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平台化高通量 pH 梯度阳离子色谱法在单克隆抗体 
电荷异质性分析中的应用研究 *

李纲 1，张一帆 1，2，陈奔 1，曹雪梅 1，苏勇 1**

（1. 上海复旦张江生物医药股份有限公司，上海 201210；2. 复旦大学生命科学学院，上海 200438）

摘要　目的：建立应用 pH 梯度分离的高通量、平台化高效液相阳离子交换色谱法，用于单克隆抗体电荷异质

性分析。方法：利用不同 pH 的三羟甲基氨基甲烷、咪唑、哌嗪缓冲液组成 pH 梯度进行梯度洗脱，采用相同色

谱柱、流动相和分离梯度对不同等电点的单抗进行分离。结果：用该法对美国药典收录的 3 种单抗—贝伐珠单

抗、曲妥珠单抗、利妥昔单抗进行检测，并与对应各论中记载的盐梯度方法比较，结果显示 3 种单抗主峰与酸区、

碱区的分离度均有改善，贝伐珠单抗分离度分别提高了 44% 和 500%；曲妥珠单抗分离度分别提高了 83% 和

233%；利妥昔单抗酸区分离度由无法给出提高到 0.7，碱区分离度提高了 10%。针对贝伐珠单抗的方法进行再

次优化（提高 40% 通量）并开展方法学验证。结果显示方法专属性良好，高温破坏后可观察到酸区和碱区杂质

均有趋势性增加；精密度良好，重复性实验中主峰保留时间 RSD 为 0.12%，中间精密度实验中酸区、主峰、碱区

百分比峰面积 RSD 均小于 2%；准确度良好，酸区、主峰、碱区在 5 个不同的浓度级别中回收率总体平均值分别

为 100.4%，101.0%，101.4%；线性良好，蛋白含量 0.8~1.2 mg·mL-1 范围内酸区、主峰、碱区峰面积均与样品浓度

呈线性关系，主峰与碱区线性相关系数 R2 均大于 0.999，酸区 R2 为 0.988；耐用性良好，检测条件发生一定变化

时，酸区、碱区和主峰的百分比峰面积测定 RSD 均小于 3%。结论：建立的平台化 pH 梯度方法适用于不同单抗

的电荷异质性分析，且具有良好的分离度，为单抗的研究和开发提供了一种通量更高的分离手段和分析方法。
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chromatography method for charge variants separation of  
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Abstract　Objective：To apply a high-throughput pH gradient-based ion-exchange chromatography method for 
the charge variants separation of several monoclonal antibodies．Methods：The buffer system consisted of tris，
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imidazole and piperazine．Each buffer was adjusted to different pH，respectively．A pH gradient method was used to 
separate MAbs with different pI values．Results：Three MAbs including bevacizumab，trastuzumab and rituximab， 
which were collected in USP Medicines Compendium，were separated and compared with their original salt-gradient 
method results．Results indicated that the resolution of acidic variants and basic variants were improved among all 
MAbs．In the case of bevacizumab，resolution improvements were 44% and 500%，respectively，and 83%，233% 
in trastuzumab，it is slightly better in the case of rituximab．The method was further improved for bevacizumab 
separation and validated．Separation time was shortened by 40%．The results of specificity test showed that variants 
were positively correlated with heating time，repeatability test showed that the RSD of retention time of main peak 
is 0．12%，inter-mediate test showed that the RSD of area percentage was less than 2%．Accuracy test showed that 
the overall recovery of variants and main peak were 100．4%，101．0%，and 101．4%，respectively．Linearity test 
showed that the linearity of variants and main peak was around 0．99．The method is robust if the chromatography 
condition deviate slightly，the RSD of variants and main peak were less than 3%．Conclusion：The pH gradient-
based cation-exchange chromatography method is applicable for MAbs with different pI values，which provides a 
higher throughput and better separated analysis approach for monoclonal antibody study and development．
Keywords：biosimilars；monoclonal antibody （MAb）；charge heterogeneity；high flux analysis；cation-exchange 
chromatography；bevacizumab；trastuzumab；rituximab

