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基于 Wnt/β-catenin信号通路的DKK-1抗体药物
生物活性报告基因法开发与评估

赵 香1,2,侯 盛1,2,3,4,徐 进1,2,3,4,张大鹏1,2,3,4,付蓉蓉1,2,
徐梦娇1,2,王福贵1,2,钱卫珠1,2,3,4,李 军1,2,3

(1.
 

聊城大学
 

药学院
 

大分子药物与规模化制备全国重点实验室,山东
 

聊城
 

252059;2.
 

国家药品监督管理局治疗类单抗质量

控制重点实验室,上海
 

201203;3.
 

温州医科大学
 

药学院
 

大分子药物与规模化制备全国重点实验室,浙江
 

温州
 

325035;

4.
 

上海张江生物技术有限公司
 

大分子药物与规模化制备全国重点实验室,
 

上海
 

201203)

摘 要 生物活性检测对于确保治疗性抗体的安全性和有效性至关重要,需要准确反映药物的作用机制

(MOA)。作为一类新兴靶点药物,DKK-1抗体在骨质疏松和肿瘤治疗领域展现出巨大潜力。然而,当前针

对DKK-1抗体的生物活性评价主要基于碱性磷酸酶活性测定,该方法存在操作复杂、耗时长及结果变异性

大等问题,在一定程度上限制了此类抗体的研发及质控。为了建立一种DKK-1抗体高性能生物活性检测

方法,本研究引入了报告基因法(RGA),通过将TCF/LEF反应元件控制的稳定表达荧光素酶的报告基因

质粒转染HEK
 

293细胞,成功建立了一种基于DKK-1抗体MOA的 Wnt/β-catenin信号通路的报告基因

检测方法。该方法经过优化及模拟实验评估,显示出在实际应用中的潜力和可靠性。该新方法的建立预计

将进一步促进DKK-1抗体类药物的筛选评估及其在后续开发过程中的质量控制。
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Abstract The
 

determination
 

of
 

bioactivity
 

is
 

crucial
 

for
 

ensuring
 

the
 

safety
 

and
 

efficacy
 

of
 

therapeutic
 

anti-
bodies,

 

necessitating
 

an
 

accurate
 

reflection
 

of
 

the
 

drug’s
 

mechanism
 

of
 

action
 

(MOA).
 

DKK-1
 

antibodies,
 

as
 

novel
 

targeted
 

therapies,
 

have
 

shown
 

significant
 

potential
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

osteoporosis
 

and
 

cancer.
 

However,
 

the
 

current
 

bioactivity
 

evaluation
 

for
 

DKK-1
 

antibodies
 

primarily
 

relies
 

on
 

the
 

detection
 

of
 

alka-
line

 

phosphatase
 

activity.
 

This
 

process
 

is
 

complex,
 

time-consuming,
 

and
 

highly
 

variable,
 

which
 

limits
 

the
 

development
 

and
 

quality
 

control
 

of
 

DKK-1
 

antibodies.
 

To
 

establish
 

a
 

high-performance
 

bioactivity
 

assay
 

for
 

DKK-1
 

antibodies,
 

this
 

study
 

introduced
 

a
 

reporter
 

gene
 

assay
 

(RGA).
 

By
 

transfecting
 

HEK
 

293
 

cells
 

with
 

a
 

reporter
 

gene
 

plasmid
 

stably
 

expressing
 

luciferase
 

reporter
 

under
 

the
 

control
 

of
 

TCF/LEF
 

response
 

elements,
 

we
 

successfully
 

established
 

a
 

reporter
 

gene
 

assay
 

based
 

on
 

the
 

DKK-1
 

antibody
 

MOA—the
 

Wnt/β-catenin
 

pathway.
 

Through
 

optimization
 

and
 

simulation
 

experiment
 

evaluation,
 

the
 

method
 

has
 

shown
 

promising
 

potential
 

and
 

reliability
 

in
 

practical
 

application.
 

