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肝癌（Liver cancer）是我国最常见的恶性肿瘤之一，其发

病率和病死率仅次于胃癌和食道癌，严重威胁了人民的健康

和生命，其晚期患者往往无有效药物可用。目前临床上大多

数抗肝癌药缺乏组织选择性，在发挥疗效的同时也产生严重

的毒副作用，常见的有消化道反应、骨髓抑制、脱发等。因此，

寻找高效低毒的新型抗肝癌药势在必行。

钙调磷酸酶（Calcineurin，CN）是目前唯一一种依赖钙

（Ca）/钙调素（CaM）的蛋白磷酸酶，由A、B亚基以 1 ∶ 1组成异

二聚体，其中A亚基（CNA）是催化亚基，B亚基（CNB）是调节

亚基。CNB作为该酶的调节亚基，能促进CNA的活性，且相

对分子质量小、性质稳定。CN在免疫激活通路中发挥着重要

作用，是T细胞活化的关键酶。重组人CNB（rhCNB）能刺激T

细胞和自然杀伤（NK）细胞增殖、增强NK细胞的杀伤活性、增

强巨噬细胞吞噬能力等，且对肝癌H22细胞有显著的抑制作

用，是高效低毒的新型抗肿瘤生物药[1]。

酶联免疫吸附法（ELISA）是蛋白类生物技术药物常用的

分析方法，具有操作简单、灵敏度高、特异性好、易于标准化等

优点[2-4]。本文建立了测定大鼠血浆中 rhCNB的ELISA双抗体

夹心法，并对其药动学进行了研究，以期为评价 rhCNB用于肝

癌治疗的临床疗效提供检测方法。

1 材料
1.1 仪器

Tecan Sunrise酶标仪（奥地利Tecan有限公司）；Centrifuge

5810高速离心机（德国Eppendorf公司）。
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摘 要 目的：建立大鼠血浆中重组人钙调磷酸酶B亚基（rhCNB）的测定方法，并研究其药动学特征。方法：采用酶联免疫吸附

（ELISA）双抗体夹心法，将 1 µg/ml 的 rhCNB 单克隆抗体 mAb 包板，加入待测样品，再加入 rhCNB 多克隆抗体 pAb（稀释比例为

1 ∶ 5 000）和辣根过氧化酶（HRP）标记抗免疫球蛋白G（IgG）（稀释比例为1 ∶ 10 000），以四甲基联苯胺显色，用酶标仪在450 nm波

长处测定吸光度（OD值）。测定6只大鼠 iv 2.5 mg/kg rhCNB后2、15、30、60、120、240、480、720 min的血药浓度，以BAPP 3.0软件

计算药动学参数。结果：rhCNB 检测质量浓度的线性范围为 0.195～12.5 ng/ml（r2＝0.995 0），定量下限为 0.195 ng/ml，准确度为

97.300％～103.622％（RSD均小于7.5％，n＝6）；批内、批间和反复冻融3次的RSD均不大于8.5％（n＝6、18、15）。该药在大鼠体

内的药动学特征符合二室模型，AUC0-720 min为173.038 mg·min/L、t1/2为94.62 min。结论：建立的方法特异性强、灵敏度高、准确度及

精密度好，可用于生物样品中 rhCNB的定量检测和药动学研究。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for determining recombinant human calmodulin B subunit（rhCNB）in rat plas-

ma，and study its pharmacokinetics characteristics. METHODS：ELISA double-antibody sandwich method was adopted. 1 µg/ml

rhCNB monoclonal antibody mAb was wrapped，added to the to-be-test sample，rhCNB polyclonal antibody pAb（dilution ratio of

