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摘要: 随着生物技术药物的大量研发, 药物免疫原性评价成为阐明药物临床安全性和有效性的关键因素, 

建立稳定可靠的评价体系成为了研究热点。由于具有实时、连续监测等优势, 表面等离子体共振 (surface plasmon 

resonance, SPR) 技术已被广泛用于生物药物免疫原性的评价。本研究中应用该技术对重组抗狂犬病毒人源单克

隆抗体 NM57Ⅰ期临床实验阶段接受注射的 48名志愿者进行抗药物抗体 (anti-drug antibody, ADA) 检测。结果

表明, 该检测方法可达到抗体药物免疫原性检测的基本要求。 
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Abstract: With the development of bio-technological drugs, drug immunogenicity evaluation has become 

key factor of clarifying safety and efficacy of these drugs.  It has become the focus to establish a stable and     

reliable evaluation system.  Due to the advantages such as continuous real-time monitoring, surface plasmon    

resonance (SPR) technology has been widely used in bio-technological drugs immunogenicity assessments.  

Our study applied this technology to detect anti-drug antibody (ADA) of a recombinant human anti-rabies    

monoclonal antibody NM57 in the sera of 48 volunteers admitted in phase I clinical trials.  This method could 

satisfy the basic requirements of detection of ADA. 
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免疫原性检测是生物技术药物临床安全性评价

的重要组成部分, 药物引起的免疫反应对药物的动
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力学、药效以及安全性具有重要影响, 轻则导致治疗

无效, 重则可能影响患者健康[1]。因此, 建立灵敏、准

确的免疫原性检测方法是药物研发中的重要环节, 目

前常用的检测方法有 ELISA、放射免疫沉淀法和表面

等离子体共振 (SPR) 技术等[2−6]。狂犬病是由狂犬病

毒所致的自然疫源性人畜共患急性传染病, 无特效

的治疗方法, 发病后以对症综合治疗为主, 目前临床

中联合使用抗狂犬免疫球蛋白与疫苗进行狂犬病的 
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暴露后预防。但是由于抗狂犬免疫球蛋白的使用存在

相当未知风险, 因此重组人源抗狂犬病毒抗体被视

为最有前景的替代品。我公司研制的抗狂犬病毒抗体

NM57 是一株针对狂犬病毒表面糖蛋白的全人单克隆

抗体, 具有显著的病毒中和活性, 目前处于Ⅰ期临床

试验阶段。本研究应用 SPR 法检测 I 期临床志愿者

血清中针对 NM57的抗药物抗体以评估其免疫原性。 

 

材料与方法 

临床血液样品的收集   临床试验经医院伦理  

委员会批准, 受试者均签署知情同意书。将狂犬抗体

NM57-Ⅰ期临床试验阶段的 48 名志愿者依照受注射

剂量分为高、中、低三个组, 每组 16人, 每组随机选

择 4 人注射安慰剂作为对照。每个志愿者分别在注 

射前 (标记为 0 d) 及注射后 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 

21, 28, 42, 56, 70和 84 d共 15个时间点进行血液样 

品的采集。静置, 离心后取血清, 冻存于  −80 ℃备用。 

氨基偶联法标记NM57  依照偶联试剂盒说明书, 

将 N-乙基-N '-(二甲氨基丙基) 碳二亚胺 (EDC) 和 N-

羟基琥珀酰亚胺 (NHS) 按一定的比例加水分别溶

解; CM5传感片插入仪器后, 控制流速为 5 μL·min−1, 

用HBS缓冲液平衡体系, 待基线稳定, 开始标记NM57: 

① EDC 和 NHS 各 100 μL 混合均匀, 注射混合液  

50 μL使其流过待标记通道, 活化传感片表面的羧基; 

