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前言

HCP的風險管理與監測策略在生物藥製程的

初期便須開始進行，如圖1[2 ]所示，其最終目的

是降低HCP的含量，因此在過程中不斷的追蹤

HCP含量變化是有其必須性的，此外為了更有效

率的改善製程，鑑定HCP的主要成分並擬定針對

性的純化製程也是相當重要的一部份，藉由持續

的檢測並改善及優化製程，最終便能得到HCP在

容許範圍內的生物藥。在HCP的分析方式中用於

檢測含量的方法為免疫特異性偵測法(Immuno-

specific methods)，其抗體來源往往來自於製

程中所需要用到的空細胞株，將之培養後純化獲

得HCP並製成多株抗體，利用抗體鍵結生物藥中

的HCP並透過呈色計算其含量，該方式有著專一

性高、靈敏度高、偵測範圍廣泛等優點，能夠一

次偵測多種生物製劑中含有的HCP，由於有許多

商用試劑或通用抗體，因此使用上相當便利，根

據抗體的使用方式可以分為酵素免疫分析法

(ELISA)、西方墨點法 (Western blot) 及鄰位連

接分析法 (Proximity ligation assay) 等；另外

一種偵測法為非特異性偵測法(Non - spe c i f i c 

methods)，其藉由鑑定製劑中的蛋白身分能夠

掌握HCP中主要的成分，同時也能用來比較追蹤

不同製程中對HCP所產生的影響或改變，該種偵

測方式有二維膠體電泳 (2D gel electrophore-

sis)與液相層析串聯式質譜儀(LC-MS/MS)。

生物藥相對於合成藥有著低副作用、高選擇性及製程不易模仿等優勢，然

而藉由細胞株生產目標藥物的製程中會出現許多宿主 D N A 、 宿主細胞蛋白

( H C P )及代謝物等雜質，其中HC P具有降低產物功效、影響臨床反應及誘導人

體免疫反應等風險，在國際醫藥法規 ( I C H  Q 6 B )  裡H C P被認為是一種需要監測

的關鍵品質要素 ( C r i t i c a l  q u a l i t y  a t t r i b u t e ,  C Q A s )，此外，美國食品藥品

管理局 ( F D A )及歐洲藥品管理局 ( EM A )也提出需要互補的方法檢測HC P確保其

數據精確以降低對於人體所造成的風險，以美國藥典公約 ( U S P ) 公布的人類重

組胰島素為例，其H C P的容許含量便不得超過1 0 n g / m g [ 1 ]，因此在生物藥的

製程中HC P監控策略有著相當重要的地位。目前有許多HC P的分析方式，根據

其原理可以分成兩大類，分別是用於偵測含量的免疫特異性偵測法以及用於鑑

定其身分的非特異性偵測法，藉由了解這些分析方式的原理並根據不同的情況

中選擇適當的方法，將有助於製程的改善及優化，以下將介紹上述分析方式的

運作原理及其可以運用的範圍。

圖1. 在生物藥製程中HCP的管理流程，藉由分析HCP的總量

與鑑定HCP的身分蒐集資訊，再以純化方法降低產品中高風

險之HCP含量[2](Biotechnol. bioeng., 2015, 112 (9): 1727-37)。
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ELISA是透過專一性抗體辨認抗原，配合酵

素呈色反應所設計之偵測法，根據其檢測類型又

可以分為三明治法(Sandwich)、間接法(Ind i -

rect)及競爭法(Competitive)，三明治法是利用

捕捉抗體(Capture antibody)將抗原留下，接著

利用帶有酵素的檢測抗體(Detecting antibody)

接上抗原後進行呈色，由於三明治法藉由兩種專

一性抗體辨認多價位抗原並鍵結之(如圖2[3]所示)

