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摘要  目的: 建立可用于不同剂型重组人促卵泡激素 ( rhFSH )产品质量控制的特异性 SDS- PAGE /W estern blot鉴别方法。方

法: 用 SDS- PAG E电泳分离由不同生产企业生产的不同剂型 rhFSH 产品, 通过半干电泳将凝胶上的待测蛋白转移至硝酸纤

维素膜 ( NC膜 ) ,采用特异性抗体在 N C膜上进行免疫杂交。通过检测灵敏度、线性和专属性试验, 进行方法学考察。结果:对

rhFSH 特异性检测灵敏度可达 5 ng;对 3个厂家生产的 3种注射液、1种注射用冻干制剂检测, 均可得到阳性结果,且试验结果

不受不同剂型中的防腐剂、稳定剂和其他辅料干扰; 用本法对等量的其他重组糖蛋白激素如重组人促黄体激素 ( rhLH )、重组

人绒促性素 ( rhCG )测定结果均为阴性。结论: 本方法灵敏度高、专属性强, 可作为 rhFSH 的特异性鉴别方法, 用于不同剂型

rhFSH 产品的质量控制。
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Abstract Objective: To estab lish the m ethod o f specific identificat ion by SDS- PAGE /W estern blot for the d iffer-

ent dosage form s o f the recom binant hum an follicle stim ulating ( rhFSH ). Methods: The sam ples of different dosage

form s o f the rhFSH preparations produced by d ifferentm anufactures w ere sub jected to SDS- PAGE under non- re-

duc ing cond itions. A fter transferring the pro te ins in lanes from the gel to the n itrocellulose filter ( NC ) by half- dry

electrophoresis, the spec if ic antibody to FSH w as used to imm unodetect the rhFSH on the NC. The m ethod w as eva-l

uated by sensitiv ity determ ination, linear study and specif icity tes.t Results: A m inim um o f 5 ng of the rhFSH cou ld

be detected in the sensitiv ity tes.t A ll the resu lts obtained from the samp les of three k inds o f in ject ion so lution and

one k ind of pow er fo r in ject ion wh ich produced by three differentm anufacturersw ere positive. Furtherm ore, these re-

su lts would not be influenced by preservatives, stab ilizers and o ther excipients form ulated in different dosage form s.

A ll the results w ere negative w hen the other glycopro tein horm ones such as the recom binant hum an luteum stim u la-

t ing ( rhLH ) and the recom binant hum an chorion ic gonadotroph in ( rhCG) w ere tested by the m ethod described a-

bove. Conclusion: The m ethod deve loped here has h igh sensitivity and high specificity. Itm ay be served as the rou-

t ine m ethod o f spec ific identif ication in quality contro l for different dosage form s of the rhFSH products.
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  重组人促卵泡激素 ( rhFSH )临床主要用于不孕

症治疗,在我国有很大的市场空间。迄今为止,在我

国已上市销售的有雪兰诺公司的果纳芬注射液和注

射用冻干制剂, 以及欧加农公司的普利康注射液。

此外,其他国内外企业生产和研发的此类产品也已

进入进口注册申报或临床研究阶段。
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根据 ICH及我国相关法规和技术指导原则要

