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Sulfobutyl ether-β-cyclodextrin is an anionic high water-soluble cyclodextrin derivative.
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and the dimeric impurities were less than 0.8%.

The total yield was 64% with a purity of more than 99.0%, 
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(A) glycolate group cross-linking 

mode, colored blue; 

(B) phosphate group cross-linking 

mode, colored red

Molecular Structure of Sodium Starch Glycolate (SSG) in Two Different Cross-linking Modes

a: before disintegration test; b: after disintegration test; c: the cross section of Tablet B  
  after disintegration test Appearances of Tablet B (which Using SSG Crosslinked by   

Glycolate Group) Stored at 60 ℃ for 10 d pre and post disintegration Test
Dissolution Profile Changes of Different Tablets Stored at 60 ℃ for 10 d in pH 1.0 Hydrochloric Acid

 (Tablet A and C were prepared by SSG crosslinked by phosphate group; Tablet B 

was prepared by SSG crosslinked by glycolate group)
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DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.09.010

1 000

0
600

400

200

0

2 000

1 000

0
3.0×104

2.0×104

1.0×104

0

1 000

0
800

600

400

200

0

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

2.0

1.0

0

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

t/min

t/min

t/min

t/min

50

100

150

200

250

300

350

400

0 10 20 30 40 50 60 70 80

c/
ng

·m
l-1

t/h

Fasting
Fed

N

N N

N
NH2

CH3

O P OH
O

OH

tenofovir

50

100

150

200

250

300

350

400

0 10 20 30 40 50 60 70 80

c/
ng

·m
l-

1

t/h
空腹； 餐后

Mean Plasma Concentration-time Curves after a Single Oral Dose of 300 mg of Test Tablets under Fasting (n=30) and Fed (n=36) Conditions

2.6 ×104

×105
2 500

1 500

500
500

1 1

2 2

A                                                                                                                                                    B

C                                                                                                                                                          D

I/c
ps

I/c
ps

I/c
ps

I/c
ps

I/c
ps I/c

ps
I/c

ps
I/c

ps
I/c

ps

生物素中有关物质的分离与结构鉴定····································顾立新，徐旭巍，吴旭锋*
Isolation and Structure Identification of Related Substances from D-Biotin·····························
·····················································································GU L X, XU X W, WU X F*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.09.011

55

45

35

25

15

5

-5

m
A

U

0 4            8 12 16 20           24           28
t/min

10

5

0
-0.5

A
bs

200  250 300                   350                 400

200 180     160     140     120     100      80        60       40       20       0 
δ

1

3

4

C13羰基 苄基

图2

图4

图6

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

HN
O

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

H2N O
N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

1

2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

1
2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

13
14

1

2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

13

14

1516
1718

19

1718N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

1 2 3 4

1

2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

55

45

35

25

15

5

-5

m
A

U

0 4            8 12 16 20           24           28
t/min

1

2
3

4

typical chromatogram of D-biontin

preparative-HPLC
ESI-MS/NMR/
FT-IR/NV

N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

peak 1: D-biotin

N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

peak 2: epi-biotin

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

HN
O

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

H2N O

peak 3: carbamoyl biotin peak 4: benzylcarbamoyl biotin

图1

O

HN NH

S

HH
1

2

3

4a
5

6

7

8
9

10
11

12 OH

O

O

HN NH

S

HH

2

3

4a
5

6

7

OH

O

HH
H

HH

H

2

4b
8

9
10

11
12

4b

11

图3

1
+43.004 9 DA
-H+CONH2

3 4
+90.046 9 DA

-H+Bn
式①

A                                                                                      B90
80
70
60
50
40
30
20
10

70
60
50
40
30
20
10

0
-10

70
60
50
40
30
20
10

0
-10

4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600 4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600

4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600

60

50

40

30

20

10

0
4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600

C                                                                                      D

I                                                                                                        I

I                                                                                                        I

λ/min                                                                                                λ/min

λ/min                                                                                                  λ/min

