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兴奋剂重组人促红细胞生成素及其类似物检测方法的研究进展
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摘要：重组人促红细胞生成素（ 97*:;）是一种激素类兴 奋 剂，近 年 来 被 滥 用 在 一 些 耐 力 性 比 赛 项 目 中。由 于 重 组

与内源性 *:; 的氨基酸序列相同，区别很小，并 且 在 尿 样 或 血 样 中 的 浓 度 低，代 谢 快，给 检 测 带 来 了 很 大 的 难 度。

本文从直接方法和间接方法两个方面综述 了 近 几 年 来 兴 奋 剂 97*:; 及 其 类 似 物 检 测 的 研 究 进 展，并 结 合 本 小 组

的工作展望了 97*:; 检测的发展方向。
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+ + 兴奋剂问题一直是国际体坛面临的严峻挑战之

一，随着 !""# 年北京奥运会的日益临近，反 兴 奋 剂

工作作为奥运会工作的一个重要方面也受到社会的

极大关注。使用兴奋剂不仅严重损害运动员的身心

健康，干扰运动员的科学训练和刻苦训练，而且违背

公平竞争原则和国际公认的体育道德，是一种欺骗

行为，严重影响体育事业的健康、可持续发展。对于

现代奥运会来说，激素类的检测，如兴奋剂重组人生

长因子（ 97>C）、重组人促红细胞生成素（ 97*:;）、

绒毛膜 促 性 腺 激 素（CL>）等 是 分 析 化 学 的 难 点。

其原因在于，在检测过程中难以将基因重组的激素

与内源性激素区分开来，而且这些激素在血液和尿

液中的半衰期短、浓度低。本文综述了近几年来采

用直接或间接方 法 检 测 97*:; 及 其 类 似 物 的 研 究

进展，并结合本小组的工作展望了兴奋剂检测的发

展方向。

!" .+9:; 及其类似物的简单介绍

+ + 促红细胞生成素（*:;）是一种糖蛋白，绝大部

分由肾脏产生，其最主要的功能是促进红细胞的生

成，提高机体血红蛋白的浓度，临床上主要用于治疗

肾性贫血和 一 些 并 发 性 贫 血［’］。’-## 年 出 现 了 与

天然 *:; 活性几乎相同的重 组 人 *:; 产 品，它 能

够改善机体携氧能力，明显提高人体的红细胞数量

及血红蛋白含量，从而提高人体运输氧的能力，提高

人体最大摄氧量，增强人体耐力，对肌体的有氧工作
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能力有明显的促进作用，可减少肌体的运动性疲劳，

