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摘要：我国的重组蛋白药物产业经过 20 多年的发展，建立了一套比较完备的质量控制体系，但是与国外发

达国家相比，还存在一定的差距。随着技术的更新和进步，我国重组蛋白药物的质量控制技术也有待加强。

2017 年，国家药典委员会立项标准提高课题，主要针对重组细胞因子的制品相关蛋白展开研究。作为课题

的一部分，本文对制品相关蛋白的分析与评价进行了介绍，内容包括制品相关蛋白的概念、国内外对制品相

关蛋白的技术法规要求、制品相关蛋白的产生及其对产品质量的影响、制品相关蛋白的分析方法等。
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Abstract：After more than 20 years of development，the recombinant protein pharmaceutical industry in China has 
established a relatively complete quality control system，but there is still a gap compared with foreign developed 
countries. With the update and progress of technology，the quality control technology of recombinant protein drugs 
in China needs to be strengthened. In 2017，Chinese Pharmacopoeia Commission set up a project to improve the 
standards，which focuses on product-related proteins （PRPs） in recombinant cytokines. As part of the project，
this article introduces the analysis and evaluation of PRPs，including the concept of PRPs，technical and regulatory 
requirements for PRPs at home and abroad，the production of PRPs and their effects on product quality，and 
analysis methods of PRPs，etc.
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从 1992 年第 1 个重组药物—基因工程干扰素

