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行业指导原则1

本指南代表食品药品管理局（FDA）关于这一主题的最新见解。本指南不为任何人建立或赋予任何

权利，也不对FDA或公众具有约束力。如果其他方法能够满足适用法律、法规的要求，您可以使用

其他方法。如果您希望就一种替代方法进行讨论，请与负责执行本指南的FDA工作人员联系。如果

您不能确定相应的FDA工作人员，请拨打本指南标题页所列的相应电话号码。 

  
治疗性蛋白制品免疫原性的评估 

 

 

I. 引言 

本指导原则旨在帮助参与人用治疗性蛋白制品开发的生产商和临床研究者。2

本指导原则描述了对治疗性蛋白制品的免疫应答的主要临床后果，并提供了关于临床

开发阶段中风险缓解的建议。它也描述了可以影响治疗性蛋白制品的免疫原性的产品特定

因素和患者特定因素。对于每种因素，向申办者和研究者提供了可以帮助他们降低这些产

品产生免疫应答的可能性的建议。附录A提供了关于对治疗性蛋白制品的免疫应答的特定

不良后果的诊断和病理生理学的补充信息，以及动物研究用途的简要讨论和比较性免疫原

性研究的进行。虽然本指导原则侧重于治疗性蛋白制品，科学原理也可以适用于相关产品

和生物实体，例如肽。虽然本指导原则包括用于调节或修饰免疫系统的产品，包括那些具

有抗原特异性的产品，但是它不包括旨在诱导特异性免疫应答以防止或治疗疾病或病症（

如预防感染疾病的疫苗）或以提高其他治疗性干预的活性的产品。本指导原则不涉及检测

法开发，这将包括在单独的指导原则中。

在本文件

中，FDA概述并建议采用基于风险的方法来评价和减轻对治疗性蛋白制品的免疫应答或影

响其安全性和有效性的、与治疗性蛋白制品相关的不良免疫相关反应。用于评估和减轻免

疫原性的任何给定方法均是根据具体情况逐案确定的，应考虑到我们所描述的风险评估。

鉴于本指导原则的目的，免疫原性被定义为治疗性蛋白制品对自身及相关蛋白产生免疫应

答或诱导免疫相关不良临床事件的倾向性。 

3

                                                 
1 参见草案行业指南治疗性蛋白免疫原性检测的检测法开发。最终定稿后，本指南代表FDA目前关于该问题的想法。 
 
2 关于FDA对于公共卫生服务法案（PHS法案）章节351(i)(1)中“生物制品”修订定义中“蛋白（除了任何化学合成

多肽）”的类别解释，参见草案指南生物仿制药:关于2009年生物制品价格竞争与创新法案执行情况的问答。最终定

稿后，本指南代表FDA目前关于该问题的想法。我们定期更新指南。为了确保您拥有最新版本的指南，检查FDA药

物指南网页http://www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/default.htm。 
3 参见草案行业指南治疗性蛋白免疫原性检测的检测法开发。最终定稿后，本指南代表FDA目前关于该问题的想法。 
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FDA的指导原则（包括本指导原则在内）不构成有强制力的法律责任。相反，指导原

则描述的是FDA当前关于某问题的想法，仅作为建议，除非引用特定的法规或法令要求。

FDA指导原则中出现的“应（当）”的词义是指建议或推荐，而非要求。 

II. 背景 

对治疗性蛋白制品的免疫应答可能为患者安全性和产品有效性带来问题。基于免疫学

的不良事件，如过敏反应、细胞因子释放综合征和内源性蛋白介导关键功能的交叉反应性

中和（参见附录A.3），已造成申办者终止否则可能是有效治疗性蛋白制品的开发。对治

疗性蛋白制品的不良免疫应答也可以中和其生物活性，并导致不良事件，不仅通过抑制治

疗性蛋白制品的有效性，而且通过与内源性蛋白配对物产生交叉反应，从而导致其生理功

能丧失（例如，治疗性促红细胞生成素中和性抗体也通过中和内源性蛋白引起纯红细胞再

生障碍）（Hermeling et al.2004; Rosenberg and Worobec 2004; Rosenberg and Worobec 2005; 
Koren et al.2008; Murphy 2011）。因为大多数由对治疗性蛋白质制品的免疫应答造成的不

良作用似乎是由体液机制介导的，治疗性蛋白制品循环抗体一直是定义这类产品的免疫应

答的主要标准。4

 

 

 

  

患者特定因素和产品特定因素均可能影响治疗性蛋白制品的免疫原性。这些因素是免

疫原性风险评估的关键要素。理想的情况下，应该在治疗性蛋白制品开发的早期阶段考虑

这些因素。章节III包含对治疗性蛋白制品的免疫应答的性质和风险因素以及可以使用的可

能缓解策略的详细讨论。 

 

                                                 
4 IgG和IgE抗体应答大多数通常与临床不良事件相关，并且它们的产生一般需要抗原特异性T辅助细胞和B细胞的协

作。Murphy, K. (2011). The Humoral Immune Response. Janeway's Immunobiology. New York, Garland Science 
Publishing. 8th: 367-408. 
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III. 临床后果 

患者用治疗性蛋白制品治疗可能导致具有不同临床相关性的免疫应答，包括从没有明

显临床表现的抗体反应到危及生命的和灾难性反应。在治疗性蛋白制品的开发期间，鼓励

澄清免疫相关不良事件的特定潜在免疫学机制，因为这些信息可以促进开发帮助减轻免疫

相关不良事件风险的策略（参见章节III.B.1-5）。进行风险获益评估所需要的信息范围在

不同单个产品中将各不相同，这取决于产品来源和特性、所关注的免疫应答、目标疾病指

征以及拟定患者人群。 

A. 有效性后果 

抗体的形成可能会限制用治疗性蛋白制品治疗的患者中产品有效性。中和性抗体可以

通过产生有效性的关键特异性靶结构域阻断治疗性蛋白制品的有效性。例如，抗体与治疗

性酶的任一摄取或催化结构域结合可能导致产品有效性丧失。有效性丧失是所有产品的共

同问题，并且如果该产品是一种救命性治疗产品，需要高度关注。与治疗性蛋白制品的非

冗余内源性配对物交叉反应的中和性抗体还可以影响安全性，正如章节III.B中讨论的。中

和性抗体及非中和性抗体均可改变产品的药物动力学，通过增强清除率（和由此缩短血清

半衰期），或者相反地，通过延长血清半衰期和产品活性。如果存在足够高的滴度，非中

和性抗体可能误定位治疗性蛋白制品为荷Fc受体（FcR）细胞，从而降低或消除产品有效

性（Brooks et al.1998; Wang et al.2008）。此外，虽然对治疗性蛋白制品的一些抗体应答可

能对临床安全性或有效性没有明显的影响，但是它们可能通过抗体应答的表位扩展机制促

进中和性抗体的产生（Disis et al.2004; Hintermann et al.2011）。药效学生物标志物在产品

活性的抗体介导干扰评估中可能是有用的，虽然与临床反应的相关性通常是确定临床相关

性所必需的。 

B. 安全性后果 

免疫原性的安全性后果可广泛地变化，并且在接受治疗性蛋白制品给药的患者中通常

是不可预知的。因此，应可能来源于此类反应的临床事件保持高度怀疑，即使初始风险评

估显示免疫原性的风险较低。申请者应提供拟定免疫原性检测模式的原理，基于产品特定

问题和患者特定问题。下面的章节描述一些与免疫原性相关的主要安全性问题： 
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1. 过敏反应 

