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离子交换层析分离单抗电荷异质体的模型辅助过程优化
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摘要： 针对单抗电荷异质体分离，采用离子交换层析机理模型，预测洗脱分离行为，辅助工艺条件优化。设计

了校准实验，拟合得到模型参数，模型计算与实验吻合良好，具有良好的预测能力。利用模型分析比较了不同

洗脱方式，得到最优的两步阶跃洗脱方案，具有较高的收率，但发现该分离过程对盐浓度极为敏感。进一步针

对第一步洗脱盐浓度进行过程稳健性约束的过程优化，发现盐浓度为 108.5 mmol/L时过程稳健性增强。经实验验

证，两步阶跃洗脱收率最高可达到 85.3%，稳健约束优化后第一步等度洗脱盐浓度操作区间增大为 98.9~
117.5 mmol/L。结果表明，模型辅助的工艺优化可以进行复杂条件分析，促进难分离体系的分离过程优化，并能

够针对过程稳健性给出合理解决方案。
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Abstract: For the separation of monoclonal antibody charge heterogeneous species, an ion-exchange 
chromatography mechanism model is used to predict the elution and separation behavior and assist in the 
optimization of process conditions. The calibration experiments were designed to estimate the model parameters and 
the model simulation matched well with the experiments, demonstrating the model has good predictive ability. The 
model was used to compare and evaluate the influences of different elution modes and conditions. The optimal two-
step elution was obtained to achieve high yield. However, it was found that the separation efficiency was highly 
sensitive to the salt concentration of first-step elution solution. Therefore, the process robustness was considered 
further to optimize the salt concentration, and it was found the salt concentration of 108.5 mmol/L could greatly 
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enhance the process robustness. The results of validation experiments showed that the highest yield of two-step 
elution process reached 85.3%, and the operating range of the salt concentration of first-step elution was widened to 
98.9—117.5 mmol/L. The results demonstrated that model-assisted process optimization could facilitate the 
complex condition analysis, promote the optimization and provide reasonable solutions for process robustness.
Key words: monoclonal antibody; charge variant; separation; ion-exchange chromatography; chromatography 
model; process optimization

