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ＩＣＰ－ＭＳ测定注射用重组人凝血因子Ⅷ －Ｆｃ
融合蛋白中７个元素的迁移量

丁豪
（上海市食品药品包装材料测试所，上海 ２０１２０３）

摘要　目的：建立电感耦合等离子体质谱（ＩＣＰ－ＭＳ）法测定注射用重组人凝血因子Ⅷ －Ｆｃ融合蛋白中
钴（Ｃｏ）、砷（Ａｓ）、溴（Ｂｒ）、镉（Ｃｄ）、锑（Ｓｂ）、钡（Ｂａ）、铅（Ｐｂ）的迁移量，并对相容性长期放置的样品进
行定量分析。方法：样品加纯化水０７５ｍＬ，倒置复溶４ｈ后，用纯化水定容至５ｍＬ，采用标准加入法测
定待测溶液中７个元素的含量。ＩＣＰ－ＭＳ工作参数：射频功率为１５５０Ｗ，采样深度为１００ｍｍ，载气
（氩气）流量为 ０５０Ｌ·ｍｉｎ－１，雾化器泵速为 ０３０ｒ·ｓ－１，雾化室温度为 ２℃，稀释气流量为
０７４Ｌ·ｍｉｎ－１，重复取样次数３次，分析模式为全定量。结果：各元素在各自的检测质量浓度范围内线
性关系良好，元素加标回收率在９２０％～１０１８％，应用于各加速放置点样品的检测时，除 Ｂｒ元素含量
略有增长（增长迁移量分别为４３２、６８７、６６８ｎｇ·ｍＬ－１）外，其余６个元素含量均远小于规定限度。
结论：经方法学验证，本方法结果可靠，可用于注射用重组人凝血因子Ⅷ －Ｆｃ融合蛋白样品中７个元素
的迁移量测定。
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ｌｉｍｉｔＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｒｅｌｉａｂｌｅａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ７ｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒⅧ－Ｆｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＩＣＰ－ＭＳ）；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
Ⅷ－Ｆｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｅｌｅｍｅｎｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ；ｐａｃｋａｇｅｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ；ｍｉｇｒａｔｉｎｇｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　人凝血因子Ⅷ（ｈｕｍａｎｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒⅧ，Ｆ
Ⅷ）是人体内源性凝血系统级联反应中的一个重要
因子，由肝脏中的肝窦内皮细胞和血管内皮细胞合

成，是一种相对分子质量较大，由多肽前体演变而

成活性杂合双体的糖蛋白，在止血过程中发挥着至

关重要的作用［１－３］。由于 ＦⅧ缺乏引起的血友病 Ａ
（ｈａｅｍｏｐｈｉｌｉａＡ），是临床上较为普遍的血友病类
型，约占血友病患者总数的８０％，其中，男性发病率
约为１／５０００［４］。血友病Ａ目前尚无法根治，ＦⅧ进
行替代治疗是现在的主要治疗方法［５］。ＦⅧ是从健
康人血浆中提取制备的一种血液制品，但是近年

来，由于血浆来源紧张以及血源类产品有潜在传播

病毒的风险，重组人凝血因子Ⅷ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｏａｇｕ
ｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒⅧ，ｒＦⅧ）注射剂产品开始被研究生产
并用于临床治疗［６－８］。ｒＦⅧ通过基因重组技术获
得，可有效降低人或动物来源成分，从而降低免疫

原性及病毒污染的可能，提高产品的安全性［９］。ｒＦ
Ⅷ用于血友病 Ａ，主要是在纠正或预防出血，急诊
或择期手术中，可以起到暂时代替缺失的凝血因子

的作用。目前，ｒＦⅧ注射剂通常为冻干粉针剂，主
要采用硼硅管制注射剂瓶和卤化丁基橡胶塞进行

包装。本文采用 ＩＣＰ－ＭＳ法测定注射用 ｒＦⅧ －Ｆｃ
融合蛋白中可能从玻璃迁移的钴（Ｃｏ）、砷（Ａｓ）、镉
（Ｃｄ）、锑（Ｓｂ）、钡（Ｂａ）、铅（Ｐｂ）６个元素，以及可
能从溴化丁基橡胶塞中迁移的溴（Ｂｒ）元素的迁移
量。该方法操作简便，准确可靠，专属性强，可对注

射用重组人凝血因子Ⅷ －Ｆｃ融合蛋白中可能迁移
的重金属元素进行监控，为注射用重组人凝血因子

Ⅷ －Ｆｃ融合蛋白的风险监控及相容性研究提供技
术参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ８９００型等离子体质谱仪，安捷伦科技

有限公司；ＢｉｎｄｅｒＦＤ２４０恒温干燥箱和 Ｂｉｎｄｅｒ
ＫＢＦ－７２０恒温恒湿箱，宾得公司；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ制水机，
默克公司。

