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应用免疫磁珠捕获技术分析宿主细胞蛋白抗体覆盖率
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　 　 ［摘要］ 　 目的：建立并应用基于免疫磁珠捕获分离（ ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ＩＭＢＳ）技术的宿

主细胞蛋白（ｈｏｓｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＨＣＰ）抗体覆盖率分析方法。 方法：首先，建立和优化 ＩＭＢＳ 方法，包括 ＨＣＰ 抗

体磁珠偶联、洗涤和洗脱条件关键步骤。 其次，针对二维电泳实验部分，设计等电聚焦质控和银染质控，并建

立 ＩＭＢＳ 处理后的样品前处理方法，可用于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，计算 ＨＣＰ 抗体覆盖率。 结果：优化确定 ＩＭＢＳ
覆盖率方法步骤，相对 ０． ５ ｍｇ 抗体，采用 ５００ μＬ 磁珠偶联使 ＨＣＰ 抗体的捕获效率最高，通过 ８ 次洗涤消除

非特异性结合 ＨＣＰ，３ 次洗脱步骤充分收获结合的 ＨＣＰ。 开发基于荧光标记多肽的 ２ 种等电聚焦质控品和

银染灵敏度质控品，可以有效监控二维电泳实验过程。 ＭＳ 法具有较高的分辨率和测量精度，采用 ＩＭＢＳ 结

合 ＭＳ 法可以识别到更多的 ＨＣＰｓ，表现出来的覆盖率也高于 ＩＭＢＳ 结合二维电泳的方法；同时，ＩＭＢＳ 结合

ＭＳ 法还可以通过识别高风险 ＨＣＰｓ 评估抗体的性能。 结论：本研究建立稳定可靠的 ＩＭＢＳ⁃２ＤＥ 方法和

ＩＭＢＳ⁃ＬＣ ／ ＭＳ ／ ＭＳ 方法用于分析 ＨＣＰ 抗体覆盖率，２ 个技术平台获得的抗体覆盖率水平由于分析灵敏度的

不同导致结果有较大的差异。
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ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｗｉｔｈ ０． ５ ｍｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ． Ｅｉｇｈｔ ｗａｓｈｉｎｇ ｓｔｅｐｓ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＨＣＰ，
ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｔｅｐｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｔｈｏｒｏｕｇｈｌｙ ｈａｒｖｅｓｔ ｂｏｕｎｄ ＨＣＰ． Ｔｗｏ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ
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ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｔｈｅ ＭＳ ｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ａｃｃｕｒａｃｙ． Ｗｈｅｎ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ＭＳ ｗｉｔｈ ＩＭＢＳ， ｍｏｒｅ ＨＣＰｓ ｃａｎ ｂｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
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ＩＭＢＳ ｗｉｔｈ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＩＭＢＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＩＭＢＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ
ＩＭＢＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＭＳ ｃａｎ ａｓｓｅｓｓ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｂｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ＨＣＰｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： ＩＭＢＳ⁃２ＤＥ
ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＩＭＢＳ⁃ＬＣ ／ ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ， ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ， ａｎａｌｙｚｉｎｇ ＨＣＰ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ， ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｄｕｅ ｔｏ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ．

［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 ｈｏｓｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ； ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｖｅｒａｇｅ； ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ； ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ

　 　 宿主细胞蛋白（ｈｏｓｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＨＣＰｓ）是生物

制品基于细胞基质生产工艺而带入的一种关键的工

艺杂质之一，需要通过下游纯化工艺尽可能去除，以
保证生物制品的安全性［１ － ４］。 目前研究发现 ＨＣＰ
会带来诸多危害，包括某些 ＨＣＰ 具有高免疫原性，
可能诱发人体不良免疫反应［５ － ６］；类免疫佐剂作用，
激发人体对药品本身免疫反应，降低药效［７］；潜在

的蛋白酶或“吐温酶”等活性［８ － ９］，可能导致产品稳

定性下降、药效变化等［１０］。 因此，ＨＣＰ 往往作为关

键质量属性之一进行质量控制。 目前，按照《中华

人民共和国药典》、美国药典和欧洲药典等各国药

典和 ＩＣＨ Ｑ６Ｂ 等的法规要求，可采用高检测灵敏度

和良好特异性的双抗体夹心法进行快速检测，包括

酶联免疫吸附法 （ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓ⁃
ｓａｙ， Ｅｌｉｓａ）、化学发光免疫法等多种形式，统称 ＨＣＰ
免疫检测法［１１ － １２］。

