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（１．滨州医学院，烟台 ２６４００３；２．荣昌生物制药（烟台）股份有限公司，烟台 ２６４００６）

摘要　目的：建立桥式酶联免疫吸附法测定食蟹猴血清中抗药抗体（ａｎｔｉ－ｄｒｕｇａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＤＡ）和竞争酶联
免疫吸附法测定中和抗体（ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ，ＮＡｂ），并进行方法学验证。方法：桥式酶联免疫吸附法在
９６孔板预包被泰它西普（代号：ＲＣ１８），与待测样品中的抗 ＲＣ１８抗体结合形成复合物，依次加入生物素化
的ＲＣ１８（Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８）、辣根过氧化物酶标记链霉亲和素（ＳＡ－ＨＲＰ）和四甲基联苯胺底物（ＴＭＢ）显色，
终止反应后在酶标仪４５０ｎｍ／６３０ｎｍ波长处读取吸收度。竞争酶联免疫吸附法在９６孔板预包被 Ｂ细胞
激活因子或增殖诱导配体蛋白，加入与 Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８预混合的样品，形成 Ｂ细胞激活因子或增殖诱导配
体－抗ＲＣ１８抗体－Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８三者的复合物，依次加入ＳＡ－ＨＲＰ和ＴＭＢ显色，终止反应后在酶标仪上
读取吸收度。结果：桥式酶联免疫吸附法线性范围的精密度≤１２３２％，灵敏度为５０ｎｇ·ｍＬ－１，筛选临界
阈值为０９３７，确证临界阈值为２３６２％。竞争酶联免疫吸附法方法线性范围的精密度≤２０％，灵敏度为
３１２５０ｎｇ·ｍＬ－１，针对靶标Ｂ细胞激活因子和增殖诱导配体的ＮＡｂ活性，判断阈值分别为０７９和０６９，
可耐受血清中ＲＣ１８的药物浓度分别为２５和５μｇ·ｍＬ－１。结论：方法学验证结果表明，桥式酶联免疫吸
附法及竞争酶联免疫吸附法均符合临床前生物制品免疫原性研究的要求，可用于食蟹猴血清中 ＡＤＡ及
ＡＤＡ阳性样本ＮＡｂ的检测。
关键词：泰它西普；免疫原性；抗药抗体；中和抗体；桥式酶联免疫吸附法；竞争酶联免疫吸附法
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ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉ－ｄｒｕｇａｎｔｉｂｏｄｙ（ＡＤＡ）ａｎｄａｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ
ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＮＡｂ）ｉｎｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓｍｏｎｋｅｙｓｅｒｕｍ，ａｎｄｔｏｃｏｎｄｕｃｔｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｖａｌｉｄａｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｓｔｅｐｓｏｆ
ｂｒｉｄｇｉｎｇＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｔｈｅ９６－ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｐｒｅｃｏａｔｅｄｗｉｔｈｔｅｌｉｔａｃｉｃｅｐｔ（ＲＣ１８）ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｗｉｔｈａｎｔｉ－ＲＣ１８ａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｔｏｆｏｒｍａｃｏｍｐｌｅｘ，ｔｈｅｎｗｅｒｅｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙａｄｄｅｄｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ
ＲＣ１８（Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８），ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ（ＳＡ－ＨＲＰ），ａｎｄｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ
（ＴＭＢ）ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＡｆｔｅｒｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ，ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓｒｅａｄａｔａ
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ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ４５０ｎｍ／６３０ｎｍｏｎａｎＥＬＩＳＡｒｅａｄｅｒＴｈｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｏｆｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：
ｔｈｅ９６－ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｐｒｅｃｏａｔｅｄｗｉｔｈＢ－ｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｏｆｔｈｅＴＮＦｆａｍｉｌｙ（ＢＡＦＦ）ｏｒａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ
ｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ（ＡＰＲＩＬ）ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｎｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｈｉｃｈｗａｓｐｒｅ－ｍｉｘｅｄｗｉｔｈＢｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８ｔｏ
ｆｏｒｍＢＡＦＦｏｒＡＰＲＩＬａｎｔｉ－ＲＣ１８－ａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄＢｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８ｃｏｍｐｌｅｘＳＡ－ＨＲＰａｎｄＴＭＢｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｆｏｒｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｗｅｒｅａｄｄｅｄｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙＡｆｔｅｒｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ，ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓｒｅａｄａｔａｎ
ＥＬＩＳＡｒｅａｄｅｒｗｉｔｈｄｕａｌｗａｖｅｌｅｎｇｔｈＲｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｂｒｉｄｇｉｎｇＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄｗａｓｌｅｓｓ
ｔｈａｎ１２３２％，ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｗａｓ５０ｎｇ·ｍＬ－１，ｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄｏｆｓｃｒｅｅｎｉｎｇｗａｓ０９３７，ａｎｄｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｏｆｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｗａｓ２３６２％ＴｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄｗａｓｌｅｓｓ
ｔｈａｎ２０％，ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｗａｓ３１２５０ｎｇ·ｍＬ－１，ａｎｄｔｈｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮＡｂａｇａｉｎｓｔ
ｔｈｅｔａｒｇｅｔＢＡＦＦａｎｄＡＰＲＩＬｗａｓ０７９ａｎｄ０６９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＯｎＢＡＦＦａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｒｅｓｅａｒｃｈｔａｒｇｅｔｓｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｃａｎｔｏｌｅｒａｔｅ２５μｇ·ｍＬ－１ａｎｄ５μｇ·ｍＬ－１ＲＣ１８ｉｎｓｅｒｕｍＣｏｎｃｌｕｔｉｏｎ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｅｔｈｏｄｖａｌｉ
ｄａｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｂｏｔｈｂｒｉｄｇｉｎｇＥＬＩＳＡａｎｄｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｍｕｎｏｇｅ
ｎｉｃｉｔｙｓｔｕｄｉｅｓｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＤＡａｎｄＮＡｂｉｎｃｙｎｏ
ｍｏｌｇｕｓｍｏｎｋｅｙｓｅｒｕｍ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｅｌｉｔａｃｉｃｅｐｔ；ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ；ａｎｔｉ－ｄｒｕｇａｎｔｉｂｏｄｙ（ＡＤＡ）；ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ（ＮＡｂ）；ｂｒｉｄｇｉｎｇ
ＥＬＩＳＡ；ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡ

