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摘要 研究建立重组人淋巴细胞功能相关抗原 2抗体融合蛋白 ƒ2质量控制方法和质量标准 ∀采用

针对 ∏细胞表面 ≤⁄分子的竞争结合试验测定融合蛋白的体外活性 以分子筛和离子交换色谱分别确定制品

纯度 将制品还原 !羧甲基化后再以胰蛋白酶裂解并经反相高效液相色谱进行肽图分析 采用 ∞≥法分别测定蛋

白 与 ≤ 宿主细胞蛋白残留量 ∀建立了重组人淋巴细胞功能相关抗原 2抗体融合蛋白生物学活性 !理化特性与

残留杂质等质量控制方法和质量标准 ∀所建立的质量控制方法和质量标准具有保证产品安全有效 !质量可控的特

点 可用于重组人淋巴细胞功能相关抗原 2抗体融合蛋白 ƒ2的质量控制与产品检定 ∀
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  银屑病 又称牛皮癣 是一种常见的

自身免疫病 因病变皮肤表面覆盖多层增厚 !干燥的

银白色鳞屑得名 发病率为世界人口的 1 左

右 ≈ ∀银屑病还可在关节 !肌腱或韧带出现病变 

所引起的关节炎还可导致约 患者残疾 ≈
并严

重影响生活质量 ∀目前该病病因不明 常用的治疗

手段主要包括局部紫外线照射 或采用甲氨喋呤 !环

孢霉素 等化学免疫抑制药物系统给药以达到缓

解临床症状的目的 ≈ ∗ 
但这些治疗方式复杂 毒副
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作用大 并需要不断调整给药剂量 因此导致病程反