λ/min

4

3

2

1



1024

1029

1038

基于流式细胞技术的受体占有率检测方法的建立及验证内容探讨···································
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毛细管柱内聚醚砜膜的制备及其对生物样品中 4 种降糖药的初步分离·····························
····························································李海鹰，陈彭月，薛玉菡，崔  颖，杨文智*
Preparation of Polyethersulfone Membrane in Capillary Column and the Preliminary Separation of 
Hypoglycemic Agents in Biological Samples·····LI H Y, CHEN P Y, XUE Y H, CUI Y, YANG W Z*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.09.013
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丙氨酰谷氨酰胺 9 个有关物质的 UPLC 法测定······································吴  琼，宋丽丽
Simultaneous Determination of Nine Related Substances in Alanyl Glutamine by UPLC············
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我国公立医院推行 DRGs-PPS 支付方式改革的评价与思考—基于北京市 2011—2018 年试点
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Evaluation and Thinking of the Reform of DRGs-PPS in Public Hospitals in China—Based on 
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关于体外溶出实验在仿制药一致性评价中的应用与思考···············································
················································程晓昆，仇俊新，王娅莉，马苗锐，刘  月，王会娟*
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近年来，国内外新靶点抗体类药物研发进展迅

速，尤其是包括程序性死亡受体 -1(PD-1) 及程序

性死亡受体配体 -1(PD-L1) 抗体在内的免疫检查点

药物，在肿瘤治疗领域取得了巨大成绩 [1]。受体占

基于流式细胞技术的受体占有率检测方法的建立及验证内容探讨

孙晓卉
1,2
，陈亚会

1,2
，陈巨冰

1,2
，朱  晰

1,2
，马  璟1,2*

(1. 中国医药工业研究总院国家上海新药安全评价研究中心，上海 201203；2. 上海益诺思生物技术股份有限公司，上海 201203)

摘要：近年来，受体占有率检测已成为抗体类药物临床前至早期临床药动 - 药效学 (PK-PD) 研究中的重要组成部分。受

体占有率一般采用流式细胞技术检测，能直观反映药物在体内与靶点作用的程度和时间，对于人体首次剂量选择、最优

药效剂量选择、给药周期等研究具有重要意义。检测方法的科学性、灵敏程度和稳健程度、方法学验证的完整性等均极

大地影响受体占有率数据的可信程度。本研究结合本实验室经验，并参考国外业界的一般做法和共识，对受体占有率检

测分析方法的开发和验证进行了探讨。
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Discussion of Assay Development and Method Validation for 
Receptor Occupancy Study Based on Flow Cytometry

SUN Xiaohui1,2, CHEN Yahui1,2, CHEN Jubing1,2, ZHU Xi1,2, MA Jing1,2*
(1. National Shanghai Center for New Drug Safety Evaluation and Research, China State Institute of Pharmaceutical Industry, Shanghai 201203;

 2. Shanghai Innostar Biotech Co., Ltd., Shanghai 201203)

ABSTRACT: In recent years, receptor occupancy has become an important part of pharmacokinetic-
pharmacodynamic (PK-PD) investigation for antibody drugs from preclinical to early clinical stage. The study of receptor 
occupancy is usually based on flow cytometry. Receptor occupancy data directly reflect the degree of drug interaction 
with the target in vivo, which are valuable for the calculation of first-in-human dose, optimal effective dose, dosing 
regimen, etc. Scientific sensitivity and robustness of detection methods and integrity of method validation could all affect 
the trustworthiness of the data. In this article, in the light of the general principles and consensuses of industry and the 
experiences of our lab, considerations for the method development and validation for receptor occupancy are discussed.

