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摘要　 目的：探索和优化单克隆抗体电荷异构体分析的酶切预处理和高效液相色谱检测方法。 方法：采用

和优化基于 Ｔｈｅｒｍｏ ＰｒｏＰａｃＴＭ ＷＣＸ － １０ 色谱柱的离子交换色谱检测方法，以含 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐和

１ ｍｏｌ·Ｌ －１氯化钠缓冲液（ｐＨ ６. ３）为流动相进行梯度洗脱，流速 ０. ５ ｍＬ·ｍｉｎ －１，检测信号为波长 ２８０ ｎｍ吸

收度，采用免疫球蛋白 Ｇ降解酶（ＩｄｅＳ）切前后的电荷异构体检测，并对方法的专属性、线性、重复性、精密度等

指标进行考察。 结果：基于阳离子交换色谱（ＣＥＸ）方法和酶切处理，以几种商品化抗体为例，展示该方法的应

用，对完整的 ＩｇＧｓ与 ＩｄｅＳ酶切产生的 Ｆ（ａｂ’）２和 Ｆｃ区域进行比较分析提供更详细和更特异的电荷异构体信

息。 通过方法学验证，空白溶剂无干扰峰出现，进样量在 １０ ～８０ μｇ范围内，进样量与峰面积的线性关系良好

（Ｒ２ ＝１. ０００）；６次进样测得的峰面积 ＲＳＤ为 ０. ５２％ ；日间精密度 ３. ３％ ；耐用性良好；在 ２４ ｈ 内样本基本稳

定，测得的峰面积 ＲＳＤ为 ３. ５％ ；３批样品检测结果的峰面积 ＲＳＤ为 ２. ５％ 。 结论：该方法可用于全流程的抗

体药物研发，包括早期阶段的分子筛选，中期产业化的工艺开发，直至产品上市质量标准和稳定性研究。
关键词： 阳离子交换色谱；电荷异构体；脱酰胺；免疫球蛋白 Ｇ降解酶（ ＩｄｅＳ 酶）；单克隆抗体；抗体稳定性；
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　 　 重组单克隆抗体（ｍＡｂ）产品中有很多可能的异

构体，他们包括来自翻译后修饰以及物理和化学机

理所致降解，在过去的 ２０ 年中已有大量报道［１］，这
些异构体的形成有可能发生在产品整个生产和使用

周期内的任何阶段。 有文献报道，仅与电荷相关的

翻译后修饰（如 Ｎ －末端谷氨酸环化、Ｃ －末端赖氨

酸截除、脱酰胺、氧化、唾液酸修饰等）的异质性即可

达 １０８种可能［２］，变体能通过改变电荷基团的数量或

结构或位置，使抗体表面电荷发生变化，造成电荷异

质性，当其含量达到或超过一定限度时就会对抗体

的结构、稳定性和生物功能产生影响，因此，抗体的

电荷异构体成为需要重点关注的产品质量参数。
抗体的电荷异质性可以借助常规的毛细管等电

点电泳 （ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ｃＩＥＦＥ）、离子交换色谱（ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＩＥＣ）、及疏水作用色谱（ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏ⁃
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＩＣ）等分析手段进行分离和检测［１］，也
可以使用质谱或质谱肽图法进行更细致的分析。 最

