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摘要:细胞因子是多种组织细胞中重要的信号分子，已成为临床试验中药效评

估、安全性监测等不可或缺的检测指标。鉴于当前细胞因子定量检测在临床试
验中面临多重问题与挑战的现状，中国药学会医药生物分析专业委员会组织多

位行业专家进行了深入的研讨。本文系统阐述了各类细胞因子定量检测技术的
原理及特点，对检测结果间的差异进行了全面的剖析; 并结合法规文献与实践经

验，就临床试验中细胞因子定量检测的一般原则达成了广泛共识，涵盖检测平台

选择原则、检测方法验证要求、生物样品质量的影响因素等方面，旨在为此类研
究的科学、规范开展提供实用性的参考。
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Abstract: Cytokines are important signaling molecules in various tissues
and cells， and have become indispensable study content for
pharmacodynamics evaluation and safety monitoring in clinical trials. In
view of the current situation that quantitative analysis of cytokines in
clinical trials is facing multiple problems and challenges， the
Pharmaceutical Biological analysis Professional Committee of the Chinese
Pharmaceutical Association organized experts to conduct in － depth
discussions. This article elaborates on the characteristics of quantitative
detection techniques systematically，and analyzes the differents between
measurements. An expert consensus has been reached on the general
principles of quantitative analysis of cytokines in clinical trials，covering
the selection of analysis platforms，the requirements of bioanalytical
method validation，and the influencing factors on biological samples，
aiming to provide reference for the scientific and standardized conduct of
such research.
Key words: cytokine; quantitative analysis; clinical trial; expert
consensus

细胞因子是一类能在细胞间传递信息、具有免疫调节和效应功
能的低相对分子质量蛋白或多肽，目前为止已发现上百种，主要分为

白细胞介素、干扰素、肿瘤坏死因子、趋化因子、生长因子等，是免疫
系统中重要的信号分子。随着免疫调节药物、抗肿瘤药物、基因治疗
和细胞治疗的高速发展及广泛应用，细胞因子已成为临床试验中药

效评估、安全性监测等不可或缺的检测指标［1］。
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当前应用于细胞因子检测的技术众多，但由于所

使用的标准品和检测试剂不同、检测模式不同、样品
采集、处理和存储条件不一致等因素，导致不同体系
间的检测结果存在系统差异［2 － 3］; 而各类临床试验由

于研究背景和条件不同、对此项指标的结果解读也不
尽相同。这些现状可能导致临床试验中所选择的检
测平台不适宜、方法验证不完善、检测结果的质量不
符合研究需求等问题，影响研究资源、时间和经费的
使用效率，也为监管部门对此项指标的评价带来

困扰。
因此，为保障此类指标实施的可靠性和规范性，

中国药学会医药生物分析专业委员会组织多位行业

专家，根据各类检测技术及细胞因子自身的特点，结

合法规文献与实践经验，共同探讨并制定本共识，旨

在为此类研究的科学规范开展提供参考。
1 细胞因子定量检测技术及特点
目前临床试验中应用于细胞因子定量的检测技

术，主要基于配体结合原理，根据检测方式及信号采

集模式的不同主要分为酶联免疫吸附分析、化学发光
免疫分析、电化学发光免疫分析、流式微球分析、全自
动微流控免疫分析、单分子免疫分析和邻位延伸分
析等［1 － 5］。
1. 1 酶联免疫吸附分析
酶联免疫吸附分析是将免疫反应的特异性和酶

催化底物反应的高效性、专一性结合起来的一种标记
免疫分析技术。酶标免疫复合物催化底物溶液发生
显色反应，信号形式为光密度，分析仪器主要为酶标

仪。灵敏度可达 pg·mL －1水平，可满足表达丰度相

对较高的细胞因子检测需求，但线性范围较窄; 单次

实验仅能完成单个因子的检测。
1. 2 化学发光免疫分析
化学发光免疫分析是将免疫反应的特异性和化

学发光反应的高灵敏性相结合的一种标记免疫分析

技术。带有发光标记物的免疫复合物加入反应液后
发生化学反应，产生的能量使反应物进入激发态，然

后从激发态回到基态的过程中化学能转变为光能。
信号形式为发光强度，分析仪器主要为全自动化学发

光免疫分析仪，自动化程度高。灵敏度可达pg·mL －1

水平，线性范围较宽; 单次实验通常仅能完成单个因

子的检测。
1. 3 电化学发光免疫分析
电化学发光免疫分析的标记物为三联吡啶钌及

其衍生物［Ｒu ( byp) 3
2 +］，还原剂为三丙胺( tripropyl-

amine，TPA) ，通过对电极施加电压启动电化学反应，

发光信号强而稳定、发光时间长、背景干扰低，因此灵
敏度高、线性范围宽。信号形式为发光强度，分析仪
器为电化学发光分析仪。灵敏度可达 fg·mL －1级别;

