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一、前言 

化学合成寡核苷酸（ Oligonucleotide）药物是指通过化学

合成方法制备的具有特定序列和功能的短链核酸药物，通常

由十几个至几十个或更长的核苷酸 nt）构成，制备工艺包

括固相合成、液相合成以及酶催化片段连接合成等。这类药

物通常通过化学修饰技术（ 如磷酸骨架修饰、核糖修饰、碱

基修饰及与功能性分子偶联等）和/或递送系统（ 如脂质纳米

粒等）提高其体内稳定性或靶向性。 

寡核苷酸药物为近年来备受关注的研发领域，ICH等国

际通用技术指南并未完全将其纳入适用范围。为推动寡核苷

酸药物行业的发展，助力该类药物的开发与评价，特制定本

指导原则。 

本 指 导 原 则 适 用 于 反 义 寡 核 苷 酸  Antisense 

oligonucleotide，ASO），小干扰 RNA（ small interfering RNA，

siRNA）、核酸适配体 Aptamer）等化学合成寡核苷酸创新

药物的上市申请，不包括 mRNA等生物合成的核酸药物、抗

体偶联核酸药物等。对于寡核苷酸药物的临床试验申请及仿

制药申请，可参考本指导原则相关内容。 

本指导原则仅代表药品监管部门当前的观点和认知，随

着科学理论的发展、技术经验的积累以及相关法规的完善，

本指导原则的相关内容将不断修订与更新。 

二、总体考虑 
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寡核苷酸药物的研发应遵循常规小分子化学药物开发

的基本原则，重点结合该类产品的结构和工艺特点，进行针

对性的研究和控制。可参考 ICH Q8、Q9、Q10、Q11等指导

原则，运用质量风险管理理念，科学利用风险评估工具，从

产品设计、生产工艺到质量控制等多维度进行风险识别和评

估，制定与产品相适应的整体风险控制策略，并在整个产品

生命周期中持续进行药学方面的评估和研究，基于科学和数

据不断完善生命周期管理。 

相比于小分子化学药物，寡核苷酸药物结构复杂、杂质

种类多且结构与终产品类似、精制纯化以及分析手段有限，

因此仅通过终产品的质量标准难以完全控制产品质量。建议

对合成的起始原料（ 如核苷亚磷酰胺等）和中间产品（ 如单

链寡核苷酸等）开展充分研究和控制，并根据后续工艺参数

控制、杂质清除转化研究以及终产品质量控制，建立整体的

质量控制策略。 

寡核苷酸药物类型众多，其结构特点有所不同。应针对

不同类型产品制定针对性的研发策略，如对于采用功能性化

学修饰的寡核苷酸类产品应重点对偶联物、偶联位点等进行

研究和控制；对于采用载体递送系统的寡核苷酸药物，则应

对递送系统（ 载体）选择、递送效率、微观形态表征及其他

制剂关键质量属性等方面进行全面研究，制定合理的控制策

略。 
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基于寡核苷酸基本组成单元的结构相似性和生产工艺

 如固相合成）的平台技术成熟性，寡核苷酸药物的生产、

质量控制及稳定性方面的先验知识和平台经验对该类产品

的开发具有一定的借鉴意义，因此可用于产品的风险评估、

不同临床阶段药学控制以及可比性研究等。 

寡核苷酸类产品质量可能受原料药起始原料、生产工艺、

生产设备、批量、制剂处方工艺等影响，开展关键临床试验

后，建议尽量避免不必要的药学重大变更，建议商业化生产

拟定的原料药生产工艺、制剂处方工艺等与代表性批次（ 如

关键临床试验批）尽量保持一致。 

考虑到寡核苷酸药物开发难度相对较大，并且新技术、

新方法的应用带来新的挑战，鼓励注册申请人针对化学合成

寡核苷酸药物开发中的重要技术问题尽早与药品监管部门

进行沟通和交流。 

三、原料药 

（一）物料控制 

1.（起始原料 

应参考 ICH Q11及其相关问答合理指定起始原料，并全

面论述选择合理性。常见的起始原料包括核苷亚磷酰胺（ 含

预加载核苷酸的固相载体）和非核苷酸部分。应尽量避免使

用人或动物源的物料作为起始原料，如必须使用时，应说明

传染性海绵状脑病 TSE/BSE）的安全性。 
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1.1 核苷亚磷酰胺 

