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英夫利西单抗糖化方法开发验证及其
在抗体药物中的普适性
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摘 要 糖化修饰作为一种非酶促糖修饰,通过还原性糖与蛋白氨基酸残基共价结合,普遍发生于抗体药物

生产储存等过程,显著影响产品的质量和功能。硼酸亲和色谱(BAC)法虽然是检测抗体类药物糖化修饰的

主要技术,但其在测定英夫利西单抗糖化水平时仍面临准确性挑战,在一定程度上限制了其在质量控制上的

应用。本研究深入探讨了影响该单抗BAC方法准确性的因素,明确了该单抗BAC方法糖化检测不准确的

原因,并针对性地对流动相的组成和浓度进行了优化,成功开发出一种改进的BAC方法,能够更精准地测定

英夫利西单抗的糖化水平。该方法的准确性通过基于质谱的快速多属性方法确认,并通过了严格的方法学

验证。验证结果表明该方法具有良好的准确性、精密度、耐用性等。此外,通过对不同类型抗体药物进行测

试,证实了该方法在常规抗体药物糖化检测中的广泛适用性。本研究不仅解决了英夫利西单抗糖化检测的

关键技术难题,还确认了该方法的普适性,为抗体药物的质量控制提供了一种新的快速、准确的技术方案。
这些研究结果有助于推动相关技术平台的改进和理念的更新,从而增强产品开发和质控的能力。
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Abstract Glycation,
 

a
 

pivotal
 

non-enzymatic
 

modification
 

process
 

characterized
 

by
 

the
 

covalent
 

attach-
ment

 

of
 

reducing
 

sugars
 

to
 

amino
 

acid
 

residues
 

in
 

proteins,
 

is
 

prevalent
 

during
 

the
 

manufacturing
 

and
 

stor-
age

 

phases
 

of
 

antibody
 

therapeutics.
 

This
 

process
 

can
 

critically
 

impact
 

drug
 

quality
 

and
 

efficacy.
 

Although
 

boronate
 

affinity
 

chromatography
 

(BAC)
 

is
 

a
 

widely
 

adopted
 

method
 

to
 

assess
 

glycation
 

modifications
 

in
 

antibody
 

drugs,
 

its
 

use
 

in
 

precisely
 

quantifying
 

infliximab
 

glycation
 

levels
 

has
 

encountered
 

significant
 

accu-
racy

 

issues,
 

impeding
 

its
 

effectiveness
 

in
 

quality
 

control.
 

Addressing
 

this,
 

our
 

research
 

dissected
 

the
 

ele-
ments

 

influencing
 

BAC
 

precision
 

for
 

infliximab,
 

pinpointing
 

specific
 

inaccuracies
 

in
 

glycation
 

detection.
 

Targeted
 

optimization
 

of
 

the
 

mobile
 

phase
 

constituents
 

and
 

concentrations
 

culminated
 

in
 

the
 

establishment
 

of
 

a
 

refined
 

BAC
 

technique.
 

This
 

novel
 

method
 

allows
 

for
 

a
 

more
 

exact
 

quantification
 

of
 

glycation
 

levels
 

in
 

infliximab,
 

with
 

its
 

reliability
 

qualified
 

by
 

a
 

mass
 

spectrometry-based
 

rapid
 

multi-attribute
 

approach,
 

fol-
lowed

 

by
 

rigorous
 

methodological
 

validation.
 

Our
 

results
 

underscore
 

the
 

method’s
 

exceptional
 

accuracy,
 

precision,
 

and
 

resilience.
 

Extensive
 

testing
 

on
 

a
 

variety
 

of
 

antibody
 

drugs
 

further
 

established
 

the
 

method’
s

 

versatile
 

suitability
 

for
 

standard
 

glycation
 

assessment.
 

This
 

research
 

not
 

only
 

overcomes
 

seminal
 

techni-
cal

 

hurdles
 

in
 

infliximab
 

glycation
 

analysis
 

but
 

also
 

affirms
 

the
 

method’s
 

universal
 

applicability.
 

It
 

intro-
duces

 

an
 

expedited,
 

precise
 

strategy
 

for
 

antibody
 

drug
 

quality
 

management,
 

promising
 

to
 

expedite
 

en-
hancements

 

in
 

technological
 

frameworks
 

and
 

intellectual
 

paradigms,
 

thus
 

fortifying
 

product
 

development
 

and
 

quality
 

oversight
 

capabilities.
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近年来,由于抗体药物其卓越的靶向能力和较低的不良反应风险,在治疗领域取得了显著进展,尤其是

在癌症、自身免疫疾病和代谢失调等多种疾病的治疗方面[1-3]。然而,在抗体药物生产、储存等过程中,理化

条件的多样性可能导致一系列翻译后修饰的出现,如糖基化、糖化、氧化、脱酰胺、异构化等,这些修饰可能会

对药物的功能带来不同程度的影响[4-6]。其中糖化作为一种重要的修饰,受到越来越多的关注。
糖化不同于糖基化,糖化是还原性糖共价结合到氨基酸残基(主要是赖氨酸)的一种非酶促糖修饰反应,

