
 

疫苗长期稳定性数据的统计评估策略
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摘要：疫苗产品的长期稳定性数据分析是评价产品稳定性的重要依据，是准确制定有效期的基础，也是保障疫苗质量安全

的考察要素之一。针对目前疫苗行业稳定性数据评价的科学性问题，本研究基于 ICH Q5C 和 ICH Q1E 这 2 个稳定性试验

考察和数据分析的指导原则，从实际出发，以冻干人用狂犬病疫苗 (人二倍体细胞)36 个月的长期稳定性数据分析为例，阐

述了疫苗长期稳定性数据的统计分析方法，并初步探讨稳定性内控线和警戒线制定方法。为规范稳定性和有效期的评估方

式提供思路和示例，同时为疫苗质量的安全可靠提供保障。
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ABSTRACT: The analysis  of  the long-term stability  data of  vaccine products  is  an important  basis  for  the evaluation of  product
stability,  the  basis  for  the  accurate  formulation  of  the  shelf-life,  and  also  one  of  the  factors  to  ensure  the  quality  and  safety  of
vaccines.  Aiming  at  the  scientific  problems  of  stability  data  evaluation  in  vaccine  industry,  based  on  the  guiding  principles  of
stability  test  investigation  and  data  analysis  of  ICH  Q5C  and  ICH  Q1E,  this  paper  tool  the  36  months  long-term  stability  data
analysis of rabies vaccine(human diploid cell) for human use as an example, expounded the statistical analysis method of long-term
stability data, and preliminarily discussed the formulation method of stability internal control line and alert line. The purpose of this
study  is  to  provide  ideas  and  examples  for  standardizing  the  evaluation  of  stability  and  validity,  and  to  ensure  the  safety  and
reliability of vaccine quality.
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疫苗稳定性评价是疫苗质量和安全性监管的

重要部分。自世界卫生组织 (WHO)于 1989年首

次颁布“疫苗稳定性”  文件 (WHO/EPI/GEN/
89.08)[1]，到 1995年 ICH Q1系列和 Q5C[2] 文件对

稳定性研究内容的全面深入探讨，特别是 ICH Q1 E[3]

和 VICH GL51[4] 专门针对稳定性数据的统计分析

指导原则，将稳定性结果统计分析作为稳定性评

估工作的关键步骤之一。通过稳定性结果的统计

分析能够发现产品的稳定性波动趋势，科学有效

地预测有效期 (货架期)长短，为有效期的科学制

定提供依据。

中国监管部门也非常重视对生物制品稳定性

的研究。2015年原国家食品药品监督管理总局公

布的《生物制品稳定性研究技术指导原则》[5] 和

中国药典 2020年版“<9402>生物制品稳定性试验

指导原则”均是专门针对生物制品稳定性试验和

评价所出台的指导原则[6]535-536。它们对疫苗产品的

稳定性做了进一步规范，强调稳定性试验贯穿于

疫苗产品的整个生命周期，是进一步确保疫苗安

全有效的实施途径。其中，稳定性数据的统计分

析可以为产品质量提供有力的技术支撑，是生产

企业和监管部门对疫苗质量评价的重要依据[2,5-6] 。
但是目前有关于稳定性数据的统计分析主要存在

以下问题：①已提供的统计方法缺乏可操作性；

②未提供示例分析以供学习参考；③缺乏对应的

数据分析工具。以上问题给非统计专业的药品领

域从业人员进行稳定性数据分析带来较大困难。

本研究针对目前存的问题，就疫苗长期稳定
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性数据统计分析的重难点进行详细阐述，结合风

