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摘要

在治疗药物中，蛋⽩质衍⽣的⾃缔合杂质、聚合物杂质和⽚段杂质的状态作为关键质量属性(CQA)，可通过⾮变性

体积排阻⾊谱法(SEC)进⾏⼴泛监测。在现代⾼样品通量SEC⾊谱柱上对这些杂质进⾏准确定量时，通常需要使⽤

偏离制剂缓冲液pH值且具有更⾼离⼦强度的流动相，这可能会导致聚集的蛋⽩在SEC分析过程中解离1。 因此，作

为替代⽅案，我们评价了⽣理pH值(~7.4)和离⼦强度(~150 mM)的Dulbecco磷酸盐缓冲液(DPBS)作为当前在售的

单克隆抗体⽣物类似药的SEC分析洗脱液，在三根HPLC系统兼容的SEC⾊谱柱上的使⽤情况，使⽤的三根⾊谱柱

分别为Waters XBridge Premier⾊谱柱（粒径2.5 µm，孔径250 Å）、上⼀代Waters BioResolve SEC 

mAb（200 Å，2.5 µm）⾊谱柱和Cytiva SuperDex 200 Increase⾊谱柱。此外，我们还与Premier SEC 1.7 µm

粒径UPLC版本的⾊谱柱进⾏了⽐较

优势

将等于或接近⽣理pH值(~7.4)和离⼦强度(~150 mM)的缓冲液⽤于SEC，能够更好且更稳定地评价蛋⽩治疗药

物的⼤⼩异构体

■

使⽤预制的Dulbecco PBS缓冲液作为SEC洗脱液，可加速⽅法开发，简化常规部署■

与填充葡聚糖颗粒的⾊谱柱相⽐，使⽤具有⽣理兼容性的PBS缓冲液可显著提⾼SEC分离的样品通量■

改进SEC平台分析⽅法的通⽤性■
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简介

Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)和ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 

