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摘要

⾼通量、快速的体积排阻⾊谱(SEC)⽅法对于⽣物治疗药物的⼯艺和配⽅开发⾮常有帮助。此外，快速SEC⽅法可

⽤于更⾼效地进⾏实时纯度分析以⽀持⽣产过程。在这些应⽤中，SEC可⽤于监测可能影响产品安全性或有效性的

⾃缔合或聚集形成的蛋⽩质杂质或蛋⽩质碎裂。

在之前的应⽤纪要中，已经证明使⽤Waters™ MaxPeak Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱在具有⽣理pH (7.4)和离⼦

强度的流动相条件下可以实现有效的分离和⾊谱柱使⽤寿命延⻓。因此，本研究评估了这些最近推出的UPLC和

HPLC分析⾊谱柱版本的性能和使⽤寿命，在接近指定的最⼤压⼒下运⾏，使分析时间只需2.1〜3.0 min。

本研究利⽤500次分析成功评估了⼀根Waters ACQUITY™ Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm, 4.6 × 150 

mm)和两根尺⼨分别为4.6 × 150 mm和7.8 × 150 mm的XBridge™ Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 

µm)。以四种市售的单克隆抗体⽣物类似药为对象，评价了⾊谱柱针对⾃缔合和选定的碎裂⼤⼩异构体的分离性能

。

优势

快速SEC分析(2.1~3.0 min)，在UPLC和HPLC系统上对mAb⼤⼩异构体进⾏SEC分析■
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在接近最⼤指定柱压的条件下，⾊谱柱使⽤寿命⼤于500次分析■

在整个⽣命周期研究中可重现地测定HMWS和LMWS杂质⽔平■

简介

⾼通量、快速的SEC⽅法对于监测蛋⽩质聚集体杂质或蛋⽩质碎裂⾮常有帮助，可确保产品安全性和有效性不受影

响，此外，此⽅法还可以缩短分析时间，有望加快⽣产⼯艺和配⽅开发1,2。 此外，快速SEC⽅法可⽤于更⾼效地

进⾏实时纯度分析，有望为注册的⽣产过程提供⽀持3。 在之前的研究中，柱⻓为300 mm的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)已被证明

可在⽣理pH (7.4)和离⼦强度下提供⾼分离度分离和⻓期稳定性，这在很⼤程度上是由于使⽤的亚⼄基桥杂化(

BEH) SEC颗粒与亲⽔性羟基封端的聚环氧⼄烷(PEO)键合，在不同pH下均稳定，经PEO改性的⾊谱柱硬件减少了

蛋⽩质-表⾯相互作⽤4。 因此，本研究评估了与UPLC和HPLC兼容的MaxPeak Premier SEC⾊谱柱（柱⻓为150 

mm）快速、⾼通量地进⾏SEC分析的能⼒以及⾊谱柱使⽤寿命，分析期间⾊谱柱在接近各⾃指定的最⼤操作压⼒

下运⾏，将分析时间控制在2.1~3.0 min。

本研究以⽬前在美国作为⽣物类似药销售的四种市售单克隆抗体(mAb)药品为对象进⾏了500次分析进样，分别使

⽤⼀根ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱（孔径250 Å，粒径1.7 µm，4.6 × 150 mm）和两根内径分别为

4.6 mm和7.8 mm的XBridge Premier（250 Å，2.5 µm，柱⻓150 mm）⾊谱柱进⾏分析。其中，⻉伐单抗、英

夫利昔单抗、利妥昔单抗样品为⽣物类似药产品，曲妥珠单抗样品为原研药产品。对⾃缔合和选定的碎裂mAb⼤

⼩异构体的分离性能均进⾏了评估。 

实验

样品描述

⽣物类似药mAb为⻉伐单抗(Mvasi, 25 mg/mL)、英夫利昔单抗(Avsola, 10 mg/mL)、利妥昔单抗(Ruxience, 10 

mg/mL)，曲妥珠单抗（赫赛汀，21 mg/mL）是它们的原研⽣物制剂。所有样品均在经过⼀次或多次冻融循环后

进⾏了原样分析。

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： 带CH-A柱温箱的ACQUITY UPLC H-Class 

