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利用欧洲药典方法评价国产重组人粒细胞
集落刺激因子原液中的制品相关蛋白含量 *

韩春梅，刘兰，史新昌，陶磊 **，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方法及其标准化重点实验室，北京 100050） 

摘要　目的：分析评价国产重组人粒细胞集落刺激因子原液中的制品相关蛋白含量，为《中华人民共和国

药典》（简称《中国药典》）标准提高提供依据。方法：对比国际主流药典，选择其中最为通用的制品相关

蛋白含量分析方法；用该方法对征集的国产重组人粒细胞集落刺激因子原液进行分析检测及结果判定。

结果：欧洲药典（EP）所列方法最为通用，用该方法对 12 家生产企业的 33 批原液进行了检测；结果显示，5
家企业的 13 批原液符合 EP 标准，其余厂家及批次不符合 EP 标准。结论：我国已有相当数量的重组人粒

细胞集落刺激因子产品符合 EP 的制品相关蛋白含量标准，可以考虑将该方法纳入新版《中国药典》，以促

进该制品质量的提高并与国际接轨。
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Analysis of product related proteins in the bulk of recombinant 
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using European Pharmacopoeia method*
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Abstract　Objective：To analyze and evaluate the content of product related proteins in the bulk of recombinant 
human granulocyte colony-stimulating factor produced in China，and also to provide the basis for improving the 
standard of Chinese Pharmacopoeia. Methods：After a comparison of the international primary pharmacopoeias，

the most commonly used method was selected to analyze the content of product related proteins in the collected 
samples. Results：The method in European Pharmacopoeia （EP） is the most general method，and it was used to 
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analyze the 33 lots of bulk produced by 12 manufacturers. Results showed that 13 lots of bulk produced by five 
manufacturers met the EP standard，and the rest of samples were not in conformity with it. Conclusion：In China，

there are a considerable number of recombinant human granulocyte colony stimulating factor products that meet the 
EP standard. It is reasonable to incorporate the EP method into the new version of Chinese Pharmacopoeia in order 
to improve the quality of the products and to integrate with international standard.
Keywords：granulocyte colony-stimulating factor；product related protein；bulk；European Pharmacopoeia（EP）；