引 言

全球最畅销的 10 种药物大多数来自生物制

剂[1-2]，其中单克隆抗体（简称单抗，mAb）是最重要的

生物技术药物[3]。为了提高产品质量和过程可控

性，遵循质量源于设计（quality by design，QbD）理

念，工艺过程开发一般通过实验设计（design of 
experiment，DOE）进行优化设计[4]。不过，由于下游

分离纯化过程可调参数多，导致实验工作量大，工

艺开发效率较低[5]。

单抗药物由于翻译后修饰或在分离纯化和储

存过程中发生氧化或脱氨等化学修饰，容易引起单

抗表面电荷的改变而形成电荷异质体，通常采用离

子交换层析（ion-exchange chromatography，IEC）进

行分离或富集[6]。由于许多治疗性抗体具有较高等

电 点[7-8]，因 此 阳 离 子 交 换 层 析（cation-exchange 
chromatography，CEX）最为常用[9]。由于单抗主成分

及其电荷异质体在结构和性质上非常相似，导致洗

脱峰存在严重的交叠，难以分离。如果用传统的

DOE 方法进行过程开发，对所有相关参数进行考

察，时间和实验成本将耗费巨大。美国食品药品监

督管理局（FDA）明确指出，应用计算机建模和虚拟

仿真技术，可以全面深入理解层析过程，系统评价

关键参数对分离性能的影响，可以在较短时间内实

现预测分析，得到最优条件[10]。Jakobsson 等[11]利用

IEC 建模并考虑模型不确定性，设计了稳健的洗脱

收集策略。Close 等[12]利用机理建模确定了疏水相

互作用层析的稳健工艺条件。Andris等[13]开发了一

种表征抗体-药物偶联物分离的机理模型，对操作

空间进行优化。

IEC建模关键在于描述蛋白在不同溶液条件下

的吸附-解吸行为，需要对柱内的传质和吸附过程

有精确表征。平衡分散模型（equilibrium dispersive 
model，EDM）描述了柱内的对流和扩散过程，适用于

传质较快和容易进入介质孔道的层析过程[14]。空间

质量作用模型（steric mass action model，SMA）是 IEC

最常用的吸附模型[15-16]，考虑了盐离子浓度对多组

分平衡中蛋白结合的影响。由于 SMA 模型中每个

组分有 4个参数，包括特征电荷数、平衡常数、空间

因子和动力学常数，多个分离组分造成参数众多，

且参数之间互相关联，因此参数拟合难度较大。

Yamamoto法[17-19]是校准 SMA模型参数的常用方法，

通过线性梯度洗脱实验（LGEs）保留时间对应的盐

浓度与归一化梯度斜率之间的线性关系，拟合出特

征电荷数和平衡常数。然而，Creasy 等[20] 发现

Yamamoto 方法只能适用上样量小于最大载量 5%~
10% 的情况。Saleh 等[21]采用 Yamamoto 方法估算了

低上样量下 SMA 参数值。工业生产通常采用大上

样量来确保过程产率，因此Yamamoto方法存在一定

局限性。Chen等[22-23]提出了 parameter-by-parameter
（PbP）的模型参数拟合方法，分步拟合 SMA 模型的

相关参数，提高了参数拟合效率。该方法适用于较

大上样量，突破了Yamamoto方法的局限性。

针对 CEX 分离单抗电荷异质体，本文采用 PbP
参数拟合方法，根据工艺条件设计校准实验，拟合

得到 SMA 模型参数，并验证模型预测能力。然后，

通过模型计算对不同洗脱方式的层析洗脱曲线进

行预测分析，得到合适的洗脱方式和最优操作点。

最后，基于分离过程对盐浓度极为敏感的情况，进

行过程稳健性约束的优化，得到更稳健的操作条件

和更宽的洗脱液盐浓度操作区间，改善实际分离的

工艺控制。

1 材料与方法

1.1 主要材料与仪器

单 抗 料 液（IgG1，等 电 点 8.03，平 均 分 子 量

150 kDa）、蛋白A亲和层析分离后的样品，海正生物

制药有限公司；强阳离子交换介质Monomix HC45-S
和层析柱 Generik FPLC（内径 10 mm，柱长 30 cm），

苏州赛分科技股份有限公司；弱阳离子交换分析柱

ProPac WCX-10，美国 ThermoFisher 公司；其他试剂
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均为市售分析纯。

