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摘   要：自 1986 年 OKT3 作为第一个治疗性单克隆抗体获批上市后，抗体技术及抗体药物迅猛发

展。单克隆抗体、抗体片段、双 (多 )特异性抗体、融合蛋白、纳米抗体以及抗体偶联药物

(antibody-drug conjugates, ADCs)等推陈出新，在肿瘤、血液、免疫、呼吸和代谢等相关疾病的治疗

领域发挥着举足轻重的作用。抗体药物的发现过程，是通过多轮生物学功能评估和可成药性评估，

筛选出具有安全、有效、稳定和可工艺放大的最佳候选序列，从而提高药物开发和临床研究的效率

及成功率。抗体药物发现阶段的“成药性筛选与评估”已日益受到关注和重视，从药物发现和设计、

先导分子筛选到候选分子确认，可及时发现分子潜在的物理化学风险因素，并评估可控性，保证后

续药物开发过程中的质量稳定性。本文对抗体发现阶段的成药性筛选评估流程进行了分类和定义，

涉及单克隆抗体、双特异性抗体、纳米抗体和 ADCs 等相关技术和药物形式，同时总结了成药性筛

选评估中应重点关注的质量属性和高通量检测技术；系统性地阐述成药性开发流程和策略，为不断

涌现的创新型药物的成药性筛选评估提供参考，大幅提高抗体药物开发的效率和成功率。 
关键词：抗体；发现；成药性；筛选与评估；高通量检测技术 
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Abstract: Since the approval of OKT3 as the first therapeutic monoclonal antibody in 1986, 
there has been rapid development in antibody technology and antibody drugs. Monoclonal 
antibodies, antibody fragments, bi (multi) specific antibodies, fusion proteins, nanobodies, and 
antibody-drug conjugates (ADCs) have been introduced and play a significant role in the 
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treatment of oncology, hematology, immunology, respiratory, metabolic and other related 
diseases. The process of antibody drug discovery involves multiple rounds of biological 
function and druggability assessments to identify the best candidate sequences that are safe, 
effective, stable, and scalable. This lays the foundation for the efficiency and success of drug 
development and clinical studies. In the phase of antibody drug discovery, “druggability 
screening and evaluation” has received increasing attention. It involves drug discovery and 
design, screening and optimization of lead molecules as well as the validation of candidate 
molecules, with the aim of detecting potential physicochemical risk factors and evaluating 
controllability to ensure the quality stability of the subsequent drug development process. This 
paper classifies and defines the process of druggability screening and evaluation in the antibody 
discovery phase, covering monoclonal antibodies, bispecific antibodies, nanobodies, ADCs and 
other related technologies and drug forms. It also summarizes the quality attributes and 
high-throughput detection technology that should be emphasized in the druggability screening 
and evaluation. The systematic elaboration of the druggability development process and strategy 
provides a reference for the druggability screening and evaluation of emerging innovative drugs, 
significantly improving the efficiency and success rate of antibody drug development. 
Keywords: antibody; discovery; druggability; screening and evaluation; high-throughput detection 
technology 

