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1.  前言

人血清白蛋白是人血浆中最丰富的蛋白质，占血浆总蛋白的

50%～60%，能够维持机体营养与渗透压，在机体中具有重要的生

理功能，被称为血液里的“黄金救命药”。在生物医药领域，人

血清白蛋白不仅可以作为药物直接经静脉注射使用，而且还可以

作为优良的药物载体，延长药物的体内半衰期。此外，也可作为

疫苗等生物制剂的稳定剂，或作为CHO等细胞的培养基使用。

目前临床上应用的人血清白蛋白主要来自于血液提取，然而

人类血液中可能存在传染性疾病因子，且即使经过纯化也难以保

证不会带入产品中。此外，人类血液供应有限，极大程度上限制

了人血白蛋白的生产。利用基因重组技术生产重组人血白蛋白可

以使白蛋白的生产摆脱原料的限制，同时也可以避免血浆原料引

入的 病原微生物的污染。为了确保产品进入临床研究的安全性、

有效性和稳定性，必须采用适当的方法对重组人血清白蛋白样品

进行严格的质量控制。

毛细管电泳法（CE）以其自动化程度高、定量准确和分离效

率高等特点，广泛应用于蛋白药物的质量监控。本文采用毛细管

凝胶电泳（CE-SDS）方法和毛细管等电聚焦（cIEF）方法对重组

人血清白蛋白样品的分子大小变异体和等电点进行了分析，并对

其批次一致性进行了评估。
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2.  仪器和试剂

2.1  实验仪器及方法设置

采用SCIEX公司PA 800 Plus药物分析系统，分子大小变异体分

析采用二极管阵列（PDA）检测器，检测波长220 nm；等电点分析

采用紫外（UV）检测器，配备280 nm滤光片。缓冲液托盘的放置

及毛细管预冲洗、分离方法、关机方法请参考IgG和cIEF试剂盒说

明书。

2.2  实验试剂及样品

分子大小变异体分析： I g G  分子大小变异体分析试剂盒

（S C I E X，A 1 0 6 6 3）；等电点分析：c I E F等电点分析试剂盒

（SCIEX，A80976）。其他试剂请参照试剂盒说明书推荐厂家购买

并进行配制。

不同批次的重组人血清白蛋白样品（HSA-Lot 1、HSA-Lot 

2），浓度均为1.0 mg/mL，样品基质为10.0 mM PBS溶液，理论等

电点约为4~6之间。

2.2  样品制备及前处理

样品制备：取400 µL置于10 K超滤管中进行超滤浓缩至体积约

为40 µL，配成初始浓度约为10.0 mg/mL的溶液，并且保证盐浓度

低于50 mM。

CE-SDS分子大小变异体分析样品前处理：取初始浓度为

10.0 mg/ml的重组人血清白蛋白溶液样品10 µL，加入85 µL的样
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同一个样品连续6针进样，峰型一致，主峰的迁移时间RSD值以

