
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

目录 

1. 简介 1 

2. 分离模式与纯化方法 1 

3. 应用 3 

4. 总结 8 

3604 Horizon Drive， Suite 100，King of Prussia， 
PA 19406 
电话：（484）805-1219 传真：（610）272-3028 

TSKgel 液相色谱柱 

在单克隆抗体分离中的应用 

分离报告 No.074 



 

-1- 

1. 简介 

近年来，随着生物技术的发展，单克隆抗体已

成为治疗药物和诊断试剂的主要成分。由于商业应

用不断增加，对单克隆抗体进行快速简单的纯化工

作变得非常重要。关于使用高效液相色谱法

（HPLC）及 FPLC（快速蛋白液相色谱法）对单

克隆抗体进行纯化，已经有过很多研究报告；本分

离报告的结尾纳入了一组选定的参考文献。本文通

过了几个应用实例介绍了 TSKgel 色谱柱在使用高

效液相色谱法对单克隆抗体进行分析中的应用。 

2. 分离模式与纯化方法 

表 1例举了单克隆抗体分离分析中所采用的高

效液相色谱法分离模式及其主要特点。离子交换色

谱法（IEC）、疏水作用色谱法（HIC）及亲和色谱

法（AFC）具有较大的样本载量及较高的选择性；

就其本身而论，他们通常用于单克隆抗体的纯化。

几乎 75%的单克隆抗体纯化使用到 IEC，通常接续

使用硫酸铵的疏水模式（HIC）。尽管凝胶过滤色谱

法（GFC）在分辨率和样品载量上稍显逊色，但其

通常用作单克隆抗体制备的最终纯化方法及纯度

检验的手段。该方法还可用来去除二聚物及分子量

较大的多聚体。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表-1 用于单克隆抗体纯化的高效液相色谱法分离模式 

分离模式 分离机制 TSK-GEL 特点 

凝胶过滤（尺寸排阻）色

谱法（GFC，SEC） 

分子大小 TSKgel G2000SWXL 
TSKgel G3000SWXL 
TSKgel G4000SWXL 

尽管分辨率及样品载量劣于其他分离模式，

但它易于去除二聚物及多聚体。二聚体及多

聚体是单克隆抗体产生免疫原性的原因。也

可用于最终产物的纯化或用作纯度检验。也

适 用 于 分 离 Fab 与  IgM （ TSKgel 

G4000SWXL）。 

离子交换色谱法（IEC） 离子相互作用 TSKgel DEAE-5PW 
TSKgel SP-5PW 
TSKgel CM-5PW 
 
TSKgel DEAE-NPR 
TSKgel SP-NPR 

分辨率高，样品载量大。 

阴离子交换在单克隆抗体子类及杂质的分离

与纯化中起着重要的作用。由于很多杂质不

保留在色谱柱上，阳离子交换可通过步进式

洗脱对其进行简单的纯化。 

无孔型树脂（NPR）色谱柱可用于快速分析

及分馏微量的单克隆抗体（μg 到 ng）；单克

隆抗体片段的纯度检验可代替电泳法。 

疏水作用色谱法（HIC） 疏水性 TSKgel Ether-5PW 
TSKgel Phenyl-5PW 
TSKgel Butyl-NPR 

这种方法的特点是分辨率高、样品载量良好。

尤其是 TSKgel Ether-5PW，其对疏水性单

克隆抗体的回收率较高。HIC 可通过步进式

洗 脱 对 其 进 行 简 单 的 纯 化 。 TSKgel 

Butyl-NPR 是微分馏的理想选择。 

亲和色谱法（AFC） 生物亲和性 TSKgel Chelate-5PW 
TSKgel Tresyl-5PW 

固定化的金属螯合亲和色谱法（IMAC）。对

抗原等配体进行固定，从而结合并纯化单克

隆抗体。 
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一般来说，使用单一的 HPLC 模式（除 GFC