常用且高通量分析这类异质体的技术是阳离子交换

色谱法（ＣＥＸ － ＨＰＬＣ），将样品中的各组分依照其组

分的表面电荷与介子相互作用的差异进行分离，根
据出峰时间可将抗体或任何蛋白所含电荷异构体分

为（位于靶值的）主峰和相对主峰位移的酸性峰和碱

性峰。 天 冬 酰 胺 的 去 酰 胺 化［３ － ７］、赖 氨 酸 的 糖

化［８ － １０］、二硫键的错配［１１ － １３］、三硫键的形成［１４］以及

糖基化中的唾液酸［１５］等都会引起抗体酸性电荷变体

的形成，Ｃ －末端赖氨酸的切除［１６］、Ｎ －末端焦谷氨

酸的形成［１７］、天冬氨酸的异构化［４］及脯氨酸的酰胺

化［１８］，甚至抗体的多聚体［１９］等则会引起抗体碱性电

荷变体的形成。 电荷变体的产生，尤其是某些关键

位点，可能会直接影响到抗体药物的结合能力、生物

学活性、药代动力学、免疫原性以及结构稳定性等，
进而影响到药物在临床使用时的有效性和安全性，
因此，电荷变体是抗体生物药品的一类重要的质量

属性。
恒定域的电荷修饰（如脱酰胺）通常是每个 ＩｇＧ

亚型，甚至每个蛋白分子的常见修饰，而影响可变域

的修饰，尤其是互补决定区（ＣＲＤ），则需要特别关

注，其对 ｍＡｂ 结合和活性的潜在影响需要进行深入

研究。 目前文献中已有大量报道采用木瓜蛋白酶将

重组 ｍＡｂ片段化为 Ｆａｂ和 Ｆｃ，并采用肽图和 ＣＥＸ法

对其进行分析，但研究和应用中发现这种方法在铰

链区进行高度特异性切割后通过 ＣＥＸ 研究 ｍＡｂ 的

关键质量属性的想法很难实现，其原因主要是来自

木瓜蛋白酶切的特异性和可控性有限。 因此，尝试

引入 ＩｄｅＳ （ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ － ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ
ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ）酶做 ｍＡｂ 电荷异构体检测的

预处理，发现它不仅可快速生成 Ｆ（ａｂ’） ２和 Ｆｃ片段，
而且不会过度消化或进一步降解，保证了分析方法

的稳定性和重复性。
本文描述了 １ 种快速分析技术平台，用于评估

单克隆抗体的电荷变体，主要基于阳离子交换色谱

（ＣＥＸ）对完整的 ＩｇＧ与 ＩｄｅＳ酶酶解后产物的对比方

法确定抗体电荷变体的生成位置，结果可展示抗体
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电荷变体、修饰或降解位点是否位于抗体的 Ｆ（ａｂ’） ２
和 Ｆｃ 区域。 该方法不仅可用于抗体药物研发的早

期筛选先导分子，即筛选出易于开发的最佳候选抗

体（最佳克隆、最佳配方），并可对比不同批次的差异

性，而且也可以进一步用于 ｍＡｂ产品的质量控制，生
产工艺开发和制剂配方的建立。

１　 仪器与试药

１. １　 仪器

Ｕ３０００ 高效液相色谱仪，包括 ＵＶ 检测器，四元

低压梯度泵，在线真空脱气机，自动进样器，柱温箱

（赛默飞世尔科技（中国）有限公司）；ＸＬ４ Ｃａｐｓｕｌｅ 超
纯水（Ｏｐｔｉｃａｐ公司）；ＳＢ － ８００Ｄ 超声波清洗器（宁波

新芝生物科技股份有限公司）；ＭＳＵ６２３Ｓ － １ＣＥ － Ｄ１
千分之一电子天平（ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。
１. ２　 试药

修美 乐 样 品： 批 号 ８４３５４ＸＨ０２， ０７０５１ＸＨ０１，
８０３１８ＸＨ０１，８４３５４ＸＨ０２，１１０２６３９，均购于艾伯维公

司；美罗华样品：批号 Ｈ０２５６，购于 Ｒｏｃｈｅ 公司；安维

汀样品：批号 Ｈ０１９６Ｂ０４，购于 Ｒｏｃｈｅ公司；羧肽酶 Ｂ，
货号 Ｃ９５８４，购于 Ｓｉｇｍａ 公司； ＦａｂＲＩＣＡＴＯＲ 酶 （即
ＩｄｅＳ酶），货号 ＡＯ － ＦＲ１ － ０２０，购于 ＧＥＮＯＶＩＳ公司，
１０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐缓冲液（ＮａＨ２ ＰＯ４·２Ｈ２ Ｏ 和

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，用磷酸和氢氧化钠溶液调 ｐＨ ６. ３
和 ７. ０）；１０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐 ／ １ ｍｏｌ·Ｌ － １氯化钠

（在 １ Ｌ磷酸盐缓冲液中加入 ５８. ４ ｇ 氯化钠，使终浓

度为 １ ｍｏｌ·Ｌ － １氯化钠和 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐，并
用磷酸或氢氧化钠溶液调 ｐＨ ６. ３）。
２　 方法与结果

