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基于报告基因的  抗 IFNR1 单抗生物学活性测定方法的建立 *

李萌，于传飞，王兰 **

（中国食品药品检定研究院，卫生部生物技术产品检定及标准化重点实验室，北京 1000  50）

摘要　目的：建立抗Ⅰ型干扰素受体亚基 1 单抗（抗 IFNR1 单抗）的生物学活性检测方法。方法：利用

HEK293-ISRE-Luc 细胞系，通过荧光素酶检测系统（ONE-Glo® Luciferase Assay System），进行抗 IFNR1
单抗生物学活性检测，并对该方法进行精密度、准确度、专属性的验证。结果：抗 IFNR1 单抗在该方法

中均存在量效关系，利用四参数方程拟合成 4S 型曲线，50%、75%、100%、125% 及 150% 的加标样品相

对 效 价（n=3）分 别 为（49.58±2.90）%（RSD=5.8%）、（76.27±5.12）%（RSD=6.7%）、（99.84±4.21）%
（RSD=4.2%）、（123.08±2.58）%（RSD=2.1%）、（158.69±4.72）%（RSD=3.0%），RSD 均小于 10%；加样回

收率分别为（99.16±5.81）%、（101.69±6.82）%、（99.84±4.21）%、（98.47±2.06）% 和（105.80±3.14）%，

RSD 均小于 10%；专属性良好。结论：建立的抗 IFNR1 单抗生物学活性检测方法，可作为抗 IFNR1 单抗生

物学活性的常规检测方法。
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Development of a novel reporter gene method for determination of 
potency of anti-IFNR1 monoclonal antibody*

LI Meng，YU Chuan-fei，WANG Lan**

（National Institutes for Food and Drug Control，Key Laboratory of the Ministry of Health for Research on

Quality and Standardization of Biotech Products，Beijing 100050，China）

Abstract　Objective：To establish a biological activity assay for anti-type Ⅰ interferon receptor subunit 1 
monoclonal antibody （anti-IFNR1 monoclonal antibody）．Methods：The bioassay of anti-IFNR1 antibody was 
tested by cell line of HEK293-ISRE-Luc and ONE-Glo® Luciferase Assay System，and the precision，accuracy 
and specificity of the method were validated．Results：The anti-IFNR1 antibody has dose-effect relation which 
could be fitted by four-parameter curve．The relative potencies of 50%，75%，100%，125% and 150% of 
sample concentration（n=3）were（49．58±2．90）%，（76．27±5．12）%，（99．84±4．21）%，（123．08±2．58）%，
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干 扰 素（interferon，IFN）根 据 其 受 体、染 色 体

