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Abstract: In the present study, isoelectronic focusing with different pH gradients ( pH 3−5, 2−6) or migrating 

distances (8.5, 12 and 17 cm) and SDS-PAGE was used to separate continuous erythropoietin receptor activator 
(CERA), recombinant human erythropoietin (rhEPO), darbepoitin and endogenous EPO spiked in human urine 
with 37 ℃ overnight incubation.  Double blotting and chemiluminescent visualization were used to detect the 
IEF and SDS-PAGE profiles.  The bands of CERA profile were detected and well separated from the endogenous 
EPO and the other two EPO preparations with both SDS-PAGE and the IEF method using a gradient pH 3−5 and 
a migrating distance of 17 cm, and a significant particular band of CERA profile was found in the IEF result.  
These preliminary results indicated that the methods were reliable and reproducible for detecting CERA, and 
could be used as a routine procedure for anti-doping analysis. 
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 促红细胞生成素类制剂 (erythropoietin stimulating 
agents, ESAs) 作为治疗肾性贫血的主要药物在临

床中被广泛应用[1,
 
2]。由于其能促进血液中红 细胞

数量的增加, 从而提高血液的载氧能力, 也常常被

竞技体育中某些耐力项目运动员滥用以提高运动成

绩。这不仅违背了体育运动的公平性, 也给运动员

的健康带来了极大的损害[3]。重组人促红细胞  生
成素 (recombinant human erythropoietin, rhEPO) 于
1989 年被世界反兴奋剂机构  (World Anti-Doping 
Agency, WADA) 列入禁用后, 第 2 代EPO类兴奋剂

darbepoitin (也称新红细胞刺激因子, novel erythro-
poiesis stimulating protein, NESP) 也于 2002 年被禁
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用[4]。如今, 第 3 代持续性促红细胞生成素受体激动

剂 (continuous erythropoietin receptor activator, CERA) 
于 2007 年在欧洲问世。CERA结构与前几代产品相

比略有不同, 它在原有的结构上连接了额外的水溶

性的聚乙二醇 (polyethylene glycol, PEG)[5], 其半衰

期从darbepoitin的 8～20 h[6]延长到 133～150 h[5]。

在临床中用于治疗肾性贫血时可以延长给药间隔 , 
从以前每周给药 1～3 次延长到每 3 周甚至 4 周给药

1 次, 并且无论是静脉还是皮下注射CERA都可有效

地维持血红蛋白水平。同时也有文献[7]报道与其他的

ESAs相比, 使用CERA更容易产生程序性低血压、出

血和心跳过速等不良反应。 
国际上进行 EPO 类兴奋剂的检测时, 一般使用

2001 年法国科学家 Lasne[8]提出的等电聚焦配合以免

疫双印迹化学发光的方法对运动员的尿样进行分析。
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该方法基于生物标准品 (BRP)、NESP 与内源性 EPO
结构上的差异导致的等电点不同从而判断被检测者

是否滥用该类药物。但是, 该方法在分离尿液中的

CERA 时效果并不理想, 并且国内外尚无报道检测尿

样中 CERA 的方法, 所以目前只能通过采集运动员

的血液样本对 CERA 进行检测[5]。考虑到尊重不同地

区、宗教、民族的运动员习俗和样本采集的方便程度, 
检测尿样中的 CERA 对实际应用具有更高的价值。

因此, 改进现有 EPO 类兴奋剂的检测方法, 从而使

CERA 的检测纳入尿检方法检测范围内, 对开展反兴

奋剂的工作具有重大意义。 
 

材料与方法 
试剂与仪器  rhEPO 标准品 (BRP-EPO) 由法国

Strasbourg公司生产; Amegen制剂 (novel erythropoiesis 
stimulating protein, NESP)、CERA 制剂由奥地利反兴

奋剂实验室惠赠; EPO 单克隆抗体 (AE7A5) 和免疫

纯化用 ELISA 试剂盒由 R&D 公司生产; 生物素标记

羊抗鼠 IgG (H+L) 多克隆抗体由法国 PARIS 公司生

产 ; 生物素标记辣根过氧化物酶  (HRP) 由意大利

BIOSPA 公司生产; Complete®由罗氏公司生产; 丙烯

酰胺、甲叉双丙烯酰胺 (电泳纯, 40% T, 3% C) 由
Fluka 公司生产; 尿素 (urea, 分析纯)、过硫酸铵 (APS)、
四甲基乙二胺 (TEMED)、Tris、甘氨酸 (glycine)、
Electrophoresis Power supply EPS-3501、EPS-2A200、
MultiphorII 和 TE77 均由 GE 公司生产; 二硫苏糖醇 
(DTT) 由 Promega 公司生产; Bis Tris-gels (NuPAGE® 
10%)、SureLockTM、NuPAGE® (LDS Sample Buffer 
4x)、4-吗啉丙磺酸 (MOPS)、Seeblue®蛋白质分子量

标准均由 Invitrogen公司生产; 超滤离心管 (Centricon 
Plus-20, Centricon YM-30, Microcon YM-30)、PVDF
印迹膜、化学发光底物由 Millipore 公司生产; 载体两

