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摘要	 目的：对重组人生长激素（rhGH）中国药典与美国药典的体内生物活性测定方法进行试验比较

与梳理分析。方法：按照《中国药典》2015年版四部通则1219和《美国药典》40版通则126的rhGH去垂

体大鼠体内生物测定法，分别测定3批rhGH生物活性。结果与结论：应用二种方法测定3批rhGH原料生

物效价的结果相近。通过分析比较两种测定方法的结果及各个环节，可以得出结论，中国药典与美国药

典的rhGH体内生物活性测定方法基本相同。
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Abstract    Objective:   To compare and analyze the Chinese Pharmacopeia (ChP) and U. S. Pharmacopeia 
(USP) methods for recombinant human growth hormone (rhGH) in vivo bioactivity determination. Methods: 
Three batches of rhGH were tested in hypophysectomized rats according to the in vivo bioassays in general 
rule 1219 of part IV of ChP 2015 edition and general rule 126 of USP 40 edition, respectively. Results and 
Conclusion: The bioactivity results of the three batches of rhGH are almost equivalent by the two methods. The 
ChP and USP methods for rhGH in vivo bioactivity determination are almost the same, both having advantages 
and disadvantages based on analyzing and comparing the results of the two methods and each element. 
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重组人生长激素（Recombinant Human Growth 

Hormone，rhGH）国内有多家企业研发及生产，

但走出国门必须符合USP[1]的标准要求，其中，

对于体内生物测定方法，USP与中国药典（China 
Pharmacopeia，ChP）[2]的要求有所不同，生物统

计学方法及误差表示方式也不同，美国FDA规定生

物技术药被批准上市前，必须测定其生物效价[3]。

因此，针对USP和ChP的rhGH体内生物活性测定方

法进行了比较研究。

1   材料
1.1   实验动物  

SPF级SD大鼠，雄性，出生日龄26～28 d，
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体重60～80 g，数量208只，由中国食品药品