当单克隆抗体（单抗，mAb）处在水相体系中，通

常会产生带电极性氨基酸。它们与溶液中的物质产

生分子间相互作用，表面残基会发生多种化学或酶修

饰，从而使得单抗变成一种带有轻微静电差异的电荷

异质性混合物［1-3］。在生物制药行业中，离子交换色谱

（ion-exchange chromatography，IEC）作为治疗性单抗产

品电荷异质性分析的“金标准”被广泛应用［2，4-7］。

传统的盐梯度 IEC 方法是产品特异性的，对于不

同的抗体需要开发不同的方法［8］，对于需要同时开发

多个品种的企业或检测机构工作意味着负荷高、通量

低、效率差等问题，并且分离度往往无法令人满意［9］。

基因泰克公司于 2009 年发表了采用 pH 梯度进行 IEC
分析的第一篇报道［10］，经过改进和进一步发展，该方

法已经很好地替代传统的盐梯度分离方法［11］。pH 梯

度的 IEC 分析相较于传统盐梯度 IEC 分析的分离度更

好，具备平台化分析的能力—即可用同一方法检测不同

抗体；此外，pH 梯度的 IEC 分析方法对样品基质的耐受

性很强［12］，且这种方法的良好分离并不主要受制于色

谱柱长度，因此可通过使用更短色谱柱获得更高通量。

根据 2015 年 2 月 28 日国家食品药品监督管理

总局发布的《生物类似药研发与评价技术指导原则

（试行）》中关于“研究中应尽可能使用敏感的、先进

的分析技术和方法检测候选药与参照药之间可能存

在的差异”的要求，本研究利用 pH 梯度 IEC 方法对

贝伐珠单抗、曲妥珠单抗、利妥昔单抗这 3 种已被广

泛研究和开发的抗体进行了初步分析，并与美国药典

（USP）各论中记载的盐梯度方法进行比较。然后以

贝伐珠单抗为例，研究了进一步提高分析通量的思路

与方法，并进行方法学验证。

1　仪器、供试品和材料

1.1　仪器

高效液相色谱系统采用 Waters Acuity Arc 液相

色谱系统。

1.2　供试品

mAb1、mAb2 和 mAb3 为上海复旦张江生物医药

股份有限公司经由中国仓鼠卵巢细胞（CHO）所表达

的单克隆抗体，这些单抗的等电点（pI）采用 Beckman 
Coulter 公司的 cIEF 试剂盒并参考标准操作规程进

行测定。贝伐珠单抗（Bevacizumab，商品名 Avastin®，

批 号 H0144）、曲 妥 珠 单 抗（Trastuzumab，商 品 名

Herceptin®，批号 N3661）、利妥昔单抗（Rituximab，商品名

Rituxan®，批号 H0151）均购自 Roche 公司。

1.3　材料

羧肽酶 B（Carboxypeptidase B，CpB）购自 Roche
公司；三羟甲基氨基甲烷、咪唑、哌嗪、磷酸钠、磷酸、

氯化钠、MES、氢氧化钠均购自 Sigma 公司；色谱柱为

Thermo 公司弱阳离子色谱柱 ProPacTM WCX-10（10 
mm，4 mm×250 mm）。
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2　方法