险评估对稳定性数据的结果分析做科学严谨的判

定。希望本研究能够为疫苗企业加强稳定性数据

分析提供参考，为监管机构对稳定性的科学评价

提供有效途径，为疫苗领域监管科学发展提供新

的统计学思路。 

1　疫苗类产品稳定性数据分析的难点 

1.1　疫苗的稳定性研究较为复杂

疫苗稳定性研究的复杂性一方面体现在各类

疫苗的生物学特性差别大，自身不稳定且对环境

条件要求较高 (例如，mRNA疫苗不同厂家所报

告的储存温度和相应的“有效期”差异很大，从

−80 ℃ 到 2~8 ℃，从几天到几个月)；另一方面，

疫苗类产品部分检项因检测方法的变异大而导致

报告值区分能力弱，无法区分检测结果间的差异

是方法还是产品本身不稳定所致。值得注意的

是，并非所有用于产品放行的方法都适合进行稳

定性考察，一般用于稳定性评估的方法应该具有

更高的精密度，以便保证较小的产品降解程度即

可被有效发现。以上难点均会为稳定性数据分析

带来挑战。 

1.2　稳定性数据的分析缺乏科学统计依据

稳定性数据统计分析应依据疫苗类制品的特

性进行。2015年原国家食品药品监督管理总局公

布的《生物制品稳定性研究技术指导原则》和中

国药典 2020年版“<9402>生物制品稳定性试验指

导原则”指出：“若稳定性试验的数据表明产品

质量变化非常小，从数据上可以明显看出有效期

制定的合理性，则不必进行正式的统计分析，只

要提供简略的理由即可”[5]。这一论述对于自身不

稳定，变异性大的疫苗类产品而言，不符合其特

性[7-8]。其次，目前，很多对产品质量变化大小是

一种主观经验的判断，缺乏科学性，且未考虑对

产品质量造成的风险。最后，在申报过程中易受

到相关的质疑和挑战。因此，建议疫苗生产企业

采用合适的统计方法评价稳定性数据。 

1.3　稳定性数据统计分析方法不清晰

中国药典 2020年版“<9402>生物制品稳定性

试验指导原则”强调：“稳定性结果与 0个月 (初
始)比较以确定药品的有效期。由于实验数据的分

散性，一般应按 95%可信限进行统计分析，得出

合理的有效期” [3,6]。以上法规和指导原则提及稳

定性相关的统计分析基本原理略有不同，且与之

配套的统计学分析方法和不同实验设计下的统计

工具并没有详细说明。 

2　稳定性结果统计分析方法

包括 WHO、中国以及欧美的有关稳定性试验

的指导原则和法规中几乎都会提及稳定性结果的

统计分析[2-6,9-12]。其中，对稳定性结果统计分析阐

述得最早且最详细的是 ICH QI E[3]，它提出分析定

量指标 (例如含量、降解产物)随时间的回归分析

以及不同批次之间是否可以合并以进行有效期预

测的一般框架。即有效期是通过确定均值的

95%置信限与建议的可接受标准相交的最早时间

预测。当提供双侧可接受标准时，最早的交叉时

间基于 95% 的双侧置信区间；当仅提供一侧可接

受标准时，最早的交叉时间基于 95% 的单侧置信

区间。

ICH QIE还提出批次之间能否合并的统计方

法，即对每批样品回归曲线的斜率和截距进行统

计检验 (通常至少 3批数据)，考察斜率和截距的

P 值与显著水平 α=0.25之间的比较。具体的合并

方式分为 3种：①模型 1为完全模型，此时斜率

和截距统计检验 P 值均<0.25，即每批次拟合不同

的截距和不同的斜率 (没有跨批次合并)。完全模

型是使用单独的均方根误差 (root  mean  square
error，RMSE)计算每一批次的预测区间，最先超

出 (稳定性)质量标准的预测区间所对应的时间设

定为产品效期。②模型 2，斜率的 P>0.25，截距

的 P<0.25，即每个批次的截距不同，但斜率相

同。此时可以认为每个批次的变化趋势是一致

的，截距大小会对效期产生直接的影响。③模型

3，斜率和截距的 P 值均>0.25，即所有批次截距

和斜率均相同。当稳定性数据适用于该模型时，

将会预测出最长的有效期。流程图见图 1。
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图 1    多批次模型选取方式流程图

Fig. 1    Multi-batch model selection flow chart
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除此之外，对于不同时间点的检测项目可以

进行趋势分析来初步判断产品的稳定性。 

3　疫苗稳定性数据示例分析

疫苗稳定性考察试验中发现，不稳定的类型

基本可以分为 3类，即物理不稳定性、化学不稳

定性和生物不稳定性。经验表明，生物不稳定性

对疫苗效期起着决定性作用 [2,11-13]。本研究结合

3批冻干人用狂犬病疫苗 (人二倍体细胞)长期稳

定试验中的部分关键物理、化学及生物特性指标

的稳定性结果 (表 1)进行统计学分析，为冻干人

用狂犬病疫苗有效期的预测和制定提供科学依据。

用统计软件 JMP 17(SAS Institute, Inc.)R [14] 对
以上结果进行稳定性分析，以效力试验 (%)的数

据为例，结果见图 2和表 2。其中表 2模型比较可

以判断 3(多 )批数据的合并方式，通过分析源

C(斜率)和源 B(截距)的 P 值与置信水平 (α=0.25)
相比较。例如表 2中源 C的 P 值为 0.013 2<0.25，
说明各批次拟合方程的斜率不能合并；同理，源

