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在重组蛋白质药物质量控制过程中，SDS-PAGE
是蛋白质药物纯度分析的常用手段。重组人源抗狂
犬病病毒单抗（Recombinant human anti-rabies virus
monoclonal antibody，rhRMcAb）是采用基因工程技
术，用 CHO 细胞表达的全人源抗体，属于 IgG1 亚
型，用于狂犬病暴露后的预防［1，2］。在 rhRMcAb药
物研发过程中发现，在非还原电泳条件下，除抗体主

带外，在高相对分子质量及低相对分子质量处，分别

存在一些次带。本文对单抗在非还原电泳检测时的
这些特殊表现进行了分析，为单克隆抗体或 Fc融合
蛋白的电泳结果分析提供参考。

1. 材料与方法
1. 1 药物

rhRMcAb原液（批号 20060501、20060701、2006-

0801）及理化测定对照品（批号 20051101，浓度
2 mg ／ ml）均由本公司制备；Enbrel（TNFr-Fc融合蛋
白，Amgen公司产品）和 Avastin（抗血管内皮生长因
子单抗，Genentech公司产品）均由杭州安瑞普生物
公司惠赠。
1. 2 主要试剂及仪器

HRP 标记的羊抗人 IgG Fc 抗体、羊抗人 IgG
Fab抗体及 HRP标记的兔抗羊 IgG抗体均购自 Sig－
ma 公司；PVDF 电转膜为 Millipore 公司产品；SDS-
PAGE 及电印迹装置为 Bio-Rad 公司产品；扫描仪
ImageScannerⅡ为 GE Healthcare公司产品。
1. 3 缓冲液的配制
还原 SDS-PAGE供试品缓冲液（2 ×）：含 0. 12mol ／ L

Tris-HCl，20%甘油，0. 1%溴酚蓝，4% SDS，200 mmol ／ L
DTT；非还原 SDS-PAGE 供试品缓冲液（2 ×）：含
0. 12 mol ／ L Tris-HCl，20%甘油，0. 1%溴酚蓝，4%
SDS；天然供试品缓冲液（2 ×）：含 0. 12 mol ／ L Tris-
HCl，20%甘油，0. 1%溴酚蓝；加碘乙酰胺的非还原
SDS-PAGE供试品缓冲液（2 ×）：向上述非还原 SDS-
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【摘要】 目的 对重组单抗药物的非还原电泳纯度进行分析，排除样品制备过程中形成的一些假象。方法 结合重组单
抗的分子结构特征，改变常规 SDS-PAGE条件，将抗体样品在不同的缓冲液及电泳条件下进行比较。结果 抗体在非还原 SDS-
PAGE纯度检测中出现的次带，可通过在供试品缓冲液中加入烷基化试剂封闭自由巯基而几乎全部消除；通过降低电泳过程的
环境温度，可有效降低主带上方高相对分子质量带的出现。结论 单抗药物中由于含有多对二硫键引起的一些因电泳样品制备
而形成的假象带，可以通过试验方法的修正而去除。
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【Abstract】 Objective To analyze the non-reduced SDS-PAGE purity of recombinant monoclonal antibody（McAb） and ex－
clude the artifacts formed during preparation of test samples. Methods The condition for routine SDS-PAGE was modified based on
the structural characters of recombinant McAb molecules. The recombinant McAb samples were treated with various loading buffers
under various conditions for SDS-PAGE, and the results were compared. Results Almost all the minor bands appeared during deter－
mination of purity of McAb by non-reduced SDS-PAGE were eliminated by addition of alkylation reagent into test sample buffer to
block the free sufhydryl groups. The minor bands with high relative molecular mass could be diminished effectively by decreasing the
ambient temperature during non-reduced SDS-PAGE. Conclusion The artifacts formed during preparation of test samples due to the
disulfide bonds in McAb may be eliminated by modification of condition for non-reduced SDS-PAGE.
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PAGE供试品缓冲液中加入新鲜配制的 1 mol ／ L碘
乙酰胺母液，至终浓度 200 mmol ／ L。
1. 4 非还原 SDS-PAGE分析

rhRMcAb、Enbrel和Avastin样品均稀释至2mg ／ml，
分别加入 2 × 非还原 SDS-PAGE供试品缓冲液或加
碘乙酰胺的 2 × 非还原 SDS-PAGE供试品缓冲液，
混匀后，70℃水浴 3 min。分离胶浓度 7. 5%，上样量
10 μl，150 V恒压电泳，在室温条件下进行。电泳结
束后，凝胶用考马斯亮蓝 R250染色。
1. 5 Western blot分析

rhRMcAb 样品（20060501）进行非还原 SDS-
PAGE后，将目的蛋白带电转移至 PVDF膜上，分别
用 HRP标记的羊抗人 IgG Fc 或羊抗人 IgG Fab 抗
体、HRP标记的兔抗羊 IgG抗体进行免疫显色。
1. 6 冰水浴条件下的非还原 SDS-PAGE分析
分离胶浓度 7. 5%。rhRMcAb样品与 2 × 非还原