The
 

development
 

of
 

this
 

innovative
 

ap-
proach

 

is
 

expected
 

to
 

enhance
 

the
 

screening,
 

assessment,
 

and
 

quality
 

control
 

of
 

DKK-1
 

antibody
 

drugs
 

in
 

future
 

development.
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0 引言

随着社会老龄化的加剧,骨质疏松症已经成为一个日益凸显的公共健康挑战[1,2]。按照世界卫生组织

(WHO)对骨质疏松症的定义,全球约有11.7%的男性和23.1%的女性患有骨质疏松症[3]。抗体药物因其

高度的靶向性、较小的副作用及显著的治疗效果而日益受到重视[4],针对骨质疏松症的靶向治疗已逐步走向

成熟,其中Denosumab作为已上市的抗体药物已广泛应用于临床[5,6]。然而,当前针对骨质疏松治疗的药物

虽多,其疗效参差不齐,且不少药物存在起效慢和副作用明显的问题[7],这促使学界持续寻求更为精确的治

疗靶点。经典Wnt信号通路在骨生物学和骨相关疾病中发挥着重要作用[8,9],因此通过调节经典 Wnt信号

通路来治疗骨质疏松具有重要意义。作为Wnt/β-catenin信号通路拮抗剂,DKK-1被认为是一个有潜力的

新型靶点[10-12]。
抗体药物的生物活性与有效性高度相关,在全球范围内,生物活性均被认为是抗体药物的关键的质量属

性(CQA),这一点在人用药品技术要求国际协调理事会的《质量标准:生物技术产品及生物制品的检验方法

和接受标准》(ICH
 

Q6B)及药典中得到了强调[13,14]。根据ICH
 

Q6B指导原则,复杂分子的高级结构无法仅

通过理化信息来完全确定,但可以通过评估其生物活性来间接反映,突显了生物活性在药物质量控制中的核

心地位[15]。此外,生物活性测试方法能够准确反映药物的作用机制(MOA)。
作为一类新兴靶点药物,DKK-1抗体在骨质疏松和肿瘤治疗领域展现出了巨大潜力。已有研究证实了

DKK-1的骨平衡相关性[16-19]。因此,开发具有生物活性的DKK-1抗体为骨质疏松治疗提供了新的途径。

DKK-1抗体生物活性的准确评估对此类药物的筛选评估以及质量控制至关重要。然而,现有的DKK-1抗

体生物活性评价主要依赖于碱性磷酸酶活性测定,这一方法不仅操作繁琐、结果变异性大,而且检测周期

长[20]。鉴于基于细胞的报告基因分析方法(RGA)在多种抗体活性评估中表现出的高灵敏度、简便性及节省

时间等优势,且能够紧密关联药物的MOA[21-24]。亟需开发一种新的基于 Wnt/β-catenin信号通路的DKK-
1抗体生物活性报告基因法。目前,基于Wnt/β-catenin信号通路检测DKK-1抗体生物活性的报告基因方

法研究相对较少,这在一定程度上阻碍了DKK-1抗体的研发与质控。本研究旨在填补这一空白,为DKK-1
抗体的开发和应用提供强有力的支撑。

在本研究中,我们旨在通过开发一种基于DKK-1抗体MOA的 Wnt/β-catenin信号通路的报告基因检

测方法来解决此问题,如图1所示,我们利用含有TCF-LEF反应元件的荧光素酶表达质粒转染到 Wnt/β-
catenin信号通路活跃的HEK

 

293细胞中,通过筛选效应细胞并优化检测条件,成功建立了一种基于DKK-
1抗体MOA的报告基因检测方法。随后我们利用优化条件进行RGA方法的实用性确认。该新方法的建
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立预计将进一步促进DKK-1抗体类药物的筛选评估及其在后续开发过程中的质量控制,这不仅为DKK-1
抗体生物活性检测提供了一种高效、快捷的新方法,同时也为其他基于MOA的抗体生物活性评估供了新的

思路和方向。

图1 RGA方法检测DKK-1抗体药物生物活性机制图

Fig.1 Schematic
 

of
 

RGA
 

for
 

determining
 

the
 

bioactivity
 

of
 

DKK-1
 

antibody
 

drugs

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

PL101载体、Fc载体、DKK-1抗体(本实验室保存/表达);TG1菌株(本实验室保存);HEK
 

293细胞、

CHO-K1细胞(美国ATCC);Expi293-STM 细胞、T4
 

DNA连接酶、PureLink
 

HiPure
 

Plasmid
 

DNA
 

Purifica-
tion

 

Kits、Expi
 

CHOTM 表达系统试剂盒、OPTI(美国Thermo公司);HindI限制性内切酶、NheI限制性内

切酶、EcoRI限制性内切酶(日本Takara公司);NC膜(美国Corning公司);抗人HRP(美国SBA公司);

