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基于硼酸亲和色谱（BAC）测定单抗糖化比例方
法的建立

刘旭梅1,2#，王文波2#，武刚2，于传飞2，韩治国3，王兰2*，刘万卉1*[1. 烟台大学药

学院，烟台 246005；2. 中国食品药品检定研究院，卫生部生物技术产品检定及标准化重点实验室，北京 

102629；3. 安捷伦科技（北京）有限公司，北京 100102]

摘要 目的：建立基于硼酸亲和色谱（BAC）测定单抗糖化比例分析方法并进行方法学验证。方法： 

对硼酸亲和色谱做方法优化和方法学验证，通过对流动相的盐组成、NaCl和Tris浓度的优化，建立能够

有效定量单抗糖化比例的BAC分析方法，并对该方法进行方法学验证和应用评价。结果：NaCl和Tris浓

度的变化会影响单抗糖化比例的检测，通过参数优化，最终确定在NaCl和Tris浓度分别为300 mmol·L-1

和25 mmol·L-1时，可以对单抗糖化比例进行准确定量。根据ICH Q2和《中华人民共和国药典》2020

年版对建立的方法进行了方法学验证，结果表明该方法具有良好的特异性、准确性、精密度和耐用

性。单抗糖化比例在2%～90%有良好的线性，R2大于0.99，回收率在87.04%～115.29%；非糖化比例在

10%～98%具有良好线性，R2大于0.99，回收率在99.69%～109.79%。精密度结果表明，该方法整体的

RSD值小于18.26%。最后，利用建立的方法对利妥昔单抗原研药和生物类似药进行了糖化比例检测，发

现同一厂家不同批次利妥昔单抗糖化比例差异较小，而不同厂家糖化比例存在差异。结论：建立的BAC

糖化比例测定方法具有良好的准确性和精密度，可用于利妥昔单抗糖化比例的检测。
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Establishment of Quantitative Method for Determination of Monoclonal 
Antibody Glycation Level Based on Boronate Affi  nity Chromatography (BAC)
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Abstract   Objective:  To establish and validate an analytical method based on boronate affi  nity chromatography 
(BAC) for the determination of glycation level of monoclonal antibody. Methods: The mobile phase composition, 
including NaCl and Tris concentrations were optimized, and the established BAC method was systematically 
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糖化反应是一种非酶促反应，自发产生，无

需酶调控。在葡萄糖、果糖、半乳糖等还原糖存

在的条件下，这些游离糖会共价结合到蛋白质的

氨基酸残基上（主要为赖氨酸），最终形成晚期

糖化终末产物（Advanced Glycation End Products，

AGEs）[1-2]，从而降低蛋白的稳定性和功能活性。

常见的糖尿病、骨关节炎、衰老、血管并发症等[1]