　　Ｂ淋巴细胞刺激物（Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，
ＢＬｙＳ）又称Ｂ细胞激活因子（Ｂ－ｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
ｔｏｔｈｅＴＮＦｆａｍｉｌｙ，ＢＡＦＦ），与增殖诱导配体（Ａｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＡＰＲＩＬ）同属肿瘤坏死因子配
体家族。研究表明，系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓ
ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）患者的 ＢＡＦＦ与 ＡＰＲＩＬ水平升
高，且高水平的 ＢＡＦＦ及 ＡＰＲＩＬ与 ＳＬＥ患者的高疾
病活动度和高复发率密切相关，原因可能是ＢＡＦＦ与
ＡＰＲＩＬ共同调控Ｂ淋巴细胞存活、增殖、分化及抗体
分泌，具体作用机制主要与 ＢＡＦＦ和 ＡＰＲＩＬ的下游
调控靶点有关，ＢＡＦＦ与ＡＰＲＩＬ在ＳＬＥ发病机制中起
着重要作用［１］。

泰它西普（代号：ＲＣ１８）是荣昌生物制药（烟台）
股份有限公司自主研发的治疗 ＳＬＥ的“双靶点”
（ＢＡＦＦ和ＡＰＲＩＬ）Ⅰ类新型生物技术药物，由 ＢＡＦＦ
及 ＡＰＲＩＬ的共同配体穿膜蛋白活化物片段与人体
ＩｇＧ蛋白Ｆｃ片段融合构成，通过抑制ＢＡＦＦ和ＡＰＲＩＬ
２个细胞因子的过度表达，进一步抑制异常Ｂ细胞的
成熟和分化，从而实现“双管齐下”降低机体自身免

疫反应的作用。

治疗性蛋白类药物与小分子化合物不同，具

有较强的免疫原性，进入机体后可能因较强的刺

激使机体产生特异抗体，因此，免疫原性分析是生

物技术药物临床前和临床研究的重要内容之一。

抗药抗体（ａｎｔｉ－ｄｒｕｇａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＤＡ）是定义该类
药物免疫原性的主要指标，ＡＤＡ产生会对药物暴
露、药物代谢动力学特征等造成影响；中和抗体

（ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ，ＮＡｂ）作为 ＡＤＡ的一个子
集，构成免疫原性研究和评价的重要部分，具有抑

制药物生物学活性的能力，可通过阻断产品到达

其靶标或干扰受体／配体结合，从而干扰药物的体
内活性，造成对药效的影响或机体的过敏反应、免

疫抑制、自身免疫反应等从轻微到危及生命的不

良反应［２－３］。

本研究建立桥式酶联免疫吸附法检测食蟹猴

中的 ＡＤＡ和竞争酶联免疫吸附法检测食蟹猴中
的 ＮＡｂ，并进行系统方法学评估，为测定食蟹猴体
内的 ＡＤＡ及 ＮＡｂ提供科学有效的方法［４－７］。

１　试药与仪器
１１　试药

注射用ＲＣ１８（批号２０１７００２，８０ｍｇ·支 －１）、小

鼠抗ＲＣ１８抗体（阳性对照抗体，批号 Ｍ２０１７０４２６），
荣昌生物制药（烟台）股份有限公司；Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８
（批号２０１８０３２８），荣昌生物制药（烟台）股份有限公
司提供 ＲＣ１８，湖州嘉暄生物科技有限公司标记；
ＢＡＦＦ蛋白（批号 ２１４９－ＢＦ／ＣＦ／ＥＦＶ４０１７０９１）、Ａ
ＰＲＩＬ蛋白（批号５８６０－ＡＰ／ＴＣＦ０９１７０１２），Ｒ＆ＤＳｙｓ
ｔｅｍｓ公司；碳酸盐缓冲溶液（批号 ＳＬＢＴ１００７）、辣根
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过氧化物酶标记链霉亲和素（ＳＡ－ＨＲＰ，批号
ＳＬＢＲ５３０５Ｖ）、吐温 －２０（批号 ＳＺＢＥ２４６０Ｖ），Ｓｉｇｍａ
公司；杜氏磷酸盐缓冲液（ＤＰＢＳ，批号 １８０７１８），
Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ公司；Ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋ（批号ＴＤ２６３４２６），Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公 司； 牛 血 清 白 蛋 白 （ＢＳＡ，批 号
２０１８０１２４），国药集团化学试剂有限公司；显色液：
四甲基联苯胺底物（ＴＭＢ，批号 １８０４１６），Ｎｅｏｇｅｎ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司；浓硫酸（批号２０１８０７１６），购自北京
化工厂；三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（１ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，货号ＹＵＫＳＸ），山东思科捷生物技术有限
公司；空白食蟹猴血清，广东蓝岛生物技术有限

公司。

１２　仪器
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５型酶标仪，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ公

司；ＬＲＨ－１５０Ｆ生化培养箱，上海一恒科学仪器有限
公司；ＭＢ１００－４Ａ型微孔板恒温震荡器，杭州奥盛仪
器有限公司；ＸＳ２０５ＤＵ十万分之一型电子天平，Ｍｅｔｔ
ｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司；４０５ＬＳ型洗板机，ＢｉｏＴｅｋ公司；３５９９
型９６孔高吸附酶标板，Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
２　方法学验证与结果分析
２１　方法建立
２１１　桥式酶联免疫吸附法检测ＡＤＡ浓度

用碳酸盐缓冲溶液将 ＲＣ１８稀释至 １μｇ·
ｍＬ－１，以每孔１００μＬ加入９６孔酶标板中，于２～８℃
孵育过夜；弃掉孔内液体；每孔加入含 ０２％吐
温－２０的ＤＰＢＳ（ＤＰＢＳＴ）３００μＬ进行洗板 ３次，拍
干，加入Ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋ２５０μＬ室温封闭２ｈ。另外取检
测样品３０μＬ，加入 ０３ｍｏｌ·ｍＬ－１醋酸溶液１８０μＬ
于１５ｍＬＥＰ管中进行酸化处理，室温孵育１ｈ。弃
掉孔内封闭液，每孔加入 ＤＰＢＳＴ３００μＬ洗板３次，
拍干；预先加入中和液（１ｍｏｌ·ｍＬ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）
３０μＬ，再每孔加入酸化处理后的样品７０μＬ，于室温
震荡孵育 １ｈ；洗板 ６次，每孔加入 １７μｇ·ｍＬ－１

Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８溶液１００μＬ，室温震荡孵育１ｈ；洗板６
次，每孔加入ＳＡ－ＨＲＰ１００μＬ，其中ＳＡ－ＨＲＰ用含
３％ ＢＳＡ的 ＤＰＢＳＴ进行 １∶５００００稀释，室温孵育
１ｈ；洗板６次，每孔加入ＴＭＢ显色液１００μＬ，避光显
色１５～２０ｍｉｎ；每孔加入硫酸溶液（２ｍｏｌ·Ｌ－１）
５０μＬ进行终止。用酶标仪读取４５０ｎｍ／６３０ｎｍ波
长处的吸收度，并保存数据。

２１２　竞争酶联免疫吸附法检测ＮＡｂ浓度
将靶标蛋白 ＢＡＦＦ或 ＡＰＲＩＬ用碳酸盐缓冲溶

液稀释至４００ｎｇ·ｍＬ－１，按每孔１００μＬ加入９６孔
酶标板中，２～８℃孵育过夜；洗板与封闭步骤要求
与“２１１”方法相同；待测样品与 Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８以
１∶１体积混合（Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８用空白食蟹猴血清分
别配制为１０００和２０００ｎｇ·ｍＬ－１，分别用于ＢＡＦＦ
和 ＡＰＲＩＬ靶标的中和活性检测），每孔１００μＬ，洗
板６次，每孔加入ＳＡ－ＨＲＰ１００μＬ，其中ＳＡ－ＨＲＰ
用３％ ＢＳＡ的 ＤＰＢＳＴ进行１∶５００００稀释，室温孵
育１ｈ；显色与终止步骤与“２１１”方法相同。用
酶标仪４５０ｎｍ／６３０ｎｍ波长处读取吸收度，并保
存数据，若存在中和活性抗体，则仪器响应值

降低。

２１３　数据采集及统计分析
使用ＳｏｆｔｍａｘＰｒｏｓｏｆｔｗａｒｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ５４）按照四

参数进行拟合处理，其权重系数 ＝１／Ｙ２；用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
ＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ（２００７）进行各验证样本数据统计分析，
包括均值、标准差（ＳＤ）、ＲＳＤ等。
２２　方法验证与结果分析
２２１　桥式酶联免疫吸附法
２２１１　筛选实验阈值　选取２６个空白食蟹猴血
清作为筛选实验阈值（ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｕｔｐｏｉｎｔ，ＳＣＰ）验证
样品，由２名分析员分别在３ｄ内运行２６个 ＳＣＰ样
品。为避免外界环境因素对分析批测定值的影响，

方法的ＳＣＰ采用信噪比（Ｓ／Ｎ）替代仪器响应值的计
算方式（Ｓ／Ｎ＝样品复孔的吸收度均值／阴性空白对
样品复孔吸收度均值）。结果见表１，剔除超限值后，
抗ＲＣ１８抗体检测的ＳＣＰ为０９３７，数据基本符合正
态分布，可以采用均值的９５％置信区间设定固定阈
值。分析批ＳＣＰ的对数值＝空白个体血清的Ｓ／Ｎ对
数值均值＋１６４５×ＳＤ，１６４５为９５％的正态分布临
界值。

２２１２　确证实验阈值　将至少来源于６只空白食
蟹猴的混合空白血清作为阴性对照样品。用阴性对

照样本将ＲＣ１８稀释至２ｍｇ·ｍＬ－１作为原液 Ａ，用
“２２１１”中的２６个ＳＣＰ验证样本将原液Ａ稀释至
２００μｇ·ｍＬ－１作为确证实验阈值（ｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｃｕｔ
ｐｏｉｎｔ，ＣＣＰ）样本。由２名分析员分别在３ｄ内运行
２６个ＣＣＰ样本。

结果见表 ２，抗 ＲＣ１８抗体检测的 ＣＣＰ为
２３６２％，抑制率＝（１－加药后样本的 Ｓ／Ｎ值／未加
药样品的 Ｓ／Ｎ值）×１００％；ＣＣＰ＝抑制率均值 ＋
２３３×ＳＤ，２３３为９９９％的正态分布临界值。
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表１　ＳＣＰ验证结果
Ｔａｂ１　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＣＰ

个体号

（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ）

ｌｇ（Ｓ／Ｎ）

分析员１（ａｎａｌｙｓｔ１） 分析员２（ａｎａｌｙｓｔ２）

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

１ －０１０ －００９ －０１０ －０１０ －００９ －０１３

２ －００９ －０１１ －０１１ －０１１ －００９ －０１２

３ －００８ －０１２ －０２０ －０１０ －０２０ －０１４

４ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ

５ －００５ －００７ －０１３ －００７ －００８ －００６

６ －００５ －００６ －０１３ －００６ －０１１ －００３

７ －００９ －００９ －０１８ －０１２ －０１３ －０１０

８ －００２ ００３ －００６ －００２ ００３ ００１

９ －００６ －００４ －０１５ －０１０ ００５ －００９

１０ －０１２ －０１３ －０２０ －０１４ －０１４ －０１３

１１ －００７ －０１１ －０２４ －０１１ －０１８ －００８

１２ －０１０ －０１１ －０２１ －０１４ －０１５ －０１１

１３ －００４ －０１１ －０１８ －０１２ －０１５ －０１１

１４ －００５ －００６ －０１５ －００７ －００６ －００５

１５ －００２ －００３ －０１７ －００３ －００３ －００５

１６ －００２ －００２ －００９ －００５ －００７ －００６

１７ －００７ －００８ －０１５ －０１０ －０１４ －０１０

１８ －００４ －００６ －０２０ －０１２ －０１４ －００９

１９ －００４ －００６ －０１８ －００９ －０１２ －００５

２０ －００９ －０１３ －０２４ －０１３ －０１６ －０１０

２１ －００３ －００７ －０２１ －００９ －００９ －００７

２２ －００７ －０１３ －０２４ －００６ －０１３ －０１４

２３ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ

２４ －００８ －００４ －０２１ －０１０ －０１６ －０１０

２５ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ

２６ －００６ －００２ －０１５ －００９ －００２ ＮＡ

均值（ｍｅａｎ） －００６ －００７ －０１７ ００３ －０１０ －００９

ＳＤ ００３ ００４ ００５ －００３ ００６ ００４

ｌｇ（ＳＣＰ） －００２ －００１ －００９ －００９ ０００ －００３

ｌｇ（ＳＣＰ）均值（ｍｅａｎ） －００３

ＳＣＰ ０９３７

　注（ｎｏｔｅ）：ＮＡ为超限值不再进行计算（ＮＡｗａｓｎｏｔｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ）

２２１３　系统适用性及精密度　系统适用性验证考
察了不同分析员、仪器和实验日期对阴性对照、低浓

度、高浓度和确证质控４种样品的影响。结果显示，４
种样品批内精密度ＲＳＤ范围为１２％～８１％；批间精
密度ＲＳＤ范围分别为８２％～１２３％，均低于２０％。
２２１４　选择性　在某些试验条件下，基质中的一
些成分能够抑制 ＡＤＡ与药物的结合进而产生假阴
性的结果。同样，基质中的成分与药物结合也能够

产生假阳性结果。选择１０个不同来源的空白食蟹
猴血清配制含２００ｎｇ·ｍＬ－１阳性抗体的个体低浓度
阳性质控及阴性对照样品。８０％的个体低浓度阳性
质控样品与低浓度质控样品差异率介于 ±３０％，差
异率范围为－２９７８％～－１５５８％，且９０％的阴性对
照样品筛选为阴性。空白食蟹猴血清基质成分对

ＡＤＡ检测无明显影响。
２２１５　耐药性　用空白食蟹猴血清稀释 ＲＣ１８
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　　　　 表２　ＣＣＰ验证结果
Ｔａｂ２　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＣＰ

个体号

（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ）

抑制率（ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

分析员１（ａｎａｌｙｓｔ１） 分析员２（ａｎａｌｙｓｔ２）

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

１ １７７ ６１７ －０２５ ３７９ ９４９ ２２９

２ ４３５ ９１７ ０３９ １０２ １３３３ ３２６

３ １５３２ １２６５ ２２４ １０６７ ０７９ ９６１

４ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ

５ １９６６ １４８２ １１０２ １５４０ １７７３ ８８０

６ ６５７ ２４１１ ８４９ ５７１ ２４６８ ２０９１

７ ５５４ １９６６ ３０３ １０６ １７５０ １６２３

８ ４６９ １６０２ ＮＡ ２７５ ２１８９ １０９７

９ ６１１ １７２５ ２５６ ４２９ １９７３ ５１５

１０ １２０ ４３６ －１９１ ５５３ １７１９ ８４６

１１ １２２１ １２１８ ２０７ １４０８ １２８７ ２５８１

１２ １０２９ １６７８ １２５０ ５７７ １３１５ １８０９

１３ ２０９２ １０６２ １１４７ ５８２ ７４０ １２６９

１４ ９７８ ６６９ ５０９ －２７２ １３１７ ４５１

１５ ９３３ ９０６ －０８８ １０５９ １６４３ ３６９

１６ １３３２ １１７５ １３７６ ８００ ４０４ ２６７

１７ ９７２ １０２４ ２０８６ ６７０ －４４１ ２７７

１８ １１１１ １０７９ １６６７ ０８０ －２２０ －６２０

１９ ３９８ ２６３ １４７０ ２８３ １７２５ ２９２

２０ １０８２ ６５５ ５００ ８５８ １３３０ １０４１

２１ ３６５ ４７１ １６２ ５７２ １５６４ ３０８

２２ ４２７ １４７ －１７６ ８３４ １６６０ ０８２

２３ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ

２４ －３０３ ８６３ －４２０ ０３８ －１２２３ 　ＮＡ

２５ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ

２６ －２５４ ３７６ ２２７ ０９９０ １２４２ ＮＡ

均值（ｍｅａｎ）／％ ７７８ １０４４ ５６７ ５４８ １１５６ ７９５

ＳＤ ６１６ ５７５ ６９１ ４５０ ８９６ ７５７

ＣＣＰ ２２１４ ２３８５ ２１７６ １５９６ ３２４４ ２５５９

ＣＣＰ均值（ｍｅａｎ） ２３６２

　注（ｎｏｔｅ）：ＮＡ为超限值不再计算抑制率（ＮＡｗａｓｎｏｔｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ）

浓度至５００、１５０、５０、１５０、０５０、０１５μｇ·ｍＬ－１，
将其与２００ｎｇ·ｍＬ－１的阳性对照抗体按照体积比１∶
１混合，混合后于（２５±２）℃（生化培养箱）孵育０５
ｈ，作为耐药性考察样品。结果显示，１００ｎｇ·ｍＬ－１

阳性对照抗体的耐药限度为２５μｇ·ｍＬ－１。
２２１６　灵敏度　在筛选试验过程中阳性抗体能
够产生阳性响应的最低浓度认为是方法的灵敏度，

且该浓度在确证试验中证实需为阳性。用空白食蟹

猴血清将阳性对照抗体稀释至表３所述系列浓度，

结果见表３，灵敏度为５０ｎｇ·ｍＬ－１。
２２１７　Ｈｏｏｋ效应　用空白食蟹猴血清将阳性对
照抗体稀释至６、３０、１００μｇ·ｍＬ－１作为Ｈｏｏｋ效应验
证样本，Ｈｏｏｋ效应样品经筛选应该为阳性，结果显示
未观察到明显的Ｈｏｏｋ效应。
２２２　竞争酶联免疫吸附法
２２２１　ＳＣＰ　选取４７个空白食蟹猴血清作为ＳＣＰ
验证样本，由２名分析员分别在３ｄ内运行４７个ＳＣＰ
样本。结果如表 ４所示，２组数据均呈正态分布，
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　　　　 表３　灵敏度验证结果（桥式酶联免疫吸附法）
Ｔａｂ３　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（ｂｒｉｄｇｉｎｇＥＬＩＳＡ）

