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重组抗体药物的质量控制
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［摘要］ 重组抗体药物是生物工程关键技术的前沿成果，在肿瘤、自身免疫、器官移植和感染性疾病的

治疗中均取得了显著疗效，在生物技术药物市场中的比重也在迅速攀升。作为生物技术产业化领域最成功

的产品之一，如何通过质量控制确保抗体药物的安全有效一直是本领域的关注热点。文中就重组抗体药物

质量控制的关键环节、进展及未来需要进一步开展的工作作一简要综述。
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Quality control for recombinant therapeutic antibodies
GAO Kai，TAO Lei，WANG Jun-zhi

( Division of Biopharmaceuticals，National Institutes for Food and Drug Control，Beijing 100050，China)

［Abstract］ Recombinant therapeutic antibodies are one of the great achievements of modern biotechnology．
There is no doubt that the uses of recombinant therapeutic antibodies were successful in treating various life-threat-
ening and chronic diseases，including cancer，autoimmunity，transplantation and infectious diseases． Its share in
the global biopharmaceutical market also increased rapidly in recent years． Meanwhile，as one of the most success-
ful outcome biotherapeutics，how to ensure the safety and efficacy of recombinant antibody products through well es-
tablished quality control system is always the focus of attention from both the views of regulatory authorities and in-
dustries． This article briefly reviewed the key points，research progress for the control of recombinant antibodies，as
well as raised further work on quality control issues．
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药品的质量源于设计，而非依赖终产品的检

测
［1］，重组抗体药物也不例外。广义的质量控制包

括生产过程控制、终产品质量控制等环节。抗体由

两条重链和轻链以链间二硫键形成连接，结构复杂、
相对分子质量大，采用哺乳动物细胞表达体系制备

通常含有翻译后修饰，与原核体系制备的生物技术

产品相比，其质量控制难度相对较大。重组抗体药

物的生产过程包括工程细胞的构建及传代扩增、细
胞培养、抗体的纯化、产品分装保存等。因此生产单

位需遵循药品生产质量管理规范 ( GMP) 的总体要

求建立质量体系，并通过质量保证部门对生产过程

实施全程监控才能确保终产品的安全有效。鉴于抗

体药物生产过程与其他生物技术药物类似，本文未

对抗体药物生产的过程控制进行阐述( 相关内容可

参见国家食品药品监督法规与 ICH 指导原则等) ，

而主要侧重于介绍重组抗体药物生产细胞、质控用

标准物质、产品质量控制方面的研究进展。
1 生产细胞的质量控制

重组单抗的生产细胞应来自于共同的原始细

胞，具有相同的遗传和生物学特征，经全面检测无病

源微生物污染，在特定的培养条件下，可以稳定持续

地表达结构正确并具有生物学活性的抗体
［2］。
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1． 1 工程细胞的构建

