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人绒毛膜促性腺激素信号转导和生物学活性测定研究进展
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摘要：人绒毛膜促性腺激素（hCG）是人体生殖和代谢过程的重要调节因子。hCG 可以用于辅助生殖和治

疗不孕不育症，还能用于治疗性机能障碍，如阳痿、隐睾以及侏儒症等，作为内分泌系统药物发挥着不可替

代的作用。本文简述了 hCG 的应用、分子结构、受体结构、信号通路和生物活性检测方法等内容。此外，对

hCG 药物的发展和生物活性检测方法提出了展望。
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Abstract: Human chorinonic gonadotropin (hCG) is an important regulator of reproductive and metabolic processes 
in the human body. hCG can be used for assisted reproduction and treatment of infertility. It is also used to treat 
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人绒毛膜促性腺激素（human chorinonic gonado-
tropin，hCG）属于糖蛋白激素家族（glycoprotein 
hormones，GPHs）中的一员，GPHs 是分子结构复杂，

结构和功能高度相关的一类蛋白激素，包括 hCG、促

黄体生成素（luteinizing hormone，LH）、促卵泡激素

（follicle-stimulatinghormone，FSH）和促甲状腺激素

（thyroid stimulating hormone，TSH）4 种。在 20 世纪

初，Aschhern 和 Zondek 进行了第 1 次妊娠实验，在

这个实验中证实了孕妇血清中含有促性腺激素 [1-4]。

Wislocki 等 [5] 在胎盘组织中发现 hCG，并指出 hCG
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来源于胎盘绒毛膜组织中的 Langhans 细胞。研究发

