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均相时间分辨荧光法测定人胰岛素生物学活性
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摘要 : 建立基于均相时间分辨荧光免疫分析技术的人胰岛素体外生物学活性测定方法。利用 CHO-INSR

B1284转基因细胞, 通过均相时间分辨荧光免疫分析系统检测人胰岛素的体外生物学活性; 对靶细胞铺板密度、药

物的量效范围、刺激时间等关键参数进行优化; 验证方法的专属性、相对准确度、中间精密度、线性与范围, 以及细胞

的传代稳定性; 以重组人胰岛素国家标准品为参比品, 将本研究建立的方法应用于其他人胰岛素类似物原料药、制

剂的生物学活性测定。结果表明人胰岛素及其类似物存在剂量效应曲线, R2 > 0.995, 符合四参数方程 y = (A - D) /

[1 + (x/C)B] + D。本方法专属性良好, 64%、80%、100%、125%、156%共 5个效价浓度的待测品相对效价 (n = 8) 的几

何均值、相对偏倚、几何变异系数 (GCV, %) 均符合《中华人民共和国药典》2020版四部通则 9401的要求; 且方法可

适用于其他胰岛素类似物的生物学活性测定。该方法操作简便、耗时短、准确度高、精密度好, 可用于胰岛素类产品

的生物学活性评价和质量控制。

关键词: 生物学活性; 人胰岛素; 转基因细胞; 均相时间分辨荧光技术; 方法学验证

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2022)10-3223-06

Determination of biological activity of human insulin by a
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Abstract: We developed an in-vitro bioassay for determining the bioactivity of human insulin by homogeneous

time-resolved fluorescence immunoassay. CHO-INSR B1284 transgenic cells were used as target cells. Key assay

parameters, including the cell density, the range of working concentrations, and the stimulation time were optimized.

The specificity, relative accuracy, intermediate precision, linearity, and range of the method were validated, as well

as the passage stability of the CHO-INSR B1284 cell line. The national standard of recombinant human insulin was

used as the benchmark to evaluate the relative potency of insulin analogues and drugs. The drugs and the reference

human insulin showed a dose-response relationship, R2 > 0.995, which conforms to the four-parameter equation: y =

(A - D) / [1 + (x/C)B] + D. Specificity of the method was good. The geometric mean, relative bias, and geometric

coefficient of variation (GCV, %) of the five concentrations (n = 8, 64%, 80%, 100%, 125% and 156%) met the

requirements of the General Rules of Chinese Pharmacopoeia, 2020 edition, Volume IV (9401). In summary, a

bioassay for determining the in vitro bioactivity of human insulin based on a homogeneous time-resolved fluores‐
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cence technique was established; the method was simple, time-saving, accurate and precise, and could be used for

the evaluation of biological activity and quality.

Key words: biological activity; human insulin; transgenic cell; homogeneous time resolved fluorescence;

