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安全监测

酶联免疫吸附法测定高浓度静注人免疫球蛋白中 
人凝血因子Ⅻ与前激肽释放酶的残留量 *

余雨蓉 1，刘勇 2，杨龙 1，唐良玉 1，肖春桥 1，李丹 1，菅长永 1**

（1. 贵州泰邦生物制品有限公司，贵阳 550025；2. 贵阳康养职业大学，贵阳 550081）

摘要　目的：建立酶联免疫吸附（ELISA）方法分别检测高浓度静注人免疫球蛋白制品（10%IVIG）中人

凝血因子Ⅻ（factor Ⅻ，F Ⅻ）和前激肽释放酶（prekallikrein，PK）的残留量，并对该方法进行验证。方法：
F Ⅻ、PK 特异性抗体预包被在微孔板上并封闭。10%IVIG 中的 F Ⅻ、PK 分别与预包被抗体结合反应，经洗

涤，分别加入 F Ⅻ、PK 特异性生物素化检测抗体与结合抗体反应，经第 2 次洗涤后，分别加入辣根过氧化物

酶、链霉亲和素 - 过氧化物酶反应，再加入显色剂反应后，添加终止液终止反应，置于酶标仪 450 nm 波长处

测定吸收度。参照 2020 年版《中华人民共和国药典》验证检测方法，并采用经验证的方法对 10%IVIG 工

艺中间品、成品中 F Ⅻ、PK 残留量进行测定。结果：验证结果如下：稀释线性显示 F Ⅻ检测方法存在基质

效应，PK 检测方法存在钩状效应，可分别通过稀释 5~20 倍、80~120 倍解决；加标实验测定结果的平均回收

率分别为 110.3%、99.1%，RSD 分别为 3.6%、2.7%，该方法准确度良好；重复性测定结果的 RSD 分别为 8.3%、

7.7%；中间精密度实验的 RSD 分别为 7.0%、9.2%；方法精密度良好；定量限精密度验证符合要求，定量限分

别为 1.0、1.25 ng · mL-1；该方法在线性范围内线性关系良好（r=0.999 9）。耐用性验证了孵育时间、试剂盒开

启有效期以及不同批号试剂盒，结果显示方法的耐用性良好。应用该方法检测 10%IVIG 中 F Ⅻ、PK 残留

量均维持较低水平，说明辛酸沉淀结合 2 步阴离子层析工艺能够较好地去除 10%IVIG 中的 F Ⅻ、PK。结
论：建立的方法适用性良好，能够满足实验室对 10%IVIG 静注人免疫球蛋白中 F Ⅻ、PK 残留量的测定。
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method for determination of residual human factor Ⅻ (F Ⅻ ) and prekallikrein (PK) in high concentration human 
intravenous immunoglobulin (10%IVIG). Methods: Microplates were pre-coated with specific antibodies for 
F Ⅻ and PK, respectively, and then blocked. The F Ⅻ and PK in 10%IVIG were allowed to bind with the pre-
coated antibodies on the plates. After appropriate washing steps, biotinylated detection antibodies specific for 
F Ⅻ and PK were added. Following a second washing, HRP/Streptavidin-Peroxidase conjugates were added and 
unbound conjugates were washed away with another washing step. After the addition of a chromogenic substrate 
and a stop solution, the absorbance was measured at 450 nm using a microplate reader. The detection method 
was validated according to the 2020 edition of Chinese Pharmacopoeia. Then the validated method was used to 
determine the residual levels of F Ⅻ and PK in process intermediates and final products 10%IVIG. Results: The 
dilution linearity results showed a matrix effect and a hook effect in F Ⅻ and PK detection methods, respectively, 
which could be solved by diluting 5-20 times and 80-120 times, respectively. The average recoveries in the spiked 
experiments were 110.3% and 99.1% for F Ⅻ and PK respectively, with RSD of 3.6% and 2.7%. indicating good 
accuracy of the method. The RSDs of the repeatability validation were 8.3%、7.7% for both methods, and the RSD 
of intermediate precision validation were 7.0% and 9.2% for F Ⅻ and PK, respectively, indicating good precision of 
the two methods. The limits of quantitation of the two methods were 1.0 ng · mL-1 and 1.25 ng · mL-1 respectively. 
Both methods exhibited good linearity (r = 0.999 9). The robustness validation, which included incubation time, 
the effective period of the opened reagent kit, and different batches of reagent kits, showed good robustness of the 
method. The residues of high concentration human immunoglobulin F Ⅻ and PK maintained at low levels by using 
the method, indicating that octanoic acid precipitation combined with two-step anionic exchange chromatography 
process could effectively remove F Ⅻ and PK in 10%IVIG. Conclusion: The detection method shows good  
applicability and can be used for the determination of F Ⅻ and PK residues in 10%IVIG.
Keywords: high concentration human immunoglobulin for intravenous injection; human factor Ⅻ ; prekallikrein; 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA); matrix effect; hook effect

