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重组人 C1 酯酶抑制剂中聚合物含量的测定 *

韩春梅，姚文荣，丁有学，于雷，陶磊，秦玺 **，饶春明 **

（中国食品药品检定研究院，卫生部生物技术产品检定及其标准化重点实验室，北京 100050）

摘要　目的：建立分析重组人 C1 酯酶抑制剂（rhC1INH）中聚合物含量的分子排阻高效液相色谱（SEC-
HPLC）方法。方法：rhC1INH 稀释后，采用 TSK GEL3000SW 色谱柱，214 nm 检测波长对其聚合物进行检测，

以 250 mmol·L-1 磷酸缓冲液（pH 6.8）为流动相，流速 0.5 mL·min-1 进行洗脱。结果：在 25.0~85.0 μg·mL-1

浓度范围内，rhC1INH 标准品的峰面积与浓度的线性关系良好（R2 平均值为 0.997）。rhC1INH 样品中分离到

3 个聚合物峰，采用面积归一法计算 6 次进样的聚合物的平均含量分别为 0.11%、0.15% 和 0.60%，RSD 分别

为 10.7%、9.0% 和 3.9%。4 批次 rhC1INH 样品中总聚合物的含量分别为 0.82%、1.01%、0.97% 和 0.92%。结

论：SEC-HPLC 方法适用于 rhC1INH 中聚合物的检测，为其聚合物质量标准的建立和产品评价奠定了基础。
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Determination of aggregates protein in recombinant
human C1 esterase inhibitor（rhC1INH）*
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（National Institutes for Food and Drug Control，Key Laboratory of the Ministry of Health for Research on 

Quality and Standardization of Biotech Products，Beijing 100050，China）

Abstract　Objective：To develop a size-exclusion high performance liquid chromatograph（SEC-HPLC）for 
determination of the aggregates protein in recombinant human C1 esterase inhibitor（rhC1INH）．Methods：The 
rhC1INH samples were diluted with mobile phase and separated on a column of TSK GEL3000SW column．The mobile 
phase was 250 mmol·L-1 phosphate buffer（pH 6.8），the flow rate was 0.5 mL·min-1，and detection wavelength 
was 214 nm．Results：The peak area of rhC1INH standard showed a good liner relationship with the concentration 
over the range of 25.0-85.0 μg·mL-1（the mean R2=0.997）．Three aggregate peaks were isolated from rhC1INH，
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and the mean contents of three peaks were 0.11%，0.15% and 0.60%，with RSD of 10.7%，9.0% and 3.9%，

respectively．The total aggregates in four batches of rhC1INH were 0.82%，1.01%，0.97% and 0.92%，respectively．

Conclusion：The SEC-HPLC revealed a feasible detection for the rhC1INH aggregates，and provided basis for 
establishment of aggregates-related quality standards and product evaluation．

Keywords：recombinant human C1 esterase inhibitor（rhC1INH）；size-exclusion high performance liquid 
chromatograph（SEC-HPLC）；content of aggregates；quality control；biopharmaceuticals