 
近年来，各类抗体药物大量获批上市，因其

具有高目标特异性、低免疫原性和长效药代动力

学等优势，抗体药物在人类各个疾病治疗领域得

到广泛应用[1]。随着现代生物技术的发展，抗体

发现平台日渐成熟，具有特定功能的生物大分子

不断被发现。但是抗体药物在研发过程中仍然有

着较高的失败率[2]，使得最终获批上市的药物数

量十分有限，究其原因在于分子本身的一些固有

特性如容易聚集、稳定性差、溶解度差等，使工

艺开发、制剂开发、运输和储存等阶段面临困难，

导致最终难以成药[3]。这就要求在早期分子筛选

的过程中通过相关体外方法对分子的均一性、稳

定性、溶解度及特异性进行评估[2]，筛选优势分

子，掌握候选分子的潜在风险因素，减少在后续

的研发过程中因分子自身不佳的属性导致失败，

该过程即为抗体药物的成药性评价。 
成药性评价主要通过一系列高通量的技术

手段，对抗体的一级结构、翻译后修饰、聚体和

片段、电荷异质性、疏水性、构象稳定性、胶体

稳定性、溶解度、黏度、蛋白质-蛋白质相互作

用、非特异性相互作用、表位竞争和亲和力等方

面进行多维度的分析，筛选出最佳的候选分子，

确保在后续的开发中具有较为稳定的性质，从源

头上保证产品的质量。本文对抗体成药性筛选和

评价的不同阶段进行了系统性的分类和定义，并

对筛选流程进行了优化，在各阶段设置合适的评

估策略，辅助候选药物的快速开发；同时阐述了

抗体发现阶段应重点评估的质量属性以及配套

的高精度和高通量自动化检测技术，以期为加速

抗体药物发现阶段的成药性筛选与评价过程提

供思路与支持。 

1  成药性筛选与评估流程 
传统上，抗体药物发现阶段的筛选过程被认
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为是漏斗型筛选[3-4]，通过杂交瘤技术、展示技

术(噬菌体展示、细胞表面展示、无细胞分子展

示技术)、人源抗体转基因小鼠和人单 B 细胞测

序等技术，获得数量庞大的候选序列，以与目标

种属蛋白特异性结合、功能活性等评价方法作为

主要评价策略进行多轮筛选。但目前越来越多的

研究者将成药性评价提前至抗体药物发现阶段，

有利于尽早评估和解决候选药物的可开发性问

题，最终获得一个均一、稳定、安全、有效和可

放大生产的候选序列，提高药物开发的成功率和

效率。本文将抗体药物早期发现阶段的成药性筛

选流程划分为成药性初期评价、成药性筛选和成

药性评估 3 个阶段。成药性初期评价和筛选阶

段，样品种类多、数量大，综合时间进度和有限

的资源，采用倒漏斗型筛选策略，选择少量且关

键的质量属性进行评价，同时配合高通量技术加

快评估流程；对中后期筛选出的分子，应进行多

维度且较为全面的质量属性的表征；对最终筛选

出的分子，应增加加压实验等研究，以获得更为

全面的分子属性。值得注意的是，在抗体药物发

现阶段，成药性筛选评估没有绝对的标准对候选

分子进行剔除，而是对候选分子综合评估后，打

分排序(如风险等级按高、中、低排序)，帮助及

时了解候选药物的分子属性和潜在风险因素，掌

握控制要点，便于后续工艺和制剂的开发[1,5]。 

1.1  成药性初期评价 
非人源的抗体候选序列(如杂交瘤筛选技

术)获得后，需先构建为嵌合抗体，即对候选序

列进行恒定区人源 IgG1 或 IgG4 代替，使用哺

乳动物细胞系(人源胚胎肾细胞、中国仓鼠卵巢

细胞等)表达；对于筛选获得的人源序列，可以

直接进行质粒构建和表达；对于抗原结合片段库

(fragment of antigen binding, Fab)、单链抗体可变

区基因片段库 (single chain variable fragment, 
scFv)和单域抗体库(single domain antibody, dAb)

筛选得到的序列，可以制备成 IgG-like 的形式，

也可以选择合适的表达体系进行单独表达。此阶

段的表达方式一般为瞬转表达，有利于快速获得

小体系样本，经高通量(正压、负压或者磁力装

置)设备纯化，得到具有一定纯度的样品。 
此阶段是以活性筛选策略为主，包括结合活

性 [ 酶 联 免 疫 吸 附 技 术 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)、流式细胞技术

(flow cytometry, FCM)]和功能活性(天然细胞、工

程细胞)，还可以借助高通量分子相互作用仪，

如基于表面等离子共振技术 (surface plasmon 
resonance, SPR)的 BiacoreTM 8K 系列仪器或者基

于生物膜干涉技术(bio-layer interferometry, BLI)
的 Octet® BLI 系列仪器，检测与目标种属靶抗原

的特异性、亲和力、结合动力学和表位竞争等。

在保证项目进度的前提下，可选择关键物理化学

属性进行成药性初期评价，包括表达量和纯度。

纯度可通过高通量技术进行检测，如体积排阻色

谱-高效液相色谱(size exclusion-high performance 
liquid chromatography, SEC-HPLC)法、十二烷基

硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE)法或毛细管凝胶电泳-十二烷基硫酸

钠 (capillary electrophoresis-sodium dodecyl 
sulfate, CE-SDS) (如 Labchip®系列仪器)法等。瞬

