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康柏西普非还原 SDS-PAGE纯度方法研究 
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摘要: 建立非还原 SDS-PAGE纯度检测方法, 以研究康柏西普降解物或片段的含量。本文针对凝胶的筛选、
凝胶成像系统的比较、主带灰度值线性范围和脱色条件开展研究, 确定了康柏西普非还原 SDS-PAGE 纯度测定
方法的实验条件。结果显示: 4%～15%  梯度浓度胶分离效果好, 带型清晰平整; 高分辨率的凝胶成像系统能使主
带、杂带响应峰基线分离; 当上样量≤3 μg时, 主带灰度值线性好, 因此, 以 3 μg作为非还原 SDS-PAGE纯度方
法的上样量; 脱色条件确定为 60 min 更换一次脱色液, 每次 100 mL, 脱色时间不超过 3 h。所建立的非还原
SDS-PAGE 纯度测定方法能够更客观测定康柏西普的纯度, 该方法经过验证后, 以补充材料的形式提交美国
FDA, 为康柏西普在美国直接进入临床Ⅲ期研究奠定了质量基础。 
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Abstract: A non-reduced SDS-PAGE purity method for quantitation of conbercept fragments was established 

based on gel screening, comparison of gel imaging system, linearity range of main band, screening of destaining 
conditions.  The results indicated that the bands could be separated effectively with good clearness and flatness 
on 4%−15% gradient concentration gel, the peaks of all bands could be separated from baseline using 
high-distinguishability gel imaging system, the signal intensity of a main band had shown a good linearity with 
≤3 μg of loading amount, and that the destaining was set as a total of ≤3 h with exchanging 100 mL destaining 
buffer every 60 min.  The established non-reduced SDS-PAGE method could demonstrate the purity of conber-
cept more objectively.  After validation, the established non-reduced SDS-PAGE method was submitted to FDA 
in the form of supplementary materials, which laid a quality basis for the direct entry of conbercept to the clinical 
III study in the United States. 
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康柏西普 (conbercept) 是一种重组人血管内皮
生长因子受体−抗体融合蛋白, 于 2013 年 12 月被国
家食品药品监督管理总局 (CFDA) 批准上市, 用于
治疗湿性年龄相关性黄斑变性[1, 2]。2016 年 10 月康
柏西普获得美国食品和药品监督管理局 (FDA) 准
许在美国直接开展Ⅲ期临床试验。针对康柏西普的质
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量控制, 其非还原 SDS-PAGE 纯度测定最初直接采
用了《中国药典》中的相应方法, 以该方法检测产品
纯度相对偏低。为了确定康柏西普产品是纯度问题还

是方法学评价的客观性问题, 进一步有效控制和评
价康柏西普产品相关杂质, 结合康柏西普蛋白的特
点发现原方法在产品主成分饱和的情况下过高估计

了杂质的含量, 同时也优化了 R250 染色的非还原
SDS-PAGE纯度检测方法, 相应药学资料经过方法学
验证后提交给 FDA, 促进了康柏西普在美国直接进
入临床Ⅲ期。本文针对凝胶的筛选、凝胶成像系统的

比较、主带灰度值线性范围、主要杂质灰度值线性范

围以及脱色条件开展研究, 确定了康柏西普非还原
SDS-PAGE纯度测定方法的实验条件。希望本文能够
对新药研发人员具有一定的借鉴作用。 
 

材料与方法 
药品和试剂  康柏西普蛋白样品, 成都康弘生

物科技有限公司生产。10%  预制聚丙烯酰胺凝胶 , 
Bio-Rad公司, 货号 456-1033; 4%～15%  预制聚丙烯

酰胺凝胶, Bio-Rad 公司, 货号 456-1083; 10×Tris/ 
Glycine/SDS Buffer, Bio-Rad 公司, 货号 161-0732;  
4×上样缓冲液, Bio-Rad 公司, 货号 161-0747; 蛋白
Marker, Bio-Rad 公司 , 货号 161-0373; 碘乙酰胺 , 
Sigma公司, 货号L1149-5G; 考马斯亮蓝R250染色液, 
Beyotime公司, 货号 P0017A-1; 脱色液, Beyotime公
司, 货号 P0017A-2。 