Bio

检测： ACQUITY UPLC TUV检测器，配备5 mm钛

合⾦流通池

波⻓： 280 nm

样品瓶： 聚丙烯材质12 × 32 mm螺纹⼝样品瓶，带

瓶盖和预切割PTFE/硅胶隔垫，容积300 µ

L，100个/包（部件号：186002639）

⾊谱柱： ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱

，250 Å，2.5 µm，4.6 × 150 mm，配有

mAb⼤⼩异构体标准品（部件号

：176004783）

XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱，250 

Å，2.5 µm，4.6 × 150 mm，配有mAb⼤

⼩异构体标准品（部件号：176004781）

XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱，250 

Å，2.5 µm，7.8 × 150 mm，配有mAb⼤

⼩异构体标准品（部件号：176004779）

柱温： 室温

样品温度： 6 °C

英夫利昔单抗和利妥昔单抗：5 mL（针对

7.8 × 150 mm⾊谱柱）和2 mL（针对4.6 × 

150 mm⾊谱柱）

⻉伐单抗和曲妥珠单抗：2.5 mL（针对7.8 

× 300 mm⾊谱柱）和1 mL（针对4.6 × 

进样体积：

3使⽤与UPLC™和HPLC兼容的MaxPeak™ Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱快速分析单克隆抗体的⼤⼩异构体



150 mm⾊谱柱）

流速： 0.75〜2.0 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⾊谱数据系统

结果与讨论

通过在ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(4.6 × 150 mm)、XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(4.6 × 

150 mm)和XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(7.8 × 150 mm)上进⾏500次运⾏，评估了⾼通量SEC分离四

种不同mAb样品中可定量的⾼分⼦量物质(HMWS)和低分⼦量物质(LMWS)杂质的性能。先前已经深⼊研究了这四

种治疗性mAb样品对ACQUITY和XBridge Premier SEC⾊谱柱寿命的影响4。 因此，本研究仅在报告的时间点

（0或初始时间点以及100、200、300、400、500次进样）对mAb样品进⾏评估，同时⽤5 µL空⽩（⽔）进⾏中

间进样。此外，利⽤LC将10X DPBS浓缩液与⽔混合，制得1X PBS流动相。另外，10X DPBS浓缩液和Milli-Q 18 

MΩ⽔在使⽤前经0.1 µm⽆菌过滤。对于4.6 × 150 mm⾊谱柱和7.8 × 150 mm⾊谱柱，⻉伐单抗和曲妥珠单抗

的进样体积分别为1.0 µL和3.0 µL，⽽英夫利昔单抗和利妥昔单抗的进样体积分别为2.0 µL和6.0 µL。

本研究所⽤的流速和相应的压⼒如表1所⽰。流速的选择旨在测试在推荐的最⼤柱压下或附近的⾊谱柱使⽤寿命。

推荐的柱压代表仅由⾊谱柱产⽣的压⼒，该压⼒通过从使⽤安装的⾊谱柱观察到的系统压⼒减去使⽤零死体积两

通接头（部件号：289000439 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/service-parts--

kits/289000439-union-zero-dead-volume.html> ）代替⾊谱柱时观察到的LC系统压⼒来确定。三种⾊谱柱的

流速均超过推荐的最⼤值。在这样的流速条件下，4.6 × 150 mm ACQUITY Premier和XBridge Premier⾊谱柱
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的柱压接近推荐的最⼤值。7.8 × 150 mm XBridge Premier⾊谱柱在UPLC系统的最⼤流速(2.00 mL/min)下运

⾏，这是该⾊谱柱推荐流速的两倍，达到的柱压远低于推荐的最⼤值。对于4.6 × 150 mm⾊谱柱，在⾊谱柱与

TUV检测器之间使⽤0.0025英⼨(64 µm) PEEK接头（部件号：700009971 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/service-parts--kits/700009971-assy-tube-inlet-0025-id-

peek-nut-85.html> ）；⽽对于7.8 × 150 mm⾊谱柱，则使⽤0.004英⼨(100 µm) PEEK接头（部件号：

700009972 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/service-parts--kits/700009972-tubing-

