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应用 CE-SDS测定抗 CD52人源化单克隆抗体参比品单体纯度
及非糖化重链比例 *
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摘要 目的：测定抗 CD52人源单克隆抗体参比品单体纯度及非糖基化重链比例。方法：采用 PA800 plus毛细管电泳系统，非还原

十二烷基苯硫酸钠 -毛细管电泳（CE-SDS）测定抗 CD52人源单克隆抗体单体纯度，以及用还原 CE-SDS电泳测定非糖化重链比

例。结果：非还原 CE-SDS三次测定单体纯度平均值为 93.57%，主峰的迁移时间及修正峰面积百分比 RSD分别为 0.16%和

0.19%；还原 CE-SDS电泳重链修正峰面积百分比平均值为 66.89%，修正峰面积百分比及迁移时间 RSD分别为 0.09%和 0%；轻

链修正峰面积百分比平均值为 32.30%；轻链修正峰面积及迁移时间 RSD分别为 0%和 0%；非糖基化重链修正峰面积百分比平均

值为 0.87%，修正峰面积百分比及迁移时间 RSD分别为 6.66%和 0.27%。结论：CE-SDS测定抗 CD52人源单抗单体纯度及非糖化

重链比例实验结果偏差较小，表明结果准确可靠。
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CE-SDS were Applied to Determine Monomer Purity and Proportion of
Non-glycosylated Heavy Chain in Reference Products of anti-CD52

Humanized Monoclonal Antibody*

To determine the monomer purity and proportion of non-glycosylated heavy chain in reference productsanti-

CD52 humanized monoclonal antibody. Using PA800 plus capillary electrophoresis system, Non-reduced CE-SDS were ap-

plied to determine monomer purity and reduced CE-SDS were applied to determine non-glycosylated heavy chain in anti-CD52 human-

ized monoclonal antibody. Average value of monomer purity is 93.57% by Non-reduced CE-SDS in three times, RSD of migra-

tion time of main peak and corrected area percent were 0.16% and 0.19% respectively. Average value of heavy chain corrected area per-

cent is 66.89% by reduced CE-SDS in three times, RSD of migration time and corrected area percent of main peak were 0.09% and 0%

respectively. Average value of light chain corrected area percent is 32.30% by reduced CE-SDS in three times, RSD of corrected area

percent and migration time of main peak were 0% and 0% respectively. Average value of non-glycosylated heavy chain corrected area

percent is 0.87% by reduced CE-SDS in three times, RSD of corrected area percent and migration time of main peak were 6.66% and

0.27% respectively. The data of using CE-SDS determine the monomer purity and proportion of non-glycosylated heavy

chain in anti-CD52 humanized monoclonal antibody displayed a much small RSD, and manifested the result were accurate and reliable.
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前言

阿伦单抗（Campath 1H）是人源化的 IgG1单克隆抗体，它

的作用靶点为人 CD52抗原[1-4]。2001年，阿伦单抗在美国和欧

盟批准上市，主要用作 B-细胞慢性淋巴细胞白血病患者的治

疗[5]，2012年 8月 Campath 1H从美国和欧洲市场退出，主要原

因是阻止该单抗在 MS（多发性硬化症）超适应症用药，并为该

单抗在MS适应症的重新上市和提高价格做准备。2014年 11

月 FDA首次批准制药巨头赛诺菲公司开发的抗 CD52人源化

单抗，用于治疗多发性硬化症药物 Lemtrada上市[6,7]。目前，国

内抗 CD52单抗产品还尚未见到，本研究检测所用抗 CD52单

抗药物是上市产品的仿制品，用于治疗慢性 B-淋巴细胞白血病。
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由于治疗性单克隆抗体药物结构和生产过程的复杂性，产

