
以抗体竞争结合抗原测定单抗亲和力常数的研究  

    亲和力常数(Kd)是抗原/抗体结合反应的平衡常数，测定Kd的方法有很多种，如硫氰酸盐洗脱法[1]、尿

素洗脱法[2]、间接ELISA法[3]，[4]、生物传感器法[5]和竞争结合法[6]等，在这些方法中前面3种的检测

结果不够精确，而生物传感器检测法需要购置昂贵的仪器，而Friguent等[6]首先建立的竞争结合法具有检测

精确、简便易行的特点。本研究对Friguent的方法进行改良，用抗体竞争结合抗原，用双抗体夹心ELISA法检

测抗原的结合率，推算反应平衡时各组分的浓度计算出亲和力常数值。发现检测结果的精确性和重现性有所提

高。 

    本实验原理如下： 

    抗原抗体反应方程式：Ag+Ab←→AbAg 
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    其中a0是抗原的初始浓度，i
0
是抗体的初始浓度，B是抗原的结合律，以双抗体夹心法ELISA检测初始抗

体和已结合抗原的抗体的A值A0和Ai，B=(A0-Ai)/A0，此时： 
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    推导出   Kd(i
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B)= B/(1-B)        (1) 

    在实验中固定抗原浓度a
0
值，改变抗体浓度i
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值形成一系列反应系统，测出每个反应系统的B值，以(i
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B)为横坐标， B/(1-B)为纵坐标作图，斜率就是亲和力常数Kd。 

    

1  材料和方法 

    1.1  实验材料 

    鱼明胶、山羊抗鼠IgG二抗酶结合物、过氧化脲、四甲基联苯胺、生物素(已活化)、亲和素购自SIGMA公

司；辣根过氧化物酶、吐温-20上海东风试剂公司进口分装；酶联免疫反应96孔板购自丹麦Nunc公司；基因工

程重组IL-8抗原(相对分子质量8000)、两株抗IL-8单抗(6E6-1、6E6-2)购自加拿大YES公司；其余试剂均为

国产分析纯。 

    全自动洗板机、酶标仪为DYNEX产品；超纯水机的型号为Millipore-Q PLUS；电子分析天平为METTLER

产品；微量进样器为ICHIRYO产品。 

    1.2  实验方法 

    1.2.1 以抗体竞争结合抗原测定亲和力常数实验方法 

    1.2.1.1  检测IL-8抗原的双抗体夹心法ELISA系统的制备   将抗IL-8单抗6E6-1溶解在0.05 mol/L 碳

酸缓冲液(pH9.5)中，终浓度为1 μg/ml，每孔100 μl将溶液加到96孔板中4 ℃包被过夜，以含1%BSA的PBS

溶液对板进行封闭，将板干燥后在4℃保存备用；抗IL-8单抗6E6-2的生物素化，以及亲和素与过氧化物酶的

连接按参考文献[7]进行。 
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    1.2.1.2 以6E6-1抗体竞争结合IL-8抗原测定亲和力常数   ①IL-8抗原溶液初始浓度为2 ng/ml(2.5×