由于 Ｅｌｉｓａ 法具有操作简单、高通量、可自动化

等优点，目前是 ＨＣＰ 残留检测定量分析的金标准，
广泛用于生物制品早期的工艺开发，后期工艺验证

和日常批放行检验［１３ － １６］。 ＨＣＰ 是一种多蛋白质混

合物，其蛋白种类多、丰度变化大，因此 ＨＣＰ 的

Ｅｌｉｓａ 法采用多克隆抗体的夹心方法。 ＨＣＰ 多克隆

抗体是 Ｅｌｉｓａ 法优劣的关键原料，评估 ＨＣＰ 抗体对

ＨＣＰ 的广谱性识别非常重要，尤其是对那些存在于

生物制品原液中的潜在 ＨＣＰ。 由于 ＨＣＰ 蛋白质种

类的复杂性，可能存在一些分子量小、免疫原性差的

ＨＣＰｓ，在抗体制备中无法免疫产生抗体，或者只能

产生单一表位的抗体，导致无法被检测到。 因此，对
ＨＣＰ 抗体的覆盖率评价是非常重要的，高的抗体覆

盖率表明检测结果的可靠性高，降低漏检的风

险［１１ － １２］。
目前，常见的 ＨＣＰ 抗体覆盖率分析方法是基于

蛋白质电泳技术为基础，如二维电泳。 美国药典

１１３２ 章节宿主细胞蛋白免疫检测方法中描述到可

采用二维电泳结合蛋白质免疫印迹法（ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎ⁃
ｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ２ＤＥ⁃ＷＢ），或者

采用免疫亲和色谱结合二维电泳染色方法（ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ⁃
ｒｅｓｉｓ， ＩＡＣ⁃２ＤＥ），通过最终二维电泳上蛋白质点数

的对比匹配分析，计算得到覆盖率［１７］。 ２ＤＥ⁃ＷＢ 方

法在实际运用中有诸多局限，如结果的重复性差、数
据比对分析困难、难以标准化等。 ＷＢ 图上常见大

块区域，无法区分具体蛋白识别情况，覆盖率结果主

观因素大。 此外，该方法电泳条件下 ＨＣＰｓ 需变性

处理，与 Ｅｌｉｓａ 检测条件的表位差别较大，导致结果

不准确。 ＩＡＣ⁃２ＤＥ 方法在原理上更符合 Ｅｌｉｓａ 法的

实际检测条件，目前一般采用柱层析的方式，但该方

法仍存在步骤多，ＨＣＰ 抗体需求量较大、不同实验

室的分析结果变异度大等缺陷。 随着研究深入，已
有研究报道将 ＭＳ 法逐渐用于 ＨＣＰ 鉴定和定量分

析，包括 ＨＣＰ 抗体覆盖率分析［１８ － ２１］。 因此，本研究

从当前方法的缺点考虑，采用免疫磁珠捕获方法，优
化关键步骤，能够使 ＨＣＰ 和抗体充分结合，得到更

加准确的覆盖率。 由于基于电泳分析方法的分析

误差较大，本研究同时与 ＭＳ 法的结果进行对比，
为 ２ 种方法下 ＨＣＰ 抗体覆盖率质量标准的确立提

供参考数据，推进覆盖率方法的标准化。

材料与方法

１　 试剂

快速银染试剂盒（碧云天生物技术有限公司，
目录 号： Ｐ００１７Ｓ， 批 号： ０９２４２０２１０１１８ ）； ＤｒｙＳｔｒｉｐ
Ｃｏｖｅｒ Ｆｌｕｉｄ （Ｃｙｔｉｖａ 公司，目录号：１７１３３５０１，批号：
７Ｎ０１２０５２）；ＲｅａｄｙＳｔｒｉｐＴＭ ＩＰＧ Ｓｔｒｉｐｓ（ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，
目录号：１６３２０３６，批号：６４４２５２２９）；ＰｉｅｒｃｅＴＭ 考马斯

（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）蛋白检测试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，
目录号：２３２００，批号：ＷＢ３１７２５６）； Ｂｅａｖｅｒ ＢｅａｄｓＴＭ

Ｍａｇｒｏｓｅ ＮＨＳ 琼脂糖磁珠（苏州海狸生物医学工程
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有限公司，目录号：７０７０２⁃５０，批号：２０２１１２０１ ）；
３ ｋＤａ 超滤管（Ｍｅｒｃｋ 公司，目录号：ＵＦＣ５００３，批号：
ＲＯＭＢ２５７６１）；大肠杆菌（Ｅ． ｃｏｌｉ）表达菌 ＨＣＰ 抗体、
Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 残留检测试剂盒（Ｅｌｉｓａ 法）、第一

向等电聚焦质控品 ｐＩ ３、第二向 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 质控品、
Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ（自制）。
２　 仪器