Key Words: receptor occupancy; flow cytometry; pharmacodynamics; method validation; biotherapeutics

有率数据可以直观体现药物与体内靶点作用水平的

关系，已经成为部分抗体类药物药动 - 药效学 (PK-
PD) 研究中不可或缺的组成部分 [2—3]。随着靶向

药物研发模式的转变和转化医学模式在整个新药研

发过程中的应用，受体占有率检测对于人体首次剂

量 (FIH) 选择、最优药效剂量选择、给药周期确定

等具有越来越重大的意义 [4]。例如，2006 年，抗

CD28 人源单克隆抗体 (TGN1412) Ⅰ期临床试验

中，由于 FIH 的选择不当引发了灾难性事件，很大

程度上改变了生物药的 FIH 计算的理论基础，以最

低预期生物效应水平 (minimal anticipated biological 
effect level，MABEL) 为依据的方法开始被纳入到
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从临床前到临床的剂量推算中 [5]。受体占有率检

测几乎是一些抗体类药物 MABEL 建立的最佳方

式 [4,6—7]。此外，在临床最优药效剂量和给药周期

的评价上，以 PD-1/PD-L1 为代表的免疫检查点抗

体也全方面利用受体占有率研究数据。在毒性评价

方面，长期最大化受体占有率可能标志着给药过量，

或者长期结合可能导致严重的不良反应甚至产生毒

性 [8—9]。因此，在抗体类药物的临床前及临床研究

中，受体占有率研究越来越受到国内外药物研发企

业、新药审评部门的重视。

目前，抗体类药物的受体占有率检测主要依赖

于流式细胞技术。检测方法的模式选择、方法耐用

性、试剂选择等因素均会在极大程度上影响受体占

有率研究的结果。建立符合作用机制，稳定、耐用、

灵敏的检测方法，对于提高受体占有率数据的可靠

程度具有重大意义。受体占有率作为广泛意义上的

生物标志物，其检测目前国际上的共识是应视具体

情况，采取“符合目的”(fit-for-purpose) 的原则进

行不同程度的验证 [10]。然而，由于流式细胞技术

和受体占有率研究的特殊性，国内对其方法学开发

和验证的重视程度不够，药企和研发机构容易忽视

分析方法学的研究。

本研究根据本实验室的经验，结合国外相关研

发机构一般做法，参考国外学术界的一些共识，对

受体占有率检测分析方法的开发和验证进行了探讨。

1   受体占有率检测方法的开发

1.1   检测模式选择

受体占有率的检测模式选择，需要根据受体本

身的特点和药物特性进行综合判断。目前常用的检

测模式主要有以下 3 种。

1.1.1   通过检测已与受体结合的药物水平和总受体

水平，计算受体占有率 (图 1)
检测与受体结合的药物，可以采用荧光标记的

非竞争性抗药物抗体或与药物 Fc 段特异性结合的

抗体。总受体水平的检测一般有 2 种策略，一是在

样本中加入饱和浓度的药物，随后采用检测与受体

结合药物的方法进行，二是采用与药物具有非竞争

性关系的抗受体抗体进行。后者一般被认为较为直

观和简单，并且在特殊试剂的选择、数据的变异程

度等方面均具有一定优势。

药物；
与药物 Fc 段特异性结合的检测抗体； 与药物特异性结合的检测抗体

与药物具有非竞争关系的抗受体抗体；

A

B-1 B-2

图1

药物；

与药物具有竞争性的抗受体抗体； 与药物具有非竞争性的抗受体抗体

与药物特异性结合的检测抗体；

A

B-1 B-2

图2

药物；

A B

与药物具有竞争性的抗受体抗体

drugcell surface 
receptor

occupied receptor

detection antibody 
binding to drug 
specifically 

total receptor

anti-receptor detection 
antibody non-competitive 
with drug

anti-receptor detection 
antibody competitive 
with drug

free receptor

A ：与药物结合的受体水平 (采用荧光标记的、非竞争性抗药

物抗体进行测定 )，B-1 ：总受体水平 (加入饱和浓度药物，占

据细胞表面全部受体，采用荧光标记的、能够与药物特异性结

合的抗体进行检测 )，B-2 ：总受体水平 (采用荧光标记的、与

药物具有非竞争性的抗受体抗体进行测定 )