而糖基化是在糖基转移酶作用下发生的非糖生物分子与糖共价结合的糖修饰反应。抗体药物的糖化受多种

因素的影响,包括氨基酸序列、培养和制备工艺的变化等。例如,在细胞培养过程中,培养基的pH、温度和

葡萄糖的浓度等因素会影响糖化反应[7-9],其中葡萄糖的影响最为直接[10]。在药物存贮阶段,温度、湿度和

时间也会对抗体糖化产生不同程度的影响,制剂配方中的成分,如蔗糖,其也可能在酸性和高温条件下水解

为还原型单糖从而加速糖化进程,即使是冻干试剂在不同储存条件下也可能引发糖化,而冻干工艺本身也可

能对糖化水平产生影响[11]。
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糖化可能影响抗体药物的结构、理化性质、稳定性以及功能活性[12,13]。例如,抗体发生糖化修饰后会使

赖氨酸残基的正电荷丢失,进而影响整体电荷分布。研究表明,糖化的抗体可能会通过改变抗体分子表面电

荷以及疏水性从而导致聚体形成[14],进而影响批间一致性甚至功能活性。糖化对不同抗体的影响各异,有
报道显示,糖化可降低抗体与抗原的亲和力,显著增加解离速率[15],也有研究表明,经强制糖化处理后,抗体

的Fc功能活性并未受影响[16]。糖化普遍发生于抗体药物生产储存等过程,对产品的质量和功能可能会产

生显著的影响。另外,糖化是一种可逆反应,在某些条件下可以减少糖化水平[17],目前并未有研究表明特定

氨基酸序列与糖化的关联,因此针对不同抗体的糖化影响,还需要进行客观的风险评估,尤其对于糖化比例

较高的抗体需额外关注。
与糖基化的研究相比,抗体类药物糖化相关研究相对较少。目前,糖化检测的方法主要有硼酸亲和色谱

(Boronate
 

affinity
 

chromatography,
 

BAC)、离子交换色谱、毛细管等电聚焦电泳、硝基四氮唑蓝还原试验

(NBT
 

Reduction
 

Assay)和液质联用(Liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry,
 

LC-MS)等[18,19]。其中,
BAC法由于操作简单、设备应用广泛等优势,常被用于抗体药物糖化组分的分离、纯化和检测等。硼酸亲和

柱在填料基质上键合了m-氨基苯硼酸官能团,利用硼酸与顺式二羟基化合物之间的共价配位作用实现分离

纯化。在碱性环境中,苯基硼酸基团会水解,形成带负电荷的四面体硼酸盐,容易与邻近的含有1,2-顺式二

醇的分子生成稳定的五元环络合物而被介质吸附[20];在酸性条件下,络合物被打开,糖化组分从介质解离,
或在含有高浓度的另一种顺式二醇化合物(例如山梨醇)的碱性溶液中洗脱,实现分离目的。但在分析过程

中,通常存在非特异性相互作用的干扰[21],例如由于硼酸亲和色谱柱上的苯基硼酸官能团由硼酸中的一个

羟基替换为苯环,而苯环的存在可能会与蛋白中的芳香氨基酸残基之间发生疏水相互作用,以及碱性条件下

阴离子硼酸基团与蛋白所带正电荷之间可能存在离子相互作用,这些因素均可能会对糖化的检测产生干扰,
影响检测的准确性和峰型表现,因此方法开发时需要考虑多种影响因素。
TNFα在多种炎症性疾病的发生发展中作用关键,目前已上市的有多个针对TNFα的抗体类药物[22],

其中作为全球首个上市的抗TNFα药物英夫利西单抗(Infliximab),其针对膜型TNFα的亲和力处于明显

的优势,在多种疾病特别是炎症性肠病上表现优秀[21-25]。这也推动了英夫利西单抗及其生物类似药的快速

发展[26,27]。BAC法虽然是检测抗体类药物糖化修饰的主要技术,但其在测定英夫利西单抗糖化水平时仍面

临准确性存疑的挑战。已有的英夫利西单抗糖化检测的相关报道中,基于质量肽图谱或亚单位质谱的检测

方法其糖化水平常处于较低水平[28,29],而使用BAC测得的糖化比例却接近100%[30],针对英夫利西单抗,
已有糖化方法存在测不了或测不准的问题,目前对英夫利西单抗糖化进行准确定量的BAC方法仍罕有报

道,这在一定程度上限制了其在质量控制上的应用。
本研究针对英夫利西单抗这一特殊的人鼠嵌合单抗药物,考虑到其糖化特性对药物安全性和功效的重

要性,以及传统BAC技术在检测上存在的局限性,进行了深入的方法学研究与优化。我们识别并解析了影

响传统BAC技术准确性的主要因素,并针对性地调整了流动相组成和浓度,成功开发出一种改良的BAC方

法,这种新方法能够更为精确地测定英夫利西单抗的糖化水平。为了确保方法的准确性,本研究还采用了基

于质谱的快速多属性方法(Multi-attribute
 

method,
 

MAM)进行确认[19,31,32],并进行了系统的方法学验证,
包括但不限于准确性、精密度、稳定性等[33,

 

34]。此外,本研究不仅考察了改进的BAC方法在英夫利西单抗

上的应用,还探讨了其在其他抗体类药物糖化分析中的潜在适用性。通过对不同抗体类药物进行系列测试,
明确该方法的广泛适用性。通过这些研究工作,本研究不仅解决了英夫利西单抗糖化检测的具体技术难题,
还推广了一种新的、快速准确的抗体药物质量控制技术方案。这些成果将促进相关技术平台的进步和理念

的更新,强化产品开发和质量控制的能力,对于抗体药物分析领域具有重要的实用价值和理论意义。

1 材料与方法
 

1.1 设备

Agilent
 

1260
 

Infinity
 

II;色谱柱:TSK
 

Boronate-5PW(7.5
 

mm
 

×
 

75
 

mm)(TOSOH),ACQUITY
 

UP-
LC

 

