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摘要：目的　开发针对新型冠状病毒中和抗体生物学活性及免疫学特性分析的方法。方法　使用生物膜层干涉法（ｂｉｏｌａｙｅｒ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｒｙ，ＢＬＩ）分析９ＭＷ３３１１中和抗体 Ｆａｂ和 Ｓ１ＲＢＤ的亲和力常数；分别使用酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）和流式细胞分选法评价中和抗体结合片段（ａｎｔｉｂｏｄｙｂｉｎｄｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔ，Ｆａｂ端）和 Ｓ蛋白的相对结合活
性和对ＡＣＥ２的阻断结合活性；使用假病毒体系评价中和抗体的体外细胞学活性；使用表面等离子共振法（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓ
ｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）测定抗体Ｆｃ段与Ｆｃγ和ＦｃＲｎ受体的亲和力常数；使用 ＥＬＩＳＡ法测定抗体 Ｆｃ段和 Ｃ１ｑ受体的结合活性；采用
ＰＢＭＣ法确定中和抗体的体依赖细胞介导的细胞毒性作用（ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ）、补体（Ｆｉｒｓｔ
ｓｕｂｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｔｈｅＣ１ｃｏｍｐｌｅｘ）介导的细胞毒性作用（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＣＤＣ）；使用假病毒系统评价中和抗体
的依赖性感染增强作用（ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ，ＡＤＥ）效应。结果　３批９ＭＷ３３１１中和抗体和参比品与 Ｓ１ＲＢＤ的
亲和力常数ＫＤ（ｍｏｌ·Ｌ－１）值分别为１１５×１０－９，１０１×１０－９，１１５×１０－９和９４５×１０－１０；ＥＬＩＳＡ和ＦＡＣＳ分别测得３批中和
抗体相对参比品的结合活性为１０１％、９６％、１００％及９８％、１１３％、１０８％；ＥＬＩＳＡ和ＦＡＣＳ分别测得３批中和抗体相对参比品对
ＡＣＥ２的阻断活性为１００％、９５％、９１％及９４％、１０１％、９４％；３批中和抗体相对参比品对假病毒的中和活性分别９１％、９３％、
１０８％；３批９ＭＷ３３１１中和抗体和参比品分别与ＦｃγＲ和ＦｃＲｎ均有同等水平的亲和力；９ＭＷ３３１１无ＡＤＣＣ和ＣＤＣ活性；ＬＡＬＡ
突变的中和抗体可有效避免ＡＤＥ效应。结论　初步建立了新型冠状病毒中和抗体生物学活性及免疫学特性分析的方法，可
用于该类型制品的常规质量控制和放行。
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　　新型冠状病毒感染（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ２０１９，
ＣＯＶＩＤ１９）是由新型冠状病毒 ＳＡＲＳＣｏＶ２（ｓｅｖｅｒｅ
ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２）引起的全
球暴发性传染病［１］，严重危害人类的生命安全，对

世界上多数国家的经济造成了破坏性影响。虽然

全球的疫苗接种剂次已达７７亿［２］，但并未能阻止

病毒的感染和传播。目前的药物治疗主要是对症

治疗，包括抗病毒治疗、免疫治疗及中药治疗等，

虽然能够改善症状甚至治愈出院，但并无法彻底

清除病毒，仍未有特效药批准上市，因此亟需针对

该病毒的特效药来阻止这场让全人类陷入困境的

恶性病毒［３］。

ＳＡＲＳＣｏＶ２通过表面刺突蛋白（ｓｐｉｋｅ，Ｓ）Ｎ端
Ｓ１亚基上的受体结合区域（ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，
ＲＢＤ）与受体血管紧张素转化酶２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎ
ｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）结合，并入侵宿主细胞，从而
感染人体［４６］，因此Ｓ蛋白是诸多小分子药物、中和
抗体药物［７９］重要的开发靶点。以 Ｓ蛋白为靶点的
新型冠状病毒中和抗体可通过两种机制直接或间接

的对抗病毒感染，直接机制即抗体Ｆａｂ端的功能，通
过Ｆａｂ可变区与Ｓ蛋白的结合，竞争性抑制 Ｓ蛋白
与受体ＡＣＥ２的结合，从而阻止病毒对宿主细胞的
感染；间接机制依赖于抗体的 Ｆｃ端，发挥功能需要
中和抗体Ｆｃ端与人体免疫系统的成分相结合，如抗
体依赖的细胞介导的细胞毒性作用（ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ）、补体 Ｃ１ｑ
（ｆｉｒｓｔｓｕｂｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｔｈｅＣ１ｃｏｍｐｌｅｘ）介导相关的细
胞毒性作用 （ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，
ＣＤＣ）等［１０］。因此，中和抗体的活性评价包含与Ｆａｂ
段功能相关的结合活性、对受体ＡＣＥ２的阻断活性、
细胞学活性以及与 Ｆｃ段功能相关的 ＡＤＣＣ活性和
ＣＤＣ活性等。

中和抗体 Ｆｃ段与新生儿受体（ｎｅｏｎａｔａｌＦｃｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＦｃＲｎ）的相互作用与血清中抗体的半衰期密
切相关［１１］。此外，抗体依赖性感染增强作用（ａｎｔｉ
ｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ，ＡＤＥ）最早在登革热和
黄热病毒中被发现，在急性呼吸综合征（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｓｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，ＳＡＲＳＣｏＶ）和中东
呼吸综合征（ｍｉｄｄｌｅｅａｓｔｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａ
ｖｉｒｕｓ，ＭＥＲＳＣｏＶ）两种冠状病毒中同样存在，指抗
体与病毒结合后，增强病毒感染的过程，因此在新型

冠状病毒的疫苗开发和抗体药物的开发时，同样需

要考虑半衰期和ＡＤＥ效应［１２］，研究表明，在抗体的

Ｆｃ段引入ＬＡＬＡ突变，即将Ｆｃ重链２４２位和２４３位
的亮氨酸突变为丙氨酸（Ｌ２３４Ａ／Ｌ２３５Ａ）可减弱
ＡＤＥ效应（图１）［１３１５］。

图１　新型冠状病毒中和抗体模式图
Ｆｉｇ１　ＦｉｇｕｒｅｏｆａｎｔｉＳＡＲＳＣｏＶ２ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

基于此，为了加快推进新型冠状病毒中和抗体

的审评审批和上市，本研究参照药品审评中心《新

型冠状病毒中和抗体类药物申报临床药学研究与技

术资料要求指导原则》，开发了针对新型冠状病毒

中和抗体生物学活性的分析方法，分别对中和抗体

的Ｆａｂ段及Ｆｃ段功能进行了分析，并对 ＡＤＥ效应
进行了评价。

１　材料与设备
１１　主要试剂

新型冠状病毒中和抗体及参比品：重组全人源

抗新型冠状病毒单克隆抗体（分子代号：９ＭＷ３３１１）
及参比品由迈威（上海）生物科技股份有限公司提

供；带抗体可结晶片段（ｆｒａｇｍｅｎｔｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｂｌｅ，Ｆｃ）标
签的 ＡＣＥ２（ｈｕｍａｎＡＣＥ２ｈＦｃ），带多组氨酸标签
（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，Ｈｉｓ）及抗体可结晶片段 Ｆｃ标签的重组

