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毛细管电泳法检测含聚乙二醇的曲妥珠单抗的纯度

麻旭1,2,屈晨2,田橙2,武涛2,丁晓娜2,李志国2,曹晓林2,黄岗2,狄斌1

(1.中国药科大学 药学院,南京211198;2.上海药明生物技术有限公司 分析科学部,上海200131)

摘 要:在抗体制剂中,处方中的聚乙二醇(PEG)会影响利用十二烷基硫酸钠毛细管电泳技术(CE-SDS)对蛋

白进行纯度检测.当使用CE-SDS技术分析处方辅料中含有聚乙二醇8000(PEG8000)的曲妥珠单抗时,电泳谱图中

的主峰后会出现由此分析方法造成的伪高分子量峰(伪 HMW峰),对峰面积法计算蛋白纯度造成干扰.针对含质量

分数为2%~7%PEG8000的曲妥珠单抗,尝试采用样品溶液替换、提高样品溶液制备时的变性孵育温度和在样品

溶液中添加尿素的方式消除该伪 HMW 峰.结果表明,以下3种条件可用于消除由2%~7% PEG8000造成的伪

HMW峰:提升样品溶液制备时的变性孵育温度至80℃;提升样品溶液制备时的变性孵育温度至70℃并在样品溶

液中加入2mol/L尿素;提升样品溶液制备时的变性孵育温度至60℃并在样品溶液中加入4mol/L尿素.该研究拓

展了毛细管电泳技术在单克隆抗体产品纯度分析的应用,并为其他抗体药物的纯度分析方法提供了参考.
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近年来,单克隆抗体类药物发展迅速,其制药工艺愈发成熟和多样化,抗体类生物制剂在全球医药市场

的销售额和市场占有率逐年上升.在此大环境下,系统化的质量控制体系对确保该类药物的安全性和有效性

至关重要,也给抗体药物的质量控制工作带来了巨大挑战.在质量控制工作中,关键质量属性(CQA)的检测

是极其重要的部分,而纯度性质又是CQA中最常见、最普遍的产品属性之一.现如今,在全球医药监管领域,
包括中国、美国、欧洲、日本、新加坡、俄罗斯等各国家和地区的药典中均要求在抗体药物工艺开发的整个生

命周期中进行持续的产品纯度检测和控制.
毛细管电泳(CE)和液相色谱(LC)是两种主要的抗体药物纯度分析方法.CE是分离和分析蛋白质分子

片段和电荷变异体的关键分析技术.在所有的毛细管电泳方法中,毛细管凝胶电泳法(CGE)是抗体蛋白纯度

分析和质量控制体系最常用到的方法[1].随着CGE技术的发展,后续衍生出的十二烷基硫酸钠毛细管凝胶

电泳技术(CE-SDS)也逐渐成熟,成为制药工业界目前常用的分析方法.CE-SDS的分离介质是填充在毛细管

中的连续凝胶,该凝胶作为样品分离通道,在毛细管中形成分子筛.此外,该方法还利用十二烷基硫酸钠

(SDS)掩盖蛋白质的固有电荷,使所有的蛋白分子带有相同的电荷质量比(z/m),并打破了蛋白分子内的非

共价相互作用.在施加恒定电场后,蛋白质会根据其分子量大小以不同的速度迁移,从而实现抗体药物的纯

度分析.据报道,已有多位科学家使用CE-SDS方法检测抗体的纯度[2-5].
抗体药物制备过程中引入的添加剂,如聚乙二醇(PEG),会影响CE-SDS的纯度分析.PEG是抗体类产

品制剂配方中的常见辅料,并可作为添加剂辅助蛋白纯化工艺.据报道,PEG可防止蛋白质聚集[6],也可防

止蛋白质在纯化过程中发生变性[7].然而,在毛细管电泳检测过程中,PEG组分和SDS在供试品混合溶液中

具有相反的电荷,PEG可通过静电力与SDS结合[7].在混合溶液中,蛋白质分子也会通过疏水作用与过量的

SDS结合,形成相同荷质比的复合体[8].荷质比相同的组分在电泳过程中受到相同的驱动力.但随着PEG质
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量分数的增加,PEG捕获本应与蛋白质结合的SDS,使某些蛋白质分子无法被SDS完全包裹,从而导致荷质