故而有人在 比 赛 或 赛 马 中 滥 用，以 提 高 运 动 成 绩。

因 此，从 #$$% 年 起，国 际 奥 委 会（ !"#$%"&#’("&)
*)+,-’. /(,,’##$$，!*/）正 式 将 01* 列 为 禁 用

药物［!］。

& & 重组人促红细胞生成素是一种高度糖基化的糖

蛋白，其分子骨架为 #"’ 个氨基酸组成的肽链，具有

( 个 2 连接的糖基化位点和 # 个 * 连 接 的 糖 基 化

位点。天然 01* 的相对分子质量约为 () %%%，其中

糖基部分的质量约占 )%3［(，)］。影响 %401* 生物学

活性的部分主要是糖基上的唾液酸。唾液酸存在于

糖链的末端，它 是 %401* 的 活 性 成 分，唾 液 酸 含 量

多少对 其 体 内 生 物 学 活 性 高 低 起 决 定 性 的 作 用。

!%%# 年，市场上又出现了一种新近开发的红细胞生

成 刺 激 蛋 白（ $%+#4%(-(’$5’5 5#’,6)&#’"7 -%(#$’"，

2081），也 称 9&%:$-(’$#’";!（91*）［’］，它 是 在 促

红细胞生成素分子的基础上进一步改造形成的。与

%401* 不同的是，91* 有 ’ 个 糖 基 化 位 点，而 不 是

( 个；91* 的糖基化位点增加，相应的其唾液酸含量

也随 之 明 显 增 加，与 内 源 性 和 基 因 重 组 的 01* 相

比，91* 的唾液 酸 含 量 更 高，这 就 赋 予 了 它 更 长 的

半衰期 和 生 物 活 性。此 外，随 着 商 品 的 更 新 换 代，

01* 的小分 子 仿 照 品，如 01*;<$#&［"］和 基 因 型 兴

奋剂，也会渐渐面世，这将给反兴奋剂工作者带来巨

大的挑战。

!" !"#$% 及其类似物的检测

! & #" 直接方法

& & !%%% 年，法国科学家 =&5"$ 和 >$ /$&6%%’<［*］首

次报道了人 尿 中 内 源 01*（ 601*）和 %401* 的 检

测方法。之后，=&5"$ 等［+］完 整 详 细 地 描 述 了 该 方

法。该方法基于重组和内源 01* 电荷上的微 小 差

别，利用等电聚焦法（ !0?）、二次印迹、化学免疫 发

光检测等技术来改进不同糖蛋白的分离效率和提高

检测的灵敏 度。 具 体 来 说 该 方 法 包 括 以 下 ) 个 步

骤：首先，将 !% ,= 的尿样过滤（ 采用截留相对分子

质量为 (% %%% 的 超 滤 膜 过 滤 以 去 除 尿 液 中 的 盐 和

其他杂蛋白），并浓缩至 ! ,=（ 使尿样中的 01* 的

浓度达到 # ’%% !@ A =）；将浓缩后的尿液进行等电聚

焦（ 由于 %401* 和 601* 之间存在 等 电 点 的 差 别，

故可以通过 !0? 将其区分开来）；之后，将凝胶上的

条带转移到聚偏二氟乙烯（1B9?）膜上进行二次印

迹（9(6:)$;:)(##’"7）（ 二次印迹可以有效地 阻 止 第

二抗体的非特异性结合，从而避免假阳性结果的出

现）；最后，在发光氨和过氧化氢的作用下进行化学

发光检测。该方法可以检测出当事人在 ( > 内是否

注射过 %401*。

& & 然而，该方法过程复杂，步骤繁多，容易出现误

