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聚乙二醇干扰素质量控制要点的探讨=
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摘  要：与普通干扰素相比，聚乙二醇干扰素具有半衰期长、给药次数少、血药浓度波动低等优势，上市产品日益增多。与

普通干扰素结构上的差异决定了聚乙二醇干扰素具有独特的理化、生物学特性以及生产工艺，也决定了聚乙二醇干扰素质量

控制的特殊性。重点探讨聚乙二醇干扰素质量控制中的主要难点，包括修饰度、修饰位点、相对分子质量等，为该品种的研

发、生产及监管提供参考。=
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=
聚乙二醇干扰素是将干扰素分子与聚乙二醇

（mbd）分子通过共价键连接形成的化学修饰蛋白药

物，干扰素与聚乙二醇连接后，相对分子质量显著

增加，从肾脏排泄减少，在肝脏中暴露时间延长，

聚乙二醇在干扰素周围产生空间屏障，减少蛋白酶

的酶解作用，半衰期显著延长；聚乙二醇还能掩蔽

干扰素上的抗原决定簇，降低免疫原性。以上机制

使得聚乙二醇干扰素在临床上给药次数减少，血药

浓度波动降低，治疗效果提高，不良反应减轻xNJPz。

已在中国上市的这类产品有罗氏公司的聚乙二醇

干扰素 α2a 注射液，默沙东公司的聚乙二醇干扰素

α2b 注射剂，厦门特宝公司的聚乙二醇干扰素 α2b
注射液，用于慢性乙型肝炎、慢性丙型肝炎的治

疗xQJRz，另外还有数家企业正在进行聚乙二醇干扰素

α1b、聚乙二醇干扰素 α2a、聚乙二醇干扰素 α2b、
聚乙二醇集成干扰素等的临床或临床前研究。聚乙

二醇干扰素与普通干扰素结构上的差异决定了其

独特的理化、生物学特性和质量控制指标xSJTz。目前

已上市或处于临床研究阶段的聚乙二醇干扰素（原

液）的质量标准一般包括：生物学活性、蛋白质含

量、纯度、游离干扰素、残留聚乙二醇、相对分子

质量、细菌内毒素检查、紫外扫描、肽图等项目，

但是普遍没有对聚乙二醇修饰的准确性进行控制，

如修饰度、修饰位点等指标，本文将对与聚乙二醇

修饰密切相关的检测指标及检测方法进行讨论。=
N= =修饰度=

干扰素理论上可被聚乙二醇修饰的位点可能

有多个，但并不是每个位点都会被修饰，修饰度是=
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实际被修饰位点个数与所有可被修饰位点个数的

