
科技导报2017，35（13）

生化药物生物活性测定方法及其替代生化药物生物活性测定方法及其替代
方法研究方法研究
李震，张媛，高华

中国食品药品检定研究院，北京 100050
摘要摘要 通过比较中国和国外药典对于部分生化药物的生物活性测定方法的不同，分析了中国理化方法替代生物活性测定方法的

趋势。针对生化药物活性组分的不同对其进行分类并分别提出了理化替代方法建立与验证的思路，总结了替代研究时的实验设

计思路与实验结果的统计分析方法，探讨了不同质量控制模式之间的关系，对中国质量控制方法的发展提出了展望。
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药品生物检定技术是指利用药物对生物体（整体动物、

离体组织、微生物和细胞等）所起的药理作用或毒理作用及

其他反应来测定药品的有效性（生物活性或效价）、安全性(毒
性或某些有害物质限度检查、无菌和控制菌检查)和研究药物

量效关系，反应临床功能及效价和安全的一门学科[1]。它包

括生物活性测定法（即效价测定）和生物检查法。其中效价

测定是以生物学方法和药物的药理作用为基础，以生物统计

为工具，运用特定的实验设计与对比检定方法或其他方法进

行各种反应、试验、检查，最终评价药品的生物活性（药效、活

力或毒力）的定量方法[2]。

合理设计的生物活性测定法直接从药效学本质入手，借

由效价概念直观反应了药品的生物学作用及其效力，例如配

体-受体结合、信号传导过程和最终观测到的生物学效应

等。该法在成分复杂、结构不明确的多肽、激素等生化药物

质量控制上具有显著的优势[3]。尤其过去生化药大多是从动

物、植物、微生物中直接提取，限于落后的提取纯化工艺，产

品纯度普遍不高，生物活性测定法利用效价测定解决了理化

方法定量测定的困难。但是生物活性测定法使用的实验动

物个体差异较大，方法的精密度与准确度较差；实验方法繁

琐且干扰因素众多，对实验人员的专业要求较高；实验动物

的使用也不符合3R原则（减少、替代、优化3种原则）。

近年来随着生物技术的发展，重组技术和合成、纯化工艺

的提高及检测分析技术的突飞猛进，生化类药品纯度不断提

高，理化方法如高效液相色谱法（HPLC）等能有效地分离并定

量测定活性成分和非活性杂质，为该类药品检测开辟新道路。

1 中美英日现行药典中部分生化药的效价（含量）

测定方法比较
目前，中国药典对于该类药物的效价检测大多停留在生

物活性测定阶段，2015版中国药典中仍有肝素、绒促性素、胰

岛素、缩宫素、硫酸鱼精蛋白等利用生物检定法测定效价。

其他国家已开始使用理化方法替代。将中国药典（ChP 2015
年版）、美国药典（USP 39版）、英国药典（BP 2016版）及日本

药局方（JP 16版）中部分生化药的效价（含量）测定方法进行

总结和比较[4-7]，如表1所示，分析其发展趋势。

从表1可以看出，对于成分复杂的卵泡刺激素、绒促性素

等激素类药物，各国药典大多采用直接测定其效价活性的生

物测定法，操作复杂但结果直观明确；对于升压素、缩宫素、

胰岛素、降钙素、重组人生长激素等结构明确、活性成分单一

的多肽类化合物，国外药典已逐步废除了生物活性检查，由

理化方法测定其效价值，而中国药典对于胰岛素、降钙素、重

组人生长激素的含量控制也改为HPLC方法，但为保持生物

活性的稳定，仍保留检查项中的生物活性项，简化了检查步

骤，仅检查原料或每年至少检查一次；对于升压素、缩宫素、

硫酸鱼精蛋白等药物中国仍保留着生物活性测定方法，目前

尚未完成生物活性检测到理化检测的过渡。
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2 理化替代方法的建立与验证
针对药品活性组分不定这一情况可将生化药物分为简

