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摘要：在 !""# 年世界反兴奋剂组织颁布的兴奋剂目录中，3! 项肽类激素及相关品种均属于内源性生物大分子物
质，如何区分所检测物质属于外界摄入还是机体分泌是此项检测的重点与难点。本文针对其中应用最为普遍、研

究较为深入的促红细胞生成素（,45）和人生长激素（678）的检测，从间接血液指标检测、直接检测途径等方面进
行了分类评述，侧重于从理化分析方法、免疫分析方法角度阐述识别及区分重组蛋白与内源性蛋白的新途径。
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+ + 在 !""# 年世界反兴奋剂组织（C9L9）颁布的
兴奋剂目录中，3! 项肽类激素及相关品种包括 * 大
项：（)）促红细胞生成素（ +D$B6D&F&/+B/=，,45）。
,45 属于单链酸性糖蛋白，主要由肾脏皮质肾小管
周围细胞及髓质外层细胞合成、分泌，少量来自肝

脏，它的主要生理功能是促进骨髓红细胞的生成、提

高机体血红蛋白的浓度、改善机体的携氧能力和增

强耐力。（ !）人生长激素（ 6"-.= 0D&AB6 6&D)
-&=+，678）、胰岛素样 生 长 因 子（ /=G"#/=)#/M+
0D&AB6 H.2B&D @，@7N)@）、生长因子素。678 主要由
垂体分泌产生，它最主要的生理功能是诱导肝细胞

产生 @7N)@ 在所有细胞中的基因表达；而 @7N)@ 具
有促进软骨、骨、肌肉以及其他组织细胞的分裂增殖

作用，可促进机体的生长和代谢，增加肌肉的大小和

重量。678 的生理功能主要是通过 @7N)@ 作为媒介
完成（又称 678 O @7N)@ 轴）［)］。（’）促性腺激素。仅
对男性禁用。（&）胰岛素。（*）促肾上腺皮质激素。
+ + 由于生物工程技术的飞速发展，日益成熟的重
组脱氧核糖核酸（L(9）技术为兴奋剂滥用提供了
新的途径 重组蛋白和基因兴奋剂。代表性的重

组蛋白如重组人促红细胞生成素（ D6,45）和重组
人生长激素（ D678）等早已被国际奥委会（ @5P）列
为禁用药物。因重组蛋白与内源性蛋白的结构极为

相似，其检测技术亟待发展。另外，滥用重组蛋白除

在短时间内大量增进运动效能外，也具有显著的副

作用。例如，,45 可能由于增加组织的摄氧量，促
进血管生长及抑制细胞凋亡而有利于肿瘤的生存及

增生［!］。因此，从公平竞赛及机体健康角度，对重
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组蛋白兴奋剂进行有效的检测势在必行。本文针对

!"# 和 $%& 的检测技术的发展进行了分类评述。

!" 促红细胞生成素

# # 完整的内源性 !"#（’!"#）分子由多肽链和高
分支及唾液酸化的糖链构成，其相对分子质量（! (）

为 $! % $& )*+，," 为 $’ ( % )’ !；其多肽链部分由
*") 个氨基酸残基组成，含有 ! 个二硫键（位于 + %
*"* 位与 !& % $$ 位）和 * 个 - 末端精氨酸残基。
!"# 中的糖基化部分约占 ,-.，包括 $ 个 /0连接糖
基（123!,，123$(，123($）和一个 #0连接糖基（位
于 45(*!"）。它们的主要成分是甘露糖、岩藻糖、唾
液酸等低聚糖。!"# 中的 /0连接糖基是影响 !"#
体内生物学活性的关键部分；而糖基上的唾液酸在

维持 !"# 的酸性、阻断细胞表面半乳糖受体结合等
方面有重要作用，更是 !"# 活性的决定成分［$］。正

常人体血浆中 !"# 的水平相对比较稳定，一般为 !
% !* 67 8 9，在缺氧及贫血时 !"# 可高达 *-, 67 8 9。
($!"# 各亚型和 ’!"# 具有不同的糖基化特性，主
要表现为 / 端唾液酸的含量不同。另外，($!"# 比
’!"# 含有更多的二、三、四天线低聚糖［,］。