assembly-detector-inlet-peek-0004-id-with-peek-nut-85-lon.html> ）。 

表1.流速和相应的压⼒。

在ACQUITY Premier和两种XBridge Premier⾊谱柱上分离mAb所得到的放⼤⾊谱图如图1所⽰。关于痕量⽔平的

HMWS和LMWS杂质，三种⾊谱柱均产⽣了相似的整体⾊谱图。与其他两种⾊谱柱相⽐，4.6 × 150 mm XBridge

⾊谱柱的分离度较低，部分原因在于所⽤的线速度较⾼，这⼀结果符合预期。另外，4.6 × 150 mm XBridge⾊谱

柱(2.5 µm)的粒径也⽐4.6 × 150 mm ACQUITY⾊谱柱(1.7 µm)⼤50%左右，且更⼤内径的7.8 × 150 mm 

XBridge⾊谱柱受LC系统扩散的影响较⼩5。 根据测定结果，本研究使⽤的LC系统的5-sigma (5σ)系统扩散体积为

7.9 µL6。 在⽐较ACQUITY⾊谱柱与7.8 × 150 mm XBridge⾊谱柱时，我们通常观察到ACQUITY⾊谱柱为HMWS

异构体提供了更⾼的分离度，这是因为其粒径较⼩；⽽由于LC系统扩散效应，LMWS2在7.8 × 150 mm XBridge

⾊谱柱上与单体拖尾峰的分离度往往更⾼。
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图1.使⽤柱⻓为150 mm的MaxPeak Premier SEC⾊谱柱进⾏⾼通量⽣物类似药mAb样品SEC分离的结

果对⽐。对于4.6 × 150 mm ACQUITY Premier SEC⾊谱柱、4.6 × 150 mm XBridge Premier SEC⾊

谱柱和7.8 × 150 mm XBridge Premier SEC⾊谱柱，所⽤的流速分别为0.75 mL/min、1.0 mL/min和

2.0 mL/min，相应的分析时间分别为2.8 min、2.1 min和3.0 min。其他实验条件和峰说明⻅正⽂。 

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。在这些样品中也可

以观察到抗体碎裂为LMWS1和LMWS2。在这些条件下，假设LMWS1主要是mAb铰链区中单次裂解产⽣的⼀个约

100 KDa⽚段，该⽚段由共价Fc结构域和单个Fab结构域组成，在7.8 × 150 mm⾊谱柱上只能观察到LMWS1表现

为曲妥珠单抗主（单体）峰的轻微拖尾肩峰，因此⽆法进⾏定量。LMW2主要由铰链区的两条重链裂解得到的单个

Fab和Fc结构域组成，在所有抗体样品中均得到定量，但英夫利昔单抗除外，该抗体因丰度始终偏低(≤0.02%)没

有结果报告。由于LMWS2和LMWS1通常通过相同的降解途径产⽣，因此仅通过定量分析LMWS2来监测所选样品

的降解途径可能是合理的做法。

图2⾄图4为三种⾊谱柱的使⽤寿命研究所得到的代表性⾊谱图的放⼤图。如图所⽰，在HMWS和LMWS2⼤⼩异构

体的保留时间和分离⽅⾯（包括部分分离的肩峰），三种⾊谱柱的整体⾊谱图基本⼀致。 
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图2.在⾼通量⾊谱柱使⽤寿命研究中得到的⽣物类似药mAb样品的ACQUITY Premier SEC (4.6 × 150 

mm)放⼤⾊谱图。图中显⽰了近似初始进样以及进样编号100、300和500的结果。利⽤DPBS作为流

动相，流速为0.75 mL/min，分析时间为2.8 min。其他实验条件和峰说明⻅正⽂。 
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图3.在⾼通量⾊谱柱使⽤寿命研究中得到的⽣物类似药mAb样品的XBridge Premier SEC (4.6 × 150 

mm)放⼤⾊谱图。图中显⽰了近似初始进样以及进样编号100、300和500的结果。利⽤DPBS作为流

动相，流速为1.00 mL/min，分析时间为2.1 min。其他实验条件和峰说明⻅正⽂。 
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图4.在⾼通量⾊谱柱使⽤寿命研究中得到的⽣物类似药mAb样品的XBridge Premier SEC (7.8 × 150 

mm)放⼤⾊谱图。图中显⽰了近似初始进样以及进样编号100、300和500的结果。利⽤DPBS作为流

动相，流速为2.00 mL/min，分析时间为3.0 min。其他实验条件和峰说明⻅正⽂。 

在⾊谱图中鉴定出的可测量的HMWS和LMWS⼤⼩异构体的相对峰⾯积变化如图5⾄图7所⽰。另外，对于所有样

品，将HMWS1的分离度视为功能性柱效变化的指标进⾏评价。在超过500次进样过程中，HMWS和LMWS杂质的

相对定量测量结果以及HMWS1的分离度对于所有三种⾊谱柱均保持相对不变，表明这些⾊谱柱在⾼于推荐流速的

条件下运⾏时能够保持稳定的性能。然⽽，与指定的参考流速相⽐，预计⾊谱柱在这些较⾼流速下使⽤时使⽤寿

命将会缩短。
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图5.在⾼通量使⽤寿命研究中使⽤ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(4.6 × 150 mm)（图2）分

