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重组抗体是由 4条肽链组成的大分子蛋白质，
在溶液状态下通常不稳定，易生成二聚体及多聚体，

在条件不适时易产生沉淀，而且蛋白质一般对氧化、
脱酰胺基和水解作用较为敏感。为确保重组抗体药
物保持完整的分子结构和有效的生物学活性，需要

对影响免疫球蛋白稳定性的各种因素进行分析，其

中 pH值为需要考察的重要指标之一。
重组人源抗狂犬病病毒单克隆抗体 NM57是采

用 CHO细胞表达的全人源 IgG1亚型抗体，用于狂
犬病暴露后的预防［1，2］。在产品研发过程中，需对影
响蛋白质稳定性的各种因素进行考察，包括 pH值、

离子强度、缓冲液种类、储存温度等，其中 pH值是
影响产品稳定性的一个重要因素。本文对不同 pH
条件下 NM57原液及中试规模制备的制剂的稳定性
进行了考察，现将结果报道如下。

1. 材料与方法
1. 1 细胞及毒株
表达 NM57的重组 CHO工程细胞由本公司构

建并保存；鼠成神经细胞瘤（NA，Neuroblastoma）细
胞由美国 ThomasJefferson 大学惠赠；狂犬病病毒国
际标准攻击毒株 CVS来自武汉生物制品研究所。
1. 2 主要试剂及仪器
抗狂犬病病毒抗体标准品（21. 4 IU ／ ml）由中

国药品生物制品检定所提供；抗狂犬病病毒 N蛋白
荧光标记抗体（FITC-anti-rabies globulin）购自 CEN
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pH值对重组人源抗狂犬病病毒单克隆抗体稳定性的影响

李耿 程立均 赵伟 刘进怀 张世雄 魏敬双

【摘要】 目的 研究 pH值对重组人源抗狂犬病病毒单克隆抗体 NM57稳定性的影响。方法 将 NM57原液的 pH值分别
调节为 4. 0、5. 0、6. 0、7. 0和 8. 0，分别置于 4和 40℃保存，于 0、2、4、6周取样，观察其外观的变化，并检测其 SDS-PAGE及
SEC-HPLC纯度。中试规模制备 NM57制剂（200 IU ／ ml，pH6. 0），4℃放置 3、6、9、12、18和 24个月，取样观察其外观的变化，
SEC-HPLC检测样品纯度，快速荧光灶抑制试验（RFFIT）检测样品中和活性。结果 在观察期内，所有样品的外观均保持澄清透
明。不同 pH值的 NM57原液 4℃放置 6周，纯度无明显变化；40℃放置的不同 pH值的 NM57原液样品纯度变化有明显差异，
NM57（5. 0）和 NM57（6. 0）样品相对稳定。中试规模制备的 6批 NM57制剂 4℃放置 24个月，其纯度及中和活性均保持稳定。结
论 NM57原液在甘氨酸-组氨酸缓冲系统中，pH 6.0条件下比较稳定，NM57（pH 6.0）制剂长期稳定性良好。
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Effect of pH Value on Stability of Recombinant Human Anti-Rabies Mono－
clonal Antibody
LI Geng, CHENG Li-jun, ZHAO Wei, et al（New Drug Research and Development Co. Ltd, NCPC, Shijiazhuang
050015, China）