# # 因在治疗贫血方面有着广泛的用途，作为红细
胞生成刺激剂的 ($!"# 及其衍生产品自 *&(+ 年起
开始商品化，目前及未来几年内上市的产品可分为

四代：第一代为自不同真核细胞系（中国仓鼠卵细

胞（-&#）、幼仓鼠肾细胞（:&;）、非洲绿猴肾细胞
（-#40*）等）中表达出的 ($!"#。其中 !"#0!
（!,<=53，1>5=53 公司和 "(<?(@A 8 !,(5B，C<$30
2<3 D C<$32<3 公司）及 !"#0"（ /5<E5?<(><3 8
!,(5B，E<?$5 公司）的氨基酸序列和 ’!"# 完全相
同，但各低聚糖型及 / 端唾液酸含量较 ’!"# 有所
不同；而新促红细胞生成蛋白（/!4"）（又称为 *+(0
F5,<5A@30!，/52,<）（ *<>,G 公 司）及 1(+352,
（1>=53 公司），比 !"#0! 及 !"#0" 多出 ! 个 #0连
接寡糖链，具有比 !"#0! 和 !"#0" 更长的半衰期。
第二代为人源细胞系（人纤维肉瘤细胞系 &H）中表
达的 !"#0#（如 *I35,<（ 4$@(5 公司），其与 ’!"#
的结构及理化性质更相近甚至等同）；以及聚乙二

醇化的 !"#（如持续促红细胞生成激活剂 -!E1，
较 /!4" 在血液中更稳定和长效）。第三代为重组
肽类（ ("5,A@J52），如 !"# 模 拟 肽 &5><>5($
（1,K+%53 公司）、&5>+A@J5LM（1NNI>+B 公司）等。
第四代为口服红细胞生成激活剂，如低氧诱导因子

（&6H2）稳定剂（H@F(<%53 公司）等［)］。&6H 蛋白家
族属于转录因子，可以在低氧条件下自然分泌，促进

编码 !"# 和糖酵解酶基因的转录，从而可提高低氧

下的运动效能［$］。第一代 ($!"# 产品目前在市场
上占绝对主导地位，本文所涉及的检测方法多针对

第一代 ($!"# 产品。
# # 国际奥委会早在 *&&- 年即将 ($!"# 及其衍生
产品列为兴奋剂，但因体内 !"# 含量的个体差异很
大，甚至个体本身 !"# 值也因缺氧、贫血及随着 ,&
值、运动状态、昼夜节律的变化而变化，因此一直缺

乏对其行之有效的检测方法。直至 !--- 年悉尼奥
运会才对运动员实施血检、尿检结合的方法对其进

行检测。该方法首先通过间接生物标记物检测，判

定与 ($!"# 相关的一些血液指标物质浓度变化是
否异常；对可疑样品再进行尿检，通过直接检测方法

最终给出所检样品阳性与否的结论［"］。

# # ($!"# 滥用的间接检测方法是通过对一种或
多种与红细胞合成与增殖活性相关的生物标志物开

展检测实现的［+］。已研究的间接生物标志物包括

红细胞比容（ $+5>+A<?(@A，&?A）、血红蛋白含量
（$+5><=K<F@3，&F）、网织红细胞百分数（. E5A）、
血清可溶转铁蛋白受体（ 25(’> 2<K’FK5 A(+32N5((@3
(5?5,A<(，2LN(）含量及在 ($!"# 使用期及 ($!"#
停用后的功能性缺铁相关的标志物等［+ . *,］。经综

合考虑种族、性别、居住地海拔等因素，拟定与增强

红血细胞生成相关的 ) 种标志物 网织红细胞

比容（ (5A@?’K<?IA5 $5>+A<?(@A，E5A&?A）、血清 !"#
浓度、2LN( 浓度、&?A 及巨红细胞百分数（.M+?(<）
的参考值范围后，"+(@2<AA< 等［+，(］将之归并为统计

