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摘要：目的　建立全柱成像毛细管等电聚焦电泳（ｉｍａｇｅｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇ，ｉＣＩＥＦ）方法分析尤瑞克林（ｈｕｍａｎｕｒｉｎａｒｙ
ｋｉｎｉｎｏｇｅｎａｓｅ，ＨＵＫ）的电荷异质性。方法　取３５μＬ１％甲基纤维素、１０μＬ２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的亚氨基二乙酸、４μＬ两性电解质
溶液、４８ｍｇ尿素、等电点（ｐＩ）为６１４和７０５的等电点标记物各０５μＬ及水，配制为１００μＬ供试品体系进行聚焦分析，聚焦
条件为预聚焦电压１５００Ｖ、持续时间１ｍｉｎ，聚焦电压３０００Ｖ、持续时间６ｍｉｎ。结果　优化后的方法专属性良好、准确度验
证中回收率在９０％～１１０％之间；线性验证结果的ｒ２为０９９５７；重复性验证中的各异构体的ｐＩ的相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于
０２％，定量限为００１３ｍｇ·ｍＬ－１；ＩＤＡ及两性电解质等添加量的耐用性良好。采用该方法可以有效分离不同厂家的ＨＵＫ电
荷异构体。结论　建立的ｉＣＩＥＦ方法具有良好的专属性、精密度、准确度和耐用性，能够很好地解决蛋白质类产品的电荷异质
性评价的难题，对该类产品在电荷异质性角度的质量控制具有重要意义。

关键词：尤瑞克林；糖蛋白；电荷异质体；全柱成像毛细管等电聚焦电泳（ｉＣＩＥＦ）
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　　生物来源的蛋白质经过例如糖基化、磷酸化、泛
素化、乙酰化等复杂的翻译后修饰，导致其表现出

电荷异质性［１２］。电荷异质性对蛋白质药物的免疫

原性和生物学活性的发挥产生了重要影响，已证明

可影响蛋白质与聚电解质的络合［３４］等，因此电荷异

质性是该类品种的关键质量属性［５］之一。常用的

电荷检测技术主要包括离子色谱、区带电泳、等电聚

焦等，其中等电聚焦方式包括平板等电聚焦电泳

（ｉｓｏｅｌｅｃｔｉｒｃｆｏｃｕｓｉｎｇ，ＩＥＦ）、毛细管等电聚焦电泳
（ｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇ，ＣＩＥＦ）和全柱成像毛细
管等 电 聚 焦 电 泳 （ｉｍａｇｉｎｇｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｆｏｃｕｓｉｎｇ，ｉＣＩＥＦ）。ｉＣＩＥＦ与传统检测方法相比，省
略了蛋白迁移至检测器的过程，可以缩短分析时间，

降低了蛋白沉淀所致的毛细管堵塞的几率，并且可
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以实时监测蛋白质在毛细管中的动态过程，获得的

信息更加全面［６７］，是目前公认的分析蛋白质电荷异

质性的最佳方法之一［７１１］。

尤瑞克林（ｈｕｍａｎｕｒｉｎａｒｙｋｉｎｉｎｏｇｅｎａｓｅ，ＨＵＫ）是
提取于健康成年男性新鲜尿液的一种糖蛋白，存在

糖基化位点多、糖基化修饰复杂，这些因素也是引起

该品种电荷异质性的原因之一［１２］。此外，蛋白质在

生产和储存过程中会发生一些修饰，如脱酰胺、氧

化、异构化二硫键错配等，这也是造成电荷异质性的

原因之一。由于这些变体的存在会对产品的活性产

生影响［１３］，因此将电荷异质性分析作为质量控制的

一部分是非常有必要的。

目前尚无将 ｉＣＩＥＦ应用于 ＨＵＫ的报道。本研
究基于ｉＣＩＥＦ技术建立了 ＨＵＫ电荷异质性的分析
方法，对比了不同生产企业的ＨＵＫ产品电荷异质体
分布的情况，并对同企业产品的批间一致性进行了

质量评价。

１　仪器与试药
１１　仪器

全柱成像毛细管等电聚焦电泳仪 （型号

Ｍａｕｒｉｎｃｅ，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ公司）；离心机（型号
１１４，德国ＳＩＧＭＡ公司）；电子天平（型号 ＸＰＥ２０５，
瑞士ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＭｉｌｌｉＱ超
纯化水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；涡旋混合器（型号
ＤｉｇｉｔａｌＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２，美 国 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ
公司）。

