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摘要 报告基因法在抗核因子κB受体活化因子配体(Receptor
 

Activator
 

of
 

Nuclear
 

Factor
 

Kappa-B
 

Lig-
and,

 

RANKL)抗体(如地舒单抗)生物学活性检测中具有高灵敏度和操作便捷性,但实验常出现剂量-反应

曲线拐点阶跃突变(Z型)现象,影响数据可靠性。本研究通过系统分析血清来源、消化时间、pH值等变量,
首次揭示稳定表达NF-κB响应元件-荧光素酶的Raw264.7细胞状态是导致非典型Z型拐点的关键因素。
实验表明,贴壁培养或胰蛋白酶消化可能改变细胞分化状态,影响信号通路的动态响应,进而引发拐点突变;
而采用悬浮状态细胞可消除该现象,优化后曲线恢复典型S型平滑过渡。进一步验证实验显示,优化方法

显著提升实验重复性与稳定性。本研究首次明确了稳定表达NF-κB响应元件-荧光素酶的Raw264.7细胞

状态对抗RANKL抗体检测体系的关键影响,提出了基于细胞状态控制的方法优化策略,为抗RANKL抗

体活性检测的精准化及实验设计优化提供了理论依据与实践方案。
关键词 报告基因法;细胞状态;生物活性;抗RANKL抗体;方法优化
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Abstract Reporter
 

gene
 

assays
 

are
 

widely
 

used
 

for
 

evaluating
 

the
 

bioactivity
 

of
 

anti-RANKL
 

antibodies
 

(e.g,
 

denosumab)
 

due
 

to
 

their
 

high
 

sensitivity
 

and
 

operational
 

simplicity.
 

However,
 

the
 

non-classical
 

Z-
shaped

 

inflection
 

in
 

dose-response
 

curves
 

frequently
 

observed
 

in
 

experiments
 

compromises
 

data
 

reliability.
 

This
 

study
 

systematically
 

investigated
 

variables
 

such
 

as
 

serum
 

sources,
 

trypsinization
 

time,
 

and
 

pH
 

val-
ues,

 

and
 

identified
 

the
 

state
 

of
 

the
 

Raw264.7
 

cells
 

modified
 

with
 

NF-κB
 

response
 

element-luciferase
 

as
 

the
 

key
 

factor
 

causing
 

the
 

Z-shaped
 

inflection.
 

Results
 

demonstrated
 

that
 

adherent
 

culture
 

or
 

trypsin
 

digestion
 

can
 

alter
 

the
 

differentiation
 

state
 

of
 

the
 

cells,
 

altering
 

the
 

dynamic
 

response
 

of
 

signaling
 

pathway
 

and
 

lead-
ing

 

to
 

abrupt
 

transitions
 

in
 

curve
 

inflection
 

points.
 

By
 

contrast,
 

using
 

suspension-state
 

cells
 

eliminated
 

this
 

phenomenon,
 

restoring
 

the
 

typical
 

sigmoidal
 

curve.
 

Further
 

validation
 

experiments
 

confirmed
 

that
 

the
 

op-
timized

 

method
 

significantly
 

improved
 

reproducibility
 

and
 

stability.
 

This
 

study
 

clarifies
 

the
 

critical
 

role
 

of
 

the
 

Raw264.7
 

cells
 

modified
 

with
 

NF-κB
 

response
 

element-luciferase
 

state
 

in
 

anti-RANKL
 

antibody
 

detec-
tion

 

systems
 

and
 

proposes
 

a
 

cell-state-based
 

optimization
 

strategy,
 

providing
 

both
 

theoretical
 

and
 

practical
 

guidance
 

for
 

precise
 

bioactivity
 

evaluation
 

and
 

experimental
 

design.
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0 引言

地舒单抗(Denosumab)是一种靶向核因子κB受体活化因子配体(Receptor
 

Activator
 

of
 

Nuclear
 

Factor
 

Kappa-B
 

Ligand,
 

RANKL)的全人源化单克隆抗体,通过高亲和力(KD≈3
 

pmol/L),结合RANKL,抑制其

与受体RANK的相互作用,从而阻断NF-κB信号通路的激活,有效抑制破骨细胞的分化与功能,显著降低

骨吸收并提升骨密度,该药物在骨质疏松症、骨巨细胞瘤及肿瘤相关骨病变的治疗中展现出卓越的临床疗效

和安全性文献引用[1-6]。但其活性评价体系的精准性直接影响药物质量控制与疗效评估。
报告基因法凭借其高灵敏度、动态监测能力及操作便捷性,已成为抗体药物活性检测的核心技术之