过敏反应是一种严重的、急性过敏反应，特点是有一定的临床特点。目前FDA接受的

定义依赖于临床诊断标准，并且没有指定特定的免疫机制（Sampson et al.2006）（同样参

见附录A.1）。从历史上看，过敏反应的定义援引特异性IgE抗体的参与。然而，这样一种

机制性定义在治疗性蛋白制品开发和其它临床环境（其中可能并不总是能够识别特定的免

疫机制作为不良事件的基础）中可能是有问题的。为了捕获所有关注的潜在不良事件，

FDA建议确定符合过敏反应的临床诊断标准的所有病例，无论假定的病理生理学。额外信

息，如反应后血清组胺、类胰蛋白酶血清和补体成分的评估或产品特定IgE抗体的检测，

可能有助于阐明过敏反应的病理生理学并因此引导控制和缓解策略。 

此外，抗药抗体（ADA）单独存在不一定预测过敏反应或其他超敏反应。与临床反应

的相关性通常是确定这些抗体的临床相关性所必需的。然而，基本机制的确定仍然受到关

注，由于确认IgE参与的过敏反应对反复暴露和用于缓解的潜在治疗选项具有某些预后意

义。 

2. 细胞因子释放综合征 

细胞因子释放综合征是由靶免疫细胞快速释放促炎细胞因子引起的一种综合征（

Stebbings et al.2007; Stebbings et al.2013）。虽然细胞因子释放综合征与免疫原性不直接相

关，但是细胞因子释放综合征的临床表现与过敏反应和其它免疫相关不良反应的临床表现

重叠。区分这种综合征与这些其他类型的不良反应对降低风险可能是有用的。虽然基本机

制可能不被充分地理解，但是在某些情况下，该机制似乎涉及活化细胞表面表达受体的交

联，其中活化细胞表面表达受体是治疗性蛋白制品的靶标（例如，T细胞上表达的CD28）
。应进行侧重于治疗性蛋白制品的作用机制以及动物和体外评价结果的基于风险的评价，

，以便在临床开发的早期阶段中确定是否需要收集给药前和给药后细胞因子水平。如果发

生临床不良事件，此类评价可以提供证据支持细胞因子释放综合征的临床诊断并帮助区分

细胞因子释放综合征与其他急性药物反应（例如，过敏反应，参见附录A.2）。 

3. “输液反应” 

治疗性蛋白质制品可以引起一系列的急性作用，从不适症状到突然、致命性反应，在

过去常常被归类为“输液反应”。尽管该术语暗示着一定的时间关系，但是输液反应并没有

以其他方式明确定义，可以包括各种临床事件，包括过敏反应和与抗体反应可能不直接相

关的其他事件，如细胞因子释放综合征。由于没有意见一致的输注反应定义，某些不良事

件（如没有进一步详情的输液反应）的分类是有问题的，因此不推荐。鼓励申办者在可能

时使用更多的描述性术语（注意到时间、持续时间以及在治疗性蛋白质制品给药后观察到

的特定症状和体征）以及提供可促进缓解策略的机制性研究的数据。 
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4. 非急性反应 

过敏反应、细胞因子释放综合征以及其他急性反应在时间上与治疗性蛋白制品给药相

关。。迟发型超敏反应（即，血清病）和继发于免疫复合物形成的免疫应答通常具有亚急

性的表现。因此，治疗性蛋白质制品给药和非急性反应之间的关联可能更难以建立，基本

机制的评估将很可能需要循环免疫复合物和补体激活的评价。对于对治疗性蛋白制品的正

在进行的抗体应答，临床体征可能包括延迟性发热、皮疹、关节痛、肌痛、血尿、蛋白尿

、浆膜炎、中枢神经系统并发症和溶血性贫血（Hunley et al.2004; Goto et al.2009）。当怀

疑是此类反应时，循环免疫复合物的实验室评估可能有助于明确诊断。实验室评估的必要

性和详细信息将取决于个体情况，并应与治疗性蛋白制品的相应审查部门进行讨论。 

5. 对内源性蛋白的交叉反应性 

ADA可能有严重的后果，如果它与治疗性蛋白制品或相关蛋白交叉反应，并抑制治

疗性蛋白制品或相关蛋白的非冗余内源性配对物（Macdougall et al.2012; Seidl et al.2012）
。如果内源性蛋白具有冗余生物学功能，抑制治疗性蛋白和内源性蛋白可能不会产生明显

的临床综合征，直到系统受到抑制，因为内源性蛋白并非所有的生物学功能均是已知的或

完全表征的（Stanley et al.1994; Bukhari et al.2011）。此外，此类抗体的长期后果可能是未

知的。对内源性蛋白的交叉反应性的额外潜在后果是由对治疗性蛋白制品（作为内源性细

胞表面受体的一种配对物或膜表达内源性细胞因子的一种配对物）的抗体应答造成的。此

类抗体会与相应的细胞表面受体或蛋白产生交叉反应性结合，引起细胞因子释放或细胞激

活的其他表现。 

对于对正常胎儿或新生儿发育至关重要的内源性蛋白的治疗性蛋白制品配对物，此类

内源性蛋白的中和，由与内源性配对物交叉反应的治疗性蛋白制品的抗体造成的，有可能

对使胎儿或新生儿发育产生不利影响，当这些免疫应答在妊娠或哺乳期间产生或增强时。

作为风险评价的一部分，申办者应考虑抗体通过胎盘向胎儿或通过母乳向发育中新生儿的

潜在传输。因此，鉴于潜在获益，应重点考虑育龄妇女接受此类治疗性蛋白制品给药后中

和性抗体产生的风险。此外，应该在儿科人群的研究中对新生儿期后生长和发育至关重要

的内源性蛋白的中和性抗体产生风险进行评价。 
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尽管动物研究可以提供关于内源性蛋白（特别是在进化上高度保守的内源性蛋白）抑

制的可能后果的有用信息，但是此类研究不被认为可预测人类中对治疗性蛋白制品的免疫

应答。此外，母体抗体的胎盘转移的时间和程度差异可能会限制动物研究用于评估对治疗

性蛋白制品内源性配对物的交叉反应性抗体的子宫内影响。 

IV. 关于治疗性蛋白制品临床开发阶段中免疫原性风险缓解的建议 

     鉴于可能影响免疫原性的多种因素，风险评估以及控制和缓解策略将取决于单个开发项

目，并应在最早阶段和产品开发的各个后续阶段加以考虑。上市前和上市后所需要的免疫

原性安全性信息范围将有所不同，这取决于此类免疫应答后果的潜在严重性及其发生的可

能性。 

在评价免疫应答的临床相关性方面，FDA提出了以下建议： 

• 申办者应开发并实施与总体产品开发项目相称的灵敏免疫检测法。

抗药抗体（ADA）检测法的开发 

5 建议对

样品中治疗性蛋白制品水平进行伴随评估，以评估治疗性蛋白制品存在干扰

检测法中抗体检测的潜力。 

• 应采集用于ADA检测的基线样品，基线后采样频率和持续时间应反映产品的

预期使用。在新的长期给药产品的开始和早期使用过程中更频繁的采样是适

当的；长期使用后较不频繁的采样可能是适当的。在足够的时间周期内一般

应进行重复采样，以确定这些反应是否是持久的、中和性的以及是否与与临

床后遗症相关。应在治疗性蛋白制品给药前采集用于抗体评估的样品。 

产品特定抗体采样考虑要点 

                                                 
5 参见草案行业指南治疗性蛋白免疫原性检测的检测法开发，其中包含有检测法开发的详细信息。最终定稿后，本

指南代表FDA目前关于该问题的想法。关于免疫原性检测的适当检测法开发指南也可在ICH行业指南Q2A分析方法

验证正文Q2B分析方法验证：方法学中获得。 
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• 除了预先规定的采样时间表外，需要由疑似免疫相关不良事件触发的计划外