１２　试药与试剂
测定用原液和注射液样品两个企业各３批，由

Ａ，Ｂ两企业提供；尿素（批号 Ｕ６５０４，≥９８％，美国
ＳＩＧＭＡ公司）；亚氨基二乙酸（ｉｍｉｎｏｄｉａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，
ＩＤＡ）（批号２２００００，９８％，ＡＬＤＲＩＣＨ）；两性电解质溶
液（批号１７０４５６０１，美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司）；１％甲
基纤维素（ＭＣ）（批号 １０２７３０）、０５％ ＭＣ（批号
１０１８７６）、ｐＩ６１４等电点标记物（批号１００２２０）、ｐＩ７０５
等电点标记物（批号１０２２２６）、ｃＩＥＦ荧光标记物（批号
０４６０２５）、氢氧化钠（含０１％ ＭＣ，批号 １０２７２８）、磷酸
（含０１％ ＭＣ，批号 １０２７２７）（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ公
司）；１０Ｋ超滤管（Ｏｍｅｇａ５００／ｐｋ，ＰＡＬＬ）。

２　方　法
２１　样品处理

将 原 液 （０７～１ｍｇ· ｍＬ－１）、注 射 液
（０１ｍｇ·ｍＬ－１）用 １０Ｋ 超 滤 管 置 换 除 盐，

１４８００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，用纯化水置换３次。
将蛋白质复溶，使终质量浓度为４ｍｇ·ｍＬ－１；企业
注射用粉针制剂（约每支００１３ｍｇ）取８支，分别溶
解于２００μＬ水中，经１０Ｋ超滤管超滤，加水复溶，
使终质量浓度为４ｍｇ·ｍＬ－１。
２２　供试品溶液的制备

取８μＬ“２１”项下制备的４ｍｇ·ｍＬ－１的蛋白
质溶液，加入 ３５μＬ１％ 甲基纤维素、１０μＬ
２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＤＡ、４μＬ两性电解质溶液、４８ｍｇ
尿素，以及等电点（ｐＩ）为 ６１４和７０５的等电点标
记物各０５μＬ，然后加入４２μＬ水，使得样品体系终
体积为１００μＬ，充分混合均匀后、１４８００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ，取８０μＬ上清液，转移至９６孔板中检测。
２３　成像毛细管等电聚焦电泳条件

采用 ＭａｕｒｉｃｅｃＩＥＦ（Ｐ／Ｎ０９０１０１）卡盒；聚焦条
件为：预聚焦电压１５００Ｖ，持续时间１ｍｉｎ；聚焦电
压 ３０００Ｖ，持续时间 ８ｍｉｎ；紫外检测器，波长
２８０ｎｍ。阳极液：１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠（含０１％
ＭＣ）；阴极液：８０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸（含０１％ ＭＣ）。
２４　条件的优化
２４１　尿素浓度的优化　配制不同的样品体系，
使得尿素的浓度分别为０、４、６、８ｍｏｌ·Ｌ－１，终体积
为１００μＬ。
２４２　ＩＤＡ的优化　配制除 ＩＤＡ浓度不同外、其
他条件相同的样品体系，使得ＩＤＡ的浓度分别为０、
２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
２５　方法学的验证
２５１　专属性　分别配制目标蛋白、非相关蛋白、
空白试剂样品体系，按照优化的方法进行分析。

２５２　精密度与重复性　按照优化的方法配制目
标蛋白溶液进样分析，同一样品连续进６针，将产生
的所有峰进行积分，计算各峰ｐＩ以及峰面积百分比
的平均值和相对标准偏差（ＲＳＤ）。配制６份相同的
目标蛋白样品体系，按照优化的方法、采用相同的条

件进行分析，进样过程中每３针样品之间加进１针
空白样品。将蛋白质所产生的所有峰进行积分，计

算各峰的ｐＩ与峰面积百分比的均值与ＲＳＤ。
２５３　定量限　配制不含目标蛋白的预混体系，
分别向其中加入目标蛋白，使蛋白终质量浓度分别

为００３１、００６３、０１２５、０２５、０５、１０ｍｇ·ｍＬ－１。
按照优化的方法进样分析，各重复３次。以６个蛋
白质浓度点的主峰峰高与蛋白质浓度做直线回归，

得到３次重复拟合的３条曲线与回归方程。根据人
用药品技术要求国际协调理事会 — 分析方法验

·３３５１·
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证：文本及方法学（ＩＣＨ＿Ｑ２＿Ｒ１）［１４］中的公式计算定
量限（ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）。
２５４　线性 配制终质量浓度为０６４、０５６、０４８、
０４０、０３２、０２４ｍｇ·ｍＬ－１的梯度浓度样品，对各
个电荷异质体的总峰面积进行线性回归。

