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摘  要：抗体偶联药物（ADC）结构复杂，且结构与作用机制相关，体内作用过程中存在多种机制相关的形式，并且可能发

生时间/过程依赖性变化，因此药动学研究难度大。此外，小分子载荷的毒性较大，应特别关注脱靶、非预期释放或者代谢导

致的风险或影响。采用恰当、准确可靠的分析方法表征 ADC 及各组成部分的药动学行为对 ADC 药物研究至关重要。结合

ADC 药物的偶联结构特点，介绍 ADC 药物中 ADC、抗体或抗体片段、连接子和载荷等各种成分生物分析的策略及技术要

点，旨在为 ADC 药物以及其他偶联药物的研究和研发提供一定参考。 
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Abstract: Antibody drug conjugate (ADC) has a complex structure, which is closely related to the mechanism of action. There may 

be various forms of existence during the action process of ADC, and the forms of existence may be time/process dependent, bringing 

difficulties for pharmacokinetic research. One form of the existence is the small molecule payloads, which have obvious toxicity, and 

should be paid attention to the risk of off-target, unexpected release or metabolism. It is crucial to build appropriate, accurate, and 

reliable analysis methods to fully characterize the pharmacokinetic behavior of ADC and its corresponding components. This article 

introduces the strategies and key points of bioanalysis for ADC, antibody or fragment, payloads, at the early drug discovery phase, 

preclinical studies, and clinical trials periods during ADC drug development. This paper is hope to provide certain references for the 

development of ADC and other conjugate drugs.  
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抗体偶联药物（ADC）是一类由抗体或抗体片

段、连接子和载荷组成的靶向生物药物。其结构为

采用特定的连接子将靶标特异性的抗体与小分子
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药物（即载荷，如高杀伤性的细胞毒性药物）偶联

起来[1-6]，通常抗体或抗体片段（下文统称抗体）发

挥靶向特异性，载荷发挥药效如肿瘤杀伤作用；有
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些情况下抗体也可发挥药效作用。载荷通常为相对