method validation

作为糖尿病第一大国, 我国拥有近 1.3亿糖尿病患

者, 占全球患者人数的四分之一[1]。胰岛素是体内唯一

具有降糖作用的内分泌激素, 自1921年被发现以来, 改

善了无数患者的生活质量[2,3]。胰岛素是一个由 A、B

两条肽链共 51个氨基酸组成的蛋白质[4], 通过与胰岛

素受体 (insulin receptor, IR) 结合发挥生理效应。IR分

为A、B两种亚型, IR-A常表达于肿瘤组织中, 可与胰

岛素或重组人胰岛素样生长因子-II (IGF-2) 结合, 促进

有丝分裂及细胞生长。IR-B常表达于胰岛素靶组织中,

仅与胰岛素结合, 参与介导细胞代谢[5]。IR是由两个α

亚单位和两个β亚单位组成的β-α-α-β异四聚体跨膜蛋

白[6]。α亚基位于细胞膜外, 含胰岛素结合位点, 决定

了胰岛素结合的高亲和力。β亚基为跨膜亚单位, 与

信号转导相关[7]。胰岛素与 α亚基的特异性结合解除

了 α亚基对 β亚基的酪氨酸激酶活性的抑制作用[8], 暴

露的 β亚基发生自磷酸化, 继而磷酸化下游的受体底

物蛋白 , 激活 PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 信号通路[9], 最

终调节细胞分化、增殖、代谢、凋亡等生物学过程[10]。

生物学活性是生物技术产品的关键质量属性, 与

产品的临床疗效密切相关[11]。国际公认的胰岛素生物

活性的标准方法仍为体内动物法, 该方法通过测定给

药后小鼠或家兔血糖的降低来评价胰岛素效价, 存在

操作熟练度要求高、结果重复性差、变异系数高、需要

建设动物实验室、实验成本高等不足。由于体内动物

法的局限性, 近年来, 随着转基因细胞技术的发展, 一

些基于细胞的活性测定方法逐渐被用于生物技术产品

的质量控制。其中, 均相时间分辨荧光 (homogeneous

time-resolved fluorescence, HTRF) 技术凭借其操作简

便、高效、稳定、灵敏度高、假阳性率低等优势受到越来

越多的关注[12,13]。HTRF是一种基于时间分辨技术及

荧光共振能量转移原理的免疫分析技术, 用于检测均

相液体体系中的待测物水平[14,15], 目前尚未见该技术

用于胰岛素体外活性测定的报道。

本研究利用稳定表达人胰岛素受体 B 的 CHO-

INSR B1284细胞, 建立了基于HTRF技术的人胰岛素

体外生物学活性质控方法。该方法具有快速简便、灵

敏、稳定的特点, 可用于人胰岛素及其类似物的生物学

活性评价。

材料与方法

仪器 多功能酶标仪 Multimode Plate Reader

Envision (Perkin Elmer公司)。

供试品与试剂 重组人胰岛素国家标准品

(recombinant human insulin, 批号 : 140633-201907)、人

胰岛素样生长因子 1 国家标准品 (insulin like growth

factor 1, IGF-1, 批号 : 360011-201601)、重组人表皮生

长因子活性测定国家标准品 (epidermal growth factor,

EGF, 批号: 270013-9701) 均来自中国食品药品检定研

究院; 人胰岛素、赖脯胰岛素、门冬胰岛素、甘精胰岛

素、德谷胰岛素、地特胰岛素及相应注射液 (本实验室

留样); Ham's F-12 营养培养基、胎牛血清 (fetal bovine

serum, FBS)、0.25% Trypsin-EDTA、潮霉素 B 均购自

Gibco公司 (美国); Phospho-IR beta (Tyr1150/1151) 试剂

盒 (含 phospho insulin receptor beta cryptate antibody、

phospho insulin receptor beta d2 antibody、blocking

reagent、lysis buffer及detection buffer) 购自Perkin Elmer

公司 (美国); 牛血清白蛋白 , 购自 Sigma 公司 (德国);

DPBS (不含钙镁离子) 购自Gibco公司 (美国)。

细胞系 细胞 CHO-INSR B1284 (ATCC®CRL-

3307TM) 购自ATCC (美国), 由本实验室保存。

HTRF 法检测原理 胰岛素受体与配体的结合,

引起胰岛素受体胞内 β亚基发生酪氨酸磷酸化, 在体

系中加入以镧系元素 (铕和铽) 形成的穴状化合物标

记的特异性抗体 (能量供体), 以及小分子荧光探针 d2

标记的特异性抗体 (能量受体), 磷酸化的 IRβ随即与

两种抗体形成双抗夹心复合物。以波长为 320 nm的

激发光激发上述复合物, 经过特定的延迟时间后, 短半

衰期的背景荧光信号逐渐衰减消失[16], 能量供体的荧

光基团发出的波长为 620 nm的长半衰期荧光信号被

采集。双抗夹心复合物的形成拉近了能量供体与能量

受体的距离, 使得光子从被激发的供体荧光基团转移

至受体荧光基团[17], 被激发的受体荧光基团即可发射

665 nm波长的荧光, 荧光值与磷酸化的 IRβ水平呈正

相关, 具体原理见图1。

检测方法 CHO-INSR B1284细胞培养至对数生

长期, 加入TrypLE置37 ℃消化3 min, 随后加入完全培

养基 (含10% FBS、0.6%潮霉素B的Ham's F-12营养培

养基) 终止消化, 1 000 r·min-1离心 5 min后用完全培养
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基调整细胞密度为每毫升 2.5×105个, 以每孔 100 μL接