转表达量与稳转表达量具有一定的相关性，筛选

高表达量的分子，同时选择不易形成聚集或降解

的分子，不仅可以降低后期生产成本，还代表着

具有更优的构象稳定性和胶体稳定性，也为体外

活性检测奠定基础，避免因聚集体或降解物过多

导致结果失真。 
筛选出的序列若用于制备双特异性抗体，应

在此阶段进行组装考察，评价活性和稳定性，可

以通过构建质粒表达，也可以借助体外重组技术

完成。评估项目包括表达量、纯度和活性，值得
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注意的是：纯度检测项应根据分子及其变异体性

质的差异选择合适的评价策略，如可根据电荷差

异通过离子色谱-高效液相色谱(ion exchange- 
high performance liquid chromatography, IEX- 
HPLC)和成像毛细管等电聚焦(imaged capillary 
isoelectric focusing, iCIEF)等方法进行表征，也

可根据分子量大小通过 SEC-HPLC 和毛细管凝

胶电泳法表征；筛选出的序列若用于制备抗体

偶联药物(antibody-drug conjugates, ADCs)，可

在此阶段进行偶联，评价分子偶联效率和稳定

性，如通过 SEC-HPLC 等方法检测聚体和片段

的含量、通过疏水相互作用 -高效液相色谱

(hydrophobic interaction-high performance liquid 
chromatography, HIC-HPLC) 法或质谱法检测