分子质量小、药效强、血浆半衰期短的小分子化学

药物，如微管抑制剂、拓扑异构酶抑制剂、免疫调

节剂等。 

ADC 结合了靶组织的特异性和选择性，表现出

较好的临床疗效和相对较好的安全性。自 2000 年

首款 ADC 药物 Mylotarg（吉妥珠单抗奥佐加霉素）

获 FDA 批准以来[7]，截至目前，全球已有 19 种 ADC

药物获批上市，主要用于治疗血液恶性肿瘤和实体

瘤等[7-10]。随着抗体药物的发展、偶联技术的进步、

生产工艺的不断完善等，ADC 疗效和应用不断得到

拓展，研发的积极性持续高涨。目前超过 400 种

ADC 药物正处于不同的研发阶段，多款 ADC 药物

已申报上市或正在开展临床研究。 

1  生物样品分析对象 

ADC 偶联结构复杂，进入体内后在发挥作用过

程中可能存在多种机制相关的形式，如 ADC、游离

抗体、游离载荷、连接子-载荷等，并且上述存在形

式可能发生时间/过程依赖性的变化，因此 ADC 的

药动学研究难度大，采用恰当、准确可靠的分析方

法良好表征 ADC 及各组成部分，提供充分的药动

学关键信息对 ADC 药物的研发至关重要[11-17]。 

在 ADC 体内的多种存在形式中，小分子载荷

的毒性较大，脱靶、非预期释放或者代谢导致的风

险或影响值得关注，建议在整个研发过程中均予以

关注，给予充分表征和分析。 

ADC 生物样品分析的对象可概括为 3 个方面：

（1）ADC 相关成分的定量分析：ADC 药物在生物样

品分析中其存在形式通常包括 ADC、抗体或抗体片

段、连接子和载荷以及载荷相关代谢产物。考虑作用

机制相关性、生物分析方法等因素，通常可考虑测定

总抗体（包括 ADC 中的抗体以及游离/非偶联抗体）、

ADC、游离载荷、载荷相关代谢产物。还可以基于上

述成分的定量分析结果来描述药物-抗体比（DAR）

值。ADC 的 DAR 值及 DAR 值分布甚至体内外 DAR

值的变化对其安全性和有效性都有重要影响，应关

注并加以表征[2]。ADC 及相关组成成分的定量是

ADC 研发过程中生物样品分析的重点，为临床研发

策略及给药方案的制定提供必要和关键信息，本部

分内容亦是 ADC 上市注册申报资料中必要的组成

部分，本文将重点对此部分内容进行阐述。（2）抗药

抗体的分析：包括 ADC 的抗药抗体及中和抗体测

定，以表征 ADC 的免疫原性[11,15]。（3）其他：在非

临床研究阶段，往往还会开展放射性标记的物质平

衡研究，获得其组织分布及代谢等结果[2-3,12]。在非

临床研究和临床试验阶段，开展必要的药效学研

究，描述其作用机制及药效学结果。组织分布及相

关药效学指标、生物标志物等需要准确定量。 

2  生物样品分析策略 

在药物研发的各个阶段，由于研究目的和研究

基础不同，生物样品分析的策略、重点和难点可能

有所不同[13-15]。 

在药物研发初期，需充分关注血浆 /血清中

ADC 及各组成成分的定量分析，DAR 值及 DAR 值

分布/变化亦为研究重点[2-3]，可为 ADC 的安全性和

有效性提供重要信息。 

临床前研究阶段是在动物体内对药物安全性

和药理药效的初步探索阶段，研究基础较弱，所需

获取的信息较多，因此涉及的分析方法最多。一般

需全面关注 ADC 相关成分的定量分析，包括总抗

体、ADC、偶联状态载荷、游离载荷、代谢物等。

并基于上述成分的定量分析大致描述 ADC 的 DAR

值及 DAR 值分布，表征 ADC 的药动学，并充分关

注小分子载荷的释放及代谢研究。 

在临床试验阶段，从首次人体研究开始至临床

研发后期，理想状况下，应检测并获得 ADC、抗体、

载荷及药理学活性代谢物的数据，获得上述成分在

一定剂量范围内的药动学特征，药物的药效/疗效以

及安全性表现。基于上述数据开展充分的暴露-有效

性、暴露-安全性关系分析，从而为后续研究的剂量

选择提供依据[1-3]。早期研究中应充分获得 ADC 及

其组成部分的数据并能清晰阐明其中规律，如早期

临床试验的药动学特征应充分表征总抗体和 ADC

浓度之间的相关性、游离载荷及药理学活性代谢物

的全身暴露量。 

理想情况下，ADC 中的载荷跟随抗体部分到达

靶部位，抗体与其靶抗原结合后，通过内吞作用等

作用机制，将有效载荷暴露于细胞内靶标，特异性

发挥药效，从而降低全身非靶部位的暴露和毒性。

但由于各种原因，载荷不可避免地会发生非预期解

离或脱落，产生游离载荷，对安全性产生影响，故

应关注。通常情况下，游离载荷的数据关系到药物

的安全性信息，为必要的数据基础。极特殊情况下，

如游离载荷浓度较低，无法通过具有足够灵敏度的

分析方法实现有效测定，应在注册申报资料中充分

提供游离载荷无有效定量检测结果的依据和证据，
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并对上述情况的影响进行评估。 