首先应清楚所采用细胞系的来源及培养历史等

有关背景资料，包括细胞种属及地域来源、病原体检

测结果、最初分离培养和建系信息、采用的方法与原

材料等。在构建中应说明构建和筛选的手段与步

骤、克隆基因的序列、插入载体目的基因编码区和相

关侧翼序列，说明载体引入细胞的方法及载体在细胞

内的状态与拷贝数，并应提供宿主和载体结合后的遗

传稳定性资料。同时还应明确细胞的生长特征、培养

条件、培养液组成、导入目的基因的表达水平等
［3 － 4］。

1． 2 细胞库的建立

细胞库的建立可为重组抗体药物提供质量稳定

以及能持续传代的细胞种子，从而确保抗体药物生

产的批间一致。与其他生物技术药物的要求类似，

抗体生产的细胞库为三级管理，即原始细胞库、主细

胞库及工作细胞库
［5］。

原始细胞库是由一个原始细胞群体发展成传代

稳定的细胞群体或经过克隆选择而形成的均一细胞

群体。主细胞库、工作细胞库则分别由原始细胞库

和主细胞库经传代后均匀混合而成。其中主细胞库

最多不得超过 2 个细胞代次，同时限定工作细胞库

代次。工作库冻存时细胞的传代水平须确保复苏后

传代增殖的细胞量能满足生产一批制品。复苏后细

胞的传代水平不应超过批准用于生产的最高限定代

次。细胞库的管理要求建立台账，每支细胞有明确

标记，包括名称、代次、批号、冻存日期等。主库和工

作库应分别存放，非生产用细胞应与生产用细胞严

格分开存放。上述各级种子库的细胞应按照特定的

要求经过全面检定合格后方可使用。
1． 3 细胞检定

抗体药物的生产细胞检定包括鉴别、病源微生

物、致瘤性等检查，同时以基因工程技术构建的重组

抗体生产细胞，还应包括特异的鉴别试验与细胞基

质稳定性内容
［6］。

1． 3． 1 细胞鉴别

细胞鉴别可通过形态、生化方法 ( 同工酶等) 、
免疫学检测( 组织相容性抗原等) 、遗传学检测( 染

色体核型等) ［7］、遗传标志检测( DNA 指纹图谱等)

等方法，并应采用不同方法进行联合检测。抗体基

因或 其 表 达 产 物 可 通 过 PCR、限 制 性 内 切 酶 谱、
Southern 杂交以及免疫印迹等方法进行鉴别。建库

后应对主库和生产终末细胞进行全检，同时新建的

工作库细胞也需按规定要求进行检定。

1． 3． 2 病源微生物检测

该项检测包括无菌、支原体、细胞内、外源病毒

因子检查。其中病毒检测的种类及方法须根据细胞

的种属来源及细胞特性决定
［8］。通常病毒因子可

通过细胞形态观察、红细胞吸附试验、不同细胞传代

培养法及接种动物和鸡胚法检测，其中，《中华人民

共和国药典》2010 年版三部中新增规定: 用不同细

胞传代培养法检测病毒因子时，应设立可观察细胞

病变的病毒阳性对照及血吸附阳性对照。对于重组

工程细胞来说，还应当对细胞裂解物或收获液进行

外源因子检测
［9］。

对于逆转录病毒及其他内源性病毒或病毒核酸

的检测，可采用逆转录酶活性测定、透射电镜以及感

染性试验方法。根据待检细胞系的种属及组织来

源，还应进行特殊外源病毒因子的检测。如鼠源细

胞系，需检测出血热病毒、淋巴细胞脉络丛脑膜炎病

毒、呼肠孤病毒等; 如为人源细胞系，应检测鼻咽癌

病毒、巨细胞病毒、乙型、丙型肝炎病毒等。
1． 3． 3 致瘤性检查

致瘤性检查可通过裸鼠和新生小鼠体内试验以

及软琼脂克隆形成等体外方法进行。目前重组抗体

生产的 CHO 等细胞株已证明具有致瘤性，通常不再

要求进行该项检查，但也有观点认为插入抗体等特定

基因序列的重组工程细胞应当被视为全新细胞，须进

行致瘤性检查，并在传代 /扩增过程中进行试验对比，

观察致瘤性特征的改变。基于安全性考虑，还需要优

化抗体药物的纯化工艺，并在终产品的放行中严格限

量控制残余 DNA 等具有潜在致瘤性风险的组分。
1． 3． 4 细胞基质的稳定性

作为经 DNA 重组技术获得的含有特定基因序

列的重组抗体生产细胞，生产者还须具有细胞基质

的稳定性资料，包括重组细胞的遗传稳定性、目的基

因表达稳定性、目标产品持续生产的稳定性，以及在

保存时细胞生产抗体产品能力的稳定性等资料
［9］。

2 质量控制标准物质

标准物质和检测方法是抗体药物质量控制的两

个重要技术支撑点，而性质稳定均一的标准物质是

方法学建立中必不可少的重要因素。包括抗体在内

的生物大分子的结构决定其功能，因此其质控标准

物质也包括理化对照品及活性标准品。
2． 1 标准物质的制备

标准物质的均一、稳定至关重要。因此原料需

进行全面的质量分析，甚至在部分关键质控项目上
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的标准应高于产品。原料的选择应遵循与供试品相

