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冻干重组结核杆菌融合蛋白%

?R

'原液效力评价

用国家参考品的初步建立
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#摘要$

!

目的 以冻干重组结核杆菌融合蛋白%

?R

'-该制品名称是国家药典委员会确定的药品中文通用名

称&#

?R

$为重组融合蛋白#结核分枝杆菌早期分泌性抗原靶
-

%

?"QK2-

'和培养滤液蛋白
()

%

RST2()

'$.%以下简称

#

?R

$'原液为原材料&研制
?R

变态反应原原液效力评价用国家参考品*方法 以电泳法+高效液相色谱法分别测

定备选
?R

原液纯度&纯度合格后经精密称量+分装+冻干制成候选国家参考品&再测定其蛋白质和水分含量*将候

选国家参考品稀释成不同稀释度后&皮内注射结核分枝杆菌活菌致敏的豚鼠&根据皮肤试验硬结或红晕反应平均

直径大小%简称#反应平均直径大小$'结果探索原液效价测定的适宜稀释度*在此基础上&将候选国家参考品用于

?R

原液的效价测定并进行方法验证&初步评价其适用性能*研究还初步观察了候选品在
a3)l

放置
39

个月的稳

定性*结果
?R

原液电泳法纯度为
())*))U

&高效液相色谱法纯度为
,8*++U

&候选国家参考品蛋白质含量为

8)4

)

M

"瓶&水分含量为
(*87U

&分装精度控制在
m(U

以内*稀释度探索结果显示!候选品稀释度为
3*8
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'时剂量对数反应平均直径大小曲线有良好的线性关系

%

&

3

e)*,,99

'&可作为后续研究的适宜稀释度*将候选国家参考品用于
?R

原液效价测定&两者剂量对数反应平均

直径大小曲线趋势基本一致%

&

3

e)*,474

&

&

3

e)*,-9+

'&且每个稀释度
?R

原液与相应稀释度候选国家参考品反

应平均直径大小的比值均满足
(*)m)*3

*方法验证结果显示!候选国家参考品和
?R

原液的剂量对数反应平均直

径大小曲线趋势基本一致%

&

3

e)*,,,,

&

&

3

e)*,4(8

'&且两者相应稀释度反应平均直径大小的比值均满足
(*)m

)*3

&方法可行*初步稳定性研究结果显示!

a3)l

放置
39

个月的候选国家参考品效价测定性能稳定*结论 候

选国家参考品的纯度+蛋白质含量+水分含量及均匀性检测均符合国家参考品质量要求&将其稀释到适宜稀释度后

可用于
?R

原液的效价测定(经方法验证与稳定性观察&显示其性能良好&为国家参考品申报提供了基础*
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重组结核杆菌融合蛋白%

?R

'-该制品名称是国

家药典委员会确定的药品中文通用名称&#

?R

$为重

组融合蛋白#结核分枝杆菌早期分泌性抗原靶
-

%

?"QK2-

'和培养滤液蛋白
()

%

RST2()

'$.%以下简

称#

?R

$'是由
?"QK2-

和
RST2()

的基因经融合表

达+系列纯化后制备而成的皮肤试验试剂&具有结核

分枝杆菌复合群抗原特异性&可将其作为变态反应

原用于结核感染筛查-

(28

.

(或与结核菌素纯蛋白衍生

物%

TT$

'联用&用于鉴别卡介苗接种与结核感染&区

分卡介苗接种后阴转或无结核感染+卡介苗接种后

维持阳性+结核感染这三类人群(也可用于结核病的

临床辅助诊断*因此&该类产品在临床使用中的效

价非常关键&但目前
?R

作为新上市的产品&并无相

应的国家或国际参考品以评估其原液效价+监测其

产品质量*为此&中国食品药品检定研究院开展了

冻干
?R

原液效力评价用国家参考品的研制工作&

以期为规范此类产品效价的检测+促进检定结果的

标准化提供支持*

材料和方法

一+原材料

(/

冻干
?R

原液!批号
\3)(7),)(

(规格为

8)4

)

M

"瓶&

(@;