种至 96孔细胞培养板中, 置 37 ℃、5% CO2培养箱中培

养 18～24 h后取出, 弃培养基。用 0.01 mol·L-1盐酸溶

液将人胰岛素样品、重组人胰岛素国家标准品稀释至

3.47 mg·mL-1。以含0.1%牛血清白蛋白的Ham's F-12营

养培养基为稀释液, 将人胰岛素及重组人胰岛素国家标

准品溶液稀释至 3.3 μg·mL-1的初始浓度, 再用稀释液

向下进行 3倍系列稀释, 共 9个稀释度, 以每孔 100 μL

加入已接种细胞的 96 孔培养板。将培养板置于

37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 35 min 后取出 , 弃上清 ,

以每孔 50 μL加入含 blocking reagent的 lysis buffer, 室

温下裂解 30 min。在HTRF配套的 384孔白板中加入

以Detection buffer预先稀释的 phospho insulin receptor

beta cryptate antibody 及 phospho insulin receptor beta

d2 antibody混合液, 每孔 4 μL, 再将裂解液转入相应的

384孔白板, 每孔 16 μL, 室温孵育 2 h。采用多功能酶

标仪, 设置激发波长320 nm, 读取发射波长620、665 nm

处的荧光信号值。利用Softmax 5.4软件进行四参数计

算, 利用GraphPad Prism 5软件绘图, 以人胰岛素浓度

对数为横坐标, 以ΔF (A665 nm/A620 nm) 为纵坐标绘制四参

数剂量-效应曲线, 方程为 y = (A - D) / [1 + (x/C)B] + D,

C为半数有效浓度 (EC50), A为曲线上渐近线值, D值为

曲线下渐近线值 , 信噪比 (signal-to-noise ratio, S/N) =

A/D, 样品的相对生物学活性% = 标准品 EC50/样品

EC50×100%。

实验参数的优化 取对数生长期的 CHO-INSR

B1284细胞, 用完全培养基调整细胞密度分别为每毫升

1.5×105、2.0×105、2.5×105、3.0×105个, 分别接种于 96孔

板中, 按照上述检测方法进行活性测定, 确定最佳靶细

胞铺板密度; 将重组人胰岛素国家标准品分别稀释至

2.1、2.7、3.3、3.9、4.2 μg·mL-1的初始浓度 , 分别进行 3

倍系列稀释后测定, 将重组人胰岛素国家标准品稀释

至 3.3 μg·mL-1的初始浓度, 再分别进行 2、3、4、5倍系

列稀释后测定, 比较不同初始浓度、稀释倍数的拟合曲

线, 确定最优药物作用浓度; 设置 25、30、35、40 min四

个不同的刺激时间, 按上述检测方法测定, 选择最佳药

物刺激时间。

方法学验证 参照 2020 版《中华人民共和国药

典》[18]四部通则9401对所建方法进行方法学验证。

相对准确度 以含 0.1% 牛血清白蛋白的 Ham's

F-12营养培养基为稀释液, 将重组人胰岛素国家标准

品分别稀释至 2.112、2.64、3.3、4.125、5.148 μg·mL-1的

起始浓度, 作为 5个不同效价水平 (64%、80%、100%、

125%、156%) 的待测溶液, 以 100%效价水平的待测溶

液为参比品, 两名实验人员分别测定上述 5个待测溶

液的相对效价, 每个效价水平测定 8次, 每次 2块 96孔

板。计算几何均值, 采用相对偏倚 (RB, 相对效价测定

值/相对效价理论值×100%) 评价相对准确度。

中间精密度 两名实验员在同一天内分别测定上

述5个待测溶液的相对效价, 测定2天。对于每一个实

验员, 每天需制备 2份同一效价水平的待测溶液, 使用

2个细胞代次, 每个细胞代次分别进行 2块 96孔板测

试, 计算均值。根据各效价水平测定结果的对数值计

算几何变异系数 (GCV, %), 采用卡方检验计算 GCV

的95%置信区间上限。

线性及范围 以 5个待测溶液的相对效价测定值

的对数为横坐标, 以相应的理论相对效价的对数为纵

坐标, 进行线性回归分析。

辅料基质的专属性 取人胰岛素注射液辅料溶液

(辅料空白溶液) 及含0.1%牛血清白蛋白的Ham's F-12

营养培养基 (样品稀释液), 按上述检测方法进行活性

测定。

降解产物的专属性 取经过 60 ℃加热处理 0、2、

6、16、53 h的重组人胰岛素国家标准品溶液, 以未经加

热处理的标准品溶液作为参比品, 测定不同加热处理

时间标准品溶液的相对生物学活性。

样品的专属性 考虑到 IR与 IGF-1R同属于胰岛素

受体家族成员[19], 此二者与EGFR又同属于酪氨酸激酶

家族受体, 故选择 IGF-1与EGF考察本方法测定人胰岛

素的专属性。

CHO-INSR B1284细胞系的传代稳定性 在体外

生物学活性实验中, 细胞的传代稳定性至关重要。为

考察细胞传代次数对检测结果, 将连续培养的不同代

次的 CHO-INSR B1284细胞进行冻存, 同时复苏后进

行 3次传代并用于测定同批次的重组人胰岛素标准品

的相对生物学活性。

Figure 1 The mechanism of homogeneous time-resolved fluores‐

cence (HTRF) assay to determine the bioactivity of human insulin.