外）纯化得到的单克隆抗体的纯度可达到 95%。因

此，用于诊断的高纯度单克隆抗体可通过利用单个

HPLC 色谱柱获得。然而，单克隆抗体用于药用目

的时，其纯度需达到 99%及更高，可通过单个蛋白

质 A 亲和步骤获得。该方法基于抗体抗原的相互作

用。当使用特异性较差的分离模式时，至少需要两

种不同的分离模式，如 IEC-HIC 或 IEC-GFC。 

此外，制备高纯度的单克隆抗体溶液的近期要求，

需要三种不同的分离模式，如 HIC-IEC-GFC 或

AFC-IEC-GFC。此外，必须根据所需的纯度、允

许的纯化时间及制备单克隆抗体的每个过程所需

的成本来选择适当的洗脱法，可以选择线性洗脱、

梯度洗脱，也可以选择步进式梯度洗脱。表 2 列出

了各种 TSKgel 产品用于单克隆抗体纯化的一些文

献及其概要。尽管文献中很多方法由 IEC 与 GFC

组成，也包括一些使用 HIC 及 AFC 方法的文献。 

 
 
 
 

表-2 TSKgel 色谱柱在分离单克隆抗体中的应用的相关文献。 

文献编号 色谱柱 样品 抗体类型 概要 

1 TSKgel G3000SW 腹水、培养上清液 IgG1，F（ab）2 对 I 类 MHC 抗原单克隆抗体的综

述文章。 

2 TSKgel G3000SW 腹水 IgG1，F（ab'）2 IgG1与 F（ab’）2 的分离 

3 TSKgel G3000SW 腹水 IgG1，IgG2b，IgG3 由 IEC 纯化的单克隆抗体的最终

纯化回收率为 85%及更高。 

4 TSKgel DEAE-5PW 
TSKgel G3000SW 

腹水，培养上清液 IgG1， IgG2a 共 8

种 

通过复杂的洗脱液对单克隆抗体

进行单步 IEC 纯化，其回收率为
95% 

5 TSKgel G3000SW 腹水 IgG1，IgG2a，IgG2b 由 IEC 纯化的单克隆抗体的纯度

检验 

6 TSKgel DEAE-5PW 腹水 IgG1，IgG2a，IgG2b 通过复杂的洗脱液对单克隆抗体

进行单步 IEC 纯化，其回收率为

92%及更高 

7 TSKgel Phenyl-5PW 腹水、培养上清液 IgG IEC 与 HIC 的分离 

发现 IEC 与 HIC 能提供良好的分

离 

8 Toyopearl DEAE-650M 
Toyopearl CM-650M 

培养上清液 IgG2b 样品的快速分离；酚红指示剂的

简单去除。活性回收率为 90%及

更高 

9 TSKgel SP-5PW 
TSKgel G4000SW 

腹水 IgG1，IgM 利用 IEC 进行的简单纯化，

IEC-GFC 连接的自动控制。活性

回收率为 80%及更高 

10 TSKgel SP-5PW 培养上清液 IgG 预处理样本（100mL）的步进式

梯度洗脱 

纯度 99% 

11 TSKgel Chelate-5PW 腹水 IgG 应用 IMAC，每步操作均可使纯度

增加 10 倍 

12 TSKgel DEAE-5PW 
TSKgel G3000SW 

腹水 IgG1 ， IgG2a ，

IgG2b，IgM 

利用复杂的洗脱液在准备好的色

谱柱上进行单克隆抗体的纯化。

回收率为 89%及更高。 

13 TSKgel DEAE-5PW 
TSKgel G3000SW 

腹水 IgG1 在准备好的色谱柱上利用 IEC 与

AFC 进行纯化的比较检验。 

纯度 99.2%  活性回收率 72% 

14 TSKgel DEAE-5PW 腹水 IgM（2 种） 利用盐与 pH 的等度梯度，将 IgM

纯化至高纯度 

15 TSKgel Ether-5PW 
TSKgel G3000SWXL 
TSKgel DEAE-NPR 

腹水 IgG1 通过 HIC 进行单克隆抗体分离条

件的检验，利用步进式洗脱进行

简单纯化 
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3. 应用 

 

3.1 凝胶过滤色谱法（GFC， SEC） 

GFC 法在单克隆抗体的分离中，分辨率及样品

载量均劣于其他色谱分离模式。IgG 通常在含有大

量白蛋白的小鼠腹水液中表达。向 GFC 色谱柱注

入样品时，通常情况下，单克隆抗体（IgG）与白

蛋白间不可能获得令人满意的分辨率。因此，GFC

更多地用于分离部分纯化的样品，而不适用于从原

腹水样品中直接进行单克隆抗体的纯化。 

 

图 1 为利用 GFC 从小鼠腹水液中分离单克隆

抗体的实例。尽管发现可以通过改变洗脱液 pH 及

盐类（pH 5.0，0.1mol/L Na2SO4）来改善 IgG 与

白蛋白的分离效果，但对大多数应用来说，分辨率

仍不够。关于此类分离的详细介绍，可参考分离报

告 No.62。 

 