２. １　 色谱条件

ＴｈｅｒｍｏＰｒｏＰａｃＴＭ ＷＣＸ － １０ 色谱柱（４ ｍｍ × ２５０
ｍｍ），流动相 Ａ 为 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐缓冲液（ｐＨ
６. ３），流动相 Ｂ为 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐 ／ １ ｍｏｌ·Ｌ － １

氯化钠（ｐＨ ６. ３），柱温为 ３５ ℃，进样体积为４０ μＬ，
流速为 ０. ５ ｍＬ·ｍｉｎ － １，修美乐、美罗华和安维汀样

品洗脱梯度如表 １ 和表 ２ 所示。

表 １　 修美乐洗脱梯度

Ｔａｂ. １　 Ｈｕｍｉｒａ ｅｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ

时间（ｔｉｍｅ） ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ（ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ） ／ ％ 流动相 Ｂ（ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ） ／ ％ 流速（ｆｌｏｗ ｒａｔｅ） ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １）

０ １００ ０ ０. ５

４５. ００ ８４ １６ ０. ５

５５. ００ ０ １００ ０. ５

５５. ０１ １００ ０ ０. ５

７５. ００ １００ ０ ０. ５

表 ２　 美罗华和安维汀洗脱梯度

Ｔａｂ. ２　 Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ、ａｖａｓｔｉｎ ｅｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ

时间（ｔｉｍｅ） ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ（ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ） ／ ％ 流动相 Ｂ（ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ） ／ ％ 流速（ｆｌｏｗ ｒａｔｅ） ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １）

０ １００ ０ ０. ５

４５. ００ ８７ １３ ０. ５

５５. ００ ０ １００ ０. ５

５５. ０１ １００ ０ ０. ５

７５. ００ １００ ０ ０. ５

２. ２　 溶液的制备

２. ２. １　 供试品溶液　 取修美乐、美罗华、安维汀，分
别加入 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７. ０）稀释成

１ ｍｇ·ｍＬ － １的溶液。
２. ２. ２　 酶切后供试品溶液　 取 ５０ μｇ的修美乐样品

与 ５０ Ｕ（２. ５ μＬ）的 ＩｄｅＳ酶混匀，３７ ℃水浴孵育 １ ｈ；
取 ５０ μｇ 的修美乐样品与 １０ μＬ 羧肽酶 Ｂ 混匀，３７
℃水浴孵育 ２ ｈ，取酶切产物，加入 ５０ Ｕ（２. ５ μＬ）的
ＩｄｅＳ酶混匀，３７ ℃水浴孵育 １ ｈ；取 ５０ μｇ 的美罗华

样品与 ５０ Ｕ（２. ５ μＬ）的 ＩｄｅＳ酶混匀，３７ ℃水浴孵育
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１ ｈ；取 ５０ μｇ的安维汀样品与 ５０ Ｕ（２. ５ μＬ）的 ＩｄｅＳ
酶混匀，３７ ℃水浴孵育 １ ｈ。
２. ２. ３　 空白对照溶液 　 取 １０ μＬ 羧肽酶 Ｂ 与 １０
ｍｍｏｌ·Ｌ － １磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７. ０）混匀，３７ ℃水浴

孵育 ２ ｈ，再加入 ５０ Ｕ（２. ５ μＬ）的 ＩｄｅＳ酶混匀，３７ ℃
水浴孵育 １ ｈ；取 ５０ Ｕ（２. ５ μＬ）的 ＩｄｅＳ与 １０ ｍｍｏｌ·
Ｌ － １ 磷酸盐缓冲液 （ ｐＨ ７. ０ ） 混匀， ３７ ℃ 水浴孵