Provided by Perkin Elmer (America)
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HTRF法测定胰岛素类似物的体外生物学活性 取

赖脯胰岛素、门冬胰岛素、甘精胰岛素、德谷胰岛素、地

特胰岛素原料药及各自相应制剂, 以含0.1%牛血清白蛋

白的Ham's F-12营养培养基为稀释液, 稀释至与人胰

岛素相同的起始摩尔浓度, 分别测定其生物学活性。

结果

1 实验参数的优化

分别以每毫升 1.5×105、2.0×105、2.5×105、3.0×105个

的细胞密度铺板, 测定同一份样品的生物学活性, 如

图 2A所示, 当靶细胞铺板密度为每毫升 2.5×105个时,

EC50值 (0.080 μg·mL-1) 及S/N (13.81) 均较好; 当初始浓

度为3.3 μg·mL-1时, S型曲线上的点分布较均匀, EC50值

(0.018 3 μg·mL-1) 最低, S/N (9.9) 较好, 选择 3.3 μg·mL-1

作为药物的初始浓度 (图2B); 如图2C所示, 比较不同的

拟合曲线, 当稀释倍数为3倍时, 四参数曲线上的点分布

较均匀, S/N较好, 选择 3倍作为药物稀释倍数, 35 min

作为刺激时间, 在此条件下具有最佳 S/N (14.6) 及最小

EC50值 (0.077 μg·mL-1) (图2D)。

2 方法学验证

2.1 相对准确度

相对效价的几何均值分别为 : (64.39 ± 2.08)%、

(79.37 ± 2.25)%、(102.49 ± 3.60)%、(126.80 ± 2.21)%、

(157.68 ± 4.24)%, 相对偏倚 (RB) 及其90%置信区间分

别为0.40% (−2.70%, 3.70%)、−0.80% (−3.60%, 1.90%)、

2.50% ( − 1.10%, 6.00%)、1.40% ( − 0.40%, 3.10%)% 、

1.10% (−1.80%, 3.80%), RB及置信区间的绝对值均不

超过10%, 相对准确度优秀。

2.2 中间精密度

根据 5个效价水平 8次测定结果的对数值计算几

何标准偏差 (GSD)、几何变异系数 (GCV) 及其 95%置

信上限。5个效价水平的GCV%均小于 6%, 相应的置

信上限均小于10%, 中间精密度良好。

2.3 线性及范围

以 5个待测溶液的相对效价测定值的对数为X轴,

以相应的理论相对效价的对数为 Y轴, 线性回归方程

为Y = 1.014 5X + 0.008 6, R2为0.999 1, 斜率接近于1.0,

表明本方法在 64%～156%的效价水平内具有良好的

线性。

2.4 专属性

2.4.1 辅料基质及样品的专属性 如图 3A所示, 辅料

空白溶液、样品稀释液、EGF应用本方法均无反应性,

IGF-1与人胰岛素均存在一定的量效关系, 但 IGF-1的剂

量效应曲线的S/N远低于人胰岛素, 仅存在微弱响应。

2.4.2 降解产物的专属性 如图 3B所示, 经 60 ℃加

热处理 2、6、16、53 h的重组人胰岛素国家标准品溶液,

相对生物活性分别为 98.6%、92.5%、80.6% 和 30.5%,

表明本方法能反映出热破坏样品的活性下降。

3 CHO-INSR B1284细胞系的传代稳定性

如图 4 所示 , 采用 4 个 CHO-INSR B1284 细胞代

次 (P6、P12、P20、P25) 对重组人胰岛素标准品进行活

性测定, 得到了 4条平行的剂量效应曲线, 曲线上下平

台的点分布较均匀, 曲线的S/N依次为11.6、15.0、14.1、

11.0, 第 6 代和第 25 代所得曲线的 S/N 很接近 , 证明

CHO-INSR B1284细胞系具备足够的稳定性。

4 HTRF法测定胰岛素类似物的体外生物学活性

以样品稀释液将甘精胰岛素、德谷胰岛素、地特胰

岛素、赖脯胰岛素、门冬胰岛素原料药 (drug substance,

DS) 及相应制剂 (drug product, DP) 稀释至与人胰岛素

相同的起始摩尔浓度后, 继续向下进行 3倍系列稀释,

Figure 2 Optimization of the HTRF assay. Dose-responsive

curve was shown in the presence of different cell numbers (A); dif‐

ferent working concentrations (B and C), after adding into cells

and incubating for 35 min, on the expression of luciferase gene;