由于较大的孔径能分离较大的蛋白质，因此，

最适合分离 IgM 的色谱柱为 TSKgel G4000SWXL。 

3.2 离子交换色谱法（IEC） 

离子交换色谱法可由带 DEAE（二乙氨乙基）

官能团的阴离子交换填料组成，也可由带 SP（磺

酸基）或 CM（羧甲基）官能团的阳离子 

交换填料组成。通常，DEAE 阴离子交换用于单克

隆抗体纯化的最后一步。DEAE 也非常适合于 IgG

片段的分离。两种情况均适用线性梯度法。pH 为

8 或更高时可获得最佳分离效果。图 2 及图 3 表示

的是在 TSKgel DEAE-5PW 上从鼠腹水和细胞培

养上清液中分离单克隆抗体（IgG1）。以鼠腹水为

例，如图 2 所示，IgG1洗脱约 15 分钟后，可将其

从转铁蛋白（约 11 分钟）与白蛋白（约 22 分钟）

等杂质中很好地分离出来，这些杂质在 IgG1洗脱之

前或之后进行洗脱。然而，在注入细胞培养上清液

时，如图 3 所示，因单克隆抗体极其微量，所以无

法检测到。

 
洗脱时间（分钟）      洗脱时间（分钟）                 洗脱时间（分钟） 

 

图 1 GFC 进行单克隆抗体的分离 

色谱柱：TSKgel G3000SWXL，7.8mm ID × 30cm 

洗脱液：A：50mmol/L 磷酸钠缓冲液 （pH 6.7） 

+ 0.3mol/L NaCl 

B：50mmol/L 磷酸钠缓冲液 （pH 5.0）+ 

0.1mol/L Na2SO4 

流速：  1.0mL/min 

温度：  25℃ 

检测器：UV@280nm 

样品：鼠抗人脯氨酸羟化酶（IgG1），小鼠腹水的

稀释液（50μl） 

图 2 IEC 进行单克隆抗体的分离 

色谱柱：TSKgel DEAE-5PW，7.5mm ID x 7.5cm 

洗脱液：A：20mmol/L Tris-HCl （pH 8.5） 

B：A + 0.5mol/L NaCl 

A →B 线性梯度（60 分钟） 

流速：  1.0mL/min 

温度：  25℃ 

检测器：UV@280nm 

样品：鼠抗人白蛋白（IgG1），小鼠腹水的稀释液 

（40μl 内 168μg） 
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不同于阴离子交换，阳离子交换剂如 SP 或

CM，其样品处理量较高，这是因为白蛋白及其他

大量的蛋白质直接穿透色谱柱，而没有在通常的洗

脱 pH 值下被吸附。还可通过步进式梯度洗脱法进

行单克隆抗体的简单分离。图 4 的色谱图中，单克

隆抗体（IgG1）从 TSKgel SP-5PW 色谱柱上的细

胞培养上清液中分离出来。很明显，洗脱液中的缓

冲液，洗脱类型及分离度各不相同。在这种情况下，

可通过醋酸盐缓冲液获得的较好的分离效果，而柠

檬酸盐缓冲液则不能。 

 

高性能的 NPR 色谱柱可快速分离微量样品。

尽管无孔型填料不适合用于纯化大量单克隆抗体，

但它们仍是进行单克隆抗体快速纯度检验的理想

色谱柱选择。 

图 5 说明，小鼠腹水样品可在 TSKgel DEAE-NPR

色谱柱上分离，其分辨率相似于从 TSKgel 

DEAE-5PW 色谱柱上获得的分辨率（见图 2）。由

于无孔型填料的色谱柱如 TSKgel DEAE-NPR 可

在非常短的时间内分析样品，它们尤其适用于检验

样本纯度或监测表达水平。并且在样品量很有限的

情况下，无孔型填料的色谱柱可用于分离样品中纳

克重量的单克隆抗体（详细可参考分离报告 No.65）

 

 
洗脱时间（分钟）                             洗脱时间（分钟） 

 

图 3 IEC 进行单克隆抗体的分离 

色谱柱：TSKgel DEAE-5PW，7.5mm 内径  x 

7.5cm 

洗脱液： A：20mmol/L Tris-HCl （pH 8.8） 

B：A + 0.5mol/L NaCl 

A →B 线性梯度（30 分钟） 

流速：   1.0mL/min 

温度：   25℃ 

检测器： UV@280nm 

样品：  抗 HLA-A， B， C （IgG1）， NS-1 培

养上清液 

 

