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国家标准《重组蛋白试剂 亲和力测定方法》编制说明

（一）工作简况，包括任务来源、协作单位、起草过程、国家标准主要起草人及其所做的

工作等

1、任务来源

本标准根据国标委公布的2024年第二批国家标准计划项目（国标委综合发[2024]18

号 ），本项目计划编号为20240919-T-469，名称为重组蛋白试剂 亲和力测定方法。

本标准由全国生化检测标准化技术委员会（SAC/TC 387）提出并归口。

本标准由 联合起草。

2、目的和意义

重组蛋白试剂是指应用重组DNA或重组RNA技术，经宿主细胞表达和纯化得到的具有

一定功能的蛋白质，主要用于生命科学基础研究，也是生物药、细胞免疫治疗及诊断试剂

研发和生产过程不可或缺的关键生物试剂，由于其高度纯化和可控的生产过程，相比天然

蛋白，其一致性高，稳定性好，在生化试剂市场中占有重要地位，已广泛应用于生物研究、

生物制药、诊断和治疗等领域。在许多应用领域中，重组蛋白已经取代了传统的天然蛋白，

因此，重组蛋白在生化试剂市场中的市场占比逐渐增加。根据Frost&Sullivan预计，全球重

组蛋白市场从2015年的70亿美元增长到2020年的108亿美元，期间年复合增长率为9.0%，

预计2025年市场规模将达到208亿美元，2020年至2025年间年复合增长率接近14.1%。国内

重组蛋白市场规模从2015年的51亿人民币增长到2020年的145.4亿人民币，期间年复合增长

率为23.3%，预计2025年市场规模将达到337.7 亿人民币，2020年至2025年间年复合增长率

接近18.4%。

重组蛋白作为蛋白类试剂的核心产品，具有高技术壁垒、高附加值和高毛利的特性，

且重组蛋白试剂品类繁多，客户需求多元化，因此长期以来我国重组蛋白类试剂的市场格

局较为分散，海外品牌垄断头部市场。但是随着近年来国家对生物、医疗、卫生健康和药

物开发等领域的支持力度不断加大，生命科学实验室的需求量明显增加带动了国内相关产

业和企业的快速发展，国产生物科研试剂正在通过价格、供应链及服务的优势提升市场竞

争力，逐步打破了进口产品主导的行业局面，形成进口替代发展趋势。从数据上来看，2020

年中国市场份额第一和第二名仍为R&D Systems和PeproTech，市占率分别为17.1%、15%。

但是义翘科技、近岸蛋白、百普赛斯三家企业发展迅速，2020年3家主要国产厂商已经占

据国内市场20.3%的份额，此外，国内生物制药、基因与细胞治疗、体外诊断、mRNA疫苗

等下游应用领域快速发展，为重组蛋白国产替代创造良机。2021年百普赛斯重组蛋白业务
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营收为3.26亿元，毛利率达95.96%。2021年义翘神州重组蛋白业务营收为3.1亿元，毛利率

达94.31%。

与此同时，基础科研和药物研发对于试剂质量的要求显著提升。为得到稳定的实验结

果，科研工作人员常常需要重复和再现实验操作。作为生物科研实验最常用的检测工具之

一，重组蛋白科研试剂的质量稳定性对于减少数据的外源偏差以及产生可重复的科研结果

十分重要。由于重组蛋白本身结构和生产流程的复杂性，生产商在工艺流程以及质量控制

上稍有疏忽，试剂的质量就容易出现问题。对于重组蛋白产品的质量控制，不仅需要进行

结构及理化性质检测，同时也需要对蛋白的亲和活性、功能活性等生物活性进行检测。活

性是蛋白类试剂的核心质量参数，其中蛋白亲和活性是用来评估可逆反应中产品蛋白与其

作用分子（如抗体和抗原、受体和配体、酶和底物等）相互作用强弱的常数，通常用亲和

力表示，是可以快速有效评价蛋白试剂质量稳定性的指标。同时，部分重组蛋白生产出来

之后，必须对其进行亲和力测定以保证可以顺利的应用于下游应用。如在RIA、ELISA、

免疫荧光检测（IFA）等免疫学实验中，抗体对特异性待测抗原的亲和活性必须高于一定

的阈值，才能保证测定的灵敏度和可靠性。用重组蛋白偶联于固相进行亲和纯化靶标分子

时，为避免强烈的洗脱条件造成靶标分子变性，需中等亲和力的蛋白，以便能用较温和的

条件进行洗脱。但是目前，重组蛋白类科研试剂行业缺乏统一的生产标准、质量控制和质

量保证体系，不同企业、单位和个人采用的亲和力测定方法不一，活性评价单位（效价、

比活性、亲和力等）也各不相同，导致行业内产品质量良莠不齐，科研试验结果的可靠性

难以保证。除此之外，进口抗体污染、物流周期长和储存问题以及任意更改产品编号等众

多因素都可能导致重组蛋白科研试剂质量和稳定性下降。因此，研制重组蛋白亲和力测定

标准，将是对重组蛋白类科研试剂行业质量保证体系的完善，也是开展基础科研和药物研

发的基础保障；同时相比复杂的功能活性等试验，因污染、储运、分装等后续处理及批次

生产对产品质量和稳定性的影响也可以通过亲和力的检测快速有效地反应出来，可以作为

后续自身、第三方及采购者对相关产品质量检测的一个重要参考标准。因此，重组蛋白亲

和力测定标准的研制和实施，将是企业、消费者和质检部门对相关产品的质量检测的重要

参考，是进一步提升产品质量并提高产品稳定性，促进产业健康发展的重要环节。

据调查，现有重组蛋白试剂主要包括重组抗体（将特定抗体的基因导入表达系统，使

其在大规模生产中得以表达和纯化的蛋白质）、重组酶（如重组DNA聚合酶等，可用于DNA

扩增、蛋白质的修饰和合成）、重组细胞因子（通过基因工程技术获得的人工合成的细胞

因子，可作为生化试剂广泛用于细胞培养、细胞信号传导和治疗等领域）、标记蛋白（包
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括生物素标记蛋白、荧光标记蛋白等）、其它常规重组蛋白（包括靶点蛋白、抗原等）。