ADC 的偶联量及偶联位点的分布、通过质谱法

检测小分子脱落量和通过 ELISA 法或质谱法检

测血浆稳定性等。 

1.2  成药性筛选 
经以上步骤筛选出的分子，借助高通量计算

机模拟和分析技术，对氨基酸序列、分子结构、

蛋白质和蛋白质相互作用进行初步分析和预测。

针对抗体中的非人源性成分，进行人源化改造，

以降低在人体内出现免疫原性的风险，保留抗体

互补决定区非人源氨基酸残基，其余均替换为人

抗体的相应部分，或改造暴露在抗体表面的骨架

区的非人源氨基酸残基[6]；对于全人源抗体库筛

选出的人源抗体，需进行亲和力成熟等改造。不

同的突变改造可能会影响分子稳定性，应综合考

虑平衡亲和力、免疫原性和分子稳定性[7]；对于

其他潜在的一些问题(如等电点、脱酰胺、异构

化、暴露的色氨酸和蛋氨酸、未配对半胱氨酸、

糖基化或糖化等)也应给予关注和改造，如等电

点过高可能会影响半衰期，等电点过低在常规

的工艺过程中易产生聚集；互补决定区的脱酰

胺、异构化导致分子降解或者活性降低；氧化

可能会影响活性，也可能引发聚集体的产生；

可变区的糖基化或糖化位点，可能会影响活性

和稳定性等等[3]。 
改造后的分子通过轻重链的组合配对，产生

一系列的变体，数量一般在 100 个左右，通过哺

乳动物细胞瞬转表达和高通量纯化(依据活性实

验需求进行内毒素控制)，评价表达量、纯度和

生物学活性，去除极差分子后，开展成药性筛选

评价。成药性筛选阶段的目标为对各分子的固有

属性进行评估和排序，如电荷变异体含量、疏水

性、热稳定性、不同粒径聚集体、自相互作用、

非特异性相互作用、与不同种属抗原的亲和力、

表位差异、抗体可结晶段(fragment crystallizable, 
Fc)功能等[1]。最终挑选出具有较低异质性、较

高稳定性、较长半衰期、高产量和可工艺放大的

抗体，筛选出的分子数量一般小于 5 个。本阶段

成药性筛选所用到的检测技术，应具备样品用量

少、通量高、分析快速等特点。若候选分子具有

特殊属性，可在此阶段增加初步的稳定性评估，

以确保样品在检测、存储、动物给药过程中的稳

定，如室温稳定性、2−8 ℃稳定性、冻融稳定性

等。若候选分子计划用于制备高浓度剂型，可以

增加溶解度预测实验，随着蛋白浓度的升高，相

较于低浓度溶液，蛋白与蛋白之间的作用力增

强，但传统的溶解度测定方法对蛋白消耗量大，

故可选用在较低浓度中预测溶解度的方法[8-9]。 

1.3  成药性评估 
对于最终筛选出的几个候选分子，进行进一

步的可开发性评估。表达阶段扩大瞬转体系，纯

化阶段增加精纯步骤，并严格控制内毒素含量，

为早期的动物体内药代动力学(pharmacokinetics, 
PK)、药效动力学(pharmacodynamics, PD)以及毒

理研究储备样品。“成药性筛选阶段”进行的成药

性表征方法应再次检测和确认，另外还应进行加

压实验的考察，有助于快速地暴露分子的风险位

点及变化趋势，考察对抗体特异性和功能活性的