【Abstract】 Objective To study the effect of pH value on stability of recombinant human anti-rabies monoclonal antibody
（McAb）NM57. Methods The pH values of bulk of McAb NM57 was adjusted to 4. 0, 5. 0, 6. 0, 7. 0 and 8. 0, and stored at 4 and
40℃ separately. Samples were taken at weeks 0, 2, 4 and 6 after storage, observed for appearance and determined for purities by
SDS-PAGE and SEC-HPLC. McAb NM57（200 IU ／ ml, pH 6.0）was prepared on a pilot production scale and stored at 4℃ for 3, 6,
9, 12, 18 and 24 months, from which samples were taken and observed for appearance, then determined for purity by SEC-HPLC and
for neutralizing activity by RFFIT. Results All the samples were clear and transparent during the whole observation period. The pu－
rities of bulk of McAb NM57 at various pH values showed no significant change after storage at 4℃ for 6 weeks, while showed signifi－
cant change after storage at 40℃. The purities of bulk of McAb NM57 at pH values of 5. 0 and 6. 0 were relatively stable. Both the
purities and neutralizing activities of 6 batches of McAb NM57 prepared on a pilot production scale were stable after storage at 4℃ for
24 months. Conclusion The bulk McAb NM57 was stable at pH 6.0 in glycine-histidine buffer system, and the final produc t
（pH 6.0）showed good long-term stability.
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TOCOR. INC；扫描仪 ImageScannerⅡ及 Superdex 200
10 ／ 300 GL色谱柱均为 GE Healthcare公司产品；高
压液相色谱仪为 Waters 公司产品（515 泵，2487 检
测器，Waters Symmetry 300工作站）。
1. 3 不同 pH值 NM57原液的制备及其稳定性检测
表达 NM57的重组 CHO工程细胞经扩增后，进

行无血清大规模培养，培养收液经柱层析纯化后，再

经超滤浓缩，制备原液样品，缓冲液系统为浓度

50 mmol ／ L的组氨酸-甘氨酸。取该样品，分别调整
pH值为 4. 0、5. 0、6. 0、7. 0和 8. 0，装量 1 ml ／ 支，
分别命名为 NM57（pH 4. 0）、NM57（pH 5. 0）、NM57
（pH 6. 0）、NM57（pH 7. 0）和 NM57（pH 8. 0）。将上
述样品分别置 4和 40℃避光保存，于 0、2、4和 6周
分别取样，考察其外观，并检测 HPLC 纯度及 SDS-
PAGE纯度。
1. 4 NM57制剂的制备及其稳定性检测
中试规模制备 NM57制剂（200 IU ／ ml，pH 6. 0），

1 ml ／ 支和 2. 5 ml ／ 支两种规格，各连续 3 批，置
4℃避光保存，分别于 3、6、9、12、18和 24个月取样，
考察其外观，并检测 HPLC纯度及中和活性。
1. 5 还原 SDS-PAGE检测
将待检样品与还原 SDS-PAGE供试品缓冲液混

匀，进行还原 SDS-PAGE分析，分离胶浓度 12. 5%，
加样量 10 μg ／孔，150 V恒压电泳，考马斯亮蓝 R250
染色。对干胶用 ImageScannerⅡ扫描仪进行扫描，用
ImageQuant TL 1D图像分析软件对凝胶图谱进行纯
度计算，以免疫球蛋白轻链、重链条带光密度之和占
所有显色条带光密度的比例计算抗体纯度。
1. 6 SEC-HPLC检测
取待检样品 15 μl，用分子筛高效液相色谱柱

Superdex 200 10 ／ 300GL 进行分析检测，流动相为
0. 1 mol ／ L磷酸盐缓冲液，pH 7. 0，流速 0. 5 ml ／ min，
检测波长 280 nm。对样品层析图谱中除溶剂峰以外
的各色谱峰面积进行积分，计算抗体主峰面积占总

面积的百分比，即为样品的 HPLC纯度；计算抗体聚

体峰及降解峰面积占总面积的百分比，即为样品聚

体含量和降解物含量。
1. 7 中和活性检测
采用快速荧光灶抑制试验（Rapid fluorescent fo－

cus inhibition test，RFFIT）检测 NM57制剂的抗狂犬
病病毒中和活性。将倍比稀释的待检样品和标准品
与狂犬病病毒国际标准攻击毒株 CVS混合，37℃孵
育 1 h；将混合液接种至单层 NA 细胞，34℃培养
48 h；80％冷丙酮固定细胞，用抗狂犬病病毒 N蛋白
荧光标记抗体标记荧光灶，荧光显微镜观察，比较待