仪器  PowerpacTM Universal 型电泳仪, Bio-Rad
公司; XRS+型高分辨率凝胶成像系统, Bio-Rad公司; 
EZ型低分辨率凝胶成像系统, Bio-Rad公司。 

凝胶的选择  康柏西普样品分别以 10%固定浓
度预制胶、4%～15%梯度浓度预制胶进行非还原
SDS-PAGE电泳, 每块胶以 10 μg、3 μg各上样 1孔
并有一泳道为蛋白 Marker。两种凝胶同槽电泳, 染色
脱色条件相同, 比较两种凝胶对蛋白的分离效果。除
特别说明外, 非还原 SDS-PAGE 实验条件为 (下同): 
上样体系加入 3.6 % (W/V) 碘乙酰胺 1 μL (抑制自由
巯基重排)[1, 2], 70 ℃水浴 10 min, 80 V 电泳 30 min后
再 120 V电泳 60 min, 考马斯亮蓝 R250染色 60 min
后再脱色。 

凝胶成像系统的选择  使用 4%～15%  梯度浓度

预制胶, 康柏西普样品上样 3 μg 进行非还原 SDS-     
PAGE 电泳, 染色脱色后, 同一块凝胶分别在高分辨
率和低分辨率的两种凝胶系统上采集数据 , 使用
ImageLab 软件分析数据。比较两种不同分辨率的凝

胶成像系统采集数据的差异。 
主带线性范围及上样量的确定  使用 4%～15%

梯度浓度预制胶电泳, 高分辨率凝胶成像系统采集
数据, 以康柏西普样品在 0.125～20 μg内进行 10个
梯度上样量的检测, 分别为 0.125、0.25、0.5、1、1.5、
2、3、4、10和 20 μg, 重复 3次, 各 1板凝胶。复孔
样品单独稀释和前处理, 计算不同上样量主带灰度
值的 3次重复平均值。以上样量对主带平均灰度值作
图, 考察主带上样量的线性; 计算各上样量对应的纯
度, 考察不同上样量纯度的精密度。 

脱色条件的影响  同一康柏西普样品经前处理
后混匀上样体系, 于两板凝胶上各点样 4 孔, 以考马
斯亮蓝 R250同盘染色 60 min后, 两板凝胶各置一脱
色盘脱色, 每次加入脱色液 100 mL。胶 1 加入脱色
液开始脱色后, 每脱色 30 min 后更换一次新鲜脱色
液, 总脱色时间为 3 h。胶 2加入脱色液开始脱色后, 
每脱色 60 min 后更换一次新鲜脱色液, 总脱色时间
为 3 h时采集一次数据, 胶 2加入脱色液继续脱色至
5 h, 采集数据。通过背景脱色效果和纯度结果比较 3
个脱色条件的影响。 

主要杂带的线性范围  电泳与主带线性范围实
验相同, 二者共享实验数据。计算各上样量主要杂质
条带灰度值的 3次重复平均值。以上样量对主要杂质
带平均灰度值作图, 考察杂带灰度值的线性。 
 

结果 
1  凝胶的选择 

10%固定浓度预制胶、4%～15% 梯度浓度预制    
胶以相同实验条件电泳并染色脱色后, 电泳结果见
图 1。 

电泳图 1显示, 康柏西普样品主带下方出现 3条
杂带, 杂带 1、杂带 2位于 100 kD与主带之间, 所占
比例较低; 杂带 3略低于 75 kD, 所占比例明显高于
杂带 1、杂带 2。10%  固定浓度胶, 杂带 1、杂带 2与
主带未完全分离, 带型较弥散, 康柏西普条带两边上
翘。4%～15%  梯度浓度胶, 杂带 1、杂带 2与主带完
全分离 , 且分离效果好 , 带型平整。另外 , 分子量
Marker显示, 对于高分子量区域, 4%～15%  梯度浓度