学 模 型“#/0><J5K”（ 4?<(5 / $’ +!*&?A 0
$-’ ,)E5A&?A 0 -’ *(+ * K3（!"#）0 -’ *!" + K3（ 2LN(）
0 -’ **) K3（.M+?(< 0 -’ *））和“#HH0><J5K”（4?<(5
/"’ *,&&?A . &!’ (+E5A&?A . -’ *," $K3（!"#））来检测
($!"# 的滥用。“#/0><J5K”用于 ($!"# 使用期
的检测，大于阈值 !’ ""（男性）8 !’ ,-（女性）时判为
阳性；“#HH0><J5K”用于 ($!"# 停用 ! % , 周内的
检测，大于阈值 !’ !&（男性）8 !’ *-（女性）时判为阳
性。!--- 年悉尼奥运会上 6#- 医学委员会即以
“#30><J5K”为标准进行了血检。
# # 上述模式的不足之处在于其易受血液储存及运
输条件的影响。%<(5 等［&，*-］在“ #30><J5K”和
“#HH0><J5K”基础上，使用血色素浓度（ $）、!"#
浓度（5）、2LN( 浓度（ 2）及. E5A 等 , 个参数建立了
第二代统计学模式：两种 #/0><J5K（#/0$5 / &F 0
&’ +, K3（!"#）；#/0$52 / &F 0 "’ "! K3（ !"#） 0
*&’ , K3（ 2LN(））和两种 #HH0><J5K（#HH0$( / &F .
"-（.E5A）* 8 !；#HH0$(5 / &F . )-（.E5A）* 8 ! .
+ K3（!"#））。较原来的统计学模式，第二代统计学
模式对 ($!"# 使用期血样的检测更灵敏，这一点对

·($,·
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于仅使用低维持剂量的 !"#$% 及已停用 !"#$% 时
间长达 # 周的运动员的血样检测尤为重要，亦利于
对有 !"#$% 使用嫌疑的运动员进行赛外检查。但
对于运动员注射中低剂量 !"#$% "$ " 时的血样，
“%&’()*+,”的检出率较低（%#- & ’#-），这可能和
体内血色素浓度还未显著升高有关［%%］；对在中等海

拔训练的运动员，性别因素对“%&’()*+,”和“%..’
()*+,”中的分数值有着较大的影响［%(，%#］，易造成误

判，其根本原因在于血色素水平的变动幅度大。而

最近发展的第三代模式则直接对运动员一定时期的

血色素和 %..’"! 数据进行监测和统计［%"］。

! ! 在间接检测方法中，一般通过免疫分析法测定
血清 中 的 #$% 浓 度，其 中 以 酶 联 免 疫 分 析
（#/012）、化学发光免疫分析（34#5）和放射免疫
分析（602）为主。目前使用的抗 7#$% 的单克隆抗
体亦可以结合通常的 !"#$% 糖基亚型。例如，实验
室间对两种商品化免疫分析法进行评价，一或两次

冻融后及模拟传输条件时质控样品具有良好的稳定

性，34#5 法和 #/012 法的数值间存在对应关系，
但在精密度、准确度和灵敏度方面 34#5 法均优于
#/012 法［%)］。使 用唾 液 酸 苷 酶 去 唾 液 酸 化 后

&#1$ 的免疫活性明显增高，导致 #/012 法的灵敏
度得到进一步提高，从而可检出最后一次皮下或静

脉注射后 ( & %" * 的 &#1$ 用药情况［%’］。免疫法

固有的变异性，如批与批间抗体的差异、对一些血液

学指标还缺乏统一的标准化方法等，则对间接法统

计数据的判断造成了一定的误差。

! ! 直接检测外源性 #$% 的难点主要有以下 " 个
方面：（%）!"#$% 和 7#$% 的结构、组成极为相似。
两者具有完全相同的氨基酸序列，仅在 & 端唾液酸
的含量上略有不同，针对外源性 #$% 的单抗无法区
别两者，这也是最关键的制约因素。（(）在体内的
含量很低。正常人体液中 #$% 的含量仅为 8(),
水平（血液中约为 #* & %+* 9: ; /，相当于 (, # & %#
0< ; /），且体液中存在高浓度的其他蛋白（血清中蛋
白含量为 ’* & $* : ; /）［%+］，这需要检测方法具有极

高的灵敏度。（#）其半衰期短。一般报道静脉注射
!"#$% 的半衰期为 ) & ’ "［"］。若按照一般人的注

射量 (** 0< ; / 计算，血和尿中的 #$% 浓度分别于
最后一次注射 !"#$% + * 和 " * 后回归正常水
平［%$］。（"）血样中的 #$% 浓度与时间和温度直接
相关，即使在低温下传送样品，由于机械性碰撞也易

造成样品降解，因此最好能尽快分析，且最好是现场

分析，以避免红细胞分析物随时间和温度降解［%-］。

! ! 目前所有的直接检测方法都是针对 # 种重组蛋
白和 7#$% 的糖基化所带电荷及结构差异展开的。

对实际样品中的重组蛋白进行直接检测时，世界反

兴奋剂组织采用的方法是由 /=>9+ 等［(*，(%］于 (**(
年提出的等电聚焦（ 0#.）结合免疫双印迹法。样品
经过有效富集后，#$%’!、#$%’"（ 8! 均为 ", "( &
), %%），&#1$ 与 7#$%（ 8! 为 #, -( & ", "(）由于糖
基化不同而导致等电点存在差别，可以在 0#. 上区
分开来（见图 %）［((，(#］。双印迹法被用于克服免疫