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影响程度，考察分子的耐受性和可及性，评估敏

感条件，预测长期稳定性，如设置 40 ℃高温稳

定性，纳米抗体可进行 100 ℃高温稳定性考察。

通过翻译后修饰、聚集体和降解物含量、酸碱变

异体含量、ADC 中小分子脱落量的变化，发现

分子潜在的翻译后修饰位点、降解位点及变化趋

势；还可以设置强酸、强碱、氧化和光照等加压

实验；对于高浓度制剂的开发，在前期溶解度预

测实验中，由于高的稀释因子，难以准确推导高

浓度制剂真实的溶解度和黏度，故在此阶段，可

以开展目标浓度的浓缩和过浓缩，使用常用缓冲

体系，添加尽可能少的制剂辅料，观察药物在浓

缩过程中的特性，包括但不限于蛋白含量、聚集

体和降解物的含量、粒径的尺寸分布和分散度、

黏度、热稳定性、储存稳定性以及在高浓度下与

血清的相融性等。最佳配方条件的探索，则应在

后期制剂开发中进行[1]。 

2  抗体的分子属性及相关检测

方法 
2.1  一级结构的确认与翻译后修饰 

抗体的一级结构是指从 N 端到 C 端的氨基

酸残基的线性序列。一级结构的确认通常包括分

子量、氨基酸序列覆盖率、N/C 端氨基酸序列分

析等。其中，抗体分子量检测的目的是确认是否

有片段错配或缺失，包括完整分子量、还原分子

量、脱糖分子量和脱糖还原分子量，均采用基于

质谱的检测方法，其中脱糖相关分子量可用特异

性的 N/O 糖酶将 N/O 糖切除后检测。对于双抗

或多抗，目标分子与错配分子的分子量差异很

小，精确分子量对于检测错配比例尤为重要。抗

体的氨基酸序列覆盖率是将样品变性还原和烷

基化后，加入特异性酶进行酶切，经液相色谱-
质谱检测后与理论序列对比得到的。常用的酶包

括胰蛋白酶、胞内蛋白酶、糜蛋白酶等。 

抗 体 的 翻 译 后 修 饰 (post-translational 
modification, PTM)是指蛋白质经翻译后发生的

化学加工，其中糖基化是抗体最常见的翻译后修

饰，主要有 N-糖基化和 O-糖基化。其中，N-糖
基化为最普遍、最常见的糖基化类型。抗体的

N-糖基化发生在抗体 Fc 的 CH2 区上的天冬酰 
胺-X-丝氨酸/苏氨酸位点，X 为除脯氨酸外的任

何氨基酸。糖基化可增加抗体的稳定性，维持蛋

白结构完整。另外，糖基化还能提高抗体的溶解

度。在生物学活性方面，糖基化修饰会影响抗体

Fc 结合各种抗体可结晶段 γ 受体 (fragment 
crystallizable gamma receptor, FcγR)的亲和力，例

如，去岩藻糖化可显著提高抗体与抗体可结晶段

γ 受体Ⅲa (fragment crystallizable gamma receptor 
Ⅲa, FcγRⅢa)的亲和力，进而增强抗体依赖细胞

介 导 的 细 胞 毒 作 用 (antibody-dependent cell- 
mediated cytotoxicity, ADCC)[10]。糖基化的表征

