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应用 ELISA 检测注射用重组人促血小板生成素
模拟肽 -Fc 融合蛋白中卡那霉素残留量

常翠云，崔颖，李晓然，齐连权 *

（北京泰德制药股份有限公司生物制品部，北京 100176）

摘要　目的：建立灵敏度更高的 ELISA 方法检测卡那霉素残留量并进行方法学验证，用于重组生物制品的

质量控制。方法：采用直接竞争 ELISA 方法，样品中残留的卡那霉素将和酶标抗原竞争酶标板上预包被的

卡那霉素抗体，用 3，3，5，5- 四甲基联苯胺（TMB）底物显色，样品吸光值与残留卡那霉素的含量成负相关，

用酶标仪进行检测并用 Ridasoft Win 分析软件进行分析。结果：此方法灵敏度高，在 0.2~3.0 ng·mL-1 范围

内 spline 拟合良好，且平行复孔 RSD 小于 10%；方法精密度良好，加标回收率在 80%~120% 之间。应用该

方法对 1 批注射用重组人促血小板生成素模拟肽 -Fc 融合蛋白（简称 TMP-Fc）成品的卡那霉素残留量进

行测定，结果表明，每瓶 TMP-Fc（250 μg）卡那霉素残留量小于 0.2 ng。结论：该方法具有灵敏度高、操作

便捷、检测迅速等特点，可以用于重组生物制品中卡那霉素残留量的质量控制。
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Determination of kanamycin residues in recombinant human thrombopoietin 
mimetic peptide-Fc fusion protein for injection by ELISA

CHANG Cui-yun，CUI Ying，LI Xiao-ran，QI Lian-quan*

（Biotechnological Products Department，Beijing Tide Pharmaceutical Co.，Ltd.，Beijing 100176，China）

Abstract　Objective：To establish a more sensitive ELISA method for the determination of kanamycin residues 
and validate the methodologyfor the quality control of recombinant biological products．Methods：Using direct 
competitive ELISA method，the residual kanamycin in the test sample can compete with enzyme-linked kanamycin 
antigen to compete with the pre-coated antibody specific for kanamycin on the microplate．The sample was colored 
with 3，3，5，5-tetramethylbenzidine（TMB）substrate．The absorbance value of the sample was negatively 
correlated with the content of residual kanamycin．The sample was detected by enzyme-labelled instrument and 
analyzed by Ridasoft Win analysis software．Results：The ELISA method has higher sensitivity and good spline 
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linearity in the concentration range of 0.2-3.0 ng·mL-1，the relative standard deviation for parallel double wells 
was less than 10%．The assay had good precision，and the recoveries of the standard addition were between 80% 
and 120%．This method was used for determination of kanamycin residues in a batch of TMP-Fc products for 
injection．The results showed that the residues of kanamycin in each bottle of TMP-Fc（250 μg）were less than 0.2 
ng．Conclusion：The method has the characteristics of high sensitivity，convenient operation and rapid detection，

and can be used for the quality control of kanamycin residues in recombinant biological products．

Keywords：ELISA；kanamycin；residue；recombinant biological product；quality control；TMP-Fc