Ｅｔｔａｎ ＩＰＧ Ｐｈｏｒ３ Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ Ｆｏｃｕｓｉｎｇ Ｕｎｉｔ 等电聚

焦仪（原 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）；Ｅｔｔａｎ ＤＡＬＴｓｉｘ Ｅｌｅｃ⁃
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ Ｕｎｉｔ， ２２０ ＶＡＣ 大规模垂直电泳系统（原
ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）；ＧＳ８００ 校正型光密度扫描分

析系统（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司）；ＭＸ⁃ＥＬ⁃Ｅ 旋转混匀仪［大龙

兴创实验仪器（北京）股份公司］；６０２０１ 磁性分离器

（苏州海狸生物医学工程有限公司）；ＳａｐｐｈｉｒｅＴＭ ＲＧ⁃
ＢＮＩＲ 双模式多光谱激光成像系统（Ａｚｕｒｅ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）；Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ 质谱仪（赛
默飞世尔科技公司）。
３　 ＩＭＢＳ⁃２ＤＥ 方法

３． １　 偶联抗体磁珠的制备

分别取一定体积的磁珠，用 １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的 ＨＣＬ
清洗，加入 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 抗体 ０． ５ ｍｇ，室温混

合 ２ ｈ。 上清液用 ＰｉｅｒｃｅＴＭ考马斯（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）蛋白检测

试剂盒检测蛋白浓度。 磁珠用封闭液（０． １ ｍｏｌ·Ｌ －１

Ｔｒｉｓ）封闭 ２ ｈ，再用超纯水清洗。
３． ２　 ＨＣＰ 捕获

每管磁珠加入 ２ ｍｇ 的 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 混合

过夜进行 ＨＣＰ 抗原孵育，弃上清。 磁珠用 １ ｍＬ 洗

涤液（０． ０５％ ＰＢＳＴ）清洗 ３ 遍。 每管磁珠用洗脱液

（含 ６ ｍｏｌ·Ｌ － １尿素、２ ｍｏｌ·Ｌ － １硫脲）洗脱 ２ 次，单次

洗脱体积为 ３００ μＬ，合并洗脱液，用 ３ ｋＤａ 的超滤管

超滤浓缩至 ２００ μＬ。 按照考马斯（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）蛋白检

测试剂盒说明书，配置牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）标准曲线，测定洗脱样本的蛋白浓度。
３． ３　 二维电泳

３． ３． １　 等电聚焦电泳 　 取“３． ２”项中收获的浓缩

样本，加入 ５ μＬ 第一向等电聚焦质控 ｐＩ ３，用水化

液［含 ７ ｍｏｌ·Ｌ － １ 尿素、２％ （ｗ ／ ｖ） ＣＨＡＰＳ、０. ５％
（ｖ ／ ｖ） ＩＰＧ 缓冲液、１８ ｍｍｏｌ·Ｌ － １ 的二硫苏糖醇（ｄｉ⁃
ｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）和微量溴酚蓝］补足至 ３４０ μＬ，采
用 ｐＨ ５ ～ ｐＨ ８，１８ ｃｍ 线性干胶条进行上样。 水化

结束，胶条在等电聚焦仪（ ＩＥＦ）中升压至 １０ ０００ Ｖ，
５ ｈ 进行聚焦，聚焦结束，用双模式多光谱激光成像

系统对胶条进行扫描。

３． ３． ２　 垂直电泳　 配置 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 梯度胶（１２． ５％ ∶
１５％ ＝ ２ ∶ １），用 ＤＴＴ 和碘乙酰胺依次平衡，再用

Ｒｕｎｎｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ［含 ２５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的 Ｔｒｉｓ、０． １％ （ｗ ／ ｖ）
ＳＤＳ、１９２ ｍｍｏｌ·Ｌ － １甘氨酸］润洗 １ 次。 将胶条置于

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶的顶端，靠近胶条的孔位两边各加

１０ μＬ 蛋白 Ｍａｒｋ，远离胶条的两孔位分别加入 ２０ 和

４０ ｎｇ 的第二向 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 质控。 设置电压：４ Ｖ，
１ ｈ；５６ Ｖ，４ ｈ。 电泳结束，将胶转移至 ２００ ｍＬ 固定