求,重组制品应建立针对制剂特有分子结构和其他

特性的定性鉴别试验方法
[ 1, 2]
。目前我国已上市的

rhFSH制剂质量标准中通常有基于与对照品一致的

液相色谱鉴别方法, 但没有针对 rhFSH分子结构的

特异性鉴别试验。因此,有必要研究建立特异性强,

可用于不同剂型的免疫鉴别方法, 以更好地控制

rhFSH产品质量, 同时提高我国研发企业生产此类

产品的质量控制水平。

目前可应用于人体治疗的糖蛋白激素主要有 4

种,分别是促甲状腺素 ( thyro id stim ulating hormone,

TSH )、促黄体生成素 ( LH )、促卵泡激素 ( FSH )、以

及绒毛膜促性腺激素 ( CG)。 4种糖蛋白激素分子

结构相似, 有相同的 (亚基
[ 3, 4]
。因此, 特异性的

rhFSH免疫鉴别方法不仅需要排除制剂辅料和蛋白

类稳定剂的干扰,还必须具有能够与其他糖蛋白激

素区分的 rhFSH专属性。本文研究建立的 SDS -

PAGE /W estern blot免疫鉴别方法, 检测灵敏度高,

耐用性和专属性好, 可用于不同剂型的 rhFSH 制剂

鉴别。

1 材料与试剂

1. 1 材料  rhFSH 对照品溶液为企业提供 ( 0147

m g# mL
- 1

) ; 含人血清白蛋白 (H SA )作稳定剂的

rhFSH注射液 ( 75 IU # mL
- 1

, 3个批号: 004, 005,

006; 150 IU# mL
- 1

, 3个批号: 904, 905, 906)由进口

企业 1生产, rhFSH 注射液 ( 300 IU /22 Lg /015

mL)、rhFSH冻干制剂 ( 515 Lg /75 IU /支 )、rhLH 冻

干制剂 ( 75 IU # 支 - 1
)、rhCG注射液 ( 250 IU: 015

mL)由进口企业 2生产, rhFSH 注射液 ( 100 IU #
mL

- 1
)由进口企业 3生产; rhFSH 冻干制剂 ( 515

Lg /75 IU /支 )由国内企业提供; 鼠抗人促卵泡激素

抗体由 USB io log ical生产; AP标记兔抗鼠抗体、兔抗

人血清白蛋白多克隆抗体、H SA由 Sigm a生产; AP

标记羊抗兔抗体由 C albiochem生产; 预染蛋白电泳

相对分子质量标准为 Ferm entas生产;硝酸纤维素膜

为 Sch leicher& schuell生产; 其他试剂均为国产分析

纯。

1. 2 仪器和设备  Pharm acia EPS - 3500电源、半

干电泳转移装置, B io- rad垂直板电泳槽,恒温加热

块,凝胶成像仪。

1. 3 溶液配制

SDS- PAGE凝胶、电极缓冲液、染色和脱色液、

2 @非还原上样缓冲液的制备参见中国药典 2005年

版二部附录
[ 5]
。

PBS缓冲液 ( 0101 m o l# L
- 1

, pH 714)、转移缓

冲液 ( pH 814)、底物缓冲液 ( pH 918)、显色液的制

备参见中国药典 2005年版三部附录
[ 6]
。

封闭液: 称取脱脂奶粉 215 g, 用 PBS缓冲液制

成 1125%的溶液。

制剂辅料缓冲液:称取 H SA 10 mg、D -甘露糖

300 m g、氯化钠 20 m g、磷酸钠 15 m g,加水 10 mL溶

解。

2 方法

211 SDS- PAGE /W estern b lo t试验方法

21111 SDS- PAGE电泳  取供试品溶液、对照品

溶液各 20 LL, 预染蛋白电泳相对分子质量标准 5

LL,点样电泳 115 h。

21112 W estern b lot电转移  将凝胶在转移缓冲液

中浸泡 15 m in, 与 NC膜一同置于石墨电极上,恒流

50 mA转移 2 h。

21113 免疫杂交  将膜取下置于封闭液中室温封

闭 2 h, 用 PBS洗膜 3次,每次 10 m in; 加入用 PBS

缓冲液 1B1000稀释的一抗溶液,室温 2 h或 4 e 过
夜; 用 PBS溶液洗膜 3次, 每次 10 m in; 加入用 PBS

缓冲液 1B2000稀释的二抗溶液, 室温 1 h;用 PBS溶

液洗膜 4次,每次 10 m in; 将膜置显色液中, 室温显

色 30 m in; 用 PBS溶液洗膜 10 m in, 干燥; 凝胶成像

仪扫描或用数码相机记录结果。

212 检测灵敏度  取 rhFSH对照品溶液 ( 0147 m g

# mL
- 1

)适量,加水稀释成 128 Lg# mL
- 1
的溶液,

用水 4倍梯度稀释成 32, 8, 2, 015 Lg# mL
- 1

; 各取

20 LL, 加入 20 LL的 2 @非还原上样缓冲液, 混匀。