Protein
 

BEH
 

C4
 

30
 

nm
 

1.7
 

m,2.1
 

mm
 

×
 

50
 

mm,ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18
 

1.7
 

m,2.1
 

mm
 

×
 

100
 

mm(Waters);台式离心机(Thermo,
 

FRESCO
 

17型);斡旋混匀器(IKA,
 

MS3
 

digital型);电子天平

751第5期 徐梦娇,等:英夫利西单抗糖化方法开发验证及其在抗体药物中的普适性  



(METTLER
 

TOLEDO,
 

MS1003S/01型);超纯水仪(Millipore,
 

Milli-Q
 

REFERENCE
 

A+型);pH计

(METTLER
 

TOLEDO
 

SevenCompact
 

S210-K 型);ACQUITY
 

UPLC
 

I-Class
 

PLUS和 ACQUITY
 

I
 

CLASS
 

RDa以及Xevo
 

G2-S
 

QTof系统(Waters)。
1.2 材料

三(羟甲基)氨基甲烷(Tris)(Merck公司);羟乙基哌嗪乙硫磺酸(HEPES)(Sigma公司);山梨醇(Sig-
ma公司);氯化钠(NaCl)(国药集团化学试剂有限公司);碳酸氢铵(NH4HCO3)(国药集团化学试剂有限公

司);葡萄糖(上海精析化工科技有限公司);超滤离心管UFC5010BK
 

(Millipore);英夫利西单抗(上海张江

生物技术有限公司);糖苷酶(PNGase
 

F/Endo
 

F2)、胰蛋白酶(上海张江生物技术有限公司);甲醇(Fisher
 

Chemical)。
1.3 样品制备

1.3.1 BAC样品制备。使用30
 

ku超滤离心管将样品置换3次以上于A相缓冲溶液50
 

mmol/L
 

HEPES
和200

 

mmol/L
 

NaCl,pH
 

8.7(根据探索条件加以调整)中,调终浓度15
 

mg/mL;17
 

000
 

g,10
 

min离心后,
取上清上样,上样量150

 

g。

1.3.2 BAC强制糖化样品制备。将英夫利西单抗置换于含有200
 

mmol/L葡萄糖的200
 

mmol/L的碳酸

氢铵缓冲溶液中,37
 

℃条件下孵育1周,30
 

ku超滤离心管将样品置换3次于A相缓冲溶液中,终浓度15
 

mg/mL;17
 

000
 

g,10
 

min离心后,取上清上样。
1.3.3 质谱(MS)法样品制备。质量肽图谱:取100

 

g样品经变性、还原、烷基化以及终止烷基化后,将样

品置换至50
 

mmol/L
  

NH4HCO3(pH
 

8.0)溶液中,至终浓度约为0.2
 

mg/mL,取200
 

g样品,按1∶10(m∶m)比

例加胰蛋白酶,37
 

℃孵育4
 

~6
 

h,加入甲酸至终浓度为0.5%~1.0%,终止酶切反应。17
 

000
 

g,10
 

min离

心后,取上清检测,上样量0.5~2.0
 

g。

Endo
 

F2酶切:取100
 

g样品至30
 

ku超滤离心管,50
 

mmol/L
 

NH4FA(pH
 

4.5)置换4~5次至样品

终浓度1
 

mg/mL;按1∶50(m∶m)加入Endo
 

F2;涡旋混匀,37
 

℃孵育8
 

h;17
 

000
 

g,10
 

min离心后,取上

清检测,上样量5.0~10.0
 

g。

PNGase
 

F酶切:取100
 

g样品至30
 

ku超滤离心管,用50
 

mmol/L
 

NH4HCO3(pH
 

8.0)置换4~5次

至样品终浓度1
 

mg/mL;按1∶10(m∶m)加入PNGase
 

F;涡旋混匀,37
 

℃孵育16
 

h;17
 

000
 

g,
 

10
 

min离

心后,取上清检测,上样量5.0~10.0
 

g。

1.4 实验方法

1.4.1 基于BAC方法前期探索阶段。柱温:40
 

℃;流速:1
 

mL/min;UV检测波长:280
 

nm;流动相A:以
50

 

mmol/L
 

HEPES,200
 

mmol/L
 

NaCl,pH
 

8.7为基础进行增减;流动相B:流动相A中加入500
 

mmol/L
山梨醇;流动相C:超纯水;流动相D:0.8

 

mol/l
 

NaCl;梯度洗脱程序(0~10
 

min,100%
 

流动相A;10~15
 

min,0%
~100%

 

流动相B;15~20
 

min,100%
 

流动相B;20~21
 

min,0%~100%
 

流动相C;21~25
 

min,100%
 

流动

相C;25~26
 

min,0%~100%
 

流动相D;26~30
 

min,100%
 

流动相D;30~31
 

min,0%~100%
 

流动相C;
31~36

 

min,100%
 

流动相C;36~37
 

min,0%~100%
 

流动相A;37~50
 

min,100%
 

流动相A);进样量:
150

 

g;糖化比例=(糖化峰面积/糖化和非糖化峰面积之和)×
 

100%。

1.4.2 BAC方法Tris梯度优化。柱温:40
 

℃;流速:1
 

mL/min;检测波长280
 

nm;流动相A:50
 

mmol/L
 

HEPES,200
 

mmol/L
 

NaCl和125
 

mmol/L
 

Tris,流动相B:50
 

mmol/L
 

HEPES和200
 

mmol/L
 

NaCl,流动

相C:50
 

mmol/L
 

HEPES,200
 

mmol/L
 

NaCl,125
 

mmol/L
 

Tris,500
 

mmol/L山梨醇;梯度洗脱(0~
10

 

min,100%
 

B;10~60
 

min,0~100%
 

A;60~65
 

min,0~100%
 

C;65~75
 

min,100%
 

C;75~76
 

min,0~
100%

 