图 4 IEC 法分离单克隆抗体 

色谱柱：TSKgel SP-5PW，7.5mm ID x 7.5cm 

洗脱液：A：a：20mmol/L 柠檬酸盐缓冲液，pH 5.7 

b：a + 0.5mol/LNaCl 

a → b 线性梯度（30 分钟） 

B：c:20mmol/L 醋酸盐缓冲液，pH 5.7 

d：c + 0.5mol/L NaCl 

c → d 线性梯度（30 分钟） 

流速：  1.0mL/min 

温度：  25℃ 

检测器：UV@280nm 

样品：抗 HLA-A，B，C （IgG1），NS-1 培养上清

液（500μg/500μl） 
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3.3 疏水作用色谱法（HIC） 

HIC 是一种广泛使用的蛋白质纯化方法，如今

也是单克隆抗体纯化的一个常用步骤。TSKgel 

Phenyl-5PW 是传统的用于分离蛋白质的疏水色

谱柱，而 TSKgel Ether-5PW 则更适合用于疏水性

蛋白的分离及回收，如膜蛋白以及分子量为

100,000Da 或更高的蛋白质。 

图 6为TSKgel Phenyl-5PW 与 Ether-5PW 色

谱柱对于鼠腹水的分离色谱图。在 TSKgel 

Phenyl-5PW 色谱柱上，大约 47 分钟时，单克隆抗

体（IgG1）峰与白蛋白峰重叠。相比之下，在 TSKgel 

Ether-5PW 色谱柱上，单克隆抗体峰与白蛋白峰很

好地被分离开来，并在约 13 分钟时被洗脱。此外，

在相同的分离条件下，由于填充材料的疏水性各不

相同，TSKgel Ether-5PW 色谱柱内的单克隆抗体

比 在TSKgel Phenyl-5PW 色谱柱中更快地被洗脱

出来。如图 6 所示，在本研究中 TSKgel Ether-5PW 

显然是 HIC 法分离单克隆抗体中较理想的选择。 

 
洗脱时间（分钟）                                洗脱时间（分钟） 

 

图 5 IEC 法检验单克隆抗体片段纯度 

色谱柱：TSKgel DEAE-NPR，4.6mm ID x 3.5cm 

洗脱液： a：50mmol/L Tris-HCl （pH 8.5） 

b：a + 0.5mol/L NaCl 

a → b 线性梯度（10 分钟） 

流速：  1.5mL/min 

温度：  25℃ 

检测器：UV@280nm 

样品：抗禽类 14K 外源凝集素 （IgG1） 

A：鼠腹水（× 4，5μl） 

B：TSKgel HA-1000， 单克隆抗体片段 

（100μl） 

 

图 6 HIC 法分离单克隆抗体 

色谱柱：A：TSKgel Phenyl-5PW，7.5mm ID x 

7.5cm 

B：TSKgel Ether-5PW， 7.5mm ID x 

7.5cm 

洗脱液：a：0.1mol/L 磷酸钠缓冲液（pH 7.0）+ 

+1.5mol/L 硫酸铵 

b：0.1mol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.0 

a → b 线性梯度（60 分钟） 

流速：  1.0mL/min 

温度：  25℃ 

检测器：UV@280nm 

样品：  抗禽类 14K 外源凝集素 （IgG1） 

鼠腹水（1.5mg/100μl） 
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图 7 表明，较大剂量的样本可注入 TSKgel 

Ether-5PW 色谱柱。3mL 鼠腹水（2 倍稀释，

1.0mol/L 硫酸铵）直接注入色谱柱，并通过线性梯

度或步进式梯度洗脱进行洗脱。通过线性梯度洗脱

获得的色谱图几乎与图 6 一致（不显示数据）。通

过步进式梯度洗脱，大多数杂质可流穿，仅单克隆

抗体在起初的硫酸铵浓度为 1.0mol/L 时被吸附。被

吸附的单克隆抗体由 0.5mol/L 的硫酸铵进行洗脱。

很明显，步进式梯度洗脱可用来分离这种量比较大

的样本。 

此外，如果想要纯化大量的单克隆抗体，也可

采用低压液相色谱法层析填料（Toyopearl 产品）

来代替 HPLC 色谱柱。 

 