液［含 ５０％乙醇和 １０％乙酸（ｖ ／ ｖ）］中。
３． ４　 银染

参照快速银染试剂盒说明书，对固定液中胶进

行银染显色，试剂添加量均为每块胶 ２５０ ｍＬ。
３． ５　 覆盖率分析

采用 ＧＳ８００ 校正型光密度扫描分析系统对胶

进行灰度扫描，再经 ＰＤＱｕｅｓｔ 软件对胶上的点进行

数点及胶之间匹配分析。
４　 磁珠洗涤条件优化

取 ４ 管 ４００ μＬ 磁珠分别与 ０． ５ ｍｇ 的 Ｅ． ｃｏｌｉ 表
达菌 ＨＣＰ 抗体偶联，步骤同“３． １”项，再将偶联抗体

的磁珠用 ２ ｍｇ 的 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 孵育过夜，步
骤同“３． ２”项。 孵育结束的磁珠分别用 １，２，４ 和

８ ｍＬ 的洗涤液重复洗涤 ５ 次，再用相同体积的超纯

水重复洗涤 ３ 次，用考马斯（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）蛋白检测试

剂盒参照说明书对洗涤液进行蛋白浓度检测，并用

Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 残留检测试剂盒（Ｅｌｉｓａ 法）检测

水洗液中的 ＨＣＰ 残留。
５　 磁珠洗脱条件优化

取 ３ 管 ４００ μＬ 磁珠分别与 ０． ５ ｍｇ 的 Ｅ． ｃｏｌｉ 表
达菌 ＨＣＰ 抗体偶联，步骤同“３． １”项，将偶联抗体的

磁珠 ２ ｍｇ 的 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 孵育，步骤同“３． ２”
项，每管磁珠加入 ４ ｍＬ 的 ０． ０５％ ＰＢＳＴ 清洗 ５ 次，
再用 ４ ｍＬ 的无菌水洗涤 ３ 次。 每管加入 ３００ μＬ 洗

脱液重复洗脱 ５ 次。 用考马斯（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）蛋白检测

试剂盒对洗脱液进行 ＨＣＰ 蛋白浓度检测。
６　 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 抗体覆盖率检测

参照上述优化的 ＩＭＢＳ⁃二维电泳方法，对申科

生物公司的 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 抗体进行覆盖率检

测，ＰＤＱｕｅｓｔ 软件对胶上的点进行数点及胶之间匹

配分析。
７　 ＩＭＢＳ⁃ＭＳ 抗体覆盖率的检测方法

７． １　 ＨＣＰ 样本 ＭＳ 分析前处理

取 ３ ｋＤａ 超滤管，分别加入 ＩＭＢＳ 处理前后的

Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 样品，用 ３００ μＬ ＵＡ Ｂｕｆｆｅｒ （５０
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ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ＮＨ４ＨＣＯ３，８ ｍｍｏｌ·Ｌ － １尿素）置换 １ 次，超
滤换液。 加终浓度 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １ 的 ＤＴＴ（浓度为 １
ｍｏｌ·Ｌ － １的 ＤＴＴ 溶液），３７ ℃还原 ９０ ｍｉｎ，超滤浓缩。
加入终浓度 １００ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的碘乙酰胺（ ＩＡＭ），于暗

处反应 ３０ ｍｉｎ，超滤浓缩。 加入终浓度 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １

的 ＤＴＴ 中和 ＩＡＭ。 用 ２００ μＬ 的 ＵＡ Ｂｕｆｆｅｒ 置换 ２
次。 用 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的 ＮＨ４ＨＣＯ３ ２００ μＬ 置换 ３ 次。
吸取出样品到 １． ５ ｍＬ 离心管（低吸附），其中 ＩＭＢＳ⁃
多抗洗脱的样本和参考品样本，采用考马斯（Ｂｒａｄ⁃
ｆｏｒｄ）方法测定样品浓度。 加入 Ｔｒｙｐｓｉｎ（酶 ∶ 蛋白 ＝
１∶ ２５），酶切 １７ ｈ；随后加入 １０％ 甲酸，至甲酸终浓

度为 １％ 。 采用氮气吹干后，用 ０． １％甲酸溶液复溶

后上样分析。
７． ２　 ＭＳ 采样及数据分析

７． ２． １　 色谱条件　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｐｅｐｔｉｄｅ ＢＥＨ
Ｃ１８色谱柱（１５０ ｍｍ ×２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ）；柱温：５５ ℃；
样品室温度：１０ ℃；进样量：２５ μＬ；流动相 Ａ 为