B;76~86
 

min,100%
 

B),进样量150
 

g。

1.4.3 基于MS的检测方法。质量肽图谱:ACQUITY
 

UPLC
 

I-Class
 

PLUS液相;流速:0.2
 

mL/min;柱
温:45

 

℃;色谱柱:ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18
 

1.7
 

m,2.1
 

mm×
 

100
 

mm;流动相A:99.9%
 

H2O和

0.1%
 

FA;流动相B:99.9%
 

ACN和0.1%
 

FA;梯度时间80
 

min,洗脱梯度为1%~37%
 

B;检测波长

214
 

nm;Xevo
 

G2-S
 

QTof质谱,正离子模式进行数据采集,采集范围为50~
 

2
 

500
 

m/z。
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基于MS的快速MAM:ACQUITY
 

UPLC
 

I-Class
 

PLUS液相;流速:0.4
 

mL/min;柱温:80
 

℃;色谱

柱:
 

ACQUITY
 

UPLC
 

Protein
 

BEH
 

C4
 

30
 

nm,1.7
 

m,2.1
 

mm×
 

50
 

mm,
 

1/pkg;流动相A:99.9%
 

H2O
和0.1%

 

FA;流动相B:99.9%
 

ACN和0.1%
 

FA;梯度(0~6
 

min,10%
 

B;6~7
 

min,10%~95%
 

B;7~8
 

min,95%
 

B);检测波长280
 

nm;ACQUITY
 

I
 

CLASS
 

RDa质谱,正离子模式进行数据采集,采集范围为400
~7

 

000
 

m/z。

2 结果与讨论

2.1 影响传统BAC法准确性的因素

2.1.1 现有方法的问题。目前,针对英夫利西单抗的糖化检测方法主要为基于质谱的方法以及BAC法,已
有报道显示(表1),这两种方法检测结果呈现多样性和变异性[28-30](表1)。其中基于质谱的糖化检测方法所

测得的糖化比例常处于一个较低的水平,基于肽段水平所检测的原研以及生物类似药的糖化比例差异较大,
且存在较大的批间变异性,这也可能与其比较复杂的样品处理过程例如变性、还原、烷基化以及酶解等有关,
对于糖化这种可逆修饰,复杂的样品处理,不可避免地会对其检测产生一定的影响;基于BAC糖化测定方

法,报道中的三批原研产品以及三批英夫利西单抗生物类似药糖化比例均接近100%[30],与基于MS方法的

检测结果差异较大,且100%的糖化比例,也不符合抗体的常规表现。
表1 英夫利西单抗糖化比例汇总表

Table
 

1 Summary
 

table
 

of
 

infliximab
 

glycation
 

ratios

样品 方法 糖化比例(%) 参考资料

US
 

Remicade

EU
 

Remicade

CT-P13*

LC-MS
(Subunit)

LC:
 

0.8
 

±
 

0.1,HC:
 

0.8
 

±
 

0.1

LC:
 

0.7
 

±
 

0.0,HC:
 

0.8
 

±
 

0.1
 

LC:
 

2.4
 

±
 

0.1,HC:
 

4.0
 

±
 

0.2

FDA
 

Advisory
 

Committee
 

Briefing
 

Document,February
 

9,
 

2016,
 

CT-P13
 

(infliximab
 

biosimilar):
 

briefing
 

document
 

for
 

the
 

Arthritis
 

Advisory
 

Committee

DP1

DP2

BS1*

BS2*

LC-MS
(Peptide)

0.256

3.648

16.522

0

Martín
 

S
 

M,
 

Zaborowska
 

I,
 

Jakes
 

C,
 

et
 

al.
 

Comparability
 

study
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

post-translational
 

modifications
 

of
 

infliximab
 

innovator
 

and
 

biosimilars
 

by
 

automated
 

high-

throughput
 

peptide
 

mapping
 

analysis[J]

RC1

RS1*

RC1/RC2/RC4

RS1*/RS3*/RS4*

LC-MS
(Subunit)

BAC

HC:0.8/LC:0.8

HC:4.0/LC:2.4

99.65/99.90/99.95

99.41/99.89/99.71

Pisupati
 

K.
 

Stability
 

and
 

Structural
 

Analysis
 

of
 

hGH
 

and
 

In-

fliximab
 

for
 

Controlled
 

Release
 

Depots
 

and
 

Biosimilars[D].
 

