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ELISA法检测人血清中重组人信号调节蛋白α-抗CD20人鼠嵌合抗

体融合蛋白 IMM0306的方法学建立和验证

靖 钰 1, 姚慕蓉 1, 李 松 2, 陈典泽 2, 张 力 2, 杨 勇 1, 钟 勘 1, 宗山海 1*

(1. 苏州海科医药技术有限公司, 江苏 苏州 215000; 2. 宜明昂科生物医药技术 (上海) 有限公司, 上海 201200)

摘要: IMM0306是重组人信号调节蛋白 α-抗 CD20人鼠嵌合抗体融合蛋白 , 拟在临床中治疗难治或复发性

CD20阳性B细胞非霍奇金淋巴瘤 (B-NHL)。本文建立了ELISA法 (酶联免疫吸附法) 用于评价人血清中 IMM0306

的药代动力学。该实验获得中国医学科学院肿瘤医院伦理委员会批准 (批准号: CTR20192612)。用重组人CD47蛋

白包被过夜, 5%脱脂奶粉封闭 2 h, 洗涤板后, 按照板位图每孔加入 100 μL样本孵育 1.5 h, 洗涤后加入生物素标记

的检测抗体 anti-IMM0306-biotin并孵育 1 h, 随后加入辣根过氧化物酶 (HRP) 标记的链霉亲和素孵育 1 h, 显色并检

测。捕获试剂的最佳包被浓度为 2 μg·mL-1, 检测试剂 anti-IMM0306-biotin和链霉亲和素-HRP的最佳稀释度分别为

1∶500和1∶5 000。该方法的定量下限为4 ng·mL-1, 标准曲线范围是4～100 ng·mL-1。方法的验证结果均满足相应的

接受标准, 可以用于 IMM0306临床药代动力学研究。
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Development and validation of ELISA method for detection of
human signal regulatory protein α-anti-CD20 mouse chimeric

antibody fusion protein IMM0306 in human serum

JING Yu1, YAO Mu-rong1, LI Song2, CHEN Dian-ze2, ZHANG Li2, YANG Yong1,

ZHONG Kan1, ZONG Shan-hai1*

(1. HQ Bioscience Co., Ltd., Suzhou 215000, China; 2. ImmuneOnco Biopharma Co., Ltd., Shanghai 201200, China)

Abstract: IMM0306 is a recombinant human signal regulatory protein α-anti-CD20 mouse chimeric antibody

fusion protein, intended to treat refractory or recurrent CD20 positive B-cell non-Hodgkin lymphoma (B-NHL) in

clinical. In this study, an ELISA method was established to evaluate the pharmacokinetics of IMM0306 in human

serum. The experiment was approved by the Ethics Committee of the Cancer Hospital of the Chinese Academy of

Medical Sciences (No. CTR20192612). Recombinant human CD47 protein was coated with the plate overnight,

blocking the plate with 5% skin milk for 2 h. After washing, 100 μL per well standard and unknown samples were

added, and incubated for 1.5 h. After washing, the detection antibody Anti-IMM0306-Biotin was added and

incubated for 1 h, and then HRP-labeled streptavidin was added for 1 h, and the color was detected. The optimal

concentration of coating reagent was 2 μg·mL-1 by ELISA method, and the optimal dilution of anti-IMM0306-

biotin and SA-HRP were 1∶500 and 1∶5 000, respectively. The lower limit of quantitation was 4 ng·mL-1, and the

standard curve range was 4-100 ng·mL-1. The verification results of the method meets the corresponding accep‐

tance criteria, and can be used in IMM0306 clinical pharmacokinetic studies.
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非霍奇金淋巴瘤 (non-Hodgkin lymphoma, NHL)