复发作 ∀近年来随着对银屑病免疫发病机制的不断

了解 使通过更加安全有效的生物技术手段治疗银

屑病成为可能 ∀研究表明 ×细胞增殖活化 !迁移过

程在银屑病的发病机制中起着重要的作用 ∀ ×淋巴

细胞活化首先需要 ×细胞抗原受体 ×≤ 和抗原

提呈细胞 °≤ 表面  ≤ 抗原肽复合物结合 其

次需要 ×细胞表面的辅助分子与 °≤细胞表面相

应配体结合产生的共刺激信号 如果 ×细胞仅受到

第一信号刺激而无辅助信号刺激 则可造成 ×细胞

凋亡或在体内造成无反应性克隆 ∀ ≤⁄ƒ

≤⁄途径是目前公认的共刺激通路之一 而参与

病变损伤的大多为记忆效应 ×细胞 ƒ2

即是基于可特异与 ×淋巴细胞抗原 ≤⁄结合后 通

过阻断 ≤⁄ƒ共刺激信号 !抑制 ×细胞活化 !参

与炎症调节并实现治疗的目的 ≈ ∗  ∀ ƒ2

系利用分子生物学技术将人 ƒ的胞外区与人免

疫球蛋白  ƒ段基因融合 并通过真核体系表

达的糖基化融合蛋白 ƒ2除可与 ≤⁄特

异结合外 还具有免疫球蛋白体内半衰期长 !组织穿

透力强等特性 ∀目前美国 公司研制的

ƒ2融合蛋白 商品名 √√

已于 年 月得到 ƒ⁄批准上市 用于中重度

慢性银屑病治疗 我国有多家单位正在研制 已有一

家申报临床研究 本文是对我国自行研制的 ƒ2

产品质量控制方法和质量标准的研究 ∀

材料和方法

仪器  ⁄公司 ƒ≤≥ ≤∏流式细胞仪 

≤±∏分析软件 •  °≤系统 

紫外检测  • 数据管理系统 °°

分子筛柱 ! ×≥ ≥°2°• 离子交换柱 ! ∂ 

×°反相色谱柱  ∏⁄√公司 ≥

 ÷ 多功能酶标仪及 ≥ƒ×  ÷分析软件 ∀

药品与试剂  胎牛血清 !  ° ⁄ ∞ 培

养液购自 公司 人 ×细胞淋巴瘤 ∏细

胞由本实验室传代保存 以含  胎牛血清的

 ° ⁄ ∞ Β培养液 于  ε  ≤ 

饱和湿度条件下培养 并于上次传代  后用于生

物学活性测定 ∀异硫氰酸荧光素 ƒ×≤ 标记的抗

≤⁄单克隆抗体购自 ⁄ °公司 含 胎

牛血清的磷酸盐缓冲液 °≥≥使用前临时配制 

ƒ2原液 批号 由上海张江生物

技术有限公司制备提供 ƒ2参考品由申

报单位按中国药品生物制品检定所有关参考品要

求 !以及 年版 5中国药典三部 6中 /生物制品国

家标准物质制备和标定规程 0等相关技术文件制备

 # 

1 支    ε 保存 ∀生物学

活性测定同型融合蛋白对照品采用中国药品生物制

品检定所制备的重组人 ×ƒ 2ƒ融合蛋白参考品 ∀

×°≤处理的胰蛋白酶 ×°≤分析

纯三氟醋酸 ×ƒ为 ≥公司产品 分析纯乙腈

≤为 ƒ≥公司产品 ∀ ° 与

≤ 宿主细胞蛋白残留含量酶联免疫测定

 ∞≥ 试 剂 盒 分 别 购 自 美 国   和

≤∏×公 司 ∀ 抗 ƒ  ≤⁄ !人

ƒ段抗体购自  ⁄公司 °⁄2脱盐柱购自

 °公司 Ν22乙酰氨基 22氨基

乙磺酸 !盐酸胍 !碘乙酸购自 ≥公司 ∀

生物学活性测定方法  首先以磷酸盐缓冲液

°≥将参考品与待测样品预稀释至   Λ#



注意每次稀释倍数不超过 倍 再以 °≥对

已预稀释的参考品与待测样品进行连续的 倍梯度

稀释 共做 个稀释度 每个稀释度设 个复管 置

于  ε 备用 ∀将传代后处于对数生长期的 ∏细

胞离心收获后 以 °≥调整细胞密度至  ≅ 
 #



并在每个流式管中加入细胞悬液  Λ

 # 
离心  后弃上清液备用 ∀其次将

各梯度稀释的参考品与待测样品分别加入含有

∏细胞沉淀的备用流式管中 每管  Λ∀空

白对照管加入 °≥  Λ阴性对照加入  

Λ# 


×ƒ 2ƒ同型融合蛋白对照品  Λ

轻轻振荡使细胞重悬 冰浴避光  ∀然后用

°≥将 ƒ×≤标记的抗 ≤⁄单克隆抗体稀释至 

Λ# 
 !每管加入  Λ后冰浴避光  进

行反应 ∀  # 
离心  后弃上清液 每管

加入 °≥  振荡 !  # 
离心  后弃

上清液洗涤细胞 重复两次 最后沉淀重悬于 °≥

 Λ中 以流式细胞仪测定各管荧光强度 并计

算荧光强度的几何均数 以蛋白浓度为横坐标 相对

应的荧光强度的几何均数为纵坐标作图 选用四参

数方程 Ψ  (Α  Β) / [   (Ξ /Χ)
∆
]  Β回归拟合参

考品与样品曲线 拟合系数应大于 1∀根据该

方程 Ξ   ] 时 Ψ  Β即最低限 当 Ξ  时 Ψ 