定位以及抗原性的不同［1-2］，可以分为三型 , 即Ⅰ型、

Ⅱ型和Ⅲ型 IFN［3-5］。Ⅰ型 IFN 称为白细胞干扰素，

在自身免疫和炎症性疾病例如系统性硬化病（SSc）、

系统性红斑狼疮（SLE）和肌炎中起着重要作用。

Ⅰ型 IFN 的受体由 2 个亚单位组成，分别是Ⅰ型干

扰素受体亚  单位 1（IFNR1）和Ⅰ型干扰素受体亚单

位 2（IFNR2）。Ⅰ型 IFN 与其受体结合后，胞浆中的

STAT（翻译中的信号传导和激活物）蛋白进行酪氨

酸磷酸化，最终形成干扰素刺激基因因子（interferon-
stimulated gene factor 3，ISGF3）复合体，ISGF3 迅速易

位于细胞核中，并与顺式 - 作用元件干扰素刺激反应

元件（IFN-stimulated responsive element，ISRE，存在于

干扰素诱导基因）结合，从而激发下游基因表达［6］，如

图 1 所示。

图 1　IFN 受体的信号通路［7］

Fig. 1　IFN receptor signaling pathway［7］

抗 IFNR1 单抗是一种直接作用于 IFNR1 的人源

化免疫球蛋白 G1 κ（IgG1 κ），由 2 条相同的轻链

和 2 条相同的重链组成，分子量约为 148 kD, 它能抑

制Ⅰ型 IFN 与Ⅰ型 IFNR1 结合，诱导受体内化，从而

抑制所有Ⅰ型 IFN 的生物学活性。有关该抗体在自

身免疫和炎症性疾病（如硬皮病）等方面治疗效果

的研究正在进行。目前，国内外抗体研发企业正在

进行此类抗体研制，并即将进入临床阶段。因此，建

立评价该类抗体药物的生物学活性方法，具有重要

意义。

本文以荧光素酶报告基因检测系统为平台，利

用稳定转染 ISRE 启动子及荧光素酶报告基因的

人 胚 肾 细 胞 系（HEK293-ISRE-Luc 细 胞）作 为 靶

细胞，通过 IFN-α2b 与其受体结合，诱导荧光素酶

报 告 基 因 表 达，抗 IFNR1 单 抗 能 抑 制 IFN-α2b 与

IFNR1 的作用，使 ISRE 启动的荧光素酶表达减低，

进而降低底物反应后发出的荧光强度。本研究建立

了灵敏、快速的抗 IFNR1 单抗的生物学活性检测方

法，可以对此类靶点抗体药物进行科学、有效的质量

控制。

1　材料

1.1　样品及细胞

人源化抗 IFNR1 单抗参比品和 1 批样品，由中

国仓鼠卵巢（Chinese hamster ovary，CHO）细胞表达，

为单抗室留样。HEK293-ISRE-Luc 细胞为单抗室保

存。

1.2　主要仪器及试剂

多功能酶标仪 SpectraMax® M5（Molecular Devices
公司）；ONE-Glo 荧光素酶检测系统（Promega 公司），

IFN-α2b（BD 公司），含 GlutaMax 的 DMEM（Gibico 公

司），FBS（Gibico 公司），遗传毒素（Gibico 公司），青霉

素 / 链霉素（Gibico 公司），TrypLE（Gibico 公司），不含

Ca2+ 和 Mg2+ 的 PBS（Gibico 公 司）。Waters 2695 高 效

液相色谱（沃特世科技（上海）有限公司），色谱柱为

TSK 3000SWXL（Tosoh Bioscience，300 mm×7.8 mm，

5 μm）。

（158．69±4．72）%，and RSDs were 5．8%，6．7%，4．2%，2．1%，3．0%，respectively．The RSD was less 
than 10%．The recoveries（n=3）were（99．16±5．81）%，（101．69±6．82）%，（99．84±4．21）%，（98．47±

2．06）% and（105．80±3．14）%，respectively．RSDs were less than 10%．Specificity of the method was fine．

Conclusion：The bioassay method of anti-IFNR1 antibody has been established，which can be a common bioassay 
method of anti-IFNR1 monoclonal antibody．

Keywords：report gene；IFNR1；bioassay；Mabs；method validation；signaling pathway；
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2　方法

2.1　抗 IFNR1 单抗生物学活性检定原理

本实验原理是用 IFN-α2b 刺激转基因 HEK293-
ISRE-Luc 细胞（含有 ISRE 启动子控制的荧光素酶

基因）活化，荧光素酶表达增加。加入抗 IFNR1 单抗

抑 制 了 IFN-α2b 与 IFNR1 的 作 用，ISRE 启 动 的 荧

光素酶表达减低，进而降低底物反应后发出的荧光强

度，原理示意图见图 2。

图 2　抗 IFNR1 单抗的生物学活性测定原理

Fig. 2　Mechanism of action of bioassay of anti-IFNR1 mabs

2.2　抗 IFNR1 单抗生物学活性测定

用 不 含 Ca2+ 和 Mg2+ 的 PBS 冲 洗 细 胞，用 TrypLE
消化 37 ℃，3 min，完全培养基（870 mL 含 GlutaMax 的

DMEM，100 mL 热灭活 FBS，20 mL 遗传毒素 Geneticin，

10 mL 青 霉 素 / 链 霉 素）中 和，计 数，制 备 浓 度 为

0.5×106 个·mL-1 细胞悬液。每孔加入细胞悬液 50 
μL，37 ℃培养 5 h。抗 IFNR1 单抗用完全培养基预

稀释至 6 μg·mL-1；添加 300 μL 完全培养基至所有

行 的 第 3、4、10 和 11 列 的 孔 中，添 加 150 μL 完 全

培养基至所有行的第 5~9 列的孔中；所有行从第 2
孔起，向第 3 孔转移 150 μL，依次转移至第 11 孔。

抗 IFNR1 单抗质量浓度依次为 6 000、2 000、666.7、

333.33、166.67、83.33、41.67、20.03、6.94 和 2.31 μg
·mL-1。 将 IFN-α2b 用 完 全 培 养 基 稀 释 为 750 IU
·mL-1。取第 2 块稀释板用于混合稀释后的样品和