同的原则，其配方研究要在基于不干扰测定结果的

前提下，尽可能提高稳定性。理化对照品在经过全

面的分析和鉴定后，主要在常规质控中用于结构和

翻译后修饰的确证。活性标准品则通过协作标定进

行赋值。安瓿分装冻干后熔封的制备方式因其良好

的气密性是标准物质制备的首选
［10］。标准品的分

装应在洁净环境下进行，在保持条件一致的前提下，

于分装前、中、后阶段以相同时间间隔抽样进行分装

精度控制( ≤1． 0% ) ，冻干后还应进行无菌、水分等

检测，通常标准物质的残留水分应≤3． 0%［11］，但该

指标与稳定性相关，因此应尽量降低标准物质中水

分的残留量。
抗体质控标准物质一般进行冷藏或低温冷冻保

存，其有效期需根据稳定性评价确定。
稳定性研究包括热加速试验、期间核查及长期

稳定性试验。热加速试验是通过在不同温度条件下

加速样品的化学降解或物理变化，通过热动力学参

数与数学模型分析预测标准物质在既定储存温度下

的活性、含量变化。长期试验则是指在既定的保存

条件下进行的实时稳定性监测。为反映出标准物质

稳定性特征的全貌，应设定多个指标进行评价，如效

价、纯度、含量等
［12］。

2． 2 理化对照品

正确的结构是重组抗体发挥其生物学功能的基

础。理化对照品不仅是建立抗体药物质控标准的前

提和基础，而且还可简化常规质控方法，无需涉及质

谱等大型分析仪器，通过产品与理化对照的比对分

析，即可发现产品结构是否存在异常。理化对照品结

构的全面鉴定一般包括质谱相对分子质量测定、末端

氨基酸序列测定、液质肽图或肽指纹图谱分析、二硫键

配对方式以及代表翻译后修饰的糖基化分析等
［13］。

2． 2． 1 质谱相对分子质量测定

抗体由 4 条肽链组成，且 Fc 段具有糖基化修

饰，可直接测定完整抗体的相对分子质量，也可以用

糖苷酶切除糖基后再测定抗体蛋白部分的相对分子

质量，或者以还原剂将二硫键打开后分别测定抗体

轻、重链相对分子质量。目前质谱相对分子质量测

定主要采用电喷雾离子化 ( electrospray ionization，

ESI) 及基质辅助激光解析离子化( matrix-assisted la-
ser desorption ionization，MALDI) 等离子源。蛋白离

子化后，通过质量分析器测定其质荷比计算相对分

子质量，并与理论相对分子质量进行比较，以初步验

证抗体结构是否正常。
2． 2． 2 末端氨基酸序列测定

末端氨基酸序列测定也是抗体一级结构鉴定的

方式之一。通常 N-末端氨基酸测定以 Edman 降解

法最为常用。由于抗体的特殊结构，测序时须首先

将二硫键还原，并以适当的方法将轻、重链分离后再

测定。如果抗体的 N-末端存在封闭，则需针对封闭

类型，采用相应方法去封闭后再按上述程序进行测

定
［14］。常见封闭形式及去封闭方法见表 1。

表 1 常见 N-末端封闭形式及去封闭方法

封闭基团 修饰残基 去封闭方法

甲酰基 甘氨酸、蛋氨酸 酸水解，肼解

乙酰基 丝氨酸、丙氨酸、蛋氨酸、甘氨酸、

谷氨酸、苏氨酸、缬氨酸、脯氨酸

酸水解，肼解

焦谷氨酰 谷氨酸、谷氨酰胺 焦谷氨肽酶水解

目前 C-末端氨基酸序列测定可采用酶法或化

学法收集 C-末端肽后，再以 N-末端测序方法进行;