一般分为 3 个水平进行，分别为完整抗体、糖基

化肽段和游离寡糖水平。完整抗体水平可利用质

谱的方法观察到主要糖型的分布。抗体片段水平

的分析是将抗体进行酶解，产生的小肽经色谱或

电泳分离后进行质谱分析，可得到氨基酸序列、

糖基化位点等信息。游离寡糖的分析则是通过糖

苷酶的酶切将 N-糖苷游离出来，再通过液相色

谱-质谱法进行寡糖的定性和定量分析。 
除糖基化外，常见的翻译后修饰还有甲硫氨

酸的氧化、天冬酰胺的脱酰胺、N 末端环化和 C
末端赖氨酸丢失等。这些修饰可能会影响抗体的

构象和电荷，表现出不同比例的酸碱峰。翻译后

修饰与氨基酸序列覆盖率检测方法相似，将样品

变性还原和烷基化后，加入特异性酶进行酶切，

经液相色谱-质谱检测后，根据序列比对结果，

计算翻译后修饰的位点和比例。二硫键也是抗体

中常见的 1 种翻译后修饰，它是 2 个半胱氨酸残

基的巯基基团发生氧化反应形成的共价键[11-12]。
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但二硫键并不稳定，可被还原为游离的巯基，而

游离巯基可能会降低抗体的稳定性。常用的游离

巯基定量方法为埃尔曼试剂检测法，质谱法也可

用来表征游离巯基的位点。 

2.2  聚体和片段 
抗体的聚体含量和片段化程度都属于产品

的 关 键 质 量 属 性 (critical quality attributes, 
CQAs)，在整个药物的研发和生产过程中需密切

监控。聚体是抗体分子间通过共价键或非共价等

分子间作用力形成的聚合物[13]，片段化则是抗

体中的共价键被破坏的过程，可能由酶催化或化

学降解等方式造成；双特异性抗体在生产过程中

会产生包括同源二聚体、缺少 1 条轻链的抗体、

半抗体、重链聚合物、轻链聚合物、游离重链和

轻链等副产物；ADC 的裸抗通过不同键合方式

与连接子-有效载荷(linker-payload)相连接，其中

巯基偶联是目前主流的偶联方式之一，裸抗链间

二硫键的破坏以及具有一定疏水性的有效载荷

(payload)可能导致片段和聚体的产生。聚体的形

成可能引起人体免疫原性反应，对患者的安全造

成威胁，而片段会降低药物的生物学活性[14-15]。 
目前，体积排阻-高效液相色谱法是测定抗

体聚体和片段组分最常用的方法，该方法在天然

条件下检测抗体的组分，条件较为温和，可真实

反映抗体在溶液中的状态。十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳或毛细管凝胶电泳则在变性

条件下检测聚体和片段，其中，毛细管凝胶电泳

法可被开发为较高通量的检测方法，且分离度较

高，可直接定量。例如 Labchip®系列仪器采用了

微流控技术，将样品与嵌入染料混合后进行电泳

分析，且兼容 96 孔板与 384 孔板，极大地提高

了检测速度。以上 2 种电泳方法可鉴别体积排 
阻-高效液相色谱法未观察到的碎片，常与体积

排阻-高效液相色谱法共同用于产品的研发和生

产过程中。除此之外，反相-高效液相色谱法

(reversed phase-high performance liquid 
chromatography, RP-HPLC)可根据抗体片段的疏

水性差异进行分离，与质谱联用可以直接鉴定裂

解位点，但与毛细管凝胶电泳法相比，分辨率较

低，可作为研究阶段的辅助方法。 

2.3  电荷异质性 
抗体在生产和存储过程中会发生脱酰胺化、

氧化、异构化和片段化等多种翻译后修饰或化学

降解，双特异性抗体的错配副产物若存在电荷差

异，这些会影响抗体电荷基团的数量或结构，造

成抗体电荷分布的异质性和等电点(isoelectric 
point, pI)的改变[16]。其中，等电点值较低的电荷

变体为酸性电荷变体，等电点值较高的为碱性电

荷变体。酸碱电荷变体的产生会对抗体的生物学

活性、药代动力学、免疫原性等造成一定的影响，

因此在整个生产工艺中，都应对抗体的电荷异质

性进行监测。离子交换色谱法已被广泛用于电荷

变体的检测，该方法对仪器要求不高，液相色谱

就可满足检测需求，且可放大到制备级用于分离

制备酸碱性电荷变体进行后续研究[17]。毛细管

等电聚焦(capillary isoelectric focusing, cIEF)、成

像毛细管等电聚焦技术以高灵敏度、自动化的

优势，也成为分析电荷变异体的主要方法。毛

细管区带电泳 (capillary zone electrophoresis, 
CZE)可根据电荷和流体动力学半径分离抗体

的电荷变体，其优势在于高通量，且可以与质

谱仪在线耦合。 

2.4  疏水性 
抗体的疏水性与抗体的聚集和沉淀倾向有

关。疏水相互作用-高效液相色谱是基于疏水性

差异进行分离的技术，在高盐状态下分子内部部

分疏水氨基酸暴露，抗体表面的疏水区域与固定

载体上的疏水配体相互作用，使抗体分子吸附至

固定相，然后降低流动相的盐浓度以实现洗脱。

由于 ADC 分子偶联了非极性的小分子，疏水性
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增大，且不同药物抗体偶联比(drug-to-antibody 
ratio, DAR)的分子疏水性也有差异，可通过疏水

相互作用-高效液相色谱分离以检测 ADC 分子

的 DAR 值及 DAR 值分布。除了疏水相互作用-
高效液相色谱外，反相-高效液相色谱也可基于

抗体的疏水性差异进行分离，但与疏水相互作用-
高效液相色谱的温和条件相比，反相-高效液相

色谱法的测试条件常为低酸碱度 (potential of 
hydrogen, pH)、高温和高有机相条件，抗体可能

因为处于变性条件中，无法表征和收集到维持天

然空间构象的蛋白馏分，因此疏水相互作用-高
效液相色谱是目前最常用的检测疏水性的方法。

ADC中小分子残留可以通过反相-高效液相色谱

或串联质谱的方法进行检测。 

2.5  构象稳定性 
抗体在极端温度或 pH 值、化学变性剂等条

件下可能通过解折叠而失去高级结构，进而影响

抗体的功能。抗体构象稳定性的检测方法包括差

示扫描量热法(differential scanning calorimetry, 
DSC)、差示扫描荧光法 (differential scanning 
fluorimetry, DSF)、等温化学变性和圆二色谱法