·４５３· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ４　　　　　　　　 　 　 　 中国药学杂志２０２４年２月第５９卷第４期



Ｓ１ＲＢＤ蛋白（Ｓ１ＲＢＤＨｉｓ、Ｓ１ＲＢＤｍＦｃ）由迈威
（上海）生物科技股份有限公司提供；辣根过氧化物

酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗人抗体
（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＩｇＧ）（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＨＲＰ标
记的鼠抗Ｈｉｓ抗体（康为世纪生物科技股份有限公
司）；异硫氰酸荧光素 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）标记的羊抗鼠抗体（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；带红
（橙）色荧光蛋白标签标记的人 ＡＣＥ２蛋白（Ｈｕｍａｎ
ＡＣＥ２ＯＦＰｔａｇ）（北京义翘神州科技股份有限公
司）；人肝癌细胞 Ｈｕｈ７（中国食品药品检定研究院
留存）；新型冠状病毒假病毒颗粒（北京天坛药物）；

荧光素酶检测试剂盒（美国ＰｅｒＫｉｎｅｌｍｅｒ公司）；ＣＭ５
芯片（美国 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司）；ＦｃγＲ及 ＦｃＲｎ（Ｓｉ
ｎｏＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司）；Ｃ１ｑ蛋白（美国 Ｑｕｉｄｅｌ公司）；
ＨＲＰ标记的 Ｃ１ｑ抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）；人 Ｅｘ
ｐｉ２９３细胞；人乳腺癌细胞 ＳＫＢＲ３；淋巴瘤细胞
Ｒａｊｉ（中国上海科学院细胞库）；ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓｐｉｋｅ
基因表达质粒（北京义翘神州科技股份有限公司）；

ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙＬＤＨＡｓｓａｙＫｉｔＷＳＴ（日本 ＤＯＪＩＮＤＯ公
司）；正常人血清补体（美国 Ｑｕｉｄｅｌ公司）；刃天青
（Ｒｅｓａｚｕｒｉｎ）细胞活性检测染料（苏州瑞安生物科技
有限公司）。

１２　仪器设备
ＯｃｔｅｒＲＥＤ９６Ｆｏｒｔｅｂｉｏ（美国 ＰＡＬＬ公司）；Ｓｐｅｃ

ｔｒａＭａｘＭ２多功能酶标仪及 ＳＯＦＴＭＡＸ软件（美国
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；Ｂ４９００９ＡＤＣｙｔｏＦＬＥＸ流式
细胞仪（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；Ｔ２００Ｂｉａｃｏｒｅ
（美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司）。

２　方　法
２１　生物膜层干涉法（ｂｉｏｌａｙｅｒｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｒｙ，ＢＬＩ）

测定新型冠状病毒中和抗体９ＭＷ３３１１Ｆａｂ与
Ｓ１ＲＢＤ的亲和力：将抗人 ＩｇＧ捕获生物传感器
（ＡｎｔｉＨｕｍａｎＦｃＣａｐｔｕｒｅ，ＡＨＳ）浸润于测定缓冲液
（１×ＰＢＳ）中平衡１０ｍｉｎ，供试品用１×ＰＢＳ稀释至
工作浓度（４μｇ·ｍＬ－１）备用，重组 Ｓ１ＲＢＤＨｉｓ蛋
白用 １×ＰＢＳ分别稀释至工作浓度（９０，３０，１５，
７５ｎｍｏｌ·Ｌ－１）备用。设置测定程序，将 ＡＨＣ生
物传感器浸入２００μＬ稀释后的抗体样品溶液中
进行孵育，然后将 ＡＨＣ生物传感器转移至实验
缓冲液（１×ＰＢＳ）中平衡 ２４０ｓ。进一步将 ＡＨＣ
生物传感器与稀释至工作浓度的 Ｓ１ＲＢＤＨｉｓ进
行结合反应，结合时间 ３００ｓ，之后将 ＡＨＣ生物
传感器转移至１×ＰＢＳ缓冲液中，进行解离反应，

时间为３００ｓ。
２２　酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）
２２１　与 Ｓ１ＲＢＤ的相对结合活性　将 Ｓ１ＲＢＤ
Ｈｉｓ抗原用碳酸钠缓冲溶液（ｐＨ９５）稀释至
６００ｎｇ·ｍＬ－１，每孔加入 １００μＬ至酶标板中，
２～８℃包被１８ｈ。室温封闭１２０ｍｉｎ后，每孔加入
１００μＬ系列稀释的样品，２５℃孵育６０ｍｉｎ。洗板后
每孔加入 １００μＬ辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗人 Ｆｃ二抗（１∶１００００
倍稀释），２５℃孵育６０ｍｉｎ，洗板，加入３，３′，５，５′四
甲基联苯胺（３，３′，５，５′ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ）
底物，以４５０ｎｍ为检测波长，６５０ｎｍ为参比波长双
波长测定吸光度值。以抗体浓度为 Ｘ轴，对应的吸
光值为Ｙ轴，选用四参数方程对样品的结合活性进
行分析。

