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摘要　目的：对抗体制剂乳光现象与分子粒径、纯度及聚集倾向性的相关性进行系统研究。方法：通过研究
多种抗体的乳光现象，其中包含不同浓度、ｐＨ／缓冲盐及辅料对乳光现象的影响，以及温度、光照、反复冻融
及振荡等环境因素的影响，分析乳光现象与分子粒径、纯度（聚集体）、扩散相互作用指数（ＫＤ）及聚集温度

（Ｔａｇｇ）之间的关联。结果：抗体制剂乳光与分子粒径大小呈正相关，乳光程度的加深表明分子粒径有所增

加且分子聚集倾向性增加，如Ｃ分子在高温条件下，乳光现象明显加深，浊度由３３ＮＴＵ变为１３６ＮＴＵ，粒
径由１３１ｎｍ变为４０６ｎｍ，ＫＤ由正变负，Ｔａｇｇ由５９６℃变为５０℃以下。结论：缓冲体系、ｐＨ及辅料等处方

因素，以及温度等条件均会影响抗体制剂的乳光特性，乳光程度增加，预示制剂稳定性降低，更容易发生聚

集。本研究为抗体药物制剂生产中乳光的检测评价提供重要参考。
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ａｎｔｉｂｏｄｙｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎｔｉｂｏｄｙｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ；ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅ；ｈｉｇｈ－ｌｅｖｅｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；ｓｔａｂｉｌｉｔｙ；ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ

　　随着用于免疫治疗抗体制剂越来越多，在投入
临床应用前应严格质量检测，以保证抗体制剂的安

全（ｓａｆｅｔｙ）、稳定（ｓｔａｂｌｅ）及有效（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ），这些检
测包括外观、ｐＨ、可见异物、不溶性微粒、纯度、杂
质、电荷异质体、无菌、异常毒性和活性等［１］。抗体

药物制剂的剂型多以液体形式为主，对外观检测通

常为灯检法（人工目检）观察液体是否带有颜色（如

无色或淡黄色），是否有颗粒（蛋白颗粒或外源颗

粒），以及是否澄清透明（澄明或微乳光）。当前行

业内做法通常在成品完成加塞轧盖后，进行１００％
的目检，剔除外观不合格样品，如带有异物的样品。

其中制剂外观的颜色和乳光现象，一般仅作为产品

本身固有属性记录，如抗体溶液呈现淡黄色，多认

为由原液中 ＶＢ１２结合 ＣＯ３
＋，或其他残留金属离子，

或残留宿主残留蛋白（ＨＣＰ）导致，也可能由于成品
中如组氨酸等辅料氧化，或某些氨基酸，如色氨酸

氧化导致［２－４］。在实际应用中，乳光现象常被称为

浊度（图１），然而有时浊度多指溶液的浑浊程度，
即光线与溶液中的白色悬浮颗粒相互作用，为光反

射结果。而抗体制剂的乳光现象本质上是光散射

引起，可以用瑞利散射解释，表示溶液中纳米级微

粒对光的散射强度。散射光越强即溶液乳光现象

越严重（浊度越大）。欧洲药典将抗体液体制剂的

乳光程度分为４个等级：①澄清０～３ＮＴＵ；②微乳
光３～６ＮＴＵ；③乳光６～１８ＮＴＵ；④强乳光１８～３０
ＮＴＵ［５］。目前，抗体溶液的乳光现象与样品的粒
径、乳光、纯度以及样品聚集稳定性是否相关并不

十分清楚。

本研究通过多种抗体分子，根据其不同处方、不

同ｐＨ及不同孵育条件下的制剂乳光现象及变化程
度，同时检测相应的分子粒径、纯度（聚集体）、扩散

相互作用指数（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＫＤ）和
聚集起始温度（Ｔａｇｇ），多维角度地探究抗体乳光现象
与其分子粒径、纯度（聚集体）、ＫＤ、Ｔａｇｇ等之间的关联
性。在此研究基础上对抗体乳光现象的本质及其影

响因素进行了讨论，为抗体药物制剂生产中乳光的

检测评价提供重要参考，为抗体制剂开发过程中的

稳定性研究提供思路。

图１　抗体制剂乳光现象（左侧为纯水和右侧为抗体制剂溶液）

Ｆｉｇ１　ＯｐａｌｅｓｃｅｎｃｅｏｆｍＡｂｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ（ｔｈｅｌｅｆｔｓｉｄｅｗａｓｗａｔｅｒａｎｄ