比减小.缺少SDS包裹的蛋白质组分的移动速度慢于完全包裹SDS的蛋白质组分,导致这些蛋白质组分在

主峰后出峰,形成高分子量峰[7].此高分子量峰会影响抗体纯度的判断,给抗体药物的工艺开发、质量控制和

商业化生产带来不利影响.到目前为止,还没有针对此问题解决方法的报道.
曲妥珠单抗是一种主要作用于人类表皮生长因子受体2(HER2)胞外结构域的重组人源化单克隆抗体,

曲妥珠单抗可通过阻止HER2胞外结构域分裂、阻断细胞内信号通路、干扰DNA修复等方式杀灭肿瘤细

胞,其被FDA批准作为治疗HER2阳性乳腺癌的单一用药或化疗联合用药[9-10].本研究以曲妥珠单抗为模

型,首先使用体积排阻色谱技术证明在非变性的原始条件下,PEG8000不会诱导抗体聚集.毛细管电泳谱图

中的高分子量峰是由CE-SDS样品处理不完全导致.为消除该高分子量峰,本研究考察了样品溶液替换、样
品溶液制备时的变性孵育温度、样品溶液中添加尿素的浓度3个因素对含有PEG的曲妥珠单抗CE-SDS纯

度分析的影响.本研究找到了显著降低高分子量峰的方法,保证了抗体药物纯度分析的准确性.

1 实验部分

1.1 试 剂

本研究中使用的抗体样品为注射用曲妥珠单抗(RochePharma公司,商品名为赫赛汀),PEG8000(SIG-
MA-ALDRICH公司,BCBZ7337),尿素(SIGMA公司,BCBV3136),SDS-MW 凝胶缓冲液(BeckmanCoul-
ter公司,M710117),十二烷基硫酸钠(SIGMA公司,STBH0756),N-乙基马来酰亚胺(ThermoSCIENTIF-
IC公司,TD264408),柠檬酸一水合物(上海波尔化学试剂有限公司,20170701),无水磷酸氢二钠(上海实验

试剂有限公司,20180227),无水磷酸二氢钠(上海实验试剂有限公司,20171227),氯化钠(上海实验试剂有限

公司,20190122).超纯水来自ThermoSCIENTIFICGenPureUV-TOC/UF*CADplus.
1.2 仪器和软件

毛细管电泳分析在配备100μm ×200μm孔径检测窗口(BeckmanCoulter,144558)和光电二极管阵

列(PDA)检测器的SCIEXPA800Plus药物分析系统上进行.毛细管由贝克曼库尔特公司制造(总长度

30.2cm,有效长度20.2cm,内径50μm,外径375μm,批号:M808561).体积排阻色谱分析在Agilent1260分

析系统上进行.色谱柱选用TSKgelG3000SWXL色谱柱(7.8mm×300mm,5μm).加热块由FisherScien-
tific制造(LS-D202).离心机由Eppendorf制造(5424R).涡旋振荡器由IKA制造(MS3digital).10kDa过滤

膜由Amicon制造(批号:R8NA38121).Empower􀆿3(Waters)用于数据分析.
1.3 体积排阻色谱分析

将200μg抗体样品与14mgPEG8000转移至1.5mL离心管中,加入超纯水使溶液的最终体积达到

200μL,充分溶解并转移至高效液相色谱进样小瓶.使用配备有 TSKgelG3000SWXL色谱柱的 Agilent
1260高效液相色谱仪进行试验.流动相采用300mmol/L氯化钠,50mmol/L磷酸氢二钠溶液,并使用

300mmol/L氯化钠,50mmol/L磷酸二氢钠溶液将流动相pH值调至6.8.检测波长选用280nm,柱温选用

25℃,流速选用1.0mL/min,洗脱时间为20min,进样体积为100μL.
1.4 缓冲溶液替换

将500μg抗体样品与48.5mgPEG8000转移到具有10kDa过滤膜的500μL滤杯中,加入超纯水,使
溶液的最终体积达到500μL,并充分溶解.将滤杯放置在滤液收集管中,并将滤液收集管在14000r/min和