2.1　样品处理

用 10 mmol·L-1 磷酸钠缓冲液（pH 6.6）将不同

MAb 分别稀释至 1 mg·mL-1，然后按照 CpB 与样品质

量比例 1∶20 加入 CpB（5 mg·mL-1）进行酶切，37 ℃
孵育 2 h。
2.2　液相色谱条件

2.2.1　平台化 pH 梯度方法　采用三元流动相，其中

流 动 相 A 为 4 mmol·L-1 Tris、4 mmol·L-1 咪 唑、4 
mmol·L-1 哌嗪水溶液，用盐酸溶液调 pH 至 5.0，流动

相B为 4 mmol·L-1 Tris、4 mmol·L-1 咪唑、4 mmol·L-1 哌嗪

水溶液，流动相 C 为 500 mmol·L-1 氯化钠水溶液，

分离梯度为 0 min，0% 流动相 B 和 0% 流动相 C；
2 min，0% 流动相 B 和 0% 流动相 C；60 min，96.8%
流动相 B 和 3.2% 流动相 C；64 min，96.8% 流动相

B 和 3.2% 流动相 C；65 min，0% 流动相 B 和 0% 流
动 相 C；72 min，0% 流 动 相 B 和 0% 流 动 相 C，流

速 1 mL·min-1，色谱柱温度 25 ℃，样品室温控 2~ 
8 ℃，进样体积 40 μL。经过初次实验后，可根据单

抗 pI 值的不同，提高起始流动相 B 和流动相 C 的比

例以提高通量，原则是单位时间内流动相变化速率 
恒定。

2.2.2　贝伐珠单抗盐梯度检测方法　参考 USP，流动

相 A 为 10 mmol·L-1 磷酸钠水溶液，用磷酸调 pH 至

6.6，流动相 B 为 10 mmol·L-1 磷酸钠，0.1 mol·L-1 氯

化钠水溶液，用磷酸调 pH 至 6.6，分离梯度为在 50 
min 内流动相 B 由 30%~70%，流速 0.8 mL·min-1，色

谱柱温度 25℃，样品室温控 8 ℃，进样体积 40 μL，
分离方法总长 75 min，色谱柱为 4.6 mm×100 mm；

packing L53 （可选 Tosoh，TSKgel CM-STAT）。
2.2.3　曲妥珠单抗盐梯度检测方法　参考 USP，流
动相 A 为 10 mmol·L-1 磷酸钠水溶液，用氢氧化钠

溶液调 pH 至 7.5，流动相 B 为 10 mmol·L-1 磷酸钠，

0.1 mol·L-1 氯化钠水溶液，用氢氧化钠溶液调 pH
至 7.5，分离梯度为在 38 min 内流动相 B 由 0~30%，流

速 0.8 mL·min-1，色谱柱温度 45 ℃，样品室温控 8 ℃，

进样体积 40 μL，分离方法总长 55 min，色谱柱为 4.6 
mm×100 mm；packing L53 （可选 Tosoh，TSKgel CM-
STAT）。
2.2.4　利妥昔单抗盐梯度检测方法　参考 USP，流
动相 A 为 20 mmol·L-1 MES 水溶液，用氢氧化钠溶

液 调 pH 至 6.0，流 动 相 B 为 20 mmol·L-1 MES，0.4 

mol·L-1 氯化钠水溶液，用氢氧化钠溶液调 pH 至

6.0，分离梯度为在 85 min 内流动相 B 由 17%~45%，

流速 0.7 mL·min-1，色谱柱温度 30 ℃，样品室温控 5 
℃，进样体积 40 μL，分离方法总长 115 min，色谱柱

为 4.0 mm×25 cm；packing L53 （可选 Dionex，Pro Pac 
WCX-10）。
3　结果

3.1　平台化 pH 梯度分离结果

如图 1 所示，用 pH 梯度分析单抗的电荷异质性

时，采用完全相同的条件（色谱柱、流动相、分离梯

度）可以对 pI 显著不同的单抗的电荷异质性进行分

析，且具有良好的分离度，酸性峰、碱性峰与主峰得到

了良好的分离，基线平稳。

图 1　6 种不同 pI 单抗 pH 梯度分离结果

Fig. 1　The charge heterogeneity profiles of 6 MAbs with different pI 
values acquired by pH-IEC method

