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摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent AdvanceBio HIC 色谱柱从单克隆抗体 (mAb) 天然形
式中分离其氧化异构体。暴露的氨基酸侧链残基（如甲硫氨酸、半胱氨酸、色氨
酸）的氧化是单克隆抗体的一种常见降解途径，也是生物技术中面临的一项主要分
析挑战。通常，与天然形式相比，氧化的 mAb 效价会降低1。因此，为确保 mAb 产
品的疗效，对这些降解的分析至关重要。mAb 氨基酸残基的氧化会改变 mAb 的疏水
性，这是由于氧化形式具有更高的极性，或其构象发生变化2。基于疏水性差异分离
生物分子的 HPLC 法包括反相色谱和疏水相互作用色谱 (HIC)。HIC 可用于表征来自
翻译后修饰 (PTM) 的 mAb 异构体。AdvanceBio HIC 色谱柱可为 mAb 氧化异构体与
未修饰形式的分离提供出色的分离度，并可在不将 mAb 分解为亚基或不采用其他样
品前处理方法的前提下分离被氧化的物质。 
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前言
mAb 及相关产品（如抗体药物偶联物 
(ADC)、双特异性抗体 (bsAb)）是发展
最快的一类生物治疗药物。重组  mAb 
在加工、运输和储存过程中会进行大量 
PTM。在这些修饰中，暴露的氨基酸侧
链（如甲硫氨酸 (Met)、色氨酸 (Trp)）的
氧化是一种常见现象。许多研究已报道，
mAb 氧化会对产品保质期和生物活性造
成负面影响1,2。因此，用于检测 mAb 氧
化异构体的分析方法的开发受到广泛关
注。甲硫氨酸氧化的 mAb 产品的亚砜和
砜侧链比其天然形式更大且极性更高，这
可能将改变蛋白质的结构、稳定性和生物
功能。反相液相色谱 (RPLC) 和 HIC 等疏
水性 HPLC 法常用于表征 mAb 异构体。
最近，已有多项研究表明 HIC 用于监测重
组 mAb 的氧化具有较好的选择性和易用
性，可作为一种出色的 RPLC 替代方法3。

与 RPLC 类似，HIC 同样基于与固定相的
疏水相互作用来分离分析物。HIC 的洗脱
顺序使蛋白质按其相对疏水性依次排列。
与 RPLC 不同的是，HIC 使用非变性条
件，无需有机溶剂或高温，可在生理 pH 
下实现分离，从而使蛋白质结构得到保
留。因此，可使用 HIC 分析蛋白质天然
形式的构象变化4。

AdvanceBio HIC 是一种硅胶基 HPLC 色
谱柱，专为分离 mAb 及其相关产品而
设计。其独特的专利化学键合相可为 
mAb 和 mAb 异构体分析提供高分离度
和所需选择性。本应用简报介绍了使用 
AdvanceBio HIC 色谱柱分离 NIST mAb 
氧化异构体。

实验部分

仪器与材料
所有化学品和试剂均为 HPLC 级或更高
级别，且均购自 Sigma-Aldrich（现属
于 Merck）或 VWR Scientific。人源化 
IgG1k mAb 样品（产品项目编号 8671）
购自  NIST SRM Standards。水经由 
Milli-Q A10 水纯化系统 (Millipore) 纯化。

仪器
Agilent 1260 Infinity II 生物惰性液相色谱
仪包括：

• Agilent 1260 Infinity II 生物惰性泵 
(G5654A)

• Agilent 1260 Infinity II 生物惰性 
Multisampler (G5668A)，配备样品
冷却装置（选件编号 100）

• Agilent 1260 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116A)，配备生物惰性热交换器
（选件编号 019）

• Agilent 1260 Infinity II 二极管阵列检
测器 WR (G7115A)，配备生物惰性
流通池（选件编号 028）

软件
Agilent OpenLab 2.2 CDS

t-BHP 氧化 mAb

将 1 mL NIST mAb (1 mg/mL)（溶于制剂
缓冲溶液中）溶液与 0.2% (v/v) 的 70% 叔
丁基过氧化氢 (t-BHP) 溶液在室温下共孵
育 24 小时。用截留分子量为 10 kDa 的 
Amicon Ultra-10 离心管去除残留氧化剂。
然后用 50% 流动相 B 替换样品缓冲溶液。

获得图 6 所示数据所用的反应条件为：
将 2% (v/v) 的 70% t-BHP 溶液加入 1 mL 
NIST mAb 样品 (1 mg/mL)，然后将反应
混合物进样至色谱柱。进样瓶温度保持在 
7 °C，同一样品瓶进行多次进样。