２２２　对 ＡＣＥ２的阻断活性　将 ＨｕｍａｎＡＣＥ２
ｈＦｃ用碳酸钠缓冲溶液（ｐＨ９５）稀释至 ２μｇ·
ｍＬ－１，每孔加入１００μＬ至酶标板中，２～８℃包被
１８ｈ。室温封闭１２０ｍｉｎ后，１００μＬ每孔加入系列
稀释的样品与２００ｎｇ·ｍＬ－１的 Ｓ１ＲＢＤＨｉｓ等体积
混合后的样品（室温下６００ｒ·ｍｉｎ－１，混匀５ｍｉｎ），
２５℃孵育６０ｍｉｎ。洗板后每孔加入１００μＬＨＲＰ标
记的鼠抗 Ｈｉｓ二抗（１∶５０００倍稀释），２５℃孵育
６０ｍｉｎ，洗板后加入ＴＭＢ底物，检测波长、读数方式
与数据处理方式同“２２１”项，以分析新型冠状病
毒中和抗体９ＭＷ３３１１Ｆａｂ对ＡＣＥ２的阻断活性。
２２３　与Ｃ１ｑ的结合活性　将抗体用碳酸钠缓冲
溶液（ｐＨ９５）进行梯度稀释，获得８个不同浓度的
抗体（４５～０１μｇ·ｍＬ－１），每孔加入１００μＬ至酶
标板中，２～８℃包被１８ｈ。室温封闭１２０ｍｉｎ后，
１００μＬ每孔加入Ｃ１ｑ蛋白，２５℃孵育１２０ｍｉｎ。洗
板后每孔加入 １００μＬＨＲＰ标记的抗 Ｃ１ｑ二抗，
２５℃孵育 ６０ｍｉｎ，洗板后加入 ＴＭＢ底物，检测波
长、读数方式与数据处理方式同“２２１”项，以分析
样品与Ｃ１ｑ受体的结合活性。
２３　流式细胞分选法（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌ
ｓｏｒｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ）
２３１　与 Ｓ１ＲＢＤ的相对结合活性　将含有全长
ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓｐｉｋｅ基因的表达质粒，通过转染试剂
２９３ｆｅｃｔｉｎ转入ＨＥＫ２９３细胞中，培养２４～４８ｈ。室
温封闭３０ｍｉｎ后，每管加入２００μＬ系列１∶３稀释
的样品，放置于冰上孵育６０ｍｉｎ。清洗细胞后每孔
加入１００μＬＦＩＴＣ标记的羊抗人二抗（１∶２００倍稀
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释）放置于冰上孵育 ４５ｍｉｎ，清洗细胞，以 ２００μＬ
ＰＢＳ溶液重悬，用流式细胞仪进行分析。以抗体浓
度为Ｘ轴，对应的相应信号值为 Ｙ轴，选用四参数
方程对样品的相对结合活性进行分析，以抗体浓度

的Ｌｏｇ值为横坐标Ｘ，信号响应应值 ＲＬＵ为纵坐标
Ｙ，使用ＳＯＦＴＭＡＸ软件进行四参数曲线拟合分析，
拟合方程为Ｙ＝Ｄ＋（Ａ－Ｄ）／｛１＋（Ｘ／Ｃ）Ｂ｝，其中Ａ
是上渐近线处的最小响应，Ｄ是下渐近线处的最大
响应、Ｂ是上和下渐近线之间浓度响应曲线的斜率，
系数Ｃ是半最大效应浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ５０％ ｏｆ
ｍａｘｉｍａｌｅｆｆｅｃｔ，ＥＣ５０）。
２３２　对ＡＣＥ２的阻断活性　将含有全长 ｈｕｍａｎ
ＡＣＥ２基因的表达质粒（带有ＯＦＰｔａｇ），通过转染试
剂２９３ｆｅｃｔｉｎ，转入 ＨＥＫ２９３细胞中，培养２４～４８ｈ。
室温封闭３０ｍｉｎ后，每管加入２００μＬ系列１∶３稀
释的样品与 ０８μｇ·ｍＬ－１的 Ｓ１ＲＢＤｍＦｃ等体积
混合孵育后的供试品（室温孵育６０ｍｉｎ），放置于冰
上孵育６０ｍｉｎ。清洗细胞后每孔加入１００ｍＬＦＩＴＣ
标记的羊抗鼠二抗（１∶２００倍稀释）放置于冰上孵育
４５ｍｉｎ，清洗细胞，以２００μＬＰＢＳ溶液重悬，用流式
细胞仪进行分析。数据处理方法同“２３１”。
２４　假病毒中和法

用 ＤＭＥＭ完全培养基（１０％ ＦＢＳ，２５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＨＥＰＥＳ缓冲液，１％青链霉素双抗）将 ＣＯＶＩＤ
１９假病毒颗粒稀释至１０×１０４～２×１０４ＴＣＩＤ５０·
ｍＬ－１（５００～１０００ＴＣＩＤ５０每孔），每孔加入 ５０μＬ
至酶标板中，然后每孔加入１００μＬ系列稀释的样
品与假病毒进行中和反应，３７℃，５％ ＣＯ２培养箱
孵育６０ｍｉｎ。设置不加病毒组为阴性对照细胞对
照孔（ＣＣ）值，不加供试品组为阳性对照病毒对照
孔（ＶＣ）值。在上述中和后的板内，每孔加入
１００μＬ的（密度为２×１０５·ｍＬ－１）Ｈｕｈ７细胞，置
于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中孵育２０～２８ｈ。取出细
胞培养板，每孔弃 １５０μＬ细胞培养上清，每孔加
入１００μＬ的荧光素酶底物，避光反应２ｍｉｎ，吹打
混匀后每孔吸取１５０μＬ反应液至白板中，置于酶
标仪中采集化学发光信号。采用公式１计算中和
抑制率。

中和抑制率（％）＝［１－（样品孔荧光均值 －
ＣＣ荧光均值）／（ＶＣ荧光均值 －ＣＣ荧光均值）］×
１００％ 公式（１）

以供试品工作浓度为 Ｘ轴，中和抑制率为 Ｙ
轴，选用四参数方程对供试品的假病毒中和活性进

行分析。

２５　表面等离子共振法（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏ
ｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）

测定新型冠状病毒中和抗体与 ＦｃγＲ／ＦｃＲｎ的
亲和力：用醋酸钠（ｐＨ４５）将抗 Ｈｉｓ抗体稀释至
２０μｇ·ｍＬ－１偶 联 至 ＣＭ５芯 片 上，用 乙 醇 胺
（１Ｍ，ｐＨ８５）注射４２０ｓ封闭剩余的活化位点。用
ＨＢＳＥＰ ＋ （ｐＨ７４）将 ＦｃγＲＩ／ＣＤ６４ 稀 释 至
０４μｇ·ｍＬ－１，以１０μＬ·ｍｉｎ－１的流速分别将上述
受体捕获于ＣＭ５芯片中，流经不同浓度的抗体，以
３０μＬ·ｍｉｎ－１的流速，注入芯片１、２通道，设置结合
时间３０ｓ，解离时间６０ｓ；用 ＨＢＳＥＰ＋（ｐＨ７４）将
ＦｃγＲＩＩｂ／ＣＤ３２ｂ 及 ＦｃγＲＩＩａ／ＣＤ３２ａ 稀 释 至

０８μｇ·ｍＬ－１，以１０μＬ·ｍｉｎ－１的流速分别将上述
受体捕获于ＣＭ５芯片中，流经不同浓度的抗体，以
３０μＬ·ｍｉｎ－１的流速，注入芯片１、２通道，设置结合
时间６０ｓ，解离时间６０ｓ；用 ＨＢＳＥＰ＋（ｐＨ６０）将
ＦｃＲｎ稀释至０２μｇ·ｍＬ－１，以１０μＬ·ｍｉｎ－１的流
速分别将上述受体捕获于ＣＭ５芯片中，流经不同浓
度的抗体，以３０μＬ·ｍｉｎ－１的流速，注入芯片 １、２
通道，设置结合时间６０ｓ，解离时间４５ｓ。最后均使
用ｐＨ１５的甘氨酸对芯片再生，再生时间３０ｓ，流速
３０μＬ·ｍｉｎ－１。仪器设定温度为２５℃。
２６　抗体依赖的细胞介导的细胞毒性作用（ＡＤＣＣ）