α1b 上市以来，我国重组药物行业已经历了 20 多年

的发展。在此期间，新技术、新方法、新品种不断涌

现，相应的质控技术也得到较大提高。1995 年，仅有

2 个重组药物的制造及检定规程纳入《中国生物制

品规程》，至 2015 年版《中华人民共和国药典》（简称

《中国药典》）三部，已有 38 种重组蛋白药物被纳入

各论，这些质量标准和检定方法在保证我国重组药物

的安全、有效和质量可控方面发挥了重要作用［1］。

随着我国建设世界科技强国战略部署的开展，加

快提升我国药品质量，使之与国际接轨，更好地保障公

众用药安全的要求日趋迫切。与化学药物相比，重组

蛋白药物结构复杂，稳定性相对较差，生产工艺需要严

格控制，对其进行质量控制也更具挑战性，尤其是在制

品相关蛋白的分析鉴定以及质量控制方面。为此，国

家药典委员会专门启动“重组细胞因子类制品质量标

准提高研究”课题，对制品相关蛋白进行初步研究，旨

在提高细胞因子类的质量标准，逐步与国际标准接轨，

此举不仅有利于提高国产制品的质量，更为国产制品

走出国门，参与国际市场竞争提供便利。在此背景下，

本文对制品相关蛋白的技术问题进行了回顾。

1　制品相关蛋白的概念

重组蛋白药物生产工艺复杂，产品稳定性相对较

差，因此其制剂的组成也相对复杂（见图 1）。参考人

用药品注册技术要求国际协调会（ICH）的指导原则

Q6B 及 2015 年版《中国药典》三部，本文首先对重组

蛋白药物的部分相关概念进行阐述。

图 1　重组蛋白药物制剂组成示意图

Fig. 1　The schematic diagram of the composition of recombinant 
protein products

重组蛋白药物的制剂是包含预期制品及辅料的

一种药品类型，其中辅料是指有意加入的，在使用时

不应有药理作用的成分。重组蛋白药物常用的辅料

包括甘露醇、海藻糖、白蛋白等。制剂经分装（或冻

干），以适宜方式封闭于最终容器中，再经目检、贴签、

包装后即为成品。由于有些辅料会对特定检测方法

产生干扰，导致相关检测项目不能在成品中测定，故

必须在原液中检定。

原液是指与辅料配制成制剂的物质，它由预期制

品、制品相关物质、制品相关杂质及工艺相关杂质组

成。其中预期制品是指具有期望结构的蛋白质，或是

来源于所期望的 DNA 序列并通过预期的翻译后修饰

及下游修饰产生的有活性的蛋白分子。需要注意的

是，由于重组蛋白通过工程菌或工程细胞表达生产，

有些制品本身就是目标蛋白发生不同的翻译后修饰

而形成的混合物。这些修饰往往是可以预见的（如

糖基化），修饰后的蛋白可能具有同样的生物学活性，

并且修饰本身也许不会影响蛋白制品的安全性和有

效性，这些翻译后修饰产物被作为预期制品的一部分。

制品相关杂质是指预期制品的分子变异体（如：

前体，某些在生产和 / 或贮藏中出现的分解产物等），

它们在活性、有效性和安全性方面与预期制品不同；

制品相关物质是指在生产和 / 或贮藏中形成的预期

产品的分子变异体，它们具有一定活性且对制剂的安

全性和有效性无有害影响。制品相关杂质和相关物

质的区别主要在于它们与预期制品是否具有类似的

属性，包括活性、有效性及安全性，当它们的属性与预