值得注意的是，pI 大于 9 的单克隆抗体的电荷

异质性分析往往较难［10］，可以看出通用型方法对于

利妥昔单抗（pI 9.3）的分离也较差。可以利用四

元泵的特性，将 4 个流路放入不同的母液中，自动混合

出预期的流动相比例（此时流动相 A 为 40 mmol·L-1 

Tris、40 mmol·L-1 咪唑、40 mmol·L-1 哌嗪水溶液，

用盐酸溶液调 pH 至 5.0；流动相 B 为 40 mmol·L-1 

Tris、40 mmol·L-1 咪唑、40 mmol·L-1 哌嗪水溶液；流

动相 C 为 500 mmol·L-1 氯化钠水溶液；流动相 D 为

纯水），仅改变梯度即可改善酸碱区与主峰的分离（梯

度条件见表 1，分离图谱见图 2），优化后的梯度条件 3
获得了最佳的分离效果，显示出本方法良好的拓展性。

3.2　单抗盐梯度与 pH 梯度分离对比

采用传统盐梯度分析时，不同单抗的分析需

要配制不同的流动相、使用不同的色谱柱，较为

费时费力，对于需要开发、检测多个品种的实 验 室，
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表 1　利妥昔单抗优化分离液相条件

Tab. 1　LC conditions for improving rituximab separation

流动相梯度

（LC condition）
流路

（flow path）

流动相比例（mobile phase ratio）/%

0.0 min 2.0 min 60.0 min 64.0 min 65.0 min 72.0 min

原始梯度（original） A 10.0 10.0 0.0 0.0 10.0 10.0

B 0.0 0.0 9.7 9.7 0.0 0.0

C 0.0 0.0 3.2 3.2 0.0 0.0

D 90.0 90.0 87.1 87.1 90.0 90.0

梯度 1（gradient 1） A 10.0 10.0 0.0 0.0 10.0 10.0

B 0.0 0.0 9.7 9.7 0.0 0.0

C 0.0 0.0 9.6 9.6 0.0 0.0

D 90.0 90.0 80.7 80.7 90.0 90.0

梯度 2（gradient 2） A 20.0 20.0 0.0 0.0 20.0 20.0

B 0.0 0.0 19.4 19.4 0.0 0.0

C 0.0 0.0 6.4 6.4 0.0 0.0

D 80.0 80.0 74.2 74.2 80.0 80.0

梯度 3（gradient 3） A 20.0 20.0 0.0 0.0 20.0 20.0

B 0.0 0.0 19.4 19.4 0.0 0.0

C 0.0 0.0 12.8 12.8 0.0 0.0

D 80.0 80.0 67.8 67.8 80.0 80.0

梯度 4（gradient 4） A 30.0 30.0 0.0 0.0 30.0 30.0

B 0.0 0.0 29.0 29.0 0.0 0.0

C 0.0 0.0 3.2 3.2 0.0 0.0

D 70.0 70.0 67.8 67.8 70.0 70.0

梯度 5（gradient 5） A 30.0 30.0 0.0 0.0 30.0 30.0

B 0.0 0.0 29.0 29.0 0.0 0.0

C 0.0 0.0 9.6 9.6 0.0 0.0

D 70.0 70.0 61.4 61.4 70.0 70.0

　注（note）：梯度流速均为 1 mL·min-1（the flow rates of gradient were1 mL·min-1）

图 2　利妥昔单抗分离梯度优化

Fig. 2　Improving pH-IEC gradient of rituximab

极大地降低了工作效率，并且分离度往往难以

令 人 满 意。 用 USP 各 论 中 记 载 的 盐 梯 度 方 法

相应地对贝伐珠单抗、曲妥珠单抗和利妥昔单

抗进行分离，酸性峰、碱性峰与主峰的分离度明

显低于 pH-IEC 方法 。分离结果与图谱比对见 
表 2 和图 3。此处描述的分离度指主峰与其最接近

的酸性峰之间的分离度、主峰与其最接近的碱性峰

之间的分离度，在批放行检验、稳定性考察、工艺优

化检测中一般不考虑各酸性峰间、各碱性峰间的分 
离度。
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表 2　pH 梯度与盐梯度分离结果对比