图 1   通过检测已与受体结合的药物水平

和总受体水平，计算受体占有率

Fig.1   Calculation of Receptor Occupancy by Detecting 
Drug Levels That Have Been Bound to the Receptors 

and Total Receptor Levels

1.1.2   通过检测游离受体水平和总受体水平，计算

受体占有率 (图 2)
一般分别采用与药物具有竞争性或非竞争性关

系的抗受体抗体，分别检测游离受体水平和总受体

水平。该方法应格外注意抗体试剂的选择，采用与

药物具有竞争性关系的抗受体抗体，其与受体的亲

和力一般不应大于药物本身，以免由于过度竞争而

低估受体占有率水平。当所评价的药物与受体的亲

和力较高且解离很慢时 (Kd 较低 )，也可以考虑采

用荧光或生物素化的药物本身作为检测抗体。

1.1.3   通过检测给药后游离受体水平，与给药前游

离受体水平进行比较来计算受体占有率 (图 3)
在给药后总受体水平检测较为困难时，可以考

虑采用该策略。值得注意的是，该模式的受体占有

率水平无法通过单个样本的检测得到，需要采用受

试个体给药前的数据进行计算。由于抗体类药物半

衰期长，该分析模式对于分析方法耐用性的要求较

高，数据变异的风险较大。
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药物；
与药物 Fc 段特异性结合的检测抗体； 与药物特异性结合的检测抗体

与药物具有非竞争关系的抗受体抗体；

A

B-1 B-2

图1

药物；

与药物具有竞争性的抗受体抗体； 与药物具有非竞争性的抗受体抗体

与药物特异性结合的检测抗体；

A

B-1 B-2

图2

药物；

A B

与药物具有竞争性的抗受体抗体

drugcell surface 
receptor

occupied receptor

detection antibody 
binding to drug 
specifically 

total receptor

anti-receptor detection 
antibody non-competitive 
with drug

anti-receptor detection 
antibody competitive 
with drug

free receptor

A ：总受体水平 (即给药前游离受体水平，采用荧光标记的与

药物具有竞争性的抗受体抗体进行测定 )，B ：给药后游离水平

(采用荧光标记的、与药物具有竞争性的抗受体抗体进行测定 )

图 3   通过检测给药前总受体水平和给药后游离受体

水平，计算受体占有率

Fig.3   Calculation of Receptor Occupancy by Detecting 
Total Receptor Levels before Administration and Free 