Α即最高限 而当 Ξ  Χ时 Ψ  (Α  Β) /即 Χ值

为半数有效浓度 ∞≤ 在计算获得参考品与待测样

品的 ∞≤值后 按公式 样品活性   参考品

∞≤ Λ# 

 待测品 ∞≤ Λ# 


 ≅ 
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计算样品相对生物学活性 ∀

高效液相色谱法测定纯度

分子筛法 ≥∞≤ 2°≤   采用 °° 

分子筛色谱柱 流动相为  # 


 ° #

   # 


 ° #    #




≤  1流速 1 # 

上样量 

Λ柱温  ε 检测波长  用 °≤系统

工作站对实验结果进行数据处理 用面积归一化法

算出其纯度 ∀

离子交换法 ∞≤ 2°≤ 通过改变色谱条件 

如流动相组成 !离子强度 !和流速等因素 最终确

定色谱条件为采用 ×≥≥°2°• 离子交换色谱

柱 流动相 液   # 


 ° #  

# 


 ° #   异丙醇   1

流动相 液   # 


 ° #   

# 


 ° #   1 # 


≤

异丙醇  1液充分对柱平衡 洗脱梯度

为  ∗   ∗   ∗   

流速 1 # 

上样量  Λ柱温  ε 检

测波长  用 °≤系统工作站对实验结果进

行数据处理 用面积归一化法算出其纯度 ∀

肽图分析  将样品还原 !羧甲基化后进行胰蛋

白酶水解 并以反相液相色谱  °2°≤法进行肽

图分析 ∀首先取待检样品和参考品溶液各  Λ

分别加入  # 
盐酸胍缓冲液  Λ混匀后

加入  # 


⁄××溶液  Λ!并以  #


的 ×≤ 1补充至 1 于  ε 水

浴中振荡  以还原样品 ∀在已还原样品溶液

中加入 1 # 
碘乙酸溶液  Λ于  ε 水

浴中振荡  并以  # 


⁄××溶液  Λ

终止羧甲基化反应 ∀将已羧甲基化的样品溶液加入

°⁄2脱盐柱 以含有  # 


Ν22乙酰氨

基 22氨基乙磺酸  # 


≤≤的水解缓冲

液洗脱后 按 Β的比例加入 ×°≤处理的胰蛋白

酶  ε 水浴消化  最后以 三氟醋酸溶液

 Λ终止消化反应 ∀色谱条件 采用 ∂ 

×°色谱柱 流动相 液 含 1三氟醋酸的

水溶液 流动相 液 含 1 三氟醋酸的乙腈溶

液 流速 1 # 

洗脱梯度为  ∗  

 ∗  上样量  Λ柱温  ε 检测波

长  ∀

其他项目检测  鉴别实验分别采用抗人 ≤⁄

单抗和抗人 两种抗体进行免疫印迹测定 结果

均应为阳性 紫外吸收光谱 !分子量 !等电点 !唾液酸

含量 !外源 ⁄!细菌内毒素等实验按 5中华人民共

和国药典三部 6≈收录相关方法测定 ° 与

≤宿主细胞蛋白残留含量按相应试剂盒说明书

进行 ∀

结果

1  ρηΛΦΑ32ΙγΓ 1生物学活性测定

ƒ2生物学活性测定采用细胞竞争结

合试验原理 即由于 ƒ2融合蛋白的 ƒ

部分与 ƒ×≤荧光标记的抗 ≤⁄单克隆抗体均可与

人 ×淋巴瘤细胞系 ∏细胞膜表面表达的 ≤⁄

分子特异结合 当荧光标记的抗 ≤⁄单抗无竞争地

单独与细胞作用时 在该结合曲线中荧光强度随着

标记抗体浓度的升高而增强 直至达到饱和 标记抗

体与细胞结合的量效曲线呈 / ≥0形 ∀而当 ƒ2

融合蛋白与荧光标记的抗 ≤⁄单抗竞争结合

∏细胞膜表面的 ≤⁄分子时 在荧光标记抗体

浓度固定条件下 其结合曲线中荧光强度随着

ƒ2融合蛋白浓度的增加而降低 即荧光

标记的抗 ≤⁄单抗与细胞膜表面的 ≤⁄分子结合

逐渐减少 因此量效曲线呈 /反 ≥0形 如图 所示 

并可在该条件下计算参考品与待测样品的 ∞≤值 

并且 ∞≤值越小则说明 ƒ2融合蛋白与标

记抗体的竞争能力越强 !即与细胞膜表面 ≤⁄分子

的结合能力越强 !融合蛋白的生物学活性越好 ∀经

测定 所获得荧光强度信号经四参数方程 Ψ  (Α 

Β) / [   (Ξ /Χ)
∆
]  Β拟合 曲线拟合相关系数大

于 1参考品与待测样品的 ∞≤平均值分别为

1 Λ# 

 1 Λ# 


经计算  ƒ2

原液 批号 相对于参考品的生物学

活性为  结合曲线见图 ∀

Φιγυρε 1  ∏ √  ∏√ 

ƒ2 ≤⁄2ƒ×≤
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2  ρηΛΦΑ32ΙγΓ 1理化特性测定