静注人免疫球蛋白（human immunoglobulin for 
intravenous injection，IVIG）是以 1 000 名以上供血

浆者的血浆为原料，经融浆、分离纯化，并经灭活等

工艺制成，主要成分为 IgG[1-2]。临床上，IVIG 用于

与抗体产生缺陷相关的原发和继发免疫缺陷患者的

免疫替代疗法，还可作为自身免疫性疾病、全身炎症

性疾病和神经免疫学疾病的免疫调节治疗 [3-6]，在

临床上的安全性和耐受性得到了验证，但也存在一

些不良反应报道，严重不良反应有过敏性休克、心律

失常、血栓等 [7]。在 IVIG 制品中，凝血因子尤其是 
活化人凝血因子Ⅺ（activation of factor Ⅺ，F Ⅺ a）浓

度过高会引起血栓栓塞事件，严重时可导致死亡 [8-10]。

2010 年，美国 Octapharma 公司的 Octagam 产品。产

品由于与血栓栓塞症的突然增加有关，被暂时退出

市场，欧洲药品管理局调查结果显示，在最终产品中

存在的与工艺相关的杂质 F Ⅺ a 是引起血栓栓塞的

主要原因，另 1 种酶——激肽释放酶被认为起次要作 

用 [11]。EP 规定，IVIG 生产工艺需包含去除血栓形成

剂（凝血因子及其酶原）且不引起酶原激活的步骤，

或提交证据表明产品不会诱导酶原激活 [12]。2022 年

5 月，国家药品监督管理局发布的《特异性人免疫球

蛋白药学研究与评价技术指导原则》指出，质量研究

和控制部分鼓励对凝血激活物水平进行检测并建立

标准。因此，IVIG 制造商需对其生产工艺去除凝血

激活物的能力进行监测。

本文关注到内源性凝血途径，首先激活人凝血因

子Ⅻ（factor Ⅻ，F Ⅻ），其与带负电荷的表面接触会引

起酶原的构象变化，从而产生少量的活化人凝血因子

Ⅻ（activation of factor Ⅻ，F Ⅻ a）。接触激活 F Ⅻ a 激

活前激肽释放酶（prekallikrein, PK）为激肽释放酶原

（prekallikrein activator，PKa），PKa 会反馈激活 F Ⅻ为 
F Ⅻ a，形成 F Ⅻ激活的反馈调节环。这个调节环通过

F Ⅻ a 介导 F Ⅺ激活为 F Ⅺ a，F Ⅺ a 促进钙离子依赖

性因子Ⅸ（factor Ⅸ，F Ⅸ）的激活，从而启动内在凝血
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途径。在血浆激肽释放酶 - 激肽系统中，PK 在血浆中