② 注射 3.0 mg·L−1 NM57溶液 (溶于 10 mmol·L−1醋

酸钠缓冲液, pH 4.5), 将 NM57通过氨基偶联标记于

芯片表面, 标记目标 8000RU; ③ 注射乙醇胺的盐酸

溶液 35 μL 封闭残余的活化羧基; ④ 注射甘氨酸缓

冲液 10 μL洗去非键合的吸附蛋白和乙醇胺。 

NM57药物抗抗体 SPR检测法的建立   

鼠抗 NM57 单克隆抗体与 NM57 结合常数的测

定  用 HBS缓冲液梯度稀释鼠抗 NM57单抗 (284、

142、71、35.5、17.75、8.9、4.45和 2.2 μg·mL−1), 离

心 (12 000 r·min−1, 10 min) 后检测。上样 30 s, HBS

缓冲液平衡 4 min, 甘氨酸缓冲液再生 30 s, 流速  

30 μL·min−1, HBS缓冲液平衡 3 min。 

方法精密度和检测限度的确定   将人血清用

HBS 缓冲液稀释 5 倍作为阴性血清对照品, 将鼠抗

NM57 单克隆抗体稀释于上述阴性血清对照作为阳

性血清对照品 (1 000、500、250、125、62.5、31.2、

15.6、7.8 ng·mL−1和 0), 离心 (12 000 r·min−1, 10 min) 

后检测, 每一个稀释度重复检测 3次。 

方法耐用性的确定  选择含 62.5 ng·mL−1 鼠抗

NM57抗体的阳性对照品, 用该阳性样品溶液配置不

同浓度的NM57 (1 000、500、250、125和 62.5 ng·mL−1) 

溶液。上机检测上述各溶液的响应值以确定血清中

NM57药物浓度对样品判定结果的影响程度。 

临床血清样品 NM57药物抗抗体检测  将 48名

志愿者的 720 个采血点血清样品同样用 HBS 缓冲液

稀释 5倍, 离心 (12 000 r·min−1, 10 min), 依上述方

法进行检测。以 48名志愿者注射前 (0 d) 血清样品

的检测平均值+3×SD 作为阈值 (CutOff), 高于该值

的样品判定为阳性[7, 8]。 

 

结果 

1  NM57的标记及其与鼠单抗亲和常数的测定 

参照实验方法将抗体 NM57标记于芯片通道 2、

4 作为检测通道 (通道 1、3 为参比通道)。整个标记

过程如图 1所示: ① 活化芯片; ② 偶联抗体; ③ 封

闭芯片。 

 

 
Figure 1  Sensorgram of antibody coupling 

 

实验获得了梯度稀释的鼠抗 NM57 抗体与芯片

表面标记的 NM57的结合曲线, 通过 BIAeval 3.0软

件拟合一系列结合曲线 (图 2), 计算出抗NM57鼠单

抗与 NM57的结合常数为 4 nmol·L−1。 

2  NM57药物抗抗体 SPR检测法的建立 

为了确定 SPR 检测的精密度和检测限度, 计算

了每一稀释度重复测定 3 次 (图 3) 的均值、SD 及

RSD 值。经分析 (表 1), 各稀释度检测值的 RSD 值

均小于 20%, 精密度符合检测要求。检测限度是指高

于检测阈值的被测样品的最低量, 本实验中选择对

应高出空白样品测定值 3 个标准差的值作为检测阈

值, 即: CutOff = 17.7 + 3 × 2.7 = 25.8, 对应选定的阳性

样品最低浓度为 31.2 ng·mL−1, 故该方法的检测限度

为 31.2 ng·mL−1。 

由于血液中 NM57 药物浓度会对抗药物抗体的 
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Figure 2  Binding curves of different concentrations of anti- 
NM57 mouse antibodies 

 

 
Figure 3  Binding curves of negative sera with different   
concentrations of anti-NM57 mouse antibody 

 
Table 1  Results of negative sera with different concentrations 
of anti-NM57 mouse antibody 

NM57/ng·mL−1 x ± s RSD/% 

1 000 256.9 ± 6.7 2.6 

500 135.8 ± 1.3 1 

250  79.9 ± 2.6 3.3 

125  51.7 ± 0.6 1.2 

62.5  36.8 ± 1.7 4.7 

31.2  25.9 ± 4.4 17 

15.6  21.7 ± 4.1 18.9 

7.8  20.7 ± 3.3 15.9 

0  17.7 ± 2.7 15.4 

 