，具有專一性高的優點，此外，ELISA的偵測靈

敏度相當高(1ng/mL)[4]。市面上有許多通用型試

劑盒可以用在HCP含量的檢測，在美國藥典公約
[5]中也有提出必須用ELISA對製劑中的HCP進行

定量，然而市售的ELISA試劑盒雖然含有通用型

的抗體，卻無法完全預測不同生物藥製程中HCP

的多變性，在圖3[6]中可以看到用捕捉抗體(Cap-

ture Antibody) 與偵測抗體 (Detection Anti-

body)所辨認的蛋白並不一致，另外過去的研究

中[7]也提到ELISA無法對製劑中特定的HCP定量

的例子，這樣的結果可能是因為HCP在帶有載體

的細胞株中產生了修飾，導致其抗體結合位出現

改變，如此一來便有可能錯估HCP在製劑中的含

量進而提高製劑的風險，因此確保ELISA的數據

可信度是相當重要的。

Western blot是藉由將蛋白質鑲嵌在聚偏二

氟乙烯膜 (PVDF membrane) 上，並利用具有抗

原專一性的一抗以及具有一抗專一性的二抗進行

目標蛋白的檢測，根據是否有經過電泳分離不同

大小的蛋白，又能夠進一步地分成一般的West-

ern blot與Dot/Slot blot；有別於ELISA的定量

，Western blot必須透過internal control來進

行比較作相對定量，然而其實驗結果卻可以觀察

到不同分子量的HCP變化，如圖4[8 ]所示，藉由

電泳分離不同大小的蛋白質後，透過Weste rn 

blot觀察HCP在不同製程階段中的改變，如此一

來便能選擇較佳的製程策略，此外，Dot/S lo t 

b l o t則是省略電泳的步驟，直接將蛋白轉漬於

PVDF上進行抗體鍵結的步驟，此方法無法觀察

到不同的蛋白質，僅以呈色深淺來得知HCP含量

的變化，可以迅速得知結果；然而利用這兩種方

式必須注意二抗交叉反應(Cross-reaction)的可

能，例如若其生產的目標蛋白屬於疫苗或抗體等

，來自中國倉鼠卵巢細胞株(CHO)或小鼠骨髓瘤

細胞(NS0)的人類IgG可能與作為二抗的IgG有著

較高的同源性，如此一來便有可能錯認蛋白使結

果出現差異，在這類型的試驗中可以藉由加入

IgG標準品做為對照組(圖5[3])或直接利用一抗進

行呈色反應觀察結果，以降低實驗上的誤差。

圖3. 商用ELISA 試劑盒抗體對於HCP辨別程度不一，(A)商用

試劑盒捕捉抗體對HCP之反應(B)商用試劑盒偵測抗體對HCP

之反應(C)二維電泳對照圖[6](Biotechnol. J.,  2013, 8: 655-70)。

圖2. Sandwich ELISA抗體的運作示意圖[3](Biotechnol. bioeng., 

2009, 103 (3): 446-58)。

圖4. 利用Western blot 觀察不同製程對於HCP造成的變化 

(1)Marker (2)未純化產物 (3)純化管柱一洗脫物 (4)純化管柱

二洗脫物 (5)最終產物[8](BioProcess Intl.,  2015)。

1. ELISA

2. Western blotA. 免疫特異性偵測法:



圖5 .在HCP分析中加入IgG標準品作為交叉反應的對照組 

(1-4)分析物(5-10)加入不同濃度之IgG對照組[3] (B iotechnol . 

bioeng., 2009, 103 (3): 446-58)。

圖6. 利用抗原相鄰的序列連結進行即時定量[9](Bioprocess Intl.  

10 (2): 44-50)。

Proximity ligation assay需要兩種帶著寡

核苷酸序列(Oligo_nucleotide sequence)的專

一性抗體以及捕捉抗原的捕捉抗體，藉由捕捉體

將抗原留住，其中帶有序列的兩個鄰近抗體藉由

互補的連接子(Connector)再利用酵素(Ligase)