为提升产品质量和服务，进口品牌供应商如PeproTech、赛默飞、罗氏等都已开展蛋白产品

的全面验证工作，包括通过向科研用户收集检测报告以及搭建验证数据库等方法，也制定

了一系列重组蛋白亲和力的测定方案或测定方法开发验证指南。国内生产企业如北京百普

赛斯等，也使用ELISA、SPR、BLI等多种平台，根据蛋白的不同应用需求开展相应的亲和

活性质量控制，保证产品的质量和稳定性。

通过文献、各个公司产品的验证报告及相关团体、行业标准中对重组蛋白亲和力测定

/验证指南中相关方法的参考，我们发现，近年来，ELISA、SPR/BLI技术和ITC技术是各个

单位个人进行蛋白亲和力测定选用最多的几个技术。其中，ELISA技术（酶联免疫吸附试

验）是最经典的蛋白亲和力分析方法之一，具有成本低、操作简单等优势，在常规蛋白亲

和力检测中广泛应用。但采用ELISA方法进行亲和力分析时也存在一些局限性：1）由于其

依赖二抗及酶放大效应，检测相同标签蛋白或较弱活性蛋白时，不易获得准确结果；2）

ELISA属于终点检测法，无法检测蛋白结合动力学情况。而SPR/BLI技术刚好可以弥补

ELISA的不足，这两个技术极为类似，具有无需标记、灵敏度高，测量范围广，可显示结

合动力学情况等优势。近些年，SPR技术趋近成熟，被2020版《中国药典》四部正式收录，

美国国家标准与技术研究院（NIST）、中国计量科学研究院、北京化工大学等单位已经将

SPR方法应用于蛋白活性浓度定量和标准物质互换性评价，国产SPR分子互作仪相继面世，

新产品开始参与市场竞争，实现技术多元化。其中北京英柏Inter-Bio公司的SPR分子互作仪

整体稳定性，亲和力测定数据结果重复可靠，在测定冠状病毒刺突蛋白（Spike Protein）受

体结合结构域（RBD）与宿主细胞受体ACE2的结合亲和力，KD≈0.2nM，与文献中Biacore

S200上获取的数据非常相近。2022年1月，英柏Inter-Bio独家首创推出了定制化的SPR技术

产品——在线蛋白活性检测仪Lark-10，与液相色谱联用，同时实现复杂样本的色谱分离与

亲和检测。而据研究报道，相比BLI技术，SPR技术偶联低，产生的数据要更为干净、准确，

数据重复性及稳定性、准确度和可靠性上更好，因此我们标准中加入SPR技术作为ELISA

的补充。而ITC测定的是分子间因为价键重组所造成吸热或者放热信息，可以给出结合与

否，结合强弱，结合比例，和结合的真正热力学信息，对于比较弱的亲和力，其结果较

SPR/BLI技术要更为标准，但是因为我们的检测对象是重组蛋白试剂，太低的亲和力一般

无法成为市场认可的试剂产品，而且ITC技术其样品需求量较大，实验通量低，不适合大

批量测定，所以对于重组蛋白试剂产品的亲和力检测来说不是必须的，我们暂时不考虑加

入该方法。
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因此，基于重组蛋白试剂的快速发展和应用场景的快速扩张的现状和重组蛋白试剂质

量控制的要求，本项目基于科研、生产、监管等不同需求及产品质量提升和产业发展要求，

研制国家标准《重组蛋白试剂 亲和力测定方法》，用于在科学研究、生产和应用过程中

测定重组蛋白的亲和力，对提升重组蛋白试剂的质量和稳定性，规范行业市场具有重要的

现实意义。

3、协作单位

本标准由 等单位共同起草。

4、标准编制过程和主要工作过程

（1）2023年 3月至 2023年 7月，标准起草单位组织相关技术人员对《重组蛋白试剂

亲和力测定方法》标准项目进行了预研，课题组成员广泛收集了国内外涉及重组蛋白 亲

和力测定及评价相关的标准、文献，了解了国内外相关技术动态，并且明确了工作思路和

进程安排，分析了通过前期的实验摸索、反复论证，确定了本标准方法设定的重要参数，

开展了实际样品的检测。然后依据 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第 1部分：标准化

文件的结构和起草规则》等标准编制要求，对本标准开展了起草工作。

（2）2023年 11月，起草工作小组完成了《重组蛋白试剂 亲和力测定方法》国家标

准（草案）并于 2023年 12月经立项答辩后于 2024年 5月经国家标准化管理委员会批准，

获得立项。

（3）2024年 5月收到全国生化检测标准化技术委员会转发的国标委综合[2024]18号

《国家标准委关于下达 2024年第二批国家标准制修订计划的通知》立项文件，计划编号：

20240919-T-469。

（4）2024年 5月至 2025年 6月，进行《重组蛋白试剂 亲和力测定方法》标准的起

草研制工作。完成了《重组蛋白试剂 亲和力测定方法》标准的编制说明，并对全国生化

检测标准化技术委员会汇报了《重组蛋白试剂 亲和力测定方法》标准（草案）进一步完

善和修改情况，向全国生化检测标准化技术委员会提交了《重组蛋白试剂 亲和力测定方

法》标准（征求意见稿）和编制说明。

5、国家标准主要起草人及其所做的工作

标准起草工作组主要成员有：

标准起草工作组成员及其所做的工作:
（二）国家标准编制原则、主要内容（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、

检验规则等）及其确定依据（包括试验、统计数据），修订国家标准时，还包括修订前后

技术内容的对比
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1、标准编制原则

本文件依据GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》

和GB/T 20001.4-2015《标准编写规则 第4部分：试验方法标准》，并参照GB/T 6379.1-2004

《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）第1部分 总则与定义》和GB/T 6379.2-2004

《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）第2部分 确定标准测量方法重复性与再现

性的基本方法》的规定进行编写和表述。

项目来源于国家重点研发计划项目《蛋白类生物产制品质量检测和计量溯源技术》

（2021YFF0600800）。

2、确定国家标准主要内容（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则

等）及其确定依据（包括试验、统计数据）

2.1 酶联免疫吸附法（ELISA）

2.1.1 测定原理

将靶标包被于固相载体表面，加入系列梯度浓度的待测重组蛋白样品，在平衡条件下

使其与靶标结合后，通过酶标抗体或其他显色系统进行定量检测。通过分析不同浓度样品

对应的吸光值，绘制结合曲线，采用非线性回归法拟合计算得到平衡解离常数（Kd）来指

示亲和力大小。

2.1.2 试验步骤

2.1.2.1 靶标包被

2.1.2.1.1 包被固定靶标

用适量包被液稀释靶标至合适浓度（过量），一般为1 μg/mL~10 μg/mL，以每孔100 μL

的量将稀释好的靶标溶液加至酶标板中，然后将酶标板于37℃恒温器中孵育2~3小时或者

4℃孵育12~16小时。

靶标根据待测样品的应用需求进行选择，靶标是待检样品对应的预期靶标分子，应尽

量是标准物质或经过充分的理化分析（包括：HPLC、BCA、UV、SDS-PAGE等）和生物

活性分析（包括但不限于：ELISA、SPR/BLI、FACS等），靶标分子一般用包被液稀释至

1-10μg/mL使用。如下图所举例。

理化分析:
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(a) Human / Cynomolgus Claudin-18.2，His，Twin-Strep Tag产品报告



9

(b) SARS-CoV-2（COVID-19）S protein RBD, His Tag产品报告

(c) SARS-CoV-2（COVID-19）S protein RBD, His Tag的HPLC报告
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生物活性分析:

(a) Human CA153 Protein的不同包被量下结合活性分析曲线

(b) Human / Cynomolgus Claudin-18.2的不同包被量下的结合活性分析曲线

包被液根据待包被靶标特性进行选择，一般采用pH 9.6的0.05 mol/L碳酸盐缓冲液。碳

酸盐缓冲液因其良好的稳定性和广泛的适用性而被广泛使用，但如果所用的包被的靶标分

子在碱性条件下不稳定，可选择pH值较低的缓冲液，如磷酸盐缓冲盐或Tris-Hcl缓冲液。

目前常用的包被液的种类及选择如下：

（1）10mM磷酸盐缓冲液，pH 7.4（1×PBS）

（2）50mM碳酸盐缓冲液 ，pH 9.6

（3）Tris-Hcl缓冲液，pH7.0 - 8.0
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2.1.2.1.2 清洗