层析系统 ÄKTA pure，美国 Cytiva 公司；高效液

相色谱仪 200/1260，美国 Agilent 公司；分光光度仪

DropSense 16，比利时Trinean公司。

1.2 模型校准实验

采用ÄKTA pure层析系统进行CEX分离单抗电

荷异质体，Monomix HC45-S介质装填层析柱，装填

高度为196 mm。在上样前，对单抗料液进行预处理，

用NaCl溶液调节电导率值至5.0 mS/cm，用柠檬酸缓

冲液调节pH至5.0±0.1，用平衡缓冲液（10 mmol/L磷

酸钠缓冲液，pH 5.0）调整单抗浓度为 3.16 mg/ml。
进行 6 组校准实验，得到上样量为 5 mg/ml，洗脱长

度分别为 10、15、20倍柱体积（CV）的 3条LGEs洗脱

曲线；上样量分别为 15 和 30 mg/ml、洗脱长度为 10 
CV的两条LGEs洗脱曲线；上样量为 5 mg/ml的等度

洗脱曲线。

层析具体步骤：4 CV平衡缓冲液平衡层析柱后

上样，4 CV 平衡缓冲液冲洗，4 CV 预洗缓冲液

（10 mmol/L磷酸钠缓冲液，pH 6.0）调节pH至6.0，然
后进行洗脱。洗脱缓冲液为含有 0.2 mol/L 醋酸钠

的 10 mmol/L磷酸钠缓冲液（pH 6.0），线性梯度范围

为 0~100%，等度洗脱为 55%。清洗及再生步骤包

括 2 CV 的 100% 洗脱缓冲液、4 CV 清洗液（0.5 mol/L 
NaOH）、4 CV再生缓冲液（1 mol/L NaCl）。全程流速

为 2.0 ml/min，室温操作。收集器分管收集洗脱组

分，分析各组分含量，得到各组分的洗脱曲线。

1.3 分析方法

单抗浓度由 UV280 进行测定。单抗纯度和电

荷异质体含量由高效液相色谱仪分析得到，采用弱

阳离子交换分析柱 ProPacWCX-10。对样品进行酶

切处理，调节样品浓度至 1 mg/ml，羧肽酶 B（cpb）在

37℃下进行酶切 30 min。流动相 A（25 mmol/L 磷酸

钠缓冲液，pH 6.0）和流动相 B（25 mmol/L 磷酸钠缓

冲液，添加 250 mmol/L NaCl，pH 6.0），进行 10%~
37% B 相的线性梯度洗脱，然后 100%B 高盐洗脱，

最后 10% B平衡再生。紫外检测波长 220 nm，上样

50 μl，流速 1.0 ml/min，柱温 25℃。采用峰面积归一

法计算样品中单抗主峰和各个电荷异质体的含量。

纯度为洗脱收集样品中单抗主峰和碱性异质体的

峰面积与总峰面积之比，收率为洗脱收集得到的单

抗蛋白量与上样的单抗蛋白量之比。

1.4 离子交换层析模型

采用EDM作为柱模型，具体方程如式（1），等号

右侧分别为对流项、分散项和吸附项。
∂ci∂t ( z, t) = - u

ε t
∂ci∂z ( z,t) + Dapp

∂2 ci∂z2 ( z,t) - 1 - ε t
ε t

∂qi∂t ( z,t)  （1）
式中，ci和 qi是不同组分在流动相和固定相中的

浓度，mol/L；z是轴向位置，m；t是时间，s；u为线性流

速，m/s；εt是总空隙率；Dapp是表观轴向分散系数。

吸附等温线SMA模型方程如下。

kkin, i
∂qi∂t

( z, t ) = keq, i
é
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ê
êê
êΛ -∑
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n  (υj + σj) qj( z, t)ù
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ci ( z,t ) -
qi( )z,t cυis ( )z,t （2）