印迹中的非特异吸附问题［("］。#$% 与其一抗
2#+2)（6?@ 公司）在聚偏二氟乙烯（ $A@.）膜上
杂交后，又于酸性条件下进行第二次印迹，此时抗原

和干扰蛋白仍然留在第一张 $A@. 膜上，而一抗自
抗原上解离转移到第二张膜，再用二抗标记第二张

膜，即避免了经典免疫印迹策略中高浓度的尿液与

生物素标记二抗间产生强烈非特异结合的弊端。结

合化学发光法检测亲和素’辣根过氧化物酶标记的
免疫球蛋白 B（ 0:B），可在含高于 )* (: ; / 其他蛋
白的富集尿液中检测出约 %* 9: ; /（ % 0< ; /）的
#$%。该方法的误检率仅为 *, **’- & *, *#-。最
近，针对此方法研制了特定的图像分析软件 B21+’
8)，可进行阈值计算、条带分割和算法分类，从而达
到对 #$% 定量的目的［()］。

图 !" !"#$%、&#$% 和 ’#($ 的 )#*+化学发光免疫
双印迹图像［#$］

*,-. !" )/0-1 23 !"#$%，&#$% 045 ’#($ 2670,415
68 7"1 ,921:1;7!,; 32;&9,4-+52&6:1 6:277,4-
/17"25 <,7" ;"1/,:&/,419;147 5171;+
7,24［#$］

! ! 此种 0#.’免疫双印迹法的缺点在于注射 #$%
后不能马上 检测出来，仅在注射 #$%’! ; #$%’" 后
的 % & # *、单次皮下注射 &#1$ 后的 % & + *［(’］才能

有效检测；微量的胰蛋白酶（) !: ; (/）即可完全消
除 #$% 的所有条带，故尿样处理时需要额外的保护
步骤，例如加入蛋白酶抑制素或于运行前加热，从而

保护 #$% 不被降解［(*，(+，($］；变性剂如尿素的存在与

否对 #$% 的 8! 值影响较大［(*］；基体会导致额外的

复杂性因素出现，如在 #$% 区带处出现干扰蛋
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白［!#，$%］；方法中使用的单抗 !"&!’ 被认为和其他
一些蛋白间易产生非特异性作用［$(］；对图像进行直

观观察结果判断时，较依赖于经验；其他的一些因

素，如性别、竞赛中或竞赛后、尿液的稀释倍数与比

重都可以对 #"$ 结果产生影响［!)］。

* * 实际应用中亦存在极少部分“不稳定尿样”，
"%& 的 #"$ 行为在此种尿样中不稳定，同一样品随
分析时间不同，"%& 条带可能出现在不同的区域，
因此 ’!(! 补充了在尿样中加入 )*"%& 及 +",%
孵育的步骤，以此比较尿样的稳定性［!$］。-./0/1
2030) 等［!&］提出尿液中存在的唾液酸苷酶和硫酸酯

酶可能是导致“不稳定尿样”中 "%& 行为变化的原
因，提出可在尿样中加入选择性的竞争底物（如对

硝基二茶酚硫酸酯或唾液酸乳糖）来消除不稳定尿

样的影响。但若运动员仅使用低剂量的 )*"%&（如
一般注射量 !%% #4 5 6 的 ( 5 (%），注射 )*"%& 后将很
快发生代谢和消除，仅观察图像有无碱性条带不能

有效检出 )*"%&［$!］。某些长期锻炼的运动员的尿

样中的 7"%& 的 8! 略偏碱性，称“非典型阴性条
带”，易造成结果的误判［(&］。为解决此问题，609:.
等［$$］将样品分析时可能出现的 (" 条酸性、内源性、
碱性条带进行线性判别统计分析，可有效地鉴别出

非典型阴性条带及低注射剂量（"+ & , (% #4 5 ;<）
)*"%& 的阳性样品。
* * !%%& 年，609:. 等［(&］将 #"$1免疫双印迹法中加
入了免疫亲和步骤，利用另一种单抗 #=!((((
（>?( 公司）进一步去除 8! - ’ 的蛋白质的非特异
性吸附，在人血清中实现了生理浓度水平的 "%& 的
高灵敏度检测。血样中的 "%&（8! 为 .+ ( , .+ #）与
尿样中的 7"%&（8! 为 $+ ) , .+ &）的等电性质相比，
尿中的 7"%& 更系统性的偏酸性，此种酸化过程与
尿中任何酶的活性无关，而是可能取决于肾脏对此

