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(57)摘要

本发明涉及能够与生物素结合的单克隆抗

体。在一个实施方案中，根据本发明的单克隆抗

体也不与生物素化的分子上的生物素部分结合，

其中所述生物素部分通过生物素的戊酸部分的

羧基官能的碳原子与所述分子附着。还公开了用

于产生本文公开的抗体的方法。根据本发明的单

克隆抗体对用于测量样品中分析物的方法有特

殊用处，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物素对用

于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链

霉）抗生物素蛋白包被的固相上。
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1.特异性结合式I化合物的单克隆抗体，

（式I）

其特征在于它还与生物素结合，

其中

X选自

(CH2)n，其中n为1至20的整数，

[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，且k为1至30的整数，以及

[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1至5的整数

且

R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚胺基和Z，

其中

Z是A或B，

其中A是M-L，其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，

其中B是

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记的

氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

2.权利要求1的抗体，其进一步特征在于其不结合也在图3A中描述的式II的化合物

（式II）。

权　利　要　求　书 1/5 页

2

CN 110088129 A

2



3.根据权利要求1或2任一项的单克隆抗体，其中所述单克隆抗体对选自

在图2C中描述的式III  A

在图3B中描述的式III  B

和在图3C中描述的式III  C

的化合物组的任意一种化合物的结合亲和力为对式II化合物的结合亲和力的至少50

倍。

4.根据权利要求3的单克隆抗体，其中所述单克隆抗体对选自

在图2C中描述的式III  A

在图3B中描述的式III  B

和在图3C中描述的式III  C

的化合物组的任意一种化合物的结合亲和力为对式II化合物的结合亲和力的至少

500、至少1,000、至少5,000、至少10,000、至少50,000和至少100,000倍。

5.用于测量样品中的分析物的方法，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物素结合对用于将

生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物素蛋白包被的固相上，

所述方法包括向样品添加

a）根据权利要求1-4任一项的抗体，

b）生物素化的分析物特异性结合剂，

c）（链霉）抗生物素蛋白包被的固相，

后面是

测量结合到固相上包被的（链霉）抗生物素蛋白和生物素化的分析物特异性结合剂的

分析物。

6.权利要求5的方法，其中步骤5（a）和任选的还有步骤5（b）在步骤5（c）之前进行。

7.根据权利要求1-4任一项的抗体在用于测量样品中分析物的方法中的用途，其中（链

霉）抗生物素蛋白/生物素对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合至（链霉）抗生物

素蛋白包被的固相或标记的（链霉）抗生物素蛋白。

8.免疫测定测试试剂盒，其至少包括

a）根据权利要求1-4任一项的抗体，

b）生物素化的分析物特异性结合剂，和

c）（链霉）抗生物素蛋白包被的固相或标记的（链霉）抗生物素蛋白。

9.式I的免疫原

（式I）

其中

X选自
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(CH2)n，其中n为1至20的整数，

[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，且k为1至30的整数，以及

[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1至5的整数

且

R选自A或B，

其中A是M-L，

其中M是至少30个氨基酸的多肽，且优选为匙孔䗩血蓝蛋白，且L是连接X和M的接头，

且其中B是

其中M是至少30个氨基酸的多肽，且优选为匙孔䗩血蓝蛋白，且L是接头，借此用星号作

标记的氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

10.用于产生根据权利要求1的抗体的方法，所述方法包括以下步骤：

a）用根据权利要求9的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的抗体

的B-细胞，

b）或者通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产生的结合所

述免疫原的单克隆抗体，

c）进一步选择步骤（b）的抗体与生物素的结合

从而获得根据权利要求1的抗体。

11.权利要求10的方法，其中在步骤（c）中，在竞争性测定中进行选择，其中使用生物素

作为抗体与式I的化合物结合的竞争剂，

（式I）

其中

X选自

(CH2)n，其中n为1至20的整数，

[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，且k为1至30的整数，以及

[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1至5的整数

且
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R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚胺基和Z，

其中

Z是A或B，

其中A是M-L，

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是连接X和M的接头，

且其中B是

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记的

氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

12.权利要求10的方法，其中在步骤（c）中，在竞争性测定中进行选择，其中使用生物素

作为抗体与权利要求9的免疫原结合的竞争剂。

13.权利要求10的方法，其中在步骤（c）中，在竞争性测定中进行选择，其中使用生物素

作为抗体与也在图3B中描述的式III  B化合物结合的竞争剂

（式IIIB）。

14.用于产生根据权利要求2的抗体的方法，所述方法包括以下步骤：

a）用根据权利要求9的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的抗体

的B-细胞，

b）或者通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产生的结合所

述免疫原的单克隆抗体，

c）选择步骤（b）的抗体与生物素的结合，和

d）选择那些不与式II化合物结合的抗体，
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（式II）

从而获得根据权利要求2的抗体。
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新的生物素特异性单克隆抗体及其用途

[0001] 本发明涉及能够与生物素结合的单克隆抗体。在一个实施方案中，根据本发明的

单克隆抗体也不与生物素化的分子上的生物素部分结合，其中所述生物素部分通过生物素

的戊酸部分的羧基官能的碳原子与所述分子附着。还公开了用于产生本文公开的抗体的方

法。根据本发明的单克隆抗体对用于测量样品中分析物的方法有特殊用处，其中（链霉）抗

生物素蛋白/生物素对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物素蛋白

包被的固相上。

[0002] 发明背景

在活的生物以及在体外生物化学中，生物素的主要功能是共底物的功能，其作为具有

羧基转移酶活性的酶的辅基是需要的，例如，丙酮酸羧化酶和乙酰辅酶A羧化酶。在细菌中，

生物素通过生物素蛋白连接酶与生物素羧基载体蛋白附着。此外，已知许多化学过程，生物

素可以借助所述化学过程共价附着到几乎任何感兴趣的分子上的合适基团。作为共同特

征，戊酸侧链的羧基官能的碳原子在偶联反应中与感兴趣的分子上的适当（接收）基团反

应，或与接头的反应基反应，其中接头本身或者已经连接到感兴趣的分子，或者一旦生物素

附着到接头，接头就与分子偶联。通常，通过戊酸侧链的羧基官能的碳原子将生物素到各种

化学位点的这种附着被称为生物素化。

[0003] 抗生物素蛋白和/或链霉抗生物素蛋白（=（链霉）抗生物素蛋白）分别对生物素的

非凡亲和力（Ka  =  1015  M-1）是蛋白质和配体的最强已知非共价相互作用之一。它允许复杂

混合物中的生物素化的分子被（链霉）抗生物素蛋白特异性结合。由于这个原因，抗生物素

蛋白和/或链霉抗生物素蛋白用于大量免疫学检测测定中。

[0004] 除了对（链霉）抗生物素蛋白具有强亲和力外，两个进一步的性质使生物素特别适

合于标记蛋白质和其他大分子。首先，生物素分子显著小于蛋白质。其分子大小允许一个或

多个生物素分子与感兴趣的分子缀合，同时使这种分子的生物功能损失减至最小。其次，生

物素的戊酸侧链的末端碳原子可以容易地衍生化，从而促进与感兴趣的分子，特别是蛋白

质上的反应性部分的缀合。值得注意的是，生物素化不改变生物素的杂环部分的结构。

[0005] 在通过戊酸侧链的末端碳原子进行生物素化后，生物素部分保持了与（链霉）抗生

物素蛋白特异性相互作用的能力，这是因为负责与抗生物素蛋白型蛋白质的结合口袋的特

异性相互作用的生物素分子的部分是由与四氢噻吩环稠合的脲基环代表的杂环结构不受

影响。

[0006] 生物素的杂环结构也被现有技术中针对生物素的单克隆抗体（mAbs）靶向。Kohen 

F.等人（Methods  in  Enzymology  279  (1997)  451-463）使用生物素化的牛血清清蛋白（与

N-羟基琥珀酰亚胺生物素缀合的BSA）作为免疫原产生单克隆抗体。该文献报道了能够结合

生物素化的蛋白质的生物素部分的抗体的抗原结合区域的氨基酸序列的分析。与据报道与

生物素的二环环状系统相互作用的抗生物素蛋白和链霉抗生物素蛋白多肽序列的同源序

列段进行了序列比对。值得注意的是，在生物素特异性抗体的CDR2和CDR3中鉴定了与抗生

物素蛋白和链霉抗生物素蛋白的多肽序列的相似性。结果解释为因为在生物素结合口袋的

氨基酸序列中，共同模式是生物素结合所必需的。
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[0007] Dakshinamurti,  K等人（Biochem.  J.  237  (1986)  477-482）报道了使用偶联有

活化形式的生物素（N-羟基琥珀酰亚胺生物素）的匙孔䗩血蓝蛋白（KLH）作为免疫原的鼠

mAbs的产生和表征。获得了几种杂交瘤克隆，并且各自的mAbs在结合游离的生物素、半抗原

缀合的生物素、蛋白质缀合的生物素和生物胞素中有效。值得注意的是，生物胞素是天然存

在的生物素衍生物，是由戊酸羧基官能和氨基酸L-赖氨酸形成的酰胺。这种衍生化的生物

素被Dakshinamurti,  K等人（见上）的mAbs结合的事实指示了靶向生物素的杂环结构（即，

与四氢噻吩环稠合的脲基环）的结合特异性。

[0008] 虽然Dakshinamurti,  K等人（见上）报道的mAbs的确结合缀合的生物素且也结合

游离的生物素，但JP  2008-094721公开了一种mAb，其特异性结合蛋白质缀合的生物素，但

不与游离生物素结合。表1总结了现有技术抗体的讨论的性质。

[0009] 表1

针对生物素产生的单克隆抗体的结合性质

报道 与生物素化的靶结合 与游离生物素结合

Dakshinamurti, K等人（Biochem. J. 237 (1986) 477-482） 是 是

Kohen F.等人（M. Enzymol. 279 (1997) 451-463） 是 未测定

JP  2008-094721 是 否

尚无报道 否 是

类似于Dakshinamurti,  K等人（见上）的报道，WO  00/50088  A2涉及具有可比较的性质

的抗体；具体而言，报道了对缀合的生物素具有的亲和力比对游离生物素的相应亲和力高

一至四个数量级的抗体。该文献公开了用抗原进行免疫，生物素通过戊酸部分的羧基官能

的碳原子与所述抗原缀合。在第一筛选步骤中，鉴定了与缀合的生物素结合的抗体；公开了

后来的第二筛选步骤，其旨在鉴定即使在有限定量的游离生物素的情况下也分泌能够结合

缀合的生物素的单克隆抗体的克隆。值得注意的是，该文献没有提到这样的单克隆抗体，所

述单克隆抗体一方面与游离生物素（不与另一分子共价结合并且在水溶液中处于解离形式

的生物素）结合，但另一方面不与生物素化的分子上的生物素部分结合，即，也可以被（链

霉）抗生物素蛋白结合的生物素部分。

[0010] Indyk  H.E.等人International  Dairy  Journal  35（2014）25-31报道了一种用于

检测乳中游离生物素的光学生物传感器测定。使用具有CM5传感器芯片的Biacore  Q生物传

感器；在胺修饰的传感器表面上，生物素通过其NHS-活化的戊酸末端羧基的共价偶联来固

定。值得注意的是，与传感器芯片偶联的生物素分子的取向与生物素化的分子上的生物素

相同，即，对应于也可以被（链霉）抗生物素蛋白结合的生物素部分。因此，主要暴露生物素

的杂环结构用于抗体结合。在有不同浓度的游离生物素作为竞争剂的情况下，使用生物素

传感器芯片表征了三种不同生物素特异性多克隆抗体和两种不同单克隆抗体的结合性质。

[0011] 值得注意的是，到现在为止，在现有技术中还没有发现描述特异性结合游离生物

素而不是生物素化的靶分子上缀合的生物素的单克隆抗体的公开内容。这种抗体将主要从

其“尾”结合生物素，即，将显著地与生物素的戊酸部分相互作用。特别地，到现在为止，尚未

描述这样的抗体，其一方面特异性结合游离生物素，但另一方面不结合缀合的生物素，其中

缀合的生物素通过戊酸部分的羧基官能的碳原子与靶分子附着，由此生物素的杂环“头”结

构位于远离靶分子处。此外，到现在为止，没有这样的单克隆抗体是已知的，其在水溶液中

表征为对游离生物素的亲和力Ks[游离]高于相同单克隆抗体对缀合的生物素的亲和力Ks
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[缀合]，其中所述缀合的生物素通过戊酸部分的羧基官能的碳原子缀合（参见上文），并且

其中Ks[游离]与Ks[缀合]相差至少50、100、500、1,000、5,000、10,000、50,000或至少100,

000倍。

[0012] Johnson  L .C .（“The  synthesis  of  new  biotin  derivatives  and  their 

bioactivity”，于2017年2月16日从因特网检索的提交到Graduate  Faculty  of  the 

Louisiana  State  University  and  Agricultural  and  Mechanical  College  (US)的2002

年12月的理学硕士论文；URL:http://etd .lsu .edu/docs/available/etd-0927102-

135929/unrestricted/Johnson_thesis.pdf）描述了生物素的杂环“头”结构衍生化的化学

反应。公开了其中生物素的杂环结构中包含的1'-N原子通过衍生化靶向的实施方案。

[0013] Wu  F.-B.等人Clinica  Chimica  Acta  308（2001）117-126公开了一种在竞争性免

疫测定中抵消基质干扰的方法。由与靶（血清甲状腺素）特异性抗体结合的固定的第二抗体

组成的初始测定配置被进行替换。通过下述提供所述替换，即，首先固定生物素化的牛血清

清蛋白（BSA），后面是将链霉抗生物素蛋白与生物素化的BSA结合，后面是将靶特异性抗体

与链霉抗生物素蛋白结合，其中在这个步骤之前将靶特异性抗体生物素化。发现这样的配

置为测定的靶（血清甲状腺素）提供了增加的结合能力，并从而增加了对基质干扰的抗性。

[0014] 本发明提供式I的化学结构（见下文），其特别地将衍生化的二氨基生物素

（diaminobiotin）的戊酸“尾”部分呈现为相应结构的远端（最末端）部分。通过衍生化生物

素类似物二氨基生物素并通过将其“头”部分附着到式I结构的剩余部分，戊酸部分被主要

暴露并提供用于物理相互作用，包括与免疫细胞受体和抗体的相互作用。本研究的主题是

查明与根据式I的衍生化生物素相互作用的抗体是否将具有可以靶向戊酸“尾”部分的结合

性质。在本研究中，进一步测试了可以使用式I结构得出并且能够与这种结构反应的单克隆

抗体是否也将具有根据本发明的所期望的抗体的性质。

[0015] 因此，本发明的所期望的抗体是特异性结合生物素的单克隆抗体，其中生物素不

与另一分子共价结合。同样地，与上述推理一致，本发明的所期望的抗体是特异性结合生物

素的单克隆抗体，其中生物素在水溶液中处于解离形式。同时，本发明的所期望的抗体不与

生物素化的靶分子上的缀合的生物素结合，其中生物素通过戊酸部分的羧基与靶分子附

着。在这种生物素化的靶分子中，生物素的“头”结构的缀合形式存在并且可以例如被（链

霉）抗生物素蛋白结合。

[0016] 因此，本发明人着手查明是否可以制备和分离抗体以特异性结合未缀合的（游离

的）生物素。与较早报道已经描述的与生物素的“头”部分结合的抗体相比，这种与生物素的

结合将具有完全不同的结构基础。

[0017] 对于这个公开内容来说，本发明的目的是提供特异性结合式I化合物的单克隆抗

体，
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（式I）

其特征在于它还与生物素结合，其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-

(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5

的整数，t为0至5的整数，且s为1至5的整数，且其中R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚

胺基和Z，其中Z是A或B，其中A是M-L，其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，

且L是连接X和M的接头，且其中B是

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记的

氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0018] 进一步的目的是提供与式I分子和生物素结合但不与缀合的生物素结合的单克隆

抗体，所述缀合的生物素通过戊酸部分的羧基官能的碳原子与大分子附着。作为进一步的

目的，本发明的抗体与包含化学上未修饰的戊酸部分的生物素结合。因此，目的是分离单克

隆抗体，其对在生物素化的靶分子上的缀合的生物素具有的亲和力为对游离生物素的亲和

力的选自至多1/50、1/100、1/500、1/1,000、1/5,000、1/10,000或更低。换言之，目的是分离

单克隆抗体，其对游离生物素具有的亲和力为对在生物素化的靶分子上的缀合的生物素的

亲和力的选自至少50、100、500、1,000、5,000和至少10,000倍。

[0019] 现在已令人惊讶地发现，可以产生和分离这种单克隆抗体。

[0020] 近来，高剂量生物素补充已变得“流行”。生物素被认为是角蛋白的关键贡献者，且

因此高剂量生物素可以改善毛发、甲和皮肤的质量和数量。生物素是水溶性的并且迅速排

泄。然而，如果采用高剂量生物素补充，则可能存在循环中相当高水平的生物素，并且循环

中的生物素也将存在于用于测量分析物的用于体外分析的样品中，即，在诸如血清或血浆

的样品中。包含在样品中的生物素，如果以高水平存在，则可能干扰用于测量分析物的测

定，其采用（链霉）抗生物素蛋白包被的固相和生物素化的特异性结合剂。

[0021] 因此，随着高剂量生物素补充剂的使用增加，越来越需要在基于（链霉）抗生物素

蛋白-生物素结合对的测定中降低样品中异常高的生物素水平与来自相同样品的分析物测

量的潜在干扰。
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[0022] 研究本文公开的抗体是否可用于减少生物素的潜在干扰是进一步的任务。已经令

人惊讶地发现，在这样的测定中，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物素对用于将生物素化的分

析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物素蛋白包被的固相上，能够结合生物素但不结合生

物素化的靶分子上的生物素部分的单克隆抗体对于抵消由样品中异常高水平的生物素在

用于测量这种样品中的分析物的方法中引起的潜在干扰特别有用。

[0023] 发明概述

本文报道了特异性结合式I化合物的单克隆抗体，

（式I）

其特征在于它还与生物素结合，其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-

(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5

的整数，t为0至5的整数，且s为1至5的整数，且其中R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚

胺基和Z，其中Z是A或B，其中A是M-L，其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，

且L是连接X和M的接头，且其中B是

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记的

氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0024] 进一步报道了用于测量样品中的分析物的方法，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物

素结合对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物素蛋白包被的固相

上，所述方法包括向样品添加（a）本文报道的抗体，（b）生物素化的分析物特异性结合剂，

（c）（链霉）抗生物素蛋白包被的固相，后面是测量通过（链霉）抗生物素蛋白和生物素化的

分析物特异性结合剂与固相结合的分析物。

[0025] 进一步报道了用于测量样品中的分析物的方法，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物

素结合对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到标记上，所述方法包括向样品添加

（a）本文报道的抗体，（b）生物素化的分析物特异性结合剂，（c）与标记结合的（链霉）抗生物

素蛋白，后面是分离包含分析物、生物素化的分析物特异性结合剂和标记的链霉抗生物素

蛋白的复合体，并测定与分析物结合的标记的量。
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[0026] 进一步报道了本文报道的抗体在用于测量样品中分析物的方法中的用途，其中

（链霉）抗生物素蛋白/生物素对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合至（链霉）抗生

物素蛋白包被的固相或标记的（链霉）抗生物素蛋白。

[0027] 进一步报道了免疫测定测试试剂盒，其至少包括（a）本文公开的抗体，（b）生物素

化的分析物特异性结合剂，和（c）（链霉）抗生物素蛋白包被的固相或标记的（链霉）抗生物

素蛋白。

[0028] 进一步报道了根据式I的免疫原

（式I）

其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k

为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1

至5的整数，且其中R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚胺基和Z，其中Z是A或B，其中A是

M-L，其中M是多肽，且L是连接X和M的接头，

且其中B是

其中M是多肽，且L是接头，借此用星号作标记的氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0029] 进一步报道了用于产生本文公开的抗体的方法，所述方法包括以下步骤：（a）用本

文公开的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的抗体的B-细胞，（b）或者

通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产生的结合所述免疫原的

单克隆抗体，（c）进一步选择步骤（b）的抗体与生物素的结合，从而获得本文公开的抗体。

[0030] 进一步报道了用于产生本文公开的抗体的方法，所述方法包括以下步骤：a）用本

文公开的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的抗体的B-细胞，b）或者

通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产生的结合所述免疫原的

单克隆抗体，c）选择步骤（b）的抗体与生物素的结合，和d）选择那些不与式II化合物结合的

抗体，
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（式II）

从而获得本文公开的抗体。

[0031] 发明详述

在一个实施方案中，本发明涉及与式I化合物特异性结合的单克隆抗体，

（式I）

其特征在于它还与生物素结合，其中

X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k为1

至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1至5

的整数，

且

R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚胺基和Z，

其中Z是A或B，

其中A是M-L，其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是连接X和M的接

头，

且其中B是

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记的

氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0032] 令人惊讶的是，已经发现基于本文公开的材料和方法可以可靠地产生与式I结构

（其在下文进一步更详细地描述）和生物素两者结合的单克隆抗体，其也在下文进一步更详
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细地举例说明。

[0033] 对本公开内容来说，在本文提及的所有方面和实施方案中，术语“（链霉）抗生物素

蛋白”和抗生物素蛋白型蛋白质可以互换使用。抗生物素蛋白型蛋白质通常被理解为具有

至少一个结合口袋的蛋白质，所述结合口袋能够特异性结合生物素的杂环结构，所述生物

素的杂环结构由与四氢噻吩环稠合的脲基环代表。凭借着这种性质，抗生物素蛋白型蛋白

质能够与生物素化的靶分子结合，其中生物素通过生物素的戊酸侧链的羧基官能的碳原子

与所述分子共价结合。抗生物素蛋白型蛋白质的几个实施方案是本领域已知的。更具体地，

抗生物素蛋白型蛋白质可选自抗生物素蛋白，中性抗生物素蛋白（neutravidin），链霉抗生

物素蛋白，bradavidin，traptavidin，其生物素结合变体，其混合物，其单体、二聚体、三聚

体、四聚体或多聚体，其缀合的形式和与常规生物素化的感兴趣的分子结合的抗体。已知在

它们天然存在的形式中，许多抗生物素蛋白型蛋白质（尤其是那些不是抗体的蛋白质），特

别是抗生物素蛋白和链霉抗生物素蛋白，是同型四聚体；即，它们由四个相同的亚基组成。

在单体抗生物素蛋白型蛋白质的变体的实施方案中，天然存在的形式可以是二-三-或四-

寡聚体，其中每个单体都具有生物素结合口袋。在实施方案中，抗生物素蛋白型蛋白质选自

单体、同型二聚体、同型三聚体和同型四聚体。

[0034] 同样更具体地，抗生物素蛋白型蛋白质可以是具有抗原结合口袋的抗体，所述抗

原结合口袋能够特异性结合生物素的杂环结构，所述生物素的杂环结构由与四氢噻吩环稠

合的脲基环代表。具有这种性质的抗体的实例在现有技术中是已知的并且在上文引用。在

甚至更具体的实施方案中，如果抗生物素蛋白型蛋白质特异性结合图3A中结构（式II）的生

物素部分，则可以鉴定所述抗生物素蛋白型蛋白质。

[0035] 尽管抗生物素蛋白型蛋白质可能能够结合游离生物素，但重要的是抗生物素蛋白

型蛋白质不能特异性结合图2C中的结构（式III  A），其描述了适合于产生本发明的单克隆

抗体的免疫原。更具体地，抗生物素蛋白型蛋白质不特异性结合图3C中的结构（式III  C），

其描述了可用于鉴定本发明的单克隆抗体的半抗原偶联的筛选剂。甚至更具体地，抗生物

素蛋白型蛋白质不特异性结合图3B中的结构（式III  B），其描述了用于鉴定特异性结合生

物素“尾”方面的单克隆抗体的另一种半抗原偶联的筛选剂。

[0036] 在一个实施方案中，根据本公开内容的（链霉）抗生物素蛋白选自抗生物素蛋白、

中性抗生物素蛋白、链霉抗生物素蛋白，bradavidin、traptavidin、其生物素结合变体及其

混合物。

[0037] 当提及本公开内容中的“（链霉）抗生物素蛋白”或抗生物素蛋白型蛋白质时，应理

解这些术语同等地包括其任何变体，但须所述变体能够以至少一个结合口袋非共价地结合

生物素，所述结合口袋能够与生物素的杂环结构特异性结合，所述生物素的杂环结构由与

四氢噻吩环稠合的脲基环代表。在这方面，变体是“功能等同的多肽”，这是因为形成至少一

个结合口袋的氨基酸具有与在考虑中的原始抗生物素蛋白型蛋白质的氨基酸序列相似的

静电和立体化学属性，其中变体包含氨基酸的一个或多个保守氨基酸取代、类似氨基酸取

代和/或缺失和/或添加，其不显著影响或改变结合口袋的氨基酸的功能。“功能等同”还包

括相对于各自参考的氨基酸序列的同源氨基酸序列。

[0038] “保守取代”适用于氨基酸和核酸序列两者。关于特定的核酸序列，“保守取代的”

是指那些编码相同或基本相同的氨基酸序列的核酸，或者在核酸不编码氨基酸序列的场
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合，是指基本上相同的序列。由于遗传密码的简并性，大量功能相同的核酸编码任何给定的

蛋白质。例如，密码子GCA、GCC、GCG和GCU都编码氨基酸丙氨酸。因此，在由密码子确定丙氨

酸的每个位置，密码子可以在不改变编码的多肽的情况下改变为所述的相应密码子的任何

一个。这种核酸变异是“沉默变异”，其是保守修饰的变异的一种。本文中编码多肽的每个核

酸序列也描述了所述核酸的每种可能的沉默变异。本领域普通技术人员将认识到核酸中的

每个密码子（除了通常是甲硫氨酸的唯一密码子的AUG和通常是色氨酸的唯一密码子的TGG

之外）都可以被修饰以产生功能相同的分子。因此，编码多肽的核酸的每个沉默变异都隐含

在每个所描述的序列中。

[0039] 关于氨基酸序列，本领域普通技术人员将认识到，在改变导致氨基酸被化学上相

似的氨基酸取代的场合，肽、多肽或蛋白质序列中改变氨基酸序列中的单个氨基酸或小百

分比的氨基酸的个别取代是“保守取代”。提供功能相似的氨基酸的保守取代表是本领域普

通技术人员已知的。提供功能相似的氨基酸的保守取代表是本领域普通技术人员已知的。

以下八组各含有相互为保守取代的氨基酸：

术语“保守氨基酸取代”是指所有这样的取代，其中取代的氨基酸具有与参考序列中的

相应氨基酸相似的结构或化学性质。举例来说，保守氨基酸取代涉及一种脂族或疏水氨基

酸（例如，丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸或色氨酸）用另一种的取

代；一种含羟基的氨基酸（例如，丝氨酸和苏氨酸）用另一种的取代；一种酸性残基（例如，谷

氨酸或天冬氨酸）用另一种的取代；一种含酰胺的残基（例如，天冬酰胺和谷氨酰胺）用另一

种的置换；一种芳族残基（例如，苯丙氨酸和酪氨酸）用另一种的置换；一种碱性残基（例如，

赖氨酸、精氨酸和组氨酸）用另一种的置换；以及一种小氨基酸（例如，丙氨酸、丝氨酸、苏氨

酸和甘氨酸）用另一种的置换。

[0040] 如本文所用的，关于氨基酸序列的“缺失”和“添加”是指向氨基末端、羧基末端、氨

基酸序列内部或其组合缺失或添加一个或多个氨基酸，例如，添加可以是向本申请的抗体

主题之一。

[0041] 如本文所用的，“同源序列”具有与相应的参考序列至少70％、至少80％、至少

90％、至少95％或至少99％同源的氨基酸序列。至少90％相同的序列每参考序列的10个氨

基酸具有不多于1个改变，即，缺失、添加或取代的任何组合。通过使用例如DNA  STARTM程序

中的MEGALIGNTM项目比较变体的氨基酸序列与参考序列来确定百分比同源性。

[0042] 在两个或更多个核酸或多肽序列的上下文中，术语“相同”或百分比“同一性”是指

两个或更多个相同的序列或子序列（subsequence）。当在如使用以下序列比较算法之一（或

者本领域普通技术人员可用的其他算法）或通过手工比对和目测检查所测量的比较窗口或

者指定区域上在最大对应方面进行比较和比对时，如果序列具有一定百分比的相同氨基酸

残基或核苷酸，则所述序列为“基本相同的”（即，在指定区域上约60％同一性、约65％、约

70％、约75％、约80％、约85％、约90％或约95％同一性）。这个定义还涉及测试序列的互补

物（complement）。该同一性可以存在于长度至少约50个氨基酸或核苷酸的区域上，或长度

为75-100个氨基酸或核苷酸的区域上，或者在未指定的场合，存在于遍及多核苷酸或多肽

的整个序列。编码本公开内容多肽的多核苷酸，包括来自除人以外的物种的同源物，可以通

过包括以下步骤的方法获得：在严格杂交条件下用具有本公开内容的多核苷酸序列的标记

的探针或其片段筛选文库，和分离含有所述多核苷酸序列的全长cDNA和基因组克隆。这种
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杂交技术是本领域技术人员众所周知的。