与高分子量激肽酶原（high-molecular-weight kininogen，
HK）以非共价键结合，F Ⅻ a 促进 PK 裂解 HK 释放炎

症介质缓激肽（inflammatory mediator bradykinin，BK），

通过与特定细胞受体的相互作用促进炎症、血管扩张

和血管通透性。研究表明，F Ⅻ、PK 或 HK 缺陷小鼠

具有抗血栓表型，不会大量出血 [13-15]。由于 F Ⅻ、PK
为内源性凝血途径上游的凝血激活物，IVIG 生产商应

关注工艺过程对二者的去除能力，为临床不良反应监

测与分析提供参考。

综上，为更好地监控 10%IVIG 生产工艺去除凝血

激活物 F Ⅻ、PK 的能力，并防范制品致血栓的风险，本

文建立了酶联免疫吸附法（ELISA 法）检测 10%IVIG
中 F Ⅻ、PK 残留量，并参照 2020 年版《中华人民共和

国药典》 （以下简称《中国药典》）四部通则 9012、通
则 9101[16]，对方法的稀释线性、准确度、专属性、重复

性、中间精密度、定量限、线性范围、耐用性进行验证。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Multiskan GO 全波长酶标仪（赛默飞公司）；VM- 
500-1P 微孔板振荡器（群安实验仪器有限公司）；

XSR603S 电子天平（d=1 mg，Mettler Toledo 公司）。

1.2　样品

10%IVIG 工艺中间品、成品 [ 规格：5 g · 瓶 -1

（10%，50 mL）]，由贵州泰邦生物制品有限公司提供。

1.3　试剂

试剂盒：人凝血因子Ⅻ ELISA 试剂盒 [ F Ⅻ标

准品 1 000 ng · mL-1、96 孔抗体包被微孔滴定板、抗

人凝血因子Ⅻ一抗、浓缩辣根过氧化物酶标记链霉

亲和素（HRP）、3，3’，5，5’– 四甲基对二氨基联苯

（TMB）显色底物、浓缩清洗液 ]，Innovations Research
公司。人前激肽释放酶 ELISA 试剂盒 [PK 标准品 
80 ng · mL-1、96 孔抗体包被的微孔滴定板、浓缩稀释

液 N、生物素化人前激肽释放酶检测抗体、链霉亲和

素 - 过氧化物酶共轭物（SP 共轭物）、TMB 显色底

物、浓缩洗涤缓冲液、终止液 ]，Abcam 公司。

其他试剂：氯化钠（重庆川东化工集团有限

公司，规格为 500 g · 瓶 -1）；三（羟甲基）氨基甲烷

（Tris） （阿拉丁公司，规格为 100 g · 瓶 -1）；无蛋白酶

牛血清白蛋白 [ 生工生物工程（上海）股份有限公

司，规格为 50 g · 瓶 -1]；盐酸（重庆川东化工集团有

限公司，规格为 500 mL · 瓶 -1）。

2　方法与结果

2.1　酶联免疫吸附法测定 F Ⅻ

配制 0.1 mol · L-1 Tris，0.15 mol · L-1 氯化钠，pH 
7.4 的 TBS 缓冲液，称取无蛋白酶牛血清白蛋白 3 g，
溶于 100 mL TBS 缓冲液作为样品稀释液。将 F Ⅻ 
ELISA 试剂盒中的 F Ⅻ标准品按线性浓度（100.0、
50.0、25.0、10.0、5.0、1.0、0.5、0 ng · mL-1）稀释，待测样

品稀释至线性范围内。测定步骤：取 100 μL 标准品 / 
待测样品，室温振摇孵育 30 min；300 μL 清洗缓冲液

洗板 3 次，加入 100 μL 抗人 F Ⅻ一抗，室温振摇孵

育 30 min；300 μL 清洗缓冲液洗板 3 次，加入 100 μL  
2 000 倍稀释后 HRP，室温振摇孵育 30 min；300 μL
清洗缓冲液洗板 3 次，加入 100 μL TMB 显色底物，

