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GLP-1类似物的体外活性及宿主杂质测定
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摘要 : 胰高血糖素样多肽 1 (glucagon-like peptide-1, GLP-1) 通过提高细胞内环磷酸腺苷 (cyclic adenosine

monophosphate, cAMP) 水平刺激胰岛 β细胞分泌胰岛素。GLP-1受体 (GLP-1 receptor, GLP-1R) 是 2型糖尿病药物

研发的重要靶点, 其激动剂也已成为新型抗高血糖药物。本研究基于稳定表达GLP-1受体的GLP-1R-GFP (green

fluorescent protein)-HEK293A细胞, 通过均相时间分辨荧光法建立了一套适合GLP-1类似物的体外活性检测方法。

通过对细胞活性、细胞密度、是否避光等检测条件进行优化后, 利用该方法检测了利拉鲁肽等 4个GLP-1类似物刺

激GLP-1R-GFP-HEK293A细胞后所产生的 cAMP含量变化, 通过 cAMP量效曲线计算其半数有效剂量值 (concen‐

tration for 50% of maximal effect, EC50), 对药物的体外活性进行评价。本研究还利用酶联免疫吸附实验和定量实时

聚合酶链式反应实验分别测定了GLP-1类似物宿主细胞蛋白和宿主残留DNA含量, 为高通量筛选GLP-1类似物提

供了稳定、可靠和灵敏的体外活性分析和宿主杂质检测方法。
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Abstract: Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) could increase the level of cyclic adenosine monophosphate

(cAMP) in cells to stimulate insulin secretion in β cells of pancreas. So GLP-1 analogues, such as liraglutide, have

become new anti-hyperglycemia drugs for type 2 diabetes. In this study, a set of in vitro activity detection method

suitable for GLP-1 analogues was established using GLP-1R-GFP (green fluorescent protein, GFP) -HEK293A

cells which stably expressing GLP-1 receptor (GLP-1R). After optimizing the detection parameters such as assay

sensitivity, cell density, and the incubation condition, the cAMP content level of GLP-1R-GFP-HEK293A cells

stimulated by four GLP-1 analogues, such as liraglutide, were detected by homogeneous time-resolved fluores‐

cence (HTRF). The values of concentration for 50% of maximal effect (EC50) of GLP-1 analogues were calculated

by cAMP dose-response curve to evaluate the in vitro activity of those drugs. In addition, enzyme-linked immuno‐

sorbent assay and quantitative polymerase chain reaction were applied to determine the content of host cell protein

and host residual DNA, respectively. This study provides a stable, reliable, and sensitive in vitro activity analysis

and host impurity detection method for high-throughput screening of GLP-1 analogues.
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cence; concentration for 50% of maximal effect; liraglutide