1.7 µm)均为技术升级产品。⾸先，⾊谱柱柱体、末端接头和滤头的⾦属表⾯均采⽤专有化学技术（MaxPeak 

Premier⾼性能表⾯(HPS)技术）进⾏了改良，旨在⼤⼤减少离⼦间的相互作⽤以及分析物蛋⽩质和⾦属表⾯的⾦

属络合物形成，同时保持与⾦属⾊谱柱硬件相当的⾼柱效和可重现的颗粒填充能⼒。此外，使⽤羟基封端的聚环

氧⼄烷(PEO)取代BEH SEC颗粒的⼆醇基键合，进⼀步使离⼦和疏⽔次级相互作⽤尽可能减少。这些改进为SEC⾊

谱柱带来了许多蛋⽩质惰性优势，这些优势可通过使⽤填充在⾮⾦属⾊谱柱硬件（如30多年前⾸次推出的

SuperDx 200）中的交联葡聚糖-琼脂糖来实现1。 ⽽这些现代⾊谱柱由于BEH颗粒强度更⾼且粒径更⼩，还可以

显著提⾼样品通量。与纯硅胶基质SEC颗粒相⽐，亚⼄基桥杂化(BEH)颗粒还能够提供更好的⻓期碱性pH稳定性

（pH范围为2.5~8.0），但该⾊谱柱的pH上限⼩于当前的Cytiva SuperDex 200 Increase⾊谱柱（pH范围为

3~12）。

为了充分应⽤这些新⾊谱柱技术的惰性特性，我们评估了Dulbecco磷酸盐缓冲液(DPBS)在⽣理pH值(~7.4)和离⼦

强度(~150 mM)条件下，以及在离⼦强度120 mM(0.8× DPBS)⾄300 mM(2× DPBS)的条件下作为SEC流动相的

使⽤情况。pH和等渗性显著偏离制剂缓冲液的SEC流动相可能会改变所评估蛋⽩质样品的⾃缔合状态1。 虽然理想

情况下应使⽤与治疗性蛋⽩制剂缓冲液成分尽可能接近的SEC流动相，但这通常不容易实现。或者，可以使⽤具有

⽣理pH和渗透压代表性的缓冲液，可能更有望实现有效的SEC分离，且可能对蛋⽩质⾃缔合进⾏相关性更⾼的评

估。就这⼀点⽽⾔，使⽤DPBS作为流动相可提供与⾎清、间质液和淋巴液⼀致的pH(7.4)和张⼒，静脉给药或⽪

下给药的肠外治疗蛋⽩主要暴露在这些体液中。

本研究选择的⾊谱柱是Waters BioResolve SEC mAb⾊谱柱（⼆醇基键合BEH，200 Å，粒径2.5 µm，不锈钢硬

件）、Waters XBridge Premier SEC 250 Å, 2.5 µm蛋⽩分析专⽤柱（PEO键合BEH、MaxPeak HPS硬件）以及

Cytiva SuperDex 200 Increase⾊谱柱（玻璃和聚合物硬件中填充有8.6 µm交联葡聚糖-琼脂糖颗粒）。此外，我

们还与Premier 1.7 µm粒径UPLC ACQUITY版本的⾊谱柱进⾏了⽐较。对⽬前美国市售的四种单克隆抗体(mAb)

⽣物类似药的SEC分离进⾏了评估。

实验

样品描述

本实验采⽤的mAb⽣物类似药为⻉伐单抗（Mvasi，25 mg/mL）、英夫利昔单抗（Avsola，10 mg/mL）、利妥
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昔单抗（Ruxience，10 mg/mL），及其⽣物原研药曲妥珠单抗（赫赛汀，21 mg/mL）。所有样品均在⼀个或多

个冻融循环后进⾏直接分析，未经稀释。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio系统，配备CH-

30A APH柱温箱

检测条件： ACQUITY UPLC TUV检测器，配备5 mm钛

合⾦流通池，波⻓：280 nm和214 nm

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 µL，100个/包

（部件号：186002639）

⾊谱柱： XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱，250 

Å，2.5 µm，7.8 × 300 mm，配有mAb⼤

⼩异构体标准品（部件号：176005070）

ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱

，250 Å，1.7 µm，4.6 × 300 mm，配有

mAb⼤⼩异构体标准品（部件号

：176005072）

BioResolve SEC mAb⾊谱柱，200 Å, 2.5 

µm, 7.8 × 300 mm（部件号

：176004595）

Cytiva Superdex 200 Increase 10/300 GL

⾊谱柱, 10 × 300 mm（部件号

：28990944）

柱温： 室温
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样品温度： 6 °C

进样体积： 2-10 mL

流速： 0.25 - 0.5 mL/min

流动相A： 磷酸盐缓冲液(DPBS, 10×)，Dulbecco配⽅

10×

(Alfa Aesar, J61917)（0.1 µm⽆菌过滤）

流动相B： Milli-Q 18 MΩ⽔（0.1 µm⽆菌过滤）

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 (FR 4)

结果与讨论

A. DPBS浓度对XBridge Premier SEC和BioResolve SEC mAb⾊谱柱性能的影响

在不同浓度的DPBS下，使⽤BioResolve SEC mAb和XBridge Premier SEC⾊谱柱评估了四种mAb⽣物类似药样

品。评估的两种⾊谱柱尺⼨均为7.8 × 300 mm，流速为0.5 mL/min。与280 nm处的UV吸光度相⽐，214 nm处

的UV吸光度⽤于提⾼低丰度⼤⼩异构体的灵敏度。然⽽，由于单体峰在检测器的线性范围以上，因此对于使⽤的

上样量的定量⽆效。BioResolve SEC mAb⾊谱柱的结果如图1所⽰，XBridge Premier SEC⾊谱柱的结果如图2所

⽰。对于这些样品，推测HMWS2和HMWS1以mAb的多聚体形式和mAb的⼆聚体⾃缔合形式为主。在这些样品中

也观察到抗体碎裂为LMWS1和LMWS2。假设LMWS1主要是mAb铰链区中单次裂解产⽣的约100 KDa⽚段，该⽚

段由共价Fc结构域和单个Fab结构域组成，⽽LMWS2主要由单个Fab和Fc结构域组成。
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图1.图中展⽰了使⽤BioResolve SEC mAB, 200 Å, 2.5 µm, 7.8 × 300 mm⾊谱柱在不同浓度的Dulbecco磷酸盐缓冲

液中分离mAb⽣物类似药样品的堆叠图。实验条件⻅正⽂。
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图2.图中展⽰了使⽤XBridge Premier SEC 250 Å, 2.5 µm, 7.8 × 300 mm蛋⽩分析专⽤柱在不同浓度的Dulbecco磷