单次实验最多可同时实现 10 个因子的检测。
1. 4 流式微球分析
流式微球分析是以微球作为固相载体进行免疫

反应，通过检测微球上免疫复合物的荧光强度进行定

量分析; 信号形式为荧光强度。通过微球尺寸和荧光
标记区分不同因子，可根据实验需求灵活组合，在单

次实验中实现多因子检测，节约实验时间及样品用

量，便于满足高通量检测需求。目前该类分析平台主
要分为2 种: 流式细胞仪平台和 Luminex 平台。灵敏
度可达pg·mL －1水平，线性范围宽。
1. 5 全自动微流控免疫分析
应用微流控技术的免疫分析平台，具有反应时

间短的特点，灵敏度可达 pg·mL － 1水平，线性范围

宽，自动化程度高。目前主要包括 2 个分析平台:
Ella 系统和 Gyrolab 系统。Ella 系统以纳米级玻璃
反应管为固相载体，嵌入反应板上的微流体通路进

行免疫反应; 独立流路的设计避免了抗体交叉反

应; 单次实验最多可同时实现 8 个因子的检测。
Gyrolab 系统在微流控光盘( compact disc，CD) 上通
过离心力和毛细作用进行定量免疫分析; 微型化的

反应体系仅需要纳升级体积，节约样品和试剂; 亲

和柱流穿模式减少了非特异性结合; 单次实验仅能

完成单个因子的检测。
1. 6 单分子免疫分析
单分子免疫分析是基于数字化策略、对免疫复合

物在单分子水平进行检测的免疫分析技术，灵敏度可

达 fg·mL －1水平，适合低丰度样品如神经疾病相关因

子分析。分析平台包括单分子免疫阵列系统( single
molecule array，SIMOA ) 和单分子计数系统 ( single
molecule counting，SMC) 。SIMOA 系统通过微反应器
单元进行单分子隔离、实现信号放大、提高检测灵敏
度; 单次实验最多可同时实现 6 个因子的检测。SMC
系统通过将激光聚焦到光学极限尺度范围内、使微米
尺度的聚焦光斑范围内的激发光源能量达到一个极

高程度，实现单个分子的计数功能; 单次实验仅能完

成单个因子的检测。
1. 7 邻位延伸分析
邻位延伸分析将具有特定核苷酸序列探针的一

对抗体与待测物特异性结合，探针通过碱基互补配对

后在延伸酶的作用下形成双链模板，利用实时荧光定

量聚合酶链反应( real － time quantitative polymerase
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chain reaction，ＲT － qPCＲ) 或二代测序( next generation
sequencing，NGS) 进行检测。应用该技术的分析平台
如 Olink系统。通过 DNA标签区分不同因子，在单次
实验中实现多因子检测，节约实验时间及样品用量;

灵敏度可达 pg·mL －1水平，线性范围宽。
2 细胞因子检测结果间的差异分析
2. 1 标准品和检测试剂
细胞因子检测所使用的标准品一般为通过基因

重组技术表达的重组蛋白; 由于糖基化等修饰、构象、
生物学活性等差异导致其与临床样品中内源性的细

胞因子可能存在差异，并且不同厂家生产的标准品、
检测试剂的结合位点、特异性、亲和力等方面也可能
存在一定差异。
因此，细胞因子的检测一般为“相对定量”，而非

“绝对定量”; 使用不同检测方法、不同标准品和检测
试剂时，检测结果间可能存在差异，相同试剂的不同

生产批次在方法重现上也可能存在一定差异。
2. 2 样品类型、采集处理方式及样品稳定性
样品类型 生物样品中的细胞因子水平会受

其基质类型的影响。例如同一个体在同一时间点
采集的样品，由于采集容器的不同、获得的样品类
型不同( 血清与血浆、不同抗凝 /促凝剂等) ，浓度
水平可能存在差异; 同时，也会由于生理环境的不

同、分泌、代谢途径不同导致可测得的丰度不同，例
如脑脊液和血液以及尿液之间的浓度水平均会有

一定差异。
样品采集及处理方法 样品采集及处理的方法

也会影响细胞因子的浓度水平。例如全血样品自采
集至分离、冻存过程中，由于细胞因子的体外释放，可
导致部分细胞因子水平升高; 同时蛋白酶降解可导致

其水平降低; 变化幅度受所处温度、处理时长等因素
影响［6 － 7］。对于尿液、脑脊液等蛋白和脂类浓度相对
较低的样品，还应关注采集容器的非特异性吸附

问题。
样品稳定性( 保存温度、时长、冻融循环次数)