差，存在着很大的缺陷。近几年来，许多反兴奋剂工

作者为了寻求更加简单、更加准确的检测方法进行

着不断的探索。

& & 毛细管电泳（/0）方法是最初研究最多的。>$
?%6#(5 等［$］和 8&"<;2$:(# 等［#%］利用涂层毛细管区

带 电 泳 法 在 缓 冲 溶 液 中 加 入 腐 胺（#，) ; 二 氨 基 丁

烷）、尿素、两性离子来抑制 01* 在管壁上的吸附，

实现其微多相性的分析。腐胺动态涂层毛细管柱虽

然可实现 01* 几种糖化体的基线分离，但平衡时间

长，检测时间长（ 约 $% ,’"），重现性差，缓冲溶液不

稳定，并且因为所用缓冲溶液体系中含有过多的不

挥发物 质 而 无 法 采 用 质 谱（ C8）联 用 技 术。D6
等［##］合成了 "，" ; ’("$"$ 聚 合 物，并 对 毛 细 管 进 行

永久涂层以分析 01* 糖化体，结果证明该方法具有

检测时间短（ 约 #" ,’"）、重现性好的特点。该方法

由于使 用 了 易 挥 发 的 缓 冲 溶 液，使 得 作 者 可 采 用

/0;C8 法对 %401* 和 601* 的混合物进行在线分

离检测。与其他文献报道的方法相比，该方法具有

检测时间短、分辨率高等特点，但方法的灵敏度和重

现性还需 要 进 一 步 提 高。E&)&76$% 等［#!］采 用 新 型

的聚丙烯酰胺为基础的低常态（ =2）毛细管涂层材

料，并对毛细管电泳;电喷雾飞行时间质谱（/0;08!;
F*? C8）方法进行进一步的优化和改进，从而检测

到了更多次要的低含量 的 %401* 糖 型。%401* 经

12G&5$ ? 酶解后释放出自由的 !;多糖，由于 F*?
C8 可以提供高的质量分辨率，故 !;多 糖 可 以 清 楚

地被辨认出是否经过了乙酰化、氧化、磺化，甚至是

氨基对羟基的取代。该方法可更直接、完整地分析

糖蛋白及多糖部分。

& & 最近，我们小组经研究发现，以羧甲基壳聚糖作

为毛细管的涂层 材 料 对 %401* 及 一 些 蛋 白 质 的 分

析具有良 好 的 效 果［#(］，而 且 这 种 方 法 可 与 质 谱 联

用，相信对 %401* 糖型的分析能得到更好的分离效

率。此外，我们还应用这一涂层的毛细管，用荧光试

剂 ( ;（! ;呋 喃 甲 酰）喹 啉;! ;羰 醛（?H）对 %401* 进

行在线衍生，并采用毛细管电泳和激光诱导荧光检

测器联用技术进行分析检测，结果证明这种方法的

灵敏度比紫外（@B）检测提高了 ! 个数量级。

& & 然而，对于 人 尿 或 血 液 中 %401* 的 检 测，其 灵

敏 度 还 远 远 不 够（01* 在 尿 液 中 的 浓 度 很 低，约

# !@ A =，即约 #% "7 A =）。因 此，很 多 研 究 者 把 目 光

转向了实际样品的前处理和浓缩上。采用固定有单

克隆或多克隆抗体的免疫亲和毛细管柱对样品中的

01* 及 %401* 进 行 浓 缩，再 利 用 毛 细 管 电 泳 进 行

·)#)·
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分离，以 达 到 提 高 检 测 灵 敏 度 的 效 果。!"#$%"#&"
等［#"］采用接有 ’() 多克隆抗体的免疫亲和固相萃