酸盐缓冲液中分离mAb⽣物类似药样品的堆叠图。实验条件⻅正⽂。

对于⻉伐单抗和英夫利昔单抗，在0.8× DPBS~2× DPBS的范围内，观察到两种⾊谱柱在HMWS回收率和LMWS1

⽚段分离度⽅⾯均表现出⼀致的结果。然⽽，对于利妥昔单抗和曲妥珠单抗，BioResolve⾊谱柱的分析结果显⽰

，在0.8× DPBS的条件下，多聚体HMWS(HMWS2)的回收率有明显损失，LMWS1⽚段的分离度有所降低。对于

利妥昔单抗，对BioResolve⾊谱柱的不利影响在1.2× DPBS浓度下已基本解决，⽽对于曲妥珠单抗，尽管观察到

的趋势表明HMWS2可能在1.5× DPBS的浓度下实现完全回收，但在2× DPBS的条件下可达到最⼤回收率。然⽽

，随着浓度从0.8× DPBS增加到2× DPBS，XBridge Premier⾊谱柱上的利妥昔单抗和曲妥珠单抗结果均未发⽣

改变。这些结果表明，与使⽤不锈钢硬件的上⼀代⼆醇基键合BEH SEC⾊谱柱相⽐，XBridge Premier⾊谱柱硬件

的表⾯填料和颗粒减少了与四种mAb⽣物类似药之间的⾮特异性相互作⽤。更具体地说，该结果可能与这些mAb

的等电点(pI)相关。报告的曲妥珠单抗(pI=9.1)和利妥昔单抗(pI=9.4)的pI测定值明显⽐⻉伐单抗(pI=8.3)和英夫利

昔单抗(pI=7.6)的碱性更⾼，这可能导致它们与低丰度负电荷（如填充颗粒上的硅醇）发⽣更强的阳离⼦相互作⽤
2。 这些结果表明，与上⼀代⼆醇基键合BEH SEC⾊谱柱相⽐，Premier SEC⾊谱柱为有效分离提供了更⼴泛的条

件，因此，应该更适⽤于SEC平台分析⽅法。
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B. 使⽤SuperDx 200 Increase、XBridge Premier和ACQUITY Premier⾊谱柱，在
DPBS条件下分离mAb⽣物类似药

除了XBridge Premier⾊谱柱以外，我们还分别使⽤了Cytiva SuperDx 200 Increase 10/300 GL(8.6 mm, 10 × 

