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重组人干扰素 β1b 中 ox-IFN β1b 含量测定 *

于雷，韩春梅，李永红，陶磊，裴德宁 **，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：建立重组人干扰素 β1b（IFN β1b）中氧化型干扰素（ox-IFN β1b）的测定方法。方法：RP-
HPLC 色谱条件：RP-C8 色谱柱（Grace Vydac，4.6 mm×250 mm，5μm），柱温 40 ℃，0.1% TFA-10% 乙腈 -
水溶液为流动相 A，0.1% TFA- 乙腈溶液为流动相 B，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min-1，检测波长 214 nm。

结果：ox-IFNβ1b 峰与峰 3 的分离度约为 4.0，理论塔板数大于 20 000；6 次进样的 RSD 小于 5.0%；2 个厂

家共 6 批 IFN β1b 原液中均检出 ox-IFN β1b，用面积归一化法计算百分含量为 0.47%~0.96%。结论：新建方法

可有效分离和测定不同厂家 IFN β1b 原液中的 ox-IFN β1b，对 IFNβ1b 质量标准的提高具有重要意义。
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Determination of ox-IFN β1b in recombinant 
human interferon β1b*
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PEI De-ning**，RAO Chun-ming**

（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 method for determination of ox-IFN β1b in recombinant human interferon β1b
（IFN β1b）. Methods：The RP-HPLC was carried out on an RP-C8 column （Grace Vydac，4.6 mm×250 mm，

5μm），at the temperature of 40 ℃ . The mobile phase consisting of solution A （0.1% TFA-10% ACN-ddH2O） and 
solution B （0.1% TFA-ACN as solution B） was applied with a gradient elution at a flow rate of 1.0 mL·min-1. The 
detection wavelength was 214 nm. Results：The resolution of the ox-IFNβ1b peak relative to peak 3 was about 4.0 
and theoretical plate number was more than 20 000. RSD of 6 injections was below 5.0%. ox-IFNβ1b was detected 
in 6 batches of IFN β1b bulks from two different manufacturers，and percentage contents were between 0.47%
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and 0.96%，which were determined by area normalization. Conclusion：The developed method could effectively 
separate and determine ox-IFNβ1b in IFN β1b bulks from different manufacturers，which was of great significance 
to the improvement of quality control of IFNβ1b.
Keywords：related proteins；recombinant interferon β1b（IFNβ1b）；ox-IFN β1b；RP-HPLC；quality control

1　仪器与试药

HPLC 色 谱 仪（Waters 2659 分 离 器，2487 紫 外

检 测 器，Empower 工 作 站）；RP-C8 色 谱 柱（Grace 
Vydac，4.6 mm×250 mm，5μm）。

3 批 A 厂家 IFN β1b 原液（MA）和 3 批 B 厂家

IFN β1b 原液（MB）均为本实验室留存样品；三氟乙

酸（TFA）（分析纯，Aladdin）；乙腈（色谱纯，Merk）；

H2O2、L- 甲硫氨酸均为分析纯。

2　方法

2.1　样品制备

2.1.1　IFN β1b 样品　将 IFN β1b 原液用超纯水稀

释 至 0.7 mg·mL-1，10 000 r·min-1 离 心 1 min，取 上

清液，即得。

2.1.2　ox-IFN β1b 样 品　 从 3 批 A 厂 家 IFN β1b
（ MA） 原 液 和 3 批 B 厂 家 IFN β1b（ MB）原 液 中

各选取 1 批，用超纯水稀释至 0.7 mg·mL-1，分别加

入 不 同 体 积 的 2.0% H2O2 溶 液，使 H2O2 终 浓 度 分

别 为 0.01%、0.05% 和 0.25%，室 温 放 置 1 h 进 行 氧

化反应，然后加入 L- 甲硫氨酸使其终浓度为 12.5 
mg·mL-1，室 温 放 置 1 h 以 终 止 氧 化 反 应，10 000 
r·min-1 离心 1 min，取上清液，即得。

2.2　色谱条件

柱温 40 ℃ ；检测波长 214 nm；进样量 20 μL；

流 速 1.0 mL·min-1；用 流 动 相 A（0.1%TFA-10% 乙

腈 - 水溶液）和 B（0.1%TFA- 乙腈溶液）进行梯度

洗脱，具体洗脱过程按表 1 所示进行。

表 1　梯度洗脱条件

Tab. 1　Gradient elution conditions

时间

（time）/min
流动相 A

（mobile phase A）/%
流动相 B

（mobile phase B）/%

0 70 30

10 50 50

20 40 60

21 70 30

27 70 30

重组人干扰素 β1b（IFN β1b）是 1 种大肠杆菌

表达的基因工程药物，由 165 个氨基酸组成，相对分

子质量约为 18 k，与天然形式的干扰素 β相比，其

第 17 位半胱氨酸突变为丝氨酸，无 N 端甲硫氨酸，

无糖基化修饰，但仍可折叠成正确的干扰素 β分子，

并与受体结合，具有表达量高、稳定性好的优点［1-2］。

1993 年被美国 FDA 批准上市，用于多发性硬化症的

治疗，2010 年获准在中国上市［3-6］。作为 1 种重组

蛋白药物，IFNβ1b 容易在生产或储存阶段发生蛋白

质修饰反应，如氨基酸的氧化、脱酰胺、肽链断裂、聚

集和错误折叠等，产生蛋白变异体，即相关蛋白，相关

蛋白可以使重组蛋白药物的生物学活性下降，药代动

力学特性发生改变，易诱生中和抗体或导致过敏等严

重副反应，增加患者的用药风险［7-9］。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，在产品质控方面需要