抗生素类药物在治疗人类及动物的感染性疾病

中发挥了重要作用，但抗生素滥用会造成严重不良后

果。研究发现，人类长期使用含有抗生素残留的食品

或药品，抗生素可在体内蓄积，导致人体肠道菌群失

调，引起易感个体出现过敏和变态反应，或者使细菌

耐药性增加等，危害人体健康［1-2］，因此，应严格控制

食品、药品中残留的抗生素。《中华人民共和国药典》

（简称《中国药典》）2015 年版三部凡例中规定：生物

制品生产过程中应尽量避免使用抗生素；必须使用

时，应选择安全性风险相对较低的抗生素，使用抗生

素的种类不得超过 1 种，且产品的后续工艺应保证可

有效去除制品中的抗生素，去除工艺应经验证；生产

过程中使用抗生素时，成品检定中应检测抗生素残留

量，并规定残留量限值［3］。

卡那霉素属氨基糖苷类抗生素，是生物技术药物

筛选和生产中常用的一种抗生素，具有神经毒性和肾

脏毒性，损害第 8 对脑神经，导致前庭和耳蜗损伤，肾

毒性主要表现为近端身曲管损伤，出现蛋白尿、血尿、

肾功能减退等［4-5］。《中国药典》收录的抗生素残留

量检查采用传统的微生物检测法，该法特异性较差，

容易受到非抗生素抑菌剂的影响［6］。本文以注射用

重组人促血小板生成素模拟肽 -Fc 融合蛋白（简称

TMP-Fc）制品为例，采用直接竞争 ELISA，建立了定

量限更低、更灵敏便捷的卡那霉素含量测定方法。

依据药品审评中心 2005 年 12 月《生物制品质

量控制分析方法验证技术审评一般原则》［7］，对该方

法的专属性、重复性、精密度和准确度进行验证，证明

该方法能较好地应用于注射用 TMP-Fc 产品的卡那

霉素残留检测，在药物研制和大规模生产中进行有效

的质量控制。

1　材料

1.1　 样 品　 注 射 用 TMP-Fc 成 品（D140115）及 空

白溶液（即辅液）为北京泰德制药股份有限公司

提供。

1.2　仪器与试剂　酶标仪（Epoch）购自美国 Bio-
tek；卡那霉素残留 ELISA 检测试剂盒购自北京中检

维康技术有限公司，其中包括 5 个浓度的卡那霉素

标准品；卡那霉素标准品（批号 130556）购自中国食

品药品检定研究院；氨苄青霉素（批号 15L040005）

为 VWR 公司产品；盐酸四环素（批号 1975C044）为

Amresco 产品。

2　方法与结果

2.1　卡那霉素含量标准曲线建立　试剂盒中提供的

卡那霉素标准品质量浓度分别为 0、0.2、0.5、1.0、3.0 
ng·mL-1，每 个 稀 释 度 做 2 个 平 行 复 孔；按 照 试 剂

盒 说 明 书，加 入 标 准 品 溶 液 75 μL 至 相 应 的 稀 释

微孔板中，然后每孔加入卡那酶标抗原 75 μL。将

多道移液器调至 100 μL，每孔混匀 5 次后，吸取混

合溶液 100 μL，加至包被有抗体的酶标微孔板中，

37℃避光孵育 30 min；倒出孔内液体，将微孔板倒

置在吸水纸上拍打以保证完全除去孔中的液体，然

后每孔加入稀释好的洗涤液 250 μL 洗涤 4 次，洗

板时每次间隔 20 s，用吸水纸拍干；每孔加入显色

底物 100 μL，室温避光温育 10 min；每孔加入反应

终止液 50μL，振荡混匀；用酶标仪在 450 nm 处测

定 吸 光 度，参 比 波 长 630 nm。 将 A450-A630 的 数 据

输入 Ridasoft Win 分析软件中进行计算，以卡那霉

素标准品浓度为横坐标，百分吸光度值为纵坐标，

采 用 spline 拟 合 方 式 进 行 处 理：卡 那 霉 素 含 量 在

0.2~3.0 ng·mL-1 之间用此方法检测线性良好，标准

品实测值与理论值 RSD 小于 1.0%，且 2 个平行复孔

间 RSD 小于 10%（相对标准偏差（RSD）= 标准偏差

（SD）/ 算术平均值 ×100%），见图 1 和表 1。本方法

定量下限依据试剂盒中的规定，最低检测限度为 0.2
ng·mL-1，低于此浓度的样品卡那霉素含量判定为

阴性。
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图 1　卡那霉素含量标准曲线

Fig. 1　Standard curve of kanamycin content

2.2　专属性验证　为了解分析方法的合理性，应首

先考虑专属性研究。用该方法对 1.0 ng·mL-1 的卡那

霉素标准品（批号 130556）溶液进行 3 次测定，阳性

率为 100%；对 1.0 ng·mL-1 的氨苄青霉素、盐酸四环

素溶液进行 3 次测定，检测结果均为阴性。

TMP-Fc 成品中含有一定浓度的辅料，应考察

辅料成分对卡那霉素检测是否产生干扰。用超纯水

配制不含有 TMP-Fc 蛋白的空白辅液，将此空白溶

液作为样品进行 3 次测定，检测结果与标准曲线中

0 ng·mL-1 接近，对样品检测无干扰。

上述结果表明，本方法和试剂盒具有较好的专属性。

表 1　卡那霉素含量标准曲线数据

Tab. 1　Standard curve data of kanamycin content

标准品浓度

（concentration of standard）/
（ng·mL-1）

吸光度值（Absorbance）
抑制率（inhibition 

ratio）/%

计算浓度（caculated 
concentration）/
（ng·mL-1）

变异

（variation）/%平均值（mean） RSD/%

0.0 0.750 0.5 100.0

0.2 0.621 6.5 82.8 0.2 0.0

0.5 0.514 2.1 68.5 0.499 0.2

1.0 0.395 7.0 52.7 1.0 0.0

3.0 0.217 9.2 28.9 3.0 0.0

2.3　TMP-Fc 成品中卡那霉素残留量及重复性验证

　　用试剂盒中提供的稀释缓冲液将 TMP-Fc 成品

复溶并稀释 5/10 倍，稀释 5 倍的样品与 1.0 ng·mL-1