Tab. 2　Comparisonof the separation results between pH gradient and salt gradient methods

峰面积（area）/% 分离方法（method） 贝伐珠单抗（bevacizumab） 曲妥珠单抗（trastuzumab） 利妥昔单抗（rituximab）

酸区（acidic variants） pH 梯度（pH gradient） 23.1 17.3 21.3

盐梯度（salt gradient） 30.6 24.5 17.6

主峰（main peak） pH 梯度（pH gradient） 72.4 78.7 72.7

盐梯度（salt gradient） 67.9 65.9 75.9

碱区（basic variants） pH 梯度（pH gradient） 4.5 4.0 6.0

盐梯度（salt gradient） 1.5 9.6 6.5

A. 分离度汇总（resolution summary）　B. 贝伐珠单抗（bevacizumab）　C. 曲妥珠单抗（trastuzumab）　D. 利妥昔单抗（rituximab）

图 3　3 种单抗 pH-IEC 与 Salt-IEC 分离方法比较

Fig. 3　Resolution comparison between pH-IEC and Salt-IEC methods towards three MAbs

3.3　贝伐珠单抗 pH 梯度方法优化与验证

MAb 2 是贝伐珠单抗的生物类似药，针对这一品

种我们照“2.2.1”中所述对方法进行优化，每一针分离

时间由原先的 72 min 缩短至 46 min，与原方法相比，

通量提高了约 40%，并对该方法进行了方法学验证。

3.3.1　专属性　取流动相 A 作为空白样品（blank-
mobile phase），将制剂缓冲液与蛋白样品同步前

处理，分别制成基质样品（matrix）和标准样品

（standard solution）。如图 4 所示，流动相、基质溶液

的色谱图在积分窗口内无任何色谱峰，供试品显示有

明显的酸区、主峰和碱区，经高温破坏后可观察到酸

区杂质和碱区杂质均有趋势性增加。

3.3.2　精密度  重复性试验中制备 6 份样品，每个样

品进样 3 次，共 18 针数据进行统计分析。结果显

示主峰保留时间重复性良好，RSD 为 0.12%，酸区、

主峰、碱区百分比峰面积 RSD 分别为 1.5%、0.44%、

1.6%，中间精密度实验由其他实验者同法制备样品，

与原实验者数据统计分析。结果显示酸区、主峰、碱

区百分比峰面积 RSD 分别为 1.6%、0.47%、1.8%。结

果见表 3、4。
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A. 流动相、基质溶液、供试品叠加图（chromatogram of the mobile phase，the matrix solution and the standard solution）　B. 高温破坏实验酸区变化（acidic 

variants during heat treatment）　C. 高温破坏实验碱区变化（basic variants during heat treatment）

图 4　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—专属性

Fig. 4　Method validation of pH-IEC for bevacizumab biosimilar-specificity

表 3　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—精密度：重复性结果表（n=18）

Tab. 3　Results of method validation for bevacizumab biosimilar—precision：repeatability

样品编号

（No.）

峰面积（area）/（μV·s-1） 峰面积（area）/% 保留时间（retention time）/min

酸区（acidic） 主峰（main） 碱区（basic） 酸区（acidic） 主峰（main） 碱区（basic） 主峰（main）

1 684384 2348761 78072 22.0 75.5 2.5 22.062

2 697499 2333423 76420 22.4 75.1 2.5 22.042

3 711778 2390065 78965 22.4 75.1 2.5 22.012

4 690809 2402090 80247 21.8 75.7 2.5 22.035

5 687861 2410192 79387 21.6 75.9 2.5 22.012

6 697879 2413605 77486 21.9 75.7 2.4 22.041

Mean 695035 2383023 78430 22.0 75.5 2.5 0.027

SD 9770 33825 1383 0.3 0.3 0.0 0.12

RSD/% 1.4 1.4 1.8 1.5 0.44 1.6 22.1

　注（note）：所有数据均为 3 次进样平均值（every single data was the average of three injections）

表 4 贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—精密度：中间精密度结果表

Tab. 4　Results of method validation for bevacizumab biosimilar—precision：intermediate