期制品一致时，被认为是制品相关物质，反之则被认

为是制品相关杂质。两者均源于生物技术制品的异

质性和降解产物，本质上均属于蛋白质，因此本文统

称为制品相关蛋白。

工艺相关杂质是指从生产过程中产生的杂质，

可能来源于细胞基质（如宿主细胞蛋白、宿主细胞

DNA）、细胞培养物（如诱导剂、抗生素或培养基成

分）或下游工艺（如处理试剂或柱子滤出物）。该类

杂质不在本文讨论范围之内。

2　国内外对制品相关蛋白的技术法规要求

2.1　人用药品注册技术要求国际协调会（ICH）

ICH 的指导原则 Q6B 中要求：在产品的开发阶

段，需要对其进行详尽的鉴定工作并制定适宜的质量

标准。产品的工艺如有明显改变，必要时也需对产品

进行详细鉴定，鉴定的内容包括产品的异质性、纯度



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cn药物分析杂志药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2018,38(11)        ·1856· 

及杂质等。

异质性：生产者应详细说明目标产品异质性的

类型，并证明临床前与临床研究所用批次的一致性。

如果已证明每批产品异质性的类型是固定的，就不必

对异质混合体中每一种形式的活性、有效性和安全

性（包括免疫原性）再作评价。原液和制剂在生产

和 / 或贮存过程中也会产生异质性，产品的异质性与

质量有关，因此应鉴定其异质程度和概况，以确保批

间一致性。当工艺改变或产品降解而导致异质体类

型与临床前和临床开发所用产品不一致时，应对这些

改变的影响作出评价。

纯度：测定绝对纯度和相对纯度对于分析方法

具有一定的挑战性，其结果与所用方法密切相关。因

此，原液和制剂的纯度一般是用几种方法合并估计。

原液分析方法的选择和优化主要考虑预期制品与制

品相关物质及制品相关杂质的分离；成品分析方法

除考虑以上因素外，还应考虑预期制品与辅料的分

离。对制品相关物质应酌情制订单独的和 / 或总体

的认可标准。对于批放行检验可选择部分合适的方

法测定纯度并进行验证。

杂质：除了对原液和制剂的纯度进行评估外，生

产者还应对可能出现的杂质作出评估。杂质可能与

工艺有关，亦可能与产品有关；杂质的结构有的已知，

有的部分阐明，有的是未知的。如果杂质有一定的

数量，应尽可能予以鉴别，有可能的话还应评估其生

物活性。对制品相关杂质应酌情制订单独的和 / 或

总体的认可标准，认可标准要根据临床前和临床研

究批次的数据及生产一致性批次的数据而定。对于

制剂的杂质控制，如果杂质在质和量上（即相对含量

和 / 或浓度）与原液一致，则不必再进行检测。如杂

质是在制剂生产过程和 / 或储存过程中产生的，应根

据以往批次的杂质含量检测结果，制定制剂中杂质含

量的认可标准，以评价制剂在生产和 / 或存储过程中

原料药的变化。

2.2　世界卫生组织（WHO）

WHO 的 指 南《Guidelines on the Quality，Safety，

and Efficacy of Biological Medicinal Products Prepared 
by Recombinant DNA Technology》包括生产与质控、