FBS(苏州依科赛生物);Lipofectamine2000(美国Invitrogen公司);WizardR
 

SV
 

Gel
 

and
 

PCR
 

Clean-up
 

Sys-
tem、pGL4.49[Luc2p/TCF-LEF

 

RE/Hygro](美国Promega公司);柱式小量质粒抽提试剂盒(上海生工生

物);Bright-GloTM
 

Luciferase
 

Assay
 

System(南京Vazyme公司)。

1.2 主要仪器设备

二氧化碳孵箱(MCO-18AIC,SANYO),恒温培养振荡器(ZHWY-100H,上海智城),超微量分光光度计

(NanoDrop
 

2000/2000C,Thermo),台式离心机(Pico17,LabServ),台式高速低温离心机(Fresco17,Ther-
mo),生物电泳图像分析系统(FR-980A,复日科技),电转仪(Gene

 

Pulser
 

X
 

cell,BIO-RAD),倒置显微镜

(CKX31,Olympus),脱色摇床(TS-8,QILINBEIER),生物发光检测仪(GloMAXR96,Promega)。

1.3 培养基及试剂

氨卞抗性琼脂板:胰蛋白胨粉剂10
 

g,酵母提取物粉剂5
 

g,氯化钠10
 

g,琼脂粉15
 

mg,纯化水定容至

1
 

000
 

mL,高压蒸汽灭菌,冷却后加入0.1
 

g氨苄青霉素,2~8
 

℃保存。

LB培养液:胰蛋白胨粉剂10
 

g,酵母提取物粉剂5
 

g,氯化钠10
 

g,纯化水定容至1
 

000
 

mL,高压蒸汽灭

菌器,2~8
 

℃保存。

DAB显色缓冲液10
 

mL:6
 

mg
 

DAB粉剂,0.1
 

mL
 

3%氧化钻溶液,0.1
 

mL
 

30%双氧水充分混匀,新鲜

配制。

RPMI
 

1640/DMEM培养基:两包RPMI1640/DMEM粉剂、28.5
 

g碳酸氢钠、6
 

mL浓盐酸定容至10
 

L,

0.22
 

m过滤除菌,2~8
 

℃保存。
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0.02%
 

EDTA
 

0.05%
 

Trypsin:1.05
 

g磷酸二氢钾,45
 

g氯化钠,4.85
 

g十二水合磷酸氢二钠,1
 

g
 

ED-
TA,2.5

 

g
 

Trypsin,搅拌溶解后定容至5
 

L,0.22
 

m过滤除菌,2~8
 

℃保存。

图2 Wnt3a表达载体构建流程图

Fig.2 Flow
 

chart
 

of
 

Wnt3a
 

expression
vector

 

