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重组单抗药物的肤图分析

魏敬双 程立均 刘进怀 贾茜

(华北制药集团新药研究开发有限责任公司
,

石家庄 05 00 巧 )

摘 要 : 建立 了重组单抗药物的肤图分析方法
。

在变性条件下向抗体溶液加入还原剂
,

打开抗体内部所有

交联的二硫键
,

再加入烷基化试剂封闭所有的自由筑基
,

使抗体分子在溶液 中以游 离伸展肤链的形式存在
。

加入

胰蛋白酶
,

将充分伸展的肤链酶解成小的肤段
。

用反相高效液相色谱层析分析肤图谱
。

对连续 3 批中试产品及理

化测定对照品进行肤图分析
,

各样品均能酶解完全
,

批间肤图谱一致
。

该方法实用有效
,

适于进行重组单抗等结构

复杂的大分子蛋白药物的肤图检查分析
。
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对于重组蛋白质药物的肤图检查
,

我国药典川

中收录了两种方法
,

分别为胰蛋白酶裂解
一
反相高

效液相色谱法和嗅化氰裂解法
。

其中第一种方法应

用更为广泛
。

但是
,

对于重组单克隆抗体产品的肤

图检查
,

如果使用药典中的胰酶裂解
一
反相 H P LC

分析方法
,

几乎得不到裂解峰 ( 图 1 )
。

这是因为抗

体分子结构复杂
,

由四条肤链组成
,

链间及链内由多

对二硫键相联
。

即使肤链被胰酶切开
,

但仍被二硫

键联在一起
,

无法分成独立的肤段
。

重组人源抗狂犬病毒单抗 ( er co m ib an nt an it
一

ar
-

b i e s m o n o e l o n al a n t ib o d y
,

ht RIG )是采用基因工程手

段
,

用 C H O (中国仓鼠卵巢 )工程细胞表达的全人源

IgGI 亚型抗体
,

用于狂犬病毒暴露后预防
。

在产品

研发过程中
,

对重组抗体的肤图检查法进行了实验

摸索
,

确定了使抗体产品酶解完全的实验方法
。

1 材料与方法

1
.

1 主要试剂与仪器

yrT
p s i n 为 5 1脚

a
公司产品 ; N H

4
H C 0 3 ,

盐酸肌
,

碘乙酞胺
,

D rT (二硫苏糖醇 )均为分析纯试剂
。
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用现行药典方法得到的重组人源抗狂犬病毒单抗原液的肚图

重 组 人 源 抗 狂 犬病 毒单抗 原 液 ( 批 号

200 6 0 5 0 1
,

200 6 0 7 0 1
,

2 0 0 6 0 8 0 1 ) 及理化测定对照品

(批号 200 5 1 10 1 )
,

浓度约 2
.

o m岁 m l
,

由华北制药集

团新药研究开发有限责任公司试制
。

超滤离心管 (截流量 3 o kD
,

M i l l ip o er )
,

超滤离

心管 (截流量 10 kD
,

M il l ip o er )
。

台式高速冷冻离心机
,

B e e km a n G S
一

15 R
。

C 18 3
.

5林m 4
.

6 x 150 m m RP
一

H P L C 柱为 W at e r s

公司产品
。

高压液相色谱仪为 w at e sr 公司产品 ( 5巧 泵
,

2 4 8 7 检测器
,

W at e sr Sy m m e t叮 30 0 1 作站 )
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 抗体蛋白的充分变性 取重组人源抗狂犬病

毒单抗原液或理化测定对照 品 100 闪
,

移人截流量

为 3 0 kD 的超滤离心管
,

8 0 0 0 m i n 离心 10 m i n
,

加人

含 6 m o F L 盐 酸肌 的 10 0 m m o F L 碳 酸氢 铰溶 液

10 0 林l
,

混匀后移人 1
.

s iln E p p e n d o fr 管中
。

1
.

2
.

2 二硫键还原及烷基化保护 按文献叫介绍的

方法进行
。

大致过程 为
:
向上 述样 品管 中加入

45 o m m o F L 二硫苏糖醇溶液 2
.

5闪
,

混匀后于 37 ℃

水浴 l h
。

加人 l m 0 F L 碘乙酞胺溶液 2
.

5闪
,

混匀后

于室温避光放置 30 m in
。

1
.

2
.

3 胰蛋白酶裂解 将上述反应溶液移人截流量

为 10 kD 的超滤离心管
,

8 0() 0m i n 离心 4 0 m i n
,

加人

l oo m m o F L 碳酸氢铁溶液 100 闪
,

混匀后移人一装

有胰蛋白酶溶液 ( l m岁 iln
,

序列分析纯 ) 5闪 的 E p
-

p e n d o fr 管中
,

于 3 7℃水浴 2 4 h
,

4℃ 放置 3Om i n 以终

止反应
。

1
.