1 ∶ 5 000）and HRP-labeled conjugate of anti-IgG（dilution ratio of 1 ∶ 10 000）were added. Using tetramethylbenzidine for develop-

ing，microplate reader was conducted in wavelength of 450 nm to determine the absorbance value（OD value）and plasma concen-

tration of 6 rats after 2，15，30，60，120，240，480，720 min of iv 2.5 mg/kg rhCNB，and the pharmacokinetic parameters were

calculated by BAPP 3.0 software. RESULTS：The linear range of rhCNB were 0.195-12.5 ng/ml（r2＝0.995 0），lower limit of quan-

titation was 0.195 ng/ml，accuracy were 97.300％-103.622％（RSD＜7.5％，n＝6）；RSDs of within-batch，inter-batch，freezing

and thawing 3 times were no higher than 8.5％（n＝6，18，15）. rhCNB pharmacokinetics characteristics in rat fitted to two-com-

partment model，AUC0-720 min was 173.038 mg·min/L and t1/2 was 94.62 min. CONCLUSIONS：The established method has high

specificity and sensitivity，good accuracy and precision，which can be used for rhCNB quantitative detection and pharmacokinetics

study in biological samples.
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1.2 药品与试剂

rhCNB 标准品（批号：20140807，纯度：＞99％）和 rhCNB

单克隆抗体mAb（rhCNB mAb，批号：150310）均由海口奇力制

药股份有限公司提供；抗 rhCNB多克隆抗体pAb（rhCNB pAb，

批号：BM1694）、辣根过氧化物酶（HRP）标记抗免疫球蛋白G

（IgG）（批号：BA1058）、四甲基联苯胺（TMB）显色液（批号：

P0209）均购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.3 动物

SD大鼠 6只，SPF级，♀♂各半，体质量为 200～250 g，由

湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，合格证号为 SCXK

（湘）2013-0004，饲养于海南医学院药物安全评价中心动物房。

2 方法与结果
2.1 血浆样品的处理

从大鼠眼眶静脉丛取血0.3 ml，置于1.5 ml肝素钠抗凝管

内，静置 1 h后，以 3 000 r/min（离心半径为 3 cm）离心 20 min，

分离后的血浆样品保存于－20 ℃冰箱备用。

2.2 ELISA双抗体夹心法测定rhCNB浓度

将用 pH9.6的 0.05 mol/L 碳酸盐缓冲液（CBS）稀释后的

rhCNB mAb包板，4℃过夜；次日弃孔内液，用PBST[含0.5 ml/L

聚山梨酯 20的 0.02 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS），pH 7.4]洗板 3

