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摘要   目的：探讨在单克隆抗体（单抗）稳定性研究中，分子排阻高效液相色谱法（size exclusion-high 

performance liquid chromatography，SEC-HPLC）、微流数字成像（microflow digital imaging，MDI）技

术、澄清度及可见异物检查在不同粒径级别蛋白聚体监测中的交互作用。方法：分别采用SEC-HPLC、

MDI、澄清度及可见异物检查研究肿瘤坏死因子α（TNFα）靶点单抗在4℃储存6个月、37℃和6000 lx

光照条件下储存28 d后，蛋白聚体、不溶性微粒、澄清度及可见异物的不同变化。结果：SEC-HPLC结

果表明，与样品在4℃储存6个月的结果相比，抗TNFα单抗的蛋白聚体含量在37℃和6000 lx照度处理28 

d后均增加均不明显。使用MDI技术可见，抗TNFα单抗经37℃和6000 lx照度处理28 d后，1～10 μm、

10 μm以上、25 μm及以上粒径的微粒数量比在4℃储存6个月的样品有明显增多，且增多的微粒主要

为蛋白聚体。通过目视法对样品的澄清度和可见异物检查发现，37℃储存和6000 lx照度处理28 d后的抗

TNFα单抗澄清度低于4℃储存的样品；各储存条件下的抗TNFα单抗均未检出可见异物。结论：在单

抗稳定性研究中，纳米级、微米级蛋白聚体的形成上并不具有一致性，因此，应采用多种方法对蛋白聚

集情况进行表征和分析，避免单一方法的局限。
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Abstract    Objective:   To discuss the interaction of following methods in monitoring protein aggregate with 
different orders of magnitude, such as size exclusion-high performance liquid chromatography (SEC-HPLC), 
microflow digital imaging (MDI), clarity and visible foreign matter visual examination in the study of the stability 
of monoclonal antibodies (mAbs). Methods: SEC-HPLC MDI and visual examination were used separately to 
study the difference of protein aggregates, insoluble particles, clarity and visible foreign matter of an anti-tumor 
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necrosis factor α (TNFα) mAb after being stored at 4 °C for 6 months or at 37 °C or under 6000 lx illumination 
for 28 days. Results: The results of SEC-HPLC showed that the proportion of protein aggregates of the anti-
TNFα monoclonal antibody was not significantly increased after 28 days treatment at 37 °C and under 6000 lx 
illumination compared with the results of being stored at 4 °C for 6 months. The results of MDI showed that in 
the anti-TNFα monoclonal antibody after 28 days treatment at 37 °C or under 6000 lx illumination, the numbers 
in the particles with particle size of 1 to 10 μm, 10 μm and more than 25 μm were significantly higher than those 
in the samples stored at 4 °C for 6 months. And the increased particles are mainly protein aggregates. The clarity 
and visible foreign matter inspection of the sample by visual examination revealed that the clarity of the anti-
TNFα monoclonal antibody after 28 days treatment at 37 °C or under 6000 lx illumination was less than that in 
the samples stored at 4 °C. No visible particles were found in anti-TNFα samples under three different storage 
conditions. Conclusion: There was no consistency in the formation of nano-grade and micron-grade protein 
aggregates in monoclonal antibody stability study. Therefore, various methods should be used to characterize and 
analyze the protein aggregation in order to avoid limitation of a single method.  
Keywords:   monoclonal antibody; stability study; protein aggregate; size exclusion-high performance liquid 
chromatography; microflow digital imaging