[0043] 对于序列比较，一般一个序列充当参考序列，测试序列与其进行比较。当使用序列

比较算法时，将测试和参考序列输入计算机，如果需要的话，指定子序列坐标，并指定序列

算法程序参数。可以使用默认程序参数，或可以指定备择参数。然后，序列比较算法基于程

序参数计算测试序列相对于参考序列的百分比序列同一性。

[0044] 对本公开内容来说，应理解术语“生物素”或“游离生物素”可互换使用并表示天然

存在的化合物，即，D(+)-生物素。

[0045] 生物素（D(+)-生物素；C10H16N2O3S；MW  =  244.31  g/mol；IUPAC名称：5-[(3aS,4S,

6aR)-2-氧代-1,3,3a,4,6,6a-六氢噻吩并[3,4-d]咪唑-4-基]戊酸），CAS登记号58-85-5包

含与四氢噻吩环稠合的脲基环，和与四氢噻吩环的碳原子之一附着的戊酸取代基。生物素

的基本结构很久以来就是已知的，且例如由Melville  D .B .等人（J.  Biol .  Chem .  146 

(1942)  487-492）报道。生物素具有三个连续的手性碳原子，且因此四种非对映异构的外消

旋形式是可能的。在非对映异构的外消旋形式中，仅D(+)-生物素在自然界中存在，而其他

异构体是合成来源的。生物活性形式是图1A和图1B中所示的（3aS,4S,6aR）构型。

[0046] 根据Marquet  A.（Pure  &  Appl.  Chem.  49  (1977)  183-196），在D(+)-生物素的

晶体结构中，脲基环是平面的，而四氢噻吩环具有信封构象，如图1B所示。戊酸侧链没有完

全伸直而是扭转的，并且在侧链的C6原子与脲基环的N'3原子之间存在相互作用；据报道，该

相互作用对生物素的反应性有影响。如Glasel  J.A.（Biochemistry  5（1966）1851-1855）和

Lett  R.  ＆  Marquet  A.  /Tetrahedron  30（1974）3365-3377）报道的NMR研究所示的，在溶

液中也报道了四氢噻吩环的信封构象。

[0047] 术语“生物素部分”用于指分子的生物素相关部分或生物素衍生部分，如例如，通

过任何类型的生物素化或化学偶联获得的。

[0048] 通过戊酸侧链的羧基官能的碳原子将生物素附着到感兴趣的分子上的适当化学

基团被称为“生物素化”或“常规生物素化”。因此，“生物素化的”感兴趣的分子的生物素残

基具有面向外部的环结构（即，与四氢噻吩环稠合的脲基环），而生物素残基的线性部分面

向内部，朝向生物素化的分子的表面。面向外部的环结构可以被抗生物素蛋白型蛋白质结

合。因此，重要的是生物素的杂环结构需要被暴露以通过抗生物素蛋白型蛋白质特异性结

合。Torregiani  A.和Fini  G.  Biospectroscopy  4（1998）197-208报道了二氨基生物素与

链霉抗生物素蛋白的相互作用。

[0049] 术语“（链霉）抗生物素蛋白/生物素结合对”是本领域技术人员完全已知的。它指

出了这样的事实，即，一方面的生物素（包括生物素化的分子的生物素部分）和另一方面的

（链霉）抗生物素蛋白代表这个结合对的两个成员。如上文所述的，该结合对由于具有非共

价相互作用已知的最高结合亲和力之一是引人注意的。

[0050] 本文使用的冠词“一个（a）”和“一种（an）”是指该冠词的一个或多于一个（即，至少

一个）语法对象。举例来说，“抗体”意指一种抗体或多于一种抗体。

[0051] 术语“抗体”包括各种形式的抗体结构，包括但不限于完整抗体和抗体片段。根据

本发明的抗体优选是山羊、绵羊、小鼠、兔或大鼠抗体，嵌合抗体或进一步的基因工程抗体，

只要保留根据本发明的特征性质。

[0052] “抗体片段”包含全长抗体的一部分，优选其可变结构域，或至少其抗原结合部位。
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抗体片段的实例包括双抗体、单链抗体分子和由抗体片段形成的多特异性抗体。scFv抗体

例如描述于Huston,  J.S.，Methods  in  Enzymol.  203  (1991)  46-88。此外，抗体片段包括

单链多肽，其具有VH结构域的特征，即能够与VL结构域一起组装，或具有与IGF-1结合的VL结

构域的特征，即能够与VH结构域一起组装成功能性抗原结合部位，且从而提供根据本发明

的抗体的性质。

[0053] 如本文所用的术语“单克隆抗体”或“单克隆抗体组合物”是指单一氨基酸组成的

抗体分子的制剂。

[0054] 术语“特异性结合剂”用于表示使用能够特异性结合感兴趣的分析物或被感兴趣

的分析物特异性结合的试剂。用于免疫测定的许多不同测定配置是本领域已知的。取决于

特定的测定配置，可以使用各种生物素化的特异性结合剂。在一个实施方案中，生物素化的

特异性结合剂选自生物素化的分析物特异性结合剂、与固相结合的生物素化的分析物和与

固相结合的生物素化的抗原。

[0055] 术语“分析物特异性结合剂”是指特异性结合感兴趣的分析物的分子。在本公开内

容意义上的分析物特异性结合剂一般包括能够结合分析物（其他术语感兴趣的分析物；靶

分子）的结合或捕获分子。在一个实施方案中，分析物特异性结合剂对其相应的靶分子即分

析物具有至少107  l/mol的亲和力。在其他实施方案中，分析物特异性结合剂对其靶分子具

有108  l/mol或甚至109  l/mol的亲和力。如本领域技术人员将理解的，术语特异性用于表示

样品中存在的其他生物分子不显著结合对分析物特异的结合剂。在一些实施方案中，与除

靶分子之外的生物分子的结合水平导致的结合亲和力仅为靶分子亲和力的10％、更优选仅

为5％或更低。在一个实施方案中，除对分析物之外，没有对其他分子的结合亲和力是可测

量的。在一个实施方案中，分析物特异性结合剂将满足上述关于亲和力以及关于特异性的

最低标准。

[0056] 在抗体的上下文中使用的术语“分析物特异性结合”是指抗体与其在分析物上的

靶表位的免疫专一相互作用，即，抗体与分析物上的表位的结合。抗体通过其在分析物上的

表位的分析物特异性结合的概念对于本领域技术人员来说是完全清楚的。

[0057] 术语“多肽”、“肽”和“蛋白质”是指氨基酸残基的聚合物。该术语适用于天然存在

的氨基酸聚合物以及其中一个或多个氨基酸残基是非天然编码的氨基酸的氨基酸聚合物。

如本文所用的，该术语包括氨基酸链，其中氨基酸残基通过共价肽键连接。多肽、肽和蛋白

质使用标准序列符号书写，其中氮末端位于左侧，且羧基末端位于右侧。标准单字母符号已

使用如下：A-丙氨酸、C-半胱氨酸、D-天冬氨酸、E-谷氨酸、F-苯丙氨酸、G-甘氨酸、H-组氨

酸、S-异亮氨酸、K-赖氨酸、L-亮氨酸、M-甲硫氨酸、N-天冬酰胺、P-脯氨酸、Q-谷氨酰胺、R-

精氨酸、S-丝氨酸、T-苏氨酸、V-缬氨酸、W-色氨酸、Y-酪氨酸。如本文所用的术语“肽”是指

氨基酸聚合物，其具有最多到5个氨基酸的长度。如本文所用的术语“多肽”是指氨基酸的聚

合物，其具有6个或更多个氨基酸的长度。术语“蛋白质”表示多肽链或具有进一步修饰的多

肽链，例如糖基化、磷酸化、乙酰化或其他翻译后修饰。

[0058] “半抗原”是小分子（例如，杀虫剂、杀真菌剂、药物、激素、毒素、合成肽等），其不直

接诱导免疫应答，例如抗体的形成。已经确立了通过将半抗原与免疫原性载体（例如抗原性

大分子）缀合来产生针对其的抗体的技术。对本公开内容来说，半抗原被理解为是低分子量

分子，特别是具有10,000  Da或更低的分子量，其直到并且除非与免疫原性载体如蛋白质缀
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合，否则不引起免疫应答。一旦形成抗体，它就可以与半抗原结合。由此产生的抗体可用于

许多领域，特别是在免疫诊断试剂盒或生物传感器的开发中。因此，术语“半抗原”表示10,

000  Da或更小的小分子，其仅在与免疫原性载体（例如至少30个氨基酸的多肽）附着时才可

引起免疫应答。在这个意义上，并且在实施方案中，半抗原是不完全的抗原，其独自不能促

进抗体形成，但是当与至少30个氨基酸的蛋白质缀合时可以这样做。示例性的半抗原是苯

胺、邻-、间-和对-氨基苯甲酸、醌、组胺-琥珀酰-甘氨酸（HSG）、肼苯哒嗪（hydralazine）、卤

烷、铟-DTPA、荧光素、洋地黄毒苷、茶碱、溴脱氧尿苷、类固醇化合物和二硝基苯酚。在具体

实施方案中，半抗原不是生物素并且不含有生物素部分。在一个具体实施方案中，半抗原是

洋地黄毒苷或茶碱或荧光素或溴脱氧尿苷。在根据式I的化合物的公开内容上下文中的半

抗原，作为化合物的部分的半抗原被理解为与化合物的剩余部分共价偶联，其中半抗原部

分（即，10,000  Da或更低的化学结构）仅当附着于免疫原性载体如至少30个氨基酸的多肽

时才能够引起免疫应答。

[0059] “分离的”抗体是已经从其天然环境的组分中鉴定和分离和/或回收的抗体。其天

然环境的污染组分是将与抗体的研究、诊断或治疗用途相干扰的材料，并且可能包括酶、激

素和其他蛋白质或非蛋白质溶质。在一些实施方案中，如使用例如考马斯蓝或银染料，在还

原或非还原条件下通过SDS-PAGE测定的，将抗体纯化至大于95重量％的抗体，并且在一些

实施方案中，至大于99％。

[0060] 免疫球蛋白G类别的抗体通常是约150,000道尔顿的异四聚体糖蛋白，由两条相同

的轻（L）链和两条相同的重（H）链组成。每条轻链通过一个共价二硫键与重链连接，而二硫

键的数目在不同免疫球蛋白同种型的重链中有变化。每条重链和轻链也具有规则间隔的链

内二硫键。每条重链在一端具有可变结构域（VH），后面是许多恒定结构域。每条轻链在一端

具有可变结构域（VL），且在其另一端具有恒定结构域；轻链的恒定结构域与重链的第一恒

定结构域对准，并且轻链可变结构域与重链的可变结构域对准。认为特定的氨基酸残基形

成在轻链和重链可变结构域之间的界面。

[0061] 抗体的“可变区”或“可变结构域”是指抗体重链或轻链的氨基末端结构域。重链的

可变结构域可称为“VH”。轻链的可变结构域可称为“VL”。这些结构域通常是抗体中最可变

的部分并含有抗原结合部位。

[0062] 术语“可变”是指可变结构域的某些部分在抗体中的序列差异巨大，并且用于每种

特定抗体对其特定抗原的结合和特异性的事实。然而，变异性不是均匀地分布在抗体的整

个可变结构域中的。它集中在轻链和重链可变结构域两者中称为高变区（HVRs）的三个区段

中。可变结构域的更高度保守的部分称为构架区（FR）。天然重链和轻链的可变结构域各自

包含四个FR区，主要采取β片层构型，通过三个HVRs连接，其形成连接β片层结构的环，并且

在一些情况下形成β片层结构的一部分。每个链中的HVRs通过FR区域紧靠着保持在一起，并

且与来自另一条链的HVRs一起有助于形成抗体的抗原结合部位（参见Kabat等人，

Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest，第5版，National  Institute  of 

Health，Bethesda，MD（1991））。恒定结构域不直接与抗体与抗原的结合有关，但表现出各种

效应子功能，例如抗体参与抗体依赖性细胞毒作用。

[0063] 来自任何脊椎动物物种的抗体（免疫球蛋白）的“轻链”都可以基于其恒定结构域

的氨基酸序列被分配为两种明显不同的类型之一，称为κ（κ）和λ（λ）。
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[0064] 在根据本发明的方法中使用的抗体可以来自任何动物来源。在一个实施方案中，

抗体是人、鼠（例如，小鼠和大鼠）、驴、猴、兔、山羊、豚鼠、骆驼、马或鸡抗体。

[0065] 依赖于其重链恒定结构域的氨基酸序列，可以将抗体（免疫球蛋白）分配到不同的

类别。人免疫球蛋白有五个主要类别：IgA、IgD、IgE、IgG和IgM，且这些中的几个可以进一步

分为亚类（同种型），例如，IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1和IgA2。对应于不同免疫球蛋白类别的

重链恒定结构域分别称为α、δ、ε、γ和μ。不同类别的免疫球蛋白的亚基结构和三维构型是

众所周知的，并且通常在例如Abbas等人Cellular  and  Mol.  Immunology ,  第4版（W.  B. 

Saunders,  Co.,  2000）中描述。抗体可以是通过抗体与一种或多种其他蛋白质或肽的共价

或非共价缔合形成的较大融合分子的一部分。

[0066] 术语“全长抗体”、“完整抗体”和“全抗体”在本文中可互换使用，以指基本上完整

形式的抗体，而不是如下定义的抗体片段。该术语特别指具有含有Fc区的重链的抗体。

[0067] “抗体片段”包含完整抗体的一部分，优选包含其抗原结合区。抗体片段的实例包

括Fab、Fab'、F(ab')2和Fv片段；单链抗体分子；scFv、sc(Fv)2；双抗体；和由抗体片段形成

的多特异性抗体。

[0068] 抗体的木瓜蛋白酶消化产生两个相同的抗原结合片段，称为“Fab”片段，每个片段

都具有单个抗原结合部位，和残留的“Fc”片段，其名称反映了其易于结晶的能力。胃蛋白酶

处理产生F(ab')2片段，其具有两个抗原结合部位并且仍然能够交联抗原。

[0069] Fab片段含有重链和轻链可变结构域，并且还含有轻链的恒定结构域和重链的第

一恒定结构域（CH1）。Fab'片段与Fab片段的不同之处在于在重链CH1结构域的羧基末端添

加了少数残基，包括来自抗体-铰链区的一个或多个半胱氨酸。Fab'-SH是本文中Fab'的名

称，其中恒定结构域的一个或多个半胱氨酸残基带有游离硫醇基。F(ab')2抗体片段最初是

作为Fab'片段对产生的，其在它们之间具有铰链半胱氨酸。抗体片段的其他化学偶联也是

已知的。

[0070] “Fv”是含有完整抗原结合部位的最小抗体片段。在一个实施方案中，双链Fv种类

由处于紧密，非共价缔合的一个重链和一个轻链可变结构域的二聚体组成。在单链Fv

（scFv）种类中，一个重链和一个轻链可变结构域可以通过柔性肽接头共价连接，从而使得

轻链和重链可以缔合于类似于双链Fv种类（sc(Fv)2）中的“二聚体”结构中。在这个构型中，

每个可变结构域的三个HVRs才相互作用以在VH-VL二聚体的表面上限定抗原结合部位。总

起来说，六种HVRs赋予抗体抗原结合特异性。然而，即使单个可变结构域（或仅包含三个对

抗原特异的HVRs的Fv的一半）也具有识别和结合抗原的能力，尽管其亲和力低于整个结合

部位。

[0071] 本公开内容包括单价Fab片段和单链Fv，其衍生自能够特异性结合游离生物素的

单克隆抗体，如本文所公开的。与天然存在的抗体形式相比，单价种类由于其较小的分子量

可以在水溶液中更快地扩散。另一方面是在合适的条件下，特别是scFv抗体可以在原核表

达系统中重组产生。

[0072] 术语“双抗体”是指具有两个抗原结合部位的抗体片段，该片段包含与同一多肽链

中的轻链可变结构域（VL）连接的重链可变结构域（VH）（VH-VL）。通过使用太短以致于不允

许同一链上的两个结构域之间配对的接头，该结构域被迫与另一条链的互补结构域配对并

产生两个抗原结合部位。双抗体可以是二价的或双特异性的。双抗体更充分地描述于例如
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EP  404097；WO  1993/01161；Hudson等人，Nat.  Med .  9：129-134（2003）；和Holliger等人，

PNAS  USA  90：6444-6448（1993）。三链抗体和四链抗体也描述于Hudson等人，Nat.  Med.  9：

129-134（2003）。

[0073] 如本文所用的术语“单克隆抗体”是指从基本上均质的抗体群体获得的抗体，即，

除了可能以少量存在的可能突变（例如天然存在的突变）之外，构成群体的个别抗体是相同

的。因此，修饰语“单克隆”表示抗体不是离散抗体的混合物的特征。在某些实施方案中，这

种单克隆抗体一般包括包含结合靶的多肽序列的抗体，其中所述靶结合性多肽序列通过包

括从多个多肽序列中选择单个靶结合性多肽序列的方法获得。例如，选择方法可以是从多

个克隆中选择独特的克隆，例如杂交瘤克隆、噬菌体克隆或重组DNA克隆的库。应当理解，可

以进一步改变选择的靶结合性序列，例如，以提高对靶的亲和力、以使靶结合性序列人源

化、以改善其在细胞培养物中的产生、以降低其在体内的免疫原性、以产生多特异性抗体

等，且包含改变的靶结合性序列的抗体也是本发明的单克隆抗体。与一般包括针对不同决

定簇（表位）的不同抗体的多克隆抗体制剂相反，单克隆抗体制剂的每种单克隆抗体针对抗

原上的单一决定簇。除了它们的特异性外，单克隆抗体制剂由于它们一般不被其他免疫球

蛋白污染而是有利的。

[0074] 修饰语“单克隆”表示抗体从基本上均质的抗体群体获得的特征，并且不应解释为

需要通过任何特定方法产生抗体。例如，根据本发明使用的单克隆抗体可以通过多种技术

制备，包括，例如，杂交瘤方法（例如，Kohler和Milstein .，Nature，256：495-97（1975）；

Hongo等人，Hybridoma，14（3）：253-260（1995），Harlow等人，Antibodies:  A  Laboratory 

Manual ,  (Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,  2nd  ed .  1988)；Haemmerling等人, 

Monoclonal  Antibodies  and  T-Cell  Hybridomas  563-681  (Elsevier,  N.Y.,  1981)）、

重组DNA方法（参见，例如，美国专利No .  4 ,816 ,567）、噬菌体展示技术（参见，例如，

Clackson等人,  Nature ,  352:  624-628  (1991)；Marks等人,  J.  Mol.  Biol.  222:  581-

597  (1992)；Sidhu等人,  J.  Mol.  Biol.  338(2):  299-310  (2004)；Lee等人,  J.  Mol. 

