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1. 前言 

目前，人们对以免疫球蛋白（IgG）为主的抗体药物的需

求日益高涨。在抗体药物的研发以及制备工艺建设中，由于

IgG 表达需进行筛选，所以必须快速及准确地定量细胞培养

液中的 IgG。而且，即使在工业制备过程中，IgG 的定量也

是重要的质量控制项目之一。为此，本研究采用了以 Protein 

A 为键合官能团的亲和层析法（AFC），主要介绍了旨在快

速及准确分析 IgG 的 AFC 色谱柱 TSKgel Protein A-5PW 的

基本性质、特点和分离实例等。 

 

2. 色谱柱的基本特性 

2-1. 填料的性质 

TSKgel Protein A-5PW 是一款亲和（AFC）色谱柱，该

色谱柱是在多孔亲水性聚合物基质的 TSKgel G5000PW 填

料表面导入重组 Protein A 官能团，并充填到 PEEK 柱管内。

由于 Protein A 可与 IgG 的 Fc 区域发生特异性结合，所以

Protein A可以从含有 IgG和杂质的细胞培养上清液等样品中

特异性吸附分离 IgG。此外，通过已知浓度的 IgG 制作校准

曲线，可以定量浓度未知样品中的 IgG。 

TSKgel Protein A-5PW 色谱柱的基质、官能团和官能团

键 合 方 法 与 散 装 填 料 TOYOPEARL
®
 AF-rProtein A 

HC-650F 相同。因此，这款色谱柱与 TOYOPEARL 

AF-rProtein A HC-650F 具有相似的分离选择性能。  

由于基质的粒径大、机械强度高，该色谱柱可在高流速

条件下使用，也可以用于 IgG 的高通量分析。而且，由于溶

剂变化引起的填料溶胀效应比较小，所以可以在流动相中添

加有机溶剂。 

此外，该色谱柱还采用了化学稳定性高、耐碱性的官能

团，所以可使用 NaOH 水溶液进行清洗。使用 NaOH 水溶液

清洗色谱柱时，请从进样阀注入 0.1 mol/L NaOH 水溶液 0.5

〜2 mL。 

表 1 所示为 TSKgel Protein A-5PW 色谱柱的规格。 

表 1  TSKgel Protein A-5PW 色谱柱的规格 

品名 TSKgel Protein A-5PW 

产品货号 0023483 

填料 

基质 多孔亲水性聚合物 

平均粒径 20 µm 

平均孔径 100 nm 

官能团 重组 Protein A 

色谱柱 

尺寸 4.6 mm I.D. x 3.5 cm 

材质 PEEK 

出货溶剂 20 %乙醇水溶液 

 

 

2-2. 标准分离条件 

多数 IgG 在中性条件下（pH 7.0〜7.5）被 Protein A 吸

附，在酸性条件下（pH 2.5〜3.5）洗脱，因此使用 TSKgel 

Protein A-5PW 分离抗体时，通常采用两种 pH 不同溶液的阶

梯式梯度洗脱法。 

吸附和洗脱的流动相一般使用磷酸缓冲液，但流动相也

可以使用低 pH 值的柠檬酸盐缓冲液。采用吸附缓冲液预先

平衡色谱柱后（使用 5 倍以上柱体积的缓冲液平衡），进样

后，仅 IgG 被吸附在柱子上。之后，更换成洗脱用流动相，

洗脱出 IgG。 

可以在流动相内添加高浓度盐（比如 0.15 mol/L NaCl

等），不过疏水性高的 IgG 在色谱柱上容易发生非特异性吸

附，对此需多加留意。此外，分析疏水性高的 IgG 时，在平

衡液和洗脱液中添加乙醇等水溶性有机溶剂或精氨酸

（0.2mol/L）可以有效抑制非特异性吸附。但是，上述情况

可能会因更换流动相导致基线波动，因此在进样前，就请更

换流动相，并进行确认。 

表 2 为具有代表性的洗脱液示例，不同 IgG 其最佳条件

也不同，建议对不同的样品进行条件优化。图 1 为 IgG 单克

隆抗体的分离示例。 

 
 
 



 

 

表 2  流动相示例 

例 1 
流动相 A：20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4 

流动相 B：20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5 

例 2 
流动相 A：20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4/乙醇=90/10（v/v） 

流动相 B：20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5/乙醇=90/10（v/v） 

例 3 
流动相 A：20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4 

流动相 B：50 mmol/L 柠檬酸钠缓冲液，pH 2.5 

 

 

图 1  IgG 单克隆抗体的分离 

 