品是由多种成份构成的复合物，准确快速确定纯度及不同成份

的比例是建立单抗类产品质量控制体系的关键 [8-10]。目前，

CE-SDS快速、准确、灵敏的特点而被广泛用于单抗类药物纯度

及变异体的检测[11-13]。本研究采用本实验室已从专属性、准确

性、精密度、检测限及耐用性全面验证的 CE-SDS方法测定抗

CD52人源单抗参比品纯度及分子变异体的比例，为抗 CD52

抗体的质量控制体系建立及注册奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

PA 800 plus毛细管电泳仪（Beckman Coulter）；PDA检测

器（Beckman Coulter）；金属加热装置 (grant 公司)，型号：

QBD2；小型离心机（Sigma 公司），型号：1-14；PA 800 plus

SDS-MWAnalysis Kit（Beckman Coulter）货号：390953；PA 800

plus Uncoated Capillary (67 cm total length, 50 滋m I.D.)；2-巯基

乙醇 （Sigma-Aldrich） 货号：60-24-2；碘代乙酰胺（Sig-

ma-Aldrich）货号：144-48-9；Ref（Anti-CD52 Mab）浓度：30

mg/mL；批号：201508004。

1.2 试验方法

1.2.1 毛细管预处理 每次运行前必须对毛细管进行预处理：

用 0.1 N氢氧化钠溶液 20 psi压力 10 min冲洗毛细管内壁；0.1

N盐酸溶液在 20 psi压力下冲洗 2 min；纯水在 20 psi压力下

冲洗 2 min；SDS Gel在 70 psi漂洗毛细管 10 min；15.0 KV电

压平衡 SDS Gel 10 min。

1.2.2 样品处理 抗 CD52抗体参比浓度 30 mg/mL，CE-SDS

分析的工作浓度为 1 mg/mL，样品用 PA 800 plus SDS-MW

Analysis Kit中的 loading sample buffer(上样缓冲液)稀释。稀释

方法如下：取 10 mL Ref于 1mL的 EP管中，加入 90 滋L load-

ing sample buffer，涡旋混匀作为第一次稀释；取 80 滋L第一次
稀释液加入 1 mL EP管中，加入 160 滋L loading sample buffer，

涡旋混匀，即终浓度为 1 mg/mL。

非还原 CE-SDS 电泳样品溶液制备：取样品溶液（1

mg/mL）95 滋L，加入 0.8 M碘乙酰胺水溶液 5 滋L，5 滋L内参，
涡旋混匀。取空白对照 95 滋L，加入 0.8 M碘乙酰胺水溶液 5

滋L，5 滋L内参，涡旋混匀，为非还原空白对照。70℃，金属浴加

热 5 min，冷却至室温，6000 rpm离心 1 min。

还原样品溶液制备：取样品溶液（1 mg/mL）95 滋L，加入 2-

巯基乙醇溶液 5 滋L，5 滋L内参，涡旋混匀。取空白试剂 95 滋L，
加入 2-巯基乙醇溶液 5 滋L，涡旋混匀，为还原空白对照。70

℃，金属浴加热 15 min，冷却至室温，6000 rpm离心 1 min。

1.2.3 样品分析 取 75 滋L的样品加入测试管中，将测试管放
入测试杯中，测试杯小心插入进样盘，盖上盖子，设定好程序，

还原样品进样时间为 30 s；非还原样品进样时间为 40 s；毛细

管温度为 20℃，样品室温度为 20℃；聚焦电压为 15 KV，聚焦

时间 40 min。用 PDA检测器 214 nm波长采集数据。聚焦结束，

设定 "Shutdown Method"程序，用 NaOH和 HCl冲洗毛细管。

本次试验参比品重复三针，在试验开始和结束各加一针作为系

统适应性。

1.2.4 系统适应性 在测试过程中，目视确认参比品的电泳图

谱与示例文件图谱的一致性；积分所有的蛋白峰，不包括试剂

空白出现的峰；由于毛细管和仪器的差异可能引起蛋白峰峰形

与示例文件中的轻微差异，样品与空白的系统峰之间可能存在

差异，这是可以接受的；两针标准品主峰的迁移时间差≤ 1.0min。

1.2.5 峰的积分及数据分析 （1）峰的积分：使用 Karat软件

进行峰的积分。确保软件设置正确，比如禁止 "Caesar "积分

项。如果出现以下情况中的变异等，可对积分参数进行调整。包

括手动积分和基线调整。本次积分选用的积分参数如图 1所示。

图 1 Karat软件积分参数

Fig.1 Integration parameters of Karat software

（2）数据分析：采用以上选定的积分参数，按工具菜单的 "

分析 "按钮，系统会自动显示积分结果，选择 "峰编号 "，"迁移

时间 "，"校正峰面积 "，"校正峰面积百分比 "，用 Excel软件计

算主峰迁移时间的 RSD及校正峰面积百分比 RSD。

2 结果

2.1 非还原 CE-SDS结果

2.1.1 非还原 CE-SDS电泳制剂空白与样品峰叠加结果 制

剂对照组与参比品图谱叠加比较，发现在 15.5 min左右制剂空

白出现一个峰，如图 2 中的 Peak1、Peak2、Peak3、Peak4 和

Peak5 在空白制剂中没有出现，而在参比品中出现，表明

Peak2、Peak3、Peak4和 Peak5是与参比品相关的峰，在积分过

程中对 Peak1去积分，积分 Peak2、Peak3、Peak4和 Peak5峰。

2.1.2 非还原 CE-SDS 重复三次测定参比品结果 非还原

CE-SDS电泳三次重复抗体单体修正峰面积比（纯度）及迁移时

间分别为 93.4%、93.7%、93.6%和 31.0、31.1、31.1。RSD分别为

0.16%和 0.19%，如图 3，图 4，图 5和图 6所示。

2.2 还原 CE-SDS结果

2.2.1 还原 CE-SDS电泳制剂空白与样品峰叠加结果 制剂

对照组与参比品图谱叠加比较，发现在 15.6 min左右制剂空白
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图 2 非还原 CE-SDS试剂空白峰与样品峰重叠比较