采样来确立ADA的临床相关性。研究结束时样品检测呈阳性抗体的患者的未

来采样考虑要点应与治疗性蛋白制品的相应审评部门进行讨论。知情同意应

说明研究终止后采样的可能性。 

• 建议始终将来自临床试验的血清样品在适当的储存条件下建库用于未来的检

测。 

• 对于首次应用于人体的试验，如果发生严重不良事件，例如过敏反应，应在

可获得即时支持治疗的适当医疗环境中采取保守方法。不同个体患者和给药

队列之间交错剂量给药是适当的。试验设计应该包括不同给药队列之间的预

先规定剂量递增标准和足够时间间隔，并在适当时包括同一给药队列中不同

个体之间的产品药代动力学和药效学，以评估后续剂量给药前或额外个体治

疗前的毒性。是否需要此类方法将取决于个体情况。

给药 

6

• 因为可能很难预测在不同的临床试验情况中产品特定抗体的发生率，后续研

究方案中的给药方案应基于风险，并考虑到以下内容：初步试验的数据；对

内源性蛋白的交叉反应性的潜力和预期影响；治疗性蛋白产品的中和作用的

严重性（例如，救命性治疗产品与辅助治疗产品）；在不同患者人群中影响

免疫原性的临床参数；以及拟定安全性监测是否足够（Koren et al.2008）。 

除了首次应用于人体

的试验外，可能有表明需要类似保守方法的其他情况，例如，给药途径变更

、处方变更和容器密闭系统变更。随着开发的进行，给药策略和安全参数可

根据产品和同类其他产品的临床经验进行修改。 

                                                 
6参见行业指南健康成年志愿者首次临床试验药物最大推荐起始剂量的估算。 
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• 更高剂量的治疗性蛋白制品并没有一致性地战胜高滴度和/或持续或中和性

抗体反应，并可能影响安全性，例如，可能会造成免疫复合物介导疾病或导

致其他毒性。此剂量递增策略的适当性将取决于特定产品、抗体反应的程度

以及疾病指征。确定特定安全性监测评价和停止规则的方案应在实施前剂量

递增克服抗体反应产生前开发。 

• 中和性抗体活性产生或持续抗体滴度存在可能导致有效性丧失或不良反应的

风险增加。为安全起见，在某些高风险的情况下（例如，具有非冗余内源性

配对物的产品的评估），建议可在临床试验中对抗体进行实时评估。实时评

估意味着在采样后、样品建库前和额外给药前尽快对样品进行分析。是否需

要此类密集监测将取决于个体情况。 

不良事件 

• 如果观察到临床上相关的免疫应答，鼓励受申办者研究基本机制，并确定任

何重要影响因素。这些研究可以促进潜在控制和缓解战略的开发和采纳，包

括产品处方的修改和高风险患者的筛查（参见章节V）。 

• 在某些情况下，申办者可能会选择探索术前用药法、脱敏或免疫耐受诱导疗

法作为潜在的缓解策略。考虑到与脱敏/免疫耐受诱导疗法相关的风险以及术

前用药法掩盖不良事件的早期体征和症状的潜力，此类方法的适当性取决于

特定适应症的性质、目标患者人群和开发阶段。 

• 对于所有的比较性免疫原性研究（例如，比较免疫相关不良事件、抗体发生

率、滴度或中和活性与产品生产前和生产后变更的研究），应提供一个强有

力的理由并且在可能时预先规定的标准来证明会构成产品安全性不可接受差

异的免疫应答发生率或严重程度差异的合理性。

比较性免疫原性研究 

7 应采用相同抗体检测法以

确保有效比较（参见附录B）。 
 

                                                 
7 关于拟定生物仿制药制品的信息，参见草案行业指南证明与参照药具有生物相似性的科学考虑要点。最终定稿

后，本指南代表FDA目前关于该问题的想法。 
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• 强大的上市后安全性监测是保证治疗性蛋白制品的安全性和有效性的重要组

成部分。由于上市后安全性监测的某些方面具有产品特异性，FDA鼓励申办

者咨询适当的FDA审查部门，讨论申办者的拟定上市后安全性监测方法。罕

见的但是潜在的严重、安全性风险（例如，免疫相关不良事件）可能无法在

批准前临床检测中检测到，因为暴露人群的规模可能不足够大，无法评估罕

见事件。在某些情况下，这种风险可能需要通过上市后监测或需要研究或临

床试验进行评价。 

上市后安全性监测 

V. 影响免疫原性的患者特异性和产品特异性因素 

A. 影响免疫原性的患者特异性因素 

与目标患者人群相关的因素可能增加或减少免疫应答的潜力以及与免疫应答相关的风

险。因此，从一个患者人群移动到另一个患者人群时建议谨慎，并应当对考虑进行治疗的

每个新的患者人群进行新的风险评估。 

1. 患者的免疫状态和免疫能力 

与具有完整免疫应答的健康志愿者相比，免疫抑制的患者增加对治疗性蛋白制品的免

疫应答的风险较低。例如，具有95％免疫能力的癌症患者中产生了粒细胞-巨噬细胞集落刺

激因子（GM-CSF）产品的中和性抗体；但仅10％免疫受损的癌症患者对GM-CSF产品产

生这样的反应（Ragnhammar et al.1994）。免疫抑制剂可减少对治疗性蛋白质制品的免疫

应答。因此，杀死抗原-激活淋巴细胞和/或激发调节性T细胞活性的免疫抑制剂，例如甲氨

蝶呤，已显示出对联合给药单克隆抗体或其他抗体产品的免疫原性具有重大影响（Baert et 
al.2003）。与免疫缺陷患者相反，具有活化免疫系统的患者（例如，有某些感染或自身免

疫性疾病的患者）可能具有增强反应。免疫应答的产生也可能受到患者年龄的影响，特别

是在年龄范围的极限下（LeMaoult et al.1997; PrabhuDas et al.2011; Cuenca et al.2013; 
Goronzy and Weyand 2013）。在健康志愿者中评价新型疗法的研究中应特别谨慎免疫原性

和免疫应答（Li et al.2001; Stebbings et al.2007; Colombel et al.2010; Garces et al.2013）。 
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建议 

在治疗性蛋白制品的开发过程中，应该提供理由支持适当研究人群的选择，尤其是对

于首次应用于人体的研究。联合用药对ADAS的潜在影响应在临床开发的各个阶段加以考

虑。 

2. 既往致敏/过敏史 

既往暴露于治疗性蛋白制品或结构相似蛋白可能导致在基线时预先存在抗体。这对于

接受替换产品的患者特别令人关注，如凝血因子或酶替代治疗，这些患者可以具有既往产

品的抗体，这可能与类似产品发生交叉反应。 

       对治疗性蛋白制品的辅料或工艺/产品相关杂质过敏也可能会使患者产生不良临床后果

。例如，利用转基因来源生产的产品可能含有过敏性外源蛋白，如牛奶蛋白或鸡卵蛋白。 

因为患者病史可能不会捕获所有可以产生预先存在的抗体反应或预测过敏反应的既往

暴露，在适当情况下应考虑对预先存在的抗体进行筛查，例如，因子替代疗法中抑制剂或

中和性抗体。 

建议 

建议筛查涉及治疗性蛋白制品的源材料的相关过敏史（例如，用转基因鸡卵与哺乳动

物细胞生产），并且应该根据总体风险获益评估考虑给药之前额外临床或实验室检查是否

适当。 

3. 给药途径、剂量和给药频率 

       给药途径可以影响致敏的风险。大体上，与肌内和静脉内（IV）途径相比，皮内、皮

下和吸入给药途径与免疫原性增加相关。IV途径通常被认为最有可能引起免疫应答。给药

途径、剂量和频率联合也可影响免疫原性（Rosenberg and Worobec 2004）。例如，在某些

情况下，较低剂量间歇性给药可能比较大剂量不中断给药更容易产生免疫原性。应当指出

的是，剂量和频率对ADA产生的影响可能会受到其他因素的影响，如给药途径、产品来源

以及影响免疫原性的产品相关因素。 
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建议 

选择适当的给药途径时，应该考虑免疫原性，特别是高风险治疗性免疫制品（例如，

非冗余内源性蛋白的治疗性配对物）首次应用于人体给药时。 

产品开发过程中给药途径或给药变更可能与免疫原性特征变化相关联，应获得临床安

全性数据来支持此类变更。 

4. 遗传状态 

遗传因素可能调节对治疗性蛋白质制品的免疫应答。特别是，一些人类白细胞抗原（

HLA）单倍型可能导致患者对特定产品产生不良抗体应答（Hoffmann et al.2008）。如果适

当且可行，HLA定位研究可帮助限定风险增加的患者群体亚组。此外，细胞因子基因的遗

传多态性可能上调或下调免疫应答（Donnelly et al.2011）。 

建议 

在治疗患者亚组失去治疗临床获益或出现严重不良事件的情况下，建议对可调节对治

疗性蛋白制品的免疫应答的遗传因素进行评价。例如，对IFN-β产品产生中和性抗体的患

者亚组更可能具有不同的HLA单倍型（Hoffmann et al.2008）。因此，知道具有这种HLA单

倍型的患者的高度易感性可以允许防止此类反应的措施或寻求其他的治疗选项。 

5. 对内源性蛋白的免疫耐受状态 

人类对所有的内源性蛋白并不是同样免疫耐受。因此，对内源性蛋白的免疫耐受稳健

性影响内源性蛋白的治疗性蛋白制品配对物可以破坏这种耐受性的难易程度。蛋白特异性

T细胞和B细胞的免疫耐受性取决于很多因素，其中突出的是内源性蛋白的丰度：对低丰度

内源性蛋白的免疫耐受性较弱，对高丰度内源性蛋白的免疫耐受性较强（Weigle 1980; 
Goodnow 1992; Haribhai et al.2003）。 