室温振摇孵育 10 min；加 50 μL 终止液，混匀，酶标仪

450 nm 测定吸收度。

2.2　酶联免疫吸附法测定 PK
取人前激肽释放酶 ELISA 试剂盒中的浓缩稀释

剂 N 进行 10 倍稀释，配制成样品稀释液。将人前激

肽释放酶 ELISA 试剂盒中的 PK 标准品按线性浓度

（80.0、40.0、20.0、10.0、5.0、2.5、1.25、0 ng · mL-1）稀

释，待测样品稀释至线性范围内。测定步骤：取 50 μL 
标准品 / 待测样品，混匀，室温孵育 2 h；200 μL 清洗

缓冲液洗板 5 次，加入 50 μL 50 倍稀释后的生物素

化人 PK 检测抗体，混匀，室温孵育 1 h；200 μL 清洗

缓冲液洗板 5 次，加入 50 μL100 倍稀释后的 SP 共轭

物，混匀，室温孵育 30 min；200 μL 清洗缓冲液洗板 5
次，加 50 μL TMB 显色底物，混匀，室温孵育 20 min；
加 50 μL 终止液，混匀，酶标仪 450 nm 测定吸收度。

2.3　数据处理

2.3.1　标准曲线　将各浓度梯度标准品 A450 值与相

应浓度一起输入 ELISA Calc 分析软件中（版本号：

02）进行 Logistic 曲线拟合（四参数），得到标准曲线

（线性相关系数 r ≥ 0.99）。
2.3.2　样品结果计算　将样品 A450 值代入标准曲线，

计算即得稀释后样品 F Ⅻ、PK 含量，再乘以稀释倍

数，即得待测样中 F Ⅻ、PK 残留量。参照 2020 年版

《中国药典》四部通则 9101 分析方法验证指导原则，

确定测定结果的回收率限度和精密度可接受范围。

采用 Office 2016 版 Excel 软件完成结果统计。

2.4　方法学验证与结果分析

2.4.1　稀释线性　考察用样品稀释液将待测样品浓

度稀释至定量范围后，方法能否准确测定，同时考察
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方法是否存在基质效应或钩状效应。用样品稀释液