若前期已获得充分的研究基础，如非临床药

理学数据、早期临床药动学及安全性数据可充分

阐述 ADC 的作用机制、非偶联抗体的药理学活

性、代谢物的药理学活性等，且已初步总结获得

了 ADC 及组成部分对安全性和/或有效性贡献的

暴露-效应数据，经充分评估后，可考虑在后期临

床研究中对 ADC 某个或某几个组成部分减少或

不予检测。如：若 ADC 的抗体仅用于充当载体递

送游离载荷，并且已有可靠研究结果显示总抗体

浓度与 ADC 浓度高度相关，则可考虑不对总抗体

进行定量检测。 

考虑作用机制及研究目的，在部分独立的临床

药理学研究中对生物分析有一定特殊考虑[1,8,16-17]：

（1）对于肝/肾功能不全人群研究，应检测 ADC、游

离载荷和药理学活性代谢物。如果抗体亦发挥作用

机制，还应检测总抗体。（2）对于校正 QT间期（QTc）

评估，通常仅需检测游离载荷及药理学活性代谢物

（如有）。（3）对于药物-药物相互作用（DDI）研究，

可基于灵敏度足够的生物分析方法对游离载荷及

其药理学活性代谢物进行检测。但是，如果抗体预

期以抑制剂、诱导剂或底物的形式参与 DDI，建议

同时检测 ADC 或总抗体。（4）对于药动学可比性

研究（例如，对于生产工艺变更、处方变更前后产

品），应对 ADC 及各组成部分的浓度进行检测。 

3  生物样品分析方法 

稳健的生物样品分析方法是获知 ADC 及各组

成成分行为信息的前提。ADC 的生物分析方法具有

一定的复杂性，在进行药动学样品生物分析前，需

要根据 ADC 的组成、理化特性、体内代谢情况以

及对检测灵敏度和线性范围的要求等因素，选择和

建立合适的生物分析方法[18-20]。对于拟在药品上市

注册申报资料中提供的分析数据，相应分析方法应

经过充分考察，建议参照 ICH《M10：生物分析方

法验证及样品分析》相关要求[21]进行方法学验证及

生物样品分析。 

值得一提的是，肿瘤细胞膜上的靶标蛋白可能

会因酶切割、细胞凋亡等原因脱落进入血液循环。

这些脱落靶标亦可能与抗体结合形成复合物，消耗

药物并降低疗效。故当抗体靶标脱落至体循环并具

有临床意义时，应开发可靠的生物分析方法，对循

环中与脱落靶标结合的 ADC 和未与脱落靶标结合

的 ADC 加以区分。 

3.1  DAR 值 

对于 DAR 值及 DAR 值分布，可以采用疏水作

用色谱法-紫外检测（HIC-UV）方法以及液相色谱-

质谱联用（LC-MS/MS）等方法[9-10]。尤其是随着技

术发展，可充分利用液相色谱-高分辨质谱（LC-

HRMS）在蛋白分析方面的优势[10]。 

3.2  小分子载荷及其代谢物 

小分子载荷及其代谢物的全身暴露可能较低，

故其生物分析方法应足够灵敏，足以反映可能具有

临床意义的全身暴露的微小变化。对于结合型载

荷、游离型载荷以及载荷相关代谢产物的检测，一

般采用 LC-MS/MS 方法[8-9]。 

3.3  总抗体及 ADC 

对于总抗体和 ADC，目前采用较多的分析方法

为酶联免疫吸附（ELISA）和液相色谱-质谱联用仪

（LC-MS）方法[7-8,16]。 

LC-MS/技术是将液相色谱（LC）的高效分离能

力与质谱（MS）强大的鉴定和定量能力相结合的分

析技术。随着接口技术［从热喷雾电离到电喷雾电

离（ESI）/大气压化学电离（APCI）］、质谱技术（从

四极杆到 Orbitrap 高分辨）和液相技术［（从高效液

相色谱（HPLC）到超高效液相色谱（UPLC）］三要

素的发展，LC-MS 成为了现代分析科学的不可或缺

的工具。随着超高效液相色谱-电喷雾-高分辨质谱

（UPLC-ESI-HRMS）的发展，以及亲和捕获技术等

在 LC-MS 中的应用，该技术已经成为生命科学、生

物医药等领域不可或缺的大分子分析工具。采用

LC-MS 可以实现分析抗体、小分子载荷以及两者的

偶联比例和位点的分析，这是其他技术难以实现

的。其具有高特异性和高灵敏度、高通量、无需特

定抗体等优点，而且可以提供详细的结构信息，但

该技术的应用依然面临一定挑战，如样品前处理复

杂、数据分析复杂、设备成本高，对操作人员有一

定要求等。 

ELISA 方法是一种基于抗原-抗体特异性结合反

应，并利用酶标记物进行放大和显色，从而对目标物

进行定性和定量分析的经典生物化学技术。根据结

合过程，ELISA 法可以分为直接法、间接法、夹心

法、竞争法等。ELISA 法具有高灵敏度（pg·mL−1级

别）、高特异性、高通量、操作简便、成本较低、结

果直观等特点。但该方法需要高质量、高特异性的捕

获抗体-检测抗体对，若抗体特异性不高，可能导致

假阳性结果。测定过程相对耗时繁琐，且定量范围受
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限、可能存在钩状效应。另外 ELISA 方法获得信息