胶分离效果优于 10%  固定浓度胶, 相反, 对于低分子
量区域, 10%  固定浓度胶分离效果优于 4%～15%  梯

度浓度胶。 
2  凝胶成像系统的选择 

康柏西普样品电泳后, 如图 2 所示, 同一凝胶以
两种凝胶成像系统采集数据, 分别为 EZ 型 (低分辨 
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Figure 1  Separation results of conbercept with 4% −15% gradient gel (A) and 10% gel (B) 
 

 
Figure 2  Comparison of data acquired from gel imaging systems with low resolution (A) and high resolution (B) 
 
率型) 和 XRS+型 (高分辨率型)。其中低分辨率型设
备较简易, 专用于 SDS-PAGE, 图片分辨率 140 万像
素, 动态范围 3.0 OD, 像素密度为 212, 即饱和度为    
4 096, 输出图像清晰度 300 dpi; 高分辨率型则具有
多功能性, 可用于 SDS-PAGE、DNA凝胶等, 图片分
辨率 400万像素, 动态范围 4.0 OD, 像素密度为 216, 
即饱和度为 65 536。输出图片清晰度 300～600 dpi。 

对于康柏西普样品, 主带下方有 3 条杂质带, 杂
带 1、杂带 2含量较低且离主带较近, 杂带 3为主要
的杂质且离主带较远。凝胶系统采集数据并经 Image 
Lab 软件分析, 低分辨率凝胶系统无法使杂带 1、杂
带 2与主带基线分离, 无法准确进行积分计算; 高分
辨率凝胶系统能使杂带 1、杂带 2与主带基线分离。 
3  主带线性范围及上样量的确定 

康柏西普样品在 0.125～20 μg内进行 10个梯度
上样量, 重复 3 次, 上样量与主带平均灰度值的线性
关系见图 3A。 

上样量≤3 μg时, 主带灰度值线性相关系数 R2
 = 

0.993 7; 上样量≤4 μg时, 主带灰度值线性相关系数

R2
 = 0.984 8; 上样量≤10 μg时, 主带灰度值线性相关
系数 R2

 = 0.944  1; 上样量≤20 μg 时, 主带灰度值线
性相关系数 R2

 = 0.910 7。表明上样量≤3 μg时, 主带
灰度值线性好, 上样量超过 3 μg时, 主带灰度值线性
相关系数逐渐下降。1.5～4 μg 内不同上样量的纯度
CV% = 0.96%, 1.5～10 μg内不同上样量的纯度 CV% = 

2.68%, 10 μg上样量纯度明显偏低。 
鉴于上样量≤3 μg时, 主带灰度值线性相关系数

R2
 = 0.993 7, 且 CV值较低, 故非还原 SDS-PAGE检
测康柏西普纯度的方法采用 3 μg作为样品检测的上
样量。 
4  脱色条件的影响 

3 种脱色条件为不同的脱色液更换频率和脱色
时间, 电泳图见图 3B, 3种脱色条件所对应主带的纯
度分别为 89.9%  ± 1.33%、90.2%  ± 1.27%  和 94.4%  ± 

0.68%。 
60 min更换一次脱色液, 脱色 3 h后, 凝胶脱色

干净, 背景清晰。总脱色时间 3 h内, 30 min与 60 min
的换液频率主带平均纯度无明显差异; 脱色时间延 
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Figure 3  The linear relationship between the loading amounts of the samples and the average gray values of the main band (A) and 
electrophoregrams with three destaining conditions as indicated (B) 
 
长至 5 h, 杂带变浅, 主带纯度由 90.2%  提高至 94.5%, 
表明 3 h后继续脱色对纯度有明显影响。 
5  主要杂质的线性范围 

康柏西普杂带占比以杂带 3为主。电泳与主带线
性范围实验相同, 计算不同上样量 (0.5～20 μg) 对
应杂带 3的平均灰度值。可以计算得到, 第 3条杂质
带的上样量 (0.5～20 μg) 与杂带 3 的平均灰度值的
线性相关系数 R2