4℃下离心10min.滤杯中的剩余样品是无法通过滤杯滤膜的抗体分子,缓冲溶液被收集在滤液收集管中.
1.5 毛细管电泳所需溶液的制备

100mmol/LN-乙基马来酰亚胺溶液(NEM):称取12.5mgNEM,加入到1.5mL的离心管中,加入

1mL超纯水使其充分溶解.避光并在2~8℃条件下保存以备使用.
磷酸盐-柠檬酸缓冲液(PB-CA):称取225mg无水磷酸氢二钠和95mg一水合柠檬酸,加入50mL超

纯水使其充分溶解,转移至100mL容量瓶中并加超纯水定容.混匀后经0.22μm微孔滤膜过滤并在2~8℃
条件下保存.
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十二烷基硫酸钠(SDS)样品缓冲液:称取225mg无水磷酸氢二钠,95mg一水合柠檬酸和1000mg十

二烷基硫酸钠,加入50mL超纯水使其充分溶解,转移至100mL容量瓶中并加超纯水定容.混匀后经

0.22μm微孔滤膜过滤并在室温保存.
酸性冲洗液(0.1mol/LHCl):取0.9mL盐酸溶液(37%,质量分数)加入50mL超纯水中,混匀后转移

至100mL容量瓶中,加超纯水定容.混匀后经0.22μm微孔滤膜过滤,2~8℃条件下保存.
碱性冲洗液(0.1mol/LNaOH):取400mg氢氧化钠,在50mL超纯水中充分溶解,混匀后转移至

100mL容量瓶中,加超纯水定容.混匀后经0.22μm微孔滤膜过滤,2~8℃条件下保存.
1.6 毛细管电泳分析样品的制备

空白对照样品制备:将5μL的100mmol/LN-乙基马来酰亚胺、25μLPB-CA溶液和75μLSDS样品

缓冲液转移至1.5mL离心管中,混匀并在14000r/min下离心1min,在60℃加热孵育10min.最后,将

90μL的溶液转移到200μL的塑料小瓶中,用于CE-SDS分析.
样品制备:将5μL的100mmol/LN-乙基马来酰亚胺、100μg赫赛汀、7.35mgPEG8000、0.75mgSDS

和0.0~63.0mg尿素转移至1.5mL离心管中.加入PB-CA溶液,使溶液总体积达到105μL,溶液中SDS的

最终质量分数为0.71%,溶液中PEG8000的最终质量分数为7%,溶液中尿素的最终浓度达到0~10mol/L.
混匀并在14000r/min下离心1min,在50~80℃加热孵育10min.最后,将90μL的溶液转移到200μL的

塑料小瓶中,用于CE-SDS分析.
1.7 毛细管电泳分析

使用配备有100μm×200μm检测窗口和PDA检测器的SCIEXPA800Plus毛细管电泳抗体药物分

析系统进行实验.分离毛细管采用内径为50.0μm、长度为30.2cm(有效长度为20.2cm)的非涂层毛细管.进
样电压为5.00kV,进样时间为20s.分离电压为15.0kV,分离时间为35min.检测波长为220nm.每次进样

前,毛细管用碱性冲洗液冲洗3min、酸性冲洗液冲洗1min、水冲洗1min并填充进SDS-MW 凝胶缓冲液

以备样品电泳分析.

2 结果与讨论

2.1 处方辅料中含有PEG8000的曲妥珠单抗样品毛细管电泳谱图

本研究首先对由PEG8000导致毛细管电泳谱图中出现高分子量峰的情况进行了考察.通过调查处方辅

料中使用的不同聚合度的PEG,选择了可导致较明显高分子量峰出现的PEG8000[7].PEG8000的质量分数

选用了较常用的7%[11-12].在CE-SDS分析中,需要将蛋白样品稀释至1mg/mL用于进样检测,最终进样溶

液中的PEG质量分数取决于蛋白样品的初始质量浓度.为了建立一种通用的方法,本文中的PEG8000质量

分数均指最终进样溶液中的质量分数.毛细管电泳结果如图1所示.当进样溶液中含有7%的PEG8000时,
毛细管电泳谱图中会出现明显的高分子量峰,其峰面积占比为74.0%.当换用2%~7%范围内的其他