弃去酶标板中的液体，在吸水纸上轻轻拍干。然后每孔加入200 μL洗涤缓冲液，室温

静置3 min后弃去酶标板中的液体并在吸水纸上轻轻拍干，重复3~5次。或使用微孔板自动

洗板机等其它等效方式进行清洗。

洗涤缓冲液应选择含有适量表面活性剂（一般用0.05%~0.1%的吐温-20）的PBS或其它

等效缓冲溶液，一般为含非离子型洗涤剂的中性缓冲液，如PBS或TBST（Tris缓冲盐水加

0.05%吐温20），pH值通常为7.4。

目前常用的洗涤缓冲液的种类及选择如下表：

洗涤液类型 配制 使用场景或选择依据

PBS-T（磷酸盐缓冲液+吐温

-20）
PBS（pH 7.2–7.4）+
0.05% Tween-20

最常用的洗涤液，适用于大多数 ELISA检

测，能有效去除非特异结合，保持抗原/抗体

活性。

TBS-T（三羟甲基氨基甲烷

缓冲液+吐温-20）
TBS（pH 7.4–7.6）+
0.05% Tween-20

在某些情况下对蛋白更稳定，适用于对磷酸

盐敏感的检测系统或特定抗体体系。

去离子水+Tween-20
纯化水 + 0.05%
Tween-20

临时替代方案，成本低，但缓冲能力差，主

要用于条件受限下的快速检测。

含高盐缓冲液（如 PBS +
0.3M NaCl）

PBS + 高浓度 NaCl
用于减少背景或非特异性结合，尤其适用于

背景高或结合不稳定的系统。

加蛋白封闭剂的洗涤液（如

PBS-T + 0.1% BSA）
PBS-T + 低浓度 BSA
（或牛血清白蛋白）

适用于结合特异性较差或检测灵敏度较高

的体系，可进一步降低非特异背景信号。

2.1.2.1.3 封闭

加入足量的封闭液至酶标板中， 37℃恒温器孵育1.0 ~1.5 h。

封闭液应选择含有较高浓度蛋白（如2%~5% BSA）的PBS或其他等效缓冲溶液。

目前常用的封闭液的种类及选择如下表：

封闭液类型 主要成分 使用场景或选择依据

BSA封闭液
1–5% 牛血清白蛋白（BSA）
于 PBS或 TBS中

使用最广泛，适用于大多数 ELISA体系，蛋

白纯度高，背景低，适合检测亲和力较强的

抗体

脱脂奶粉封闭液
1–5% 脱脂奶粉于 PBS或

TBS中

成本低，封闭效果好，但易与某些抗体或抗

原发生交叉反应，适合初筛实验或亲和力较

强体系

鱼明胶封闭液
0.5–5% 鱼明胶于 PBS或

TBS中

适用于抗体或抗原易与乳制品蛋白发生非特

异反应的体系（避免使用 BSA或脱脂奶粉）

商业封闭液（如

SuperBlock等）

多种蛋白与添加剂的复合

配方

推荐用于对重复性、灵敏度要求较高的实验

或商业化试剂盒，封闭更快速、效果稳定

非蛋白封闭液
聚乙烯醇、聚乙烯吡咯烷酮

等成分

适用于对动物源蛋白过敏或干扰敏感的体

系，或用于某些特殊标签抗体的检测

血清封闭液
5–10% 正常动物血清（如

牛、羊）

可用于减少 Fc 介导的非特异结合，适合抗体

识别 Fc区域或使用细胞样本的检测体系
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2.1.2.1.4 清洗

重复步骤2.1.2.1.2。

2.1.2.2 包被靶标浓度验证（可选）

将梯度稀释的待测样品溶液以每孔100 μL的量加入第一块靶标包被板中，重复5个孔，

孵育1个小时。将第一块板中三份相同浓度的稀释液放入一个管中，每个稀释液取100 μL

加入第二块靶标板中，重复两个孔，孵育1个小时。对两块板进行清洗，二抗孵育，显色，

用酶标仪测OD值。

以得到的OD值为纵坐标，对应的抗体浓度为横坐标，对两块板的结果绘制结合曲线，

如果两条曲线之间的差值小于10 %，则说明该包被靶标的浓度符合要求，如果大于10 %，

则说明该包被靶标浓度过高，需对靶标进行稀释后重新制备靶标包被板。

2.1.2.3 待测样品准备

需明确待测样品中含有的重组蛋白的质量或浓度。

固体样品：取适量样品用稀释液溶解配置母液。

液体样品：取适量待测样品用稀释液稀释配置母液。

根据需要将母液用稀释液以2~5倍进行梯度稀释，获得系列梯度浓度待测样品溶液，

记录其摩尔浓度，一般需要稀释8~10个浓度备用。

待测样品要求如下：

（1） 使用有证的标准样品/物质，或经过充分验证的样品作为阳性对照用于方法学参

数的确认；

（2） 需已知待测样品的质量或者浓度；

（3） 检测前确保待测样品的澄清度和纯度，纯度最好＞ 90%；明确样品的基质，如

有杂质，需通过离心去除沉淀物或悬浮物质，并重新测定浓度；避免使用反复

冻融循环的样本；

（4） 检测时需要根据待测样本的浓度，决定适当的稀释倍数，以使稀释后样品中待

测因子的浓度处于最佳检测范围。根据待测样本含量高、中、低的不同，分别

采取不同的稀释方案。

稀释液根据待测样品特性选择适宜pH的PBS或其它等效缓冲溶液，一般使用PBS或

TBS系列缓冲液，并加入一定浓度的表面活性剂（如0.05% Tween-20），以减少非特异结

合。此外，在稀释液中添加BSA，以降低背景信号，并增强抗体稳定性。
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目前常用的稀释液的种类及选择如下表：

稀释液类型 配制 使用场景或选择依据

TBS-T+0.5% BSA（三羟甲基

氨基甲烷缓冲液+吐温-20）

TBS（pH 7.4–7.6）+
0.05% Tween-20+0.5%
BSA

最常用的稀释液，适用于大多数 ELISA检测，

能有效去除非特异结合，保持抗原/抗体活性。

PBS-T+0.5% BSA（磷酸盐缓

冲液+吐温-20）

PBS（pH 7.2–7.4）+
0.05% Tween-20+0.5%
BSA

常用的稀释液，适用于大多数 ELISA检测，能

有效去除非特异结合，保持抗原/抗体活性。

2.1.2.4 亲和力测定

2.1.2.4.1 加样

将梯度稀释的待测样本各取100 μL加至2.1.2.1制备的靶标包被板中，每个稀释度的待

测样品重复3个孔，以100 μL的稀释液作为空白对照。37℃恒温器中孵育30~60 min。

2.1.2.4.2 清洗

重复步骤2.1.2.1.2。

2.1.2.4.3 酶标抗体孵育

根据待测样本的宿主来源选择酶标抗体，按说明书选择抗体稀释液稀释酶标抗体，每

孔加入100 μL，室温孵育30~60 min。

2.1.2.4.4 清洗

重复步骤2.1.2.1.2。

2.1.2.4.5 显色与终止

每孔加入100 μL或说明书推荐量的显色工作液。避光孵育15~30 min后立即加入100 μL

终止液，结束显色反应。

根据不同的显色系统（一般用酶标抗体）以及不同指标（动态范围、动力学速率和检

测时间等）选择适宜的显色底物，配置或购买相应的显色工作液。在酶联免疫吸附试验

（ELISA）中最广泛使用的两种酶是辣根过氧化物酶（HRP）和碱性磷酸酶（AP），其对

应的显色底物包括：TMB、OPD、PNPP和BCIP/NBT等。

目前常用的显色底物及工作液类型如下表：

显色底物类型 适用酶种类 主要特点

TMB显色底物/工作液 HRP
灵敏度高、背景低、显色稳定，显蓝色产

物（加酸变黄色，450 nm检测）。

OPD显色底物/工作液 HRP
应用广泛、灵敏度好、发色快速，405 nm
或 492 nm检测。
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PNPP显色底物/工作液 AP
灵敏度高、发色快，显黄色，405 nm检

测。

BCIP/NBT显色底物/工作

液
AP

灵敏度高，显蓝紫色产物，多用于膜、酶

联杂交等特殊体系。

根据测定范围的需求选择合适的终止液（一般为2 mol/L硫酸）。通常使用的终止液是

酸性溶液，但不同的显色底物可能需要不同类型的终止液。常用的反应包括：TMB显色反

应通常使用2mol/L H2SO4作为终止液，通过破坏HRP酶的活性来终止反应，并且使pH值降

低，从而稳定显色底物的吸收波长；碱性磷酸酶（AP）作为酶偶联物时，一般采用碱性终

止液（如3 M氢氧化钠溶液）来终止反应。使反应信号稳定在特定时间点，确保检测结果

的准确性和重复性。

2.1.2.4.6 光密度值测定

反应终止30 min内，在酶标仪检测光密度值（OD值），建议使用双波长测量，根据反

应产物的敏感吸收峰选择检测波长，根据其不敏感区域选择参比波长（一般选择450 nm为

测定波长，630 nm为参比波长测定吸光度）。

2.1.2.5 分析结果表述

2.1.2.5.1 绘制结合曲线

以2.1.2.4.5测得的光密度值为纵坐标，待测样品的浓度为横坐标，通过数据处理软件

使用式（1）的非线性回归模型拟合数据，绘制结合曲线。

� = ����×�
��+�

……………………（1）

式中：

Y——光密度值；

Bmax——最大结合响应的光密度值；

X——待测样品浓度（mol/L）；

Kd——亲和力（mol/L）。

注：空白对照的光密度值都不应超过0.1。

2.1.2.5.2 结果表达及要求

通过数据分析软件计算得到最优Kd值，即为待测样品的亲和力。计算结合曲线的R²

值及置信区间，其中R²应不小于0.95。

下面以Anti-H7N9 N蛋白抗体为例，使用GraphPad Prism（v10.2）软件进行结合曲线

的绘制操作演示：
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1）统计梯度稀释的Anti-H7N9 N蛋白抗体的浓度及对应的光密度值（OD值），该样品

