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(57)摘要

本发明涉及一种重组人血管内皮抑制素生

物活性检测方法，该方法为分别利用样品和标准

品活性测定结果中呈直线的效价区间中的浓度

梯度点抑制HUVEC细胞增殖，并采用MTS比色法测

定血管内皮抑制素对HUVEC的增殖抑制活性，进

而使用量反应平行线测定方法分析重组人血管

内皮抑制素对血管生成抑制的生物活性。该活性

检测方法可适用于低浓度的样品检测，显著提高

方法重复性，缩小方法误差范围。
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1.一种重组人血管内皮抑制素生物活性的检测方法，包括如下步骤:

(1)人脐静脉血管内皮细胞传代培养至对数生长期，胰酶消化后均匀悬浮，接种相同体

积的细胞悬液至培养孔中；

(2)预估待测样品的活性，将重组人血管内皮抑制素标准品和待测样品稀释至多个效

价一致的浓度梯度点，向步骤(1)中的培养孔中加入相同体积的各浓度梯度点的重组人血

管内皮抑制素标准品或待测样品继续培养；

(3)采用MTS染色法，测定培养孔中的OD值；

(4)按照量反应平行线法计算实验结果。

2.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于所述培养条件为在37℃，5％CO2的培养

箱中培养。

3.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于步骤(1)中所述人脐静脉血管内皮细胞

传代培养至对数生长期，具体为人脐静脉血管内皮细胞传代培养至3～5代。

4.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于步骤(1)中所述向培养孔中接种相同体

积的细胞悬液，具体为向培养孔中接种密度为4000-6000个/ml的细胞悬液，优选约5000个/

ml；接种体积为160μl-180μl，优选为160μl；培养孔为96孔板中的培养孔。

5.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于步骤(2)中所述的继续培养的时间为3-

5天。

6.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于步骤(2)中所述的浓度梯度点为2-4个，

优选3个。

7.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于步骤(2)中所述的稀释为采取相同的比

例稀释，优选相邻浓度比为0.8。

8.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于步骤(2)中所述每个浓度梯度加入4-6

个培养孔，优选为5个培养孔。

9.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于步骤(3)中所述测定培养孔中的OD值的

条件为在490nm波长、630nm参比波长下测定。

10.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于所述重组人血管内皮抑制素标准品采

用重组人血管内皮抑制素冻干制剂。

11.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于所述的重组人血管内皮抑制素为

Endostar。
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一种重组人血管内皮抑制素生物活性检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物制品生物检定统计法技术领域，具体涉及血管内皮抑制素生物活

性的检测方法。

背景技术

[0002] 血管内皮抑制素(Endostatin)是O’Relly于1997年从小鼠内皮细胞系EOMAD的培

养液中分离得到的一种具有抑制血管内皮细胞作用的物质(O’Relly，M.S.,etal.Cell.88:

299-285,1997)。氨基酸序列分析该物质为胶原蛋白XVIII的羧基末端的降解片段，分子量

为20kD左右。

[0003] 重组人血管内皮抑制素(rhEndosratin)与重组鼠血管内皮抑制素在氨基酸序列

上有85％的同源性。1996年美国Entremed公司采用酵母作为表达体系生产了重组人血管内

皮抑制素。以重组DNA技术生产，以大肠杆菌为表达系统，表达出的重组人血管内皮抑制素

与先前的Endostatin相比较，表达水平更高，疗效更强，并且没有因为附加N端序列而导致

体内免疫原性。

[0004] 但是利用传统的大肠杆菌表达方法得到的重组人血管内皮抑制素难以复性并且

易于形成沉淀，而用巴斯德毕赤酵母表达系统所耗费的生产成本巨大，两种方法均未能解

决将重组人血管内皮抑制素进行工业生产的问题。为此研究人员通过修饰人血管内皮抑制

素的核苷酸编码序列，生产出重组人血管内皮抑制素(rh E nd o s ta t i n ,商品名

)，大大简化了纯化步骤，提高了产物的纯度(ZL00107569.1)。

[0005] 现有技术中检测Endostatin的细胞增殖抑制活性方法主要是根据Endostatin的

可能作用机制，采用Endostatin抑制HUVEC(人脐静脉血管内皮细胞)、HMEC(人微血管内皮

细胞)、ECV304(人脐静脉内皮细胞)等不同细胞增殖、迁移来检测其细胞增殖抑制活性，但

所选择实验材料及检测结果误差相对偏大，其中很多检测结果重复性差。

[0006] 国内也有厂家采用Endostatin抑制小鼠肿瘤生长来评价其生物活性，但由于小鼠

肿瘤大小差异非常大，因此体内测活方法缺少规律性，具有误差大，重复性差且操作难度大

等缺点。

[0007] 现重组人血管内皮抑制素(rhEndostatin)细胞增殖抑制活性检测存在以下缺点：

(1)样品蛋白含量要求至少大于5mg/ml，低浓度样品无法采用该方法进行活性测定；(2)活

性测定结果需进行四参数拟合，实验中影响因素较多，可能存在无法拟合得出EC50的情况；

(3)活性检测结果误差范围较大，为50％-200％。。

[0008] 鉴于上述方法存在上述缺点，对于研究一种能用于较低浓度、重复性更好，误差波

动更小的重组人血管内皮抑制素活性检测方法是非常必要的。

[0009] 本发明是将量反应平行线生物检定统计法首次应用到重组人血管内皮抑制素的

活性测定中，也是目前国内首例重组人血管内皮抑制素的量反应平行线法测定生物学活性

的技术方案，具有重要的应用价值和意义。
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发明内容

[0010] 本发明的目的是提供一种检测重组人血管内皮抑制素细胞增殖抑制活性的方法，

该检测方法适用于各种浓度样品的检测(含低于5mg/ml低浓度样品检测)，且重复性好，检

测误差范围小。

[0011] 本发明的技术方案如下：

[0012] 一种血管内皮抑制素生物活性的检测方法，包括如下步骤：

[0013] 1、人脐静脉血管内皮细胞传代培养至对数生长期，胰酶消化后均匀悬浮，接种相

同体积的细胞悬液至培养孔中；

[0014] 2、预估待测样品的活性，将重组人血管内皮抑制素标准品和待测样品稀释至多个

效价一致的浓度梯度点，向步骤1中的培养孔中加入相同体积的各浓度梯度点的重组人血

管内皮抑制素标准品或待测样品继续培养；

[0015] 3、采用MTS染色法，测定培养孔中的OD值；

[0016] 4、按照量反应平行线法计算活性结果；

[0017] 4.1差方和计算

[0018] m＝5

[0019] K＝k+k＝3+3＝6

[0020] 差方和(总)＝方y2-(∑y)2/mk

[0021] f(总)＝mk-1＝5＝6＝6算实验

[0022] 差方和(剂间)＝方((∑y(k))2)/m-(∑y)2/mk

[0023] f(剂间)＝k-1＝6-1＝5

[0024] 差方和(区组间)＝方((∑y(m))2)/k-(∑y)2/mk

[0025] f(区组间)＝m-1＝5-1＝4

[0026] 差方和(误差)＝差方和(总-差方和(剂间)-差方和(区组间)

[0027] f(误差)＝(m-1)×(k-1)＝41)区组间

[0028] S2＝差方和(误差)/F(误差)

[0029] 其中，m为平行线测定法各剂量组内反应的个数；k为S和T的剂量组数和；f为自由

度；S为标准品；T为供试品；供y(k)为S和T各剂量组反应值之和；∑y(m)为S和T各剂量组内

各区组反应值之和。

[0030] 4.2可靠性测验及结果判断

[0031] 表1

[0032]
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[0033] 4.3效价及可信限计算

[0034] r＝1:0.8＝1.25

[0035] I＝lg2＝0.096910

[0036] V＝(T3+T2+T1-S3-S2-S1)/3

[0037] W＝(T3-T1+S3-S1)/4

[0038] D＝1

[0039] A＝2/3

[0040] B＝1/4＝0.25

[0041] t＝2.09

[0042] g＝t2s2m/W2

[0043] R＝D×antilg(IV/W)＝1.052219

[0044] SM＝{I/〔W2(1-g)〕}{ms2〔(1-g)AW2+BV2〕}0.5

[0045] R的FL＝antilg(lgR/(1-g)±t*SM)

