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HPLC-FMA法测定单抗药物中聚山梨酯80含量的方法学联合验证

俞小娟#, 于传飞#, 张荣建, 武 刚, 崔永霏, 郭璐韵, 王 兰*

(中国食品药品检定研究院, 北京 102629)

摘要: 对HPLC-FMA (high performance liquid chromatography-fluorescence micelle assay) 法测定单抗药物中聚

山梨酯 80含量的方法开展实验室间的联合验证, 以研究该方法在多个实验室间的可应用性和可转移性以及纳入

现行版药典的可行性。本文使用两个厂家 (J.T.Baker公司和南京威尔) 来源的聚山梨酯 80在 7个实验室开展验

证。结果显示, 在蛋白浓度 ≤ 20 mg·mL-1, 聚山梨酯 80含量在 0.05～0.5 mg·mL-1内时, 该方法专属性良好; 加标样品

的准确性分别为 92.20%～117.70% (J.T.Baker公司), 93.90%～117.20% (南京威尔); 组内精密度分别为RSD < 4.30%

(J.T.Baker公司), RSD < 2.60% (南京威尔); 总体精密度分别为RSD < 5.45% (J.T.Baker公司), RSD < 6.70% (南京威

尔); 线性相关系数分别为 r > 0.98 (J.T.Baker公司), r > 0.99 (南京威尔)。联合验证结果证明, HPLC-FMA法准确性、

精密度、线性和专属性均良好, 可应用于不同实验室单抗药物中聚山梨酯80含量的放行检测及稳定性分析。
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Interlaboratory method validation of HPLC-FMA for determination

of polysorbate 80 in monoclonal antibodies
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Abstract: The high performance liquid chromatography-fluorescence micelle assay (HPLC-FMA) method for

the content determination of polysorbate 80 in monoclonal antibody drugs was validated to study its applicability

and transferability between various laboratories, and the feasibility to be included in the Chinese Pharmacopoeia.

Both J.T. Baker and Nanjing Well-sourced polysorbate 80 was used in the collaborative validation of polysorbate

80 content analysis in seven different laboratories. The results show that when the protein concentration was no

more than 20 mg·mL-1 and the concentration of polysorbate 80 ranged from 0.05 to 0.5 mg·mL-1, the method had

good specificity. The recovery rates of the spiked samples ranged from 92.20% to 117.70% for J.T.Baker and from

93.90% to 117.20% for Nanjing Well. The intra-laboratory precision (%RSD) was less than 4.30% for J.T. Baker,

and less than 2.60% for Nanjing Well, while the overall precision was less than 5.45% for J.T. Baker, and less than

6.70% for Nanjing Well. The linear correlation coefficient was more than 0.98 for J.T. Baker and more than 0.99

for Nanjing Well. The results of the collaborative validation prove that the HPLC-FMA method has good accuracy,

precision, linearity, and specificity, and could be used for release control analysis of polysorbate 80 content in

monoclonal antibodies across different laboratories.
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单抗药物具有靶向性强、疗效明确、不良反应小等

