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组织交叉试验中多路径体系技术难点的探索和研究 
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摘  要：组织交叉反应（tissue cross reactivity，TCR）是单克隆抗体药物开发过程中临床前安全评价的重要组成部分。TCR
试验的目的是发现单抗药物和靶抗原以外表位结合，为体内试验毒副作用的监控提供参考。按照 FDA、EMA和 CFDA要求，

TCR 需在新药临床申请Ⅰ期临床试验前完成。近年随着单克隆抗体研发由鼠源型向全人源化单抗的转变和发展，免疫组织

化学在很多技术环节上出现了新的问题和挑战。结合自身实际工作的经验和近年来国内外组织交叉反应研究的进展，探讨并

总结单抗药物研发中 TCR试验中的相多路径体系技术难点的探索和研究经验，期望能为进一步提高我国 TCR试验质量，并

增加 TCR试验对体内毒理学评价及安全用药的参考价值提供一定的参考。 
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Exploration on technical difficulties of multipath system in tissue 
cross-reactivity studies 
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Abstract: Tissue cross-reactivity (TCR) studies play an important role in the preclinical safety evaluation of monoclonal antibody 
(mAb) drugs. The objective of TCR studies is to find out off-target binding sites of mAbs, and provide valuable predictions for the 
toxicological evaluation and safety medication in vivo. According to the new drug application requirements of FDA, EMA and 
CFDA, TCR studies need to be carried out before Phase I clinic trails. As the origin of mAb drugs was transferred from murine 
antibodies to fully humanized antibodies in current years, immunohistochemical methods used in TCR studies were confronted with 
some new problems and challenges. Taking our own experiences and recent progress on TCR studies at home and abroad together, 
the authors summarized the recent exploration on technical difficulties of multipath system in TCR studies. This may provide 
valuable insight for further improving the quality of TCR studies and increase the predictive value of TCR studies for in vivo 
toxicological evaluation in China. 
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特异性单克隆抗体药物治疗是恶性肿瘤[1-2]、自

身免疫性疾病[2-3]和器官移植后免疫排斥反应[2-4]等

疾病靶向治疗的主要手段之一，也是近几年药物开

发的重点和热点。组织交叉反应（ tissue cross 
reactivity，TCR）是单克隆抗体药物开发过程中的

重要组成部分。TCR试验采用免疫组织化学技术，

对一系列人和动物的组织进行染色。目的是发现单

抗药物和靶抗原以外表位结合，为临床前毒性试验

相关动物种属的确定，以及临床试验毒副作用的监

控提供参考[5]。按照 FDA、EMA 和 CFDA 要求，

TCR需在新药临床申请Ⅰ期临床试验前完成[6-8]。 
早期，单抗药物主要是鼠源性单克隆抗体， 
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有较强的免疫原性，注射后很快会诱导人体产生抗

体，从而产生耐药；另外，作为异种蛋白也可能会

引发过敏反应。随着分子生物学技术和生物制药技

术的飞速发展，近年单克隆抗体研发由鼠源向全人

源化单抗转变，这也使 TCR试验中免疫组织化学方

法在很多技术环节上出现了一些新的问题和挑战。

人源化单克隆抗体虽然没有明显免疫原性，但是人

组织中可能会有 Fc受体，可与药物的恒定区结合，

从而产生非特异性着色；另外，如果采用跟鼠源性

单抗相同的显色系统，就会受人体自身 IgG的影响，

导致非特异染色增多。本文中笔者就单抗药物 TCR
试验中多路径体系中存在的技术难点，结合自身实

际工作的经验和近年来国外组织交叉反应研究的进

展进行探讨并总结。 
1  人体和动物组织的选用 
1.1  手术组织或尸检组织的选择 

TCR试验中人组织来源主要有两种途径：尸体

解剖组织和手术标本。手术标本是推荐的人组织来

源，可及时冻存或固定，形态学和抗原保存更佳，

但部分组织不易获得，如脑、垂体、心脏等；另外，

手术切除组织经常带有某一种疾病，不符合要求，

这就需长时间甄选收集。而尸体解剖组织，解剖一

具遗体就能收集所需全套组织，但受传统观念影响，

国内目前遗体捐赠少，解剖率明显低于欧美，且捐

赠手续繁琐，从捐赠者死亡到组织冻存或固定时间

较长，形态学和抗原保存欠佳（图 1）。当今，欧美

发达国家 TCR 试验用人体组织主要来自商业化运

作的“组织银行”，而我国标准化 TCR人体组织库

尚未发展成熟，仅少数公司能提供组织购买服务， 

 