检样品和标准品产生 50％荧光灶抑制率的稀释度，
按下式计算待检样品的中和效价。

-logED50 = 0. 477［N +（b - 50%）／（b - a）］

式中，N表示细胞被病毒感染的比率小于 50%
的孔数；a表示病毒感染的比率小于 50%的孔中的
最大比率；b表示病毒感染的比率大于 50%的孔中
的最小比率。

（logED*
50 - logED50）

样品效价（E）= E* × 10

式中，E*为标准抗体效价，ED*
50为标准抗体的

半数有效剂量。

2. 结果
2. 1 外观考察
在观察期内，所有样品的外观均保持澄清透明。

2. 2 NM57原液的 SDS-PAGE纯度
还原 SDS-PAGE分析显示，刚调节 pH值的 NM57
原液各样品除轻链、重链外，均未见其他杂带，见图
1 A。4℃放置 6周后，不同 pH值的样品电泳图谱均
无明显改变；40℃放置 2周后，不同 pH值的样品电
泳图谱变化明显，NM57（pH 7. 0）和 NM57（pH 8. 0）
样品重链上方开始出现少量杂带（电泳图谱未附）；

放置 4 周后，各样品多处出现杂带，见图 1B；放置
6周后，杂带数量进一步增加，不同 pH值样品间的
差别更加明显，NM57（pH 7. 0）和 NM57（pH 8. 0）
样品的杂带明显多于另 3个 pH值的样品，见图1C。

A：放置 0 周的样品；B：40℃放置 4 周的样品；C：40℃放置 6 周的样品；M：蛋白质 marker；1：NM57（pH 4. 0）；
2：NM57（pH 5. 0）；3：NM57（pH 6. 0）；4：NM57（pH 7. 0）；5：NM57（pH 8. 0）
图 1 不同 pH值 NM57原液的还原 SDS-PAGE分析
Fig 1. Reduced SDS-PAGE profile of bulk of McAb NM57 at various pH values
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纯度分析结果显示，不同 pH 值的 NM57 原液
4℃放置 6周，纯度无明显变化，除 NM57（pH 8. 0）
样品自第 4周起纯度降至低于 99%外，其余样品的
纯度均保持在 99％以上，见图 2。40℃放置的不同
pH 值的 NM57 原液样品纯度变化有明显差异，
NM57（pH 8. 0）样品自第 2 周起纯度降至 90%以
下，NM57（pH 7. 0）样品在第 2周时纯度也明显下
降，NM57（pH 5. 0）和 NM57（pH 6. 0）样品相对稳
定，见图 3。

图 2 不同 pH 值 NM57 原液 4℃放置的 SDS-PAGE
纯度变化

Fig 2. SDS-PAGE purity of bulk of McAb NM57 at
various pH values after storage at 4℃

图 3 不同 pH值 NM57 原液 40℃放置的 SDS-PAGE
纯度变化

Fig 3. SDS-PAGE purity of bulk of McAb NM57 at
various pH values after storage at 40℃

2. 3 NM57原液及其制剂的 SEC-HPLC纯度
4℃放置 6 周，NM57（pH 6. 0）原液样品 SEC-

HPLC纯度基本无变化，而其他 4个 pH值的 NM57
原液样品纯度均略有下降，见图 4。40℃放置 2周后，
不同 pH值的 NM57原液样品纯度均呈明显下降趋
势，但 NM57（pH 5. 0）和 NM57（pH 6. 0）原液样品
的纯度始终保持在 98%以上，见图 5。

4℃放置 6周，不同 pH值原液样品的聚体含量
均在 1%以下，且均无降解，其中 NM57（pH 6. 0）样
品的聚体含量明显低于其他 pH值样品。40℃放置的