胰高血糖素样多肽 1 (glucagon-like peptide 1,

GLP-1) 是一种由回肠内分泌细胞分泌的肽类激素[1],

GLP-1在体内可与G蛋白偶联受体结合, 激活腺苷酸

环化酶使细胞内环磷酸腺苷 (cyclic adenosine mono‐

phosphate, cAMP) 水平升高 , 正反馈调节胞内 Ca2+水

平, 刺激胰岛 β细胞分泌胰岛素[2], 并且GLP-1与胰高

血糖素结构相似, 可竞争性抑制胰高血糖素释放而降

低血糖[3]。GLP-1类似物已成为 2型糖尿病的新型治

疗药物, 目前美国食品药品监督管理局已批准上市的

GLP-1类似物包括艾塞那肽、利拉鲁肽、度拉糖肽及索

马鲁肽等。其中利拉鲁肽具有降低体重、平稳降低血

糖和保护胰岛 β细胞的功能, 且因具有较长半衰期等

优势而在临床中广泛应用[4]。为了开发更多安全及有

效的GLP-1类似物, 有必要建立简便可靠、体系稳定的

活性评价模型和宿主杂质含量检测方法。

目前GLP-1类似物的体外活性主要通过检测大鼠

胰岛 β细胞瘤细胞 RIN-m5F 及小鼠胰岛 β细胞 MIN6

等天然胰岛 β细胞增殖率[5]、胰岛素分泌水平[6]、细胞

内 cAMP分泌水平[7]等指标进行分析。由于胰岛细胞

培养具有条件苛刻、细胞活性低、成本高等问题, 并不

适用于高通量药物筛选, 因此建立稳定可靠、操作简便

且适用于高通量筛选的细胞模型成为GLP-1类似物体

外活性评价的新策略。本课题组前期将GLP-1受体基

因克隆至真核表达载体中构建重组质粒, 转染进宿主

细胞 HEK293A 中获得 GLP-1R-GFP (GLP-1 receptor-

green fluorescent protein)-HEK293A稳转细胞株, 可用

于检测细胞内 cAMP含量[8]。对于细胞内 cAMP含量

可通过放射免疫分析法[9]、酶联免疫法[10]、荧光报告基

因信号分析[11]、均相时间分辨荧光法 (homogeneous

time-resolved fluorescence, HTRF) 等方法进行检测[12]。

HTRF基于时间分辨荧光和荧光共振能量转移两大技

术, 将时间分辨荧光的低背景特点与荧光共振能量转

移的均相实验方式融合在一起, 与酶联免疫吸附实验

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 相比不需

要洗涤过程, 使该方法具有更高的灵敏度和更大的通

量, 保证检测结果的准确性[13]。目前 HTRF作为高通

量药物筛选的重要方法已广泛应用于G蛋白偶联受体

研究、激酶活性检测、抗体检测、蛋白相互作用分析等

领域[14]。因此本研究以利拉鲁肽为代表 , 采用 GLP-

1R-GFP-HEK293A 细胞模型 , 通过 HTRF 方法检测

cAMP含量, 建立适用于 GLP-1类似物的体外药理活

性检测新方法。

GLP-1类似物是一类既可通过化学合成, 也可通

过基因工程重组技术以大肠杆菌或酵母细胞为宿主表

达而得到的重组多肽类药物[15], 在后者生产过程中会

引入残留宿主细胞蛋白 (host cell protein, HCP) 等杂

质, HCP会诱发机体产生 HCP抗体, 引发机体过敏反

应, 并且使机体对蛋白多肽类药物产生抗体而影响治

疗效果[16]。除了HCP所造成的影响, 从细胞或微生物

内提取的生物制品中含有的宿主细胞残留DNA会整

合入人体基因组引起突变, 并且可通过激活原癌基因

或失活抑癌基因等方式而诱发潜在致癌和DNA传染

等风险[17]。《中国药典》规定大肠杆菌宿主菌体蛋白残

留量不得高于蛋白总量的 0.10%, 并且外源性DNA残

留量应低于每剂量 10 ng[18]。为了控制 GLP-1类似物

的药物质量及保证其安全性, 本实验利用ELISA测定

GLP-1 类似物的 HCP 含量 , 同时利用 Taqman 探针原

理, 将磁珠提取DNA前处理方法与定量实时聚合酶链

式反应法 (quantitative real time polymerase chain reac‐

tion, Q-PCR) 相结合, 测定 GLP-1类似物的宿主 DNA

残留量, 为GLP-1类似物的杂质检测提供参考。

材料和方法

药品及试剂 利拉鲁肽原研制剂 (丹麦 Novo

Nordisk公司); 不同批次利拉鲁肽类似物C1、C2和C3

(丽珠制药江北集团提供); GLP-1R-GFP-HEK293A 稳

转细胞株 (中山大学新药筛选中心构建[8]); 磷酸盐缓

冲液 (phosphate buffer saline, PBS, 美国 Hyclone 公

司); 牛血清蛋白 (bovine serum albumin, BSA, 中国翔

博生物公司); IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine, 美国

MP Biomedicals 公司); 384 白色浅孔板 (美国 Corning

公司); 透明封板膜 (美国 Axygen 公司); 0.2 mL qPCR

八连管 (台湾GUNSTER公司); cAMP检测试剂盒 (美

国 Cisbio 公司); 宿主细胞残留 DNA 样本前处理试剂

盒以及大肠杆菌残留DNA检测试剂盒 (中国湖州申科

公司); 大肠杆菌宿主蛋白检测试剂盒 (美国 Cygnus

Technologies公司)。

仪器 FlexStation 3 多功能酶标仪工作站 (美国

Molecular Devices 公司); PRISM 7500 实时荧光定量

PCR仪 (美国ABI公司)。

溶液配制 向 PBS中加入终浓度为 0.5 mmol·L-1

IBMX 和 0.1% BSA 配制成反应缓冲液。用反应缓冲

液将1.6 μmol·L-1利拉鲁肽原研制剂稀释至100 nmol·L-1,

将利拉鲁肽类似物C1、C2和C3干粉原料精密称量, 用
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Tris-HCl缓冲液溶解后稀释至 100 nmol·L-1。按照梯度