ｔｈｅｒｉｇｈｔｓｉｄｅｗａｓｍＡｂｓｏｌｕｔｉｏｎ）

１　仪器与试药
１１　仪器

ＹＢ－２澄明度检测仪（天大天发科技有限公
司）；ＨＡＣＨ－２１００ＡＮ浊度仪（哈希公司）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ
ＮａｎｏＺＳ型纳米粒度仪（马尔文仪器有限公司）；Ａｇｉ
ｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公司）；
ＤｙｎａＰｒｏ动态激光粒度仪（怀雅特技术公司）。
１２　样品及处方

共收集８种抗体制剂分子，分别以Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、
Ｆ、Ｇ、Ｈ进行命名，通过离心超滤形式，制备到相应处
方体系，其中Ｂ分子、Ｅ分子和Ｈ分子制备了多种处
方体系，以考察不同处方体系对抗体分子乳光的影

响。所有制备样品进行无菌过滤后，分装至西林瓶

中，完成实验样品的制备（见表１）。
２　方法与结果

８种抗体分子制剂样品，分别进行（４０±２）℃的
高温孵育考察，于起始点（Ｔ０）、１周、２周和４周进行
取样检测。其中 Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｈ分子还进行了反复冻
融（－４０℃至室温２５℃）１０次、强光照（５０００ｌｘ）２
周及振荡（３００ｒ·ｍｉｎ－１）１周的考察。
２１　外观结果

在１５００ｌｘ的澄明度仪光照条件下，水平目测所
有样品的乳光现象，发现８种抗体分子的制剂乳光
现象均是不相同的，即使同一分子在不同处方体系

或不同浓度时，也会呈现不同的乳光现象（见表２）。
如Ｂ分子在醋酸（Ａ５０和Ａ５５）和组氨酸（Ｈ５５、
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　　　　 表１　８种抗体分子样品信息
Ｔａｂ１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆ８ａｎｔｉｂｏｄｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

分子　　
（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）　　

相对分子质量

（ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓ）×１０３

Ｃ／
（ｍｇ·ｍＬ－１）

处方

（ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ）

Ａ 单抗（ｍＡｂ） １５０ ５０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），１４５ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸精氨酸（ａｒｇｉｎｉｎｅｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ），００２％聚山梨酯８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），ｐＨ６０

Ｂ Ａ５０ 融合蛋白 ６０ ８０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸（ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ），ｐＨ５０

Ａ５５ （ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ） ２０ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸（ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ），ｐＨ５５

Ｃ５０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ），ｐＨ５０

Ｃ５５ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ），ｐＨ５５

Ｃ６０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ），ｐＨ６０

Ｈ５５ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），ｐＨ５５

Ｈ６０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），ｐＨ６０

Ｈ６５ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），ｐＨ６５

Ｃ 单抗（ｍＡｂ） １５０ ３０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），８％蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ），００４％聚山梨酯
８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），ｐＨ６０

Ｄ 单抗（ｍＡｂ） １５０ １０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），８％蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ），００２％聚山梨酯
８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），０００２％ＥＤＴＡ，ｐＨ５５

Ｅ Ｅ－１ 单抗（ｍＡｂ） １５０ ２０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），８％蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ），００１％聚山梨酯
８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），ｐＨ６０

Ｅ－２ １５０ １４０

Ｆ 单抗（ｍＡｂ） １５０ ３０ １０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），８％海藻糖（ｔｒｅｈａｌｏｓｅ），００２％聚山梨酯
８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），ｐＨ６２

Ｇ 双抗（ｂｉＢｏｄｙ） １５０ ５０ ２０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），８％蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ），００４％聚山梨酯
８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），ｐＨ６０

Ｈ Ｈ－１ 双抗（ｂｉＢｏｄｙ） １５０ ２０ ４０ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ），８％海藻糖（ｔｒｅｈａｌｏｓｅ），００２％聚山梨酯
８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），ｐＨ６０

Ｈ－２ １５０ ２０ ４０ｍｏｌ·Ｌ－１组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），８％蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ），００２％聚山梨酯
８０（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ８０），ｐＨ６０

Ｈ６０和 Ｈ６５）的缓冲体系中呈现澄清状态，且高
温孵育后也没有明显的变化，而在柠檬酸（Ｃ５０、Ｃ
５５和Ｃ６０）缓冲体系中呈现轻微乳光现象，并且在
高温条件下其乳光程度轻微增强。另外，２种浓度的
Ｅ分子溶液，其高浓度样品（Ｅ－２，１４０ｍｇ·ｍＬ－１）乳
光现象明显强于低浓度样品（Ｅ－１，２０ｍｇ·ｍＬ－１）。
Ｈ分子在２种处方体系中均呈现典型的乳光现象，
但组氨酸体系（Ｈ－２）中的乳光现象明显强于柠檬酸
体系（Ｈ－１）。