一[7-10]。其原理是将荧光素酶等报告基因与目标信号通路调控元件融合,通过量化报告基因表达水平间接

反映药物对通路的抑制或激活效应[8-9,11]。基于此,研究者前期构建了稳定表达NF-κB响应元件-荧光素酶

的Raw264.7细胞系(mRaw),利用RANKL激活NF-κB通路后荧光素酶活性升高的特性,建立了一种高效

检测抗RANKL抗体(如地舒单抗)生物学活性的方法[12]。该体系通过剂量-反应曲线拟合计算半数抑制浓

度(IC50),为抗体活性评价提供了可靠平台[12]。然而,实际检测中频繁出现剂量-反应曲线拐点处的阶跃式

突变(Z型拐点),导致典型S型曲线失真,严重影响了数据可靠性与模型拟合精度。

Z型拐点可能源于实验操作误差或模型选择偏差,但优化操作参数后问题仍未解决,提示生物学因素可

能是关键诱因。mRaw细胞作为小鼠单核巨噬细胞系,其分化状态易受培养条件影响,而分化可能导致细胞

表面RANK表达水平或信号传导效率改变,进而干扰RANKL-抗体相互作用的动态平衡[11,13-17]。然而,细
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胞状态对该报告基因检测体系的直接影响机制尚未明确,相关研究亦未见系统报道。
本研究首次从细胞状态角度切入,系统探究了血清来源、消化时间、pH平衡等变量对mRaw细胞状态

及检测结果的影响[18]。通过形态学观察、流式细胞术及活性检测实验,揭示了贴壁培养或胰蛋白酶消化诱

导的细胞状态变化是导致Z型拐点的核心原因,破坏剂量-反应的连续性;而采用状态均一的悬浮细胞可恢

复典型S型曲线,显著提升实验重复性。这一发现不仅解决了长期困扰实验的技术难题,更为抗体活性检

测体系的标准化提供了理论依据,凸显了细胞微环境调控在生物检测中的关键作用。研究结果为抗

RANKL抗体的精准评价及类似报告基因法的优化设计提供了创新性策略。

1 材料与方法

1.1 样品及细胞

地舒单抗由中国仓鼠卵巢(Chinese
 

hamster
 

ovary,CHO)细胞表达,由泰州迈博太科药业有限公司提

供。Raw264.7/NF-κB-Luc细胞(mRaw)为本实验室构建的稳定转染细胞系,通过将NF-κB响应元件与荧

光素酶基因融合的质粒转入Raw264.7细胞,并经加压筛选及单克隆化获得。

1.2 主要仪器及试剂

化学发光仪(Promega);流式细胞仪(BD
 

FACS
 

CantoⅡ);RANKL蛋白(上海迈泰君奥生物技术有限

公司);1640/DMEM培养基(上海迈泰君奥生物技术有限公司);Bright-Glo荧光素酶检测试剂盒(Pro-
mega);潮霉素B(Promega);RANKL/TRANCE/TNFSF11

 

兔源多克隆抗体(碧云天);荧光标记羊抗兔-
FITC(Thermo);胰蛋白酶(VWR);胎牛血清(FBS)(Excell及Gibco);96孔白底培养板(Greiner);抗酒石

酸酸性磷酸酶
 

TRAP
 

染色试剂盒TRAP
 

Staining
 

Kit(FUJIFILM
 

Wako
 

Pure
 

Chemical
 

Corporation)。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养与状态控制。细胞复苏与传代:从液氮中复苏mRaw细胞,37
 

℃水浴解冻后转移至预热的

含10%胎牛血清的RPMI
 

1640/DMEM完全培养基中,于37
 

℃、8%
 

CO2调节下进行贴壁培养。待细胞汇

合度达80%~90%时,使用无菌PBS缓冲液轻柔洗涤细胞单层,以去除代谢副产物。使用0.25%胰蛋白酶-
EDTA溶液进行消化处理(显微镜下观察细胞变圆后终止)。重悬计数后按需接种,维持常规培养条件,并
加入20

 

μg/mL
 

的潮霉素B。
分化状态分组:贴壁细胞组:常规胰蛋白酶消化后接种,维持贴壁状态培养;悬浮细胞组:直接吹打未消

化细胞,避免贴壁诱导分化;混合细胞组:贴壁细胞与悬浮细胞按1∶1比例混合接种。

1.3.2 生物学活性检测。细胞接种与处理:将mRaw细胞以1.5×105
 

cells/mL的密度接种于96孔白色

培养板中(100
 

μL/孔),37
 

℃、8%
 

CO2孵育18~20
 

h。随后加入梯度稀释的地舒单抗(20
 

μg/mL起始,连
续2倍稀释8个浓度)及1

 

μg/mL
 

RANKL工作液,37
 

℃孵育5
 

h。
荧光素酶检测:吸弃100

 

