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多，肺炎克雷伯菌检出率高符合我院实际情况。表 3显示，主
要G－菌对氨苄西林、头孢呋辛、头孢唑林的耐药率均＞70％，

而对哌拉西林/他唑巴坦、亚胺培南、阿米卡星的耐药率低，这
可能与我院临床广泛应用头孢菌素类有关，与高英杰等[6]报道
相似，应引起临床医师的足够重视。

G+菌以溶血葡萄球菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡萄球菌为
主。表 4显示，此 3种病原菌对青霉素、苯唑西林有较高的耐
药性，其中溶血葡萄球菌、金黄色葡萄球菌对青霉素耐药率分
别达 100％和 94.12％；溶血葡萄球菌及表皮葡萄球菌对苯唑
西林耐药率均为100％。提示我院治疗葡萄球菌感染，青霉素
与苯唑西林已不能使用。结果还显示对葡萄球菌，第1、2代头
孢菌素类、喹诺酮类耐药率较低，可用于敏感的葡萄球菌感
染；万古霉素、替考拉宁、利福平的耐药率为 0，可用于葡萄球
菌严重感染或严重耐药的患者。

本次调查发现，妇幼保健专科医院病原菌的分布及耐药
情况有其自身的特点，病原菌主要以支原体为主，其对大环内
酯类耐药率高，提示临床医师在治疗解脲脲原体+人型支原体
混合感染时已不能选用大环内酯类药，应选用耐药率低的四
环素类药。肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、鲍曼不动杆菌对头孢

菌素类耐药率高，而溶血葡萄球菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡
萄球菌对青霉素、苯唑西林有较高的耐药率。可见，及时了解
病原菌的分布及耐药情况，不仅可指导本院临床合理使用抗
菌药物、减少耐药菌的产生，而且对本地区其他妇幼专科医院
合理地使用抗菌药物也有参考价值。
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摘 要 目的：建立测定注射用重组人甲状旁腺素（rhPTH）（1-84）血药浓度的方法并对其药动学进行研究，为 rhPTH（1-84）Ⅰ期

临床试验提供准确的测定方法。方法：采用放射免疫分析（RIA）法，以甲状腺素放射免疫试剂盒（ELISA-rhPTH）测定 rhPTH

（1-84）血药浓度。结果：rhPTH（1-84）血药浓度在24～520 pg/ml范围内线性关系良好（r＝0.998 9），最低定量限为10 pg/ml；血浆

提取回收率为86.7％～92.8％；日内RSD＜7％，日间RSD＜9％；血浆样本－80 ℃贮存80 d稳定性良好。患者皮下注射2.0 μg/kg

rhPTH（1-84）后的主要药动学参数分别为：tmax（0.63±0.28）h、cmax（146.55±46.35）pg/ml，AUC0-10 h（532.36±132.54）pg/ml。结论：本

法特异性好、灵敏度高、操作简便。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of plasma concentration of recombinant human parathy-
roid hormone（rhPTH）（1-84）for injection and study its pharmacokinetics，to provide method for clinical trial of rhPTH（1-84）.
METHODS：By radioimmunoassay（RIA），plasma concentrations of rhPTH（1-84）were determined with ELISA-PTH kit. RE-
SULTS：The linear ranges of rhPTH（1-84）were 24-520 pg/ml（r＝0.998 9）. The lowest detection limit was 10 pg/ml. The extrac-
tion recoveries in plasma were 86.7％-92.8％；intra-day RSD was less than 7％ and inter-day RSD was less than 9％. The plasma
samples were stored for 80 days at －80℃ with good stability. Main pharmacokinetic parmaeters of rhPTH（1-84）after subcutane-
ous injection of 2.0 μg/kg were tmax（0.63±0.28）h，cmax（146.55±46.35）pg/ml，AUC0-10 h（532.36±132.54）pg/ml. CONCLUSION：The
method is specific，sensitive and simple.
KEY WORDS Radioimmunoassay；Recombinant human parathyroid hormones（1-84）for injection；Plasma；Stability；Pharma-
cokinetics
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由美国NPS-Allelix公司研发的注射用重组人甲状旁腺素
（rhPTH）（1-84）具有增加骨密度、增强骨质的显著功能，已被
FDA批准用于治疗妇女绝经后骨质疏松症[1-3]。其临床应用前
景良好，国内已有多家生物制药公司在研发中。有文献报道[4]

用酶联免疫分析（ELISA）法对 rhPTH（1-84）的药动学和安全
性进行了评估。本试验采用放射免疫分析（RIA）法测定
rhPTH（1-84）在人血浆中的浓度，并对方法学进行了系统验证，

全面考察了 rhPTH（1-84）在血浆中的稳定性和贮存条件。在
ELISA及RIA分析法中，由于血浆成分的复杂性，造成的测定
结果重复性和稳定性差等缺陷，笔者采用添加抑肽酶、固相萃
取等多种途径降低了影响因素，提高了测定结果的重复性和稳
定性，为 rhPTH（1-84）Ⅰ期临床试验提供了准确的测定方法。