取毛细管选择性地预浓缩稀释溶液中的 *+’()，再

与毛细管电泳方法联用进行分离分析。实验证明，

仅用 ,’-./ 方 法，其 检 出 限 高 于 $% $& 01 2 03；而

用 免 疫 亲 和 毛 细 管 电 泳 方 法，$% $# 01 2 03 的

*+’()仍然有响 应。但 是 该 方 法 分 析 时 间 长，无 法

得到糖型的信息，故仍需要进一步研究和优化。与

此相 比，单 克 隆 抗 体 具 有 更 好 的 选 择 性。!4*#"-
0$## 等［#&］报道了特异性多 肽 抗 体 用 于 ’() 的 分

析方法。该方法通过毛细管等点聚焦能检测到低于

#$$ 5046 的 ’()。通过进一 步 的 优 化 和 降 低 样 品

量，该方 法 有 望 满 足 人 体 体 液 中 内 源 ’() 和 *+’-
() 的分析和检测。除了采用抗体对 *+’() 进行亲

和富集 之 外，7$1$#4 等［#’］考 察 了 采 用 凝 集 素 对

*+’()进行富集和纯化的可能性。研究证明凝集素

对糖蛋白的糖基片段有特异性的结合，可以用来选

择性地富集 ’()。内源和重组 ’() 的唯一区别是

在多糖部分，而凝集素可以识别多糖结构上的微小

差别，这一独特的能力使凝集素很有可能被用于尿

液中 *+’() 的亲 和 富 集 及 纯 化 处 理 中。但 是 在 富

集尿液时，尿液中的其他糖蛋白也会一并被富集，这

就需要与其他纯化方法相结合，以达到最佳的效果。

! ! 近几年，毛细管电泳检测 ’() 的方法得到了迅

速的发展，但 关 于 高 效 液 相 色 谱（8(3,）这 个 传 统

分析检测方法的研究也没有停止，尤其是随着质谱

的高速发展，液相色谱与质谱联用方法也越来越多

地被用于兴奋剂 *+’() 的检测。39:;< 等［#(］利用

*+’() 本身的荧光响应高于其紫外响应的特点，采

用高效阴离子交换色谱-荧光检测法检测了 *+’()，

其线性范围为 #$ ) *$$ !1 2 03。从检测灵敏度角度

来看，该 方 法 比 较 适 用 于 药 物 产 品 中 *+’() 的 检

测，而不适合对人体内流体中含量极低的兴奋剂的

检测。与此类似，也有采用尺寸排阻 8(3,-荧光检

测方法对*+’()的二聚体及低聚体的总和进行定量

的报道［#+］。该方法对药物产品中 *+’() 总和的测

定非常 有 效，其 定 量 限 可 达 到 +$ #1 2 03。 此 外，

*+’() 与其类 似 物 =() 也 被 用 在 了 马 术 比 赛 上，

而马体的内源性 ’() 与人体 的 内 源 性 ’() 不 同。

人体的内源性 ’() 与 *+’() 的区别在于糖基上的

微小差别，而 由 此 导 致 等 电 点 不 同；马 体 的 内 源 性

’() 在氨基 酸 序 列 上 就 与 *+’() 有 区 别，这 一 特

点为 马 术 比 赛 中 兴 奋 剂 *+’() 和 =() 的 检 测

（ *+’() 与 =() 的氨基酸序列是非常相似的）打开

了方便之门。>9$# 等［#,］先采用免疫亲和的方法对

实际样品进 行 浓 缩，然 后 用 胰 蛋 白 酶 酶 解，针 对 人

’() 与马 ’() 在胰蛋白酶酶解后得到不同肽段的

特点，选择*+’()和 =() 都具有的同样的酶解片段

?’"’/7@ABCD&* 和 ?#(#"" /AE7@3F#&$ 作 为 标 志 物，

采用 3,-GE 2 GE 方法，利用标准样品中两个标志肽

段的色谱保留时间和产生的子离子对实际样品中的

*+’() 或 =() 进行定性和定量。该方法对马血清

中 *+’() 和 =() 的 检 出 限 达 到 了 $% # #1 2 03，而

马血液中有效的该兴奋剂浓度为 # #1 2 03，可 见 此

方法具有足够的灵敏度和准确性，完全可以作为赛

马是否使用了兴奋剂 *+’() 和 =() 进行判断和确

认的方法。EH#1+ 等［*$］也 针 对 赛 马 中 滥 用 *+’()
和 =() 开发了一种新的检测方法。由于血浆中含

有包括 白 蛋 白 在 内 的 大 量 的 高 丰 度 蛋 白，干 扰 了

*+’() 和 =() 的 检 测，作 者 采 用 固 定 有 凝 集 素

（I$#$%$6H$ "#JHK4*0HJ $1169&H#H#，,4#B）的萃取柱

和固定有 ’() 抗体的免疫亲和柱相结合的方法，使

得回收率达 到 ($L 左 右；再 经 过 十 二 烷 基 硫 酸 钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳（ E=E-(B>’）进 行 纯 化，以 胰

蛋白酶 和 烯 醇 酶 及 肽 段 ’A’B?3’’,,BD 作 为 内

标，利 用 基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱

（GB3=M-?)@ GE）得到了线性的剂量-响应关系，分

别对纯化后的整个蛋白及酶解产物进行定量分析。

实验证明该方法对酶解片段检测的灵敏度高于整个

蛋白的检测灵敏度，并使得采用 GB3=M-?)@ GE 对

马体内 *+’() 和 =() 进行定量成为可能。

! ! 然而，虽然人们在研究兴奋剂 *+’() 的检测上

有了很大的进展，但仍然还没有一种方法来代替复

杂的尿检法对人滥用 *+’() 进行快速准确的检测。

! ! !" 间接方法

! ! *+’() 的 使 用 会 不 可 避 免 地 导 致 全 血 或 血 清

中一些生 理 生 化 指 标 的 改 变［*#，**］。这 些 指 标 包 括

可溶性转铁蛋白受体和与血红细胞及网织红细胞相

关的各种参数，如红细胞压积（8I&）、血红蛋白含量

（8N）、网 织 红 细 胞 压 积（ *"&HI964I:&" +"0$&4I*H&，
F"&8I&）、可溶性转铁蛋白（ J?K*）浓度、血清中 ’()
浓度 及 巨 细 胞 百 分 数（L G$I*4）等［*-］。依 赖 于 对