阳性抗体浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

加药前Ｓ／Ｎ

（Ｓ／Ｎｂｅｆｏｒｅｄｏｓｉｎｇ）

加药后Ｓ／Ｎ

（Ｓ／Ｎａｆｔｅｒｄｏｓｉｎｇ）

抑制率

（ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

６４００ ２９５２９ １２２８ ９５８４

３２００ ２９６７８ １０６４ ９６４１

１６００ ２９９４８ ０９８１ ９６７２

８００ ２７９２９ ０９４８ ９６６１

４００ １９４４２ ０９４０ ９５１７

２００ １０４５８ ０８８３ ９１５６

１００ ５９７４ ０８９０ ８５１０

５０ ３６３４ ０９１２ ７４９０

ＳＣＰ＝Ｓ／Ｎ均值 －３０９×ＳＤ，３０９为 ９９９％的正
态分布临界值，经统计食蟹猴样本针对 ＢＡＦＦ和

ＡＰＲＩＬ靶点的 ＮＡｂ的判定阈值 ＳＣＰ分别为 ０７９
和０６９。

表４　针对ＢＡＦＦ及ＡＰＲＩＬ靶标ＮＡｂ的ＳＣＰ验证结果
Ｔａｂ４　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎＳＣＰｏｆＮＡｂａｇａｉｎｓｔＢＡＦＦａｎｄＡＰＲＩＬｔａｒｇｅｔｓ

Ｓ／Ｎ

ＢＡＦＦ靶标（ＢＡＦＦｔａｒｇｅｔ）［分析员１（ａｎａｌｙｓｔ１）］ ＡＰＲＩＬ靶标（ＡＰＲＩＬｔａｒｇｅｔ）［分析员２（ａｎａｌｙｓｔ２）］

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

０９４ ０９６ ０８７ ０９０ ０９６ ０８９

０９３ ０９５ ０８９ ０９４ ０９５ ０９８

０８６ ０９６ ０８４ ０８７ ０９６ ０９０

０９８ ０９５ ０９１ ０９１ １０１ ０８８

０９１ ０９５ ０９２ ０９５ １１３ ０９０

０９４ ０９６ ０９７ ０９４ １２１ ０９２

０９１ １０６ ０９７ ０８８ １３７ ０８９

０８９ ０９５ ０９６ ０８９ １０９ ０９７

０９２ ０９０ ０８５ ０９２ １０５ ０８２

０９７ ０９４ ０９０ ０９９ １１２ ０９１

０９５ ０９８ ０９２ ０９４ １１２ ０９５

０９９ ０９４ ０９６ ０９６ １０２ ０８８

１０３ １０２ ０８４ １００ １１４ １０５

０９３ ０９３ ０９６ ０９４ １２９ １１１

０９３ ０９９ ０９６ ０９７ １１０ １０３

１００ ０９０ １０３ ０９５

均值（ｍｅａｎ） ０９４ ０９７

ＳＤ ００５ ００９

ＳＣＰ ０７９ ０６９

２２２２　耐药性　用空白食蟹猴血清以两倍梯度
稀释ＲＣ１８至浓度范围：１００００～３９０６ｎｇ·ｍＬ－１，与
１０００ｎｇ·ｍＬ－１和２０００ｎｇ·ｍＬ－１的 Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８
分别等比混合后，上样前用含 ３％ ＢＳＡ的 ＤＰＢＳＴ

进行 １∶９稀释处理后加样进行测定。Ｓ／Ｎ低于
０７９和０６９的最低 ＲＣ１８浓度即为该方法能够
耐受的最大药物浓度。结果显示，针对 ＢＡＦＦ和
ＡＰＲＩＬ靶点的方法分别可耐受血清中浓度为
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２５００和５０００ｎｇ·ｍＬ－１的 ＲＣ１８。
２２２３　灵敏度　用空白食蟹猴血清以两倍梯度稀
释阳性对照抗体至浓度范围：５０００～７８１３ｎｇ·ｍＬ－１，
与１０００ｎｇ·ｍＬ－１和２０００ｎｇ·ｍＬ－１的Ｂｉｏｔｉｎ－ＲＣ１８
按 １∶１混合，上样前用含 ３％ ＢＳＡ的 ＤＰＢＳＴ进行
１∶９稀释处理。以样品浓度为横坐标，样本复孔的

吸收度均值为纵坐标，通过四参数拟合并提供阳性

对照滴度曲线的相关参数。灵敏度以各分析批中

阳性对照滴度曲线上低于 ０７９和 ０６９的最低浓
度作为该方法灵敏度的上限范围。结果见表５，数
据显示，针对 ＢＡＦＦ和 ＡＰＲＩＬ靶标的方法灵敏度均
为３１２５０ｎｇ·ｍＬ－１。

表５　灵敏度验证结果（竞争酶联免疫吸附法）
Ｔａｂ５　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡ）

阳性对照抗体浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｔｉｂｏｄｙ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｓ／Ｎ