人类的免疫系统不完全耐受低丰度的内源性蛋白质，如细胞因子和生长因子，其血清

水平可能在纳克（ng）/毫升（mL）至皮克（pg）/mL的范围内。在健康个体中存在细胞因

子和生长因子的自身抗体、产生炎性细胞因子抗体以及外源性重组治疗性蛋白制品给药破

坏对内源性蛋白的耐受性强调了这一点（Hermeling et al.2004; Rosenberg and Worobec 2004; 
Rosenberg and Worobec 2005; Koren et al.2008）。 
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当人用治疗性蛋白质制品的目的是作为缺失或缺陷型内源性蛋白的替代时，具有赋

予蛋白敲除表型的遗传突变的患者，可能对作为外源性蛋白或新抗原的治疗性蛋白制品产

生反应，或由于既往暴露于类似的治疗性蛋白或来自其他来源的相关蛋白可能已经被致敏

。此类反应可废除替代疗法的有效性。 

建议 

对于是一种内源性蛋白配对物的治疗性蛋白制品，应该在开始临床试验前对对内源性

蛋白的免疫耐受稳健性进行研究，并且此类评价应考虑以下内容作为最显著的风险： 如果

临床研究是首次应用于人体，如果内源性蛋白具有非冗余生理功能，以及如果已经在自身

免疫性疾病的背景下检测到对内源性蛋白的免疫应答。所建议的评价包括： 

 

• 定量或收集关于在稳态以及在可能特别激发其产生的条件下血清中内源性

蛋白水平的信息（Weigle 1980）。 

• 评估或收集关于在健康个体和患者群体中预先存在的抗体以及自身免疫性

疾病中这些抗体的频率和作用的信息（Bonfield et al.2002; Hellmich et al.2002）。 

• 评价相关动物研究中免疫原性、免疫细胞活化、炎性反应和细胞因子释放

以获得认识和为临床安全性评估提供指导（Koren 2002）（同样参见附录A.5）。 

• 在需要因子/酶替代疗法的患者中，对患者组织样品进行的评价，包括检测

内源性蛋白或肽（例如，交叉反应性免疫物质（CRIM））以及遗传突变和HLA等

位基因评价（如适用），应强烈考虑到更好地预测对替代治疗的免疫应答产生以

及评价是否需要耐受诱导缓解策略（Pandey et al.2013）。 

• 评估多态性的程度，包括相关的患者人群中单核苷酸多态性（适当时），

以确定与治疗性蛋白制品潜在不匹配（Jefferis and Lefranc 2009; Viel et al.2009; 
Pandey et al.2013）。 

B. 影响免疫原性的产品特异性因素 

产品特异性因素可能增加或减少免疫应答的潜力以及与免疫应答相关的风险。当对产

品特异性因素进行变更时，应考虑免疫原性检测。 
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1. 产品来源（外源性或人体） 

预期对非人体（即，外源性）蛋白会产生免疫应答，并且如前面所解释的，对内源性

人体蛋白可能也会产生免疫应答。此外，由天然存在的多态性所引起的、患者的内源性蛋

白序列与治疗性蛋白制品序列之间的不匹配性，是对治疗性蛋白制品产生免疫应答的1种
风险因素（Viel et al.2009）。然而，开发的快速性、强度（滴度）和反应的持久性可能取

决于许多因素，其中包括以下内容：既往和当前的环境暴露以及这种暴露的模式；产品中

存在免疫激发因素，如产品聚集体和具有佐剂活性的物质；以及产品的内在免疫调节活性

（参见章节V.B.6）。例如，环境暴露于来自皮肤上或在肠道中共生或致病性细菌的细菌蛋

白可能诱发产生免疫应答，当此类细菌蛋白（重组或自然衍生的）用作治疗剂时。 

对于来源于天然来源的蛋白，不仅对所需治疗蛋白制品而且对产品中潜在存在的其他

外源性蛋白组分会产生抗体。此外，此类外源型蛋白可含有与内源性人体蛋白质同源的结

构域。外源性蛋白破坏耐受型并诱导对同源人因子产生抗体应答的能力应在临床试验中进

行评价。例如，在用牛凝血酶产品治疗的过程中，对产品中偶然存在的牛凝血因子V的免

疫应答，导致产生了与人凝血因子V交叉反应的抗体，并导致部分患者出现危及生命的出

血（Kessler and Ortel 2009）。 

对于单克隆抗体，产品来源是能够影响免疫原性的一种重要因素。虽然与嵌合型、人

源化和人单克隆抗体相比，小鼠抗体已经显示强劲激发人体中的免疫应答，但应注意的是

，嵌合型、人源化和人单克隆抗体也可以激发高发生率的免疫原性，这取决于给药方案和

患者人群（Singh 2011）。事实上，使用噬菌体展示技术开发的一些人抗体可能具有显著

的ADA应答。 

此外，新型结构形式，包括融合蛋白、双特异性或多特异性抗体（二价或四价的）、

单链片段、单结构域抗体以及专门设计的、在恒定区或可变区具有突变的抗体，可激发免

疫应答，因为这种新型结构可能会产生新抗原或暴露隐蔽性表位。此外，恒定区中位点特

异性突变可能产生新的同种异型，并且使用体外亲和力成熟工艺可能会导致新的独特型。

对与某些抗体产品相关的免疫原性增加的理解将需要ADA应答的更全面特征，如识别靶表

位（Singh 2011）。 
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建议 

应评价所有治疗性蛋白制品中偶然产品组分的含量以及涉及对偶然产品组分的免疫应

答，包括蛋白组分和非蛋白组分。应对这类工艺和产品相关杂质的潜在免疫应答进行基于

风险的评价，检测项目应根据该评价进行设计。对于旨在用于治疗目的外源性蛋白，应该

评价是否存在与内源性人蛋白具有强同源性的分子区域。当存在此类同源性时，应对同源

性人蛋白的抗体进行评估，以评估外源性治疗性蛋白的抗体。 

当开发检测法来评估新型抗体相关产品的免疫原性时，应在检测法中纳入适当的控制

，以确定是针对新表位是否存在ADA应答。 

 

2. 一级分子结构/翻译后修饰 

治疗性蛋白制品的一级序列、高阶结构、物种来源和分子量均是可能促进免疫原性产

生的重要因素。一级序列分析可以揭示人和动物之间在其他方面相对保守的蛋白中潜在免

疫原性序列的差异。在某些情况下，非人表位可激发T细胞帮助或促进表位扩展，从而对

保守人序列产生抗体应答（Dalum et al.1997）。根据章V.A.4，需要重点注意的是，人源性

治疗性蛋白制品可能激发具有独特HLA单倍型的患者亚组以及内源性蛋白氨基酸序列与治

疗性蛋白制品氨基酸序列不同（即使单核苷酸多态性）的患者产生免疫应答。 

一级序列的额外高级分析也可能检测到非多态人蛋白中HLA II类结合表位。此类表位

可激发和活化调节性T细胞，其强化自身耐受性，或者，与之相对，当对内源性蛋白的免

疫耐受不稳健时，能激活T辅助性（Th）细胞（Barbosa and Celis 2007; Tatarewicz et 
al.2007; De Groot et al.2008; Weber et al.2009）。然而，如果认为适当，应谨慎进行改变一