也可以直接对收集的 C-末端肽段进行串联质谱分

析。此外，还可通过质谱仪测定被羧肽酶酶解后获

得的 C-末端长短不一肽段的相对分子质量，并根据

相邻相对分子质量的差值确定 C-末端序列
［15 － 16］。

2． 2． 3 液质肽图或肽质量指纹图谱分析

为了进一步鉴定重组抗体的一级结构，可进行

液质肽图或肽质量指纹图谱分析。液质肽图是将抗

体用蛋白酶酶解为肽段后，先经色谱分离后再以质

谱检测，通过相对分子质量测定结果与蛋白酶酶解

特性的综合分析来确定各肽段的序列
［17］。而将酶

解所得肽段直接进行质谱检测则称为肽质量指纹

图谱。液质肽图的优势在于各肽段经过液相分离

后，在质谱相对分子质量测定时相互之间的干扰

较弱，但耗时较长; 而后者则适宜高通量分析。
2． 2． 4 二硫键分析

IgG1 型抗体中，共有 16 条二硫键，正确配对的

链内、链间二硫键是维持重组抗体空间结构和发挥

生物学功能的重要保障。二硫键的确定方式可采用

液质肽图或肽质量指纹图谱法。即在非还原条件

下，将重组抗体直接进行蛋白酶酶切，酶切后有些肽

段仍通过二硫键连接在一起，通过对这些肽段进行

质谱鉴定即可验证抗体的二硫键配对方式
［18］。为

确保抗体的完全酶解，必要时可分别采用两种或以

上的蛋白酶进行酶切，并通过综合分析对抗体二硫

键配对的方式进行鉴定。
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2． 2． 5 糖基化分析

糖链在维持抗体正常结构及与其他蛋白的相互

作用中均发挥了重要作用
［19 － 20］，抗体 Fc 段的糖链

改造可显著改变其生物学活性
［21 － 22］。因此在抗体

的质量控制中，翻译后糖基化修饰的分析是十分必

要的。目前主要包括寡糖图谱、糖基化位点分析及

糖链结构分析等
［23］。

寡糖图谱是对重组抗体药物中不同修饰形式的

寡糖链所占比例的分析。即将糖苷酶从抗体上切下

的糖链衍生、纯化后，再以液相色谱分析确定各寡糖

链所占的比例。寡糖多样性形式的进一步分析，可结

合文献资料并采用相应的寡糖参考品进行综合比对。
抗体的糖基化主要有 N-糖与 O-糖两种，位于

N-糖还原端的 N-乙酰葡糖胺( GlcNAc) 与抗体中的

天冬酰胺( Asn) 的酰胺氮以 β1，4 糖苷键相连，且

糖基化 位 点 处 有 特 殊 的 序 列 子 结 构“Asn-X-Ser /
Thr”，其中“X”为除脯氨酸( Pro) 外的任意氨基酸，

只有该序列子中的 Asn 才有可能发生 N-糖基化。
O-糖虽无特殊序列子结构，但可与抗体中丝氨酸

( Ser) 或苏氨酸( Thr) 的羟基相连
［24］。糖基化位点

可通过切除糖链前、后的液质肽图或肽质量指纹图

谱的方法确定，通过对图谱中相对分子质量的差异

肽段进行分析，即可确定糖基化位点。
糖链结构分析目前有多种方法: 可通过测定糖

链的相对分子质量结合已有的文献资料对糖链结构

进行预测
［25］; 也可通过串联质谱的方法测定糖链结

构
［26］; 或结合多种糖苷酶对糖链进行分步酶切测定

单糖的连接方式
［26］

等。
2． 3 生物学活性测定标准品

活性测定是抗体质量控制的重要环节。生物学

活性测定标准品同样需要遵从材料均匀、性质稳定