稀释的方法, 使用反应缓冲液将利拉鲁肽等样品浓度

从高到低依次定量稀释成 1.0×10-5.5～1.0×10-12 mol·L-1

范围的14个浓度值, 用于 cAMP含量测定。

HTRF检测条件优化 光照条件会影响多肽类药

物的结构稳定性, 从而降低药物原有的生物活性[19]。

为了达到最佳的检测信号, 本实验采用避光孵育方法,

同时对细胞活性和细胞密度等条件进行优化。按照

cAMP检测试剂盒要求, 在 100 nmol·L-1利拉鲁肽原研

制剂刺激下 , 检测野生型 HEK293A 与 GLP-1R-GFP-

HEK293A 细胞株 cAMP含量, 通过验证细胞活性、细

胞密度以及是否避光孵育等条件下的信号窗口来确定

HTRF的最佳检测条件。

cAMP含量测定 用适量反应缓冲液将生长状况

良好的GLP-1R-GFP-HEK293A细胞重悬并稀释, 细胞

密度按 1 500个/孔加入 384白色浅孔板中, 根据 cAMP

检测试剂盒要求将配制好的不同浓度各待测样本溶液

按每孔 5 µL加入 384白色浅孔板中, 透明封板膜密封,

置于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 30 min。孵育完成

后将 5 µL cAMP-d2 工作溶液加入到 384 白色浅孔板

的相应孔中, 于室温下避光孵育 1 h, 放入多功能酶标

仪工作站中记录读数, 计算 665 nm 处与 620 nm 处的

吸光度比值 (A665/A620)。

宿主残留蛋白含量测定 用样品稀释液将 HCP

标准品配制成 20 ng·mL-1作为质控品。用样品稀释液

将各利拉鲁肽样品配制成 20 ng·mL-1。HCP 标准品、

样品、质控品以每孔 25 µL加入酶标板中, 各浓度设置

2个复孔, 室温下摇床孵育 90 min。加入洗涤液清洗

4次, 加入底物四甲基联苯胺, 避光静置30 min, 加入终

止剂后于 10 min内放入酶标仪, 选择 450 nm及 650 nm

波长处测定吸光度值。

宿主细胞残留DNA样本前处理及含量测定 用

样品稀释液将大肠杆菌 DNA 标准品稀释成 0.03～

3 000 pg·µL-1的梯度浓度。将 30 pg DNA标准品加入

100 µL各利拉鲁肽样品中混匀, 作为样本质控品。取

100 µL DNA稀释液作为阴性质控品。样本质控品、阴

性质控品和待测样品进行磁珠法前处理, 按照试剂盒

要求操作, 获得样本质控品、阴性质控品和待测样品纯

化液用于大肠杆菌宿主残留 DNA 含量测定。将 Q-

PCR扩增预混和溶液与样品纯化液加入八连管中, 反

应体积为每孔 30 µL, 95 ℃预变性 10 min, 95 ℃、15 s,

60 ℃、1 min, 40个循环。根据扩增曲线计算各样品大

肠杆菌宿主残留DNA含量。

数据及统计学处理 ① cAMP含量测定: 由Flex‐

Station 3多功能酶标仪工作站测定出 cAMP标准品在

665 nm 与 620 nm 处的 A665/A620, 并根据公式 Ratio =

(A665/A620) ×104、Rationeg = (Aneg665/Aneg620) ×104 和 Delta

F% = [(standard or sample ratio − rationeg)/rationeg]×100

计算出标准品在各浓度下的Delta F%值。以 cAMP标

准品浓度为横坐标 , Delta F%为纵坐标 , 采用 Graph‐

Pad Prism 7软件绘制标准曲线。利用标准曲线计算各

样品 cAMP变化并绘制 cAMP浓度曲线, 计算其半数

有效剂量值 (concentration for 50% of maximal effect,

EC50)。采用 GraphPad Prism 7 软件对实验数据进行

Bonferroni-Dunn法多重 t检验, 实验数据以
-
x ± s表示,

以P<0.05定义数据显著性差异; ② HCP浓度测定: 以

HCP 标准品浓度为横坐标 , 吸光度平均值为纵坐标 ,

绘制标准曲线后按四参数法计算GLP-1类似物的HCP

浓度; ③ 宿主残留DNA含量测定: 在满足系统适应性

的前提下 , 利用标准曲线及稀释倍数计算各样品的

DNA残留量。

结果

1 HTRF检测条件的优化

根据计算公式 , Delta F%表示样品在 665 nm 与

620 nm处的A665/A620, cAMP含量与Delta F%之间成反

比, 可用 Delta F%表示 cAMP含量变化情况。结果表

明, 与野生型HEK293A相比, GLP-1R-GFP-HEK293A

细胞可显著增加 cAMP含量 (P<0.001, 图 1A), 当细胞

个数为 1 500 个/孔时, Delta F%与本底相比可明显增