非临床评价、临床评价 3 个方面，其中生产与质控方

面对制品相关蛋白的要求与 ICH 的指导原则 Q6B 基

本一致。

该指南认为，在产品研发阶段对重组蛋白药物进

行严格的鉴定是必须的，通过鉴定可以获得产品的理

化特性、生物学活性、免疫化学特性、纯度及杂质等信

息。特别是应该采用多种分析手段获取蛋白分子的

各种理化特性，如相对分子质量、电荷状态、等电点、

氨基酸组成、疏水性质等。对产品的翻译后修饰（如

糖基化）、立体构像及聚集状态也应进行充分的鉴定

和分析，因为有些重组蛋白药物的糖基化修饰类型可

能与天然的蛋白分子不一致，进而可能对重组蛋白药

物的生物学、药理学及免疫学特性产生影响。以上研

究内容其实为后续相关蛋白的质量控制奠定了基础。

具体到纯度及杂质的鉴定方面，该指南认为生物

技术产品通常存在不同原因导致的异质性（如 C- 末

端加工、N- 末端焦谷氨酸化、脱氨基、氧化、异构化、

片段化、二硫键错配、N- 糖基或 O- 糖基化、糖化、

聚集），应当结合不同的分析方法对其纯度和杂质进

行评估，并应针对相应的制品相关蛋白设定单独的

和 / 或总体的认可标准。这些方法通常包括理化性

质的测定，如相对分子质量大小、异构体类型、疏水性

分析、电泳图谱、色谱数据（如肽图）、一级结构修饰

方式等。蛋白聚集体也应采用多种方法进行适当鉴

定，除非有其他理由，蛋白聚集体、不溶性微粒及可见

异物的形成均应在产品放行及稳定性评价时进行研

究并密切关注。

在纯度及杂质的常规质控方面，该指南建议：鉴

于重组蛋白药物纯度及杂质的复杂性，应结合基于不

同分离机制的方法进行分析评价，并应针对相应的制

品相关蛋白设定单独的和 / 或总体的认可标准。能

用于检测产品的片段化、解离及聚合的色谱和 / 或电

泳方法应被纳入，并酌情设定含量限度。考虑到糖

基化和聚乙二醇化修饰能影响制品的药代动力学性

质及免疫原性，应考虑为这些属性设定合适的接受

标准。

2.3　欧洲药典

欧洲药典在重组 DNA 技术产品的通则中仅列出

了研发和生产重组 DNA 技术产品的一般要求。比如

在预期制品的鉴定部分：通过一系列化学、物理、免

疫化学及生物学的测定，初步完成原液的特性、纯度、

效价及稳定性分析。在化学纯度部分：通过合适的

方法，如液相色谱、毛细管电泳或十二烷基硫酸钠 -
聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），对蛋白制品的纯

度进行分析，并与参比制剂进行对比。涉及具体产品

的鉴定、分析和测试的内容均放在相应制品的各论中
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进行阐述，以下列举 2 个例子：