(circular dichroism, CD)等。差示扫描量热法和差

示扫描荧光法都是通过对蛋白溶液进行梯度升

温，检测热变性温度[18]。差示扫描量热法是测

量蛋白变性过程中吸收的热量，而差示扫描荧光

法是基于抗体解折叠引起疏水和芳香残基的暴

露，进而导致外在或内在荧光的增加[19]。差示

扫描荧光法的通量更高，但可能会受到分子内芳

香残基数目的影响[20]。等温化学变性是在化学

变性条件下，测量折叠蛋白和变性蛋白的能量差

(吉布斯自由能)，该方法不基于温度的变化，但

要求蛋白处于可逆变性条件下。圆二色谱是基于

蛋白质分子对左、右圆偏振光的吸收差异，分别

通 过 远 紫 外 区 (180−250 nm) 和 近 紫 外 区

(250−320 nm)反映蛋白的二级、三级结构[21]。 

2.6  胶体稳定性 
完整折叠的蛋白在溶液中会有自身相互作

用，主要由折叠后分子表面的疏水基团和电荷分

布决定。若自身相互作用力表现为排斥力，溶液

则会表现出较好的胶体稳定性；若表现为吸引

力，就会产生聚集倾向。聚体检测最常用的方法

是 SEC-HPLC，可根据分子量分离物质，其中高

分子量物质被最先洗脱，为获得更多信息，可在

SEC-HPLC 中加入光散射检测器，如多角度光散

射(multi-angle laser light scattering, MALS)、直角

光散射(right-angle light scattering, RALS)和低角

度光散射(low-angle light scattering, LALS)检测器，

用于测定组分的分子量(molecular weight, MW)，
但该方法不适用于过大的聚集体。动态光散射法

(dynamic light scattering, DLS)使用斯托克斯-爱
因斯坦方程，通过颗粒运动引起的散射光强度波

动推断颗粒尺寸，可应用于 0.3−10 000 nm 内的

粒子检测，对蛋白溶液进行梯度升温，通过监测

颗粒尺寸，得到抗体的聚集温度(the aggregation 
temperature, Tagg)[22-23]。 

2.7  溶解度 
在制剂开发过程中，需采用适当的方法预测

抗体的溶解度。此外，由于皮下注射在临床应用

中的便利性，许多抗体希望开发为皮下注射制

剂。但抗体药物剂量大，而通常皮下注射的体积

不超过 2 mL，使得许多抗体制剂需要制成较高

的蛋白浓度。抗体的溶解度较低通常是由于暴露

的疏水基团或电荷分布的相互作用引起的。聚乙

二醇(polyethylene glycol, PEG)浓度梯度沉淀法

可推测抗体的表观溶解度，且可开发为高通量方

法[8]。但该方法仅能预测抗体的溶解度，也应考

虑直接评估抗体在高浓度下的溶解度以进一步

确认。 
除此之外，渗透第二维里系数(the osmotic 

second virial coefficient, B22)和扩散相互作用系
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数(the diffusion interaction parameter, kD)与抗体

的高浓度行为有关，B22和 kD的正值和负值分别代

表排斥力或吸引力，且 kD已被证明与 B22相关，能

够在低浓度条件下表征分子间作用力的大小。B22

和 kD可分别基于静态光散射(static light scattering, 
SLS)和动态光散射原理(DLS)检测。DLS 相关的

高通量设备，如 DynaProTM Plate Reader 可兼容   
96 孔板、384 孔板、1 536 孔板，样品量低至 4 µL。 

2.8  黏度 
制剂的黏度是产品工艺开发中的另一个关

键因素，黏度的具体数值可通过黏度计测出。对

于拟开发为高浓度制剂的抗体，可使用微量黏度

测量技术，在节省样品的前提下，准确测定不同

浓度下的溶液黏度，如 m-VROC® Ⅱ半自动超微

量黏度计/流变仪仅需要 15 μL 样品即可检测黏

度。此外，通过 DLS 方法测量的扩散相互作用

系数(kD)也显示出与黏度相关，可作为黏度预测

的指标之一。 
2.9  蛋白质-蛋白质相互作用/非特异性相

互作用 
除了抗体本身分子属性外，蛋白质-蛋白质

相互作用也会影响抗体的溶解度、黏度和聚集。

另外，部分抗体的快速清除可能与其在体内的非

特异性结合相关。因此在开发阶段，应对蛋白质-
蛋白质相互作用进行评估。交叉相互作用色谱法

(cross-interaction chromatography, CIC)可表征抗

体与偶联在色谱柱上抗体的相互作用，洗脱时间

的延长与非特异性吸附相关[24]；ELISA 的方法

可 预 测 抗 体 与 杆 状 病 毒 颗 粒 (baculovirus 
particles, BVP)的非特异性作用，并在一定程度

上预测抗体的快速清除[25]；基于亲和捕获的自

相互作用纳米粒子光谱 (affinity-capture self- 
interaction nanoparticle spectroscopy, AC-SINS)
则是一种高通量的检测方法，将抗人的捕获抗体