激素的结构进行修饰的机制。除 "%& 抗体外，亦可
利用植物凝集素具有专一和可逆地与游离的复合糖

类中的单糖或寡糖结合的特性，在 #"$ 后使用各种
植物凝集素代替单抗特异性地捕集 "%&［$.］。

* * 二维凝胶电泳（! 1("）通过分析物的 8! 及 " )

的不同完成尿液中 )*"%&1! 5 )*"%&1" 的检测及与
7"%& 的分离。该方法包括尿液中蛋白的一步乙腈
沉淀、加入内标、! 1("、一步 ’.9@.): 印迹及化学发
光免疫检测步骤，可实现重复及准确测定。在 !("
方法中，尿液经沉淀、还原1烷基化后进行 #"$ 和十
二烷基硫酸钠1聚丙烯酰胺凝胶电泳（,(,1%!A"），
!1( 1抗糜蛋白酶、!1! 1硫醇蛋白酶抑制剂及 !1! 1巯
基1糖蛋白前体等与 7"%&、)*"%& 具备交互反应活
性，其 8! 点重叠，但可通过 " ) 不同而得到分

离［$’，$"］，但在 ’!(! 推荐使用的 ((" 方法中，上述
蛋白并无非特异性干扰［$&］。对于人血清样本，,(,1
%!A" 中的 7"%& 较 )*"%& 的 " ) 稍低，且呈现宽

的条带，对应着高度糖基化带来的微观不均一性。

人血清中的 "%& 的中性和带电荷的糖谱与 )*"%&
的糖谱有显著的差异，这种差异对建立直接检测

)*"%& 兴奋剂滥用方法有一定的参考意义［$)］。在

,(,1%!A" 法中使用双内标（ +",% 和重组鼠
"%&），通过计算相对淌度可有效区分 7"%& 和
"%&1#，此法已成功用于单次注射 "%&（’% #4 5 6）.
B 后样品的检测［$#］。

* * 毛细管电泳（="）对糖蛋白微观不均一性所导
致的电荷微小差异可以达成高效分辨，亦在鉴别

)*"%& 和 7"%& 方面得到了较广泛的应用。例如，
基于单抗 ’$(!（!C<.: 公司）与 "%& 的 + 端结构
域为非构象依赖型结合的特性构造的单抗原结合位

点的抗体片段 !/.D $/7E) .)) 1$0F，可在免疫亲和
=" 中通过抗原复合物检测出约 . 8CE/ 5 !6 的
7"%&［.%］。+",% 较之 )*"%& 唾液酸含量更高，在
=" 中亦表现出与 "%&1! 5 "%&1" 不同的糖微观不
均一性［.(］。=" 虽能高效区分 7"%& 和 )*"%& 的
不同亚型，但目前开发出的方法中，缓冲液组成复

杂，有时毛细管需要特殊的涂层方能与不同的检测

器如紫外检测器（4G）、激光诱导荧光检测器（6#$）
或质谱检测器（H,）兼容［.!］。另外，制约 =" 在检
测 "%& 方面应用的最主要因素是其检测灵敏度差，
目前 ="1H, 对 )*"%& 的检出限仅为 %+ $ C< 5 C6，
远高 于 实 际 样 品 中 "%& 和 )*"%& 的 浓 度 水
平［.$，..］。

* * 电喷雾电离质谱（",#1H,）与基体辅助激光解
吸1飞行时间质谱（H!6(#1I&$1H,）已成为鉴定
)*"%& 等糖蛋白的有力工具，尤其是在糖蛋白的结
构信息（包括相对分子质量、肽图、糖蛋白的不均一

性、糖基化位点、糖链分枝类型、特定位点上糖基化

的修饰情况等）分析方面，亦达到了较高的检测灵

敏度和准确性。使用 H!6(#1I&$1H, 及 H!6(#1
四极杆离子阱 5反射式飞行时间质谱（J#I 5 >I&$1
H,），在糖肽水平上，根据位点特异性糖基化模式的
不同，可较容易地区分 $ 种 )*"%&（")K8E，+.E>.1
2E)CE:，!)0:.98），这无疑为区分 "%&1! 5 "%&1"
或 +",% 的使用提供了潜在的生物标志物。但此点
还需结合 "%& 在人体的代谢途径进一步考虑［.’］。