以450 nm为测定波长，620 nm为参比波长测定吸光度。具体测定数据如下表：

OD450 OD620 OD450-OD620
样品浓度

（nM）
1 2 3 1 2 3 1 2 3

20 3.831 3.71 3.627 0.042 0.0412 0.0413 3.789 3.6688 3.5857
4 3.591 3.397 3.561 0.0411 0.0412 0.0422 3.5499 3.3558 3.5188
0.8 3.254 3.157 3.129 0.0415 0.04 0.0403 3.2125 3.117 3.0887
0.16 1.575 1.478 1.64 0.0418 0.0401 0.0405 1.5332 1.4379 1.5995
0.032 0.468 0.444 0.501 0.0414 0.0409 0.0402 0.4266 0.4031 0.4608
0.0064 0.144 0.152 0.16 0.0413 0.0404 0.0405 0.1027 0.1116 0.1195
0.00128 0.106 0.11 0.103 0.0438 0.0403 0.0408 0.0622 0.0697 0.0622
0.000256 0.071 0.069 0.066 0.0497 0.0405 0.0416 0.0213 0.0285 0.0244

使用GraphPad Prism软件绘制曲线结合仅需用到3次复孔的OD450-OD620的平均值，计

算结果见下表（结果保留4位小数）：

样品浓度（nM） 20 4 0.8 0.16 0.032 0.0064 0.00128 0.000256
OD450-OD620 3.6812 3.4748 3.1394 1.5235 0.4302 0.1113 0.0647 0.0247

2）双击屏幕上的GraphPad Prism图标启动软件，会出现参数选择页面（如下图所示），

左边栏选择‘CREATE’下的‘XY’，右边栏‘Data table’下选择‘Enter or import data a

new table’，‘Options’下‘X’选择‘Numbers’；‘Y’选择‘Enter and plot a single Yvalue

for each point’，点击‘Create’创建表格。

参数选择页面

3）创建表格后，进行参数命名及数据填充，X轴为Anti-H7N9 N蛋白抗体梯度稀释浓

度，Y轴为OD450-OD620的平均值，完成后点击上边栏中的‘Analyze’会出现参数选择框，
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选择‘XY analyze’下面的‘Nonlinear redression(curve fit)’，点击‘OK’进入下一参数

选择；选择‘Binding-Saturationg’下面的‘One site--Specific binding’，点击‘OK’即可

获得Kd值、置信区间及R2等数据结果，具体操作步骤如下图所示：

（a）原始数据填充

（a）Kd值计算操作步骤

4）最后选择左边栏中‘Graphs’下面的‘Data 1’可看到GraphPad Prism软件自动绘

制完成的结合曲线，将‘Results’中的结果数据粘贴到结合曲线图中，点击上边栏的‘Export’
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导出图片。具体操作步骤如下图所示：

生成结合曲线

2.1.2.6 精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的30%。

2.2 表面等离子共振法 (SPR)

2.2.1 测定原理

SPR表面等离子共振技术是一种基于实时、无标记检测分子间相互作用的生物物理分

析方法。通过将靶标固定在传感芯片表面，加入待测样品并监测其与靶标结合和解离过程，

记录响应单位随时间的变化曲线，并据此拟合动力学参数，得到平衡解离常数（Kd）来指

示亲和力大小。

2.2.2 试验步骤

2.2.2.1 芯片制备

根据靶标特性和检测芯片选择合适的靶标偶联方式。根据检测系统将基线稳定、表面

活化、靶标偶联、封闭反应等四个阶段设置连续运行的标准程序，并按系统设计的样品架

或孔板位置表，分别放上运行缓冲液、活化试剂、靶标溶液和封闭试剂，运行程序，使芯

片表面形成一层共价固定化的靶标分子层，得到稳定、可重复使用的检测芯片。

注：需设定空白对照通道作为对照。
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靶标的选择及要求如下：

（1）需要根据待测物选择合适的靶标，明确其种类、分子量、浓度并确保其高纯度，

根据需求选择合适的偶联方法并优化实验条件保证其固化后的稳定性，并控制靶标用量。

（2）使用偶联法的靶标溶液中不能含有 NaN3及含伯氨基的成分，如甘氨酸、Tris；

使用捕获法的靶标不含游离标签和其它带相同标签的分子。

（3）靶标是小分子需要知道有机溶剂信息，是蛋白需要知道标签信息；

（4）靶标母液浓度一般建议≥1 mg/mL，纯度最好≥90%（越高越好），用偶联稀释

液稀释至 2-50 µg/mL进行偶联，根据具体情况调整。

依据靶标性质特点（Lys、Cys、His标签、生物素等），选择适合的偶联方式及对应芯

片。目前常用的偶联方式如下表：

偶联方式 偶联原理 适用类型

氨基偶联

EDC激活羧基，NHS形成活性

酯，中间体与蛋白质Lys ε-NH₂
共价结合

含有游离Lys的蛋白、多肽

巯基偶联
巯 基 基 团 特 异 性 与 蛋 白 质

Cys-SH反应，形成稳定的硫醚键

含有自由半胱氨酸残基或经

工程化引入Cys的蛋白

His-Ni2+捕获
芯片表面预包覆Ni²⁺-NTA，利用

His标签与Ni²⁺配位结合
带His₆标签的重组蛋白

抗体捕获
芯片预先包被捕获抗体，然后通

过抗原–抗体特异性捕获靶标
Fc片段标记

生物素-链霉亲和素捕

获

靶标先与生物素结合，再通过SA
芯片捕获

需生物素标记的蛋白、寡核

苷酸

目前常用的传感芯片的种类及选择如下表：

芯片类型 特征/方法

CM5 芯片

最通用的芯片，主要针对检测的靶标与分析物分子标签相同，

或均无标签，或捕获法捕获量无法满足。适用于多种化学修饰

固定样品，可以应用于核酸、多肽、抗体、蛋白、糖类或小分

子化合物与蛋白结合检测场景

CM7 芯片
载量比 CM5更高，适用于片段药物和低分子量样品检测，如

小分子化合物研究

Human IgG (Fc) Capture chip 捕获 Fc标签蛋白或人源抗体

Mouse antibody Capture chip 捕获 mFc 标签蛋白或鼠源抗体

His Capture chip 捕获 His标签蛋白
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NTA chip 螯合 Ni2+后可捕获 His标签

Protein A/G chip 捕获不同种属及亚型抗体

Protein L chip 捕获抗体轻链

SA chip 捕获生物素标记的靶标，需摸索再生

Bioin CAP chip 捕获生物素标记的靶标，与含 DNA和再生的试剂盒配套使用

目前常用的运行缓冲液的种类及选择如下表：

缓冲液类型 成分 适用类型

HBS-EP
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM
EDTA, 0.005% Tween-20, pH 7.4

最常用，适合大多数蛋白–蛋

白相互作用

PBST
10 mM PBS, 150 mM NaCl, 0.005–0.05%
Tween-20, pH 7.4

对抗体和细胞因子适用

TBST
20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.005–0.05%
Tween-20, pH 7.4