IFN-α2b：先加入 750 IU·mL-1 的 IFN-α2b 100 μL，

然后加入样品的梯度稀释液 100 μL。每孔对应加入

样品和 IFN-α2b 混合液 100 μL 至细胞培养板，培养

18 h。第 2 天每孔加入 ONE-Glo 荧光素酶底物 100 

μL，室温避光孵育 10 min。用酶标仪读数；进行 4-
参数拟合：

Y= A-D +D
1+（X/C）B

其中：A= 上渐近线值，B ＝斜率，C ＝ EC50 值，D ＝

下渐近线值

利 用 SoftMax 软 件 分 析 试 验 数 据，以 抗 IFNR1
单抗浓度对数为 X 轴，对应的相对光单位（relative 
light unit，RLU）值为 Y 轴，选用四参数分析法拟合抗

IFNR1 单抗的剂量效应曲线。抗 IFNR1 单抗参比品

和供试品存在量效关系，在四参数坐标纸上呈 S 型

曲线分布，相关系数大于 0.99，见图 3。

图 3　抗 IFNR1 单抗的剂量效应曲线（△为参比品，□为成品）

Fig. 3　Dose response curves of anti-IFNR1 mabs（△ reference，

□ product）

2.3　方法学验证

2.3.1　精密度

用 完 全 培 养 基 制 备 抗 IFNR1 单 抗（原 质 量 浓

度 为 150 mg·mL-1）的 预 稀 释 液 3 份，质 量 浓 度 均

为 6 μg·mL-1。 然 后 用 完 全 培 养 基 稀 释 抗 IFNR1
单抗（150 mg·mL-1），得到质量浓度分别为预稀释

液 质 量 浓 度 的 50%（3 μg·mL-1）、75%（4.5 μg·mL-1）、

100%（6 μg·mL-1）、125%（7.5 μg·mL-1） 和 150%
（9 μg·mL-1）的溶液［8］，测定各抗 IFNR1 单抗溶液的

半数有效浓度（EC50），以独立稀释的 6 μg·mL-1 样

品作为参比品，按照参比品 EC50/ 样品 EC50×100%
计算相对效价及其 RSD，从而验证该方法的精密度。

结 果 如 图 4 和 图 5 所 示，与 100% 浓 度 的 抗

IFNR1 单抗参比品相比，抗 IFNR1 单抗相对效价分

别 为（49.58±2.90）%、（76.27±5.12）%、（99.84±

4.21）%、（123.08±2.58）% 和（158.69±4.72）%，

RSD 均小于 10%（见表 1），说明该方法具有较好的

精密度。
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图 4　50%、100% 和 125% 预稀释浓度的抗 IFNR1 单抗溶液生物学

活性曲线

Fig. 4　Bioassay curves of 50%，100% and 125% of predilution 
concentration of anti-IFNR1 mab solutions

图 5　75%、100% 和 150% 预稀释浓度的抗 IFNR1 单抗溶液生物学

活性曲线

Fig. 5　Bioassay curves of 75%，100% and 150% of predilution 
concentration of anti-IFNR1 mab solutions

表 1　抗 IFNR1 单抗生物学活性精密度和准确度试验结果（n=3）

Tab. 1　Results of precision and accuracy of biological activity of anti IFNR1 mabs　