现，将 hCG 注射到未成熟的雌性大鼠体内，会引起卵

巢充血、卵巢肥大、卵泡发育、黄体化、刺激类固醇分

泌、子宫和阴道上皮增重等变化 [6-7]。研究者们注意

到这种变化，开始分离纯化 hCG 作为药物以用于疾

病治疗之中。

一开始主要是从动物尸体的组织中制备得到

hCG，这种来源导致许多缺点，包括制备源尸体的短

缺，还有成品的不良免疫反应等 [8]。在 20 世纪 60 年

代初，Gemzell 和 Bettendorf 等报告了第 1 例使用从人

类尸体中提取得到的人类垂体促性腺激素成功诱导

促性腺功能不足的女性排卵 [9-11]，从此人垂体促性腺

激素在 1958 年至 1988 年间被广泛使用。但是人类

垂体糖蛋白激素具有供应原料有限和克雅氏病的风

险等问题 [12-13]，最终也慢慢退出了市场。于是通过有

机溶剂沉淀或盐析法从孕妇尿液中分离 hCG，从尿液

中提取的比生物活性范围为 100~3 000 IU · mg-1[14-16]。 
因为治疗的需求，人们对纯度更高的 hCG 产品需求

也上升了，随着基因工程技术的发展，重组人绒毛膜

促性腺激素（recombinant human chorinonic gonadotr-
opin，rhCG）药物的开发能够克服来源于尿液供应原

料有限的问题。有研究表明重组技术生产的 rhCG 产

品与尿源提取的 hCG 有效性并无明显差异 [17]，但是

rhCG 与尿源提取的 hCG 相比更具优势 [18]。rhCG 通

过哺乳动物细胞工程化表达获得，相对来说原料来

源稳定，产量有保证，并避免了尿源潜在的感染因子

风险。目前国内已上市的 rhCG 产品包括进口国外

制造商的 rhCG 产品和国内药企研发生产的 rhCG 产

品。rhCG 药物的临床使用日益受到关注。

1　hCG 作用与结构

hCG 是由胎盘合胞滋养层细胞分泌的，与 LH 结

合于同一受体，一般认为作用与 LH 相似。能在早期

妊娠的时候，维持黄体不衰退，刺激黄体细胞产生黄

体酮，从而使子宫内膜不破裂，保证受精卵着床 [19]，

可以用于治疗习惯性流产和不孕症。此外，还能用于

治疗性机能障碍，如阳痿、隐睾以及侏儒症等。hCG
在临床上的另一重要用途，是制备妊娠试剂或免疫试

剂，用以测定血、尿中的 hCG 含量，诊断早期妊娠或

绒毛膜上皮细胞癌 [20]。

在 1971 年，人们就发现 GPHs 家族都是由 1 个

共同的 α 亚基和 1 个激素特异性 β 亚基通过非共价

结合形成的异二聚体 [21-23]（如图 1）。其中 hCG 和

LH 的 β 亚基具有高度的序列同源性，二者的 β 亚

基中 82% 的氨基酸相同 [24]，结合于同一个受体 [25]。

GPHs 中的糖类部分占其总质量的 20%~45%[26]，且被

证明这部分对其体内生物活性是不可或缺的，因此

主要对它们多肽和多糖部分结构进行研究。hCG 是

一种高糖基化的蛋白，由妊娠期胎盘产生，也由某些

癌细胞表达。hCG 的 α 亚基由 92 个氨基酸残基组

成，包含 2 个 N 糖基化位点（Asn-52 和 Asn-78），而
β 亚基由 145 个氨基酸残基组成，分别包含 2 个 N 糖

基化位点（Asn-13 和 Asn-30）和 4 个 O 糖基化位点

（Ser-121、Ser-127、Ser-132 和 Ser-138）[27]。有研究

表明，hCG 与受体结合后，hCG 的 β 亚基分子中 Arg-
X-Thr 序列能刺激环磷酸腺苷（cAMP）信号通路，从

而使 cAMP 依赖性蛋白激酶磷酸化 [25]。
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图 1　hCG 的三维结构图 [27]

Fig. 1　3D structure of hCG

2　促黄体生成素 / 绒促性素受体结构

由于 hCG 和 LH 具有相似的 β 亚基序列，它们与

同一受体促黄体生成素 / 绒促性素受体（luteinizing 
hormone and chorinonic gonadotropin receptor，LHCGR）

结合。LHCGR 是 G 蛋白偶联受体（G protein-coupled 
receptors，GPCRs）七跨膜结构域受体超家族中糖蛋

白激素受体亚家族中的 A 类 GPCRs[28]。LHCGR 主要

由 LH 和 FSH 诱导表达 [29-31]。LHCGR 的 cDNA 编码

1 个 75 kDa 的糖蛋白，包含 674 个氨基酸 [32-33]，在其

N 端，含有 1 个可裂解的信号序列，负责引导 LHCGR
插入内质网加工蛋白 [34-35]。成熟的受体由 2 个功能

单元组成，细胞外激素结合域和七跨膜结构域。七跨
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膜结构域负责传递在胞外结构域收到的信号，并与 G
蛋白结合。N 端胞外结构域的特点是与富集亮氨酸

的重复序列（leucine rich repeat，LRR）相似，有研究

表明这个区域可能对激素的特异性识别起到关键作

用 [36]。受体胞内的 C 端部分由 69 个氨基酸组成，负

责蛋白激酶 C 磷酸化和酪氨酸激酶的磷酸化。

有研究对 hCG 晶体结构进行解析，尽管还不

能准确地确定 hCG 与 LHCGR 结合的位置，但发

现 hCG 的某一特定的区域与受体结合，包含 α 亚基

长环的螺旋区（α 40-50）内高度保守的残基，毗邻

Asn-52 糖侧链和 α 亚基的 C 端（α 88-92），以及 β
决定性环（β 94-99）的残基 [37-38]。有研究通过使用

被放射性标记 α 或 β 亚基的 hCG 进行实验，发现 α
亚基对结合的影响比 β 亚基的影响更大，提出了是 β
亚基通过诱导 α 亚基的构象变化来使激素产生特异