２５５　准确度　配制５份样品体系，使目标蛋白的
终质量浓度分别０１、０２、０３、０７５、１０ｍｇ·ｍＬ－１，重
复３次。将谱图结果进行积分，计算每个进样的所
有蛋白质峰的峰面积和的平均值，以各浓度所对应

的峰面积和与蛋白质的终浓度做直线回归，得到回

归方程。将各浓度点的浓度代入回归方程，计算各

浓度点的理论峰面积和及回收率。

２５６　两性电解质耐用性　配制两性电解质终浓
度为３％、４％、５％的样品溶液，使用相同方法进样
分析。

２５７　ＩＤＡ的耐用性　配制 ＩＤＡ最终添加浓度
１８、２０、２２ｍｍｏｌ·Ｌ－１样品，采用相同方法进样分析。

３　结　果
３１　条件优化
３１１　尿素浓度的确定　当不添加尿素或尿素浓
度过低时，蛋白质因在毛细管内聚集和沉淀，不利于

电泳图展现［１５］；添加尿素作为稳定添加剂在聚焦时

帮助稳定和溶解蛋白。当尿素浓度为 ８ｍｏｌ·Ｌ－１

时，蛋白能够被正常分析且峰形最好，峰之间不重

叠，故选择８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素作为最终使用浓度。不
同浓度的尿素添加下的保留见图１。

图１　全柱成像毛细管等电聚焦电泳（ｉＣＩＥＦ）法分析尤瑞克

林（ＨＵＫ）电荷异质性的尿素浓度确定
Ｆｉｇ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｕｒｅａｉｎｔｈｅａｎａｌｙｓｅ

ｏｆｈｕｍａｎｕｒｉｎａｒｙｋｉｎｉｎｏｇｅｎａｓｅ（ＨＵＫ）ｂｙｉｍａｇｅｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｅ

ｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇ（ｉＣＩＥＦ）

３１２　阳极占位剂 ＩＤＡ的影响　由于该样品偏
酸，当不添加 ＩＤＡ时，蛋白质在聚焦过程酸区部分
峰会迁移出检测窗外，不能被保留，造成获得信息不

全面的结果；添加２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＤＡ作为阳离子占
位剂［１６］，占据阳极到检测器的毛细管，蛋白质的所

有峰保留完整且分离良好，因此选择在样品体系中

添加２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＤＡ，见图２。

Ａ－不添加ＩＤＡ；Ｂ－添加２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＤＡ。

Ａ－ｗｉｔｈｏｕｔＩＤＡ；Ｂ－ｗｉｔｈ２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＤＡ．

图２　亚氨基二乙酸（ＩＤＡ）对ＨＵＫｉＣＩＥＦ保留的影响
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｍｉｎｏｄｉａｃｅｔｉｃａｃｉｄ（ＩＤＡ）ｆｏｒＨＵＫ′ｓ
ｒｅｓｅｒｖｅｂｙｉＣＩＥＦ

３２　ｉＣＩＥＦ方法验证
ＨＵＫ的ｉＣＩＥＦ典型图谱见图３，聚焦过程电流

电压随时间变化见图４。

图３　ＨＵＫ的ｉＣＩＥＦ典型图谱
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｉＣＩＥＦｆｏｒＨＵＫ

３２１　专属性　采用优化的方法进行分析，目标蛋
白质明显区分于非相关蛋白的图谱，且空白实际基线

平稳，除２个等电点标记物（６０５，７０４）峰之外，不产
生其他溶剂峰（图５）。表明该方法的专属性良好。
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图４　ＨＵＫ聚焦过程电压（Ａ）和电流（Ｂ）随时间变化图
Ｆｉｇ４　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｖｏｌｔａｇｅ（Ａ）ａｎｄｃｕｒｒｅｎｔｖａｒｉａｔｉｏｎ（Ｂ）ｏｖｅｒ
ｔｉｍｅｄｕｒｉｎｇＨＵＫｆｏｃｕｓｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ

图５　ＨＵＫ的ｉＣＩＥＦ专属性验证
Ｆｉｇ５　ＳｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉＣＩＥＦｆｏｒＨＵＫ