次，拍干；再用0.1％牛血清白蛋白（BSA）封闭，250 µl/孔，37 ℃

孵育2 h，洗板同上；然后向孔中分别加入待测样品，37 ℃孵育

1 h，洗板同上。待 rhCNB mAb与抗体发生特异性结合后，再

分别加入 rhCNB pAb和HRP标记抗 IgG，用TMB底物避光显

色 5～15 min，显色强度与 rhCNB浓度成正比。终止反应后，

通过酶标仪在450 nm波长处检测各孔吸光度（OD值）。

2.3 3种抗体最优加入量的筛选

采用棋盘滴定法将 rhCNB mAb、rhCNB pAb和HRP标记

抗 IgG 进行一系列稀释（rhCNB mAb 质量浓度为 10、1、0.1

µg/ml；rhCNB pAb稀释比例为1 ∶1 000、1 ∶2 000、1 ∶5 000；HRP

标记抗 IgG稀释比例为1 ∶2 000、1 ∶3 000、1 ∶10 000），以 rhCNB

标准品为待测样品，按“2.2”项下方法测定OD值，根据 rhCNB

标准品制备的标准曲线，用线性拟合方式计算各孔 rhCNB的

质量浓度[5-6]。结果，当 rhCNB mAb为 1 µg/ml、rhCNB pAb稀

释比例为1 ∶5 000、HRP标记抗 IgG稀释比例为1 ∶10 000时，阳

性对照（rhCNB标准品）平均OD值与阴性对照（不含 rhCNB的

样品稀释液）平均 OD 值之比（P/N 值）最大，以此作为 rhCNB

mAb、rhCNB pAb和HRP标记抗 IgG的最优加入量。

2.4 数据处理

用药动学软件BAPP 3.0进行线性拟合求回归方程，并绘

制标准曲线。用Microsoft Excel 2007 软件进行统计分析。

2.5 方法学评价

2.5.1 专属性考察 将 1 mg/ml rhCNB标准品溶液进行倍比

稀释，获得 12.5、6.25、3.125、1.56、0.78、0.39、0.195 ng/ml 的标

准品溶液；再用大鼠空白血浆将1 mg/ml rhCNB标准品溶液稀

释为 12.5、6.25、3.125、1.56、0.78、0.39、0.195 ng/ml的含标准品

血浆。取6个不同大鼠的空白血浆；再从6份大鼠空白血浆中

取1 μl加入1.5 ml EP管中，加入999 μl样品稀释液（磷酸缓冲

盐溶液，pH 7.4）配成 1 ml 空白血浆稀释液。按“2.2”项下方

法，对 rhCNB标准品溶液、含标准品血浆、空白血浆和空白血

浆稀释液进行ELISA测定。结果，rhCNB标准品溶液与含标

准品血浆的OD值接近，空白血浆与空白血浆稀释液的OD值

接近，表明空白血浆和空白血浆稀释液均对 rhCNB的测定无

干扰，具体结果见表1。

表1 不同溶液的ELISA法检测结果（OD值）

Tab 1 Detection results of different solutions by ELISA（OD

value）

rhCNB质量浓度，ng/ml

0.195

0.39

0.78

1.56

3.125

6.25

12.5

标准品溶液
0.118

0.156

0.240

0.505

0.775

1.405

1.859

含标准品血浆
0.106

0.149

0.243

0.517

0.752

1.411

1.778

空白血浆
0.059

0.057

0.059

0.062

0.053

0.057

空白血浆稀释液
0.047

0.054

0.048

0.052

0.050

0.047

2.5.2 线性范围考察 按“2.5.1”项下方法，制备 12.5、6.25、

3.125、1.56、0.78、0.39、0.195 ng/ml的含标准品血浆，照“2.2”项

下方法测定OD值。以 rhCNB的质量浓度（x）为横坐标，以OD

值（y）为纵坐标进行线性拟合，绘制标准曲线。得回归方程为

y＝8.88x+0.1（r2＝0.995 0）。结果表明，rhCNB 检测质量浓度

的线性范围为0.195～12.5 ng/ml，符合试验要求。

2.5.3 定量下限考察 以空白血浆溶液重复测定 16次，计算

其均值和标准差，以与 10倍标准差所对应的质量浓度为定量

下限。结果显示，本方法的定量下限为0.195 ng/ml，符合验证

要求。

2.5.4 准确度试验 按“2.5.1”项下方法，制备10、5、1 ng/ml的

含标准品血浆，每个质量浓度制备6份，照“2.2”项下方法测定

OD值，以测得值/加入量×100％计算准确度，结果见表2。

表2 准确度试验结果

Tab 2 Results of accuracy test

加入量，ng/ml

10

5

1

测得值，ng/ml

11.679

9.876

10.293

10.296

10.568

9.461

4.808

5.000

5.180

5.270

4.970

5.470

0.948

0.860

1.051

0.971

1.045

0.963

准确度，％
116.787

98.761

102.932

102.957

105.678

94.601

96.158

100.000

103.686

105.492

99.473

109.315

94.842

86.054

105.100

97.071

104.510

96.314

平均准确度，％
103.622

102.327

97.300

RSD，％
7.266

4.648

7.233

2.5.5 精密度试验 按“2.5.1”项下方法，制备10、5、1 ng/ml的

含标准品血浆，每个质量浓度制备6份，照“2.2”项下方法测定

OD值，连续测定3 d，考察批内、批间精密度。结果显示，10、5、1

ng/ml 的含标准品血浆的批内 RSD 分别为 7.266％、4.629％、

7.214％（n＝6），批间RSD分别为5.7％、2.5％、4.6％（n＝18）。

2.5.6 稳定性试验 按“2.5.1”项下方法，制备10、5、1 ng/ml的

含标准品血浆，每个质量浓度制备 5份，－20 ℃下贮存，2～

8 ℃下缓慢融解，反复冻融 3次后，照“2.2”项下方法测定OD

值。结果显示，10、5、1 ng/ml的含标准品血浆OD值的RSD分

别为 2.9％、6.1％、8.5％（n＝15），表明反复冻融 3次不会影响

rhCNB的稳定性。

2.6 药动学实验
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取 6只 SD 大鼠，iv 2.5 mg/kg rhCNB 后分别于 2、15、30、