[0046] AT(估计效价)＝11000U/mg

[0047] PT的FL＝AT*R的FL

[0048] PT的FL％

[0049] PT＝AT*R

[0050] 其中r为S和T相邻高低剂量的比值；I为相邻高低剂量比值的对数，I＝lgr；V为平

行线测定效价计算用数值；W同V；D为效价计算用数值；R为S和T的等反应剂量比值；M为效价

比值(R)的对数；SM为M的标准误；A、B均为SM计算公式中的数值；t为可信限计算用t值；g为回

归的显著性系数；PT为供试品T的测得效价。

[0051] 进一步的，步骤1中所述培养具体为：在37℃，5％CO2的培养箱中培养。

[0052] 进一步的，步骤1中所述步骤(1)中所述人脐静脉血管内皮细胞传代培养至对数生

长期，具体为人脐静脉血管内皮细胞传代培养至3～5代。

[0053] 进一步的，步骤1中所述所述向培养孔中接种相同体积的细胞悬液，具体为向培养

孔中接种密度为4000-6000个/ml的细胞悬液，优选约5000个/ml；96孔板接种体积为160μl-

180μl，优选为160μl。

[0054] 进一步的，步骤2中所述培养板内每孔加入标准品或待测样品继续培养，具体为继

续培养3-5天，优选5天。

[0055] 进一步的，步骤2中所述的浓度梯度点为2-4个，优选3个。

[0056] 进一步的，步骤2中所述的稀释为采取相同的比例稀释，优选相邻浓度比为0.8。

[0057] 进一步的，步骤2中所述所述每个浓度梯度加入4-6个培养孔，优选为5个培养孔。

[0058] 进一步的，步骤3中所述测定培养孔中的OD值的条件为在490nm波长,630nm参比波

长下测定。

[0059] 进一步的，所述重组人血管内皮抑制素标准品采用重组人血管内皮抑制素冻干制

剂。

[0060] 进一步的，所述的重组人血管内皮抑制素为Endostar。

[0061] 本方法采用山东先声麦得津生物制药有限公司生产的重组人血管内皮抑制素冻

干制剂作为标准品，其制剂稳定，生物活性能够长期保持稳定。
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[0062] 本发明是采用量反应平行线法进行重组人血管内皮抑制素的活性检测，能够满足

低浓度样品的活性测定要求，需进行大量的统计学参数来评价每一次活性实验的系统适用

性，只有全部参数均通过实验结果方通过，所以该法所得结果相对更严谨；克服了现有增殖

法的的误差大，重复性差等缺点。

具体实施方式

[0063] 下面结合实施例具体说明本发明，如无特殊说明下文中所涉及的实验用材料均可

通过商业途径获得或按照常规方法制备。

[0064] 实施例1样品检测

[0065] 1.1检测步骤

[0066] 1.1.1细胞培养:HUVEC细胞，将HUVEC细胞用ECM完全培养基于37℃，5％CO2的培养

箱中培养传代至5代，待细胞状态良好准备接种。

[0067] 1.1.2接种：

[0068] 将细胞用0.25％胰酶-0.02％EDTA消化约1min，镜检观察，当细胞变圆立即加入培

养液终止消化，吹打，1000转/分钟离心5分钟，弃上清，用培养基重新混悬，显微镜下血细胞

计数板计数活细胞。调细胞密度约为5000个/ml，加入到96孔培养板内，每孔加入160μl细胞

悬液。

[0069] 1.1.3样品准备及加药

[0070] 根据重组人血管内皮抑制素标准品活性，将重组人血管内皮抑制素标准品加注射

用水复溶后再稀释至1.28mg/ml、1.02mg/ml、0.82mg/ml；

[0071] 预估样品活性为11000U/mg，将重组人血管内皮抑制素待测样品稀释至2.17mg/

ml、1.73mg/ml、1.39mg/ml，使各浓度与对应浓度的标准品效价一致；

[0072] 每个梯度浓度设5个平行复孔，在96孔培养板内每孔加入40μl标准品或待测样品。

1.1.4培养

[0073] 将96孔板置37℃5％CO2培养箱中培养96小时。

[0074] 按下表进行检测(S1:S2＝T1:T2＝1:0.8)：

[0075] 表2

[0076]