quality standard

蛋白含量测定国家标准品，批号 270023-200801。

Waters Alliance 2690 高效液相色谱仪与 996 紫

外检测器（Waters 公司）；Acquity UPLC-Xevo G2-S
液质联用仪（Waters 公司）。

2　方法

2.1　国外主流药典所列方法的对比

本研究参考 EP 9.3、美国药典（USP 41）、日本药

典（JP 17））等国外主流药典，比较其中收录的 rhG-
CSF 的制品相关蛋白检测方法，选择通用性最好的

EP 方法，对国内 rhG-CSF 原液进行分析测定。

2.2　按 EP 9.3 方法进行制品相关蛋白含量分析

样品处理：待检 rhG-CSF 原液用超纯水稀释至

0.5 mg·mL-1；取 rhG-CSF 对 照 品 用 超 纯 水 稀 释 至

0.5 mg·mL-1，即为对照品溶液 A；取 250 μL 对照品

溶液 A，加入 4.5 g·L-1 的双氧水 2.5 μL，混匀后于

（25±2） ℃放置 30 min，再加入甲硫氨酸 1.9 mg，即

为对照品溶液 B；取 250 μL 对照品溶液 A，加入 DTT 
0.25 mg，混匀后于（35±2） ℃温浴 60 min，即为对照

品溶液 C。

色谱条件：色谱柱为 TSKgel Protein C4-300（4.6 
mm×150 mm，3 μm）；以 0.1% 的三氟乙酸水溶液

（A）-0.1% 的 三 氟 乙 酸 90% 乙 腈 溶 液（B）为 流 动

相，梯 度 洗 脱（0 ~ 30 min，60%A → 20%A）；流 速：

0.8 mL·min-1；柱温：60 ℃ ；进样体积：50 μL；检测

波长：215 nm。

数 据 处 理：rhG-CSF 保 留 时 间 约 23 min；氧 化

rhG-CSF（1）与 rhG-CSF 保留时间的比约为 0.84；氧

化 rhG-CSF（2）与 rhG-CSF 保留时间的比约为 0.98；

还原型 rhG-CSF 与 rhG-CSF 保留时间的比约为 1.04。

系统适用性要求：供试品与对照品主峰的保留

时间应基本一致；供试品主峰的峰形应与对照品一

致；对照品溶液 B 主峰（rhG-CSF）的对称因子最大

不超过 1.8；峰谷比不小于 2.0（Hp 指氧化峰 2 在基

粒细胞集落刺激因子（granulocyte-colony stimulating 
factor，G-CSF）由活化的单核细胞、巨噬细胞、成纤

维细胞等细胞分泌，主要生物学作用是促进中性粒

细 胞 的 增 值 和 分 化［1］。 重 组 人 G-CSF（rhG-CSF）

由 175 个氨基酸组成，相对分子质量为 18 799，其中

含有 5 个半胱氨酸，形成两条二硫键（Cys37-Cys43，

Cys65-Cys75），二 硫 键 的 形 成 对 于 维 持 G-CSF 的

生 物 学 功 能 是 必 需 的［2］。1996 年，国 产 rhG-CSF
批 准 上 市，用 于 治 疗 放 疗 后 的 中 性 粒 细 胞 减 少

症［3-4］。

作为重组蛋白，rhG-CSF 在生产和储存过程中

可能会发生氧化［5-6］、还原等反应，导致理化特性甚

至生物学活性改变，这类新形成的物质称为制品相关

蛋白［7］。2005 年版《中华人民共和国药典》三部已

将“重组人粒细胞刺激因子注射液”纳入各论，限于

当时的技术条件，检定内容无制品相关蛋白检测项

目［8］。2010 年版在 2005 年版的基础上稍作改动［9］，

2015 年版与 2010 年版一致［10］。经过 10 多年的发

展，“重组人粒细胞刺激因子注射液”各论仍缺少“制

品相关蛋白”检测项目。

在以上背景下，国家药典委员会立项“重组细胞

因子类制品质量标准提高研究”课题，中国食品药品

检定研究院与重庆市食品药品检验检测研究院共同承

担了该课题的研究工作。本研究通过对比国外主流药

典［11-13］，选择最通用的欧洲药典（EP）中所列方法，对

国内 rhG-CSF 原液的制品相关蛋白含量进行了分析检

测，以期为该制品药典标准的提高提供数据支持。

1　材料

超纯水为密理博超纯水机制备；乙腈为色谱纯；

三氟乙酸、甲酸、L- 甲硫氨酸、双氧水均为分析纯；二

硫苏糖醇（DTT，纯度≥ 99%）购自 Sigma Aldrich 公

司；rhG-CSF 原液从国内 12 家生产企业征集，共 33
批；rhG-CSF 对照品来自于中国食品药品检定研究院
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线以上的峰高；Hv 指氧化峰 2 与主峰之间最低点的

高度）；对照品溶液 C 主峰和还原产物的分离度应

不低于 1.5，主峰（rhG-CSF）的对称因子最大不超过

1.8。

判定标准：用归一化法计算供试品溶液图谱中

各峰的含量，任何杂质不超过 1.0%，杂质总量不超过

2.0%。

2.3　液质联用鉴定未知制品相关蛋白

样品处理及液相色谱仪参数同“2.2”，质谱仪采

用 MS 模式采集数据；毛细管电压：3 000 V；Cone 电

压：40 V；去溶剂气体温度：350 ℃ ；源温：120 ℃ ；

表 1　EP 9.3 与 USP 41 中制品相关蛋白检测方法的比较

Tab. 1　Comparison of methods for detecting product related proteins in EP 9.3 and USP 41