溶液（solution）
相对效价（relative potency） 回收率（recovery）

x±s/% RSD/% x±s/% RSD/%

50% 49.58±2.90 5.85 99.16±5.81 5.86

75% 76.27±5.12 6.71 101.69±6.82 6.71

100% 99.84±4.21 4.22 99.84±4.21 4.22

125% 123.08±2.58 2.10 98.47±2.06 2.09

150% 158.69±4.72 2.97 105.80±3.14 2.97

2.3.2　准确度

按“2.3.1”项下方法，分别制备质量浓度为预稀

释 液 质 量 浓 度（6 μg·mL-1）的 50%、75%、100%、

125% 和 150% 的 溶 液，测 定 各 溶 液 的 EC50。 按

“2.3.1”项下的方法，计算相对效价，然后按相对效价

测定值 / 相对效价理论值 ×100% 计算回收率，从而

验证该方法的准确度。

结果显示，50%、75%、100%、125% 和 150% 溶液的

回收率分别为（99.16±5.81）%、（101.69±6.82）%、

（99.84±4.21）%、（98.47±2.06）% 和（105.80±

3.14）%，RSD 均小于 10%，见表 1，说明该方法具有

较好的准确度。

2.3.3　专属性

转基因细胞专属性：以普通空载 HEK293 细胞、

PD-1 转基因测活细胞（Jurkat-luc）代替 293H-ISRE-
Luc 细 胞 进 行 检 测。 抗 体 专 属 性：以 无 关 抗 体 抗

TNF-α单抗、天然人 IgG1，经过 70 ℃加热 1、2、3 min
的抗 IFNR1 单抗作为对照样品进行检测。

2.3.3.1　细胞专属性　结果显示，HEK293-ISRE-Luc
细胞在 IFN-α2b 刺激下，抗 IFNR1 单抗浓度与荧光

素酶表达存在量效关系，在四参数坐标纸上呈 S 型

曲线分布，相关系数大于 0.99，而普通空载 HEK293
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细胞和 PD-1 转基因测活细胞（Jurkat-luc）无反应

性。见图 6。

图 6　细胞专属性生物学活性曲线

Fig. 6　Bioassay curves of cell specificity of anti-IFNR1 mabs

2.3.3.2　抗体专属性　结果显示，抗 TNF-α单抗和

天然人 IgG1 应用此方法无反应性，抗 IFNR1 单抗存

在量效关系，在四参数坐标纸上呈 S 型曲线分布，相

关系数大于 0.99，见图 7。

2.3.4　SEC-HPLC 纯度分析

参照 2015 年版《中华人民共和国药典》尼妥珠

单抗相关附录（四部通则 0512），确定了色谱条件：

采用 Waters 2695 高效液相色谱，TSK 3000SWXL 色

谱柱（Tosoh Bioscience，300 mm×7.8 mm，5 μm），以

表 2　SEC-HPLC 检测加热处理的抗 IFNR1 单抗

Tab. 2　Results of heated anti-IFNR1 mabs by SEC-HPLC

样本（sample）

峰面积百分比（percentage of peak area）

未加热

（non-heat treated）

加热 1 min
（1 min heat treated）

加热 2 min
（2 min heat treated）

加热 3 min
（3 min heat treated）

单体（monomer）  98.9  98.1 88.6 60.9

聚体（aggregates）  1.0  1.8 11.3 38.4

图 7　抗体专属性生物学活性曲线

Fig. 7　Bioassay curves of antibody specificity of anti-IFNR1 mabs 

25 mmol·L-1 磷 酸 钠 和 350 mmol·L-1 氯 化 钠 的 溶

液（pH 6.8）为流动相，流速 0.8  mL·min-1，柱温 25 ℃，进

样量 10 μL，进样器温度 4 ℃。将经过 70 ℃加热 1、2、

3 min 的抗 IFNR1 单抗用流动相稀释为 1.0 mg·mL-1，

按上述色谱条件进样测定，分别检测样品单体和多聚

体含量。

SEC-HPLC 结果显示，经过 70 ℃加热 1、2、3 min
的抗 IFNR1 单抗，多聚体随加热时间延长呈现增加

的趋势，结果见表 2。因此，抗 IFNR1 单抗随着加热

时间延长，多聚体含量增加。

经 过 70 ℃ 加 热 1、2、3 min 的 抗 IFNR1 单 抗，

相对效价随加热时间延长呈现降低的趋势：70 ℃加

热 1 min 时，相对效价为 107%；70 ℃加热 2 min 时，

相对效价为 86%；70 ℃加热 3 min 时，相对效价为

63%。见图 8。

上述结果表明，抗 IFNR1 单抗随着加热时间延

长，多聚体含量增加，生物学活性降低，表明该活性能

够反映出抗体理化性质的改变，见图 9。
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图 8　加热不同时间破坏抗 IFNR1 单抗的生物学活性曲线