将 10%IVIG 稀释制备 6 种不同浓度的供试品溶液，

每个浓度平行测定 6 次，RSD 应≤ 15%。

F Ⅻ检测方法稀释线性验证结果见表 1，不同

稀释倍数 F Ⅻ残留量 6 次平行测定结果的 RSD 在

2.3%~10%，符合判定标准。当稀释倍数为 1 时，F Ⅻ

检测结果不准确，说明使用该方法检测 10%IVIG 中

F Ⅻ残留量时存在基质效应，基质成分会影响抗体活

性，从而影响检测结果的准确度，可通过合适稀释度

（5~20 倍）消除基质效应对检测结果的影响。

表 1　F Ⅻ检测方法稀释线性验证结果

Tab. 1　Dilution linear validation results of F Ⅻ detection method
稀释倍数

（dilution multiple）
F Ⅻ残留量检测结果（F Ⅻ residue test result）/（ng · mL-1）

RSD /%
1 2 3 4 5 6 平均值（average）

  1 15.0 14.5 14.6 14.7 14.0 14.8 14.6   2.3

  2 70.6 63.5 69.9 65.0 71.9 83.8 70.8 10

  5 86.9 86.6 81.8 83.2 81.9 84.8 84.2   3.9

10 75.2 71.7 75.9 71.9 76.1 83.5 75.7   5.7

20 94.1 91.5 89.1 93.2 96.1 95.6 93.3   2.8

40 115.7 94.4 108.0 114.6 106.1 108.3 108.3   7.1

PK 检测方法稀释线性结果见表 2，不同稀释倍数

PK 残留量 6 次平行测定结果的 RSD 在 3.9%~11%，

符合判定标准。如图 1 所示，使用该方法检测不同浓

度梯度的 10%IVIG 中的 PK 残留量，当稀释倍数大于

120 倍，抗原 - 抗体反应不等价存在钩状效应，导致

检测结果偏低，当稀释为 80~120 倍，检测结果处于高

峰区，此范围内抗原 - 抗体结合达到平衡点，可有效

避免钩状效应，从而确保检测结果的准确性。

表 2　PK 检测方法稀释线性验证结果

Tab. 2　Dilution linear validation results of PK detection method
稀释倍数

（dilution multiple）
PK 残留量检测结果（PK residue test result）/（ng · mL-1）

RSD/%
1 2 3 4 5 6 平均值（average）

  40 707.6 658.2 649.9 636.8 639.6 650.9 657.2   3.9

  80 624.7 675.1 683.4 670.1 679.7 718.0 675.2   4.4

100 704.1 679.5 682.4 709.6 734.7 650.8 693.5   4.2

120 650.2 643.3 703.4 647.8 647.8 688.0 663.4   3.9

160 535.1 468.7 547.1 440.5 478.7 473.7 490.6   8.4

200 347.6 432.2 457.9 389.0 361.3 411.3 399.9 11
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图 1　不同稀释倍数 PK 残留量检测结果变化趋势

Fig. 1　The trend of changes in detection results of PK residues at different dilution multiples
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2.4.2　回收率　确定在 10%IVIG 成品各成分存在的

