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1 背景介绍
早在上世纪 20年代人们就发现了由大脑垂体

前叶分泌的一种可促进生长的活性物质 ) ) ) 生长激
素 ( g row th hormone, GH ) , 30~ 40年代由 Marx等学

者建立了去垂体大鼠体重增加法, 用于测定 GH的

生物活性,评价牛 GH在临床的治疗功效,并定义为

去垂体大鼠体重增加 10 g所需 GH 的量为 1个单

位,由于大鼠种属来源、饲养环境、检验时间地点等

诸多因素造成结果不确定性,迫切需要有一个统一

的标尺,这就是标准品。而国际标准品 ( in ternational

standard, IS )是由世界卫生组织 ( W orld H ea lth Or-

ganization, WHO)组织有条件的国家检定机构和药

厂参加国际协作标定, 生物类 IS的单位数值由

WHO的生物标准化专家委员会 ( Expert Comm ittee

on B iolog ical Standardization, ECBS )开会研究决定

的,并遵循使用原则: 供试品应与标准品同质 - like

aga inst like
[ 1~ 3]
。

2 生长激素国际标准品及参考品的演变历史

211 动物来源生长激素国际标准品  第 1个标准

品为牛源性生长激素, 1st bGH IS 1955年 WHO为

生物测定制备了第 1次牛生长激素 ( bov ine grow th

hormone : bGH ) IS,批号 55 /1
[ 2]
(表 1) ,有 3个实验

室参加协作标定,以体内的生物测定方法标定,由于

当时没有国际公认的 GH 标准品作对照, 因而其单

位制定是根据 55 /1的 IS最低活性基线来规定的,

即 110 IU# mg
- 1
。

212 人原性生长激素国际参考品  1st hGH IRP随

着 GH临床内分泌学研究深入, 1956年探明人 GH

的种属特异性,明确人使用动物 GH无效。 1957年

首次从人脑垂体中提取出人生长素 ( hum an GH:

hGH ), 20世纪 60年代提纯的人垂体源 GH用于临

床, 同时开始应用放射免疫技术测定 GH,因此 1969

年WHO为免疫测定制备了第 1次人 GH国际参考

品 ( in ternational re ference prepara tion, IRP hGH ) 批

号 66 /217
[ 2]
(表 1 ), 原料正是由人脑垂体提取的

hGH, 有 4个实验室参加了协作标定, 以企业标准品

为对照用免疫测定方法标定, 结果为 50~ 400 Lg#

安瓶
- 1
( ampoule: amp)平均 20017 Lg# amp

- 1
,接近

标示含量 175 Lg# amp
- 1
, 初步的在体生物测定标

定结果 2 IU# mg- 1
,为与 bGH的 IS表示单位一致,

WHO的 ECBS决定以 IU表示含量,正式定义 (也是

硬性规定 )本批: 0135 IU # amp
- 1
, 大约 01175 mg#

amp
- 1
为附加信息,尽管 hGH与 bGH不同质,属于 2

个不同的生物制剂,但保持了 bGH的 IS延续性、量

值的传递。

213 人源性生长激素国际标准品  1st hGH IS
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1982年 WHO为生物测定制备了第 1次 hGH国际

标准品,批号 80 /505
[ 4]
(表 1), 随后在 1987年由于

66 /217 IRP发完, 又规定为生物测定和免疫测定共

用 (用于当时的所有检测方法 )。该批原料是人脑

垂体源性的 hGH。有 10个国家的 22个实验室参加

国际协作标定: 以 55 /1 bGH的 IS为对照用去垂体

大鼠的在体生物测定方法标定结果为 1 ~ 6 IU #

amp
- 1
, 以 66 /217 IRP为对照用免疫测定方法标定

结果为 3~ 9 IU# amp
- 1
, 由于 55 /1 bGH与 hGH不

同质,且在体生物测定法与免疫测定法测定结果差

异有显著性意义,故结合 2种方法 3~ 6 IU # amp
- 1

为共有,取其均值, WHO的 ECBS定义 80 /505的 IS

生物效价为 414 IU # amp
- 1
, 117mg# amp

- 1
和大约

215 IU# mg
- 1
为附加信息。

表 1 GH国际标准品

Tab 1 In ternationalstandards for GH

批号

( code)

制备时间

( da te of

establishment)

名称

( tit le)

应用

( applica tion)

标定

( ca libra tion)

单位量

( unitage)

55 /1 1955 1s tbGH IS 生物测定 ( bioassay) 硬性规定 ( arbitra ry ) 110 IU# mg- 1

66 /217 1969 1st hGH IRP 免疫测定

( immunoassay)