〈分析条件〉 

色 谱 柱： TSKgel Protein A-5PW 

（4.6 mm I.D. × 3.5 cm） 

流动相 A： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4 

B： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5 

阶梯梯度： 0 → 0.5 分钟 流动相 A 

0.5 → 1.1 分钟 流动相 B 

1.1 → 2.0 分钟 流动相 A（再平衡） 

（在进样泵和注射器之间安装静态混合器（容

量 10 µL）） 

流    速： 2.0 mL/min 

检    测： UV 280nm 

温    度： 25℃ 

进 样 量： 20 µL 

样    品： （I）含 0.5g/L IgG 单克隆抗体的 CHO 细胞培

养上清液 

（II）0.5g/L IgG 单克隆抗体（溶于流动相 A） 

 

 

2-3. 流动相中盐浓度和添加剂的影响 

图 2 所示为采用各种流动相分离含有 IgG 单克隆抗体的

中国仓鼠卵巢（CHO）细胞培养上清液时的色谱图。已知任

一流动相都可以洗脱出 IgG，但其洗脱时间和峰的形状不同。

本研究采用的 IgG 单克隆抗体，在含 0.15 mol/L NaCl 的流

动相（色谱图（3））中其色谱峰洗脱最慢，且拖尾。另一方

面，IgG 单克隆抗体在含 0.2 mol/L 精氨酸的流动相（色谱

图（5））中洗脱最快，不过其色谱峰与在 0.15 mol/L NaCl

中相同，峰形拖尾。 

但是，该 IgG 单克隆抗体在吸附组分的相对峰面积上无显著

差异，表明精氨酸对结合能力及回收率的影响较小。 

如上所述，流动相成分不同，IgG 的出峰结果也不同，

但可以预计 IgG 的特性不同，其出峰结果也不同。如前所述，

由于最佳洗脱条件因 IgG 而异，所以建议对分析条件进行优

化。 
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图 2  流动相盐浓度及添加剂对 IgG 单克隆抗体分离的影响 

 
 

 
图 3  流动相 pH 对 IgG 单克隆抗体分离的影响 

〈分析条件〉 

除了流动相和样品外，其他条件与图 1 相同。 

流动相 

(1) A： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4 

B： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5 

(2) A： 50 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4 

B： 50 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5 

(3) A： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液 

＋0.15 mol/L NaCl，pH 7.4 

B： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液 

＋0.15 mol/L NaCl，pH 2.5 

(4) A： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4 

/ 乙醇＝ 90/10（v/v） 

B： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5 

/ 乙醇＝ 90/10（v/v） 

(5) A： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液 

＋0.2 mol/L 精氨酸，pH 7.4 

B： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液 

＋0.2 mol/L 精氨酸，pH 2.5 

样品：含 0.5g/L IgG 单克隆抗体的 CHO 细胞培养上清液 

 

2-4. 流动相 pH 的影响 

图3所示为在各种pH值的流动相B条件下，含有0.5 g/L 

IgG 单克隆抗体的 CHO 细胞培养上清液的色谱图。随着 pH

值升高，出峰会变慢（色谱图(1)〜(3)），但对 IgG 单克隆抗

体的峰形状和吸附组分相对峰面积基本没有影响。而且，在

使用柠檬酸钠缓冲液时（色谱图(4)）其出峰结果也相同。此

外，pH 2.5 的柠檬酸钠缓冲液与 pH 2.2 的磷酸钠缓冲液的出

峰时间几乎相同，这是因为本研究使用的柠檬酸钠缓冲液浓

度高于磷酸钠缓冲液浓度，所以 pH 更易快速发生变化。 

 

〈分析条件〉 

除流动相以外，其他条件与图 2 相同。 

流动相 

A： 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4 

B： (1) 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.2 

(2) 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5 

(3) 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 3.0 

(4) 50 mmol/L 柠檬酸钠缓冲液，pH 2.5 

20 mmol/L 
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50 mmol/L 

磷酸缓冲液 

（41 %） 

20 mmol/L 

磷酸缓冲液 

+ 0.15 mol/L NaCl 

（39 %） 

20 mmol/L 

磷酸缓冲液 

+ 10 %乙醇 

（40 %） 

20 mmol/L 

磷酸缓冲液 

+ 0.2 mol/L Arg 

（40 %） 
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IgG 溶出 pH 2.2（吸附组分的相对面积:38%） 

IgG 溶出 pH 2.5（38%） 

IgG 溶出 pH 3.0（38%） 

IgG 溶出 pH 2.5（39%） 



 

 

