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对用户的好处
◆     使用 MicromATRTM ATR 附件进行微量液体采样
◆     使用 IRTracer-100 和 9 次反射 MicromATR ATR 附件提高灵敏度

■  引言
单克隆抗体（mAb）因其在医学和生物科学中的广泛应用而

成为一大类生物药物。抗体的生物活性可归因于其独特的形态结
构 [1]。蛋白质高序结构（HOS）包括构成蛋白质三维结构的二级、
三级和四级蛋白质结构 [2]。mAb 的 HOS 分析对于确保蛋白质治
疗产品的质量和有效性至关重要。已用于表征蛋白质 HOS 的一些
分析方法包括紫外圆二色光谱、核磁共振（NMR）和傅立叶变换
红外（FTIR）光谱。

FTIR 光谱适用于测定蛋白质不同二级结构的相对量。可以从
IR 光谱中蛋白质的酰胺谱带 I 中获得该信息，范围为 1600 cm-1

到 1700 cm-1。可应用带曲线拟合和二阶导数等数学程序来解析
重叠的酰胺谱带 I 成分，并量化蛋白质的二级结构。在本应用报
告中，使用 FTIR 光谱和谱带曲线拟合数据分析检查 mAb 的二级
结构。

■  实验部分
本分析中使用的 mAb是贝伐单抗生物仿制药和曲妥珠单抗。

制备贝伐单抗生物仿制药和曲妥珠单抗，并使用去离子水分别稀
释至 25 mg/mL 和 30 mg/mL。

使用配备 9 次反射 ATR 晶体（金刚石）的 MicromATR ATR

附件（图 1）进行 FTIR 测量。与应用新闻 AD-0178 [3] 中使用的
透射池技术相比，ATR 的小晶体表面积仅需使用 30 µL 样品，且
更易于清洁。与单次反射晶体相比，9 次反射 ATR 晶体具有更好
的灵敏度。

将作为对照空白样品的去离子水移取至晶体表面。使用岛津
IRTracer-100 FTIR 光谱仪获得红外光谱，测量条件如表 1 所示。
在 1900 cm-1 至 600 cm-1 的波数范围内获得红外光谱。用相同的
方法测定抗体溶液，每个样品测定四次

■  结果和讨论
抗体蛋白的酰胺 I 谱带（1600 cm-1 至 1700 cm-1）与水振动

模式（1640 cm-1）直接重叠。为了获得抗体的真实光谱，抗体光
谱中扣除对照空白的光谱。为确保减去的对照空白样品光谱没有
过多或不足，1900 cm-1 到 1700 cm-1 的波数范围应该是平坦的基
线，且该范围内没有负数部分。图 2 显示了减法后抗体样品的重
叠红外光谱。
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仪器 ： IRTracer-100 傅立叶变换红外光谱仪 
MicromATR ATR 附件

分辨率 ： 4 cm-1

测定次数 ： 100 次
变迹函数 ： Sqr-Triangle

检测器 ： DLATGS

表 1 仪器和分析条件
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图 3 贝伐单抗生物仿制药（A）和曲妥珠单抗（B）的二阶导数光谱

表 3 贝伐珠单抗生物仿制药与曲妥珠单抗二级结构百分比

二级结构 贝伐单抗
生物仿制药（%） 曲妥珠单抗（%）

α 螺旋 5.91 6.65

β 折叠 62.31 70.08

β-旋转 29.83 22.88

随机 1.94 0.39

图 4 贝伐珠单抗生物仿制药（A）和曲妥珠单抗（B）的红外光谱与
拟合的组分谱带
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图 3 显示了抗体蛋白的二阶导数光谱。将来自二阶导数光谱
的谱带位置用作酰胺谱带 I 曲线拟合分析的指导。对图 2 中差谱
后的抗体光谱进行 ATR 校正，以获得与透射法光谱类似的光谱。
使用七点 Savizky-Golay 函数进一步平滑 ATR 校正光谱，以去除
任何可能的白噪声。随后进行酰胺谱带 I 的基线校正。根据表 2

中的设置，使用 LabSolutionsTMIR 曲线拟合函数对酰胺谱带 I 进行
谱带曲线拟合分析。图 4 显示了贝伐单抗生物仿制药（A）和曲
妥珠单抗（B）的曲线拟合酰胺谱带 I 的 IR 光谱。 

每个组分峰代表一个二级结构元素 [4]。根据每个指定组分
峰的面积计算每个二级结构元素相对于总贡献的相对贡献。贝伐
珠单抗生物仿制药和曲妥珠单抗各二级结构元素的定量结果见表 

3 定量结果是四次重复测定结果的平均值。

峰曲线类型 ： 高斯函数
基线 ： 无基线
范围 ： 1595 - 1705 cm-1

最大误差 ： 0.01 %

表 2 曲线拟合设置

■  结论
使用曲线拟合方法分析酰胺谱带 I 区域上 mAb 的二级结构。

使用带有 9 次反射 ATR 附件的 FTIR 光谱，可以利用最少的样品
体积和简单的样品制备步骤来测量水溶液中的蛋白质。
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