Biol .  340(5):  1073-1093  (2004)；Fellouse ,  PNAS  USA  101(34):  12467-12472 

(2004)；和Lee等人,  J.  Immunol.  Methods  284(1-2):  119-132（2004），以及在具有部分

或全部人免疫球蛋白基因座或编码人免疫球蛋白序列的基因的动物中生产人或人样抗体

的技术（参见，例如，WO  1998/24893；WO  1996/34096；WO  1996/33735；WO  1991/10741；

Jakobovits等人，PNAS  USA  90：2551（1993）；Jakobovits等人，Nature  362：255-258

（1993）；Bruggemann等人，Year  in  Immunol.  7:33  (1993)；美国专利Nos.  5,545,807；5,

545,806；5,569,825；5,625,126；5,633,425；和5,661 ,016；Marks等人，Bio/Technology 

10：779-783（1992）；Lonberg等人，Nature  368：856-859（1994）；Morrison，Nature  368：

812-813（1994）；Fishwild等人，Nature  Biotechnol.  14:  845-851（1996）；Neuberger，

Nature  Biotechnol.  14：826（1996）；和Lonberg和Huszar，Intern.  Rev.  Immunol.  13：

65-93（1995）。

[0075] 本文中的单克隆抗体特别包括“嵌合”抗体，其中重链和/或轻链的一部分与衍生

自特定物种或属于特定抗体类别或亚类的抗体中的相应序列相同或同源，而一条或多条链

的剩余部分与衍生自另一个物种或属于另一个抗体类别或亚类的抗体中的相应序列相同

或同源，以及这种抗体的片段，只要它们表现出所期望的生物活性（例如，美国专利No.  4,
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816,567和Morrison等人，PNAS  USA  81：6851-6855（1984））。嵌合抗体包括PRIMATIZED ® 抗

体，其中抗体的抗原结合区衍生自通过例如用感兴趣的抗原免疫猕猴产生的抗体。

[0076] 当在本文中使用时，术语“高变区”、“HVR”或“HV”是指抗体可变结构域的区域，其

在序列中是高变的和/或形成结构上确定的环。通常，抗体包含六个HVRs；VH中的三个（H1、

H2、H3）和VL中的三个（L1、L2、L3）。在天然抗体中，H3和L3显示出六种HVRs的最多样性，且特

别是H3被认为在赋予抗体精细特异性方面起独特作用。参见，例如，Xu等人Immunity  13：

37-45（2000）；Johnson和Wu  Methods  in  Molecular  Biology  248:1-25（Lo,  ed.,  Human 

Press,  Totowa ,  NJ,  2003）。实际上，仅由重链组成的天然存在的骆驼科动物抗体在没有

轻链的情况下也是功能性的和稳定的。参见，例如，Hamers-Casterman等人，Nature  363：

446-448（1993）和Sheriff等人，Nature  Struct.  Biol.  3：733-736（1996）。

[0077] 许多HVR描述正在使用中并且包含在本文中。作为Kabat互补性决定区（CDRs）的

HVRs基于序列变异性并且是最常用的（Kabat等人，Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest，第5版，Public  Health  Service，National  Institutes  of 

Health，Bethesda，MD（1991））。Chothia代之以指的是结构环的位置（Chothia和Lesk  J . 

Mol.  Biol.  196:901-917（1987））。AbM  HVRs代表Kabat  CDRs和Chothia结构环之间的折

衷，并且由Oxford  Molecular的AbM抗体建模软件使用。“接触”HVRs基于对可用的复杂晶体

结构的分析。来自这些HVRs中的每一个的残基记录如下。

[0078] HVRs可以包括如下的“扩展的HVRs”：VL中的24-36或24-34（L1）、46-56或50-56

（L2）和89-97或89-96（L3），以及  VH中的26-35（H1）、50-65或49-65（H2）和93-102、94-102或

95-102（H3）。对于这些扩展的HVR定义中的每一个，可变结构域残基根据见上Kabat等人编

号。

[0079] 表述“如Kabat中的可变结构域残基编号”或“如Kabat中的氨基酸位置编号”及其

变化形式，是指见上Kabat等人中用于抗体汇编的重链可变结构域或轻链可变结构域的编

号系统。使用这个编号系统，实际的线性氨基酸序列可含有对应于可变结构域的FR或HVR的

缩短或插入的较少或额外的氨基酸。例如，重链可变结构域可包含在H2的残基52之后的单

个氨基酸插入（根据Kabat的残基52a）和在重链FR残基82之后插入的残基（例如，根据Kabat
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的残基82a、82b和82c等）。通过在抗体序列与“标准”Kabat编号的序列的同源性区域比对，

可以确定给定抗体的残基的Kabat编号。

[0080] 术语“实验动物”表示非人动物。在一个实施方案中，实验动物选自大鼠、小鼠、仓

鼠、兔、骆驼、美洲驼、非人灵长类动物、羊、狗、牛、鸡、两栖动物、鲨鱼和爬行动物。在一个实

施方案中，实验动物是兔。

[0081] 本公开内容基于衍生化的二氨基生物素（CAS登记号22342-46-7），与(2S,3S,4R)-

顺-5-(3,4-二氨基四氢-2-噻吩基)戊酸，顺-3,4-二氨基-2-四氢噻吩戊酸同义。如本文所

报道的二氨基生物素在对应于生物素的杂环环结构的N'1和N'3位的两个氮原子衍生化。特

别是由于在N'1原子的较大取代基，但是也因为在N'3氮原子的较小取代基，如本文所报道

的任何根据式I的分子都与（链霉）抗生物素蛋白的结合口袋不相容。由于几个原因，在二生

物素衍生物的情况下不能发生本领域已知的对于生物素杂环结构的必不可少的紧密相互

作用。这些包括脲基环不像生物素中那样存在，并且二氨基生物素的两个氨基都带有取代

基，从而在空间上阻碍根据式I的衍生化二氨基生物素进入抗生物素蛋白型蛋白质的生物

素结合口袋。假设一旦根据式I的化合物用作免疫原，这个结构就也防止形成与常规生物素

化的感兴趣的分子结合的抗体。同时，所述结构仍然保持了生物素的“尾”方面，且假设包含

在免疫原中的衍生化二氨基生物素可能适合于产生针对生物素的所期望的单克隆抗体。

[0082] 事实上，在本文公开的所有方面的一个实施方案中，根据本发明的单克隆抗体不

结合常规生物素化的分子，即，与生物素缀合的分子，其中生物素部分的戊酸侧链的羧基官

能的碳原子与所述分子共价偶联。在具体实施方案中，根据本发明的抗体不结合在图3A中

描述的式II的化合物（式II）。

[0083] 相反，根据本发明的单克隆抗体结合式I的化合物，其中X选自(CH2)n，其中n为1至

20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k为1至30的整数，以及[(CH2)r-

CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1至5的整数，且其中R选自H、OH、

COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚胺基和Z，其中Z包含半抗原。在具体实施方案中，根据本发明的

单克隆抗体特异性结合选自在图2C中描述的化合物（式III  A）和在图3C中描述的化合物

（式III  C）的化合物。

[0084] 在更具体的实施方案中，单克隆抗体对选自在图2C中描述的化合物（式III  A）和

在图3C中描述的化合物（式III  C）的化合物的结合亲和力为对在图3A中描述的式II化合物

（式II）的结合亲和力的至少50倍。在再另一个更具体的实施方案中，单克隆抗体与选自在

图2C中描述的化合物（式III  A）和在图3C中描述的化合物（式III  C）的化合物的结合亲和

力为对在图3A中描述的式II化合物（式II）的结合亲和力的至少500、至少1,000、至少5,

000、至少10,000、至少50,000和至少100,000倍。

[0085] 因此，在本文公开的所有方面的另一个具体实施方案中，单克隆抗体对生物素化

的靶分子（包括但不限于在图3A中描述的式II的示例性化合物）上缀合的生物素的亲和力

为对游离生物素的亲和力的选自至多1/50、1/100、1/500、1/1 ,000、1/5,000和至多1/10,

000。换句话说，根据本发明的单克隆抗体对未缀合的（游离的）生物素具有的亲和力为对生

物素化的靶分子上缀合的生物素的亲和力的选自至少50、100、500、1,000、5,000和至少10,

000倍。

[0086] 令人惊讶的是，根据本发明的单克隆抗体还与在图3B中描述的式III  B化合物结
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合。作为此处的关键特征，生物素的杂环部分的N'1原子被修饰并带有取代基。因此，因为这

个组的抗体能够特异性结合（i）在脲基环的N'1原子被取代的生物素（参见图1A），所以这些

单克隆抗体存在交叉反应性。

[0087] 在更具体的实施方案中，单克隆抗体对在图3B中描述的式III  B化合物的结合亲

和力为对式II化合物的结合亲和力的至少50倍。在再另一个更具体的实施方案中，单克隆

抗体与式III  B化合物的结合亲和力为对在图3A中描述的式II化合物的结合亲和力的至少

500、至少1,000、至少5,000、至少10,000、至少50,000和至少100,000倍。

[0088] 已经开发了用于检测和定量生物化学和生物样品中感兴趣的分析物的许多方法

和系统。能够测量痕量微生物、药物、激素、病毒、抗体、核酸和其他蛋白质的方法和系统对

研究人员和临床医生具有重大价值。

[0089] 许多测定方法利用分析物特异性结合剂从样品中捕获感兴趣的具体靶分子，并允

许测定所述靶分子。在其他测定中，可以通过固相结合的分析物和样品中的分析物与可检

测地标记的分析物特异性结合剂的竞争性结合来检测感兴趣的分析物。在血清学测定中，

对抗原例如传染剂的抗体直接或在所谓的双抗原夹心测定中检测。

[0090] 一般，通过附着于一种或多种分析物特异性结合剂的可观察的“标记”的存在或不

存在来指示感兴趣的分析物的存在。

[0091] 现在绝大多数免疫测定用种种方法采用固相。通常，测定中使用的至少一种特异

性结合剂直接或间接地与固相结合。（链霉）抗生物素蛋白-生物素结合对的特征在于极高

的结合亲和力。由于这个原因，（链霉）抗生物素蛋白-生物素结合对广泛用于任何合适的生

物素化的特异性结合剂与包被有（链霉）抗生物素蛋白的固相的间接结合。

[0092] “夹心测定”是一种测定类型，它是最有用和最常用的测定之一。存在夹心测定技

术的许多变化形式，并且所有这些变化形式都意图包括在本发明中。简而言之，在典型的正

向测定中，将未标记的抗体固定在“固相”上，并使待测样品与结合的分子接触。这个捕获抗

体的固定可以通过直接吸附到固相，或间接地，例如通过特异性结合对，例如通过（链霉）抗

生物素蛋白-生物素结合对。在足以允许形成抗体-抗原复合体的时间段的适当的温育时间

段后，然后添加与抗原结合的，用能够产生可检测信号的报道分子标记的第二抗体，并温

育，从而允许时间足以形成抗体-抗原-标记的抗体的夹心复合体。洗去任何未反应的材料，

并通过观察由报道分子产生的信号确定分析物的存在。结果可以是定性的，通过简单观察

可见信号，或者可以通过与含有已知量的分析物的对照样品比较来定量。

[0093] 对本发明来说，在典型的夹心测定中，第一生物素化的分析物特异性结合剂，例

如，生物素化的抗体与固相非共价结合，所述固相用（链霉）抗生物素蛋白包被。固相一般是

玻璃或聚合物，最常用的聚合物是纤维素、聚丙烯酰胺、尼龙、聚苯乙烯、聚氯乙烯或聚丙

烯。固相可以是管、珠、微量培养板的盘或适合于进行免疫测定的任何其他表面的形式。包

被方法是本领域众所周知的，且通常由交联、共价结合或物理吸附组成。通常对（链霉）抗生

物素蛋白包被的固相进行处理以阻断非特异性结合，并在其用于测试程序中的准备中进行

洗涤。将待测样品的等分试样与第一或捕获抗体和标记的第二抗体接触，并温育达足够的

时间段（例如，2-40分钟或过夜，如果更方便的话）且在合适的条件（例如，从室温至40℃，例

如25℃至32℃（包括25℃和32℃）），以允许第一或捕获抗体与相应抗原以及抗原与结合抗

原上的另一表位的第二抗体之间的结合，从而形成夹心复合体。接着，添加（链霉）抗生物素
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蛋白包被的固相，并温育达足够的时间段（例如，2-40分钟或过夜，如果更方便的话）且在合

适的条件（例如，从室温至40℃，例如25℃至32℃（包括25℃和32℃）），以允许第一或捕获抗

体和固相之间的结合。第二抗体与报道分子连接，该报道分子用于指示第二抗体与第一抗

体和感兴趣的抗原的复合体的结合。

[0094] 测定的变化形式包括同时测定，其中样品和标记的抗体两者同时添加到结合的抗

体或能够通过（链霉）抗生物素蛋白/生物素结合对与固相结合的抗体。这些技术对于本领

域技术人员来说是众所周知的，包括将容易显而易见的任何微小的变化形式。

[0095] 在进一步的备择设置中，形成夹心复合体，其中提供第一生物素化的抗体，提供用

半抗原标记的第二抗体，并使两种抗体与含有相应抗原的样品接触。在容许形成包含第一

和第二抗体以及抗原的夹心的条件下温育时，添加携带标记的（链霉）抗生物素蛋白，并且

通过能够特异性结合与第二抗体附着的半抗原的固相捕获复合体。在洗涤步骤后，由固相

结合的标记的量表明感兴趣的抗原的存在和量。

[0096] 通常，关于本文的所有方面和实施方案，本公开内容提供了式I的化合物，

（式I）

其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k

为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1

至5的整数，且其中R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚胺基和Z，其中Z是A或B，其中A是

M-L，其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是连接X和M的接头，且其中B

是

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记的

氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0097] 式I结构的第一个关键特征是二氨基生物素部分，在其包含未修饰的、未缀合的戊

酸侧链的意义上的生物素类似物，和在生物素中的情况一样。据推测，侧链相对于二氨基生

物素部分的四氢噻吩结构的构象不是完全随机的。不受理论约束，这个假设基于与关于生

物素的结论的可能类推、生物素的NMR数据以及断定在一方面作为戊酸侧链一部分的C6原

子和另一方面N'3原子之间相互作用的以前的解释。因此，到现在为止，未答复的问题是生
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物素分子的“尾”部分是否实际上适合于被单克隆抗体识别，所述“尾”部分与可由（链霉）抗

生物素蛋白结合的杂环“头”部分相对（远离）。更具体地，本公开内容解决了甚至二氨基生

物素的“尾”部分是否适合于被单克隆抗体识别，以及它是否可以模仿未缀合的（游离）生物

素的“尾”部分的问题。对本报道来说，二氨基生物素的两个氮原子都带有取代基。因此，包

含在式I原子中的二氨基生物素部分中的N'3原子是重要的特征，这是因为除了N'1之外，它

也是修饰的对象。

[0098] 因此，作为结构单元制备了如本文所提供的衍生化的二氨基生物素，其尤其允许

免疫原和用于检测和筛选所期望的抗体的分子的形成。具体地为了这个目的，末端基团R可

以选择为Z，其中Z是A或B，其中A是M-L，其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多

肽，且L是连接X和M的接头，且其中B是

其中M选自（i）不含生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记的

氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0099] 在具体实施方案中，R是叠氮基，其可以在称为“点击（click）”化学的一类反应中

用作反应性配偶体。因此，半抗原和生物素衍生物的缀合物可以用具有生物正交

（bioorthogonal）官能团的反应基形成。反应基的具体实施方案是叠氮基，利用所述叠氮基

可以用炔或膦作为反应配偶体进行“点击”反应（J.  C .  Jewett，C.  R .  Bertozzi，Chem . 