SDS-PAGE 供试品缓冲液等体积混合，70℃水浴
3 min，立即转入冰浴。10 μl ／ 孔上样，将电泳槽置冰
水浴中，100 V开始电泳，待指示剂前沿进入分离胶
后，电压改为 150 V。另取样品加入天然供试品缓冲
液后不加热，直接进行电泳。电泳结束后，凝胶用考
马斯亮蓝 R250染色。
1. 7 还原 SDS-PAGE分析

rhRMcAb样品分别加入 2 × 还原 SDS-PAGE供
试品缓冲液，混匀，70℃水浴 3 min。分离胶浓度 12. 5%，
上样量 10 μl，150 V恒压电泳。电泳结束后，考马斯
亮蓝 R250 染色。光密度扫描，计算免疫球蛋白重
链、轻链之和的纯度。
1. 8 分子筛 HPLC分析
采用 Superdex 200 10 ／ 300GL色谱柱（购自 GE

Healthcare公司），流动相为 0. 1 mol ／ L磷酸盐缓冲液，
pH 7. 0，流速 0. 5 ml ／ min，rhRMcAb样品（20060501）
上样量 15 μl，检测波长 280 nm。按面积归一化法计
算主峰面积占总面积的百分比。

2. 结果
2. 1 非还原 SDS-PAGE分析
使用非还原 SDS-PAGE 供试品缓冲液，在

rhRMcAb 分子主带的上方与下方均有明显的次带
存在。供试品缓冲液中加入碘乙酰胺后，主带迁移位
置不变，高相对分子质量处的条带基本消失，低相对

分子质量处的条带明显减少，见图 1。rhRMcAb、En－
brel 和 Avastin 样品的非还原 SDS-PAGE 图谱均有
明显的次带出现，见图 2，表明重组单抗类药物非还
原 SDS-PAGE中出现次带的现象非常普遍。

2. 2 Western blot分析
抗体分子主带与抗人 IgG Fc及抗人 IgG Fab抗
体均显色，高相对分子质量带与抗人 IgG Fc以及抗
人 IgG Fab抗体均显色；在加大上样量的情况下，低
相对分子质量带可与抗人 IgG Fab抗体显色。见图 3。

M：蛋白质marker；1，4：rhRMcAb（20060501）；2，5：rhRM－
cAb（20060701）；3,6：rhRMcAb（20060801）；1 ～ 3：使用加碘
乙酰胺的非还原 SDS-PAGE供试品缓冲液；4 ～ 6：使用普通
非还原 SDS-PAGE供试品缓冲液
图 1 rhRMcAb的非还原 SDS-PAGE图谱
Fig 1. Non-reduced SDS-PAGE profile of rhRMcAb

M：蛋白质marker；1，4：Enbrel；2,5：Avastin；3，6：rhRMcAb
（20060501）；1 ～ 3：使用普通非还原 SDS-PAGE供试品缓冲
液；4 ～ 6：使用加碘乙酰胺的非还原 SDS-PAGE供试品缓冲
液

图 2 3种单抗类药物的非还原 SDS-PAGE图谱
Fig 2. Non-reduced SDS-PAGE profile of 3 kinds of

McAbs

2. 3 冰水浴条件下的非还原 SDS-PAGE分析
样品中加入非还原 SDS-PAGE 供试品缓冲液

70℃水浴 3 min后，在冰水浴条件下电泳，低相对分
子质量次带仍存在，但高相对分子质量次带显著减

少；样品加入天然供试品缓冲液后不加热，直接进行

电泳，结果只呈现一条主带，无其他次带出现，但主

带的迁移率较加热样品条带迁移率大。见图 4。
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A：上样量 1 μg，用 HRP标记的羊抗人 IgG Fc抗体显
色；B：上样量 30 μg，用羊抗人 IgG Fab抗体和 HRP标记的
兔抗羊 IgG 抗体显色；1：rhRMcAb（20060501）；M：蛋白质
marker
图 3 rhRMcAb的Western blot分析
Fig 3. Western blotting of rhRMcAb