此法灵敏度较高，对 $ 种 )*"%& 的检出限（6&(）为
!’ , ’% LCE/［."］。="1",#1H, 结合阳离子聚合物涂
层毛细管，可直接鉴别出 7"%& 和 )*"%&［..］；="1
H!6(#1I&$1H, 法中，=" 可在线移去非糖基化蛋
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白、盐以及中性、阴性物质，可鉴别出质量浓度为 #
! " # 的 $%&’( 的 #$% 个糖基化（包括乙酰化）位点 "
类型［"&］。)*+*,*-. 等将 #/012 及石墨化碳柱结
合，可对 /3( 细胞表达的 $%&’( 的各种糖基化位
点、与位点特异性直接相关的糖微观不均一性、糖的

结构进行分析［"’］以及鉴别出 43) 细胞表达的 $%&0
’( 所特异具有的硫酸化 50连接多糖部分［"(］。结

合去除糖基化及对 &6$78 和 9$*:7,6 进行特异性
;<=0/ 蛋白酶内切，可以显著提高 12 的灵敏度，从
而用 :*:>03’#/0&2?012012 检出 @A>< 水平的两
种 $%&’( 所共有片段 &#) 0;<=0/ 端肽。依此途径，
用 &% 或 &#* 肽的存在或缺失来区分 &’(0! 和
5&2’［%*］。) 0B& 结合蛋白质组学方法（#/、19#B?0
C(D012、糖苷酶酶解及肽指纹图谱分析）可达到 )%
6A>< "点的 #(B，且鉴别出酸性条带富含四天线唾
液酸化糖苷结构，迁移至正极一端的条带则缺少唾

液酸结构［%#］。但质谱仪器昂贵，对样品的前处理要

求较高，目前仅针对药物样品（如标准品或市售商

品化注射液等）展开对 &’( 及其重组蛋白的研究。
! ! 人体注射 $%&’( 后属于红细胞的特定基因片
段的信使核糖核酸（AE59）表达存在差异，此点可
应用到 $%&’( 滥用的检测中。例如观察到了血色
素0"、轻链铁蛋白及鸟氨酸脱羧抑制酶的 AE59 水
平的显著上调［%)］，此种途径可成为“(DD0A>F7<”和
“血色素护照”的有力补充，为高通量的蛋白质组学

技术等应用于检测 $%&’( 及其衍生产品的滥用奠
定了良好的基础。

!" 人生长激素

! ! 垂体分泌的 %;3 中 &%G 为 )) -B 亚型；而切割
掉第二密码子导致第 $) + ", 氨基酸残基丢失，产生
另一个 )* -B 亚型，占垂体分泌 %;3 的 %G + #*G；其
他的垂体 ;3 包括脱酰胺化形式、!0乙酰化形式和各
种 ;3 寡聚体［%$］。而 $%;3 仅以一种 )) -B 亚型存
在，自 #(’’ 年起已有数种商品上市，主要有除 5 端多
一个甲硫氨酸（17H）残基外，其他氨基酸序列与 ))
-B 内源性 %;3 相同的 17H0$%;3（如 ’$>H$>6.:
（;7:7:H7I% 公司））和 #(# 个氨基酸序列完全相同的
$%;3（如我国生产的金磊赛增（ J.:H$>6.:，长春金赛
公司））。

! ! %;3 的固有特性使其被检测较 &’( 更为困
难，主要体现在：（#）%;3 的 )) -B 亚型和 $%;3 在
结构上基本（仅相差一个 17H 残基）或完全等同。
（)）$%;3 在血液中的浓度为 :! " # 水平，静脉注射
后在血液中的半衰期仅约为 #% + )* A.:，通过皮下
或肌肉注射后在血液中的浓度于 # + $ % 后达到峰

值，"’ % 后即于循环血液中检测不出，两种 ;3 亚型
的比值恢复正常。（$）尿液中的 %;3 检测仍然是
难点。成年人垂体分泌 ;3 的平均值为 %** + ’&%
!! " F，其中仅 *- **#G + *- *#*G 被排泄到尿液中，
致使 %;3 在尿中的浓度远低于在血中［%"］；较之