Soc.  Rev.  2010,  39,  1272）。叠氮化物与膦进行斯托丁格（Staudinger）反应，叠氮化物与

炔进行[3+2]环加成。对本领域技术人员而言，尤其已知环辛炔衍生物用于在温和条件下修

饰生物分子（WO  2006/050262）。在其中R是Z且Z是B的具体实施方案中，二氨基生物素部分

通过1'N原子的-X取代基与M连接，其中B从炔与作为R的实施方案的叠氮基的[3+2]环加成

获得。

[0100] 术语“接头”表示双官能或多官能部分，其可用于将第一部分与第二部分或更多部

分缀合（连接）。包含彼此结合的第一和第二部分的缀合物可以使用具有两个反应性官能团

（functionalities）的接头方便地制备。在这种缀合物中，两个部分“通过”这个接头结合。

如对于技术人员而言显而易见的，在这种缀合物中，接头的官能部分作为键的一部分而不

是作为未反应的官能部分存在。

[0101] 如本文所定义的，术语“反应基”或“反应性官能团”是指任何基团，其适合与胺基

团反应，优选N-羟基琥珀酰亚胺基团或马来酰亚胺基，以使接头与氨基结合；或者基团，其

适合于第二官能团结合，例如用于与SH-基团反应，优选马来酰亚胺基，以使接头与SH-基团

结合。

[0102] 在具体实施方案中，异双官能接头选自NHS-马来酰亚胺接头，其基于N-羟基琥珀
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酰亚胺和马来酰亚胺反应基；琥珀酰亚胺基-(PEG)n  NHS-PEG-马来酰亚胺接头，NHS-卤代

乙酰基接头；和NHS-吡啶联硫基接头。在特别优选的实施方案中，异双官能接头是琥珀酰亚

胺基-(PEG)n  NHS-PEG-马来酰亚胺接头。

[0103] 在具体实施方案中，L具有1至200个原子的主链长度。换句话说，如果主链长度在1

至200个原子之间，则Z和R之间的最短连接由1至200个原子组成。

[0104] 在存在环状系统的情况中，在评估接头长度时，取环状系统中最少的原子数目。例

如，亚苯基环计算出接头中四个原子的长度。

[0105] 在式I的一个实施方案中，L是具有下述作为主链的接头：直链或支链饱和的，不饱

和的，未取代的或取代的C1-C20烷基链，或由碳原子，取代的碳原子和/或一个或多个选自

O、N、P和S或取代的N、P、S原子的原子组成的1-200个原子链，或如前所述的链，其中主链含

有一个或多个环状或杂环芳族或非芳族环状系统。

[0106] 在式I的一个实施方案中，接头L具有下述作为主链：直链或支链饱和的，不饱和

的，未取代的或取代的C1-C100烷基链，或由碳原子，取代的碳原子和/或一个或多个选自O、

N、P和S或取代的N、P或S原子的原子组成的1-100个原子链，或如前所述的链，其中主链含有

一个或多个环状或杂环芳族或非芳族环状系统。

[0107] 在式I的一个实施方案中，接头L具有下述作为主链：直链或支链饱和的，不饱和

的，未取代的或取代的C1-C50烷基链，或由碳原子，取代的碳原子和/或一个或多个选自O、

N、P和S或取代的N、P或S原子的原子组成的1-50个原子链，或如前所述的链，其中主链含有

一个或多个环状或杂环芳族或非芳族环状系统。

[0108] 在式I的一个进一步的实施方案中，接头L具有下述作为主链：直链或支链饱和的，

不饱和的，未取代的或取代的C1-C20烷基链，或由碳原子，取代的碳原子和/或一个或多个

选自O、N、P和S或取代的N、P或S原子的原子组成的1-20个原子链，或如前所述的链，其中主

链含有一个或多个环状或杂环芳族或非芳族环状系统。

[0109] 在式I的另一个具体实施方案中，L是接头，其在（同）双官能交联剂与通过接头连

接的两个部分的每一个上的适当化学基团反应时获得，（同）双官能交联剂由下述例示

辛二酸双-(2,5-二氧代-吡咯烷-1-基)酯

在式I的另一个具体实施方案中，L是接头，其在（杂）双官能交联剂与通过接头连接的

两个部分的每一个上的适当化学基团反应时获得，（杂）双官能交联剂可以选自

NHS-马来酰亚胺交联剂，例如，
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AMAS（N-α-马来酰亚胺乙酰氧基琥珀酰亚胺酯）

BMPS（N-β-马来酰亚胺丙基-氧琥珀酰亚胺酯）

GMBS（N-γ-马来酰亚胺丁酰氧基琥珀酰亚胺酯）

磺基-GMBS（N-γ-马来酰亚胺丁酰氧基磺基琥珀酰亚胺酯）

MBS（m-马来酰亚胺苯甲酰-N-羟基琥珀酰亚胺酯）

磺基-MBS（m-马来酰亚胺苯甲酰-N-羟基磺基琥珀酰亚胺酯）
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SMCC（4-(N-马来酰亚胺甲基)环己烷-1-甲酸琥珀酰亚胺酯）

磺基-SMCC（4-(N-马来酰亚胺甲基)环己烷-1-甲酸磺基琥珀酰亚胺酯）

EMCS（N-ε-马来酰亚胺己酰氧基琥珀酰亚胺酯）

磺基-EMCS（N-ε-马来酰亚胺己酰氧基磺基琥珀酰亚胺酯）

SMPB（4-(p-马来酰亚胺苯基)丁酸琥珀酰亚胺酯）
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磺基-SMPB（4-(N-马来酰亚胺苯基)丁酸磺基琥珀酰亚胺酯）

SMPH（6-((β-马来酰亚胺丙酰胺基)己酸琥珀酰亚胺酯）

LC-SMCC（4-(N-马来酰亚胺甲基)环己烷-1-羧基-(6-氨基己酸)琥珀酰亚胺酯）

磺基-KMUS（N-κ-马来酰亚胺十一烷酰氧基磺基琥珀酰亚胺酯）

琥珀酰亚胺基-(PEG)n-马来酰亚胺或NHS-PEG-马来酰亚胺交联剂，例如，

SM(PEG)2（加入聚乙二醇的SMCC交联剂）

NHS-PEGn-马来酰亚胺

琥珀酰亚胺基-([N-马来酰亚胺丙酰胺基]-二-乙二醇)酯
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SM(PEG)4（加入聚乙二醇的SMCC交联剂）

NHS-PEGn-马来酰亚胺

琥珀酰亚胺基-([N-马来酰亚胺丙酰胺基]-四-乙二醇)酯

SM(PEG)6（加入聚乙二醇的、长链SMCC交联剂）

NHS-PEGn-马来酰亚胺

琥珀酰亚胺基-([N-马来酰亚胺丙酰胺基]-六-乙二醇)酯

SM(PEG)8（加入聚乙二醇的、长链SMCC交联剂）

NHS-PEGn-马来酰亚胺

琥珀酰亚胺基-([N-马来酰亚胺丙酰胺基]-八-乙二醇)酯

SM(PEG)12（加入聚乙二醇的、长链SMCC交联剂）

NHS-PEGn-马来酰亚胺

琥珀酰亚胺基-([N-马来酰亚胺丙酰胺基]-十二-乙二醇)酯

SM(PEG)24（加入聚乙二醇的、长链SMCC交联剂）

NHS-PEGn-马来酰亚胺

琥珀酰亚胺基-([N-马来酰亚胺丙酰胺基]-二十四-乙二醇)酯
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NHS-卤代乙酰基交联剂，例如，

SIA（碘乙酸琥珀酰亚胺酯）

SBAP（3-(溴乙酰胺基)丙酸琥珀酰亚胺酯）

SIAB（(4-碘乙酰基)氨基苯甲酸琥珀酰亚胺酯）

磺基-SIAB（(4-碘乙酰基)氨基苯甲酸磺基琥珀酰亚胺酯）

和NHS-吡啶联硫基交联剂，例如

SPDP  3-(2-吡啶联硫基)丙酸琥珀酰亚胺酯

LC-  SPDP  6-[3(2-吡啶联硫基)丙酰胺基]己酸琥珀酰亚胺酯
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磺基-LC-  SPDP（6-(3'-(2-吡啶联硫基)丙酰胺基)己酸磺基琥珀酰亚胺酯）

SMPT（4-琥珀酰亚胺氧羰基-α-甲基-α(吡啶联硫基)甲苯）

PEG4-SPDP（加入聚乙二醇的、长链SPDP交联剂）

PEG12-SPDP（加入聚乙二醇的、长链SPDP交联剂）

和

α-[3-(o-吡啶二硫基)丙酰胺基]-ω-(丙酸琥珀酰亚胺酯)十六(乙二醇)

在式I的实施方案中，R是A或B，且A是M-L，且B包含M-L，其中M是多肽。因此，本文的原始

公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文公开的所有其他方面和实施方案相关）

是根据式I的免疫原，
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（式I）

其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k

为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1

至5的整数，且其中A是M-L，其中M是至少30个氨基酸的多肽，且优选为匙孔䗩血蓝蛋白，且L

是连接X和M的接头，且其中B是

其中M是至少30个氨基酸的多肽，且优选为匙孔䗩血蓝蛋白，且L是接头，借此用星号作

标记的氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0110] 重要的是，多肽能够引起对衍生化的二氨基生物素部分的免疫应答，而单独的二

氨基生物素的免疫原性低。在实施方案中，多肽选自大鼠、兔、小鼠、猪或牛血清清蛋白，牛

或猪甲状腺球蛋白，卵清蛋白，破伤风类毒素，明胶，大豆胰蛋白酶抑制剂，匙孔䗩血蓝蛋白

和类似物质。在具体实施方案中，多肽是匙孔䗩血蓝蛋白（KLH）。

[0111] 在一个实施方案中，与所有其他方面和实施方案相关的本公开内容还提供了制备

特异性结合根据本公开内容的免疫原的多克隆抗体（包括抗体、其抗体片段及其抗原结合

片段）的方法。该方法包括：（a）提供根据本发明的免疫原；（b）在致使动物的免疫系统产生

抗体的条件下用所述免疫原免疫实验动物；和（c）从所述动物中取出与生物素特异性结合

的抗体。动物可以是绵羊、山羊、兔、大鼠、小鼠等。

[0112] 本文的原始公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文公开的所有其他方

面和实施方案相关）是产生根据本发明的抗体的方法，所述方法包括以下步骤：（a）用根据

本发明的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的抗体的B-细胞，（b）或者

通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产生的结合所述免疫原的

单克隆抗体，（c）进一步选择步骤（b）的抗体与生物素的结合，从而获得根据本发明的抗体。

[0113] 在实施方案中，在式I中，R包含M，并且M的具体实施方案是半抗原，其中所述半抗

原不含有生物素部分。因此，本文的原始公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文

公开的所有其他方面和实施方案相关）是根据式I的化合物，
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（式I）

其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k

为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1

至5的整数，且其中R是A或B，其中A是M-L，其中M是不含有生物素部分的半抗原，且L是连接X

和M的接头，且其中B是

其中M是不含有生物素部分的半抗原，且L是接头，借此用星号作标记的氮原子与相邻

的X的CH2基团共价结合。

[0114] 在具体实施方案中，R是A，并且衍生化的二氨基生物素包含在图3C的结构（式III 

C）中，其用于检测和筛选根据本发明的所期望的抗体。

[0115] 根据这个方面的化合物在捕获所期望的抗体中特别有用，例如，在鉴定使用根据

本发明的免疫原产生的多克隆或单克隆抗体的方法中。这种抗体将特异性结合化合物的生

物素部分，也就是说该化合物能够捕获根据本发明的所期望的抗体。在这方面，半抗原必须

不是和/或必须不含有进一步的生物素部分，以保持化合物的捕获特异性。因此，不是生物

素和/或不含生物素的合适的半抗原选自二硝基苯酚、苯胺、氨基苯甲酸、肼苯哒嗪、荧光素

和洋地黄毒苷。

[0116] 在具体实施方案中，M是洋地黄毒苷。具体实施方案是图3C中公开的化合物，其包

含洋地黄毒苷（式III  C）。

[0117] 进一步地，根据本文公开的所有方面的具体实施方案是单克隆抗体，其首先特异

性结合根据式I的化合物，

（式I）
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其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k

为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1

至5的整数，且R是A或B，其中A是M-L，其中M是不含有生物素部分的半抗原，且L是连接X和M

的接头，且其中B是

其中M是不含有生物素部分的半抗原，且L是接头，借此用星号作标记的氮原子与相邻

的X的CH2基团共价结合，

且其次特异性结合在图3C中描述的化合物（式III  C）。在更具体的实施方案中，单克隆

抗体首先特异性结合在图2C中描述的化合物（式III  A），且其次特异性结合在图3C中描述

的化合物（式III  C）。

[0118] 令人惊讶的是，另外发现本文各方面和实施方案中描述的单克隆抗体不仅结合如

上所具体限定和描述的式I化合物，而且它们还结合衍生化的生物素，其特征在于与在式I

中不同，二氨基生物素被生物素替代，且生物素的脲基环的N'1原子带有取代基，通过该取

代基，生物素部分与载体共价附着。因此，根据本文公开的所有方面的具体实施方案是单克

隆抗体，其首先特异性结合根据式I的化合物，

（式I）

其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k

为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5的整数，t为0至5的整数，且s为1

至5的整数，且R是A或B，其中A是M-L，其中M是不含有生物素部分的半抗原，且L是连接X和M

的接头，且其中B是
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其中M是不含有生物素部分的半抗原，且L是接头，借此用星号作标记的氮原子与相邻

