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3528 人表皮生长因子生物学活性测定法 1 

 2 

第一法  细胞增殖法/MTT 比色法 3 

…… 4 

第二法  报告基因法 5 

本法采用基因修饰的报告基因细胞作为人表皮生长因6 

子生物学活性测定用细胞。当人表皮生长因子与报告基因细7 

胞相互作用后产生荧光素酶，加入底物后可产生化学发光，8 

并且产生的光强度与人表皮生长因子的浓度呈正相关。通过9 

测定发光强度，以此测定人表皮生长因子生物学活性。 10 

试剂 （1）完全培养液 DMEM 培养液，10%的胎牛血11 

清，100µg/ml 潮霉素。2℃～8℃保存。 12 

（2）工作培养液 DMEM 培养液，10%的胎牛血清。13 

2℃～8℃保存。 14 

（3）磷酸缓冲盐溶液（PBS）  取氯化钠 8.0g、氯化钾15 

0.20g、磷酸氢二钠 1.44g、磷酸二氢钾 0.24g，加水溶解并稀16 

释至 1000ml，高压灭菌。 17 

（4）荧光素酶报告基因检测试剂盒。 18 

报告基因细胞  HEK293-SREA2（系为表皮生长因子刺19 

激核心反应元件和荧光素酶报告基因稳定转染入人胚肾 29320 

细胞）或其他适宜的报告基因细胞。报告基因细胞的构建及21 

细胞库管理和质控应参照“9404 基于基因修饰细胞系的生22 
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物检定法指导原则”要求执行。  23 

标准品溶液  将人表皮生长因子标准品按说明书复溶24 

后，用工作培养液将其稀释至约 4IU/ml。在白色 96 孔细胞25 

培养板中做 2 倍系列稀释，共 8 个稀释度，每个稀释度做 226 

孔，50µl/孔。  27 

供试品溶液  将供试品按标示量复溶后，用工作培养液28 

将其稀释成约 4IU/ml。在白色 96 孔细胞培养板中做 2 倍系29 

列稀释，共 8个稀释度，每个稀释度做 2 孔，50µl/孔。 30 

测定法  收集在完全培养液中培养的 HEK293-SREA231 

细胞，用工作培养液配制成 4.0×105/ml 的细胞悬液。将细胞32 

悬液加入之前制备好的标准品溶液和供试品溶液，50µl/孔，33 

置 37℃、5%二氧化碳条件下培养 18小时。按荧光素酶报告34 

基因检测试剂盒说明书加入荧光素酶底物，用化学发光酶标35 

仪测定发光强度，记录测定结果。 36 

结果计算  试验数据采用计算机程序或四参数回归计37 

算法进行处理，并按下式计算供试品生物学活性。 38 

 39 

供试品生物学活性（IU/ml） = Pr× 
Ds×Es 

Dr×Er 

  
式中 Pr为标准品生物学活性，IU/ml； 40 

Ds为供试品预稀释倍数； 41 

Dr为标准品预稀释倍数； 42 

Es为供试品相当于标准品半效量的稀释倍数； 43 

Er为标准品半效量的稀释倍数。 44 
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 45 

注：本实验相关参数是根据报告基因细胞 HEK293-46 

SREA2确定，如果采用其他适宜的报告基因细胞株，还需进47 

一步确认实验参数。 48 

 49 

                                                                              50 

起草单位： 中国食品药品检定研究院              联系方式：010-67095426      51 
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起草说明 52 

 53 

现行版中国药典收载的人表皮生长因子生物活性测定54 

方法为细胞增殖法/MTT 比色法，该方法的检测周期长（5～55 

6 天），方法变异度大。         56 

基于现有方法存在的问题，开发了报告基因法用于人表57 

皮生长因子生物活性测定。该方法具有操作简便、周期短、58 

方法变异小，准确度高等优点，能够提高人表皮生长因子制59 

品的质量控制水平。 60 

该方法将含有顺式作用元件 SRE 和荧光素酶报告基因61 

稳定转染入 HEK293细胞，构建细胞系 HEK293-SREA2，作62 

为生物学活性测定细胞。通过人表皮生长因子与报告基因细63 

胞相互作用后产生荧光素酶，加入底物后可产生化学发光，64 

并且产生的光强度与表皮生长因子的浓度呈正相关，加入荧65 

光素酶底物后，测定其发光强度，以此测定人表皮生长因子66 

生物学活性。 67 

 该方法采用报告基因细胞为 HEK293-SREA2，细胞的68 

构建及细胞库管理和质控均参照“9404 基于基因修饰细胞系69 

的生物检定法指导原则”要求开展。该方法的相关参数是根据70 

报告基因细胞 HEK293-SREA2确定，如果采用其他适宜的报71 

告基因细胞株，还需进一步确认实验参数。 72 

该方法的建立为人表皮生长因子生物学活性测定提供73 
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了更多的选择。根据新增方法的应用情况，将进一步考虑用74 

该方法替代现有方法。 75 