进样

（injection）

峰面积 - 酸区（area，acidic）/% 峰面积 - 主峰（area，main）/% 峰面积 - 碱区（area，basic）/%

实验员 1
（analyst 1）

实验员 2
（analyst 2）

实验员 1
（analyst 1）

实验员 2
（analyst 2）

实验员 1
（analyst 1）

实验员 2
（analyst 2）

1 22.0 22.8 75.5 74.7 2.5 2.5

2 22.4 22.5 75.1 75.0 2.5 2.5

3 22.4 22.4 75.1 75.1 2.5 2.5

4 21.8 22.5 75.7 75.1 2.5 2.4

5 21.6 22.4 75.9 75.1 2.5 2.5

6 21.9 22.3 75.7 75.3 2.4 2.4

Mean 22.2 75.3 2.5

SD 0.3 0.4 0.0

RSD/% 1.6 0.47 1.8

　注（note）：所有数据均为 3 次进样平均值（every single data was the average of three injections）
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3.3.3　准确度  设定 5 个不同浓度（80%、90%、100%、

110%、120%），进样后计算每个浓度下的酸区面积、

主峰面积、碱区面积，与标准浓度进样的结果进行比

对。通过计算回收率，统计分析准确度。如图 5 所

示，酸区 6 次进样的平均回收率在 5 个不同级别分别

为 102.4%、97.1%、101.1%、100.0%、101.4%，主峰 6 次

进样的平均回收率在 5 个不同级别分别为 101.3%、

101.6%、101.3%、100.5%、100.1%，碱区 6 次进样的

平均回收率在 5 个不同级别分别为 100.3%、102.1%、

101.5%、101.6%、101.5%，且各组数据的 RSD 均小于

2%；酸区所有数据回收率的总体平均值为 100.4%，

主峰所有数据回收率的总体平均值为 101.0%，碱区

所有数据回收率的总体平均值为 101.4%，RSD 均小

于 2%。

A. 酸区回收率（recovery of acidic variants）　B. 主峰回收率（recovery of main peak）　C. 碱区回收率（recovery of basic variants）

图 5　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—准确度

Fig. 5　Method validation of pH-IEC for Bevacizumab biosimilar—Accuracy 

3.3.4　线性与范围  本方法将供试品稀释 1 mg·mL-1

进行检测。由于检测浓度较低，因此无论对于批放

行检验样品或工艺过程样品均可通过简单的稀释达

到，使得本方法在单抗产品的阳离子色谱法分析中

适用性很强，该方法线性与范围验证与本文中涉及

的 3 个抗体的 USP 各论中均一致。设定 5 个线性级

别（80%、90%、100%、110%、120%，蛋白质含量分别

对应 0.8、0.9、1.0、1.1、1.2 mg·mL-1）进行检测，分别

对酸区、主峰、碱区的峰面积与样品蛋白含量进行回

归分析。如图 6 所示，在检测范围 80%~120% 内，酸

区、主峰、碱区峰面积均与样品蛋白含量呈线性关系，

线性相关系数 R2 分别为 0.987 6、0.999 5、0.999 0。

n

-1 -1

图 6　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—线性与范围

Fig. 6　Method validation of pH-IEC for bevacizumab biosimilar—
linearity and range



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cn药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2018,38(2)        ·300· 