不同细胞因子由于蛋白结构不同，在室温、2 ～ 8 ℃、冻
存( － 20 ℃及以下) 环境中的稳定性表现不同; 多次
冻融循环可能导致检测结果的改变［8］。
3 临床试验中细胞因子定量检测的一般原则
3. 1 明确研究目的
首先，应根据临床试验所处阶段，结合药物作用

和疾病机制、临床研究 /诊疗指南等相关因素，评价细
胞因子检测在研究中所发挥的作用，明确其在所开展

临床试验中的研究目的。例如，是否作为主要终点指

标、次要终点指标或探索性指标; 是否作为关键数据
用于安全性或有效性决策、支持药物给药剂量调整、
作为说明书内容用于申报，或作为探索性指标，用于

支持药物早期研发、内部决策或概念验证。明确研究
目的对检测策略的制定至关重要。
3. 2 检测实验室的考量
实验室资质 根据临床试验中细胞因子检测的

研究目的和相应的法规要求，当检测结果仅用于临床

试验研究时，实验室应具备相关检验检测资质并符合

药品监督管理部门的质量管理规范; 当检测结果涉及

医学判断时，还需具备医学实验室资质［9 － 12］。
检测能力 确认实验室是否具备研究所需的检

测能力，包括仪器设备、检测指标、基质类别、检测灵
敏度、定量范围、方法性能、反馈时效等［13 － 14］。
样品运输 结合样品运输温度、运输频率、运输

距离、出口手续、海关检疫等因素，评估运输时效与运
输成本［13 － 14］。
用多个实验室 需认识到实验室间可能存在的

系统差异; 当来自不同实验室的检测结果将用于汇总

分析或比较时，应评估数据间的可比性，建立科学的

数据分析方法。
3. 3 检测方法的选择
应根据临床研究的目的和该类指标在临床研究

中的作用、待测物的种类和数量、在目标群体中的预
期浓度水平等，结合各类检测方法的优势及局限性，

综合评估“检测对象、检测通量、灵敏度、精密度、准确
度、定量范围、稳健性、检测成本、试剂货期”等因素，
选择适宜的检测方法。
例如，进行生物标志物的早期探索性研究时，在

灵敏度能满足要求的前提下通常用高通量的检测方

法; 研究低丰度的细胞因子时，需要用高灵敏度的检

测方法; 检测结果用于药代动力学 /药效学统计分析
研究时，应选择精密度和准确度高的可靠检测方法;

研究周期较长时，需要关注检测方法的稳健性，以及

方法所用的检测试剂供应的持续性和批次间的一致

性; 同时应综合样品量等因素，考虑检测方法的检测

成本。
鉴于检测方法间可能存在的系统差异; 当来自不

同方法的检测结果将用于汇总分析或比较时，应评估

数据间的可比性，建立科学的数据分析方法。
3. 4 检测方法的验证
3. 4. 1 方法验证原则
由于临床试验中细胞因子研究方向的多元性和

复杂性，在确定检测方法验证内容时，应遵循药品监
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管部门发布的指导原则，参考行业白皮书及相关文

献，基于“Context － of － use”的原则，可用全验证或
“Fit － for － purpose”的策略［15 － 16］。以下总结 3 种常
见情况。
当检测结果用于支持监管决策时，例如用于药物