four different incubation time (D). ΔF=A665 nm/A620 nm

Figure 3 Specificity of the HTRF assay. Dose-response of the

dilution buffer, EGF, IGF-1, human insulin, ingredients buffer solu‐

tion (A), and the relative potency of heat-treated samples estimated

by the HTRF assay (B). EGF: Epidermal growth factor; IGF-1:

Insulin like growth factor 1

·· 3226



王绿音等: 均相时间分辨荧光法测定人胰岛素生物学活性

共 8个稀释度, 以便在同一块 96孔板上测定 5种胰岛

素类似物及人胰岛素的活性。结果见图 5, 上述胰岛

素类似物的原料药及制剂在本方法中均存在剂量效应

曲线, 除德谷胰岛素及地特胰岛素的响应值未达到曲

线最大值因而无法计算EC50值以外, 其余品种的EC50

值从高到低依次为甘精胰岛素、门冬胰岛素、赖脯胰岛

素、人胰岛素。上述结果表明。本方法可用于不同结构

胰岛素类似物的相对生物学活性测定。

讨论

传统的体内动物法测定胰岛素生物学活性, 不仅操

作复杂、变异较大, 且不符合动物保护及动物福利的3R

(replacement, reduction, refinement) 原则。本研究建立

的基于HTRF免疫分析技术的人胰岛素体外生物学活

性测定方法, 无需常规 ELISA 的洗板操作, 大大提高

了检测效率, 该方法检测体系灵敏且稳定, 可以反复读

数, 且由于背景的短半衰期荧光衰减, 消除了化学和生

物添加剂的背景干扰。选择CHO-INSR B1284转基因

细胞作为靶细胞, 通过对靶细胞铺板密度、药物的量效

范围、刺激时间这 3个关键参数的优化, 获得了最佳的

实验条件。依照 ICH 指导原则 Q2(R1)、Q6B 及《中华

人民共和国药典》通则 (9401) 进行了方法学验证, 结

果表明该方法对人胰岛素有较好的专属性, 且可以检

测到高温处理导致的样品活性下降。该方法在 64%～

156% 的浓度内有很好的剂量效应曲线 , 线性关系良

好, 该方法的相对准确度及精密度良好, 5个效价水平

的相对偏倚及置信区间的绝对值均不超过10%, GCV%

均小于6%, 相应的置信上限均小于10%。此外, 该方法

使用的细胞系还具有良好的传代稳定性。采用该方法

测定 5种胰岛素类似物的生物学活性, 结果表明该方

法可区分脂肪酸修饰的胰岛素类似物分子的活性。本

文采用的脂肪酸修饰的胰岛素类似物为地特胰岛素和

德谷胰岛素, 它们是目前较为常用的基础胰岛素, 具有

较长的胰岛素作用时间及平坦的药效学曲线。脂肪酸

链的存在, 不仅实现了其与白蛋白的可逆性结合, 还降

低了其与胰岛素受体的亲和力, 从而降低了受体介导

的清除率, 增加了药物在血液中的半衰期[20,21]。本研

究通过检测胰岛素配体与受体结合后受体的自磷酸化

水平评价其生物学活性, 通过比较脂肪酸修饰的胰岛

素类似物与人胰岛素的剂量效应曲线可知, 脂肪酸修

饰的胰岛素类似物具有更低的受体结合活性, 分析其

可能的原因是脂肪酸侧链带来空间位阻降低了其与受

体结合力, 初步显示本方法可以反映出脂肪酸修饰的

胰岛素类似物与人胰岛素的结构差异。

综上所述, 本研究成功建立了一种基于 HTRF法

的可用于检测人胰岛素生物学活性的新方法, 可用于

研发、过程控制、终产品放行及生物类似药研究, 具有

成为现有药典标准方法的替代方法的潜力。
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