的X的CH2基团共价结合，

且其次特异性结合在图3B中所示的式III  B化合物。

[0119] 本文的原始公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文公开的所有其他方

面和实施方案相关）是产生根据本发明的抗体的方法，所述方法包括以下步骤：（a）用根据

本发明的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的抗体的B-细胞，（b）或者

通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产生的结合所述免疫原的

单克隆抗体，（c）进一步选择步骤（b）的抗体与生物素的结合，从而获得根据本发明的抗体。

[0120] 通过杂交瘤技术产生生产单克隆抗体的细胞系是本领域技术人员众所周知的。

[0121] 本领域技术人员已知的B-细胞PCR技术利用了这样的事实，即，从B-细胞可以分离

总mRNA并转录成cDNA。利用特异性引物，可以扩增编码同源VH-和VL-区的核酸。几乎没有获

得相同的序列。该方法提供了与相同抗原结合的高度多样的抗体。

[0122] 用于扩增编码VH-的核酸的引物可用于从来自NMRI-小鼠、亚美尼亚仓鼠、Balb/c-

小鼠以及叙利亚仓鼠和兔的细胞获得的cDNA。

[0123] 在本文报道的所有方法的一个实施方案中，氨基酸序列衍生自扩增的VH-编码核

酸，并且通过确定EVQL/QVQL到VSS（VH-区域）以及DIVM/DIQM到KLEIK（VL-区域）的氨基酸序

列来鉴定确切的起始点和终点。

[0124] 本文还报道了使用B-细胞PCR产生抗体的方法，其包括以下步骤：（a）提供（成熟

的）B-细胞群体（从实验性非人动物的血液获得），（b）用至少一种荧光染料（在一个实施方

案中用1-3种或2-3种荧光染料）染色所述B-细胞群体的细胞，（c）在个别容器中（在一个实

施方案中，容器是多孔板的孔）沉积染色的B-细胞群体的单个细胞，（d）在有饲养细胞的情

况下培养沉积的个别B-细胞，（e）确定个别B-细胞培养中分泌的抗体的结合特异性，（f）通

过逆转录酶PCR和核苷酸测序确定特异性结合抗体的可变轻链和重链结构域的氨基酸序

列，并从而获得单克隆抗体可变轻链和重链结构域编码核酸，（g）将单克隆抗体轻链和重链

可变结构域编码核酸引入用于表达抗体的表达盒中，（h）将核酸引入细胞中，（i）培养所述

细胞并从所述细胞或细胞培养物上清液回收抗体，并从而产生抗体。

[0125] 在一个实施方案中，非人动物选自大鼠、小鼠、仓鼠、兔、非人灵长类动物、羊、狗、

牛、鸡、两栖动物和爬行动物。

[0126] 在本文公开的用于产生单克隆抗体的方法的具体实施方案中，在步骤（c）中，在竞

争性测定中进行选择，其中使用生物素作为抗体与选自在图2C中描述的式III  A、在图3B中

描述的式III  B和在图3C中描述的式III  C的化合物组的化合物结合的竞争剂。这些化合物
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已在上文讨论过。所述化合物在捕获所期望的抗体中特别有用。这种抗体将特异性结合一

种或两种化合物的生物素部分，也就是说一种或两种化合物能够捕获根据本发明的所期望

的抗体。在这方面，如在式III  B和式III  C中所例示的半抗原必须不是和/或必须不含有进

一步的生物素部分，以保持各化合物的捕获特异性。因此，半抗原用于将捕获试剂锚定在固

相上，如例如，用作为半抗原的洋地黄毒苷所例示的。

[0127] 另一个重要步骤是选择和/或确认抗体，特别是使用本文公开的免疫原和通过本

文公开的方法产生的单克隆抗体，实际上能够结合生物素。因此，竞争性结合测定确保当在

水溶液中与游离生物素接触时抗体能够结合生物素。因此，在本文公开的用于产生单克隆

抗体的方法的实施方案中，在步骤（c）中，在竞争性测定中进行选择，其中使用生物素作为

抗体与本文公开的免疫原结合的竞争剂。

[0128] 在本文公开的用于产生单克隆抗体的方法的另一个实施方案中，在步骤（c）中，在

竞争性测定中进行选择，其中使用生物素作为抗体与式III  B化合物（式III  B）结合的竞争

剂。

[0129] 在本文公开的用于产生单克隆抗体的方法的另一个实施方案中，在步骤（c）中，在

竞争性测定中进行选择，其中使用生物素作为抗体与式III  C化合物（式III  C）结合的竞争

剂。

[0130] 在本文公开的用于产生单克隆抗体的方法的另一个实施方案中，在步骤（c）中，在

竞争性测定中进行选择，其中使用生物素作为抗体与式III  A化合物（式II  C）结合的竞争

剂。

[0131] 更一般地，在本文公开的用于产生单克隆抗体的方法的另一个实施方案中，在步

骤（c）中，在竞争性测定中进行选择，其中使用生物素作为抗体与根据式I的化合物结合的

竞争剂。在具体实施方案中，R是半抗原，其中所述半抗原不含生物素部分。

[0132] 如本公开内容的实施例中所证明的，本发明在其各方面和实施方案中现在提供了

特异性结合式I化合物的新单克隆抗体，

（式I）

其特征在于它还与生物素结合，其中X选自(CH2)n，其中n为1至20的整数，[(CH2)p-O]k-

(CH2)m，其中p为2或3，m为2或3，k为1至30的整数，以及[(CH2)r-CONH]s-(CH2)t，其中r为1至5

的整数，t为0至5的整数，且s为1至5的整数，且其中R选自H、OH、COOH、NH2、叠氮基、马来酰亚

胺基和Z，其中Z是A或B，其中A是M-L，其中M选自（i）不含有生物素部分的半抗原和（ii）多

肽，且L是连接X和M的接头，且其中B是

且其中B是
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其中M选自（i）不含有生物素部分的半抗原和（ii）多肽，且L是接头，借此用星号作标记

的氮原子与相邻的X的CH2基团共价结合。

[0133] 本发明的单克隆抗体可通过根据本发明和如本文所公开的方法获得。

[0134] 如上所述，根据本发明的单克隆抗体的特征在于它不结合式II的化合物。在式II

中，生物素部分通过接头通过戊酸侧链的羧基官能的碳原子与半抗原偶联。因此，该分子例

示了根据本发明的所期望的抗体不结合的常规生物素化的分子。

[0135] 因此，本文的原始公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文公开的所有

其他方面和实施方案相关）是用于产生不结合生物素化的分子的抗体的方法，其中生物素

部分通过接头通过戊酸侧链的羧基官能的碳原子与半抗原偶联，所述方法包括以下步骤：

（a）用根据本发明的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的抗体的B-细

胞，（b）或者通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产生的结合所

述免疫原的单克隆抗体，（c）选择步骤（b）的抗体与生物素的结合，和（d）选择那些不与生物

素化的分子结合的抗体，从而获得不与生物素化的分子结合的根据本发明的抗体。在具体

实施方案中，步骤（d）用在图3A中描述的根据式II的化合物进行。

[0136] 因此，更具体地，公开了一种产生不与式II化合物结合的抗体的方法，所述方法包

括以下步骤：（a）用根据本发明的免疫原免疫实验动物，从而诱导产生与所述免疫原结合的

抗体的B-细胞，（b）或者通过杂交瘤技术或者通过B-细胞PCR技术，获得步骤（a）由B-细胞产

生的结合所述免疫原的单克隆抗体，（c）选择步骤（b）的抗体与生物素的结合，和（d）选择那

些不与式II化合物结合的抗体，从而获得不与根据式II的化合物结合的根据本发明的抗

体。

[0137] 特别是在测量样品中分析物的方法中，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物素结合对

用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物素蛋白包被的固相上，如果样

品中含有特别高的量的生物素，则分析物的测量可能变得不准确。由于这个原因，非常期望

清除生物素。这个技术问题可以通过样品预处理来解决，即，在样品经受测量分析物的方法

之前借助去除游离生物素的过程。然而，这将涉及不期望的大量离散工作步骤，如例如，将

样品与包被有（链霉）抗生物素蛋白的磁性颗粒混合，温育混合物从而将生物素结合到颗粒

上，后面是磁性地去除颗粒。这种样品预处理方法不仅消耗诸如原材料和时间的资源；此

外，这种方法具有改变样品（例如，其体积和组成）的风险，这本身又可能导致分析物检测和

测量中的不期望的效果。

[0138] 令人惊讶地发现，根据本发明的能够结合生物素并且不与常规生物素化的感兴趣

的分子结合的单克隆抗体提供了降低生物素干扰的精巧解决方案。当充当生物素清除剂
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时，抗体的生物素结合性质是这样的以致其不与例如生物素化的分析物特异性结合剂与

（链霉）抗生物素蛋白的结合相干扰。因此，根据本发明的单克隆抗体证明是抵消由可能存

在于样品中的高水平生物素引起的干扰的有力工具。

[0139] 本文的原始公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文公开的所有其他方

面和实施方案相关）是根据本发明的抗体在用于测量样品中的分析物的方法中的用途，其

中（链霉）抗生物素蛋白/生物素对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗

生物素蛋白包被的固相上。

[0140] 本文的原始公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文公开的所有其他方

面和实施方案相关）是用于测量样品中的分析物的方法，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物素

结合对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物素蛋白包被的固相上，

所述方法包括向样品添加a）根据本发明的抗体，b）生物素化的分析物特异性结合剂，c）（链

霉）抗生物素蛋白包被的固相，后面是测量通过（链霉）抗生物素蛋白和生物素化的分析物

特异性结合剂与固相结合的分析物。

[0141] 本公开内容提供了清除样品中包含的潜在干扰未缀合的（游离）生物素的方法，从

所述样品中应测量分析物，且所述测量方法利用（链霉）抗生物素蛋白/生物素结合对。优选

地，清除步骤在（链霉）抗生物素蛋白/生物素对形成之前进行。因此，在实施方案中，提供了

用于测量样品中的分析物的方法，其中（链霉）抗生物素蛋白/生物素结合对用于将生物素

化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物素蛋白包被的固相上，所述方法包括向样品

添加a）根据本发明的抗体，b）生物素化的分析物特异性结合剂，c）（链霉）抗生物素蛋白包

被的固相，后面是测量通过（链霉）抗生物素蛋白和生物素化的分析物特异性结合剂与固相

结合的分析物，其中步骤（a）和任选的还有步骤（b）在步骤（c）之前进行。在再另一个实施方

案中，步骤（a）和步骤（b）在进行步骤（c）之前同时进行。在再另一个实施方案中，步骤（b）和

步骤（c）在步骤（a）已进行后同时进行。在再另一个实施方案中，所有三个步骤（a）、（b）和

（c）同时进行。令人惊讶地是，本发明的单克隆抗体在技术上甚至适合作为供在用于测量样

品中分析物的方法中使用的游离生物素的有效清除剂，所述样品含有游离生物素，其中（链

霉）抗生物素蛋白/生物素对用于将生物素化的分析物特异性结合剂结合到（链霉）抗生物

素蛋白包被的固相或标记的（链霉）抗生物素蛋白上，其中样品、本发明的单克隆抗体、生物

素化的结合剂和（链霉）抗生物素蛋白包被的固相或标记的链霉抗生物素蛋白的任一种同

时彼此接触。

[0142] 关于如本文所公开的分析物检测和/或测量的所有方面和实施方案，含水液体样

品可以用于根据本公开内容的方法中的用于特异性体外检测分析物的方法中。可能已知样

品包含分析物，或者可能怀疑样品包含分析物。在一个实施方案中，在根据本公开内容的方

法中使用的用于体外诊断的样品是选自全血、血清、血浆、液、尿或唾液的体液。在一个实施

方案中，怀疑包含或包含分析物的样品是血清、血浆或液。在一个实施方案中，怀疑包含或

包含分析物的样品是血清或血浆。

[0143] 本文的原始公开内容和本发明的另一个一般方面（其也与本文公开的所有其他方

面和实施方案相关）是免疫测定测试试剂盒，其在单独的容器中包括至少（a）根据本发明任

一项权利要求的抗体，（b）生物素化的分析物特异性结合剂，和（c）（链霉）抗生物素蛋白包

被的固相。
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[0144] 术语单个容器单元涉及这样的事实，即，对于许多自动分析仪，如来自Roche 

diagnostics的Elecsys ® 分析仪系列，测量某种分析物所需的试剂以“试剂包”的形式提

供，即，作为安装在分析仪上且在不同的区室中包含测量感兴趣的分析物所需的所有关键

试剂的一个容器单元。

[0145] 在一个实施方案中，本发明涉及试剂盒，其中所述结合对的第一配偶体是抗生物

素蛋白或链霉抗生物素蛋白，并且其中所述结合对的所述第二配偶体选自生物素或生物素

类似物，例如氨基生物素（aminobiotin）、亚氨基生物素（iminobiotin）或脱硫生物素。

[0146] 提供以下实施例和附图以帮助理解本发明，本发明的真实范围在所附权利要求中

陈述。应理解，可以在不脱离本发明的精神的情况下对所陈述的程序进行修改。

附图说明

[0147] 图1  A：D(+)-生物素；B：D(+)-生物素

图2  与实施例1和2相关的合成方案

图3  A：式II的化合物；B：式III  B的化合物；C：式III  C的化合物

图4  来自抗体动力学筛选测定的示例性动力学特征。虚线：Dig-生物素-缀合物-M-

D.G-Fab'复合体注射的SPR结合信号。实线：补充有300  nM  d-生物素的Dig-生物素-缀合

物-M-D.G-Fab'复合体的SPR结合信号。一般，观察到三类游离d-生物素阻断动力学。A：完全

的d-生物素竞争。B：中间的d-生物素阻断。C：没有d-生物素的信号干扰。从A类和B类中选择

合适的抗体候选物用于后来的详细研究。

[0148] 图5  引导抗体候选克隆L  SPR  IC50测量的示例性SPR传感图叠加图（overlay 

plot）。将270  nM  Dig-生物素-缀合物与浓度为270  nM（未显示）、90  nM、30  nM（两次）、10 

nM、3.3  nM和1  nM的游离d-生物素混合。含有90  nM游离d-生物素浓度的混合物产生最低响

应信号，并且1  nM游离d-生物素产生最高响应信号（标记的）。X表示报道点的位置，其用于

IC50计算。

[0149] 图6  A

动力学筛选测定实验SPR配置。首先，将预先形成的Dig-生物素-缀合物-M-D.G-Fab'用

作溶液中的分析物，以监控分子量增加的缀合的d-生物素的结合。其次，将d-生物素添加到

分析物混合物中以与缀合物结合竞争。

[0150] B

SPR测定实验配置。在有和没有d-生物素浓度系列的情况下测量Dig-生物素-缀合物相

互作用。在没有d-生物素的情况下，Dig-生物素-缀合物的浓度依赖性系列用于确定兔抗体

动力学与Dig-生物素-缀合物的关系曲线。在分析物样品混合物中用恒定浓度的Dig-生物

素-缀合物和渐增浓度的游离d-生物素进行IC50测量。

[0151] C

备择SPR测定实验配置。在有和没有d-生物素浓度系列的情况下测量Dig-生物素-缀合

物相互作用。在没有d-生物素的情况下，Dig-生物素-缀合物的浓度依赖性系列用于确定兔

抗体动力学与Dig-生物素-缀合物的关系曲线。在这种情况下，Dig-生物素-缀合物被表面

展示的M-D.G抗体捕获，而兔抗体或其片段用作溶液中的浓度依赖性分析物。在分析物样品

混合物中用恒定浓度的兔抗体和渐增浓度的游离d-生物素进行IC50测量。
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[0152] 实施例1