级序列以消除免疫原性Th细胞表位的工程或添加致耐受性T细胞表位，因为这些修饰可能

改变关键产品质量属性，例如聚集体、脱酰胺和氧化，从而改变产品的稳定性和免疫原性

。因此，此类变更后，应对关键产品属性进行广泛评价和检测。一级序列方面的考虑在融

合蛋白的免疫原性评价中是特别重要的，因为对在连接区内形成的新抗原的免疫应答可能

被激发（Miller et al.1999），然后可能扩展到该分子的保守片段。由外源性蛋白和内源性

蛋白组成的融合蛋白尤其需要特别关注，因为外源性蛋白激发T细胞促进对内源性蛋白伴

侣产生抗体应答的能力。同样地，生物工程化蛋白涉及引入在自然界中通常不会发现的序

列，并因此可以包含新表位。这些表位具有广泛激发免疫应答的潜力或可能替代地与仅在

一个患者亚组中发现的HLA等位基因相互作用以诱导免疫应答（Kimchi-Sarfaty et al.2013
）。 
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治疗性蛋白制品的化学修饰，如氧化、脱酰胺、醛基修饰和脱亚氨基，可以激发免疫

应答，例如，通过修饰一级序列、引起聚集体形成或改变抗原加工和呈递。重要的是，此

类变化在生产和储存过程中可以得到很好的控制，但此类变化也可以在体内发生，在体内

环境的相对高pH值范围内或在炎性环境中，并导致活性损失以及激发免疫应答。在体内环

境的情况下评价治疗性蛋白制品与其靶标的结合情况可以揭示对此类化学修饰的易感性。

（Huang et al.2005; Demeule et al.2006; Makrygiannakis et al.2006）。对治疗性蛋白制品的化

学修饰的易感性，从而活性损失或诱导在体内的免疫应答的可能性，应提示考虑细致的蛋

白质工程。 

建议 

应仔细考虑选择一级序列用于开发一般治疗性蛋白制品并特别是内源性蛋白质的治疗

性蛋白配对物，鉴于整个人类群体内源性蛋白的潜在多态性。 

对融合分子或工程化版本治疗性蛋白制品的ADA应答应利用能够评估对整个分子以及

其独特组分的反应性的检测法。针对完整蛋白制品的免疫应答但不与任一单独伴侣蛋白发

生反应，可以靶向于融合区中的新表位。 

在其发挥作用的体内环境（例如，在炎性环境中或在生理pH值下）中评价治疗性蛋白

质制品，可以揭示对导致有效性丧失或诱导免疫应答的修饰（如，聚合体和脱酰胺）的易

感性。此类信息可以促进产品工程化，以提高在此类应激条件下产品的稳定性。申办者应

该考虑在产品设计和开发早期获得这些信息。 

3. 四级结构：产品聚集体和聚集体测定 

蛋白聚集体被定义为任何自相关蛋白种类，其中单体被定义为最小的天然存在和/或功

能性亚基。聚集体的进一步分类基于5个特征：大小、可逆性/解离、构象、化学修饰和形

态（Narhi et al.2012）。在半个世纪内已确认了范围从二聚体到大小为数百微米的可见颗

粒的聚集体（Narhi et al.2012）激发对治疗性蛋白制品的免疫应答的潜力（Gamble 1966）
。其中蛋白聚集体可以激发或增强免疫应答的机制包括以下内容：B细胞受体的广泛交联

、引起高效B细胞活化（Dintzis et al.1989; Bachmann et al.1993）；以及增强抗原摄取、加

工和呈递；并触发免疫刺激性危险信号（Seong and Matzinger 2004）。此类机制可能增强

生成高亲和力、同种型转换IgG抗体所需的T辅助性细胞招募，以及与产品有效性中和最常

相关的抗体应答（Bachmann and Zinkernagel 1997）。 
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蛋白聚集体所诱导的免疫应答的潜在临床后果可能在很大程度上取决于聚集体中天然

表位的损失或保存。通过含有天然蛋白的聚集体产生的一些抗体可与单体蛋白以及聚集体

结合，具有抑制或中和产物活性的潜力。与此相反，变性/降解蛋白的一些抗体与聚集物质

而不是天然蛋白单体独特结合，人体静脉注射免疫球蛋白（IVIG）的早期制剂也是同样的

情况（Barandun et al.1962; Ellis and Henney 1969）。对含有降解表位的聚集体的反应已被

证明引起过敏反应，但不抑制或中和天然蛋白的活性（Ellis and Henney 1969）。 

缺乏关于产生对任何给定治疗性蛋白制品的免疫应答所需要的聚集体类型和数量的关

键信息（Marszal and Fowler 2012），尽管有证据表明，与较低分子量的聚集体相比较，较

高分子量的聚集体和颗粒更强有力地激发这种反应（Dintzis et al.1989; Bachmann et al.1993; 
Joubert et al.2012）。对于不同产品和在不同的临床情况下，所形成的聚集体以及有效激发

免疫应答的数量也可能不同。此外，使用任何单一方法评估聚集体是不充分的，无法提供

蛋白聚集的强有力衡量。例如，单独使用尺寸排阻色谱法可排除检测不能穿过柱预滤器的

较高分子量聚集体，但可能是产生免疫应答中最重要物质。此外，已经认识到，在0.1〜10
微米尺寸范围内的显微镜下可见颗粒有很强的潜力具有免疫原性，但是采用目前使用的技

术无法精确地监测（Berkowitz 2006; Roda et al.2009; Gross and Zeppezauer 2010; Mahler and 
Jiskoot 2012）。这些非常大的聚集体可能含有数千至数百万的蛋白分子，并且可能是同质

或异质蛋白（例如，附着于玻璃或金属粒子的蛋白分子）。 

建议 

对于治疗性蛋白制品的生产商商，尽可能最大限度地减少蛋白质聚集是至关重要的。

最大限度地减少聚集体形成的策略应在产品开发过程中尽早制定。这可以通过使用合适的

细胞底物、选择最大限度地减少聚集体形成的生产条件、采用最大可能程度去除聚集体的

强效纯化方案以及选择最大限度地减少储存过程中聚集的处方（参见章节V.B.7）和容器密

闭系统（参见章节V.B.8）来完成。产品有效期考虑与储存过程中产品变性或降解相关的蛋

白聚集体任何增加是特别重要的。 
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应采用单独或组合增强检测蛋白聚集体的方法来表征产品中不同种类的聚集体。测定

聚集的方法在不断地发展和完善。在选择1种或多种适当检测法时，应考虑不断改善和开

发这些方法。检测法应得到验证可用于常规批次放行和稳定性评价，并且其中几种应该被

用于比较性评估。动物研究可能在确定具有免疫原性潜力的聚集体时是有用的，虽然额外

考虑（聚集体的数量和类型、给药途径等）可以确定此类聚集体造成临床风险的程度。 

应当在开始时和有效期整个过程中评估治疗性蛋白质制品中存在的显微镜下可见颗粒

（2-10微米）的范围和水平。有几种方法当前经确认可用于评价这个尺寸范围内显微镜下

可见颗粒的含量（Mahler and Jiskoot 2012）。随着越来越多的方法可用，申办者应该努力

表征更小（0.1-2微米）的尺寸范围内颗粒。申办者应当对这些颗粒对治疗性蛋白制品的临

床表现的影响进行风险评估，并根据评估结果开发适当的控制和缓解策略。 

4. 糖基化/聚乙二醇化 

糖基化可能强烈地调节治疗性蛋白制品的免疫原性。虽然外源性糖型如哺乳动物异

种糖（Chung et al.2008; Ghaderi et al.2010）、酵母甘露聚糖（Bretthauer and Castellino 1999
）或植物糖（Gomord and Faye 2004）可能引发剧烈的先天和后天免疫应答，用保守哺乳