安全性和 /或有效性的重要决定，或用于支持药物标
签中的剂量说明时，其分析方法应得到充分验证; 验

证内容和评价标准应符合临床试验监管部门的生物

分析方法验证指导原则及参考行业白皮书。
当检测结果用于探索性研究时，应参考生物分析

方法验证指导原则并结合具体适用性和研究目的开展

必要的方法性能确认或验证，可关注其技术的可行性、
方法的平行性、灵敏度、特异性以及可重现性［17 － 21］。
当检测结果用于支持 /辅助医学判断时，检测实

验室需具备医学实验室资质，检测方法的验证需符合

医学实验室相关标准［12］。
3. 4. 2 方法验证关注点
对于指导原则中尚无明确描述的方法验证过程

中的具体问题，本共识结合细胞因子自身特点，综合

指导原则、行业白皮书及文献［17 － 21］，建议如下。
标准品 细胞因子检测所使用的标准品一般为

通过基因重组技术表达的重组蛋白，应通过平行性实

验考察其与真实样品中的内源性细胞因子在检测体

系中的反应差异［22 － 23］; 应通过桥接实验考察标准品

批次间的差异。
空白基质 细胞因子作为内源性物质，较难获得

与研究样品生物基质相同的空白基质。实验中空白
基质的来源主要包括: 内源性水平低于定量下限的空

白基质，使用吸附、水解等方式去除内源性细胞因子
的空白基质，异源基质( 如动物血清) 或者人工配制的

溶液( 如含牛血清白蛋白的磷酸盐缓冲液) 。当空白
基质与临床研究样品的生物基质不同，为替代基质

时，应通过平行性实验考察其替代真实基质的

可行性［22 － 23］。
质控样品 质控样品浓度应代表预期的临床研

究样品水平。应优先用与研究样品相同的生物基质，
例如使用真实样品或向真实基质中添加标准品; 当真

实样品中细胞因子的水平较高且无法获得低浓度的

真实样本时，低浓度水平质控样品可通过使用替代基

质稀释真实样品实现; 当质控样品由于客观条件限制

( 例如真实样品稀缺、浓度水平不适宜、稳定性因素
等) 而不得不使用替代基质配制时，建议用于支持监

管决策的研究中至少用 1 个由真实基质制备的质控
样品。质控样品浓度的标示值有 2 种方式: ①用配制

的理论值;②通过多次检测( 不少于 3 次，可专门进行
或于精密度和准确度验证中进行) 的平均值定值。第
2 种方式适用于以真实样品作为质控样品或对真实样
品进行添加标准品或稀释配制后，无法得到精确理论

值的情况。
精密度和准确度 精密度和准确度验证样品一

般包括 5 个浓度水平: 定量下限( lower limit of quanti-
fication，LLOQ) 、低浓度质控( 定量下限的 3 倍以内)
( low concentration quality control，LQC) 、中浓度质控
( 校准曲线定量范围几何平均值附近) ( medium con-
centration quality control，MQC) 、高浓度质控( 定量上
限的 75% 以上) ( high concentration quality control，
HQC) 以及定量上限 ( upper limit of quantification，
ULOQ) ; 制备方式及标示值定值方式同质控样品。
特异性 可参考抗体或者商品化试剂盒的说明

书; 当从供应商处不能获得研究所需的特异性信息

时，可基于具体情况进行特异性验证。
平行性 平行性是内源性物质检测方法的重要

指标，通过对所研究群体中较高浓度水平的真实样品

系列稀释进行考察［22 － 23］。
选择性 细胞因子作为内源性物质，对检测方法

选择性的验证主要有 2 种方式: 向真实基质中添加
LLOQ水平和 HQC 水平的标准品、计算回收率，回收
率的计算需考虑到基质的本底水平; 在加标方式不适

用时，可通过平行性验证的结果评价方法的

选择性［22 － 23］。
稀释线性和钩状效应 在样品预计的稀释倍数

不高于平行性验证中的稀释倍数时，检测方法的稀释

线性可基于平行性验证结果进行评价［22 － 23］。通过高
于定量上限样品的信号值验证是否存在响应抑制现

象( 钩状效应) 。
残留 用流式微球技术、微流控技术等逐个进样

的检测平台，应关注平台是否存在残留趋势。考察方
法可参考 2022 版人用药品技术要求国际协调理事会
M10 4. 2. 5，在 ULOQ水平的样品之后放置空白样品，
空白样品的响应值应低于 LLOQ。
稳定性 由于标准品与临床样品中的内源性细

胞因子间可能存在的差异，向真实基质中添加标准品

的方式不能完全代表真实样品，因此内源性细胞因子

的稳定性建议优先用真实样品考察，浓度水平应覆盖

临床研究样品的预期范围。由替代基质配制的标准
曲线的稳定性也应被考察。文献或其他研究中的稳
定性数据可以作为支持数据，但需确保样品类型、前
处理、储存条件、检测方法的一致性。
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3. 4. 3 方法转移和交叉验证关注点
在开展全球多区域临床试验 ( multi － regional

clinical trial，MＲCT) 时，在中国完成的生物分析是全
球临床试验的重要组成部分。当涉及国内外多个生
物分析实验室的时候，需要做交叉验证才能整合相关