０. １％甲酸溶液，流动相 Ｂ 为含有 ０． １％ 甲酸的乙

腈；流量：０． ２ ｍＬ·ｍｉｎ － １ （０ ～ ５ ｍｉｎ），０． １ ｍＬ·ｍｉｎ － １

（５ ～ １６０ ｍｉｎ）；梯度洗脱（０ ～ ７ ｍｉｎ，Ｂ 相 ３％ ；７ ～
１５ ｍｉｎ，Ｂ 相由 ３％ 升至 ８％ ；１５ ～ １３０ ｍｉｎ，Ｂ 相由

８％ 升至 ３０％ ；１３０ ～ １５４ ｍｉｎ， Ｂ 相由 ３０％ 升至

５４％ ；１５４ ～ １５５ ｍｉｎ，Ｂ 相由 ５４％ 升至 ９０％ ；１５５ ～
１６０ ｍｉｎ，Ｂ 相维持 ９０％ ）。
７． ２． ２　 ＭＳ 条件 　 电喷雾离子源（ＥＳＩ ＋ ）正离子模

式下一级全扫描 ／数据依赖二级离子模式（Ｆｕｌｌ ＭＳ ／
ｄｄ⁃ＭＳ）扫描，喷雾电压 ３. ８ ｋＶ，离子传输管温度

２７５ ℃，Ｆｕｌｌ ＭＳ 扫描参数：分辨率 ７０ ０００；目标自动

增益控制（ＡＧＣ）值 ３ × １０６；最大注入时间 １００ ｍｓ；
扫描范围质荷比 （ｍ ／ ｚ） ３５０ ～ １ ５００。 ｄｄ⁃ＭＳ 扫描参

数：分辨率 １７ ５００；目标 ＡＧＣ 值 １ × １０５；最大注入时

间 ５０ ｍｓ； 循环次数（ ｌｏｏｐ ｃｏｕｎｔ）为 １０；最强离子数

（Ｔｏｐ Ｎ）为 ２０；四极杆隔离窗口 ｍ ／ ｚ 为 ２。
７． ２． ３　 数据分析　 原始数据导入 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖ⁃

ｅｒｅｒ ２． ５ 软件进行搜库分析，数据库为 Ｕｎｉｐｒｏｔ 网站

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ）下载对应的宿主细胞蛋

白数据库。 设定酰胺甲基化、去酰胺化、氧化、乙酰化

修饰方式；一级母离子质量误差容忍度设为 １０ ｐｐｍ，
二级碎片离子的质量误差容忍度为 ０． ０２ Ｄａ，设置酶

切方式为 Ｔｒｙｐｓｉｎ（ｆｕｌｌ）每条肽段允许最大漏切数目

为 ２；设置肽段最小长度为 ６ 个氨基酸残基。

结　 　 果

１　 ＩＭＢＳ⁃２ＤＥ 实验方法建立

１． １　 ＨＣＰ 抗体偶联磁珠及结合比例优化

为确定磁珠与抗体的偶联比例，取不同量的磁

珠偶联抗体，对抗体流穿液进行蛋白浓度测定，结果

见表 １，３００，４００ 和 ５００ μＬ 磁珠偶联的抗体量差异

较小，表明 ３００ μＬ 磁珠满足抗体偶联量要求。 通过

对洗脱样本浓度检测结果见表 ２，随着磁珠用量的

提高，洗脱样本的蛋白量也提高。 将洗脱样本进行

２Ｄ 电泳银染分析，结果见图 １，通过 ＰＤＱｕｅｓｔ 软件分

析结果显示，３００ μＬ 磁珠捕获 ＨＣＰ 蛋白点数 ７７８ 个，
４００ μＬ 磁珠捕获 ＨＣＰ 蛋白点数 ９２６ 个，而 ５００ μＬ
磁珠捕获 ＨＣＰ 蛋白点数 ９２９ 个。 相同抗体量偶联

不同量的磁珠，其捕获蛋白总量及蛋白丰度的差异，
可能是抗体在磁珠上的分布差异的，磁珠用量越大，
抗体偶联磁珠时，抗体间的距离越大，ＨＣＰ 结合抗

体时的空间越小，结合的 ＨＣＰ 量越高。

表 １　 ＨＣＰ 抗体流穿液中免疫磁珠偶联

抗体量统计表（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）
磁珠取样

量 ／ μＬ

浓度均值

／ ｍｇ·ｍＬ － １
ＳＤ ＣＶ ／ ％

样品体

积 ／ ｍＬ
磁珠偶联

抗体量 ／ ｍｇ

３００ ０． １９９ １． ９３ × １０ － ２ ９． ７ ０． ２５ ０． ４４４

４００ ０． １７９ ２． ００ × １０ － ２ １１． ２ ０． ２５ ０． ４４９

５００ ０． １３２ ６． ７３ × １０ － ３ ５． １ ０． ２５ ０． ４６１

表 ２　 ３ 种磁珠取样量下洗脱液中的 ＨＣＰ 浓度（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）
磁珠取样量