条件下，该方法能准确地测定 F Ⅻ、PK 残留量，测定

结果的回收率应在 70.0%~125.0%，RSD 应≤ 15%。

取 10%IVIG 成品，根据稀释线性测定的 F Ⅻ

残留量，配制 F Ⅻ标准品加入量为其 F Ⅻ残留量

100% 的加标供试品 6 份，将 10%IVIG 样品和加标

供试品按方法测定 F Ⅻ含量，计算加标回收率以

及 RSD。10%IVIG 成品中 F Ⅻ残留量测定结果为

72.5 ng · mL-1，6 份加标供试品 F Ⅻ添加回收率在

98.5%~118.7%，RSD 为 3.6%，符合判定标准，F Ⅻ检

测方法准确度良好。

取 10%IVIG 成品，将其用稀释液稀释至线性范

围内作为供试品溶液，同时用稀释后的 10%IVIG 配

制 PK 标准品加入量为其稀释后 PK 含量 100% 的

加标供试品 6 份，按本法测定 PK 含量，计算加标回

收率以及 RSD。用稀释 40 倍的 10%IVIG 配制 PK
标准品添加质量浓度为 17.5 ng · mL-1 的加标供试

品 6 份，10%IVIG 成品稀释 40 倍 PK 含量测定结果

为 18.6 ng · mL-1，6 份加标供试品 PK 添加回收率在

91.4%~108.6%，RSD 为 2.7%，符合判定标准，PK 检

测方法准确度良好。

2.4.3　重复性　取 1 批 10%IVIG 成品，用样品稀释

液稀释成品至 3 种不同浓度、每种浓度制备 3 个平行

作为供试品溶液，按 F Ⅻ、PK 检测方法分别测定其

中的 F Ⅻ、PK 残留量，测定结果的 RSD 应≤ 15%。

F Ⅻ、PK 检测方法，重复性试验结果的相对标准偏

差用 RSD1 表示；不同实验人员开展重复性试验结

果的相对标准偏差用 RSD2 表示；2 次重复性试验

结果核算的相对标准偏差用 RSD 表示，该 RSD ≤ 

15% 则表明该方法的中间精密度符合要求。分别为 
8.3%、7.7%，符合接受标准，F Ⅻ、PK 检测方法重复性

良好。

2.4.4　中间精密度　由不同实验人员在不同时间

进行重复性试验，测定结果的 RSD2 应≤ 15%；结合

重复性测定结果计算 RSD 应≤ 15%。F Ⅻ、PK 检

测方法中间精密度，测定结果的 RSD2 分别为 5.8%、

5.6%，结合该检测方法重复性测定结果计算 RSD 分

别为 7.0%、9.2%，符合接受标准，F Ⅻ、PK 检测方法

中间精密度均良好。

2.4.5　定量限　2020 年版《中国药典》四部通则

9101 分析方法验证指导原则中定量限系指试样中被

测物能被定量测定的最低量，参照直观法用已知浓度

的被测物，考察方法能定量测定 F Ⅻ、PK 最低浓度

作为定量限，并对其准确度、精密度进行验证，回收率

在 70.0%~125.0%，RSD 应≤ 15%。

结果如表 3 所示，F Ⅻ检测方法的定量限为 
1.0 ng · mL-1，PK 检测方法的定量限为 1.25 ng · mL-1。

对 F Ⅻ、PK 检测方法的定量限准确度和精密度进行

验证，回收率分别在 98.3%~119.6%、80.4%~120.8%，

RSD 分别为 5.2%、12%，符合接受标准。

表 3　F Ⅻ、PK 检测方法定量限验证结果

Tab. 3　Limit of quantification verification results of F XII、PK dectection methods

检测方法

（detection 
method）

实验项目

（experimental project）

标准品浓度

（standard 
concentration）/
（ng · mL-1）

标准品测定平均值

（average value of standard 
determination）/ 

（ng · mL-1）（n=6）

回收率

（recovery）/ 
%（n=6）

RSD1/%
（n=6）

回收率

平均值

（average recovery）/ 
%（n=12）

RSD2/%
（n=12）

F Ⅻ 重复性（repeatability） 1.00 1.13 105.7~119.6 4.9 110.9   5.2

中间精密度（intermediate 
precision）

1.09   98.3~113.7 5.0

PK 重复性（repeatability） 1.25 1.38   96.8~120.8 8.8 101.7 12

中间精密度（intermediate 
precision）

1.16   80.4~99.0 7.9

2.4.6　线性与范围　用样品稀释液将复溶后的 F Ⅻ标

准品溶液稀释成质量浓度为 100.0、50.0、25.0、10.0、5.0、
1.0、0.5、0 ng · mL-1 的系列标准品溶液，作标准曲线。结

果如图 2 所示，F Ⅻ标准品质量浓度在 0~100.0 ng · mL-1

范围内，与吸收度呈线性关系，回归方程为

Y=（5.626 9-0.030 37）/[1+（X/56.916 34）-1.129 01]+ 
0.030 37　r=0.999 9
符合接受标准（r ≥ 0.99）。
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图 2　F Ⅻ标准曲线

Fig. 2　Four-parameter fitting curve of F Ⅻ standard

用样品稀释液将复溶后的 PK 标准品溶液稀释

成质量浓度为 80.0、40.0、20.0、10.0、5.0、2.5、1.25、 
0 ng · mL-1 的系列标准品溶液，作标准曲线。PK 标准

品质量浓度在 0~80.0 ng · mL-1 范围内，与吸收度呈

线性关系，结果如图 3 所示，回归方程为

Y=（3.300 35-0.010 66）/[1+（X/32.903 62）-1.429 21]+ 
0.010 66　r=0.999 9
符合接受标准（r ≥ 0.99）。
2.4.7　耐用性　考察不同的孵育时间对检测结果的

影响，结果见表 4、5。该检测方法下，3 组不同孵育时

间检测结果的 RSD 分别为 6.3%、8.3%，精密度符合要

求，说明 F Ⅻ、PK 检测方法孵育时间分别控制在 28~ 
32 min、规定时间 ±5 min 内对检测结果无显著影响。

考察试剂盒开启效期验证：分别开启 F Ⅻ ELISA
试剂盒、人前激肽释放酶 ELISA 试剂盒，对 10%IVIG

3

2.5

2

1.5

1

0.5

0

A 4
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0         10        20        30        40        50        60        70        80
PK 标准品浓度 