１２　试药
Ｃｏ、Ａｓ、Ｃｄ、Ｓｂ、Ｂａ、Ｐｂ６个元素的混合标准溶液

（１００μｇ·ｍＬ－１，国家钢铁材料测试中心钢铁研究总
院，批号２１ＤＣ３０２）；Ｂｒ标准溶液（１００μｇ·ｍＬ－１，中
国计 量 测 试 技 术 研 究 院，批 号 １９０４）；硝 酸
（６５％，Ｍｅｒｃｋ公司，批号 Ｚ２３５３４１１２２）；纯化水（电阻
率为１８ＭΩ·ｃｍ）。
１３　样品

３批厂家提供的注射用 ｒＦⅧ －Ｆｃ融合蛋白样
品，批号分别为 １０７２０１７０４Ｚ０１Ｂ、１０７２０１７０４Ｚ０２Ｂ、
１０７２０１７０５Ｚ０１Ｂ，规格为２５０ＩＵ。根据药品相容性
指导原则，按照加速放置条件（１５℃ ±２℃），放置
加速３、６个月。
２　方法与结果
２１　ＩＣＰ－ＭＳ测试条件

以氩气为载气，氦气为碰撞气，取调谐溶液对

仪器条件进行优化，参数为：功率１５５０Ｗ，采样深
度１００ｍｍ，载气流量０５０Ｌ·ｍｉｎ－１，雾化器泵速
０３０ｒ·ｓ－１，雾 化 室 温 度 ２℃，稀 释 气 流 量
０７４Ｌ·ｍｉｎ－１，重复取样３次，分析模式为全定量，
测定时选取的元素质量数为５９Ｃｏ、７５Ａｓ、８１Ｂｒ、１１１Ｃｄ、
１２１Ｓｂ、１３７Ｂａ、２０８Ｐｂ。其中，５９Ｃｏ以４５Ｓｃ作为内标，
７５Ａｓ、８１Ｂｒ以７２Ｇｅ作为内标，１１４Ｃｄ以１１５Ｉｎ、１２１Ｓｂ、１３７Ｂａ
作为内标，２０８Ｐｂ以１０３Ｒｈ作为内标，各元素的质谱图
见图１。
２２　溶液的配制
２２１　对照品溶液　取 ６个元素混合标准溶液
（１００μｇ·ｍＬ－１）１０ｍＬ和 Ｂｒ元素的标准溶液
（１００μｇ·ｍＬ－１）１０ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，用纯化
水稀释至刻度，得到质量溶液为１μｇ·ｍＬ－１的混合
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图１　质谱图

Ｆｉｇ１　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ

标准溶液。取混合标准溶液０１、０５、１０、２０、２５、
５０、１００ｍＬ，分别置１００ｍＬ量瓶中，用纯化水稀释

至刻度，得到质量浓度分别为 １、５、１０、２０、２５、５０、
１００ｎｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。
２２２　供试品溶液　取样品 １瓶，加纯化水
０７５ｍＬ复溶，常温避光倒置４ｈ后，转移至５ｍＬ量
瓶中，用纯化水定容至刻度，待测，同法制备２份。
２３　方法学验证
２３１　线性关系考察　取“２２１”项下系列浓度
对照品溶液进行测定，以元素响应值 Ｙ作为纵坐
标，元素质量浓度 Ｘ作为横坐标，进行线性回归。
结果见表 １，各元素在线性范围内精密度与稳定
性较好。

表１　线性关系、检测限及定量限结果
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎ，ＬＯＤａｎｄＬＯＱ

元素

（ｅｌｅｍｅｎｔ）

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

ＬＯＤ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＱ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏ １～１００ Ｙ＝８６０９×１０－２Ｘ＋１０３８×１０－３ ０９９９８ ０００２ ０００６

Ａｓ １～１００ Ｙ＝１１１４×１０－２Ｘ＋６１１３×１０－４ １０００ ０００６ ００２１

Ｂｒ １０～１０００ Ｙ＝２９３０×１０－４Ｘ＋８８６８×１０－４ ０９９９９ ２７７５ ９２５０

Ｃｄ １～１００ Ｙ＝４７８３×１０－３Ｘ＋１８６０×１０－４ ０９９９９ ０００３ ０００９

Ｓｂ １～１００ Ｙ＝３５０７×１０－３Ｘ＋１０３７×１０－４ ０９９９９ ０００８ ００２７

Ｂａ １～１００ Ｙ＝１００９×１０－３Ｘ＋７４６３×１０－５ ０９９９６ ００２６ ００８８

Ｐｂ １～１００ Ｙ＝８３９３×１０－３Ｘ＋８２０７×１０－４ ０９９９７ ０００４ ００１３

２３２　检测限与定量限　取纯化水平行测定１０次。
根据Ｃ＝３Ｓｂ／ｋ得到元素检测限，Ｃ＝１０Ｓｂ／ｋ得到元
素定量限，结果见表１。
２３３　精密度试验　取“２２１”项下２０ｎｇ·ｍＬ－１