qs( z,t) = Λ - ∑
j = 1

n  υj qj( z,t) （3）
式中，keq,i、υi、σi和 kkin,i分别是平衡常数、特征电

荷数、空间因子和动力学常数；Λ表示用于结合蛋白

的总离子交换容量，mol/L；cs和 qs分别是流动相和固

定相中的盐浓度，mol/L。
对于层析柱参数，L直接测量得到，εt通过丙酮

脉冲实验得到，Λ 通过层析柱动态酸碱滴定实验测

得[24-25]；对于操作条件参数，单抗上样浓度 cinj和线性

流速 u 来自实验，Dapp则通过层析柱等板高度 HETP
以下式计算得到。

Dapp = 0.5HETPu int （4）
式中，u int 为间隙流速，mm/s。uint通过体积流速

Q（ml/min）计算，公式如下：

u int = 4000Q
60ε tπdcol 2 （5）

SMA 参数拟合采用 PbP 方法，具体参见文献

[22-23]。步骤如下：（1）相同上样量、不同洗脱长度

的校准实验洗脱曲线，通过第一线性回归拟合得到

υ初值[26]；（2）相同洗脱长度、不同上样量的校准实验

洗脱曲线，通过第二线性回归拟合得到 keq 初值；

（3）通过简化线性逼近结合反演法得到 σ；（4）利用

校准实验的所有洗脱曲线，通过反演法得到 kkin
[27]。

1.5 模型辅助洗脱过程优化

采用校准好的 IEC模型，预测不同洗脱方式下的

洗脱曲线，包括单步洗脱、两步洗脱和三步洗脱，比

较分析单抗电荷异质体的分离效果，实现过程优化。

根据工艺要求，设定洗脱长度为 15 CV，纯度大于

89%。过程优化以保证纯度和提高收率为目标，定义

最大化目标函数F1为纯度为89%时收率的最大值。

对不同洗脱方式进行比较分析，基于最大过程

收率确定适合的洗脱方式和最优操作点。求解采

用遗传算法，具有较强的全局搜索能力、鲁棒性和

自适应性，特别适用于多维参数优化和复杂问题的
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求解。使用 scikit-optimize 软件包中的遗传算法