,
 

2016

  注:*生物类似药。

为验证先前报道中所采用的检测方法的可靠性,我们重复了所使用的BAC方法。如图1(a)所示,我们

采用含有400
 

mmol/L
 

NaCl和100
 

mmol/L磷酸钠的平衡液(pH值为8),结果显示糖化比例接近100%,
这与先前的报道一致[30]。一项关于IgG2抗体糖化水平评估的研究也使用了相同的400

 

mmol/L
 

NaCl和

100
 

mmol/L磷酸钠平衡液。文中指出,尽管先前使用HEPES缓冲液的BAC方法已用于评估抗体的糖化

水平,但对于该研究中的抗体而言,HEPES并不是一个表现良好的缓冲液。相反,在pH
 

8.5的磷酸钠缓冲

液中表现最佳[35]。
为了进一步确认BAC方法的可行性,参考关于BAC糖化的相关研究[10,11,36-38],A相平衡液基本均由

HEPES/EPPS和NaCl组成,有时额外添加不超过25
 

mmol/L的Tris;而对于pH的选择,现有报告指出硼

酸亲和保留峰面积百分比与抗体的等电点(pI)之间没有明显的相关性,在碱性条件下(pH
 

8.6),pI值不是

决定抗体与硼酸柱结合的关键因素,当在pH
 

8.6或8.7的流动相下,糖化的抗体组分将在硼酸柱上完全保

留[38]。综合这些信息,最终我们选择的通用糖化检测方法为:50
 

mmol/L
 

HEPES
 

和200
 

mmol/L
 

NaCl,pH
 

8.7作为初始的A相平衡溶液,如图1(b)所示,所测定的英夫利西单抗糖化比例仍接近100%。这与我们采

用质量肽图谱所检测的糖化水平(10%左右)差异明显〔图1(c)〕。在相同条件下,将此方法应用于同为嵌合
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型IgG1的对照抗体,如图1(d)所示,此方法能够很好地分离对照抗体的非糖化和糖化组分,表明对于英夫

利西单抗,现有的硼酸亲和条件不适用,因此需要对其进行特定的方法优化。
为了明确英夫利西单抗糖化检测问题的确切原因,我们细致研究了可能影响BAC法的多个因素,包括

糖基化、疏水相互作用、离子相互作用和配基相关的非特异性相互作用,并对它们进行了逐一的探索。

图1 (a)
 

基于已报道方法的BAC图谱;(b)
 

抗体常规方法的BAC图谱;(c)
 

质量肽图谱糖化分析;(d)
 

对照抗体常规方法BAC图谱

Fig.1 (a)
 

BAC
 

Chromatogram
 

based
 

on
 

reported
 

method;
 

(b)
 

BAC
 

chromatogram
 

based
 

on
 

conventional
 

method;
(c)

 

Glycation
 

analysis
 

based
 

on
 

mass
 

spectrometry
 

peptide
 

mapping;
 

(d)
 

BAC
 

chromatogram
 

of
 

a
 

control
 

antibody
 

based
 

on
 

conventional
 

method

2.1.2 糖基化因素
 

。以往研究对于糖基化对糖化检测结果的影响存在争论[21]。有研究表明,BAC可以分

离糖基化膜蛋白,并在进一步表征之前用于纯化糖蛋白;也有研究指出,硼酸盐配体能特异性地结合糖化蛋

白[42];因此我们分别通过Endo
 

F2和PNGase
 

F对英夫利西单抗进行去糖基化处理,以验证糖基化修饰是

否是导致定量不准确的关键原因。结果如图2(a)所示,即使去糖后,检测到的糖化水平仍接近100%,表明

糖基化修饰并非是影响英夫利西单抗糖化定量准确性的主要因素。

2.1.3 疏水相互作用。BAC柱上的苯基硼酸官能团由硼酸中的一个羟基替换为苯环,而苯环的存在可能

会与糖化蛋白中的芳香氨基酸残基之间存在疏水相互作用从而干扰糖化的检测。根据已有报道,在缓冲溶

液中添加低至中等水平的甲醇,可以很容易抑制非特异性疏水相互作用引起的干扰,同时不影响苯基硼酸与

顺式二醇的亲和性[21]。因此我们在初始流动相基础上添加不同浓度的有机相,验证是否是疏水相互作用影

响了其检测。实验如图2(b)表明,即使在含有20%有机相(甲醇或异丙醇)的条件下,糖化水平仍接近

100%,说明疏水相互作用并非主要问题。

2.1.4 离子相互作用。碱性条件下阴离子硼酸基团与蛋白所带正电荷之间可能存在离子相互作用,通常情

况下可通过添加一定浓度的盐溶液消除蛋白与硼酸盐之间的这种非特异性吸附。因此,我们加入不同浓度

的NaCl,如图2(c)所示,无论是添加300
 

mmol/L还是500
 

mmol/L,糖化比例仍然是100%。因此,离子相

互作用不是英夫利西单抗糖化检测问题的主要影响因素。

2.1.5 配基相关的非特异性相互作用。不同抗体其氨基酸序列不同,高级结构和表面电荷分布存在差异,
这些都会影响BAC对糖化比例的测定。目前条件下,英夫利西单抗糖化和非糖化组分均与硼酸亲和柱有强

相互作用。硼酸亲和柱之所以能够结合糖化抗体,是因为苯基硼酸官能团能与其含有的呈近似共面构型的
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顺式二醇形成强的硼酸酯键,而山梨醇中具有相似的结构,可以通过添加高浓度的山梨醇来打破这种相互作

用,并实现糖化和非糖化组分的分离。

图2 方法学优化(a)
 

糖基化影响;(b)
 

疏水相互作用;(c)
 

离子相互作用;(d)
 

非特异性相互作用;
(e)

 

Tris浓度优化;(f)
 

新旧柱子对比;(g)
 

NaCl浓度优化;

Fig.2 Methodology
 

optimization
 

(a)
 

Deglycosylation;
 

(b)
 

Hydrophobic
 

interaction;
 

(c)
 

Ions
 

interaction;
 

(d)
 

Non-specific
 

Interaction;
 

(e)
 

Optimization
 

of
 

Tris
 

concentration;
 