能使序列相連(Ligation)，最後利用即時聚合酶

鏈鎖反應 (Real-time PCR)針對序列進行定量(圖

6[9])，由於 Real-time PCR 是以螢光系統進行偵

測，因此其靈敏度相當高 (0.025 ng/mL)[6]，另

一方面也減少了交叉反應的可能，然而該方式需

要具有三種鍵結價位的抗原，同時也必須給予足

夠的空間進行抗體的鍵結，因此縮限了能夠偵測

HCP的量。

Biosensors的靈敏度可以到10-18M，其原理

是利用生物層上的抗體與偵測溶液中的抗原結合

，藉由偵測其電壓或波長的改變來計算HCP的含

量，由於操作簡易且分析時間短，因此適用於大

量樣品分析的自動化操作，然而同時也有著抗體

與抗原保存不易、再生次數有限，容易受到環境

影響等問題[11]，因此大多數都是用在製程已經穩

定的階段。

2D gel electrophoresis可以根據分子量與

等電點觀察到不同的蛋白質，原理是先讓蛋白質

在帶有 p H梯度的膠體進行等電點聚焦電泳

(Isoelectic focusing , IEF)，帶著電荷的蛋白質

在等電點對應的pH值中淨電荷等於零，因此便

能分離出帶有不同電荷的蛋白質，接著再將膠體

進行 SDS electrophoresis ，將蛋白質根據分子

量大小做二次分離，並利用蛋白質染劑呈色，如

此一來便能得到較為詳細的蛋白質資訊，透過該

方法能夠比較不同製程階段的HCP變化，如圖

7[6 ]所示，然而一般分析時實驗條件可能出現些

微的差異使蛋白質印跡出現位移，進而導致難以

跟先前的結果圖做比較，因此還有一種方式是藉

由不同顏色的螢光染劑CyDye將不同階段的樣本

染色，接著將所有樣本跑在同一片膠上，如此一

來便能降低實驗時所出現的人為誤差(圖8[7])，需

注意的是，螢光染劑CyDye是透過改變蛋白質性

質的疏水性與電荷以接上Lysines，因此在結果

分析或要做後續的質譜鑑定時便需要特別加註。

此外，利用同位素標定法具有不會改變蛋白質且

高靈敏度的優點，但放射顯影曝光時間長且操作

上的安全風險相對較高[13]。

Threshold是藉由偵測尿素水解所產生的閾

值來檢測蛋白質含量的方法，其原理是將抗原一

端接上帶有生物素標定 (Biotinylated) 抗體，另

一端則接上帶有尿素酶(Urease)的抗體，接著與

鏈親合素(Streptavidin)進行結合並產生水解反

應，接著透過機器讀取數值獲得HCP含量數據，

該方法屬於類似ELISA的三明治法，具有高專一

性高靈敏度的特色，此外由於捕捉抗體不必事先

處理固定在讀取盤上，因此能夠自行加入複數抗

體與抗原混合偵測HCP含量[10]，然而該方法的抗

體需配合修飾加工才能進行反應，因此與其他方

式相比其抗體的選擇上較少。

3. Proximity ligation assay

1. 2D gel electrophoresis

5. Biosensors

4. Threshold

B. 非特異性偵測法:



雖然二維膠體電泳能夠比較不同分子量與pI

值的蛋白質分布，但在樣品數目龐大且複雜的情

形下，其分離效率就會受到限制，利用液相層析

串聯式質譜(LC-MS/MS)方法能夠快速分析不同

製程階段的樣品，且藉由資料庫軟體比對可以減

少人為比對到蛋白質的錯誤率。液相層析串聯式

質譜的分析方法，是先將複雜的蛋白質樣品經由

酵素水解反應後，形成特定的胜肽片段，之後將

這些胜肽片段導入液相層析串聯式質譜儀做偵測

，胜肽首先會利用液相層析作第一步的分離，分

離後的胜肽再進入串聯式質譜儀，此時質譜儀會

先掃描一張全範圍圖譜，根據此圖譜來篩選特定

的胜肽離子，再將這些胜肽離子導入碰撞室以產

生這些胜肽的裂解離子 (fragment ions)，這些

裂解離子進入二次質譜分析，就能得到這些胜肽

的序列資訊，藉由軟體可以將這些得到的圖譜轉

換成電腦可以運算的資料並送入蛋白質資料庫做

比對與鑑定，就可以得知複雜樣品中有那些蛋白

質與其酵素水解產生的胜肽序列資訊；液相層析

串聯式質譜的靈敏度相當高 (1-50 fmole)，透過

電腦收集得到的數據可以做到許多不同的應用，

例如先收集各製程階段液相層析質譜的數據得知

蛋白質分布情形，相互比較來達到監測HCP改變

的可能(圖9[14])，在過去的研究中[7]便有提到透過

液相層析串聯式質譜的分析並結合軟體運算以提

高樣品中蛋白質體覆蓋率(proteome coverage)

