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　　[摘要]　目的:研究奥马珠单抗与个体游离免疫球蛋白E(IgE)的结合能力强弱及其对奥马珠单抗作用的影

响。方法:收集变应性鼻炎患者的血清共28份,分为高、中、低IgE组。在体外给予不同剂量的奥马珠单抗进行

抑制性结合,应用酶联免疫吸附试验检测抑制后血清中游离IgE的变化,计算奥马珠单抗对血清游离IgE的抑制

常数,同时分析奥马珠单抗与个体游离IgE结合能力情况。结果:从总体趋势来看,当对血清中100%游离IgE
进行抑制时,所需加入的奥马珠单抗与原血清中游离IgE浓度呈正相关(高、中、低IgE组所需奥马珠单抗浓度分

别为9.500±7.207、8.636±7.375、0.786±0.857)。而对血清中50%游离IgE进行抑制时,所需要的奥马珠单

抗剂量明显更低(高、中、低IgE组所需奥马珠单抗浓度分别为0.049±0.071、0.046±0.077、0.048±0.048)。而

不同个体血清游离IgE的100%及50%抑制常数均存在一定程度的差异。结论:从总的趋势看,要达到同样的抑

制效果,奥马珠单抗的需要剂量与IgE浓度成正比。对于部分敏感患者,即使给予小于推荐剂量的奥马珠单抗,
亦可出现游离IgE被部分结合抑制。不同个体血清游离IgE与奥马珠单抗的结合力存在差异。临床用药若将此

因素作为奥马珠个体化使用剂量的参考,将有可能更加精准地达到预期疗效。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheindividualbindingabilityofomalizumabtofreeIgEanditseffecton
omalizumabaction.Methods:Atotalof28serumsampleswerecollectedfrompatientswithallergicrhinitisand
dividedintogroupswithhigh,mediumandlowconcentrationsoffreeIgE.Differentdosesofomalizumabwere
administeredinvitroforinhibitorybinding.Enzymelinkedimmunosorbentassaywasusedtodetectchangesinse-
rumfreeIgEafterinhibition.TheinhibitionconstantofomalizumabonserumfreeIgEwascalculated.Atthe
sametime,thebindingabilityofomalizumabandindividualfreeIgE wasanalyzed.Results:Ingeneral,when
100%serumfreeIgEwasinhibited,theomalizumabrequiredwaspositivelycorrelatedwiththeoriginalserum
freeIgEconcentration(9.500±7.207,8.636±7.375,and0.786±0.857forthehigh,medium,andlowIgEcon-
centrationgroups,respectively).Thedoseofomalizumabrequiredforinhibitionof50%freeIgEinserum was
significantlylower(0.049±0.071,0.046±0.077,0.048±0.048inthehigh,medium,andlowIgEconcentra-
tionsgroups,respectively).The100% and50%inhibitionconstantsofserumfreeIgEindifferentindividuals
weredifferenttosomeextent.Conclusion:Overall,theamountofomalizumabrequiredtoachievethesameinhibi-
toryeffectisproportionaltotheIgEconcentration.Insomesensitivepatients,partialbindinginhibitionoffree
IgEcanoccurevenwhenomalizumabisadministeredatlessthantherecommendeddose.Thebindingabilityof
serumfreeIgEandomalizumabwasdifferentindifferentindividuals.Ifthisfactorisusedasareferenceforthein-
dividualdoseofomalizumabinclinicalmedicine,itispossibletoachievetheexpectedefficacymoreaccurately.
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　　免疫球蛋白 E(immunoglobulinE,IgE)是变

应性疾病炎症反应的核心,IgE与肥大细胞、嗜碱

粒细胞表面高亲和力的Fc受体(FcεRI)结合,促进

细胞活化和炎性递质的释放等,从而引发变应反

应,引起各种变应性疾病[1]。抗人IgE 单克隆抗

体———奥马珠单抗(omalizumab)与IgEFc段结

合,阻止其与肥大细胞、嗜碱粒细胞表面的 FcεRI
结合,可阻断炎症反应的发生[2]。奥马珠单抗自

2002年于澳大利亚获批临床应用以来,目前已有

多个国家批准奥马珠单抗应用于变应性哮喘[3]、慢
性自发性荨麻疹[4-5]的预防和治疗。近年来,已有

许多研究评估其对变应性鼻炎、鼻窦炎伴或不伴鼻
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息肉[6-7]、食物过敏[8]、严重的日本雪松花粉症[9]等