&’( 在尿中的浓度还要低（为其浓度的 #G +
* K #G）。（"）垂体分泌 ;3 是间歇式的脉动分泌（成
年男子分泌量为 *- " + #- * A! " F），因此不可能视单
个样品 ;3 浓度的增加为违禁［%$］。（%）同样，体内
%;3 的浓度依人的睡眠、营养、温度、锻炼情况和体
内活动如血糖浓度、情绪波动情况等不同而变化极

大，不同个体间 %;3 的差异也很大。
! ! 目前针对 $%;3 的间接检测方法是基于系统地
研究 ;3 " ?;D0? 轴而筛选出的影响肌肉生长和刺激
骨髓的几种血液学指标［%%］以及建立这些因子的浓

度的正常范围数据库。测定血液学指标时多采用免

疫方法，如 E?9 法及 &#?29 法等［%,］。

! ! ;3 通过调节 ?;D0? 的活性来激发合成代谢活
性，?;D0?、人胰岛素样生长因子结合蛋白0)（ ?;D4’0
)）、酸不稳定亚单位（9#2）、?;D0??、?;D4’0$ 等的
半衰期较 ;3 更长，在血清中较 ;3 更稳定，它们的
含量 水 平 是 了 解 ;3 " ?;D0? 轴 变 化 的 主 要 指
标［%&，%’］。在上述多种 ;3 依赖型肽中，?;D0? 是暴
露于高于生理浓度 ;3 条件下的最特异、最敏感的
标志物［%’］。但间接标志物如 ?;D0? 或 ?;D4’, 随年
龄、性别、体重、生理活性、饮食及激素使用情况不同

个体差异性很大，很难界定 %;3 滥用时的阈值水
平；另外，血液循环中的 ;3 相关标志物可被摄入的
糖皮质激素或 "0阻滞剂等非正常抑制，例如口服或
透皮吸入雌激素可抑制 ?;D0?、?;D4’0$ 及 9#2 的
浓度［%(］。

! ! ;3 可改变骨胶原和骨的代谢，短期 $%;3 摄入
可大量定量诱导产生骨和骨胶原的代谢［,*，,#］，其生

化相关标志物，如"型原骨胶原的 5 末端肽（50H7$0
A.:*< 676H.F7 >@ HL67" 6$>I><<*!7:，’"5’）、骨胶
原 ? 的 / 末端端肽（I><<*!7: ? /0H7$A.:*< H7<>6760
H.F7，?/C’）、骨钙蛋白（>,H7>I*<I.:）和骨胶原 ? 的 /
末端原肽（I><<*!7: ? /0H7$A.:*< 6$>676H.F7，’?/’）
等随 $%;3 使用剂量的增加而在血浆中的浓度上升，
有较好的时间稳定性，并且骨标志物的半衰期较 $%0
;3 更长［%’，,*］。但因 %;3 " ?;D0? 轴与骨折愈合相
关，例如骨牵张期的 ?;D0?、?;D4’0$ 和 %;3 含量均
显著升高［,)］，需谨慎评价及给出骨标志物的正常水

平及阈值；另外，对于青春期、成骨期的运动员，骨标

志物的日内、日间变化区间需要特别考察［,$］。

! ! 联合应用影响肌肉生长和骨代谢的指标（如

·#""·
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!"#$! 和 %!&%［#$，"%，"#］；!"#$!、%!&% 和 !’(%［""］）

评判 )"* 的摄入，可显著增加方法的灵敏度和特异
性。间接检测方法的优点在于，尽管 +)"* 在体内
的半衰期只有 &# ’ !( ,-.，但由 +)"* 导致的体内
指标的变化可以维持较长时间（如最后一次用药后

的 ! 周内）而仍可被检测［"&］。但其无法确定体内含

有超过正常范围的 )"* 是体外摄入、疾病或其他原
因所致，故仍不能单独作为 )"* 的检测判据。
) ) 直接检测方法亦基于血检，即利用免疫分析，评
估外源性 "* 对垂体分泌 "* 亚型的影响。 +)"*
仅以一种 !! /0 亚型存在，但内源性 )"* 则为不同
亚型的混合物。摄入 +)"* 将会抑制垂体分泌内源
性 )"*，因此若检测到 !! /0 亚型异常升高，则有
理由认为存在 +)"* 的滥用［"*］。基于人血液中的