根据寡核苷酸药物的基本组成单元，通常选择受保护的

核苷亚磷酰胺作为起始原料。应与供应商接洽，充分了解起

始原料的生产工艺和相关控制信息，开展起始原料的杂质研

究，结合各类杂质在后续化学反应中的传递、转化和清除情

况，评估杂质对终产品质量的影响，制定合理的控制策略。

起始原料质量控制项目通常包括：性状、鉴别、含量、杂质、

纯度、水分和残留溶剂等。起始原料中部分杂质（ 如可参与

寡核苷酸链反应循环的杂质）通常会在最终的原料药中持续

存在，且下游处理和纯化步骤通常无法完全去除，因此应对

此类杂质重点关注并在起始原料的质量标准中进行充分控

制。 

预加载一个核苷酸的固相载体可作为一个整体被指定

为起始原料，应结合负载前游离核苷酸、固相载体的质控信

息，建立合理的质控策略。 

1.2 非核苷酸起始原料 

用于寡核苷酸的偶联或衍生的非核苷酸部分，如 N-乙酰

半乳糖胺（ GalNAc），聚乙二醇（ PEG）、脂肪酸等，如证明

合理亦可以作为起始原料，应关注其质量对终产品关键质量

属性的影响，制定合理的质量控制策略。常见质量控制项目

包括性状、鉴别、水分、残留溶剂、含量、杂质和纯度等，

建议对可参与后续反应的杂质进行风险评估和研究，制定相
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应的杂质限度。 

需要特别说明的是部分创新的非核苷酸起始原料（ 如新

型 GalNAc 产品）并非市售化学品，一般具有结构复杂、合

成步骤多、质控难度大等特点，其引入的杂质与核苷酸偶联

的风险较高，因此不宜作为起始原料进行控制，建议进一步

考虑前延生产工艺。 

2. 其他物料 

寡核苷酸生产所使用的其他物料，包括固相载体、溶剂

和色谱填料等，应根据其在生产过程中的作用及对终产品质

量的影响，制定合理的质量控制策略。对物料中可参与或影

响寡核苷酸合成反应的其他物质或成份，应重点研究并合理

控制，如偶联步骤中使用物料的残留水分。 

固相载体（ 非预负载载体）是固相合成的关键物料，常

用的载体包括可控孔径玻璃 CPG）和聚苯乙烯树脂。载体

的质量控制指标主要包括性状、鉴别、粒径和负载量等。对

于 CPG，需检查孔径；对于聚苯乙烯树脂，需关注孔径、膨

胀体积等。 

（二）生产工艺 

1. 合成工艺 

1.1 固相合成工艺 

寡核苷酸通常采用固相合成工艺制备，通过自动合成仪

在功能化固相载体上进行，典型工艺过程为以固相载体上相
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应基团（ 羟基或预连接第一个核苷酸的羟基）为起始，以脱

保护、偶联、氧化/硫代、封端 如适用）等 3～4 个步骤为

一个循环，经多次循环，将核苷亚磷酰胺单体沿 3’至 5’方向

逐一连接成寡核苷酸链，通过脱保护反应（ 如氨解反应）将

寡核苷酸链与固相载体裂解并脱除保护基团，然后进一步纯

化得到单链寡核苷酸。应对单个循环的每个步骤进行详细描

述，包括起始原料、试剂、溶剂、反应时间、温度、当量和

浓度等。 

对于双链寡核苷酸还涉及两条单链寡核苷酸退火步骤，

应对退火条件进行详细描述（ 例如缓冲液组成、时间、温度

等）。对于制备偶联或衍生修饰的寡核苷酸（ 如 GalNAc修饰

产品），偶联的分子可以在固相合成前、固相合成完成后、纯

化后引入，应研究确定偶联步骤的详细工艺（ 例如温度、时

间、偶联试剂用量等）。 

合成寡核苷酸通常使用色谱等技术进行纯化，应明确组

分收集、组分合并策略，建立纯化步骤中过程控制标准；如

涉及副馏分的纯化，需制定相应的纯化策略，至少包括纳入

组分的要求、纯化条件及组分合并的要求等。根据 GMP 相

关要求，特别注意应采取适当措施防止交叉污染；色谱柱性

能（ 如有效塔板数、分离度、堵塞情况等）需符合要求，建

议在重复使用前进行必要的性能控制。 

如果存在任何浓缩步骤（ 例如真空蒸发、超滤），则需要
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对其进行研究，确定具体的工艺参数和控制要求。 