以 55 /1为对照生物测定的 IU; 以地方标准为对

照免疫测定的 mg[ By bioassay aga inst 55/ 1, in IU;

By immunoassay aga inst loca l standard( in mg) ]

0135 IU # amp- 1, 2 IU # mg- 1,

大约 01175 mg # amp- 1 ( A p-

prox imately 01 175 mg / ampoule)

80 /505 1982 1st hGH IS 生物测定 (最初 )当时的

所有方法 (随后 ) [ bioas-

say ( initia lly ); a ll assay

methods( subsequently ) ]

以 55 /1为对照生物测定的 IU; 以 66/ 217为标准

品免疫测定的 IU ( by b ioassay aga inst 55 /1, in

IU; By immunoa ssay aga inst 66/217, in IU )

414 IU# amp- 1, 215 IU# mg- 1

大约 117 mg# amp- 1 ( approx-i

ma te ly 117 mg / ampoule)

88 /624 1994 1st rhGH IS 所有测定方法 ( a ll assay

methods)

以 80/505为对照生物测定和免疫测定; 以企业

内部标准品为对照理化方法测定 ( by bio assay

and immunoa ssay aga inst 80/ 505; By physicochem-i

calmethods in absolute terms)

2 mg # amp- 1, 310IU # mg - 1

(国际规定 rhGH特有活性固定

值 ) ( specific activ ity o f soma-t

ropin fix ed a t 3 IU# mg- 1 by in-

te rnationa l ag reement)

98 /574 1998 2nd rhGH IS 所有测定方法 ( a ll assay

methods)

以 88/624为对照理化测定, 生物测定验证 ( by

phy sicochem ica lme thods aga inst 88/ 624; assigna-

tion to be con firmed by bioassay )

1195 mg# amp- 1

310 IU# mg- 1

214 hGH 研究历程  20世纪 80年代由于美国

FDA公布垂体源性 hGH 带有阮病毒,致人死亡,各

国相继停用。而随着基因重组、生物工程技术的迅

猛发展,美国 Genentech公司作为全球第 1家生物

技术公司,率先研制成功 DNA重组技术生产的 hGH

( recomb inant DNA - derived hGH, rhGH ),并被批准

上市在临床大范围使用, 使 GH 缺乏的矮小症患儿

得到治疗, 如今在 Turner综合征、烧伤、慢性肾衰

竭、抗衰老、治疗骨质疏松症、心血管疾病等方面得

到广泛应用
[ 5~ 10 ]

。目前基因工程方法生产 hGH可

分为 2类,一类是在原核细胞中生产,另一类是在真

核细胞中生产。由于 hGH无糖链,在原核细胞中表

达不存在无翻译后修饰造成的影响, 故大多数采用

在原核细胞中生产; 早期生产的是 N -端带有 1个

Met残基的 rhGH, 因病人易产生抗体 ( 50% ~ 80%

病人产生抗体 )
[ 11]
, 故研究生产无 M et残基的 rh-

GH。 20世纪 90年代大肠杆菌分泌型技术成为

hGH生产的主流技术, 即用分泌型载体, 把 hGH成

熟蛋白的编码序列直接转录入高表达高分泌启动子

和信号序列后面,在分泌过程中切去信号肽,使表达

的 hGH积累在细胞周质中, 高效生产第五代 rhGH

(表 2), 而普通大肠杆菌胞内基因表达产生 Met-

rhGH,要在加工纯化过程中用酶法除去 Met
[ 12~ 15]

。

表 2 hGH发展史

Tab 2 Phylogeny of hGH

hGH代

( hGH genera tion)

年

( years)

hGH生产方法

( way o f prepared hGH )

第 1代 ( 1st g enera tion) 1950 s~ 1970 s 人垂体源性 hGH ( hum an p itu itary hGH )

第 2代 ( 2nd gene ration) 1980 s早期 ( Early 1980 s) 大肠杆菌包涵体基因表达 rhGH ( expression o f rhGH by recombinantDNA techno logy in Escherchia coli

inc lus ion)

第 3代 ( 3rd genera tion) 1980 s中期 ( m id 1980 s) 普通大肠杆菌基因表达 rhGH ( expression o f rhGH by recombinantDNA technology in Escherchia co li)

第 3代 ( 4th generat ion) 1980 s后期 ( La te 1980 s) 哺乳动物细胞基因表达 rhGH ( expression o f rhGH by recombinantDNA technology in mammal ce ll)