2
.

4 反相 H PL C 分析 将终止反应 的样 品管

or o oo r/ m in 离心 or m in
,

精密量取上清液 50 闪注人

液相色谱仪
。

以 0
.

1% TFA (三氟乙酸 )的水溶液为

流动相 A 液 ;以 0
.

1% T FA 的乙睛溶液为流动相 B

液
。

流速 为 l m l/ m i n
。

梯度洗 脱 70 m i n ( A 液从

95% 至 3 0 %
,

B 液从 5% 至 7 0% )
,

检测波长 Z 14 n m
。

2 结果

对连续 3 批中试规模制备的重组人源抗狂犬病

毒单抗原液样品及理化测定对照品进行肤图分析
,

各批样品图形一致
,

结果见图 2
。

3 讨论

生物工程产品的质量控制是保障产品质量的关

键
,

其中肤图是研究蛋白质一级结构的一种重要的

分析方法
。

对重组蛋 白质药物来说
,

肤图分析可作

为与天然产品或参考品作精密比较的手段
,

可以鉴

别蛋白质的翻译后修饰
,

其次可以用作产品批间同

一性的检测手段
。

早在 19 9 2 年
,

orK
o n [’ ]等就通过肤图谱分析的

手段
,

鉴别出了第一个获得 FD A 批准上市的治疗性

单抗 O K
r

玲 的降解位点
。

目前
,

重组单抗药物已经成为生物技术制药的开

发热点
,

我国也已有多个单抗产品获得生产批文
。

作

为重组蛋白质药物质量控制的一项重要内容
,

关于单

抗的肤图分析方法值得我们进行认真的实验摸索
。

对于含有多对二硫键的结构复杂的大分子蛋白

质
,

为了得到酶解完全的肤段
,

首先需要将所有二硫

键进行还原处理
,

使二硫键断裂成为还原状态的自

由琉基
。

为防止 自由琉基再次形成二硫键
,

可采用
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烷基化封闭的手段
。

通过上述处理
,

蛋白质分子在

溶液中成为彼此游离的伸展肤链
,

适于进行胰蛋白

酶裂解
。

对于含有大量二硫键的蛋白质
,

溶液中必

须有足够的还原剂才能使所有二硫键得到充分还

0
.

16 卜一 一
- -

一

—

原
。

关 于 所 需 还 原 剂 和烷 基 化 试 剂 的用 量
,

M ay e S 【̀〕推荐的剂量是
,

DrT 的量比二硫键的总量

多 Zm M
,

而碘乙酞胺的量则要比溶液中琉基的总摩
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为从重组单抗的肤图谱得到更多的信息
,

W an

等 [’ ]还曾尝试过先将重组抗体的轻链
、

重链分开
,

分别进行蛋白酶裂解之后进行 RP
一

H PL C 分析
。

利

用这种方法
,

鉴别出了一种单抗 CG 5P 6 901 的重链

发生交联变异的情况
。

在对抗体样品进行变性及胰蛋 白酶裂解前
,

均

需将抗体样品的缓冲液置换为适于进行下一步操作

的环境中
,

常规的换液方式是采用透析法
,

透析换液

的过程非常耗时
,

一般需要透析几个小时
,

而且在透

析过程中
,

常常伴随着样品的稀释
,

透析换液后样品

浓度降低
。

本试验中
,

所有的换液操作通过超滤离

心完成
,

使用超滤离心管
,

可以在很短的时间内完成

换液操作
,

同时
,

样品还可以很方便地浓缩到所需要

的浓度
。

所以
,

只要选择好合适的截流量
,

使用超滤

离心管进行换液操作是代替透析法的非常实用的手

段
。

鉴于台式高速离心机在一般的分析检测实验室

已经属于常规仪器
,

所以用超滤离心代替透析法并

不需额外的仪器设备
,

却可以大大缩短实验的时间
,

同时也避免了频繁更换透析液的繁琐操作
。

除重组单抗药物外
,

其它一些分子量大
、

结构复

杂
、

二硫键含量高的重组蛋白药物 (如我公司在研

的重组人血白蛋白
,

每分子含 17 对二硫键 ) 的肤图

谱分析都可以适用于本研究所建立的方法
。
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选和检测更多中风相关多态性位点是我们研究的下

一步目标卿〕 。

将寡核昔酸芯片用于疾病与 s N P 的

关联分析这个思路是可行的
,

芯片的高通量
,

平行性

的特点
,

将会对多基因遗传病的分子病理机制的研

究和易感基因的检测及个性化治疗起到较大的推动

作用 [2 1 ]
。
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