单抗稳定性研究是贯穿于整个药品研发、临

床试验、药品上市及上市后研究的重要内容，是药

品储存条件、有效期等的设定依据，也是对产品生

产工艺、制剂处方、包装材料等的适用性进行判断

的参考，同时也是产品质量标准制订的基础[1-2]。

在单抗稳定性研究中，单抗分子往往会发生聚集，

形成由小而大的不同粒径级别的聚体，这些聚体是

产品相关杂质，具有潜在的免疫原性[3-6]。目前，

没有一种方法可以将纳米到微米、甚至毫米级别的

蛋白聚体全部表征出来，往往需要采用多种方法联

合应用，才能全面表征蛋白聚体的形成和分布。

不同检测方法有各自的优劣，SEC-HPLC由于

其所使用的流动相温和，能保持抗体的天然构象，

常被用于表征单抗二聚体/寡聚体的占比[7-8]，这是

从纳米级别表征单抗的纯度及聚体形成情况，不过

由于方法本身的操作方法和分辨率等因素，可能会

低估蛋白聚体的占比[9]。MDI技术则是对微米级别

的不溶性微粒进行拍摄，并可通过多种参数对微粒

的性质进行分析判断，进而提示微粒的来源[10-11]，

但该方法只能从形态上对微粒进行分类，并报告不

同粒径大小和微粒类别的绝对计数，不能报告其在

所有蛋白分子中的占比。通过目视法对澄清度和可

见异物进行检查是一种简单的检测手段，对大量蛋

白聚体的产生具有一定的提示价值，但灵敏度有

限[11]。本文以抗TNFα单抗为例，采用上述四种方

法对蛋白聚体进行分析，显示了该单抗在稳定性

研究中某一时间点的蛋白聚体形成情况，综合分析

后判断该样品在稳定性研究中已产生较大的蛋白聚

体，避免了仅采用某一方法对样品真实状态的估计

不足，降低安全风险。

1   材料和方法
1.1   样品

本文所采用的抗TNFα单抗为本室留样，规格

为40 mg，0.8 mL，剂型为预充式注射剂。三种储

存条件分别为4℃ 6个月，37℃和6000 lx光照储存

28 d。

1.2   主要仪器

Waters ACQUITY Arc系统；美国Fluid Imaging

公司亚可见微粒成像系统FlowCAM®VS-1；天大天

发科技有限公司YB-2型澄明度检测仪。

1.3   检测方法

1.3.1   SEC-HPLC

采用Waters ACQUITY Arc系统、TSK3000SWXL 

7.8×300 mm凝胶色谱柱，流动相为0.l mol· L-1磷

酸氢二钠、0.l mol· L-1磷酸二氢钠、0.l mol· L-1

硫酸钠缓冲液，pH6.7，柱温25℃±0.5℃，流速为

1 mL·min-1，检测波长为214 nm。用流动相将供试

品稀释至1 mg·mL-1，并用流动相作为空白对照，

上样量为10 μL，每个样品重复检测3次。

1.3.2   MDI

采用美国Fluid Imaging公司亚可见微粒成像系

统FlowCAM®VS-1，系统主要参数设定如下：流通
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池采用FC100，物镜放大倍数为10倍，上样量为