（PK standard concentration）/（ng·mL-1）

图 3　PK 标准曲线

Fig. 3　Four-parameter fitting curve of PK standard

成品中 F Ⅻ、PK 残留量进行检测后，将剩余试剂按

相应要求保存 15、30 d 后对同 1 批次 10%IVIG 成品

中 F Ⅻ、PK 残留量进行检测。结果见表 4、5。该试

剂盒分别开启 15、30 d 前后检测结果的 RSD 分别

为 4.0%、9.3%，精密度符合要求，说明人凝血因子Ⅻ 
ELISA 试剂盒、人前激肽释放酶 ELISA 试剂盒开启

后相关试剂按要求分别保存 15、30 d 检测 10%IVIG
中 F Ⅻ、PK 残留量无显著影响。

考察不同批号试剂盒检测结果差异，结果见表

4、5，不同批号人凝血因子Ⅻ ELISA 试剂盒 F Ⅻ检测

结果的 RSD 为 5.3%，人前激肽释放酶 ELISA 试剂盒

PK 检测结果的 RSD 为 9.7%，精密度符合要求，说明

不同批号试剂盒分别检测 10%IVIG 中 F Ⅻ、PK 残留

量无显著性差异。

表 4　F Ⅻ检测方法耐用性验证结果

Tab. 4　Robustness validation results of F Ⅻ detection method
验证项目

（validation items）
F Ⅻ残留量检测平均值

（average F Ⅻ residue test value）/（ng · mL-1）

RSD1/%
（n=3）

RSD2/%
（n=9）

孵育时间

（incubation time）/min
28 88.0 1.9 6.3

30 82.7 1.2

32 95.4 1.4

开启效期

（open-use period）
第 0 天（day 0） 91.6 4.8 4.0

第 15 天（day 15） 87.6 1.5

批号

（different lot）
批号 1（lot 1） 82.7 1.4 5.3

批号 2（lot 2） 88.8 5.5



药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2025,45(3)·520·

 Journal  of  Pharmaceutical  AnalysisChinese药物分析杂志 ywfx.nifdc.org.cn

表 5　PK 检测方法耐用性验证结果

Tab. 5　Robustness validation results of PK detection method
验证项目

（validation items）
PK 残留量检测平均值

（average PK residue test value）/（ng · mL-1）

RSD1/%
（n=3）

RSD2/%
（n=9）

孵育时间

（incubation time）
规定时间 -5 min（5 min less than the set time） 736.0   2.0 8.3

规定时间（set time） 669.6 12.4

规定时间 +5 min（5 min longer than the set time） 748.0   5.4

开启效期

（open-use period）
第 0 天（day 0） 669.6 12.4 9.3

第 30 天（day 30） 740.4   0.81

不同批号

（different lot）
批号 1（lot 1） 669.6 12.4 9.7

批号 2（lot 2） 726.9   6.1

3　讨论

本 文 建 立 的 ELISA 法 用 以 检 测 10%IVIG 中

F Ⅻ、PK 残留量，并进行了方法的线性、准确度、重复

性、中间精密度、定量限、线性与范围、耐用性验证，结

果显示该检测方法灵敏度高，准确度、精密度良好。

应用该方法对 10%IVIG 工艺过程中间品中的

F Ⅻ、PK 含量进行检测，结果显示辛酸反应、第 1 次

超滤后 F Ⅻ、PK 含量显著降低，说明辛酸反应能够

沉淀大部分杂蛋白并结合超滤工艺将其去除，2 步

阴离子交换层析后 F Ⅻ、PK 含量均有降低，说明阴

离子交换层析能够去除 F Ⅻ、PK，与文献 [17-19]报
道的辛酸沉淀结合阴离子交换层析可有效去除血浆