不同 pH值原液样品，除聚体含量随放置时间的延
长呈不同程度的增加外，降解物含量也呈不同程度

的上升趋势，其中 NM57（pH 5. 0）和 NM57（pH 6. 0）
原液样品的降解速度明显低于其他 pH值样品，因
此从 NM57降解情况来看，仍以 NM57（pH 5. 0）和
NM57（pH 6. 0）原液样品较其他样品相对稳定。
中试规模制备的 6批 NM57制剂（pH 6. 0）4℃

放置 6个月，SEC-HPLC纯度略有下降，但仍保持在
99%以上；放置 6 ～ 24个月的样品纯度保持稳定，见
图 6。

图 4 不同 pH 值 NM57 原液 4℃放置的 SEC-HPLC
纯度变化

Fig 4. SEC-HPLC purity of bulk of McAb NM57 at
various pH values after storage at 4℃

图 5 不同 pH值 NM57 原液 40℃放置的 SEC-HPLC
纯度变化

Fig 5. SEC-HPLC purity of bulk of McAb NM57 at
various pH values after storage at 40℃

图 6 4℃放置的中试 NM57制剂的 SEC-HPLC纯度变
化

Fig 6. SEC-HPLC purity of final product of McAb
NM57 prepared on a pilot production scale after storage at
4℃

893· ·



中国生物制品学杂志 2009年 9月第 22卷第 9期 Chin J Biologicals September 2009，Vol. 22 No. 9

【消息】

放置时间（月）

抗
体
中
和
效
价
（
IU

／m
l）

0

100

200

300

400

0 3 6 9 12 18 24

20070101
20070102
20070103
20070104
20070105
20070106

2. 4 NM57制剂的中和活性
检测结果显示，4℃放置 24个月内，NM57制剂

的抗体中和效价均保持在 200 IU ／ ml以上，见图 7。

图 7 4℃放置的中试 NM57制剂的中和活性变化
Fig 7. Neutralization activity of final product of McAb

NM57 prepared on a pilot production scale after storage at
4℃

3. 讨论
在 40℃加速试验中，SDS-PAGE 和 SEC-HPLC

检测结果均表明，无论是聚体产生情况还是降解情

况，pH 5. 0和 pH 6. 0的 NM57原液样品均优于其
他 pH值的样品，因此，NM57（pH 5. 0）和NM57（pH 6. 0）
相对稳定，同时考虑到 NM57为注射剂，pH 6. 0 更
接近生理 pH值，因此，制备 NM57制剂采用 pH 6. 0
的条件较为合适。从 NM57（pH 6. 0）制剂放置 24个
月的抗体纯度及中和活性检测结果来看，其具有长

期稳定性。
关于 pH值对免疫球蛋白或重组抗体稳定性的

影响已有较多报道［3~6］。从血液中提取的免疫球蛋
白制剂，即纯 IgG溶液，在 pH 4. 0的条件下较稳定，
而在 pH 7. 0时不稳定。这种不稳定性是免疫球蛋
白混合物在等电点的特性决定的，伴随着 IgG结合

功能的变化，导致了其对抗原亲和力的损失，并且出

现了与补体的自发结合现象。在以前的 pH 6. 8静
脉注射用免疫球蛋白（IGIV）制剂中，这种不稳定性
通过加入麦芽糖稳定剂可以得到改善；对于 pH 4. 0
的制剂，麦芽糖稳定剂则不再是必需的。本文的
NM57是组成相对均一的 IgG1抗体，其等电点较高
（pI 8. 0 ~ 8. 5），稳定的 pH范围也相对较宽。
有研究指出，在酸性 pH条件下，重组抗体的主

要降解途径是肽链断裂和共价交联；而在碱性 pH
条件下，主要降解途径是脱酰胺、肽链断裂、共价交
联和形成多聚体［6］。本实验结果表明，常规检测方
法如分子筛高效液相层析及 SDS-PAGE等可以用来
分析单克隆抗体或其他蛋白的降解过程。
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