安瓿瓶(委托安徽智飞龙科马生物

制药有限公司制备*该冻干品作为本研究的候选国

家参考品*

3/?R

原液!批号
\3)()(3)3

和
\3)(7),)(

&

均为液体剂型&由安徽智飞龙科马生物制药有限公

司提供*

+/

动物致敏用菌株!结核分枝杆菌
R\RR

%

L

'

,+)3)

%

]+7PA

'活菌菌液&浓度
3@

M

"

@;

&本室制备*

9/

动物!%

(

'无特定病原体%

0

V

D<'I'<

V

AF:&

M

D1

IHDD

&

"TS

'级
]AHF;D

N

豚鼠!性别不限&由中国食品

药品检定研究院实验动物中心提供(实验动物生产

许可证号!

"R6b

%京'

3)(92))(+

*在中国食品药品

检定研究院分枝杆菌专业实验室的负压动物房饲

养*%

3

'稳定性评价用
"TS

级
]AHF;D

N

豚鼠!雌性&

由北京维通利华实验动物技术有限公司提供(实验

动物生产许可证号!

"R6b

%京'

3)(-2))((

*在上海

复旦大学三级动物生物安全实验室%

QL"J2+R

'的

负压区饲养*每只豚鼠大腿腹股沟皮下注射
)*8@;

]+7PA

活菌菌液*

二+主要试剂和仪器

牛血清白蛋白%

3(*4@

M

"支'由本院提供(丙烯

酰胺+三羟甲基氨基甲烷%

KH'0

'+溴酚蓝+

KCDD14)

+

考马斯亮蓝
P38)

均为
Z?PJ'ID"<'D1<DQ@HD0<&

公司产品(十二烷基硫酸钠%

"$"

'+

[

&

[

&

[h

&

[h2

四甲

基乙二胺%

K?\?$

'+

[

&

[2

亚甲基双丙烯酰胺均为西

格玛奥德里奇%

"'

M

@A2Q;%H'<:

'%上海'贸易有限公司

产品(蛋白
\AH>DH

为宝生物工程%大连'有限公司产

品(

[A

3

]T!

9

)

(3]

3

!

%色谱级'+

[A]

3

T!

9

)

3]

3

!

%色谱级'+

[AR;

%色谱级'为天津市光复精细化工研

究所产品*卡尔费休试剂为上海凌峰化学试剂有限

公司生产(无水甲醇为国药集团化学试剂有限公司

产品*

紫外
2

可见分光光度计%

Z̀2398)

'为岛津仪器

%苏州'有限公司产品(电子天平%

L"Q-3+"2R̂

'+

%

"?R̀ PQ338$2(R[

'为赛多利斯科学仪器%北京'

有限公司产品(旋涡混合器为上海琪特分析仪器有

限公司产品(电泳仪电源+垂直电泳仪+凝胶成像系

统%

OD;$!RK\?5

'为伯乐%

L'&2PA%

'生命医学产

品%上海'有限公司产品(高效液相色谱仪%

JR(3-)

'

为安捷伦科技%中国'有限公司产品(卡尔费休滴定

)
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仪%

$J+4

'为梅特勒
2

托利多国际贸易%上海'有限公

司产品*

三+候选国家参考品的制备及质量控制

按照
?R

原液质量标准对备选冻干
?R

原液%批

号!

\3)(7),)(

'进行纯度检定&合格后以
)*8@;

"安

瓿瓶每支均精确称量进行分装&同时也完成了候选

国家参考品的均匀性检测*分装后冻干成为
?R

变

态反应原原液效力评价用国家参考品的候选品*按

照3中国药典%

3)(8

年版 三部'4

-

-

.对候选国家参考

品进行蛋白质含量和水分等质量检测*

(/

纯度测定及质量要求!对
?R

原液采用电泳

法和高效液相色谱法%

]TJR

'两种方法进行纯度检

验&确证纯度符合要求*电泳法!采用非还原型十二

烷基硫酸钠
2

聚丙烯酰胺凝胶电泳%

"$"2TQO?