的对照品溶液，连续测定 ６次，计算 ＲＳＤ。结果显
示，Ｃｏ、Ａｓ、Ｂｒ、Ｃｄ、Ｓｂ、Ｂａ、Ｐｂ的精密度 ＲＳＤ分别为
０８０％、００８０％、３４％、０５３％、０４５％、０８９％和
０７９％，精密度良好。
２３４　回收率及重复性试验　取批号为１０７２０１７０４Ｚ０１Ｂ
的样品６瓶，分别精密加入１μｇ·ｍＬ－１的混合标准
溶液１０ｍＬ，用纯化水稀释定容至２０ｍＬ，即得２０
ｎｇ·ｍＬ－１的加标样品，进行测定，计算平均回收率，
结果见表２。因样品中部分元素含量低于检测限，
故本试验的重复性用 ６次回收率测定值的 ＲＳＤ
表示。

２３５　稳定性试验　任意取回收率项下的１瓶加标
样品，在测定完后放置２４ｈ后再次测定，计算 ＲＳＤ，
结果显示，Ｃｏ、Ａｓ、Ｂｒ、Ｃｄ、Ｓｂ、Ｂａ、Ｐｂ的 ＲＳＤ分别为

　　　　 表２　回收率与重复性（ｎ＝６）
Ｔａｂ２　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄＲＳＤｓ

元素

（ｅｌｅｍｅｎｔ）

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

重复性

（ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ）ＲＳＤ／％

Ｃｏ ９５１ １４

Ａｓ ９５２ ２８

Ｂｒ ９２２ ４８

Ｃｄ ９５４ ０３６

Ｓｂ １０１６ ０６２

Ｂａ １０１８ １６

Ｐｂ ９２０ ０４０

２５％、２１％、２１％、２９％、２９％、３６％和 ２４％，
稳定性良好。

２３６　样品测定　取各批次样品的供试品溶液进
行测定，结果见表３。根据 ＩＣＨ－Ｑ３Ｄ的有关要求，
Ａｓ、Ｃｄ、Ｐｂ为１类元素，Ｃｏ为２Ａ类元素，Ｓｂ、Ｂａ为３
类元素，如通过注射给药途径进入人体，Ａｓ、Ｃｄ、Ｐｂ、
Ｃｏ、Ｓｂ、Ｂａ的日允许暴露量（ＰＤＥ）分别为不得超过
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１５、２、５、５、９０、７００μｇ［１０－１２］。注射用 ｒＦⅧ －Ｆｃ融合
蛋白每日最大用量为１６瓶，按照３０％ ＰＤＥ计算日摄
入量控制阈值，每瓶用纯化水稀释定容至５ｍＬ后测
定，故限度为Ａｓ不得超过５６２５ｎｇ·ｍＬ－１，Ｃｄ不得超

７５ｎｇ·ｍＬ－１，Ｐｂ不得超过１８７５ｎｇ·ｍＬ－１，Ｃｏ不得
超过１８７５ｎｇ·ｍＬ－１，Ｓｂ不得超过３３７５ｎｇ·ｍＬ－１，
Ｂａ不得超过２６２５ｎｇ·ｍＬ－１。测定结果表明，不同时
间加速放置的样品均符合规定。

表３　样品测试结果
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

批号

（ｂａｔｃｈＮｏ．）

不同放置条件

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏ Ａｓ Ｂｒ Ｃｄ Ｓｂ Ｂａ Ｐｂ

１０７２０１７０４Ｚ０１Ｂ ０个月（ｍｏｎｔｈ） ＮＤ ＮＤ １４０１ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

加速３个月（ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｏｒ３ｍｏｎｔｈｓ） ＮＤ ＮＤ １６４９ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

加速６个月（ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｏｒ６ｍｏｎｔｈｓ） ＮＤ ＮＤ １８３３ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０７２０１７０４Ｚ０２Ｂ ０个月（ｍｏｎｔｈ） ＮＤ ＮＤ １２１８ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

加速３个月（ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｏｒ３ｍｏｎｔｈｓ） ＮＤ ＮＤ １５２４ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

加速６个月（ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｏｒ６ｍｏｎｔｈｓ） ＮＤ ＮＤ １９０５ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０７２０１７０５Ｚ０１Ｂ ０个月（ｍｏｎｔｈ） ＮＤ ＮＤ １３１３ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

加速３个月（ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｏｒ３ｍｏｎｔｈｓ） ＮＤ ＮＤ １７０８ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