原料药生产批量受固相合成、分离纯化设备影响较大，

需注意合理选择生产设备。基于设备原因需进行亚批拆分或

合并操作的，应明确原则以及拆分或合批后批次产品的质量

标准。 

现阶段，原料药以固体（ 冻干粉）形式存在是常见的可

接受做法。建议慎重开发溶液形式存在的原料药用于制剂生

产，如确需选择，请提前与监管机构进行沟通确认。 

1.2 其他生产工艺 

采用其他寡核苷酸制备技术，如液相合成、酶催化片段

连接合成等工艺时，需高度关注额外引入的风险（ 如偶联效

率下降、酶反应引入不同类型杂质等），制定充分的控制策略。 

2. 关键步骤和中间产品 

应根据 ICH Q9～11 进行生产工艺的开发，合理界定关

键工艺步骤及工艺参数、明确过程控制和中间产品控制。 

2.1 关键步骤 

根据固相合成法特点，关键步骤可能包括脱保护、偶联、

氧化/硫化、封端、裂解、分离纯化、浓缩、干燥、退火（ 如

适用）和冻干 如适用）等。 

2.2 中间产品 

中间产品可能是裂解后粗品、浓缩液、偶联前的寡核苷

酸、退火前的单链寡核苷酸、冻干前的样品等。需合理制定
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中间产品内控标准，如鉴别、含量、纯度/杂质等质控指标，

应建立合理的分析方法并对分析方法进行必要的验证。 

如涉及采用液相合成、酶催化片段连接等工艺，可将工

艺中的短寡核苷酸片段作为中间产品进行控制，控制项目一

般包括鉴别、水分、立体构型、纯度、杂质（ 重点关注可能

引入到终产品中的杂质，如截短或缺失片段等）、含量等。 

建议对中间产品的贮藏条件和暂存时限进行研究，贮藏

条件和暂存时限应有稳定性数据支持。 

3. 工艺验证 

寡核苷酸的工艺验证流程遵循一般化学合成药物的工

艺验证原则。注意对于重复使用的物料（ 如制备色谱柱）应

进行适当的验证。 

建议采用商业生产规模进行工艺验证。 

4. 生产工艺开发 

通过工艺风险评估和工艺特性研究，明确工艺参数对产

品质量的影响，制定相应的控制措施。 

固相合成工艺采用相对固定的合成设备和工艺过程，应

结合目标产品结构特点、关键质量属性等，合理设定工艺参

数（ 如投料量、反应时间、溶剂用量等）和相应的过程控制

要求。 

在对原料药杂质谱进行全面评估和分析的基础上，结合

生产设备能力，确定分离纯化工艺及控制参数。 
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在论证合理的情况下，可参考相近产品（ 如寡核苷酸修

饰、寡核苷酸链长度等相似的产品）的先验知识。 

（三）特性鉴定 

1. 结构确证 

应通过多种技术手段，如质谱 MS）、核磁共振波谱

 NMR）、紫外光谱（ UV）、红外光谱（ IR）和圆二色谱（ CD）

等，对寡核苷酸结构和基本特性进行全面表征，包括对一级

和/或高级结构的确认。 

寡核苷酸一级结构应重点确认核苷酸序列，包括明确碱

基、核糖和骨架的组成及核苷酸的连接位点、反离子等。常

见的表征方法包括：可采用高分辨质谱或质谱联用技术（ 如

液相色谱-串联质谱 LC-MS/MS）、酶解液相色谱-质谱联用

 Enzyme LC-MS）、失效序列分析等）测定寡核苷酸的分子

量和序列；可采用 NMR（ 包括 31P-NMR、19F-NMR）研究碱

基、核糖和骨架的组成及连接位点；另外，可采用元素分析

测定碳、氢、氮、氧、硫等元素的含量；可通过离子色谱法、

原子吸收光谱法（ 火焰光度法等）或电感耦合等离子体发射

光谱法等对反离子 如钠离子）进行定量确认。 

寡核苷酸的高级结构一般包括二级结构（ 如可能存在的

双螺旋结构）和三级结构（ 如适配体的空间结构）。常见的表

征方法包括：可采用变性/非变性色谱法对单链或双链寡核苷

酸进行区分，可采用紫外熔解曲线分析法测定解链温度（ Tm
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值）等；可采用 CD、傅里叶变换红外光谱（ FTIR）、NMR、