3.3.5　耐用性  分别向供试品中添加 0、50、100、
150、200 和 250 mmol·L-1 的氯化钠后进行检测，具

体数据见表 5。结果显示方法对基质的耐受性很强，

即使供试品缓冲液中存在高浓度的盐也不影响蛋白

质在色谱柱上的保留和洗脱，不同浓度氯化钠添加的

供试品酸区、主峰、碱区的百分比峰面积 RSD 分别为

0.8%、0.3%、2.0%；将色谱柱温度设置在 20~35 ℃，

如图 7 和表 6 所示，方法对温度的耐受性良好，不同

色谱柱温度仅影响绝对保留时间，结果显示在该温

度范围内主峰的保留时间 RSD 均为 0.1%，所有供试

品酸区、主峰、碱区的百分比峰面积的总体 RSD 分

别为 2.3%、0.7%、5.3%；ProPacTM WCX-10 色谱柱长 
25 cm，该系列同时提供一根 5 cm 的预柱，如图 8 所

示，在 pH-IEC 模式下选用短色谱柱可以进一步提高

通量，同时对分离度无明显影响，因此更加适用于需

要快速检测的研发早期筛选评价阶段。

表 5　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证— 

耐用性：基质效应结果表

Tab. 5　Results of method validation for bevacizumab 

biosimilar-robustness：matrix effect
NaCl 含量

（NaCl  
concentration）/
（mmol·L-1）

峰面积 - 酸区

（area， 
acidic）/%

峰面积 - 主峰

（area，main）/%
峰面积 - 碱区

（area，basic）/%

0 24.55 71.79 3.65

50 24.57 71.82 3.61

100 24.53 71.80 3.66

150 24.65 71.54 3.81

200 24.87 71.37 3.76

250 24.23 72.04 3.73

Mean 24.6 71.7 3.7

SD 0.2 0.2 0.1

RSD/% 0.8 0.3 2.0

图 7　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—耐用性：色谱柱温度

Fig. 7　Method validation of pH-IEC for bevacizumab biosimilar—robustness：column temperature

4　讨论

目前，在生物技术药物分析实验室中，对于单克

隆抗体的电荷异质性分析工作除采用高效液相色谱

法之外，通常还有等电聚焦（IEF）、毛细管等电聚焦

（cIEF）、镜像毛细管电泳（iCE）等手段［13-14］，但上述

方法相比于 HPLC 法仍然存在一些劣势，如分辨率

不足（IEF），溶液配制烦琐、通量较低（cIEF），设备昂

贵、功能单一（iCE）等问题。阳离子交换色谱法仍然

是 mAb 开发和放行检验中的首选电荷异质性分析方 
法［15］。
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表 6　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—耐用性：色谱柱温度结果表

Tab. 6　Resultsofmethod validation for bevacizumab biosimilar—robustness：column temperature

