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摘要 目的:验证实时荧光定量 PCR( Real － time PCR) 检测绒促性素( HCG) 和尿促性素( HMG) 生产工艺中尿液、粗品和原料
药中乙肝病毒 DNA( HBV DNA) 的方法，并用该方法对 HCG和 HMG 生产工艺中关键点进行控制。方法:在不同浓度的乙肝
阳性血中添加 HCG或 HMG的尿液、粗品和原料药，用 Real － time PCR 方法检测添加前后不同浓度乙肝阳性血中 HBV DNA
的浓度，计算出 HBV DNA回收率，同时验证该方法的线性、重复性和灵敏度;用 Real － time PCR方法对尿液、粗品和原料药样
品进行 HBV DNA检测，将检测出阳性的样品用 ELISA方法检测，比较 2 种方法的检测结果差异。结果:Real － time PCR 检测
HBV DNA在 104 ～ 107 IU·mL －1

范围内线性关系良好，r2 = 0. 9969; HCG 或 HMG 尿液、粗品和原料药中添加不同浓度乙肝阳
性血，HBV DNA回收率为 94. 9% ～ 103. 8% ; 3 次重复实验相对标准偏差 ( RSD) 均小于 5% ; 最低检出限为 500 IU·mL －1。
Real － time PCR检测出阳性的样品用 ELISA 方法检测乙肝表面抗原( HBsAg) 均为阴性。结论:Real － time PCR 可用于 HCG
和 HMG生产工艺中尿液、粗品和原料药中 HBV DNA的检测，同时也是用 ELISA 检测 HCG 和 HMG 中 HBsAg 的一种补充手
段。
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HBV DNA during the production flow of HCG and HMG
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Abstract Objective: To verify the method of Real － time fluorescence PCR to detect HBV DNA during the pro-
duction flow of HCG and HMG．Methods: HCG or HMG was added into positive blood containing different concen-
tration HBV，and the Real － time fluorescence PCR was used to detect the concentration of HBV DNA． The recovery
was calculated，and the linear range，repetition and sensitivity of the method were verified． The positive results de-
tected by Real － time PCR would be detected by ELISA again，and the results of two methods would be compared．
Results: The coefficient of linear relation was 0. 9969 ( the range of 104 － 107 IU·mL －1 ) ，and the recovery of HBV
was 94. 9% －103. 8% ． Besides，the minimum value was 500 IU·mL －1，RSD ＜5% ． The positive samples detected
by Real － time PCR showed negative HBsAg by ELISA． Conclusion: Real － time PCR can be used to detect HBV
DNA during the production flow of HCG and HMG，and also can be used as the complement method of ELISA．
Key words: real － time fluorescence PCR; HBV; HCG; HMG

HCG主要是从孕妇尿液中提取，孕妇尿经苯甲
酸钠吸附、洗脱和干燥后得 HCG 粗品，再进一步纯
化为 HCG原料药。HMG为从绝经期妇女尿中提取
精制，绝经期妇女尿经高岭土吸附，氨水脱附和干燥

后得 HMG粗品，再进一步纯化后为 HMG 原料药。

目前 HCG和 HMG 原料生产企业均不是以人尿液
作为起始原料，而是从市场上收购粗品，这种生产模

式使 HCG和 HMG 的安全性存在一定问题。且我
国是乙型病毒性肝炎高发区，乙型肝炎病毒( HBV)
携带者有 1. 3 亿，其中孕妇产前检出 HBsAg 携带率
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为 6% ～ 15%［1］，HBV 主要存在于机体的血液和体
液( 尿液、汗液、唾液、乳汁等) 中，因此对收集到的
尿以及以尿为原料生产的中间产品和成品进行

HBV检测很有必要。目前还没有已批准的用于
HCG和 HMG HBV 检测的方法，寻找一种合适的检
测方法非常必要。2010 年版中国药典二部对来源
于人尿的生化药增加了 HBsAg 检测项目，我们曾用
不同厂家生产的 HBsAg ELISA 诊断试剂盒检测
HCG和 HMG 时发现，并不是所有的试剂盒均适用
于任何厂家生产的 HCG 和 HMG 中 HBsAg 的检
测
［2］，Real － time PCR 可作为 HBV 检测的补充方
法。目前市场上批准的乙肝病毒核酸扩增( PCR) 荧
光定量检测试剂盒是用于血液中 HBV DNA 的检
测，本文对 Real － time PCR 检测 HCG 和 HMG 生产
过程中的尿液、粗品和原料药中 HBV DNA 的方法
进行验证，并用该方法对 HCG 和 HMG 生产工艺中
的关键点进行控制。
1 仪器与材料
荧光定量 PCR仪 Roche Lightcycler 2. 0。
用于方法学验证的 HCG 原料药( 批号: 080701)

