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摘要

单克隆抗体(mAb)和抗体偶联药物(ADC)作为⽣物制药产品已有⼆⼗多年的历史。在2020年销量排名前50的药品

中，有11种是mAb，其中包括销量位居前两名的产品Humira和Keytruda1。体积排阻⾊谱(SEC)是在蛋⽩质⼤⼩

异构体的表征过程中执⾏分离的⼀种主要技术。但是，蛋⽩质与液相⾊谱(LC)柱硬件和/或填料之间不良的次级相

互作⽤可能会影响所得数据的质量。Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)专为减轻这些

次级相互作⽤⽽设计。使⽤Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)和硅胶基质SEC (dSEC-

2)⾊谱柱分离三种不同的蛋⽩质标准品，凸显Waters MaxPeak Premier SEC技术为这些特定应⽤领域带来的改进

。 

优势

提⾼了两种mAb标准品中低分⼦量物质(LMWS)的USP分离度和检测性能■

与硅胶柱相⽐，该技术改善了三种不同的标准品中HMWS相对于单体的相对峰⾯积（百分⽐）■

提⾼了三种不同的标准品中主要mAb单体峰的5σ效率■

使⽤磷酸盐缓冲盐⽔(PBS)，简化了SEC洗脱液⽅法开发■
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简介

得益于治疗性⽣物分⼦在合成、表征、⽣产和疗效⽅⾯的进步，这类药物⽬前正在快速发展。在2021年美国⻝品

药品监督管理局(FDA)批准的50种药物中，有16种是⽣物制剂2。 为正确表征⽬标化合物，确保追踪到聚集体和⽚

段，分析⼈员可以采⽤体积排阻⾊谱(SEC)法。SEC技术是在20世纪50年代由Wheaton和Bauman⾸次推出的

，能够根据化合物的流体动⼒学半径实施分离3。⾃那时起，固定相设计和⽣产⼯艺的改进，包括颗粒孔径⼀致、

新孔径出现以及可重现的颗粒⽣产⼯艺和测试，使SEC更加可靠和准确，同时有利于新型化合物的⽅法开发和验证

⼯作。

现有SEC⽅法特别容易受到分析物与分离平台（包括⾊谱柱硬件和SEC填充颗粒）之间相互作⽤的影响。这些相互

作⽤可能是离⼦相互作⽤和/或疏⽔相互作⽤，具体取决于分析条件、⽬标分析物和系统配置。⽣物分析物的复杂

性可能导致多种次级相互作⽤，产⽣峰形较差且较宽的峰，并可能降低聚集体或⽚段的回收率。分析物的酸性部

分可能与液相⾊谱(LC)系统的⾦属表⾯相互作⽤，导致峰⾯积减⼩4-6。 沃特世于2020年推出了MaxPeak Premier

⾼性能表⾯(HPS)硬件，旨在减轻⼩分⼦分析物与⾦属柱和系统硬件之间的离⼦相互作⽤。蛋⽩质极易发⽣离⼦相

互作⽤，因此需要额外的特殊考虑，还必须采取措施以减轻蛋⽩质与填料上活性位点之间的离⼦和疏⽔相互作⽤

。为此，我们将包含⾼覆盖率羟基封端聚环氧⼄烷(BEH-PEO)键合的新型亚⼄基桥杂化颗粒与新型亲⽔性

MaxPeak HPS硬件配合使⽤，为不良次级相互作⽤问题提供了解决⽅案7。 本⽂所述研究⽐较了Waters XBridge 

Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)与硅胶柱(dSEC-2, 200 Å, 2.5 µm)在Agilent 1260 Infinity Bio系统

上的性能。  

实验

样品描述

将沃特世mAb⼤⼩异构体标准品（部件号：186009429 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009429-mab-size-variant-

standard.html> ）复溶于70 µL⽔中(2.28 mg/mL)，涡旋混合数秒，然后进样。⽤组氨酸制剂缓冲液（12.5 mM

组氨酸/12.5 mM盐酸组氨酸）制备NISTmAb参⽐物质8671⼯作溶液(2 mg/mL)。⽤Milli-Q⽔制备抗体偶联药物(

ADC)曲妥珠单抗-美坦新偶联物(KADCYLA)⼯作溶液(5 mg/mL)。 

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： Agilent 1260 Infinity⽣物惰性四元液相⾊谱系统、