干 扰 素 α2 浓 缩 液：该 各 论 中 涉 及 制 品 相 关

蛋白的检测项目有 2 个：相对分子质量与干扰素

α2 不同的杂质的检测、相关蛋白检测。前者采用

SDS-PAGE（还原及非还原）的方法，后者采用反相

高效液相色谱的方法，2 种方法均列出了详细的操作

步骤，均使用参比溶液，均设定了系统适用性标准及

质量标准。

干扰素 γ-1b 浓缩液：该各论中涉及制品相关

蛋白的检测项目有 4 个：共价结合的二聚体及寡聚

体，采用分子排阻色谱法测定；单体及聚合体，采用

分子排阻法测定；脱氨基、氧化形式及异二聚体，采用

离子交换色谱法测定；相对分子质量与干扰素 γ-1b
不同的杂质，采用 SDS-PAGE（还原及非还原）法测

定。各方法同样列出了详细的操作步骤，均使用参比

溶液，均设定了系统适应性标准及质量标准。

2.4　《中国药典》

2015 年版《中国药典》三部的“人用重组 DNA
蛋白制品总论”中规定：制品质量控制包括采用参比

品和经验证的方法评估已知和（或）潜在制品相关物

质和工艺相关物质，以及采用适宜的方法对制品鉴

别、生物学活性、纯度和杂质等检测进行分析。其他

有关制品的特性分析、异质性、翻译后修饰、制品相关

物质 / 杂质的规定与 ICH 指导原则及 WHO 指南基

本一致，不再赘述。

在制品的各论部分，目前还未纳入具体的相关蛋

白的检测项目，但是涉及纯度的检测有以下几种：非

还原 SDS-PAGE、分子排阻高效液相色谱法、反相高

效液相色谱法等，可以通过对产品纯度的控制，对相

关蛋白进行限定。

3　制品相关蛋白的产生及其对产品质量的影响

制品相关蛋白的产生主要有 2 种方式：蛋白分

子发生聚集或断裂和部分氨基酸发生化学修饰，其中

氨基酸修饰的种类很多，包括氧化、脱氨基、糖化、乙

酰化等。

3.1　蛋白聚集

聚集是重组蛋白药物比较常见的一种现象［2-3］，

聚集的发生不仅会降低药物的产量，还会给下游的纯

化工艺造成很大的压力［4］，更重要的是，聚集还会增

强重组药物的免疫原性，对其安全性和有效性产生不

利的影响［5-8］。

蛋白聚集的原因非常复杂，主要包括：蛋白本

身的理化特性；蛋白溶液的 pH、盐浓度与种类等［9］；

外部因素的刺激，如机械应力［10］、光照［11］、冷冻干

燥［12］、氧化环境［13］、气 - 液界面及固 - 液界面的相

互作用［14-15］。蛋白的聚集方式涉及可逆的或不可逆

的反应，非共价相互作用（如疏水相互作用）或共价

相互作用（如链间二硫键的形成），可溶性的聚集或

不溶性的聚集，空间结构改变形成的聚集或空间结构

不变形成的聚集［16］等等。

治疗性重组蛋白聚集后如果激发免疫系统，一

方面会导致抗药抗体的出现，使药物的疗效丧失，另

一方面还可能通过抗体的交叉反应，中和内源性的功

能蛋白，产生严重的副作用；更有甚者，还会引发急

性超敏反应，造成更加严重的后果。聚集体免疫原性

的高低主要跟 2 个因素相关：相对分子质量和溶解

性。一般认为，相对分子质量大于 10 万的高聚体以

及不溶性的蛋白聚合物更容易激发免疫系统［17］。另

外，蛋白的来源及临床治疗方式也会对聚集体的免疫

原性产生影响，如鼠源单抗比人源单抗的免疫原性要

强，注射方式、剂量及频率、病人本身的遗传背景及免

疫状态、免疫调节剂等因素也会对聚集体的免疫原性

产生影响［18］。

由于蛋白聚集对重组药物的不利影响，人们采

取各种措施避免蛋白聚集体的形成［19-20］。其中最主

要的方式是在纯化及制剂过程中，往蛋白溶液中添加

“蛋白聚集抑制剂”，也称为助溶剂或辅料［21-22］。辅

料构成的溶液环境对蛋白质的稳定至关重要，比如

pH 的变化可影响蛋白的疏水性、电荷类型和溶解性；

不同种类的盐离子可以影响蛋白的疏水性，从而影响

其稳定性；盐浓度也是蛋白溶液稳定与否的重要因

素，高浓度的盐可导致蛋白沉淀；表面活性剂也是一

类常用的辅料，可以降低蛋白在气液界面的吸附而降

低聚集［23］，精氨酸、赖氨酸等也可达到类似效果［24］；

糖类辅料如甘露糖和葡萄糖可用于增强蛋白冻干时

的稳定性［25］；还有研究者通过高通量扫描技术评价

辅料对抑制蛋白聚集的作用［26］。

3.2　氧化

氧化产物是一种非常重要的制品相关蛋白，由

于其对重组蛋白免疫原性及生物学活性的潜在影

响［27-29］，在产品质控方面需要密切关注。容易发生

氧化的氨基酸主要是蛋氨酸和半胱氨酸，人体内的

蛋白质也会被活性氧（ROS）氧化，但是由于蛋氨酸

亚砜还原酶的存在，蛋氨酸的氧化反应是可逆的［30］。
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在重组蛋白药物的生产过程中，将工程细胞从含血清