ƒ2融合蛋白还原 ≥⁄≥2°∞电泳纯

度的测定结果为 1 图 经 ≥∞≤ 2°≤与

∞≤ 2°≤分析 纯度结果均为  以上 图 !图

≥⁄≥2°∞电泳测定分子质量为 1 ⁄胰酶

裂解法得到的 ƒ2原液与其参考品的肽谱

峰一致 图 末端氨基酸序列测定中 除 端第

个天冬酰胺残基参与形成 Ν2糖基化位点无法测

出外 其他氨基酸序列与理论值吻合 ∀

Φιγυρε 2  ƒ2 ∏  ∏

  ∏ ≥⁄≥2°∞   

  ƒ2 ∏ 

  ∏

Φιγυρε 3  ƒ2 ∏   ≥∞≤ 2
°≤ ƒ2 ∏ 

Φιγυρε4  ƒ2 ∏  ∞≤ 2°≤
ƒ2 ∏ 

Φιγυρε 5  °ƒ2  

      ƒ2

  ƒ2 ∏ 

3  其他项目检测

样品经过免疫印迹法测定后 与抗人 ≤⁄单抗

和抗人 两种抗体均成阳性反应 ∀原液 ° 

与 ≤宿主细胞蛋白残留含量经测定分别为小于

总蛋白含量的 1 和 1 ∀原液紫外吸收光

谱 !分子量 !等电点 !唾液酸含量 !外源 ⁄!细菌内

毒素等实验及成品外观 ! !残留水分 !无菌 !异常

毒性 !热原质实验等检测均符合 5中国药典三部 6的

相关要求 ∀所制定原液质量标准与检测结果见表

∀

讨论

在质量控制研究中 按 年版 5中国药典三

部 6中 /生物制品国家标准物质制备和标定规程 0 !

以及 ≤ 人用药品注册技术要求国际协调会 和

• 世界卫生组织 等相关技术文件 ≈
作者与

申报单位联合制备了一批 ƒ2质量控制参

考品 通过与 公司上市的 √√

在生物学活性 !°≤纯度 !分子量 !圆二色光谱 !肽

图 !等电点指标比较 结果显示参考品性质与国外同

类产品基本一致 符合质量控制参考品要求 可用于

该产品的常规质量控制 ∀

在生物学活性测定研究中 针对 ƒ2

融合蛋白的免疫作用机制 采用表达 ≤⁄分子的 ×

淋巴瘤细胞系 ∏株作为靶细胞 并通过与 ƒ×≤

标记的抗 ≤⁄单抗竞争结合间接反应 ƒ2

的生物学功能 ∀所建立的生物学活性 ∏细胞竞

争法测定结果表明 融合蛋白 ƒ2能够特
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Ταβλε 1   ∏∏ ƒ2 ∏ 