性的假设 [39]。在 hCG 与受体结合后，hCG 与跨膜结

构域（transmembrane domain，TMD）相互作用或启

动信号转移的胞外结构域构象变化，从而产生激素

特异性 [40]。

hCG 和受体结合后，GPCR 激活效应蛋白使得

膜侧细胞质的大规模螺旋运动，包括 TMD 螺旋 5 进

行重排，并导致 TMD 螺旋 6 的大规模移位 [41-43]。此

外，对受体 -Gi 蛋白复合物的研究表明，TMD 螺旋 6
的较小位移可能会干扰受体与 Gs 蛋白的结合，选择

性地与 Gi 蛋白结合 [44]。TMD 的 α 螺旋可能在不同

活性构象间切换，最终决定了不同的下游信号通路的

激活。激动剂与 GPHRs 结合引发受体分子的构象

变化，并通过 TMD 传递到细胞内区域，与效应子偶

联，与适配器蛋白相互作用，并触发下游的细胞内信

号传导。因此，TMD 螺旋的构象变化导致 G 蛋白和

其他参与受体信号传导的激活，蛋白的相互作用。当

LHCGR 被 LH 和 hCG 激活时，具有 70 个氨基酸的

细胞内 C 端区域和细胞内环与 G 蛋白相互作用，启

动下游信号 [22,45]。Duan 等 [28] 报道了 LHCGR 的 4 种

低温电子显微镜结构，揭示了 1 种独特的受体激活的

“推拉（push and pull）”机制，其中胞外的结构域被结

合的激素推动，并被跨膜结构域附近的扩展铰链环拉

动（见图 2、3）。TMD 可以调节受体从内质网到质膜

的运输以及受体的内化。

此外，有研究表明糖蛋白激素受体的激活可能有

2 种机制。第 1 种是顺式激活机制，配体与参与信号

传导的受体胞外结构域高亲和力结合，改受体胞外结

CGβ CGβ

Gβ Gβ

LHCGR LHCGR

CGα CGα

Gαs Gαs

Gγ Gγ

图 2　LHCGR 与 G 蛋白偶联复合物电子密度图与模型图 [28]

Fig. 2　Electron density map and model map of LHCGR and G-protein 
coupled complex
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图 3　“推拉（push and pull）”机制模式图 [28]

Fig. 3　“push and pull” mechanism model diagram

构域和胞内结构域之间相互作用，受体的 C 端被激

活与 Gs 相互作用。第 2 种是反式激活机制，结合在

1 个受体的胞外结构域的激素与相邻的受体相互作

用启动信号传导 [46-47]。G 蛋白偶联受体是否被顺式

或反式激活，可能会影响信号通路的选择。

3　hCG 调控信号通路

LHCGR 作为 G 蛋白偶联受体，信号传导途径包

括腺苷酸环化酶 / 环磷酸腺苷和磷脂酶 C/InsPs 通路

等其他通路的激活，从而将细胞外信号转化为各种细

胞内生理反应。

3.1　Gαs/ 环磷酸腺苷 / 蛋白激酶 A 通路　hCG 与

LHCGR 结合后，激活 Gαs 蛋白，导致腺苷环化酶激活，

产生 cAMP 和下游 cAMP 依赖靶点激活 [48]。cAMP
在细胞内能与 3 类效应物结合，包括鸟嘌呤核苷酸

交换因子（cAMP-GEF）、环核苷酸门控通道（CNGC）
和蛋白激酶 A（PKA）。cAMP 与 PKA 调控亚基结合，

从而促进 C 亚基的解离和激活 [49-51]。活化后的 C 亚

基可以作为磷酸化细胞质底物，也可以从调节亚基锚

点释放易位到细胞核，从而控制基因表达。cAMP 应

答元件蛋白（cAMP response element binding protein，
CREB）是 PKA 激活的原型转录因子 [52-53]。有研究
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表明，LHCGR 的 cAMP 信号传导在排卵中发挥重要