尸检心脏组织 CD31染色在血管内皮呈现较松散颗粒状，说明尸

检组织保存欠佳，抗原已经开始崩解；手术乳腺组织 CD31 染色

在血管内皮呈现连续线性表达，说明手术组织固定及时，抗原保

存良好。比例尺代表长度为 40 μm 

图 1  尸检心脏组织（A）和手术乳腺组织（B）CD31染色

比较 
Fig. 1  Comparison of CD31 staining between postmortem 
cardiac tissue (A) and surgical breast tissue (B) 

且组织种类严重不全，因而造成现阶段国内人体组

织获取困难，且组织质量参差不齐[9]。 
1.2  冰冻组织与石蜡组织比较  

据 FDA和 EMA要求，通常采用人和动物的冰

冻组织进行 TCR 试验[7,8,10]。冰冻组织未经过固定

液处理，最大可能使抗原的结构接近生理状态，是

理论上首选的试验标本。但冰冻组织需要低温冷冻

保存，且对切片技术要求较高，镜下形态保存欠佳

（图 2A和 2C），造成抗体定位靶抗原困难，进而影

响亚细胞精确定位的判断（图 3A）；另外，富含脂

肪组织，如乳腺和皮肤，以及较硬组织，如骨，很

难完成制片。 
尽管目前大多数药品监管机构的指导原则不推

荐使用石蜡组织进行 TCR研究，但目前我国人体冰

冻组织的获取仍有一定困难，大部分国内获得的人

体冰冻组织来源复杂，组织质量参差不齐。如果从

国外购买，组织来源的人种遗传背景与我国人群有

很大不一致性，这可能会影响 TCR 试验的指导价

值。因此，现阶段甲醛固定并石蜡包埋的组织在我

国 TCR 试验中仍有重要价值，这也是 CFDA 继续

批准石蜡组织可以用于 TCR试验的重要原因[6]。与

冰冻组织相比，石蜡包埋组织保存方便，形态保存

良好（图 2B 和 2D），亚细胞定位准确（图 3B）。
但也应注意到固定、包埋和修复过程可改变组织的

抗原结构，导致原有抗原结合表位消失，从而导致

TCR试验失败；偶尔也会产生新的化学或空间结 

 
所有组织均为 PBS替代一抗，孵育后生物素系统显色。与冰冻切

片相比，石蜡组织淋巴组织各结构清晰，形态保存良好。A和 B
的比例尺代表长度为 200 μm，C和 D的比例尺代表长度为 40 μm 

图 2  人扁桃体组织冰冻（A，C）和石蜡组织（B，D）镜

下形态学比较 
Fig.2  Morphological comparison between frozen (A, C) 
and paraffin-embedded (B, D) human tonsil tissues 
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在冰冻切片上，由于组织形态和抗原保存欠佳，单抗药物 A染色

呈现较松散的颗粒状，亚细胞定位比较困难；在石蜡切片上，组

织形态和抗原保存很好，单抗药物 A 染色呈现清晰膜/浆染色特

点。比例尺代表长度为 40 μm 

图 3  单抗药物 A在冰冻（A）和石蜡（B）人慢性扁桃体

炎组织染色比较 
Fig.3  Comparison of monoclonal antibody drug A staining 
results between frozen (A) and paraffin-embedded (A) 
human chronic tonsillitis tissues 