沉降速率-分析超速离心 SV-AUC）等方法进行高级结构表

征。对于具有三级结构的寡核苷酸，可采用近紫外圆二色谱

 Near-UV CD）法进行三级结构表征。 

需关注寡核苷酸的立体化学，包括核苷亚磷酰胺起始原

料的立体化学纯度，以及在寡核苷酸合成过程中潜在的异构

化倾向。对于具有硫代磷酸二酯键的寡核苷酸，由于键合的

磷原子是手性的，在偶联反应中会产生 2n个非对映异构体的

混合物（ n为硫代磷酸酯键的数目），需要评估非对映异构体

的分布及其重现性，同时关注立体化学对生物/药理活性的影

响。立体化学检测常用的方法包括 31P-NMR、阴离子交换色

谱（ AEX-HPLC）、离子对反相色谱（ IP-RP-HPLC）、CD等。 

部分具有偶联结构的原料药，如完整原料药结构确证困

难，可对偶联和非偶联部分分别进行结构表征，确定偶联和

非偶联部分的结构，并证明偶联位点的专属性。 

对于 siRNA 等双链寡核苷酸，应分别对单链 正义链、

反义链）以及双链进行特性鉴定。 

2. 理化性质 

包括但不限于性状、含水量、酸碱度、摩尔吸光系数、

在不同介质中的溶解度、吸湿性、等电点、固体形态、热力

学性质（ TGA、DSC）等。双链寡核苷酸、适配体应关注 Tm

值。 
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（四）质量研究与控制 

1. 质量标准 

可参照 ICH Q6A的基本原则，根据寡核苷酸的结构特点、

制备工艺、理化性质合理设定质量研究项目。 

原料药质量研究和控制的典型项目一般包含性状、鉴别、

酸碱度、纯度和杂质、反离子含量、水分、细菌内毒素、微

生物限度、含量等。 

应对残留溶剂、元素杂质进行风险评估，制定合理的控

制策略。建议参考国内外相关技术要求开展致突变杂质 包

括亚硝胺杂质）的风险评估和研究，必要时在质量标准中进

行控制。 

对于双链寡核苷酸，质量标准在常规检测项目基础上，

通常还应包含针对双链特征的鉴别项，如非变性 HPLC、Tm

等。建议同时使用非变性方法 以测量单链残留量）和变性

方法测试纯度。对于适配体等具有高级结构的寡核苷酸，通

常需进行生物活性测试。 

2. 分析方法 

2.1 分析方法开发 

对于水分、细菌内毒素和微生物限度等常规检测项目，

应参考国内外药典的分析方法进行测定。针对寡核苷酸的结

构和理化特性的特殊检测项目应建立特定的分析方法。 

鉴别 
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建议采用不同原理的方法进行鉴别。常见的鉴别如下： 

分子量鉴别：实测分子量应与理论分子量一致。通常采

用液相色谱-质谱联用 LC-MS）、高分辨质谱等方法。 

序列鉴别：核苷酸序列应与理论序列一致。可采用质谱

进行碎片序列和/或失败序列分析、紫外熔解曲线分析测定

Tm 如适用）等，确证寡核苷酸整体序列。 

保留时间鉴别：采用 HPLC法对比供试品溶液与对照品

溶液主峰保留时间，应保持一致。 

此外，还可对反离子、特殊寡核苷酸修饰 如 2’F取代）

进行相应鉴别。 

对于双链寡核苷酸，应分别证明单链与理论结构保持一

致，并证明两条单链结合状态。可考虑采用非变性色谱、Tm

检测确定结合状态、通过质谱确定两条单链分子量。 

具有高级结构的寡核苷酸 如适配体），还应关注高级结

构的鉴别。 

纯度和杂质 

由于部分寡核苷酸杂质的结构、性质与主成份较为相似，

杂质分离难度较大。建议开发合适的分析方法尽可能实现杂

质分离。推荐采用多种不同分离原理的分析方法，包括 IP-

RP-HPLC、离子交换色谱 IEX-HPLC）、LC-MS、毛细管电

泳 CE）、分子排阻色谱 SEC）、亲水作用色谱 HILIC）等，

以及不同检测器的分析方法 如 UV和 MS检测器）进行杂
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质检查，以改善杂质的分离、鉴定和定量。 

建议选择富含杂质的样品进行杂质分析方法的研究和

确认，如纯化步骤前的粗品、不同工艺参数/纯化条件制备的

样品、强制破坏或影响因素及加速试验样品等。 

对经充分研究仍无法有效分离的寡核苷酸杂质，可考虑

按保留时间等对杂质进行分组控制，此时应充分论证分组的

合理性，并尽量确定各分组内杂质的组成。对于双链寡核苷

酸，一般采用非变性方法 如非变性 IP-RP-HPLC、SEC、CE

等）对单链的残余量进行分析和控制，采用变性方法考察纯

度和杂质。 

立体异构体 

立体异构体检查可考虑采用的检测方法包括色谱法 如

AEX-HPLC、IP-RP-HPLC、HILIC）、离子淌度质谱 IM-MS）、

CE、NMR、CD和基于酶裂解反应的检测方法等。如无法实

现所有异构体的分离，需评估立体异构体的分布，必要时进

行合理控制。 

含量 

应明确规定含量限度及其计算方法。含量可采用 UV、

HPLC、LC-MS 等方法进行测定，通过与已知纯度和浓度的

对照品比较或基于摩尔吸光系数根据吸光度进行定量。建议

首选专属性较强的方法 如 HPLC法）。 

冻干的寡核苷酸原料药建议含量以无水物标示。 
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体外生物活性 