1 材料
1.1 仪器

1470 Wizard型放免γ测量仪（美国Perkin Elmer公司）；－80℃
超低温冰箱（美国Revco公司）；GKC214控温水浴锅（上海苏
达实验仪器有限公司）；TDL-5000C低速台式冷冻多管离心机
（上海安亭科学仪器厂）。

1.2 药品与试剂

甲状腺素放射免疫（简称“放免”）试剂盒（ELSA-PTH，法
国 Cisbio International 公司）；rhPTH1-84 标准品（美国 Sig-

ma-Aldrich公司，批号：055K13631，纯度：97％，0.97 mg/mg）；

注射用 rhPTH（1-84）（重庆科润生物医药研发有限公司，批号：

20080801，纯度：95％，47.5 μg/50 μg）。

2 方法与结果
2.1 标准溶液的制备

取 rhPTH（1-84）标准品，用去离子水溶解振荡，配制成质
量浓度分别为 0、24、55、177、520、1 850 pg/ml的标准溶液；内
质控（PC）：配制含 rhPTH（1-84）标准品质量浓度为46 pg/ml的
溶液；外质控（QC）：配制含 rhPTH（1-84）标准品质量浓度为
25、250、500 pg/ml的 3种标准溶液，分装于离心管中，－80 ℃
保存待用。

2.2 操作流程

取 rhPTH（1-84）标准品200 µl或血浆样品加入ELISA 试管
中，分别加入 125I标记的抗 rhPTH抗体100 µl振荡3 min，复管测
试，25 ℃孵育（18±2）h，弃上清，加吐温20，5 min后弃上清，重
复洗涤4次。以γ-计数计（γ-count）测每分钟计数值（CPM）。

2.3 计算方法

用CPM（y）对 rhPTH（1-84）浓度（x）作图，得回归方程 y＝

ax。从方程中求得血浆样品浓度，用DAS 2.0软件计算药动学
参数。

2.4 方法学验证

2.4.1 线性范围考察：取质量浓度为 0、24、55、177、520、1 850

pg/ml的 rhPTH（1-84）标准溶液，按“2.2”项下操作流程操作，得
标准曲线。采用二次拟合可知在24～1 850 pg/ml范围内线性
关系较好，二项式方程为：y＝－0.004 2x2+21.786x（r＝1.000 0）；

采用直线回归在 24～520 pg/ml范围内线性关系良好，线性回
归方程为：y＝19.791x（r＝0.998 9）。由于血浆中 rhPTH（1-84）

质量浓度＜500 pg/ml，故本试验采用直线回归法。分别考察
了不同批次的多条线性关系，PC、QC随行于标准曲线用于考
察测定精确度，各项质控标准测量值相对误差均＜10％。