的要求，同时还需要进行准确的赋值。重组抗体质

控用活性标准品的制备、稳定性评价同上所述。通

常其冻干制备过程中需要添加稳定剂或赋形剂等辅

料，但可通过提高活性成分的分装量，并在梯度稀释

进行活性测定前，以提高预稀释倍数的方式将辅料

对活性测定的干扰降至最低。虽然目前大多数抗体

生物学活性测定是通过供试品与活性标准品 EC50

值的比较确定的相对活性，即没有对生物学活性测

定标准品进行赋值，但如果在储存过程中供试品、活
性标准生物学活性降低的速率和趋势一致时，以百

分含量表示的相对生物学活性是无法客观反应样品

有效性的变化的，因此其标准品赋值可借鉴其他生

物技术药物活性测定标准品的方式，即在确定的实

验条件下，将其 EC50值对应的重量单位定义为一个

生物学活性单位，并通过协作标定研究进行赋值。
协作标定一般至少选择 3 家以上实验室参与，被

邀请单位需要具备相关的实践经验，不包括预试验在

内，每家单位应能提供符合要求、不同日期进行的至

少 3 次独立试验结果。协作标定需按统一的方法进

行，方法应包括样品复溶、稀释、样品排列顺序等具体

的操作步骤，按统一的方式计算后，借助统计学方法

合并处理结果并对活性测定标准品进行赋值
［27］。

3 重组抗体产品的质量控制

重组抗体产品的质量控制根据相关法规、指导

原则的要求及产品自身特性，其原液检定主要包括

各种理化分析、活性测定、残留杂质分析等，成品除

包括含量与活性测定外，还需要对安全性和注射剂

的常规项目进行质控
［28 － 30］。

3． 1 理化分析

3． 1． 1 结构确证

抗体药物批检验的常规质控中，针对结构的理

化分析主要包括 N-末端氨基酸序列、肽图、糖基化

分析等测定等，并通过引入已全面分析的理化对照

品进行比对，因此在常规批检验质控中，将简化结构

鉴定的工作量。N-末端氨基酸测定同理化对照品。
在肽图分析中，由于抗体的空间结构复杂、紧密，导

致蛋白酶酶解的效果不理想，因此在蛋白酶酶解前，

一般先采用化学或物理方法将抗体变性后，再以二

硫苏糖醇等还原剂打开二硫键，并对还原后的游离

巯基进行烷基化保护，按上述相同条件制备的样品

与理化对照品酶解将更完全，同时后续的 HPLC 分

离也将获得较理想肽图。为避免糖链对肽图测定的

影响，有时还需要在酶解前先将其切除。糖基化分

析根据抗体药物自身的理化特性，结合理化对照品并

通过唾液酸含量、寡糖图谱分析等方式进行控制，并

可依据供试品唾液酸、各寡糖峰面积与对照品的相应

比例进行判定。通过 N-末端氨基酸序列、肽图、糖基

化分析等测定，结合与理化对照品的比对，可以有效

确保生产工艺的稳定及抗体药物的批间一致。
3． 1． 2 纯度分析

抗体药物的纯度直接反应了纯化工艺水平及产

品质量的优劣。为避免一种检测方法在蛋白纯度检

测中的偏差，一般选用至少两种不同原理的方法进

行检测，以尽可能地分离相关杂质并得到相对准确

的纯度结果。测定抗体纯度的常用方法包括 SDS-

lggl
高亮

lggl
高亮

lggl
高亮

lggl
高亮
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PAGE 法及毛细管电泳等方法，以及反相、分子排阻