药物的质量控制中，研究者要建立合适的分析方法对

聚合物进行鉴别，并确定产品中聚合物的限度，确保

药物的安全性和有效性［17］。

本研究建立了 rhC1INH 聚合物含量的分子排阻高效

液相色谱（SEC-HPLC）测定方法，并对 4 批次成品进行

测定，为 rhC1INH 聚合物的质量控制提供了重要的依据。

1　仪器与试药

高效液相色谱仪（Waters，2659 分离器，2487/2489
紫外检测器，Empower 工作站）；TSK GEL3000SW 色

谱柱（TOSOH，5 μm，7.8 mm×300 mm）。

rhC1INH 对照品（科室留存）；凝胶过滤对照品

（Biorad，151-1901）；流动相（250 mmol·L-1 磷酸缓

冲液，pH 6.8）；超纯水（Millipore，Mili-Q Advantage
超纯水系统）。

4 批次 rhC1INH 样品（S1、S2、S3 和 S4，科室留

存，其中 S1 用于 SEC-HPLC 方法学验证）。

2　方法

2.1　溶液制备

2.1.1　rhC1INH 对照品溶液　取 1 瓶 rhC1INH 对照

品，用流动相稀释至  0 .1 mg ·mL-1，分别制备质量浓度

为 25.0、35.0、45.0、55.0、65.0、75.0 和 85.0 μg·mL-1

的对照品溶液。

2.1.2　系统适用性溶液　取 1 瓶凝胶过滤对照品，加

入 1.0 mL 超纯水，充分混匀后，取 15.0 μL 溶液加入

至 585.0 μL 流动相，充分混匀后备用。

2.1.3　rhC1INH 供 试 品 溶 液　 取 1 瓶 rhC1INH 样

品，用 14.0 mL 超纯水充分溶解，再用流动相稀释至

6.0 mg·mL-1。同时，以流动相作为空白对照。

2.2　色谱条件

TSK GEL3000SW 色谱柱（TOSOH，5 μm，7.8 mm×

300 mm）；采 用 250 mmol·L-1 的 磷 酸 缓 冲 液（pH 
6.8）流动相进行等度洗脱，运行时间为 45 min，流速

0.5 mL·min-1；检测波长 214 nm；柱温 20~25 ℃ ；进

样量 20 μL。

C1 酯 酶 抑 制 剂（ C 1 esterase inhibitor，C1INH）是

1957 年在血浆中发现的热敏感物质，属于丝氨酸蛋白

酶抑制剂（Serpins）超家族［1-3］。人的 C1INH 是由肝脏

细胞合成并存在于血浆中的糖蛋白，在调控血管稳态

中具有重要的作用。C1INH 主要抑制补体级联（C1s、
C1r 和 MASP2）、接触激活途径（激肽释放酶和凝血因

子ⅩⅡ a）、内源性凝血酶（凝血因子ⅩⅠ a）和纤溶蛋

白酶（血纤维蛋白溶酶和组织纤溶酶原激活物）的活

性［3-7］。当 C1INH 基因缺陷 / 变异、C1INH 缺乏或功能

降低时，补体和接触激活途径被激活，不能充分地抑制

接触激活途径，从而引起缓激肽的上调表达，最终导致

皮肤和粘膜部位血管内容物渗出，形成局部水肿，这是

引起遗传性血管性水肿（Hereditary Angioedema，HAE）

的直接原因［4-5］。HAE 是致命的，国际上推荐 C1INH
浓缩剂为 HAE 患者急性发作的首选治疗方案［8-10］。

目前，美国或欧洲批准上市的 C1INH 主要是血

浆 来 源 的 Berinert、Cetor、Cinryze、Haegarda 浓 缩 制 剂

和分泌自转基因兔乳汁中的重组人 C1 酯酶抑制剂

（recombinant human C1 esterase inhibitor，rhC1INH） 类 似

物 Ruconest。Ruconest 于 2010 年和 2014 年分别在欧盟

和美国获准上市，适用于成人和青少年 HAE 患者急性

发作的治疗［9-14］。家兔乳汁纯化后的 rhC1INH 为单体

结构，相对分子质量（约 98 k）和糖基化程度均低于天

然 C1INH，抑制活性与血浆来源的 C1INH 一致［11，14-15］。

2015 年 10 月，欧洲药典首次收录了人血浆来源

C1INH 的质量控制标准［11］。尽管 rhC1INH 已经在

欧盟和美国上市，药典并没有纳入其质量控制标准，

更没有聚合物的检测方法和限度要求。聚合物与药

物的结构相同，其形成可以发生在生产 / 纯化工艺、

存储、运输等过程中，二硫键、疏水性、pH、离子强度、

表面活性剂和温度等条件的改变是蛋白质聚合的诱

因。聚合物能够影响药物的生物活性、体内药代动力

学和免疫原性，引起机体的免疫反应，最终可能会影

响药物的有效性和安全性［16-18］。因此，在重组蛋白
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2.3　数据分析