育 １ ｈ。
２. ３　 结果

本研究选择 ３ 个市场上常见的治疗性单克隆抗

体 ＩｇＧ１，也是生物类似药物研发的热点产品，其等电

点范围为 ８. ５ ～ ９. ２，适用于 Ｆｅｋｅｔｅ 等［２０ － ２１］所描述的

盐梯度模式 ＣＥＸ的碱性范围。 在 ＩＭＧＴ 数据库中可

找到修美乐、美罗华和安维汀的氨基酸序列，由于它

们的 ＣＤＲ 区序列不同，其 Ｆ（ａｂ’） ２的序列不同，但
Ｆｃ部分的序列具有高度的相似性。 完整的 ｍＡｂ 被

ＩｄｅＳ酶切后的 Ｆｃ 区（等电点较低）在保留时间为

１０ ～ ２５ ｍｉｎ之间洗脱，而他们的 Ｆ（ａｂ’） ２区（等电点

相对较高）会在不同的保留时间内被洗脱。
２. ３. １　 修美乐 　 文献中也广泛报道修美乐的电荷

变异体通常采用 ｃＩＥＦ和 ＣＥＸ方法进行表征分析，当
用羧肽酶 Ｂ（ＣｐＢ）处理时，可见其碱性区的一部分异

质性来自 Ｃ －末端的赖氨酸，包括全抗体分子有 １ 个

（Ｋ１）和 ２ 个（Ｋ２）赖氨酸。
通过 ＩｄｅＳ酶切修美乐样品（图 １Ｂ）可清晰地检

测到 Ｆ（ａｂ）’ ２区和 Ｆｃ 区域，ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 结果显示

ＩＤＥＳ处理后样品的表观分子量约为 ２５ 和 １００ ｋＤａ ２
个组分，分别是 Ｆｃ和 Ｆ（ａｂ’） ２。 ＣＥＸ可以使 Ｆｃ和 Ｆ
（ａｂ’） ２２ 个成分达到很好的分离（图 １），Ｆｃ 区含有

碱性电荷异构体，而 Ｆ（ａｂ’） ２部分含有少量酸性电荷

异构体，很显然，这种分析提供比未处理样品 ＣＥＸ更

详细的结构信息。

图 １　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ（Ａ）及非还原 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析 ＩｄｅＳ 酶切前后的修美乐（Ｂ）
Ｆｉｇ. １　 Ｈｕｍｉｒａ ａｎａｌｙｚｅｄ ｅｉｔｈｅｒ ｉｎｔａｃｔ ｏｒ ＩｄｅＳ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｂｙ ＣＥＸ － ＨＰＬＣ（Ａ） ａｎｄ ｎｏｎ － ｒｅｄｕｃｔｉｖｅ ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ（Ｂ）

　 　 然后加入 ＣｐＢ酶，Ｆ（ａｂ’） ２区基本无变化，Ｆｃ 区
碱性区的 Ｋ１ 和 Ｋ２ 减小，Ｋ０ 升高，确定其为 Ｃ －末

端赖氨酸变体（图 ２）。
２. ３. ２　 美罗华 　 对于美罗华单抗，通过 ＩｄｅＳ 酶切

和 ＣＥＸ的对比研究可以得到常规未处理样品 ＣＥＸ
所得不到的结构信息。 如图 ３ 所示， ＩｄｅＳ 酶切和

ＣＥＸ分离可以得到很纯的 Ｆ（ ａｂ’） ２区和 Ｆｃ 区域蛋

白段。 未处理美罗华样品的 ＣＥＸ 谱图显示其 Ｃ 末

端赖氨酸已在生产过程中几乎被完全剪切掉，因

此，由赖氨酸存在引起的电荷变异体比例非常低。
通过 ＩｄｅＳ酶切美罗华样品可有效检测到 Ｆ（ ａｂ’） ２
区不仅具有部分酸性峰残留（很可能来自脱酰胺），
而且不同于修美乐，其 Ｆ（ ａｂ’） ２区域还含有碱性峰

（图 ３），部分碱性峰来自 Ｎ －末端氨基酸的的环化，
这与已有多个文献报道的美罗华数据一致［２２］ 。 另

外，美罗华的 Ｆｃ区除单个主峰贡献外，只有相对微

小的酸性峰（Ｆｃ区的脱酰胺）和碱性峰（Ｃ －末端赖

氨酸残留）。
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图 ２　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ 分析 ＩｄｅＳ 和 ＣｐＢ 酶切后的修美乐