(f)
 

Comparison
 

of
 

results
 

from
 

new
 

and
 

old
 

chromatography
 

columns;
 

(g)
 

Optimization
 

of
 

NaCl
 

concentration
 

我们在初始流动性中加入较低浓度的山梨醇如图2(d),发现5
 

mmol/L山梨醇即可破坏英夫利西单抗

与硼酸亲和柱之间的强相互作用。因此我们推测,英夫利西单抗糖化检测问题可能是由于非糖化英夫利西

单抗组分与BAC配基间非特异性相互作用所引起。为了验证这一推测,我们进一步尝试了三羟甲基氨基甲

烷(Tris),由一个甲基基团与三个羟甲基基团连接而成,相较于山梨醇是一种较为温和的洗脱试剂,对硼酸

官能团具有弱亲和力,是一种常用的非特异性相互作用屏蔽试剂[38,43-45],已有报道一般添加不超过
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25
 

mmol/L的Tris[37]。如图2(e)上图所示,我们先通过添加25
 

mmol/L
 

Tris发现糖化比例保持不变,而
Tris提升一倍浓度后,出现糖化、非糖化组分的分离趋势,再增加一倍浓度,BAC流穿组分占比逐步增加,直
到添加至200

 

mmol/L
 

Tris,此时BAC洗脱峰仅占比约1.30%。
考虑到Tris浓度过高会破坏糖化抗体与硼酸亲和柱之间的相互作用,而低浓度又不足以抑制非特异吸

附,因此我们进一步通过建立Tris线性变化梯度来确认Tris的合适浓度。结果如图2(e)下图所示,在25
 

min处开始出现第一个非特异性峰,经计算此时Tris浓度约37.5
 

mmol/L,直到45
 

mmol/L后有明显紫外

信号出现,最终我们在此范围内选择40
 

mmol/L作为确定的Tris浓度。
根据配基相关的非特异相互作用推测,如果配基密度较低,其非特异性相互作用应该相应减弱,为了进

一步验证英夫利西单抗与硼酸亲和柱之间的相互作用,并考虑到色谱柱在反复使用过程中可能会发生配基

流失,我们利用了一根使用800次以上的旧色谱柱开展实验。在50
 

mmol/L
 

HEPES和200
 

mmol/L
 

NaCl
的常规初始流动相条件下,我们对新旧色谱柱进行了比较性分析。如图2(f)所示,新旧柱子展现出明显的

性能差异,旧柱子在糖化和非糖化组分的分离上显示出趋势性的改善,可能是由于随着色谱柱的老化,配基

密度减少,其非特异性相互作用有所下降。这一结果强化了我们关于英夫利西单抗与硼酸亲和柱之间存在

显著相互作用的假设。这也从侧面说明了BAC柱使用次数的增加,在非方法学优化时,对于英夫利西单抗

糖化检测可能是个有利因素。
我们深入探讨了影响英夫利西单抗BAC方法准确性的因素,明确了配基相关的非特异性相互作用是影

响该单抗BAC方法糖化检测不准确的确切原因,针对该原因,我们针对性地对流动相的组成和浓度进行了

优化,明确了40
 

mmol/L
 

Tris足以抵消该非特异性相互作用。

2.2 英夫利西单抗糖化BAC方法开发及性能确认

2.2.1 英夫利西单抗糖化检测BAC法。在确认了关键因素后,我们进一步优化了检测方法。HEPES作

为一种常用的碱性缓冲剂,在此前的研究中并未显示对糖化分析产生显著的干扰。为了平衡NaCl对阴离

子硼酸基团和蛋白质正电荷之间离子相互作用的抑制作用以及其作为离散剂可能破坏抗体三级结构的风

险,我们进一步研究了NaCl的添加量对BAC法的影响。在50
 

mmol/L
 

HEPES和40
 

mmol/L
 

Tris,pH
 

8.7的条件下,我们尝试从0
 

mmol/L至500
 

mmol/L的多个NaCl浓度。结果显示,在图2(g)中可见,随着

NaCl浓度的增加,英夫利西单抗的糖化比例呈现先下降后趋于稳定,再随后上升的趋势,我们确定

200
 

mmol/L
 

NaCl为最适宜的浓度。
最终,我们优化的英夫利西单抗糖化检测方法参数如:
柱温:40

 

℃;
 

流速:1
 

mL/min;
 

UV检测波长:280
 

nm;
 

流动相A:50
 

mmol/L
 

HEPES,200
 

mmol/L
 

NaCl,40
 

mmol/L
 

Tris,pH
 

8.7;
 

流动相B:流动相A中加入500
 

mmol/L山梨醇;
 

流动相C:超纯水;
 

流动

相D:0.8
 

mmol/L
 

NaCl;
 

梯度洗脱程序:0~25
 

min,100%
 

流动相A;
 

25~26
 

min,0%~100%
 

流动相B;
 

26~30
 

min,100%
 

流动相B;
 

30~31
 

min,0%~100%
 

流动相C;
 

31~35
 

min,100%
 

流动相C;
 

35~36
 

min,0%~100%
 

流动相D;
 

36~40
 

min,100%
 

流动相D;
 

40~41
 

min,0%~100%
 

流动相C;
 

41~45
 

min,

100%
 

流动相C;
 

45~46
 

min,0%~100%
 

流动相A;
 

