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摘要

体积排阻⾊谱(SEC)结合多⻆度光散射(MALS)和UV/RI检测已越来越多地⽤于表征⼤分⼦的⽣物物理特性，包括分

⼦量、聚集、⼤⼩和构象。数据质量对于准确表征这些特性⾄关重要。本研究表明，XBridge™ Premier SEC 250 

Å, 2.5 µm蛋⽩分析专⽤柱和ACQUITY™ Premier SEC 250 Å, 1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱的SEC-MALS噪⾳⽔平较低。

使⽤Premier 250 Å蛋⽩分析专⽤柱以及其他市售的Waters SEC⾊谱柱获得的SEC-UV-MALS数据确定了曲妥珠单

抗分⼦量。

优势

XBridge Premier SEC 250 Å, 2.5 µm蛋⽩分析专⽤柱和ACQUITY Premier SEC 250 Å, 1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱

的MALS噪⾳⽔平较低

■

使⽤Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱测定蛋⽩质的分⼦量，然后进⾏UV和MALS检测■

简介

SEC已⼴泛⽤于表征⼤分⼦的⼤⼩异构体，该技术可以分离单体与⾼分⼦量聚集体以及低分⼦量物质和其他杂质。
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通过结合多⻆度光散射(MALS)和UV检测器，⼤⼤提⾼了SEC的效⽤，可⽤于表征蛋⽩质⽣物治疗药物的许多⽣物

物理特性，例如分⼦量、聚集、⼤⼩和构象1,2。 SEC-MALS实验的数据质量对于准确表征⾄关重要。

Waters MaxPeak™ Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱填充有与羟基封端聚环氧⼄烷键合的BEH™颗粒，⽽⾊谱柱硬件

采⽤了经过MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)技术处理的不锈钢。在本应⽤纪要中，我们将从Premier SEC蛋⽩

分析专⽤柱获得的SEC-MALS噪⾳⽔平与两种⾊谱柱—Waters⼆醇基键合亚⼄基桥杂化(BEH)有机硅胶基质SEC⾊

谱柱以及⼆醇基键合硅胶基质SEC⾊谱柱进⾏了⽐较。还测定了曲妥珠单抗及其⼤⼩异构体的分⼦量。

实验

样品描述

将曲妥珠单抗(21 mg/mL)直接进样⾄LC系统。

⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统（平

均系统扩散：4 σ < 22 µL

检测条件： ACQUITY UPLC TUV检测器，配备5 mm钛

合⾦流通池，波⻓：280 nm

MALS检测器：Wyatt µDAWN

样品瓶： 聚丙烯12 × 32 mm螺纹颈⼝样品瓶，带瓶

盖和预切割PTFE/硅胶隔垫，容积300 µ

L，100个/包（部件号：186002639）

XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱, 250 

Å, 2.5 µm, 7.8 × 300，配有mAb⼤⼩异构

体标准品（部件号：176005070）

⾊谱柱：
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ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱, 250 

Å, 1.7 µm, 4.6 × 300，配有mAb⼤⼩异构

体标准品（部件号：176005072）

ACQUITY UPLC BEH SEC蛋⽩分析专⽤柱, 

200 Å, 1.7 µm, 4.6 mm × 300 mm（部件号

：186005226）

BioResolve SEC mAb分析专⽤柱, 200 Å, 

2.5 µm, 7.8 × 300mm，配有mAb⼤⼩异构

体标准品（部件号：176004595）

⼆醇基键合硅胶基质SEC⾊谱柱, 250 Å, 5 

µm, 7.8 x 300 mm

柱温： 室温

样品温度： 10 °C

进样体积： 10 µL（7.8 mm内径的⾊谱柱）

3.5 µL（4.6 mm内径的⾊谱柱）

流速： 0.75 mL/min — 7.8 mm内径⾊谱柱

0.38 mL/min — 4.6 mm内径⾊谱柱

流动相： 2 x DPBS（磷酸盐缓冲液，Dulbecco配⽅）

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 (FR 4)
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结果与讨论

平衡40~50分钟后，将空⽩样品进样⾄全新的SEC⾊谱柱，以使⽤2X DPBS（磷酸盐缓冲液，Dulbecco配⽅）流

动相评估SEC-MALS噪⾳。这种噪⾳可能会受到进样过程中的压⼒脉冲以及从⾊谱柱中脱落的颗粒的影响。图1显

⽰了从五根SEC⾊谱柱获得的MALS数据。两根4.6 x 300 mm⾊谱柱的数据采集速率为5 Hz，三根7.8 x 300 mm

⾊谱柱的数据采集速率为2 Hz。除图1a中的⼆醇基键合硅胶基质SEC⾊谱柱以外，已设置y轴以使y值范围（最⼤

值和最⼩值之差）相同。此举有助于直观地⽐较⾊谱柱之间的噪⾳⽔平。图1a显⽰了整个运⾏的数据，⽽图1b显

⽰了其中两分钟的数据，根据这两分钟的数据估算噪⾳⽔平。整体⽽⾔，Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱的噪⾳⽔平

是相应的ACQUITY BEH 200 SEC 1.7 µm⾊谱柱和BioResolve SEC 2.5 µm⾊谱柱的1.5‒2倍。⼆醇基键合硅胶基

质SEC, 250 Å, 5 µm⾊谱柱的MALS噪⾳分别是ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱和BioResolve SEC⾊谱柱

