参照《中国药典》2020 年版四部通则 9001 原料药物与制剂稳定性试验指导原269 

则，以及《化学药物（原料药和制剂）稳定性研究技术指导原则（修订）》规范270 

开展原料药及制剂的稳定性研究，确保仿制药稳定性不低于参比制剂。 271 

 272 
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