将含有全长 ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓｐｉｋｅ基因的表达质
粒，通过转染试剂ＴＡ２９３ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ，转入
Ｅｘｐｉ２９３细胞中，１２５１３０ｒｐｍ振摇培养４０～４８ｈ，作
为靶细胞；以 ＳＫＢＲ３细胞，Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抗体作为系
统阳性对照。将靶细胞稀释至２×１０５·ｍＬ－１，然后
在９６孔细胞培养板中每孔加入２５μＬ细胞，５０μＬ
梯度稀释的供试品，３７℃孵育３０ｍｉｎ，再加入２５μＬ
的效应细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢ
ＭＣ），密度为５×１０６·ｍＬ－１），３７℃孵育４ｈ，取出
细胞培养板，每孔加入１００μＬＬＤ底物，室温反应
３０ｍｉｎ，每孔加入５０μＬ的终止液，以４９０ｎｍ为检
测波长测定吸光度值。以公式２计算细胞裂解率。

细胞裂解率（％）＝［（ＯＤＥＲ －ＯＤ（Ｔ＋Ｅ）ＳＲ）／（
ＯＤＴＭＲ－ＯＤＴＳＲ）］×１００％ 公式（２）

ＥＲ：效应细胞背景对照；（Ｔ＋Ｅ）ＳＲ：效应细
胞＋靶细胞背景对照；ＴＭＲ：靶细胞裂解对照
（１００％裂解）；ＴＳＲ：靶细胞背景对照。

以抗体浓度为Ｘ轴，对应的细胞裂解率为Ｙ轴，
选用四参数方程对供试品的ＡＤＣＣ效应进行分析。
２７　补体依赖的细胞毒性作用（ＣＤＣ）

每孔加入５０μＬ的２４％人血清补体，３７℃孵育
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２ｈ。取出细胞培养板，每孔加入１５μＬ的Ｒｅｓａｚｕｒｉｎ
细胞活性检测染料，３７℃孵育１６～２０ｈ，以５３０ｎｍ
为激发波长，５９０ｎｍ为发射波长测定荧光值。以不
加抗体及补体组的荧光读值为阴性对照（Ｅ），以细
胞加补体组的荧光读值为自发杀伤对照组（Ｓ），供
试品荧光读值为Ｍ，以公式３计算ＣＤＣ。

ＣＤＣ（％）＝（Ｅ－Ｓ）／（Ｍ－Ｓ）×１００％ 公式（３）
以抗体浓度为Ｘ轴，对应的ＣＤＣ％为 Ｙ轴，选

用四参数方程对供试品的ＣＤＣ效应进行分析。
２８　ＡＤＥ效应评价

将假病毒颗粒稀释至 １０×１０４ ～２×１０４

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１（５００～１０００ＴＣＩＤ５０每孔），加入

２５μＬ至细胞培养板中，然后每孔加入２５μＬ系列稀
释的样品与假病毒进行中和反应，３７℃，体积分数
５％ ＣＯ２培养箱孵育６０ｍｉｎ。设置 ＶＣ和 ＣＣ，其中
ＶＣ加入２５μＬ假病毒溶液和２５μＬ完全培养基，ＣＣ
加入５０μＬ完全培养基。在上述中和后的板内，每孔

加入５０μＬ的 Ｒａｊｉ细胞（密度为２×１０６个·ｍＬ－１），
置于３７℃，体积分数５％ ＣＯ２培养箱中孵育２０～２８ｈ。
取出细胞培养板，每孔加入１００μＬ的荧光素酶底物，
避光反应２ｍｉｎ，置于酶标仪中采集化学发光信号。
以供试品工作浓度为 Ｘ轴，化学荧光响应信号为 Ｙ
轴，对供试品的ＡＤＥ效应进行分析。

３　结　果
３１　９ＭＷ３３１１Ｆａｂ与 Ｓ１ＲＢＤ的结合动力学及亲
和常数

使用ＢＬＩ法测定 ９ＭＷ３３１１及其参比品与 Ｓ１
ＲＢＤ的亲和力，使用１∶１的动力学模型，对曲线进
行拟合分析，结果表明（图２），９ＭＷ３３１１中和抗体
与Ｓ１ＲＢＤ的结合属于快结合慢解离的方式，亲和
能力较强，ＫＤ值均在 ｎｍｏｌ·Ｌ－１水平，且 ３批
９ＭＷ３３１１和参比品与 Ｓ１ＲＢＤ抗原的亲和力水平
基本保持一致。

Ａ－９ＭＷ３３１１Ｒｅｆ；Ｂ－９ＭＷ３３１１Ｓ１；Ｃ－９ＭＷ３３１１Ｓ２；Ｄ－９ＭＷ３３１１Ｓ３；Ｋａ－结合速率常数；Ｋｄ－解离速率常数；ＫＤ－平衡解离常数。

Ａ－９ＭＷ３３１１Ｒｅｆ；Ｂ－９ＭＷ３３１１Ｓ１；Ｃ－９ＭＷ３３１１Ｓ２；Ｄ－９ＭＷ３３１１Ｓ３；Ｋａ－ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔ；Ｋｄ－ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔ；ＫＤ－ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ

ｃｏｎｓｔａｎｔ．

图２　３批９ＭＷ３３１１及参比品与新型冠状病毒Ｓ糖蛋白Ｓ１受体结合区域（Ｓ１ＲＢＤ）的亲和动力学拟合曲线［生物薄膜干涉
技术（ＢＬＩ）法］
Ｆｉｇ２　Ａｆｆｉｎｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｎｃｅｔｏＳ１ＲＢＤ（ＢＬＩ）

３２　９ＭＷ３３１１与 Ｓ１ＲＢＤ及 Ｓ蛋白的相对结合
活性

３２１　ＥＬＩＳＡ法　使用 ＥＬＩＳＡ法测定 ９ＭＷ３３１１
及其参比品与 Ｓ１ＲＢＤ在蛋白水平的相对结合活
性，结果表明（图３），３批９ＭＷ３３１１及参比品与 Ｓ１

ＲＢＤ的结合呈典型的“Ｓ”型曲线，ＥＣ５０值分别为：
１０２、１０１、１０６、１０８ｎｇ·ｍＬ－１，与参比品相比较，
３批９ＭＷ３３１１的相对结合活性高度一致，分别为
１０１％，９６％及１００％。
３２２　流式细胞法　使用流式细胞法测定

·７５３·
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图３　３批９ＭＷ３３１１及参比品与 Ｓ１ＲＢＤ的结合活性量效
曲线

Ｆｉｇ３　Ｄｏｓｅｅｆｆｅｃｔｃｕｒｖｅｓｏｆｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ
９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏＳ１ＲＢＤ