单的生化药物和复杂的生化药物两类。简单生化药物即那

些单一组分发挥全部活性的生化药物（如胰岛素、升压素

等），复杂的生化药物（如硫酸鱼精蛋白）是指那些含多活性

组分的生化药物。二者应分开处理，因为它们在方法开发和

验证中存在较大区别。简单的生化药物只需控制主要活性

成分的质量即可，理化方法如HPLC可以实现活性成分与无

活性杂质的分离与定量。

对于复杂的生化药物理化替代方法的建立，有以下两种

思路：1）结合其药理作用将其作为一个整体考虑建立定量方

法。如硫酸鱼精蛋白是自适宜鱼类新鲜成熟精巢中提取的

碱性蛋白质的硫酸盐，不同来源所含活性成分也不同，但这

些蛋白由于带有的强正电荷可与肝素分子中维持抗凝活性

的负电荷结合，形成稳定复合物，从而起到拮抗肝素活性的

作用。因此BP、JP中的肝素结合力-分光光度法从其药理作

用入手，利用硫酸鱼精蛋白溶液与肝素溶液进行滴定时吸光

度值的突变作为反应终点，定量测定效价值；而USP中所建

立的HPLC方法则将其所有蛋白峰作为一个整体，通过控制

其所有蛋白的含量同时限定其主要蛋白峰的纯度值进而保

证其质量。以上两方法与生物活性检定法相比简单易操作，

精密度大为提升，但分光光度法需重复测定耗时较多，HPLC
方法则忽略了药品中杂质可能存在的激动或拮抗作用。2）
利用HPLC方法分离并纯化多组分药物中的单个组分，包括

工艺杂质和降解杂质。分别测定主成分、工艺杂质和降解杂

质的药理活性，每一组分相对于标准物质的活性比值设为相

对活性（F），相对活性低于1% 的工艺杂质和降解杂质可忽略

不计。然后将单一组分的相对活性（F）与其所占纯度百分比

结合起来，最终得到药物的综合效价值[5]。该法将药品中杂

质的影响考虑在内，方法准确度较好，但对于纯度低杂质多

表1 中美英日现行药典中部分生化药的效价（含量）测定方法比较

Table 1 Comparison of bioassays of some biochemical drugs between ChP, USP, BP and JP