[0077] 1.1.5染色及检测

[0078] MTS法测定。将MTS溶液室温融化后，每孔加入20μl，置37℃5％CO2培养箱中培养4

小时后使用酶标仪以630nm为参比波长，于490nm波长下测定OD值。

[0079] 1.1.6数据分析
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[0080] (1)实验数据

[0081] 表3

[0082]

[0083] 表4

[0084]

[0085]

[0086] (2)方差分析(计算各变异项的差方和、自由度(f)及误差项的方差)

[0087] m＝5

[0088] K＝k+k＝3+3＝6

[0089] 差方和(总)＝∑y2-(∑y)2/mk＝0.071371

[0090] f(总)＝mk-1＝5×6-1＝29

[0091] 差方和(剂间)＝∑((∑y(k))2)/m-(∑y)2/mk＝0.052538

[0092] f(剂间)＝k-1＝6-1＝5

[0093] 差方和(区组间)＝∑((∑y(m))2)/k-(∑y)2/mk＝0.002695

[0094] f(区组间)＝m-1＝5-1＝4

[0095] 差方和(误差)＝差方和(总-差方和(剂间)-差方和(区组间)＝0.016139

[0096] f(误差)＝(m-1)×(k-1)＝4×5＝20

[0097] S2＝差方和(误差)/F(误差)＝0.000807

[0098] (3)可靠性测验结果：

[0099] 表5

[0100]
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[0101] (4)效价及可信限计算

[0102] r＝1:0.8＝1.25

[0103] I＝lg2＝0.096910

[0104] V＝(T3+T2+T1-S3-S2-S1)/3＝-0.057081

[0105] W＝(T3-T1+S3-S1)/4＝-0.250233

[0106] D＝1

[0107] A＝2/3

[0108] B＝1/4＝0.25

[0109] t＝2.09

[0110] g＝t2s2m/W2＝0.000276

[0111] R＝D×antilg(IV/W)＝1.052219

[0112] SM＝{I/〔W2(1-g)〕}{ms2〔(1-g)AW2+BV2〕}0.5＝0.02028343

[0113] R的FL＝antilg(lgR/(1-g)±t*SM)＝0.95437687～1.16012461

[0114] AT(估计效价)＝11000U/mg

[0115] PT的FL＝AT*R的FL＝10498～12761U/mg

[0116] PT的FL％＝9.8％

[0117] PT＝AT*R＝11000*1.046271＝11574U/mg

[0118] (5)结论

[0119] 估计效价AT为11000U/mg，计算效价PT为11574U/mg，计算效价范围10498～12761U/

mg，判断估计效价正确。可靠性判断，结果成立。

[0120] 实施例2精密度评价

[0121] 精密度评价包含板内重复性评价，板间重复性评价及中间精密度。

[0122] 板内重复性考察方法：于同一块96孔板中测定同一供试品溶液2份，计算板内样品

比活性的RSD％(相对标准偏差)为7.9％。

[0123] 板间重复性考察方法：同一人于5块96孔板中分别测定同一供试品溶液5次，计算

板间样品比活性的RSD％为16.0％。

[0124] 中间精密度考察方法：2人分别于不同时间单独进行本次试验，分别检测同一供试

品溶液3次的比活性，计算2人共计6次供试品测得比活性的RSD为7.3％。

[0125] 结果显示，精密度评价均符合要求。

[0126] 表6
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[0127]

[0128] 实施例3耐用性评价

[0129] 针对可能引起活性测定实验偏差的因素进行评价：每孔中细胞数量不同的影响，

细胞培养时间不同的影响，结果均符合要求。

[0130] 3.1不同细胞数量：分别将细胞数调整为4000和6000个/ml，检测样品活性，计算其

比活性。标准品与供试品曲线平行，三种条件下供试品比活性RSD为1.4％，符合要求。

[0131] 3.2不同培养时间：加药后分别培养72h、89h、96h，检测样品活性，计算其比活性。

标准品与供试品曲线平行，三种条件下供试品比活性RSD为10.6％，符合要求。

[0132] 表7

[0133]
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