９ＭＷ３３１１及其参比品与 Ｓ蛋白在细胞水平的相对
结合活性，结果表明（图４），９ＭＷ３３１１及其参比品
与正常的 ＨＥＫ２９３细胞不结合（图４Ｂ），而能与表
面瞬时表达 Ｓ蛋白的 ＨＥＫ２９３细胞特异性结合
（图 ４Ａ），ＥＣ５０值分别为 ３８７、３９３、３４３、３６０ｎｇ·
ｍＬ－１。且与参比品相比，３批９ＭＷ３３１１与 Ｓ蛋白

在细胞水平的结合活性高度一致，分别是 ９８％，
１１３％及１０８％。
３３　９ＭＷ３３１１阻断Ｓ１ＲＢＤ与ＡＣＥ２结合的活性
３３１　ＥＬＩＳＡ法　使用 ＥＬＩＳＡ法测定９ＭＷ３３１１
及其参比品阻断 Ｓ１ＲＢＤ与 ＡＣＥ２的结合活性，结
果表明（图５Ａ），９ＭＷ３３１１抗体可以有效阻断 Ｓ１
ＲＢＤ抗原与 ＡＣＥ２受体的相对结合活性，且呈剂
量依赖趋势，量效曲线符合倒“Ｓ”型，ＩＣ５０值分别
为：２６２、２６３、２７５、２８８ｎｇ·ｍＬ－１，且３批９ＭＷ３３１１
与参比品的阻断结合活性高度一致，分别为

１００％，９５％和９１％。
３３２　ＦＡＣＳ法　使用 ＦＡＣＳ法测定９ＭＷ３３１１及
其参比品在细胞水平阻断 Ｓ１ＲＢＤ与 ＡＣＥ２的结合
活性，结果表明（图５Ｂ），９ＭＷ３３１１抗体可以特异性
阻断Ｓ１ＲＢＤ抗原与表达在ＨＥＫ２９３细胞表面的人
ＡＣＥ２受体的相对结合活性，而阴性对照则无阻断
活性。ＩＣ５０值分别为４２８、４５７、４２２、４５３ｎｇ·ｍＬ

－１。

且３批９ＭＷ３３１１的阻断结合活性与参比品高度一
致，分别为９４％，１０１％及９４％。
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Ａ－３批９ＭＷ３３１１、参比品及阴性对照与瞬时表达Ｓ蛋白的ＨＥＫ２９３细胞的结合活性；Ｂ－３批９ＭＷ３３１１、参比品及阴性对照与ＨＥＫ２９３细胞的结合活性。

Ａ－ｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１，ｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｉｓｏｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１，ｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｉｓｏｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｗｉｔｈＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＳｐｒｏｔｅｉｎ．

图４　３批９ＭＷ３３１１及参比品与Ｓ蛋白在细胞水平结合活性的量效曲线
Ｆｉｇ４　Ｄｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｓｏｆｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＳｐｒｏｔｅｉｎａｔｃｅｌｌｌｅｖｅｌ

３４　９ＭＷ３３１１在假病毒水平的体外细胞学活性
使用 ＳＡＲＳＣｏＶ２假病毒系统检测 ９ＭＷ３３１１

及其参比品的体外中和活性，结果表明（表 １，图
６），３批９ＭＷ３３１１及其参比品对假病毒均有较高的
中和活性，且中和活性高度一致，分别为９１％，９３％
及１０８％。
３５　９ＭＷ３３１１抗体Ｆｃ与ＦｃγＲ的亲和能力

使用Ｂｉａｃｏｒｅ法检测３批９ＭＷ３３１１及参比品与
ＦｃγＲⅠ／ＣＤ６４，ＦｃγＲⅡａ／ＣＤ３２ａ，ＦｃγＲⅡｂ／ＣＤ３２ｂ，
ＦｃγＲⅢａ／ＣＤ１６ａ亲和力结果表明（表 ２），３批

９ＭＷ３３１１与各Ｆｃγ受体亲和力水平一致。
３６　９ＭＷ３３１１抗体Ｆｃ与ＦｃＲｎ的亲和能力

使用Ｂｉａｃｏｒｅ法检测３批９ＭＷ３３１１及参比品与
ＦｃＲｎ亲和力结果表明（表 ３），３批 ９ＭＷ３３１１与
ＦｃＲｎ亲和力水平一致。
３７　９ＭＷ３３１１抗体Ｆｃ端与Ｃ１ｑ的结合活性

使用 ＥＬＩＳＡ法检测３批９ＭＷ３３１１及参比品
与 Ｃ１ｑ受体的结合活性，结果表明（图 ７），３批
９ＭＷ３３１１及参比品与 Ｃ１ｑ受体都有较高的结合
活性，ＥＣ５０值 分 别 为：３８６２、３８６８、４０１０、
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Ａ－酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）在蛋白水平的阻断活性；Ｂ－流式细胞技术（ＦＡＣＳ）法在细胞水平的阻断活性。

Ａ－ＥＬＩＳＡａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ；Ｂ－ＦＡＣＳａｔｃｅｌｌｌｅｖｅｌ．

图５　３批９ＭＷ３３１１及参比品阻断新型冠状病毒Ｓ糖蛋白－Ｓ１受体结合区域（Ｓ１ＲＢＤ）与血管紧张素转化酶２（ＡＣＥ２）受体
结合活性的量效曲线

Ｆｉｇ５　Ｄｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｂｌｏｃｋｉｎｇｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳ１ＲＢＤａｎｄＡＣＥ２

表１　３批９ＭＷ３３１１及其参比品的假病毒中和活性
Ｔａｂ１　Ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１
ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
ＩＣ５０／ｎｇ·ｍＬ－１

９ＭＷ３３１１Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｒｕｇｓｕｂｓｔａｎｃｅ

Ａｃｔｉｖｉｔｙ

／％

９ＭＷ３３１１Ｓ１ ２６７３ ２９４４ ９１

９ＭＷ３３１１Ｓ２ ２７７３ ２９６９ ９３

９ＭＷ３３１１Ｓ３ ２８８０ ２６６７ １０８

３７２９ｎｇ·ｍＬ－１，且与参比品相比，３批９ＭＷ３３１１与
Ｃ１ｑ受体的结合活性高度相似，分别为１００％，９６％
及１０４％。
３８　９ＭＷ３３１１单抗的ＡＤＣＣ与ＣＤＣ效应评价

以瞬转ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ蛋白全长基因的Ｅｘｐｉ２９３
细胞作为靶细胞，采用 ＰＢＭＣ法评价 ９ＭＷ３３１１单
抗的ＡＤＣＣ效应；以混合健康人血清（ｐｏｏｌｅｄｎｏｒｍａｌ
ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍ，ＰＮＨＳｏｒＮＨＳ）作为血清补体成分的来
源，评价９ＭＷ３３１１中和抗体的 ＣＤＣ效应。结果表
明，与 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ阳性对照相比［１６］，９ＭＷ３３１１中和
抗体均无明显的 ＡＤＣＣ（图 ８Ａ）及 ＣＤＣ（图 ８Ｂ）
效应。