来源的杂质和促凝剂的结论一致。正常人血浆中的

F Ⅻ平均含量约为 30 μg · mL-1[20]，PK 平均含量约为

50 μg · mL-1[14]，检测公司生产的多批次成品中 F Ⅻ

残 留 量 约 为 0.06~0.15 μg · mL-1，PK 含量约为 0.6~ 
0.9 ng · mL-1，均远低于正常人血浆中含量。同时本公

司对 10%IVIG 多批次成品以及长期稳定性考察产品

中激肽释放酶原激活剂（PKA）进行检测，结果均未

检出，远低于 2020 年版《中国药典》 （三部）[21] 静注人

2.5　应用

采用经验证的酶联免疫吸附法检测 10%IVIG
制备工艺中间品、成品中 F Ⅻ、PK 残留量。结果见

表 6。组分Ⅰ + Ⅱ + Ⅲ溶解液中 F Ⅻ、PK 含量均

能检出，经辛酸反应后单步去除率分别为 44.3%、

86.1%；经第 1 步超滤后，F Ⅻ、PK 含量分别减少

约 99.8%、98.1%。第 1 步超滤后将料液等倍稀释

F Ⅻ、PK 含量相应降低；经 2 步阴离子层析后 F Ⅻ

含量降低约 23.6%，PK 含量降低约 43.7%。层析结

束后，F Ⅻ、PK 含量随料液超滤浓缩而增加，但均维

持较低水平，到成品阶段，F Ⅻ、PK 残留量总体去

除率达 96% 以上。综上，10%IVIG 制备工艺过程

能有效去除 F Ⅻ、PK 残留量，降低了产品致血栓的 
风险。

表 6　10%IVIG 生产工艺过程中间品 F Ⅻ、PK 含量 / 残留量检测结果

Tab. 6　Detection results of F Ⅻ and PK residual levels in intermediate products during the production process of 10%IVIG

工艺步骤

（process steps）

F Ⅻ含量 / 残留量

（F Ⅻ content）
PK 含量 / 残留量

（PK content）

测定值

（measured）/（ng · mL-1）

去除率

（removal rate）/%
测定值

（measured）/（ng · mL-1）

去除率

（removal rate）/%

组分Ⅰ + Ⅱ + Ⅲ溶解液 
（component Ⅰ + Ⅱ + Ⅲ dissolution solution）

6 834.9 / 25 177.1 /

辛酸沉淀后（caprylic acid precipitates） 3 810.8 44.3 3 496.4 86.1

第 1 步超滤后（after step 1 ultrafiltration） 31.6 99.8 263.8 98.1

第 1 步层析前（before step 1 chromatography） 12.7 / 129.6 /

第 1 步层析后（after step 1 chromatography） 11.4 / 66.6 /

第 2 步层析前（before step 2 chromatography） 9.3 / 68.1 /

第 2 步层析后（after step 2 chromatography） 9.7 23.6 73.0 43.7

第 2 步超滤后（after step 2 ultrafiltration） 31.5 / 183.0 /

成品（final product） 114.5 98.3 814.3 96.8
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免疫球蛋白（pH 4）PKA 应≤ 35 IU · mL-1 的规定，说

明本公司辛酸反应结合 2 步阴离子层析工艺能够很

好地去除 F Ⅻ、PK、PKA。结合本品已完成的Ⅲ期临

床安全性和有效性研究结果，未出现血栓栓塞不良

事件，说明本品可能引起血栓栓塞事件的潜在风险 
很小。

综上，本文验证了 ELISA 法测定 10%IVIG 中

F Ⅻ、PK 残留量，该方法简便快捷，准确度高，精密度

好，利用该方法检测工艺过程中间品中 F Ⅻ、PK 含

量，结果准确可靠，能够满足实验室对 10%IVIG 中

F Ⅻ、PK 残留量测定的要求。
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