2.4.2 精密度及准确度：取高、中、低3个质量浓度的QC样本，

按“2.2”项下操作流程操作，每个质控浓度重复测定5次，连续

测定 3 d，根据当日的标准曲线，计算QC样品的测得量，进行

方差分析，考察本法的精密度和准确度。精密度用相对标准

偏差（RSD）表示，准确度用相对误差（RE）表示，结果见表1。

表1 精密度、准确度及回收率试验结果（n＝5）

Tab 1 Results of precision，accuracy and extraction recovery

tests（n＝5）

加入量，pg/ml

25.0

250.0

500.0

测得量，pg/ml

27.47±2.05

254.7±16.35

515.95±22.50

日内RSD，％
6.65

2.76

2.06

日间RSD，％
7.5

6.3

8.8

RE，％
9.87

1.88

3.19

平均提取回收率，％
86.7

98.9

92.8

2.4.3 回收率试验：精密配制含 rhPTH（1-84）低、中、高质量浓

度的血浆样品，按放免分析操作流程进行操作，测得的浓度除

以标准浓度，计算提取回收率。结果见表1。

2.4.4 最低定量限：精密配制含 rhPTH（1-84）的血浆样品并稀

释至质量浓度为 10 pg/ml，按放免分析操作流程进行操作，重

复测定5次，考察精密度和精确度。结果RSD为6.54％，RE为

13.0％。表明最低定量限可为10 pg/ml。

2.4.5 抑肽酶用量的考察：收集健康人空白血浆于乙二胺四

乙酸（EDTA）抗凝试管中，然后转移至含不同浓度抑肽酶的离

心管中，摇匀，4 ℃下3 000 r/min离心10 min，分取血浆。精密

配制高、中、低质量浓度 rhPTH（1-84）于含不同量抑肽酶的血

浆样本，按放免操作流程测定，抑肽酶用量对测定结果的影响

见表2，因此本试验血浆中采用0.5 TIU/ml的抑肽酶）。

表2 抑肽酶用量对测得结果的影响（pg/ml）

Tab 2 Effects of the dosage of aprotinin on test results（pg/ml）

加入浓度，pg/ml

25.0

250.0

500.0

抑肽酶用量，TIU/ml

0

21.3±2.8

220.1±13.4

438±26.3

0.2

22.8±3.5

225.4±14.5

439±25.6

0.5

26.8±2.7

243.6±10.6

509±35.2

0.8

24.1±2.3

233.7±17.3

489±27.6

1.0

25.3±2.9

240.6±13.2

491±33.4

2.5 稳定性考察

配制含 rhPTH（1-84）低、中、高质量浓度的血浆样品分装

于数支离心管中，于4 ℃、室温分别放置6 h，－80 ℃反复冻融

3次，－80 ℃贮存80 d，按放免分析操作流程进行操作，测定血

浆中 rhPTH（1-84）的质量浓度。结果，室温放置超过 6 h，

rhPTH（1-84）在血浆中浓度下降到原浓度的 75.2％～77.6％；

4 ℃放置 6 h 以上、反复冻融 3次、－80 ℃贮存 80 d，rhPTH

（1-84）在血浆中浓度维持在90％～110％之间 ，显示良好稳定

性。不同批次 PTH（1-84）稳定性试验结果（n＝60）见图 1；

rhPTH（1-84）长期贮存稳定性试验结果见图2。

2.6 药动学研究
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Fig 1 Results of stability tests of different batches of rhPTH
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10名健康自愿者皮下注射2.0 μg/kg rhPTH（1-84），分别于

给药前 5 min 与给药后 5、15、30、60、90、120、180、240、360、

480、600 min 时采集静脉血 3 ml 置于含 EDTA 抗凝试管中，

4 ℃下于 3 000 r/min离心 10 min，分取血浆，按放免操作流程

测定。将所测得的血浆 rhPTH（1-84）浓度用药动学软件DAS

2.0处理，主要药动学参数见表3；药-时曲线见图3。

表 3 患者皮下注射 2.0 μg/kg rhPTH（1-84）后的主要药动学

参数

Tab 3 Main pharmacokinetic parameters of rhPTH（1-84）

after subcutaneous injection of 2.0 μg/kg

药动学参数
tmax，h

cmax，pg/ml

t1/2z，h

Vz，L

CLz，L/h

AUC0-10 h，pg·h/ml

AUC0-∞，pg·h/ml

单剂量（2.0 μg/kg）

0.63±0.28

146.55±46.35

2.56±1.34

12.03±3.78

3.32±1.02

532.36±132.54

625.48±174.63

3 讨论
在放免分析法中，非特异性结合对测定结果影响较大，而

且影响测定的重复性。本试验对洗涤试剂、洗涤方式和过程

进行了探索，最后确定采用吐温20，每次用3 ml，5 min后弃上

清，重复洗涤4次使非特异性结合较低，而且结果稳定、重复性

好，回收率和精确度较高。

血药浓度检测的影响因素较多，其中药物的降解对结果

的影响较大。本试验采用添加抑肽酶来抑制样本中蛋白酶的

活性，防止被测物的降解。内源性 rhPTH及其他蛋白多肽，也

会影响血药浓度的测定结果。本试验采用固相萃取将药物富

集于柱子上，通过合适的洗脱条件将药物浓缩，除去了干扰因

素，提高了特异性。本试验为注射用 rhPTH（1-84）Ⅰ期临床试

验建立了准确的测定方法，该法可应用于 rhPTH的临床样品

检测。
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卫生部党组书记张茅要求：贯彻落实党的“十八大”精神，坚持走中国特色卫生改革发展道路

本刊讯 2013年1月8日，卫生部党组书记张茅在全国卫

生工作会议上指出，党的“十八大”把提高人民健康水平作为

深入落实科学发展观、全面建成小康社会、建设社会主义现代

化强国的一项重要任务，指明了卫生工作的目标方向。全国

卫生系统必须结合工作实际，全面理解、准确把握“十八大”对

卫生工作的新要求，把“十八大”精神作为新的历史阶段做好

卫生工作的根本指导思想。

一是要坚持卫生工作为人民健康服务的根本方向。二是

要坚持把基本医疗卫生制度作为公共产品向全民提供。三是

要坚持预防为主、以农村为重点、中西医并重。四是要坚持保

基本、强基层、建机制。五是要坚持统筹推进医疗保障、医疗

服务、公共卫生、药品供应和监管体制综合改革。

张茅号召，全国卫生系统要把学习宣传贯彻“十八”大精

神作为当前和今后一个时期的首要政治任务，不断加深对中

国特色卫生改革发展道路的丰富内涵、理论基础、制度安排的

理解和把握，在党的领导下，实践好、发展好、完善好这条符合

国情、独具特色的卫生改革发展之路。
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