μL上清,加入100
 

μL
 

Bright-Glo试剂,室温避光静置20
 

min后测定相对光单

位(RLU)。
数据分析:采用四参数logistic回归模型拟合剂量-反应曲线,计算半数抑制浓度(IC50)等关键参数。

1.3.3 实验变量系统性探究。显色操作优化。上清处理:对比“吸弃100
 

μL上清后加显色液”与“直接加显

色液”对RLU的影响。震荡均一性:显色后分别进行震荡(洗板机30
 

s)与静置处理,评估信号稳定性。
细胞状态关键变量分析。血清来源:分别使用Excell与Gibco血清配制培养基,观察细胞生长状态及

检测曲线特征。pH平衡:将稀释液于37
 

℃、8%
 

CO2 条件下预平衡45
 

min,对比未平衡组的检测结果差

异。消化时间效应:通过流式细胞术检测贴壁与悬浮细胞的RANKL表达水平(一抗1∶100,二抗FITC标

记),分析细胞状态对表面分子的影响。
形态学与分子表征。显微镜观察:分别记录贴壁与悬浮细胞的形态特征(如伪足延伸、细胞圆度)。流式

细胞术:通过前向散射(FSC)与侧向散射(SSC)设门排除碎片,定量分析RANKL阳性细胞比例及平均荧光

强度(MFI)。TRAP组织化学染色法:通过试剂盒检测细胞内的TRAP
 

(抗酒石酸酸性磷酸酶)活性,可以

特异性地识别已分化细胞。在实验中,TRAP染色工作液中的底物与TRAP酶发生反应,生成红色或紫色
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的颗粒状沉淀,从而标记出TRAP阳性的细胞,可以用于观察已分化细胞的形态和定位其酶活性。
优化后方法学确认。两名独立操作人员分别采用优化后的条件进行实验。细胞处理:直接使用未消化

悬浮细胞接种,避免胰蛋白酶诱导分化;检测流程:显色前吸弃上清并平衡pH(37
 

℃、8%
 

CO2,45
 

min),显
色后静置检测;重复性评估:记录三次独立实验的IC50 值及曲线拟合度(R2),确认方法稳定性。传统方法:
将RANKL稀释至400

 

ng/mL作为稀释液,用稀释液将抗RANKL抗体稀释至2
 

000
 

ng/mL,两倍比稀释

10个浓度,100
 

μL/孔加入96孔板,收集细胞并调整密度为5.0×104/mL,孵育72
 

h,显色时吸除培养基,加
入柠檬酸缓冲液100

 

μL/孔,室温孵育5
 

min后每孔100
 

μL加入PNPP-Na室温孵育10
 

min,之后加入终止

液0.5
 

mol/L
 

NaOH
 

50
 

μL/孔,用酶标仪检测其A405~A570值。

1.4 数据处理

利用GraphPad
 

Prism8.0.1分析软件对数据进行处理。

2 结果与讨论

本研究通过系统性实验设计,揭示了mRaw细胞分化状态对抗RANKL抗体(地舒单抗)报告基因法活

性检测中剂量-反应曲线拐点阶跃突变(Z型拐点)的关键影响,并提出优化策略。

2.1 实验变量因素对检测结果的影响

为探究Z型拐点的潜在技术原因,本研究首先考察了显色操作中的关键步骤。结果显示,显色前是否

吸弃培养基〔图1(a-b)〕以及显色后是否震荡〔图2(a-b)〕对曲线形态无显著影响,表明操作误差并非Z型拐

点的主要诱因。此外,不同来源血清的对比实验显示,尽管不同来源血清对响应区间和重复性有一定影响

〔图3(a-b)〕,可以用于后续方法学优化,但两者均未直接引发拐点突变,提示血清来源虽影响细胞生长状

态,但非影响Z型拐点的核心因素。

  注:(a)
 

吸弃100
 

μL上清后加入显色液;(b)
 

直接加入显色液。

图1 显色时培养基不同处理方式对检测曲线的影响

Fig.1 Effect
 

of
 

medium
 

treatment
 

methods
 

during
 

chromogenic
 

reaction
 

on
 

dose-response
 

curves

  注:(a)
 

显色后静止处理;(b)
 

显色后震荡。

图2 显色后震荡操作对检测结果的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

post-development
 

agitation
 

on
 

assay
 

consistency

值得注意的是,培养液pH值的平衡处理显著改善了检测结果的稳定性。未平衡pH的组别〔图4(a)〕
出现明显的拐点阶跃突变,而平衡后〔图4(b)〕曲线恢复典型S型过渡,表明pH波动可能通过干扰细胞代
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谢或信号通路动态响应间接影响检测结果。这一发现提示,实验体系需严格标准化以避免环境参数波动带

来的干扰。

  注:(a)
 