(scikit-optimize是一个开源的Python库，提供了多种

优化算法)。编程采用Python 3.10。
1.6 考虑过程稳健性的洗脱条件优化

考虑洗脱过程对盐浓度比较敏感，为了扩大洗

脱盐浓度的操作区间，对 1.5 节优化得到的洗脱方

式进行过程稳健约束下的进一步优化，保证过程洗

脱盐浓度不确定时的收率稳健。定义优化目标函

数F2为：

F2:   max  wavg 
∑
i = 1

3
Yi

3 - ws
1
3 ∑

i = 1

3  
æ

è

ç

ç

ç

ç
çç
ç
ç

ç

ç
ö

ø

÷

÷

÷

÷
÷÷÷
÷

÷

÷
Yi - ∑

i = 1

3
Yi

3

2

（6）

式中，wavg和ws分别为收率的平均值和标准差的

权重，本文wavg=0.7，ws=0.3；Y1、Y2、Y3为其余洗脱条件

不变时，两步阶跃洗脱过程中的第一步洗脱盐浓度

变化-5%、0%、+5% 时，纯度为 89% 时对应的收率。

该稳健约束将确保即使在第一步洗脱过程中盐浓

度不确定的情况下，收率仍能保持在可接受的范围

内，并且提供过程对盐浓度变化的适应能力。利用

模型预测不同第一步洗脱盐浓度下的洗脱曲线，估

算其纯度和收率，可确定对应操作区间。

2 结果与讨论

2.1 模型参数确定

层析系统和层析柱参数测定和计算结果汇总

于表1中。

对单抗料液进行HPLC分析，酸性异质体、单抗

主峰及碱性异质体按保留时间由小到大排列。单

抗主峰记为 M，含量为 69.53%；酸性异质体有两个

峰，记为 A1 和 A2，含量分别为 9.14% 和 13.02%，分

开建模；碱性异质体 B因含量较低且不影响产品质

量，故不进行建模。进行 6个CEX校准实验，收集样

品分别进行浓度检测和 HPLC 分析，获得单抗浓度

和不同组分含量，得到 6 条洗脱曲线，结果见图 1。
其中，图 1(a)~(f)分别对应实验 a~f。可以发现，酸性

异质体和单抗主峰的洗脱峰重叠严重，其中A2和M
的洗脱峰区间几乎完全重合。从相同上样量、不同

洗脱长度的实验（a、b、c）可以看出，洗脱长度越大，

不同组分的保留时间相差越大，分离效果越好；从

不同上样量、相同洗脱长度的实验（a、d、e）可以看

出，上样量越大，洗脱峰峰宽越大，重叠越严重。

在进行模型参数拟合前，先确认模型预测的盐

浓度和实验盐浓度得到了较好匹配。选取前 5个实

验的洗脱曲线，按照 PbP法进行模型参数的分步拟

合：（1）实验 a、b、c 得到 υ 初值；（2）实验 a、d、e 得到

keq 初值；（3）5 个实验共同得到 σ 初值；（4）将前面

3 个参数初值代入，用反演法拟合全部 5 条洗脱曲

线，得到 4个 SMA参数的终值。拟合得到的模型参

数见表 2。A1、A2、M的特征电荷数 υ和平衡常数 keq
依次增大，与实验中逐渐增大的保留时间相对应[28]。

同时，3个组分的空间因子σ之差小于0.5，与电荷异

质体和单抗分子大小相近的事实相符[29]。A1、A2、M
的洗脱过程峰宽逐渐减小，拟合得到的动力学常数

kkin逐渐降低，符合 kkin与峰宽呈正相关的规律[30]。从

图 1可见 5个实验的模型计算与实验拟合良好。采

用得到的模型参数，对实验 f进行预测分析，发现等

度洗脱曲线的预测结果和实验吻合良好，说明模型

具有较好的预测准确性。

2.2 模型辅助洗脱过程优化

单抗电荷异质体分离的原工艺为 14 CV的 4步

洗脱过程，纯度为 89%，收率为 49.8%。为了与原工

艺作对比，本文优化目标设定为：洗脱长度为

15 CV，保持纯度为 89%，使收率尽可能提高。利用

前文建立的模型，预测不同洗脱方案的洗脱曲线，

得到纯度为 89%时对应的收率，直至收敛得到最大

过程收率的最优操作点。为了探究洗脱步骤复杂

程度对最大收率的影响，对单步洗脱、两步洗脱、三

步洗脱的不同洗脱方式均进行了优化，三步洗脱仅

考虑了较有代表性的 3种方式。表 3汇总了不同洗

脱方式及最大过程收率。可以发现，最大收率随着

洗脱方式的复杂程度增大而递增：三步洗脱

（65.2%）>两步洗脱（64.85%）>单步洗脱（60.57%）。

洗脱方式越复杂，工艺越难控制，两步洗脱的最大

收率仅比三步洗脱小 0.35%，因此确定两步洗脱为

最合适工艺。

表 1　层析系统和层析柱参数

Table 1　Chromatographic system and column parameters

参数类别

层析柱参数

操作条件参数

参数名称

柱径

床高

总空隙率

离子交换容量

单抗上样浓度

线性流速

表观轴向分散系数

参数符号

dcol
L

εt
Λ

cinj
u

Dapp

数值

10
196
0.91
0.58
3.16

0.467
0.0989

单位

mm
mm
—

mol/L
mg/ml
mm/s
mm2/s
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在两步洗脱的 4 种洗脱方式中，两步阶跃和梯

度-等度洗脱的最大收率较为突出，其中后者略大

于前者，洗脱曲线见图 2（阴影部分为产品的收集区

间）。实际应用中，梯度洗脱较难控制，因此选择两

步阶跃洗脱作为优化方案：第一步等度洗脱的盐浓

度为103.4 mmol/L，洗脱长度为14.42 CV；第二步等度

洗脱的盐浓度为 320.0 mmol/L，洗脱长度为 0.58 CV，

最大收率达到 65.5%。该方案中，第一步洗脱先以

较低的盐浓度洗出大部分酸性异质体，再用第二步

高盐洗出剩余产物。因此第一步洗脱的盐浓度控

制极为重要，决定了产物的纯度和收率。

根据前文优化结果，针对两步阶跃洗脱方案，

进一步考察第一步洗脱盐浓度对洗脱曲线的影响，

结果见图 3。可以发现，仅仅 3 mmol/L 的盐浓度变

图1　实验洗脱曲线和模型计算结果比较

Fig.1　Comparison of experimental elution curve and model calculation
表 2　SMA 模型参数

Table 2　SMA model parameters

参数名称

特征电荷数

平衡常数

空间因子

动力学常数

参数符号

υ

keq
σ

kkin

A1
11.58

4.23×10-7

10.47
0.35×10-8

A2
11.75

6.20×10-7

10.97
0.20×10-8

M
11.89

7.34×10-7

11.70
0.10×10-8
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化就会导致洗脱曲线形状发生明显改变，说明洗脱