３２２　精密度　①仪器精密度：同一样品连续进
样６次，样品叠加图谱（图６），图谱基本一致；异构
体峰面积百分比的 ＲＳＤ为０２５％ ～６７８％，各 ｐＩ
的 ＲＳＤ均 ＜０４％，表明该仪器的精密度良好
（表１）。

峰１～１４分别对应表１、３、４中的峰序号１～１４；峰３～１２分别对应表２中的峰

序号１～１０。

Ｐｅａｋｓ１－１４ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｐｅａｋｎｕｍｂｅｒｓ１－１４ｉｎＴａｂ．１，３ａｎｄ４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

Ｐｅａｋｓ３－１２ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｐｅａｋｎｕｍｂｅｒｓ１－１０ｉｎＴａｂ．２ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图６　ＨＵＫ的 ｉＣＩＥＦ仪器精密度验证
Ｆｉｇ６　ＴｈｅｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｉＣＩＥＦｆｏｒＨＵＫ

表１　ＨＵＫ的ｉＣＩＥＦ精密度验证结果。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　ＴｈｅｉＣＩＥＦｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＨＵＫ．
ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｔｈｅｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｅａｋａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％ ｐＩ

Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ／％

１ ０３４±００２ ６７８ ２９５±００１ ０３８

２ ０９７±００５ ５３９ ３０２±０００６ ０１８

３ １９６±００３ １７１ ３１４±０００８ ０２４

４ ４４１±０１０ ２１７ ３２８±０００６ ０１８

５ ７２５±００８ １０６ ３４１±０００６ ０１８

６ １１１３±０１０ ０８８ ３５７±０００６ ０１７

７ １４５２±００４ ０２５ ３７３±０００６ ０１７

８ １７３３±００６ ０３２ ３９０±０００６ ０１４

９ １７０２±０１０ ０６０ ４０７±０００４ ０１１

１０ １３３５±０１４ １０５ ４２７±０００４ ００９

１１ ７９２±００４ ０４９ ４４８±０００４ ０１０

１２ ３１７±００６ １８５ ４６９±０００３ ００６

１３ ０３１±００１ ３３７ ４８３±０００４ ００８

１４ ０２２±００１ ５７０ ４８９±０００４ ００８

②重复性：异构体各峰面积百分比的 ＲＳＤ在
０７１％～６１０％，ｐＩ的 ＲＳＤ为０１４％ ～０２０％，表
明该方法的重复性良好（表２）。

表２　ＨＵＫ的 ｉＣＩＥＦ重复性验证结果。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＲｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉＣＩＥＦｆｏｒＨＵＫ．
ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｔｈｅｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｅａｋａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％ ｐＩ

Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ／％

１ ２１７±０１３ ６１０ ３４４±０００５ ０１４

２ ４６６±０１７ ３６１ ３５７±０００６ ０１７

３ ７３６±０１７ ２３３ ３６９±０００７ ０１８

４ １１６２±００６ ０４９ ３８３±０００７ ０１９

５ １４９９±００５ ０３３ ３９６±０００８ ０２０

６ １７６８±０１４ ０８１ ４１１±０００７ ０１７

７ １７５１±００９ ０５０ ４２７±０００８ ０１８

８ １３４１±０１０ ０７５ ４４４±０００８ ０１８

９ ７７０±００５ ０７０ ４７２±０００７６ ０１７

１０ ２９３±００６ １９５ ４７９±０００６７ ０１４

３２３　定量限　按照优化方法重复检测３次，直线
回归方程分别为 ｙ＝１１３３９－０６０４（ｒ２＝０９９９９），
ｙ＝１１０５４ｘ－０６０３５（ｒ２＝０９９９９），ｙ＝１１１８４ｘ－
０８６５２（ｒ２＝０９９９９）。按照ＩＣＨ＿Ｑ２＿Ｒ１要求计算，
ＬＯＱ＝１０×０１５０９４８／１１１９５６７＝００１３ｍｇ·ｍＬ－１。
３２４　线性　配制终浓度为 ０３２、０２８、０２４、
０２０、０１６、０１２ｍｇ·ｍＬ－１的梯度浓度样品进样检
测，对各个电荷异质体的总峰面积进行线性回归，测

得线方程为ｙ＝４８７６１ｘ－５１７７８，ｒ２＝０９９５７，表明
该方法线性良好。

３２５　准确度　回归方程为：ｙ＝２９７２９ｘ－９１３０３，
·５３５１·

中国药学杂志２０２４年８月第５９卷第１６期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１６



ｒ２＝０９９９８。０１、０２、０３、０７５、１０ｍｇ·ｍＬ－１质量
浓度的样品的回收率分别为 １０２０％、１００４８％、
９７７７％、１０１１９％、９９５２％，均在９０％～１１０％之间，
表明该方法的准确度良好。