较为单一，不能直接提供 ADC 药物的 DAR 信息。 

总体而言，ELISA 法利用抗体的特异性进行靶

向检测，适用于已知目标物的高通量、低成本筛查

和定量。LC-MS 利用物理化学性质进行分离和鉴

定，更适用于未知物探索、多组分同时分析、结构

鉴定以及没有合适抗体时的精确定量。两者和其他

药效学指标的检测方法共同构建了 ADC 药物研发

中的主要检测技术体系。 

3.4  免疫原性 

对于抗药抗体和中和抗体的测定，常用的有

ELISA 方法，电化学发光法（MSD）等[8-10,15]。 

3.5  其他检测 

对于开展放射性标记物质平衡研究的生物分

析，通常需要使用放射性和非放射性的分析方法。

对于生物样品的放射性分析，可使用放射性计数技

术进行定性、定量分析，例如：液体闪烁计数（LSC）、

加速器质谱（AMS）、HPLC 串联放射性检测器等，

并应对方法的准确性和可靠性进行确认[22]。 

对于药效学指标和/或生物标志物，可根据相关

指标的具体特点采用相应的生物样品分析方法。如

对于 Trop2 靶点蛋白，其表达水平与肿瘤的侵袭性

和转移呈正相关，其检测可采用全自动免疫组织化

学法等。 

4  案例分析 

维泊妥珠单抗（POLIVY 优罗华）由罗氏制药

研发，通过其中靶向 CD79b 蛋白的单克隆抗体，将

细胞毒性的小分子载荷单甲基澳瑞他汀 E（MMAE，

C39H67N5O7）递送至肿瘤细胞，抑制癌细胞生长，

主要用于治疗复发或难治性弥漫大 B 细胞淋巴瘤

（DLBCL），于 2019 年在 FDA 首次获批上市[8]。药

物 DAR 值为 3～4。 

该药物中的载荷 MMAE 已在 ADC 中广泛应

用，具有高活性、靶向性和旁观者效应，可显著提

升肿瘤治疗的精准性和疗效。已有研究结果表明该

物质化学结构稳定，在血浆、肝溶酶体等环境中不

易降解。MMAE 主要经肝脏代谢，通过胆汁分泌和

粪便排泄，部分经尿液排出，且其代谢产物活性较

低。综合上述特点，在其临床前和临床研究中，针

对游离及结合的MMAE原型进行了密切跟踪分析。 

4.1  分析策略 

临床前进行了药理学、药动学/毒代动力学、一

般毒性、遗传毒性、致癌性、生殖毒性等研究，上

述研究中检测了抗体、ADC、MMAE 以及代谢物，

并描述了各自药动学特征。 

本品注册申报时开展了 4 项临床研究，对抗体、

ADC 以及游离 MMAE 进行了测定。基于相关数据

获得了药动学特征，并进行了定量药理学分析。 

临床前还开展药理药效研究以及分布、代谢/消

除研究。 

4.2  分析方法 

本品药物开发中使用了多种分析方法，对于抗

体、总抗体以及 ADC，使用或者交叉使用了 ELISA

方法、免疫亲和 LC-MS 方法；对于偶联或者游离的

MMAE，采用 LC-MS/MS 方法进行检测[2,8]。 

4.2.1  ADC 及相关成分的定量分析  （1）ELISA

方法测定抗体和 ADC：抗体（游离及偶联状态，即

总抗体）以及 ADC 浓度采用半均相测定法（SHA）

测量，使用人或食蟹猴的 15 个氨基酸肽链捕获目

标待测物，并使用连有辣根过氧化物酶（HRP）的

生物素化羊抗人 Fc 抗体进行检测。（2）免疫亲和

LC/MS 方法测定抗体和 ADC：临床前和临床试验

阶段，采用了 LC-MS 方法测定维泊妥珠单抗和/或

ADC 中的抗体。首先在 96 孔板中对血浆中的维泊

妥珠单抗和 ADC 内标物进行抗体特异性的免疫亲