都与糖化反应密切相关。

由于葡萄糖在单抗发酵生产时的细胞培养基

中被普遍使用，同时在一些单抗终产品的制剂配方

中也会添加还原型的糖或者常见的蔗糖也会水解成

为还原型的糖[3]，因此，糖化修饰在单抗中较为常

见。即使在通常认为比较稳定的冻干剂型中也会发

生糖化[4-5]。单抗的糖化受多种因素影响，细胞发

酵时培养基的pH、培养基温度、培养时间以及离

子强度均会影响单抗糖化的程度和糖化速率[5-7]，

而单抗在存贮阶段的制剂配方组成、存贮温度和湿

度，以及存储时间也会影响其糖化程度和速率[5]。

单抗的糖化会影响其电荷异质性、安全性、

稳定性、多聚体产生，某些位点上的糖化还会影响

其生物学活性[8]，因此，有必要对单抗的糖化位点

的表征和比例进行测定。目前，抗体糖化比例测定

方法主要有硼酸亲和色谱（BAC）、基于电荷差异

分离的方法（如离子交换色谱等）、硝基四氮唑蓝

还原试验（NBT Reduction Assay）和LC-MS等[9]。

其中BAC法因操作简便、无需样品前处理等特点，

成为抗体糖化比例测定、糖化单抗组分分离和纯

化最常用的方法。BAC是一种分离和富集顺式二醇

化合物的技术，可定量单抗总糖化水平。在碱性条

件下，固定相上的硼酸官能团可以形成四面体阴离

子，与糖分子上的顺式1,2-二醇阵列相互作用[10]，

再利用山梨醇中的羟基竞争性结合到固定相上，

将糖化组分置换下来，达到分离目的。BAC法可用

于治疗用单克隆抗体[11]、肽[12]、牛血清白蛋白[13]、

脂蛋白ApoA-I[14]、糖尿病大鼠肾脏的线粒体蛋白[15]

等的糖化分析，对糖化蛋白进行定量[4]、纯化和富

集，监测糖化水平的变化。本研究通过优化建立了

基于BAC的单抗糖化比例分析方法，并对目前已上

市的3家利妥昔单抗进行检测。

1   仪器与材料
1.1   仪器

Wate r s  2695高效液相色谱仪，2487紫外

检测器；色谱柱：TSK Boronate-5PW Column 

（7.5 mm×75 mm，Tosoh Bioscience，Stuttgart，

Germany）；NanoDrop OneC微量紫外-可见分光光

度计；Agilent 1260 Infinity II；Agilent 6230 TOF；

酸度计（METTLER TOLEDO，型号S470K）。

1.2   材料

三 （ 羟 甲 基 ） 氨 基 甲 烷 （ T r i s ， B b i l i f e -

Bio Basic公司，货号：TB0195-500 g）；山梨醇

（Sigma公司，货号：85529-250 G）；氯化钠

（NaCl，国药集团化学试剂有限公司，货号：

validated and used for the evaluation of glycation level of rituximab. Results: The change of the concentration 
of NaCl and Tris affected the determination of glycation level of monoclonal antibody. Through parameter 
optimization, it was fi nally determined that when the NaCl and Tris concentrations in mobile phase were set to 
300 mmol·L-1 and 25 mmol·L-1 respectively, the glycation level could be quantifi ed accurately. The established 
BAC method was validated according to ICH Q2 guideline and 2020 editions of the Chinese Pharmacopoeia. This 
method demonstrated good specifi city, accuracy, precision, and robustness. Glycation level between 2% and 90% 
showed good linearity with R2＞0.99, and the recovery rate was between 87.04% and 115.29%. For non-glycation 
level between 10% and 98% showed good linearity with R2＞0.99, and the recovery rate  was between 99.69% and 
109.79%. The precision results showed that the overall RSD value of the method was＜18.26%. Finally, we also 
evaluated the glycation level of rituximab original drugs and its biosimilars by using the established BAC method, 
and found that the level of glycation was comparable among diff erent batches from the same manufacturer, but 
varied in diff erent manufacturers. Conclusion: The established BAC method showed good accuracy and precision, 
and can be used for glycation level quantitation of rituximab.
Keywords:   monoclonal antibody; rituximab; glycation; boronate affinity chromatography; methodology 
validation
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10019318）；羟乙基哌嗪乙硫磺酸（HEPES，