过程对盐浓度极度敏感。保持收集区间不变，图 4
给出了第一步洗脱盐浓度在 103.4 mmol/L附近变化

幅度为 6%时，单抗纯度和收率的变化情况（图中虚

线表示操作点位置）。可以发现，盐浓度变化仅

6.0 mmol/L，单抗纯度波动大于 5%，收率波动大于

30%。因此，前文得到的优化方案的稳健性不佳。

2.3 考虑过程稳健性的洗脱条件优化

为了增大过程稳健性，扩大洗脱盐浓度的操

作区间，进一步对前文得到的两步阶跃中第一步

洗脱的盐浓度进行稳健约束优化，包括第一步洗

脱的长度、第一步洗脱盐浓度、第二步洗脱盐浓

度，同时对第一步洗脱盐浓度的不确定性导致的

收率变化进行约束。比较分析不同洗脱条件的洗

脱曲线，直至收敛得到稳健且较高过程收率的洗

脱条件。

在收集区间不变的条件下，优化得到过程相对

稳健的两步阶跃洗脱方案如下：第一步洗脱盐浓度

为 99.2 mmol/L，洗脱长度为 11.70 CV；第二步洗脱盐

浓度为280.0 mmol/L，洗脱长度为3.30 CV。洗脱曲线

见图5。图6展示了第一步洗脱盐浓度在99.2 mmol/L
附近变化幅度为 6%时对应的纯度和收率变化曲线

（虚线表示操作点位置）。若保持收集区间不变，当

第一步等度洗脱盐浓度变化 6.0 mmol/L 时，收率波

表 3　不同洗脱方式的优化结果

Table 3　Process optimization of different elution methods

洗脱方式

单步洗脱

两步洗脱

三步洗脱

等度洗脱

梯度洗脱

两步阶跃

等度-梯度

梯度-等度

两步梯度

三步阶跃

等度-梯度-等度

梯度-等度-梯度

最大收率/%（纯度为89%）

59.2
61.9
65.5
64.2
65.6
64.1
65.5
65.1
65.0

图2　优化后不同洗脱方式的洗脱曲线

（阴影部分为收集区间）

Fig.2　Elution curves of different optimized elution modes 
(the shaded parts are the collection ranges)

图3 不同盐浓度的第一步阶跃洗脱曲线

Fig.3 First-step elution curves of different salt concentrations

图4 第一步洗脱盐浓度对两步阶跃洗脱的纯度和收率

的影响

Fig.4 Effects of first-step elution salt concentration on purity 
and yield of two-step stepwise elution
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动小于 10%，过程稳健性大大提高。但是，此方案

的收率较低。由此可见，提高过程稳健性的代价是

收率大幅度降低，这主要是因为收集区间恒定的限

制导致收率不能最大化。

为了提高过程的稳健性同时提高收率，进一步

提出收集区间和盐浓度同时变化的方案。把收集

区间设为可变的工艺条件之一，用前文同样的方法

进行稳健约束的过程优化，得到洗脱条件为：第一

步洗脱盐浓度为108.5 mmol/L，洗脱长度为14.38 CV；

第二步洗脱盐浓度为 320.0 mmol/L，洗脱长度为

0.62 CV。洗脱曲线见图 7。图 8展示了第一步洗脱

盐浓度变化幅度为 6%时对应的收集起点和收率变

化曲线（虚线表示操作点位置）。可以发现，洗脱盐

浓度从 103.4 mmol/L变化到 117.5 mmol/L，收率变化

控制在 5% 内，过程较为稳健，最大收率为 63.45%。

此方案能同时满足较高收率和过程稳健性要求。

这是因为第一步洗脱盐浓度变化时，收集区间可同

步进行调整，使单抗始终满足纯度要求（≥ 89%），同

时达到收率最大化。

2.4 层析分离实验验证

为了确认上述模型优化结果，进行了 4 个条件

的实验验证。其中，实验Ⅰ是未考虑稳健性得到的

最优操作点，可达到最大过程收率；实验Ⅱ是稳健

约束优化后确定的洗脱条件。为了进一步确认实

验Ⅱ的第一步洗脱盐浓度的操作区间，进行了操作

区间上限和下限考察，分别为实验Ⅲ和实验Ⅳ。具

体实验条件见表 4，第二步等度洗脱盐浓度均为

320 mmol/L，结果见图9。
从图 9 可以看出，层析分离验证实验的洗脱曲

线与模型预测吻合良好。表 4中实验值是按照模型

预测的收集区间收集时对应的纯度和收率，偏差均

小于 7%。整体而言，验证实验的分离效果优于模

图5 收集区间恒定的稳健优化两步阶跃洗脱曲线

Fig.5 Elution curve of optimized two-step stepwise elution 
under the robust constraints and fixed collection range