疾病的治疗情况。此外还有一些小病种临床治疗

的案例,如胆碱能性荨麻疹[10]、遗传性a-色氨酸血

症[11]、特发性肥大细胞活化综合征[12]、Morbihan
综合征[13]等。奥马珠单抗在IgE介导的变应性疾

病中应用日益广泛。在临床应用过程中,根据奥马

珠单抗的使用说明书,一般推荐剂量为每4周每公

斤体重每国际单位(IU/mL)IgE给予0.016mg奥

马珠单抗,≥12岁的中/重度常年性变应性哮喘患

者每隔2~4周皮下注射一次。个体化剂量主要是

依据患者血清中IgE浓度和患者体重。有学者报

道,在奥马珠单抗使用后2h,患者血清中游离IgE
可降低89%~99%[14]。Hamilton等[2]通过采用

酶联免疫吸附测定法,对使用奥马珠单抗治疗的哮

喘患者治疗前、治疗后1个月和3个月的血清中游

离(非奥马珠单抗结合)IgE和总IgE进行测定,发
现12例哮喘患者中有2例患者出现了按推荐剂量

给药,血清游离IgE 降低小于50%。由此推论奥

马珠单抗给药后,可能存在个体化差异。在临床用

药过程中,我们也发现同一疾病患者,按照推荐剂

量给予奥马珠单抗,临床效果并非都让人满意。因

此,奥马珠单抗在体内对游离IgE产生抑制效果所

需的剂量,除了与患者血清IgE 浓度和体重有关

外,是否还存在个体化的游离IgE与奥马珠单抗结

合力的影响? 奥马珠单抗与个体游离IgE结合能

力,及其对奥马珠单抗作用的影响,目前尚未见报

道。为此,本研究对部分变应性鼻炎患者血清,在
体外给予不同剂量的奥马珠单抗进行抑制性结合,
并检测抑制后血清中游离IgE的变化,以计算奥马

珠单 抗 与 游 离 IgE 的 个 体 结 合 力 情 况。现 报

告如下。
1　资料与方法

1.1　一般资料

收集我院耳鼻咽喉科门诊确诊为变应性鼻炎

患者的血清28份,所有患者均不合并严重的全身

疾病(如自身免疫性疾病、肿瘤等),均未进行过特

异性免疫治疗,未使用过单抗等生物制剂。为了便

于计算,本研究中依据ImmunoCAP测定的总IgE
浓度,进行初步分组:≥400IU/mL 为高IgE 组

(10份),200~<400IU/mL为中IgE组(11份),
30~<200IU/mL为低IgE组(7份)。
1.2　实验方法

酶标板 包 被 奥 马 珠 单 抗:① 用 包 被 液 CBS
(Na2CO31.59g+NaHCO32.93g+NaN30.2g+
H2O蒸馏水至1000mL)将奥马珠单抗(Novartis
EuropharmLimited,NovartisPharmaSteinAG,
Switzerland;灭菌注射用水稀释的150mg奥马珠

冻干粉1.2mL)稀释至1∶20000,空白酶联免疫

吸附试验(ELISA)试剂盒(eBioscience,USA)酶标

板每孔加入100μL,放置37℃恒温箱内,孵育2h
或者于4℃冰箱内过夜;②用ELISA洗涤液PBST
(1000mLPBS+1mL 吐温20混匀),每孔加入

250μL洗板3次,每次用吸水纸拍干;③用封闭液

1%BSA(1gBSA +100mLPBS;胎牛血清BSA:
BovineSerum;Hyclone,USA)封孔,每孔加入150
μL,放入4 ℃冰箱内过夜;④将酶标板内液体甩

掉,拍干,封板,待用。
将ImmunoCAP测定的IgE值为100IU/mL

以上的血清从1：20开始梯度稀释,100IU/mL以

下则从原血清开始梯度稀释,测定血清中的游离

IgE,找到每份血清合适的稀释浓度并将血清稀释

至该浓度的2倍。
体外模拟血清中加入不同浓度的奥马珠单抗

孵育:①用抗体稀释液1%BSA 将奥马珠单抗(灭
菌注射用水稀释的150mg奥马珠冻干粉1.2mL;
浓度为125mg/mL)分别稀释至1：2、1：5、1：
10、1：50、1：100、1：500、1：1000、1：2000、1：
5000。②将上述 N 份血清各取100μL,分别加入