的作用，控制多种卵泡功能，包括类固醇生成，刺激环

氧化酶 / 脂肪氧化酶的表达，增加前列腺素 / 白三烯

的合成；以及刺激纤溶酶原激活剂、催化血浆蛋白原

转化为血浆蛋白 [54]。Gαs 蛋白在这些环节中起到重

要作用。LHCGR 通路的激活，同时也被认为是 Gαs-
Ras 的激活 [55-56]。研究发现，在原代大鼠间质细胞培

养中，模拟 cAMP 的 8- 溴 -cAMP 分子可以通过激活

PKA，激活 Ras/ 促分裂原活化蛋白激酶（MEK）和细

胞外调节蛋白激酶（ERK）1/2 磷酸化 [57-59]。

LH 或 hCG 与 LHCGR 结合后，激活的信号通路

有差异。对此，可能是 LHCGR 与其他信号通路耦

合，膜上的信号分支导致了不同的结果。此外，当 LH
或 hCG 刺激颗粒细胞时，cAMP 信号本身的特性与

传递会产生不同的效应，包括不同的激酶 [ 如蛋白激

酶 B（AKT）和 ERK] 级联和转录因子，并最终使不同

的基因表达 [60-61]。有研究发现，hCG 更能刺激产生

cAMP，而 LH 则更能激活 ERK 和 AKT 磷酸化，二者

对类固醇生成、凋亡和增殖有不同的下游作用 [62-64]。 
在雌性体内，LHCGR 与 hCG 结合后，诱导芳香化酶

表达，通过 Gαs/cAMP/PKA 通路刺激颗粒细胞中雌激

素的产生。在雄性体内，hCG 通过刺激 Gαs/cAMP/
PKA 通路产生精子和类固醇，从而上调类固醇生成

急性调节蛋白（StAR）的表达 [65-67]。

3.2　Gαq/11/Ca2+/IP3/PKC 通路　除了传统的 Gαs/
cAMP/PKA 通路以外，在不同类型的细胞中，LHCGR
与配体结合后，也会与 Gαq/11 偶联并触发下游通 
路 [68]，该通路仅在排卵前 LH 激增和妊娠期间被激