用面积归一化法计算 rhC1INH 中聚合物的含量，即

聚合物峰面积占除溶剂峰以外的总色谱峰面积的百分率。

3　结果

3.1　 系统适用性试验

系统适用性试验色谱图见图 1。空白对照样

品 中 出 现 溶 剂 峰（图 1-A）；图 1-B 中，γ 球 蛋 白

（峰 4）和 卵 清 蛋 白（峰 5）之 间 的 分 离 度（Rs）为

2.7（RSD 为 3.1%）；肌球蛋白（峰 6）的理论塔板数

（N）为 19 367（RSD 为 2.4%），说明柱效和该方法的

分离度较好。图 1-D 为 rhC1INH 样品的色谱图，除

rhC1INH 的主峰（峰 4）外，还分离到 3 个聚合物峰

（峰 1~3）。峰 5 及其肩峰是 rhC1INH 中低分子量相

关蛋白，峰 6 是制剂缓冲液中的柠檬酸盐组分。本研

究只对峰 1~3 聚合物进行分析。

3.2　线性分析

rhC1INH 对照品的色谱图结果见图 1-C。以对

照品浓度为横坐标（X），主峰的峰面积为纵坐标（Y）

进行线性回归分析，回归方程：

Y=2.972×107X-2.11×105　R2=0.998
重复 3 次试验的回归系数 R2 分别为 0.998、0.997

和 0.995（均 值 为 0.997，RSD 为 0.16%），说 明 在

25.0~85.0 μg·mL-1 范围内，对照品浓度与峰面积之

间呈现良好的线性关系。

3.3　精密度分析

取 S1 批 rhC1INH 样品进行 6 次色谱分析，分别

计算样品中单组份聚合物（峰 1~3）和总聚合物的面

积占总峰面积的百分率。如表 1 所示，S1 样品中总

聚合物的平均含量为 0.86%，RSD 为 4.8%；峰 3 聚合

物 的 RSD 为 3.9%，峰 2 和 峰 1 聚 合 物 的 RSD 分 别

为 9.0% 和 10.7%。 同 时，S1 样 品 中 主 要 C1INH 成

分的含量为 98.22%，RSD 为 0.04%。说明该方法的

精密度较好。另外，rhC1INH 中聚合物成分（峰 3）

的 Rs 为 1.8（>1.5），可保证主成分与该聚合物完全有

效分离。峰 3 与峰 2、峰 2 与峰 1 相关蛋白成分的 Rs
均 <1.0，其中峰 2 和峰 1 的分离效果最差。rhC1INH 主

成分含量的 RSD 明显低于峰 3、峰 2 和峰 1 的 RSD。

3.4　稳定性验证

取 S1 样品，每 2 h 进样 1 次，共进样 4 次，样品

中总聚合物的含量分别为 0.70%、0.77%、0.75% 和

0.76%，平均值为 0.75%，RSD 为 4.2%，表明在检测条

件下，S1 样品在 6 h 内的稳定性良好。

图 1　SEC-HPLC 色谱图

Fig. 1　Chromatograms of SEC-HPLC
A. 空白对照（blank control）　B. 凝胶过滤标准品（gel filtration standard）

C. rhC1INH 对 照 品（rhC1INH reference substance）　D. rhC1INH 样 品

（rhC1INH sample）
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表 1　RhC1INH 中聚合物含量及分离度的分析结果