优点, 近年来发展迅速, 迄今为止已有上百种单抗类药

物被美国 FDA批准上市。在单抗类药物中加入辅料

聚山梨酯 80, 可有效预防单抗的多聚形成和失活, 同

时也可用于防止玻璃药瓶或静脉输液管表面的非特异

性吸附。

聚山梨酯 80是油酸、山梨坦和环氧乙烷聚合而成

的聚氧乙烯 20山梨醇酐单油酸酯, 是一种亲水型非离

子表面活性剂, 具有较好的生物相容性, 当浓度大于其

临界胶束浓度时, 在溶液中可以互相缔结形成胶束, 而

它的增溶机制是使药物分子进入胶束之中, 而不是增

加药物分子在水中的溶解度。聚山梨酯 80本身是一

种复杂的混合物, 各成分含量波动较大, 且含有微量杂

质及降解产物, 而这些杂质和降解产物可进一步氧化

降解, 从而产生更多的有毒成分[1,2]。有证据表明, 单

抗药物中微粒与可见异物的形成与聚山梨酯 80密切

相关[3-6], 且研究表明, 过量的聚山梨酯 80可引起溶血

等不良反应, 因此, 出于用药安全的考虑, 我国监管机

构一般要求在对添加了聚山梨酯 80的单抗类药物, 在

质量标准中对其含量进行控制。

现行版《中国药典》三部中的聚山梨酯 80含量测

定法, 依据聚山梨酯 80中的聚乙氧基和铵钴硫氰酸盐

反应形成蓝色复合物, 可溶于二氯甲烷, 用比色法测

定, 建立标准曲线, 再回归计算聚山梨酯 80的含量[7],

该方法需要复杂的前期准备和处理, 且铵钴硫氰酸盐

有毒性。除此以外, 还有考马斯亮蓝比色法[8]、气相色

谱法[9]和高效液相色谱法, 相比较而言, 高效液相色谱

法灵敏度更高, 且操作简单, 适用性更广, 也是各大制

药企业的质控实验室的常用方法。由于聚山梨酯 80

分子中不含发色团, 因而无法使用普通的紫外检测器,

因此, 采用的方法有间接分解聚山梨酯 80分子并测定

其组分 , 比如反向色谱 (reversed-phase liquid chroma‐

tography, RP-LC) 法[10-13], 以及用色谱柱结合非选择性

检测器如蒸发光 (evaporative light-scattering detector,

ELSD) 检测器[14-16]和电喷雾 (charged aerosol dector,

CAD) 检测器[11,17]检测分离后的挥发性分子等方法。

HPLC-FMA是将染色法和高效液相色谱法结合使

用的一种简单、快捷的方法, 使用苯基萘胺 (N-phenyl-

1-naphthylamine, NPN) 对聚山梨酯 80 的基团进行染

色 , 然后使用荧光检测器检测聚山梨酯 80 含量的方

法。苯基萘胺是一种疏水荧光染料, 在 pH值大于 6时

不带电荷, 微溶于水, 易溶于非极性环境 (pH 6～8), 聚

山梨酯 80是一种多组分的表面活性剂, 在达到临界胶

束浓度后, 其分子的疏水部分相互吸引, 结合在一起形

成胶束, 胶束亲油基团向内, 亲水基团向外, 形成非极

性疏水内核, 苯基萘胺在水溶液中荧光信号值较低, 但

在疏水环境 (如胶束核心) 中荧光信号值激增, 荧光强

度与聚山梨酯 80的浓度呈正相关, 因此, 通过测定荧

光值可以反映聚山梨酯 80的含量。该方法无需色谱

柱, 尼龙线圈可以使胶束与苯基萘胺分子充分衍生吸

收, 防止频带扩展, 可将含有不同组分的聚山梨酯 80

作为一个整体来分析, 无需进行复杂的前处理, 检测过

程简单高效, 实用性较强, 也是目前生物制药企业使用

较多的测定方法之一。

本文选取已上市单抗药物中普遍使用的来源于美

国 J.T.Baker公司和南京威尔两个厂家的聚山梨酯 80

作为对照品, 依据 ICH Q2的指导原则, 联合 7家实验

室, 对HPLC-FMA方法进行了方法学验证, 结果表明,

该方法专属性、精密性、准确性和线性良好, 可作为抗

体类药物中聚山梨酯80含量放行的检测方法。

材料与方法

药品及试剂 聚山梨酯 80 对照品购自美国 J.T.

Baker公司, 符合英国药典 (BP)、欧洲药典 (EP)、美国

药典/国家处方集 (USP/NF) 和日本药典 (JP) 标准, 批

号为 0000207715; 聚山梨酯 80 对照品购自南京威尔

化工有限公司 (供注射用), 执行标准为《中国药典》

2015年版四部, 产品批号为 20190601。另外组氨酸、

蔗糖、甘露醇、苯基萘胺、月桂醇聚氧乙烯醚、氯化钠、

二乙基三胺五乙酸、三羟甲基氨基甲烷、柠檬酸钠、醋

酸钠、D-山梨醇和L-蛋氨酸均购自美国Sigma公司, 盐

酸、氢氧化钠购自中国医药集团有限公司, 色谱级乙

腈、异丙醇购自美国 Fisher Scientific公司。单抗药物

样品 mAb-1 (72 mg·mL-1) 为工艺过程中超滤/渗滤

(UF/DF) 后样品, 为含除聚山梨酯 80外制剂缓冲液的

单抗样品, 由本实验室保存。

高效液相色谱系统及参数 使用配有荧光检测器

和数据采集系统的 HPLC系统, 参与联合验证的 7家

实验室分别使用了3个厂家 (Agilent、Waters和Thermo)