性电解质 (pH 梯度 2−4, 4−6 和 3−5) 由 Serva 公司生

产; 凝胶成像系统由富士公司生产; 其他试剂均为国

产分析纯试剂。 
样品制备 
内源性 EPO 对照样品的制备  取正常健康男性

志愿者尿 80 mL, 加入 3.75 mol·L−1 Tris/HCl (pH 7.4) 
溶液 2 mL 和 Complete 溶液 (1 片溶于 2 mL 水中)  
0.2 mL, 2 700 RCF 离心 10 min 去除沉淀后过滤除菌 
(0.22 μm Steriflip)。过滤后的样品倒入第 1 次超滤离

心管 (Centricon Plus-20 MWCO 30 kD), 3 500 r·min−1

离心 20 min, 然后用 50 mmol·L−1 Tris/HCl, pH 7.4 (含
Complete浓度为20 μL·mL−1) 的溶液洗涤, 3 500 r·min−1

离心 20 min, 将相对分子质量大于 30 kD 的溶液转移

至 2 次离心管 (Microcon YM-30) 中继续超滤浓缩至

体积 80 μL 左右后作为空白阴性对照样品留用。 
外源性对照样品的制备  取正常健康男性志愿

者尿 1 mL, 2 700 r·min−1 离心 10 min 去除沉淀后过滤

除菌 (0.22 μm Steriflip), 然后将尿液转移至超滤离

心管 (Microcon YM-30) 中, 浓缩至 100 μL 左右, 作
为基质尿空白溶液。取基质尿空白溶液 97.5、97.0
和 50.0 μL 分别加入 100 U·mL−1 BRP 溶液 2.5 μL、1 
μL·μL−1 NESP溶液 3.0 μL和 1 μL·μL−1 CERA溶液 1.5 
μL 混匀, 使最终浓度约为 3 000 U·L−1 和 30 ng·mL−1, 
37 ℃温浴过夜, 分别作为外源性 BRP-EPO 样品、外

源性 NESP 样品和外源性 CERA 样品。 
等电聚焦样品的制备  分别取内源性 EPO 样品

和外源性对照样品各 20 μL, 80 ℃加热 3 min 并迅速

冷却后加入 10% Tween 80 2.2 μL, 混匀后上样。 
SDS-PAGE 电泳样品的制备  分别取内源性 EPO

对照样品和外源性对照样品各 20 μL 放入 ELISA 试

剂盒 (R&D) 96孔板的样品孔中 4 ℃过夜后, 以PBS漂

洗样品孔后甩干, 每份样品中加入洗脱液 (NuPAGE®) 
5 μL 及 1 mol·L−1 DTT 2 μL, 95 ℃加热振摇 5 min 后

上样。 
等电聚焦  使用 2 种不同 pH 梯度范围 (pH 2～

6, pH 3～5) 和 3 种不同电极距离 (8.5、12 和 17 cm) 
的聚丙烯酰胺凝胶 (7 mol·L−1 尿素, 5%丙烯酰胺, 3%
甲叉双丙烯酰胺凝胶) 进行分离。电泳过程中冷凝水

温为 8 ℃。电泳参数设定见表 1。 
 

Table 1  Isoelectronic focusing electrophoresis parameter 
Parameter pH 2−6 pH 2−6 pH 3−5 

Migrating distance 
/cm 

8.5 12 17 

Pre-focusing 250 V/150 mA/
25 W/60 min 

250 V/150 mA/ 
25 W/60 min 

3 500 V/100 mA/
25 W/60 min 

Isoelectronic 
focusing 

2 000 V/131 mA/ 
25 W/3 600 V·h

2 000 V/131 mA/ 
25 W/4 000 V·h 

3 500 V/100 mA/
24 W/9 000 V·h

 
电泳结束后将胶浸入转印缓冲液 (25 mmol·L−1 

Tris/192 mmol·L−1 glycine) 浸泡 2 min 后, 以半干转

印法  (1.2 mA·cm−2 恒流 , 30 min) 将蛋白转印至

PVDF 膜。转印结束后将膜放入 5 mmol·L−1 DTT/PBS 
(0.01 mol·L−1, 下同) 溶液中温浴 45 min 后, 放入 5%
脱脂奶粉/PBS 中封闭 45 min, 再将膜置入一抗/PBS 
(1∶1 000) 溶液中 4 ℃孵育过夜。用 0.5%脱脂奶粉/ 
PBS 分 3 次漂洗 30 min 后, 以 0.7% 醋酸为缓冲液进

行二次印迹, 印迹结束后依次进行 5% 脱脂奶粉/PBS
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封闭 45 min, 多克隆抗体/PBS (1∶4 000) 中室温孵

育 45 min, 0.5%脱脂奶粉/PBS 漂洗 30 min, HRP/PBS 
(1∶2 000) 室温孵育45 min, PBS溶液漂洗30 min后, 
进行化学发光检测。 

SDS-PAGE  SDS-PAGE 中所使用的分离凝胶

为 Bis Tris-gel (10% T, 1.5 mm) 的预制胶, 上样后恒

压 (200 V) 分离 90 min。电泳结束后将胶浸入转印

缓冲液 (48 mmol·L−1 Tris / 39 mmol·L−1 glycine / 1.3 
mmol·L−1 SDS / 20%甲醇) 浸泡2 min后, 以半干转印