Excel血清培养组;(b)
 

Gibco血清培养组。

图3 不同血清来源对检测曲线的影响

Fig.3 Comparison
 

of
 

serum
 

source
 

on
 

assay
 

performance

  注:(a)
 

未平衡pH组;(b)
 

平衡pH组。

图4 pH平衡处理对检测曲线稳定性的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

pH
 

equilibration
 

on
 

assay
 

stability

2.2 细胞状态是导致Z型拐点的核心因素

通过形态学观察与流式细胞术分析,本研究首次揭示了mRaw细胞分化状态与Z型拐点的直接关联。
贴壁培养或胰蛋白酶消化的细胞〔图5(a,d,e,h)〕表现出不均一的细胞形态特征:细胞形态不规则、表面分

化标志物表达升高,且剂量-反应曲线呈现显著阶跃突变,TRAP染色实验中细胞形成多核细胞,体积增大,
颜色呈现红色。相比之下,未消化的悬浮细胞图〔5(c,g)〕状态比较均一,RANKL表达稳定,检测曲线恢复

平滑S型〔图5(g)〕。混合培养组(50%贴壁+50%悬浮,图5(f)的中间表型进一步证实,细胞状态的不均一

比例与拐点突变程度呈正相关。

mRaw细胞在分化状态下表面RANKL表达增高。我们通过流式检测不同状态下的mRaw细胞证明

了消化获得的细胞表面RANKL表达高于未消化的mRaw细胞,表明消化的细胞中分化细胞占比高于未消

化的细胞。检测细胞中RANKL表达改变可能影响RANKL-RANK结合竞争性抑制效率。地舒单抗的高

亲和力(KD≈3
 

pmol/L)加剧了这一非线性响应,最终表现为Z型拐点。本研究首次通过实验验证了细胞

状态对RANKL/RANK信号传导动态平衡的干扰,为同类检测体系的优化提供了理论依据。

2.3 方法优化与确认

基于上述发现,本研究提出采用悬浮细胞或严格控制贴壁细胞培养条件的优化方案。确认实验表明,使
用未分化悬浮细胞时,两名操作人员独立获得的剂量-反应曲线均呈现典型S型〔图6(a-b)〕,且重复性显著

提升。此外,pH平衡与血清来源的联合应用进一步增强了实验稳定性。与传统方法相比较〔6(c)〕,优化后

的方法显著提升了方法的精密度,不仅解决了长期存在的技术难题,提升了检测可重复性,其灵敏度和传统

方法一致,符合报告基因法的性能表现,且操作周期更短、成本更低,凸显其应用潜力。
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  注:(a)
 

贴壁细胞形态;(b)
 

悬浮细胞贴壁形态;(c)
 

悬浮细胞流分析;(d)
 

贴壁细胞流式分析;(e)
 

贴壁细胞检测结果;(f)
 

混合培养组;

(g)
 

悬浮细胞检测结果;(h)
 

贴壁细胞TRAP染色。

图5 细胞状态与Z型拐点的关联机制

Fig.5 Correlation
 

between
 

cellular
 

states
 

and
 

Z-shaped
 

inflection

  

  注:(a)
 

操作人员1方法确认;(b)
 

操作人员2方法确

认;(c)
 

传统方法。

图6 优化后方法确认结果

Fig.6 Qualification
 

of
 

the
 

optimized
 

methods
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3 结论

本研究通过系统性分析实验变量与细胞状态的关系,首次揭示了mRaw细胞分化状态对抗RANKL抗

体(地舒单抗)报告基因法活性检测中剂量-反应曲线Z型拐点现象的核心影响机制。实验表明,贴壁培养或

胰蛋白酶消化诱导的细胞分化状态显著改变RANKL/RANK信号通路的动态响应,导致检测曲线呈现非

典型阶跃突变;而采用均一状态的悬浮细胞可恢复典型S型曲线,提升检测的准确性与重复性。通过优化

培养条件(如pH平衡、血清来源选择)及优先使用悬浮细胞,本研究成功建立了一种稳定、高效的检测方法,
其灵敏度与重复性与现有NF-κB报告基因法性能相当,且操作周期更短、成本更低,为抗RANKL抗体药物

的质量控制提供了可靠的技术支持。本研究不仅解决了长期困扰实验的技术难题,更为抗体药物研发与质

量控制提供了理论与实践双重指导,具有重要的科学价值与生产质控应用前景。尽管本研究基于mRaw细

胞,但其他巨噬细胞系或成骨细胞系在检测RANKL信号时,贴壁培养也可能诱导分化并影响检测线性。
未来可验证该策略在不同模型中的适用性,但现有结果表明,通过控制细胞状态提升检测稳定性的思路具有

广泛推广潜力。
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