HiP ALS（⾼性能⾃动进样器）和配备⽣物惰性流

通池(10 mm, 13 µL)的DAD。测得5-sigma (5σ)系

统扩散为37 µL。

检测： UV @ 280 nm，5 Hz

⾊谱柱： XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱, 250 Å, 7.8 

× 300 mm, 2.5 µm

对⽐柱：dSEC-2 200 Å, 7.8 × 300 mm, 3 µm

柱温： 室温

样品温度： 8 °C

进样体积： 10.0 µL（mAb标准品），7.2 µL (KADCYLA)

流速： 0.58 mL/min

等度流动相： 2x磷酸盐缓冲盐⽔（20 mM磷酸盐、276 mM 

NaCl、5.4 mM KCl，pH 7.4）

样品管理器清洗液： 18.2 MΩ⽔

样品管理器灌注液： 18.2 MΩ⽔

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 Feature Release 4
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结果与讨论

Agilent 1260 Infinity⽣物惰性系统配置了⼆极管阵列检测器(DAD)和⽣物惰性流通池(10 mm, 13 µL)。开始检测

之前，先使⽤尿嘧啶进样来评估系统谱带展宽，根据4.4% (5σ)处峰宽测得系统扩散为37 µL。每种被测⾊谱柱在

样品进样前均平衡40 min，以达到分析条件。

图1.两种⾊谱柱上的ADC分析结果。使⽤2x PBS⽔溶液进⾏等度分离，流速为0.57 mL/min，UV检测

波⻓为280 nm。 

ADC曲妥珠单抗-美坦新偶联物(KADCYLA)的分离结果如图1所⽰。在两种⾊谱柱中，⾼分⼦量物质(HMWS)与主峰

均实现了良好分离。与XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱相⽐，竞争⼚商的dSEC-2⾊谱柱产⽣的峰稍宽，保

留时间也更⻓。保留时间增加可能是由于两种固定相的孔径不同。分离的关键属性（包括HMWS的峰⾯积百分⽐

）如表1所⽰。XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱与竞争⼚商的dSEC-2⾊谱柱相⽐，前者的HMWS峰⾯积百分

⽐略⾼，⼆者分别为1.72%和1.51%。这些值均处于该物质的商定范围内，竞争⼚商⾊谱柱的值只是刚好处于该范

围内。沃特世⾊谱柱提供的主峰半⾼处分离度也⽐竞争⼚商⾊谱柱⾼，分别为2.68和1.71。从开发和疗效测试再

到⽣产过程中的质量控制测试，在整个产品⽣命周期内，可靠地测量HMWS对于确保产品的安全性和疗效⾄关重
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要。

在沃特世mAb⼤⼩异构体标准品的分析中，XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱表现出类似的改善，如图2所⽰

。沃特世mAb⼤⼩异构体标准品不仅含有HMWS，还含有LMWS或⽚段。由参⽐物质NISTmAb (8671)可知，沃特

世mAb⼤⼩异构体标准品富含IdeS酶解⽚段，分⼦量约100 kDa的物质⼤约占总mAb的1%。因此，本实验将100 

kDa⽚段称为LMWS1&2，因为它同时含有⽔解和IdeS酶解物质，这些物质的洗脱时间⾮常接近，未实现完全分离8

。

图2.沃特世mAb⼤⼩异构体标准品在XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱和竞争

⼚商dSEC-2硅胶柱上的分析结果。使⽤2x PBS⽔溶液作为流动相进⾏等度分离，流速为

0.57 mL/min，UV检测波⻓为280 nm。 

XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱使主峰与LWMS1&2峰获得有效分离，⽽竞争⼚商⾊谱柱仅使主峰的尾部产