和离子交换等高效液相色谱法。还原型 SDS-PAGE
电泳是较常用的方法，标准一般规定轻、重链条带含

量之和≥95． 0%。液相色谱法进行纯度测定时应选

择合适的色谱柱及流动相，避免在分析过程中抗体蛋

白沉淀挂柱; 在正式分析之前应充分平衡色谱柱并做

空白对照，空白对照中应无杂峰出现; 按面积归一化

法计算主峰面积，一般不应低于总面积的 95． 0%。
3． 1． 3 蛋白含量测定

蛋白含量测定目前常用的方法主要包括分光光

度法、Lowry 法、Bradford 法、BCA 法、凯氏定氮法等。
除凯氏定氮法以外，其余方法的原理均与蛋白结构

和氨基酸组成相关，并且所需含量测定对照品要和

供试品一致
［31］。目前绝大多数重组抗体的含量测

定采用的是分光光度法。其消光系数是根据 Edel-
hoch 研究建立的色氨酸、酪氨酸、半胱氨酸模型化

合物在 6 mol·L －1
盐酸胍条件下，可被用于同等变性

条件下对其他非折叠蛋白消光系数进行估算的原理

所确定。结合该变性消光系数，再通过与不同浓度

天然蛋白、变性蛋白吸光值的校正计算即可获得该

目标蛋白的消光系数
［32］，但该消光系数是通过模型

化合物以及与变性蛋白的比对分析估算获得。目前

国外生物技术产品含量测定中，已多采用与供试品

具有相同结构的标准物质进行含量测定，但均无公

开的含量溯源资料。凯氏定氮通过含氮量分析进行

蛋白含量测定，反应中消耗的标准酸滴定液可溯源

至恒重无水碳酸钠的重量
［33］，因此无需其他蛋白标

准物质，可作为含量标准品溯源的方法，同时氨基酸

组成分析也是可供选择的手段之一。
3． 1． 4 其他理化特性分析

此类质控主要包括相对分子质量和等电点等指

标。相对分子质量也主要采用还原型 SDS-PAGE 电

泳的方法，标准一般规定为理论相对分子质量 ±10%
以内，并通过与理化对照的迁移率进行校正。等电聚

焦电泳是重组抗体等电点测定的常用方法，其 pH 梯

度主要由两性电解质建立。由于溶媒中存在的盐会

破坏 pH 梯度，因此可采用透析、超滤、过柱等方法进

行脱盐。测定重组抗体的等电点时，由于其糖基化的

不均一使抗体所带电荷不同，测定结果中会出现多个

电泳条带，因此重组抗体的等电点测定结果通常为一

个 pH 范围，并且应与已全面分析的理化对照品一致。
3． 2 生物学活性

生物学活性测定是确保重组抗体有效性的重要

质控指标。抗体与其特异的靶点结合后，通过细胞

因子信号的阻断、补体系统的活化、耦联毒素杀伤等

生物学作用发挥重组抗体的治疗功效，其生物学活

性测定主要是在体外建立相应的细胞评价模型，模

拟其作用机制产生客观的全程量效反应，并通过与

活性标准品的比较对其生物学活性进行评价。根据

其作用机制主要分为补体依赖的细胞毒法、细胞 /生
长因子信号通路阻断后产生的杀伤活性中和或细胞

增殖抑制法、报告基因测定等方法。如无法建立特

异的细胞学量效反应模型，也可以测定重组抗体与

其作用靶点的结合能力作为其功能性的评价指标，

主要测定方法包括 ELISA 法、流式细胞仪法和基于

表面 等 离 子 共 振 技 术 ( surface plasmon resonance，

SPR) 的生物分子相互作用分析法 ( biomolecular in-
teraction analysis，BIA) 等。
3． 2． 1 重组抗体的生物学活性测定

3． 2． 1． 1 补体依赖的细胞毒( complement depend-
ent cytotoxicity，CDC) 法 重组抗 CD20 单抗的活性

测定即采用该方法。将重组抗体进行系列稀释后与

表达 CD20 的效应细胞结合，重组抗体与细胞表面

抗原形成抗原抗体复合物的过程中，使抗体空间结

构发生变化并暴露 Fc 段的补体结合位点; 通过与补

体的孵育及其级联激活，完成攻膜复合物的装配并

在细胞表面打孔，最终导致细胞溶解。细胞染色后，

以抗体浓度对吸光度作图，并以 4 参数方程拟合曲

线可得到全程反应的“反 S 形”曲线，通过供试品与

活性标准品 EC50 值的比较即可对重组抗体的相对

活性进行计算和评价。
3． 2． 1． 2 信号通路阻断法 细胞因子等激动剂需

要与细胞膜上的受体结合、激活相应的信号通路后

才能发挥其生物学效应。以此类细胞 /生长因子或

其受体为靶点的重组抗体的生物学活性可基于这一

特点建立相应的生物学活性测定方法，主要包括杀

伤中和活性或特异的细胞增殖抑制活性等。
以抗肿瘤坏死因子-α ( TNF-α) 单抗为例，该重

组单抗能特异识别结合 TNF-α，并通过阻断 TNF-α
与受体结合而拮抗 TNF-α 的细胞毒性，使其免受

TNF-α 诱导的凋亡。该抗体活性测定采用对 TNF-α
杀伤敏感的细胞系，将抗体做系列稀释后与 TNF-α
共孵育，使抗体与 TNF-α 结合。待孵育结束后加入

对 TNF-α 杀伤敏感的细胞进行培养，未被中和的

TNF-α 将与细胞膜上的受体结合并诱导凋亡。通过

对存活细胞的染色、测定其吸光度值，将抗体浓度与
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存活细胞的量效关系进行 4 参数拟合后，计算其