活。在激活该通路后，磷脂酶 C 作为促进末端颗粒

细胞分化的中介物 [69]。Gudermann 等 [70] 使用克隆

的小鼠 LHCGR 受体在 L 细胞中表达，发现 hCG 与

LHCGR 结合后细胞内 Ca2+ 增加，这种变化并不依赖

于胞内 cAMP 的水平，与 hCG 调动 IP3 水平呈正相

关。在大鼠 Sertoli 细胞中，抑制 PKC 可以减少 hCG
诱导的 Ca2+ 流入 [71]。不仅如此，研究发现 Gαq 的抑

制剂并不能抑制 hCG 对 Gαq/11/Ca2+/IP3/PKC 通路

的调控，而是 hCG 使 Ca2+ 内流对该通路进行直接调 
控 [72-73]。有研究使用特异性缺失 Gαq/11 的颗粒细胞

进行实验，结果表明，在排卵前的卵泡和黄体中，卵泡

破裂是由于 LHCGR 在敲除 Gαq/11 基因的动物中未

能完全诱导孕激素受体的表达，导致动物排卵减少约

50%，生育能力降低约 85%[74]。

虽然 hCG 能够激活 Gαq/11/Ca2+/IP3/PKC 通路，

但是 LH 对该通路的影响更大，LH 激活该通路后导

致一种原始卵泡活化的抑制剂 FOXO3 的磷酸化和

失活。磷酸肌醇 -3 激酶（PI3K）催化膜磷脂酰肌

醇 4,5- 二磷酸（PIP2）转化为第二信使磷脂酰肌醇

3,4,5- 三磷酸（PIP3），IP3 激活蛋白激酶 B（PKB）[69]。

4　体外活性测定方法

4.1　免疫学检测法　免疫学检测法的原理是抗原抗

体的特异性可逆结合反应，抗体被标记物所标记，从

而能放大检测的信号，进行物质定性或定量。免疫分

析的关键是抗原和抗体的特异性结合，hCG 的 β 链

特异性决定了它的生物学活性和免疫学特性，所以获

取具有对 hCG 的 β 亚基高特异性的抗体是免疫检测

方法的前提。虽然免疫分析法具有灵敏、简便的优

点，但是由于其不能反映受体与配体结合后激发下

游细胞效应的特点，目前多用于临床检测病人血清

中的 hCG 或是检测产品中的杂质 [75]，不能用于检测

药物的生物活性。免疫分析法根据标记物和检测体

系可以分为放射免疫分析（RIA）、酶联免疫吸附分析

（ELISA）、荧光免疫分析（FIA）和化学发光免疫分析

（CLIA）等。

最初对 hCG 使用免疫学检测方法使用 hCG 二

聚体抗体，二聚体抗体同时检测 hCG 和 LH。1973
年，Vaitukaitis 等 [76] 引入检测 hCG 的 β 亚基概念，

开发出使用 hCG β 亚基抗血清的 RIA 法检测 hCG。

20 世纪 90 年代开始，我国有学者研制了 hCG 的放

射免疫分析试剂盒并颁布了放射免疫分析试剂盒使

用的行业标准 [77]。但是，由于 RIA 要使用放射性核

素进行实验，具有对环境和操作人员有危害的缺点，

近年来已较少使用该方法。相对于体内生物活性测

定来说，免疫分析的高灵敏度，很大程度是因为抗体

对 hCG 特异性的 β 亚基表位具有高度特异性。而

且免疫分析使用的抗体标签的多样化，可以是 125I
（RIA），和其他非放射性分子，如荧光剂（FIA）、酶

（ELISA）或化学发光分子（CLIA）。Oed 等 [78] 开发了

一种利用化学发光和顺磁性颗粒的免疫分析方法检

测 hCG，对 hCG 进行快速定量测定。随着这些技术

的发展，不同的免疫分析方法被开发，用来测定 hCG
的体外生物学活性。然而，这些方法用于测定生物活

性的对象从垂体提取物、血清的样本、纯化标准制剂

到现在使用重组技术生产的制剂，会出现不同的样本

来源或者不同的方法之间存在较大差异的问题。原
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因可能是 hCG 结构的复杂，如分子异构体与天然激