Ｆｉｇ. ２　 Ｈｕｍｉｒａ ａｎａｌｙｚｅｄ ｅｉｔｈｅｒ ＩｄｅＳ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｏｒ ＩｄｅＳ ａｎｄ ＣｐＢ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｂｙ ＣＥＸ －ＨＰＬＣ

图 ３　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ（Ａ）及非还原 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析 ＩｄｅＳ 酶切前后（Ｂ）的美罗华

Ｆｉｇ. ３　 Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ ａｎａｌｙｚｅｄ ｅｉｔｈｅｒ ｉｎｔａｃｔ ｏｒ ＩｄｅＳ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｂｙ ＣＥＸ －ＨＰＬＣ（Ａ） ａｎｄ ｎｏｎ － ｒｅｄｕｃｔｉｖｅ ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ（Ｂ）

２. ３. ３　 安维汀 　 安维汀单抗的研究结果与美罗华

类似（图 ４），由于 Ｃ －末端赖氨酸在生产过程中几乎

被完全剪切，由赖氨酸引起的电荷变异体比例非常

低。 ＩｄｅＳ酶切前后的安维汀样品几乎没有因赖氨酸

所致的电荷异构体，而且安维汀产品中的酸性异构
体大多来自分子的 Ｆ（ａｂ’） ２区域。

作为本方法在抗体稳定性研究应用的范例，将
安维汀在 ４５ ℃加速 ０、１、２、４ 周后，分别进行完整
抗体和酶切分区域［ Ｆ（ ａｂ’） ２、Ｆｃ］的 ＣＥＸ － ＨＰＬＣ

分析。
完整抗体的分析结果显示见图 ５。
随着安维汀样品在 ４５ ℃放置时间到 ４ 周时，安

维汀的酸性区含量从 ２９. ４％增加到 ４９. １％ （表 ３），
该方法可有效检测到安维汀的脱酰胺情况，而且多

个酸性峰的存在显示多个脱酰胺位点的贡献。
抗体安维汀经 ＩｄｅＳ 酶切后分区域 ［ Ｆｃ 和 Ｆ

（ａｂ’） ２］的分析结果显示见图 ６。
随着安维汀样品在 ４５ ℃中放置时间的增加，可



　 药 物 分 析 杂 志　 Chin J Pharm Anal 2021， 41（12） ·２０８３　 ·
　

　 　 　 　 　

图 ４　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ（Ａ）及非还原 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析 ＩｄｅＳ 酶切前后（Ｂ）的安维汀

Ｆｉｇ. ４　 Ａｖａｓｔｉｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｅｉｔｈｅｒ ｉｎｔａｃｔ ｏｒ ＩｄｅＳ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｂｙ ＣＥＸ － ＨＰＬＣ（Ａ） ａｎｄ ｎｏｎ － ｒｅｄｕｃｔｉｖｅ ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ（Ｂ）

图 ５　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ 分析加速安维汀

Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ Ａｖａｓｔｉｎ ｂｙ ＣＥＸ －ＨＰＬＣ

表 ３　 安维汀在 ４５ ℃加速的 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ 数据

Ｔａｂ. ３　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ ｄａｔａ ｏｆ Ａｖａｓｔｉｎ ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎ ａｔ ４５ ℃

在 ４５ ℃放置时间（ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ａｔ ４５ ℃） ／周（ｗｅｅｋ） 酸性峰（ａ ｃｉｄｉｃ） ／ ％ 主峰（ｍａｉｎ） ／ ％ 碱性峰（ｂａｓｉｃ） ／ ％

０ ２９. ４ ６０. ６ １０. ０

１ ３４. ５ ５４. ９ １０. ６

２ ３９. １ ５０. ５ １０. ４

４ ４９. １ ３９. ２ １１. ７

有效检测到安维汀酸性区增高 （即脱酰胺水平增

高），且脱酰胺发生在 Ｆｃ 区 （图 ６，酸性区含量由

９. ９％增加到 ２２. ４％ ，表 ４）和 Ｆ（ａｂ’） ２区（图 ６，酸性

区含量由 ２０. ６％增加到 ３５. １％ ，表 ５）。 同时，实验

数据也支持 Ｆｃ 区和 Ｆ（ａｂ’） ２区脱酰胺存在对称位

点，也存在多位点。

３　 方法学验证

３. １　 专属性和系统适用性考察

分 别 取 空 白 对 照 溶 液、 修 美 乐 （ 批 号：
０７０５１ＸＨ０１）ＩｄｅＳ 酶切后供试品溶液各 ４０ μＬ，注入

液相色谱仪，记录色谱图。 结果见图 ７，酶切后供试

品修美乐的 Ｆｃ区域主峰保留时间 １６. ２１ ｍｉｎ，理论塔
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图 ６　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ 分析 ＩｄｅＳ 酶切后的加速安维汀