60、120、240、480、720 min尾静脉取0.1 ml全血，离心后分离血

浆，4 ℃保存，待测。按“2.1”项下方法处理后，照“2.2”项下方

法测定OD值，代入回归方程计算血药浓度，绘制药-时曲线，

结果见图1。

结果表明，rhCNB在大鼠体内的药动学特征符合二室模

型；以 BAPP 3.0 软件计算药动学参数，结果 AUC0-720 min 为

173.038 mg·min/L、t1/2为94.62 min。

3 讨论
ELISA法是将酶催化的放大作用与特异性抗原抗体反应

结合起来的一种微量分析技术，是高通量筛选和定量检测相

结合的一种常用方法，适合于大批标本的检测，广泛应用于食

品安全检测、医疗检测以及免疫实验分析等领域。其原理是

利用抗原抗体特异性反应，检测灵敏度高达纳克甚至皮克级，

具有特异性强、准确性高、操作简便、安全等优点[7-9]。但ELI-

SA法也存在一定的局限性，如重复性较差、易受自身抗体或内

源性酶等干扰。此外，影响因素多，尤其是温度和时间等，都

会对检测结果带来一定的误差。因此，用ELISA法进行定量

分析时对方法的灵敏度、线性范围、精密度与准确度、回收率

等都有严格的行业标准。

本文建立了定量测定 SD 大鼠血浆中的 rhCNB 多肽的

ELISA双抗体夹心法，以棋盘滴定法筛选出 rhCNB mAb、rhC-

NB pAb和HRP标记抗 IgG的最优加入量；以 rhCNB mAb包被

固相载体、抗原抗体特异性结合去除了杂蛋白的影响，提高了

检测的特异性。rhCNB pAb能同时识别 rhCNB的多个抗原表

位，HRP酶标抗体又具有级联放大作用，因此提高了检测系统

的灵敏度。本文结果表明，rhCNB mAb 的最优质量浓度为 1

µg/ml，rhCNB pAb和HRP标记抗 IgG的最优稀释比例分别为

1 ∶ 5 000、1 ∶ 10 000。方法学考察结果显示，本方法的特异性、

准确度、精密度、线性范围、定量下限等均符合验证可接受标

准，能够快速、灵敏、准确地对生物样品中的 rhCNB进行定量

检测。
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图1 大鼠体内rhCNB的药-时曲线

Fig 1 The blood concentration-time curve of rhCNB in rats

in vivo
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本刊讯 2016年 7月 19－20日，孙咸泽在济南出席山东

省药品审评审批改革研讨班并讲话，随后调研了部分药品生

产企业，并就仿制药质量和疗效一致性评价工作与有关企业

和单位进行了座谈。

孙咸泽指出，仿制药质量和疗效一致性评价是药品审评

审批制度改革的一项重要内容，也是推进医药产业供给侧结

构性改革的重大举措。提高仿制药质量，在临床上实现与原

研药相互替代，有利于降低医药总费用支出，有利于淘汰落后

产能，有利于提高国产仿制药竞争力。

孙咸泽强调，一致性评价工作对企业既是挑战也是机遇，

企业要充分发挥主体作用，选择最有把握的品种，选好参比制

剂，做好基础研究，尽早开展试验。同时，还要用好各项政策，

在上市许可持有人制度、对照药品一次性进口、补充申请快速

审评、医保报销、医疗机构集中采购、产业资金扶持等方面，都

将出台一系列优惠政策，有助于一致性评价的品种在竞争中

取得先机。食品药品监管部门将不断完善工作机制，研究解

决工作中遇到的难题，并建立与企业的沟通交流平台，为企业

做好服务和技术指导。

国家食品药品监督管理总局副局长孙咸泽出席山东省药品审评审批改革
研讨班并调研仿制药质量和疗效一致性评价工作
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