construction

1.4 Wnt3a蛋白的获取

1.4.1
 

Wnt3a表达载体构建。通过成熟的表达载

体构建技术,按照如图2所示流程图构建 Wnt3a
表达载体。将 Wnt3a质粒添加上Fc标签后,通
过热激法将质粒转化到感受态细胞中进行扩大培

养。质粒酶切鉴定及测序后,用限制性内切酶

HindIII和EcoRI分别酶切阳性质粒和PL101表

达载体,随后进行连接并转化。待菌浓度合适后

提取质粒,并命名为 Wnt3a-Fc/PL101,选择酶切

鉴定正确的质粒用于后续转染。

1.4.2 Wnt3a表达载体瞬时转染。转染前将

CHO-K1细胞以4×105/孔,0.5
 

mL/孔接种至

24孔细胞培养板,37
 

℃,8%
 

CO2培养。分别将1
 

g 的 Wnt3a-Fc/PL101 质 粒 及 3
 

L
 

Lipo-

fectamine
 

2000转染试剂加入50
 

L
 

OPTI培养

液中,室温5
 

min。将质粒及转染试剂混匀并于室

温继续孵育20
 

min。从培养箱取出细胞培养板并

更换新鲜10%
 

FBS
 

RPMI
 

1640/DMEM完全培

养基,将混合物加入24孔培养板,37.0
 

℃,8%
 

CO2培养48
 

h后进行Dot
 

blot鉴定。

1.4.3 Dot
 

blot检测。取细胞培养上清1
 

L至NC膜,10%脱脂奶粉溶液封闭1.5
 

h。PBS溶液清洗5
 

min,共5

遍。抗人-HRP
 

1∶1
 

000孵育1
 

h。0.1%吐温PBS缓冲液清洗5
 

min,共7遍。DAB显色5
 

min后用纯化

水冲洗5遍。

1.4.4 Wnt3a表达载体Expi转染。Expi
 

CHO-STM 细胞复苏后于Expi
 

CHOTM
 

Expression
 

Medium中37
 

℃,

8%
 

CO2,120
 

r/min培养。转染当天,细胞密度7×106~10×106
 

mL-1,活率95%~99%。细胞悬液用培

养基稀释至6×106
 

mL-1,50
 

mL。取160
 

L
 

Expi
 

FectamineTM
 

CHO
 

Reagent及2
 

g质粒分别加入Opti-

PROTM
 

SFM
 

培养基中,各2
 

mL。质粒与Expi转染试剂混合,室温5
 

min后将其加入细胞悬液中,37
 

℃,

8%CO2,120
 

r/min摇床培养18~22
 

h。

1.5 细胞培养

CHO-K1细胞在10%
 

FBS
 

RPMI
 

1640/DMEM完全培养基中培养,每48
 

h用0.25%胰酶消化传代。
亲本HEK

 

293细胞在含10%
 

FBS的RPMI1640/DMEM中培养,每48
 

h用0.02%
 

EDTA
 

0.05%
 

Trypsin
消化传代。转基因细胞 HEK

 

293/TCF-LEF/Luc2p在含10%FBS、0.5
 

g/mL潮霉素的RPMI1640/

DMEM中培养。

1.6 HEK
 

293/TCF-LEF/Luc2p细胞系的建立

1.6.1 HEK
 

293/TCF-LEF/Luc2p/Hygro细胞系构建。收集对数生长期的HEK
 

293细胞1×107个,700
 

L。

pGL4.49[Luc2p/TCF-LEF
 

RE/Hygro]质粒总量取40
 

g,10
 

000
 

r/min离心5
 

min,纯化水稀释至100
 

L

后加入细胞。混匀后的悬液加入0.4
 

cm2 的电转杯中,然后置于电转仪上,电转条件为:Voltage(V),300;

Pulse
 

length(ms),20;Number
 

of
 

Pulse,1;Pulse
 

interval(sec),0;Cuvette,4;Droop,30。电转后的细胞质粒

混合物混匀转移至10%
 

FBS
 

RPMI
 

1640/DMEM培养液中。500
 

L/孔加入24孔板,37
  

℃,5%
 

CO2培养。
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24
 

h后用混有0.5
 

g/mL潮霉素的10%
 

FBS
 

RPMI1640/DMEM筛选培养基进行加压处理。整个培养及

检测期间,细胞均在潮霉素加压下存活。

1.6.2 单克隆细胞系的制备。将需要亚克隆化的细胞株用培养基稀释至375个每15
 

mL,以200
 

L每孔

铺于96
 

孔细胞培养板内。然后剩余细胞悬液中加入等体积的筛选培养基,以200
 

L每孔铺于96孔第二

列。依次2倍比,12个浓度,加入至1块96孔细胞培养板内。37
  

℃,5%
 

CO2 培养约7~10
 

d,观察克隆形

成后,用记号笔标记单克隆,扩大培养直至筛选。

1.6.3 HEK
 

293/TCF-LEF/Luc2p细胞系筛选。收集HEK
 

293/TCF-LEF/Luc2p细胞重悬于培养基中,
调整密度至7×105/mL。Wnt3a

 

Expi上清1∶8倍稀释,细胞与检测蛋白各50
 

L/孔加入96孔检测板。37
 

℃、

8%
 

CO2条件下孵育16
 

h后加入100
 

L
 

Bright-GloTM
 

Luciferase
 

Assay
 

System,并用Promega
 

GloMax生

物发光检测仪检测相对光单位。确定效应细胞后,进行细胞建库以便实验可以长期进行。

注:(a)
 

泳道 M1为λ-Hind
 

III
 

digest
 

DNA
 

marker;泳道 M2为

DL2000
 

DNA
 

marker;泳道S为Wnt3a-Fc/PL101重组质粒Hin-

dIII+EcoRI双酶切片段,白色方框中为目标片段Wnt3a-Fc。(b)
 

NC膜中S为CHO-K1/Wnt3a-FC/PL101转染上清;P为阳性对

照;B为空白对照。

Notes:
 

(a)
 

lane
 

M
 

is
 

λ-Hind
 

III
 

digest
 

DNA
 

marker;
 

lane
 

M2
 

is
 

DL2000
 

DNA
 

marker;
 

lane
 

S
 

is
 

double
 

enzyme
 

section
 

of
 

Wnt3a-

Fc/PL101
 

recombinant
 

plasmid.
 

