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R1= Cl, H, CH3OCH2, CH3等;
R2= H, i-PrO, PhO, PhS等;
R3= H, PhCH2O, i-PrO等 ;
R4= H;
R5= CH3, HOCH2, i-Pr, Bn等;
R6= H, CH3

WR1= CH3O, OH, NH2, (CH3)2N等;
R2= H, i-PrO;
R3= H, i-PrO

R1= H, i-PrO;
R2= H, i-PrO

R1= Br, Cl, H, 4-CH3OPhS, PhNH2, CH3等;
R2= PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R3= H, PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R4= H, Ph;
R5= H, Ph; 
R6= OH, CH3O, EtO, Ph, PhCH2O等;
R7= H, CH3, CH2COOH
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This process technology has several advantages such as cheap material and high yield in the industrial production.

Design of synthesis

1.Selecting a cyclized site and 
choose the first amino
2.Choose the condensation 
reagent
3.Determine the order of 
cutting and protection

Analysis and purification

1.RP-HPLC analysis
2.RP-HPLC purification
3.mass spectrometry and 
nuclear magnetism analysis

Solid-phase synthesis

1.linear peptide synthesis
2.Remove ,cyclization and 
deprotection
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A new synthetic route of trifluoromide was reported, and the total yield was 63.9%. 
It provided a better choice for industrial production.
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The inhibition zone was displayed after the assay plates was placed for 0 d, 3 d, 7 d, 10 d and 14 d in 4℃.
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淀粉样病变是一种细胞外不溶性蛋白沉积于

人体的脑、心、肝、胰腺、肾、肺等重要器官组织

的病理过程，可引起组织器官的结构损伤和功能障

碍，是一种可以由多种因素和机制所导致的疾病 [1]。

Aβ 和 AL 均为淀粉样纤维化聚集物的主要成分，与

抗 Aβ和 AL 双抗原的单克隆抗体亲和力与活性检测方法的建立

白婧怡
1
，边延林

1
，马步勇

2
，张宝红

1
，朱建伟

1*
(1. 上海交通大学药学院，细胞工程及抗体药物教育部工程研究中心，上海 200240；2. 美国国立卫生研究院，马里兰州 21702)

摘要：随着靶向 β- 淀粉样蛋白 (β-amyloid，Aβ) 和淀粉样蛋白轻链 (amyloid light chain，AL) 单克隆抗体的开发，建立

一种有效的抗 Aβ 和 AL 单克隆抗体亲和力及其生物活性检测方法十分必要。Crenezumab 是基于 Aβ 靶点研制的 IgG4 型

全人源化抗 Aβ 单克隆抗体，对 Aβ 寡聚体具有较强的亲和力。前期计算机方法模拟抗体抗原分子结合试验证实，可能设

计 1 种新型的抗体对 2 种抗原均有结合力和生物活性。本文基于研发同时具备抗 Aβ 和 AL 2 种抗原新型抗体的需求出发，

以 Crenezumab 为例，建立间接 ELISA 方法，并用该方法分别检测 Crenezumab 抗体对 Aβ 寡聚体和 AL 纤维的亲和力。

进一步建立 SH-SY5Y 细胞活性实验方法和 ThT 荧光分析方法，分别检测 Crenezumab 对 Aβ 和 AL 抗原的生物活性。本

研究建立的检测方法可为同时靶向 Aβ 和 AL 的抗体的药学初步研究提供检测方法。

关键词：单克隆抗体；β- 淀粉样蛋白；淀粉样蛋白轻链；亲和力；生物活性
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Establishment of Affinity and Bioactivity Analysis Methods for
Monoclonal Antibody Targeting Aβ and AL

BAI Jingyi1, BIAN Yanlin1, MA Buyong2, ZHANG Baohong1, ZHU Jianwei1*
(1. Engineering Research Center of Cell & Therapeutic Antibody, MOE, School of Pharmacy, Shanghai Jiao Tong University, 

Shanghai 200240；2. National Institutes of Health, Maryland 21702)