Receptor Levels after Administration

1.2   方法开发中的其他因素

受体占有率研究中的理想情况是目标细胞群具

有稳定且较高的受体表达水平。在受体表达水平较

低时，则受体占有率研究对流式细胞仪的灵敏度、

分析方法的稳健程度、荧光基团的选择有更高的要

求 [11]。另外，与药物结合后内化水平高或本身在

细胞表面表达时间短的受体，例如细胞毒 T 淋巴细

胞抗原 -4(CTLA-4)[12]，通常无法进行受体占有率

的评价。

由于血液收集相对容易，受体占有率检测一

般针对不同的血细胞亚群进行分析。例如，免疫检

查点抗体通常用来评价 T 细胞表面的受体占有率

水平。值得注意的是，目标细胞群的选择需要基

于药物的作用机制或数据目的进行判断。例如，在

CD47 抗体的研究中，由于红细胞表面表达 CD47

抗原，治疗后由红细胞枯竭造成的贫血是主要的

不良反应之一 [13] ；在该情况下，除药效靶细胞外，

红细胞的占位水平可以为临床安全性评价提供重要

数据。当靶点在特定组织的细胞表面表达时，评价

靶组织中的占有率水平更有价值。然而，由于实际

操作及伦理问题，靶组织的获得往往十分困难，此

时以血液样本作为替代组织的受体占有率研究也可

以提供有参考价值的数据。

受体占有率研究一般采用新鲜血液样本进行检

测，冻存的外周血单个核细胞 (PMBC) 可能会由于

处理过程影响药物和受体之间的作用平衡，从而导

致数据与新鲜血液样本具有一定差异。根据靶点本

身性质的不同，样本的稳定性可能在几个小时到几

天不等。这对于新药临床试验中全血样品从临床基

地运送至检测中心实验室来说是个巨大的挑战。因

此，在进行方法开发、验证时，也应充分考虑真实

样品的采集和物流因素。

2   方法学验证

受体占有率分析一般采用半定量方法进行，不

使用标准曲线，采用响应信号值 ( 包括但不限于平

均荧光强度、中位荧光强度、百分比等 ) 作为报告

值和计算依据。受体占有率分析方法的验证一般采

取“符合目的”的原则，根据具体应用环境和目的、

目标受体、细胞群等因素衡量验证内容。方法学验

证一般除下述内容外，还应根据技术因素和实际情

况，有针对性地进行相关项目的考察。

2.1   检测范围

检测范围是受体占有率检测中最重要的验证

参数之一。通过在空白样本中，体外加入递增浓度

的受试药物，考察方法的浓度 - 响应关系和响应值

的上下限。受试药物的浓度需要覆盖浓度响应曲线

的上下平台，并在一定浓度范围内表现出明显的浓

度 - 响应关系曲线。

2.2   精密度

建议设置 3 ～ 6 个不同浓度的加样样品，进行

批内精密度和批间精密度考察。批内精密度是对同

一分析批中的样品进行评价，批间精密度应在数日

内，对不同分析批中的验证样品进行评价。采用受

A ：游离受体水平 (采用荧光标记的、与药物具有竞争性关系

的抗受体抗体进行测定 )，B-1 ：总受体水平 (加入饱和浓度药

物，占据细胞表面全部受体，采用荧光标记的、能够与药物特

异性结合的抗体进行检测)，B-2：总受体水平(采用荧光标记的、

与药物具有非竞争性关系的抗受体抗体进行测定 )

图 2   通过检测游离受体水平和总受体水平，

计算受体占有率

Fig.2   Calculation of Receptor Occupancy by Detecting 
the Levels of Free Receptor and Total Receptor

药物；
与药物 Fc 段特异性结合的检测抗体； 与药物特异性结合的检测抗体

与药物具有非竞争关系的抗受体抗体；

A

B-1 B-2

图1

药物；

与药物具有竞争性的抗受体抗体； 与药物具有非竞争性的抗受体抗体

与药物特异性结合的检测抗体；

A

B-1 B-2

图2

药物；

A B

与药物具有竞争性的抗受体抗体
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体占有率的变异系数 (CV/％ ) 作为精密度评价标