，用以鑑定製劑中的HCP主要成分，如此一來便

能根據其特性擬定純化策略，增加整個過程的效

率。

2. 液相層析串聯式質譜(LC-MS/MS)

在生物製劑的製造過程中HCP的定量及鑑定

是相當重要的，由於在定量上尚未有一個全面性

的分析方式，因此必須要選擇複數試驗方法來相

互佐證其準確度，在表1[6 ]列出了上述中不同方

式的差異，可以看到ELISA靈敏度雖然不是最高

的，但仍是不可或缺的一種定量方式，這是因為

ELISA有著定量精準且商用選擇眾多的優點，因

此衡量分析方式的優劣是否適合該階段的實驗是

相當重要的；另一方面，雖然二維電泳能呈現不

同階段的蛋白質分布圖，然而蛋白質過多會導致

印跡雜亂，且關鍵蛋白質身份的鑑定最終都得仰

賴質譜儀，因此二維電泳較適合製程穩定時進行

少數蛋白質的比較與觀察，而LC-MS/MS的優勢

在於能分析複雜度高的樣品，在初期能夠迅速獲

得大量的蛋白質資訊，降低人為操作的所產生的

偏差及失誤率，且具有相當高的靈敏度能處理低

濃度的樣品，因此了解實驗需求並選擇適當的方

法將有效率地得到最佳結果。

結論

圖7. 透過二維式電泳分析不同階段的蛋白質分布改變 (A)未

純化產物 (B)純化後產物[10](J. Proteomics 2010, 73, 2064–77)。

圖9. 利用LC-MS/MS針對酵母菌蛋白質進行大規模分析[14](J. 

Proteome Res. 2003, 2(1): 43-50.)。

圖8. 利用螢光染色降低實驗手法的誤差並追蹤不同階段對H-

CP及產物造成的影響(A,B,C)為三種不同純化階段之結果(D, 

E ,F)為上述其中兩種階段之疊圖結果，白圈處為偵測到的未

知雜質[6](Biotechnol. J.,  2013, 8: 655-70)。



表1. HCP檢測方法分類[6](Biotechnol. J.  2013, 8: 655-70)。
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明生公司將於今年3月21-23日參加於新加坡(Suntec Singapore International Exhibition & Con-

vention Centre)舉辦之BioPharma Asia Convention 2017展會，該展會是亞洲最大的生物藥品開發相

關產業的聚會，每年吸引超過兩千人與會，今年的重要議題包含新藥開發、藥品製造、分析方法、臨床試

驗、法規面向等，將有多家亞太區域之國際大藥廠參與。明生今年積極開發拓展海外市場，參展首站選擇

新加坡，我們將在會場展示各藥品分析項目的解決方案，以生物藥品分析為出發，導入大小分子藥物的

CRO臨床檢體分析服務，透過國際藥廠委託案的合作，落實品質方案與國際市場接軌，歡迎各位生技產業

的夥伴與先進蒞臨現場與我們相互交流。

BioPharma Asia 2017展會連結：http://www.terrapinn.com/exhibition/bio-asia/index.stm

FDA Interchangeability-Draft Guidance下載:

http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/

UCM537135.pdf

參展資訊-
BioPha rma  A s i a  2017展會(攤位：D23 ,  Ma r . 21 - 23 ,  S i ngapo re )

市場焦點-

2017年1月，FDA發布了生物相似藥的interchangeability指引草案，提供業界關於證明生物相似藥

具可互換性的審查標準。生物相似藥的可互換性對生物相似藥品開發製造商而言是一大利多，它提供臨床

試驗設計的準則，證明生物相似藥與原廠藥若交互使用於任一病人，在安全性與有效性上，並不會造成影

響而增加使用的風險。一旦生物相似藥能證明與原廠藥具有可互換性，將能更廣泛地被選擇使用在病患的

治療上，而不再須要由開立處方藥品的醫師所決定。雖然指引草案不如預期能較早被FDA提出，但藥商們

仍是樂觀其成。除此之外，FDA也對生物相似藥的命名提供了依循的準則，這些指引的建立，對於生物相

似藥發展的趨勢將更為確立。

FDA發布生物相似藥可互換性指引草案( in t e r changeab i l i t y  d r a f t  gu idance )



專業生物藥品分析服務

生物藥品與生物相似藥之質譜分析