ABSTRACT: With the development of monoclonal antibodies targeting β-amyloid (Aβ) and amyloid light chain 
(AL), it is necessary to establish effective analytical methods for the anti- Aβ and AL antibody affinity and bioactivity 
assay. In this report we have used Crenezumab, a fully humanized IgG4 anti-Aβ monoclonal antibody (mAb) with 
relatively high affinity to Aβ oligomers, as a model to establish ELISA and cell based activity assays. Our previous 
research of antigen-antibody binding simulation using computational method indicated that it was possible to mutate the 
existing mAb to generate novel antibody mutants with modified affinity and bioactivity to the Aβ and AL, which may 
create novel mAbs targeting both antigens. To facilitate screening the novel antibodies targeting both Aβ and AL, we 
established indirect ELISA method for quick affinity measurement of the mAb to Aβ oligomers and AL fibrils. The results 
demonstrated assay reproducibility and reliability. Furthermore, cytotoxicity assay in SH-SY5Y neuroblastoma cell line 
and ThT fluorescence test were established for the antibody bioactivity detection to Aβ and AL to show cell toxicity of 
Crenezumab to Aβ42 oligomers and inhibitory effect of AL fibrillogenesis by Crenezumab. So, both critical methods were 
successfully established and be applied to the screening and preliminary bioactivity assay of novel monoclonal antibodies 
targeting Aβ and AL.

Key Words: monoclonal antibody; β-amyloid; amyloid light chain; affinity; bioactivity



中国医药工业杂志  Chinese Journal of  Pharmaceuticals 2019, 50(11)                                           ·    ·1291