通过高温孵育后，Ａ、Ｃ、Ｆ、Ｅ－１、Ｇ和 Ｈ－１的分
子溶液，外观观测到的乳光现象均有所增强，尤其 Ｃ
分子溶液的乳光程度变化最为明显，其余分子则不

能通过人眼辨别出乳光强度的变化。另外，通过反

复冻融（－４０℃至室温）、强光照（５０００ｌｘ）及振荡
（３００ｒ·ｍｉｎ－１）考察的几种分子，外观观测的乳光强
度，均无明显变化。

２２　浊度和粒径结果
通过浊度仪测量与照射样品入射光呈９０°的散

射光强度，样品无需稀释，取２ｍＬ置于样品瓶中，仔
细擦去瓶壁印记，放入检测池，检测并记录结果，以

ＮＴＵ作为浊度单位。通过纳米粒度仪的动态光散射
技术（ＤＬＳ）对抗体进行粒径检测，样品无需稀释，取
５０μＬ放入样品池，避免气泡，平衡温度２５℃，选择
检测角度１７３°，测量粒子的流体力学半径（指动态
的水合／溶剂化粒子的表观粒径）［６］。结果显示８种
抗体分子溶液的浊度与分子粒径均是不相同的，即

使同一分子在不同处方体系或不同浓度时，也会呈

现不同的浊度值与粒径值（见表３）。如 Ｂ分子在不
同的ｐＨ缓冲体系中，浊度和粒径是有差异的（见图
２），在柠檬酸体系中的浊度值和分子粒径值，均比在
醋酸和组氨酸体系大，并且高温孵育后，也只有柠檬

酸体系中的浊度值和粒径值轻微增加，该结果与
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　　　　 表２　８种抗体制剂溶液在４０℃下的外观目检结果
Ｔａｂ２　Ｖｉｓｕａｌｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｓｏｆ８ａｎｔｉｂｏｄｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｔ４０℃

分子　
（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）　

目检（ｖｉｓｕａｌｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ）

Ｔ０
４０℃１周

（４０℃ｆｏｒ１ｗｅｅｋ）
４０℃２周

（４０℃ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ）
４０℃４周

（４０℃ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ）

备注

（ｃｏｍｍｅｎｔ）

Ａ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微加深

（ｓｌｉｇｈｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｂ Ａ５０ 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） ／ 没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）
Ａ５５ 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） ／ 没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）
Ｃ５０ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
／ 轻微加深

（ｓｌｉｇｈｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｃ５５ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
／ 轻微加深

（ｓｌｉｇｈｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｃ６０ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
／ 轻微加深

（ｓｌｉｇｈｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｈ５５ 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） ／ 没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）
Ｈ６０ 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） ／ 没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）
Ｈ６５ 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） ／ 没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）
Ｃ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 明显加深

（ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｄ 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）
Ｅ Ｅ－１ 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 澄明（ｃｌｅａｒ） 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微加深

（ｓｌｉｇｈｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｅ－２ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）
Ｆ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
乳光

（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
明显加深

（ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｇ 轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微乳光

（ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）
轻微加深

（ｓｌｉｇｈｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｈ Ｈ－１ 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 明显加深

（ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ）
Ｈ－２ 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 乳光（ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ） 没有变化

（ｎｏｃｈａｎｇｅｏｂｓｅｒｖｅｄ）

注（ｎｏｔｅ）：乳光程度由浅入深的描述：澄明→轻微乳光→乳光→强烈乳光（ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅｆｒｏｍｌｉｇｈｔｔｏｄｅｅｐ：ｃｌｅａｒ→ ｓｌｉｇｈｔｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ→
ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ→ ｓｔｒｏｎｇｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ）

外观观测的乳光现象一致，推断该分子在柠檬酸体

系中是不稳定的。另外，２种浓度的 Ｅ分子溶液，其
高浓度Ｅ－２溶液的浊度值和粒径值，均大于低浓度
的Ｅ－１溶液；Ｈ分子在２种处方体系中的浊度值与
分子粒径值差别较大，在柠檬酸体系（Ｈ－１）中，浊度
和粒径值的表现均小于组氨酸体系（Ｈ－２），但高温
孵育后，柠檬酸体系（Ｈ－１）的浊度值与分子粒径值
更容易发生变化（见图３）。