46~55
 

min,100%
 

流动相A。进样量:150
 

g。总运

行时间:55
 

min。采用优化后的条件,可有效进行英夫利西单抗的糖化检测,同时减少了非特异性相互作用

以及可能的结构破坏。

2.2.2 基于质谱的快速MAM进行BAC法性能确认。如图3(a)所示,BAC根据以上确定条件所测得的英

夫利西单抗糖化比例为14.92%。由于糖基化中G0F糖苷与G1F相差一个半乳糖,其分子量与发生糖化所

增加的分子量一致,都为162
 

u,因此图3(b)通过Endo
 

F2去糖基化修饰后的基于质谱的快速MAM对英夫

利西单抗糖化进行了定量确认,检测结果为14.42%,对比结果显示基于质谱的方法与BAC所测得的糖化

比例基本一致,具有很好的相关性。

2.2.3 BAC法组分收峰鉴定。通过多次进样收集了英夫利西单抗糖化和非糖化组分,浓缩重新上样,BAC
法测定,如图4(a)证明我们所收集的BAC流穿组分为非糖化抗体,BAC洗脱峰组分为糖化抗体。图4(b)
通过基于质谱的快速MAM对于糖化组分再次验证,表明我们所建立的BAC可对英夫利西单抗糖化和非
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糖化组分进行有效的分离,方法学具有很好的分辨性能。

图3 (a)
 

优化流动相后的BAC图谱;(b)
 

基于MS的快速MAM图谱

Fig.3 (a)
 

BAC
 

chromatogram
 

with
 

optimized
 

mobilephase;
 

(b)
 

Rapid
 

MS-based
 

MAM
 

2.3 英夫利西单抗糖化BAC法方法学验证

2.3.1 精密度。(1)
 

重复性。在规定范围内,取同一浓度6份供试品,考察6份供试品溶液中糖化抗体的

含量,并计算其RSD值(n=6)。结果如表2显示,6份供试品溶液中糖化抗体含量为(14.78±0.09)%,其
 

RSDn=6=0.62%(可接受标准RSD值不大于2.0%),结果表明该方法的重复性良好。(2)
 

中间精密度。由

另一位实验员配制平行6份供试品溶液,考察6份供试品溶液中糖化抗体的含量,并计算其RSD值(n=6),
同时计算与重复性实验一起12份供试品溶液中糖化含量的RSD值(n=12)。结果如表3显示6份供试品

溶液中糖化抗体含量为(14.74±0.19)%,其
 

RSDn=6=1.31%,与重复性共12份供试品溶液中糖化含量的

RSDn=12=0.98%,RSD值均小于2.0%,结果表明该方法的中间精密度良好。

图4 (a)
 

BAC收峰鉴定;(b)
 

基于MS的快速MAM收峰鉴定

Fig.4 (a)
 

BAC
 

peak
 

identification;
 

(b)
 

Peak
 

verification
 

based
 

on
 

rapid
 

MS-based
 

MAM
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2.3.2 准确度。用流动相A分别稀释收集的非糖化和糖化样品至分别含30%,15%,7.50%、3.75%、
1.88%糖化的样品,每个含量的样品各平行配制3份,作为准确度测定溶液,按照色谱条件进样检测,计算糖
化组分的回收率来评价准确性。糖化组分的回收率=(检测的糖化比例值/理论的糖化比例值)×100%。结
果见表4,不同糖化比例样品的回收率均在90%~110%的可接受范围内,并且各水平准确度溶液回收率的

RSD值在0.61%~4.99%之间,均小于5.0%,本方法准确性良好。
表2 重复性验证结果

Table
 

2 Validation
 

results
 

for
 

repeatability

供试品
糖化抗体

含量(%)
AV±SD(%) RSD(%)

1 14.80

2 14.77

3 14.74

4 14.73

5 14.96

6 14.71

14.78±0.09 0.62

  

表3 中间精密度验证结果

Table
 

3 Validation
 

results
 

for
 

intermediate
 

precision
 

validation

供试品
糖化抗体

含量(%)
AV±SD(%)

RSD
(%,n=6)

RSD
(%,n=12)

1 14.96

2 14.97

3 14.52

4 14.61
 

5 14.61

6 14.79

14.74±0.19 1.31 0.98

表4 准确度验证结果

Table
 

4 Validation
 

results
 

for
 

accuracy
糖化峰理论值(%) 糖化峰实测值AV±SD(%) 糖化峰实测值RSD(%) 回收率AV±SD(%) 回收率RSD(%)

30 30.08±0.18 0.61 100.25±0.61 0.61

15 15.27±0.21 1.36 101.78±1.39 1.36

7.5 7.69±0.15 1.90 102.47±1.95 1.90

3.75 3.73±0.15 3.89 99.39±3.86 3.89

1.88 1.89±0.09 4.99 100.84±5.04 4.99

2.3.3 线性。对“2.3.2”项中不同配比制备的糖化样品进行检测,以糖化组分峰面积百分比的理论值对其
相应的实测值进行线性回归,利用拟合曲线的R2 评价线性。结果如图5所示,糖化组分的相关系数为

0.999
 

4,证明本方法的线性良好。
表5 耐用性分析(柱温)

Table
 

5 Robustness
 

evaluation(Column
 

temperature)

柱温/℃ 糖化峰实测值AV±SD(%) 糖化峰实测值RSD(%) 不同柱温间AV±SD(%) 不同柱温间RSD(%)

38 14.23±0.00 0.02

40 14.85±0.04 0.28

42 14.90±0.20 1.33

14.66±0.35 2.37

图5 线性图谱

Fig.5 Linearity
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2.3.4 耐用性。分别用柱温(38、40、42
 