第 4代 ( 5th generat ion) 1990 s 大肠杆菌分泌型基因表达 rhGH ( expression of rhGH by recombinantDNA technology in secre tion genetic

eng ineering stra in Escherch ia co li)
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215 重组人生长激素国际标准品

  1st rhGH IS, 1994年 WHO制备发行了第 1次

rhGH国际标准品,批号 88 /624
[ 16]
,原料为大肠杆菌

中表达的、单一组分的 rhGH。迫于 rhGH 生产厂商

强烈要求常规检定中取消去垂体大鼠在体生物测定

法, 建立体外生物测定或理化测定方法的压力,

WHO考虑制备适用于生物测定和理化测定 2种方

法的 IS。有 12个国家的 18个实验室参加国际协作

标定。以 80 /505 IS为对照, 用生物测定和免疫测

定法测得生物效价平均值为 617 IU # amp
- 1
; 以地

方标准品为对照理化测定含量以及氨基酸分析,结

果蛋白含量 1198 mg# amp
- 1
(表 3) , 故 WHO的

ECBS正式定义 1
s t
rhGH的 IS每支含量为 2mg蛋白

( rhGH加相关杂质蛋白 ), 并定义 rhGH纯品的活性

固定为 310 IU # mg
- 1
, 故本批 IS的活性 310 IU #

mg
- 1
。尽管 80 /505 IS是垂体源性、非单一组分

hGH, 与 88 /624的 IS不同质, 但有计量单位一致

性、量值传递的要求
[ 1]
,故 IU和 mg 2种表示单位并

存。笔者所在实验室参加了本批 IS国际协作标定

中的在体生物测定,即去垂体大鼠体重法和胫骨法,

是 12个国家的 18个实验室之一,经刻苦练习,掌握

大鼠去除脑垂体的技术, 成功率达 50%左右, 完成

国际协作标定要求的 5个独立实验结果
[ 17]
。

表 3 第一次 rhGH的 IS国际协作标定结果

Tab 3 The first In ternationa l S tandard for som atrop in ( 88 /624) : international collaborative study estimates of con ten t

方法

( method )

标准品

( standard)

测定结果

( overall estimate)

氨基酸分析 ( am ino- acid analysis) 无 (绝对测定 ) [ none ( abso lu te determ ina tion) ] 1198 mg# amp- 1( RSD= 2188% )

排阻 HPLC( size- exc lusionHPLC) 企业内部标准品 ( in- house standard) 2107 mg# amp- 1

在体生物测定 ( in vivo b ioassays) 80 /505 6173 IU# amp- 1可信限 6119- 7133( fiducial lim its, 6119- 7133)

离体生物测定 ( in vitro bioassay s) 80 /505 6155 IU# amp- 1可信限 5196- 712 ( fiducia l lim its, 5196- 712)

免疫测定 ( immunoassays) 80 /505 6115 IU # amp- 1可信限 5195- 61 36 ( fiducial lim its, 5195- 6136)