温和条件，对某些蛋白稳定

性更好

目前常用的活化试剂的种类及选择如下表：

活化试剂类型 作用原理 选择依据

EDC/NHS
形成 NHS-酯，中间体可与蛋白

Lys-NH₂共价结合

经典的胺偶联活化；效率高；

对多种蛋白通用

NiCl₂ 在NTA官能团位点捕获His标签
His标签捕获时无需化学交

联，只需金属配位

Streptavidin
预包被生物素结合蛋白层，用于后续

捕获生物素标记靶标

需要可逆、强亲和力捕获生

物素化样品

封闭试剂根据芯片类型进行选择。CM系列芯片在COOH-EDC/NHS偶联后，一般用乙

醇胺与未反应的NHS-酯基团反应，进行末端胺封闭最为常用。

针对基线稳定、表面活化、靶标偶联、封闭反应，举例说明如下：将靶点蛋白用固定

试剂（10 mM醋酸钠，pH 5.0）(根据蛋白特性选择合适的固定试剂)稀释到30 μg/mL。首先，

CM5芯片的表面用400 mM EDC和100 mM NHS以10 μL/min的流速进行420 s的活化。其次，

将30 μg/mL的靶点蛋白以10 μL/min的流速注入到实验通道（Fc2）约420 s，固定量约为7000

至14000 RU。最后，芯片用1 M 乙醇胺以10 μL/min进行420 s封闭。参比通道（Fc1）不注

入靶点蛋白，其他与试验通道（Fc2）进行相同操作。
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表面活化

靶标固定

封闭

靶点蛋白的固化

2.2.2.1.1 基线稳定

将传感芯片安装于SPR系统中，使用运行缓冲液以恒定进行系统预冲洗及芯片预润，

监测芯片响应单位（RU）直至稳定。

注：一般波动小于±2 RU即视为稳定基线；

2.2.2.1.2 表面活化

向目标流动通道注入活化试剂，以适宜流速（一般为10 μL/min）持续注射一定时间，

以活化表面官能团。

注：该步骤需连续完成，避免中间产物水解失活；活化时间与活化试剂浓度依据芯片

类型和目标RU值调整，活化时间一般为180~420 s。

2.2.2.1.3 靶标偶联

将靶标用适宜的偶联缓冲液稀释成目标浓度，需优化获得最适的靶标偶联量和偶联pH。

若靶标溶液含有叠氮化钠和伯氨基分子，如Tris、甘氨酸等，可能干扰偶联过程，需进行

缓冲液置换后使用。

偶联是指将靶标固定到芯片上的过程，针对不同的芯片和靶标，偶联方法各不相同。

目前常用的偶联缓冲液的选择及要求如下表：

偶联缓冲液类型 主要成分及名称 适用场景及原理

氨基偶联试剂

EDC（1-乙基-3-(3-二甲基氨

基丙基)碳二亚胺盐酸盐）

NHS（N-羟基琥珀酰亚胺）

适用于偶联含氨基（—NH₂）基团的靶标，与羧

基（—COOH）基团反应，形成稳定的酰胺键，

是 SPR最常用的偶联体系

巯基偶联试剂
SPDP（N-琥珀酰亚胺基-3-(2-
吡啶二硫基)丙酸酯）等

适用于偶联含巯基（—SH）或胺基的分子，通

过形成可断裂的二硫键，实现共价或可逆的偶联

生物素-亲和素

偶联

生物素（Biotin）、亲和素或

链霉亲和素（Avidin或
Streptavidin）

通过高亲和力的生物素-亲和素相互作用实现分

子间高效偶联，常用于可拆卸偶联、灵活捕获和

再生芯片表面

基线稳定
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2.2.2.1.3.1 靶标偶联量确定

根据式（2）计算靶标偶联水平RL。实验时靶标偶联量选择1.5倍的RL。

RL =（M2/M1）*Rmax / Sm……………………（2）

式中：

RL——靶标偶联水平；

Rmax——芯片表面最大结合容量，通常代入100 RU；

M1——待测蛋白的分子量；

M2——待测蛋白靶标分子的分子量；

Sm——化学计量比，未知时选择1。

注：该公式用于未知亲和力检测的参考偶联量，实际检测时可根据实验情况调整偶联

量，最终使分析物结合信号介于25-100 RU。

靶标最适偶联量试验步骤如下：

（1）确定芯片表面的最大结合容量（Rmax） ：这通常在实验前通过预实验确定，或

者根据芯片类型和实验条件设定一个合理的值；在亲和动力学分析中，通常 Rmax设置 100

RU。

（2）根据式（2）计算靶标偶联水平（RL） ：

（3）计算参考偶联量：参考偶联量为 1.5倍 RL 。

注：可根据实验情况调整偶联量，最终使分析物结合信号在25~100 RU左右。

举例说明：

（1）固定CXCR5（分子量44 kDa），分析物是anti-CXCR5抗体（180 kDa）。根据文

献是稳态拟合，Rmax设定为100 RU，Sm=1，则RL≈35 RU；考虑偶联损失，实际偶联量应

为1.5 RL,也即约40 RU。

anti-CXCR5抗体与CXCR5的结合动力学分析
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（2）固定Transferrin R (分子量78.7 kDa)，分析物是Transferrin(77.1 kDa)。根据文献是

动力学拟合，Rmax设定为100 RU，Sm=1，则RL≈102 RU；考虑偶联损失，实际偶联量应为

1.5 RL,也即约160 RU。如下案例，固定Transferrin R 521.8 RU，分析物结合信号介于25-100

RU，结合线性较优。

（a）偶联量

（b）偶联图谱

（c）结合图谱

2.2.2.1.3.2 最适偶联 pH

根据靶标特性选用不同pH的偶联缓冲液稀释靶标到目标浓度，进行预结合试验，根据

相同时间内结合的数量和峰型判断最适pH，如果相邻pH的结合结果差不多，选用靠近中性

的偶联pH。

最常用的偶联方法是氨基偶联法，一般选择pH比蛋白等电点（PI）低0.5-1的缓冲液，
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作为蛋白偶联时的缓冲液。在CM5芯片偶联靶标之前，需要通过预富集实验筛选合适的偶

联缓冲液，通常会使用pH 5.5，5.0，4.5，4的10 mM醋酸钠中筛选，将靶标稀释至浓度为

10-100 μg/mL，初次实验可尝试20 μg/mL，运行预结合试验，根据预富集结果：（1）预判

以现有的样品条件能否达到设定的偶联量；（2）通过五个预测点的斜率推算脉冲式进样

中第一针所需要的进样体积。系统如果预测当前的样品条件无法达成预设的偶联目标（过

低或过高），需改变偶联靶标的条件（浓度和pH）后重新尝试。最适pH值应该能够使靶标

与芯片表面的结合达到最佳状态，同时避免过度的电荷效应，最后用50 mM NaOH把吸附

在芯片表面的靶标清洗掉，选择最适pH值进行正式的偶联操作。

举例说明：

（1）目标蛋白为CD21采用氨基偶联法固定于CM5芯片表面，为寻找最适偶联pH，分

别测试了10mM NaOAc缓冲液pH 5.5与pH 4.5的预富集效果，结合响应值、曲线形态以及亲

和力等多因素综合判断，pH 5.5的NaOAc缓冲液更适合作为CD21蛋白偶联条件。

（a）pH为5.5时NaOAc缓冲液的偶联效率与结合动力学分析

（b）pH为4.5时NaOAc缓冲液的偶联效率与结合动力学分析

通过图（a）和图（b）能明显看出不同pH的偶联缓冲液，结合响应(RU)、解离曲线表

现等是有差异的，具体比对结果见下表：

偶联缓冲液 pH 结合响应(RU) 解离曲线表现 KD (nM)
5.5 中等（~35） 稳定，重复性好 10.5
4.5 偏高（~45） 略慢，有拖尾 12.6