的2.5倍和4倍。此外，⼆醇基键合硅胶基质SEC, 250 Å, 5 µm, 7.8 x 300 mm⾊谱柱在⼤约2分钟和6分钟产⽣两个

早洗脱峰，这可能是进样压⼒脉冲导致⾊谱柱上的颗粒或粉末脱落所致。在测试的⾊谱柱上没有观察到向上的尖

峰，表明从⾊谱柱上脱落的颗粒量极少。这些结果与先前的发现⼀致3。
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图1.使⽤五根全新的SEC⾊谱柱在空⽩进样时收集的SEC-MALS基线噪⾳。流动相为2 x DPBS。 

1a.基线和完整⾊谱图。
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1b.⾊谱图的其中2分钟，已经确定该区段的噪⾳并在右上⻆注明。

使⽤2 x DPBS流动相在所有五根SEC⾊谱柱上分离曲妥珠单抗以测定分⼦量(MW)。图2a和2b显⽰了通过MALS（

上图，红⾊）和UV 280 nm（下图，蓝⾊）检测进⾏分离的结果。与之前的结果⼀致3‒7，⾼分⼦量物质（

HMWS2，HMWS1）和低分⼦量物质(LMWS2)与单体峰实现了良好分离。除了在⼆醇基键合硅胶基质⾊谱柱上观

察到LMSW1嵌⼊单体峰下⽅外，在其余⾊谱柱上都观察到LMWS1的部分分离。关于LMWS1和单体之间的分离度

，ACQUITY BEH 200 SEC, 4.6 x 300 mm 1.7 µm⾊谱柱略优于ACQUITY Premier SEC 250 Å, 4.6 x 300 mm 1.7 

µm⾊谱柱（图2a），这可能是因为Premier SEC⾊谱柱峰体积略⼩，因此Premier SEC⾊谱柱的性能受到系统分

散的负⾯影响更⼤。⼆醇基键合硅胶基质⾊谱柱上⼤约6到7分钟出现额外的峰（⽤虚线圈出），这也可能是进样

过程中压⼒脉冲的影响所致。 

MALS检测的平均信噪⽐如图2右上⻆所⽰。通过将曲妥珠单抗单体峰⾼除以基线相对稳定的噪⾳⽔平获得该值（n 

= 4或5）。ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱的信噪⽐是相应的ACQUITY BEH 200 SEC 1.7 µm⾊谱柱和

BioResolve SEC 2.5 µm⾊谱柱的⼆分之⼀⾄三分之⼆，这主要是由于噪⾳⽔平略⾼。由于信号较低⽽噪⾳较⾼

，⼆醇基键合硅胶基质⾊谱柱的信噪⽐相⽐其他四根⾊谱柱低约⼀个数量级。 
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图2.在使⽤2 x DPBS作为流动相进⾏测试的五根SEC⾊谱柱上分离曲妥珠单抗及其⼤⼩异构体。红⾊

迹线（上图）是MALS信号，蓝⾊迹线（下图）是UV 280 nm信号。 

2a.从两根4.6 x 300 mm, 1.7 µm⾊谱柱获得的⾊谱图。
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2b.从三根7.8 x 300 mm, 2.5或5 µm⾊谱柱获得的⾊谱图。HMWS：⾼分⼦量物质；LMWS：低分⼦量物质。

使⽤Wyatt的Astra软件处理SEC-UV-MALS实验的数据（图3和表1）。对于单体和HMWS1（可能是⼆聚体）的分

⼦量，在所有⾊谱柱中获得了⼀致的结果。在测试的⾊谱柱中观察到LMWS1 MW的变化，这可能是因为峰⼤部分

在单体峰的尾部下⽅洗脱。⾊谱柱之间的LMWS2 MW变化可能是由于峰丰度低。⼆醇基键合硅胶基质⾊谱柱上的

LMWS2峰上出现较⼤的MW变化（图3e），这可能是信号偏低和噪⾳偏⾼双重因素所致。
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图3.使⽤以2 x DPBS作为流动相进⾏测试的五根SEC⾊谱柱所得的数据，确定曲妥珠单抗及其⼤⼩异构体的分⼦量

。使⽤Wyatt Technology的Astra软件处理数据。结果如表1所⽰。
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表1.基于SEC-UV-MALS实验，通过Wyatt的Astra软件确定曲妥珠单抗及其⼤⼩异构体的

分⼦量。

结论

SEC-MALS的数据质量对于准确且可重现地测定⼤分⼦的分⼦量和其他⽣物物理特性⾄关重要。在本应⽤纪要中

，我们评估了多根⾊谱柱上的SEC-MALS噪⾳⽔平，包括MaxPeak Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱（ACQUITY 

Premier SEC 250 Å, 1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱和XBridge Premier SEC 250 Å, 2.5 µm蛋⽩分析专⽤柱）、

ACQUITY UPLC BEH SEC 200 Å, 1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱、BioResolve SEC mAb 200 Å, 2.5 µm⾊谱柱和⼀根⼆

醇基键合硅胶基质⾊谱柱。数据显⽰ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱上的SEC-MALS噪⾳⽔平略⾼于

ACQUITY BEH 200 SEC蛋⽩分析专⽤柱。与⼆醇基键合硅胶基质250 Å, 5 µm⾊谱柱相⽐，ACQUITY Premier 

SEC蛋⽩分析专⽤柱的SEC-MALS噪⾳⽔平有⼤幅改善。在曲妥珠单抗⼤⼩异构体⽅⾯，所有⾊谱柱上的单体和

HMWS1分⼦量均获得了⼀致结果。LMWS1和LMWS2 MW在不同⾊谱柱之间存在差异，分别可能是部分分离和低

丰度所致。在⼆醇基键合硅胶基质⾊谱柱上，LMWS2峰出现较⼤的MW变化，这可能是信号偏低和噪⾳偏⾼双重

因素所致。
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ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统 <https://www.waters.com/10166246>

ACQUITY UPLC可变波⻓紫外检测器 <https://www.waters.com/514228>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>
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