是最常见的淋巴组织恶性肿瘤, 其死亡率在我国居恶

性肿瘤中的第十位。NHL的传统治疗方案是以化疗

为主, 局部放疗、手术治疗为辅的综合治疗, 复发和难

治常常是导致治疗失败的主要原因。利妥昔单抗的问

世使表达 CD20的成熟 B细胞淋巴瘤、白血病的生存

率有了大幅度的提升, 然而仍然有 20%～30%患者因

复发和难治而死亡。癌症及其他疾病等常因许多信号

通路而导致发病, 单靶点免疫疗法似乎不足以破坏癌

细胞。为了克服单克隆抗体 (mAb) 治疗的缺点并提

高治疗效果, 优于mAb并以免疫球蛋白G (IgG) 为基

础的双特异性抗体和抗体融合蛋白变得越来越受关

注。单克隆抗体是单特异性的, 但以 IgG为基础的双

特异性抗体和抗体融合蛋白可以同时识别相同或不同

抗原上的两个不同表位[1], 从而实现新的治疗应用。

由宜明昂科生物医药技术 (上海) 有限公司开发

的 IMM0306目前已完成临床前各项相关研究, 在长期

毒性实验中食蟹猴重复给药后出现了可能与肾脏毒性

和输液反应相关的死亡; 免疫毒性实验中可见某些细

胞因子表达上调; 体外溶血实验中, 对食蟹猴红细胞有

凝聚作用。虽然 IMM0306在临床前研究中存在少量

的不良反应, 但是其抗肿瘤的疗效显著, 整体安全性良

好, 目前 IMM0306处于临床研究阶段, 有望提供更好

的治疗手段。

IMM0306 研究目前处于临床 I 期 , 需要开发一

种方法检测人血清中 IMM0306 的浓度 , 用于研究

IMM0306在人体内的药代动力学。本研究建立了检

测人血清中 IMM0306的浓度的ELISA方法, 并根据相

关的指导原则验证了其临床应用的准确性和重现性。

材料和方法

试剂和血清 健康受试者的空白人血清由邢台医

学高等专科学校第二附属医院提供, 已通过邢台医学

高等专科学校第二附属医院临床试验伦理委员会批

准 (批号: XYEYCTEC-HS-011)。样本、抗体融合蛋白

治疗药物 IMM0306由宜明昂科生物医药技术 (上海)

有限公司提供。包被抗原重组人CD47蛋白 (Recom‐

binant human CD47 protein, 批号 : LC13JA1123) 购自

北京义翘神州生物技术有限公司 , 链霉亲和素-HRP

(High Sensitivity Streptavidin-HRP, 批号 : VC300763)

和酶标板 (StripwellTM Microplate, 批号 : 28718008) 购

自Thermo Fisher公司。TMB (3,3',5,5'-四甲基联苯胺,

批号: 10456483) 显色液购自 Sera care 公司。生物素

标记的抗 IMM0306抗体 (Anti-IMM0306-Biotin, 批号:

20200319) 由本实验室自行标记。

主要仪器 多功能酶标仪 (SpectraMax M2e)

