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Abstract: Antibody drug conjugates (ADCs) are innovative 
biopharmaceutical emerging in recent years. And this kind of 

biotherapeutics show unprecedented intrinsic heterogeneity, so 

separation technologies play a critical role in their characterization. 

In this tech note, heterogeneity of a Cys-linked ADC is analyzed by 

using CE-SDS and cIEF. In CE-SDS, we established the reduced and 

non-reduced method to evaluate the purity of the ADC and explain 

the meaning of each peak in CE-SDS. In cIEF method, we compared 

the change of charge variant distribution between ADC and the 

monoclonal antibodies. Both two method can give us the reference 

of quality control assessment to the ADCs.

前言

抗体偶联药物（Antibody-drug conjugates, ADC）是一种将化

学药物通过连接物（linker）与抗体偶联形成的药物。它既有抗体

的靶向性又有化学药物的强杀伤力，成为肿瘤治疗用药的研究与

发展热点。2011年8月和2013年2月，ADC药物brentuximabvedotin

（商品名Adcetris）和ado-trastuzumabemtansine（商品名

Kadcyla）分别获FDA批准上市。该两种ADC药物上市仅仅是ADC研

发热潮的缩影，目前，世界范围内有约60种ADC药物处于临床阶

段[1-2]。

ADC常见的偶联方式有赖氨酸偶联和半胱氨酸偶联。赖氨酸

是抗体中最常见的连接位点，其氨基可以与连接物的羧基反应，

得到较为稳定的酰胺键。一般的，抗体中约有80个赖氨酸，其中

10个赖氨酸可作为连接位点。对于半胱氨酸偶联的方式，由于抗

体表面没有游离的巯基，可以通过对断裂重链或者轻链间的二硫

键，在抗体编码中加入半胱氨酸，另一方面，可以通过用还原剂
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打断抗体链间已有的二硫键，形成游离的巯基，实现偶联[3]。图1

简单描述了赖氨酸和半胱氨酸可能的位点的结构示意图[4]。
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图 1 半胱氨酸和赖氨酸偶联位点及连接方式示意图 
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管电泳技术近年来以其分离度高、分析速度快及自动化程度高成

为了生物制药质控中不可或缺的分析技术，其中主要包括毛细管

凝胶电泳（CE-SDS）进行纯度分析（大小异质性）和毛细管等电

聚焦（cIEF）进行等电点和电荷异质性分析。

本研究采用Sciex公司的PA800 Plus生物制药分析系统，以通过

还原剂打开二硫键后通过半胱氨酸偶联的ADC为例，建立和完善了

CE-SDS和cIEF对该种ADC药物的分析方法，对其大小异质性和电荷

异质性进行了分析，为ADC药物的质量控制提供参考。

2、仪器和试剂

2.1 仪器

毛细管电泳仪（PA800 Plus生物制药分析系统，PDA和UV

检测器，Sciex）；5430型台式高速冷冻离心机（Eppendorf，

Germany）；MA3涡旋混合器（IKA，Germany）；Thermomixer 

compact型恒温混匀仪（Eppendorf，Germany）。
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2.2 试剂