B的 P 值为 0.117<0.25，说明各批次拟合方程的截

距也不能合并。此时，3批数据拟合了 3条回归方

程，见图 2。
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图 2    效价的稳定性回归拟合图

Fig. 2    Regression fitting plot for stability of potency results
 

图 2稳定性检验显示了采用不同截距和不同

斜率的模型拟合方式，对 3批狂犬疫苗效价数据

预测出的有效期约 49个月。同理，分别预测出装

量和 pH的预测效期大小约为 113个月和 308个

月。依据效价大小是狂犬疫苗的关键质量属性和

稳定性考察的重要指标，同时考虑选取更保守 (更
短)的预测时间等因素，认为以上 3批稳定性结果

冻干人用狂犬疫苗的有效期约 49个月。

除此之外，通过对稳定性数据分析可以获知

更多产品信息，例如表 3是每个批次的均方误差

(mean square error，MSE)，用于描述在时间跨度

下，每个批次的变异度量大小的指标[15]。表 3显

示 ST281002批各项检测结果的 MSE大小均明显

大于其他 2批产品，提示应重点关注并检查

ST281002批生产检验过程，以确保使用的数据没

有错误。

还可以对多批次稳定性数据在不同时间点的

试验结果做趋势分析，直观地判断产品的稳定

性，选取表 1中的效价作趋势分析，见图 3。
从图 3中可以直观地看出每批狂犬疫苗效价

大小随时间的波动趋势，基本上所有稳定性结果

均在控制限范围内，表明狂犬疫苗在目前 36个月

的考察过程中产品是稳定可靠的。 

4　以稳定性数据制定产品稳定性放行 (内控) 限和

警戒限

生产企业进行稳定性分析的另一个目的是制

定产品稳定性放行 (内控)限和警戒限，即初始结

果达到多少时能确保有效期内 (如 36个月)产品仍

符合其预期用途所对应的放行 (内控)限和警戒

限。从图 2可以得知 ST281002批是最先与稳定性

可接受标准相交的批次，所以可以选择该批次数

据更为保守的制定产品的放行 (内控)限和警戒

限。首先计算 ST281002批稳定性数据回归拟合方

程的斜率 (−0.070 54)和斜率标准误 (0.005 585 9)
 

表 1    冻干人用狂犬病疫苗的长期稳定性数据

Tab. 1    Long-term stability data of rabies vaccine(human diploid cell) for human use, freeze-dried

检项 批号
t/月

0 3 6 9 12 18 24 36

装量/mL·剂−1(应≥0.50 mL·剂−1) ST281001 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.51 0.52
ST281002 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.51 0.52 0.52
ST281003 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.51 0.52

pH值 5.5~7.5 ST281001 5.7 5.7 5.7 5.8 5.8 5.8 5.9 5.8
ST281002 5.7 5.7 5.7 5.6 5.9 5.8 5.9 5.7
ST281003 5.6 5.7 5.7 5.7 5.8 5.7 5.8 5.7

效价/IU·剂−1(应≥0.25 IU·剂−1) ST281001 6 6 6 5.8 5.6 5.7 5.3 4.3
ST281002 6.3 6.2 6.3 6 5.7 5.2 4.4 4.1
ST281003 6.3 6.2 6.1 6 5.8 5.7 5.1 4.6
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的估计值。此时最大的降解速率估计值为|−0.070 54|+
0.005 859=0.076 399。通过 36个月的稳定性实

验，认为放行 (内控)限大小为效价接受标准 (2.5)+
36个月的最大的降解速率预估值，即 2.5+36×
0.076 399≈5.3，此时，初始效力检验结果应≥