'法&

分离胶浓度为
(3*8U

&加样量应
"

()

)

M

%考马斯亮

蓝
P38)

染色法'&经扫描仪扫描&纯度
"

,8*)U

为

合格*高效液相色谱法!色谱柱为
T:D1&@D1DE

L'&"D

V

2"?R2"3)))

%

7*4@@f+))@@

'&流动相为

V

]e7*)

的
)*(@&;

"

J

磷酸盐
2

氯化钠缓冲液%磷酸

氢二钠和磷酸二氢钠按比例进行配制&磷酸根浓度

为
)*(@&;

"

J

'(上样量
"

()

)

M

&于波长
34)1@

处检

测&认为
?R

原液蛋白主峰计算的理论板数应不低

于
()))

时&分离效果未受影响*按面积归一化法计

算&以
?R

原液蛋白主峰面积
"

,8*)U

总面积为

合格*

3/

蛋白质含量测定及质量要求!采用福林酚检

验方法对候选国家参考品进行蛋白含量检定&结果

应不低于
98)

)

M

"瓶*

+/

水分测定及质量要求!以卡尔费休滴定法对

候选国家参考品进行检定&水分含量应不高于
+*)U

*

四+均匀性检测

取
(@;?R

原液进行称重&根据质量体积比求

得密度&再计算出每支分装量为
)*8@;

候选国家参

考品的理论装量&且每支均在分装时进行精密称量&

以保证装量范围控制在#%

(m(U

'每支理论装量

%

M

"支'$之间*

五+候选国家参考品的初步性能评价

(/

确定候选国家参考品效价测定用的适宜稀

释度!将候选国家参考品复溶后&分别稀释至

(*)

)

M

"

@;

%

8`

"

@;

'+

3*8

)

M

"

@;

%

(3*8`

"

@;

'+

8

)

M

"

@;

%

38`

"

@;

'+

()

)

M

"

@;

%

8) `

"

@;

'和
3)

)

M

"

@;

%

())`

"

@;

'*取
-

只已经被
]+7PA

活菌致敏的豚

鼠&去毛后于背部脊柱两侧分别于皮内注射上述稀

释度样品各
)*(@;

&注射后
39:

观察并测量局部硬

结或红晕的纵径和横径%取硬结或红晕反应大者'&

计算硬结或红晕反应平均直径%纵径与横径相加除

以
3

'&绘制皮肤试验硬结或红晕反应平均直径大小

%简称#反应平均直径大小$'与不同稀释浓度所对应

的剂量对数反应平均直径大小曲线*选择注射后

39:

所产生的局部硬结或红晕反应直径
"

4@@

+具

有剂量对数反应平均直径大小曲线有良好线性关系

%

&

3

"

)*,

为线性良好'的
+

个稀释度作为候选国家

参考品进行效价测定用的适宜稀释度*

3/

候选国家参考品用于
?R

原液的效价测定

标定!将候选国家参考品与企业申报临床用
?R

原

液%批号!

\3)()(3)3

'分别稀释至确定好的不同稀

释度&以轮圈法皮内注射
)*3@;

以上样品于
-

只去

毛的已经被
]+7PA

活菌致敏豚鼠的背部脊柱两侧&

注射后
39:

观察并测量局部硬结或红晕的纵径和

横径%以硬结或红晕反应大者为准'&计算平均硬结

或红晕反应%纵径与横径相加除以
3

'*不同稀释度

候选国家参考品注射后产生的局部硬结或红晕反应

直径应不小于
4@@

&且能使不同稀释度
?R

原液的

反应平均直径大小均值与相应稀释度国家参考品相

应均值的比值满足
(*)m)*3

&并且两者的剂量对数

反应平均直径大小曲线趋势应相似或一致*

+/

效价测定的方法验证!本研究对候选国家参

考品用于
?R

原液效价测定进行了方法验证&该试

验所用
?R

原液批号为
\3)(7),)(

*

9/

初步稳定性观察!将
a3)l

放置
39

个月的

候选国家参考品用于
?R

原液%批号
\3)(7),)(

'的

效价测定*并在后期的使用过程中&将定期对该候

选国家参考品进行期间核查及长期稳定性研究*

六+统计学处理

采用
OHA

V

:TA%TH'0@7*)

软件进行数据处理&

组间比较采用配对
'

检验&以
(

$

)*)8

为差异有统

计学意义*

结
!!