３９　ＭＷ３３１１单抗的ＡＤＥ效应评价
参照对野生型的９ＭＷ３３１１单抗做了 ＬＡＬＡ突

变（即重链２４２位和２４３位的亮氨酸 Ｌ突变为丙氨
酸Ａ），以Ｒａｊｉ细胞作为靶细胞，利用假病毒系统评
估９ＭＷ３３１１野生型中和抗体和 ＬＡＬＡ突变型中和
抗体的ＡＤＥ效应，结果表明（图９），９ＭＷ３３１１野生
型中和抗体在 Ｒａｊｉ细胞表面观察到在一定范围内
有ＡＤＥ效应的产生，ＬＡＬＡ突变后的中和抗体可有
效避免ＡＤＥ效应。

Ａ－９ＭＷ３３１１Ｓ１；Ｂ－９ＭＷ３３１１Ｓ２；Ｃ－９ＭＷ３３１１Ｓ３。

Ａ－９ＭＷ３３１１Ｓ１；Ｂ－９ＭＷ３３１１Ｓ２；Ｃ－９ＭＷ３３１１Ｓ３．

图６　３批９ＭＷ３３１１及参比品的假病毒中和活性量效曲线

Ｆｉｇ６　Ｄｏｓｅｅｆｆｅｃｔｃｕｒｖｅｓｏｆｐｓｅｕｄｏｖｉｒｕｓｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｔｈｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
·９５３·
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表２　３批９ＭＷ３３１１及其参比品与ＩｇＧＦｃ受体（ＦｃγＲ）的亲和力常数
Ｔａｂ２　Ａｆｆｉｎｉｔｙａｎｄｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏＦｃγＲｓ

Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
ＫＤ／ｍｏｌ·Ｌ－１

ＦｃγＲⅠ ＦｃγＲⅡａ ＦｃγＲⅡｂ ＦｃγＲⅢａ

９ＭＷ３３１１Ｒｅｆ ７２９７×１０－７ １１２８×１０－４ １１５４×１０－４ ３８８９×１０－５

９ＭＷ３３１１Ｓ１ ６２１４×１０－７ １５０７×１０－４ ２４５０×１０－４ ４２６８×１０－５

９ＭＷ３３１１Ｓ２ ９３３９×１０－７ １４０５×１０－４ １１３８×１０－４ ３３９７×１０－５

９ＭＷ３３１１Ｓ３ ７７１９×１０－７ １３８３×１０－４ １５９６×１０－４ ３５２０×１０－５

表３　３批９ＭＷ３３１１及其参比品与新生儿 Ｆｃ受体（ＦｃＲｎ）

的亲和力常数

Ｔａｂ３　 Ａｆｆｉｎｉｔｙａｎｄｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏＦｃＲｎ

Ａｎｔｉｇｅｎ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ＫＤ／ｍｏｌ·Ｌ－１

９ＭＷ３３１１Ｒｅｆ １２４１×１０－６

ＦｃＲｎ ９ＭＷ３３１１Ｓ１ １１５２×１０－６

９ＭＷ３３１１Ｓ２ １２７７×１０－６

９ＭＷ３３１１Ｓ３ １３３８×１０－６

图７　３批９ＭＷ３３１１及其参比品与 Ｃ１ｑ受体结合活性量效

曲线

Ｆｉｇ７　Ｄｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｓｏｆｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓ

ｏｆ９ＭＷ３３１１ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏＣ１ｑ

４　讨　论
自ＣＯＶＩＤ１９疫情暴发以来，国内多支科研团

队及制药企业积极合作应对，充分利用之前 ＳＡＲＳ
ＣｏＶ和ＭＥＲＳＣｏＶ两种冠状病毒的研究基础，开发
具有完全自主知识产权的特效药，迅速抢占ＣＯＶＩＤ
１９防治的最高阵地。这对我国疫情防控与治疗病
症起到积极且重大的作用，同时，也为全球 ＣＯＶＩＤ
１９的防治提供中国技术、中国方案，彰显了我国在
新冠病毒防治中的积极姿态、先进技术，表现出负责

任大国的应有作为，得到了世界人民的尊重与认可。

作为最有希望的特效药之一，中和抗体药物也在新

冠病毒防治中备受瞩目。目前，我国在该领域的研

发和上市速度处于世界前列。

Ａ－ＡＤＣＣ效应量效曲线；Ｂ－ＣＤＣ效应量效曲线。

Ａ－ｃｕｒｖｅｏｆＡＤＣＣｅｆｆｅｃｔ；Ｂ－ｃｕｒｖｅｏｆＣＤＣｅｆｆｅｃｔ．

图８　９ＭＷ３３１１单抗抗体的体依赖细胞介导的细胞毒性作
用（ＡＤＣＣ）及介导的细胞毒性作用（ＣＤＣ）效应量效曲线
Ｆｉｇ８　ＤｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｓｏｆＡＤＣＣａｎｄＣＤＣｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
９ＭＷ３３１１ｍａｂ

ＭＷ０５－９ＭＷ３３１１野生型抗体；９ＭＷ３３１１Ｒｅｆ、９ＭＷ３３１１Ｓ１，Ｓ２，Ｓ３－ＬＡＬＡ突

变抗体。

ＷｉｌｄｔｙｐｅａｎｔｉｂｏｄｙｏｆＭＷ０５－９ＭＷ３３１１；９ＭＷ３３１１－Ｒｅｆ，９ＭＷ３３１１－Ｓ１，Ｓ２，

Ｓ３－ＬＡＬＡｍｕｔａｎｔａｎｔｉｂｏｄｙ．

图９　９ＭＷ３３１１野生型单抗与 ＬＡＬＡ突变单抗的抗体依赖
性感染增强作用（ＡＤＥ）效应曲线
Ｆｉｇ９　ＡＤＥｅｆｆｅｃｔｃｕｒｖｅｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅ９ＭＷ３３１１ａｎｄＬＡＬＡ
ｍｕｔａｎｔ
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生物学活性和免疫学特性作为中和抗体的关

键质量属性，直接反映中和抗体的有效性。本文

从结合动力学、相对结合活性、ＡＣＥ２相对阻断活
性及体外细胞学活性等４个方面对新型冠状病毒
中和抗体 Ｆａｂ段的功能进行了分析研究。其中，
采用 ＢＬＩ法测定中和抗体与抗原的结合动力学和
亲和常数，该方法高效、敏感、可操作性强。分别