EC50，并与标准品比较后即可评价抗体的相对活性。
而表皮生长因子受体( EGFR) 单抗的生物学活性测

定则是采用细胞增殖抑制方式，即通过特异结合并

封闭表皮生长因子受体，有效抑制肿瘤细胞生长，并

通过供试品与标准品的梯度稀释获得增殖抑制的量

效曲线，并计算重组抗体的生物学活性。
3． 2． 1． 3 报告基因法 报告基因法也是通过重组

抗体与相应靶点结合后，测定信号通路变化效应的

活性评价方式。一般在细胞株难于获得，以及杀伤

中和或增殖抑制法产生量效曲线的信噪比不理想

时，可基于对该通路的现有了解，将携带抗体作用靶

点反应元件与报告基因的质粒稳定转染细胞后，通

过重组抗体与相应靶点的作用，启动报告基因的表

达来检测重组抗体的生物学活性。如在 VEGF 单抗

的活性测定中，将携带 VEGF 受体和萤光素酶报告

基因的质粒共转染 293 细胞，筛选后得到稳定携带

上述质粒的细胞。当 VEGF 与该重组细胞膜上的受

体结合后，可通过胞内结构域的变构与相应信号通

路的作用，活化萤光素酶报告基因的表达。将系列

梯度稀释的供试品与标准品与一定浓度的 VEGF 孵

育后，与该重组细胞共培养即可获得 VEGF 单抗的

活性量效曲线。IL-1β 单抗也采用了携带类似报告

基因的细胞株进行活性测定。
3． 2． 2 重组抗体的结合活性测定

3． 2． 2． 1 ELISA 法 竞争 ELISA 是最常用的重组

抗体结合活性测定方法。首先将制备的可溶性抗原

包被后，将系列梯度稀释的供试品、标准品与一定浓

度的酶标抗体竞争结合包被抗原，将抗体浓度与吸

光值的量效关系进行 4 参数拟合后，计算供试品、标
准品的 EC50 值评价重组抗体的结合活性。
3． 2． 2． 2 流 式 细 胞 仪 法 该 方 法 原 理 与 竞 争

ELISA 相同，只是以带有特异结合位点或膜表面标

记分子的细胞替代了包被的可溶性抗原或受体，通

过流式细胞仪测定阳性细胞率来检测竞争结合的效

果。该方法避免了相应抗原的制备过程，对难于获

得可溶性抗原的重组抗体可采用该方法进行结合活

性测定，同时细胞表面抗原的空间结构近乎于天然

存在形式，其测定结果应更加客观。
3． 2． 2． 3 BIA 法

［34 － 35］
基于 SPR 的 BIA 法测定周

期短、待测样品消耗量少，该方法在测定抗原抗体结

合活性时无需标记，避免了标记对分子结构的影响，

可更加真实地反映抗原抗体的结合情况。其检测芯

片可固化可溶性的抗原和细胞，待测抗体通过微液流

系统流经芯片时，一旦与固化抗原结合，芯片表面的蛋

白浓度就会增加，进而引起芯片表面液体折射率的变

化而被检测到。BIA 技术的优势还在于能实时动态监

测抗原抗体的结合反应，并测定亲和常数等反应参数。
3． 3 残留杂质

重组抗体一般由哺乳动物细胞表达生产，因此

需要对制品中来自表达体系及纯化过程中可能存在

的外源组分进行限量控制。根据其生产工艺，相关

杂质的限量控制主要包括残余 DNA、残余宿主细胞

蛋白、残留蛋白 A 等。其中针对宿主细胞蛋白、蛋

白 A( 亲和纯化柱的配基) 的残留限量检测主要采

用夹心 ELISA 的方法。
传代细胞系的 DNA 理论上具有致瘤性的潜在

风险，FDA 将生物制品可以允许的残余 DNA 限度

规定为每剂量不超过 100 pg［30］，我国也规定须用敏

感的方法测定来源于宿主细胞( 包括转化的哺乳动

物传代细胞) 的残余 DNA 含量
［36］，其限量规定为每

剂量小于 100 pg。目前残余 DNA 的检测方法主要

包括杂交、荧光染色、定量 PCR 等方法
［37 － 40］。杂交

法主要采用地高辛等非放射性材料标记核酸探针，无

需特殊仪器设备，但在实际工作中通常需要对供试品

及 DNA 标准进行蛋白酶消化等同步处理，会造成检

测灵敏度的降低。荧光染料法采用 PicoGreen 等可特

异与双链 DNA 形成复合物的荧光染料
［41］，以荧光酶

标仪检测，根据标准曲线与供试品的荧光强度，计算

DNA 残留量。该方法简便快捷，但由于抗体药物残

余 DNA 质控标准较高和检测限的原因，荧光染色法

通常不适用于抗体药物的 DNA 残量控制。
3． 4 重组抗体药物的成品质控

重组抗体药物的成品除含量、生物学活性及必

要的理化特性检测外，还应该按照注射剂的要求，进

行其他常规项目的检测，包括鉴别试验、外观、可见

异物、装量、水分、pH 值、无菌检查、细菌内毒素检

查、异常毒性检查等，具体测定方法参见现行《中华

人民共和国药典》及其他相关技术文件。
4 重组抗体药物未来需要开展的工作

我国重组抗体药物的质量控制技术随着抗体药

物研发的深入也在不断的发展和完善。未来抗体药

物质控仍需进一步关注以下几个主要方面。
4． 1 生产细胞的质量控制

目前现行版药典关于细胞库管理和检定要求，

经多年的实践证明可以保障重组抗体等生物技术药
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物生产细胞株的总体质量，但作为逆转录病毒检测