2-5. 校准曲线 

取用 TSKgel Protein A-5PW 色谱柱与其他公司的

Protein A 色谱柱，在不同载量下对市售 IgG 单克隆抗体样品

进行分离，绘制吸附成分峰面积-IgG 载量线性关系图，并计

算近似直线（校准曲线）和判定系数，计算结果如图 4 所示。

其他公司的 Protein A 色谱柱在高浓度范围下呈线性下降，而

TSKgel Protein A-5PW 色谱柱在宽范围的载量下与峰面积 

 

 

图 4  IgG 的校准曲线 

〈分析条件〉 

(1) TSKgel Protein A-5PW（4.6 mm I.D. × 3.5 cm） 

除样品以外，其他条件与图 1 相同。 

样品： 0.1〜10 g/L IgG 多克隆抗体（溶于洗脱液 A） 

(2) 其他色谱柱（4.0 mm I.D. × 3.5 cm, PEEK） 

除流动相和流动相更换条件，其他条件与（1）相同。 

流动相 A： 50 mmol/L 磷酸钠缓冲液 

＋ 0.15 mol/L NaCl, pH 7.4 

B： 50 mmol/L 磷酸钠缓冲液 

＋ 0.15 mol/L NaCl, pH 2.5 

流动相更换：0→0.2 分钟 流动相 A 

0.2→1.2 分钟 流动相 B 

1.2→2.0 分钟 流动相 A（再平衡） 

之间呈良好线性关系（ 0.1〜 10 g/L (2〜 200 μg) ，

R
2
=0.9996），这表明 IgG 的定量范围很广，可以用来测定

培养初期的低浓度样品至高浓度样品。此时的色谱图如图 5

所示。低载量到高载量组分均可制得良好的色谱图。如图 6

所示，即使采用含 10%乙醇的流动相，校准曲线的线性关系

也很良好。 

 

 

图 5  样品载量不同 IgG 的色谱图 

〈分析条件〉 

与图 4（1）相同。 

 

图 6  IgG 的校准曲线（含 10%乙醇的洗脱液） 

〈分析条件〉 

除流动相外，其他条件与图 4（1）相同。 

流动相 A：20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.4/ 乙醇=90/10 

（v/v） 

B：20 mmol/L 磷酸钠缓冲液，pH 2.5/ 乙醇＝90/10

（v/v） 

峰
面
积

 

IgG 载量(µg) 

峰
面

积
 

A 公司色谱柱 

TSKgel Protein 

A-5PW 色谱柱 

IgG 载量(µg) 



 

2-6. 色谱柱的耐用性 

取用含 IgG 单克隆抗体的 CHO 细胞培养上清液作为样

品，连续进样 2000 针以上进行稳定性测试。每进样约 400

针时的色谱图如图 7 所示，峰形未见显著变化。而且，在第

2009 次进样后，采用市售 IgG 单克隆抗体制作校准曲线时，

如图 8 所示，测试前后未见线性有差异。 

 

 

图 7  连续进样测试时的色谱图 

〈分析条件〉 

与图 1 相同。 

样品：含 10 g/L IgG 多克隆抗体的 CHO 细胞培养上清液 

 

 

2-7.  碱性溶液清洗 

一般情况下，为了去除被强烈吸附在色谱柱上的成分时，

选用 NaOH 溶液进行清洗是非常有效的，但也可能对色谱柱

造成损伤。因此，我们对碱性溶液清洗前后的色谱柱性能进

行了确认。使用进样阀进样 0.1 mol/L NaOH 溶液 500 μL 后，

再进行清洗。反复该操作 5 次后，进样 IgG 单克隆抗体，测

定吸附组分的峰面积。然后，再进样 5 次（合计进样 10 次）

后测定 IgG 吸附组分的峰面积。碱性溶液清洗前后的峰面积

（相对值）如图 9 所示。进样 5 次后、10 次后的峰面积与清

洗前的峰面积几乎相同，色谱柱的吸附性能未见变化。 

但是，如果样品中含有难溶物质，则容易在色谱柱入口

积蓄，可能导致色谱柱性能下降。因此在进样前，需过滤样

品，或在注射器和色谱柱之间安装管路过滤器（品名：管路

过滤器 PEEK、产品编号：0018014），通过适当更换该过

滤器，可以防止分析柱老化以便长时间稳定地进行测定。 

 

 

 

图 8  连续进样测试前后的 IgG 校准曲线 

〈分析条件〉 

与图 1 相同。 

样品：0.1〜10 g/L IgG 多克隆抗体（溶于流动相 A） 

 

 

 