Ｆｉｇ. ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ Ａｖａｓｔｉｎ ｏｆ ＩｄｅＳ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｂｙ ＣＥＸ －ＨＰＬＣ

表 ４　 Ｆｃ 区的电荷异质性结果

Ｔａｂ. ４　 Ｃｈａｒｇｅ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ Ｆｃ ｒｅｇｉｏｎ

在 ４５ ℃放置时间（ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ａｔ ４５ ℃） ／周（ｗｅｅｋ） 峰 １ （ｐｅａｋ １） ／ ％ 峰 ２（ｐｅａｋ ２） ／ ％ 峰 ３（ｐｅａｋ ３） ／ ％

０ ９. ９ ６９. ０ ２１. １

１ １２. ８ ６５. ３ ２１. ９

２ １５. ０ ６３. ２ ２１. ８

４ ２２. ４ ５５. ９ ２１. ８

表 ５　 Ｆ（ａｂ’） ２区的电荷异质性结果

Ｔａｂ. ５　 Ｃｈａｒｇｅ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ Ｆ（ａｂ’） ２ ｒｅｇｉｏｎ

在 ４５ ℃放置时间（ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ａｔ ４５ ℃） ／周（ｗｅｅｋ） 峰 ４（ｐｅａｋ ４） ／ ％ 峰 ５（ｐｅａｋ ５） ／ ％ 峰 ６（ｐｅａｋ ６） ／ ％

０ ２０. ６ ７４. １ ５. ３

１ ２４. ０ ７０. ８ ５. ２

２ ２６. ７ ６７. ５ ５. ８

４ ３５. １ ５８. ６ ６. ３

图 ７　 ＣＥＸ －ＨＰＬＣ 分析 ＩｄｅＳ 酶切后的修美乐色谱图

Ｆｉｇ. ７　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ ＩｄｅＳ ｄｉｇｅｓｔｅｄ Ｈｕｍｉｒａ ｂｙ ＣＥＸ －ＨＰＬＣ
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板数为 ３６７５２；酶切后供试品修美乐的 Ｆ（ａｂ）’ ２区域

主峰保留时间 ３９. １３ ｍｉｎ，理论塔板数 ７１０５８；空白对

照品溶液无干扰峰出现。 结果表明本方法的专属性

和系统适用性良好。
３. ２　 线性关系

精确地吸取修美乐 ＩｄｅＳ 酶切后供试品溶液 １０、
２０、４０、６０、８０ μＬ（浓度 １ ｍｇ·ｍＬ － １ ），在“２. １”色谱

条件下，取上述酶切后供试品溶液分别进样分析，以
峰面积 Ｙ 对进样量（μｇ）进行回归，绘制标准曲线，计
算各组分的回归方程：
Ｙ ＝ ２. ７１３Ｘ ＋ １. ００８　 ｒ２ ＝ １. ０００

表明进样量在 １０ ～ ８０ μｇ 范围内与峰面积呈良

好的线性关系，选择最佳进样量监测批次间一致性。
３. ３　 精密度试验

３. ３. １　 日内精密度　 精确地吸取修美乐 ＩｄｅＳ 酶切

后供试品溶液 ４０ μＬ（浓度 １ ｍｇ·ｍＬ － １），在“２. １”项
色谱条件下连续进样 ６ 次，记录色谱图峰面积，峰面

积的 ＲＳＤ为 ０. ５２％ ，保留时间的 ＲＳＤ为 ０. ０４０％ ，表
明本方法的进样精密度良好。
３. ３. ２　 日间精密度　 精确地吸取修美乐 ＩｄｅＳ 酶切