和 HMG原料药( 批号: 070802) ; HCG 粗品( 批号: LS
－ HCG09002A ) 和 HMG 粗 品 ( 批 号: LS －
HMG09010A) ; HCG和 HMG尿液均由生产厂家提供。
HBV阳性血和不含 HBV 的阴性血均由上海科华生
物技术有限公司提供。乙肝病毒( HBV) 核酸扩增
( PCR) 荧光定量检测试剂盒购自深圳匹基生物工程
有限公司。乙型肝炎病毒表面抗原( HBsAg) 诊断试
剂盒( 酶联免疫法) 购自上海科华生物技术有限公司。
2 方法与结果
2. 1 检测方法 Real － time PCR检测方法:严格按
仪器和乙肝病毒( HBV) 核酸扩增 ( PCR) 荧光定量
检测试剂盒说明书操作。

ELISA检测方法: 严格按乙型肝炎病毒表面抗
原( HBsAg) 诊断试剂盒( 酶联免疫法) 说明书操作。
2. 2 线性验证 5 × 107，5 × 106，5 × 105，5 × 104 IU
·mL －1 HBV DNA 作为标准品( 试剂盒附带) ，按试
剂盒说明书进行 Real － time PCR，以 HBV DNA标准
品实测浓度的常用对数值 X 为横坐标，循环数 ( Ct
值) Y 为纵坐标进行线性回归，计算回归方程的 r2

值，r2≥0. 99 说明其线性关系好。得回归方程为:
Y = － 3. 497X + 45. 815 r2 = 0. 9969
表明在 5 × 104 ～ 5 × 107IU·mL －1

范围内线性良好。
2. 3 回收率验证
2. 3. 1 粗品和原料药回收率验证方法

取 108 IU·mL －1
浓度 HBV 阳性血，用不含

HBV 的阴性血将其稀释成不同的浓度 ( 107，106，

105，104 IU·mL －1 ) ，在不同浓度的 HBV 阳性血中
分别添加 HCG或 HMG的粗品及原料药，检测 HBV
阳性血添加前后及 HCG 或 HMG 的粗品及原料药
中 HBV DNA的浓度。根据公式计算其回收率。
回收率 = log( 添加后 HBV DNA的浓度 －添加物

中 HBV DNA的浓度) / log 添加前 HBV DNA 的浓度
×100% ( 添加物指 HCG或 HMG的粗品及原料药)
2. 3. 2 尿液回收率验证方法
取 108 IU·mL －1

浓度 HBV 阳性血，用不含
HBV的阴性血将其稀释成不同的浓度( 107，106，105

IU·mL －1 ) ，在不同浓度的 HBV阳性血中分别添加
HCG或 HMG尿液和不含 HBV 的阴性尿。分别检
测添加后 HCG或 HMG尿液和阴性尿液，及 HCG或
HMG尿液中 HBV DNA 的浓度。根据公式计算其
回收率。
回收率 = log( 添加后 HCG 或 HMG 尿液 HBV

DNA的浓度 －添加物中 HBV DNA 的浓度) / log 添
加后阴性尿液 HBV DNA的浓度 × 100% ( 添加物指
HCG或 HMG尿液)
2. 3. 3 回收率验证结果 结果见表 1。

表 1 回收率结果
Tab 1 The results of recovery

样品

( sample)

不同浓度 HBV阳性血
( positive blood containing different
concentration HBV) / IU·mL －1

回收率

( recovery)
/%

HCG原料药( HCG API) 107 100. 3

106 98. 7

105 103. 8

104 99. 9

HCG粗品( crude HCG) 107 99. 2

106 96. 0

105 101. 6

104 100. 9

HCG尿液( HCG urine) 107 99. 2

106 99. 3

105 100. 2

HMG原料药( HMG API) 107 101. 2

106 97. 8

105 96. 3

104 94. 9

HMG粗品( crude HMG) 107 100. 9

106 99. 8

105 103. 0

104 100. 1

HMG尿液( HMG urine) 107 99. 5

106 100. 2

105 99. 4
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2. 4 重复性验证 HCG或 HMG原料药、粗品和尿
液分别添加到 105 IU·mL －1

浓度 HBV阳性血，1 份
样品重复配制 3 次，Real － time PCR 测定 3 次的结
果，计算 3 次实验结果的 RSD。结果见表 2。
2. 5 灵敏度验证 本文使用的匹基公司乙肝病毒
( HBV) 核酸扩增 ( PCR) 荧光定量检测试剂盒的最
低检出限为 500 IU·mL －1。将 HBV DNA阳性血稀
释到 500 IU·mL －1，HCG 或 HMG 原料药和粗品添
加到 500 IU·mL －1 HBV 阳性血中; 对于 HCG 或
HMG尿液，将 HBV阳性血稀释到 1000 IU·mL －1，

等量 HCG或 HMG尿液添加到 1000 IU·mL －1HBV
阳性血中，该试剂盒和 PCR仪器是否能检测出 HBV
DNA，以此确定用该试剂盒和仪器检测 HCG 和
HMG的原料药、粗品和尿液的最低检出限。验证结
果是该试剂盒仍能检测出 HCG 或 HMG 原料药、粗
品和尿液中的 HBV DNA。因此，我们认为该试剂盒
对尿制剂 HBV 病毒的最低检出限为 500 IU·
mL －1。
2. 6 样品检测 用乙肝病毒 ( HBV ) 核酸扩增
( PCR) 荧光定量检测试剂盒对生产厂家提供的
HCG或 HMG原料药、粗品及尿液进行测定，测定结
果见表 3，检测到 HBV DNA 样品的 HBV 浓度见表
4。