比值，是一个平均值。修饰度的高低与修饰反应条

件、纯化条件等因素有关；修饰度是否与预期一致，

关系到聚乙二醇干扰素半衰期的长短、生物学活性

的高低，必须对其进行考察。=
常用的修饰度测定方法有两类：一类是通过测

定干扰素修饰前后相对分子质量的变化得到偶联

到干扰素上的聚乙二醇的总相对分子质量，再根据

单个聚乙二醇的相对分子质量计算出偶联到干扰

素上的聚乙二醇的个数，测定相对分子质量的常用

方法有十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳

（papJmAdb）、毛细管电泳、高效液相色谱（emiC）
等，这些方法操作比较简单，但是测定误差较大xUJVz；

基 质 辅 助 激 光 解 吸 离 子 化 飞 行 时 间 质 谱

（jAiafJqlcJjp）测定相对分子质量准确度较高，

但由于仪器昂贵，使其应用受到了一定的限制，一

般只在研发阶段使用xNMJNNz。另一类是通过测定未被

修饰的氨基酸残基的量来计算修饰度，未修饰氨基

的测定一般用三硝基苯磺酸（qk_p）法，该法简

单易行，但干扰因素较多，灵敏度较低，也可以荧

光胺代替 qk_p来进行测定，优点是不受溶液中的

mmbdJO 分子的干扰，仅需纳克级的蛋白质就可完

成测定xNOJNRz；未修饰巯基的测定一般采用 OJ硝基苯

甲酸（aqk_）法xNSz；还可以用一端连有正亮氨酸

或荧光素等标记物的聚乙二醇分子修饰蛋白质，将

其水解后，通过测定这些标记物的含量来计算蛋白

质偶联的聚乙二醇个数，优点是准确度较高，但是

操作繁琐，成本较高xNTJNUz。常规质量控制中一般使

用 qk_p、荧光胺、aqk_ 等方法测定修饰度，以

监测生产工艺及产品的稳定性。=
O= =修饰位点=

修饰位点的位置是影响聚乙二醇干扰素空间

结构及生物性活性的关键因素，以罗氏公司的聚乙

二醇干扰素 α2a 为例，其修饰位点为赖氨酸残基上

的氨基，当被修饰的赖氨酸的位置不同时，生物学

活性就会产生显著的差异，最大相差约 O倍xNVz。鉴

定修饰位点的基本原则是用蛋白酶（如胰蛋白酶）

将聚乙二醇干扰素和普通干扰素（作为对照）水解

为肽段，分离肽段后用不同的方法进行比对分析。

一种方法是比对干扰素修饰前后质谱肽图变化情

况，根据相邻肽段峰面积变化情况判断可能被聚乙

二醇修饰的位点xOMJOPz；另一种方法是进行氨基酸测

序，由于聚乙二醇空间位阻的屏蔽作用，被聚乙二

醇修饰后的氨基酸吸收峰消失或较小，通过比较两者

图谱确定缺失的氨基酸，从而确定修饰位点xNQI=OQz。=
聚乙二醇蛋白质用蛋白酶水解时存在水解不

完全的问题，一种新的分析方法是用含有蛋氨酸基

团的特殊的聚乙二醇衍生物修饰蛋白质，用溴化氰

（Ck_r）将聚乙二醇从蛋白质分子上去除后，再将

蛋白质酶解，通过质谱分析、氨基酸测序等检测修

饰位点xORz。当干扰素分子可修饰的位点有多个，而

又难于实现定点修饰时，不同分子修饰位点的位置

存在差异，从而形成同分异构体，这时需要先将同

分异构体分离，再分别鉴定其修饰位点。在常规质

量控制中，为了保证生产工艺稳定及产品的有效

性，可以使用离子色谱等方法对这些已经鉴定出修

饰位点的同分异构体的含量进行测定xOSJOTz。=
P= =相对分子质量=

聚乙二醇分子存在一定的相对分子质量分布，

因此修饰后的干扰素也没有均一的相对分子质量。

聚乙二醇修饰蛋白质体积的增加及聚乙二醇长链

之间的相互缠结，使电泳行为异常、迁移率降低，

用papJmAdb测定的表观相对分子质量比实际的相

对分子质量要高得多。根据所修饰的聚乙二醇类型

的不同，表观相对分子质量的大小可以达到实际相

对分子质量的 NKR～OKR倍，因此宜采用质谱法确定

聚乙二醇干扰素真实的相对分子质量。=
目前，检测聚乙二醇修饰蛋白质相对分子质量

分布指数的最佳方法是基质辅助激光解吸离子化

飞行时间质谱，该法抗杂质干扰强，可降低样品预

处理的难度，并且聚乙二醇化蛋白质经基质辅助激

光解吸离子化后所得单电荷离子居多，质谱图易解

析xOUJOVz，适合在研发阶段分析药物理化特性时使

用。常规质量控制中，可以使用 papJmAdb测定样

品的表观相对分子质量，但是应同步上样经过质谱

法确定了相对分子质量的同质参考品，样品与同质

参考品的迁移率应一致。=
Q= =生物学活性=

聚乙二醇干扰素通过延长体内半衰期提高治

疗效果，但是干扰素经聚乙二醇修饰后，其构象、

空间位阻、静电结合性质、疏水性均发生改变，不

可避免地影响其与受体的结合，从而引起体外生物

学活性的降低，聚乙二醇修饰反应的过程、反应的

副产物等也可造成聚乙二醇干扰素生物学活性的

降低xPMz。生物学活性降低的幅度与聚乙二醇的结

构、大小、修饰度、修饰位点等因素有关，聚乙二
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醇干扰素的比活性一般为普通干扰素的 NB～NMB，