准，根据方法和受体表达量的不同，接收标准一般

可以设定为 25％或更低 [2]。

2.3   生物变异程度

验证阶段对个体内、个体间的变异程度进行考

察，有助于理解和评估真实检测样本的数据，或帮

助设定样本检测时的接受标准。建议在多个健康和

( 或 ) 疾病个体中考察饱和受体水平和 ( 或 ) 游离

受体水平的响应值，评价可能的变异程度。该验证

的目的是考察生物学固有的属性信息，因而无需设

立接受标准。

2.4   特异性

当使用的抗体试剂与受试药物有明确的竞争或

非竞争关系时，则应进行相关特异性验证。对于竞

争性试剂，在加入递增浓度的药物后，受试样品的

响应值应表现出明显上升或下降的趋势。对于非竞

争性试剂，加入递增浓度的药物后，受试样品响应

值与未加入药物样本响应值的相对偏差应控制在某

一范围内 (例如 25％ )。

2.5   稳定性

受体占有率样本通常很难在采集后立即进行分

析，因此评估从样本收集到分析的时间对受体占有

率水平的影响十分重要。可以通过新鲜采集的加样

样本 ( 基准值 ) 与加样样本在不同条件下保存一段

时间后的受体占有率的相对偏差 (RE/％ )来进行评

估。试验设计需要至少 3 ～ 5 个个体样本，建议稳

定性评估应该包括至少 1 个超出预期最佳样本处理

时间的时间点来建立稳定性下降时的分界点。稳定

性试验的设计，应尽可能模拟试验样本移交的真实

条件和突发可能性。一般情况下，稳定性样本与立

即检测的结果的 RE 不大于 25％，可以认为条件下

样本稳定 [2]。如果样本稳定性不能得到有效的控制，

则可能需要重新考虑和评估样本的采集、运输和处

理过程，例如在临床基地收集样品之后立即染色和

固定。

此外，还需要通过考察处理后样本稳定性，评

估从样本处理后 ( 例如裂红、染色等过程 ) 到上机

检测期间内可能的不稳定因素。

2.6   其他验证项目

根据流式细胞技术的特点，需要考察一些专

属的验证项目。例如，多色流式荧光技术通常采用

调节荧光补偿的方式解决不同通道间的荧光溢漏问

题，在验证中应采用 N-1 染色样本对设置补偿参数

后的溢漏程度进行考察 [14]。对于具有连续进样功能

的流式细胞仪，应评估连续进样测定时的残留程度。

2.7   数据校正

由于仪器、处理过程和样本原因，不同人

员、不同日期测得的响应值不可避免地具有一定

变异。因此，在数据采集和分析时，采取适当的

措施评估非特异性响应或进行数据校正十分重要。

在受体占有率试验中，可以使用 isotype control、
FMO(fluorescence minus one) 或非特异性染色等对

照样本确定非特异性结合水平，并对样本的响应值

进行校正。此外，在验证和试验期间，比较仪器质

控试剂的数据，可以帮助评估流式细胞仪的数据的

变异。

3   受体占有率数据的理解和应用

尽管受体占有率数据可以直观反映药物与靶点

作用的程度，然而数据的解释和利用还应综合评估

药物作用机制以及其他的影响因素 [15]。药物的作

用机制不同，药效不同，受体占有率水平也会不同。

对封闭细胞表面受体而不损伤靶细胞的拮抗药，阻

断下游受体信号通常需要较高的占有率水平，因而

受体占有率水平与药效关系密切；当药物的作用机

制为对靶细胞有杀伤作用时，占有率水平可能仅能

在靶细胞被消耗前的极短时间内进行评估，而且高

占有率水平通常不是必须的；当药物为受体激动药

时，很低的占有率水平就可能产生最大信号，因此

下游通路的信号可能与药效动力学更为相关。

抗药物抗体 (ADA) 的产生可能会让数据的解

释变得复杂 [3,16]。例如，当检测游离受体的竞争性

抗体与药物具有类似的序列时，ADA 可能会与检

测试剂结合，从而低估游离受体水平，在药物已被

完全清除时也将会得到很高占有率的结果。因此在

分析数据时，要综合考虑 PK、ADA 和 RO 的结果，

并且充分考虑影响检测方法的因素。
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临床前研究中，受体占有率研究一般在相关种

属动物中进行。由于不同种属动物的靶点亲和力水

平、受体目标细胞的表达量等均可能与人不一致，

受体占有率数据并不应该直接外推至人。应该充分

结合 PK、PD 和相关的体外数据，采用数学建模的

方式，科学地进行预测。

4   结论与展望

受体占有率研究已经被广泛用于 PK-PD 研究、

毒性评价等方面。通过规范检测模式设计和进行充

分的方法学验证，可以充分提高受体占有率结果的

可信度，加速相关药物在 FIH 及最佳药效剂量预测

等方面的进度。可以预见，更灵敏的受体占有率检

测方法可能会具有更大的数据应用潜力。目前，受

体占有率研究基本上还处于半定量阶段，未来通过

磁珠技术和绝对细胞计数技术，可以实现体内靶细

胞受体数量的精确定量。采用定量药理学的手段，

通过将总受体和占位受体的绝对定量数据、血药浓

度、药物生物活性、生物标志物数据进行整合，可

以为未来精准医疗时代的个性化用药提供重要的参

考依据。
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