二氨基生物素的衍生化和合成步骤以获得免疫原

1.1

5-{3-氨基-4-[3-(9H-芴-9-基甲氧羰基氨基)-丙酰氨基]-四氢-苯硫-2-基}-戊酸的

合成

使用干燥的溶剂和干燥的原材料在惰性气氛（氩）中进行反应。将220  mg  FMOC-β-丙氨

酸（CAS登记号35737-10-1，其他名称N-[(9H-芴-9-基甲氧基)羰基]-β-丙氨酸）和112  mg 

HOBt（苯并三唑-1-醇，N-羟基苯并三唑，CAS编号2592-95-2）溶解于7.5  mL无水DMF（二甲基

甲酰胺）中。添加105  mg  1,3-二异丙基-碳二亚胺并于室温搅拌1小时。添加溶解于7.5  mL 

DMF中的140  mg二氨基生物素（CAS登记号22342-46-7）并将混合物搅拌过夜。蒸发溶剂后，

将反应混合物通过制备型HPLC进一步纯化。产量为174  mg。

[0153] HPLC-ESI-MS：M+  512.  4

1.2

5-{3-乙酰氨基-4-[3-(9H-芴-9-基甲氧羰基氨基)-丙酰氨基]-四氢-苯硫-2-基}-戊

酸的合成

使用干燥的溶剂和干燥的原材料在惰性气氛（氩）中进行反应。将174  mg  5-{3-氨基-

4-[3-(9H-芴-9-基甲氧羰基氨基)-丙酰氨基]-四氢-苯硫-2-基}-戊酸溶解于10  mL  DMF

中，并添加416  mg乙酸酐。将反应混合物于室温搅拌过夜。通过蒸发除去溶剂，且产物在真

空下干燥。产量为94  mg。

[0154] HPLC-ESI-MS：M+  554.4

1.3

5-[3-乙酰氨基-4-(3-氨基-丙酰氨基)-四氢-苯硫-2-基]-戊酸的合成

将94  mg  5-{3-乙酰氨基-4-[3-(9H-芴-9-基甲氧羰基氨基)-丙酰氨基]-四氢-苯硫-

2-基}-戊酸溶解于10mL  DMF中，并添加2.5  mL哌啶。将混合物于室温搅拌3小时。产量为52 

mg粗产物。

[0155] 1.4

5-{3-乙酰氨基-4-[3-(2-叠氮基-乙酰氨基)-丙酰氨基]-四氢-苯硫-2-基}-戊酸=叠

氮基-β-Ala-二氨基生物素的合成

使用干燥的溶剂和干燥的原材料在惰性气氛（氩）中进行反应。将7  mg  5-[3-乙酰氨

基-4-(3-氨基-丙酰氨基)-四氢-苯硫-2-基]-戊酸和8  mg叠氮基乙酸琥珀酰亚胺基酯（CAS

登记号824426-32-6）溶解于10  mL  DMF中，并添加8  mg三乙胺。搅拌过夜后，通过蒸发除去

溶剂，且粗产物用制备型HPLC纯化。

[0156] 产量2  mg

HPLC-ESI-MS：M+  415.4

1.5

KLH-SXA1028-叠氮基-Ala-二氨基生物素（式III  A，参见图2C）

在0.1  M磷酸钾缓冲液（pH  7.2，10  mL）中的匙孔䗩血蓝蛋白（30  mg，Sigma  Aldirch＃

8283）与(1R ,8S,9s)-双环[6.1 .0]壬-4-炔-9-基甲基琥珀酰亚胺碳酸酯（6.6  mg，22.6μ

mol，Synaffix  Product＃SX-A-1028）反应。将混合物于室温搅拌5小时。通过针对0.1  M磷
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酸钾缓冲液（pH  7 .2）透析除去未反应的环辛炔。将叠氮基-Ala-二氨基生物素（3.52  mg，

8.5μmol）溶解于DMSO中，并添加到环辛炔衍生的KLH中。将混合物于4℃搅拌过夜。通过针对

0.1  M磷酸钾缓冲液（pH  7.2）透析除去未反应的叠氮基-Ala-二氨基生物素。通过测量280 

nm处的吸光度测定蛋白质含量。

[0157] 实施例2

用于体外筛选单克隆抗体的包含二氨基生物素衍生物的试剂的合成

Dig-3  -CME-AMCAP-β-ala-生物素

如上所述合成5-[3-乙酰氨基-4-(3-氨基-丙酰氨基)-四氢-苯硫-2-基]-戊酸（实施例

1）。

[0158] 洋地黄毒苷-3-CME-AMCAP-NHS酯（其他名称：洋地黄毒苷NHS-酯，卡-20(22)-烯内

酯，3-[2-[[6-[(2,5-二氧代-1-吡咯烷基)氧基]-6-氧代己基]氨基]-2-氧代乙氧基]-12,

14-二羟基-，(3β,5β,12β)-）=  CAS  Nr.  129273-26-3如DE3836656A1中所述合成，或者作为

可商业获得的产品（Merck-Sigma）获得。

[0159] 将20  mg洋地黄毒苷-3-CME-AMCAP-NHS酯溶解于3  mL  DMF中，并添加6μl三乙胺。

然后，添加10  mg  5-[3-乙酰氨基-4-(3-氨基-丙酰氨基)-四氢-苯硫-2-基]-戊酸，并将混

合物于室温搅拌3.5小时。通过蒸发除去溶剂，并通过制备型HPLC色谱法分离产物。

[0160] 实施例3

生物素在N'1原子的衍生化

(1)  FMOC-β-丙氨酸-酰基氯

向在干燥条件下的烧瓶中的4.7  g  FMOC-β-丙氨酸（IRIS，FAA1300）缓慢添加约20  mL

亚硫酰氯。将混合物于室温搅拌50分钟，且然后加热以回流10分钟。冷却后，蒸发混合物，将

残余物溶解于无水甲苯中三次，且每次蒸发。

[0161] 产量为5.1  g。

[0162] (2)  FMOC-β-丙氨酰-生物素

生物素的羧酸通过在有DMAP（0.63  g）的情况下使生物素（2.48  g）与在15  mL无水吡啶

中的叔丁基氯二苯基硅烷（6.5  ml）于室温在惰性氩气氛中反应过夜来保护，如Fang和

Bergstrom在Nucleic  Acids  Research，2003，Vol.  31,  No.  2,  708中所述的。

[0163] 添加4.9  g溶解于10  mL二氯甲烷中的FMOC-β-丙氨酸-酰基氯并于室温搅拌3.5小

时。蒸发混合物，添加DMF并再次蒸发。将残余物溶解于DMF-H2O（3:1）中，且添加50  mmol碳

酸钾并将混合物搅拌30分钟。用柠檬酸酸化至pH  4后，用乙酸乙酯萃取产物，并通过柱色谱

法（二氧化硅，洗脱液乙酸乙酯/甲醇）纯化。

[0164] HPLC-ESI-MS：M+  =  538.3  Da。产量为1.5  g。

[0165] (3) β-丙氨酰-生物素=  5-[3-(3-氨基-丙酰)-2-氧代-六氢-噻吩并[3,4-d]咪

唑-6-基]-戊酸

通过将1.67  g  FMOC-β-丙氨酰-生物素溶解于20％哌啶在DMF中的混合物（60  mL）中来

裂解FMOC保护基。蒸发混合物并在真空下干燥。然后，通过制备型HPLC使用反相二氧化硅和

H2O-乙腈梯度分离产物。

[0166] HPLC-ESI-MS：M+  =  316.3  Da。产量为0.55  g。

[0167] 实施例4
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合成用于筛选单克隆抗体的进一步的试剂

(1)  Dig-3-CME-AMCAP-DADOO-生物素

洋地黄毒苷-3-CME-AMCAP-NHS酯（其他名称：洋地黄毒苷NHS-酯，卡-20(22)-烯内酯，

3-[2-[[6-[(2,5-二氧代-1-吡咯烷基)氧基]-6-氧代己基]氨基]-2-氧代乙氧基]-12,14-

二羟基-，(3β,5β,12β)-）=  CAS  Nr.  129273-26-3如DE3836656A1中所述合成，或者作为可

商业获得的产品（Merck-Sigma）获得。

[0168] 将21  mg洋地黄毒苷-3-CME-AMCAP-NHS酯溶解于3  mL  DMF中，并添加6μl三甲胺。

然后，添加14  mg生物素-DADOO，并将混合物于室温搅拌2小时。通过蒸发除去溶剂，并通过

制备型HPLC色谱法分离产物。

[0169] HPLC-ESI-MS：M+  =  918.7  Da。产量：23  mg。

[0170] (2)  Dig-3  -CME-AMCAP-β-ala-生物素

如上所述合成β-丙氨酰-生物素=β-ala-生物素=  5-[3-(3-氨基-丙酰)-2-氧代-六氢-

噻吩并[3,4-d]咪唑-6-基]-戊酸（实施例1）。

[0171] 洋地黄毒苷-3-CME-AMCAP-NHS酯（其他名称：洋地黄毒苷NHS-酯，卡-20(22)-烯内

酯，3-[2-[[6-[(2,5-二氧代-1-吡咯烷基)氧基]-6-氧代己基]氨基]-2-氧代乙氧基]-12,

14-二羟基-，(3β,5β,12β)-）=  CAS  Nr.  129273-26-3如DE3836656A1中所述合成，或者作为

可商业获得的产品（Merck-Sigma）获得。

[0172] 将20  mg洋地黄毒苷-3-CME-AMCAP-NHS酯溶解于3  mL  DMF中，并添加6μl三乙胺。

然后，添加10.5  mg β-ala-生物素，并将混合物于室温搅拌3.5小时。通过蒸发除去溶剂，并

通过制备型HPLC色谱法分离产物。

[0173] HPLC-ESI-MS：M+  =  859.6  Da。产量：16  mg。

[0174] 实施例5

免疫兔用于产生结合游离生物素的抗体

在本公开内容中，报道了具有清除游离生物素能力的抗体的开发。为此，只有当生物素

的戊酸部分的COOH-基团可及且不用于缀合时，我们才产生与生物素结合的抗体。根据本发

明的抗体不与生物素化的分子结合，即，常规的生物素-缀合物，其中生物素通过羧基的碳

原子共价偶联。

[0175] 为了产生这种抗体，用KLH-生物素缀合物（参见上文，实施例1，KLH缀合物[nn]）免

疫12-16周龄的NZW兔。所有兔都经受反复免疫。在第一个月，每周对动物进行免疫。从第二

个月起，每月对动物进行一次免疫。对于第一次免疫，将500μg  KLH缀合物[nn]（式III  A）溶

解于1  mL  140mM  NaCl中，并在1  mL  CFA（完全弗氏佐剂）中乳化。对于所有后面的免疫，CFA

被IFA（不完全弗氏佐剂）替代。在免疫开始后第35天评价动物的滴度。

[0176] 实施例6

免疫的动物的抗体滴度分析

设计血清滴定的实验配置以测定可以区分（i）常规类型的缀合的生物素，即，通过戊酸

部分的羧基官能的碳原子与载体缀合的生物素，和（ii）环结构共价附着到载体的缀合的生

物素的多克隆抗体的量。

[0177] 本文提供了式III  A、式III  B和式III  C的化合物（分别描述于图2C、3B和3C。进一

步提供了式II的化合物（描述于图3A中）。
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[0178] 在实施方案中，首先用5μg/mL多克隆绵羊抗-Dig抗体（Sigma）包被96孔板。洗涤步

骤后，用5％BSA（Roche）封闭板以减少背景信号。为了捕获不同的生物素-Dig结合物（CME-

AMCAP-β-ala-生物素（式III  B）和Dig-3-CME-AMCAP-DADOO-生物素（式II）），将抗-Dig包被

的板与250  ng/mL缀合物在分开的孔中温育。在另外的洗涤步骤后，将兔血清在含有1％BSA

的PBS中稀释，并将稀释液（dilutions）添加到板中。以1:300、1:900、1:2,700、1:8,100、1:

24,300、1:72,900、1:218,700和1:656,100的稀释度测试血清。用HRP-标记的F(ab')2山羊

抗兔Fcγ（Dianova）和ABTS（Roche）作为底物检测结合的抗体。通过稀释曲线的50％信号降

低来设置分析的动物的滴度。

[0179] 表2

用二氨基生物素-KLH免疫原免疫的实验动物血清的滴定，其中生物素类似物以二氨基

生物素衍生物的形式与KLH偶联。

[0180] 显示来自3只免疫的动物的多克隆血清优先与Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素结

合，其与免疫原相似，这是因为生物素和二氨基生物素所共有的侧链方面被呈递用于抗体

结合，且其中特别地，戊酸侧链的COOH-基团可及。Dig-3-CME-AMCAP-DADOO-生物素仅被微

弱检测到。

[0181] 实施例7

开发结合游离生物素的单克隆抗体

为了开发能够与溶液中的生物素（即，游离生物素）结合并且与常规生物素化的靶没有

交叉反应性的抗体，使用如Seeber等人(2014) ,  PLoS  One.  2014年2月4日;  9(2)所述的B-

细胞克隆。为了富集抗原反应性B-细胞，将生物素化的小鼠抗-Dig抗体（Roche）与链霉抗生

物素蛋白包被的磁珠（Miltenyi）结合。然后，制备免疫的动物的PBMC库并与250  ng/mL 

Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素一起温育。温育1小时后，用PBS洗涤细胞，并与预包被的

抗-Dig磁珠一起温育。为了富集抗原反应性B-细胞，使用MACS柱（Miltenyi）。如Seeber等人

(2014) ,  PLoS  One.  2014年2月4日;  9(2)所述进行B-细胞分选和温育。在进行ELISA之前

24小时，为了鉴定抗原反应性克隆，向细胞培养物上清液中添加2μg/mL链霉抗生物素蛋白

以中和游离生物素。这是作为预防措施进行的，这是因为培养基或细胞来源中的游离生物

素可以阻断上清液中的抗体与筛选试剂Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素（式III  B）的相互

作用。对于ELISA，96孔板用5μg/mL多克隆山羊抗兔-IgG抗体包被。洗涤步骤后，用5％BSA封

闭板以减少背景信号。将板再次洗涤，并将30μl兔B-细胞培养物转移至96孔板中并于室温

温育1小时。在另一个洗涤步骤之后，将50  ng/mL阳性筛选试剂，Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-
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生物素，或阴性筛选试剂，Dig-3-CME-AMCAP-DADOO-生物素（式II）添加到孔中并于室温温

育1小时。为了检测与筛选试剂结合的抗体，将3μg/mL  POD标记的多克隆绵羊抗-Dig-抗体

添加到板中。在最后的洗涤步骤后，添加ABTS（Roche）作为POD底物，并通过测量405  nm处的

OD鉴定阳性克隆。结果在表3中给出。

[0182] 表3

产生抗体的6个鉴定的克隆的ELISA结果，所述抗体特征在于与根据式III  B的阳性筛

选试剂但不与根据式II的阴性筛选试剂特异性结合。

[0183]  实施例8

通过单克隆抗体结合生物素

为了证明新产生的所期望的抗体（包括由表3中所示克隆所代表的那些）另外与游离生

物素结合，设计并进行竞争ELISA测定。

[0184] 为此，首先如Seeber等人(2014) ,  PLoS  One .  2014年2月4日;  9(2)所述克隆抗

体。为了产生含有抗体的上清液，用编码抗生物素抗体的相关重链和轻链的表达质粒瞬时

转染HEK细胞。1周培养时间后，测定瞬时转染中抗生物素抗体的浓度，并将每个所选克隆的

浓度调节至5μg/ml。

[0185] 对于ELISA，96孔板用5μg/mL多克隆山羊抗兔-IgG抗体包被。洗涤后，用5％BSA封

闭板以减少背景信号。将板再次洗涤，并将来自瞬时转染的30μl抗体上清液（5μg/ml）转移

到96孔板的每个孔中，并于室温温育1小时。

[0186] 将每个选择的克隆成一排地添加到8个不同的孔中以进行生物素滴定。

[0187] 温育后，将板再次洗涤3次以除去克隆上清液中存在的链霉抗生物素蛋白/生物素

复合体。对于阳性对照，将50  ng/mL阳性筛选试剂，Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素（式III 