Tab. 1　The results of total aggregates and Rs in rhC1INH

序号

（No.）

峰 4 保留时间

（retention time 
of peak 4）/min

面积（AUC）/% 分离度（separation degree，Rs）

峰 4
（peak 4）

峰 3
（peak3）

峰 2
（pea 2）

峰 1
（peak1）

总聚合物

（total aggregates）

峰 4 与峰 3
（peak 4 and 

peak 3）

峰 3 与峰 2
（peak 3 and 

peak 2）

峰 2 与峰 1
（peak 2 and 

peak 1）

1 14.83 98.16 0.62 0.16 0.12 0.90 1.78 0.92 —

2 14.83 98.17 0.62 0.16 0.12 0.90 1.78 0.92 —

3 14.83 98.21 0.61 0.16 0.11 0.88 1.80 0.93 —

4 14.83 98.23 0.59 0.14 0.10 0.83 1.81 0.93 —

5 14.89 98.26 0.57 0.13 0.10 0.80 1.80 0.93 —

6 14.84 98.26 0.57 0.14 0.13 0.84 1.81 0.91 0.87

平均值

（mean）
14.84 98.22 0.60 0.15 0.11 0.86 1.80 0.92 0.87

RSD/% 0.16 0.04 3.92 8.96 10.69 4.80 0.76 0.88 —

二硫键在稳定 C1INH 结构和保持丝氨酸蛋白酶抑

制剂活性中具有重要的作用，破坏二硫键的结构会

导致 C1INH 构象的改变、活性的丧失和蛋白的多聚

化［2-3，21］。因此，合格的 rhC1INH 产品应该保持正确

的二硫键构象，并将蛋白聚合物的含量控制在最小范

围［10］。

目前，重组蛋白药物中聚合物的检测方法主要包

括 SDS-PAGE、SEC（包含多种检测器的不同方法）

和质谱等方法，其中 SEC-HPLC 是目前用于分析聚

合物含量的标准方法［16-18，22］。对 rhC1INH 而言，国

内外药典中均无聚合物的检测方法及限度要求，本

研究针对 rhC1INH 中聚合物建立了 SEC-HPLC 检测

方法。从 SEC-HPLC 色谱结果可以看出（图 1-D）：

rhC1INH 主 成 分 洗 脱 峰（峰 4）前 存 在 3 个 蛋 白 峰

（峰 1- 峰 3），3 个蛋白峰的含量明显低于 rhC1INH
主成分峰；在分离度方面，峰 3 与 rhC1INH 主成分峰

能够有效分离；峰 3 和峰 2、峰 2 和峰 1 不能获得较

好的分离效果，但能保证峰 2、峰 1 与主成分峰 4 有

较好的分离度。本研究对 rhC1INH 中的总聚合物含

量进行分析，结果显示：4 批次 rhC1INH 样品中的主

要蛋白平均纯度为 98.3%，平均洗脱时间为 14.8 min；

总聚合物的含量约为 0.82%~1.01%。在 Feussner 等［9］

的研究中，13.5 min 洗脱时间之前的蛋白成分认定

为聚集体和其他高分子量蛋白，约占 0.6%。本文

与 Feussner 研究的差异可能与 SEC-HPLC 条件（流

动相成分和 pH 等）和产品批次差异有关；另外，保

3.5　方法应用

按照“2.2”项色谱条件，对 S1、S2、S3 和 S4 批次

成品进行色谱分析（每批样品重复测定 3 次）。4 批

rhC1INH 均检出聚合物，其中总聚合物的含量分别为

0.82%、1.01%、0.97% 和 0.92%（表 2）。

表 2　RhC1INH 中总聚合物含量

Tab. 2　The total aggregates in rhC1INH

序号（No.） S1 S2 S3 S4

1 0.76 1.01 0.97 0.92

2 0.82 1.00 0.97 0.91

3 0.89 1.01 0.96 0.92

平均值（mean） 0.82 1.01 0.97 0.92

RSD/% 7.90 0.50 0.36 0.44

4　讨论

在生物技术药物的研发及生产中，质量控制是确

保药物安全性和有效性的重要手段，其中工艺相关杂

质和产品相关杂质 / 蛋白的鉴定是必不可少的常规

检测项目［17］。rhC1INH 来源于转基因家兔的乳汁，

产品中的相关杂质 / 蛋白是在生产、纯化等过程中

产生的与主要蛋白结构类似的同系物、异构体、突变

物、氧化物、聚合体或降解物，本研究主要对 rhC1INH
产品中的聚合物进行研究。聚合物的产生机制主要

是疏水结构域间的相互作用或二硫键的形成等［19］。

C1INH 的 N 端含有独特的 116 个氨基酸残基，主要

通过 2 对二硫键与丝氨酸蛋白酶结构域相连［2，20］。
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存条件和保存时间也会影响 rhC1INH 中聚合物的含

量。在下一步的研究中，我们需要分别收集 3 个聚合

物成分，采用 SDS-PAGE、动态光散射、粘度计和折射

计等多重高效分子排阻色谱方法进行更深入的分析，

以鉴定峰 3、峰 2 和峰 1 相关蛋白的聚合物形式。

综上所述，本研究建立了 rhC1INH 产品中聚合

物含量的检测方法，鉴于聚合物可能产生的免疫原性

和副反应，应尽可能减少 C1INH 制剂中蛋白聚集物

的含量，并控制在可接受的限度范围内。
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