３２６　两性电解质的耐用性 分别配制添加的两性
电解质终浓度为３％、４％、５％的样品溶液，结果显
示，在改变两性电解质浓度的条件下，峰面积占比在

２％以上的异构体峰面积差异以及各电荷异构体 ｐＩ
值差异均较小，其异构体峰面积百分比以及 ｐＩ的均
值加减标准差（珋ｘ±ｓ）、ＲＳＤ见表３。

表３　 ＨＵＫ的ｉＣＩＥＦ两性电解质的耐用性结果。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｈａｒｍａｌｙｔｅ′ｓｄｕｒａｂｉｌｉｔｙｆｏｒＨＵＫｂｙ
ｉＣＩＥＦｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｔｈｅｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｅａｋａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％ ｐＩ

Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ／％

１ ０３８±００９ ２３８０ ２９０±０１９ ６６９

２ １０７±０１１ ９９６ ２９８±０１９ ６４８

３ ２００±０１２ ６０８ ３０９±０２０ ６５３

４ ４４５±００７ １４６ ３２４±０２１ ６３８

５ ７２７±０２４ ３３２ ３３６±０２１ ６３１

６ １０９８±０２８ ２５８ ３５２±０２１ ６０７
７ １４７１±０２６ １７８ ３６７±０２２ ５９３
８ １７２９±００５ ０２７ ３８４±０２２ ５７６
９ １７０８±００４ ０２１ ４０１±０２２ ５５７
１０ １３２４±０２０ １５３ ４２１±０２２ ５３２
１１ ７８０±０１７ ２２３ ４４１±０２２ ５０５
１２ ３２７±０２１ ６４７ ４６２±０２１ ４６０
１３ ０２７±００４ １６１４ ４７６±０２０ ４１５
１４ ０２０±００３ １３２３ ４８２±０１９ ４０２

３２７　ＩＤＡ的 耐 用 性 　 分 别 采 用 １８、２０、
２２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＩＤＡ为最终添加浓度，结果显
示，峰面积在７％以上的各主要电荷异构体的峰面
积值、ｐＩ值差异均较小，其异构体峰面积百分比以
及ｐＩ的均值加减标准差（珋ｘ±ｓ）、ＲＳＤ见表４。
３３　ｉＣＩＥＦ方法用于产品一致性评价

采用优化后的方法进行分析，共检测 Ａ企业与
Ｂ企业各３批制剂、３批原液。发现相同企业间产
品的ｉＣＩＥＦ异构体分布较为一致，不同企业间产品
的ｉＣＩＥＦ异构体分布存在一定差异，同企业不同批
次的原液之间、制剂之间 ｐＩ分布基本一致；Ａ企业
的原液中检测到１４个电荷异构体，制剂检测到１２
个电荷异构体，异构体等电点分布在２９２～４９４之
间；Ｂ企业注射液和原液均检测到１１个异构体，各
异构体的 ｐＩ分布在３３２～４９６；其具体 ｐＩ和峰面
积分布见表５～８。两企业各自原液、制剂的 ｉＣＩＥＦ
叠加图见图７～８；Ａ、Ｂ两企业原液、制剂代表图见
图９～１０。

表４　　ＨＵＫ的ｉＣＩＥＦ分析ＩＤＡ的耐用性结果。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＩＤＡ′ｓｄｕｒａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＫｂｙｉＣＩＥＦｎ＝６，

珋ｘ±ｓ

Ｔｈｅｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｅａｋａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％ ｐＩ

Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ

１ ０３４±００２ ５０９ ２９１±０１１ ３９２

２ ０９８±００４ ３５７ ２９８±０１２ ４０２

３ ２００±０１２ ６２０ ３１０±０１２ ４０１

４ ４３６±０２４ ５６０ ３２４±０１３ ３８８

５ ７３８±０１５ ２００ ３３７±０１２ ３６９

６ １０９２±０１８ １６８ ３５２±０１３ ３５８

７ １４６５±０１２ ０８３ ３６８±０１３ ３４７

８ １７３１±００３ ０１９ ３８５±０１３ ３３８

９ １７１０±００１ ００６ ４０２±０１３ ３２２

１０ １３３３±００８ ０６１ ４２２±０１３ ３０１

１１ ７８８±００８ １０６ ４４３±０１３ ２８８

１２ ３２５±０２６ ７９０ ４６３±０１２ ２５９

１３ ０３０±００６ １８５６ ４７８±０１２ ２４９

１４ ０２１±００３ １５５５ ４８４±０１１ ２２２

表５　Ａ企业３批ＨＵＫ注射液与原液ｉＣＩＥＦ测定的ｐＩ结果
Ｔａｂ５　ＴｈｅｐＩｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆＨＵＫｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄ
ａｃｔｉｖｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ（ＡＰＩ）ｆｏｒｍｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅＡｂｙ
ｉＣＩＥＦ