法 (1.2 mA·cm−2 恒流, 60 min) 将蛋白转印至 PVDF 
膜。之后的操作步骤同等电聚焦操作方法。 
 

结果 
1  等电聚焦法分离 

使用不同 pH 梯度 (pH 2～6, pH 3～5) 和不同

电极间距离 (8.5、12 和 17 cm) 的聚丙烯酰胺凝胶均

可对内源性 EPO 样品、BRP 和 NESP 样品进行分离 

(图 1A中条带 a和 c), 同时可检测到CERA样品条带。

当使用 pH 梯度为 2～6、电极间的距离相对较短 (8.5 
cm) 的凝胶分离 CERA 时, CERA 的条带分布在 pH 
4.8～5.3 附近, 且分离效果并不理想 (图 1A 中条带

b)。当拉大凝胶电极间距离后, CERA 样品中的条带

α 隐约可见 (图 1B 中条带 b), 条带 α 为 CERA 条带

中第一条浓度较深的条带, 出现位置相当于 BRP 条

带中第 4 和第 5 条带之间, 与其他外源性 EPO 不同, 
为 CERA 的特征性条带。而使用 pH 梯度 3～5 的长

胶 (电极间距离为 17 cm), 凝胶的分离度显著提高, 

CERA 样品的特征性条带 α 也清晰可辨 (图 1C 中条

带 b)。 
2  SDS-PAGE 法分离 

根据肉眼可见的 Seeblue®预染蛋白质分子质量

Marker的标示结合文献报道判断, 图 2中内源性EPO, 
BRP, NESP 和 CERA 的分子质量依次约为 29 kD[9], 
30 kD[10], 37 kD[11]和 60 kD[5]。由于 CERA 的分子质

量明显大于内源性 EPO, BRP 和 NESP, 因此在 SDS- 
PAGE 中 CERA 的条带清晰可辨。 
 

 
Figure 2  SDS-PAGE profile of EPO (a), BRP-EPO + NESP (b), 
and CERA (c) 

 

讨论 
当 EPO 类制剂作为兴奋剂被滥用于竞技比赛中

时, 区分药物的内源性和外源性来源成为兴奋剂检

测的关键。上述实验研究证明内源性 EPO、BRP、 
 

 
Figure 1  Isoelectronic focusing electrophoresis graph of different pHs and migrating distances.  A: pH 2−6, migrating distance 8.5 cm; 
B: pH 2−6, migrating distance 12 cm; C: pH 3−5, migrating distance 17 cm.  a: Standard of recombinant erythropoietin and novel 
erythropoietin stimulating protein (BRP-EPO+NESP): b: Continuous erythropoietin receptor activator (CERA); c: Erythropoietin (EPO).  
α is a characteristic line 
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NESP、CERA 虽然有相同的氨基酸序列, 但是由于

它们的糖基化程度不同, 所以生物半衰期、等电点和

分子质量均有差异[12], 只要选用合适的 pH 梯度和电

泳距离, 就可以对它们进行分离。结果证明, 当使用

pH 梯度 2～6, 电泳距离 12 cm 或 pH 梯度 3～5, 电
泳距离 17 cm 的等电聚焦电泳或 SDS-PAGE 法均可

对 CERA 进行分离, 从而对运动员体内 EPO 类化合

物是否为外源性进行更为全面的判断。 
本方法在免疫印迹中使用的单克隆抗体对

CERA 识别良好, 但有报道此抗体可与一种血液中常

见的糖蛋白  (zinc-alpha-2-glycoprotein, ZAG) 产生

交叉反应[13], 该蛋白的等电点比 CERA 略高 (约在

5.0～6.5), 分子质量则比 CERA 小很多 (约为 33 kD
左右)。这种糖蛋白会在某些特殊生理情况下大量代

谢存在于尿中。由于其等电点与 CERA 接近, 所以可

能会对等电聚焦检测结果判断造成影响。如果用

SDS-PAGE的方法通过分子质量进行判断, 就非常容

易将二者区分开。因此在常规检测中, SDS-PAGE 的

方法可以用作等电聚焦检测 CERA 的必要辅助检测

手段。 
长期实践工作中大量的运动员尿样的检测结果

证明, 本方法对内源性 EPO 检测限约在 150 U·L−1, 
而人体尿液内 EPO 浓度范围约在 0.15 U·L−1 到 10 
U·L−1。本实验中将 3 种 EPO 类制剂添加到浓缩 10
倍的尿样中, 此时样品中的内源性 EPO 浓度低于检

测限, 因此在结果中内源性 EPO 条带不可见。BRP
和 NESP 在单次注射后, 会在一定时间内对内源性的

EPO 产生抑制作用[8, 14], 但 CERA 在人体尿液中的代

谢尚无相关报道, 仅有动物实验结果报道其在尿中

存在原形代谢物, 约占总代谢物的 23%[15]。 
致谢: CERA 制剂由奥地利反兴奋剂实验室惠赠。 
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