IgG Purity/Heterogeneity Assay Kit（PN A10663）和Advanced 

cIEF Kit（PN A80976）采购自Sciex。两性电解质（PN 17-0456-01）

采购自GE Healthcare。其余所有试剂均为分析纯。巯基乙醇（PN 

M6250）、碘乙酰胺（PN I-1149）、磷酸（PN 345245）、氢氧化

钠（PN 221465）、氢氧化铵溶液（PN 221228）、亚氨基二乙酸

（PN 220000）、精氨酸（PN A5006）冰醋酸（PN 537020）和尿

素（U0631）均采购自Sigma-Aldrich。实验所需用水均采用二次去

离子水（Double Deionized Water, DDI Water）。Ultracel YM-10 滤膜

（Millipore PN A11530）。

1）CE-SDS：

碘乙酰胺溶液：取46 mg 碘乙酰胺与1.5 mL EP管中，加入1 mL 

DDI Water溶解混匀。现用现配，避光保存。

2）cIEF：

阳极液、 阴极液、化学迁移剂、酸性冲洗液、4.3 M尿素溶

液、阳极稳定液、阴极稳定液、3 M Urea-cIEF Gel溶液的配制方法

参照Sciex cIEF试剂盒说明书[5]。

2.3 样品及前处理

裸抗和其通过半胱氨酸偶联的ADC样品均来自某合作单位。

取 400 µL 样品入超滤管（截留分子量10 kD）中，14000 rpm，

离心10 分钟；加入300 µL DDI water，14000 rpm，离心10 分钟；再

加入300 µL DDI water，14000 rpm，离心10 分钟。调整样品最终浓

度为5.0 mg/mL，盐离子浓度低于50 mM。

1）CE-SDS：

取两支1.5 mL EP管，分别取20 μL样品于两支EP管中，然后各

加入75 μL的Sample buffer使得体积为95 μL。然后再向两支EP管

中分别加入5 μL 2-巯基乙醇（还原法）和碘乙酰胺溶液（非还原

法）。盖上瓶盖，充分混合后离心1 分钟。然后置于70 ℃水浴10 

分钟。随后离心去除气泡，吸取100 μL置于样品管中。

2）cIEF：

分析多个样品的时候，推荐预先配制样品混合物母液（Master 

Mix），如表1。Master Mix 可简化样品配制并且使误差最小化。在

表格中输入样品的数量，然后样品数量加1 计算，按照计算的各个

溶液的体积进行配制Master Mix。

随后，取10 µL样品与240 µL上述溶液进行混合，涡旋混匀。

取出200 µL置于样品管中。

试剂
每个样品
需要的量
（µL）

样品数量
总体积
（µL）

3 M 尿素-cIEF 胶 180 ×（____ + 1）

3-10 两性电解质 12 ×（____ + 1）

阴极稳定剂 20 ×（____ + 1）

阳极稳定剂 2 ×（____ + 1）

pI 标准品1 2 ×（____ + 1）

pI 标准品2 2 ×（____ + 1）

pI 标准品3 2 ×（____ + 1）

表1. 分析多个样品时配制的 cIEF Master Mix。

3、方法

3.1 CE-SDS：

分离条件：毛细管：非涂层毛细管、50 µm内径、30 /20 cm

总/有效长度；进样：-5 kV，20 s；分离：-15 kV， 40 min；数据采

集频率：4 Hz；样品室温度：25 ℃；毛细管温度：25 ℃；窗口狭

缝：2号（100×200 µm）；PDA检测器，检测波长：220 nm；

新毛细管的预平衡：碱性冲洗液，20 psi 压力冲洗10分钟；酸

性冲洗液，20 psi 压力冲洗5分钟；DDI Water，20 psi 压力冲洗2分

钟；Gel Buffer，70 psi 压力冲洗10分钟。最后，以-15 kV电压平衡

10 分钟。

每针之间冲洗：碱性冲洗液，70 psi 压力冲洗3分钟；酸性冲

洗液，70 psi 压力冲洗1分钟；DDI Water，70 psi 压力冲洗1分钟；

Gel Buffer，70 psi 压力冲洗10分钟。

3.2 cIEF：

分离条件：毛细管：中性涂层毛细管、50 μm内径、30 /20 cm

总/有效长度；进样：25 psi，99 s；聚焦：采用200 mM磷酸和300 

mM氢氧化钠作为阳极液和阴极液，25 kV，15分钟；化学迁移：

用350 mM醋酸来代替阳极液，30 kV，30分钟。数据采集频率：

4 Hz；样品室温度：10 ℃；毛细管温度：25 ℃；窗口狭缝：2 号

（100×200 µm）；UV检测器，检测波长：280 nm。

新毛细管的预平衡：酸性冲洗液，50 psi 压力冲洗5分钟；DDI 

Water，50 psi压力冲洗2分钟；cIEF Gel，50 psi压力冲洗5分钟。

每针之间冲洗：4.3 M尿素溶液，50 psi压力冲洗3分钟；DDI 

Water，50 psi压力冲洗2分钟。
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4、结果与讨论

