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生物制药

前言
单克隆抗体 (mAbs) 是制药公司广泛生产的重要生物制品。随着 mAbs 在生物过程中
的应用不断增加，对其进行详细表征的技术引起制药公司的极大关注。由于蛋白质聚
集体影响生物活性，因此是监管机构、学术界和制造商之间激烈讨论的话题之一[1]。
亚可见蛋白质聚集体可能暴露出当蛋白质处于稳定形式时可能不存在的表位。可靠
地鉴定聚集体的存在对于 mAbs 表征至关重要。

聚集体的形成在生产、纯化、制剂和存储过程中受到众多因素的影响。因此，采用
快速 QC 方法鉴定蛋白质聚集体的存在极具优势。该方法可用于抗体生产生命周期中
的许多阶段（例如克隆筛选），以及在存储过程中对产品进行持续监测。作为检测蛋
白质聚集体的分析方法之一，紫外光谱的优势在于它是一种无损方法。此外，该方
法所需样品量少，并且仅需极少的样品前处理，样品分析更加简单。

mAb 聚集体表征

HPLC 方法与使用 Cary 60 紫外-可见分光光度计开发
的快速方法的比较
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本研究开发了一种快速 QC 方法来指示聚集体的存在。该方法
使用 Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计鉴定在不同诱导条
件下 mAb 溶液中产生的聚集体。通过体积排阻色谱 (SEC) 分
析（表征蛋白质聚集体的标准方法）进行聚集体的确认。

实验部分
试剂与样品

市售 mAb 购自当地药房并根据制造商的使用说明进行储存。
磷酸二氢钠、磷酸氢二钠均购自 Sigma-Aldrich。新鲜配制缓
冲液，使用前用 0.22 μm 膜过滤。

样品前处理

采用两种不同的诱导方法处理 mAb 样品以诱导聚集：热诱导
以及加速冻融诱导（见下文）。将未处理（未诱导）的样品作
为分析测量的对照样品。

热诱导

用水将 mAb 样品稀释至 1 mg/mL。将 100 μL 稀释后的 mAb 
等分试样置于 0.5 mL Eppendorf 管中。然后使用 ThermoMixer 
恒温混匀仪 (Eppendorf) 在 65 °C 下分别孵育 5 分钟和 10 分
钟，进行热诱导处理。样品冷却至室温后开始分析。

加速冻融诱导：

将 100 μL 的 1 mg/mL mAb 等分试样置于 0.5 mL Eppendorf 管
中。将这些样品管浸入乙醇-干冰浴中，直至溶液冻结。然后将
冷冻样品立即放入恒温混匀仪中，在 30 °C 下恒温 4 分钟。待
样品完全解冻后，再次进行急冻。重复该冻融循环 15 次，然
后进行分析表征。

紫外光谱扫描

使用 Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计对对照样品和经诱
导的 mAb 样品进行光谱扫描。将 50 μL 等分试样加入安捷伦
亚微量矩形石英样品池中（10 mm 光程）。记录 240–380 nm 
范围内样品相对于空白校正基线的吸光度。使用图 1 中所示
的公式[2] 计算聚集指数 (A.I.)。使用 Agilent Cary WinUV 扫描
应用软件进行数据采集和分析。

图 1. 聚集指数计算公式

其中 OD 350 表示 350 nm 处的吸光度 (%Abs)，OD280–
OD350 表示 280 nm 和 350 nm 处的吸光度差值。

体积排阻色谱 (SEC)

使用 Agilent 1260 Infinity 生物惰性液相色谱系统对样品进行 
SEC 分析，该系统包括：

　– Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相色谱泵

　– Agilent 1260 Infinity 高效生物惰性自动进样器

　– Agilent 1260 Infinity 柱温箱，配备生物惰性热交换器

　– 安捷伦柱温箱

　– Agilent 1260 Infinity VL Plus 型二极管阵列检测器

　–  Agilent AdvanceBio SEC 液相色谱柱，300 Å， 
7.8 × 300 mm，2.7 μm

液相色谱参数如表 1 所示。这些参数来自另一项研究[3]，并用
于本研究的分离过程。计算单体和聚集体的峰面积，并与对
照样品进行比较。采用 OpenLAB CDS ChemStation 进行数据
采集和分析。
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表 1. 液相色谱仪器条件

参数 设置

流动相 A 150 mmol/L 磷酸钠 pH 7.0

色谱柱 AdvanceBio SEC 2.7 μm 300 Å  
7.8 × 300 mm 色谱柱

TCC 温度 (°C) 25 °C

等度运行 流动相 A

运行时间 15 分钟

进样量 5 μL

流速 0.8 mL/min

DAD 220 nm 和 280 nm

结果与讨论
紫外光谱法

紫外吸收光谱法提供了定量测量蛋白质溶液的最简单的无损 
方法。

利用该方法定量分析蛋白质，无需进行化学衍生或复杂的染料
偶联反应。

使用 Cary 60 紫外-可见分光光度计测量在不同条件下诱导形
成聚集体的 mAb 样品。Cary 60 适用于测量生物样品，因为
闪烁式氙灯不会导致光敏样品发生光降解。安捷伦提供各种石
英样品池，样品容量在 5 μL 至 1 mL 范围内。本研究使用样
品容量为 50 μL、光程为 10 mm 的亚微量石英样品池。使用
该样品池可确保将样品损失降至最低，并且仅需少量样品即可
进行测量。