图6 第一步洗脱盐浓度对稳健优化及收集区间恒定的

两步阶跃洗脱纯度和收率的影响

Fig.6 Effects of first-step elution salt concentration on purity 
and yield of optimized two-step stepwise elution under 

the robust constraints and fixed collection range

图7 收集区间变化的稳健优化两步阶跃洗脱曲线

Fig.7 Elution curve of optimized two-step stepwise elution 
under the robust constraints and changed collection range

图8 第一步洗脱盐浓度对稳健优化及收集区间变化的

两步阶跃洗脱收集起点和收率的影响

Fig.8 Effects of first-step elution salt concentration on purity 
and yield of optimized two-step stepwise elution under 

the robust constraints and changed collection range
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型预测，纯度比预测的 89% 稍高，分析原因主要是

A2 酸性异质体在模型校准时匹配程度不够高，导

致模型预测存在一定偏差[31]。结果表明，经过稳健

性约束优化，在保证单抗纯度大于或等于 89% 条

件下，第一步洗脱盐浓度在 103.4~117.5 mmol/L
时，过程收率波动小于 7%，过程具有较好的稳健

性，与模型预测基本一致。基于表 4 的验证实验，

若调整收集区间控制纯度为 89%，4 个实验的收率

均高于表中数值，分别为 85.3%、71.1%、83.7%、

57.5%，最大收率可达到 85.3%，实验Ⅲ的收率同样

满足工艺要求。因此第一步洗脱盐浓度的操作区

间可扩大至 98.9~117.5 mmol/L，此区间内纯度和收

率均满足要求，过程稳健性显著提高，有利于实际

应用。

3 结 论

针对CEX分离单抗电荷异质体，建立层析机理

模型，辅助洗脱条件优化。设计了校准实验，根据

PbP 法进行参数分步拟合，模型计算与实验吻合良

好。利用模型，对不同洗脱方式进行了过程优化，

模型预测洗脱曲线并估算纯度和收率，优化得出两

步阶跃洗脱方法，但分析发现该洗脱条件对第一步

洗脱的盐浓度极为敏感。进一步考虑过程稳健性，

对第一步等度洗脱盐浓度进行稳健约束优化，并进

行了实验验证，两步阶跃洗脱收率达到 85.3%，第一

步等度洗脱盐浓度控制在 98.9~117.5 mmol/L 内均

能得到较高收率。结果表明，层析模型辅助方法有

助于确定最优操作点，评价过程稳定性，促进难分

图9　层析分离验证实验与模型预测结果比较

Fig.9　Comparison of chromatographic separation verification experiments and model predicted results

表 4　层析分离验证实验与模型预测结果比较

Table 4　Comparison of chromatographic separation verification experiments and model predicted results

序号

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

洗脱总长度/CV
15.0
15.0
15.0
15.0

收集

起点/CV
13.80
11.00
16.06
4.40

第一步等度洗脱

洗脱长度/CV
14.42
14.38
14.38
14.38

盐浓度/(mmol/L)
103.4
108.5
98.9

117.5

纯度

预测值/%
89.0
89.0
89.0
89.0

实验值/%
92.2
91.1
91.7
89.0

偏差/%
3.47
2.31
2.94

0

收率

预测值/%
65.5
63.4
43.8
60.0

实验值/%
64.2
59.8
43.5
57.5

偏差/%
2.02
6.02
0.69
4.35
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离体系的分离工艺优化。
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