4.1 CE-SDS法进行纯度（大小异质性）分析

CE-SDS因其分析速度快，重现性好，分辨率高，稳定性强

等特点，已经成为检测蛋白类药物分析大小变异体的首选方法。

药典中要求对单抗药物的还原（Reduced, R）和非还原（Non-

Reduced, NR）样品进行分别检测[6]。两种分析方法中样品均需要

与十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate, SDS）络合，但还原

单抗纯度分析时需要使用巯基乙醇等还原剂将单抗结构中的二

硫键断裂，形成轻链（Light Chain，LC）和重链（Heavy Chain，

HC）。而非还原单抗纯度分析则需要保持二硫键稳定不断裂，故

需加入巯基封闭剂对裸露的巯基进行封闭[7]，防止游离巯基介导的

链间二硫键断裂而产生碎片[8,9]。

对于ADC药物的纯度分析，采用同药典中对单抗分析相同的分

析策略，即对ADC进行还原和非还原法的纯度进行测定[3]。

还原CE-SDS分析：

通过CE-SDS还原法谱图（图2），可推断1号峰为未偶联的轻

链（含量8.03%），2号峰为偶联的轻链（含量23.13%），3号峰为

偶联和未偶联的重链之和（含量 64.73%），4号峰在此条件下，视

为杂质（含量4.12%）。由结果可知，通过还原CE-SDS分析，能够

将偶联和未偶联药物小分子的轻链实现分离[10]。而重链上可能会

偶联1至4个药物小分子，而在还原法CE-SDS谱图中并未发现偶联

和未偶联重链的分离[11]。通过1和2号峰含量的变化，可以在一定

程度上反应出轻链的偶联效率，并对二者进行准确的定量。通过

方法的结果我们可知，1和2号峰所代表的片段之所以能够实现分

离，正是源于其偶联药物分子后分子量的差异，二者的分离度达

到了1.4，能够实现对1和2号峰的准确定量。而并未发现偶联和未

偶联的重链得以分离，可能是由于重链分子量较大，偶联前后分

子量变化在重链中体现不明显所致。

非还原CE-SDS分析：

由于该ADC药物是通过半胱氨酸偶联的，在进行偶联时，需利

用还原剂打开抗体结构中的二硫键。因此，ADC 药物会解离成多

种碎片组分，且碎片类型与小分子药物的偶联位点相关。其非还

原CE-SDS分析谱图见图3。根据分子量的估算，1-5号峰分别为经过

偶联的轻链( LC)，重链( HC)，重轻链（HL）、重重链（HH）、重

重轻链（HHL），6号峰为完整的裸抗[1]。

对还原和非还原谱图的峰进行分析，不仅可监测各个成分的

纯度，还可反映出药物的偶联效率 [11]。如，在非还原CE-SDS中

（图3），1号轻链峰为单峰，说明在非还原条件下，游离的轻链

已全部偶联，还原谱图中的未偶联轻链（图2中峰1）来源于HL、

HHL和完整裸抗的还原产物（图3中的3、5和6号峰）。
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4.2  cIEF法进行等电点及电荷异质性分析