这些间接指标的检测，与没有使用 *+’() 的正常人

的评价结果相比较，可查明运动员是否滥用*+’()。

! ! 由堪培拉澳大利亚体育学院科学家发明的血检

方法能够查出数星期内使用 ’() 的情况。该 方 法

依据的是统计模型，即 )7-04O"6 和 )@@-04O"6：
! ! )7-04O"6 JI4*" . -% (*#8I& / -$% "&F"&8I&
/ $% #+(# 6#（’()） / $% #*’( 6#（ J?K*） / $% ##&
6#（L G$I*4 / $% #）

! ! )@@-04O"6 JI4*" . ’% #",8I& 0 ,*% +(F"&8I&
0 $% #"’- 6#（’()）

·&#"·
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# # !"#$%&’( 适用于正在使用 )*! 的滥用者，若

计算 值 大 于 !$ "!（ 男 性 ）+ !$ %&（ 女 性 ）就 为 阳 性；

!,,#$%&’( 适用于 近 期（! ’ % 周 内 ）使 用 过 )*!
但已经停药者，若计算值大于 !$ !%（ 男性）+ !$ ()（ 女

性）为阳性［!% * !"］。 这 个 公 式 模 型 从 数 学 角 度 增 强

了该检测方法的科学性，实践证明这种综合思维的

方式 是 可 行 的，该 方 法 已 成 为 !((( 年 悉 尼 奥 运 会

)*! 的初筛方法。但这一方法的准确度大受怀疑，

有可能产生大量的假阳性反应。因此，只有将尿检

法和血检法互相取长补短，两种方法联合使用才能

在未来的兴奋剂检测中起到加强检测效果的作用。

# # 我们实验室正致力于研究正常人体注射 -.)*!
前后其血清及尿液中小分子蛋白及多肽的变化，并进

行大量的对比实验，试图寻求一种或几种小分子蛋白

或多肽作 为 标 志 物 来 指 示 正 常 人 体 中 是 否 注 射 了

-.)*!。如果我们能发现一种或几种这样的标志物，

便可以间接快速、准确地检测人体中的 -.)*!。

!" 总结与展望

# # 本文综述了 近 几 年 来 对 兴 奋 剂 -.)*! 及 其 类

似物检测方法的研究进展，从直接方法和间接方法

两方面介绍了针 对 -.)*! 检 测 而 发 展 的 新 技 术 及

其存在的优势和不足。然而，虽然人们在技术发展

上有了很大的进步，但仍然还没有从根本上解决问

题，仍然没有开发出一种快速准确的方法来代替步

骤复杂的 尿 检 法 检 测 人 体 中 的 -.)*!。 对 于 科 学

工作者来说，我们一方面要从样品的前处理着手，采

用免疫亲和 技 术 尽 可 能 地 对 尿 样 或 血 样 中 的 -.)#
*! 进行富集 和 浓 缩，再 采 用 有 效 的 分 离 技 术 和 高

灵敏度的检测技术对内源和重组的 )*! 进行分离

和检测；另一方 面，针 对 -.)*! 在 体 内 代 谢 快 的 特

点，利用代谢组学的思想，努力寻找一种间接的生物

指示剂来准确地判断是否存在 -.)*! 滥用。总之，

兴奋剂检测技术的发展任重而道远。随着分子生物

学技术的发展，新的内源性兴奋剂药物不断产生，兴

奋剂检测将面临巨大的挑战。我们一方面要加快反

兴奋剂检测研究的步伐，另一方面还应当加大力度

呼吁全世界人民提高对兴奋剂危害性的认识，同时

应当教育运动员人人从自我做起，拒绝使用兴奋剂，

使奥运会成为干净公正的体育盛会。
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