经过分析，发现高温孵育后，Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｆ和Ｇ５种
分子溶液，其浊度和分子粒径值也呈现出明显的增

加趋势（见图 ４），其中最明显的 Ｃ分子，其浊度由
３３ＮＴＵ增加至１３６ＮＴＵ，相应的分子粒径由１３１
ｎｍ变为４０６ｎｍ。另外，通过强光照（５０００ｌｘ）、反
复冻融（－４０℃至室温）及振荡（３００ｒ·ｍｉｎ－１）的考
察的几种分子，浊度和粒径值均无明显变化（见表

４），与外观观测的乳光现象一致。
通过浊度与分子粒径的数据，表明了在高温条

件下观测出的乳光现象增强现象或不同处方体系中

呈现出不同的乳光现象，本质上均是分子粒径不同

导致。在强光照、反复冻融和振荡条件下，考察的
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　　　　 表３　８种抗体制剂溶液在４０℃下的浊度与粒径检测结果
Ｔａｂ３　Ｔｕｒｂｉｄｉｔｉｅｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅｓｏｆ８ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｔ４０℃

分子

（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）

浊度（ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ）／ＮＴＵ 分子粒径（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅ）／ｎｍ

Ｔ０
４０℃１周

（４０℃ ｆｏｒ１ｗｅｅｋ）
４０℃２周

（４０℃ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ）
４０℃４周

（４０℃ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ）
Ｔ０

４０℃１周
（４０℃ｆｏｒ１ｗｅｅｋ）

４０℃２周
（４０℃ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ）

４０℃４周
（４０℃ ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ）

Ａ ３８ ３９ ４２ ４５ １５１ １５０ １５６ １７１

Ｂ Ａ５０ ２２ ２３ ２７ ／ ６３ ６５ ７３ ／

Ａ５５ ２７ ３２ ２７ ／ ８１ ７７ ８０ ／

Ｃ５０ ３７ ４２ ４７ ／ １０７ １０８ １１６ ／

Ｃ５５ ３７ ４３ ４８ ／ １１４ １１３ １２５ ／

Ｃ６０ ３５ ３７ ３７ ／ １１４ １１１ １１０ ／

Ｈ５５ ２７ ３２ ２７ ／ ８３ ８８ ７８ ／

Ｈ６０ ２８ ２８ ２６ ／ ８４ ７９ ８０ ／

Ｈ６５ ２８ ２４ ２５ ／ ７２ ７８ ７６ ／

Ｃ ３３ ５８ １１３ １３６ １３１ １９９ ３０９ ４０６

Ｄ １４ １８ １７ ２４ １１７ １１７ １１８ １５７

Ｅ Ｅ－１ ２２ ２６ ３０ ３５ １０６ １０４ １０５ １２６

Ｅ－２ ３６ ４０ ３６ ３６ １１０ １１８ １２１ １２６

Ｆ ３７ ４４ ５５ ６８ １５７ １７７ ２１８ ２３４

Ｇ ３３ ３６ ４０ ４６ １０３ １０９ １２０ １３６

Ｈ Ｈ－１ ４９ ６１ ７２ ８０ １６８ ２３４ ２６５ ２７３

Ｈ－２ １０５ １０５ １００ １０３ ３３９ ３２３ ３４０ ３４３
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图２　Ｂ分子在不同的缓冲体系中的浊度与粒径结果
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图３　Ｅ和Ｈ分子的浊度和粒径结果

Ｆｉｇ３　ＴｕｒｂｉｄｉｔｉｅｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅｓｏｆＥ，Ｈｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
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图４　Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｆ和Ｇ分子的浊度与粒径结果

Ｆｉｇ４　ＴｕｒｂｉｄｉｔｉｅｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅｓｏｆＡ，Ｃ，Ｄ，Ｆ，Ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

多种抗体分子粒径保持稳定，其乳光现象也无明显

变化。

２３　纯度结果
采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪和 ＴＳＫｇｅｌ

Ｇ３０００ＳＷＸＬ（３００ｍｍ×７８ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以５０
ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液－３００ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液（ｐＨ
６８±０１）为流动相，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，等度洗脱
２０ｍｉｎ，柱温２０℃，检测波长２８０ｎｍ，流动相稀释样品
至１０ｍｇ·ｍＬ－１，进样体积１００μＬ，进行分离检测。
通过体积排阻色谱（ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
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　　　　 表４　多种抗体制剂溶液在强光照、冻融和振荡条件下的浊度与粒径检测结果
Ｔａｂ４　Ｔｕｒｂｉｄｉｔｉｅｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅｓｏｆｓｅｖｅｒａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｕｎｄｅｒｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔ，ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ＆ａｇｉｔａｔｉｏｎ