果

一+

?R

原液及候选国家参考品的检验结果

?R

原液采用非还原型
"$"2TQO?

法测定的蛋

白纯度为
())*))U

%图
(

&仅有一条色带&无其他杂

带'*高效液相色谱法结果显示&目的蛋白出峰时间

为
()*43+@'1

&主峰面积占总面积的
,8*++U

&蛋白

纯度为
,8*++U

%图
3

'(水分含量
9

次测定结果分别

为
(*+)U

+

(*7(U

+

(*-+U

+

(*-9U

&平均为
(*87U

(

福林酚法测得侯选参考品蛋白质含量为
8)4

)

M

"瓶*

)
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(

为蛋白
\AH>DH

-从上至下!

,7*3>$A

+

--*9>$A

+

99*+>$A

+

3,*)>$A

+

3)*(>$A

+

(9*+>$A

%

(>$A

的相对分子质量为
()))

'.(

3

为通过

"$"2TQO?

检测的
?R

原液蛋白纯度

图
9

!

"$"2TQO?

电泳法备选
?R

原液蛋白纯度检测结果

二+均匀性检测结果

取
(@;?R

原液称重&根据质量体积比求得
?R

原液密度为
(*)+7

M

"

@;

&根据密度求出每支
)*8@;

的理论装量应为
)*8(,

M

*分装阶段均进行精密称

量&每支候选国家参考品分装量范围在
)*8(9

&

)*839

M

之间&因此&分装精度控制在
m(U

以内&均

匀性检测符合国家参考品制备要求*

三+确定候选国家参考品原液效价测定用适宜

稀释度

将进行豚鼠皮肤试验的候选国家参考品不同稀

释度的剂量对数值与相应的反应平均直径大小绘制

剂量对数反应平均直径大小曲线%图
+

'&经四参数

拟合曲线方程为
-e,*,33_

%

3)*9+a,*,33

'"-

(_

()

%

)*774-a.

'

f+*387

.

%

-

为反应平均直径大小&

.

为剂量对

数'&得出
&

3

e)*4(9)

*其中&

(*)

)

M

"

@;

和
3*8

)

M

"

@;

所对应的反应平均直径大小%均值分别为
()*+@@

和
()*(@@

'&经配对
'

检验&差异无统计学意义

%

'e)*(39

&

(e)*,)-

'&处于平台反应期&剂量所对

应的反应平均直径大小无差异(

()

)

M

"

@;

和
3)

)

M

"

@;

所对应的反应平均直径大小%均值分别为
(4*-@@

和
3)*+@@

'&经配对
'

检验&差异也无统计学意义

%

'e3*3+-

&

(e)*)7-

'&处于平台反应期(而在

3*8

)

M

"

@;

+

8

)

M

"

@;

和
()

)

M

"

@;

稀释度时线性关系

最好%

&

3

e)*,,99

'&可将这
+

个候选国家参考品的

稀释度确定为效价测定用适宜稀释度*

四+候选国家参考品用于
?R

原液的效价测定

及验证结果

将候选国家参考品用于
?R

原液的效价测定&

其豚鼠皮试反应结果显示&不同稀释度%

3*8

)

M

"

@;

+

8

)

M

"

@;

和
()

)

M

"

@;

'的
?R

原液和相应稀释度候选

国家参考品皮肤试验反应平均直径大小均
#

4@@

&

每个稀释度
?R

原液和相应稀释度候选国家参考品

反应平均直径大小均值的比值均在
(*)m)*3

范围

峰编号
保留时

间%

@'1

'

面积

%

@*`f@'1

'

面积构

成比%

U

'

峰高

%

@*`

'

理论塔板数

%

"̀T

标准'

分离度

%

"̀T

标准'

不对称性
"

"

[

%

-

0

标准'

( ,/)3+

!