PEG8000质量分数时,也会有高分子量峰出现,其峰面积占比随着PEG8000质量分数的增加而增大.不含

PEG8000的普通样品中则无高分子量峰.该高分子量峰已被体积排阻色谱技术证明是由CE-SDS样品处理

不完全造成的伪高分子量峰(伪HMW峰).使用体积排阻色谱技术检测处方辅料中含有PEG8000的曲妥珠

单抗样品所得结果中无高分子量峰出现,表明在非变性的原始条件下,PEG8000不会诱导抗体聚集.伪

HMW峰的出现会严重干扰样品纯度的检测,使毛细管电泳检测结果无法体现样品的实际纯度.本研究采用

3种解决方式来消除毛细管电泳谱图中的伪HMW峰,分别为样品溶液替换、升高样品溶液制备时的变性孵

育温度和在样品溶液中添加尿素.
2.2 样品溶液替换对伪HMW 峰的消除作用

本研究测试了含有质量分数为7%的PEG8000的曲妥珠单抗样品,毛细管电泳检测结果如图2所示.由
于PEG8000的聚合度较高,导致其无法透过样品溶液替换所使用的滤膜,无法分离抗体分子与PEG8000分

子,所以经一次或两次样品缓冲溶液替换后,样品中伪 HMW 峰峰面积占比无明显改善.含有7%PEG8000
未经溶液替换的样品伪HMW峰峰面积占比为71.2%,含有7%PEG8000经一次溶液替换的样品伪HMW
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峰峰面积占比为61.0%,含有7%PEG8000经两次溶液替换的样品伪 HMW 峰峰面积占比为61.6%,当换

用2%~7%范围内的其他PEG8000质量分数时,此方法也无法消除伪HMW峰.可见样品溶液替换法不能

有效改善伪高分子量峰这一问题.

2.3 提高样品溶液制备时的孵育温度对伪HMW 峰的消除作用

样品溶液制备时较高的孵育温度会增加抗体分子内部动能,使抗体分子剧烈振动,破坏分子内部氢键和

非极性疏水相互作用[13-14],从而有利于抗体蛋白结构的展开,并增强其与SDS的结合竞争力.本研究分别尝

试使用50、60、70和80℃4种孵育温度,曲妥珠单抗样品中PGE8000的质量分数为7%,毛细管电泳检测

结果如图3所示.50、60、70和80℃4种孵育温度下的伪 HMW 峰峰面积占比分别为90.2%、70.8%、4.8%
和0.0%,可见升高样品溶液制备时的孵育温度可消除由PEG8000带来的伪 HMW 峰.当孵育温度上升到

80℃时,毛细管电泳结果中的伪HMW峰消失.当换用2%~7%范围内的其他PEG8000质量分数时,相应

地提高孵育温度也可消除伪HMW峰.
2.4 在样品溶液中添加尿素对伪HMW 峰的消除作用

在样品溶液中加入尿素可以大幅度降低抗体分子蛋白结构与溶剂的Lennard-Jones相互作用能,并且

不会影响静电相互作用.它还可以降低抗体分子蛋白结构中亲水性侧链和疏水性侧链与骨架之间的相互作

用能[15-16].所以尿素也可以促进抗体分子蛋白结构的展开,并增强抗体分子蛋白结构与SDS结合的竞争力.
本研究分别在60℃和70℃的样品制备孵育温度下尝试在样品溶液中加入不同浓度尿素消除伪HMW峰.

在60℃的孵育温度下,尝试使用0、2、4和6mol/L的4种尿素浓度消除伪HMW峰,曲妥珠单抗样品

PGE8000的质量分数为7%,毛细管电泳检测结果如图4所示.0、2、4和6mol/L的4种尿素浓度下的伪

HMW峰峰面积占比分别为74.2%、8.7%、0.0%和0.0%,可见在样品溶液中添加尿素可消除由PEG8000
带来的伪HMW峰.当尿素浓度上升到4mol/L时,毛细管电泳结果中的伪 HMW 峰消失.所以当孵育温度