培养基转换为无血清培养基时，最容易发生蛋氨酸的

氧化［31］。蛋氨酸氧化可转变为蛋氨酸亚砜甚至蛋氨

酸砜（见图 2）。

图 2　蛋氨酸氧化过程示意图

Fig. 2　The schematic diagram of methionine oxidation process

重组药物中蛋氨酸的氧化会对蛋白的结构和功

能产生一定的影响，进而影响药物的安全性和有效

性。研究发现，重组人 IgG2 抗体的重链第 252 位和

428 位蛋氨酸发生氧化后，其与蛋白 A 和 FcRn 的亲

和力会减弱［32］；重组人 IgG1 抗体的重链第 256 位

和 432 位蛋氨酸发生氧化后，不仅造成其与蛋白 A、

蛋白 G、FcRn 及 Fc γ 受体的亲和力均减弱［33-35］，还

会明显缩短其血清半衰期［36］；干扰素 α2b 的 111 位

蛋氨酸发生氧化后会改变其二级结构，但对生物学活

性没有影响［37］，也有研究表明蛋氨酸氧化会导致干

扰素热稳定性下降［38］；重组人生长因子的第 14 位和

125 位蛋氨酸氧化后，虽然对其空间构象没有影响，

但是会降低其热稳定性，并促进蛋白的聚集［39-40］。

3.3　脱氨基

脱氨基是重组蛋白药物在长期存放过程中常见

的现象，脱氨基现象涉及的氨基酸包括天冬酰胺和谷

氨酰胺。天冬酰胺脱氨基时，先形成中间体琥珀酰亚

胺，琥珀酰亚胺中间体再水解成天冬氨酸或异天冬氨

酸（见图 3），两者的比例大约为 1∶3［41-42］。由于异天

冬氨酸不是天然的氨基酸，因此具有潜在的免疫原

性。谷氨酰胺也能发生脱氨基现象，但它脱氨基的

速率不及天冬酰胺的 1%，在重组蛋白药物中很难检

测到［43］。

脱氨基的速率与蛋白的一级结构、高级结构以

及溶液的性质（如 pH、温度、离子强度及缓冲离子类

型）相关。研究表明，当天冬酰胺的 C- 端氨基酸为

甘氨酸、丝氨酸或组氨酸时，更易脱氨基形成琥珀酰

亚胺［44］，天冬酰胺 N- 端的氨基酸对其脱氨基没有明

显的影响［45］。二级结构也对天冬酰胺残基稳定性有

一定的影响，研究表明天冬酰胺的脱氨基现象仅在非

α 螺旋区域发生［46］，β转角及蛋白疏水区形成的构

象约束在一定程度上能抑制琥珀酰亚胺的形成［47］。

碱性条件及温度的升高则能促进脱氨基反应的发

生［48］，溶液中添加甲醇以及降低溶液介电强度均能

减缓脱氨基反应的速率［49-50］。

图 3　天冬酰胺脱氨基示意图

Fig. 3　The schematic diagram of asparagine deamination

脱氨基能导致蛋白变异体的形成，可进一步影

响蛋白药物的安全性、有效性及批间一致性。对于

重组单克隆抗体来说，脱氨基有可能造成效价的下

降、半衰期的缩短以及免疫原性的增加［51-52］。比如，

重组 IgG1 型单抗中重链的互补决定区含有几个容

易发生脱氨基的“热点”，而互补决定区介导抗体与

抗原的特异结合，如果结构发生变化，将造成抗体效

价的降低［53-54］；也有研究发现，脱氨基能增强干扰素

β-1a 的生物学活性［55］；还有研究显示脱氨基的发生

会影响局部的氢键网络，并进一步改变蛋白的空间

结构［56］。

3.4　糖化

糖化也是一种在重组蛋白药物中比较常见的修

饰，它与糖基化不同，不需要蛋白酶的参与［57-58］。糖

化的发生主要是由于蛋白质暴露于还原性的单糖中

造成的，如葡萄糖、果糖等。葡萄糖的醛基可以与蛋

白中的游离氨基（如 N- 末端氨基及侧链氨基）反应
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形成西佛氏碱，西佛氏碱作为该反应的中间体是不