(b)
 

blot
 

S
 

is
 

the
 

CHO-K1/

Wnt3a-FC/PL101
 

transfection
 

supernatant;
 

blot
 

P
 

is
 

positive
 

con-

trol;
 

blot
 

B
 

is
 

blank
 

control.

图3 Wnt3a蛋白表达
 

(a)
 

载体酶切鉴定;(b)
 

Dot
 

blot检测

Fig.3
 

Expression
 

of
 

Wnt3
 

protein
 

(a)
 

Vector
 

digest
 

identification;
 

(b)
 

Dot
 

blot
 

detection

1.7 RGA方法优化

1.7.1 Wnt3a浓度确认。将HEK
 

293/TCF-LEF/Luc2p
细胞在完全培养基中以7×105/mL的密度,50

 

L每孔接

种于96孔板中。Wnt3a
 

Expi上清1∶2稀释起始,50
 

L每孔,2倍比,9个浓度,总体系100
 

L。培养及检测

条件同1.6.3。为了简便数据分析,将1∶2起始浓度设

定为500的数值。

1.7.2 DKK-1浓度确认。在Wnt3a
 

1∶16固定作用浓

度下,DKK-1抗原100
 

g/mL起始,25
 

L每孔,2倍比,

8个浓度,总体系100
 

L。其余条件及操作同1.6.3。

1.8 DKK-1抗体生物活性检测

RGA效应细胞于0.02%
 

EDTA
 

0.05%
 

Trypsin
消化后收集后,重悬于10%

 

FBS
 

RPMI1640/DMEM培

养基中,调整密度至1.4×106mL-1,25
 

L每孔接种于

96孔板中。Wnt3a上清1∶4倍稀释,DKK-1稀释至

100
 

g/mL,各25
 

L每孔加入96孔板。鼠源DKK-1
抗体0.37

 

g/mL,
 

25
 

L每孔加入96孔板;人源化

DKK-1抗体100
 

g/mL起始,3倍比,6个浓度,25
 

L
每孔加入96孔板。37

  

℃、8%
 

CO2 条件下孵育16
 

h后

加入100
 

L
 

Bright-GloTM
 

Luciferase
 

Assay
 

System,Pro-

mega
 

GloMax
 

生物发光检测仪检测相对光单位。

2 结果与讨论

2.1 Wnt3a蛋白表达

Wnt3a刺激是启动该活性检测系统的首要步骤。
由于Wnt配体含有大量保守的半胱氨酸残基和脂质修

饰,对Wnt功能至关重要的高疏水性使得分离和纯化该

蛋白较为困难[25-28]。自1972年成功构建第一个重组DNA分子以来[29],分子生物学技术得到了快速发展和

广泛应用[30,31]。本研究构建Wnt/β-catenin信号通路的配体Wnt3a的表达载体,如图3(a),Lip2000瞬时转

染CHO细胞后,Dot
 

blot检测结果显示为蛋白表达良好,如图3(b)。为了大量获取检测用蛋白,将质粒进
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行Expi转染,获得了含量较高的目的蛋白上清。

图4 RGA效应细胞筛选
 

(a)
 

报告基因质粒图谱;
(b)

 

母克隆筛选;(c)
 

亚克隆筛选

Fig.
 

4 RGA
 

effector
 

cell
 

screening
 

(a)
 

Plasmid
 

Profile;
 

(b)
 

Maternal
 

clone
 

screening;
 

(c)
 

Subclonal
 

screening

2.2 HEK
 

293/TCF-LEF/Luc2p效应细胞构建

pGL4.49[Luc2p/TCF-LEF
 

RE/Hygro]质粒反

应元件模式图见图4(a),经过质粒扩增及制备后用

于细胞转染。利用电转仪将pGL4.49[Luc2p/TCF-
LEF

 