300 mm)⾊谱柱和ACQUITY Premier SEC(1.7 mm, 4.6 × 300 mm)⾊谱柱，在DPBS(1×)流动相条件下对四种

mAb⽣物类似药进⾏了分析（图3）。SuperDx⾊谱柱技术采⽤葡聚糖-琼脂糖交联颗粒和⽣物兼容性⾊谱柱硬件

，30多年以来已⼴泛应⽤于在⽣理条件下或接近⽣理条件下蛋⽩质和肽的纯化和分析。此外，由于SuperDx⾊谱

柱填充颗粒的可压缩性较强，它与5 mm及更⼩粒径的硅胶基⾊谱柱相⽐，粒径更⼤，流速限制更低，因此该⾊谱

柱的分析时间更⻓，它们与蛋⽩质和肽的⾮特异性相互作⽤⽔平⾮常低。此外，由于压⼒效应，较⼤尺⼨的填充

颗粒不太可能滤除较⼤的蛋⽩质多聚体形式或改变蛋⽩质⾃缔合的状态。 

图3.图中展⽰了使⽤1× Dulbecco磷酸盐缓冲液作为流动相时，使⽤选定⾊谱柱进⾏mAb⽣物类似药样品的SEC分

离获得的堆叠图。实验条件⻅正⽂。

在本研究中，SuperDx⾊谱柱以0.25 mL/min的流速运⾏，以尽可能地提⾼分离度。有研究表明，尽管使⽤

SuperDx和类似的SEC⾊谱柱的蛋⽩质-⾊谱柱相互作⽤较低，但仍然存在⾮特异性离⼦相互作⽤，导致某些蛋⽩

7在⽣理pH值和离⼦强度下通过现代体积排阻⾊谱法分离⽣物类似药抗体



质⼤⼩异构体⽆法完全回收3。 因此，我们在0.8×~2×DPBS的浓度范围下，使⽤该⾊谱柱评价了mAb⽣物类似

药，并证实了回收率的可重现性（数据未显⽰）。因此，在没有分析超速离⼼(AUC)等其他确证数据的情况下，将

使⽤SuperDx⾊谱柱观察到的HMWS含量来评估XBridge Premier SEC和ACQUITY Premier SEC⾊谱柱的柱效。

如前所述，XBridge Premier SEC⾊谱柱的流速为0.5 mL/min。ACQUITY Premier SEC的流速接近于最⼤值，为

0.35 mL/min，是XBridge⾊谱柱线性速度的两倍。因此，SuperDx 200、XBridge Premier和ACQUITY Premier

⾊谱柱的分析时间分别为100分钟、25分钟和12.5分钟。

使⽤SuperDx、XBridge Premier和ACQUITY Premier⾊谱柱得到的mAb⽣物类似药的⾊谱图⼀致（图3），

HMWS1和HMWS2的定量结果相当（图4），分离度的主要差异来⾃于柱效或LC系统扩散。将SuperDx⾊谱柱上的

流速降低到XBridge Premier⾊谱柱线性速度的30%，可观察到HMWS异构体的有效分离，且LMWS1⽚段有部分

分离，但运⾏时间增加⾄⼤约4倍。为了达到XBridge Premier⾊谱柱的分离效率，预计需要以降低3倍的线性速度

串联运⾏三根SuperDx⾊谱柱，这将导致分析时间延⻓⾄⼤约9倍（未进⾏实验）。

图4.使⽤1× Dulbecco磷酸盐缓冲液作为流动相，⽐较在SuperDx 200、XBridge Premier 250 Å和

ACQUITY Premier 250 Å SEC⾊谱柱上测定的mAb⽣物类似药HMW1和HMW2⼤⼩异构体的相对丰度

。⾊谱图请参⻅图3。误差条表⽰重复测量的范围。实验条件⻅正⽂。
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ACQUITY Premier SEC⾊谱柱以XBridge Premier SEC⾊谱柱线性速度的两倍运⾏，以尽可能地提⾼样品通量

，同样实现了HMWS杂质的有效分离和定量。然⽽，由于ACQUITY UPLC H-Class Bio系统（配备CH-30柱温箱

）线性速度降低更多且存在5σ系统扩散(18 µL)，观察到LMWS1⽚段的分离度显著低于XBridge Premier，原因是

后者的内径更⼤，因此峰体积也更⼤4。

这些结果表明，与葡聚糖-琼脂糖颗粒⾊谱柱相⽐，在1× DPBS⽣理缓冲液（pH 7.4，离⼦强度150 mM）的流动

相条件下，使⽤XBridge和ACQUITY Premier SEC⾊谱柱可对评价的mAb⽣物类似药进⾏有效、稳定的SEC分离

，且SEC样品通量显著提⾼。虽然预计1× DPBS缓冲液⽆法成为所有蛋⽩质SEC分析的有效流动相，但使⽤不同浓

度的DPBS有可能简化mAb和其他潜在蛋⽩质的⽅法开发和转移，并提⾼易⽤性。在这些研究中，DPBS浓缩液需

经过0.1 µm⽆菌过滤，才能⽤于1.7 µm粒径的⾊谱柱，但对于2.5 µm或更⼤粒径的⾊谱柱，通常也可以使⽤0.2 µ

m过滤缓冲液。最后，该数据还表明，在SEC⾊谱柱开发中应⽤MaxPeak Premier HPS和BEH-PEO技术可成功减

少⾊谱柱的⾮特异性蛋⽩质-⾊谱柱相互作⽤，这也可能在开发和部署使⽤其他缓冲系统的⽅法时提供⼀些优势。 

结论

与上⼀代⼆醇基键合BEH SEC⾊谱柱相⽐，XBridge和ACQUITY Premier 250 Å, SEC⾊谱柱在⾊谱柱硬件和填充

颗粒填料⽅⾯取得了显著的技术进步，减少了⾮特异性蛋⽩质-⾊谱柱相互作⽤。这⼀改进的性能，可以帮助⽤⼾

使⽤SEC在处于或接近⽣理pH值(~7.4)和离⼦强度(~150 mM)的缓冲液条件下评估蛋⽩治疗药物的HMWS和

LMWS，如本⽂中测定的mAb⽣物类似药所⽰。在这些研究中，就⾮特异性相互作⽤⽽⾔，XBridge和ACQUITY 

Premier SEC⾊谱柱的性能与填充葡聚糖-琼脂糖交联颗粒的SuperDx 200 SEC⾊谱柱相当，同时还显著提⾼了样

品通量。XBridge和ACQUITY Premier SEC⾊谱柱使⽤预制的Dulbecco PBS或其他缓冲液体系分析单克隆抗体和

其他治疗性蛋⽩⼤⼩异构体（~10 KDa⾄650 KDa），可改善SEC平台分析⽅法的通⽤性，加速⽅法开发，简化常

规部署。
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