⽣⼀个肩峰。由于单体的分⼦量（约150 kDa）与第⼀个⽚段的分⼦量（约100 kDa）相差不到两倍，并且在单体

峰尾部洗脱的LMWS的丰度低得多，因此这两者⾮常难以分离。从主峰中分离出LMWS1&2，以及HMWS更⾼的回

收率，同时仍然处于标准品的指导范围内，提供了更彻底的样品表征。XBridge Premier HMWS蛋⽩分析专⽤柱

与竞争⼚商的dSEC-2⾊谱柱相⽐，前者的HMWS峰⾯积百分⽐略⾼，⼆者分别为2.47%和2.28%，此外还有其他

⽅⾯的改善，如表1所⽰。总体⽽⾔，XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱的分离效率优于竞争⼚商⾊谱柱，尤
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其是在HMWS和LMWS1&2的分离中。

最后要分析的标准品是NISTmAb参⽐物质(RM) 8671。该标准品在两种⾊谱柱上得到的⾊谱图如图3所⽰。该标准

品包含HMWS以及LMWS1和LMWS4的⼩峰，但不含LMWS2⽚段。基于⾊谱图的峰鉴定⽅法详⻅Waters mAb 

size variant standard care and use manual（《沃特世mAb⼤⼩异构体标准品维护和使⽤⼿册》）7。

图3.NISTmAb参⽐物质8671在XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱和竞争⼚商

dSEC-2硅胶柱上的分析结果。使⽤2x PBS⽔溶液作为流动相进⾏等度分离，流速为0.57 

mL/min，UV检测波⻓为280 nm。 

LMWS1在XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱上表现出部分分离，相对丰度较低(0.26%)，因此⽆法计算该峰的

半⾼处USP分离度。⽽dSEC-2⾊谱柱未表现出LMWS1峰，只是在主峰中出现⼀个较⼩的肩峰，与沃特世mAb标

准品的结果类似。此外，在XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱上，LMWS4的S/N有所改善，可能还有助于改

善定量结果。NISTmAb RM 6871分离的全部详细信息⻅表1。 
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表1.所有三种标准品在XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱和竞争⼚商dSEC-2硅

胶柱上的分离结果的表格数据。除初始p/v⽐以外，其余所有值均通过Empower CDS计

算得出。初始p/v⽐的计算⽅法是取顶点处的峰⾼除以LMWS 1峰与主峰之间的⾕⾼。5-

Sigma是在4.4%峰⾼处测得的塔板数。

对于⼤多数相关参数，XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱均在所有三个样品的预期范围内获得了更出⾊、更准

确的结果。竞争⼚商⾊谱柱对ADC样品的HMWS结果超出了预期的峰⾯积百分⽐，对NIST mAb和沃特世⼤⼩异构

体标准品则刚好处于预期范围内。在XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱上，各标准品中HMWS的峰⾯积百分⽐

均较⾼，最⾼达分离的总峰⾯积的0.53%。可靠定量并回收HMWS对于⽣物制药mAb的⽣产和质量控制⾄关重要

。尽管HMWS的峰⾯积百分⽐处于标准品的参数范围内，但该值较低仍然表明最终产品中的物质表⽰不准确。

LMWS1&2与主峰的分离是关键。XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱能够更有效地分离LMWS1&2与主峰，进

⽽有可能更可靠地表征样品。如果LMWS1&2峰未得到良好分离，则⽚段峰的峰⾯积百分⽐将低于应有值，导致表

征不准确和总体结果不佳。

结论

⽣物药物化合物的SEC分析是⼀种⾮常有⽤的技术，能够对⽣物治疗性蛋⽩质进⾏准确表征和⼯艺监测，但这种分

析很容易受到不良次级相互作⽤的影响，对结果造成⼲扰。Waters XBridge和ACQUITY Premier SEC 250 Å蛋⽩

分析专⽤柱有两种粒径可供选择，采⽤了沃特世创新的⾊谱柱填料以及针对蛋⽩质分离优化过的亲⽔性MaxPeak 

Premier HPS硬件，是专为减轻次级相互作⽤⽽设计的。在三种不同标准品的分析中，这种创新设计与竞争⼚商

⾊谱柱相⽐，可以更好地分离HMWS和LMWS。XBridge和ACQUITY Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱能够对⽣
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物药物化合物进⾏⼀致的表征，在关键分析中提供重要信息并提⾼结果可信度。
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9使⽤Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)改善单克隆抗体和抗体偶联药物的分离性能
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