密切关注［10-11］。重组蛋白中容易发生氧化的氨基酸

主要是蛋氨酸和半胱氨酸，蛋氨酸通过氧化可转变为

蛋氨酸亚砜甚至蛋氨酸砜，对蛋白的结构和功能会

产生一定的影响，进而影响药物的安全性、有效性和

稳定性。IFN β1b 分子中含有 3 个蛋氨酸，理论上都

可以被氧化，且氧化后 IFN β1b 的生物学活性降低，

免疫原性增加，因此需要对氧化型干扰素（ox-IFN 
β1b）进行控制［12-13］。目前欧洲药典中已收录了 ox-
IFNα2，ox-IFN β1a 和 ox-IFNγ1b 的测定方法，但

ox-IFN β1b 的质控尚无相关报道［14-15］。因此，ox-
IFN β1b 检测方法的建立对于 IFN β1b 产品质量标

准的提高具有重要意义。

欧 洲 药 典 中 ox-IFNα2 的 测 定 采 用 C18 反 相

高 效 液 相 色 谱 法（RP-HPLC）法，ox-IFN β1a 采

用 肽 图 法，ox-IFNγ1b 采 用 阳 离 子 交 换 色 谱 法

（CEC）。本研究采用 C8 RP-HPLC 技术，建立了针对

IFN β1b 原液中 ox-IFN β1b 质量控制的方法，并用

该 法 对 2 个 厂 家 6 个 批 次 的 IFN β1b 原 液 进 行 了

检测。
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3　结果

3.1　方法建立

通过比较不同色谱柱（C4 和 C8 反相柱），调整梯

百 分 比（% 面 积）、USP 分 离 度 和 USP 理 论 塔 板 数

见表 2。

除 IFN β1b 主峰（峰 4）和溶剂峰外，均分离到

3 个杂质蛋白峰，各峰的保留时间、峰面积、峰面积

表 2　IFN β1b MA 和 MB 样品的色谱峰参数

Tab. 2　Parameters of chromatographic peaks of IFN β1b MA and MB samples

样品

（sample）

峰号

（peak No.）

保留时间

（retention
time） /min

峰面积

（peak area）

面积百分比

（area percent）/
%

USP 分离度

（USP resolution）

USP 理论塔板数

（USP theoretical
plate number）

IFN β1b MA 1 6.341 94 820 0.43 — 9 407

2 11.226 163 900 0.75 16.7 21 921

3 12.258 13 365 0.06 4.0 64 542

4 12.755 21 724 121 98.76 1.8 22 231

IFN β1b MB 2 11.245 77 241 0.41 — 35 437

3 12.235 187 752 1.01 3.9 35 959

4 12.767 18 239 036 97.72 1.8 26 100

5 13.967 161 215 0.86 3.1 15 817

3.2　ox-IFN β1b 峰的鉴定

为鉴定 ox-IFN β1b 峰，采用不同浓度 H2O2 处

理 IFN β1b 样品 1 h 后进行测试。如图 2 所示，IFN 
β1b MA 和 IFN β1b MB 的峰 2 随着 H2O2 浓度升高

而增加，且两者的保留时间基本一致，说明此峰为

ox-IFN β1b 峰。 图 3 为 不 同 浓 度 H2O2 处 理 1 h 后

ox-IFN β1b 峰 面 积 百 分 比，随 着 H2O2 浓 度 增 加，

ox-IFN β1b 峰明显增加，且 MA 样品的增加趋势较

MB 样品明显，当 H2O2 浓度为 0.25% 时，ox-IFN β1b
峰面积百分比可增至 30% 左右。

度洗脱条件，优化建立了适用于检测 ox-IFN β1b 的

C8 RP-HPLC 法，用该法测试 A 和 B 厂家的 IFN β1b
原液（MA 和 MB），色谱图见图 1。

图 1　RP-HPLC 法分析 A 和 B 厂家的 IFN β1b 原液（IFN β1b MA 和 MB）
Fig. 1　Analysis of IFN β1b bulks from A and B manufacturers （IFN β1b MA 和 MB） by RP-HPLC
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图 2　IFN β1b MA 和 MB 中 ox-IFN β1b 峰的鉴定

Fig. 2　Identification of ox-IFN β1b peak in IFN β1b MA and MB bulks

图 3　不同浓度 H2O2 处理 1 h 后 ox-IFN β1b 峰面积百分比

Fig. 3　The peak area percentages of ox-IFN β1b after incubation 
with different concentration of H2O2 for 1 h