93+(, )/9- 3-)- -7+7 )/))))) (/(+,98

!

,/-83,,,

3 ,/7,+ +,)7)( 9/3( 393)- 43-- (/7-4,( (/),9++ 4,/--38),

+ ()/43+ 44+4)94 ,8/++ 894-+3 ((98) 3/9-87( (/(+4)- 3)+3/3((,3(

注 在波长为
34)1@

时检测*保留时间为组分出峰达到最大值的时间*相对吸光强度值!

(@*`

值
e)*))(*

值*峰高
e

相对吸光强度值

%

@*`

'"%

8*-,f()

a8

'*

"̀T

为美国药典委员会标准*理论塔板数是定量表示色谱柱的分离效率指标&数值越大色谱柱效率越高&在
"̀T

标

准下应不低于
()))

(分离度表示相邻两峰的分离程度&数值越大表明相邻两组分分离越好&在
"̀T

标准下&当数值为
(*8

时&称为
-

0

分离&分

离度%裸露峰面积'可达
,,*7U

&以
"

(*8

为完全分离*不对称性又称拖尾因子&可检验色谱峰是否对称&预设
$

3*)

为结果可靠&可以采用(

"

"

[

%

-

0

'为
-

0

质量标准下的检验微量物质的能力&不应该低于
()

图
:

!

高效液相色谱法对备选
?R

原液纯度的检测结果

)
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剂量对数值为不同稀释浓度的对数值

图
;

!

候选国家参考品梯度稀释后不同剂量所对应的

皮肤试验反应结果

剂量对数值为不同稀释浓度的对数值

图
J

!

候选国家参考品用于
?R

原液效价测定的皮肤试验反应结果

内&且两者剂量对数反应平均直径大小曲线趋势基

本一致&线性方程分别为
-e9*(83._(7*+4

%

&

3

e

)*,-9+

'

和
-e7*(,4._(7*(-

%

&

3

e)*,474

'

%

-

为反应平

均直径大小&

.

为剂量对数'%图
9

'*

效价测定的方法验证结果显示&候选国家参考

品剂量对数反应平均直径大小曲线有良好的线性关

系%

-e8*4(+._(+*)8

&

&

3

e)*,,,,

(

-

为反应平均直径

大小&

.

为剂量对数'&与
?R

原液剂量对数反应平

均直径大小曲线趋势一致%

-e-*743._(3*7+

&

&

3

e

)*,4(8

(

-

为反应平均直径大小&

.

为剂量对数'*

且两者相应稀释度对应的反应平均直径大小均值的

比值也在
(*)m)*3

范围内%图
8

'*

五+初步稳定性检验结果

a3)l

放置
39

个月的候选国家参考品用于

?R

原液的效价测定&结果显示候选国家参考品剂

量对数反应平均直径大小曲线仍有良好的线性关系

%

-e+*8,,._(-*+8

&

&

3

e)*,-,9

(

-

为反应平均直径大

小&

.

为剂量对数'&同时与
?R

原液剂量对数反应

平均直径大小曲线趋势一致%

-e+*)98._(-*3-

&

&

3

e

)*,,7+

(

-

为反应平均直径大小&

.

为剂量对数'*

剂量对数值为不同稀释浓度的对数值

图
K

!

候选国家参考品效价测定的验证试验的结果

剂量对数值为不同稀释浓度的对数值

图
L

!

候选国家参考品效价测定的皮肤试验反应结果%稳定性研究'

每个稀释度
?R

原液与相应稀释度候选国家参考品

反应平均直径大小均值的比值均在
(*)m)*3

范围

内%图
-

'*

讨
!!

论

?R

作为结核感染筛查的体内诊断试剂&其效

价测定是该类产品质量稳定和有效的重要指标*此

类产品效价测定要求是应不低于参考品的效价&因

此参考品对产品的质量控制至关重要*为便于产品

的质量检查&企业会建立相应的企业参考品&但随着

不同企业对此类产品的相续研发&将来应不断会有

同类产品上市-

()2(8

.