≥∏   ≥  ∏

 •  ≤⁄  °√ °

° #  ∂  ∴ 1  1

 √√    ≤√∏    

°∏  ∏≥⁄≥2°∞ ∴ 1 1

≥∞≤ 2°≤ ∴ 1 1

∞≤ 2 °≤ ∴ 1 1

 ∏⁄  ∏≥⁄≥2°∞ 1  1 1

√≥ ∂     

 ∏ ≤ °

°  × °2°≤ ≤ °

Ν2∏       

⁄ ∏#  ⁄   °

 ∏ ∞≥ [ 1 °

°  ∏  ∏  1 °

∞¬∞#     °

Ν2× ∏ ∞  ≤√∏ ƒ≥± ± ≠ ∂ ∂ ≠ ÷ ∂ ×ƒ

异 !有效结合 ×细胞表面的 ≤⁄分子 ∀在方法建立

过程中 ƒ2梯度稀释浓度与 ƒ×≤标记的

抗 ≤⁄单抗浓度是实验成功的关键 如配比不当则

无法形成完整的 /反 ≥0形活性曲线 经过研究并优

化条件 确定了  ≤⁄2ƒ×≤的结合曲线亚饱和

浓度为  Λ# 

并以   Λ# 

作为

ƒ2融合蛋白 倍梯度稀释的起始浓度 在

该条件基础上所测定样品的结合曲线拟合系数在

1以上 ∀

ƒ2由人淋巴细胞功能相关抗原 的

≤⁄胞外区结合部分与人 的 ƒ段 绞链区 !

≤区及 ≤区 融合而成的糖基化融合蛋白 ∀它

是由 ≤细胞分泌表达的同二聚体蛋白 理论分子

质量约为 1 ⁄∀该融合蛋白经 ≥∞≤ 2°≤与

∞≤ 2°≤分析 纯度均为 以上 但该制品电泳

纯度分析较特殊 常用的非还原电泳较难分析 而采

用还原电泳分析纯度可以打开二聚体成为单体 但

电泳条带较宽 同时纯度测定结果与高效液相纯度

分析存在一定矛盾 原因可能是由于 ƒ2

为大分子糖蛋白 在分泌表达过程中糖基化的不均

一可造成样品分子结构的差异 同时由于在电泳处

理过程可能引起了部分蛋白质聚合或解聚 所以在

质量标准中对电泳纯度的单体要求为不低于  

同时考虑到 ≥⁄≥2°∞电泳对表观分子量测定的误

差 并确定 ≥⁄≥2°∞分子量检测标准为 1 ∗

1 ⁄∀肽图分析反映了重组蛋白质一级结构的

完整性和批间稳定性 ƒ2的结构特点为

由一对二硫键形成的等二聚体 在酶切方法中加入

还原剂二硫苏糖醇 ⁄××打开二硫键使其还原为单

体 并通过碘乙酸羧甲基化后再进行胰蛋白酶切 使

酶切反应更加完全 这种方法消除了由二硫键引起

的空间构象变化对酶切效果的影响 酶切图谱更加

真实的反映了重组蛋白结构完整性 ∀

在质量控制的其他研究中 除对生物技术药物

常规要求的宿主细胞蛋白 !⁄!细菌内毒素等残留

杂质进行控制外 还增加了对纯化过程中使用的亲

和层析介质葡萄球菌蛋白  ° 的残留质

量控制 ∀该申报单位的真核 ≤细胞连续灌注发

酵生产工艺采用了无血清 !无蛋白的培养基 并且不

添加抗生素 因此在标准中没有纳入抗生素 !血清或

免疫球蛋白残留质量控制环节 ∀同时由于 ƒ2

与 ≤⁄结合后 其药理作用除了 ƒ段可阻

断 ×细胞的增殖活化 并抑制 2ƒ等炎症细胞

因子的产生以外 还可通过 的 ƒ段与细胞毒

性细胞的免疫球蛋白 ƒ受体结合 并使单核细胞 !

等细胞向 ×细胞聚集 通过抗体依赖的细胞介

导的细胞毒作用 ⁄≤≤造成 ×细胞的凋亡 从而

导致 ≤⁄
的 ×淋巴细胞的某些亚群 主要是

≤⁄ 

的减少 ≈ ∀因此在 ƒ2融

合蛋白成品质量控制中 采用针对不同部分的抗体

并以 •  法对两个功能域分别进行了鉴

别 以确认融合蛋白主药结构完整 !保证成品活性 ∀

综上所述 根据我国 5人用重组 ⁄制品质量

控制技术指导原则 6与 5中国药典三部 6的要求 结
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合本研究 作者建立了重组人淋巴细胞功能相关抗

原 2抗体融合蛋白的质量标准 并用于我国首次申

报的该产品临床实验的质量控制 各项指标均符合

相关规定 为保证该产品安全有效 !质量可控打下了
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