Ｔｈｅｐｅａｋｎｕｍｂｅｒ

／Ｂａｔｃｈｅｓ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ′ｓｐＩ Ｒａｗｍａｔｅｒｉａｌ′ｓｐＩ

Ａ Ｂ Ｃ Ⅰ Ⅱ Ⅲ

１ ２９５ ２９７ ３０９ ２９２ ２９５ ２９３

２ ３０６ ３０５ ３１７ ３００ ３０３ ３０１

３ ３１７ ３１７ ３２９ ３１１ ３１４ ３１３

４ ３３０ ３３０ ３４２ ３２５ ３２８ ３２６

５ ３４２ ３４１ ３５４ ３３７ ３４０ ３３８

６ ３５７ ３５６ ３６８ ３５２ ３５５ ３５４

７ ３７２ ３７２ ３８１ ３６７ ３７０ ３７０

８ ３８８ ３８８ ３９７ ３８４ ３８６ ３８７

９ ４０５ ４０４ ４１２ ４０１ ４０３ ４０４

１０ ４２３ ４２３ ４３０ ４２１ ４２２ ４２３

１１ ４４４ ４４３ ４４６ ４４２ ４４２ ４４４

１２ ４６０ ４５９ ４６５ ４６１ ４６２ ４６２

１３ － － － ４７７ ４７７ ４７８

１４ － － － ４８３ ４８３ ４８４

注：峰序号１～１４分别对应图９中峰１～１４。

Ｎｏｔｅ：Ｐｅａｋｎｕｍｂｅｒｓ１－１４ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｐｅａｋｓ１－１４ｉｎＦｉｇ．９．

４　讨　论
４１　方法优势

ＨＵＫ是糖基化修饰复杂的人源性蛋白质，从健
康人体的尿液中纯化得来［１７］，由于不同厂家、不同

批次原料来源的人群不固定、蛋白质翻译后修饰复

杂，决定了该蛋白的电荷不均一性。

蛋白质的等电点是它的内在属性之一，采用绝

对等电点的实测方式（如阳离子去垢剂沉淀负电荷

的蛋白）操作繁琐，不能反映电荷异质性的全景。

·６３５１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１６　　　　　　　　 　　　　 中国药学杂志２０２４年８月第５９卷第１６期



　　　　表６　Ａ企业３批 ＨＵＫ制剂与原液 ｉＣＩＥＦ测定的各电荷异
质体峰面积占百分比结果

Ｔａｂ６　ＴｈｅａｅｒａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒＨＵＫ′ｓｃｈａｒｇｅｉｓｏｍｅｒｓ
ｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｆｏｒｍｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄＡＰＩｏｆｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅＡｂｙ
ｉＣＩＥＦ

Ｔｈｅｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

／Ｂａｔｃｈｅｓ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｅａｋ

ａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

Ｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｐｅａｋ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

Ａ Ｂ Ｃ Ⅰ Ⅱ Ⅲ

１ ０３８ ０５２ １１０ ０３９ ０５２ １１５

２ １１４ １４９ １９３ １１６ １２４ ２６８

３ ２２５ ２５７ ３００ ２２０ ２５１ ３５６

４ ４６６ ５０５ ６５４ ４８２ ５１４ ６６４

５ ７５４ ８８７ ９６２ ７８０ ７７８ ９６４

６ １２６８ １２３８ １４４３ １１２２ １１６０ １２７６

７ １５１３ １５４１ １６９４ １５３７ １５５２ １５４６

８ １８３９ １６５８ １７２３ １７４６ １７１０ １６４５

９ １６９６ １７０２ １４８６ １６５６ １６０５ １４１８

１０ １２４０ １１９０ ９２７ １２８８ １２２５ ９７６

１１ ６３３ ６０８ ３９３ ７０２ ６８０ ５１８

１２ ２１４ ２１４ １１４ ２６５ ２６２ ２１４

１３ － － － ０２７ ０２７ ０２９

１４ － － － ０１９ ０１５ ０１４

注：峰序号１～１４分别对应图９中峰１～１４。

Ｎｏｔｅ：Ｐｅａｋｎｕｍｂｅｒｓ１－１４ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｐｅａｋｓ１－１４ｉｎＦｉｇ．９．