检定研究院实验动物中心提供，动物合格证号

11400500030226和11400500034057号。动物生产许

可证号SCXK（京）2017-0005号。饲养在无菌空气

二级过滤实验动物室内，饲养室温度23～25℃，

相对湿度50%～55％，人工照明12小时；并将大

鼠饲养于独立通风笼具（IVC）中，笼具体积420 

mm×250 mm×230 mm，实验动物使用许可证号

SYXK（京）2017-0013。

1.2   仪器

真空泵（台州真空泵厂）；Mettler-240型电

子天平（瑞士Mettler公司）；YP5001型电子天平

（上海越平公司）。

1.3   药品与试剂 

rhGH标准品：美国药典参考品（Somatropin 

USP Reference Standard），由美国药典委员会制

备，批号R07750，规格每瓶rhGH 3.86 mg（相当于

每瓶11.58 U）。

供试品：rhGH原料冻干粉3批，批号分别为

20180103、20180104、2018010，rhGH含量分别为

0.144、0.143、0.136 mg·mg-1，某生物技术有限公

司生产。         

试剂：氨基甲酸乙酯（乌拉坦），国药集团

化学试剂有限公司，化学纯，批号20180427；氯化

钠注射液，规格每瓶500 mL，石家庄四药有限公司

提供，批号1708146201；牛血清白蛋白冻干粉，北

京经科化学试剂公司进口分装。

2   方法 
2.1   原理及脑垂体摘除术

USP[1]和ChP[2]的rhGH生物活性测定方法，均

根据rhGH在生物体内促进动物机体生长的药理

特性而设计；选择去除幼龄大鼠脑垂体作为动物

模型，以消除动物体内生长激素的产生来源，去

除对动物机体生长的影响，这是该方法的工作原

理，测定终点指标为观察给药后对幼龄大鼠去除

脑垂体动物体重增加的影响，本文制备幼龄大鼠

去垂体模型的方法，在清洁条件下，经大鼠咽旁

路手术摘除脑垂体[4-6]。　

2.2   筛选合格去垂体大鼠标准

USP法：摘除脑垂体术后第2周内，体重变化

小于±10%，并且健康的大鼠为合格去脑垂体大

鼠。ChP 法：摘除脑垂体第2周后，体重变化小于

手术前±10%的健康大鼠，两法不同。

2.3   标准品与供试品溶液配制

用氯化钠注射液配制0.1%牛血清白蛋白溶液

作为溶剂。标准品（Standard，S）溶液，临用时

用0.1%牛血清白蛋白溶液配制高剂量（SH）和低

剂量（SL）标准溶液；USP法应用剂量0.3、0.075 

U·mL-1，ChP法应用剂量0.2、0.05 U·mL-1。供

试品溶液3批（以T1～T3表示），临用时分别精密

称量约10 mg，计算其中含有rhGH量，按估计效价

1 mg rhGH为3 U，应用0.1%牛血清白蛋白溶液配制

高剂量（TH）及低剂量（TL）溶液；USP法应用

剂量0.3、0.075 U·mL-1，ChP法应用剂量0.2、0.05 

U·mL-1。

2.4   动物实验分组与给药剂量

1）USP法，取50只摘除脑垂体大鼠，随机分

为5组，每组10只；即标准品高剂量组（SH）、标

准品低剂量组（SL）、供试品高剂量组（TH）、

供 试 品 低 剂 量 组 （ T L ） 、 空 白 对 照 组 （ 模 型

组）；模型组给予溶剂，标准品组与供试品给药

剂量相同；给药剂量以大鼠平均体重70 g计算，高

剂量组（0.43 U·kg-1·day-1）、低剂量组（0.11 

U·kg-1·day-1），各组大鼠给药途径为颈部皮下

注射给予相应药液，每只大鼠每次给药提积0.1 

mL，每天给药1次，连续给药10 d。

2）ChP法，取32只摘除脑垂体大鼠，随机分

为4组，每组8只；即标准品高剂量组、标准品低剂

量组、供试品高剂量组、供试品低剂量组，标准

品组与供试品组给药剂量相同，以大鼠平均体重

70 g计算，高剂量组给药剂量1.43 U·kg-1·day-1、

低剂量组给药剂量0.36 U·kg-1·day-1，各组大鼠

给药途径为颈部皮下注射给予相应药物溶液，每

只大鼠每次给予0.5 mL，每天给药1次，连续给药

6 d。

2.5   检测指标与动物给药时间及试验终点时间

USP和ChP的rhGH体内生物活性测定方法，均

在每天同一时间给药后称量大鼠体重，并将体重与

给药前比较，计算每只大鼠每天增重，绘制生长曲

线，最后一次给药24 h后（试验终点时间）的大鼠

体重与给药前d1体重之差即体重增加（Δbw）。

Δbw= bwi-bw1；bw1代表给药前d1体重，bwi代表给

药后某一天（di）的体重。USP法大鼠连续给药时

间10 d，终点时间d11；ChP法大鼠连续给药时间
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6 d，终点时间d7。