加 cAMP含量 (P<0.001, 图 1B), 并且在避光下孵育更

能提高检测体系对 cAMP的灵敏度 (P<0.001, 图 1C)。

因此, 本实验采用GLP-1R-GFP-HEK293A细胞的细胞

密度为 1 500个/孔和避光孵育等优化条件对GLP-1类

似物进行HTRF活性检测。

2 利拉鲁肽原研制剂及其类似物等样品促进 cAMP

释放实验

根据检测数据绘制 cAMP 标准曲线 (图 2A)。由

标准曲线方程计算出各GLP-1类似物样品在梯度浓度

下刺激GLP-1R-GFP-HEK293A细胞释放的cAMP含量

(图2B～E)。各样品的EC50值为: 利拉鲁肽原研制剂为

5.087 nmol·L-1; 利拉鲁肽类似物C1为5.191 nmol·L-1; 类

似物C2为 5.469 nmol·L-1; 类似物C3为 6.028 nmol·L-1。

各EC50值与文献报道范围一致[20], 并且各GLP-1类似

物在该检测模型下拟合曲线良好, 各组数据组间与组

内差异较小, 具有良好的稳定性和可靠性, 结果表明采

用 GLP-1R-GFP-HEK293A 细胞模型所建立的 HTRF

方法适用于GLP-1类似物的体外药理活性评价。

3 GLP-1类似物HCP含量测定

以吸光度平均值 Y (n = 3) 为纵坐标, HCP标准品
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浓度X为横坐标绘制标准曲线, 标准曲线符合四参数

回归且 r值为 1.000 (图 3)。由标准曲线方程计算出利

拉鲁肽原研制剂HCP浓度为1.933 ng·mL-1; 利拉鲁肽类

似物C1为1.800 ng·mL-1; 类似物C2为1.731 ng·mL-1; 类

似物C3为1.664 ng·mL-1。根据样品粉末称取量及母液

稀释倍数可知利拉鲁肽原研制剂HCP含量为0.039 9%;

类似物C1为0.036 0%;类似物C2为0.034 6%;类似物C3

为 0.033 3%。各样品大肠杆菌宿主残留蛋白均低于蛋

白总量的 0.10%, 符合《中国药典》规定。利拉鲁肽与 3

个利拉鲁肽类似物之间的变异系数为 6.45%。结果表

明采用的方法测定结果准确可靠, 适用于GLP-1类似

物HCP含量测定。

4 宿主残留DNA含量测定

采用大肠杆菌宿主 DNA 标准品进行系统试验

性实验 , 根据标准曲线可知 DNA 标准品与循环阈值

(cycle threshold, CT) 间线性关系良好 , 标准曲线的 r

值为 0.999 2 (图 4)。标准曲线检测范围在 30 fg·µL-1～

3 ng·µL-1之间, 且最低检测限为 30 fg·µL-1。各样品经

磁珠提取纯化后 , 根据标准曲线方程以及样品 CT均

值 , 计算出利拉鲁肽原研制剂宿主 DNA 残留量为

1.802 ng·µg-1,回收率为86.5%;类似物C1为1.923 ng·µg-1,

回收率为 79.1%; 类似物C2为 1.515 ng·µg-1, 回收率为

92.3%; 类似物 C3 为 1.868 ng·µg-1, 回收率为 102.0%。

各样品宿主 DNA 残留/剂量<10 ng, 符合国家食品药

品监督管理局标准。结果表明, 采用磁珠提取纯化与

Q-PCR相结合的方式可将检测限达到 fg水平, 并且样

本回收率均在 70%～120%内, 该方法能够提高检测灵

敏度, 适用于GLP-1类似物宿主残留DNA的测定。

Figure 1 Optimization of homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF) detection conditions. A: Activity comparison of the GLP-1R

(glucagon-like peptide-1 receptor)-GFP (green fluorescent protein)-HEK293A stable cell line using 1 500 cells per well; B: Cell density opti‐

mization for cyclic adenosine monophosphate (cAMP) measurement treated with 100 nmol·L-1 of liraglutide; C: The optimization of detec‐

tion system under the condition of normal light incubate and avoid light incubation treated with 100 nmol·L-1 of liraglutide. n = 3,
-
x ± s.