200 μL，测试流速为0.1 mL·min-1，拍照频率为

每秒22帧，每个样品重复检测3次。

1.3.3   一般检查

澄清度检查时，将样品分别置于比浊用玻璃

管中，在暗室内垂直置于伞棚灯下，照度为l000 

lx， 从水平方向观察、比较。可见异物检查时将样

品转移至洁净透明的玻璃管中，置伞棚灯遮光板边

缘处，照度为l000 lx，轻轻旋转和翻转容器使样品

中可能存在的可见异物悬浮，并避免产生气泡，分

别在黑色和白色背景下于明视距离重复观察，总检

查时限为20 s。

2   结果
2.1   SEC-HPLC检测结果

SEC-HPLC因方法简便、快捷、重现性好，常

被用于单抗聚体的检测，反映纳米级别蛋白分子

的大小变异体。采用SEC-HPLC检测在4℃储存6个

月，37℃和6000 lx照度储存28 d后，抗TNFα单抗

其单体、聚体的含量占比情况，如表1所示。结果

与4℃储存6个月的抗TNFα单抗结果相比，37℃或

6000 lx照度储存28 d后，聚体含量仅有略微增加，

但均不具有显著性差异。图1显示了三种储存条件

下抗TNFα单抗的SEC-HPLC代表性图谱。

表 1   三种储存条件下抗 TNFα 单抗的 SEC-HPLC
检测结果（x-±s，n=3）

储存条件 单体 /% 聚体 /%

4℃ 6 个月 98.02±0.04 1.63±0.05

37℃ 28 d 97.94±0.01 1.70±0.01

6000 lx 28 d 97.99±0.01 1.65±0.01

注：a. 空白对照；b. 4℃ 6 个月；c. 37℃ 28 d；d. 6000 lx 照度 28 d

图 1   三种储存条件下抗 TNFα 单抗的 SEC-HPLC 图谱

2.2   MDI法检测结果

MDI法可检测单抗药物中微米级的不溶性微

粒，它可以将微粒拍摄成像，进而通过参数分析判

断样品中微粒的性质和来源。该方法的检测灵敏度

高于《中国药典》（2015年版）不溶性微粒的检测

方法光阻法，故目前常用于单抗药物的不溶性微

粒研究，也常用于单抗药物的配方筛选及稳定性研

究。采用MDI法比较抗TNFα单抗分别在4℃储存6

个月，37℃和6000 lx照度储存28 d后，总微粒及其

中蛋白聚体的产生情况。结果见表2所示。

表 2   MDI 法检测抗 TNFα 单抗不同储存条件下不溶性微粒及蛋白聚体（x±s，n=3）

直径
4℃ 6 个月 / 

（粒·min-1）

37℃ 28d/

（粒·min-1）

6000 lx 照度 28d/

（粒·min-1）

1 ～ 10 μm 14446±2011 47198±4962 19766±2226

>10 μm 420±75 4810±672 2565±483

≥ 25 μm 0 270±66 433±31
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直径
4℃ 6 个月 / 