2.6   比活标准规定及生物统计学方法计算效价

1）USP标准规定，比活是生物效价U与rhGH

含量mg之比。USP标准规定，rhGH比活不少于

（No Less Than，NLT ）2.0 U·mg-1，95%可信

限相对效价变化率63%～158%，代表试验误差

的L值应不大于（No More Than，NMT）0.4[1]，

L[7] =2t×Sm，其中Sm为标准误（Standard Error 

of  Mean）， t为标准误的自由度df（Degrees of 

Freedom）下的t值。经系统适应性考察应合格[8]，

运用中国食品药品检定研究院编制生物统计软件

ReguStats 计算效价和误差。

2 ） C h P 标 准 规 定 ， r h G H 比 活 [ 9 ] 不 少 于

2.5 U·mg-1，代表试验误差的是平均可信限率

（Fiducial Limit %，FL%）应不大于50%，按量反

应平行线原理进行统计学计算，试验可靠性分析应

通过F检验，回归项应非常显著（P＜0.01），偏离

平行不显著（P＞0.05）[2]，运用中国食品药品检定

研究院编制软件中国药典生物检定统计程序Biostat

或BS2000[10]软件计算效价和误差。

3   结果
3.1   USP法结果 

rhGH供试品3批经按USP法测定，给药10 d后空

白对照组即模型组大鼠体重基本无变化，各剂量组

大鼠体重均有明显增长，与空白对照组比较差异有

显著性（P＜0.01）。图1为供试品T1批号20180103

与S的生长曲线，从图1可见各剂量组随给药天数d

增加大鼠体重Δbw增加，具有显著促进生长的趋

势，并有量效关系，T1与S的反应值相当，两条量

效曲线平行，如图2所示。3批rhGH供试品T1～T3

含量分别为0.144、0.143、0.136 mg·mg-1，测得生

物效价分别为0.49、0.45、0.45 U·mg-1，故其比活

分别为3.4、3.1、3.3 U·mg-1，均大于2.0 U·mg-1，

L值分别为0.28、0.23、0.27，均小于0.4，系统适应

性考察合格，符合USP标准规定，如表1所示。

  T1L原料低；T1H原料高；SL标准低；SH标准高；Model模型组。

图1   USP 原料药标准及模型组的生长曲线

表 1   USP 体内生物活性测定法对 rhGH原料的测定结果

批号
生物效价 /

（U·mg-1）

rhGH 比活 /

（U·mg-1）

95% 可信限相对效价范围率 /

%
L Sm 系统适应性考察

20180103 0.49 3.4 73 ～ 138 0.28 0.068 合格

20180104 0.45 3.1 77 ～ 130 0.23 0.056 合格

20180105 0.45 3.3 74 ～ 137 0.27 0.066 合格

标准规定 — NLT 2.0 63 ～ 158 NMT 0.4 应合格
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图2   USP法T1与S对数剂量反应的量效曲线

表 2   ChP 体内生物活性测定对 rhGH原料的测定结果

批号
生物效价 /

（U·mg-1）

rhGH 比活 /

（U·mg-1）
可信限率 /%

实验可靠性分析

回归 偏离平行

F P F P

20180103 0.48 3.3 43 51.4 0.00 0.11 0.74

20180104 0.43 3.0 39 59.4 0.00 0.78 0.38

20180105 0.41 3.0 47 43.4 0.00 1.35 0.25

标准规定     — NLT 2.5 NMT 50 ＜ 0.01 ＞ 0.05

3.2   ChP法结果 

摘除脑垂体大鼠在连续给药6天后，rhGH供试

品3批（T1～T3）生物测定生物效价分别为0.48、

0.43、0.41 U·mg-1，故其比活分别为3.3、3.0和 

3.0 U·mg-1，均大于2.5 U·mg-1，平均可信限率分

别为43%、39%和47%，均小于50%，符合ChP标准

规定，如表2所示。

3.3   USP法和ChP法的方法比较 

ChP法与USP方法测定效价结果相近，效价

差异3%～10%，在生物测定允许误差范围之内

（20%）。rhGH生物测定方法的USP法和ChP法不

同之处如表3所示，筛选合格去垂体大鼠不同，给

药剂量、体积、天数不同，动物只数、组数不同，

效价及误差表示不同。
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4   讨论
rhGH体内生物测定USP法与ChP法有很多不同

之处，讨论如下。  

1）筛选USP标准规定大鼠方法不同。判断是

否成功去除脑垂体，体重不增加是唯一标准；ChP

法是在术后2～3周后，根据大鼠体重变化率小于

手术前体重±10%的健康动物，作为确定合格去

除脑垂体的指标；而USP法是术后第2～3周（鼠龄

37～44天）开始称重，再过7天后再次称重，这7天

内大鼠体重变化率小于±10%的健康动物为合格去

除脑垂体大鼠。我们认为USP法对筛选合格去脑垂

体大鼠更为合理，因大鼠去脑垂体手术时，由于很

多因素如实验室环境不适应性，麻醉、手术、进

食、饮水、排泄等因素的影响，对“手术前体重”