分子　
（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）　

浊度（ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ）／ＮＴＵ 分子粒径（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅ）／ｎｍ

Ｔ０
强光照２周
（ｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔｆｏｒ
２ｗｅｅｋｓ）

冻融１０次
（ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ
１０ｃｙｃｌｅｓ）

振荡１周
（ａｇｉｔａｔｉｏｎ
ｆｏｒ１ｗｅｅｋ）

Ｔ０
强光照２周
（ｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔ
ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ）

冻融１０次
（ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ
１０ｃｙｃｌｅｓ）

振荡１周
（ａｇｉｔａｔｉｏｎ
ｆｏｒ１ｗｅｅｋ）

Ａ ３８ ４０ ３８ ３９ １５１ １６２ １５７ １５９

Ｃ ３３ ３１ ３２ ３２ １３１ １３１ １３３ １３３

Ｄ １４ １７ １８ １５ １１７ １１８ １１８ １１９

Ｅ－１ ２２ ２６ ２３ ２３ １０６ １１７ １０８ １０６

Ｅ－２ ３６ ３８ ３９ ３７ １１０ １１４ １１１ １１２

Ｈ－１ １０５ １０８ １０６ １０９ ３３９ ３２１ ３１８ ３３７

Ｈ－２ ４９ ５２ ４３ ５１ １６８ １７３ １６１ １６８

ＳＥＣ）法，依据分子量大小的差异来获得单体纯度。
结果显示在高温条件下，所有分子纯度均发生了不

同程度的下降，片段峰有所增加，但更多体现是聚集

体（ＨＭＷ）增加，其中 Ｆ分子聚集体增加最明显，从
１１％增加至２１６％；Ｃ分子聚集体从１４％增加至
３８％（见图 ５）；Ｂ分子在柠檬酸体系（Ｃ５０～Ｃ
６０）中，聚集体增加最明显（见图６）。高浓度 Ｅ分
子（Ｅ－２，１４０ｍｇ·ｍＬ－１）溶液浊度和聚集体，均大
于低浓度Ｅ－１溶液（３０ｍｇ·ｍＬ－１），Ｅ－２聚集体呈
现增加的趋势，但浊度则基本无明显变化；Ｈ分子在
柠檬酸体系（Ｈ－１）中的聚集体随着浊度上升而增
加，在组氨酸体系（Ｈ－２）中的浊度虽无明显变化，但
聚集体则明显增加（见图７）。
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图５　Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｆ和Ｇ分子的聚集体与浊度结果
Ｆｉｇ５　ＨＭＷ ａｎｄｔｕｒｂｉｄｉｔｉｅｓｏｆＡ，Ｃ，Ｄ，Ｆ，Ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

综合分析溶液浊度、分子粒径和聚集体结果，当浊度

与粒径增大时，往往会引起聚集体的增加。但不同

分子，本身稳定性存在差异，则聚集体增加程度会有

所不同，如Ｆ分子，当浊度与粒径发生变化时，其纯
度也会发生明显变化。通过 Ｅ－２和 Ｈ－２的结果，
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图６　Ｂ分子在不同的缓冲体系中的聚集体与浊度结果

Ｆｉｇ６　ＨＭＷ ａｎｄｔｕｒｂｉｄｉｔｉｅｓｏｆＢｍｏｌｅｃｕｌｅ
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图７　Ｅ和Ｈ分子的聚集体和浊度结果

Ｆｉｇ７　ＨＭＷ ａｎｄｔｕｒｂｉｄｉｔｉｅｓｏｆＥ，Ｈｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

表明聚集体也可能由分子自身稳定性或其他因素

（如浓度、温度等）导致，即聚集体的增加不一定会通

过浊度与粒径的变化体现。另外，通过反复冻融

（－４０℃至室温）、强 光 照 （５０００ ｌｘ）及 振 荡
（３００ｒ·ｍｉｎ－１）考察的几种分子，Ａ分子和Ｅ分子在
强光照条件下的纯度明显下降，其他条件下的所有

分子纯度均无明显变化（见表５），表明了在乳光程度
或分子粒径未发生变化的情况下，纯度也可能由光

照或其他因素导致下降。
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表５　多种抗体制剂经历强光照、反复冻融及振荡后的纯度
Ｔａｂ５　Ｔｈｅｐｕｒｉｔｉｅｓｏｆｓｅｖｅｒａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｕｎｄｅｒｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔ，ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ＆ａｇｉｔａｔｉｏｎ