淀粉样病变的发病机制相关，两者在人体组织器官

中的错误折叠和沉积可能导致局部性或系统性淀粉

样病变 [2]。因此，Aβ 和 AL 如今已经成为治疗此

类疾病的作用靶点。目前，开发以 Aβ 或 AL 为靶

点的抗体药物被视为治疗淀粉样病变的潜在有效临

床方案，此类抗体的应用可以实现对淀粉样蛋白聚

集体的清除或抑制其聚集过程，降低其对细胞的毒

性作用，从而达到治疗疾病的效果。近年来，已有

较多临床或临床前靶向淀粉样蛋白抗体的免疫治疗

研究报道 [3—5]。

Crenezumab 是美国 Genentech 公司研发的一

种具有 IgG4 型抗体骨架结构的全人源化单克隆抗

体药物，其主要的识别位点是寡聚态、纤维态的

Aβ，而对 Aβ 单体分子结合较弱。我们前期利用计

算机方法进行了抗原 - 抗体结合模拟实验，对 Aβ、

AL 的分子结构及抗原 - 抗体的识别位点进行了研

究 [6—7]。结果表明，有望在 Crenezumab 的基础上

进行改造，开发出对 Aβ 和 AL 两种抗原均有亲和

力和生物活性的新型单克隆抗体。开发同时抗 Aβ

和 AL 单克隆抗体具有良好的临床应用前景，因此，

建立一套准确有效的抗原 - 抗体亲和力和抗体生物

活性检测方法十分重要。本研究基于新型靶向 Aβ

和 AL 单克隆抗体的开发需求，以 Crenezumab 为例，

成功建立了抗 Aβ 和 AL 单克隆抗体的亲和力和生

物活性检测方法。

1   仪器与材料

1.1   实验材料

Crenezumab 序列根据专利序列合成，抗体为本实验室

制备；Aβ42 多肽与 AL 多肽由吉尔生化 ( 上海 ) 有限公司

合成，序列如下：

Aβ42 DAEFRHDSGYEvHHQKLvFFAEDvGSNKGAII

GLMvGGvvIA、

AL DIvMTQSPDSLAvSLGE RATINCKSSQSvL ；

人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 细胞购于 ATCC。

1.2   仪器与试剂

LRH-70F 型生化培养仪 ( 上海天呈仪器制造有限公

司 )；CO2 细胞培养箱 (美国 ThermoFisher Scientific 公司 )；

多功能酶标仪 ( 瑞士 Tecan 公司 )；超声波细胞粉碎机 ( 宁

波新芝生物科技有限公司 )；细胞计数仪 ( 中国瑞云生物技

术有限公司 )；倒置显微镜 (日本 Nikon 公司 )。

HRP 标记驴抗人 IgGγ 单克隆抗体购自美国 Jackson 公

司；CCK-8 试剂盒购自东仁化学科技 ( 上海 ) 有限公司；

六氟异丙醇、二甲亚砜 (DMSO)、硫黄素 T 均购自上海麦

克林公司；DMEM 培养基、FBS、细胞培养双抗、胰酶均

购自美国 Gibco 公司。

2   方法和结果

2.1   Aβ42 寡聚体和 AL 纤维的制备

Aβ42 寡聚体由 Aβ42 单体制备合成。向 1 mg 
Aβ42 合成多肽干粉中加入 1 ml 冰预冷的六氟异丙

醇 (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol，HFIP)，室温

孵育 60 min 使 Aβ42 溶解完全。将溶解后的多肽按

照每 1 管 150 µl 分装后重新放回冰上，放置 5 ～

10 min 后移至通风橱内，打开盖子使 HFIP 挥发。

用氮气吹干残余 HFIP，管底形成透明的 Aβ 肽膜。

将每管中的肽膜用 6 µl 新鲜无水的 DMSO 完全溶

解，并用磷酸缓冲盐溶液 (PBS) 稀释至多肽浓度为

100 µmol/L。将以上溶液置 4 ℃孵育 24 h，4 ℃离

心 (13 000×g) 并收取上清。

AL 纤维由 AL 单体制备合成。将 1 mg AL 合

成多肽干粉溶于 1 ml含有 0.1％叠氮化钠的 PBS 中，

得到浓度为 1 mg/ml 的溶液。经 0.2 µm 滤膜过滤，

除去已经形成的 AL 聚集体。将溶液置 15 ml 离心

管中，置摇床以 37 ℃、225 r/min 条件孵育 14 d，
室温离心 (20 800×g)30 min，PBS 重悬，用超声波

细胞粉碎仪以 200 W 功率、2 秒的停顿时间间隔持

续超声 5 min，使 AL 纤维均匀分散于 PBS 中。

2.2   抗体亲和力的 ELISA 法检测

Aβ42 寡聚体和 AL 纤维制备完成后，以

Crenezumab 抗 体 为 例， 用 ELISA 方 法 检 测

Crenezumab 对 Aβ42 寡聚体和 AL 纤维 2 种抗原的

亲和力。

ELISA 法检测抗体亲和力的方法如下。用

0.05 mol/L、pH 9.6 的碳酸盐包被缓冲液稀释制备好

的 Aβ42 寡聚体或 AL 纤维，使其浓度为 500 ng/ml，
向每个 96 孔板的反应孔中加入 100 µl，4 ℃过夜进

行抗原包被。d2 弃去孔内溶液，加入 300 µl 磷酸
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盐Tween缓冲液(PBST，PBS+0.5％ Tween 20)洗涤。

向每孔内加入 100 µl 的 1％牛血清白蛋白 (BSA)，

37 ℃放置封闭 1 h。封闭结束后，用 PBST 反复洗

涤 3 次。用 PBS 将待检抗体进行梯度稀释，向每孔

中加入 100 µl 待检样品，37 ℃放置孵育 2 h。孵育

结束后，用 PBST 反复洗涤 3 ～ 4 次；用 0.1％的

BSA 稀释 HRP 标记驴抗人 IgGγ 单克隆抗体 (1 ∶

3 000)，每孔加入 100 µl，37 ℃孵育 1 h ；孵育结束

后，用 PBST 洗涤，向加样孔中加入 100 µl 四甲基

联苯胺 (TMB) 工作液，避光、室温放置显色 10 ～

30 min。每孔加入 100 µl 终止液 (2 mol/L 硫酸 )，

轻轻叩击板子，使孔中液体充分混匀，颜色由蓝色

变为黄色。30 min 内使用酶标仪检测 450 和 630 nm

波长处的 OD 值，用 2 个波长处测得的 OD 值相减，

得到最终结果 OD(450 － 630)。

ELISA 结果如图 1A 和图 1B 所示 (Bar 值代表

ELISA 测量复孔间的 SEM 值 )。本实验中建立的

ELISA 检测原理是将 Crenezumab 作为一抗，HRP

标记抗体作为二抗，当酶标二抗与 Crenezumab 进

行结合后加入 TMB 工作液显色，从而根据显色深

浅定性分析 Crenezumab 与抗原的结合能力。图 1

显示，当抗原、抗体浓度一定时，对应以 Aβ42 寡

聚体为抗原的 ELISA 检测 OD 值高于以 AL 纤维为

抗原的检测 OD 值，说明 Crenezumab 与 Aβ42 寡聚

体和 AL 纤维均具有亲和力，并且对 Aβ42 寡聚体

的亲和力更强。同时，所建立的 ELISA 方法中抗

原包被量和抗体稀释倍数适合，方法具有较好的敏

感性和特异性，复孔误差值较小，重复性高。

2.3   抗体对 Aβ42 寡聚体的生物活性检测

Aβ 多肽的寡聚体形式对 SH-SY5Y 细胞的毒

性作用已有文献报道 [8—9]，因此建立 SH-SY5Y 细

胞实验模型进行细胞活性实验，目的是通过检测

Crenezumab 的加入对 Aβ42 寡聚体产生的细胞毒性

的影响来分析抗体对 Aβ42 寡聚体形成产生的抑制

作用，从而检测抗体对 Aβ 的生物活性。

人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 在添加 10％ (v/
v)FBS、1％ (v/v) 细胞培养双抗的 DMEM 培养基