B）对于每个抗体添加到一个孔中，并于室温温育1小时。

[0188] 为了测试游离生物素的结合，进行了滴定。为此，将游离生物素以渐增的浓度添加

到Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素中。向50  ng/mL  Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素的量

中添加浓度为10  ng/ml、20  ng/ml、40  ng/ml、80  ng/ml、160  ng/ml、320  ng/ml和640  ng/
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ml的生物素。然后，再次洗涤板，且对于与Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素结合的抗体的检

测，向板添加3μg/mL  POD标记的多克隆绵羊抗-Dig-抗体。在最后的洗涤步骤后，添加ABTS

（Roche）作为POD底物，并通过测量405  nm处的OD（光密度）来检测信号。值得注意的是，观察

到作为在有筛选试剂的情况下渐增的生物素浓度的结果降低的信号降低。这表明游离生物

素溶液和Dig-3-CME-AMCAP-β-ala-生物素竞争结合所选的抗体。

[0189] 实施例9

在免疫学测定中抵消生物素干扰

用于Elecsys  TSH测定的对照样品，PreciControl  Universal  2掺加了浓度逐渐升高

的生物素（例如，0、100和200  ng/mL生物素终浓度）。

[0190] 含有抗TSH检测抗体的Elecsys  TSH销售试剂盒的试剂2以未修饰形式（对照）和修

饰形式使用，另外含有300μg/mL根据本发明的单克隆抗生物素抗体。

[0191] 夹心测定根据用于Elecsys  TSH测定的常规测定规程进行：简言之，将50μL样品

（具有或不具有生物素的PreciControl  Universal  2）与60μL含有生物素化的抗-TSH抗体

的Elecsys  TSH试剂盒的试剂1和50μL含有有或没有进一步添加300μg/mL单克隆抗生物素

抗体的钌化（ruthenylated）抗-TSH抗体的试剂2一起温育。于37℃温育9分钟后，添加40μL 

Elecsys  TSH试剂盒的链霉抗生物素蛋白包被的磁珠悬浮液，将反应温育另外9分钟，且最

后将反应混合物吸入测量测定池中，在那里微粒被磁捕获到电极表面上。然后用ProCell除

去未结合的物质。然后向电极施加电压诱导基于电化学发光的光发射，其通过光电倍增管

测量。

[0192] 使用对照试剂，样品中存在100或200  ng/mL生物素导致显著信号下降至参考信号

（不含生物素的样品）的53％或16％。

[0193] 与此相反，在试剂R2中含有生物素结合抗体的试剂盒的修饰形式中，生物素的干

扰作用显著降低。

[0194] 实施例10

动力学抗体筛选

动力学筛选在GE  Healthcare  Biacore  4000仪器上于37℃进行。根据制造商的说明

书，将Biacore  CM5系列S传感器安装到仪器中，并进行流体动力学寻址（address）和预先调

节。系统缓冲液是HBS-EP（10  mM  HEPES（pH  7.4），150  mM  NaCl，1  mM  EDTA，0.05％（w  /  v）

P20）。样品缓冲液是补充有1  mg/ml  CMD（羧甲基葡聚糖，Fluka）的系统缓冲液。

[0195] 在生物传感器上确立兔抗体捕获系统。多克隆山羊抗兔IgG  Fc捕获抗体GARbFcγ

（代码编号：111-005-046，批号＃105332，Jackson  Immuno  Research）根据制造商的说明书

使用NHS/EDC化学固定。将10  mM乙酸钠缓冲液（pH  4.5）中的30μg/ml  GARbFcγ预浓缩至流

动测定池1、2、3和4中的斑点1、2、4和5，并以10.000  RU  GARbFcγ固定。接着用1  M乙醇胺pH 

8.5使传感器饱和。斑点1和5用于相互作用测量，且斑点2和4用作参考。将每种兔抗体克隆

悬浮液在样品缓冲液中1:2稀释，并以30μl/分钟的流速注射1分钟。监控以响应单位（RU）表

示的兔抗体捕获水平（CL）。

[0196] 由于0.9  kDa  Dig-生物素-缀合物的分子量对于SPR筛选仪器的灵敏度范围来说

太小，所以将300  nM  Dig-生物素-缀合物（Dig-3-cme-Amcap-β-Ala-生物素（BMO  No . 

15420318））于室温与900  nM  <Dig>  M-D.G-Fab'预温育2小时。mAb<Dig>M-D.G-Fab以KD  5 
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pM亲和力结合洋地黄毒苷。M-D.G-Fab'也以皮摩尔亲和力结合Dig-生物素-缀合物中的洋

地黄毒苷部分，并且不与GARbFcγ捕获系统相干扰。M-D.G-Fab'不与抗生物素兔克隆和游

离d-生物素相干扰。使用50  kDa  M-D.G-Fab'，将0.9  kDa  Dig-生物素-缀合物加载另外的

质量。这导致具有50.9  kDa分子量的高度稳定的免疫复合体，这对于SPR筛选仪器的灵敏度

范围是最佳的。M-D.G-Fab'是单体的，且既没有产生也不可检测分析物亲合力（avidity）效

应。将预先形成的Dig-生物素-缀合物-M-D.G-Fab'复合体以30μl/分钟单独注射5分钟，以

监控与相应表面展示的抗生物素兔mAb的缔合相。监控缀合物从兔克隆的解离达5分钟。在

每个动力学速率测定循环后，通过1分钟注射10  mM甘氨酸pH  2.0，后面是2分钟以20μl/分

钟注射10  mM甘氨酸pH  2.25，从生物传感器捕获系统中完全洗涤兔克隆。

[0197] 在第二筛选配置中，鉴定了对d-生物素结合干扰敏感的兔抗生物素抗体。通过于

室温温育过夜制备分析物混合物，由300  nM  Dig-生物素-缀合物，900  nM  <Dig>  M-D.G-

Fab'和300  nM游离d-生物素（d-生物素，CAS  No.：58-85-5，目录号：47868，Supelco）组成。

如前所述但以溶液中的这个分析物混合物进行动力学筛选。在另一个实施方案中，使用不

同的Dig-生物素-缀合物和<Dig>M-D.G-Fab'浓度。

[0198] 图6解释了用于筛选的实验配置。

[0199] 通过Biacore  4000评价软件监控两种分析物单一浓度动力学的动力学痕迹

（trace）。此外，动力学数据由报道点表征和动力学测定解释。两个报道点，即，在分析物注

射结束前不久记录的信号，后期结合（Binding  Late）（BL），和在解离时间结束前不久的信

号，后期稳定性（Stability  Late）（SL），用于表征分析物/抗原结合稳定性。此外，根据朗格

缪尔（Langmuir）模型计算解离速率常数kd（1/s），并根据式ln(2)/(60*kd)计算以分钟表示

的抗体/抗原复合体半衰期。摩尔比，结合化学计量用下式计算：MW（抗体）/MW（抗原）*  BL

（抗原）/CL（抗体）。

[0200] 最后，将每种抗生物素兔mAb的动力学痕迹叠加在一个分析图中。主要通过目测检

查这些叠加图，选择抗体，其显示在有300  nM游离d-生物素的情况下有效的Dig-生物素-缀

合物结合信号降低。有效意味着超过90％的Dig-生物素-结合物结合信号降低。在另一个实

施方案中，选择具有80％、70％、60％和50％信号降低的抗体。将选择的抗体转移至详细的

IC50分析。

[0201] 图4示例性地显示了通过基于SPR的动力学筛选测量的三种抗体阻断特征。A类显

示Dig-生物素-缀合物结合的完全d-生物素阻断。B类以对d-生物素信号干扰具有仅仅中等

敏感性的抗体为特色，而C类对d-生物素不敏感。

[0202] 详细的基于SPR的功能分析

详细的动力学研究在GE  Healthcare  T200仪器上于37℃进行。根据制造商的说明书，

将Biacore  CM5系列S传感器安装到仪器中，并进行流体动力学寻址（address）和预先调节。

系统缓冲液是HBS-EP（10  mM  HEPES（pH  7 .4），150  mM  NaCl，1  mM  EDTA，0.05％（w  /  v）

P20）。样品缓冲液是补充有1  mg/ml  CMD（羧甲基葡聚糖，Fluka）的系统缓冲液。

[0203] 在一个实施方案中，在CM5生物传感器上确立兔抗体捕获系统。多克隆山羊抗兔

IgG  Fc捕获抗体GARbFcγ（代码编号：111-005-046，批号＃105332，Jackson  Immuno 

Research）根据制造商的说明书使用NHS/EDC化学固定。将10  mM乙酸钠缓冲液（pH  4.5）中

的30μg/ml  GARbFcγ预浓缩至流动测定池1、2、3和4，并以10.000  RU  GARbFcγ固定。接着
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用1  M乙醇胺pH  8.5使传感器饱和。

[0204] 将来自起始动力学筛选步骤的选择的兔抗体克隆在样品缓冲液中以各500  nM稀

释，并以5μl/分钟的流速在生物传感器上捕获2分钟，后面是用10-倍浓缩的HBS-EP系统缓

冲液于60μl/分钟的2分钟洗涤步骤。监控以响应单位（RU）表示的兔抗体捕获水平（CL）。

T200仪器的更高灵敏度回避了通过<Dig>M-D.G-Fab'的额外的分子量加载。以60μl/分钟注

射一系列分析物达5分钟，监控缔合相（association  phase）和解离相（dissociation 

phase）达5分钟。首先，以300  nM注射Dig-生物素-缀合物分析物，省略溶液中的d-生物素。

然后，将4  nM、8  nM、15  nM、30  nM、90  nM和270  nM的渐增d生物素浓度添加至Dig-生物素-

缀合物混合物中。产生传感图叠加图以分析通过渐增的d-生物素浓度的存在的Dig-生物

素-缀合物结合信号抑制。在渐增的d-生物素浓度范围内绘制来自分析物缔合相的信号平

台的后期结合报道点，并且使用Biaevaluation软件中的点对点（point-to-point）模式确

定d-生物素IC50值。此外，目测研究传感图叠加图的d-生物素的竞争性能，并估计％信号抑

制。在另一个实施方案中，通过比较0  nM  d-生物素和270  nM  d-生物素样品注射来计算％

信号阻断。

[0205] 图6显示了IC50测量的SPR实验配置。图6B示出了优选的实施方案。

[0206] 图5示例性显示了这个竞争测定的结果。显示的是抗体引导候选物5D9。样品中游

离d-生物素浓度越高，Dig-生物素-缀合物结合信号越低，且因此估计抗体对d-生物素结合

的敏感性。克隆L的IC50测定为IC50  =  60  nM  d-生物素。

[0207] 在另一个实施方案中，测定Dig-生物素-缀合物结合抗体的动力学参数ka  [1/

Ms]、kd  [1/s]、t1/2  diss  [分钟]、KD  [M]和结合化学计量（摩尔比）。

[0208] 测定了克隆5D9的37℃动力学，其中ka  =  2.2*10E5  1/Ms，kd  =  2.0*10E-3（1/s），

t1/2  diss  =  6分钟，MR  =  1.1。对Dig-生物素-缀合物的亲和力是KD  =  9  nM。

[0209] 在一个实施方案中，T200仪器测定配置如上所述。Dig-生物素-缀合物以0  nM、4 

nM、8  nM、15  nM、30  nM、90  nM和270  nM的浓度系列注射。使用Biacore评价软件确定动力学

参数。

[0210] 在另一个实施方案中，由备择的传感器表面配置测定Dig-生物素-缀合物抗体结

合的动力学参数ka  [1/Ms]、kd  [1/s]、t1/2  diss  [分钟]、KD  [M]和结合化学计量（摩尔

比）。在一个实施方案中，在CM5生物传感器上确立鼠抗体捕获系统。根据制造商的说明书使

用NHS/EDC化学固定多克隆兔抗小鼠IgG捕获抗体（RbAMIgG（兔抗小鼠IgG），pAb<M-IgG>Rb-

IgG（IS），BR-1008-38，2017-08，GE  Healthcare）。将10  mM乙酸钠缓冲液（pH  5.0）中的30μ

g/ml  GARbFcγ预浓缩至流动测定池1、2、3和4，并以10.000  RU固定。接着用1  M乙醇胺pH 

8.5使传感器饱和。

[0211] 以10μl/分钟捕获约300  RU的30  nM  mAb<Dig>M-19/11-IgG（Q）（Roche，

28.1.1999，引入（entrance）19.5.2017，Id.  2157861）达1分钟。以30μl/分钟于150  nM注射

Dig-生物素-缀合物2分钟，以通过M-19/11-IgG稳定捕获。

[0212] 图6描述了测定配置。这个测定优选用于重组表达的兔抗生物素Fab'片段的动力

学测定。

[0213] 然后如上所述以浓度依赖性系列注射抗生物素兔抗体或其片段以测定结合动力

学。
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[0214] 实施例11

ITC实验

ITC实验直接确定所选的抗体对溶液中游离生物素的亲和力以及结合反应的热力学参

数和化学计量。

[0215] 所有ITC实验均在VP-ITC微热量计（Malvern  Instruments）上进行。实验于25℃在

磷酸盐缓冲液（25  mM磷酸钾pH  7.4，150  mM氯化钾）中进行。对于示例性单克隆抗体（参见

表5），蛋白质浓度为750μg/ml，从而导致对于互补位10μM的摩尔浓度。生物素浓度为100μM。

在10μl注射之间以310  rpm的搅拌速度和200  s时间间隔进行滴定。从数据拟合中排除对于

每个样品的第一次注射。使用NanoAnalyze  Data  Analysis软件包（版本3.6.0）将实验数据

拟合至理论曲线，以提供Kd（以M表示的解离常数）、n（结合的化学计量）和ΔH（以kcal/mol

表示的焓的变化）的值。热力学参数（ΔG和ΔS）使用以下方程式从Kd和ΔH计算：

其中R是通用气体常数，T是温度且ΔG、ΔH和ΔS是吉布斯自由能、焓和熵的变化。

[0216] 表5

实施例12

从原核细胞发酵纯化Fab片段

表达的本发明多肽分泌到宿主细胞的周质中并从宿主细胞的周质中回收。可以通过离

心或过滤收获细胞。在具有2.0-8.0的pH的适当缓冲液中或使用完全发酵培养液将生物质

重悬浮后，通过物理、化学或酶促方法破裂细胞。一旦细胞被破裂，就可通过离心或过滤除

去细胞碎片或全细胞。多肽的纯化可涉及几个沉淀步骤和阳离子、阴离子交换层析、疏水作

用、混合模式、亲和或凝胶过滤层析上的分级分离。对于痕量结合的生物素的除去，用结合

剂如链霉抗生物素蛋白处理多肽溶液可能是必要的。对于多肽的最终制剂，可以进行透析、
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超滤或超透析（ultradialysis）步骤。多肽可以作为液体、冷冻液体或作为喷雾干燥或冷冻

干燥的固体贮藏。
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图 1
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图 2A
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图 2B

图 2C
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图 3
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图 4
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图 5
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图 6
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