Fig. 8　Bioassay curves of anti-IFNR1 mabs which were heated for 
different periods of time

图 9　相对生物学活性与 SEC-HPLC 多聚体的关系

Fig. 9　Relationship between relative biological activity and SEC-HPLC 
polymer

3　讨论

抗体类药物是指含有抗体基因片段的蛋白药物，

在临床恶性肿瘤、自身免疫性疾病、感染、心血管疾

病和器官移植排斥等重大疾病治疗中取得了快速发

展［9-10］。重组单抗类生物治疗药物近年来增长强劲，

作为靶向药物，其作用机制明确，治疗效果比较理想，

因此成为国内外研发的热点［11］。2016 年全球销售

排名前 10 位的药品中，6 个为抗体类新型生物大分

子药物，所以单抗药物也是生物医药产业最重要的增

长点。

目前，国际上各大药品研发企业已开始进行针

对 IFN 受体为靶点的抗体研发，抗 IFNR1 单抗是备

受关注的新药之一。抗 IFNR1 单抗在自身免疫和

炎症性疾病（如硬皮病）方面具有潜在的治疗效果。

因此，面对国内外研发单位不断出现的抗 IFNR1 单

抗药物，如何确保该类单抗药物的安全有效，是质量

控制标准化研究面临的重要任务之一。为了控制产

品质量，必须根据产品特征建立不同的质量控制方

法。体外活性的检测是保证生物制品有效性的重要

环节。生物学活性是生物技术药物有效性评价的关

键 质 量 属 性（critical quality attribute，CQA）。 本 研

究所建立的抗 IFNR1 单抗的生物学活性测定方法，

是 用 IFN-α2b 刺 激 稳 定 转 染 ISRE 启 动 子 及 荧 光

素酶报告基因的人胚肾细胞系（HEK293-ISRE-Luc
细胞）活化，荧光素酶表达增加。加入抗 IFNR1 单

抗 抑 制 了 IFN-α2b 与 IFNR1 的 作 用，ISRE 启 动 的

荧光素酶表达减低，进而降低底物反应后发出的荧

光强度。实验数据显示，抗 IFNR1 抗体经倍比稀释

后，可以得到较好的 S 型剂量效应曲线。方法学验

证数据显示，该方法必须基于特异的转染 ISRE 启

动子及荧光素酶报告基因的人胚肾细胞系的靶细

胞和特异性的单抗。由于 EC50 值不仅取决于单抗

的亲和力，还会受到作用时间、实验试剂等条件影

响，导致不同实验条件下 EC50 值存在一定程度的

变异，因此评价抗 IFNR1 抗体的方法利用相对效

价更加合理可信，相对效价数值与生物学活性成正

比［12］。

热加速破坏试验使单抗发生物理因素的变性，

是由于加热使氢键断裂，从而破坏其空间结构（二级

结构和三级结构），因此引起分子间聚集，甚至沉淀。

国内外普遍采用 SEC-HPLC 进行单体和多聚体的含

量控制。多聚体由于空间结构破坏，原有的结合抗

原表位的互补决定区（CDR）无法与抗原进行有效

结合，无法激活下游通路，因此多聚体是无生物学活

性的。实验证明本方法能够反映出抗体理化性质的

改变。

本报告基因系统是基于 IFN 信号转导通路设计
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的，其适用范围除了抗 IFNR1 单抗，将会随着相似机

理的抗体类药物研发而进一步扩展，如抗 IFNR2 单

抗、Fc 融合蛋白等。

本研究建立了灵敏、快速的抗 IFNR1 单抗的生

物学活性检测方法，并对该方法进行了验证，该方法

基于药物作用机制（MOA），操作简便易行，专属性

强，精密度好，准确度高，可作为抗 IFNR1 单抗生物

学活性的常规检查方法。
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