图７　Ａ企业ＨＵＫ原液与制剂ｉＣＩＥＦ保留叠加图
Ｆｉｇ７　ＥｎｔｅｒｐｒｉｓｅＡ′ｓＡＰＩａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｒｅｔａｉｎｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｄｉａｇｒａｍｂｙｉＣＩＥＦ

采用等电点标记物的相对 ｐＩ值测定方法相对简
单，尤其采用 ｉＣＩＥＦ技术还可以观测聚焦的实时
过程。聚焦过程中直接采集蛋白质峰位移的图

像，省去了蛋白质迁移至检测窗口的时间，分析

速度快。

４２　样品前处理
该方法对样品的要求相对较高，很多样品需要

经过复杂的前处理步骤才能满足测定要求。首先，

该方法需要样品具有较高的初始浓度，对于浓度

　　　　表７　Ｂ企业３批ＨＵＫ制剂与原液ｉＣＩＥＦ测定的ｐＩ结果
Ｔａｂ７　ＴｈｅｐＩｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆＨＵＫｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄ
ＡＰＩｆｏｒｍｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅＢｂｙｉＣＩＥＦ

Ｔｈｅｐｅａｋｎｕｍｂｅｒ

／Ｂａｔｃｈｅｓ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ′ｓｐＩ Ｒａｗｍａｔｅｒｉａｌ′ｓｐＩ

ａ ｂ ｃ １ ２ ３

１ ３４３ ３３２ ３４５ ３４５ ３５２ ３５２

２ ３５４ ３４５ ３５３ ３５６ ３６４ ３６６

３ ３６９ ３５９ ３７１ ３７０ ３７８ ３８０

４ ３８３ ３７３ ３８５ ３８４ ３９２ ３９４

５ ３９８ ３８８ ４００ ３９９ ４０７ ４０９

６ ４１４ ４０４ ４１６ ４１５ ４２３ ４２５

７ ４３３ ４２２ ４３４ ４３４ ４４１ ４４２

８ ４５３ ４４２ ４５３ ４５４ ４５８ ４６０

９ ４７４ ４６３ ４７４ ４７４ ４７８ ４７９

１０ ４８８ ４７９ ４８８ ４８８ ４９０ ４９１

１１ ４９４ ４８６ ４９３ ４９３ ４９５ ４９６

注：峰序号１～１１分别对应图１０中峰１～１１。

Ｎｏｔｅ：Ｐｅａｋｎｕｍｂｅｒｓ１－１１ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｐｅａｋｓ１－１１ｉｎＦｉｇ．１０．

表８　Ｂ企业３批 ＨＵＫ注射液与原液 ｉＣＩＥＦ测定的各电荷
异构体峰面积占百分比结果

Ｔａｂ８　ＴｈｅａｅｒａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒＨＵＫ′ｓｃｈａｒｇｅｉｓｏｍｅｒｓ
ｏｆｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄＡＰＩｆｏｒｍｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅＢｂｙ
ｉＣＩＥＦ

Ｔｈｅｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

／Ｂａｔｃｈｅｓ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｅａｋ

ａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

Ｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｐｅａｋ

ａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

ａ ｂ ｃ １ ２ ３

１ ０８３ ０９４ ０８６ ０３８ ０９６ ０７９

２ １８０ ２２８ ２２０ １０４ ２４３ ２２０

３ ４４１ ４７９ ４８４ ２７０ ５４７ ５４２

４ ７３５ ８２０ ７７２ ４８７ ９６５ ９６７

５ １２２１ １２０２ １１５３ ９１９ １４２３ １４５９

６ １７１５ １６４０ １５８０ １４１７ １８２４ １８７５

７ １８３９ ２００５ １６９８ １９７２ １９６４ １９８３

８ ２０３８ １８９１ ２０００ ２２５６ １６３９ １６１７

９ １４２２ １３１１ １６０４ １９４８ １０３１ １００９

１０ １９２ ２１９ ２５１ ３５７ １６６ １５７

１１ １３６ １１６ １５１ ２３５ １０４ ０９５

图８　Ｂ企业ＨＵＫ三批原液（上）与制剂（下）ｉＣＩＥＦ叠加图
Ｆｉｇ８　ＥｎｔｅｒｐｒｉｓｅＢ′ｓＡＰＩａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｒｅｔａｉｎｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｄｉａｇｒａｍｂｙｉＣＩＥＦ