5.3这一放行 (内控)限，产品才可以正常放行。

另外，制定警戒限可更大程度上降低产品的

不稳定性带来的风险。比较保守的制定警戒限的

方式是在放行限的基础上增加截距的标准误

差[15]。由于不同批次计算出的截距的标准误差大

小不一致，所以需要将不同批次的稳定性数据

进行截距的合并估计。经计算，合并后截距的标

准误差大小约为 0.073 757，因此警戒限为 5.3+
0.073 757≈5.4。以上计算放行限和警戒线的方法仅

是基于统计指标的运算，在实际应用过程中，还

需要结合产品自身的风险综合考量。 

5　讨论 

5.1　为何采用 0.25显著性水平对稳定性数据进行

回归分析

ICH/FDA建议对多批次稳定性结果分析时，

显著性判定 P 值不是传统的与 α=0.05进行比较判

定，而是使用 α=0.25的显著性水平，主要基于以

下几个方面的考量。

第一，从统计分析，稳定性预测是通过构造

时间-响应拟合模型及其置信区间来完成的，置信

区间与稳定性可接受标准相交所对应的时间点即

为产品的有效期。而置信区间的计算公式中所包

含的置信系数 (1−α)大小直接反映了区间的宽窄。

α 越大，置信系数越小，对应的置信区间越窄，说

明估计得更精确。其次，α 越大，可以补偿由于稳

定性试验时样本量不足导致的把握度 (效能)低。

第二，从风险角度分析，α 对应的是假设检验

中的Ⅰ型错误。在质量控制领域，Ⅰ型错误又称

为生产商风险，与之对应的Ⅱ型错误被称为消费

者风险，生产商风险和消费者风险之间是此消彼

长的对立关系。当取远大于常规 (α=0.05)5倍的

0.25，对应的Ⅰ型错误 (生产商风险)增大 (即生产

商的产品使用有效期缩短)，Ⅱ型错误 (消费者风

险)降低 (更能保证消费者的使用安全性和有效

性)，有效保障消费者的用药安全。

第三，从实际过程出发，稳定性分析至少考

察 3批次合并的实验结果，而更高的显著性水平

(α)意味着更难以实现批次合并，从而有效期不会

被高估，无法实现 3批 (多批)次合并后预测出更

长有效期的现象，确保更保守的估计有效期。 

5.2　效期预测需要全面考量

对稳定性数据的统计分析，主要目的是通过

合理科学的方式预测有效期。需要注意的是，产

品有效期的确定应根据长期试验条件下持续稳定

性数据最终确定。但在注册申报时，经合理证明

也可依据长期试验条件下获得的实测数据，有限

外推得到超出实际观测时间范围外的较长有效

 

表 2    模型比较及结论

Tab. 2    Model comparison and conclusion
源 自由度 平方和 均方 F 统计量 P值

A 4 0.551 979 0.137 995 3.992 645 0.017 2

B 2 0.167 500 0.083 750 2.423 164 0.117 0

C 2 0.384 479 0.192 240 5.562 126 0.013 2

结论 在显著性水平 0.25 处接受的最佳模型具有不同的截距和不同

的斜率，建议最早交叉时间约为 49.1月

 

表 3    MSE汇总表

Tab. 3    MSE summary sheet
批号 自由度 效价[MSE] pH [MSE] 装量[MSE]

ST281001 6 0.043 240 0.002 917 1.276×10−5

ST281002 6 0.049 985 0.012 128 1.425×10−5

ST281003 6 0.010 461 0.003 955 1.276×10−5
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图 3    效价结果的单值移动极差控制图

Fig. 3    Individual moving range control chart of potency results
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期，从而实现更大的获益。合理的外推其根本是

对稳定性数据的良好统计分析，包括有效地拟合

模型、严谨的试验方案、多批次的支持性数据；

同时，对降解机制全面剖析，对加速试验和强制

降解结果综合考量，这些均是有效期预测过程中

需要注意的方面[16-17]。 

5.3　稳定性评估需要借助统计分析

目前相关法规和指导原则对稳定性数据的统

计分析未作强制性要求，认为给出充分合理的理

由后可以不开展稳定性数据分析。笔者认为以上

要求和观点仅针对部分理化和生物学特性极其稳

定的产品，这类产品的稳定性实验结果之间差异

波动较小，可以适当放宽稳定性评估工作的要

求；但针对于绝大多数产品 (特别是生物制品)，
易受外界环境影响，有必要对稳定性数据进行统

计评估。

解决稳定性数据评估的瓶颈，需要借助相应

的统计原理和软件来解决。部分企业由于缺乏稳

定性数据统计分析的基础知识和分析工具，使得

稳定性数据评估工作受阻，导致相关企业尽量去

避免甚至省略稳定性数据处理工作。为有效解决

以上统计问题，可使用专门的统计分析软件解

决，如 JMP统计软件的“稳定性检验”平台 [14]、

Minitab的稳定性分析模块[18] 和专用于药品稳定性

和有效期计算的软件 SLASA等[19]。 

5.4　稳定性数据统计分析方法的替代

目前，评价产品稳定性和预测有效期的统计

方法大部分是基于线性回归和差异性检验。这种

方式更为简单，易于操作和理解。除上述方法

外，也可以采用其他合适的替代统计方法。例

如，可以对评估 (回归)斜率或平均有效期进行等

效性检验，以确定多批次数据是否可以合并。采用

等效性检验应该事先定义评估等效差值或者通过

适当的方式证明等效区间的大小，同时应该和监

管当局详细阐述替代统计方法的科学性和合理性[20]。

总之，稳定性数据的科学评价贯穿于疫苗产

品全生命周期，是反应产品安全有效的重要过

程。对稳定性数据的考察和分析，其意义是：

①有利于进一步明确产品的敏感条件、降解速率

等信息，为科学地制定产品贮存条件提供依据；

②根据产品的特性制定各个指标可接受的最大变

化范围，为产品质量标准的建立和优化打下基

础；③基于统计分析的稳定性数据处理方式来预

测产品有效期是科学且必要的，能够确保在整个

效期内产品的安全有效；④利用统计模型预估有

效期，可以平衡生产商风险和消费者风险，并且

使双方在最大程度上获益，符合监管科学所追求

的宗旨。
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