Sigma公司，货号：H3375-250 G）；4-羟乙基哌

嗪丙磺酸（EPPS，Sigma公司，货号：V900345-

25G）；磷酸钠（Sigma公司，货号：342483-

25G）；磷酸盐缓冲生理氯化钠（PBS，Gibco公

司，pH 7.4，货号：70011-044）；超滤离心管

（Merk公司，货号：UFC5030BK）；0.22 μm滤

膜（Millipore，货号：SLGV004SL）；D(+)-葡萄糖

（国药集团化学试剂有限公司，货号：63005518-

500G）；Pierce™ 甲酸（LC-MS级，ThermoFisher

公司，货号：28905）；Pierce™ 乙腈（LC-MS

级，ThermoFisher公司，货号：51101）；利妥昔单

抗（罗氏公司，RBP）共6批；利妥昔单抗生物类

似药（SBP-1和SBP-2）各3批。

2   方法与结果
2.1   样品制备

称取90.06 g D(+)-葡萄糖，用500 mL PBS溶

解，配制成1 mol·L-1葡萄糖溶液，再用0.22 μm

滤膜过滤除菌。将10 g·L-1利妥昔单抗溶液与

1 mol·L-1葡萄糖溶液1∶1混合，得到5 g·L-1糖化

利妥昔溶液，于37 ℃孵箱中放置10 d。

2.2   硼酸亲和色谱（BAC）条件与测定

柱温：40 ℃；流速：1 mL·min-1；UV波

长：280 nm；流动相A：100 mmol·L-1 HEPES，

300 mmol·L-1 NaCl，25 mmol·L-1 Tris，pH 8.5；

流动相B：500 mmol·L-1山梨醇；100 mmol·L-1 

HEPES，300 mmol·L-1 NaCl，25 mmol·L-1 Tris，

pH 8.5；梯度洗脱（0～20 min，0% B；20～25 

min，0%～100% B；25～30 min，100% B；30～31 

min，100%～0% B；31～40 min，0% B）；进样

量：100 μg；运行时间：40 min。

取已加速糖化10 d的样品稀释到2 g·L-1，进

样100 μg，BAC检测，分别手动收集糖化和未糖

化单抗组分。

2.3   方法学验证

2.3.1   准确性（Accuracy）

分别用PBS稀释已收集的未糖化样品和糖化样

品到2 g·L-1，通过不同配比[V（糖化）：V（未糖化）=

1∶49、1∶9、1∶3、1∶1、3∶1、9 ∶1]，制备

成2%、10%、25%、50%、75%、90%糖化样品，

即98%、90%、75%、50%、25%、10%未糖化样

品。6个不同配比的样品重复检测3次；并分别计算

糖化组分和未糖化组分的回收率：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%，未糖化组分的回收率=（检测的未糖化比例

值/理论的未糖化比例值）×100%。通过对回收率

的计算，评价方法的准确性。结果见表1，不同糖

化比例样品的回收率在87.04%～115.29%，不同未

糖化比例样品的回收率在99.69%～109.79%，本方

法准确性良好。

表 1    方法的准确性分析（n=3）

糖化峰

理论值

/%

糖化峰实测值 /% 回收率 /% 未糖化

峰理论

值 /%

未糖化实测值 /% 回收率 /%

±SD RSD ±SD RSD ±SD RSD ±SD RSD

2 2.31 ± 0.06 2.45 115.29 ± 2.83 2.45 98 97.69 ± 0.06 0.06 99.69 ± 0.06 0.06

10 9.67 ± 0.02 0.17 96.7 ± 0.16 0.17 90 90.33 ± 0.02 0.02 100.37 ± 0.02 0.02

25 21.76 ± 0.06 0.26 87.04 ± 0.23 0.26 75 78.24 ± 0.06 0.07 104.32 ± 0.08 0.07

50 49.68 ± 0.10 0.21 99.36 ± 0.21 0.21 50 50.32 ± 0.10 0.21 100.64 ± 0.21 0.21

75 73.36 ± 0.04 0.06 97.81 ± 0.06 0.06 25 26.64 ± 0.04 0.16 106.58 ± 0.17 0.16

90 89.02 ± 0.07 0.08 98.91 ± 0.07 0.08 10 10.98 ± 0.07 0.61 109.79 ± 0.67 0.61
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   表 2   方法的重复性和重现性分析（n=3）