为60℃时,可以通过加入4mol/L尿素,消除由7%PEG8000产生的伪HMW峰.
在70℃的孵育温度下,尝试使用0、1、2、4、6mol/L的5种尿素浓度消除伪 HMW 峰,曲妥珠单抗样品

中PGE8000的质量分数为7%,毛细管电泳检测结果如图5所示.0、1、2、4和6mol/L的5种尿素浓度下的

伪HMW峰峰面积占比分别为5.2%、3.7%、0.0%、0.0%和0.0%,可见在样品溶液中添加尿素可消除由

PEG8000带来的伪HMW峰.当尿素浓度上升到2mol/L时,毛细管电泳结果中的伪HMW峰消失.所以当

孵育温度为70℃时,可以通过加入2mol/L尿素,消除由7%PEG8000带来的伪 HMW 峰.当换用2%~
7%范围内的其他PEG8000质量分数时,采用升高样品溶液制备时的变性孵育温度与在样品溶液中添加尿

素相结合的方法也可消除伪 HMW 峰.根据以上数据,适当在样品溶液中添加尿素可以消除PEG8000对

CE-SDS检测的影响.对于一些不能耐受较高变性温度的特定抗体样品,在样品溶液中添加尿素是解决该问

题的一种有效方法.
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3 结 论

本研究通过尝试样品溶液替换、升
高样品溶液制备时的变性孵育温度和

在样品溶液中添加尿素3种方式,解决

了含有7%PEG8000的曲妥珠单抗样

品的毛细管电泳图谱中伪 HMW 峰影

响产品纯度分析的问题.结果表明,在
毛细管电泳样品预处理时升高样品溶

液制备时的变性孵育温度和加入尿素

可有效消除蛋白抗体类产品电泳图谱

中的伪HMW峰.对于可耐受较高温度

的蛋白分子,可提高孵育温度至80℃
消除伪 HMW 峰;对于无法耐受较高

温度的蛋白分子,可使用70℃加热孵

育并添加2mol/L尿素,或60℃加热

孵育并添加4mol/L 尿素来消除伪

HMW峰.此方法同样适用于处方辅料

中含有2%~7% PEG8000的曲妥珠

单抗样品检测.本研究提供了消除含有

PEG的抗体样品毛细管电泳谱图中伪

HMW峰的方法,扩展了毛细管电泳技术在抗体分析领域的应用.
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Determinationofthepurityoftrastuzumabcontaining
polyethyleneglycolbycapillaryelectrophoresis

MaXu1,2,QuChen2,TianCheng2,WuTao2,DingXiaona2,LiZhiguo2,CaoXiaolin2,HuangGang2,DiBin1

(1.DepartmentofPharmacy,ChinaPharmaceuticalUniversity,Nanjing211198,China;

2.AnalyticalSciences,WuxiBiologics(Shanghai)Co.,Ltd.,Shanghai200131,China)

  Abstract:Whilepolyethyleneglycolisacommonlyusedadditiveinantibodydrugformulations,itcaninterferethepuri-
tytestofproteinsusingsodiumdodecylsulfatecapillaryelectrophoresis(CE-SDS).Whentestingamodelmonoclonalantibody,

trastuzumab,thatcontainspolyethyleneglycol8000(PEG8000)asanexcipientintheformulation,apseudohighmolecular
weightpeakappearsafterthemainpeak,consequentlydisturbingthepurityanalysisbypeakareaintegrationmethod.Inthis
study,differentapproacheswereexploredtoeliminatethepseudoHMWpeakintrastuzumabsamplewithmassfractionof
PEGfrom2%to7%,includingexchangingsamplesolution,increasingtheincubationtemperature,andaddingurea.There-
sultsshowthatthefollowingthreeconditionscanbeappliedtoeliminatethepseudoHMWpeakinthepresenceof2%-7%
PEG8000:raisingthedenaturingincubationtemperatureto80℃;raisingthedenaturingincubationtemperatureto70℃and
adding2mol/Lurea;andraisingthedenaturingincubationtemperatureto60℃andadding4mol/Lurea.Thisstudyexpands
theapplicationofcapillaryelectrophoresisinthefieldofantibodydruganalysis.

Keywords:capillaryelectrophoresis;antibody;PEG;purity
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