*这时国家参考品的研制变得

极为重要&研制成功可对目前和将来此类产品的研

发和上市生产所制备产品中的效价测定提供可控可

评的参考指标*尤其是新研发产品可应用国家参考

品来测定产品的效价&评价产品性能*

制备国家参考品时&质量标准检测指标一般会

高于企业参考品*此类产品一般为大肠埃希菌表达

的重组蛋白&因此纯度指标较为关键*备选
?R

原

液经检测&其电泳法和高效液相色谱法的纯度均在

)

)+4

)
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,8U

以上&尤其是电泳法的纯度高达
())*))U

*企业

参考品一般为液体剂型&考虑到国家参考品长期保

存和使用的稳定性&本研究在候选国家参考品制备

时加入冻干保护剂进行冷冻干燥&制成冻干剂型*

冻干制剂的水分含量会是参考品的重要质量控制指

标*经测定&候选国家参考品的水分含量为
(*87U

&

远高于标准要求的不高于
+*)U

(其蛋白质含量检

测结果为
8)4

)

M

"瓶*为了满足国家参考品的均一

性要求&该候选品在分装阶段即对每支进行精确称

重&保证了分装精度*最终分装精度控制在
m(U

范

围内&均一性评价完全符合国家参考品的要求*

?R

原液效价测定采用的是豚鼠皮肤试验*一

般随着皮肤试验试剂剂量的增加&所对应的皮肤试

验反应平均直径大小也相应增加*但应该会有一个

合适的剂量区间&皮肤试验反应是呈正相关的&低于

或者高于一个剂量范围&皮肤试验反应平均直径大

小会处于一个平台期*本研究发现冻干国家参考品

在
3*8

)

M

"

@;

%

(3*8`

"

@;

'以下和
()

)

M

"

@;

%

8)`

"

@;

'

以上剂量时皮肤试验反应会呈平台期反应&而在

3*8

)

M

"

@;

%

(3*8`

"

@;

'+

8

)

M

"

@;

%

38`

"

@;

'和

()

)

M

"

@;

%

8)`

"

@;

'

+

个不同稀释度时剂量效应反

应平均直径大小曲线的线性关系最好&故认为

3*8

)

M

"

@;

%

(3*8`

"

@;

'+

8

)

M

"

@;

%

38`

"

@;

'和

()

)

M

"

@;

%

8)`

"

@;

'

+

个不同稀释度是候选国家参

考品进行
?R

原液效价测定时的适宜稀释度*

该次研究选用的
?R

原液是企业申报临床时所

用的原液&结果显示&不同稀释度
?R

原液和相应稀

释度候选国家参考品的反应平均直径大小均
#

4@@

&相应稀释度反应平均直径大小均值的比值在

(*)m)*3

范围内&且两者剂量对数反应平均直径大

小曲线趋势基本一致*说明候选国家参考品适用于

?R

原液的效价测定*同时&对候选国家参考品用

于
?R

原液的效价测定进行了方法验证&结果显示

候选国家参考品的剂量对数反应平均直径大小曲线

有良好的线性关系%

-e8*4(+._(+*)8

&

&

3

e)*,,,,

'&

与
?R

原液的剂量对数反应平均直径大小曲线趋势

一致%

-e-*743._(3*7+

&

&

3

e)*,4(8

'*每个稀释度

?R

原液与相应稀释度候选国家参考品反应平均直

径大小均值的比值均在
(*)m)*3

范围内&说明候选

国家参考品用于
?R

原液效价测定方法可行&检测

结果可靠*稳定性研究结果显示!
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个月的候选国家参考品用于
?R

原液效价测定

时&其剂量对数反应平均直径大小曲线与
?R

原液

的曲线趋势一致&各稀释度
?R

原液与相应稀释度

候选国家参考品反应平均直径大小均值的比值均

在
(*)m)*3

范围内&说明候选国家参考品性能非

常稳定*

本研究制备的候选国家参考品目前只完成了初

步评价工作&后续将进一步完成多家协作标定和加

速破坏稳定性评价等研究工作*该国家参考品完全

研制成功后可用于
?R

蛋白或者同类产品的质量控

制&能促进此类产品效价检测的标准化*
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