上述不同浓度的奥马珠溶液100μL中,充分混匀。
③放入37℃温箱孵育过夜。

测定体外模拟血清中加入奥马珠单抗前后血

清中游离IgE的量:①将上述孵育过夜及原血清分

别取100μL加入酶标板孔内,做好标记,同时选取

ImmunoCAP 测 定 最 大 IgE 值 的 原 血 清,稀 释

至1：200做标准曲线,将加入血清的酶标板置于

37℃恒温箱内,孵育30min;②PBST洗板3次,每
次拍干;③将生物素标记的二抗即鼠抗人IgE抗体

用1%BSA抗体稀释液稀释至1：10000,酶标板

每孔加入100μL,置于37℃恒温箱内,孵育30min
(该二抗与游离IgE结合位点是非奥马珠单抗结合

位点);④PBST 洗板3次,每次拍干;⑤将辣根过

氧化物酶标记链亲和素SA-HRP用1%BSA 稀释

至1：20000,酶标板每孔加入100μL,置于37℃
恒温箱内,孵育30min;⑥PBST洗板3次,每次拍

干;⑦新鲜配制 TMB底物显色液即显色液 A和显

色液B按1：1混合,酶标板每孔加入100μL,置
于37℃恒温箱内,孵育15min;⑧将反应终止液(2
mol/L的硫酸)加入酶标板,每孔50μL;⑨将终止

反应的酶标板置于酶标仪中,在450、650nm 双向

波长下进行读数。实验原理见图1。
1.3　评价指标

50%抑制常数=游离IgE被抑制50%时所需

奥马珠单抗剂量/原50%游离IgE 浓度;100%抑

制常数=游离IgE被抑制100%时所需奥马珠单

抗剂量/原游离IgE浓度。
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1a:空白ELISA试剂盒包被奥马珠单抗;1b:待检测血清加入不同浓度的奥马珠单抗后置于37℃恒温箱孵育过夜;1c:
加入孵育过夜的血清,血清中游离IgE-奥马珠单抗复合物被洗涤,血清中未结合奥马珠单抗的游离IgE与酶标板上的