（粒·min-1）

37℃ 28d/

（粒·min-1）

6000 lx 照度 28d/

（粒·min-1）

1 ～ 10 μm （蛋白聚体） 7685±677 40602±3919 11100±1481

>10 μm （蛋白聚体） 232±29 4332±596 2176±585

≥ 25 μm （蛋白聚体） 0 239±106 415±41

续表 2

从表2中可以看出，抗TNFα单抗在经37℃储

存或6000 lx光照28 d后，1～10 μm、＞10 μm及

≥25 μm粒径范围内颗粒数量比4℃储存6个月均

明显增加。利用Flowcam Visual Spreadsheet 软件去

除非蛋白类颗粒，我们发现4℃储存的样品中颗粒

数量大大降低，6000 lx光照28 d后的样品中1～10 

μm的颗粒数量也大幅减少，说明该条件下的颗粒

主要为硅油等非蛋白聚体，对于预充式注射器剂型

来说，是一种常见的现象[12-13]。而经37℃储存28 d

的样品，颗粒数量仅略有降低，说明样品中增加

的颗粒多为蛋白聚体。更进一步分析发现，6000 lx

光照28 d后的样品在1～10 μm、＞10 μm 粒径上

的蛋白聚体比37℃储存28 d的样品少，而≥25 μm

粒径的微粒则比37℃储存的样品中明显增多，说明

37℃储存易导致＜ 25 μm粒径的蛋白聚体产生，

光照条件更易在该样品中产生≥25 μm粒径的蛋白

聚体，这可能是由于光照使更多硅油从注射器内表

面脱落到单抗液体中，作为核心，引发了较大蛋白

聚集的产生。

2.3   澄清度和可见异物检查结果

我 们 还 采 用 目 视 法 对 三 种 储 存 条 件 下 的 抗

TNFα单抗进行了澄清度和可见异物检查。澄清度

是单抗药物分子对光的散射特性的反映，它是从纳

米至微米级别提示样品中较宽粒径范围的蛋白聚集

体的形成。可见异物检查是对50 μm以上的颗粒进

行识别的一种检查方法，可发现较大的异物，是单

抗药物的一种基本的筛查手段。澄清度检查结果

显示，样品在37℃储存和6000 lx光照28 d后澄清度

要低于4℃储存6个月的样品。三种储存条件下的抗

TNFα单抗中均未发现可见异物。

2.4   检测结果总结

我们将4种分析方法对三种储存条件下的抗

TNFα单抗检测结果进行了汇总，结果见下表3。

表3   四种分析方法对两种不同储存条件下的抗TNFα

检测结果汇总

检测项目 37℃ 28 d 6000 lx 28 d

SEC-HPLC - -

MDI（蛋白聚体） + +

澄清度 + +

可见异物 - -

注：+：表示与4℃储存6个月的结果相比无变化；-表

示与4℃储存6个月的结果相比有变化。

3   讨论
SEC-HPLC可高效、快捷地检测单抗药物的聚

体含量，已广泛用于单抗等生物制品的质控分析，

本试验发现，与4℃储存6个月相比，不管抗TNFα

单抗在37℃储存28 d还是在6000 lx光照条件下储存

28 d，其聚体增加都不明显；而MDI方法则显示在

两种条件下，均检测到大量微米级蛋白聚体。从这

两种方法的检测结果可见，由于不同方法原理不

同、各有侧重，所检测到的单抗药物中纳米级蛋白

聚体与微米级蛋白聚体的结果并不平行，造成这种

结果的原因可能为以下几种：（1） 由于蛋白聚体

的形成是可逆的，SEC-HPLC检测时对样品进行了

前处理，如稀释，导致不稳定的纳米级蛋白聚集

体发生了解离。（2）对于该抗TNFα单抗来讲，

可能37℃储存或在6000 lx光照28 d后，已经产生了

大量微粒级蛋白聚体，且这些颗粒已达到饱和，故

而抑制了纳米级蛋白分子的进一步聚集，也会出现

上述结果。（3）较大的蛋白聚体也有可能被截留

在色谱柱外或色谱柱的凝胶中，并不能通过该方

法得到有效展示[14]。（4）此外，本试验中的SEC-

HPLC采用紫外检测器，该检测器的分辨率有限，

可能使聚体得不到有效分离，如果同时采用其他检
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测器如动态光散射检测器，则可能显示出更佳的分

离效果[8,15-16]。鉴于以上发现，由于SEC-HPLC反映

的是纳米级蛋白聚体的百分含量，而MDI反映的是

微米级蛋白聚体的绝对数量，二者的原理和方法均

不相同，结果也不能简单相比，故结合起来分析更

有助于对稳定性研究中样品各粒径级别蛋白聚体真

实状态的全面评估。

本试验还采用目视法对澄清度和可见异物进

行了检查，这两种检查与MDI一样，均为原倍检

测，是对样品原始状态进行分析评价。澄清度是对

样品中蛋白分子的浓度与体积的反映，蛋白浓度越

高，分子体积越大，澄清度越低，不过澄清度检查

并不能对各粒径级别的蛋白聚体分别进行定量。检

测结果显示，37℃储存和6000 lx光照28 d后，样品

的澄清度要低于4℃储存6个月的样品，由于三者蛋

白浓度相同，说明有较多蛋白聚体产生，导致澄清

度下降。这一结果与MDI法所提示的信息相吻合，

说明虽然37℃储存和6000 lx光照28 d产生＜25 μm

与≥25 μm的蛋白聚体的能力不同[17]，但这两种粒

径的蛋白聚体均能导致澄清度降低。可见异物检查

是对单抗药物的一项基本检查，可对50 μm以上的

异物进行识别，该检查简单易行，但并不能判断异

物的性质是否为蛋白。检测并未发现三种储存条件

的抗TNFα单抗含有可见异物，说明不管37℃储存

还是在6000 lx光照后的样品，其中的蛋白聚体并未

聚集成50 μm以上的不溶性可见颗粒[18]。

从上述分析可见在单抗的稳定性研究中，将

不同方法的检测结果结合起来分析是必要的，可以

避免单一方法的局限性，并能相互印证，获得更多

信息[19-21]。本文以抗TNFα单抗为例，发现尽管用

SEC-HPLC方法并未检出在高温和光照处理后的样

品中检出蛋白聚体的明显增加，但MDI法却检出较

多蛋白聚体，澄清度检查的结果也印证了这一点，

说明该样品对温度和光照较为敏感。稳定性研究过

程中不同时间点的动态监测结果怎样，这些新增的

蛋白聚体是否为可逆聚集，在给药环节能否重新解

聚为单体，是否会降低药物安全性和有效性，值得

我们进一步研究。
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