购自美国 Molecular Devices 公司 , 电化学发光分析

仪 (MESO QuickPlex SQ120) 购自美国 Meso Scale

Discovery 公 司 , 小 型 数 字 微 型 摇 板 机 (Compact

Digital MicroPlate Shaker) 购自美国 Thermo Fisher 公

司, 洗板机 (405 LSR) 购自美国Biotek公司。

溶液配制 包被液: 1×碳酸盐缓冲液; 分析缓冲

液和封闭缓冲液: 5%脱脂奶粉溶于 0.1% PBST; 洗板

液: 0.1% PBST。

抗原包被 将重组人CD47蛋白溶于无菌双蒸水

中, 配制成 250 μg·mL-1储备液储存, 后用 1×碳酸盐缓

冲液稀释成2 μg·mL-1的工作浓度。每孔中加入100 μL,

4 ℃孵育过夜; 孵育结束后弃去孔内包被液, 每孔加入

300 μL 5%脱脂奶粉, 室温封闭 2 h, 封闭结束后弃去孔

内溶液, 洗涤并拍干。

抗 IMM0306抗体的生物素标记 抗 IMM0306抗

体是经 IMM0306免疫猴后, 经亲和纯化获得的多抗,

其可以与 IMM0306特异性结合。将抗 IMM0306抗体

与生物素进行偶联标记 , 产物经 Thermo Scientific™
Zeba™脱盐离心柱脱盐离心纯化后收集, 后采用BCA

法测定蛋白浓度, 标记完成后置-90～-60 ℃保存备用。

标准曲线样品和质控样本的制备 用混合健康受

试者空白血清加标 IMM0306配制得到标准曲线样本

和质控样本, 标准曲线设计 8个点, STD1～STD8的浓

度分别为: 100、80、40、20、10、6、4 和 2 ng·mL-1, STD8

为锚点, 混合健康受试者血清作为空白对照。质控设

计 5个点, 分别为定量上限 (ULOQ)、高、中、低浓度质

控 (HQC、MQC、LQC) 和定量下限 (LLOQ), 浓度分别

为: 100、75.0、15.0、8和4 ng·mL-1。

ELISA检测方法 于包被有重组人CD47蛋白的

酶标板中分别加入 1∶10稀释的标准曲线样本、质控样

本以及待测样本100 μL, 室温振荡孵育1.5 h; 弃去板中

溶液, 洗涤液洗涤 3次; 每孔加入 100 μL生物素标记的

抗 IMM0306抗体 (1∶500稀释), 室温振荡孵育 1 h; 弃

去板中溶液, 洗涤液洗涤 5次, 每孔加入 100 μL链霉亲

和素-HRP (1∶5 000稀释), 室温振荡孵育 1 h; 弃去板中

溶液, 洗涤液洗涤 5次, 每孔加入TMB显色液 100 μL,

室温避光孵育 5～15 min; 每孔加入终止液 100 μL, 终

止反应; 使用酶标仪在 450 nm/630 nm 双波长下读板

并保存数据。

方法验证

标准曲线与定量范围 向空白混合人血清加入已

知浓度的 IMM0306配制得到标准曲线样品, 每个批次

每块板上须包括一套标准曲线和一套空白样品。标准

曲线共 8个点 , STD1～STD8的浓度分别为: 100、80、

·· 2368



靖 钰等: ELISA法检测人血清中重组人信号调节蛋白α-抗CD20人鼠嵌合抗体

融合蛋白 IMM0306的方法学建立和验证

40、20、10、6、4和 2 ng·mL-1, 每个样品做复孔分析。在

实验中, 由 4名分析人员在两天完成 6个可接受分析

批, 以浓度为横坐标, 以OD值 (吸光值) 为纵坐标, 进

行5逻辑参数拟合绘制标准曲线。

精密度和准确度 4名分析人员在两天进行 6个

分析批测试, 以考察批内和批间的精密度和准确度。

一块板上包含 1 套标准曲线 , 3 套 QC 样品 , 每套含

5 个浓度水平 (LLOQ、LQC、MQC、HQC 以及 ULOQ:

IMM0306的浓度分别为 4、8、15、75和 100 ng·mL-1), 评

估每一浓度水平质控样品的准确度和精密度以及方法

总误差。

选择性 向 10个不同来源的空白人血清中加入

LLOQ和ULOQ浓度水平的分析物, 同时测量未加入

分析物的基质。

稀释线性和钩状效应 配制浓度高于定量上限的

QC 样品 (500 和 50 μg·mL-1), 若其测量值高于 ULOQ

样品的测量值, 则说明此方法没有产生钩状效应。如

果观察到钩状效应的发生 , 应评估其产生的原因并

根据评估结果采取相应的措施。另外 , 用空白基质

配制稀释线性样品 , 浓度分别为 5 000、500、50、25、

5 和 2.5 ng·mL-1, 每个浓度重复 5次, 以考察样品的稀

释线性。

特异性 选择利妥昔单抗作为分析物的相关干扰

物质, 向空白基质中加入HQC与LQC质控样品, 并分

别加入终浓度为 2 000和 200 ng·mL-1的利妥昔单抗。

同时测量添加利妥昔单抗的空白样品的响应值。

稳健性 在批内和批间精密度实验中同时进行不

同的分析员、不同实验天、不同的摇板机、不同的孵育

时间 (包括样品孵育的时间为 90 ± 10 min, 检测抗体

的孵育时间为60 ± 10 min) 变化的实验。

稳定性 在空白混合人血清中配制 LQC和HQC

浓度水平的稳定性样品, 浓度分别为 8和 75 ng·mL-1,

每一浓度水平样品重复 3次, 分别考察不同条件下的

稳定性, 包括血清样品的室温放置稳定性、2～8 ℃放

置稳定性、冻融稳定性、长期稳定性;