 = 0.990 0, 线性关系较好。结合主带
线性范围的结果, 以 3 μg作为非还原 SDS-PAGE 纯
度方法的上样量时, 主带及主要杂质的灰度值均在
线性范围内。 
 

讨论 
固定浓度胶和梯度浓度胶对不同分子量区域的

蛋白尤其糖蛋白的分离效果存在差异[3]。康柏西普  
样品主带下方出现 3 条杂带, 4%～15%  梯度浓度胶   
的分离效果和带型均明显优于10% 固定浓度胶, 所以
康柏西普非还原 SDS-PAGE纯度测定方法选用 4%～
15%  梯度浓度胶进行电泳。作为纯度测定方法, 应尽
量保证泳道分离组分的完整性, 本研究的两种凝胶
电泳条件相同, 溴酚蓝刚迁移至凝胶底部时结束电

泳, 若 10%  固定浓度胶增加电泳时间, 主带与杂带也
可能实现完全分离, 但过度的迁移将导致条带两边
上翘加重且会丢失泳道的部分信息。 

康柏西普应使用高分辨率的凝胶成像系统采集

凝胶数据。由于康柏西普有两条 100 kD以上的杂质
带且所占比例很低。低分辨率的凝胶成像系统无法实

现响应峰的基线分离, 将导致杂质条带占比显著高
于真实值。 

确定康柏西普的非还原 SDS-PAGE 纯度方法上
样量为 3 μg。当 SDS-PAGE作为定量方法时, 应结合
主带、杂带的线性范围合理确定上样量。康柏西普上

样量  > 3 μg时, 随上样量的增加, 主带灰度值逐渐趋
于饱和, 而杂质条带的响应值却线性增加, 将导致计
算的主带纯度结果低于真实值。康柏西普 3 μg上样
量对应主带灰度值为线性范围的上限, 且对应的主
要杂质条带灰度值也在线性范围内, 所以 3 μg 是康
柏西普的非还原 SDS-PAGE纯度方法的合理上样量。 

本研究之前的实验表明, 脱色 2～2.5 h, 有时背
景不能完全脱色干净, 故本研究对 3 h及 3 h以上的
脱色时间进行了比较。结果表明, 脱色 3 h 内, 保证
背景脱色干净的前提下, 更高的换液频率 (30 min更
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换一次脱色液) 对纯度结果没有影响, 而进一步增加
脱色时间将导致杂质条带过度脱色, 使主带纯度结
果高于真实值。由于脱色过程对纯度结果有影响, 实
际应用中, 应结合脱色液用量、摇床转速、换液频率
等确定合理的脱色时间。 

值得注意的是, 虽然现行版《中国药典》Ⅲ部中
很多治疗类生物制品各论的 SDS-PAGE 方法要求加
样量不低于 10 μg[4], 但是对于新药研发应根据产品
特点进行方法学验证以确定适宜的加样量。在本文研

究中, 10 μg 的上样量已经严重脱离其灰度值及上样
量之间的线性关系, 所计算的康柏西普非还原 SDS-     
PAGE 纯度远低于其实际值。此外, 取高上样量时杂
带的灰度值、低上样量时的主带的灰度值, 以保证二
者均位于上样量与灰度值的良好线性范围内, 并综
合考虑上样量之间的倍数关系, 所计算出的样品纯
度能够更客观地反映其实际值。虽然 SDS-PAGE 是
相对成熟的传统纯度测定方法, 但是其中对于实际
产品的检测, 仍然需要谨慎的优化和验证, 这样才能
真实地反映产品纯度。本文中应用了碘乙酰胺, 可以
在非还原电泳中有效减少杂带的含量[5, 6]。综上所述, 
利用本文中优化的非还原 SDS-PAGE 方法重新对康
柏西普纯度进行方法学验证和评估, 实测值及结合
多批次所制定的质量标准获得 FDA 同行专家的认  

可, 也为重组融合蛋白类制品纯度的质量控制提供
了参考。 
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