℃)和HEPES浓度(40、50、60
 

mmol/L)考察该方法的耐用性。改

变柱温、HEPES浓度分别对英夫利西单抗检测3次,结果见表5和6。在38、40、42
 

℃三种不同柱温时,英
夫利西单抗糖化峰面积百分比的RSD值为2.37%;当HEPES浓度为90、100、110

 

mmol/L时,英夫利西单

抗糖化峰面积百分比的RSD值为0.90%,耐用性较好。
表6 耐用性分析(HEPES)

Table
 

6 Robustness
 

evaluation
 

(HEPES)

HEPES浓度/

(mmol·L-1)

糖化峰实测值

AV±SD(%)

糖化峰实测值

RSD(%)

不同浓度间

AV±SD(%)

不同浓度间

RSD(%)

40 14.54±0.02 0.15

50
 

14.75±0.02 0.14

60
 

14.47±0.06 0.39

14.59±0.13 0.90

表7 系统适用性验证结果(n=6)

Table
 

7 Validation
 

results
 

for
 

system
 

suitability

针数 糖化抗体含量(%) AV±SD(%) RSD(%)

1 14.74

2 14.76

3 14.83

4 14.90

5 14.86

6 14.87

14.82±0.06 0.43

2.3.5 系统适用性。空白对照无干扰峰,系统适用性对照品的色谱图与参考图谱相似。将对照品溶液重复

进样6针,考察每针对照品溶液中糖化抗体色谱峰的面积百分比含量,并计算RSD值(n≥3)。结果见表7,
检测糖化抗体百分含量的RSD值为0.43%(RSD值≤2.0%),系统适用性较好。另外,可根据实际情况设

置其他色谱系统的适用性参数包括比如塔板数、分离度、灵敏度、拖尾因子等。

2.4 英夫利西单抗糖化BAC法在抗体药物中的普适性

为了进一步了解此方法是否具备广泛适用性,对8种不同类型的抗体类药物进行了糖化测定。其中

mAb1和mAb2是IgG1单克隆抗体,mAb3属于IgG2单克隆抗体,mAb4和mAb5是IgG4单克隆抗体,

mAb6和mAb7是融合蛋白,mAb8是一种抗体偶联药物。除mAb2以外其他均存在N糖基化修饰,mAb6
还同时具有O糖基化修饰,具体信息详见表8。

表8 不同抗体类药物汇总

Table
 

8 Summary
 

of
 

different
 

antibodies

抗体 类型 糖基化修饰

mAb1 全人源IgG1单克隆抗体 含N糖

mAb2 人源化IgG1单克隆抗体 不含N糖

mAb3 全人源IgG2单克隆抗体 含N糖

mAb4 人源化IgG4单克隆抗体 含N糖

mAb5 人源化IgG4单克隆抗体 含N糖

mAb6 IgG1的Fc融合蛋白 含N糖,O糖

mAb7 IgG2的Fc融合蛋白 含N糖

mAb8 抗体偶联药物 含N糖

  通过2.2.1方法测定,结果如图6所示,除mAb2和mAb8以外,所有其他抗体在我们优化的BAC条

件下均实现了非糖化和糖化组分的有效分离。mAb2显示两个色谱峰,但是色谱峰有明显的后移,这可能是
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由于其糖基化位点经过突变,导致缺乏糖基化修饰而增加了疏水性,NaCl浓度较高,现有条件不能充分抑制

其较强的疏水相互作用,但不影响糖化组分的分离及检测。至于mAb8,由于其偶联疏水性药物,其疏水性

更强,糖化和非糖化组分未能有效分离,需要进一步有机溶剂的添加,从而达到进一步分离(数据未提供)。

图6 BAC方法普适性

Fig.6 Universality
 

of
 

the
 

BAC
 

method

总结来说,我们改进的BAC糖化分析方法适用于绝大多数抗体类药物。然而,对于那些具有较高疏水

性的抗体偶联药物,可能还需要进一步的优化。此外,为了确保检测方法的精确性,建议结合质谱等技术对

方法进行确认/验证。

3 结论

糖化是一种普遍的翻译后修饰过程,它在药物的生产和存储过程中普遍发生。BAC因其操作简便、成
本低廉等优点,成为实验室常用的分析糖化修饰的方法。然而,现有方法在准确检测英夫利西单抗的糖化上

存在一定挑战。本研究针对这一问题,通过综合考虑各种影响因素,成功建立了一个基于BAC的英夫利西

单抗糖化分析新方法。相较于其他抗体药物,英夫利西单抗与硼酸亲和柱之间的配基相关的非特异性相互

作用干扰了糖化与非糖化组分的有效分离,从而限制了传统方法的适用性。为了确认新方法的准确性,我们

还采用了基于质谱的快速MAM进行方法学性能确认,通过一系列的系统方法学验证,证明了该方法的准

确性、精密度和稳定性等。此外,我们的研究结果表明,该方法对于包括Fc融合蛋白在内的其他多数抗体

药物也具有较好的普适性。尽管如此,对于一些特殊的抗体药物,如抗体药物偶联物(Antibody-drug
 

conju-
gates,

 

ADCs),该方法可能仍需进一步的优化。
综上所述,我们开发的基于BAC的改良糖化分析方法不仅完善了英夫利西单抗等药物的糖化修饰质控

(Quality
 

control,
 

QC)分析,而且对于提升QC实验室的工作效率和方法的推广应用都具有重要价值,对于

药物前期开发和放行质量控制也有着积极的促进作用。
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