构，导致非特异性结合。因此，应采取具体情况具

体分析的原则，酌情选择冰冻或石蜡组织来进行不

同单抗药物的 TCR试验研究。 
1.3  组织块或芯片的选用 

在国内，目前组织芯片也广泛用于 TCR试验。

与组织块相比，组织芯片为多种组织集成，能“大

通量”地在短时间内完成试验；但各组织面积较小，

可能不能涵盖部分器官中所有组织成分，也容易脱

片；另外，同一器官或组织不同区域，抗原分布可

能会有一定异质性，芯片可能会导致试验结果的不

准确（图 4）。因此，组织芯片推荐用于 TCR 研究

预试验，能缩短摸索最佳反应条件所需时间[9,11,12]。 
2  单克隆抗体药物不同标记和显色系统的选择 

在人源化单抗 TCR试验中，常用二步法对药物 

 
食蟹猴结肠（A）仅取到黏膜，缺乏黏膜下层和肌层；食蟹猴宫

颈（B）仅取到鳞状上皮，缺乏腺上皮和纤维肌层。在使用组织

块进行试验时，发现单抗药物 B与结肠和宫颈的平滑肌纤维胞浆

有特异性结合，如果运用组织新芯片就可能漏检。比例尺代表长

度为 266.7 μm 

图 4  单抗药物 B在食蟹猴组织芯片上 TCR试验染色结果 
Fig.4  Staining results of monoclonal antibody drug B on 
cynomolgus monkey tissue chip 

进行生物素标记和显色。一个药物分子可同时标记

多个生物素，生物素和卵白素有很高的亲和力，且

1 个卵白素可同时与 4 个生物素结合。因此，卵白

素在与药物标记的生物素结合后，再可与生物素标

记的辣根过氧化物酶结合，组成信号放大和显色系

统，这大大提高了敏感性。卵白素与生物素间的结

合具有高度专一性，且不受酸、碱、变性剂、蛋白

溶解酶以及有机溶剂的影响[12]。生物素标记和显色

系统技术简单，成熟可靠，但缺点是体内很多器官

和组织，如肝、肾、胃等，存在着丰富的内源性生

物素，会产生较强的内源性非特异性着色，且不能

完全为阻断试剂盒所阻断，给判读造成一定困难（图

5A和 5C）。而 FITC标记和显色系统，现已逐渐成

为国际上 TCR试验首选。FITC的抗体标记技术成

熟，应用广泛。但现在的技术难点是缺乏成熟可靠

的抗 FITC 单克隆抗体，且价格高昂。如果直接使

用荧光显微镜显色，荧光切片不能长期保存，且石

蜡组织有较强自发荧光，这也会干扰结果的判读；

但其优点是人和动物组织无相应内源性物质，不会

产生非特异性着色，从而使结果判读简单可靠（图

5B和 5D）。  

 
肝（A）和肾（C）含有丰富的内源性生物素，虽用生物素阻断试

剂盒阻断，仍可见明显内源性非特异性染色；FITC系统无相应内

源性物质，肝（B）和肾（D）没有产生非特异性着色。比例尺代

表长度为 40 μm 

图 5  单抗药物 B分别使用生物素（A，C）和 FITC标记

（B，D）后显色效果比较 
Fig. 5  Comparison of monoclonal antibody drug B 
staining results with biotin- (A, C) or FITC-labeling (B, D) 

3  阳性和阴性对照组织的选择或制作 
TCR试验进行阳性和阴性对照筛选时，建议首

先选用组织块[12]。组织块靶抗原的分布和微环境更

接近体内状态。但在缺乏相应对照组织时，可以考
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虑使用细胞系、纯化蛋白和抗原包被的琼脂糖珠作