图 9  碱性溶液清洗前后的相对峰面积 

〈分析条件〉 

除样品以外，其他条件与图 1 相同。 

样品：10 g/L IgG 多克隆抗体（溶于洗脱液 A） 

（采用进样阀注入 0.1 mol/L NaOH 溶液 500 μL。每进样 5

次需分离 IgG 单克隆抗体。） 
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样品载量（μg） 

进样次数 
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测试后 
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清洗前 500 µLx5 次后 500 µLx10 次后 



 

 

2-8.  填料的批间差异 

图 10 所示为采用 3 个批次的填料分离 IgG 单克隆抗体

的色谱图。 

 
图 10  3 个批次填料测得的 IgG 色谱图 

〈分析条件〉 

除样品以外，其他条件与图 1 相同。 

样品：5 g/L IgG 多克隆抗体（溶于流动相 A） 

 

3. 分离实例 

3-1. 快速分析 

图 12 所示为不同流速下分离含有 IgG 单克隆抗体的

CHO 细胞培养上清液时的色谱图。 

 

 
图 12  流速对分离效果的影响 

 

已知 IgG 的峰形未见显著性差异，填料批间差异较小。此外，

如图 11 所示，批间未见校准曲线的线性有显著性差异。 

 
图 11  3 个批次填料的 IgG 校准曲线 

〈分析条件〉 

与图 1 相同。 

样品：0.1〜10 g/L IgG 多克隆抗体（溶于流动相 A） 

 

 

流速在 1.0 mL/min 至 4.0 mL/min 范围内，吸附组分的相对

峰面积几乎无差异。此外，采用 IgG 单克隆抗体，在流速 1.0 

mL/min 及 4.0 mL/min 条件下制成的校准曲线如图 13 所示。

在任一流速下均得到良好线性。 

 

〈分析条件〉 

流速和流动相更换条件 

流速 流动相 A 流动相 B 流动相 A 

1.0 mL/min 0→1.00 分钟 1.00→2.20分钟 2.20→4.00分钟 

2.0 mL/min 0→0.50 分钟 0.50→1.10分钟 1.10→2.00分钟 

3.0 mL/min 0→0.33 分钟 0.33→0.73分钟 0.73→1.33分钟 

4.0 mL/min 0→0.25 分钟 0.25→0.55分钟 0.55→1.00分钟 

 

样品：含 IgG 单克隆抗体（0.5g/L）的 CHO 细胞培养上清液 

（其他分析条件与图 1 相同。） 

峰
面
积

 

IgG 载量(µg) 

C 批次 

B 批次 

A 批次 

A 批次 

B 批次 

C 批次 

 4.0 mL/min 

（吸附组分峰的相对面积：41%） 



 

 

 
图 13  流速对校准曲线的影响 

〈分析条件〉 

除样品以外，其他条件与图 12 相同。 

样品：0.1〜10 g/L IgG 多克隆抗体（溶于流动相 A） 

 

 

3-2. IgG 单克隆抗体的定量（加标回收试验） 

采用已知浓度的 IgG 单克隆抗体制成校准曲线。然后，

对添加了相同 IgG 单克隆抗体的 CHO 细胞培养上清液进行

分离，并计算 IgG 单克隆抗体的回收率。色谱图和校准曲线

如图 14 所示，加标回收率如表 3 所示。在任一浓度下均制

得 100〜105%的回收率，在很宽的浓度范围下可以定量 IgG。 

 
图 14  IgG 单克隆抗体的分离 

〈检测条件〉 

除样品以外，其他条件与图 1 相同。 

样品： 0.1〜10 g/LIgG 单克隆抗体（20 mmol/L 磷酸钠缓冲

液＋0.15 mol/L NaCl，pH 7.4 下溶解） 

含 0.5〜5.0 g/L IgG 单克隆抗体的 CHO 细胞培养上

清液 

表 3  加标回收率 

IgG(g/L) 
回收率（%） 

添加浓度 定量结果 

0.5 0.50 100 

1.0 1.05 105 

2.5 2.60 104 

5.0 5.13 103 

（分离条件参照图 14） 

 

 

 

 

 

4. 总结 

上述报告内容对高性能亲和色谱柱 TSKgel Protein 

A-5PW 进行了详细介绍。这款色谱柱耐用性良好，可使用碱

性溶液来清洗，适用于对含有较多杂质的细胞培养液中的

IgG 进行快速和高精度定量。此外，IgG 的定量范围广，可

用于分析培养初期的低浓度样品至高浓度样品。 
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 ※ “TSKgel”、“TOYOPEARL”系东曹株式会社的注册商标。 
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