H2O2 氧化 mAb

将 1 mL NIST mAb (1 mg/mL)（溶于制剂
缓冲溶液中）溶液与 0.2% (v/v) 的 50% 过
氧化氢 (H2O2) 溶液在室温下共孵育 24 小
时。用截留分子量为 10 kDa 的 Amicon 
Ultra-10 离心管去除残留氧化剂。然后用 
50% 流动相 B 替换样品缓冲溶液。 
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结果与讨论
在配方开发期间，常需监测稳定性研究
或应力样品（例如样品暴露于过氧化氢 
(H2O2)、紫外线或金属离子）中的蛋白
质氧化情况。本研究中，使用 t-BHP 和 
H2O2 作为化学氧化剂促进 NIST mAb 样品
的氧化。过往研究表明，这两种试剂均能
特异性氧化 mAb 的 Met 侧链残基。H2O2 
更易氧化不易接近的掩蔽残基，而 t-BHP 
则氧化表面暴露更多的  M e t  残基 7。 
图 1 展示了化学氧化剂诱导的 Met 氧化反
应示意图。

图 2 中的 NIST mAb（人源化 IgG1k）氨
基酸序列表明，mAb 两条重链均含有六
个可能的表面可及 Met 残基。之前对大
多数人源化 IgG1 亚类抗体的研究表明，
位于抗原结合（或 Fc）区域 CH2 和 CH3 
结构域的 Met 残基更易发生氧化5。在 
NIST mAb 中，Met 255 和 Met 431 的氨
基酸容易发生氧化。示意图如图 3 所示。

方法条件

HPLC 条件

色谱柱 AdvanceBio HIC, 4.6 × 100 mm（部件号 685975-908）

流动相 洗脱液 A) 50 mmol/L 磷酸钠，pH 7.0 
洗脱液 B) 含 2 mol/L 硫酸铵的 50 mmol/L 磷酸钠，pH 7.0

流速 0.3–0.5 mL/min

柱温 25 °C

进样量 5 µL

最终样品浓度 1 mg/mL

检测器 紫外，220 nm

梯度曲线

流速：0.5 mL/min

时间 %A %B 
0 50 50 
20 100 0 
25 100 0 
30 50 50 
40 50 50

平缓梯度

流速：0.3 mL/min

时间 %A %B 
0 40 60 
40 90 10 
45 90 10 
50 40 60 
60 40 60

图 2. NIST mAb 氨基酸序列

图 1. 化学氧化剂诱导的甲硫氨酸氧化
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AdvanceBio HIC 色谱柱在低盐浓度起始
条件下可区分 mAb 氧化异构体与未处理
的 mAb 样品。在所报告的实验条件下，
经 t-BHP 氧化的 NIST mAb 将产生多个保
留时间更短的峰，这可能是由于构象发生
变化。HIC 色谱图（图 4）中标注为 1–6 
的较早流出的峰表明 mAb 的 Met 残基被
氧化。保留时间约为 12.6 分钟的峰 7 对
应未氧化的 mAb。H2O2 处理的 mAb 样
品被完全氧化，洗脱的三个峰具有更短的
保留时间，表明 Met 残基被氧化的程度
更高。IgG1k mAb 样品与两种不同氧化
剂共孵育后所得的色谱图差异表明，反应
受 Met 残基溶剂可及性以及氧化剂空间
限制的影响，这与之前的报道一致6。

为进一步提高分离度，使用更慢的流
速以及更平缓的梯度条件。设置流速
为  0 . 3  m L / m i n，起始硫酸铵浓度为 
1.2 mol/L 且梯度速率为 25 mmol/L/min，
在相对更短的分析时间内实现了更好的分
离（图 5）。在这幅色谱图中，可从未经
处理的 mAb 样品中清晰观察到多种 mAb 
氧化物。
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NIST mAb - 对照样品
NIST mAb + 0.2% (v/v) t-BHP（24 小时）
NIST mAb + 0.2% (v/v) H2O2（24 小时）

图 4. 使用更低的起始盐浓度分离 NIST mAb 氧化异构体

图 5. 使用平缓梯度分离 NIST mAb 氧化异构体
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在图 6 中，NIST mAb 样品与 2% (v/v) 
t-BHP 共孵育，使用更平缓的梯度条件在
不同时间点监测氧化反应。从叠放的色谱
图可以看出，mAb 氧化程度随 t-BHP 孵
育时间的增加而增加。几个小时氧化反
应后可观察到多种 mAb 氧化物。这表明 
mAb 样品两条重链上的表面可及的 Met 
残基可能被随机氧化，如之前的研究所报

时间 %A %B

0 40 60

40 90 10

45 90 10

50 40 60

60 40 60

25 mmol/L/min

图 6. 监测 t-BHP 氧化 mAb 的反应
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道5。反应 10 小时后，mAb 样品被进一
步氧化并产生一个较宽的峰，表明发生了
强制氧化。之前的研究推测，掩弊较深的 
Met 残基的氧化会引起更显著的结构变
化，这可能导致 mAb 部分展开7。部分展
开的 mAb 可能具有更多构象变异，导致
产生更宽的峰以及更大的保留时间偏移。

结论
AdvanceBio HIC 色谱柱可实现 mAb 氧
化异构体与其天然形式的分离。使用 
AdvanceBio HIC 色谱柱，在更慢的流速
以及更平缓的梯度条件下可实现 mAb 氧
化异构体的最佳分离，同时还可保持相对
较短的分析时间。
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