采用 ＥＬＩＳＡ法和 ＦＡＣＳ法测定中和抗体的相对结
合活性，ＥＬＩＳＡ法中，包被刺突蛋白受体结合区域
蛋白片段作为抗原，用间接法检测不同浓度供试

品与抗原的结合能力，通过参比品和样品 ＩＣ５０值的
比值，从蛋白层面反映中和抗体和抗原的结合活

性；ＦＡＣＳ中，通过将 Ｓ蛋白瞬时表达在 ＨＥＫ２９３
细胞膜表面，可以得到更接近天然构象的 Ｓ跨膜
蛋白，检测中和抗体与瞬时表达 Ｓ蛋白的 ＨＥＫ
２９３细胞的结合活性，从细胞水平反映中和抗体的
结合活性，在结果处理时，均使用 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ四参
数软件进行拟合，进一步保证了结果的客观性和

准确性。同样，使用 ＥＬＩＳＡ法和 ＦＡＣＳ法测定
ＡＣＥ２相对阻断活性，ＥＬＩＳＡ法中在酶标板上包被
ＡＣＥ２受体，再梯度稀释样品，将不同浓度的样品
与一定量的 Ｓ蛋白 ＲＢＤ等体积混合后，再通过竞
争 ＥＬＩＳＡ法检测不同浓度的混合后样品分别与
ＡＣＥ２受体结合的能力；ＦＡＣＳ法中分析中和抗体
对表达在 ＨＥＫ２９３细胞表面的人 ＡＣＥ２与 Ｓ蛋白
ＲＢＤ结合的阻断活性。采用中检院自建的假病毒
体系测定新型冠状病毒中和抗体的生物学活

性［１７１８］，Ｈｕｈ７（人肝癌细胞系，可通过体外接种成
功分离野生型 ＳＡＲＳＣｏＶ２病毒株）［１９］，模拟中和
抗体阻断病毒感染宿主细胞的过程，该方法已用

于新冠疫苗的放行检验，稳定性好，可靠性高。

从Ｆｃ与Ｆｃγ受体、ＦｃＲｎ、Ｃ１ｑ受体的亲和力方
面评价 Ｆｃ段的免疫学特性，并测定中和抗体的
ＡＤＣＣ和 ＣＤＣ效应。采用 ＳＰＲ法测定 Ｆｃ与 ＦｃγＲ
Ⅰ、ＦｃγＲⅡａ、ＦｃγＲⅡｂ、ＦｃγＲⅢａ受体、ＦｃＲｎ的亲
和能力，将抗ＨＩＳ抗体偶联在芯片表面，捕获ＦｃγＲ
Ⅰ、ＦｃγＲⅡａ、ＦｃγＲⅡｂ、ＦｃγＲⅢａ、ＦｃＲｎ分别作为配
体，以中和抗体为分析物，检测其亲和能力。采用

ＥＬＩＳＡ法测定 Ｆｃ与 Ｃ１ｑ的亲和能力。以瞬转 ＣＯ
ＶＩＤ１９Ｓ蛋白全长基因的 Ｅｘｐｉ２９３细胞作为靶细
胞，分别以赫赛汀 ＡＤＣＣ和利妥昔 ＣＤＣ［２０２１］为阳
性对照，建立测定中和抗体的 ＡＤＣＣ和 ＣＤＣ效应
的评价方法，采用 ＰＢＭＣ法评价 ＡＤＣＣ效应，以
ＰＮＨＳｏｒＮＨＳ作为血清补体成分的来源，评价

ＣＤＣ效应，结果表明该中和抗体无明显的 ＡＤＣＣ
与 ＣＤＣ效应。

以 Ｒａｊｉ细胞作为靶细胞，利用假病毒系统建
立了新型冠状病毒中和抗体 ＡＤＥ效应评价方法，
并采用该方法分别对同一个中和抗体野生型和

ＬＡＬＡ突变体进行了评价，结果表明在一定范围内
野生型中和抗体有 ＡＤＥ效应的产生，而 ＬＡＬＡ突
变后的抗体分子则无 ＡＤＥ效应，后续将进行该方
法的完善和验证，有望开发为平台方法，用于新型

冠状病毒中和抗体及疫苗开发中 ＡＤＥ效应的
评价。

本文使用多种方法从不同层面分别对新型冠

状病毒中和抗体的生物学活性和免疫学特性进行

了评价，并对ＡＤＥ效应建立了灵敏、高效的评价方
法，为突发状况下新型冠状病毒疫情防控提供了

用药储备的技术支持，也为其他组合抗体的生物

学和免疫学特性评价，质量控制和放行提供了

参考。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＺＨＯＵＰ，ＹＡＮＧＸＬ，ＷＡＮＧＸＧ，ｅｔａｌ．Ａｐｎｅｕｍｏｎｉａｏｕｔ

ｂｒｅａｋａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｎｅｗｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｏｆｐｒｏｂａｂｌｅｂａｔｏｒｉｇｉｎ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０２０，５７９（７７９８）：２７０２７３．

［２］　ＮＡＩＮＵＦ，ＡＢＩＤＩＮＲＳ，ＢＡＨＡＲＭＡ，ｅｔａｌ．ＳＡＲＳＣｏＶ２ｒｅ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｖａｃｃｉｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｈｕｍ
ＶａｃｃｉｎｅｓＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，２０２０，１６（１２）：３０６１３０７３．

［３］　ＷＡＮＧＳ，ＷＡＮＧＧＺ，ＴＡＮＧＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｎｏｖｅｌｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａ．
［Ｊ］．ＳｈａａｎｘｉＭｅｄＪ（陕西医学杂志），２０２１，５０（５）：６３８
６４１．

［４］　ＷＡＬＬＳＡＣ，ＰＡＲＫＹＪ，ＴＯＲＴＯＲＩＣＩＭＡ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅＳＡＲＳＣｏＶ２ｓｐｉｋｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ
［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０２０，１８１（２）：２８１２９２．

［５］　ＬＥＴＫＯＭ，ＭＡＲＺＩＡ，ＭＵＮＳＴＥＲＶＦｕｎｃｔｉｏｎａｌａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆ
ｃｅｌｌｅｎｔｒｙａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｕｓａｇｅｆｏｒＳＡＲＳＣｏＶ２ａｎｄｏｔｈｅｒｌｉｎｅａｇｅＢ
ｂｅｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０２０，５（４）：５６２５６９．

［６］　ＨＯＦＦＭＡＮＮＭ，ＫＬＥＩＮＥＷＥＢＥＲＨ，ＳＣＨＲＯＥＤＥＲＳ，ｅｔａｌ．
ＳＡＲＳＣｏＶ２ｃｅｌｌｅｎｔｒｙｄｅｐｅｎｄｓｏｎＡＣＥ２ａｎｄＴＭＰＲＳＳ２ａｎｄｉｓ
ｂｌｏｃｋｅｄｂｙａｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｐｒｏｖｅｎｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，
２０２０，１８１（２）：２７１２８０．