Fig.2 Overlapped comparison of the peak between the blank sample and the sample in the non- reduced CE-SDS

出现一个峰，如图 7中的 Peak1、Peak2、Peak3、Peak4、Peak5在

空白制剂中没有出现，而在参比品中出现，表明 Peak2、Peak3、

Peak4是与参比品相关的峰，在积分过程中对 Peak1去积分，积

分 Peak2、Peak3、Peak4峰。

图 3 参比品非还原 CE-SDS一次重复图谱

Fig.3 The first repeated mapping of reference products in non- reduced CE-SDS

图 4 参比品非还原 CE-SDS二次重复图谱

Fig.4 The second repeated mapping of reference products in non- reduced CE-SDS

图 5 参比品非还原 CE-SDS三次重复图谱

Fig.5 The third repeated mapping of reference products in non- reduced CE-SDS

2.2.2 还原 CE-SDS 重复三次测定参比品结果 还原

CE-SDS电泳测定抗 CD52单克隆抗体重链修正峰面积百分比

及迁移时间分别为 66.8%、66.9%、66.8%和 21.5、21.5、21.5；

RSD分别为 0.09%和 0%，轻链修正峰面积百分比及迁移时间

分别为 32.3%、32.3%、32.3%和 17.3、17.3、17.3；RSD 分别为

0%和 0%；非糖化重链修正峰面积百分比及迁移时间分别为

0.9%、0.9%、0.8%和 21.0、21.0、21.1；RSD 分别为 6.66%和

0.27%，如图 8，图 9，图 10和图 11所示。
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图 6 参比品非还原 CE-SDS三次重复叠加图谱

Fig.6 Three repeated overlapping profiles of reference products in non- reduced CE-SDS

图 7 还原 CE-SDS试剂空白峰与样品峰重叠比较

Fig.7 Overlapped comparison of the peak between the blank sample and the sample in the reduced CE-SDS

图 8 参比品还原 CE-SDS一次重复

Fig.8 The first repeated mapping of reference products in reduced CE-SDS

图 9 参比品还原 CE-SDS二次重复

Fig.9 The second repeated mapping of reference products in reduced CE-SDS

图 10 参比品还原 CE-SDS三次重复

Fig. 10 The third repeated mapping of reference products in reduced CE-SDS
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3 讨论

单克隆抗体类生物治疗药物作为靶向药物，由于其作用机

制明确，治疗效果比较理想，因此成为国内外研发的热点[14-17]，

同时，随着众多抗体等生物大分子药物专利到期，国内外都掀

起生物类似药研发热潮[18-21]。单克隆抗体为一种结构功能复杂

的蛋白质药物，它由两个重链和两个轻链通过二硫键连接而

成。单克隆抗体的生产是一个复杂的过程，重组质粒在宿主细

胞通过转录和翻译后修饰组装形成完整的 IgG分子而发挥其

生物学活性。在这个过程中重链和轻链往往会错配形成抗体片

段和没有糖基化修饰的 IgG分子，这些抗体片段和非糖基化修

饰的抗体分子不仅影响抗体纯度，而且影响抗体临床用药的安

全性和有效性。

毛细管电泳作为一种高效的分析手段，已广泛应用于多个

领域的分析中。它因具有快速、高分离度、高灵敏度、分离模式

多样性以及相对简便的操作等特点而应用在单克隆抗体单体

纯度及非糖化重链比例的分析 [10]。本次试验我们采用非还原

CE-SDS及还原 CE-SDS测定抗 CD52单克隆抗体单体纯度及

非糖基化重链比例，每个样品重复进样三针，确保系统适应性

良好的状态下分析数据，以目标峰迁移时间 RSD及校正峰面

积百分比 RSD 判定实验结果的准确性和重复性。非还原

CE-SDS测定抗 CD52单抗纯度三次重复平均值为 93.57%，主

峰的迁移时间及修正峰面积百分比 RSD 分别为 0.16%和

0.19%，均＜1%，表明设备性能稳定，样品制备合理，试验结果

可靠。还原 CE-SDS 电泳重链修正峰面积百分比平均值为

66.89%，修正峰面积百分比及迁移时间 RSD分别为 0.09%和

0%；轻链修正峰面积百分比平均值为 32.30%；轻链修正峰面积

及迁移时间 RSD分别为 0%和 0%；非糖基化重链修正峰面积

百分比平均值为 0.87%，修正峰面积百分比及迁移时间 RSD

分别为 6.66%和 0.27%。还原电泳中重链和轻链迁移时间及修

正峰面积百分比 RSD均＜2%，所以结果可靠，非糖化重链修

正峰面积百分比 RSD为 6.66%，大于 2%，而迁移时间 RSD为

0.27%，小于 2%表明系统是稳定的，重链没有糖基化修饰的

IgG分子占整个抗体分子的比例较小，每针上样的偏差可能是

引起非糖化重链修正峰面积百分比 RSD偏大的主要原因。
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