利妥昔的

糖化比例
天数

糖化峰面积百分比 日间 未糖化峰面积百分比 日间

±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/%

利妥昔单抗 Day1 2.94±0.07 2.36 3.24±0.38 11.73 97.06±0.07 0.07 96.76±0.38 0.39

Day2 3.12±0.03 1.01 96.88±0.03 0.03

Day3 3.67±0.03 0.95 96.33±0.03 0.04

50% Day1 49.68±0.10 11.73 50.15±0.41 0.81 50.32±0.10 0.21 49.85±0.41 0.81

Day2 50.36±0.14 11.73 49.64±0.14 0.27

Day3 50.40±0.06 11.73 49.60±0.06 0.12

100% Day1 99.87±0.00 0.00 99.86±0.02 0.02 0.13±0.00 0.02 0.14±0.02 18.26

Day2 99.88±0.01 0.01 0.12±0.01 5.57

Day3 99.84±0.01 0.01 0.16±0.01 3.83

2.3.2   线性（Linearity）

对“2.3.1”项中不同配比制备的样品进行检

测，以糖化/未糖化组分峰面积百分比的理论值对

其相应的实测值分别进行线性回归，利用拟合曲线

的R2评价线性。结果如图1所示，糖化组分的相关

系数为0.9988，未糖化组分相关系数为0.9988，本

方法的线性良好。

A. 糖化组分的线性分析；B. 未糖化组分的线性分析。

图 1   方法的线性分析

2.3.3   精密度（Precision）

（1）重复性：同一名分析人员在同一天对利

妥昔单抗及50%和100%糖化配比的样品在相同条

件下分别重复检测3次，并测定结果的RSD值。

（2）中间精密度：2名分析人员在同一天对

利妥昔单抗及糖化比例为50%和100%糖化配比的

样品在相同条件下分别重复检测3次，并测定结果

的RSD值。

（3）重现性：同一名分析人员连续3天对利

妥昔单抗及50%和100%糖化配比的样品在相同条

件下分别重复检测3次，并测定结果的RSD值。

对利妥昔单抗和50%、100%糖化配比的样

品，2人每天分别重复检测3次，连续检测3天。结

果见表2和表3，精密度整体RSD值小于18.26%，说

明该方法的重复性、中间精密度和重现性较好。

A B
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表 3   方法的中间精密度分析（n=3）

利妥昔的

糖化比例

不同

人员

糖化峰面积百分比 不同人间 未糖化峰面积百分比 不同人间

±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/%

利妥昔单抗 Person 1 3.67±0.03 0.95 3.68±0.01 0.38 96.33±0.03 0.04 96.32±0.01 0.01

Person 2 3.69±0.04 0.98 96.31±0.04 0.04

50% Person 1 50.40±0.06 0.12 50.58±0.25 0.49 49.60±0.06 0.12 49.43±0.25 0.50

Person 2 50.75±0.28 0.55 49.25±0.28 0.57

100% Person 1 99.84±0.01 0.01 99.85±0.01 0.01 0.16±0.01 3.83 0.16±0.01 4.56

Person 2 99.85±0.01 0.01 0.15±0.01 4.02

2.3.4   定量限（LOQ）

用PBS稀释已收集的未糖化样品和糖化样品

到2 g·L-1，V（糖化）：V（未糖化）=1∶99制备得到1%

糖化样品，然后1 ：1梯度稀释，最终得到糖化比

例分别为1%、0.5%、0.25%、0.125%、0.0625%、

0.03125%样品；V（糖化）：V（未糖化）=99∶1制备

得到1%未糖化样品，然后1 ：1梯度稀释，最终