加速６个月（ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｏｒ６ｍｏｎｔｈｓ） ＮＤ ＮＤ １９８１ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

　注（ｎｏｔｅ）：ＮＤ未检出（ｎｏｄｅｔｅｃｔｅｄ）

３　讨论
３１　元素选择

本文考察的７个元素中，６个元素为 ＩＣＨ－Ｑ３Ｄ
所限制的金属元素，且是硼硅玻璃的的主要杂质成

分，硼硅玻璃的质量及稳定性一定程度上会影响到

药品的质量和稳定性［１３－１５］，危害人体健康，因此，我

国市售的药用玻璃包装必须符合国家ＹＢＢ标准的相
关规定［１６］。Ｂｒ元素是溴化丁基橡胶塞的主要成分，
考察Ｂｒ元素的含量变化，可以看出胶塞对药品是否
稳定安全。

３２　测定结果的分析
加速放置的目的是为了考察样品的长期稳定性

和相容性，从样品测试结果可以看出，随着放置时间

的延长，除 Ｂｒ元素以外的其余元素均未检出，远小
于３０％ ＰＤＥ，说明玻璃中的金属元素未发生明显迁
移，注射用ｒＦⅧ－Ｆｃ融合蛋白与玻璃包装相容性良
好。同时，３批样品的 Ｂｒ元素在加速放置６个月后
含量略有增长，但相对都较小，增量分别为 ４３２、
６８７、６６８ｎｇ·ｍＬ－１，说明胶塞基本稳定。因此说
明，一般的中硼硅玻璃瓶和溴化丁基橡胶塞足以满

足注射用ｒＦⅧ－Ｆｃ融合蛋白装药需求。
３３　测试方法的选择

ＩＣＰ－ＭＳ法可以同时测定多种元素，具有灵敏

度高，干扰少，线性宽等优点，已被广泛应用于中药

样品重金属的残留分析［１７－１９］。本文采用 ＩＣＰ－ＭＳ
法测定注射用ｒＦⅧ －Ｆｃ融合蛋白中７个元素，方法
简便，可操作性强，且准确可靠，专属性高。从样品

分析结果看，样品测试结果稳定，且回收率较好，为

ｒＦⅧ的相容性研究和产品质量控制提供了一定的
经验。

３４　同位素元素的选择
使用 ＩＣＰ－ＭＳ法分析时多数元素经常会受到

不同程度的同量异位素干扰。本试验中的待测元

素 Ｂｒ、Ｃｄ、Ｓｂ、Ｂａ、Ｐｂ都有多个同位素，可按照丰度
大、干扰小的原则来选定待测元素质量数［２０］。以

Ｃｄ为例，Ｃｄ的同位素有１０６Ｃｄ、１０８Ｃｄ、１１０Ｃｄ、１１１Ｃｄ、
１１２Ｃｄ、１１３Ｃｄ、１１４Ｃｄ和１１６Ｃｄ等 ８种，其中１０６Ｃｄ、１０８Ｃｄ
和１１６Ｃｄ的丰度均小于１０％，在 ＩＣＰ－ＭＳ设置采集
质量数时一般不予考虑，１１２Ｃｄ和１１４Ｃｄ的丰度均大
于２０％，但都存在 Ｓｎ干扰，１１０Ｃｄ、１１１Ｃｄ和１１３Ｃｄ丰
度均大于１０％且小于２０％，但１１０Ｃｄ和１１３Ｃｄ也都存
在 Ｓｎ干扰，因此综合考虑选定１１１Ｃｄ。Ｂｒ、Ｓｂ、Ｂａ元
素也是同样的原理，分别选择８１Ｂｒ、１２１Ｓｂ、１３７Ｂａ；Ｐｂ
元素 主 要 有 ４种 同 位 素，分 别 为２０４Ｐｂ、２０６Ｐｂ、
２０７Ｐｂ、２０８Ｐｂ，其中２０８Ｐｂ丰度最大，但因为本试验基质
为纯化水体系，在试验中发现，Ｐｂ在采集时若仅选
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定２０８Ｐｂ，未开启干扰方程，样品的加标回收率会偏
低，参考相关文献和标准［２１］，后续试验中勾选干扰

方程，即 Ｍｃ（２０８）＝Ｍ（２０６）×１＋Ｍ（２０７）×１＋Ｍ
（２０８）×１，样品的加标回收率良好。
４　结论

综合上述最优仪器条件，本研究使用 ＩＣＰ－ＭＳ
方法对注射用ｒＦⅧ－Ｆｃ融合蛋白样品中７个元素的
迁移量进行检测分析，线性拟合度良好，方法操作简

单，结果准确稳定，灵敏度高，满足样品测定的要求，

可为注射用ｒＦⅧ－Ｆｃ融合蛋白的风险监控及相容性
研究提供技术参考。
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