中培养，每 2 ～ 3 d 按照 1 ∶ 3 进行细胞传代。细

胞活性试验开始前，进行细胞活力检测和细胞计数，

当测得细胞活率达到 95％以上时，进行细胞活性实

验。用 SH-SY5Y 细胞的完全培养基将细胞重新悬

浮，使细胞密度为 5×104 cells/ml，以 100 µl 体积进

行细胞铺板，使细胞 96 孔板每孔平均约 5 000 个细

胞，每孔培养体积为 100 µl。将 96 孔板置 37 ℃、

5％ CO2 中培养过夜 (16 ～ 20 h)，使细胞贴壁。

在 4 µmol/L Aβ42 寡聚体作用浓度条件下，检

测不同浓度梯度下 Crenezumab 抗体对 Aβ42 细胞毒

性作用的抑制效果。将 SH-SY5Y 细胞以每孔 5 000 
cells 的密度接种于 96 孔板，待细胞贴壁后吸弃培

养基，用 DMEM 培养基配 4 µmol/L 的 Aβ42 寡聚

体稀释液，向孔板每孔内各加入 100 µl。用 PBS

缓冲液稀释 Crenezumab 抗体，将一定体积的抗体

各浓度稀释液分别加入已含有 4 µmol/L Aβ42 寡聚

体 100 µl 的孔中，至抗体浓度为 0.5、0.1、0.05、

A ：抗体对 Aβ42 寡聚体的亲和力检测，B ：抗体对 AL 纤维的亲和力检测

图 1   Crenezumab 抗体亲和力 ELISA 检测

Fig.1   Affinity Analysis of Crenezumab by ELISA
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0.02 mg/ml 共 4 个梯度。设置空白对照，并设置 3

个复孔。将孔板置 37 ℃、5％ CO2 中继续培养 48 h。
孵育结束后，用 CCK-8 试剂盒测定细胞活力，试验

结果见图 2(Bar 值代表 CCK-8 测量复孔间的 SEM

值，采用配对学生 t 检验进行统计学分析 )。由图中

可以看出，Crenezumab 的加入相比空白对照显著降

低了 Aβ42 寡聚体的 SH-SY5Y 细胞毒性作用，并呈

现出一定的量效依赖性，说明抗体对 Aβ 多肽的体

外聚集具有抑制作用，对 Aβ 具有生物活性。
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图 2   Crenezumab 对 Aβ42 寡聚体的细胞活性检测

Fig.2   Cell Toxicity Assays of Crenezumab to Aβ42 Oligomers

2.4   抗体对 AL 纤维的生物活性检测

荧光染料硫代黄素 T(ThT) 具有可以与淀粉样

蛋白纤维中的反向平行的 β 折叠结构特异性结合

的特点。当其与 β 折叠结合时，可以在 450 nm 处

被激发，在 482 nm 处产生荧光信号，而未结合的

ThT 则不会产生荧光信号 [10]。由于这一特征，ThT

可被应用于淀粉样蛋白的鉴定和定量测定，从而研

究淀粉样蛋白在体外的纤维化过程。

将 1 ml 新鲜配制的 PBSA(含 0.05％叠氮化钠)