项目（item） EP 9.3 USP 41

流动相（mobile phase） A：0.1% TFA
B：0.1%，90% ACN

/

色谱柱（column） C4（4.6 mm×150 mm，3 μm） /

柱温（column temperature）/℃ 60 /

流速（flow rate）/（mL·min-1） 0.8 / 

进样量（inject volume）/μL 50 （0.5 mg·mL-1） 33 （0.75 mg·mL-1） 

检测波长（wavelength）/nm 215 /

系统适用性（system suitability） 对称因子（symmetry factor）≤ 1.8
峰谷比（peak-to-valley ratio） ≥ 2.0

分离度（resolution） ≥ 1.5 

总面积及保留时间的 RSD ≤ 5%
（RSD of total area and retention time ≤ 5%）

保留时间（retention time）/min ≈ 23

相对保留时间（relative retention time） 氧化型（oxidized）1 ≈ 0.84
氧化型（oxidized）2 ≈ 0.98
还原型（reduced）≈ 1.04

氧化型（oxidized）1 ≈ 0.91
氧化型（oxidized）2 ≈ 0.98
还原型（reduced）≈ 1.04

判定标准（standard）/% 任一杂质（any）≤ 1.0
杂质总量（sum）≤ 2.0

还原型（reduced）≤ 1.0
杂质总量（sum）≤ 2.0

　注（note）：“/”表示与 EP 9.3 一致（"/" indicates consistency with EP 9.3）

去溶剂气体流速：800 L·h-1，扫描范围（m/z）：500~
3 000；采用 Unify 操作软件进行数据处理。

3　结果

3.1　国外药典检测方法对比结果

通 过 对 比 EP 9.3、USP 41、JP 17 所 列 方 法，发

现 USP 41 与 EP 9.3 检测方法一致，仅在系统适应性

要求、数据处理及结果判定方面稍有差别（见表 1）；

JP 17 虽收录了 rhG-CSF，但无制品相关蛋白检测项

目。可见 EP 9.3 所列方法最为通用，因此本研究以

该方法对国产 rhG-CSF 原液进行制品相关蛋白含量

测定。

3.2　制品相关蛋白含量检测结果

按 EP 9.3 所列的 rhG-CSF 制品相关蛋白检测方

法，对国内 12 家生产企业的 33 批原液进行检测，结

果显示，4 家企业的原液达到了 EP 9.3 的标准，1 家

企业的部分批次达到了 EP 9.3 标准，其余 7 家企业

的产品不符合 EP 9.3 标准（见表 2）。

另外，由于 EP 9.3 与 USP 41 在结果判定方面存

在少许差异（见表 1），样品 8-1 中最大组分为氧化

峰 2（见图 1），含量为 1.1%，按 EP 9.3 标准不合格，

但是按 USP 41 标准合格。33 批原液中仅 1 批存在

该情况，其余样品按 EP 9.3 与 USP 41 判定结果一

致。

3.3　部分样品的制品相关蛋白分析

欧洲药典所列的方法通过对对照品溶液的氧化

及还原处理得到了 G-CSF 的氧化峰及还原峰，可以

指示样品中的相应制品相关蛋白。但是，有些样品中

除氧化峰及还原峰外，还存在其他种类的制品相关蛋

白，如样品 9，在主峰与还原峰之间存在含量较高的

未知峰（图 1 中样品 9-1），经质谱鉴定为乙酰化峰，

实测相对分子质量为 18 841.20（见图 2，G-CSF 乙酰

化后理论相对分子质量为 18 840.92）。检测发现，有

2 家企业生产的原液存在此种情况，乙酰化峰的出现

可能与生产工艺有关，乙酰化对制品的影响以及对该

类结果如何判定，还需要后续的研究讨论。
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表 2　国产 rhG-CSF 原液制品相关蛋白含量测定结果