M：蛋白质 marker；1，5：理化测定对照品；2，6：rhRM
cAb（20060501）；3：rhRMcAb（20060701）；4：rhRMcAb（2006-
0801）；1 ～ 4：非还原变性 SDS-PAGE（样品中加入非还原供
试品缓冲液）；5，6：非还原非变性 SDS-PAGE（样品中加入天
然供试品缓冲液）

图 4 冰水浴条件下 rhRMcAb的非还原变性、非还原
非变性 SDS-PAGE图谱

Fig 4. Non-reduced denaturing and non-denaturing
SDS-PAGE profile of rhRMcAb in ice bath

2. 4 还原 SDS-PAGE分析
经光密度扫描，rhRMcAb 重链、轻链之和的纯

度分别为 99. 6%（20060501）、99. 0%（20060701）和
99. 3%（20060801），见图 5。
2. 5 分子筛 HPLC分析
经积分计算，rhRMcAb 样品（20060501）纯度为

99. 5%，见图 6。

M：蛋白质 marker；1：rhRMcAb（20060501）；2：rhRM-
cAb（20060701）；3：rhRMcAb（20060801）
图 5 rhRMcAb的还原 SDS-PAGE图谱
Fig 5. Reduced SDS-PAGE profile of rhRMcAb

图 6 rhRMcAb（20060501）SEC-HPLC图谱
Fig 6. SEC-HPLC profile of rhRMcAb（20060501）

3. 讨论
重组单抗在非还原 SDS-PAGE中显示的次带，

包括主带上方的聚体带和主带下方的低相对分子质

量带，均为在电泳样品变性处理过程中产生的，根本

原因是抗体分子中存在少量未形成二硫键的自由巯

基，在电泳样品变性处理过程中引发二硫键重排，从

而造成电泳假象［3~5］。
低相对分子质量带的产生有两个原因：一是在

细胞培养表达过程中，少量抗体分子存在自由巯基，

未形成完整的二硫键［4，6］，轻重链间仅由非共价键

联接，在电泳样品变性处理过程中，链间非共价键断

裂，产生了个别游离亚基，从而出现低相对分子质量

带；另外，在变性条件下，抗体分子的自由巯基还会

引发二硫键重排，造成部分链间二硫键断裂，从而增

加低相对分子质量带出现的几率。聚体带产生的原
因是在变性处理过程中，抗体分子的自由巯基通过

形成分子间二硫键将单体分子连接成聚体，从而出

现聚体带。
碘乙酰胺可以对蛋白质分子中的自由巯基进行

封闭，以阻止二硫键重排反应以及自由巯基重新形

成二硫键，从而抑制电泳次带的产生［5，7］。封闭自由
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巯基后的非还原 SDS-PAGE 结果显示，聚体带基
本消失，低相对分子质量带显著减少，证明非还原

SDS-PAGE结果中显示的次带是在电泳样品变性处
理过程中因自由巯基存在而产生的。抗人 Fc和抗人
Fab的Western blot结果显示，聚体带和低相对分子
质量带均呈阳性，证明二者包含人 IgG Fc段及 Fab
段，均为抗体相关组分；同时，抗人 Fab 的 Western
blot检测到抗体变性处理过程中脱离的轻链，证明
样品结构完整，非还原 SDS-PAGE出现的次带只是
抗体样品在变性处理过程中因部分亚基脱离而产生

的。在这方面，国外研究者也有类似结果发表［3，4］。
除了对抗体分子中少量自由巯基进行封闭外，

在冰水浴条件下进行电泳也获得了消除聚体带的效

果，原因可能是低温条件抑制了自由巯基重新交联，

形成分子间二硫键的过程，从而避免了聚体带的产

生。对于室温条件制备的电泳样品，天然供试品缓冲
液与抗体混合后立即进行电泳，蛋白质分子没有经

过高温变性处理，即使分子中存在少量链间自由巯

基，整个抗体分子仍然能依靠非共价键保持 4条链
的完整结构，未出现非还原电泳显示的低相对分子

质量带，同样由于没有机会进行二硫键重新联结，因

此也未出现聚体带，电泳显示只有一条主带。
综上所述，rhRMcAb样品在天然状态下的结构

高度均一，完全符合国内外注射类药物的纯度标准。
鉴于重组单克隆抗体分子的结构特殊性，对其电泳

结果必须进行认真分析，才能得出正确的纯度判定

结果。
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