RE/Hygro]载体导入 HEK
 

293细胞,获得在

TCF-LEF反应元件调控下表达荧光素酶基因的效应

细胞。随后,利用 Wnt3a刺激潮霉素B抗性池中的

细胞株来筛选细胞,在我们鉴定的8个母克隆中

1-B5显示出较高的荧光素酶响应信号,如图4(b)。
为保证检测细胞的单克隆性,实现更好的方法学精密

度,我们采用有限稀释法[32,33]对1-B5母克隆进行了

亚克隆筛选,筛选结果显示,亚克隆1-B5-3-H6不仅

呈现出较高的响应值,而且具有最优的信噪比,如图

4(c),因此,选定1-B5-3-H6作为后续报告基因分析

(RGA)实验的细胞株,以确保实验结果的稳定性和

一致性。

2.3 RGA方法优化

为了确定报告基因法检测DKK-1抗体的最优反

应条件,我们对Wnt3a及DKK-1的工作浓度进行了

优化。首先,我们尝试优化刺激 HEK
 

293/TCF-
LEF/Luc2p细胞的Wnt3a的工作浓度,用不同稀释

比的Wnt3a溶液孵育细胞,通过拟合剂量反应曲线,
如图5(a),我们发现在1∶16的稀释比下,Wnt3a刺

激产生的发光信号最强。基于这一结果,我们选择

1∶16的稀释比作为Wnt3a的最佳工作浓度。
随后,我们进一步优化了DKK-1蛋白在RGA

中的应用浓度,在已确定的 Wnt3a最佳工作浓度基

础上,将细胞与不同浓度的DKK-1(起始工作浓度

25
 

g/mL,2倍比稀释)共孵育,如图5(b),为保证抗体有足够的反抑制信号区间,最终确定25
 

g/mL为

DKK-1的最佳工作浓度,确保实验灵敏度和可靠性。

注:为了更好的数据呈现,将Wnt3a
 

1∶2稀释比设定为500的数值。

Note:
 

For
 

better
 

data
 

presentation,
 

the
 

initial
 

concentration
 

of
 

Wnt3a
 

1∶2
 

dilution
 

was
 

set
 

to
 

500.

图5 检测蛋白浓度优化
 

(a)
 

Wnt3a蛋白;(b)
 

DKK-1蛋白

Fig.
 

5 Optimization
 

of
 

detection
 

protein
 

concentration
 

(a)
 

Wnt3a;
 

(b)
 

DKK-1
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2.4 DKK-1抗体生物活性评估

Wnt3a刺激及DKK-1抑制的最佳工作浓度确定后,为验证本方法的实用性和准确性,对实验室中的鼠

源和人源化DKK-1抗体进行了活性评估。研究结果显示,在RGA方法中,两种鼠源抗体通过降低DKK-1
抑制能力而增加响应值,如图6(a),有效地反映了它们的生物活性。对于人源化抗体,通过完整的剂量反应

曲线,我们获得了各个抗体的EC50值,如图6(b),这不仅有效评估了抗体活性,而且为筛选出具有最佳生物

活性的人源化抗体提供了可靠的数据支持。

图6 RGA评估DKK-1抗体生物活性
 

(a)
 

鼠源抗体活性检测;(b)
 

人源化抗体活性检测;莶莶莶莶:p<0.000
 

1
Fig.

 

6 Bioactivity
 

evaluation
 

of
 

DKK-1
 

antibodies
 

(a)
 

DKK-1
 

antibodies
 

(mouse);
 

(b)
 

DKK-1
 

antibodies
 

(humanized);莶莶莶莶:
 

p<0.000
 

1

3 结论

报告基因法(RGA)是研究基因表达和蛋白活性检测的一种重要方法,用于研究基因表达和蛋白质活

性,能够评价药物对特定信号通路或基因的作用影响,进而揭示药物的作用机制并测试其活性[34]。本研究

基于DKK-1在Wnt/β-catenin信号通路中的作用机制,建立一种检测DKK-1抗体生物活性的RGA。首先

通过表达载体构建及重组蛋白表达平台,制备了启动该检测系统的刺激蛋白 Wnt3a。然后获得体外反映

Wnt/β-catenin信号激活或抑制的检测细胞,Wnt3a可与细胞表面的受体结合从而触发信号通路,驱动下游

荧光素酶基因的表达。利用该机制,筛选了具有高响应值及高信噪比的单克隆细胞作为检测系统的效应细

胞。利用DKK-1竞争性抑制Wnt3a蛋白的刺激作用,逆转荧光素酶的表达,从而实现了对DKK-1抗体生

物活性的评估。方法优化后的模拟实验结果表明,DKK-1抗体可以剂量依赖性降低DKK-1的抑制作用,恢
复荧光素酶的表达,确认了该方法的可行性和有效性。该新方法的建立预计将进一步促进多种新型DKK-1
抗体类药物的筛选评估及其在后续开发过程中的质量控制。
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