的高效液相系统、3 种型号的荧光检测器 (Agilent

FLD G1321B、Waters acquity class FLR和Thermo FLR)

和两种规格的线圈 (Supelco Knitted Reactor Coil 5 m×

0.50 mm ID, 货号 57405; Thermo REACTION COIL-

750 µL, 货号 042631), 基本涵盖了目前药企和科研机

构使用HPLC-FMA法时常用的仪器和耗材。

色谱条件如下 : 流动相为 0.15 mol·L-1 氯化钠、

0.05 mol·L-1三羟甲基氨基甲烷、5%乙腈、5.0 μmol·L-1

苯基萘胺、15 μg·mL-1月桂醇聚氧乙烯醚 , pH 8.0, 荧

光检测器检测波长为激发波长 350 nm、发射波长

420 nm, 进样体积为 10 μL, 柱温箱温度为 35 ℃, 样品
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盘温度为4 ℃, 流速为1.5 mL·min-1, 洗脱时间为2.5 min,

洗脱方式为等度洗脱, PMT增益值为9。

样品制备 所有样品均分别采用美国 J.T.Baker

公司和南京威尔两个厂家来源的聚山梨酯 80 配制。

空白样品: 超纯水。标准曲线溶液: 用超纯水分别配

制浓度为 0.05、0.10、0.20、0.40 和 0.50 mg·mL-1 的聚

山梨酯 80溶液, 作为标准曲线溶液。质控样品: 用超

纯水分别配制 0.2 mg·mL-1 聚山梨酯 80 作为质控样

品。加标样品: 采用超纯水、mAb-1及聚山梨酯 80, 配

制 mAb-1浓度为 20 mg·mL-1以及聚山梨酯 80浓度分

别为 0.05、0.10、0.20、0.40和 0.50 mg·mL-1聚山梨酯 80

的系列加标样品溶液。专属性样品: 均为不含聚山梨

酯 80的制剂缓冲液, 其中制剂缓冲液A1: 20 mmol·L-1

组氨酸/组氨酸盐酸、250 mmol·L-1蔗糖 , pH 6.0; 制剂

缓冲液A2: 20 mmol·L-1 Tris、0.1 mmol·L-1二乙基三胺

五乙酸、10%甘露醇、100 mmol·L-1氯化钠, pH 7.0; 制

剂缓冲液 B1: 20 mmol·L-1 柠檬酸钠、50 mmol·L-1 氯

化钠、3.0% 甘露醇、0.02 mmol·L-1 二乙基三胺五乙

酸 , pH 值 6.0; 制剂缓冲液 B2: 25 mmol·L-1 盐酸精氨

酸、20 mmol·L-1 组氨酸、12.5 mmol·L-1 醋酸钠、5%

蔗糖, pH 5.9。制剂缓冲液 C: 10 mmol·L-1 L-组氨酸、

252 mmol·L-1 D-山梨醇、10 mmol·L-1 L-蛋氨酸, pH 6.25。

样品进样与数据分析 美国 J.T.Baker公司和南

京威尔两个厂家来源的样品分批次进行测试, 首先用

超纯水平衡系统 (进样至少 5次), 再用 1.0 mg·mL-1的

质控样品平衡系统至少 20次 (使系统的荧光信号值达

到稳定) 至峰面积基本稳定 (荧光信号稳定后方可进

行样品检测 , 此步骤不可省略), 然后再进行进样 , 以

0.2 mg·mL-1的质控样品作为序列中的质控品, 序列前

后均上样质控品, 另外每 6针加标样品后, 进 1针质控

品, 最后 1针加标样品之后, 再进一针质控品。然后,

选取色谱图中的聚山梨酯 80主峰做积分运算, 以聚山

梨酯 80对照品的浓度为X轴, 聚山梨酯 80对照品的峰

面积为 Y轴, 利用合适的色谱软件线性拟合建立标准

曲线 Y = mX + b, 线性回归计算质控品和供试品中聚

山梨酯80的含量。

系统适用性要求 系统适用性要求为超纯水空白

进样中聚山梨酯 80主峰位置无明显干扰峰; 标准曲线

的相关系数 r2 ≥ 0.99; 0.2 mg·mL-1质控品的回收率在

90.0%～110.0% 之间 ; 序列中所有质控品回收率的

RSD ≤ 10%。