ＢＡＦＦ靶标（ＢＡＦＦｔａｒｇｅｔ） ＡＰＲＩＬ靶标（ＡＰＲＩＬｔａｒｇｅｔ）

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

分析批１

（ｂａｔｃｈ１）

分析批２

（ｂａｔｃｈ２）

分析批３

（ｂａｔｃｈ３）

５０００ ０２７ ０２８ ０２７ ０１７ ０３２ ０１２

２５００ ０３２ ０３２ ０３３ ０１６ ０３３ ０１２

１２５０ ０４０ ０３９ ０３８ ０１６ ０３８ ０１４

６２５ ０４９ ０４４ ０４９ ０２０ ０４３ ０３４

３１２５０ ０６１ ０５８ ０５８ ０４５ ０４９ ０４２

１５６２５ ０８２ ０８０ ０８９ ０７２ ０７２ ０６９

７８１３ ０９３ ０９３ ０９１ ０８６ ０８８ ０８２

３　讨论
生物技术药物的作用机制往往特异于病发中的

某一特定靶点或机制，最大的优点是具有靶向性及

高效性，不良反应发生率相对较低。但生物技术药

物进入机体后可能产生较强的免疫原性，致敏免疫

细胞产生ＡＤＡ。ＡＤＡ可能会影响药物的清除、血浆
半衰期和组织分布，改变药效学及药代动力学特征，

ＮＡｂ可能通过与治疗性单克隆抗体药物的活性位点
发生结合作用或者使活性位点的空间构象发生变化

从而干扰药物的活性和生物学功能，进而对药物的

毒理学研究造成影响，造成在非临床研究中观察到

的效应可能并非药物真正的药理和／或毒性反应。
因此在评价药物安全性时需考察 ＡＤＡ及 ＮＡｂ

是此类药物免疫性研究的通用标准，同时也是生物

技术药物临床安全性评价的重要组成部分。在检测

方法上，基于受体－配体结合的 ＡＤＡ检测分为直接
法和间接法。与直接分析法相比，本研究建立的桥

式酶联免疫吸附法和竞争酶联免疫吸附法都具有较

高的灵敏度及耐药性等特征，故不失为泰它西普免

疫原性检测的理想方法。由于受试药物浓度远远高

于方法的耐药性，这些药物可能会中和 ＡＤＡ，使其在
血清中以结合物的形式存在，干扰实际检测，因此在

样本处理上采用了酸处理血清样品的方式，可以使

样品中的 ＡＤＡ和药物的结合物分离开，进而使得
ＡＤＡ检测不受干扰［８］。在计算处理数据上，采用 Ｓ／
Ｎ方式处理数据，可以有效的减少实验批次之间仪器
响应值浮动对数据的影响。

虽然临床前 ＡＤＡ测定并不能完全预测受试药
物的免疫原性，但对安全性评价中药物毒性作用和

剂量关系的分析，毒代动力学结果的解释非常关键。

在非临床药代动力学、药理和毒理研究中评价免疫

原性有助于对研究结果作出更加合理的解释，是生

物药申报临床试验的重要内容；同时在药物临床试

验阶段，进行免疫原性检测已是公认的评价指标之

一，以生物大分子检测指导原则为参考，免疫原性的

检测方法及要求得到不断完善［９］。

４　结论
本研究建立了食蟹猴血清中 ＡＤＡ浓度检测的

桥式酶联免疫吸附法及 ＡＤＡ阳性样本中的 ＮＡｂ浓
度检测的竞争酶联免疫吸附法，并进行系统的方法

学评估，通过筛选确证实验经分层比较，可确认ＡＤＡ
阳性样本，消除假阳性样品，同时对确认阳性样品进

行ＮＡｂ检测，判断ＡＤＡ阳性样本是否存在功能域为
ＢＡＦＦ或ＡＰＲＩＬ的ＮＡｂ。两方法都具有操作简便，检
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测范围较广，方法特异性好，且不受实验动物种属的

影响优点，可应用于重复给药毒性试验中食蟹猴样

本的 ＡＤＡ浓度及 ＡＤＡ阳性样本中的 ＮＡｂ浓度检
测［１０－１６］。本研究方法的考察验证项目符合目前临

床前生物制品免疫原性研究的要求，为其他生物制

剂类药物的免疫原性分析提供参考和借鉴。
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