稳定的，它会迅速地通过 Amadori 重排转变为更加稳

定的葡糖胺加成物（见图 4），整个反应过程也称为

Maillard 反应［59-60］。

图 4　蛋白中游离氨基糖化反应示意图

Fig. 4　The schematic diagram of free aminoglycation reaction in 
protein 

重组蛋白药物在生产和贮存过程中很容易接触

葡萄糖，葡萄糖作为培养基质的主要碳源和能量来

源，在整个培养过程中均保持较高的浓度；另外，重

组蛋白辅料中的蔗糖和海藻糖，也会降解生成葡萄

糖，因此，重组蛋白药物发生糖化的可能性很高。赖

氨酸侧链氨基发生糖化的敏感程度主要取决于其空

间易接近性及其附近的化学环境，前者与蛋白的立体

结构有关，后者则主要由蛋白的一级结构和二级结构

决定［61］。

重组蛋白药物发生糖化后会影响其电荷分布及

稳定性，有时还可能影响其生物学活性。有研究通过

加速试验证实，某单抗制剂由于辅料中存在蔗糖，蔗

糖在加速条件下水解为葡萄糖并造成单抗发生糖化，

而糖化后的单抗聚集速度明显加快［62］；单抗的糖化

还会造成其抗原结合能力的下降［63］。糖尿病病人由

于血糖水平较高，容易造成体内正常蛋白发生糖化，

当胰岛素受体糖化后，可以抑制其与胰岛素的结合，

造成胰岛素抵抗［64］；当人血白蛋白糖化后，可以造成

其部分三维结构发生变化，影响其与锌离子的相互作

用，使锌的体内分布紊乱并进一步造成锌缺乏症［65］。

3.5　其他原因

除以上常见原因外，还有一些因素可能导致制品

相关蛋白的出现，比如肽键的断裂、N- 末端封闭、C-
末端赖氨酸的截除、二硫键错配、N- 末端蛋氨酸的

保留、N- 末端乙酰化等等，有可能对蛋白的结构和

功能产生不同的影响。

肽键的断裂常见于单抗制品的铰链区，可通过直

接水解或 β消除作用产生，前者在酸性或碱性环境

时容易发生，后者在碱性环境时容易发生［66］。N- 末

端封闭及 C- 末端赖氨酸的截除也常见于单抗制品，

前者在抗体的整个生命周期都可能形成，形成速度受

pH 的影响，中性条件下形成速度最慢，目前未发现

N- 端封闭对抗体活性的影响［67］；C- 末端赖氨酸的

截除会引起抗体的电荷异质性，但对抗体的安全性和

有效性没有影响［68］。

二硫键错配常见于通过包涵体方式表达后复性

所得的重组蛋白制品，比如干扰素，正确二硫键的形

成对干扰素生物学活性的发挥至关重要［69-71］；关于

N- 末端蛋氨酸保留，原核细胞表达的蛋白一般会在

后期加工修饰时将 N- 末端蛋氨酸切除，如未切除干

净则会在制品中存在 N- 末端蛋氨酸保留现象，2015
年版《中国药典》三部部分产品各论中允许 N- 末端

蛋氨酸的存在；N- 末端乙酰化在原核表达的蛋白中

有被发现［72-73］，有研究显示，干扰素 α2b 发生 N- 末

端乙酰化后，生物学活性明显降低［74］。

4　制品相关蛋白分析方法举例

制品相关蛋白的分析检测涉及 2 个关键的步骤：

预期制品与制品相关蛋白的有效分离及制品相关蛋

白的鉴定。分离可采用 SDS-PAGE、毛细管电泳、高

效液相色谱等方法，可以根据相关蛋白与预期蛋白制

品在理化性质方面的差异选择合适的分离方法。有

些氨基酸修饰对蛋白整体性质影响较小，很难在完整

蛋白水平进行分离，可考虑在肽段水平进行分离定

量。分离开的相关蛋白可通过相对分子质量的测定

（如电泳、分子排阻色谱、多角度激光散射、质谱等）

以及免疫化学方法（如免疫印迹）进行鉴定。下面列

举几个对制品相关蛋白进行分析质控的实例。

4.1　蛋白聚集体的检测

蛋白聚集体是指非预期的蛋白聚集产物，包括可

溶性的聚集物以及不溶性微粒和可见异物［75］，本部

分重点介绍可溶性聚集物的检测。蛋白聚集物的分

离主要依据其与预期蛋白相对分子质量的差别，方法

包括变性及非变性分子排阻色谱、变性及非变性电泳

（包括毛细管电泳），通过蛋白的保留时间、迁移率以

及多角度激光散射、质谱等检测器所测得的相对分子

质量可以快速地对蛋白聚集物进行鉴定［76］。分子排

阻色谱是最常见的分析蛋白聚集物的方法，但是该法

一个比较明显的缺点是填料对蛋白有吸附作用，导致

实测聚集物的比例偏低，测定前需要对色谱柱进行充

分的平衡［77-78］。有研究表明，流动相中添加精氨酸
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有助于降低蛋白的吸附，使测定结果更加准确［79-80］。

电泳也是分析蛋白聚集物最常用的方法，有研究者通

过电泳的方法分析了不同辅料对重组人干扰素 α2b
聚集速度的影响，结果表明：与磷酸钠缓冲液相比，

柠檬酸钠缓冲液能抑制其聚集；EDTA 比聚山梨酯能

更有效地抑制聚集；铜离子、锌离子等金属离子则能

促进聚集［81］。

4.2　毛 细 管 区 带 电 泳 分 析 粒 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（G-CSF）的制品相关蛋白［82］