动物糖对蛋白进行糖基化修饰普遍提高了产品的溶解性并减少产品的聚集和免疫原性。糖

基化通过最大程度减少蛋白质聚集以及通过屏蔽免疫原性蛋白表位接触免疫系统间接改变

蛋白的免疫原性（Wei et al.2003; Cole et al.2004）。已经发现治疗性蛋白制品聚乙二醇化

通过类似的机制减少其免疫原性（Inada et al.1995; Harris et al.2001），虽然对聚乙二醇（

PEG）本身的免疫应答已被确认，造成产品的有效性丧失和不良安全性后果（Liu et 
al.2011）。抗PEG抗体也被认为是聚乙二醇化产品之间的交叉反应（Garay et al.2012; 
Schellekens et al.2013）。 

建议 

对于正常糖基化的蛋白，建议使用细胞底物生产系统和以非免疫原性方式糖基化治疗

性蛋白制品的适当生产方法。 

对于聚乙二醇化治疗性蛋白质制品，ADA检测法应该能够同时检测抗蛋白蛋白和抗

PEG分子抗体。相同的原则可能适用于未PEG化但用其他高分子量实体（例如，羟乙基淀

粉）修饰的治疗性蛋白制品的修饰。 
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5. 具有佐剂活性的杂质 

佐剂活性可能因为多种机制而出现，包括在治疗性蛋白制品中存在微生物或宿主细胞

相关杂质（Verthelyi and Wang 2010; Rhee et al.2011; Eon-Duval et al.2012; Kwissa et al.2012
）。这些先天性免疫应答调节杂质（IIRMI），包括脂多糖、β葡聚糖和鞭毛蛋白、高迁移

率族蛋白B1（HMGB1）和核酸，通过结合并通过B细胞、树突细胞和其他抗原呈递细胞群

上存在的 toll样受体或其他模式识别受体传导信号而发挥免疫增强活性（Iwasaki and 
Medzhitov 2010; Verthelyi and Wang 2010）。该信号提示抗原呈递细胞的成熟和/或用于直

接刺激B细胞抗体产生。 

建议 

最大限度地减少治疗性蛋白质制品中微生物或宿主细胞相关杂质的种类和数量对于生

产商是非常重要的。 

用于评价所存在的IIRMI的类型的检测法应根据相关细胞底物进行调整。因为即使痕

量水平IIRMI可以修饰治疗性蛋白质制品的免疫原性，用于检测IIRMI的检测法法应当具有

灵敏度来评估可能导致临床相关免疫应答的水平。 

如果采用生物标志物检测和比较IIRMI的存在，应根据产品中可能存在的IIRMI对生物

标志物进行调整。生物标志物的实例可包括来源于限定细胞群体的细胞因子释放和转录因

子活化。 

6. 治疗性蛋白制品的免疫调节特性 

任何给定的治疗性蛋白制品的免疫调节活性不仅严重影响针对本身的免疫应答，而且

严重影响针对其它联合给药治疗性蛋白制品、内源性蛋白或甚至小药物分子的免疫应答，

并可能是不可预测的。例如，干扰素-α（Gogas et al.2006; Tovey and Lallemand）、白细胞

介素-2（Franzke et al.1999）和GM-CSF（Hamilton 2008）不仅本身具有相当大的免疫原性

，而且已知上调对内源性蛋白的免疫应答并诱导临床自身免疫。免疫抑制性治疗性蛋白可

以全局下调免疫应答，从而使严重感染的可能性升高。然而，并不是所有的免疫抑制性治

疗性蛋白抑制对本身的反应。例如，整合素和TNF单克隆抗体往往具有免疫原性。因此，

此类治疗性蛋白制品的免疫原性应凭经验评价。 

建议 

治疗性蛋白制品的免疫调节特性、其对对本身的免疫应答的影响以及其诱导自身免疫

的能力应该从产品开发的最初阶段进行监测（Franzke et al.1999; Gogas et al.2006; Hamilton 
2008）。 

当治疗性蛋白制品具有免疫抑制性，应避免使用减毒活生物体的疫苗接种。建议在治

疗性蛋白制品给药前更新患者的疫苗接种情况，符合当地的医疗水平。 
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7. 制剂 

制剂组分的选择主要根据通过防止由于疏水相互作用而发生变性以及通过防止化学降

解（包括截断、氧化和脱酰胺），其在储存过程中保持治疗性蛋白的天然构象的能力（

Cleland et al.1993; Shire et al.2004; Wakankar and Borchardt 2006）。制剂中大蛋白辅料，例

如人血清白蛋白（HSA），可能对免疫原性产生积极或消极影响。辅料如HSA，虽然因其

抑制疏水相互作用的能力添加，但是在未达最佳标准的储存条件下与治疗性蛋白可能发生

聚集或形成蛋白加合物（Braun and Alsenz 1997）。聚山梨醇酯，一种非离子洗涤剂，是

HAS的最常用替代物。在用于制剂时，应牢记这两种类型辅料（即，HSA和聚山梨醇酯）

的稳定性，因为它们也受到修饰（例如，氧化），这可能对治疗性蛋白制品的完整性产生

威胁。 

制剂也可通过改变容器密闭系统的溶出物的光谱而影响产品的免疫原性。橡胶塞溶出

物已显示具有免疫佐剂活性，如动物实验中所示（Mueller et al.2009）。通过含有聚山梨醇

酯的制剂，已从容器密闭材料中洗脱出具有免疫活性的有机化合物以及金属，最终导致氧

化和聚集增加（Seidl et al.2012）。 

建议 

        应评价辅料防止在储存过程中治疗性蛋白制品变性和降解的潜力。应仔细评价辅料与

治疗性蛋白质之间的相互作用，特别是在共聚集或形成蛋白质-辅料加合物方面。 

在确立产品的有效期时，应慎重考虑辅料的稳定性。 

应进行溶出物和萃取物的彻底分析以评价容器密闭系统材料与治疗性蛋白制品相互作

用和修饰治疗性蛋白制品的能力。应当进行风险评估，并应制定适当的控制和风险缓解策

略。 

8. 容器密闭系统考虑 

治疗性蛋白制品与容器密闭系统之间的相互作用可能对产品质量和免疫原性产生不利

影响。更可能与治疗性蛋白制品的预充式注射器产生这些相互作用。这些注射器由多个表

面和材料组成，在长期时间段内与治疗性蛋白制品相互作用，因此具有改变产品的质量和

免疫原性的潜力。以下是与免疫原性相关的其它容器密闭系统考虑： 
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• 玻璃和空气界面可使玻璃注射器和小瓶中蛋白变性并引起聚集。 

• 玻璃小瓶中已经在较高的pH值下发生脱层，并且在柠檬酸制剂存在下有可

能产生蛋白涂布玻璃颗粒，这可增强治疗性蛋白质制品的免疫原性（

Fradkin et al.2011）。 

• 硅油涂布注射器组件提供了在其上蛋白可以变性和聚集的化学和结构环境

。 

• 应该进行适当的使用中稳定性研究，以确认保持产品质量和防止降解所需

的条件被充分限定。 

• 容器密闭系统的浸出物质可能是增强免疫原性的物质的来源，通过化学修

饰治疗性蛋白制品或者通过具有直接的免疫佐剂活性，其中包括以下内容

： 

o 具有免疫调节活性的有机化合物可能通过含有聚山梨醇酯的制剂

从容器密闭材料中洗脱出：当塞子表面没有特氟龙（Teflon）涂

层时，在利用聚山梨酯配制的产品中发现了参与硫化的浸出有机

化合物（Boven et al.2005）。 

o 在含有多种产品的预充式注射器或小瓶中发现了氧化和聚集治疗

性蛋白制品或激活金属蛋白酶的金属。例如，从注射器筒中浸出

的氧化钨被报告引起蛋白聚集（Bee et al.2009）；以及从小瓶瓶

塞中浸出的金属引起治疗性蛋白制品的蛋白水解增加，由于与产

品共纯化的金属蛋白酶的活化。 

建议 

只要有可能，申办者应获得关于用于其产品的容器密闭系统生产中所使用的所有原材

料的描述的详细信息。申办者应使用多种分析技术进行全面萃取物和浸出物实验室评估，

以评估可与治疗性蛋白制品相互作用和使治疗性蛋白制品降解的容器密闭系统的属性。 

因为美国药典注射剂用弹性密封件不能充分表征在实时储存条件下储存容器中溶出物

对治疗性蛋白制品的影响，针对每种治疗性蛋白制品，必须对在实时储存条件下在其储存

容器中的溶出物进行评价8

针对每种产品，必须在强制降解条件下

。 

9

                                                 
8 21 CFR 600.11(b)和(h)。 
9 参见ICH行业指南Q1A(R2)新原料药和新制剂稳定性试验。 

以及实时储存条件下进行溶出物检测，因为在

某些情况下，溶出物的量随时间和在高温下显著增加。应进行产品相容性测试，以评估容

器密闭系统材料和所有溶出物对产品质量的影响。 
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9. 产品保管 