后供试品溶液 ４０ μＬ（浓度 １ ｍｇ·ｍＬ － １），在“２. １”色
谱条件下连续 ３ ｄ取酶切后供试品溶液，每天分别进

样 ３ 次，记录色谱图峰面积，峰面积的 ＲＳＤ 为

３. ３１％ ，保留时间的 ＲＳＤ为 ０. １９％ ，表明本方法的中

间精密度良好。
３. ４　 耐用性试验

精确地吸取修美乐 ＩｄｅＳ 酶切后供试品溶液 ４０
μＬ（浓度 １ ｍｇ·ｍＬ － １），在“２. １”项色谱条件下，设
置柱温为 ３３、３５、３７ ℃，考察温度控制对样品和检测

方法的影响，记录色谱图峰面积，峰面积的 ＲＳＤ 为

１. ４％ ，保留时间的 ＲＳＤ 为 ０. ２１％ ，３ 个不同温度结

果无明显差别，表明本方法针对温度的耐用性良好。
３. ５　 稳定性试验

精确地吸取修美乐 ＩｄｅＳ 酶切后同一供试品溶

液，分别在 ０、４、８、１２、２４ ｈ 进样 ４０ μＬ（浓度 １ ｍｇ·
ｍＬ － １），在“２. １”色谱条件下，测定酶切后样品的峰

面积 ＲＳＤ 为 ３. ５％ ，表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内基本

稳定。
３. ６　 样品测定

取 ３ 批精确地吸取修美乐 ＩｄｅＳ 酶切后供试品溶

液，在“２. １”项色谱条件下，分别进样 ４０ μＬ（浓度 １
ｍｇ· ｍＬ － １ ），每 批 样 品 重 复 进 样 ２ 次，批 号 为

８０３１８ＸＨ０１、８４３５４ＸＨ０２、１１０２６３９ 的样品峰面积的

ＲＳＤ为 ２. ４％ 。
４　 讨论

完整的 ｍＡｂ经 ＩｄｅＳ 酶切后进行 ＣＥＸ 分析可获

得更详细的关于电荷异构体结构和质量信息，本文

展示的方法可有效、可靠地帮助抗体药物研究者分

别探讨 Ｆｃ和 Ｆ（ａｂ’） ２各自区域相关的酸性和碱性电

荷异构体的含量和变化。 通常，Ｆｃ 区域的酸性区可

以考虑是天冬酰胺脱酰胺的贡献，Ｆｃ 区域的碱性区

可能是由于 Ｃ －末端赖氨酸的不完全去除，或由肽基

甘氨酸甲氧基化单氧合酶（ＰＡＭ）催化的 Ｃ －末端脯

氨酸酰胺化反应 （ － ＰＣＯＮＨ２） ［２３］。 Ｆ（ａｂ’） ２区域的

碱性区可能是由于 Ｎ 端不完全环化［２２］导致的，可表

现为多个峰，而且如果 Ｆ（ａｂ’） ２区域出现酸性区成

分，应该引起重视，即需要建立或应用其他的分析方

法进一步确认其来源和对药代、免疫原性和活性等

产品质量的影响。
本研究的方法学考察结果表明，其专属性、线

性、精密度、耐用性、稳定性良好，建立的方法适用于

单抗的 Ｆｃ和 Ｆ（ａｂ’） ２各区域相关的酸性和碱性电荷

异构体表征考察和定量分析。
本研究展示 ＣＥＸ 是 １ 种快速、可靠的电荷异构

体表征分析技术，结合简单、可靠、和特异的 ＩｄｅＳ 酶

切技术可提供更深层次和定量的抗体结构、生物类

似药相似性、产品批间一致性、和随时间及存储条件

变化信息。 而且，即使该酶切和色谱组合分析的局

限性导致难以确定酸性和碱性变异体的准确来源，
该方法也可以较方便和高效地用于收集相关液相色

谱组分，然后利用质谱分析、或绘制肽图对比、或进

行相关生物活性分析，对不同组分进行更深入、精确

的表征和生物功能影响性分析。 因此，该方法具有

很广的通用性，有助于支持各个阶段的抗体药物开

发、研制和质量把控。
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