毛细管区带电泳基于组分质荷比的差异将其分

离，是毛细管电泳中最基本、应用最广泛的一种分离

模式。该方法采用直径 50 μm、长 80.5 cm 的石英毛

细管柱；背景电解质为 100 mmol·L-1 的磷酸溶液（三

乙醇胺调节 pH 至 7.0）；电压 20 kV；温度 25 ℃ ；检

测波长 200 nm。该方法可将 G-CSF 与 6 种制品相

关蛋白（A~F）分离（见图 5）。研究者对该方法进

行了验证，包括特异性（对相关蛋白谱敏感且能定量

监测）、精密度（重复性及实验室间精密度）、稳定性

（51 h 内重复进样，检测结果一致）、耐用性（背景电

解质浓度、温度、电压及检测波长的细微改变不影响

检测结果）、线性范围（在蛋白浓度 6~600 μg·mL-1

范围内线性良好）、检测下限（LOD，0.6 μg·mL-1）以

及定量下限（LOQ，2.0 μg·mL-1）。验证结果表明，

该方法可用于 G-CSF 制品的相关蛋白分析。

图 5　毛细管区带电泳分析 G-CSF 相关蛋白

Fig. 5　Analysis of G-CSF related proteins by capillary zone 
electrophoresis

4.3　液相色谱质谱联用法检测 G-CSF 氧化型相关

蛋白

检 测 G-CSF 氧 化 型 相 关 蛋 白 的 方 法 主 要 分

2 种：肽段水平检测及完整蛋白水平检测。肽段水平

检测的常规策略是首先将分析蛋白酶解成肽段，液相

色谱分离氧化及未氧化的相关肽段，再通过紫外检测

或质谱检测的信号强度，对氧化及未氧化的对应肽段

进行含量比较［83-84］。对肽段进行绝对定量可通过酶

解前添加标记蛋白［85］或酶解后添加标记肽段［86］的

方式进行，质谱相对定量则基于氧化后的肽段与未氧

化的肽段具有相同的离子化效率［87］。肽段水平的检

测方法有 2 个缺点：一是仅能测定特定位点的修饰

比例，不能分析多个位点的氧化变异体并进行定量；

二是酶解过程可能引入新的修饰，使测定结果不准

确［88］。有研究者通过用含 18O 的双氧水对样品进行

充分氧化，避免了前处理引起的人为修饰，并能通过

相对分子质量的差异区分样品中已有的修饰［89］。完

整蛋白水平的检测可同时避免以上 2 个问题，但要对

分离方法进行优化，使氧化产物能与预期制品有效分

离，对分离开的氧化产物进行鉴定也具有一定的挑战

性［90-91］。

4.4　通过共反应产物测定异天冬氨酸含量

异天冬氨酸是天冬酰胺脱氨基或天冬氨酸分子

重排的产物。当蛋白相对分子质量大且修饰复杂时

（如单抗、Fc 融合蛋白等），将该类相关蛋白与预期制

品分离有一定的难度，这种情况下可考虑采用测定共

反应产物的方法［92］。该方法的试剂盒中提供有蛋白

L- 异天门冬氨酰甲基转移酶（PIMT）及 S- 腺苷 -L-
甲硫氨酸（SAM），前者可将后者的甲基转移至蛋白

样品中的异天冬氨酸上，并生成产物 S- 腺苷同型半

胱氨酸（SAH），SAH 相对分子质量小，可以很容易地通

过反相高效液相色谱的方法进行分离定量，通过测定共

反应产物 SAH 的量可以计算样品中异天冬氨酸的含量。

4.5　反相高效液相色谱分析重组人干扰素 α2 相关

蛋白

欧洲药典收录的方法即反相高效液相色谱法，

采用 250 mm×4.6 mm 的 C18 色谱柱，以 0.2% 三氟乙

酸 -30% 乙腈溶液和 0.2% 三氟乙酸 -80% 乙腈溶液

分别作为 A、B 流动相，通过改变流动相中乙腈的比

例将蛋白样品洗脱，同时将预期制品与氧化型干扰素

分离。该方法下氧化性干扰素的保留时间约为主峰

保留时间的 0.9；方法的系统适用性标准是氧化型干

扰素与干扰素的分离度不小于 1.0；样品的可接受标

准为任意相关蛋白峰的峰面积百分比不超过 3.0%，

相关蛋白的总峰面积百分比不超过 5.0%。中国食品

药品检定研究院与加拿大的研究者合作，对该类方法

进行了优化，新建立的方法对相关蛋白的分离效果
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更好［93］；另外，欧洲药典的方法作为常规放行方法，

不能反映蛋白结构的变化，甚至一些一级结构的变

化［94］，所以在产品研发阶段应尽可能采用各种新方

法、新技术，对产品的特性进行充分的鉴定。

5　问题与展望

制品相关蛋白是在重组蛋白药物里广泛存在并

应引起足够重视的一类物质，它们的存在可能与产品

的安全性、有效性密切相关。随着分析检测技术的不

断进步，人们对制品相关蛋白的分析和鉴定也更加充

分，其中质谱技术凭借其良好的灵敏度和准确性，成

为应用最广泛的相关蛋白鉴定技术。后续还应针对

相关蛋白出现的原因，相关蛋白对制品安全性及有效

性的影响作进一步的评估，以充分了解产品的特性，

有针对性地设定合适的质量标准。另外，随着制药工

业的发展，重组蛋白药物出现了一些新的药物形式和

剂型，如聚乙二醇修饰蛋白、抗体偶联药物、缓释药物

等，如何对这些药物中的制品相关蛋白进行界定和控

制，也是值得讨论的问题。

经过 20 多年的发展，我国重组蛋白药物取得了

巨大的成就，但在质量标准方面与世界发达国家相

比，还存在一定差距，比如大多数重组蛋白药物在原

液的纯度和杂质控制方面，还缺少相关蛋白的检测。

其实在分析技术方面，我国与发达国家的差距并没有

那么明显，如何通过分析技术的进步促进质量标准的

提高，是值得思考的问题。课题“重组细胞因子类制

品质量标准提高研究”的立项正是基于这一现实，集

合药品监管部门及生产企业的力量，共同对重组细胞

因子药物的制品相关蛋白进行分析检测，讨论制订相

应的含量标准，时机成熟即可纳入新版《中国药典》，

逐步提高我国重组蛋白药物的质量标准，使之与发达

国家接轨，助力我国从制药大国向制药强国的转变。
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