+)"* 和 )"* 间的结构差别一直存在，不因年龄、
性别、人种及运动情况变化而变化的原则，12 等［"$］

开发了一种示差免疫分析途径，使用夹心法检测 +)$
"* 和垂体分泌的 )"*。345 分析（重组!! /0 "*
亚型分析，+456,7-.8.9 !! /0 "* 8::8;）（单抗
#0* 和 $<&&）识别 !! /0 )"* 亚型和 +)"*，%-9 分
析（所有垂体分泌 "* 亚型分析，8== >-92-98+; -:6$
?6+,: 8::8;）（单抗 &<+ 和 $@,）识别所有 "* 亚
型，最终以 345 A %-9 分析的 "* 浓度比判定是否存
在 +)"*。此种策略已用于雅典及都灵奥运会。此
直接法较为可靠，但达成有效检出的时间范围太窄

（ ! - +" )）［"$］，且 "* 在血液中半衰期极短，血浆中
"* 结合蛋白的存在及 "* 与同源的多肽激素间的
交互反应活性给此法造成了一定干扰。这也许是导

致 !((% 年雅典奥运会最终宣布对 )"* 的检测结果
( 例为阳性的部分原因；另外，因 !( /0 "* 的摄入
可以抑制内源性 !! /0 亚型的分泌，若运动员摄入
一种 !! /0 和 !( /0 亚型 +)"* 的平衡混合物，此
方法将无能为力。

) ) 近年来，已有将新的分离方法、新的蛋白质组学
技术等应用于检测 +)"* 滥用的报道。例如，使用
B’$CD A CD 对 "* 的标志物 !"#$! 和 !"#<%$+ 进行
定量，线性范围分别为 ! ’ $ .E A B（ !"#$!）和 % ’ &(
.E A B（ !"#<%$+）［",］；使用 B’$CD A CD 分离 )"* 和

塞里维辛酵母菌表达的 "! $乙酰化$C49$+)"*［*(］；

以 B’$CD# 蛋白质组技术可于高浓度蛋白存在的血

浆中以特征胰蛋白酶解后的肽段对加入的低浓度

（亚 ?,6= 水平，约 &" "E A B）的 )"* 进行准确鉴
定［*&］；使用转录组（ 9+8.:5+->96,-5）或蛋白质组学
技术也为检测 +)"* 滥用后的基因表达的差异提供
了新的途径。

!" 结论与展望

) ) 改进现有的检测方法，扩大 F%G 和 )"* 的检
测窗口是所有间接和直接法发展的方向。间接法的

优点在于得到真正健康状况下的指标，但因许多因

素如体外注射、疾病、超负荷体育锻炼以及免疫方法

本身存在较大的误差，均可能导致假阳性或假阴性，

无法最终确定体内含有超过正常范围的 F%G 或
)"* 的来源，还需使用一系列方法来提高灵敏度和
特异性来降低假阳性和假阴性数量。另外，多个血

液学参数联检的方法仍在发展。直接法中，质谱方

法发展迅速，可区分结构上的细微差异。但受限于

检测灵敏度及缺乏特异的样品前处理手段，目前尚

未开展人体内药物摄入后受代谢途径影响后重组蛋

白的检测方法研究。将来的研究方向将集中于确证

新型 F%G 的结构信息、分析运动员的 F%G 糖型分
布与不同运动时期间的关系等。

) ) 免疫测定法以抗原、抗体反应的特异性和亲和
性为基础，具有快速、灵敏、简易的特点。另外，基于

DFBFH（指数富集的系统配基进化，:;:94,89-5 4I6$
=29-6. 6? =-E8.J: 7; 4K>6.4.9-8= 4.+-5),4.9）体外
筛选技术得到的寡核苷酸适配体（ 8>98,4+）与靶分
子之间分子识别功能与抗体极为相似，但与蛋白质

类抗体相比，适配体与靶分子间具有更高的亲和力

和特异性，甚至可区分识别靶分子结构上的细微差

异，如高选择性识别二糖的差向异构体、端基异构体

和不同糖苷键的连接方式［*!］。适配体具有核酸自

身稳定性强、变性复性快速可逆、易功能化修饰与标

记等诸多优点，可望将来研发出能特异区分内外源

F%G 的适配体。研发能够区分内外源 F%G、+)F$
%G$! A +)F%G$" 和 &FD% 的抗体［*+，*%］、适配体，开发

如过滤、亲和提取富集［*#］等样品前处理技术，将减

小样品中的蛋白干扰，提高方法的灵敏度和特异性，

减少误检率。

) ) 新型方法如基因组签名（ E4.6,-5 :-E.8$
92+4:）、蛋白质组学和代谢组学及对化学 A生物$生
理因素的径向整合等亦将在未来的检测手段中占有

重要的位置。
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