奥马珠单抗结合;1d:加入二抗即生物素标记的鼠抗人IgE抗体,二抗与已结合在酶标板上的IgE通过非奥马珠单抗结

合位点进行结合,再将辣根过氧化物酶标记链亲和素SA-HRP加入酶标板中,通过 TMB显色液显色。
图1　游离IgE测定的实验原理

1.4　统计学分析

使用CurveExpert1.4确定奥马珠单抗浓度与

游离IgE的关系并计算各份血清的游离IgE浓度

值。抑制50%、100%游离IgE所需奥马珠单抗浓

度分 别 进 行 高、中、低 组 间 one-way ANOVA、
Newman-Keuls分析,以P<0.05为差异有统计学

意义。使用 GraphPadprism7.0(GraphPadSoft-
ware,Inc,USA)做数据分布图,奥马珠单抗浓度使

用■x±s表示。
2　结果

将高、中、低IgE组血清,分别加入不同浓度的

奥马珠单抗后,测定抑制反应前后的血清中游离

IgE的浓度,并进行以下分析:3组血清中游离IgE
被抑制50%、100%时所需要的奥马珠单抗的浓度

见表1。从总体趋势来看,100%抑制血清中游离

IgE时,高IgE组患者的血清样本需要更大量的奥

马珠单抗(9.500±7.207)mg/mL,才能达到较为

彻底的抑制结合。而低IgE组的患者血清样本需

要相对少的奥马珠单抗(0.786±0.857)mg/mL,
即可达到较为完全的抑制。高IgE组、中IgE组与

低IgE组所需奥马珠单抗浓度差异有统计学意义

(P<0.05)。抑制50%游离IgE所需奥马珠浓度

在高、中、低IgE 组组间差异无统计学意义(P=
0.996)。高、中、低IgE组内虽然血清中总IgE的

浓度在同一水平,但是所需奥马珠单抗并非一致,
存在较明显的个体差异性。3组血清中游离IgE
浓度随奥马珠单抗浓度的降低趋势大致一致,少量

的奥马珠单抗就可以大幅度降低血清中50%的游

离IgE,但若要达到接近100%的完全抑制,所需的

奥马珠单抗浓度较高(图2)。
计算每一个体样本的50%抑制常数、100%抑

制常 数 (图 3),结 果 可 见 抑 制 常 数 存 在 个 体

化差异。

表1　3组中抑制50%、100%游离IgE所需奥马珠单抗浓度 mg/mL,■x±s

项目 高IgE组 中IgE组 低IgE组 P
抑制50%游离IgE 0.049±0.071 0.046±0.077 0.048±0.048 0.996
抑制100%游离IgE 9.500±7.207 8.636±7.375 0.786±0.857 0.030
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2a:高IgE组;2b:中IgE组;2c:低IgE组。
图2　体外孵育后高、中、低IgE组中游离IgE被奥马珠单抗抑制情况

3a:50%抑制常数;3b:100%抑制常数。
图3　3组血清样本的50%、100%抑制常数分布情况

3　讨论

变应性疾病是以IgE为核心引发的一系列炎

症反应[15]。奥马珠单抗是通过与血清中游离IgE
的Fc段CH3区结合,从而抑制其与肥大细胞、嗜
碱性细胞表面高亲和力 FcεRI作用。不仅减少血

清游离IgE,还可使肥大细胞、嗜碱粒细胞表面高

亲和力受体表达下调,使得细胞活性降低,进而减

轻机体接触过敏原后引发的变态反应。目前,奥马

珠单抗主要应用于中重度哮喘及慢性自发性荨麻

疹的治疗。亦有学者观察奥马珠单抗能改善花粉

症伴中重度哮喘患者的鼻部症状、肺功能和生活质

量,减少哮喘发作次数,安全性良好[16]。还有学者

应用奥马珠单抗在慢性鼻窦炎伴或不伴鼻息肉的

临床治疗上亦取得了较好的效果[17]。我们前期研

究发现,在尘螨变应性鼻炎快速特异性免疫治疗前

1d给予150mg的奥马珠单抗皮下注射,能够显著

减少快速特异性免疫治疗剂量递增阶段的全身及

局部不良反应的发生,极大地提高快速免疫治疗的

安全性[18]。
目前在奥马珠单抗的使用剂量上,血清IgE浓

度和体重因素是用量的主要依据。在本研究中,从
总的趋势看,要达到同样的抑制效果,奥马珠单抗

的需要剂量与IgE浓度成正比。高IgE组的血清

较中、低IgE组需要更大剂量的奥马珠单抗才能达

到较好的抑制效果。因为在体外模拟奥马珠单抗

与游离IgE的结合抑制实验中,每一反应体系所用

血清量相同,未纳入患者体重因素。故该实验结果

与说明书的推荐也是一致的。血清IgE浓度确为

奥马珠单抗使用剂量的重要依据。
同时本研究也发现,在体外给予本研究中较低

剂量的奥马珠单抗时,无论是高、中、低浓度的

IgE,血清样本会出现不同程度的抑制反应。这从

一个侧面也说明,即使给予小于推荐剂量的奥马珠

单抗,亦有部分敏感患者可以出现游离IgE被部分

结合抑制。Rivière等[19]和周波等(2012)亦发现,
皮下注射奥马珠单抗后,2h内会出现血清游离

IgE的下降。即使小于推荐剂量,也会出现奥马珠

单抗与游离IgE的结合抑制反应。这与我们体外

模拟实验的结果相一致。另外,从我们前期的研究

看,即使给予不足量的奥马珠单抗皮下注射,在特

异性免疫治疗的剂量递增阶段也可以起到降低不

良反应发生的效果。当然奥马珠除了结合游离

IgE以外,还有下调FcεRI,以及抑制IgE合成等作

用[20],亦可能在临床疗效获得中发挥作用。
在本研究中,通过计算50%和100%抑制常数

发现,虽然总体趋势如前述,但仍可呈现明显的个

体差异性。50%和100%抑制常数,分别代表要结

合抑制50%和100%的游离IgE,平均每单位游离

IgE所需要的奥马珠单抗剂量,可较好地表示结合

力的强度。抑制常数越大,表示所需的奥马珠单抗
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量越多,结合力就越弱,反之结合力就越强。从结