药品名

升压素

玻璃酸酶

缩宫素

胰岛素

重组人生

长激素

硫酸

鱼精蛋白

卵泡

刺激素

降钙素

绒促性素

英文名称

Vasopressin

Hyaluronidase

Oxytocin

Insulin

Recombinant
Human Growth

Hormone

Protamine Sulfate

Follicle-
stimulating
hormone

Calcitonin

Chorionic
Gonadotrophin

来源

自脑垂体后叶中分离

精制或化学合成的9个
氨基酸组成的多肽化合

物

自哺乳动物睾丸中提

取的一种能水解玻璃酸

类黏多糖的酶

自猪或牛的脑垂体后

叶中提取或化学合成的

九肽化合物

自猪胰提取制得的由

51个氨基酸组成的蛋白

质

为重组技术生产的由

191个氨基酸残基组成

的蛋白质

自适宜鱼类新鲜成熟

精巢中提取的碱性蛋白

质的硫酸盐

卵泡刺激素垂体分泌

的可以刺激精子生成和

卵子成熟的一种激素

化学合成的由12个氨

基酸组成的多肽，与天

然降钙素 I结构相同。

从健康人群的尿中提

取

ChP2015
生物检定法

（大鼠血压升高法）

理化方法（分光光度

法，需要牛血清）

生物检定法

（大鼠子宫法）

生物活性检查联合

HPLC含量测定

（小白鼠血糖法）

生物活性检查联合

HPLC含量测定

生物检定法

（兔全血法）

生物检定法

（幼大鼠卵巢增重法）

生物活性检查联合

HPLC含量测定

（大鼠血钙降低法）

生物检定

子宫增重法

USP39

理化方法

（HPLC）

理化方法（分

光光度法，

需要马血清）

理化方法

（HPLC）

理化方法

（HPLC）

理化方法

（HPLC）

理化方法

（HPLC）

未收载

理化方法

（HPLC）

未收载

JP16
生物检定法

（大鼠血压升

高法）

未收载

理化方法

（HPLC）

未收载

理化方法

（HPLC）
理化方法

（肝素结合

力-分光

光度法）

未收载

生物检定法

（大鼠血钙降

低法）

生物检定

子宫增重法

BP2016

未收载

理化方法

（黏度计+计时器）

理化方法

（HPLC）

理化方法

（HPLC）

理化方法

（HPLC）

理化方法

（肝素结合力-
分光光度法）

生物检定法

（幼大鼠卵巢

增重法）

理化方法

（HPLC）
生物检定

子宫增重法
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的药品其HPLC方法的建立与杂质的分离纯化存在一定困