照 / 2110项下方法试验。
213 系统适用性考察

21311 蛋白稳定剂干扰试验  称取 H SA适量, 用

水溶解并制成 110 mg # mL
- 1

, 作为 H SA对照品溶

液; 取浓度为 75 IU # mL
- 1
的 rhFSH供试品溶液各

50 LL, 加入 50 LL的 2 @非还原上样缓冲液。照

/ 2110项下方法试验,平行制备 2块电泳凝胶; 电泳

后 A胶用于转移, 用 rhFSH 特异性抗体检测; B胶

用考马氏亮蓝染色,对比考染和免疫杂交显色结果。

21312 混合抗体杂交试验  同 / 215110项下方法

制备各种溶液,照 / 2110项下方法试验, 免疫杂交时

同时加入 rhFSH特异性抗体和 H SA特异性抗体。

214 方法专属性试验  取 rhLH冻干制剂 ( 75 IU #

支
- 1

) 1支, 加水 015 mL溶解;取 rhCG注射液 ( 250

IU: 015 mL) 1支备用; 各取 50 LL, 加入 50 LL的 2

@非还原上样缓冲液。以 rhFSH 供试品溶液为对
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照,照 / 2110项下方法试验。
215 供试品检测

21511 rhFSH鉴别用对照品溶液  取对照品溶液

20 LL, 加水稀释制成 23 Lg# mL
- 1
的溶液, 取 50

LL,加入 H SA制剂辅料缓冲液 50 LL,混匀后取 50

LL,加入 50 LL的 2 @非还原上样缓冲液。

21512 供试品溶液  将上述 4个企业生产的 3种

rhFSH注射液和 2种 rhFSH冻干制剂共 10批样品,

分别用制剂辅料缓冲液制成 75 IU # mL
- 1
的溶液,

各取 50 LL, 加入 50 LL的 2 @非还原上样缓冲液。

21513 检测  照 / 2110项下方法试验。

3 结果
311 检测灵敏度  结果表明 (图 1- B ), rhFSH对

照品各浓度显色呈梯度, 根据 rhFSH 点样量计算,

检测灵敏度可达 5 ng,相当于单位数为 0105 IU的

rhFSH。

312 系统适用性考察  在 SDS - PAGE考马氏亮

蓝染色图上有明显的 H SA条带 (图 1 - A第 2泳

道 ) ,但用 rhFSH抗体杂交所得的免疫印迹图, 在相

应位置上没有阳性杂交反应条带 (图 1- B第 2泳

道 )。结果表明, 供试品中的 H SA稳定剂不会干扰

特异性免疫反应。采用 2种抗体同时检测 rhFSH和

H SA时,无法得到良好的 rhFSH显色条带。

313 方法专属性试验  结果表明 (图 2- A第 3泳

道;图 2- B第 8泳道 ) ,在相同试验条件下, 本方法

所用的 rhFSH抗体不与其他糖蛋白激素反应。

314 供试品检测  结果表明 (图 2- A第 2, 4, 5, 6

泳道; 图 2- B第 3, 4, 5, 6, 7, 10泳道 ) ,在相同的试

验条件下,本研究所用不同企业生产的 10批不同剂

型 rhFSH制剂,免疫印迹鉴别结果均为阳性。

4 讨论

411 激素是内分泌系统的微量调节分子, 药物临床

施用剂量较小, rhFSH 的单一剂量制剂通常每支中

仅含有 75~ 200 IU (约 7~ 20 Lg )主药成分,浓度通

常为 50~ 150 IU# m L
- 1

,因此要求鉴别试验有较高

的灵敏度。本方法的检测灵敏度可达 5 ng(约 0105

IU ) ,根据取样体积倍数计算, 此灵敏度可用于检测

rhFSH浓度为 015 Lg# mL
- 1

(约 5 IU # m L
- 1

)的样

品溶液,完全能够满足此类产品的检定要求。

412 W estern blot免疫鉴别的基本原理是针对蛋白

分子结构特异性的抗原抗体反应。糖蛋白激素家族

的 4种激素分子结构均由 A、B 2个亚基组成, 其 B

亚基分子均相同,因此, rhFSH鉴别试验所用的抗体

不仅要能将 rhFSH与其他类型蛋白相区分, 还必须

图 1 灵敏度试验  

F ig 1 Sen sit ivity testing

A. SDS- PAGE图 ( pattern of th e SDS- PAGE stain ed by comm assie

brill ian t b lue)  B.免疫印迹图 ( pattern of the w estern - b lot)

第 1泳道:预染蛋白相对分子质量标准 ( Lan e 1: p res ta ined m arker)

 第 2泳道: H SA制剂辅料缓冲液 ( Lane 2: HSA form u lated buffer)