应在方案中对包装于其预定一级包装容器封闭系统的产品的稳定性进行测试，其中包

括适当的使用中条件（例如，光、温度和搅拌）来确定可能会导致产品变性和降解的条件

和做法。 

鉴于大多数治疗性蛋白质制品暴露于热和光或在机械搅拌的条件下发生降解，为了确

保产品的质量，应就产品储存、处理和给药对医疗卫生专业人员和患者进行教育。 

安全供应链是至关重要的。适当的温度控制运输和储存对于保护产品质量是极其重要

的。例如，由未经授权的供应商在不恰当的条件下储存依泊汀-α与高水平的聚集体和抗体

介导纯红细胞再生障碍相关（Fotiou et al.2009）。 

建议 

患者教育材料（例如，提供符合21 CFR 201.57和201.80要求的使用说明书的FDA批准

患者标签）应明确确定产品的适当存储储存和处理条件。由护理人员合适给出的适当患者

指示对于保证产品质量和帮助最大程度地减少在产品储存和处理过程中对产品质量的不利

影响是至关重要的。应该确保适当的温度控制运输和储存。 



含有非约束性的建议 

22 
 

 

VI. 结论 

对治疗性蛋白制品的免疫应答的后果范围可以从没有明显影响到严重不良事件，包括

危及生命的并发症（如过敏反应）、救生性或高度有效疗法的效力中和或具有非冗余功能

的内源性蛋白的中和。虽然与产品质量属性和患者/方案因素相关的免疫原性风险因素得到

理解，但是不能仅仅基于这些因素的表征来预测对治疗性蛋白制品的免疫应答，而应在临

床上进行评价。基于风险的方法，如本指导原则中所描绘的，向研究者提供工具来开发新

型蛋白疗法，评价生产变更的影响，并评价免疫原性造成严重后果时耐受诱导方案的潜在

需要。 
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附录A 

1. 过敏反应的诊断 

过敏反应的诊断基于以下3个临床标准，其中当这些条件之一被满足时，被认为极有

可能是过敏反应（Sampson et al.2006）： 

a. 伴有皮肤、粘膜组织或两者受累的疾病（例如，广义荨麻疹、瘙痒或潮红、肿嘴

唇-舌头-悬雍垂）急性发作（几分钟到几小时），以及以下至少一种

• 呼吸系统损害（如、呼吸困难、喘息、支气管痉挛、喘鸣、呼气流量峰值

降低、低氧血症） 

： 

• 血压降低或终末器官功能障碍相关症状（如肌张力低下[崩溃]、晕厥、失

禁） 

b. 暴露于患者的可能过敏原后迅速发生以下两项或更多项（几分钟到几小时）： 

• 皮肤-粘膜组织受累（例如，广义荨麻疹、发痒-发红、肿嘴唇-舌头-悬雍垂

） 

• 呼吸系统损害（如、呼吸困难、喘息、支气管痉挛、喘鸣、呼气流量峰值

降低、低氧血症） 

• 血压降低或相关症状（如肌张力低下[崩溃]、晕厥、失禁） 

• 持久性胃肠道症状（例如，痉挛性腹痛、呕吐） 

c. 暴露于患者的已知

• 婴幼儿和儿童：低收缩压（年龄特异性）或收缩压降低大于30％ 

过敏原后血压降低（几分钟到几小时）： 

• 成人：收缩压低于90 mm Hg或相对于患者基线降低大于30％ 

虽然没有任何的临床标准提供100％的敏感性和特异性，可以相信，这些标准可能捕

捉到大于95％的过敏性反应病例（Sampson et al.2006）。 

用于评价过敏反应的实验室检查： 

目前，还没有具有灵敏度和特异性的实验室检查来确认过敏性反应的临床诊断。用于

确定针对治疗性蛋白制品的特异性IgE抗体水平、介体释放或嗜碱性粒细胞活化的皮肤测

试和体外诊断测试可能对表征基本病理生理学有用，并且可能提供关于潜在缓解策略的深

入了解（Simons 2010; Lee and Vadas 2011）。但是，未经验证的测试结果应谨慎解释；并

且在产品开发过程中未经验证测试的阳性结果的临床相关性可能是不确定的。 
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2. 细胞因子释放综合征 

细胞表面受体或细胞膜表达细胞因子的特异性单克隆抗体，以及患者中产生的、与细

胞表面受体结合的、治疗性蛋白制品抗体，具有增强产品的内在激动剂活性并加剧输液相

关毒性的潜力。建议对此类治疗性蛋白制品介导细胞活化（包括人全血或外周血单核细胞

中增殖和细胞因子释放）的能力进行体外评估。对于具有诱发细胞因子释放综合征潜力的

产品，也可推荐在适用情况下通过传统的计算和较慢输注速率所获得的初始起始剂量（

Duff 2006）。C-反应蛋白和细胞因子（例如TNF-α、IL-2、IL-6、IL-10和IFN-γ）的给药前

和给药后水平，以及某些临床症状和体征，例如体温急剧升高、红斑和低血压，可能作为

与细胞因子释放相关的促炎性反应标志物。 

 

动物研究和体外评估的数据均可提供信息来指导具有诱导细胞因子释放潜力的治疗性

蛋白制品的开发。虽然动物实验和体外评估的数据可以相互补充，它们一般并不完全预测

临床事件或后果。因此，至关重要的是，在具有介导受体交联潜力的产品的临床开发中应

始终非常谨慎（参见章节III.B.1和III.B.2）。虽然用于毒理学试验的传统动物模型（即，大

鼠、小鼠、犬和食蟹猴）很少表现出与淋巴细胞活化和细胞因子释放相关的明显毒性，但

是可在常规毒理学研究中对与T细胞活化和细胞因子释放相关的特异性标志物进行测定，

只要该药物在测试种属中具有药理学活性。然后，这些数据可能用于预测这些药物在临床

中诱导细胞因子释放综合征的潜力或用于评价经修饰减少其T细胞活化水平的第二代药物

的活性。例如，可以对药代动力学或一般毒理学研究期间从接受给药动物中获得的血样样

品中细胞因子产生进行测定，只要获得的样品量不损害动物的健康或在研究结束时评价毒

理学终点的能力。当在动物试验中纳入细胞因子释放的评价时，建议对尽可能广泛并包括

IL-2、IL-6、IFN-γ和TNF-α的细胞因子组以及指示细胞因子释放综合征的其他相关细胞因

子进行测定。在开始前，应就此类拟定动物研究与FDA进行讨论（Hsu et al.1999; Norman 
et al.2000）。细胞活化（包括人全血或外周血单核细胞中增殖和细胞因子释放）的体外评

估是重要的评估工具，可帮助克服在建模某些T细胞亚群中活化刺激方面的动物已知限制

（Stebbings et al.2007; Hellwig et al.2008; Findlay et al.2011; Romer et al.2011; Stebbings et 
al.2013）。应该在这些研究中对细胞受体的产品交联影响进行考虑。体外细胞活化迹象也

应理解为表明该产品在临床中具有诱导毒性的潜力，无论动物研究是否得到阴性结果。 
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3. 非急性免疫应答 