·７３５１·
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图９　Ａ企业ＨＵＫ原液与制剂ｉＣＩＥＦ代表图
Ｆｉｇ９　ＥｎｔｅｒｐｒｉｓｅＡ′ｓＡＰＩａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｂｙ
ｉＣＩＥＦ

图１０　Ｂ企业ＨＵＫ原液与制剂ｉＣＩＥＦ代表图
Ｆｉｇ１０　ＥｎｔｅｒｐｒｉｓｅＡ′ｓＡＰＩａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｂｙ
ｉＣＩＥＦ

较低的蛋白质样品需要经过浓缩处理。此外，无机

盐离子对保留行为的影响比较大，对含有无机盐的

样品溶液需要在前处理过程中用水将盐溶液置换干

净后再上样。

由于聚焦过程中蛋白质高度浓缩，使得蛋白

质在聚焦过程中容易发生聚集，谱图的重现性难

以保证。尿素是应用比较广泛的非离子型去垢

剂，添加尿素之后，能够帮助稳定和溶解蛋白质，

来解离蛋白质的非共价键连接，可以在聚焦过程

中发生蛋白质沉淀现象，保证谱图重现。本实验

采用８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素体系可以获得良好的各异构

体分布谱图；但是由于该方法尿素添加比例比较

高，在样品离心处理以及进样过程中，要避免低温

条件和样品的长时间放置，以避免有析出；一旦有

晶体析出需要重新充分涡旋溶解混匀、离心，重新

上样；另外，也要尽快进样检测，以防止在放置过

程中有固体析出堵塞卡盒。

由于酸性和碱性的载体两性电解质可能会扩散

到阳极液和阴极液中，而加入良好的载体两性电解

质作为占位剂（一般阳极占位剂选用ＩＤＡ，阴极占位
剂常用 Ｌ精氨酸）可以有效避免样品漂移出检测
窗。ＨＵＫ等酸性蛋白质样品不使用占位剂会出现
酸区部分峰扩散到阳极液的情况，通过添加

２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＤＡ可以使所有电荷异构体的峰
保留且分离良好。但是加入这类电解质之后，由于

形成ｐＨ梯度的毛细管长度降低了，ｐＨ梯度被压缩
可能会导致分离度的降低。

４３　方法应用与意义
本研究通过ｉＣＩＥＦ技术建立了人源性尿激肽原

酶电荷异构体的分析方法，经验证，该方法的专属

性、精密度、准确度、耐用性、定量限良好，可以快速、

稳定地分析ＨＵＫ的电荷异质性，有效分离不同厂家
的原液和制剂样品，电荷异质体的 ｐＩ在２９～５０
范围内，碱区末端小峰的有无可能与原液、制剂溶剂

体系、储存环境等有差别有关；不同企业之间的产品

电荷异构体的保留数目有差别，或许与生产工艺、原

料来源等相关。本结果只能在电荷异质性角度体现

保留行为的差异，并不能体现其在临床疗效中的

差异。

目前，ｉＣＩＥＦ已收录在《中国药典》２０２０年版
３１２９单抗电荷变异体测定法［１９］中，用于检测单抗

的电荷变异体，并且经过验证该方法能够比较

ＨＵＫ电荷异构体的差异性，对电荷变异体的控制
角度有实际意义，可以考虑将该方法用于 ＨＵＫ的
质量标准提高中。综上所述，本研究建立的方法

可以用于 ＨＵＫ的电荷异质体分析，对该类蛋白质
的修饰分析、生产稳定性以及产品质量控制具有

实际意义。
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［１７］　ＨＩＡＬＶ，ＤＩＮＩＺＣＲ，ＭＡＲＥＳＧＵＩＡＭ，Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｐ
ｅｒｔｉｅｓｏｆａｈｕｍａｎｕｒｉｎａｒｙｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ（ｋｉｎｉｎｏｇｅｎａｓｅ）［Ｊ］．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ１９７４１３（２１）：４３１１４３１８．

［１９］　Ｃｈ．Ｐ（２０２０）ＶｏｌⅣ （中国药典 ２０２０年版．四部）［Ｓ］．
２０２０：２９８２９９．

（收稿日期：２０２４０２０４）
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