分子　

（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）　

纯度（ｐｕｒｉｔｙ）／％

Ｔ０ 强光照２周（ｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ） 冻融１０次（ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ１０ｃｙｃｌｅｓ） 振荡１周（ａｇｉｔａｔｉｏｎｆｏｒ１ｗｅｅｋ）

Ａ ９８３ ９３２ ９７８ ９７８

Ｃ ９８５ ９８０ ９８３ ９８１

Ｄ ９９６ ９９６ ９９６ ９９６

Ｅ－１ ９９０ ８６８ ９８７ ９８６

Ｅ－２ ９７８ ８５１ ９７３ ９６８

Ｈ－１ ９８３ ９８１ ９８１ ９６５

Ｈ－２ ９８８ ９８２ ９８７ ９７４

２４　聚集倾向性检测
２４１　扩散相互作用指数　抗体分子的聚集倾向
性可预测产品稳定性，通过动态激光粒度仪测定样

品的浓度与扩散系数间的关系，得出分子间的 ＫＤ，
该值可反映分子间的弱相互作用，当 ＫＤ＞０时，表
示分子间存在弱相互排斥力，预测样品较稳定；当

ＫＤ＜０时，表示分子间存在弱相互吸引力，预测样
品处于不稳定状态［７］。根据样品浓度，用相应处方

（见表１）稀释至５个梯度的浓度样品（如 Ａ分子分
别稀释至 ４、８、１６、２４、３０ｍｇ·ｍＬ－１），分别添加
３０μＬ至３８４样品板中，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ
去除气泡，放入样品槽中，温度设置２５℃，选择 ＫＤ
检测模式。

Ａ、Ｃ、Ｄ和Ｈ共４种分子 ＫＤ值检测结果见表６，
其中Ａ分子在高温条件下，随着浊度与粒径的增加，

４０℃ ２周和４０℃ ４周的 ＫＤ变为负值（图８），表明
分子已由稳定状态转为不稳定状态，而在反复冻融、

光照和振荡条件下的浊度、粒径与ＫＤ值，均没有发生
明显变化；Ｃ分子则从Ｔ０开始，４０℃ ２周和４０℃ ４
周的ＫＤ值均为负值（图９），表明Ｃ分子的不稳定性，
其浊度与粒径检测结果也变化较大；Ｄ分子则在 Ｔ０、
４０℃１周和４０℃２周的ＫＤ值为正值，４０℃４周时，
ＫＤ值转为负值（图１０）；Ｈ分子在２种体系下（Ｈ－１
和Ｈ－２）的ＫＤ均为负值（图１１），但 Ｈ－２的斜率明
显更大，表明Ｈ分子在柠檬酸和组氨酸２种体系中
均是不稳定的，但在组氨酸体系中的稳定性更差，在

浊度、粒径与纯度结果中也有相应的体现。

通过分析ＫＤ值及相应的浊度、分子粒径结果，可
知抗体分子溶液在浊度值和粒径值增大时，分子间

的弱相互间作用力也会发生变化。

表６　扩散相互作用指数检测结果
Ｔａｂ６　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＫＤ

分子　

（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）　

ＫＤ／（ｍＬ·ｍｇ－１）

Ｔ０ ４０℃１周（４０℃ ｆｏｒ１ｗｅｅｋ） ４０℃２周（４０℃ ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ） ４０℃４周（４０℃ ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ）

Ａ ５９６×１０－３ －３００×１０－３ －１５２×１０－２ －９９２×１０－３

Ｃ －１９８×１０－２ ／ －２０４×１０－２ －２１４×１０－２

Ｄ ７５５×１０－４ １２６×１０－３ ８１９×１０－４ －６８９×１０－４

Ｈ－１ －１６３×１０－２ ／ ／ ／

Ｈ－２ －７９３×１０－３ ／ ／ ／

　注（ｎｏｔｅ）：ＫＤ值为图８～１１的斜率（ｔｈｅＫＤｖａｌｕｅｉｓｔｈｅｓｌｏｐｅｏｆＦｉｇ８ｔｏＦｉｇ１１）

２４２　聚集温度　抗体蛋白分子 Ｔａｇｇ目前已被作为
抗体胶体热稳定性的特征参数之一，较低的 Ｔａｇｇ往往
是预示着低热稳定性和低胶体稳定性的标志，基于

颗粒的光散射效应，对蛋白分子进行逐步和连续的

加热，通过ＤｙｎａＰｒｏ动态激光粒度仪分析出抗体分子
的粒径尺寸及变化情况，从而获得随着温度变化，
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图８　Ａ分子的ＫＤ检测曲线