果中可见,同组的不同个体结合常数的差距可存在

30倍之多。如 Hamilton等[2]研究也发现,给予患

者推荐剂量,并非所有患者的血清游离IgE均得到

完全抑制,12例患者中有2例患者血清游离IgE
在治疗1、3个月时均仅抑制不足50%。我们前期

研究也发现,给予变应性鼻炎患者相同剂量奥马珠

单抗注射治疗,即便体重、初始总IgE相近的患者,
血清游离IgE变化情况不一,表现出对奥马珠单抗

的个体性差异(数据未显示)。这可能亦与奥马珠

单抗和个体游离IgE的结合力有关系。关于不同

结 合 力 差 异 的 原 因,Lichtenstein 等[21]、Ritter
等[22]认为与血清中存在自然产生的抗IgE 抗体

IgG有关,其可阻断奥马珠单抗与血清游离IgE的

结合。MacGlashan等[23]认为可能是游离IgE 水

平和FcεR1之间的表达关系不明确,固有细胞(如
肥大细胞和嗜碱粒细胞)敏感性的不同等原因造成

患者对奥马珠单抗的应答差。但其具体机制还需

要进一步探讨。不同个体IgE与奥马珠单抗结合

力的差异客观存在,并有可能影响奥马珠单抗在体

内与游离IgE的结合,进而影响奥马珠单抗的最终

治疗效果。因此在临床实践中,如能对奥马珠单抗

个体化的抑制常数进行测定,并将此因素作为奥马

珠个体化使用剂量的参考,将有可能更加精准地达

到预期疗效。
综上所述,我们通过观察不同个体血清IgE与

奥马珠单抗的结合力情况发现其存在个体性差异。
下一步我们将观察该结合力差异对奥马珠单抗注

射治疗后,游离IgE表达的实际影响程度。同时,
亦需观察该结合力的差异对奥马珠单抗注射后症

状改善效果的影响等,以期在临床上针对IgE介导

的变应性疾病,进行更为精准的抗IgE治疗。
利益冲突　所有作者均声明不存在利益冲突。
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梅尼埃病患者宽频声导抗测试特点初步研究
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　　[摘要]　目的:探索梅尼埃病(MD)患者的宽频声能吸收率特点。方法:纳入52例(52耳)单侧 MD患者作

为研究组,另收集30例(60耳)正常成人作为对照组,所有 MD患者均行纯音测听、226Hz声导抗、宽频声导抗测

试、内耳钆造影 MRI。从宽频声导抗数据库中调出峰值压力及环境压力下对应的各频率吸收率数值,选取16个

频率点,将受试者按照单侧 MD患者患耳与对照组、MD非症状耳与患耳2种方式分组,分别将 MD患者患耳、非
症状耳及对照组进行两两比较,分析其宽频声能吸收率差异。结果:MD患耳在1587~4000Hz的吸收率显著低

于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);同一患者的患耳与非症状耳吸收率比较,差异无统计学意义;非症状耳

与对照组在1587~4000Hz的吸收率比较差异有统计学意义(P<0.05)。结论:MD患者的宽频声能吸收率于

1587~4000Hz处显著降低,具有一定的特异性表现,宽频声导抗有望作为 MD诊断的参考依据之一。
[关键词]　梅尼埃病;宽频声导抗;宽频声能吸收率
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Apreliminarystudyoncharacteristicsofwidebandacousticimmittancein
patientswithMeniere’sdisease
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Abstract　Objective:ToexplorethewidebandabsorbancecharacteristicsofpatientswithMeniere’sdisease
(MD).Methods:Widebandacousticimmittancewasperformedin52patientswithunilateralMeniere’sdisease
(UMD)and30controlsubjectswithnormalhearing.AllUMDpatientsunderwentpuretoneaudiometry,226Hz
acousticimmittance,widebandacousticimmittance,andgadoliniumcontrastMRI.Sixteenfrequencypointswere
chosentoanalyzethewidebandabsorbanceatambientandpeakpressure,andthesubjectsweregroupedasUMD
groupvs.controlgroupandasymptomaticgroup.Thestudent’st-testwasusedtocomparetheabsorbancediffer-
encebetweenthem.Results:Bothatpeakandambientpressure,therewasasignificantdifferencebetweenthe
MDgroupandcontrolgroupat1587Hz,2000Hz,2519Hz,3174Hz,and4000Hz;theMDgroupwaslower
thanthecontrolgroup(P<0.05);therewerenodifferencesbetweentheasymptomaticgroupandthesymptomat-
icgroup,therealsowasasignificantdifferencebetweentheasymptomaticgroupandcontrolgroupat1587-
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