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重组人红细胞生成素体内生物学活性

两种测定方法的比较
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摘　要　采用多血小鼠法和网织红细胞法 ,对不同厂家的重组人红细胞生成素进行体内生物学活性测定。

认为多血小鼠法灵敏度高 ,结果准确、客观 ,重现性符合要求 ,新申报的重组人红细胞生成素必须采用该法进行

测定 ,但操作复杂 ,而且需要同位素 ; 网织红细胞法方便、快速 ,结果可靠 ,灵敏度、重现性适合常规检验 ,生产厂

家可用该法替代多血小鼠法。
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　　重组人红细胞生成素 ( rhEPO)是治疗肾性贫

血的特效药物 , 我国肾衰病人治疗所用的 rhEPO

制剂完全依赖进口 ,病人和国家负担极其沉重 ,迫

切需要国产 rh EPO制剂取而代之。而 rh EPO制剂

国产化的首要条件是必须保证其质量与进口产品

相当 ,所以质量保证手段成为 rh EPO制剂国产化

的关键。 rhEPO制剂的体内生物学活性与其临床

疗效密切相关 , 是最重要、最关键的质控指标。 目

前其体内生物学活性的检测方法分为两类:即 59
Fe

摄入法 [1 ]和网织红细胞计数法 [2 ]。59
Fe摄入法按动

物模型的建立方法又可分为过量输血形成的多血

小鼠法、低压氧舱形成的多血小鼠法和饥饿大鼠

法。本文所采用的两种方法为低压氧舱形成的多血

小鼠法和网织红细胞计数法。

红细胞的形成是一个连续的增生分化过程 ,从

造血干细胞发生 ,经过原红细胞、早幼红细胞、中幼

红细胞、晚幼红细胞、网织红细胞逐渐发育成熟。网

织红细胞经 24～ 48 h发育为成熟的红细胞 ,其数

量与红细胞生成活性成正比 ,所以测定网织红细胞

的数量即可反映红细胞生成的速度 ,从而反映

EPO活性的高低。这就是网织红细胞计数法测定

EPO体内生物学活性的原理。

铁是红细胞成熟过程中合成血色素的重要原

料。铁进入血浆后很快与转铁蛋白结合运送至骨

髓、肝、脾等器官。在骨髓等造血器官中的铁可被幼

红细胞摄入合成血红蛋白。血浆中的铁也不会被成

熟的红细胞所吸收 ,所以测定铁渗入到循环红细胞

中的量亦可反映红细胞生成的速度 ,从而反映

EPO活性的高低。这就是
59
Fe摄入法测定 EPO体

内生物学活性的原理。

1　材料和方法

1. 1　仪器和材料

ICR品系小白鼠 (雌 ) , 9周龄 ,体重 20～ 30 g ,

南京药械厂提供。EPO标准品 ( 10 IU /m1) ,中国药

品生物制品检定所提供。瑞氏色素 ,上海试剂三厂 ;

煌焦油兰 , Chroma公司 ;枸橼酸铁 (
59
Fe) ,英国

Amershem公司 ;样品稀释液 , 0. 25%小牛血清白

蛋白的生理盐水。FJ2011型γ-计数器 ,西安国营二

六二厂 ;显微镜 ,日本 OLYM PUS公司。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　多血小鼠法　将雌性 ICR纯种小白鼠置

低压氧舱中 ,舱内压力为 40～ 50 kPa, 温度为 20

～ 22℃ ,每天 20 h, 共 14 d,在这个期间形成多血

小鼠。将形成的多血小鼠在正常环境中饲养 3 d,随

机分组后 ,分别 sc不同浓度的标准品和供试品 ,每

天一次 ,连续 2 d。对照组同法注射样品稀释液。在

第一次注射 EPO 48 h后 ,小鼠尾静脉注射 59
Fe,剂

量为 18. 5 kBq /鼠 ,注射59
Fe 48 h后 ,眶后静脉丛

取血 ,测定血球压积 ,然后腋下静脉丛取血 ,用γ-
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计数器测定其放射性强度 (每分钟脉冲数 cpm)。凡