得到未糖化比例为1%、0.5%、0.25%、0.125%、

0.0625%、0.03125%样品，每个样品重复检测3

次。分别计算信噪比（S/N）约等于10的糖化色

谱峰和未糖化色谱峰所占峰面积百分比，即为方

法的定量限。对1%、0.5%、0.25%、0.125%、

0.0625%、0.03125%的糖化/未糖化样品做BAC检

测，分析样品中信噪比在10左右的糖化峰和未糖化

峰，糖化组分与未糖化组分的定量限为0.125%。

2.3.5   耐用性（Robustness）

分别用柱温（38、40、42 ℃）、HEPES浓

度（90、100、110 mmol·L-1）以及山梨醇浓度

（450、500、550 mmol·L-1）这3个参数考察该方

法的耐用性。

改变柱温、HEPES浓度和山梨醇浓度，分别

对利妥昔单抗检测2次，结果见表4、5和6。在38、

40、42 ℃ 三种不同柱温时，利妥昔单抗糖化和

未糖化峰面积百分比的RSD值分别小于12.33%和

0.56%；当HEPES浓度为90、100、110 mmol·L-1

时，利妥昔单抗糖化和未糖化峰面积百分比的

RSD值分别小于10.92% 和0.58%；当山梨醇浓度

为450、500、550 mmol·L-1时，利妥昔单抗糖化

和未糖化峰面积百分比的RSD值分别小于9.64%和

0.43%。

表 4   方法的耐用性分析（柱温）

柱温
糖化峰百分比 不同柱温间 未糖化峰百分比 不同柱温间

±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/%

38℃ 3.82±0.11 2.94 4.32±0.53 12.33 96.18±0.11 0.12 95.68±0.53 0.56

40℃ 4.27±0.03 0.65 95.73±0.03 0.03

42℃ 4.88±0.06 1.27 95.12±0.06 0.07

表 5   方法的耐用性分析（HEPES）

HEPES 浓度
糖化峰百分比 不同浓度间 未糖化峰百分比 不同浓度间

±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/%

90 mmol·L-1 3.86±0.14 3.64 4.27±0.55 10.92 96.14±0.14 0.15 94.95±0.55 0.58

100 mmol·L-1 4.69±0.04 0.86 95.31±0.04 0.04

110 mmol·L-1 4.26±0.09 2.06 95.74±0.09 0.09
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表 6   方法的耐用性分析（山梨醇）

山梨醇浓度
糖化峰百分比 不同浓度间 未糖化峰百分比 不同浓度间

±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/% ±SD/% RSD/%

450 mmol·L-1 5.68±0.08 1.45 5.05±0.41 9.64 94.32±0.08 0.09 95.73±0.41 0.43

500 mmol·L-1 4.77±0.13 2.79 95.23±0.13 0.14

550 mmol·L-1 4.69±0.03 0.71 95.31±0.03 0.03

2.4   LC/MS鉴定

液相：Agilent 1260 InfinityⅡ；流速：0.25 

mL·min-1；色谱柱：PLRP-S 1000A；柱温：70 ℃；

流动相A：甲酸-水（1∶1000，v/v），流动相B：

甲酸-乙腈（1∶1000，v/v）；梯度洗脱（0～1 

min，5% B；1～4 min，5%～95% B；4～5 min，

95% B；5～5.5 min，95%～5% B；5.5～7 min，5% 

B）；进样量：1 μg。

质谱：Agilent 6230 TOF（模式：G6230B）；

离 子 源 ： D u a l  E S I ； 正 离 子 扫 描 范 围 ： m / z 
1500～6000；Scan Rate（spectra/sec）1；干燥气温