分析数据。建议在有可能的情况下，交叉验证应通过
测量同一组质控样品与临床试验样品( 如适用) 来

评估。
3. 5 生物样品质量的影响因素
由于细胞因子的复杂性和敏感性，许多因素可以

影响生物样品中细胞因子的水平。为保障研究结果
的可靠性和可重复性，在制订临床试验方案和样品操

作手册时，申办者应与检测实验室、临床研究中心充
分沟通，确定以下问题。
样品类型 血样( 血浆 /血清或全血) 、分泌物( 唾

液、泪液) 、尿液、脑脊液等。
样品稳定性信息 包括室温稳定性、2 ～ 8 ℃稳定

性、冻存稳定性( 如 － 20 ℃、－ 70 ℃ ) 、冻融稳定性等。
用于多因子检测的样品，每个因子的稳定性均应

关注。
样品状态对检测结果的影响 如高脂、溶血、黄

疸等样品。
采集容器 包括品牌、型号、规格、材质、容积、抗

凝剂类型等。
采样时间点 结合研究目的、细胞因子的生理学

特点与实际条件，制订科学、可行的采样时间点。
样品处理条件 对于需要处理的样品，确定采集

后的处理方法、处理时长及时间窗、处理温度、是否避
光或添加稳定剂等条件。
样品离心分离 对于需要离心分离的样品，确定

采集后多长时间内离心、离心的温度、离心时长范围
( 以涵盖不同离心机之间的升降速差异) 、离心力( 单
位以“g”表示，以避免使用“r·min －1”时离心机型号
引入的差异) ，确定离心后多长时间内分离，分装数

量、分装体积、储存管材质。
样品的储存条件 根据样品的稳定性信息，确定

采集或处理后多长时间内放入冰箱储存、储存温度、
储存时限、是否避光。
样品的运输 包括样品运输过程的温度控制，以

及根据样品稳定性情况制订的运输频率和运输时

效等。
样品的管理 样品从采集、处理、储存、运输至使

用、处置的全链条应建立相应的管理制度，各环节应
清晰、准确、完整地记录。对于偏离事件应醒目标注，

并制订偏离处理方案。
4 讨论
本共识从细胞因子定量检测平台的选择原则、检

测方法的验证要求、生物样品质量的影响因素等方
面，结合法规文献与实践经验总结制定。对于临床试
验中细胞因子的定量检测，应首先明确该指标的研究

目的; 根据研究目的和相应的法规要求，选择符合检

测资质、满足检测需求的实验室，并结合各类检测方
法的优势及局限性，选择适合研究目的的检测方法;

检测方法的验证应遵循药品监管部门指导原则，参考

行业白皮书及文献，基于“Context － of － use”的原则，
可用全验证或“Fit － for － purpose”的策略，根据研究
目的确定方法的验证内容; 在制订临床试验方案和样

品操作手册时，需关注影响生物样品中细胞因子水平

的各项因素，确保样品质量。
本共识在起草撰写过程中，遵循广泛求证、广泛

参与以及广泛征求意见的原则。本共识仅基于当前
的认知提出的建议，将随着科学研究进展及各方反馈

不断完善与更新，使其能更好地为药物研发提供参考

价值。
参与共识撰写的专家成员名单:

指导专家 王洪允( 中国医学科学院北京协和医

院) 、董菁( 军科正源药物研究有限责任公司) 、汤晓东
( 恩凯塞药生物技术公司) 、金凡( 徕博科医药研发
( 上海) 有限公司) 。
执笔人 吴妮( 中国医学科学院北京协和医院) 、

孙云娟( 军科正源药物研究有限责任公司) 、胡建军
( 徕博科医药研发( 上海) 有限公司) 、唐蕾( 赛诺菲
( 中国) 投资有限公司) 。
审阅专家( 按姓氏拼音排序) 毕吕存( 徕博

科医药研发( 上海) 有限公司) 、车津晶( 军事医学
研究院毒物药物研究所) 、方忻平( 江苏鼎泰药物
研究( 集团) 股份有限公司) 、姜宏梁( 华中科技大
学) 、李敬来( 国科卓越( 北京) 医药科技研究有限
公司) 、梁文忠( 上海药明康德新药开发有限公
司) 、蒙敏( 重庆迪纳利医药科技有限责任公司) 、
沈晓航( 上海熙华检测技术服务股份有限公司) 、
施婧( 上海益诺思生物技术股份有限公司) 、汤瑶
( 中国食品药品检定研究院) 、魏敏吉( 北京大学临
床药理研究所) 、叶斌( 华辉安健( 北京) 生物科技
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所) 、赵芊( 中国医学科学院北京协和医院) 、郑恒
( 华中科技大学同济医学院附属同济医院) 、钟大
放( 中国科学院上海药物研究所) 。
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