及校正峰面积百分比的RSD值均在0.1%以内。实验结果表明：CE-

SDS方法重复性良好，可有效应用于重组人血白蛋白样品的分子大

小变异体分析。

品缓冲溶液，再加入250 mM 碘乙酰胺5 µL，涡旋混匀； 70℃孵

育 10 min；冷却至室温后6000 rpm离心1 min 。全部转移至样品瓶

中，立即进行分析。

cIEF等电点分析样品前处理：先将下列试剂混合到0.5 mL离心

管中得到样品预混液：200 µL 3.75 M 尿素-cIEF胶、12 µL两性电解

质 (Pharmalyte 3~10)、20 µL 阴极稳定剂、2 µL阳极稳定剂和各2 µL

的pI 标准品(pI 10.0, 9.5, 4.1)。将预混液完全涡旋混匀后，取240 µL 

预混液与10 µL 样品涡旋混匀，然后将200 µL液体转移至毛细管电

泳仪的样品瓶中，立即进行分析。

3  结果与讨论

3.1  CE-SDS分子大小变异体分析

在生物制药生产领域，CE-SDS毛细管凝胶电泳方法已经广泛

应用蛋白纯度分析，主要是按照蛋白的分子量大小进行分析。在

还原型CE-SDS实验分析中，重组人血白蛋白样品的碎片峰较多，

并且有部分杂质峰会与系统峰重合，影响分子大小变异体的计

算，所以对于重组人血白蛋白样品分子大小变异体的计算选用非

还原型CE-SDS实验。如图1所示，重组人血白蛋白样品在非还原型

CE-SDS实验分析中共检测到5个峰，其中3号峰为主峰，主峰迁移

时间为20.72 min，主峰分子大小变异体为89.62%。
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图 1. 重组人血清白蛋白样品 CE-SDS 分子大小变异体分析谱图。1,2,4,5 为杂质峰；3 为主

峰。 

本文对重组人血白蛋白 CE-SDS 分子大小变异体分析的重复性进行了考察，

同一个样品重复进样 6 针，重复性结果如表 1 所示。同一个样品连续 6 针进样，峰

型一致，主峰的迁移时间 RSD值以及校正峰面积百分比的 RSD值均在 0.1%以内。

实验结果表明：CE-SDS 方法重复性良好，可有效应用于重组人血白蛋白样品的分

子大小变异体分析。 
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图1. 重组人血清白蛋白样品CE-SDS分子大小变异体分析谱图。1,2,4,5为杂

质峰；3为主峰。

表1. 重组人血清白蛋白样品重复进样6针CE-SDS分析重复性结果

名称
主峰迁移时间 

（min）

主峰校正峰面积 

（%）

Run-1 20.76 91.54

Run-2 20.79 91.44

Run-3 20.79 91.48

Run-4 20.77 91.49

Run-5 20.80 91.35

Run-6 20.79 91.42

RSD% 0.07 0.07

本文利用非还原型CE-SDS方法对两个批次的重组人血清白蛋白样

品（HSA-Lot 1、HSA-Lot 2）进行了分子大小变异体分析，结果如

图2所示，HSA-Lot 1和HSA-Lot 2主峰的迁移时间分别为20.72 min、

20.74 min；主峰校正峰面积百分比分别为89.62%、 91.72%。实验

结果证明：CE-SDS方法可有效应用于重组人血清白蛋白样品的批

次一致性分析。

图2. 不同批次重组人血清白蛋白样品CE-SDS分子大小变异体分析谱图。

1,2,4,5为杂质峰；3为主峰。
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本文对重组人血白蛋白CE-SDS分子大小变异体分析的重复性

进行了考察，同一个样品重复进样6针，重复性结果如表1所示。
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3.2  cIEF等电点分析

本文采用cIEF方法对重组人血清白蛋白样品进行了等电点分

析。如图所示：重组人血清白蛋白样品异构体数目较少，可见明

显主峰，2号峰为主峰，pI值为6.08（图2A）HSA-Lot 1的等电点范

围为5.47~6.16。 cIEF方法基于蛋白等电点大小差异进行分析，分

离度高可有效应用于重组人血清白蛋白样品的等电点分析和批次

一致性分析。

4、结论

本文基于SCIEX 成熟稳定的IgG分子大小变异体分析试剂盒和

cIEF分析试剂盒方法，可以实现对重组人血清白蛋白样品分子大小

变异体和等电点的质量控制，并可用于重组人血白蛋白样品的批

次一致性分析。
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图 2. 不同批次重组人血清白蛋白样品 CE-SDS 分子大小变异体分析谱图。1,2,4,5 为杂质

峰；3 为主峰。 

3.2 cIEF 等电点分析 

本文采用 cIEF 方法对重组人血清白蛋白样品进行了等电点分析。如图所示：

重组人血清白蛋白样品异构体数目较少，可见明显主峰，2 号峰为主峰，pI 值为

6.08（图 2A）HSA-Lot 1 的等电点范围为 5.47~6.16。 cIEF 方法基于蛋白等电点大

小差异进行分析，分离度高可有效应用于重组人血清白蛋白样品的等电点分析和批

次一致性分析。 

图 3：重组人血清白蛋白样品 cIEF 等电点分析结果。 
图 A 为 CIEF 分析谱图；图 B 为样品峰放大图；图 C 为 pI marker 与迁移时间之间的线性