血球压积小于 53%的小鼠 ,其数据均不采用。

1. 2. 2　网织红细胞法　将小鼠随机分组 ,分别 sc

不同浓度的标准品和供试品 ,每天一次 ,连续 3 d。

对照组同法注射样品稀释液。 d 4眶后静脉丛取血 ,

计数红细胞总数 ,同时按瑞氏染色法进行原血涂片染

色 ,油镜下计数网织红细胞对红细胞数的比值。

1. 3　计算方法

　　59
Fe摄入量 ( 59 Fe% )的计算公式为:

59
Fe% = 0. 5 ml全血的 cpm× a×体重× b× 100%

18. 5kBq59 Fe的 cpm

式中 a值为 2,是将 0. 5 ml全血的 cpm转换为 1 m l

全血的 cpm,因多血小鼠的全血体积占体重的 8% ,

体重乘以 0. 8即小鼠的血容量 ,故 b值为 0. 08。

网织红细胞数的计算公式为:

RC= R× RBC

　　 RC为网织红细胞数 , R为网织红细胞对红细

胞数的比值 , RBC为红细胞总数。

rh EPO效价计算: 按照中国药典 1995年版附

录“量反应平行线测定法”进行计算。 一定范围内 ,

EPO的对数剂量与
59
Fe摄入量或网织红细胞数的

增加呈线性关系 ,标准品与供试品均采用三个等比

剂量组 ,当标准品与供试品的活性组分基本相同

时 ,两直线应平行。

经剂量间变异分析 ,对实验结果进行可靠性测

验。如供试品和标准品的对数剂量反应关系不显著

偏离平行直线 ( P> 0. 05) ,则认为实验结果成立 ,

可以按有关公式计算供试品活性 ,否则需复试。

2　结　果

2. 1　线性范围及灵敏度

多血小鼠法测定 rh EPO体内生物学活性的

线性范围为 0. 05～ 1 IU /m1,最小检测浓度为 0.

05 IU /m1,实际测定时我们采用 0. 2, 0. 4, 0. 8

IU /m1三个高浓度 , 以降低测定误差
[ 3]
。

网织红细胞计数法测定 rhEPO体内生物学活

性的线性范围为 1～ 16 IU /m1,最小检测浓度为 1

IU /m1,实际测定时我们采用 4, 8, 16 IU /m1三

个高浓度。

2. 2　可靠性和重复性

取美国 Amgen公司的 rh EPO注射液 ,批号

543C9B,标示效价为 10000 IU /m1,采用两种方法

连续测定 ,结果见表 1。

2. 3　样品测定

采用两种方法 ,对不同厂家送检样品进行体内

生物学活性测定 ,结果见表 2。
Tab 1. Reliabili ty and reproducibili ty of the tw o m ethods

Labeled po tency

( IU /ml )

Polycyth aemic

mice meth od

( IU /ml)

Reticulocy te

cou nting m ethod

( IU /ml )

10000 13405 10420

10000 11464 9752

10000 12043 10520

10000 11817 12294

10000 11976 11602

10000 10522

10000 9472

x- 11528 10918

RSD(% ) 10. 81 9. 30

n 7 5

Tab 2. Comparison of in vivo biological activity of rhEPO produced

by di f ferent manufactures

rhE PO

sample

Lab elled

potency

( IU /ml )

Polycythaemic

mice m ethod

( IU /ml )

Reticulocyte

counting method

( IU /ml)