验证方案 使用美国 J.T.Baker公司和南京威尔

两个厂家来源的聚山梨酯 80, 在 7个联合验证实验室,

使用 0.05、0.10、0.20、0.40 和 0.50 mg·mL-1共 5 个浓度

梯度的聚山梨酯 80 做标准曲线。使用 0.05、0.10、

0.20、0.40和 0.50 mg·mL-1共计 5个浓度梯度的加标样

品, 每个验证实验室对每个浓度的加标样品分别进样

3次, 计算每次进样的回收率, 并计算均值, 进行准确

性、精密度和线性的验证。准确性计算 7家联合验证

实验室 5个浓度加标样品平行 3次进样回收率的均值,

可接受范围为各个浓度水平的回收率在 80%～120%

内; 精密度为同一验证实验室的重复性和所有验证实

验室的重现性, 可接受范围为各个浓度水平回收率的

RSD ≤ 10%; 线性计算分别对 5个浓度的加标样品在 7

个联合验证实验室的实测浓度和理论浓度进行了线性

拟合, 可接受范围为各个浓度加标样品测定值和理论

值所拟合直线的相关系数 r2 ≥ 0.98; 专属性使用标准

曲线最低点 0.05 mg·mL-1的聚山梨酯 80和专属性样品

进行了专属性验证, 可接受标准为专属性样品在聚山

梨酯 80出峰位置无干扰, 各浓度点的加标样品准确性

符合要求。

结果

1 系统适用性

方法空白在加标样品的出峰位置无干扰峰 (图 1);

7个联合验证实验室标准曲线的 r2值均大于 0.99, 拟合

良好; 验证过程中所有序列中 0.2 mg·mL-1质控品的回

收率在 92.5%～108.3%之间, RSD均 < 4.8%。符合系

统适用性要求。

2 准确性

计算结果表明, J.T.Baker公司的聚山梨酯 80回收

率为92.20%～117.70 %, 南京威尔的回收率为93.90%～

117.20%。所有加标样品的回收率均在 80%～120%之

间 (图2)。

3 精密度

精密度结果如图 3A和 3B所示, J.T.Baker公司来

Figure 1 Overlapped chromatogram of blank (blue line) and

spike sample of 0.05 mg·mL-1 (red line)
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源聚山梨酯 80 的 RSD 最大值为 4.30%, 南京威尔的

RSD最大值为2.60%。重现性为所有7家验证实验室相

同浓度加标样品回收率的RSD (n = 21), 结果如图2C所

示 , J.T.Baker 公司来源聚山梨酯 80 的 RSD 最大值为

5.45%, 南京威尔的RSD最大值为6.70%, 均小于10%。

4 线性

结果表明 , J.T.Baker公司来源的聚山梨酯 80, 线

性拟合函数的 r2值均大于 0.98, 南京威尔来源的聚山

梨酯80线性拟合函数的 r2值均大于0.99。拟合方程如

表1和表2所示, 说明该方法线性良好。

5 专属性

各专属性样品在聚山梨酯 80出峰位置无干扰; 且

准确性验证结果表明, 所有浓度水平下加标样品的准

确性研究均符合标准要求, 证明缓冲液无干扰。可认

为该方法具有专属性。

Table 1 The correlation of theoretical and measured concentra‐

tions of polysorbate 80 from J.T.Baker in seven labs

Lab number

Lab 1
Lab 2
Lab 3
Lab 4
Lab 5
Lab 6
Lab 7

Fitting equation

y = 1.052 6 x + 0.001 4
y = 1.028 4 x + 0.000 9
y = 1.004 7 x + 0.008 4
y = 0.999 7 x + 0.005 9
y = 1.008 5 x + 0.001 4
y = 0.960 0 x + 0.004 8
y = 0.982 5 x + 0.009 2