常用方法的逆转录酶活性测仍有待进一步完善，即

需建立均一、稳定的 RNA 模板和逆转录酶活性标准

品，并采用诸如定量 PCR 等方法进行酶活性定量。
4． 2 重组抗体结构分析

质谱仪、毛细管电泳仪、新型高效液相系统等新

型仪器的应用，可有效提升抗体质控中结构分析的

水平。例如国外研发单位在重组抗体理化对照品充

分研究、鉴定的基础上，已在重组抗体肽图的质控

中，将质控标准从对翻译后修肽段的定性分析提高

为定量检测，而由于各种条件的制约，目前我国重组

抗体药物质控理化对照品的研究还不够详尽，并且

质控标准中肽图分析结果仅要求与对照品一致。同

时重组抗体翻译后修饰的糖链十分复杂、并且其结

构与生物学功能相关，因此糖基化分析十分具有挑

战性，因此也是抗体质量控制的重点和难点。目前

虽然可以采用质谱等分析手段对唾液酸、寡糖图谱

和糖基化位点进行分析，并反映一定的糖基化信息，

但目前没有一种简便易行的方法，能快速地对糖链

的结构进行全面的分析和鉴定。
4． 3 重组抗体生物学活性检测

抗体活性检测方法因其功能各异而具有多样

性，通常于体外采用细胞评价模型模拟其作用机制

产生量效反应进行，但在实际工作中，有些活性检测

周期较长，步骤繁琐、影响因素多，重复性不理想，并

且有些重组抗体药物无法找到合适的细胞株进行活

性测定，进而采用抗体结合活性作为其功能性评价

指标。针对上述有待进一步完善的环节，可基于对

胞内信号传导通路的了解，构建相应的转基因细胞，

以期建立更加准确、耐用和便捷的活性测定方法。
另一方面，目前抗体生物学活性测定标准主要是以

相对于标准品活性的百分含量体现的，即是一个相

对生物学活性结果，如能够借鉴其他生物学技术药

物质控经验，对重组抗体药物的生物学活性单位进

行科学的赋值和定义，并加强标准物质稳定性的研

究，将可以更加客观有效地评价重组抗体产品的有

效性，同时也便于类似抗体产品之间的比对研究。
4． 4 重组抗体残留杂质分析

在重组抗体质控中，需要对宿主细胞蛋白、蛋白

A 残留进行限量控制。虽然抗体生产中主要采用

CHO 细胞和蛋白 A，但各单位细胞株、生产工艺均

非一致，因此研发单位应根据各自的生产工艺制备

相应的残量控制对照品、抗体，并建立相应检测方

法。如采用商用试剂盒，其专属性、检测限、回收率

等参数需经验证通过后方可使用。
由于重组抗体药物剂量大，杂交法、荧光染色法

虽然可以通过增加标准品回收率、待检样品中核酸

富集等前处理步骤，对制品中的核酸残量进行控制，

但由 于 方 法 的 局 限 性 仍 需 进 一 步 完 善。而 定 量

PCR 方法在特异性、灵敏度、准确性方面具有独特

的优势，可比较客观地对残余 DNA 定量，并且反映

片段的相对分子质量分布。但该方法仍需要对引物

设计、标准品等做进一步的优化与规范。同时残余

DNA 的检测也需要结合工艺验证来综合控制。
5 结语

如何更加科学有效地对重组抗体药物的质量进

行控制，还需要结合临床评价及上市后的安全性监

测，进一步对质控方法学、相关标准物质开展深入研

究。本文对国内外有关重组抗体药物的质量控制研

究进展和亟待解决的问题进行综述，旨在抛砖引玉，

引发大家对相关问题的关注和讨论。
志谢:感谢中国食品药品检定研究院重组技术产品室饶
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