Ratioa

A1 80000 99836 90265 0. 9041

A2 80000 885449 9296 1. 1214

B1 240000 239375 252831 1. 0562

C1 180000 185881 185389 0. 9973

C2 200000 221352 216903 0. 9799

D1 120000 67154 73824 1. 0993

E1 80000 40853 39836 0. 9751

F1 80000 35416 44638 1. 2604

a Reticulocyte coun ting meth od vs polycyth aemic mice meth od

3　讨　论

1)从两种方法的线性范围及灵敏度结果可以

看出 ,多血小鼠法的线性范围在低浓度区域 ,灵敏

度较高。目前中国药品生物制品检定所提供的标准

品为 10 IU /支 ,多血小鼠法每次实验只用 1支即

可 ,而网织红细胞法需用 15支 ,用量太大。大剂量

的标准品仍在标定过程中 ,目前还不能满足厂家的

需要 ,厂家仍要采用厂内工作标准。

2)从对不同厂家送检样品的测定结果可以看

出 ,两种方法结果一致。样品 A、 B、 C的体内生物学

活性与标示效价基本一致 (± 30% )。但样品 D、 E、

F的体内生物学活性与标示效价差异较大。究其原

因 ,主要是由于生产工艺不成熟 ,不完善 , rh EPO
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糖基化程度达不到要求所致。 rh EPO的糖基 ,特别

是其糖基的末端唾液酸 ,对其体内生物学活性至关

重要
[4 ]
。rh EPO脱 N -糖基或脱 N -糖基末端唾液酸

后 ,很容易被肝脏乳糖苷受体结合 ,很快被清除出

循环系统 ,造成其体内生物学活性大大降低或丧

失 ,而其它质控指标 ,如体外生物学活性、免疫学活

性等则可能无明显变化。所以体内生物学活性的检

测对保证 rh EPO的质量至关重要。

3) 多血小鼠法是测定 rh EPO体内生物学活

性的经典方法 ,美国安近公司、德国宝灵曼公司、日

本麒麟公司均采用该方法作为 rh EPO的质控手

段 ,说明该法是真正可以信赖的方法。但该法实验

周期长 ,需要对动物进行预处理 ,操作复杂 ,人员劳动

强度大 ,实验成本高 ,而且需要同位素
59
Fe, 对放射性

防护要求高 ,所以迫切需要一种新方法取而代之。

网织红细胞法是日本 Hayakaw a等人
[2 ]于

1992年提出的新方法 , 1995年日本麒麟公司已采

用该方法测定 rhEPO体内生物学活性 ,并取代了

多血小鼠法。目前准确计数网织红细胞应采用自动

流式细胞仪 ,但该仪器太昂贵 ,不适合常规检验 ,所

以他们采用的计数方法为:从小鼠眶后静脉丛取

血 ,经适当稀释 ,加入适量溶血试剂将红细胞及成

熟的网织红细胞溶解 ,然后采用自动微粒计数仪计

数未溶解的不成熟网织红细胞。 经反复对比实验 ,

证明两种方法的计数结果呈良好的线性相关关系。

但国内由于条件的局限 ,仍采用染色后显微镜下人

工计数的方法 ,工作强度大 ,实验人员长时间工作 ,

难免主观性因素造成的实验误差。

所以就目前情况看 ,完全以网织红细胞法代替

多血小鼠法还为时过早 ,仍然需要实验条件及方法

的进一步完善 ,如大剂量标准品的尽早标定 ,计数

仪器的配备等。为了既保证 rh EPO的产品质量 ,又

能减轻药厂的负担 ,我们认为新报批的产品必须经

药检机构采用多血小鼠法进行体内生物学活性测

定 ,结果合格后才能批准进入临床研究。 经临床实

验证明其产品质量符合规定的厂家 ,可以以网织红

细胞法替代多血小鼠法。
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Abstract　 Two bioassay methods w ere compared to determine the in vivo biological activ ity of rh EPO

preparations produced by dif ferent manufacturers. The results suggested that the poly cy thaemic mice

method w as sensitiv e, reliable and reproducible, and the biological activi ty o f new ly applied product

must be determined by this method, but the usage of radioactive compound and preliminary treatment of

animals made i t complicated; the reticulocyte counting method was simple and ea sy , and the sensitivi ty ,

reliabili ty and reproducibi li ty w ere acceptable fo r routine in vivo bioa ssay , so i t could be used in place of

the polycythaemic mice method fo r manufacturers.
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76 　 　 中 国 药 科 大 学 学 报 　 　 29卷