Coefficient of

correlation (r)
0.999 6
0.999 6
0.982 4
0.999 9
1.000 0
0.999 7
0.999 8

Figure 2 Recovery rate range of polysorbate 80 in samples spiked with different concentration levels of polysorbate 80 from J.T.Baker (A)

and Nanjing Well (B) in seven labs as indicated

Figure 3 Intra-laboratory repeatability of samples spiked with different concentration levels of polysorbate 80 from J.T.Baker (A) and

Nanjing Well (B), and inter-laboratory reproducibility (C)
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6 检测范围

根据以上验证结果 , 本 HPLC-FMA 测定单抗药

物中聚山梨酯 80含量的方法, 在线性范围内 (0.05～

0.5 mg·mL-1), 准确性和精密度符合要求。

讨论

随着国内外单抗药物的快速上市, 对其质量控制

方法和策略提出了新的挑战, 聚山梨酯 80作为单抗药

物中重要的辅料 , 亟需快速、灵敏、操作性强的测定

方法。

本文为聚山梨酯 80含量测定的方法学验证提供

了一个可供参考的实例, 依据 ICH Q2的指导原则[18],

验证了一种HPLC-FMA的方法, 用于测定单抗药物中

聚山梨酯 80含量, 该方法在 0.05～0.50 mg·mL-1内, 蛋

白浓度含量在 20 mg·mL-1及以下, 在不同类型的仪器、

不同类型的检测器、不同货号的线圈、两种在已上市单

抗药物中最常见厂家 (J.T.Baker公司和南京威尔) 的

聚山梨酯 80、7个药物质控实验室中均有良好的专属

性, 准确度、精密度和线性均符合要求。在准确性验证

中, 低浓度的 0.05及 0.10 mg·mL-1的加标样品的回收

率高于中高浓度加标样品的回收率 , 其原因可能为

HPLC-FMA法对仪器的清洁度要求较高, 在聚山梨酯

80含量较少且较为恒定的情况下, 对低浓度样品的影

响较大, 会出现整体趋势高于理论值的情况, 而高浓度

的影响较小。但本方法的结果符合验证要求, 故并未

进行进一步优化。

本文的研究对象单抗药物 mAb-1 为工艺过程中

超滤/渗滤后的样品, 为含除聚山梨酯80外制剂缓冲液

的单抗样品。在其中添加与标准曲线系列点浓度一致

的聚山梨酯 80制备加标样品, 加标样品除聚山梨酯 80

外, 其余组分均和实际生产的样品完全一致, 含有完全

一样的配方缓冲液和相同浓度的抗体蛋白。方法学验

证结果表明, 该HPLC-FMA方法在 0.05～0.5 mg·mL-1

内 , 准确性、精密度和线性的验证结果均符合预设

标准, 可认为当单抗药物中含有的聚山梨酯 80在该浓

度范围内时, 所测得的结果真实、可信。另外值得指出

的是, 采用该方法对其他单抗制品进行聚山梨酯 80含

量测定, 仍需考察其适用性。一般而言, 当将单抗药物

浓度稀释至 20 mg·mL-1及以下 , 聚山梨酯 80 含量在

0.05～0.50 mg·mL-1内时, 该方法可满足适用性, 而对

于含有较低浓度聚山梨酯 80的高浓度单抗药物, 该方

法中的蛋白对聚山梨酯 80信号检测的干扰可能会对

检测带来一定程度的影响, 导致该方法无法通过验证

要求。

总之, HPLC-FMA的方法灵敏、快速、稳定, 且符

合 ICH Q2所有方法学验证的要求, 在对多种单抗药物

进行研究后, 作为潜在的药典方法, 可用于多种单抗药

物的放行和质量控制中聚山梨酯80含量的测定。
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