／ μＬ
稀释

倍数

浓度均值

／ ｍｇ·ｍＬ － １
ＳＤ ＣＶ ／ ％

回算浓度

／ ｍｇ·ｍＬ － １

洗脱体积

／ ｍＬ
ＨＣＰ 蛋白量

／ ｍｇ

３００ ４ ０． １６９ １． ２５ × １０ － ２ ７． ３７ ０． ６７７ ０． ２０３ ０． １３７

４００ ４ ０． １６０ ５． ４０ × １０ － ３ ３． ３８ ０． ６３９ ０． ２３３ ０． １４９

５００ ４ ０． １９０ １． ３０ × １０ － ２ ６． ８５ ０． ７５８ ０． ２０３ ０． １５４
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图 １　 银染图谱经 ＰＤＱｕｅｓｔ 分析蛋白点分布图

１． ２　 磁珠洗涤条件优化

为减少磁珠上的非特异性结合，对洗涤液体积

和洗涤次数进行优化，结果见图 ２。 随着洗涤体积

和洗涤次数的增加， ＨＣＰ 残留量降低。 并通过

Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 残留检测试剂盒（Ｅｌｉｓａ 法）对水

洗液中 ＨＣＰ 残留进行测定，结果见图 ４。 水洗 ３ 次

后，１ 和 ２ ｍＬ 的洗涤液中 ＨＣＰ 残留量为 １１９. ７９ 和

１０. ７１ ｎｇ·ｍＬ － １，而 ４ 和 ８ ｍＬ 的洗涤液中 ＨＣＰ 残留

低于 １ ｎｇ·ｍＬ － １。 因此选择 ４ ｍＬ，洗涤液清洗 ５ 次，
水洗 ３ 次，作为洗涤条件较为合适。

图 ２　 ＩＭＢＳ 法洗涤效果对比

１． ３　 磁珠洗脱条件优化

由于 ＨＣＰ 的复杂性，不同种类蛋白与多克隆

抗体间亲和力的存在差异，因此对洗脱次数进行

考察，结果见图 ３。 洗脱次数增加，洗脱液中 ＨＣＰ
的蛋白浓度降低，第 ３ 次和第 ４ 次的洗脱液中

ＨＣＰ 蛋白浓度差异较小，表明洗脱 ３ 次后磁珠上

蛋白均被洗脱，同时考虑后续样本浓缩，将洗脱次

数确定为 ３ 次。
图 ３　 不同洗脱次数中 ＨＣＰ 残留量
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２　 二维电泳实验质控

由于二维电泳实验步骤多，时间跨度大，为了在

实验过程中进行控制，在等电聚焦实验部分设计了

荧光标记多肽作为内部质控掺入样品一起进行等电

聚焦电泳，结束后可直接在荧光扫描仪上成像，快速

判断样品聚焦效果。 结果如图 ４Ａ 所示，在 ｐＨ ５ ～
ｐＨ ８ 的 ＩＥＦ 胶条上设计一个质控，形成单一条带，

同时由于是小肽，在后续垂直电泳过程中会率先跑

出，并不影响后续银染的分析。 银染过程中由于试

剂的差异，需要把握显色时间，确保足够的灵敏度。
本研究建立了 ２０ 和 ４０ ｎｇ 这 ２ 个单独的银染显色质

控品，在显色过程中发现 ２ 个质控品显色即可终止，
保证实验足够的灵敏度，同时不至于过曝而影响

分析。

图 ４　 ＨＣＰ 抗体结合的 ＨＣＰ 的 ＩＭＢＳ⁃２ＤＥ 方法银染显色及质控品

３　 使用 ＩＭＢＳ⁃２ＤＥ 方法进行抗体覆盖率检测分析

在上述优化步骤后，采用申科生物公司 Ｅ． ｃｏｌｉ
表达菌 ＨＣＰ 抗体进行覆盖率分析。 图 ５Ａ 为表达菌

样品总 ＨＣＰ 的分布情况，图 ５Ｂ 为 ＨＣＰ 抗体结合的

ＨＣＰ 分 布 情 况， 通 过 银 染 显 色， 扫 描 成 像， 在

ＰＤＱｕｅｓｔ 软件中分析，结果见图 ５Ｃ，其中表达菌总

ＨＣＰ 样品共识别出 １ ５４８ 个蛋白点，ＨＣＰ 抗体共识

别出 １ ５８６ 个，二者的共同蛋白点有 ８８７ 个，表达菌

总 ＨＣＰ 样品中银染无法识别的蛋白质点 ６９９ 个，
ＨＣＰ 抗体无法结合的蛋白质点 ６６１ 个。 因此，ＨＣＰ
样品中的所有识别到的蛋白质点为 ２ ２４７ 个，通过