析⽣物类似药mAb样品的定量结果。图中展⽰了HMWS和LMWS2的相对丰度（左轴）以及HMWS1的

分离度（Rs，即USP半峰⾼）值（右轴）。在各时间点重复分析两次。图中显⽰了近似初始进样以及

进样编号50、100、200、300、400和500的结果。其他实验条件和峰说明⻅正⽂。 
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图6.在⾼通量使⽤寿命研究中使⽤XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(4.6 × 150 mm)（图3）分析

⽣物类似药mAb样品的定量结果。图中展⽰了HMWS和LMWS2的相对丰度（左轴）以及HMWS1的分

离度（Rs，即USP半峰⾼）值（右轴）。仅在初始时间点和最终时间点重复分析两次。图中显⽰了近

似初始进样以及进样编号50、100、200、300、400和500的结果。其他实验条件和峰说明⻅正⽂。 
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图7.在⾼通量使⽤寿命研究中使⽤XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(7.8 × 150 mm)（图2）分析

⽣物类似药mAb样品的定量结果。图中展⽰了HMWS和LMWS2的相对丰度（左轴）以及HMWS1的分

离度（Rs，即USP半峰⾼）值（右轴）。仅在初始时间点和最终时间点重复分析两次。图中显⽰了近

似初始进样以及进样编号50、100、200、300、400和500的结果。其他实验条件和峰说明⻅正⽂。 

结论

之前已经证明，ACQUITY和XBridge Premier 250 Å SEC⾊谱柱在⾊谱柱硬件和填料颗粒化学性质⽅⾯的技术进步

能够在使⽤⽣理pH流动相的条件下延⻓⾊谱柱使⽤寿命4。 然⽽，之前的⾊谱柱使⽤寿命研究侧重于在低于推荐
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最⼤值的流速下使⽤柱⻓为300 mm的⾊谱柱进⾏⾼分离度分离，本研究则使⽤150 mm⾊谱柱评价了⾊谱柱在快

速、⾼通量分离条件下的使⽤情况。除了⾊谱柱柱⻓更短以外，本研究使⽤的流速超过推荐的最⼤值，相应的分

析时间在2.1~3.0 min之间。

在本研究中，我们在低扩散UPLC（5σ系统扩散体积为7.9 µL）系统上评价了与UPLC兼容的4.6 × 150 mm 

ACQUITY Premier SEC和XBridge Premier SEC⾊谱柱以及与HPLC兼容的7.8 × 150 XBridge Premier SEC⾊谱

柱。虽然HPLC系统的压⼒限值（例如Waters Arc™ HPLC系统，压⼒限值为9500 PSI/655 bar）⾜以按照所述流速

运⾏4.6 × 150 mm⾊谱柱，但HPLC系统的系统扩散体积更⼤，这可能导致分离性能降低。因此，建议在HPLC系

统中使⽤更⼤内径的7.8 × 150 XBridge Premier SEC⾊谱柱。在超过500次进样过程中，三款⾊谱柱在HMWS2、

HMWS1和LMWS2定量以及HMWS1（主要是⼆聚体）⼤⼩异构体与主峰（单体）之间的分离度⽅⾯表现出⼀致的

性能。本研究评估了⾊谱柱对⽬前市售的共四种⽣物类似药抗体药品系列的性能。 

在本研究中，流动相经0.1 µm⽆菌过滤，所分析的样品是预计不包含明显含量的镜下可⻅或更⼤颗粒(≥ 0.1 am)

的妥善配制药品。这两个因素⼤⼤降低了⾊谱柱污染的可能性。但是，如果分析物是可能含有⼤量镜下可⻅或较⼤

颗粒的开发阶段样品，建议使⽤保护柱（MaxPeak Premier SEC蛋⽩分析专⽤保护柱，部件号：186009969 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/columns/186009969-maxpeak-premier-protein-sec-

guard-250a-25--m-46-x-30-mm-1-pk.html> ）或采取离⼼等样品前处理⼿段6。
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