加入装有 1 mg AL 多肽干粉的离心管中，使多肽干

粉完全溶解，制备浓度为 1 mg/ml 的 AL 单体。溶

解后，经 0.22 µm 滤膜过滤除去已经形成的纤维沉

淀，将多肽溶液分装后贮存于 -80 ℃。试验开始前，

用 PBSA 将 AL 单体稀释为 0.4 mg/ml，置冰上备用。

向每个 1.5 ml EP 管中分别加入 100 µl 0.4 mg/ml 的
AL 溶液和 100 µl 不同浓度梯度的不同抗体稀释液，

使管内 AL 单体终浓度为 0.2 mg/ml，抗体梯度浓度

分别为 2、1、0.5 µmol/L，并设置阴性对照。将全

部 EP 管均置于 37 ℃、240 r/min 摇床中，连续反

应 72 h。
用超纯水将 ThT 粉末避光溶解完全，制得

2 mmol/L 的 ThT 溶液，经 0.22 µm 滤膜过滤除去

未溶解杂质，分装贮存于 -20 ℃。72 h 反应结束

后，用超纯水将 ThT 溶液稀释至 5 µmol/L，并分别

取一定体积的反应产物加入 ThT 溶液，使其与 ThT

的摩尔浓度之比约为 1 ∶ 2，以防止荧光染料出现

猝灭或灵敏度降低现象。吹打混匀后在室温条件下

避光放置 30 min。取 96 孔黑壁透明底低吸附半区

板，将孵育后的每种反应产物 AL 纤维与 ThT 的混

合液向孔板中每孔加入 50 µl，设置 3 个复孔。打

开多功能酶标仪，设定激发波长为 450 nm，发射波

长为 482 nm，选择底部测量模式，每孔数据读取 5

次，后将 96 孔板放入酶标仪开始读数，结果见图

3(Bar 值代表 CCK-8 测量复孔间的 SEM 值，采用

配对学生 t 检验进行统计学分析 )。由图中可以看

出，加入 Crenezumab 抗体的试验组荧光检测值相

比加入 PBS 的对照组荧光检测值有显著降低，说明

抗体能够有效抑制 AL 单体在体外的纤维化过程，

且呈现出量效依赖性。当抗体浓度为 0.5 µmol/L 时，

ThT 荧光检测值与对照组相比出现小幅度上升，该

结果与在其他利用 ThT 荧光检测法间接检测淀粉样

蛋白聚集结果相符，推测当抗体浓度较低时，其加

入无法有效抑制 AL 的纤维化过程，且可能导致其

与 AL 的结合结构暴露出更多的 β 折叠结构，导致

ThT 荧光检测值的小幅上升 [11]。
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图 3   ThT 荧光法检测 Crenezumab 对 AL 纤维形成

的抑制作用

Fig.3   Inhibition of AL Fibrillogenesis by Crenezumab 
Measured with ThT Fluorescence 
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3   讨论

本研究以 Crenezumab 为例，建立了抗 Aβ 和

AL 单克隆抗体的抗原 - 抗体亲和力和抗体生物活

性检测方法。检测抗体对抗原的亲和力普遍应用

的试验方法是 ELISA 和 SPR 法。SPR 法具有更

高的灵敏度和准确性，能够实现抗体 - 抗原分子

相互作用响应值的实时监控，但价格较为昂贵。

ELISA 方法更加经济、高效，可以用于高通量的

抗原 - 抗体亲和力筛选。Ultsch 等利用 SPR 法分

别检测了 Crenezumab 对 Aβ 单体和寡聚体 2 种抗

原的亲和力 [12]，结果与此前发表的 ELISA 法结

果一致。对比 2 种方法，SPR 法更加显著地体现

出 Crenezumab 对 2 种抗原的亲和力差异，且可定

量分析抗体对 2 种抗原的亲和力常数 (KD)，说

明 SPR 法具有更高的灵敏度。但由于 ELISA 法具

有更加经济、简便的优势，本研究使用了快速有

效的间接 ELISA 法，进行 Crenezumab 抗体对 A 

寡聚体和 AL 纤维的亲和力检测，结果表明

Crenezumab 对 Aβ42 寡聚体和 AL 纤维均具有亲和

力。进一步，通过建立 SH-SY5Y 细胞活性试验方

法和 ThT 荧光分析方法，检测 Crenezumab 对 Aβ

和 AL 抗原的生物活性。尚未见报道有关抗 AL 抗

体体外活性研究的细胞模型，动物体内试验为检测

抗体生物活性的主要方法 [13—14]。因此，为了初步

检测抗体对 AL 纤维的生物活性，利用 ThT 荧光染

料与淀粉样蛋白纤维中的 β 折叠结构选择性结合的

特性，通过测定 ThT 在与 AL 体外纤维化产物结合

后在 450 nm 处激发，482 nm 处发射条件下的荧光

值，进行 AL 体外成纤维试验，间接检测 AL 纤维

的生成情况。生物活性试验结果表明，Crenezumab

对 Aβ 和 AL 均表现出生物活性，在一定程度上能

够抑制 Aβ42 和 AL 多肽的体外聚集过程。本研究

建立了简单快捷的初步亲和力和体外生物活性的检

测方法，可以有效提高抗 Aβ 和 AL 单克隆抗体的

初步检测效率，快速筛选具有开发潜力的候选治疗

药物，为候选药物的体内试验，例如向 BALB/c 小

鼠体内注射人源 AL 或 ATTR 提取物 [15] 等研究提

供候选药物的快速筛选方法。

对于淀粉样病变的临床治疗方案，靶向淀粉样

蛋白的抗体药物的使用提供了一种新型思路，其目

的是清除或减少器官或组织中的病理性蛋白纤维沉

积。本研究中描述的抗体 - 抗原亲和力与生物活性

检测方法特异性强、灵敏度高、误差范围小，可被

应用于新型靶向 Aβ 和 AL 两种抗原的单克隆抗体

的开发研究，为此类抗体的药学初步研究提供检测

方法参考。
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