度：350 ℃；干燥气流速：12 L·min-1；雾化器压

力：30 psi；电离电压：4000 V；喷嘴电压：1000 

V；碎裂电压：380 V；锥孔电压：300 V；八级杆

射频电压：750 V；分辨率：20000。

通 过 上 述 条 件 优 化 ， 本 研 究 确 定 了 以 下

条件用于利妥昔单抗的糖化检测：流动相A：

100 mmol·L-1 HEPES，300 mmol·L-1 NaCl，25 

mmol·L-1 Tris，pH 8.5；流动相B：500 mmol·L-1

山梨醇，100 mmol·L-1 HEPES，300 mmol·L-1 

NaCl，25 mmol·L-1 Tris。利妥昔单抗糖化检测典

型图谱如图2A所示，对该方法检测的未糖化和糖

化峰，通过N糖酶切处理后进一步进行了质谱鉴

定，结果如图2B所示，未糖化利妥昔单抗的m/z
为144190.3，不含糖化组分，而糖化峰的m/z在

144669.5～146924.4，糖化峰与未糖化峰m/z的差值

为162的整数倍（162为增加一个糖化修饰的分子

量），即糖化位点的数量分布在3～17。表明建立

的BAC方法可有效对利妥昔单抗的糖化和未糖化组

分进行有效分离和准确定量。

A

时间 / 分钟

未糖化组分

糖化组分

吸
收

度
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B

未糖化组分

糖化组分

分子量

A. 利妥昔的 BAC 分析图谱；B. 利妥昔质谱分析。

图 2   BAC 结果分析图谱

强
度

3   讨论
B A C 检 测 流 动 相 中 常 用 的 盐 成 分 主 要 有

HEPES、EPPS、NaCl和Tris等。其中HEPES和

EPPS常用于维持缓冲液的酸碱度，通常当流动相

pH大于8.1时，色谱柱上的硼酸盐可生成四面体

阴离子，与检测蛋白赖氨酸残基上糖分子中的顺

1,2-二醇生成硼酸酯，这种作用使糖化蛋白结合

在色谱柱上，然后通过流动相中增加山梨醇（500 

mmol·L-1），可有效取代糖分子中的羟基，使糖

化蛋白从色谱柱上洗脱下来[16]。在BAC分析过程中

还存在二次相互作用，比如硼酸盐配体中的苯环与

糖化蛋白中的芳香氨基酸残基之间存在疏水相互作

用，以及硼酸盐配体的负电荷与蛋白所带正电荷之

间的离子相互作用，均会影响糖化蛋白与硼酸盐的

结合。NaCl可以消除蛋白与硼酸盐之间的非特异性

吸附，Tris则抑制二次相互作用[12, 17-18]。

3.1   流动相的筛选

本研究首先选择了4种常用的BAC流动相组

成（表7），对利妥昔单抗进行了检测。结果如

图3，4种流动相对利妥昔单抗糖化峰的分离效

果存在差异，同时部分流动相组成在空白样品

处 存 在 干 扰 峰 ， 综 合 来 看 ， 流 动 相 Ⅱ（ A 相 ：

100 mmol·L-1 HEPES，200 mmol·L-1NaCl，25 

mmol·L-1 Tris，pH 8.5； B相：500 mmol·L-1山梨

醇，100 mmol·L-1 HEPES，200 mmol·L-1 NaCl，

25 mmol·L-1 Tris，pH 8.5）对糖化组分的分离效果

最好，且无干扰峰存在。接下来，在此流动相基础

上进一步对NaCl和Tris的浓度进行了优化。

3.2   NaCl浓度的优化

分别配制了0、50、100、200、250、 300、

350、400、500 mol·L-1共9种浓度NaCl的流动相，

分别对空白对照PBS、利妥昔单抗及利妥昔强制糖
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表 7     分离糖化蛋白的 4种流动相

流动相类型
A相/（mmol·L-1） B相/（mmol·L-1）

HEPES EPPS 磷酸钠 NaCl Tris pH HEPES EPPS 磷酸钠 NaCl Tris pH 山梨醇

 I[5] 20 / / 150 / 8.5 20 / / 150 / 8.5 500

II[19] 100 / / 200 25 8.5 100 / / 200 25 8.5 500

III[9] / / 100 400 / 8.6 / / 100 400 / 8.6 500

IV[20] / 50 / 200 10 8.7 / 50 / 200 10 8.7 500

吸
收
度
 

A. I 类流动相；B. II 类流动相；C. III 类流动相；D. IV 类流动相。

图 3      4 种流动相检测利妥昔单抗色谱图

化样品进行了BAC检测。结果如图4A所示，利妥

昔单抗糖化比例随着流动相中NaCl浓度的增加而不

断降低，当NaCl浓度大于300 mol·L-1时，糖化比

例保持稳定不再变化，表明300 mol·L-1 NaCl可完

全抑制利妥昔单抗与色谱柱的非特异性静电吸附。
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3.3   Tris浓度的优化