Ｆｉｇ８　ＴｈｅＫＤｃｕｒｖｅｓｏｆＡｍｏｌｅｃｕｌｅ

图９　Ｃ分子的ＫＤ检测曲线

Ｆｉｇ９　ＴｈｅＫＤｃｕｒｖｅｓｏｆＣｍｏｌｅｃｕｌｅ

图１０　Ｄ分子的ＫＤ检测曲线

Ｆｉｇ１０　ＴｈｅＫＤｃｕｒｖｅｓｏｆＤｍｏｌｅｃｕｌｅ

抗体分子聚集的形成趋势，分析出样品的 Ｔａｇｇ
［７－８］。

样品无需稀释，添加 ３０μＬ至 ３８４样品板中，
２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ去除气泡，再缓慢加入
１５μＬ石蜡油进行密封，防止样品加热过程中挥发，
放入样品槽中后，温度设置２５至７０℃，升温速率为
１℃·ｈ－１，选择Ｔａｇｇ检测模式。

图１１　Ｈ分子的ＫＤ检测曲线

Ｆｉｇ１１　ＴｈｅＫＤｃｕｒｖｅｓｏｆＨｍｏｌｅｃｕｌｅ

高温孵育后的 Ｃ分子 Ｔａｇｇ检测结果见表７，该分
子 Ｔ０的 Ｔａｇｇ为 ５９６℃，高温孵育 １周的 Ｔａｇｇ为
５３３℃，高温孵育２周后的Ｔａｇｇ已无法通过软件计算
给出，但通过图谱分析可判断其 Ｔａｇｇ在 ５０℃以下
（见图１２）。

表７　Ｃ分子在高温孵育后的Ｔａｇｇ值
Ｔａｂ７　ＴａｇｇｏｆＣｍｏｌｅｃｕｌｅａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔｈｉｇｈ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

分子

（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）

Ｔａｇｇ／℃

Ｔ０
４０℃ １周

（４０℃ ｆｏｒ１ｗｅｅｋ）

４０℃２周

（４０℃ ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ）

Ｃ ５９６２ ５３２９ ＮＡ

同样Ｇ分子也进行了高温孵育后的Ｔａｇｇ检测，及
强光照２周、反复冻融１０次和振荡１周的 Ｔａｇｇ检测，
结果见表８。结果显示，Ｇ分子在强光照、反复冻融
或振荡后的 Ｔａｇｇ与起始点（Ｔ０）相比，均没有明显变
化，保持在５８℃上下。但高温孵育２周和４周的样
品，其Ｔａｇｇ明显发生了下降，分别为５１７３℃和４９６３
℃，表明Ｇ分子在高温孵育后，其分子构象受热力学
影响发生了变化，不仅导致溶液浊度升高及分子粒

径变大，其Ｔａｇｇ也变低了（见图１３）。
通过分析Ｃ分子与 Ｇ分子的 Ｔａｇｇ值及相应的浊

度、分子粒径结果，可知抗体分子溶液在浊度值和粒

径值增大时，分子更容易发生聚集。

３　讨论
抗体制剂溶液呈现的乳光程度，本质因素是抗

体分子本身的高级结构状态及其浓度的影响，其



·６８６　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
.

）　　 　　 　

　　　

图１２　Ｃ分子高温孵育后的Ｔａｇｇ检测曲线

Ｆｉｇ１２　ＴｈｅＴａｇｇｃｕｒｖｅｓｏｆＣｍｏｌｅｃｕｌｅ

中以抗体分子高级结构状态为主要因素。从本研究

结果可见，抗体制剂溶液乳光现象的变化是与分子

粒径及聚集倾向性有关联的，甚至与抗体分子长期

的稳定性有关。

总结本研究，多方面的因素会引起溶液乳光现

象的变化：①抗体分子浓度的增加，会使溶液乳光程
度增加，但通常并不会使乳光程度明显增强，否则表

明在该分子的高浓度状态下分子之间的相互作用力

已经促使分子构象发生了变化，即此状态下的分子

是不稳定的，很容易发生聚集；②缓冲盐的影响，如
组氨酸和柠檬酸２种缓冲体系，根据作者行业经验，
多数抗体分子在柠檬酸体系中容易形成明显的乳光

现象，稳定性也相对较差，但不是绝对的，如 Ｈ分子；
③其他处方中的因子，如辅料或 ｐＨ，也可能会影响
抗体溶液的乳光程度；④当溶液体系确定下来时，常
规的光照、反复冻融和振荡等条件对抗体溶液乳光