尽管分离选择性相似于 TSKgel Ether-5PW，

但 Toyopearl Ether-650M 的粒径（~65μm）大于

TSKgel Ether-5PW（10μm）的粒径 ，因此，其

分辩率较低。关于 TSKgel 色谱柱与 Toyopearl 层

析填料的更多信息，请访问我们的网站。 

 

与 IEC 相似，在 TSKgel 系列色谱柱产品线中

已经开发出一款无孔型填料的 HIC 色谱柱。如果使

用 TSKgel Butyl-NPR，单克隆抗体的纯度检验或

微纯化工作可迅速完成。图 8 为 TSKgel Butyl-NPR 

色谱柱上鼠腹水的分离色谱图。该分离可在大约 3

分钟内完成，可看出，单克隆抗体可很好的从杂质

中被分离出来。 

 

洗脱时间（分钟）                       洗脱时间（分钟） 

图 7 HIC 法分离单克隆抗体 

色谱柱：TSKgel Ether-5PW，7.5mm ID x 7.5cm 

洗脱液： A：同图 6 

B：a：0.1mol/L 磷酸钠缓冲液 （pH 7.0） 

+ 1.0mol/L 硫酸铵 

b：0.1mol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.0 

a → a/b （50/50） （12 分钟） → 

b （20 min.） 步进式梯度 

流速：   1.0mL/min 

温度：   25℃ 

检测器： UV@280nm 

样品：   抗禽类 14K 外源凝集素 （IgG1） 

鼠腹水（90mg/3.0mL） 

图 8 HIC 法分离单克隆抗体 

色谱柱：TSKgel Butyl-NPR，4.6mm ID x 3.5cm 

洗脱液：A：0.1mol/L 磷酸钠缓冲液（pH 7.0） + 

1.5mol/L 硫酸铵 

B：0.1mol/L 磷酸钠缓冲液，pH 7.0 

A →B 线性梯度（10 分钟） 

流速：   1.0mL/min 

温度：   25℃ 

检测器： UV@280nm 

样品：   抗禽类 14K 外源凝集素 （IgG1） 

鼠腹水（38μg/2.5μl） 
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3.4 亲和色谱法（AFC） 

蛋白 A 亲和色谱法（AFC）通常应用于单克隆

抗体的纯化，同时也可通过固相金属离子亲和色谱

法（IMAC）来分离单克隆抗体。图 10 与 11 表示

了在载有 Zn
2+离子的 TSKgel Chelate-5PW 色谱柱

上从两种基质中进行单克隆抗体的纯化，这两种样

本的来源分别为鼠腹水及培养上清液。从图 11 可

看出，单克隆抗体（IgG1）在大约 32 分钟内通过

pH 梯度洗脱被洗脱，并能很好地从其他介质中分

离出来。 

 
洗脱时间（分钟） 

图 10 AFC 法分离单克隆抗体 

色谱柱：TSKgel Chelate-5PW Glass（Zn
2+） 

8mm ID × 7.5cm 

洗脱液：A：20mmol/L HEPES-MES-醋酸盐缓冲

液（pH 8.0）+ 0.5mol/L NaCI 

B：20mmol/L HEPES-MES-醋酸盐缓冲

液 （pH 4.0）+ 0.5mol/L NaCI 

A →B 线性梯度（40 分钟） 

流速：  1.0mL/min 

温度：  25℃ 

检测器：UV@280nm 

样品：  抗禽类 14K 外源凝集素 （IgG1） 

鼠腹水（50μl） 

图 11 AFC 法分离单克隆抗体 

色谱柱：TSKgel Chelate-5PW （Zn
2+） 

7.5mmID × 7.5cm 

洗脱液：A：20mmol/L Tris-HCl （pH 8.0）+ 

0.5mol/L NaCl 

B：A + 200mmol/L 甘氨酸 

A →B 线性梯度（30 分钟） 

流速：  1.0mL/min 

温度：  25℃ 

检测器：UV@280nm 

样品：  抗 HLA-A，B，C （lgG1），NS-1 培养上

清液 
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4. 总结 

正如本文中所讨论的一样，单克隆抗体的纯化

方法有多种不同的分离方式，且每种方式都具备其

各自的优点。因此，在单克隆抗体的纯化中，重要

的是根据分辨率、样品载量、可操作性、实验成本

及最终纯度等各种因素来选择最合适的分离方式及

色谱柱。（注：本报告著成时间较长，更多最新的单

抗分离色谱产品及相关应用文献请访问我们的网

站）。 
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