Tris浓度的改变会引起糖化峰面积百分比的变

化，浓度较低不足以抑制非特异性作用，浓度过高

会使得糖化比例偏低[16]。因此，通过Tris浓度线性

变化梯度来设定最优的浓度，既抑制二次相互作

用，又不影响糖蛋白与硼酸盐配体之间的强相互

作用。分别配制流动相A：100 mmol·L-1 HEPES，

300 mmol·L-1 NaCl，125 mmol·L-1 Tris；流动相B：

100 mmol·L-1 HEPES，300 mmol·L-1 NaCl；流

动相C：500 mmol·L-1山梨醇，100 mmol·L-1 

HEPES，300 mmol·L-1 NaCl，125 mmol·L-1 Tris。

梯度洗脱（0～20 min，100% B；20～50 min，

0%～100% A，100%～0% B；50～55 min，

100%～0% A，0%～100% C；55～60 min，100% 

C；60～61 min，100% B，100%～0% C；61～70 

min，100% B）。

在Tris线性梯度洗脱时，洗脱时间（20～50 

min）与Tris浓度（0～125 mmol·L-1）的变化呈线

性关系。如图4B所示，在26 min时，Tris浓度可以

消除非特异性静电吸附，但是不影响糖化蛋白与色

谱柱中硼酸盐配体之间的作用[16]，之后随着Tris浓

度的增加，单个糖化组分和多糖化组分依次洗脱，

最终Tris浓度定为26 min时的25 mmol·L-1。

A. 不同 NaCl 浓度下糖化峰面积百分比对比图；B. Tris 优化图谱。

图 4   流动相条件优化结果图谱

糖 化 反 应 会 影 响 单 克 隆 抗 体 的 异 质 性 、

安全性、稳定性，某些关键位点如互补决定区

（Complementarity Determining Region，CDR）上的

糖化还可能会影响其生物学活性[8,21]。因此，在单

抗研发阶段对抗体糖化进行表征以及在可比性研究

和质控放行中进行检测是十分必要的。

本研究通过方法优化和验证建立了基于BAC的

单抗糖化分析方法，该方法具有良好的准确性和精

密度，可以对单抗糖化比例进行准确定量。基于其

分离原理，同样可以对果糖、半乳糖等糖化的单抗

进行分离和定量。利用该方法，对多批次利妥昔单

抗原研药和2家已上市的生物类似药的糖化比例进

行了检测。结果发现，如图5，同一厂家生产的利

妥昔单抗不同批次间的糖化比例较为一致，而不同

厂家间却存在一定的差异，表明各厂家利妥昔单抗

生产工艺较为稳定、批间一致性良好；尽管糖化比

例不高，但利妥昔单抗原研药和生物类似药之间还

是存在一定的差异。对于糖化是否会影响利妥昔单

抗的功能活性以及稳定性，将进一步开展研究。
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B

糖
化

比
例

/%

糖
化

比
例

/%

批次 厂家

A. 不同批次间的糖化峰面积百分比；B. 不同厂家间的糖化峰面积百分比。

图 5   利妥昔单抗糖化比例结果分析

单抗类药物作为结构功能复杂的生物大分

子，具有复杂的修饰和异质性，对其结构表征和质

控评价非常依赖于分析方法，本研究建立的BAC分

析方法可用于单抗糖化比例的检测和组分的收集。

对于单抗的糖化研究，通常被忽视。建议在单抗研

发期间，采用合适的分析方法如LC-MS、BAC等表

征和定量方法，对候选单抗上糖化修饰对单抗功能

活性、稳定性、异质性以及免疫原性等方面的影响

开展相关研究和评价，以明确糖化修饰是否为关键

质量属性，并进一步通过发酵工艺和制剂配方研究

使之控制在合理的范围内。
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