甚至更低，如果游离干扰素在纯化过程中没有完全

去除或保存过程中聚乙二醇脱落产生新的游离干

扰素，产品的比活性会异常升高xNVI=PNz。因此，生物

学活性测定可反映生产工艺的稳定性和产品的稳

定性，为了控制游离干扰素的含量，比活性除了规

定下限外，还应规定上限。=
聚乙二醇干扰素生物学活性测定方法与普通

干扰素相同，可以使用细胞病变抑制法或报告基因

法。由于聚乙二醇干扰素与普通干扰素结构不同，

两者的剂量反应曲线不一致，如果使用普通干扰素

作为生物学活性测定标准品，测定结果的变异度较

大，因此应使用同质标准品。由于各企业聚乙二醇

干扰素的结构各不相同，目前尚未建立聚乙二醇干

扰素生物学活性测定国际标准品或国家标准品，这

就要求各企业建立自己的生物学活性测定同质标

准品。=
R= =游离干扰素=

干扰素经聚乙二醇修饰、纯化后，会有一定量

的游离干扰素残留；聚乙二醇干扰素在保存过程

中，聚乙二醇脱落也会产生游离干扰素，游离干扰

素在人体内不但没有长效作用，而且因其比活性远

大于聚乙二醇干扰素，少量游离干扰素的存在就能

明显影响产品生物学活性测定的准确性，所以必须

对游离干扰素的量进行控制。常用的检测方法包括

papJmAdb法和 emiC法，由于游离干扰素与聚乙

二醇干扰素相对分子质量不同，可以使用分子排阻

高效液相色谱（pbCJemiC）法或 papJmAdb法测

定，另外两者的疏水性也不同，也可以使用反相高

效液相色谱（omJemiC）法检测xPOJPPz，游离干扰素

的量一般应不超过总蛋白质量分数的 NKMB。=
S= =残留聚乙二醇=

干扰素修饰过程中使用过量的聚乙二醇，纯化

之后可能会产生残留，聚乙二醇干扰素保存过程

中，聚乙二醇还可能发生脱落，因此可以通过测定

残留聚乙二醇含量来评价纯化工艺的有效性以及

产品的稳定性。一般使用高效液相色谱–蒸发光散

射检测器检测，样品经过 omJemiC 分离后，使用

蒸发光检测器检测残留的聚乙二醇。蒸发光散射检

测器工作原理是柱流出物经惰性气体雾化并在加

热管中将流动相蒸发掉，留下的聚乙二醇颗粒进入

光管，在光散射池中，聚乙二醇颗粒散射光源发出

的光，记录此光强度的变化即得到聚乙二醇的残留

量xPQJPRz。也可以使用 papJmAdb分离后，用碘染色

的方法进行测定，但只能用于限度检查。聚乙二醇

残留量一般应不超过蛋白质质量分数的 RKMB。=
T= =其他项目=

鉴别试验使用免疫印迹或免疫斑点法时，除了

考虑蛋白质成分的鉴别，还要考虑聚乙二醇成分的

鉴别，可以使用碘染色法，或者在鉴别试验中增加

emiC或 papJmAdb法，通过供试品与对照品保留

时间的一致性进行鉴别。进行纯度检查时，应对多

修饰干扰素和聚乙二醇干扰素多聚体的量进行控

制。多修饰干扰素是指偶联的聚乙二醇分子多于预

期的修饰产物，其活性一般要低于正常修饰干扰

素，多聚体是聚乙二醇干扰素分子之间聚集形成

的，由于两者的相对分子质量明显都大于正常的聚

乙二醇干扰素，可以使用 pbCJemiC 法或

papJmAdb法测定。=
U= =结语=

聚乙二醇修饰技术可以显著延长蛋白药物的

半衰期并有效降低其不良反应，已有数十种聚乙二

醇化蛋白和多肽药物被批准用于临床，更多的该类

药物正处于研发阶段。由于各生产企业所使用的聚

乙二醇的种类、修饰位点的位置和数量、修饰反应

的条件等各不相同，使得修饰产物的标准规定无法

统一，因此《中国药典》各论中没有收录聚乙二醇

蛋白和多肽药物，而是由各企业自行制定产品质量

标准。=
本文所提出的检测指标及检测方法具有较高

的可操作性，如荧光胺法测定修饰度、离子色谱法

测定不同修饰位点同分异构体的含量，简单易行，

可以在常规质量控制中使用，对聚乙二醇干扰素及

其他聚乙二醇蛋白药物的质量控制都具有一定的

参考意义。=
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