图 ５Ｃ 的计算公式得到此抗体的覆盖率为 ７０． ６％ 。

图 ５　 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 抗体覆盖率分析（ＩＭＢＳ⁃２ＤＥ 方法）
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　 　 关于抗体覆盖率的计算方法目前没有统一的标

准，如图 ５Ｃ 的方式是相对保守的计算方法。 基于

传统的二维电泳技术的覆盖率分析方法包括免疫捕

获法和蛋白免疫印迹法等，由于电泳过程导致的

ＨＣＰ 蛋白显色和识别点数的变异度较大，往往导致

用保守方法获得的覆盖率数值偏低。 因此，目前也

有直接用抗体识别的 ＨＣＰ 除以样品中 ＨＣＰ 的方式

获得较高的覆盖率，而省去匹配过程，这也是一种相

对合理的方式，如本例数据计算可得很高的覆盖率

水平。 最后，覆盖率的评估是取保守方式和合理方

式的区间。
４　 ＩＭＢＳ 结合高分辨 ＭＳ 进行抗体覆盖率的检测

将 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 样品和 ＨＣＰ 抗体捕获的

ＨＣＰ 分别进行 ＭＳ 前处理，然后进行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分

析，采用 １ 条特征性肽段鉴定标准，覆盖率分析方法

及结果见图 ６。 图 ６Ａ 中 Ｅ． ｃｏｌｉ 样品中可鉴定到蛋

白质有 １ ７８７ 个，ＨＣＰ 抗体可结合的 ＨＣＰ 蛋白质有

１ ５１６ 个，ＨＣＰ 抗体无法结合的 ＨＣＰ 有 ２７３ 个，ＨＣＰ
样品中无法被 ＭＳ 检测到的蛋白质有 ２ 个，覆盖率

为 ８４. ８％ 。 图 ６Ｂ 按照鉴定到的 ＨＣＰ 蛋白质分子

量和等电点信息进行分析得到的模拟二维电泳图，
两者具有较高的相似度。

图 ６　 ＩＭＢＳ⁃ＭＳ 法分析 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌

ＨＣＰ 抗体覆盖率

　 　 相对图 ５ 的数据对比，ＭＳ 法获得的数据更稳

定，ＨＣＰ 样品和抗体识别的 ＨＣＰ 之间共有的 ＨＣＰ
占绝大部分，而在抗体识别的 ＨＣＰ 中特有的 ＨＣＰ
是极少的，因此也可以直接采用相除的方式进行计

算获得覆盖率。
对于 ＭＳ 法鉴定蛋白质来说，一个普遍存在的

问题是采用多少条特征性肽段。 本研究分别通过 １
条，２ 条及 ３ 条以上的条件进行 ＭＳ 分析及覆盖率计

算，结果见表 ３，随着特征性肽段标准的提高，鉴定

到的总蛋白数有所减少，但抗体覆盖率数值有提高。
从 ＭＳ 鉴定的技术原理考虑，提升特征性肽段数量

要求，一定程度上使 ＭＳ 鉴定结果更可靠。 目前，从
现有的研究来看，普遍采用至少 ２ 条特征性肽段作

为鉴定的标准。
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表 ３　 不同肽段分析条件下覆盖率结果

特征肽
段数

ＨＣＰ 样品中
特有蛋白

ＩＭＢＳ 捕获 ＨＣＰ
中特有蛋白

共有
蛋白

覆盖率
／ ％

≥１ ２７３ ２ １ ５１４ ８４． ８
≥２ １７６ ０ １ ４３６ ８９． １
≥３ １０８ ０ １ ３３３ ９２． ５

５　 高风险蛋白的 ＭＳ 鉴定

现阶段 ＨＣＰ 研究表明 ＨＣＰ 的危害往往来源于

某类或某几类 ＨＣＰ 蛋白质，被称为高风险因子，如
表 ４ 所示列举目前在 Ｅ． ｃｏｌｉ 中发现的常见高风险因

子及作用，其在本研究建立的 ＭＳ 法下均可以检测

到，表明该 ＨＣＰ 抗体具备识别 ＨＣＰ 高风险因子的

能力。 因此，在 ＨＣＰ 抗体覆盖率评价中注重对风险

因子的识别，可以对下游工艺优化提供有用信息，有
效降低 ＨＣＰ 检测的风险性。

表 ４　 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 中常见高风险因子