为对照品。筛选阳性对照组织时，可以选用表达相

关靶抗原的正常组织或肿瘤组织，经商业化抗体验

证后作为阳性对照组织使用（图 6A）；没有相关阳

性组织时，可利用分子生物学技术将相关靶抗原基

因导入特定细胞基因组，构建阳性细胞系；或将靶

抗原蛋白直接注射入动物组织，构建阳性组织块，

使用商业化抗体验证后使用（图 6B）。挑选阴性对

照组织时，则相对容易，只需选用公认不表达相关

靶抗原的正常组织、肿瘤组织或细胞，使用商业化

抗体验证后作为阴性对照组织使用。  
4  TCR 试验中药物最佳浓度和最高浓度的选择和

设定 
在 TCR试验中，首先需将标记好的单抗药物梯

度稀释后，分别对阳性对照和阴性对照组织进行染

色，建立免疫组化方法学参数。如图 7所示，最佳

浓度的设置，应选择与阳性组织出现明显结合的最

低浓度[7]；需注意最佳浓度的设置不可过低，否则

会影响试验敏感性。而最高浓度设置时，应选择与

阳性组织出现明显结合，但未在阳性对照和阴性对

照组织产生非特异性着色的最高浓度，这样才能保

证试验结果的特异性。另外，最高浓度不应超出动

物试验和人体试验能达到的最高血药浓度，这才可

以保证试验结果对体内毒理学评价的参考价值。 

 
单抗药物 A的靶点位于淋巴组织，我们选择人慢性扁桃体炎组织

为阳性对照组织，（A）为商业化抗体验证结果，阳性细胞主要分

布于淋巴组织滤泡生发中心；单抗药物 B没有筛选到合适阳性组

织，（B）为将靶抗原直接注射进大鼠皮内制作组织块后，商业化

抗体验证结果，可见皮内纤维结缔组织间明显阳性，可以用作阳

性对照组织。比例尺代表长度为 40 μm 

图 6  阳性对照组织的选择或制作 
Fig.6  Selection or production of positive control tissues 

 
A-C 为阴性对照组织（人子宫平滑肌瘤组织）染色结果，D-F 为阳性对照组织（人慢性扁桃体炎组织）染色结果。1 μg·mL-1浓度下，阴性对

照组织无染色，阳性对照组织可见较强染色；10 μg·mL-1浓度下，阴性对照组织出现微弱背景着色，阳性对照组织染色强度和范围与 1 μg·mL-1

浓度下染色无明显变化；50 μg·mL-1浓度下，阴性对照组织出现较强非特异性着色，阳性对照组织也在滤泡间区出现了较强背景着色。因此，

在浓度设定时，可以选择 1 μg·mL-1为最佳浓度，而最高浓度设定不要超过 10 μg·mL-1，这才能保证 TCR试验结果的特异性。比例尺代表长度

为 40 μm 

图 7  单抗药物 A浓度筛选结果 
Fig.7  Titer selection results of monoclonal antibody drug A 

5  对照组的设立 
在 TCR试验中，应设置不同对照来检测药物、

试剂、染色步骤与方法的可靠性，进而保证判读结

果的准确性和特异性。按照 FDA 1997 年指南[7]规

定：TCR试验需设立阳性对照（positive control）和

阴性对照（negative control）。此外，空白试剂对照

（ assay control）、组织可接受性对照（ tissue 
acceptability control）和同型对照（isotype control）

1 μg·mL−1 10 μg·mL−1 50 μg·mL−1 

1 μg·mL−1 10 μg·mL−1 50 μg·mL−1 
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也具有重要意义[5]。阳性对照和阴性对照可分别用

来保证染色过程成功和特异性。空白试剂对照，常

用磷酸盐缓冲液（phosphate bufferedsaline，PBS）
代替一抗，可帮助排除非特异背景染色。组织可接

受性对照，常用在组织中组成型表达蛋白，如

CD31、转铁蛋白受体或 Vimetin的抗体，确保组织

合格，抗原保存良好。而同型对照，要求除互补决

定区外，其他结构应与供试品药物结构完全相同，

这样可以排除由于 Fc 片段或其它非特异性吸附引

起的非特异性染色。 
6  TCR试验过程中免疫组化染色质量控制 

TCR试验中，免疫组化步骤较多，目前主要是

手工操作，需要多批次才能完成，因而容易受到多

种因素影响，从而造成不同批次染色结果之间有一

定差异。笔者的经验是，每批次试验设置阳性质控

对照组，通过观察不同批次间的免疫组化染色结果

变化，来确定不同批次间试验条件是否一致（图 8）。
由于手工操作有一定的局限性，笔者进行了机器自

动化免疫组化染色探索。机器操作，能最大程度保

证不同批次试验条件的一致性，染色效果也明显由

于手工操作（图 9）。 
7  免疫组化结果的解读和分析 

TCR试验结果的判读是整个试验的关键环节，

主要取决于病理学家对免疫组化技术的理解，对供

试品靶抗原组织分布的掌握，以及形态学和免疫组

化结果判读功底。在 TCR结果判读前，应对免疫组

化染色技术质量评估，如组织结构是否完整、脱蜡

是否充分、是否有脱片或干片等现象。如果质量不

合格，应重新试验。判读时需结合不同对照，做出

阳性或阴性结果判读（图 10）。作出阴性免疫组化

结果判读前，应排除是否由漏加试剂、一抗失效，

二抗与一抗不匹配、抗体孵育时间过短、显色试剂

失效和显色时间不够等原因造成的假阴性[5,12]。作

出阳性免疫组化结果判读时，也应结合不同对照组

结果，排除由封闭血清与二抗来源不一致、内源性

酶和生物素、抗体浓度过高、清洗步骤不充分、抗

体孵育和显色时间过长和组织假象等导致的假阳 
性[5,12]。假阳性结果可能会干扰经验不足的病理学

家的 TCR结果判读，从而将假阳性结果误判为真阳

性结果，判读困难时可以进行同行评议。阳性结果

应半定量地观察和记录染色强度和染色范围，也应

对染色进行亚细胞定位（细胞核/浆/膜），同时应记

录背景着色情况。 

 