曲线。其中，1 号峰为碱性异构体，3 和 4 号峰为酸性异构体 
 

本文对 cIEF 等电点分析的重复性进行了考察，同一个样品重复进样 5 针，

重复性结果如下表 2 所示。同一个样品重复进样 5 针主峰的迁移时间 RSD 值以及

pI 值的 RSD 值均在 0.1%以内。实验结果表明：cIEF 方法重复性良好，可有效应用

于重组人血白蛋白样品的等电点分析。 

表 2.重组人血清白蛋白样品重复进样 6 针 cIEF 分析重复性结果 

编号 PI 范围 
不同峰的 pI 值重复性 

1 2 3 4 

1 5.46~6.15 6.15 6.08 5.98 5.46 

2 5.47~6.16 6.16 6.08 5.98 5.47 

3 5.46~6.15 6.15 6.07 5.97 5.46 

4 5.47~6.16 6.16 6.08 5.97 5.47 
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图3. 重组人血清白蛋白样品cIEF等电点分析结果。

图A为CIEF分析谱图；图B为样品峰放大图；图C为pI marker与迁移时间之

间的线性曲线。其中，1号峰为碱性异构体，3和4号峰为酸性异构体

本文对cIEF等电点分析的重复性进行了考察，同一个样品重

复进样5针，重复性结果如下表2所示。同一个样品重复进样5针主

峰的迁移时间RSD值以及pI值的RSD值均在0.1%以内。实验结果表

明：cIEF方法重复性良好，可有效应用于重组人血白蛋白样品的等

电点分析。

此外，本文也可采用cIEF方法，对不同批次的重组人血清白蛋

白样品进行了等电点分析。 HSA-Lot 1的等电点范围为5.47~6.16；

重组人血清白蛋白样品异构体数目较少，可见明显主峰，2号峰为

主峰，pI值为6.08；HSA-Lot 2的等电点范围为5.46~6.17；与HSA-

Lot 1相似，2号峰为主峰，pI值为6.07。

表2. 重组人血清白蛋白样品重复进样6针cIEF分析重复性结果

编号 PI范围
不同峰的pI值重复性

1 2 3 4

1 5.46~6.15 6.15 6.08 5.98 5.46

2 5.47~6.16 6.16 6.08 5.98 5.47

3 5.46~6.15 6.15 6.07 5.97 5.46

4 5.47~6.16 6.16 6.08 5.97 5.47

5 5.47~6.16 6.16 6.08 5.97 5.47

RSD 0.09% 0.07% 0.09% 0.10%

备注：2号峰为主峰，1号峰为酸性异构体，3和4号峰为碱性异构体

5 5.47~6.16 6.16 6.08 5.97 5.47 

RSD  0.09% 0.07% 0.09% 0.10% 

备注：2 号峰为主峰，1 号峰为酸性异构体，3 和 4 号峰为碱性异构体 

此外，本文也可采用 cIEF 方法，对不同批次的重组人血清白蛋白样品进行

了等电点分析。 HSA-Lot 1的等电点范围为 5.47~6.16；重组人血清白蛋白样品异构

体数目较少，可见明显主峰，2 号峰为主峰，pI 值为 6.08；HSA-Lot 2 的等电点范

围为 5.46~6.17；与 HSA-Lot 1 相似，2 号峰为主峰，pI值为 6.07。 

 

图 4. 不同批次重组人血清白蛋白样品 cIEF 等电点分析结果。1 号峰为酸性异构体，3 和 4 号

峰为碱性异构体 

4、结论 

本文基于 SCIEX 成熟稳定的 IgG 分子大小变异体分析试剂盒和 cIEF 分析试

剂盒方法，可以实现对重组人血清白蛋白样品分子大小变异体和等电点的质量控制，

并可用于重组人血白蛋白样品的批次一致性分析。 
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图4. 不同批次重组人血清白蛋白样品cIEF等电点分析结果。1号峰为酸性异

构体，3和4号峰为碱性异构体