素竞争受体结合；也可能与样本中不同的糖蛋白激素

的 β 亚基单位间的交叉作用有关 [79]。Dattatreyamurty
等 [80] 开发出一种“125I-hLH+ 抗 oLH 血清”异源放

射免疫分析法，特异性和选择性地测定同时含有 hLH
和 hCG 的血清样本，解决 hCG 和 LH β 亚基交叉反

应的问题。目前有学者在研究中对 hCG 纯化，再通

过 SDS-PAGE 表征，用尿素处理方法将 hCG 分为 α、
β 亚基，将 hCG β 亚基注射到家兔体内，生产高特异

性的多克隆抗 hCG β 亚基血清，以便免疫分析方法的

使用 [81]。

4.2　体外细胞检测法　hCG 的体外生物学测定法

自 20 世纪 70 年代开始就有研究报道，这些方法是

在 hCG 对性腺细胞作用的基础上，对细胞受到 hCG
刺激后产生的产物进行检测。有学者基于胶原酶分

散的大鼠睾丸间质细胞对 hCG 刺激反应产生睾酮

的原理，对睾酮进行平行剂量 - 反应曲线分析得出

hCG 的生物活性，建立了一种 hCG 的体外生物测定

方法 [82]。并对该方法与 hCG 放射免疫法的结果进行

比较，结果的检测灵敏度、RSD 和回收率均优于免疫 
法 [83]。Selvaraj 等 [84] 利用永生化的类固醇生成颗粒

细胞，该细胞表达的 LHCGR 是原代细胞的 5~10 倍，

受 hCG 刺激能产生 cAMP 和孕酮，通过检测 cAMP
和孕酮的 ED50 值从而测定 hCG 的生物活性。

Hsueh 等 [85] 在切除垂体且未发育的雌性大鼠的

颗粒细胞中，研究了６种哺乳动物的促性腺激素刺激

雌激素和孕酮产生的能力。他们发现大鼠、羊、牛和

猪的 LH 和来源于人的 hCG、LH 都可以刺激颗粒细

胞产生雌激素和孕酮，于是培养大鼠颗粒细胞系统

作为检测 hCG 活性的平台。这些体外生物活性测定

方法都主要是通过检测细胞受到 hCG 刺激后的下游

效应物以检测其生物学活性，但是此类方法也存在缺

点，如无法比较 hCG 的生物学半衰期，且仅有 1 个生

化测定终点，并且其变异度高和灵敏度低，对不同的

糖蛋白激素专属性不强。分子生物学以及基因工程

技术的发展，hCG 与受体结合后，在细胞内激活的信

号通路的相关研究，为使用体外细胞检测 hCG 的方

法提供了新的思路。

通过对 hCG 作用机制的深入研究，包括受体

的激活、信号通路和最终的效应，可以构建 1 个与

hCG 特异性反应的转基因细胞系，其中报告基因法

（RGAs）是目前比较常见的转基因细胞系活性测定

方法 [86]。报告基因法是利用基因工程技术将报告基

因元件转入到宿主细胞中，通过信号通路的调控，使

报告基因随着目的基因序列的调控而表达，表达的产

物可以直接释放信号或者催化特定的酶促反应间接

释放信号，使用特定的方法检测。该方法可以直观表

达出细胞内与目的基因有关的信号级联 [87]，通过目

的基因表达的变化测定生物学活性。报告基因法相

对于体内法而言，在专属性、灵敏度、精密度和线性等

方面都更具优势，整个实验所需时间短，符合 3R 原

则，是动物体内实验的 1 种可行的替代实验方案。

同属于 GPHs 的 FSH 和 TSH 现均已有建立的

报告基因法，原理是根据 GPHs 经典的 G 蛋白激活

cAMP 的信号通路，构建有特异的 GPHRs 细胞系和

cAMP 应答元件（CRE）的荧光素酶报告基因载体。

例如基于转染了 TSHR 和 CRE 荧光素酶报告基因的

CHO 细胞系，可以检测 TSH 的生物活性，且 RSD 约

为 25%，比传统的 RIA 方法具有所需时间少和高通

量的优点 [88]。还有在 CHO 细胞系中转染 FSHR 和

CRE 荧光素酶报告基因的质粒，经过筛选和功能验

证后，建立了可以检测 rhFSH[89] 和 rhFSH-Fc[90] 的生

物活性的方法。在现有的其他 GPHs 建立的报告基

因法的基础上，根据 hCG 与受体结合后调控的信号

通路建立特异性的报告基因法具有可行性。

5　总结与展望

hCG 作为一种治疗药物，在生殖疾病治疗中发

挥着关键的作用。随着对该药物需求量的增加和生

物技术的发展，更多的厂家生产和上市 hCG 药物，在

这过程中，对 hCG 药物的生物活性测定是对该药物

质量控制至关重要的一步。现有的生物活性测定方

法主要依赖于动物体内实验，2020 年版《中华人民

共和国药典》中收录的 hCG 的生物测定法是小鼠子

宫增重法，但是动物实验存在着动物个体间差异大，

定量难，实验周期长，花费多等问题。由于报告基因

法具有更简便，准确定量，高通量等优点，近年来已应

用到许多生物制品的生物活性检测中。报告基因法

在药物诱导信号通路的活化后，通过对报告基因信号

的检测，能够快速表征相关信号的激活，从而利用该

优势直观表达药物的生物活性。基于此，本文通过

对 hCG 的结构、信号通路和 LHCGR 结构以及国内外

hCG 的生物活性测定方法进行总结，以期为更高效检

测手段替代原有的 hCG 生物活性测定方法的研究提

供参考。
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