包被在金纳米颗粒上，固定抗体后，通过等离子

体波长的红移来检测抗体的自相互作用。Estep

等[26]分别用 AC-SINS 和 HIC-HPLC 法对一组抗

体进行了表征，并证明了 AC-SINS 和 HIC-HPLC
法的良好相关性。 

2.10  亲和力 
亲和力用于评价抗体的功能，即与靶点分子

的结合能力，也是成药性评价中重要的一个环节。

对于有明确靶点的抗体，在嵌合抗体、人源化以

及进一步的结构改造等阶段，均需要进行亲和力

检测，并根据结合和解离速率，判断抗体与靶点

作用的动力学特征。而抗体除了与靶点分子结合

外，其 Fc 端与 FcγR 等受体、新生儿 Fc 受体(the 

neonatal Fc receptor, FcRn)、补体(complement 1q, 

C1q)的亲和力也与其功能密切相关，其中，FcγR

等受体的结合强度可表征抗体的 ADCC、抗体依

赖细胞介导的细胞吞噬作用(antibody-dependent 

cell-mediated phagocytosis, ADCP)；FcRn 与 C1q

分别反映了抗体的半衰期、补体依赖的细胞毒作

用(complement dependent cytotoxicity, CDC)。 
亲和力可通过酶联免疫吸附法、表面等离子

共振法、生物膜光干涉技术等方法进行评估。酶

联免疫吸附法是将抗原或抗体固定在聚苯乙烯

微孔板内，利用酶标记的抗体或抗原与之孵育，

显色剂显色后，根据终点颜色深浅评估结合强

弱。表面等离子共振，是在全内反射条件下，入

射光使薄金层等离子体发生共振，导致反射光在

某一特定角度(即 SPR 角)能量低至几乎为零，分

子在传感器上的结合、解离会导致金膜附近的折

光率改变，仪器将这一变化转变为电信号输出，

可实时检测抗原抗体的结合、解离情况。

Kitazawa 等[27]利用表面等离子共振技术辅助揭

示了双抗艾美赛珠(Emicizumab)结合凝血因子

IX/IXa 和凝血因子 X/Xa 的详细机制。生物膜光

干涉技术是基于生物分子结合到传感器表面形

成的生物膜，传感器的光波使生物膜发生干涉现

象，并以相位移动的形式被反射，从而反映抗原
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抗体的结合、解离。目前，基于表面等离子共振

的 BiacoreTM 8K 系列仪器以及基于生物膜光干

涉技术的 Octet® BLI 系列仪器通过增加进样针

的个数、样品仓内可容纳孔板的数量、适配的孔

板类型等方式，逐渐可以满足更高通量的检测、

筛选需求。 
以上 3 种方法均是目前检测亲和力的通用

方法，其中表面等离子共振和生物膜光干涉技术

是实时、动态、无标记的检测，相较于终点法

ELISA 而言，检测更加灵敏、准确，可以更好

地反映抗体的功能。 

3  总结与展望 
成药性评价作为一种在药物发现阶段被广

泛认可的候选分子筛选方式，已经成为抗体药物

研发过程中的关键一环。不同成药性筛选阶段，

选择符合筛选目的的评估策略，不仅能理解分子

目标属性，还能大幅减少筛选时间，降低冗余数

据堆砌，最终加快筛选流程和提高研发成功率。

本文系统性地将成药性筛选评估策略进行了分

类和定义，在不同阶段设置相对应的筛选指标，

结合一系列高精度和高通量的自动化技术手段，

分阶段、多维度评估分子属性，从大量候选分子

中筛选出最优的目标序列。经此过程筛选获得的

分子不仅具有更优秀的自身质量属性，还能够通

过最终的可开发性评估建立分子的成药性指纹

图谱，为后续的工艺开发、制剂开发等过程提供

指导与支持。 
经过几十年的发展，抗体药物在各治疗领域

获得巨大进展，但仍存在一些未满足的临床治疗

需求，需要进一步对药物靶点、疾病机制进行深

入研究，设计开发新型药物分子形式，如近几年

的双(多)特异性抗体、抗体偶联药物等。新型药

物分子设计的多样性和复杂性更加需要系统性、

科学性的成药性评价策略，如何认识和解析新型

药物分子属性，如何选择合适的筛选评价方法，

如何设定打分排序标准，都是巨大的挑战。借助

新一代的信息技术，可扩充新型药物成药性评价

手段，如通过人工智能技术建立深度学习模型可

对新型药物结构和性能进行预测和评估排序，确

保成药性评估能够成为“分子知识”和“分子理

解”之间坚实的桥梁，扩大候选分子的设计空间，

提高产品开发效率，加快抗体药物高质量发展。 
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