［７］　ＴＩＡＮＸ，ＬＩＣ，ＨＵＡＮＧＡ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｏｆ２０１９ｎｏｖｅｌ
ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｓｐｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｂｙａＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｓｐｅｃｉｆｉｃｈｕｍａｎ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．ＥｍｅｒｇＭｉｃｒｏｂｅｓＩｎｆｅｃｔ，２０２０，９（１）：
３８２３８５．

［８］　ＺＨＯＵＧ，ＺＨＡＯＱＰｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓｏｎｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｔｈｅｎｏｖｅｌｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓＳＡＲＳＣｏＶ２［Ｊ］．ＩｎｔＪ
ＢｉｏｌＳｃｉ，２０２０，１６（１０）：１７１８１７２３．

［９］　ＩＴＡＫＣｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ（ＣＯＶＩＤ１９）：ｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｕｓａｎｄ
ｐｒｏｓｐｅｃｔｓｆｏｒｄｒｕｇａｎｄｖａｃｃｉｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＡｒｃｈＭｅｄＲｅｓ，
２０２１，５２（１）：１５２４．

［１０］　ＹＵＤＬ，ＨＵＡＮＧＣＪ，ＷＡＮＧＭＸ．ＲｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎＦｃ

·１６３·
中国药学杂志２０２４年２月第５９卷第４期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ４



ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＨｉｓｔｏｃｈｅｍＣｙｔｏｃｈｅｍ（中国组织化学与细
胞化学杂志），２０１９，２８（６）：５５２５５９．

［１１］　ＤＡＬＬ′ＡＣＱＵＡＷＦ，ＫＩＥＮＥＲＰＡ，ＷＵＨＰｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｈｕｍａｎ
ＩｇＧ１ｓｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｎｅｏｎａｔａｌＦｃｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ（ＦｃＲｎ）［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００６，２８１（３３）：２３５１４２３５２４．

［１２］　ＫＡＲＴＨＩＫＫ，ＳＥＮＴＨＩＬＫＵＭＡＲＴＭＡ，ＵＤＨＡＹＡＶＥＬＳ，ｅｔ
ａｌ．Ｒｏｌｅｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ（ＡＤＥ）ｉｎｔｈｅｖｉｒｕ
ｌｅｎｃｅｏｆＳＡＲＳＣｏＶ２ａｎｄｉｔｓｍｉｔｉｇａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔｏｆｖａｃｃｉｎｅｓａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｉｅｓｔｏｃｏｕｎｔｅｒＣＯＶＩＤ１９
［Ｊ］．ＨｕｍＶａｃｃｉｎｅｓＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，２０２０，１６（１２）：３０５５３０６０．

［１３］　ＭＡＧＮＡＮＩＤＭ，ＲＩＣＣＩＡＲＤＩＭＪ，ＢＡＩＬＥＹＶＫ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｇｕｅ
ｖｉｒｕｓｅｖａｄｅｓＡＡＶｍｅｄｉａｔｅｄｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓｉｎ
ｒｈｅｓｕｓｍｏｎｋｅｙｓ［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒＪＡｍＳｏｃＧｅｎｅＴｈｅｒ，２０１７，２５
（１０）：２３２３２３３１．

［１４］　ＳＨＩＲ，ＳＨＡＮＣ，ＤＵＡＮＸ，ｅｔａｌ．Ａｈｕｍａｎｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉ
ｂｏｄｙｔａｒｇｅｔｓｔｈｅｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｆＳＡＲＳＣｏＶ２［Ｊ］．Ｎａ
ｔｕｒｅ，２０２０，５８４（７８１９）：１２０１２４．

［１５］　ＷＡＮＧＳ，ＰＥＮＧＹ，ＷＡＮＧＲ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｅｕ
ｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙａ
ｇａｉｎｓｔＳＡＲＳＣｏＶ２ｉｎｒｈｅｓｕｓｍｏｎｋｅｙｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，
２０２０，１１（１）：５７５２．

［１６］　ＣＯＬＬＩＮＳＤＭ，Ｏ′ＤＯＮＯＶＡＮＮ，ＭＣＧＯＷＡＮＰＭ，ｅｔａｌ．

Ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｉｎｄｕｃｅｓａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ（ＡＤＣＣ）ｉｎＨＥＲ２ｎｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＡｎｎＯｎｃｏｌＯｆｆＪＥｕｒＳｏｃＭｅｄＯｎｃｏｌ，２０１２，２３
（７）：１７８８１７９５．

［１７］　ＮＩＥＪ，ＬＩＱ，ＷＵＪ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆａ
ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｕｓｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒＳＡＲＳＣｏＶ２［Ｊ］．Ｅｍｅｒｇ
ＭｉｃｒｏｂｅｓＩｎｆｅｃｔ，２０２０，９（１）：６８０６８６．

［１８］　ＮＩＥＪ，ＬＩＱ，ＷＵＪ，ｅｔａｌ．ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＡＲＳＣｏＶ２ｎｅｕ
ｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｂｙａｐｓｅｕｄｏｔｙｐｅｄｖｉｒｕｓｂａｓｅｄａｓｓａｙ［Ｊ］．Ｎａｔ
Ｐｒｏｔｏｃ，２０２０，１５（１１）：３６９９３７１５．

［１９］　ＺＨＯＵＰ，ＹＡＮＧＸＬ，ＷＡＮＧＸＧ，ｅｔａｌ．Ａｄｄｅｎｄｕｍ：ａｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｏｕｔｂｒｅａｋａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｎｅｗｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｏｆｐｒｏｂａｂｌｅｂａｔ
ｏｒｉｇｉｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０２０，５８８（７８３６）：２７０２７３．

［２０］　ＶＡＮＭＥＥＲＴＥＮＴ，ＶＡＮＲＩＪＮＲＳ，ＨＯＬＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅ
ｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｂｙｒｉｔｕｘｉｍａｂｄｅｐｅｎｄｓｏｎＣＤ２０ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄａｃｔｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｔｏａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓＯｆｆＪＡｍＡｓｓｏｃＣａｎｃｅｒＲｅｓ，
２００６，１２（１３）：４０２７４０３５．

［２１］　ＧＡＺＺＡＮＯＳＡＮＴＯＲＯＨ，ＲＡＬＰＨＰ，ＲＹＳＫＡＭＰＴＣ，ｅｔａｌ．Ａ
ｎｏｎｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙｆｏｒａｎｔｉ
ＣＤ２０ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，１９９７，２０２
（２）：１６３１７１．

（收稿日期：２０２３０１３０）

·２６３· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ４　　　　　　　　 　 　 　 中国药学杂志２０２４年２月第５９卷第４期