（2）固定Transferrin R，使用10 mMAcetate, pH 4.5，靶标固定量极高（19676.5 RU），

但分析物单浓度测试无结合信号。靶标理论上是存在活性的，所以靶标可能在偶联过程中

失活。失活原因可能是Acetate的pH过低，导致靶标失活。
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（a）偶联量

（b）偶联图谱

（c）单浓度结合图谱

靶标的PI为6.39，尝试选用10 mMAcetate, pH 6.0进行偶联。偶联量为2646.1 RU，单循

环测试，检测有结合，可以看出10 mMAcetate, pH 6.0更适合其偶联。但结合信号过高，后

续需要降低靶标偶联量，使结合信号在25-100 RU之间。

（a）偶联量
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（b）偶联图谱

（c）结合图谱

最终降低靶标的稀释浓度，缩短偶联时间，使得固定Transferrin R的量降低至521.8 RU。

得到2.2.2.1.3.1靶标最适偶联量试验的结果。从而得到结合线性较优，且分析物结合信号介

于25-100 RU的结果。

（a）偶联量
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（b）结合图谱

2.2.2.1.4 封闭反应

注入封闭试剂封闭未反应的活性基团，防止非特异性结合；封闭完成后，应重新用缓

冲液冲洗表面至基线恢复稳定。

2.2.2.2 待测样品准备

需明确待测样品中重组蛋白的质量或浓度、等电点、分子量、标签类型等信息，且样

品纯度＞90%。

固体样品：取适量样品用运行缓冲液溶解配置母液。

液体样品：取适量待测样品用运行缓冲液稀释配置母液。

根据需要将母液用运行缓冲液进行梯度稀释，获得系列梯度浓度待测样品溶液，记录

其摩尔浓度。须经0.22 μm滤膜过滤并脱气。

若待检样品作为分析物，制剂中含有影响折光率的物质，如海藻糖、咪唑、甘油等，

需要进行脱盐处理。

待测样品要求如下：

（1）确保样品充分水溶，样品中没有任何沉淀、颗粒，保持样品处于均一的、不聚

集的状态，有明确等电点/分子量信息，分子量一般在 0.01-100 KDa；

（2）待测样本纯度（>90%），蛋白浓度> 0.2 mg/mL，浓度越高越好；

（3）分析物样品中不能含有高折光率物质，如甘油、蔗糖、咪唑、海藻糖等高折光

的成分；

（4）小分子需要知道有机溶剂信息，蛋白类型需明确标签类型；

（5）分析物需要溶解在运行缓冲液中，保持整个系统运行一致。

2.2.2.3 检测条件确认

2.2.2.3.1 最适检测条件
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通过标准品测试或实际样品预测试得到结合信号、结合和解离趋势，根据预实验所选

浓度的结合曲线，观察其结合信号以及是否呈明显抛物线，来确定多循环的进样浓度，一

般在此基础上升高 1-2个浓度，降低 5-7个浓度，得到一系列 7-10个浓度的分析物；可肉

眼观察到的明显抛物线时所达到的时间，来确定多循环的结合、解离时间；一般流速与预

实验保持一致确定进样浓度、时间、流速、结合、解离时间等检测条件。

在靶标通道上游需设置参比通道，以扣除容积效应（Bulk effect)，容积效应是由于样

品溶液与运行缓冲液折射率的差异。一般以经活化-封闭处理，但不偶联靶标的通道作为参

比通道。

检测运行条件需要根据实验的具体需求和分析物的特性进行选择，通常检测温度采用

25℃，运行缓冲液为PH 7.0的HBS-EP缓冲盐，为了避免非特异性结合，可添加 0.05% Tween

20或其它种类的表面活性剂如 0.05%的 P20（聚山梨醇），再生液为 Glycine-HCl pH 2.5；

运行条件为：进样时间 180秒，等待 60秒，再生 30秒；流速为 30 µL/min。

最适检测条件需参考的参数及质量判断标准见下表：

参数 质量判定

曲线质量
结合或解离阶段均呈典型双指数型曲线，无明显拖尾等异

常现象。

拟合与实际检测曲线
拟合紧密度良好，结合曲线成抛物线状，解离持平或者有

下降趋势，多浓度呈浓度依赖性

动力学 动力学拟合参数优良，（R²≥0.98，χ²/RUmax≤10%）。

浓度依赖性
不同浓度的响应值（RU）按比例增长，KD值在不同浓度

拟合结果中基本一致。

重复性 同一浓度多次进样，响应值 CV≤10%

非特异性结合
参比通道的响应值较低，结合曲线与背景明显区分。非特

异≤20%结合信号或者与参比通道结合信号＜30RU
Chi² (RU²) ＜1/10 Rmax

检测运行条件需要根据实验的具体需求和分析物的特性进行选择，下面以 Human /

Cynomolgus Claudin-18.2 与其靶标抗体检测亲和力为例。Monoclonal Anti-Chimeric

Claudin-18.2 Antibody, Human IgG1 为人抗，选择 Protein A 芯片。Human / Cynomolgus

Claudin-18.2蛋白的原始溶剂（20 mM HEPES,150 mM NaCl, pH 7.5, 11% trehalose）含有海

藻糖，需将其用运行缓冲液脱盐留至备用。运行缓冲液选择常规 HBS-EP溶液（含 10 mM

N-（2-羟乙基）哌嗪-N'-2-乙磺酸（HEPES），150 mM氯化钠（NaCl），3 mM乙二胺四

乙酸（EDTA），0.005%吐温-20（Tween-20），pH调节至 7.4）。采用 Protein A芯片时，

通常动力学检测温度采用 25℃，运行缓冲液为 pH 7.4的 HBS-EP缓冲盐，为了避免非特异

性结合，可添加 0.05% Tween 20或其它种类的表面活性剂如 0.05%的 P20（聚山梨醇），
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再生试剂为 Glycine-HCl pH 1.5；运行条件为：进样时间 90秒，解离 210秒，再生 30秒；

流速为 30 µL/min，如下图所示：

结合图谱

2.2.2.3.2 再生条件选择

用手动模式或向导程序，根据说明分别采用不同类型的再生液，如酸、碱、盐、去垢

剂等进行芯片再生，根据检测曲线分析再生前后结合曲线的信号恢复率（≥90%）、基线

稳定性（无漂移）和非特异性吸附水平来确定需要使用的再生液、进样时间、流速等条件。

当使用商品化间接捕获法试剂盒或芯片，应根据厂家操作手册选择再生条件。

再生条件的选择是整个实验中非常关键的步骤，直接关系到实验结果的重复性，有效

的再生条件能够去除所有剩余的分析物分子，确保每次实验的初始状态一致。再生条件的

选择宗旨是在不损害靶标表面活性的前提下，选择更温和的再生条件再生溶液。一般可用

高盐、低pH或高pH的缓冲液作为再生溶剂，通过手动或向导程序测试一系列溶液，从温和

到剧烈，以找到最佳的再生条件。经典的再生试剂为Glycine-HCl 3.0、2.5和2.0，每种条件

一般都会测试3-5次；如果分析物解离比较快，可以不用再生，小分子化合物可能难以再生，

需要尝试更广泛的再生条件；理想的洗脱条件为能够彻底洗脱，保持活性。通过多次的进

样，结合水平维持稳定，和第一次进样相比，结合水平的变化在10%之内。

举例说明：

（1）目标蛋白为CD21的再生条件探索结果显示（如下图）：Glycine-HCl，PH 3.0再

生缓冲液去除效果不佳，Sample Response逐次下降，且Baseline持续升高，提示纳米抗体

未完全解离。相比之下，Glycine-HCl，PH 2.5以及2.0条件均能有效清除残留结合物，Sample

Response重复性良好，Baseline稳定。为防止PH过低影响CD21抗原结构，因此推荐使用
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Glycine-HCl，PH 2.5作为再生条件。