如图4所示，（A）和（B）分别代表了裸抗及其对应的ADC药

物。采用3个pI Marker（10.0、9.5、5.5）进行等电点的线性计算

（R2>0.999），获得裸抗主峰的实测值为8.67，与根据氨基酸序列

计算的理论值8.73十分接近。当通过半胱氨酸偶联药物小分子后，

由于药物分子的引入以及偶联后分子结构发生了变化[8]，所以ADC

药物的等电点和电荷变异体相对于裸抗也发生了变化。以峰面积

百分比含量最高的峰为主峰，则该ADC药物主峰的等电点由裸抗的

8.67变化至8.10，电荷变异体的pI值范围整体向酸性移动（裸抗：

8.12-8.76；ADC药物：7.48-8.89）。
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4.2 cIEF 法进行等电点及电荷异质性分析 

    如图 4 所示，（A）和（B）分别代表了裸抗及其对应的 ADC 药物。采用 3 个 pI Marker（10.0、

9.5、5.5）进行等电点的线性计算（R2>0.999），获得裸抗主峰的实测值为 8.57，与根据氨基酸序列

计算的理论值 8.63 十分接近。当通过半胱氨酸偶联药物小分子后，由于药物分子的引入以及偶联

后分子结构发生了复杂的变化[8]，所以 ADC 药物的等电点和电荷变异体相对于裸抗也发生了复杂

的变化。以峰面积百分比含量最高的峰为主峰，则该 ADC 药物主峰的等电点由裸抗的 8.57 变化至

8.00，电荷变异体的 pI 值范围整体向酸性移动（裸抗：8.02-8.66；ADC 药物：7.38-8.79）。 

 
图 4 某 ADC 药物偶联前后的 cIEF 电泳谱图。（A）裸抗；（B）ADC 药物。电泳条件见第 3 节。 

 

5、结论 

本研究建立了基于半胱氨酸偶联的 ADC 药物的异质性分析方法。使用 CE-SDS 和 cIEF 方法

分别对其大小异质性和电荷异质性进行分析。通过还原和非还原 CE-SDS 的方法，对该样品进行了

纯度的评价。1）在还原条件下，偶联和未偶联的轻链可以实现高分离度的分离，并可以对这两个

片段进行准确的定量分析。2）在非还原条件下，对该类半胱氨酸偶联的 ADC 样品，可实现六种片

段的分离和定量。3）通过还原和非还原 CE-SDS 的对比分析，能够在一定程度上反映出药物的偶

联效率。4）在裸抗及其对应的 ADC 药物的 cIEF 方法分析中，通过其主峰的等电点及其电荷变异

构体的变化，能够有效的监控其等电点的变化并分离 ADC 药物的酸碱修饰。 

由于 ADC 药物高度复杂的异质性，我们更需要组合多种理化分析技术对其进行检测。本研究

通过毛细管电泳方法的建立，实现了 ADC 类药物大小异质性和电荷异质性分析，对该类生物技术

药物的研究和质量控制提供了参考。 

 

图4. 某ADC药物偶联前后的cIEF电泳谱图。（A）裸抗；（B）ADC药物。电

泳条件见第3节。

5、结论

本研究建立了基于半胱氨酸偶联的ADC药物的异质性分析方

法。使用CE-SDS和cIEF方法分别对其大小异质性和电荷异质性进

行分析。通过还原和非还原CE-SDS的方法，对该样品进行了纯度

的评价。1）在还原条件下，偶联和未偶联的轻链可以实现高分离

度的分离，并可以对这两个片段进行准确的定量分析。2）在非还

原条件下，对该类半胱氨酸偶联的ADC样品，可实现六种片段的分

离和定量。3）通过还原和非还原CE-SDS的对比分析，能够在一定

程度上反映出药物的偶联效率。4）在裸抗及其对应的ADC药物的

cIEF方法分析中，通过其主峰的等电点及其电荷变异构体的变化，

能够有效的监控其等电点的变化并分离ADC药物的酸碱修饰。

由于ADC药物高度复杂的异质性，我们更需要组合多种理化分

析技术对其进行检测。本研究通过毛细管电泳方法的建立，实现

了ADC类药物大小异质性和电荷异质性分析，对该类生物技术药物

的研究和质量控制提供了参考。