Ｅ． ｃｏｌｉ 表达菌 ＨＣＰ 高风险因子　 　 基因名 Ｕｎｉｐｒｏｔ 登录号 潜在风险

核糖磷酸异构酶 ｒｐｉＢ Ｐ３７３５１ 佐剂效应［２３］

鞭毛蛋白 ｆｌｉＣ Ｐ０４９４９ 高免疫原性［２３ － ２５］

纤维素酶 ｂｃｓＺ Ｐ３７６５１ 水解酶活性，如引起 ＥＧＦ 和 ＴＧＦ⁃β 细胞外用凝胶制剂黏度变化［２６］

寡肽结合蛋白 ／二肽结合蛋白 ＯｐｐＡ ／ ＤｐｐＡ Ｐ２３８４３ ／ Ｐ２３８４７ 与产品共纯化［２７］

热休克蛋白类（包括 ＧｒｐＥ，ＩｂｐＢ ／ Ａ，ＨＳＰ１５ 等） — — 佐剂效应［２８］

讨　 　 论

在生物制品生产工艺的开发和验证，原液的放

行中 ＨＣＰ 的去除残留检测是重要的一环，ＨＣＰ 的

Ｅｌｉｓａ 方法由于其简单易用且可提供定量信息等特

点被广泛使用。 ＨＣＰ 的 Ｅｌｉｓａ 方法不同于常规的单

一分析物的 Ｅｌｉｓａ 方法，由于 ＨＣＰ 的复杂性，法规规

定［１１ － １２］在方法开发中需要对 ＨＣＰ 标准品和 ＨＣＰ
抗体进行充分的评估，这也是导致 ＨＣＰ 检测结果

差异的 ２ 个重要因素。 ＨＣＰ 标准品中的蛋白质种

类和丰度应该尽可能与实际生产工艺条件样品中

的 ＨＣＰｓ 相近，即要有代表性。 ＨＣＰ 抗体需能覆盖

到实际生产工艺条件样品中所有潜在的 ＨＣＰｓ，降
低漏检的风险。 因此，对抗体覆盖率的评价非常

重要。
目前，抗体覆盖率的计算原理上是通过一定方

法获得 ＨＣＰ 样品总蛋白数量和 ＨＣＰ 抗体能识别结

合的蛋白质数量的比值。 目前在技术实现上常采用

经典的 ２ＤＥ⁃ＷＢ 方法，该方法存在一些缺点，例如：
转膜效率的差异往往导致低分子蛋白质的缺失；抗
体杂交扫描获得的结果中常见有较大区域的模糊信

号而难以分析，导致结果判断的主观性强等［２９］。 本

研究建立基于磁珠捕获的方式，可以在参照 Ｅｌｉｓａ 实

验的非变性条件下，利用磁珠的半固体悬浮方式可

充分让 ＨＣＰ 与其抗体结合，最大限度地反映真实的

ＨＣＰ 抗体覆盖率水平。 经本研究对方法关键步骤

的优化，在多次的重复实验中始终能获得一致的结

果，因此该方法的结果稳定性好、数据质量高。 由于

磁珠的特性，该方法可以进一步用自动化设备进行

操作，减少人为因素带来的结果变异。 同时，该方法

可以做到快速适配 ＭＳ 法，无需复杂的装柱等前处

理。 基于电泳的方法，如由于银染或其他染色对氨

基酸的偏好性，导致某些 ＨＣＰｓ 无法识别；电泳只能

获得蛋白质的大致情况，并不能鉴定到具体的蛋白

质信息，而 ＨＣＰ 中具体的蛋白质信息对工艺的开发

来说非常重要。 因此，ＭＳ 法在 ＨＣＰ 分析中的运用

越来越多［３０］，美国药典在 ２０２３ 年 ５ 月份在药典论坛

中新出了 １１３２． １ 章节，对 ＭＳ 法在 ＨＣＰ 分析中的方

法建立进行了较全面的阐述。 本研究建立了 ＩＭＢＳ⁃
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法，可以鉴定分析 ＨＣＰ 抗体及结合

ＨＣＰ 蛋白信息，并且评估其是否对一些已报道的高

风险的 ＨＣＰｓ 有较好的识别，进一步降低 ＨＣＰ 的

Ｅｌｉｓａ 方法可能存在的漏检风险。
从本研究结果数据来看，ＭＳ 法往往比电泳方法

的覆盖率高。 ＭＳ 法的结果分析还存在一些待研究

的内容，如在鉴定 ＨＣＰｓ 时是采用 １ 条特征性肽段，
还是 ２ 或 ３ 条。 采用不同数量的特征性肽段，覆盖

率结果会发生变化；往往可信度的提高，覆盖率也会

更高一些。 因此，本研究在确定评价 ＨＣＰ 抗体覆盖

率的时候需要结合方法本身的分辨率和精度水平综

合判断抗体是否符合要求，不同的覆盖率技术评估

平台下需要有相应的合理评价标准。
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