CD21蛋白的再生条件探索

（2）在2.2.2最适偶联pH试验中最终Transferrin R选用10 mMAcetate, pH 6.0进行偶联。

偶联量为2646.1 RU, 单循环测试，检测有结合时，先使用3 M magnesium chloride再生，可

见分析物被完全洗脱下来，但再次进样的结合信号明显降低，说明3 M magnesium chloride

可能使靶标逐步失活，该再生条件不合适。

（a）固定后第一次检测结合与再生一次图谱

（b）第二次检测结合与再生两次图谱
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（c）第三次检测结合与再生三次图谱图谱

后续使用10 mMAcetate, pH 6.0重新进行偶联，用来测试再生条件。单浓度测试，采用

0.5 M magnesium chloride再生。无法洗脱分析物，再生不完全，重复结果一致。该再生试

剂较弱。

（a）首次结合检测图谱

（b）再生后结合测试图谱

然后采用50 mM NaOH再生，分析物被完全洗脱。分析物再次进样，无结合信号，靶

标已完全失活。该再生不合适。
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（a）50 mM NaOH再生效果检测

（b）再生后结合检测图谱

最后再生条件测试，尝试采用1 M magnesium chloride进行再生。分析物结合信号介于

25-100 RU，结合线性较优。

结合图谱

2.2.2.4 亲和力测定

按最适条件设置待测样本浓度、进样时间、液体流速、解离时间、再生液、再生液进

样时间、流速及稳定时间。输入样品的名称和靶标分子梯度浓度信息。运行SPR自动进样

和自动检测程序，自动获取数据。注：每次实验应包含1个标准品对照，用于评估系统适

用性。设置流动相空白通道用于背景扣除。
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结合解离曲线为快结合快解离模式时，选用稳态拟合方式进行拟合。结合解离曲线为

慢结合慢解离模式时，选用1:1 binding拟合方式进行拟合。如下图所示（典型的动力学和

稳态）：

（a）稳态拟合

（b）动力学拟合

Biacore 8K Control Software软件操作及分析具体流程如下：

（1）数据的导入和检查

1）点击Biacore 8K Control Software主界面上方的Runs，找到结果文件，双击或点击右

下角Open按钮打开。然后，选择Run properties，点击Open in evaluation software, 界面跳转

到Biacore Insight Evaluation Software。也可直接打开Biacore Insight Evaluation Software，打

开方式如Biacore Control Software进行登录。
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数据导入流程

2）在Biacore Insight Evaluation Software中，点击Predefined找到对应分析方法

（Kinetics/affinity–Antibody/general–Parallel kinetics）（同实验方法对应），双击或点击

右下角Open按钮进行分析。分析软件自动进行拟合，输出结果。
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结果输出流程

3）点击上方QC-Sensorgram，鼠标左键+Shift选中所有channel，观察传感图，检查数

据是否存在异常，主要包括进样、解离和再生部分。

数据检查

4）点击上方QC-Baseline，可以检查各流路上的基线是否存在波动或漂移；若baseline
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中各个点的响应值上飘，可延长再生时间或优化再生条件。

基线稳定性检查

5）点击上方QC-Binding to reference，检查各个点是否小于Evaluation-kinetics传感图中

对应响应值的20%。如是，直接跳到下一步。注：若Binding to reference各个点的响应值大

于Evaluation-kinetics传感图中对应响应值的 20%，即存在非特异性结合。

非特异性结合检查

（2）亲和力和动力学数据分析

1）点击上方Evaluation-kinetics，传感图下方显示，拟合模型（1:1 binding）、结合速

率常数，解离速率常数、Rmax、亲和力。

2）点击传感图下方的Quality Control，即可呈现系统对数据拟合结果进行智能化评估

的结果。绿色打勾图标表明结果符合模型要求，是高质量的数据结果。本实验的Quality

Control结果为绿色，表明本实验的结果为高质量的数据结果。
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拟合结果评估

3）Residuals是Biacore Insight Evaluation Software的另一特色，点击传感图下方的

Residuals，即可直观表现传感图中实际曲线和拟合曲线之间的离散情况。如果大部分的点

都位于绿色直线范围之内，表明拟合曲线非常符合实际的数据曲线。如果超出红色直线范

围，表明拟合结果的偏差较大，需要具体分析原因。

实际曲线和拟合曲线之间的离散情况分析

4）由Residuals可知，紫色（最高浓度）的离散程度较高，可删除此浓度，重新进行拟

合。点击Sample table，鼠标左键选择需要删除的浓度，再点击鼠标右键，左键选择Exclude

Local，即可删除此浓度。



37

离散程度较高的浓度样本删除操作

5）已删除次浓度线会以灰色虚线的形式出现在传感图上（此浓度不会被用于拟合）。

如需彻底删除，点击传感图右侧按钮，选择Selection栏目，去掉Show excluded data方框前

的√。重新点击传感图左侧的Perform fit重新拟合。

重新拟合操作流程
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6）点击传感图下方的Parameters，该栏中列出了所有的分析数据结果，包括结合、解

离速率常数（ka&kd），Rmax，Chi2等重要数据。

7）点击右上方的文件保存图标，将分析结果保存在自定义文件夹中，点击Save。

分析结果保存的操作流程

8）结果导出。将鼠标放在图上，点击右键可以直接copy graph或者copy small/ medium/

large image）用于文章发表，也可以右键点击export curve，导出txt文本后自行用第三方软

件作图。或者，点击右上方Home按钮，根据实际需要，选择主界面右侧结果输出模式（包

括Excel，PPT，PDF格式）。
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数据结果导出及图片输出

2.2.2.5 分析结果表述

打开数据分析软件，载入检测数据文件，运行亲和力分析。由于每个循环基线不同，

需先对所有曲线进行基线归零，使所有的传感图的基线对齐且归零。进入分析界面后，选

取要分析的数据，选择正确的拟合模型，拟合结束后可以在结果报告中直接读取Kd，表示

待测样品和靶标分子的亲和力（mol/L）。

注：空白对照应无明显非特异性结合；拟合曲线应符合典型的1:1结合模型特征；不同

浓度之间应呈剂量依赖性；Rmax（理论最大结合值）与实际应接近；拟合曲线卡方值应小，

符合软件建议值范围；亲和力拟合Kd值需落在样品浓度范围内，如拟合值超出样品浓度范

围，需对待测样本调整浓度梯度，重新检测。若待测样本亲和力极低，待检样本浓度无法

达到，可酌情判定是否重新检测。

2.2.2.6 精密度
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在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的20%。

（三）主要试验（或验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效益、社会效

益和生态效益

1、本方法的验证

本标准对酶联免疫吸附法（ELISA）和表面等离子共振法（SPR）测定重组蛋白亲和

力进行了验证，为验证2种方法可应用于多个类型的重组蛋白，本标准选择抗体类

Anti-H7N9 N蛋白抗体、重组蛋白类Human CD19 (20-291) Protein, His Tag和SARS-CoV-2 S

protein RBD, His Tag在内的2种重组蛋白。实验验证样品由本标准起草单位提供，将验证样

品送至重庆新一产生命科技有限公司、上海微谱化工技术服务有限公司和百斯医学诊断科

技（北京）有限公司，使用本文件规定的方法进行检测，结果均满足该标准要求，验证结

果见下表。

重庆新一产生命科技有限公司、上海微谱化工技术服务有限公司和百斯医学诊断科技

（北京）有限公司采用酶联免疫吸附法（ELISA）测定样品Anti-H7N9 N蛋白抗体和

SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag的Kd值的精密度分别为：8.27%和2.60%、15.67%和

2.58%、4.16%和8.36%；采用表面等离子共振法（SPR）测定样品Human CD19 (20-291)

Protein, His Tag和SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag的Kd值的精密度分别为：7.14%和

15.94%、19.64%和0.83%、14.06%和1.79%。

3家验证单位在重复性条件下每个样品共获得的6次独立测定结果，其中采用酶联免疫

吸附法（ELISA）测定的样品Anti-H7N9 N蛋白抗体和SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag

的RSD值分别为：5.85%和2.67%；采用表面等离子共振法（SPR）测定的样品Human CD19

(20-291) Protein, His Tag和SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag的RSD值分别为：13.21%和

15.94%。

验证单位测定结果1：重庆新一产生命科技有限公司

方法 样品 Kd（mol/L） 算术平均

值

差值的绝

对值

精密度

（%）

酶联免疫吸附法

（ELISA）

Anti-H7N9 N蛋白抗体
2.14×10-10

2.06×10-10 1.70×10-11 8.27%
1.97×10-10

SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag

1.56×10-8
1.54×10-8 4.00×10-10 2.60%

1.52×10-8

表面等离子共振法

（SPR）

Human CD19 (20-291)

Protein, His Tag

2.90×10-9
2.80×10-9 2.00×10-10 7.14%

2.70×10-9
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SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag

2.10×10-8
1.95×10-8 3.10×10-9 15.94%

1.79×10-8

验证单位测定结果2：上海微谱化工技术服务有限公司

方法 样品 Kd（mol/L） 算术平均

值

差值的绝

对值

精密度

（%）

酶联免疫吸附法

（ELISA）

Anti-H7N9 N蛋白抗体
2.34×10-10

2.17×10-10 3.40×10-11 15.67%
2.00×10-10

SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag

1.53×10-8
1.55×10-8 4.00×10-10 2.58%

1.57×10-8

表面等离子共振法

（SPR）

Human CD19 (20-291)

Protein, His Tag

2.46×10-9
2.24×10-9 4.40×10-10 19.64%

2.02×10-9

SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag

2.41×10-8
2.42×10-8 2.00×10-10 0.83%

2.43×10-8

验证单位测定结果3：百斯医学诊断科技（北京）有限公司

方法 样品 Kd（mol/L） 算术平均

值

差值的绝

对值

精密度

（%）

酶联免疫吸附法

（ELISA）

Anti-H7N9 N蛋白抗体
2.21×10-10

2.17×10-10 9.00×10-12 4.16%
2.12×10-10

SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag

1.49×10-8
1.56×10-8 1.30×10-9 8.36%

1.62×10-8

表面等离子共振法

（SPR）

Human CD19 (20-291)

Protein, His Tag

2.36×10-9
2.21×10-9 3.10×10-10 14.06%

2.05×10-9

SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag

1.66×10-8
1.68×10-8 3.00×10-10 1.79%

1.69×10-8

3家验证单位测定结果汇总：

方法 样品 Kd（mol/L） 标准偏差 RSD（%）

酶联免疫吸附法

（ELISA）
Anti-H7N9 N蛋白抗体 2.13×10-10 1.25×10-11 5.85%
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SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag
1.55×10-8 4.14×10-10 2.67%

表面等离子共振法

（SPR）

Human CD19 (20-291)

Protein, His Tag
2.42×10-9 3.19×10-10 13.21%

SARS-CoV-2 S protein

RBD, His Tag
2.01×10-8 3.21×10-9 15.94%
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3家验证单位出具的验证报告扫描件如下：

1）重庆新一产生命科技有限公司

（a）酶联免疫吸附法（ELISA）-Anti-H7N9 N蛋白抗体
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（b）酶联免疫吸附法（ELISA）-SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag
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（c）表面等离子共振法（SPR）-Human CD19 (20-291) Protein, His Tag

（d）表面等离子共振法（SPR）-SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag
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2）上海微谱化工技术服务有限公司

（a）酶联免疫吸附法（ELISA）-Anti-H7N9 N蛋白抗体
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（b）酶联免疫吸附法（ELISA）-SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag
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（c）表面等离子共振法（SPR）-Human CD19 (20-291) Protein, His Tag

（d）表面等离子共振法（SPR）-SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag
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3）百斯医学诊断科技（北京）有限公司

（a）酶联免疫吸附法（ELISA）-Anti-H7N9 N蛋白抗体
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（b）酶联免疫吸附法（ELISA）-SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag
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（c）表面等离子共振法（SPR）-Human CD19 (20-291) Protein, His Tag

（d）表面等离子共振法（SPR）-SARS-CoV-2 S protein RBD, His Tag
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2、经济与社会效益

本标准采用当前行业内最为成熟和主流的两种蛋白亲和力检测方法——酶联免疫吸

附法（ELISA）和表面等离子共振法（SPR），通过建立科学、规范、可操作的亲和力测

定技术体系，填补了国内在重组蛋白试剂亲和力评价方面的标准空白，预期将在经济和社

会层面带来显著效益。ELISA具备成本低、通量高、操作简便等优势，适用于常规质量监

控，而SPR则具备实时、无标记、高灵敏度的特点，适合高精度亲和力分析，两者互为补

充，满足不同检测需求，将有效提升检测效率、降低实验成本，促进企业研发和生产流程

标准化，尤其在国产重组蛋白加快替代进口的大背景下，为企业提升产品一致性与市场竞

争力提供重要技术支撑。重组蛋白作为生命科学研究、药物开发和诊断应用中的关键试剂，

其质量稳定性对科研数据的可重复性和临床应用的可靠性至关重要。本标准的实施将提高

亲和力测定的规范性和数据可比性，增强科研结果的可信度，推动科研成果转化效率的提

升；同时也为监管机构和采购方提供科学的质量评估依据，有助于构建统一、公正、可追

溯的质量保障体系，促进我国生物试剂行业健康有序发展，提升我国在全球生物技术领域

的标准话语权和国际影响力。

（四）与国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或与测试的国外样品、样机的有关数

据对比情况

目前，国际上尚无专门针对“重组蛋白试剂亲和力测定方法”的ISO或IEC正式发布的

国际标准，但在欧美国家，重组蛋白试剂广泛应用于生命科学、药物研发及诊断等领域，

其亲和力检测多采用企业内部标准或行业指南，如美国PeproTech、赛默飞、R&D Systems、

罗氏等公司均制定了自有的蛋白亲和力测定方案。常用检测技术包括酶联免疫吸附试验

（ELISA）、表面等离子共振技术（SPR）、生物层干涉技术（BLI）和等温滴定量热法（ITC），

其中ELISA因成本低、操作简便，在国际国内均为最常用的方法之一；而SPR和BLI等无标

记实时检测技术由于其更高的灵敏度和数据精确度，正逐渐成为主流手段。

国外检测样品方面，例如Biacore（Cytiva）开发的SPR平台常用于检测蛋白—配体之

间的结合亲和力，其结合RBD-ACE2的亲和力测定结果（如Kd≈0.2 nM）在国际文献中广

泛引用。国产英柏Inter-Bio公司开发的SPR仪器，在相同测试项目中（RBD与ACE2结合），

所获得的亲和力数据与Biacore系统结果高度一致，说明国产仪器在数据准确性、稳定性及

重现性方面已达到国际先进水平。

此外，美国国家标准与技术研究院（NIST）等机构已将SPR用于蛋白活性浓度定量和

标准物质互换性评价，中国药典2020年版也首次收录SPR方法，进一步促进了该技术在标

准化检测中的应用。
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本标准参考了上述国际和国内先进技术方案，综合吸收ELISA与SPR两种方法的优势，

明确关键操作步骤与数据分析方式，在保持方法科学性、可操作性和通用性的基础上，提

升了检测结果的准确性与重复性，体现了与国际主流技术路线的接轨。

（五）以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明

未采用国际标准的原因

本文件没有采用国际标准，本文件在制定过程中未查到同类国际标准。

（六）与有关的现行法律、行政法规及相关标准的关系

本文件与相关法律、法规、规章及相关标准协调一致，没有冲突。

（七）重大分歧意见的处理经过和依据

无。

（八）涉及专利的有关说明

无。

（九）实施国家标准的要求，以及织措施、技术措施、过渡期和实施日期建议等措施建议

发布即实施。

（十）其他应予说明的事项

无。

《重组蛋白试剂 亲和力测定方法》标准起草组

2025年 06月
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