对于 ASO或 siRNA等结构相对简单的寡核苷酸，其生

物活性通常由其序列结构控制，鼓励开发体外生物活性方法，

用于可比性等研究。一般无需将体外生物活性纳入常规放行

检测项。 

对于适配体或其他具有三维结构的寡核苷酸，其作用机

制依靠独特的空间结构、特异性结合靶分子而发挥生物活性，

通常需建立细胞试验分析方法和其他生物分析方法进行体

外生物学活性测定和控制。 

如需进行化学修饰对生物靶标的结合活性检测，可考虑

采用表面等离子共振 SPR）、酶联免疫吸附试验 ELISA）、

荧光偏振 FP）等方法进行研究。 

2.2 分析方法验证 

原料药质量控制的分析方法应按照 ICH Q2、Q14及国内

外药典等相关指导原则进行方法验证。验证时关注分析方法

的专属性，提供证明寡核苷酸相关杂质与主峰有效分离的色

谱图和相关质谱数据。应加强方法的耐用性考察，充分考虑

色谱柱、溶剂及其他色谱条件等的影响。分析方法的灵敏度

应满足检测需要，例如，通常情况下，质谱法检测寡核苷酸

相关杂质时，分析方法灵敏度应达到 0.1%～0.3%。 

3. 杂质分析 

建议结合起始原料和寡核苷酸的合成工艺、中间产品和



15 

 

目标产物的降解途径及降解产物研究，全面分析和表征寡核

苷酸的杂质。考虑到相关杂质结构复杂且与目标产物结构相

似、现有分析技术有限等，建议结合先验知识以及文献资料

等，尽可能对主要存在的寡核苷酸杂质进行表征。 

3.1 寡核苷酸相关杂质 

寡核苷酸相关杂质来源主要包括起始原料引入、生产工

艺过程中形成、生产或贮藏过程中降解产生。下表列举了常

见的寡核苷酸相关杂质及其可能的来源： 

寡核苷酸相关杂质的类型及来源 

类型 描述 可能来源 

缺失序列/截短序列杂

质 

缺少一个或多个核苷酸，描

述为 n-x杂质，如 n-1杂质、

n-2杂质等。 

工艺、降解 

插入序列/加长序列杂

质 

增加一个或多个额外的核苷

酸，描述为 n+x杂质，如 n+1

杂质等。 

工艺 

核苷间连接结构相关

杂质 

核苷间连接基团相关的杂

质，如硫代磷酸二酯 P=S）

寡核苷酸中的磷酸二酯

 P=O）杂质或双硫代磷酸二

酯杂质等。 

起始原料/试剂、工艺、

降解 

糖环相关杂质 

无碱基杂质；如糖环 2' -O-烷

基化杂质或 2’-O-烷氧基烷基

化杂质；糖环间 2'-5'、3'-3'或

5'-5'连接的位置异构体杂质

等。 

起始原料/试剂、工艺、

降解 

碱基相关杂质 

如 N3- 氰乙基胸腺嘧啶

 CNET）杂质；碱基脱氨杂

质等。 

起始原料/试剂、工艺、

降解 

分支杂质 

如碱基中环外氨基保护基丢

失，与 5'羟基形成两个活性位

点共同参与链的延长产生的

分支杂质等。 

起始原料、工艺。 

聚合物杂质 
如环丁烷嘧啶二聚体 CPD）；

链间交联杂质 ICL）等。 
起始原料、工艺、降解 
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单链杂质 
如双链 siRNA 中未参与退火