3.3　精密度

用 RP-HPLC 法对 A 和 B 厂家的 IFN β1b 样品

进行测试，分别重复进样 6 次，计算 RSD。6 次进样

的色谱图见图 4。

6 次重复进样的 ox-IFN β1b 峰保留时间、峰面

积、峰面积百分比及相应 RSD 计算结果见表 3。保

留时间的 RSD 仅为 0.1%，峰面积和峰面积百分比的

RSD 均小于 5%。说明该法的精密度较好。

3.4　方法的初步应用

用 RP-HPLC 法测试 A 和 B 厂家共 6 批 IFN β1b
原液各 3 次。所有样品中均检出 ox-IFN β1b，用面

积归一化法计算百分含量，结果见表 4。

图 4　IFN β1b MA（A）和 MB（B）6 次进样的色谱图

Fig. 4　Chromatograms of 6 injections of IFN β1b MA（A） and MB（B）
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表 3　6 次进样的 ox-IFN β1b 峰结果

Tab. 3　Ox-IFN β1b peak results of 6 injections

样品

（sample）

进样

（injection）

保留时间

（retention 
time）/min

峰面积

（peak area）

面积百分比

（area 
percent）/%

IFN β1b 
MA

1 11.241 130287 0.61

2 11.233 135616 0.62

3 11.233 120824 0.55

4 11.225 133777 0.61

5 11.234 131052 0.60

6 11.232 138241 0.63

均值（mean） 11.231 131633 0.60

RSD/% 0.1 4.6 4.6

IFN β1b 
MB

1 11.275 131629 0.63

2 11.245 129234 0.62

3 11.245 125706 0.61

4 11.246 127578 0.62

5 11.262 128219 0.62

6 11.263 127254 0.62

均值（mean） 11.256 128270 0.62

RSD/% 0.1 1.6 1.0

表 4　IFN β1b 原液中 ox-IFN β1b 百分含量计算结果

Tab. 4　Results of ox-IFN β1 percentage 

contents in IFN β1b bulks

样品

（sample）

序号

（No.）
1/% 2/% 3/%

均值

（mean）

/%

RSD
/%

IFN β1b MA 01 1.01 0.95 0.92 0.96 4.8

02 0.64 0.68 0.64 0.65 3.5

03 0.67 0.64 0.63 0.65 3.2

IFN β1b-MB 01 0.67 0.68 0.65 0.67 2.3

02 0.7 0.69 0.7 0.70 0.8

03 0.48 0.48 0.45 0.47 3.7

4　讨论

目前对于氧化型相关蛋白的检测方法主要分

为肽段水平检测及完整蛋白水平检测。肽段水平

检测是先将待测蛋白酶解成肽段，液相色谱分离氧

化及未氧化的相关肽段，再通过紫外检测器或质

谱进行测定，该法仅能测定特定位点的修饰比例，

不能区分多位点氧化变异体并进行定量，且酶解过

程可能引入新的修饰，使测定结果不准确［16］。目

前 欧 洲 药 典 中 ox-IFN β1a 的 测 定 方 法 即 为 肽 图

法。完整蛋白水平的检测可以避免这些问题，但

要对分离方法进行优化，以使氧化产物与预期制

品 可 有 效 分 离［17-18］。 目 前 欧 洲 药 典 中 ox-IFNα2
和 ox-IFNγ1b 的测定方法均为完整蛋白水平的检

测。 本 研 究 中 所 建 立 的 RP-HPLC 法 也 是 在 完 整

蛋白水平上检测 ox-IFN β1b。前期研究比较了 C4

和 C8 色谱柱，发现两者均可有效分离 ox-IFN β1b
峰，但 是 C8 柱 的 基 线 更 平 滑，因 此 选 择 C8 柱。 通

过调整流动相 A 和 B 的比例，优化梯度洗脱条件，

使各峰在短时间（20 min）内达到最佳分离。采用

优 化 的 RP-HPLC 法 将 IFN β1b 样 品 中 的 主 峰 和

杂质蛋白峰进行有效分离，通过 H2O2 处理来定位

ox-IFN β1b 峰。进一步的结构鉴定还需分离纯化

ox-IFN β1b 组分，用质谱技术进行分析。从检测结

果来看，尽管 A 厂家和 B 厂家的相关蛋白分布有所

不同，但所建方法均可将 ox-IFN β1b 进行有效分离，

ox-IFN β1b 峰保留时间为 11.2 min，与峰 3 的分离度

为 4.0 左右，理论塔板数大于 20，000。通过 6 次重

复进样计算，ox-IFN β1b 峰面积百分比的 RSD 小于

5%，说明该法的精密度较高。目前尚无 ox-IFN β1b
参考品，只能采用峰面积归一化法计算 ox-IFN β1b
峰面积百分比进行定量。2 个厂家 6 批 IFN β1b 原

液测定结果显示，所有样品中均检出 ox-IFN β1b，

说明 ox-IFN β1b 的测定是非常必要的，应作为关键

质量属性纳入 IFN β1b 质量控制体系，该法的建立

对 IFN β1b 质量控制体系的完善具有重要的促进

作用。
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