检测产生干扰[9], 因此需要确定 NM57的血药浓度对

该方法的影响程度。表 2为含有不同浓度 NM57的阳

性样品检测结果, 结果显示, 随着样品中NM57浓度的

增大, 阳性样品的响应值逐渐降低: 当 NM57浓度达

到 500 ng·mL−1时, 其响应值 (26.0) 仍大于判定阈值 

(25.8); 而浓度为 1 000 ng·mL−1时, 响应值 (19.3) 已

低于判定阈值。故 NM57血药浓度不超过 500 ng·mL−1

时不会对判定结果产生影响, 而Ⅰ期临床试验数据

显示其血药浓度一般不会超过 500 ng·mL−1, 因此表

明该方法用于临床样品的抗药抗体检测时, 对于样 

Table 2  Results of positive sera with different concentrations of 
NM57 

NM57/ng·mL−1 1 000 500 250 125 62.5 0 

RU 19.3 26.0 26.4 27.6 28.3 36.8

 

品中的药物浓度具有良好的耐受性。 

3  临床血清样品中 NM57药物抗抗体的检测 

进一步对 I 期临床中 48 位受试志愿者的血清应

用该方法进行检测。 

首先, 以志愿者注射前 (0 d) 的血清作为阴性

对照 (图 4A), 设定判定阈值 (Cutoff): Cutoff = Mean 

(阴性对照品) + 3 × SD (阴性对照品)。按照测定结果计

算得到: CutOff = 12.9 + 3 × 7.4 = 35.2, 此值做为判断

阴、阳性样品的判定标准, 高于该值即被判定为阳性

样品。依此标准对注射后志愿者各采样点的血清检测

值进行判定, 各检测点结果均值和标准差如图 4B 所

示, 3个剂量实验组 (各 12名志愿者) 和对照组 (各 4

名志愿者) 各时间点血清检测值均不超过 30, 低于

35.2 的判定阈值, 表明所有志愿者血清中均未检测 

 

 
Figure 4  Test results of clinical sera.  A: Results of sera without 
antibody administration; B: Results of low-dose, middle-dose and 
high-dose group with non-drug or drug  
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到抗药物抗体。 

 

讨论 

应用不同检测方法对同种药物进行免疫原性评

估, 所得到的结果略有不同。这种检测结果的差异使

生物药物免疫原性很难有统一的评估标准。在Ⅰ期 

临床试验中建立标准检测方法, 对药物免疫原性进

行有针对性的评估研究, 对于全面评价其安全性和

有效性具有重要意义。目前用于药物免疫原性检测的

方法主要有 ELISA、放免沉淀、SPR 等, 其中 SPR

可实现实时、无标记检测, 且快速、灵敏、操作简便, 

适用于多种亚型抗药物抗体的检测。另外, 相对于

ELISA等方法, SPR法对低亲和力抗药物抗体更为敏

感[10]。 

本研究中对 SPR 检测 NM57 抗药物抗体的适用

性进行了验证。首先由于没有特异的人源抗 NM57

抗体, 故本实验采用鼠抗 NM57抗体替代, 用于反映

该方法的检测限度。实验结果表明该方法检测限度低

于 ELISA 法的一般检测限度。在对方法的检测精密

度进行检测时, 分别进行了 3次平行性实验, 结果显

示该方法具有良好的稳定性, 较高的实验精密度和

良好的耐用性。作者对用于检测的血清浓度进行摸索, 

认为 5 倍稀释人血清作为实验阴性对照品较为合适, 

同样将志愿者的血清进行如上处理。实验结果显示, 

高、中、低剂量组中, 实验组测定结果均相当或低于

对照组, 且所有采样点检测结果均未高于判定阈值。 

综上所述, 通过对 SPR 检测 NM57 免疫原性  

方法的验证, 作者认为 SPR 检测 NM57 免疫原性检

测体系灵敏度高、稳定性、耐用性良好、操作简单、

抗干扰性强, 达到了抗体药物免疫原性检测方法的

基本要求。近年来, 在生物药物免疫原性的研究中, 

SPR 作为新型的研究方法正在被逐步接受, 与传统

的 ELISA 方法形成优势互补, 有助于全面评价药物

的免疫原性。 
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