的残留单链等。 
工艺、降解 

寡核苷酸相关杂质的控制： 

通常，寡核苷酸相关杂质可接受的报告限为 0.2% 部分

结构复杂、分子量大的杂质可基于分析方法的定量限适当调

整）、鉴定限为 1.0%、界定限为 1.5%。 

对于超过界定限的杂质，应有界定数据支持。寡核苷酸

相关杂质可根据杂质的结构分为四个不同的类别，不同类别

杂质的相关界定数据要求如下： 

I类杂质为与主要代谢物结构相同的杂质，如：主成份核

酸 3'或 5'端缺少一个或多个核苷酸的杂质、双链寡核苷酸的

单链杂质、偶联寡核苷酸中的游离寡核苷酸杂质等。此类杂

质即使含量超过界定限也无需额外的安全性评估。 

II 类杂质为仅含天然存在的核酸结构的杂质，如：硫代

磷酸二酯被天然磷酸二酯代替的杂质。此类杂质即使含量超

过界定限也无需额外的安全性评估。 

III 类杂质为由活性成份寡核苷酸的序列变体组成，如：

链内缺少核苷酸或添加核苷酸的 n-1或 n+1杂质 不在序列

的 3'或 5'端）、由脱氨引起的尿嘧啶 或胸腺嘧啶）取代胞嘧

啶 或 5-甲基胞嘧啶）的降解产物。通常可将此同类杂质识

别并量化为一组。对于含量超过 1.5%的一组杂质，则每个序

列的杂质需进行归属研究，超过 1.5%的单个序列还需要进行

安全性评估。对于其他可能引起安全性担忧的杂质 如与其
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他靶点杂交且产生药理作用的杂质），即使其含量未超过

1.5%，也建议进行合理的安全性评估。 

IV 类杂质为含有活性成份以外的核苷酸或非天然核酸

结构元素的杂质，如：无碱基杂质。若此类杂质含量超过 1.5%，

建议优化生产工艺来降低杂质水平，如不能降低，需进一步

进行安全性评估。 

关于杂质界定的总体策略可参考附件的决策树。 

对于上述不同类别的杂质，应根据安全性评估数据 如

涉及），同时考虑相关文献或指导原则、历史批次数据和稳定

性数据，合理制定杂质的限度。 

对于与其他功能分子偶联的寡核苷酸药物，需关注功能

分子中可偶联杂质 例如 GalNAc中脱乙酰基、糖环水解等

杂质）与寡核苷酸偶联的风险。 

3.2 非寡核苷酸杂质 

寡核苷酸常规生产工艺 如固相合成中的多次洗涤、制

备纯化、超滤等）通常对小分子杂质具有较高的清除能力，

针对合成使用的有机溶剂、试剂以及生产过程中的小分子副

产物、残留溶剂、元素杂质、配体、保护基等，可根据其清

除能力和实际检测数据等评估其残留风险，并按相关指导原

则进行控制。 

对于致突变杂质 包括亚硝胺杂质），建议关注包括起始

原料可能引入的亚硝胺杂质，寡核苷酸在合成过程中使用的
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脱 DMT 4,4'-二甲氧基三苯甲基）试剂、氨解试剂、核苷亚

磷酰胺的临时保护基团等发生反应生成的副产物，或涉及偶

联工艺时偶联物自身或偶联过程中可能形成的致突变杂质，

酌情控制。 

（五）对照品 

一般情况下，需建立寡核苷酸原料药及关键中间产品的

对照品。双链寡核苷酸的对照品一般包括正义链、反义链和

双链寡核苷酸本身。对于用于单链寡核苷酸鉴别 例如 Tm）

的互补链寡核苷酸，也应建立对照品。 

对于质量标准中规定的特定杂质建议通过定向合成方

法制备代表性杂质对照品，也可通过工艺优化或分离纯化获

得，其纯度应满足分析要求。 

对照品应明确来源 例如，根据商业工艺合成的批次）、

制备和标定信息，及对照品批次的表征方法和结果。寡核苷

酸对照品应明确贮藏条件及有效期。 

（六）稳定性 

稳定性研究应遵循 ICH稳定性相关指导原则。结合工艺

开发过程中发现的药物不稳定因素，在稳定性考察中重点关

注。稳定性研究项目应包括在贮藏过程中容易发生变化并可

能会影响质量、安全性和/或有效性的关键质量属性。 

稳定性考察中应特别关注降解杂质，例如氧化杂质、脱

氨杂质、无碱基杂质 脱嘧啶、脱嘌呤）等。 
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对于吸湿性粉末，稳定性研究中应考察水分。此外还应

关注和考察寡核苷酸是否发生聚集现象。 

四、制剂 

寡核苷酸药物大多具有易被酶解、脂溶性差等特点，口

服生物利用度较低，通常以注射途径给药 如皮下注射、静

脉注射、鞘内注射等），因此本节内容主要根据注射剂进行阐

述。随着技术的发展，寡核苷酸药物亦可能被开发为其他制

剂类型。对于其他给药途径 剂型）的产品，应结合制剂特

点，参照各剂型相关指导原则开展研究和控制。 

（一）产品开发 

1. 剂型及递送系统 

寡核苷酸药物通常开发为普通注射剂，包括注射液、注

射用无菌粉末。部分品种基于临床需要，可开发为具有载体

递送系统的特殊注射剂，如脂质纳米粒等。 

2. 处方工艺开发 

2.1 处方开发 

在常规制剂开发基础上，结合原辅料相容性研究结果，

关注辅料是否会引起寡核苷酸药物杂质谱的变化、非预期高

级结构和聚集体的形成及其他对产品质量和安全性的潜在

影响。 

2.2 生产工艺开发 

生产工艺开发时应充分了解影响寡核苷酸药物稳定性
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的各种因素，如 pH 值、光照、温度等，在拟定生产工艺中