  2nd rhGH IS, 1998年因考虑发行速率, 88 /624 IS

将在 3年内发完,故WHO又制备了 2nd rhGH国际标

准品,批号 98 /574
[ 18]
, 有 9个国家的 16个实验室参

加国际协作标定,检测项目包括 ( i) 效价:以 88 /624

IS为对照,排阻 HPLC方法测定。 ( ii) 纯度: 用反向

HPLC方法测定相关蛋白百分比和用排阻 HPLC方法

测定聚合体、二聚体高分子蛋白百分比。 ( iii)生物活

性 (基于促进机体生长的在体生测方法或促细胞繁殖

的离体生测方法 )。 ( iv) 鉴别 (理化技术:肽图、等电

点、毛细管电泳等 )。 ( v) 稳定性 (加速试验热处理样

品的理化稳定性 )。由于已达成国际共识: 成品常规

检定取消生物测定而以理化测定代替,单一组分纯品

rhGH活性固定为 310 IU # mg
- 1
,生物测定仅用于验

证原料具有生物活性并达到 3 IU# mg- 1
,故仅有 1个

实验室采用去垂体大鼠胫骨法, 3个实验室采用去垂

体大鼠体重法, 2个实验室采用促 FDC- P1细胞繁殖

的离体生测方法;而 16个实验室参予其它理化测定,

最后确定 98 /574的 2nd rhGH IS为 1195 mg #

amp
- 1
,活性为 310 IU# mg

- 1
。

3 重组人生长激素国家标准品
311 第 1次国家标准品  1st rhGH 国家标准品

(N ational S tandards, NS) ) 20世纪 90年代我国多家

企业研制成功 rhGH ,迫切需要标准品,而 IS数量有

限, 价格昂贵, 一般只用于各国标定国家标准品, 不

可能用于常规检定, 因而 1997年我国制备了首批

rhGH国家标准品
[ 19]
, rhGH和 M et- rhGH 2种, 批

号 0627- 9701A和 B,原料由上海细胞所提供, 2个

实验室参加协作标定。以 80 /505和 88 /624的 IS

为对照,在体生物测定法测定效价,以 88 /624的 IS

为对照理化测定, 最后确定 rhGH 510 IU # amp
- 1
,

118 mg# amp
- 1
; M et- rhGH 515 IU# amp

- 1
, 211 mg

# amp
- 1
(表 4), 该标准品应用于所有测定方法。

312 第 2次国家标准品  2nd rhGH NS, 2000年制

备了第 2次 rhGH 国家标准品, 批号 635 - 200002,

签于要与国际定义的活性一致, 需要选用达到 310
IU# mg

- 1
的原料, 经筛选用长春金赛药业有限责任

公司生产的 rhGH原料, 以 98 /574的 IS为对照, 经

理化测定最后确定 110 mg# amp
- 1
, 并经在体生物

测定验证本批生物效价达到 310 IU # mg- 1
,与国际

定义活性一致。该标准品应用于所有测定方法。

313 第 3次国家标准品  3rd rhGH NS, 2006年因

考虑发行使用较快,批号 635- 200002 rhGH国家标

准品将发完,故又制备了第 3次 rhGH 国家标准品,

批号 140635- 200603,选用长春金赛药业有限责任

公司生产的 rhGH 原料, 经理化测定最后确定 111
mg# amp

- 1
,后经在体生物测定验证本批生物活性

)2181)药物分析杂志 Ch in J Pha rm Ana l 2009, 29( 12)



达到国际要求,故活性固定为 310 IU # mg
- 1
。该标 准品应用于所有测定方法。

表 4 rhGH国家标准品

Tab 4 Nat iona l standards( NS) for rhGH

批号

( code)

制备时间 ( date o f

estab lishment)

名称

( title)

原料来源 ( bu lk

ma ter ia l source)

标定

( ca libra tion)

单位量

( unitage)

0627- 9701A 1997 1st rhGH NS 上海细胞所 ( Shang-

ha i Institute Cell B-i

ology )

以 80 /505和 88 /624的 IS为对照生物测

定,以 88 /624的 IS为对照理化测定 ( by b-i

oassay aga inst 80 /505and 88/ 624; By physico-

chem icalme thods aga inst 88 /624)

510 IU# amp- 1

118 mg# amp- 1

0627- 9701B 1997 1stM et- rhGH N S 上海细胞所 ( Shang-

ha i Institute Cell B-i

ology )

515 IU# amp- 1, 21 1 mg# amp- 1

635- 200002 2000 2nd rhGH N S 金赛药业 ( Gene-

Sc ience Pha rm aceut-i

cals)

以 88 /624为对照理化测定, 生物测定验证

( by phy sicochem ica lme thods aga inst 88 /624;

ass igna tion to be confirmed by bioa ssay)

110 mg# amp- 1

310 IU# mg- 1

140635- 200603 2006 3rd rhGH NS 金赛药业 ( Gene-

Sc ience Pha rm aceut-i

cals)

以 88 /624为对照理化测定, 生物测定验证

( by phy sicochem ica lme thods aga inst 88 /624;

ass igna tion to be confirmed by bioa ssay)