现象产生影响较小，但如高温则通常可导致抗体溶

液乳光现象发生明显变化［９－１３］。推测在高温条件

下，抗体分子结构容易从“紧密”状态变为“膨松”状

态，甚至为“伸展”的状态，即抗体分子的粒径变大，

从而引起更强的光散射，导致溶液的乳光程度增

加［１４－１５］。根据乳光现象、分子粒径及 ＫＤ和 Ｔａｇｇ的关
联性研究，推测出以下３种模型（图１４）：
１）稳定态（ｓｔａｂｌｅ）：即抗体分子的天然状态，其

高级结构受缚于疏水作用力，疏水的非极性氨基酸

大多包埋于分子构象内部，外部水合层相对稳定，

表８　Ｇ分子在高温孵育、强光照、反复冻融和振荡后的Ｔａｇｇ值
Ｔａｂ８　ＴａｇｇｏｆＧｍｏｌｅｃｕｌｅａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔ，ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗａｎｄａｇｉｔａｔｉｏｎ

分子

（ｍｏｌｅｃｕｌｅ）

Ｔａｇｇ／℃

Ｔ０
４０℃ ２周

（４０℃ ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ）

４０℃４周

（４０℃ ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ）

强光照２周

（ｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ）

冻融１０次

（ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ１０ｃｙｃｌｅｓ）

振荡１周

（ａｇｉｔａｔｉｏｎｆｏｒ１ｗｅｅｋ）

Ｇ ５７８２ ５１７３ ４９６３ ５６８７ ５８１２ ５８８１

整体的分子高级结构呈现“紧密”的状态，此时溶液

外观基本为澄清或微乳光的状态［１６－１７］。

２）亚稳态（ｍｅｔａｓｔａｂｉｌｉｔｙ）：在热力学驱动力下，抗
体分子构象内部的部分疏水氨基酸不再完全受缚于

疏水作用力，趋于暴露在结构表面，原先的外部水合

层也发生相应变化，导致其高级结构呈现相对“膨

松”的状态，此时溶液外观基本为微乳光或乳光的

状态［１８］。

３）变性态（ｄｅｎａｔｕｒｅ）：受热力学的强力驱动，抗
体分子构象内部的大多数或所有疏水氨基酸，已不

再“屈服”于疏水作用力，完全从分子内部暴露出来，

分子高级结构呈现“伸展”的状态，此时溶液基本为

乳光或强乳光状态，该状态下极易发生分子间的

聚集［１９］。

因此，在抗体制剂处方筛选阶段，若溶液乳光现

象较为明显，可以尝试优化盐类辅料、不同种类的
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图１３　Ｇ分子在高温孵育、强光照、反复冻融和振荡后的Ｔａｇｇ检测曲线

Ｆｉｇ１３　ＴｈｅＴａｇｇｃｕｒｖｅｓｏｆＧｍｏｌｅｃｕｌｅａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔｈｉｇｈｔｅｍ

ｐｅｒａｔｕｒｅ，ｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔ，ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗａｎｄａｇｉｔａｔｉｏｎ

缓冲盐及ｐＨ等条件，后期工艺开发也建议温和的工
艺参数，尽量保证分子构象上的稳定性［２０－２１］。若在

稳定性考察过程中发现乳光程度有所变化，往往意

味着抗体分子的高级结构状态发生变化，但当该变

化较小时，即抗体分子的高级结构处于亚稳态时，很

可能该分子的其他检测指标是无明显差异或无明显

变化的，因为这时候的抗体可能依然处于活性状

态［２２］。另外需要说明的是，稳定态和亚稳态，这２种
抗体分子高级结构状态，并不能等同于可逆的分子

状态，更不能看作可逆聚集的状态。

�0�

(m etastability)  

0��

(stable)  


��
(denature)  

.�	�M�� �

(very short term without 

external force)   

EK�L���  

(s lightly  longer term or external force)  

E.�L�E���  

(s horter term or  minor 

external force)  

7��<,��
+"

K�+,"�� �

(water molecule that 

hydrogen bonds with a 

protein molecule)  

K����� �

(long -term or s trong external force)  

图１４　抗体制剂乳光现象与分子高级结构状态及稳定性的关联

Ｆｉｇ１４　Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｍｏｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ，ｈｉｇｈｅｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｔａｔｅａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ
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