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重组人干扰素α－２ｂ相关蛋白检测和质量分析

张伶俐 １，刘 冰 １，杨惠洁 １，王梦莹 １，陶 磊 ２，饶春明 ２

（１．重庆市食品药品检验检测研究院，重庆 ４０１１２１； ２．中国食品药品检定研究院，北京 １０００５０）
摘要：目的 提高我国生物制品标准，并与国际标准达到一致，按９．０版《欧洲药典》收载建立重组人干扰素 α－２ｂ原液相关蛋白的检
测方法。方法 采用９．０版《欧洲药典》中反相高效液相色谱法对色谱柱进行验证和方法确认；质谱解析重组蛋白的主峰和相关蛋白成
分；并对８个厂家２３批次重组人干扰素 α－２ｂ原液进行相关蛋白检测和质量分析。结果 多数色谱柱均能满足系统适用性要求；氧化

型峰保留时间为主峰的０．９倍；供试品不合格率为３０．４３％。结论 该方法适用于相关蛋白检测，部分产品不合格，需进一步优化生产

工艺。重组蛋白在生产和储存过程中易发生氧化等化学性改变，建议将相关蛋白检测作为质量控制和监测指标纳入新版药典。
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ＰＡＧＥ）来控制原液中的杂质含量，未收载相关蛋白的检
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测项目，而《欧洲药典》犤３犦及《日本药典》犤４犦均收载反相高

效液相色谱法（ＲＰ－ＨＰＬＣ）检测相关蛋白项目，其中以
《欧洲药典》使用范围最广。为提高我国生物制品标准，

并与国际标准达到一致，本研究中采用 ９．０版《欧洲药
典》中的方法，进行了色谱柱验证和方法确认，并对相关

厂家重组人干扰素 α－２ｂ原液进行了相关蛋白检测和
质量分析。为进一步完善该制品的质量标准提供依据，

同时为今后该制品的监督管理提供参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与试药
仪器：１２６０型液相色谱仪（包括 ＤＡＤ检测器，

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｊｕｐｉｔｅｒ－Ｃ１８柱（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司），Ｚｏｒｂａｘ
３００ＳＢ－Ｃ１８柱（Ａｇｉｌｅｎｔ公司），ＸＢｒｉｄｇｅＢＥＨ３００－Ｃ１８柱
（Ｗａｔｅｒｓ公司），以上色谱柱规格均为（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）。液相色谱串联质谱，色谱仪ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ
ＵＰＬＣＨ－Ｃｌａｓｓ，色谱柱 ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＢＥＨ３００Ｃ４柱
（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．７μｍ），ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ５６００型质谱仪
牗美国ＡＢＳｃｉｅｘ公司牘，数据分析软件ＢｉｏＰｈａｒｍａＶｉｅｗ。
试药：重组人干扰素α－２ｂ原液（Ａ厂家２批，Ｂ厂

家３批，Ｃ厂家３批，Ｄ厂家５批，Ｅ、Ｆ、Ｇ厂家各３批，Ｈ
厂家１批）；三氟乙酸、乙腈为色谱纯，水为超纯水。
１．２ 溶液制备

供试品溶液：供试品为来自国内 ８个厂家生产的
２３批重组人干扰素 α－２ｂ原液，取适量注射用水稀释
至１ｍｇ／ｍＬ。

参比品溶液：取供试品溶液适量，加入适量的

０．２５％（ｍ／ｍ）过氧化氢溶液，使过氧化氢终浓度为
０．０５％（ｍ／ｍ），室温放置 １ｈ，每 １ｍＬ溶液中加入

Ｌ－甲硫氨酸１２．５ｍｇ，室温放置１ｈ。
１．３ 试验方法

色谱条件、系统适用性试验及判定标准：流动相为

０．２％三氟乙酸３０％乙腈溶液（Ａ）－０．２％三氟乙酸８０％
乙腈溶液（Ｂ），线性洗脱程序牗０ｍｉｎ时 ２８％Ｂ，１ｍｉｎ时
２８％Ｂ，５ｍｉｎ时３３％Ｂ，２０ｍｉｎ时３７％Ｂ，３０ｍｉｎ时４３％Ｂ，
４０ｍｉｎ时 ６０％Ｂ，４２ｍｉｎ时 ６０％Ｂ，５０ｍｉｎ时 ２８％Ｂ牘；
流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为 ２１０ｎｍ；柱温为室
温；进样体积为 ５０μＬ。氧化峰与主峰的分离度不小于
１．０，即为系统适用性试验合格。主峰保留时间约为
２０ｍｉｎ，氧化型峰的保留时间为主峰的 ０．９倍，在主峰
保留时间的 ０．７～１．４间积分，单个杂质峰面积不得大
于总积分面积的３．０％，各杂质峰面积的和不得大于总
面积的５．０％。

液相色谱串联质谱：超高效液相色谱柱温：室温；质

谱离子源为ＥＳＩ源；质谱采集模式为ＴＯＦＭＳ；扫描范围
为 ７００～３０００ｍ／ｚ；扫描时间为 １ｓ；离子源温度为
３５０℃；喷雾电压为５５００Ｖ；ＤＰ电压为２００Ｖ。
２ 结果

２．１ 色谱柱验证
采用终浓度为 ０．０５％（ｍ／ｍ）的过氧化氢处理目

的蛋白质诱导氧化，制成参比品溶液。３种不同Ｃ１８柱的
色谱图显示，氧化干扰素保留时间与主峰保留时间之比

均为０．９，主峰理论板数为２８００～３０００，氧化型峰与主
峰的分离度约为 １．０，除某公司的 １根色谱柱略低
（０．９７）外，其他均满足系统适用性试验要求（见图１）。
２．２ 供试品色谱图及色谱峰成分