样本分析 验证过的方法用于 IMM0306临床 I期

的 PK (药代动力学) 研究, 该研究为单臂、多中心、开

放性、单次和多次给药、剂量递增以及队列扩展的临床

试验。该试验获得中国医学科学院肿瘤医院伦理委员

会批准 [批准号: CTR20192612)]。

结果

1 方法学验证

1.1 标准曲线与定量范围 标准曲线定量范围为 4～

100 ng·mL-1, 6个分析批中标准曲线各浓度样品准确

度Bias%在-2.0%～2.5%之间, 精密度CV%在 0.4%～

3.1%之间, 均满足接受标准。

1.2 准确度、精密度和方法总误差 每一浓度水平

IMM0306的QC样品的批内精密度均小于12.1%, 批间

精密度均小于8.2%。总误差在3.9%～9.2%之间。待测

物各浓度水平的批内和批间准确度和精密度均符合生

物样品测定相关要求。

1.3 选择性 选择性样品分析结果显示 , 未加入

IMM0306的空白基质样品浓度均BQL (低于定量下限),

LLOQ水平选择性样品中 10/10 (100%) 个体的Bias%

在-15.3%～2.3%之间, ULOQ水平选择性样品中10/10

(100%) 个体的Bias%在-12.3%～0.0%之间, 满足选择

性接受标准, 结果表明该方法无基质效应的影响。

1.4 稀释线性和钩状效应 人血清中 500 μg·mL-1和

50 μg·mL-1 IMM0306的信号值均高于ULOQ样品, 表

明在50～500 μg·mL-1浓度内无钩状效应 (数据未显示)。

理论浓度位于标准曲线定量范围内的 3个稀释线性样

品的Bias%在-6.2%～14.4%之间, CV%在0.5%～8.8%

之间。稀释线性数据表明 , 人血清最大稀释倍数为

100 000。

1.5 特异性 特异性样品分析结果显示, 加入2 000和

200 ng·mL-1的利妥昔单抗的空白特异性样品测量值均

BQL。在高浓度质控样品 (75 ng·mL-1 IMM0306) 和低浓

度质控样品 (8 ng·mL-1 IMM0306) 中加入2 000 ng·mL-1

利妥昔单抗, 其测得的Bias%分别为 -10.1%、-16.3%,

精密度分别为4.7%、2.7%。

在高浓度质控样品 (75 ng·mL-1 IMM0306) 和低浓

度质控样品 (8 ng·mL-1 IMM0306) 中加入 200 ng·mL-1

利妥昔单抗 , 其测得的 Bias%分别为-14.0%、-12.6%,

精密度分别为 8.0%、8.2%。结果表明该实验方法不受

利妥昔单抗的干扰, 具有特异性。

1.6 稳健性 在批内和批间精密度实验中进行方法

稳健性的评价, 结果显示精密度满足接受标准, 表明此

方法在不同的分析员、不同实验天、不同的摇板机、不

同的孵育时间这些变化中具有稳健性。

1.7 稳定性 供试品高、低浓度 (75 和 8 ng·mL-1) 血

清稳定性样品分别于室温放置不少于 24 h, 2～8 ℃放

置不少于 24 h, -90～-60 ℃以下放置不少于 1个月后

和反复冻融 5 循环和 7 循环后进行测定。结果显示 ,

样品在室温和 2～8 ℃放置 24 h是稳定的 , 样品可经

历 7次冻融循环, 样品在-90～-60 ℃存放 189天是稳

定的。

2 样本分析

验证过的方法用于 IMM0306临床 I期的PK (药代

动力学) 研究, 目前剂量递增阶段已完成 3个剂量组的
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摸索: 40、100和250 μg·kg-1。

图 1 显示了患者静脉注射后 IMM0306 的平均

血清浓度与时间的关系。其中, 受试者 1的给药剂量

为 100 μg·kg-1, 受试者 2 和受试者 3 的给药剂量为

250 μg·kg-1。40 μg·kg-1剂量组因血药浓度较低, 样品

检测结果不在此图中显示。

讨论

抗体融合蛋白是一种新兴的药物, 具有重要的治

疗价值。因此, 开发一种可靠的、稳健的和可重复的双

特异性抗体融合蛋白分子的 PK检测方法是非常重要

的。由于抗体融合蛋白结构的复杂性, 以及多种因素

可能会影响测量的准确性, 因此对每个不同结构的抗

体融合蛋白需开发一个适合目的检测方法, 这是具有

挑战的。大多数抗体融合蛋白的生物分析方法是基于

配体结合测定的原理。选择一个合适的配体结合测定

方法包括检测平台、分析模式和关键试剂的选择。它

还需要对其他可能导致生物分析错误和误导评估 (风

险评估) 的因素进行适当的评估[2,3]。

一些全球监管机构已经发布了生物制剂的开发指

南[4-7]。然而, 双特异性抗体融合蛋白方法的开发策略

可能会有些挑战。双特异性抗体融合蛋白可以与各种

循环配体结合, 如游离靶蛋白、ADAs (抗药抗体) 和其

他内源性血清成分。此外, 双特异性抗体融合蛋白可

能由于生物转化而失去其结合能力。因此, 双特异性

抗体融合蛋白可以以双靶点抗原结合位点的药理活性

形式存在, 也可以以部分或无靶点结合位点的非活性

形式存在。是否测量活性浓度或总浓度 (活性加非活

性/部分活性形式) 来评估 PK/PD (药代动力学/药效

学), 作为生物分析策略的一部分 , 仍然存在争议[8,9]。

配体结合测定生物分析焦点小组最近发表的白皮书讨

论了测量游离 (活性)、总药物和目标蛋白的挑战和问

题, 以及如何利用这些数据支持药物发现和开发。通

常, 当考虑哪种治疗性蛋白的形式应该被测量以达到

研究的预期目的时, 应采用一种“符合目的”的方法[10]。

本研究中, IMM0306是重组人信号调节蛋白 α-抗

CD20人鼠嵌合抗体融合蛋白。结构为抗 CD20人鼠

嵌合单克隆抗体的重链 N 端连接了 CD47 配体蛋白

SIRPa的第一个结构域 SIRPa-D1, 适应症拟为难治或

复发性CD20阳性B-NHL。使用CD47靶点包被捕获

药物, 抗独特型抗体检测的 ELISA方法, 可以很好地

规避 B-NHL 存在的大量的游离 CD20 靶点的问题[11],

方法的灵敏度为 4 ng·mL-1, 可以满足临床试验的需

求。但是由于此ELISA方法的定量范围较窄, 如果有

条件建议使用MSD平台以获得更大的动态范围。
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