和捕获并进行富集。用木瓜蛋白酶消化固定的

ADC，释放游离的 MMAE 和内标分析物，随后用

500 μL 的乙醇-水（体积比 70∶30）进行洗脱。将洗

脱液用 50 ℃的氮气流挥干，将得到的固体用 50 μL

的水溶解。该样品使用 500 μL 的乙腈/甲醇（体积

比为 70∶30）进行蛋白沉淀，取其上清液用 50 ℃

的氮气流挥干，再用 250 μL 的甲醇/水/甲酸（体积

比 50∶50∶0.1）溶解。使用 LC-MS/MS 正离子电喷

雾模式对最终提取物定量分析。其中 MMAE 定量离

子对为 m/z 718.7/152.2，MMAF IS 定量离子对为 m/z 

732.7/170.2。该方法定量范围为 0.5～50.0 nmol·L−1。

（3）LC-MS/MS 方法测定 MMAE：偶联状态的

MMAE，采用亲和捕获方法捕获 ADC 后用酶切方

法释放 MMAE，而后采用 LC-MS/MS 方法进行测

定。游离 MMAE，临床前阶段通过固相萃取（血浆）

或液-液萃取（尿液和粪便匀浆）从生物基质中提取

游离 MMAE，再使用 LC-MS/MS 法测定。临床阶

段人血浆中的游离 MMAE 则采用蛋白沉淀提取。

取部分上清液用 40 ℃的氮气流挥干，后用水/甲酸

（体积比 100∶0.1）复溶。使用经验证的 LC-MS/MS

正离子电喷雾模式对提取物进行分析。该方法定量
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范围为 0.035 9～17.900 0 ng·mL−1。 

4.2.2  抗药抗体的定量分析  采用配体结合试验

平台，对本品抗药抗体进行测定。其中临床前研究

显示，在抗药抗体（ADA）阳性和 ADA 阴性的动

物中，ADC 的暴露并无明显影响。 

4.2.3  其他   药理药效学实验：开展了与靶标

CD79b 的结合力实验、Fcγ 受体的结合力实验等，

采用了结合或竞争结合的方法，用流式细胞仪进行

检测。以及放射性标记的竞争结合实验，并测定其

中的放射性信号。 

分布研究：单次 iv 给予 125I 或 DOTA-111In 标记

抗体的 ADC 或维泊妥珠单抗抗体，在给药后 14 d 内

多个时间点收集血液及器官组织。所有样品均使用

γ-计数器进行分析，少数血浆样品同时采用在线

SEC-HPLC-放射性探测器检测。 

组织分布和消除代谢研究：给予维泊妥珠单抗-

[3H]MMAE，通过液闪计数器来测量血液或组织匀

浆的放射性，并采用 LC-MS 或者 LC-MS/MS 进行

检测，以获知其代谢和消除。 

5  结语 

由于 ADC 药物相对复杂的结构、体内作用过

程和存在形式，以及小分子载荷相关的安全性风

险，所以恰当、准确可靠的分析表征方法和分析策

略对其研发至关重要。本文结合国内及国际监管机

构审评技术要求，介绍了 ADC 药物生物样品分析

常用的分析手段，阐述了 ADC 药物各个研发阶段

的分析策略及重点，旨在为 ADC 药物研发中合理

开展生物样品分析，提供必要的数据基础提供建

议。近年来，随着科学技术的发展，其他偶联药物，

如蛋白偶联药物、抗体放射性偶联药物、多肽偶联

药物、核酸偶联药物等也在不断得到开发并取得进

展[23]，本文所述的生物样品分析策略和分析技术也

可为上述偶联药物提供参考。 
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