选用满足系统适用性试验要求的色谱柱进行供试

Ａ．Ｃ．Ｅ．供试品溶液 Ｂ．Ｄ．Ｆ．参比品溶液（Ａ，Ｂ为Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司；Ｃ，Ｄ为Ａｇｉｌｅｎｔ公司；Ｅ，Ｆ为 Ｗａｔｅｒｓ公司）

图１ 不同型号色谱柱高效液相色谱图
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Ａ－２
Ｂ－１
Ｂ－２
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Ｃ－１
Ｃ－２
Ｃ－３
Ｄ－１
Ｄ－２
Ｄ－３
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１．７
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Ｅ－１
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表１ 重组人干扰素 α－２ｂ相关蛋白检测结果品溶液的检测。在主峰保留时间 ０．９处检出氧化型峰
（见图２）。根据一级谱图计算得到主峰的相对分子质量
为 １９２６５．２，与理论分子质量偏差在 １内。氧化型峰通
过去卷积计算得到其完整相对分子量为１９２８１．７，比主
峰分子量约大 １６。通过肽图分析，检测到第 １６位甲硫
氨酸位点发生氧化。色谱图显示，主峰有单峰和双峰

２种形式，质谱解析单峰为ＩＦＮα－２ｂ，双峰为ＩＦＮα－２ｂ
和 ＩＦＮα－２ｂ＋Ｍｅｔ；其相应氧化型分别为 ＩＦＮα－２ｂ＋
１６Ｄａ和ＩＦＮα－２ｂ＋１６Ｄａ，ＩＦＮα－２ｂ＋Ｍｅｔ＋１６Ｄａ。
２．３ 供试品相关蛋白质量分析

结果见表 １。按 １．３项下判定标准，８个厂家 ２３批
供试品中，３个厂家的 ７批供试品不符合规定，且单个
杂质峰面积和各杂质峰面积的和这２个限值同时超标，
未出现仅有１个限值不符合规定的情况。供试品不合格
率为 ３０．４３％，不合格厂家数占总数的 ３７．５０％。虽然
２家公司的 Ｃ１８柱色谱峰分离度有区别，但实际检测结
果相似（见图３）。

３ 讨论

大部分生物技术类制品是由活的生物体合成，存在

固有程度的结构异质性；另外，在生产、原材料和 ／或产

Ｇ

Ａ，Ｄ．色谱图，主峰为单峰（Ａ）或双峰（Ｄ） Ｂ，Ｅ．主峰去卷积化图谱 Ｃ，Ｆ．氧化峰去卷积化图谱 Ｇ．第１６位甲硫氨酸发生氧化的
肽段二级谱图及匹配情况（可信度９９％）

图２ 重组人干扰素α－２ｂ相关蛋白反相高效液相色谱图及质谱解析
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品贮存过程中也会产生异质性。生物技术类制品纯度分

析理念经从主药成分转变到相关物质和杂质分析，说明

分析方法的选择和优化主要应考虑因素为预期产品与

产品相关物质和杂质的分离。另外，生物技术产品和生

物制品的绝对纯度难以测得，对测定方法有一定的挑战

性，且所得结果与所用方法密切相关。因此，国际人用药

品注册技术协调会牗ＩＣＨ牘协调三方指南Ｑ６Ａ和Ｑ６Ｂ指
导原则中指出，纯度一般应采用多种方法综合评估。应

尽量根据蛋白质不同的理化特性，选择原理不同的多种

检测方法，相互补充进行分析。

当重组蛋白发生氧化、脱酰胺、异构化、成盐、末端

氨基酸降解、二硫键错配等化学性改变时，分子量无或

仅有很微小的变化，使用分子排阻色谱或凝胶电泳难以

分离 犤５－７犦。本研究中按 ９．０版《欧洲药典》规定，利用
ＲＰ－ＨＰＬＣ法检测重组人干扰素α－２ｂ的相关蛋白，可
操作性、重复性和实用性均良好，但需注意色谱柱的系

统适用性。

研究证实，我国大部分重组人干扰素 α－２ｂ原液
中含有氧化型峰。蛋白质氧化是由活性氧诱导的氨基酸

的化学性共价修饰，可能降低蛋白质生物活性，促进蛋

白分子聚集，

增 加 免 疫 原

性，促进蛋白

水解 等 犤８－１０犦。

按《欧洲药典》

判定标准进行

质量分析，供试品不合格率为３０．４３％。其中，３个厂家
的所有批次均不符合规定，但未出现某个厂家某个别批

次不符合规定的情况，表明与供试品的生产工艺密切相

关。同时，对同一批样品不同时间的稳定性考察中发现，

氧化型峰成分可能随时间的延长而增加。因此，监测蛋

白质氧化在生物制药行业中对于制造、表征和质量控制

变得至关重要。

本研究中 ７０％的产品符合规定，表明我国重组人
干扰素大部分产品的质量均符合国际先进标准要求。

建议将重组人干扰素的 ＲＰ－ＨＰＬＣ法相关蛋白检测
纳入下一版《中国药典》。部分厂家应改进生产工艺，

提高产品质量。既适合目前我国国情，又可使我国标

准与国际标准接轨，以整体提高我国重组人干扰素的

质量水平，并对其他重组制品质量标准提高也起到一

定导向作用。
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牗收稿日期：２０１９－１０－２９；修回日期：２０１９－１２－２５牘
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图３ 重组人干扰素α－２ｂ相关蛋白检测结果
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