色谱柱温度

（column temperature）
峰面积 - 酸区

（area，acidic）/%
峰面积 - 主峰

（area，main）/%
峰面积 - 碱区

（area，basic）/%
主峰保留时间

（retention time of main peak）/min

20 ℃ 25.01 70.63 4.36 19.798 

25.03 70.57 4.40 19.828 

25.06 70.52 4.42 19.800 

Mean 25.0 70.6 4.4 19.809 

SD 0.0 0.1 0.0 0.0 

RSD/% 0.1 0.1 0.7 0.08 

25 ℃ 24.65 70.79 4.56 20.190

25.21 70.18 4.61 20.223

25.26 70.21 4.53 20.223

Mean 25.0 70.4 4.6 20.212 

SD 0.3 0.3 0.0 0.0 

RSD/% 1.4 0.5 0.9 0.09 

30 ℃ 24.83 70.61 4.56 20.638

24.83 70.40 4.77 20.650

24.95 70.18 4.87 20.683

Mean 24.9 70.4 4.7 20.657 

SD 0.1 0.2 0.2 0.0 

RSD/% 0.3 0.3 3.3 0.11 

35 ℃ 23.94 71.10 4.96 21.090

23.79 71.06 5.15 21.140

23.63 71.84 4.52 21.129

Mean 23.8 71.3 4.9 21.120 

SD 0.2 0.4 0.3 0.0 

RSD/% 0.7 0.6 6.6 0.12 

Overall

Mean 24.68 70.67 4.64 \

SD 0.57 0.48 0.24 \

RSD/% 2.3 0.7 5.3 \

图 8　贝伐珠单抗生物类似药 pH-IEC 方法学验证—耐用性：短色谱柱

Fig. 8　Method validation of pH-IEC for bevacizumab biosimilar— 
robustness：shorter column

本研究中采用的 pH 梯度 IEC 方法具有方法平

台化、分离度好、通量高、耐用性强（供试品体系耐受

高浓度盐，离子强度 0~250 mmol·L-1NaCl、色谱柱温

度范围广、可在不影响分离度的情况下用短色谱柱提

高通量）等优势。在治疗性单抗产品的早期筛选阶

段，对于来源多样、基质情况复杂的不同细胞株亚克

隆表达的单抗，采用 pH-IEC 方法能够省去大量前处

理步骤或大大节约前处理时间，在高通量方法的帮助

下一次性对数十个甚至上百个样品进行分析；在单

抗的批放行检验或复核检验中，采用 pH-IEC 方法能

够用完全相同的条件对不同等电点（pI）的单抗进行

分离，对本研究中的 6 个不同的单抗均可实现良好分

离，此外我们还将收录于美国药典（USP）的 3 种单

抗—贝伐珠单抗、曲妥珠单抗、利妥昔单抗与其各论

中记载的盐梯度分离方法进行比较，结果显示 3 种单

抗的主峰与酸区、碱区的分离度均有改善，贝伐珠单
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抗分离度分别提高了 44% 和 500%；曲妥珠单抗分离

度分别提高了 83% 和 233%；利妥昔单抗酸区分离度

由无法给出提高到 0.7，碱区分离度提高了 10%。应

用这种方法，缩短了检验时间，加速了检验流程，且分

离度较盐梯度方法更佳，提高了检测结果的准确程度。

该方法还可按照单位时间内流动相变化速率

恒定的原则，根据单抗 pI 值的不同，提高起始流动

相 B 和流动相 C 的比例，进一步提高通量，在本研

究中对贝伐珠单抗的检测方法进行优化，使得每一

针分离时间由原先的 72 min 缩短至 46 min，与原方

法相比通量约提高了 40%，并对该方法进行了方法

学验证。验证结果显示方法专属性良好，经高温破

坏后，可观察到酸区杂质和碱区杂质均有趋势性增

加；精密度良好，在重复性试验中主峰保留时间 RSD
为 0.12%，在中间精密度试验中酸区、主峰、碱区百分

比峰面积 RSD 均小于 2%；准确度良好，酸区、主峰、

碱区在 5 个不同浓度级别中回收率总体平均值分别

为 100.4%、101.0%、101.4%；线性良好，在蛋白含量

0.8~1.2 mg·mL-1 范围内，酸区、主峰、碱区的峰面积

与样品蛋白含量呈线性关系，主峰与碱区线性相关系

数 R2 均大于 0.999，酸区 R2 为 0.988；耐用性良好，当

流动相 pH、色谱柱温度在一定范围内波动时，或将供

试品和流动相放置几天，酸区、碱区和主峰的百分比峰

面积含量测定结果重复性良好，RSD 均小于 3%。

综上所述，对于有开发、检测多个抗体品种需求

的实验室，pH 梯度 IEC 方法无论在研发初期还是

批放行检验中都能够有效降低人力、物力和时间成

本。该方法良好的潜力使其正逐渐替代传统的盐梯

度 IEC 方法。对于研发企业来说，采用更先进的分

析方法，也遵循了《生物类似药研发与评价技术指导

原则》中关于 State of the Art 的分析精神。
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