111 mg# amp- 1

310 IU# mg- 1

4 生长激素标示的计量单位

生长激素通常采用能够表示其预期的体内生物

效应及药效作用强度的单位标示, 包括活性或质量

标示。比活性是 GH 活性单位 ( IU )和质量单位

(mg)之间的转换系数: 1955年第 1次牛 GH的 IS

定义为 110 IU # mg
- 1
, 1969年第 1次 hGH 的 IRP

为 2 IU # mg- 1
, 1982年第 1次 hGH的 IS为 215 IU

# mg
- 1
, 1994年第 1次 rhGH 的 IS及 1998年第 2

次 rhGH的 IS均为 310 IU # mg
- 1
, 由此可见比活性

逐渐提高,表明代表同时代生产技术水平、反映当时

产品质量的 IS质量不断提高; 2nd和 3rd rhGH NS

达到国际标准, 与国际接轨活性定为 310 IU #
mg

- 1
。早在 1992年WHO就组织了对 rhGH大型的

理化测定代替生物测定方法的国际协作研究
[ 20]
,由

此WHO的 ECBS提议 rhGH 的 IS应活性单位 IU

( IU# mg
- 1
)与含量 mg ( mg# amp

- 1
)并存, 并在

1993年定义 rhGH单一组分纯品的特有活性固定为

310 IU # mg- 1
, 因当时被批准上市的 rhGH 生产厂

的各种产品活性范围为 216~ 313 IU # mg- 1
。过去

提取的 GH,只能采用生物测定法由标准品评估出

有差异的活性 ( IU ), 现在 DNA重组技术生产的

hGH,可用物理化学方法 ( HPLC )测定含量, 像描述

化学品一样以 mg表示, 标示单位发生变化。对于

活性国际上达成共识:规定单一组分 rhGH的重量 1

mg相当于 310活性单位 ( IU ), 即对 rhGH赋以固定

的 /理论值0活性,当 HPLC测得含量 mg后可按 310
IU # mg

- 1
换算活性单位 ( IU )

[ 21]
。目前英国药典

( BP)和美国药典 (U SP)都规定产品研发过程中必

须用验证过的生物测定法证明生产出的成品具有促

生长作用,且每 mg不低于 215 IU( USP规定每 1mg

不低于 210 IU ) , 而一旦得到药监局批准后制剂的
检测可用物理化学方法替代生物测定, 并规定 ( By

conven tion) rhGH 制剂每 1 mg无水 rhGH ( soma-t

rop in)相当于 310 IU生物活性,符合规定的 rhGH制

剂都可按此定义换算理化测定的结果。由于国外制

剂以 mg#瓶
- 1
标示, 病人用量也都是以 mg表示,也

由于 ( IU )单位的使用的历史惯性,导致了科学文献

中既出现以 IU报告的 GH, 也出现以 mg报告的

GH,但国际上临床医生的用药都是按照国际定义的

310 IU# mg
- 1
折算的

[ 22, 23]
。

5 国内待解决的问题

511 固定的活性值  由于中国药典 2005年版对

rhGH
[ 14]
没有与国际共识的定义 /每 1 mg无水重组

人生长激素生物活性为 310 IU0, 故国内制剂折算

活性比较混乱,如注射用重组人生长激素规格: ( 1)

018 mg ( 2 IU ) ; ( 2) 0185 mg ( 215 IU ); ( 3) 110 mg
( 215 IU ) ; ( 4) 112mg( 3 IU ) ; ( 5) 1133 mg( 4 IU );
( 6) 116 mg ( 4 IU ); ( 7) 117 mg ( 415 IU ); ( 8) 210
mg( 5 IU ) ; ( 9) 317 mg ( 10 IU ) ; ( 10) 410 mg ( 10
IU ) ; ( 11) 410mg ( 12 IU ) [ 24 ] ,即活性值为 215 IU #

mg
- 1
、217 IU # mg

- 1
、310 IU# mg

- 1
不等, 与国际定

义的 310 IU # mg- 1
不符;因此已提交国家药典委员

会, 建议中国药典 2010年版增加国际共识定义: 每

1mg无水重组人生长激素相当于 310 IU的固定值,
制剂规格取消括弧内的 IU,仅以 mg标示, 完成计量

单位的转换,与国际接轨。
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512 生物活性测定  中国药典 2005年版强调 /本
品为 DNA重组技术生产, 必须在生产过程中, 用体

内生物测定方法测定其生物效价,每 1 mg蛋白效价

不得少于 215 IU 0。对上述药典说明的理解, 各方
有所不同,一方面,有些企业误解为生产中应批批检

生物活性;另一方面, 有些生产厂家认为理化测定方

法已完全取代生物活性测定方法, 对 rhGH产品很

少测定生物活性, 甚至有的企业从没测定过。我们

认为两方面的认识都有偏差, 带有极端性。虽然研

究人员开展过理化测定与生物活性测定相关性研究

的比较分析,检测分析的技术条件和分辨能力决定

两者之间存在相关性, 目前的常规检定中含量测定

可以用理化测定代替生物测定,但在生产过程中由

于生产工艺、规模、技术条件及其它因素的变化,使

用单独开展理化检测的前提条件不够充分, 故应定

期进行生物测定以验证理化替代及其相关性是否发

生重大偏移,增加对原料药每 1年至少测定 1次生

物活性, USP 对 rhGH 原料 药是有生 物鉴别

( B io identity)
[ 25]
的。上述建议已提请国家药典委员

对中国药典 2010年版的 rhGH加以修改,以进一步

提高国内 rhGH的生产水平,保证产品质量。

  致谢: 感谢长春金赛药业有限责任公司医学部吴芳对
本文的帮助。
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