Tab. 2　Contents of product related proteins in rhG-CSF bulk produced in China

样品

（sample）

总含量

（total 
sum）/%

最大组分含量

（maximum 
component）/%

是否符合

欧洲药典

（Does it meet 
EP standard?）

是否符合

美国药典

（Does it meet 
USP standard?）

样品

（sample）

总含量

（total 
sum）/%

最大组分含量

（maximum 
component）/%

是否符合

欧洲药典

（Does it meet 
EP standard?）

是否符合

美国药典

（Does it meet 
USP standard?）

1-1 0.9 0.6 √ √ 6-3 2.5 0.7 × ×

1-2 0.8 0.4 √ √ 7-1 3.4 1.3 × ×

1-3 0.8 0.4 √ √ 7-2 2.5 0.8 × ×

2-1 1.9 0.5 √ √ 7-3 2.6 0.9 × ×

2-2 1.4 0.5 √ √ 8-1 1.7 1.1 × √

2-3 1.5 0.5 √ √ 8-2 2.2 1.0 × ×

3-1 0.4 0.3 √ √ 8-3 1.3 0.8 √ √

3-2 0.6 0.4 √ √ 9-1 6.8 4.5 × ×

3-3 0.6 0.4 √ √ 9-2 7.8 6.5 × ×

4-1 0.5 0.4 √ √ 9-3 9.1 8.1 × ×

4-2 0.4 0.4 √ √ 10-1 10.4 6.5 × ×

4-3 0.6 0.5 √ √ 11-1 6.2 4.3 × ×

5-1 2.1 1.4 × × 11-2 6.2 4.2 × ×

5-2 2.1 1.3 × × 11-3 6.2 4.2 × ×

5-3 1.8 1.1 × × 12-1 2.9 2.4 × ×

6-1 3.1 1.0 × × 12-2 2.7 1.8 × ×

6-2 2.6 0.8 × ×

图 1　部分样品的制品相关蛋白测定图谱

Fig. 1　Chromatograms of some samples for detecting product related proteins
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图 2　样品 9-1 中乙酰化峰的质谱图

Fig. 2　The mass spectrum of acetylated peak in sample 9-1

4　讨论

国产 G-CSF 从 1996 年批准上市至今，经历了

20 余年的发展，共有 16 家企业获得批准文号。本次

研究对其中 12 家生产企业的 33 批原液进行了测定，

结果具有一定的代表性。测定结果显示，4 家企业达

到了欧洲药典的标准，1 家企业的部分批次达到了欧

洲药典标准，其余 7 家企业的产品不符合欧洲药典标

准。从厂家数量来说，符合欧洲药典标准的占少数；

但是从市场占有率看，4 家合格企业及原研厂家的产

品占比接近 70%。以上情况说明，经过 20 多年的发

展进步，我国市场上的大部分 G-CSF 制品的对应原液

已符合欧洲药典的制品相关蛋白的标准，目前已经具

备了提高药典标准、淘汰质量较差产品的条件。

另一方面，国外 G-CSF 药物的发展趋势显示，

长 效 G-CSF 以 显 著 的 治 疗 优 势 逐 渐 成 为 市 场 主

流［14-16］，占据约 70% 的全球市场份额。目前，国内

有 3 家企业生产的长效 G-CSF 上市，虽然国内市场

还是以短效 G-CSF 占据主导地位，但是，随着 2017
年医保目录调整，长效 G-CSF 进入国家医保乙类目

录，国内长效 G-CSF 将进入快速发展期。在此节点，

提高 G-CSF 的药典标准，淘汰落后产品，促进国内

G-CSF 药物市场的升级换代变得十分必要。

综上所述，本研究利用欧洲药典方法对国产

rhG-CSF 原液进行了制品相关蛋白含量的测定，测定

结果支持提高药典标准，将制品相关蛋白含量项目纳

入新版药典。
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