标准品等体积混合作为供试品，各个样品按照试剂

盒说明书进行 3 次平行检测，每次 2 个复孔，用酶标

仪在 450 nm/630 nm 处测定吸光度，将 A450-A630 的数

据输入 Ridasoft Win 分析软件中进行计算，与标准曲

线比较再乘以其对应稀释倍数，即为样品中卡那霉素

含量。

TMP-Fc 成品吸光度值超出最低检测限，平行 3
次 测 定 结 果（卡 那 霉 素 浓 度 ng·mL-1（RSD%））为

0.14（7.1%）、0.03（5.3%）、0.04（5.6%）。卡那霉素残

留量的检测结果均小于 0.2 ng·mL-1，即 TMP-Fc 成

品卡那霉素残留量判定为阴性。

由于 TMP-Fc 成品卡那霉素残留为阴性，采用

加标样品评价该方法的重复性。加标样品平行 3 次

测定，结果卡那霉素浓度分别为 0.44、0.55、0.46 ng·
mL-1，RSD 分 别 为 8.4%、2.7%、4.2%。 复 孔 RSD 均

小于 10%，复孔平行性良好。3 次平行实验 RSD 为

12.1%，此方法重复性较好。

2.4　TMP-Fc 成品中卡那霉素残留量、中间精密度

及准确度验证　将复溶后稀释 5 倍的 TMP-Fc 成品

分别等体积加入 0.5、1.0、2.0、6.0ng·mL-1 卡那霉素

标准品溶液，用酶标仪于 450 nm/630 nm 双波长进

行 测 定，所 得 数 据 A450-A630 用 Ridasoft Win 软 件 进

行分析，与标准曲线比较再乘以其对应稀释倍数，

即为样品中卡那霉素含量。回收率计算公式：回收

率 =（加标样品测定值 - 样品测定值）/ 加标样品理

论值 ×100%，因 TMP-Fc 成品测定值低于检测限，计

算回收率时忽略不计。

以 0.25、0.5、1.0、3.0 ng·mL-1 卡那霉素加标样

品进行板间精密度分析，检测结果见表 2。板内复孔

RSD 在 1.3%~8.7% 之间，均小于 10%，复孔平行性良

好。3 次测定的板间 RSD 在 12.7%~17.6% 之间，均

低于 20%，说明本方法具有较理想的中间精密度。4
个不同浓度的加标样品进行 3 次重复测定，计算得到

本实验的回收率在 101.3%~106.4% 之间，表明该方

法具有较好的准确度。
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表 2　TMP-Fc 成品中卡那霉素残留量、中间精密度及回收率测定

Tab. 2　Determination of Kanamycin Residues，Intermediate Precision and Recovery in TMP-Fc Products 

样品

（sample）
n

卡那霉素残留量（content of 
kanamycin，ng·mL-1）/（RSD/%）

平均值（mean）/
（ng·mL-1）

RSD/%
回收率

（recover）/%

TMP-Fc 成品（TMP-Fc products） 1 0.05/7.6 0.09 46.6 /

2 0.13/6.0

3 0.08/1.3

加标（added，0.25 ng·mL-1） 1 0.25/5.3 0.26 17.6 104.0

2 0.22/7.0

3 0.31/2.3

加标（added，0.5 ng·mL-1） 1 0.45/1.1 0.51 12.7 102.7

2 0.58/6.5

3 0.51/3.2

加标（added，1.0 ng·mL-1） 1 0.83/8.0 1.01 15.7 101.3

2 1.09/7.1

3 1.12/5.7

加标（added，3.0 ng·mL-1） 1 2.71/6.7 3.19 13.1 106.4

2 3.41/8.7

3 3.46/5.0

3　讨论

抗生素残留量的检测常用 3 种方法：微生物学

方法、免疫分析法和理化法。微生物学方法［8-10］因

灵敏度不高，容易受到菌种敏感性、培养基配方、pH
等因素干扰，而且不能区分具体是哪一种抗生素，使

用受到限制；理化法如高效液相色谱蒸发光散射法

（HPLC-ELSD）［11］和毛细管区带电泳［12］，由于设备昂

贵，要求高，程序复杂等，使应用受到限制；免疫分析

方法在灵敏度、特异性、快速性、高通量等方面具有较

大优势，得到广泛应用。

ELISA 是当前应用最广、发展最快的免疫分析方

法，自 1971 年首次建立以来，经过 40 余年的发展，现

已成为药物残留中最重要的分析技术之一［13］。与其

他方法相比较，ELISA 具有以下优点：较高特异性和

灵敏度；检测范围［6，14］在 ng 甚至 pg 水平，属于超微

量分析技术；结果准确，重现性好，方法操作简便且

可进行大样本量分析。

已有文献［6］报道采用间接竞争 ELISA 方法检测

卡那霉素残留量，其定量下限为 0.5 ng·mL-1。本文

采用直接竞争 ELISA 方法检测重组生物制品中的卡

那霉素残留量，试剂盒定量下限为 0.2 ng·mL-1，该方

法较间接 ELISA 法更为便捷。

依据《生物制品质量控制分析方法验证技术审

评一般原则》［7］，对直接竞争 ELISA 方法进行验证：

该方法专属性良好，不受其他抗生素干扰；灵敏度高，

在 0.2~3.0 ng·mL-1 范围内 spline 拟合良好，且平行

复孔间 RSD 小于 10%；精密度良好，重复性 RSD 小

于 15%，中间精密度 RSD 低于 20%；准确度良好，加

标回收率在 80%~120% 之间。

运用 ELISA 法对重组技术制品的原液、成品进

行卡那霉素残留量检测，可以引入回收率、专属性等

对反应体系及干扰因素进行评价；该方法灵敏度高，

操作便捷，可以有效节省检测时间，并进行样品批量

检测，适用于重组技术制品研发及生产过程中卡那霉

素残留量检测。
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