 第 3 ~ 7泳道: rhFSH 梯度, 3 ~ 7泳道含 rhFSH 的量分别为 5,

20, 80, 320, 1280 ng ( Lane 3 - 7: grad ien t reference standard s wh ich

contained 5, 20, 80, 320, 1280 ng of rhFSH resp ectively)  第 8泳道:

国内某企业生产的 1 Lg rhFSH 原液 ( Lan e 8: 1 Lg of rhFSH bu lk

solu tion produced by a native m anufacturer)

针对 rhFSH特有的抗原决定簇, 使其能与其他糖蛋

白激素相区分。研究结果表明, 本研究选用的抗体

应为特异性针对 B亚基的抗体, 不与其他糖蛋白激

素如 rhLH和 rhCG反应, 是理想的 rhFSH 鉴别用抗

体, 本方法具有良好的专属性。

413 不同生产企业生产的不同 rhFSH产品剂型,处

方组成各不相同,使用不同的稳定剂、防腐剂和其他

辅料成分。国际上已上市的产品包括用 H SA做稳

定剂的注射液,用间甲酚作防腐剂的注射液和用蔗

糖作稳定剂的冻干制剂。本文选用上述各种剂型的

rhFSH产品作为供试品, 证明 H SA、间甲酚、蔗糖和

甘露糖等辅料成分均不干扰试验结果。此外, 对于

采用 H SA做稳定剂的产品,质量标准中还要求有对

H SA的免疫鉴别试验,本文通过混合抗体杂交试验

发现,由于制剂中 H SA浓度 ( 1 m g# mL
- 1

)远大于

rhFSH浓度 (约 7~ 15 Lg# mL
- 1

) ,在相同的反应体

系中, 当 rhFSH显色时, H SA的显色过强, 由于两者
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图 2 rhFSH制剂 W estern - blot检测 

F ig 2 R esu lts of theW estern - b lot test ing on the preparat ion s of rhFSH

A.第 1泳道:预染蛋白相对分子质量标准 ( Lane 1: prestained m ark-

er) ;第 2泳道: rhFSH冻干制剂,进口企业 2 ( Lane 2: pow der for in jec-

t ion of rhFSH, from foreign m anufacturers 2 ); 第 3泳道: rhLH 冻干制

剂,进口企业 2( Lane 3: pow der for in jection of rhLH, from foreign m an-

u factu rer 2 ) ;第 4 ~ 6泳道: rhFSH 注射液,进口企业 2, 批号: 906,

905, 904 ( Lane 4- 6: in jection solut ion of rhFSH from foreign m anu fac-

turer 1, batch numb er w as 906, 905 and 904 respect ively) ;第 10泳道:

rhFSH对照品 ( Lane 10: referen ce standard of the rhFSH )

B.第 1泳道: 预染蛋白相对分子质量标准 ( Lane 1: prestained m ark-

er) ;第 2泳道: rhFSH对照品 ( Lane 2: reference standard of th e rhF-

SH ) ;第 3 ~ 5泳道: rhFSH 注射液, 进口企业 2,批号分别为: 004,

005, 006( Lane 3 - 5: in ject ion solut ion of rhFSH from fore ign m anu fac-

turer 1, batch num ber w as 004, 005 and 006 resp ectively ); 第 6泳道:

rhFSH注射液,进口企业 2 ( Lane 6: in jection solut ion of rhFSH, from

foreign m anu facturer 2) ;第 7泳道: rhFSH 注射液, 进口企业 3 ( Lan e

7: inject ion solu tion of rhFSH, from foreign m anu facturer 3 ); 第 8泳道:

rhCG注射液,进口企业 2( Lane 8: in jection solu tion of rhCG, from for-

eign m anufacturer 2) ;第 9泳道: rhLH 冻干制剂,进口企业 2( Lane 9:

pow der for in ject ion of rhFSH, from foreign m anufacturer 2) ;第 10泳道:

国内某企业的 rhFSH冻干制剂 ( Lane 10: pow der for in ject ion of rhF-

SH, from a native m anufacturer)

相对分子质量差别不是很大, H SA的显色条带将干

扰 rhFSH条带,使之无法观察, 因此这 2个鉴别不能

在同一试验中完成,必须分别独立进行。

414 上述研究结果表明,本研究建立的 rhFSH免疫

鉴别方法,可用于各种已上市和即将上市的 rhFSH

产品剂型的质量控制,对于此类药物的进口复核以

及国内生产企业的研发和申报有良好的支持作用。
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