影响较大，故ChP法存在不合理性。

2）每组动物数及组数不同。USP法应用5个

组，比ChP法多一组空白对照组；因为USP法也叫

生物鉴别试验（Bioidentity Tests）[1]，故其它各组

需与空白对照组相比较，大鼠体重应有明显增长

（P＜0.01），空白对照组并不参与生物效价的计

算。每组动物数也比ChP法多2只大鼠，ChP法要求

每组8只大鼠，USP法每组增加了动物数，具有更

大精确度。

3）给药天数与试验终点时间不同。USP法连

续给药10 d，最后一次给药24 h后为试验终点，试

验终点为d11；ChP法连续给药6 d，即试验终点时

间为d 7，在满足量反应平行线原理基础上，ChP法

可节省实验时间，并在大鼠产生生长激素抗体前结

束实验[4]，一般认为大鼠于第9天将产生生长激素

抗体。

4）给药剂量不同。 USP法每只大鼠给药体积

0.1 mL，ChP法每只大鼠给药体积0.5 mL，给药总

量ChP法比USP法多，因此，量效曲线中有较大的

斜率。

5）生物统计学计算和误差表示方式不同。分

别应用不同软件计算，USP法规定95%可信限相对

表 3   rhGH 体内生物活性测定USP法和 ChP法的不同

项目 ChP 法 USP 法 

大鼠日龄 26 ～ 28 d 25 ～ 30 d

品系 同品系 SD 大鼠

筛 选 合 格

大鼠
首次称重时间 去垂体手术前称重 37 ～ 44 d（术后 1 〜 2 周）称重

再次称重时间 手术后 2 〜 3 周 44 ～ 52 d 后再称重

判断标准 体重变化小于手术前 ±10% 的健

康大鼠

最后 7 d 内体重变化小于 ±10% 并且健康的大鼠

大鼠分组 4 组 SH、SL、TH、TL 5 组 Control、SH、SL、TH、TL

每组大鼠数 / 只 8 10

高剂量溶液浓度

高剂量给药剂量

0.1 ～ 0.2 U·mL-1

0.7 ～ 1.43 U·kg-1·d-1

10 ～ 100 µg·mL-1（0.03 ～ 0.3 U·mL-1）

0.043 ～ 0.43 U·kg-1·d-1

每天给药体积 0.5 mL/ 鼠 0.1 mL/ 鼠

连续给药时间 6 d 10 d 

高剂量给药总量 0.3 ～ 0.6 U/ 鼠 0.03 ～ 0.3 U/ 鼠

效价计算 量反应平行线测定 2.2 法计算 PT 相对效价 63% ～ 158% 可信范围计算 PT

误差分析 可信限率 ：NMT 50% L：NMT 0.40 
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效价变化范围63%～158%，试验误差以L值标示

（NMT 0.4），L=2t×Sm；ChP法试验误差以平均

可信限率标示（NMT 50%），ChP这种计算方法和

对误差的表示方式为中国独有，当平均可信限率小

于50%时，标准误Sm值一般都小于0.1，t=2.0，故L

值也都小于0.4，可见ChP法对误差的要求基本符合

USP的要求。

6）比活标准不同。供试品中每1 mg rhGH具

有的生物学活性单位，即生物活性U与含量mg的

比值称为比活，它是衡量产品一致性的重要指

标，USP标准规定rhGH比活不少于2.0 U·mg-1，

ChP规定其比活不少于2.5 U·mg-1，各国药典都

定义每1 mg无水rhGH生物学活性为3.0 U，即理

论比活3.0 U·mg-1，已达成国际共识。目前，英

国药典（British Pharmacopoeia，BP）及欧洲药典

（European Pharmacopoeia，EP）都已取消生物活

性测定，以理化测定的HPLC法代替之，国内外多

批rhGH产品生物测定比活平均值为3.0 U·mg-1[11]，

故默认理论比活值。对rhGH质量控制以理化分析

为主，生物测定为辅，直至被替代，改变质量控

制的理念，已成为大趋势，USP与ChP法虽然保

留体内生物测定法，但处于辅助地位。本试验研

究，解析了USP体内生物测定方法，梳理了其与

ChP法的异同，为中国生产rhGH产品的企业走向国

际提供帮助。
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