难，工作量较大，需要同质的标准物质，而且需要确保药品批

间一致性，以防未知杂质的干扰。此方法目前多应用于抗生

素微生物检定替代方法的建立，如杨利红等[8]利用HPLC法测

定庆大霉素的纯度与效价时，分别制备了庆大霉素C1a、C2、
C2a和C1单组分样品，然后利用核磁共振（NMR）、HPLC和微

生物检定法确定每个C组分的有效成分纯度与理论效价之间

的相对活性值，进而建立了根据HPLC分析得到的庆大霉素

C组分的比例与含量确定庆大霉素效价的方法,实现了庆大

霉素HPLC纯度分析与效价测定的统一。

对于理化方法的验证可按照化学药品质量标准分析方

法验证指导原则进行，但在进行具体的验证时还需要结合生

化药物自身的特点考虑。验证指标有准确度、精密度、专属

性、检测限、定量限、线性、范围和耐用性。

3 方法替代实验设计
对于方法的改进替代，需要做大量的方法对比、一致性

研究等工作，生物检定是验证的主要标尺。目前，研究方法

替代的途径主要有以下两种。

3.1 批量测定实验

样品分别使用生物检定法和理化测定法测定不同来源

不同批次样品的效价值和含量值，进行效价含量转换后，利

用统计软件对两种方法所得结果进行线性回归分析。Thiago
等建立并验证了新的HPLC法测定重组人促红细胞生成素，

并利用该方法和生物测定法平行测定了 8份样品的效价值，

比较其效价平均值后利用皮尔逊相关系数计算其的相关

性[9]；徐雷鸣等[10]利用建立的HPLC法与大鼠子宫法分别测定

了不同厂家14份样品的效价值，并对试验结果进行了相关性

分析，实验表明大鼠子宫法与HPLC法测定缩宫素效价的结

果具有显著相关性（P＜0.01，R=0.802）,为将来国产原料和制

剂的缩宫素效价测定采用HPLC法替代大鼠子宫法提供了初

步实验依据。

3.2 线性实验和破坏性实验

线性实验和破坏性实验考查测定两种方法在不同样品

浓度下的灵敏度和方法的专属性。将样品稀释至一系列线

性浓度，分别利用理化方法和生物检定法测定线性浓度下的

效价值，并与理论效价值做回归分析，然后比较二者所得回

归方程的斜率、截距、相关系数和标准偏差。Maxl等[11]在进行

缩宫素、升压素及其类似物的生物检定法替代研究时正是采

用了此种方法。Fisher 等 [12]在进行胰岛素生物检定法的

HPLC替代研究时也是采用了类似的方法，在比较正常样品

的基础上，还对比研究了-20、5、25、37、50、60℃条件下储存3
个月后的含量情况，HPLC法可检测出生物检定法无法检测

的降解产物。线性实验和破坏性实验特别适用于批次较少

的样品，免除了大批量样品的收集与检测，同时还考查了样

品测定的线性关系和样品降解后的方法适用情况。

4 数据统计方法
USP39中对于替代方法的要求是得到“equivalent or bet⁃

ter results”[5]。因此替代方法需要跟现有的公认或法定方法

（即“金标准”）进行比较，而非与真实值比较。即理化方法需

要与生物活性测定法的结果进行一致性检验。目前中国对

于方法替代评价的研究及对统计评价指标的确定尚少。定

量测定结果涉及到一致性评价时，主要统计方法有双向单侧

t检验、简单相关分析、回归分析方法和 Bland-Altman方法

等。以上各方法各有利弊，目前药学领域判断两种方法的一

致性时主要采用简单的直线相关分析方法。但是相关系数R

对“系统误差”缺乏鉴别能力，它表达的只是检验数据同步变

化的方向与紧密程度。准确的一致性评价，应同时考虑数据

的集中趋势、离散趋势及相关性，本文主要介绍目前应用较

广的截距与斜率的回归分析法和Bland-Altman法[13]。

4.1 截距与斜率的回归分析法

在 t检验的基础上对两种方法的测定结果拟合直线回归

方程，并将此直线与方程 y=x(截距和斜率分别为 0和 1）进行

比较，即分别检验总体截距与 0之间的差别是否具有统计学

意义和总体斜率与1之间的差别是否具有统计学意义。

4.2 Bland-Altman法
针对不同方法间测量结果的差异分布并通过图示而开

发，主要是利用原始数据的均值与差值，分别以均值为横轴，

以差值为纵轴做散点图，计算差值的均数以及差值的95％分

布范围（即为一致性界限，LoA，d±1.96S），认为应该有95％的

差值位于该一致性界限以内。经典的Bland-Altman图如图1
所示。分析散点的分布与一致性界限的位置关系，并且与专

业上可接受的界限值相比较。如果一致性界限在实际应用

中可接受，则可以认为两种方法之间的一致性较好。结合生

物测定法的抽样误差，可在本统计方法基础上增添两条一致

性界限分别对应95%可信区间[14]。

图1 两种左室射血分数测定方法Bland-Altman比较

Fig. 1 Comparison of two methods of measuring left
ventricular ejection fraction
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5 展望
药品质量控制的发展大致经历了感官测定、生物检定和

理化检测 3种主要模式[15]。3种模式是依次随着药品生产技

术与仪器检测水平的发展而逐渐衍变而来的。不同检定方

法各有优劣，互相补充，共同保证药品的质量与安全。因此

方法替代并不意味着旧方法的淘汰，生物检定法在药物开发

与药品活性检测中依然有着重要作用。

中国部分药品与国际先进企业的产品质量间还存在较

大的差异。例如目前中国部分厂家的缩宫素效价符合规定，

但产品纯度仅为70%，杂质含量大幅超过国外药典规定的限

度（5%），无法控制未知杂质的潜在危害[16]。因此利用理化方

法替代或联合生物检定法对药品进行质量控制，可以补充生

物检定方法的不足，同时推动药企改进药品生产工艺，提高

药品的质量。
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Bioassays of biochemical drugs and their alternatives

AbstractAbstract An overview of the definition, the strengths and the limitations of bioassays in the quality control is made and the trend of their
replacement by physical and chemical methods through a comparison of ChP and other countries’pharmacopeia is analyzed. Ideas and
references of the establishment and the validation of the alternative methods are provided for different sorts of biochemical drugs. The
review also summarizes the most common experimental design and two statistical analysis methods. At last, the importance of the
combination and the promotion of different quality control modes is emphasized.
KeywordsKeywords biochemical drugs; bioassays; physical and chemical methods; alternative research （（责任编辑责任编辑 田恬田恬））

LI Zhen, ZHANG Yuan, GAO Hua
National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China

69