表 2 重复性验证结果
Tab 2 The results of repetition

样品

( sample)

测定次数

( numbers of the

determination)

实测 HBV浓度

( measured HBV

concentration)

/ IU·mL －1

RSD

/%

HCG原料药( HCG API) 1 1. 67 × 105 1. 26

2 1. 24 × 105

3 1. 42 × 105

HMG原料药( HMG API) 1 5. 16 × 104 4. 43

2 9. 04 × 104

3 1. 41 × 105

HCG粗品( crude HCG) 1 7. 91 × 104 1. 75

2 1. 16 × 105

3 1. 07 × 105

HMG粗品( crude HMG) 1 2. 25 × 105 1. 48

2 1. 93 × 105

3 1. 57 × 105

HCG尿液( HCG urine) 1 5. 71 × 104 0. 66

2 5. 89 × 104

3 5. 13 × 104

HMG尿液( HMG urine) 1 5. 10 × 104 0. 88

2 5. 95 × 104

3 6. 09 × 104

表 3 样品 HBV DNA检测结果
Tab 3 The results of HBV DNA in samples

样品名称

( sample name)

样品数量

( sample number)

/batch

结果

( result)

阳性检出率

( positive detection rate)

/%

HCG原料药( HCG API) 4 均为阴性( all were negative) 0

HCG粗品( crude HCG) 21 均为阴性( all were negative) 0

HCG尿液( HCG urine) 21 1 份阳性，其余均为阴性( one was positive，the rest were negative) 4. 8

HMG原料药( HMG API) 4 均为阴性( all were negative) 0

HMG粗品( crude HMG) 15 4 份阳性，其余均为阴性( four were positive，the rest were negative) 26. 7

HMG尿液( HMG urine) 3 均为阴性( all were negative) 0

表 4 阳性样品中 HBV DNA浓度
Tab 4 The concentration of HBV DNA in positive samples

样品名称

( sample name)

编号

( number)

浓度

( concentration)

/ IU·mL －1

HMG粗品( crude HMG) 1 1200

HMG粗品( crude HMG) 2 1000

HMG粗品( crude HMG) 3 890

HMG粗品( crude HMG) 4 ＜ 500

HCG尿液( HCG urine) 5 ＜ 500

ELISA方法对 Real － time PCR检测出的阳性样
品检测结果: 将表 4 中的 HBV DNA 阳性样品用
ELISA方法检测 HBsAg，结果均为阴性。
3 讨论

HBV对人类的健康带来了极大危害，可以通过
尿液、唾液、乳汁等污染周围环境，威胁人类健康。
因此，由血液和体液提取的生物制品都应该对 HBV
进行检测，以提高用药安全。我国对血液来源的血
液制品进行了严格监控，但由人尿提取的尿制剂则
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缺乏相应的监管措施。
近几年，尿制剂用药安全越来越引起人们的重

视。中国药典 2010 年版二部对来源于人尿的生化
药增加了 HBsAg检测项目，我们曾用不同厂家生产
的 HBsAg ELISA 诊断试剂盒检测 HCG 和 HMG 时
发现，有些厂家生产的 HCG 和 HMG 对 HBsAg
ELISA检测存在干扰［2］，因此寻找 ELISA 的补充方
法十分必要。Real － time PCR 方法通过 PCR 仪实
时采集荧光信号，动态检测扩增产物，可定量检测原

始模板数，不但准确、敏感、快速，而且闭管分析避免
了 PCR产物的污染。Real － time PCR 目前已成为
定量检测靶核酸的常用方法

［3 ～ 5］。
本研究验证了用 Real － time PCR 检测 HCG 和

HMG生产过程中尿、粗品及原料药中 HBV DNA 的
方法，验证结果为 HCG 和 HMG 尿、粗品及原料药
对 HBV DNA扩增荧光检测均无干扰，用该方法检
测 HCG和 HMG尿、粗品和原料药中 HBV线性关系
良好，回收率均高于 94%，结果重复性好，RSD 均较
低，灵敏度高。表明 Real － time PCR 方法可用于
HCG和 HMG生产过程中尿、粗品和原料药中 HBV
DNA的控制。进一步用 Real － time PCR 方法对生
产厂家提供的 HCG 和 HMG 原料药、粗品和尿液样
品进行 HBV DNA 检测，结果发现了 4 份不同来源
的 HMG粗品和 1 份 HCG 尿液 HBV DNA 为阳性，
这些数据表明 HCG 和 HMG 粗品加工点现有的生
产模式存在安全性方面的潜在风险，对人尿和粗品

等生产过程关键点的 HBV DNA 进行控制很有必
要。

本研究对用 Real － time PCR 方法检测出 HBV
DNA阳性的 5 份样品，用 ELISA 方法检测其 HB-
sAg，结果均为阴性，这一结果也表明 Real － time
PCR可作为 ELISA 方法检测 HCG 和 HMG 中 HBV
的 1 种补充方法。
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