应尽量避免敏感因素的影响并制定合理的控制策略。应参照

相关指导原则根据研究数据合理选择灭菌/无菌生产工艺。 

2.3 相容性等研究 

应按照相关指导原则的要求开展包材相容性、生产组件

相容性、包装系统密封性、配伍稳定性等相关研究。 

2.4 具有载体递送系统的特殊注射剂 

对于脂质纳米粒等具有载体递送系统的注射剂，处方开

发应重点关注功能性辅料 包括脂质、非脂质辅料）的来源、

理化特性、生产工艺、质量控制、稳定性等，以及载体递送

系统对活性成份的保护作用、递送效率等的影响，注意对制

剂关键质量属性 如粒径分布、形态和结构、表面电位、包

封率、杂质残留和稳定性等）进行考察，充分论证各辅料的

选择依据及处方合理性。工艺开发时应重点关注药物包封步

骤、纯化步骤和除菌过滤等对制剂关键质量属性的影响。 

（二）生产工艺 

1. 生产工艺 

寡核苷酸药物制剂的生产工艺通常包括配液、除菌过滤、

灌封、包装等步骤。应结合工艺开发研究及生产设备放大的

实际控制能力，合理设定工艺参数。对于脂质纳米粒等特殊

注射剂，需进一步严格工艺控制，载体递送系统的形成步骤

应作为关键步骤，并加强中间产品的质量控制。 
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2. 工艺验证 

商业化生产工艺确定后，建议采用商业化生产工艺及规

模在商业化生产场地进行工艺验证。考虑到寡核苷酸产品的

工艺复杂性和产品变异性，应结合产品开发及风险评估，合

理选择工艺验证参数，制定工艺验证方案，验证批次通常不

少于三批。 

3. 批量 

应注意识别从临床规模放大至商业化规模生产过程中

的风险并制定控制策略。由于脂质纳米粒等特殊制剂的复杂

性，其生产规模变化导致的生产设备及参数的变化可能产生

大量不可预期的风险，建议拟定商业化生产批量与关键临床

试验样品的生产批量保持一致。 

（三）质量研究与控制 

应参照注射剂相关指导原则开展寡核苷酸注射剂质量

研究。对于脂质纳米粒等纳米载体递送系统，建议同时参考

《纳米药物质量控制研究技术指导原则 试行）》、《脂质体药

物质量控制研究技术指导原则》 如适用）等国内外相关指导

原则开展研究。 

1. 质量标准 

可参照 ICH Q6A 的基本原则制定寡核苷酸制剂的质量

标准。 

质量研究和控制的典型项目一般应包括注射剂常规控
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制项目，如性状、鉴别、澄清度与颜色、pH值、降解杂质、

渗透压摩尔浓度、可见异物、不溶性微粒、细菌内毒素、无

菌、含量等。如为注射用无菌粉末，还应包括水分、复溶时

间等。在注射剂常规项目的研究基础上，应结合原料药、偶

联情况、辅料以及剂型 如载体递送系统）和包材特性等合

理设定有针对性的质量研究和控制项目。 

对于脂质纳米粒等特殊制剂，应关注功能性辅料 脂质、

非脂质）的鉴别和含量、脂质相关降解产物、纳米相关特性

指标 如结构形态、粒径及粒径分布、表面性质、包封率、

释放度）等研究。 

对于涉及高级结构并影响其生物活性的寡核苷酸药物

 如适配体），应考虑进行高级结构和生物活性等检测。 

如果在成品生产和/或贮藏过程中可能发生聚集/聚合，

一般应将相关指标 如聚集体、聚合物、高级结构等）纳入

成品质量标准进行控制。 

2. 分析方法 

建议结合制剂处方工艺，参考原料药制定制剂的质控分

析方法。如经确认方法适用，部分检测项目可直接采用与原

料药相同或相近的分析方法，如鉴别、纯度、杂质、含量、

生物活性等。 

制剂杂质的分析方法，在原料药的杂质分析方法基础上，

关注制剂降解杂质、原辅料相互作用杂质的分离检出能力，
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必要时进行优化。对于制剂中的潜在聚集体杂质，应采用合