**P<0.01, ***P<0.001 vs control (basal)

Figure 2 Liraglutide original product and its analogues promoted cAMP release in GLP-1R-GFP-HEK293A cells. A: The standard curve

of cAMP was drawn with the mean value of Delta F% as Y (n = 3) and cAMP concentration as X, the equation of the standard curve was Y =

(993.4×X−0.760 5)/(X−0.760 5 + 0.490 1) − 1.589. The r value of the standard curve is 0.999 4; B-E: The concentration for 50% of maximal effect

(EC50) values of different batches of GLP-1 analogues were determined by HTRF assay at 1 500 cells per well, cAMP-d2 working solution

incubation in dark for 1 h in GLP-1R-GFP-HEK293A cells. n = 3,
-
x ± s

·· 2148



郑志华等: GLP-1类似物的体外活性及宿主杂质测定

讨论

GLP-1类似物在促进胰岛素分泌和降低血糖与血

脂的同时, 还具有改善内皮细胞功能、降低动脉粥样硬

化风险、缓解糖尿病肾病的发生发展和改善认知功能

等作用[21]。良好的降糖效果及控制糖尿病并发症等优

势使GLP-1类似物在临床应用上具有巨大前景。

尽管传统的动物模型能够更加准确地评估GLP-1

类似物在体内的活性, 但常规采用的db/db鼠模型由于

给药周期长、价格昂贵和受造模影响较大等因素使之

并不适合作为GLP-1类似物活性检测的常规手段[22]。

细胞模型主要包括以肝细胞和外周组织为主的胰岛素

抵抗模型以及以原代胰岛细胞和胰岛细胞系为主的胰

岛细胞模型[23]。这类细胞模型主要针对如甘精胰岛

素、地特胰岛素等胰岛素类药物, 对GLP-1类似物的专

属性不及GLP-1R表达的细胞。本研究基于GLP-1R-

GFP-HEK293A稳转细胞株, 利用HTRF技术检测细胞

内 cAMP含量, 进而直观反映 GLP-1类似物的降糖效

果。实验结果表明GLP-1类似物样品在较低浓度下均

能促进GLP释放 cAMP的生物活性, 其中利拉鲁肽原

研制剂EC50为 5.087 nmol·L-1, 各样品EC50值变异系数

在 4.36%～7.62% 之间。本研究所采用的 HTRF 检测

方法为高通量筛选GLP-1类似物以及GLP-1类似物的

体外活性评价提供了稳定可靠的新途径。

在质量控制方面, 聚丙烯酰胺凝胶电泳早期用于

检测生物制品中是否含有HCP污染, 但该方法检测灵

敏度较低, 主要用于限量分析而达不到质控要求。目

前ELISA、毛细管电泳、高效液相色谱和傅立叶转化红

外光谱等技术对 HCP的检测已逐渐成熟[24]。针对特

定表达宿主的商品化 HCP检测试剂盒在经过产品性

能评估和优化后也不断问世, 检测试剂盒以高灵敏度、

高专属性、高通量和结果稳定可靠等优势被广泛应用。

本研究采用大肠杆菌 HCP检测试剂盒对大肠杆菌宿

主残留蛋白进行测定, 该试剂盒利用ELISA原理将待

测的 GLP-1 类似物样品作为抗原包被于 2 个抗体之

间 , 经表达宿主作为内部标准品进行标定后计算出

HCP含量。该检测方法特异性高, 操作简便, 通量高,

抗原无需事先纯化, 结果稳定可靠, 为GLP-1类似物的

HCP检测提供了参考。

《中国药典》采用探针杂交法对生物制品中外源性

DNA残留量进行检测[18], 但该方法在种属特异性、实

验周期和样品需求等方面还存在不足。对于生物制品

中残留的微量 DNA, 需要开发一种操作简便、灵敏

度高、种属特异性强的检测方法以确保其质量及安全

性。本研究将DNA前处理技术与 PCR绝对定量方法

相结合用于宿主残留DNA的定量检测, 使最低检测限

达到 fg水平, 提高了GLP-1类似物外源性DNA检测的

灵敏度。

综上所述, 本研究以利拉鲁肽作为GLP-1类似物

的代表, 系统性地建立了GLP-1类似物的体外生物活

性检测方法 , 并且对大肠杆菌宿主残留蛋白和残留

DNA 建立了含量检测方法 , 为 GLP-1 受体激动剂或

GLP-1类似物的研发奠定了基础。
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