10-13 mol/L)，抗IL-8单抗6E6-1的初始浓度为500 ng/ml(36×10-13 mol/L)，向下倍比稀释(表1)和抗原混

合建立8个反应系统，在37 ℃反应1 h；②以每孔100 μl的量将反应液以双孔加入到包被了6E6-1单抗的免疫

反应板，37 ℃孵育1 h后洗板5次；③加入100 μl生物素化6E6-2抗体溶液37 ℃反应半小时，然后加入50 μl

亲和素/过氧化物酶连接物溶液37 ℃反应半小时，洗板5次，加入底物显色15 min后加入终止液，测定D
450

值

计算各个反应溶液的抗原结合率，并推算亲和力常数。 

    1.2.1.3  改变条件重复1.2.1.2实验测定亲和力常数    将1.2.1.2中的抗原初始浓度改成3.2 ng/ml

(4×10-13  mol/L)，抗体的初始浓度从1000 ng/ml(72×10-13 mol/L)往下倍比稀释，建立8个反应系统，

将生物素化抗体和亲和素酶结合物浓度调低一半，按照1.2.1.2中的步骤②、③检测抗原结合率，并推算亲和

力常数。 

    1.2.2  以Friguent法测定亲和力常数的实验步骤 

    1.2.2.1  检测抗IL-8抗体原的间接法ELISA系统的制备   将IL-8抗原溶解在0.05 mol/L 碳酸缓冲液

(pH9.5)中，终浓度为1 μg/ml，以每孔100 μl的量将溶液加到96孔板中4 ℃包被过夜，以含1%BSA的PBS溶

液对板进行封闭，将板干燥后在4℃保存备用； 

    1.2.2.2 以IL-8抗原竞争结合6E6-1抗体测定亲和力常数   反应系统中抗IL-8单抗6E6-1的初始浓度为

20 ng/mL，IL-8抗原的初始浓度从1000 ng/ml(1250×10-13 mol/L)往下倍比稀释，形成8个反应系统(表

3)，在37 ℃反应1 h；②以每孔100 μl将反应液以双孔加入到包被了IL-8抗原的免疫反应板，37 ℃孵育1 h

后洗板5次；③加入100 μl山羊抗鼠二抗每结合物溶液37 ℃反应1 h，洗板5次，加入底物显色15 min后加入

终止液，测定D
450

值计算各个反应系统的抗原结合率推算亲和力常数。 

    1.2.2.3  改变条件重复1.2.2.2实验测定亲和力常数  将实验方法2中的抗体初始浓度改成40 ng/ml

(2.5×10-13 mol/L)，抗原的初始浓度从3 200 ng/ml(400×10-12  mol/L)往下倍比稀释，建立反应系统

(表4)，将酶结合物浓度调低一半，按照2.2.2.2中的步骤②、③检测抗原结合率，并推算亲和力常数。 

    

2  实验结果 

    2.1  以抗体竞争结合抗原测定亲和力常数实验结果 

    2.1.1 按照1.2.1.2反应系列测得的结果(表1)   其中a0是IL-8抗原初始浓度，i
0
是6E6-1单抗初始浓

度,单位都是10-13 mol/L。 B是抗原结合率，B= (A0-Ai)/ A0, A0和Ai分别是抗体浓度为0和各浓度时的抗

原酶联检测D
450

值。对B/(1-B)作图求得斜率(亲和力常数)为2.61×10-12 mol/L(r=0.9475)。 



    2.1.2改变实验条件按照1.2.1.3形成反应系列测得的结果    对B/(1-B)作图求得斜率(亲和力常数)为

2.39×10-12 mol/L(r=0.9347)。实验结果与改变实验条件之前测定的数值十分接近。 

    2.2  以抗原竞争结合抗体测定亲和力常数实验结果 

    2.2.1  按照1.2.2.2反应系列测得的结果   其中a0是6E6-1单抗初始浓度, i
0
是IL-8抗原初始浓度，

单位都是10-13 mol/L。B是抗体结合率，B=(A0-Ai)/ A0，A0和Ai分别是间接法ELISA检测初始抗体和已结

合抗原的抗体的D
450

值。 

    从实验结果显示需要抗原远远过量才能对抗体形成竞争抑制，可以直接用抗原初始浓度i
0
对B/(1-B)作图

求得斜率(亲和力常数)为5.57×10-10 mol/L(r=0.9363)。 

    2.2.2  改变条件按照1.2.2.3形成反应系列测得的结果   直接用抗原初始浓度i
0
对B/(1-B)作图求得斜

率(亲和力常数)，得出Kd值为1.41×10-10 mol/L(r=0.9285)。实验结果比抗原/抗体浓度未提高时降低了近

4倍。 

    

3  讨论 

    以抗体结合抗原方法检测比抗原结合抗体方法测出的亲和力常数要高2个数量级，原因分析如下：抗体是

Y型结构，具有两个抗原结合位点，当一个位点被抗原封闭后另一个位点仍然可以结合到固相的抗原上，只有

抗体的两个抗原结合位点都被封闭才能阻止抗体被间接法ELISA测出，而抗体结合第二个抗原是比结合第一个

抗原困难的，这造成了需要大大超量的抗原才能通过间接法ELISA检测到一定的抗体结合率，根据公式Kd= B/

[i
0
(1-B)]测出的Kd值也因为抗原大大超量而远低于实际情况。 

    而本研究以抗体竞争结合抗原，液相单抗和固相单抗竞争结合抗原的同一个位点，通过双抗体夹心法

ELISA测出的抗原结合率，反映的是真实的抗原/抗体反应平衡情况，计算出的抗体亲和力常数更加接近真实

的情况。 

    以抗原竞争结合抗体的方法,只有抗原初始浓度远大于抗体初始浓度是才能形成抗体的结合率，在计算结

果时只考虑抗原初始浓度和抗体结合率的关系：Kdi
0
=B/(1-B)。当抗体初始浓度变化时抗原初始浓度(i

0
)必

须随着变化，才能够维持相同的抗体结合率，这就导致了测出的Kd值随着条件的变化而变化。 

    而使用抗体结合抗原的方法，反应系统中抗原初始浓度与抗体初始浓度相差不大，计算结果时考虑的是

游离抗体浓度(i
0
-a

0
B)与抗原结合率的关系：Kd(i

0
-a

0
B)= B/(1-B)，条件变化时抗原初始浓度、抗体初始浓

度和抗原结合率形成联动关系，在相同的抗原结合率下游离抗体浓度相同，所以不同检测检测条件下测得的

Kd结果具有良好的重现性。 

    随着抗体人源化技术的发展和基因工程抗体的出现，越来越多的单克隆抗体被开发成药物应用于临床，

亲和力常数是单抗作为药物的重要质控指标。本研究对Friguent方法进行改良后，保留了原方法需要设备简

单、易于开展的优点，而且结果的稳定性和重现性得到了提高，是很适合在单克隆抗体药品生产企业使用的检

测方法。 
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