任何高于 320 nm 的吸收信号均归因于聚集体颗粒对光的散
射。不含聚集体的蛋白质溶液在 320 nm 以上无吸收[4]。图 2 
展示了未经诱导和经诱导的 mAb 样品的光谱扫描结果。图 A 
为热诱导样品的吸收光谱。可以观察到 350 nm 处的光密度略
有增加。该光谱与图 B 中冻融诱导样品的光谱相比，后者在 
350 nm 处的光密度显著增加。

在图 2 中，每张图均在插图中展示了相同数据的双对数曲线
图。它们显示了散射对总体吸光度的贡献。 

热诱导的 mAb 样品的紫外谱图 冻融诱导的 mAb 样品的紫外谱图

双对数曲线图
双对数曲线图

空白

波长 (nm) 波长 (nm)

mAb – 对照样品 空白
mAb – 对照样品mAb - 65˚C 5 min

mAb - 65˚C 10 min mAb – 15 次 FT

图 2. 未经诱导的 mAb 和经诱导的 mAb 样品的紫外吸收光谱。图 A：热诱导的样品，图 B：冻融诱导的样品。插图展示了双对数曲线图
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紫外迹线的偏移增加，可以清楚地看出溶液的光密度变化。

使用图 1 中的公式，根据这些数据计算聚集指数 (AI)，表 2 中
列出了聚集指数的变化。反复冻融循环的样品表现出比对照样
品和热诱导样品更高的聚集指数。从这些数据可以看出，冻融
诱导比热诱导更易形成聚集体。这可能是冰-液界面处发生部
分去折叠、pH 值随缓冲盐结晶发生变化以及冰晶生长过程中
的溶质浓度等因素所致。

SEC 分析

使用 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱（粒径为 2.7 μm）分析
所有样品。AdvanceBio SEC 色谱柱可有效分离制剂中的单体
峰、聚集体峰以及小分子防腐剂。在很短的分析时间内即可实
现单体峰与聚集体峰的高分离度分离。

表 2. 未经诱导的样品和经不同诱导条件诱导的样品的聚集指数变化

样品 OD 280 nm OD 350 nm 聚集指数

未经诱导的 IgG 1.57 0.01 0.5

65 °C – 5 min 1.69 0.02 1.1

65 °C – 10 min 1.72 0.04 2.5

15 次冻融 (FT) 1.82 0.10 5.8

热诱导样品的 SEC 色谱图如图 3 中的图 A 所示，冻融样品如
图 B 所示。所有样品均显示出主要单体峰，约占总峰面积的 
99%。在对照样品中，7 分钟处出现少量的聚集体峰。热诱导
样品的色谱图显示，在保留时间 6 分钟处出现另一个峰。而对
照样品中不存在该峰。另外，经诱导样品的基线在 11 分钟左
右有所升高，表明存在降解的 mAb。色谱图显示，在热诱导
时某些固有聚集体转变为高阶聚集体。尽管聚集体的总峰面积
相同，但采用 SEC 分析可以分离出不同形式的聚集体。对照
样品和经过 15 次冻融循环的样品的叠加色谱图如图 B 所示。 

该图表明，在经过诱导的样品中，7 分钟处聚集体的峰面积有
所增加。

表 3 所示的单体峰和聚集体峰的峰面积百分比表明，与热降
解相比，在反复冻融循环中发生高度聚集。紫外谱图显示出
类似的结果。

表 3. 不同条件下 SEC 色谱图中聚集体和单体峰的峰面积百分比

mAb 样品
峰面积 %

聚集体 单体

未经诱导的 mAb 0.73 99.13

65 °C – 5 min 0.68 99.23

65 °C – 10 min 0.67 99.20

15 次冻融 (FT) 1.18 98.65

紫外吸收数据和 SEC 数据在评估存在的聚集体方面具有良好
的相关性。尽管紫外吸收法无法分离聚集体，但是可以将其
作为 SEC 表征前的快速分析工具。紫外吸收法的优点在于
所需样品量少、样品可重复使用、仪器设置简单且分析快速 
（耗时不到 1 分钟）。

mAb – 对照样品
mAb - 65˚C 5 min

mAb – 对照样品
mAb – 15 次 FT

mAb - 65˚C 10 min

诱导的聚集体

固有聚集体

聚集体

单体

降解的 mAb

防腐剂

单体

降解的 mAb

防腐剂

图 3. 未经诱导的 mAb 和经诱导的 mAb 样品的 SEC 叠加色谱图。图 A：经热
诱导的样品，出现了聚集体峰。图 B：经冻融诱导的样品，聚集体峰增加
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结论
本研究的结果表明，使用 Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度
计可以监测单克隆抗体溶液中聚集体的存在。尽管该方法无
法分离不同形式的聚集体，但是在采用 SEC 分离这些聚集体
之前，可以将该方法作为一种快速筛选方法来鉴定是否存在聚
集体。结果还表明，Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱与 Agilent 
1260 生物惰性液相色谱系统结合使用，能够在较短的运行时
间内实现 mAb 聚集体的高分离度分析。
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