就治疗性蛋白制品而言，比较少见III型超敏反应，包括由免疫复合物和T细胞介导的

那些超敏反应（在旧文献中为迟发型超敏反应）；诊断需要高度临床怀疑（Dharnidharka 
et al.1998; Hunley et al.2004; Gamarra et al.2006; Goto et al.2009）。免疫复合物沉积的体征

和症状包括发热、皮疹、关节痛、肌肉痛、血尿、蛋白尿、浆膜炎、中枢神经系统并发症

和溶血性贫血。由抗体和治疗性蛋白制品组成的免疫复合物是面对高滴度和持久性抗体反

应接受耐受诱导治疗（用因子IX和α葡萄糖苷酶）的患者产生肾小球肾炎和肾病综合征的

原因（Dharnidharka et al.1998; Hunley et al.2004）。已经有具有对单克隆抗体的免疫应答的

免疫复合物疾病病例报告（Gamarra et al.2006; Goto et al.2009），并且靶标高水平循环多价

抗原的较大剂量单克隆抗体情况可能增加免疫复合物沉积的可能性（Gonzalez and Waxman 
2000）。 

如果患者出现提示免疫复合物疾病的体征或症状，应该对循环免疫复合物和补体激活

进行适当的实验室评估；并应当停止治疗性蛋白制品给药。在某些情况下，在进一步治疗

尝试前，开发消除抗体应答的耐受诱导疗法可能是适当的。 

4. 治疗性蛋白制品的抗体应答 

治疗性蛋白制品抗体被分类为中和性或非中和性。中和性抗体与治疗性蛋白制品的独

特功能结构域结合，并阻止它们的活性。例如，治疗性酶抗体可与任何催化部位结合，从

而阻断底物催化，或与摄取结构域结合，从而防止酶摄取到细胞中。在罕见的情况下，中

和性抗体可作为载体，提高产品的半衰期，并延长其治疗作用。正如本指导原则章节III讨
论的，非中和性抗体与治疗性蛋白制品（不是特异性功能性结构域）结合，并可对安全性

和有效性表现出一系列影响—治疗性蛋白制品的清除增强或延迟，这可能提示考虑给药变

更、过敏反应诱导、通过使治疗性蛋白制品摄取到FcR表达细胞而不是靶细胞导致的产品

有效性降低以及表位扩展易化，从而允许出现中和性抗体。然而，它们可能对安全性或有

效性没有明显的影响。 

在接受因子/酶替代疗法的患者（此类治疗性蛋白制品对其表现为外源性）中，非人类

蛋白给药预期会产生中和性抗体。然而，在内源性因子由于基因突变存在缺陷或不存在的

情况下，如在血友病A或溶酶体贮积症的情况下，与内源性蛋白交叉反应的治疗性蛋白制

品中和性抗体并不总是出现。中和性抗体可在健康个体中对一些正常内源性蛋白产生，因

为某些内源性蛋白的免疫耐受并不稳健，并且可以被具有足够激发性的治疗性蛋白同源物

所破坏。例如，用血小板生成素（TPO）型蛋白治疗的健康志愿者对治疗剂（其交叉反应

性中和内源性TPO）产生的中和性抗体应答增强，从而诱导这些以前的健康个体出现长期

血小板减少症状态（Li et al.2001）。因此，应非常谨慎用发挥独特功能的内源性蛋白或低

丰度存在的内源性蛋白的治疗性配对物治疗。治疗性蛋白质制品的中和性抗体也可能是灾

难性的，当它中和救生性治疗剂（如用于溶酶体贮积症的治疗酶）的有效性时，在此类情
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况下应考虑免疫耐受诱导（Wang et al.2008）。 

由对单克隆抗体的免疫应答引起的患者体内单克隆抗体的有效性丧失可能是很大的问

题，且临床后果不应该最小化。申办者可以考虑制定在这类患者中的免疫耐受诱导方案。 

正如本指导原则章节III.B.5中讨论的，如果内源性蛋白具有冗余生物学功能（例如，I
型干扰素），治疗性和内源性蛋白的中和可能不会表现出产生明显的临床综合征。然而，

阻断内源性因子的更微妙影响，即使一些功能冗余，可能不明显直到系统受到抑制，因为

内源性因子并非所有的生物学功能均是已知的或完全表征的。此外，中和性抗体的长期持

续性影响，例如，正如在一小部分具有IFN-β抗体的患者中已经观察到的（Bellomi et 
al.2003），将无法从短期随访中获悉，应进行长期研究。一般来说，对于给定的产品，应

当收集并评价长期、一年或更多年的免疫原性数据，除非较短的持续时间经科学证明是合

理的。然而，根据后果的频率和严重程度，更长期评价可能是必要的。在某些情况下，这

些研究可能在上市后进行。关于上市前和上市后所需要的数据范围，应与FDA达成一致意

见。 

在某些情况下，抗体应答，无法是否有明显的临床效应，应连续随访直到水平恢复至

基线或与FDA讨论另一种替代方法。此外，对于在其中治疗性蛋白制品似乎失去有效性的

患者，无论疗程的持续时间，重要的是开展评估确定有效性丧失是否是抗体介导的。 

对于产生中和性抗体或被认为具有极高风险对救生性治疗性蛋白制品产生中和性抗体

的患者（例如，接受酶替代疗法、具有关键酶缺失突变的CRIM-阴性患者），在治疗开始

前或治疗开始同时，应考虑预防性情况下的耐受诱导方案（Wang et al.2008; Mendelsohn et 
al.2009; Messinger et al.2012）。鉴于此类方案的免疫抑制程度，虽然远小于逆转正在进行

的抗体应答的治疗方案，应在整个方案持续期间进行仔细的安全性监测。 
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5. 动物研究的效用 

在动物中进行免疫原性评估，以协助解释动物研究结果（例如，毒理学研究），以及

后续临床和非临床研究的设计（关于额外信息，参见ICH行业指导原则S6(R1)生物技术药

品的临床前安全性评价）。10

                                                 
10 ICH行业指南S6(R1)生物技术药品的临床前安全性评价可在   

它们预测对治疗性蛋白制品的人类免疫应答的能力通常是有

限的，但它们可能对描述抗体应答的后果（特别是当一种进化上保守的、非冗余内源性蛋

白受到对其治疗性蛋白制品配对物产生的交叉反应性抗体抑制时）有用。当可用时，动物

模型（包括超免疫小鼠或基因敲除小鼠）可用于处理内源性蛋白抑制的潜在后果。一个特

殊情况是对胚胎或胎儿发育至关重要的、其消除具有胚胎致死性的内源性蛋白。在此类情

况下，使用条件型敲除小鼠可能对评估中和性抗体的潜在后果是有用的。与在人类研究中

一样，应考虑到抗体通过母乳向发育中新生儿的潜在传输。 

与介导生物学独特功能的蛋白相反，动物模型一般不用于预测对治疗性蛋白制品（其

是具有冗余生物学功能的内源性蛋白的配对物）的免疫应答的后果。人类蛋白基因编码转

基因小鼠、人源化小鼠（即，人类免疫系统免疫缺陷小鼠）和人类疾病的小鼠模型越来越

多地被开发，并可在处理多个临床问题（包括免疫原性）时考虑使用。 

除了适当的动物研究外，应考虑体外和计算机芯片分析，这可能补充动物研究，以更

好地或进一步阐明免疫原性的风险。 

http://www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/default.htm获得。 

http://www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/default.htm�
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6. 比较性免疫原性研究 

 

在评价生产变更的影响时是否需要临床免疫原性研究以及临床免疫原性研究的范围和时间

将取决于多种因素，例如生产变更前和生产变更后产品的分析可比性程度、信息量丰富比

较性研究的结果以及生产变更前对产品的免疫应答的发生率和临床后果。例如，如果免疫

应答的临床后果是严重的（例如，当产品是具有关键、非冗余生物学功能的内源性蛋白的

治疗性配对物或已知激发过敏反应），可能会需要更广泛的免疫原性评估。11

                                                 
11 生物仿制药开发项目指南可在草案行业指南证明与参照药具有生物相似性的科学考虑要点。最终定稿后，本指南

代表FDA目前关于该问题的想法。 
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