虽然两个批次相差两个月，但这两个批次阳性对照组织染色范围

和强度一致，说明染色条件基本一致。比例尺代表长度为 40 μm 

图 8  单抗药物 A在 2016年 12月 8日批次（A）和 2017
年 02月 08日批次（B）阳性质控对照染色结果比较 
Fig.8  Comparison of monoclonal antibody drug A staining 
results in batches done on December 8, 2016 (A) and 
February 8, 2017 (B) 

 
机器染色深，颜色鲜艳，而手工染色浅，颜色晦暗。比例尺代表

长度为 1 000 μm 

图 9  单抗药物 B机器（A）和手工染色结果比较（B） 
Fig.9  Comparison of monoclonal antibody drug B staining 
results done by machine (A) or by manual operation (B) 

对于 TCR 试验结果对体内药物毒理反应和用

药安全指导有多大意义，目前仍存在较大争议。抗

体与非目标靶位的结合在体内试验时并不一定预示

相应部位的组织损伤，这预示 TCR试验结果与单抗

药物体内毒性反应并不一定高度相关[13]。因此，在

分析和预测阳性结果的毒理学意义时，要考虑到体

外 TCR试验环境，与体内单抗药物与靶点的结合环

境是有很大差异的。TCR试验中组织经冷冻、固定

和切片处理后，单抗药物可接触所有细胞成分，包

括细胞膜、细胞质和细胞核。而在体内，大分子药

物很难穿透细胞膜进入细胞内，与细胞浆和细胞核

中的抗原表位结合；另外，体内还存在着血−脑屏

障、血−眼屏障、血−睾屏障等，这也阻止了大分子
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单抗药物转运到这些组织[12]。因此需要结合体内毒

理学安全性评价数据，对 TCR试验结果进行综合评

估和解释，特别注意要避免过度解读（图 10）。 

 
PBS对照（A）和同型对照（B）未见染色，但单抗药物在 2 μg·mL-1

（C）和 10 μg·mL-1（D）浓度下，平滑肌纤维胞浆均可见着色。

考虑到体内单抗药物无法穿过细胞膜与胞浆内靶点结合，因而此

种结合没有毒理学意义。这与毒理学结果一致，体内临床前毒理

试验结果也未观察到毒性反应。比例尺代表长度为 40 μm 

图 10  A-D为单抗药物 B在食蟹猴结肠组织染色结果 
Fig.10  Figure A-D show the staining results of monoclonal 
antibody drug B on cynomolgus monkey tissue of colon 

8  结论 
TCR试验技术和结果判读有一定技术难度，且

目前国内单抗药物 TCR试验存在较多缺陷和不足，

如试验组织获得困难、组织质量参差不齐、技术体

系不成熟、病理学家的经验及专业判断欠缺等。本

文中笔者结合自身实际工作的经验和近年来国内外

TCR研究的进展，系统探讨并总结了单抗药物研发

中 TCR 试验多路径体系技术难点的探索和研究经

验。为保证 TCR试验高质量完成，笔者认为试验技

术人员，特别是病理学家对免疫学、形态学、免疫

组织化学、单抗药物研发相关理论和技术的熟练掌

握是前提；通过 TCR试验中多路径体系技术难点的

探索和研究，建立成熟的技术体系和严格的质量控

制体系是关键。另外，免疫组化结果要科学判读，

特别是要避免对结果的过度解读，必要时应结合体

内毒性试验结果进行综合分析。总之，推动和建立

TCR试验用组织、试验体系、试验操作、结果判定

及总结报告的标准化，这将有助于推动我国单抗药

物研究和开发的发展和进步，并达到世界先进水平。 
声明 
本文中所有图片均从济南金域医学检验中心与
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