理的分析方法进行检测，如 SEC法。 

对于脂质纳米粒等特殊制剂，应充分考虑分析方法的适

用性和不同方法之间的互补性，在此基础上优选专属性高、

耐用性好的分析方法作为最终质量标准中的分析方法。 

采用非药典方法时，应明确分析方法的测定参数，确保

可操作性及重现性。对制剂关键考察项目的分析方法应进行

完整的方法学验证。鼓励采用杂质对照品进行降解杂质分析

方法验证。 

3. 杂质分析 

应重点研究制剂工艺相关杂质 包括原料药与辅料和/或

内包材的反应产物等）、制剂的降解杂质 包括可能出现的聚

集体杂质）。应进行元素杂质、致突变杂质 包括亚硝胺杂质）

的评估和控制。 

建议根据制剂强制降解、影响因素等试验考察制剂高温、

光照、不同 pH 值条件下降解情况，全面了解制剂降解途径

及降解杂质。常见降解杂质包括氧化杂质 如硫代磷酸酯

 P=S）寡核苷酸氧化产生的磷酸二酯 P=O）杂质）、热降

解杂质 如磷酸二酯键水解产生的断裂寡核苷酸序列、碱基

脱氨反应使胞嘧啶 C）转化为尿嘧啶 U）、腺嘌呤 A）转

化为次黄嘌呤 I）杂质）、酸碱降解杂质 如酸性条件下脱

嘌呤或脱嘧啶反应产生的无碱基杂质；碱性条件下核苷酸链
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水解产生的断裂寡核苷酸序列）、水解杂质 如断裂寡核苷酸

杂质、糖基修饰杂质、糖基脱落杂质）、光降解杂质 如碱基

氧化、环化、嘧啶碱基发生二聚化反应形成的二聚体杂质）。 

对于制剂的寡核苷酸相关杂质，通常可接受的报告限为

0.2% 部分结构复杂、分子量大的杂质可基于分析方法的定

量限适当调整）、鉴定限为 1.0%、界定限为 1.5%。 

（四）稳定性 

稳定性研究应遵循 ICH稳定性相关指导原则。稳定性研

究项目应考察关键质量属性，特别关注降解杂质，例如氧化

杂质、脱氨杂质、无碱基杂质 脱嘧啶、脱嘌呤）等。此外

还应关注和考察寡核苷酸是否发生聚集现象。 

五、药学可比性研究 

寡核苷酸药物的开发遵循创新药研发的一般规律，可能

面临各类药学变更的情形，应结合所处的产品开发阶段、变

更的性质、先验知识和经验等进行风险评估。根据风险评估

的结果决定需要进行的可比性研究内容。 

药学可比性研究的目的在于证明药学变更前后产品的

关键质量属性一致。通常，可比性研究可能包括如下方面。 

（一）结构确证 

通常，发生可能影响产品结构的生产工艺变更（ 如起始

原料供应商变更、固相合成工艺变更、批量放大等），需对变

更前后生产的产品进行结构确证及比较。除常规结构确证项
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目外，对于双链寡核苷酸，应进行双链杂交状态确证研究，

采用的方法包括 FTIR、紫外熔解曲线分析 测定 Tm）等。

对于存在高级结构的寡核苷酸，应进行高级结构对比研究，

采用的方法包括 CD、DSC、SEC、SV-AUC等，必要时还需

要测定生物活性进行比较。 

（二）质量对比研究 

通常应对质量标准控制项目和产品其他关键质量属性

进行检测，如原料药含量、杂质、反离子等；制剂含量、杂

质、异构体、释放度 如有）等。 

质量对比研究需重点关注产品杂质谱，应充分评估变更

对杂质谱可能产生的影响，建议使用不同分离原理的分析方

法进行深入的杂质对比研究，检测方法需能够涵盖寡核苷酸

的完整杂质谱 必要时可采用补充方法进行额外的杂质检

测）。如变更后产品检测到新增寡核苷酸杂质，根据杂质水平，

对于超鉴定限的杂质需进行杂质结构确证；对于超过界定限

的杂质，可遵循上文所述的杂质分类原则评估是否需进一步

进行安全性评估。 

应比较变更前后产品的立体异构体特征，在立体异构体

检测的基础上，建议关注可能影响产品立体化学的物料质量

 如核苷亚磷酰胺起始原料、载体固定的寡核苷酸、催化剂

和溶剂）、生产工艺（ 如柱层析色谱条件）参数，以论证变更

前后的生产工艺所制备的产品立体异构体分布相似。 
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（三）稳定性对比研究 

一般需进行变更前后产品的稳定性研究。重点关注可能

受到变更影响的质量属性。 

如果原料药的药学变更可能影响到制剂的生产工艺或

产品质量，通常需要对原料药及其制剂同时进行评估。当药

学评估结果表明变更会对产品的安全性或有效性产生风险

时，应进一步评估并考虑开展非临床和临床桥接研究。 
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附件：杂质界定策略决策树 
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