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摘要

液相⾊谱(LC)系统的重现性在肽图分析⼯作流程中⾄关重要，良好的重现性可以简化样品可⽐性并确保准确的峰匹

配。本研究考察了新⼀代Waters™ ACQUITY UPLC™⽣物分离平台ACQUITY™ Premier系统的性能。这项全⾯的

研究评估了三套系统在九种液相⾊谱分离条件下的保留时间重现性，进⽽评估流速和梯度对检测重现性的影响。

结果表明，在每种条件下，ACQUITY Premier系统能够为⼤多数受测肽段提供⼀致的保留时间，标准差⼩于1秒。

此外，ACQUITY Premier MaxPeak™⾼性能表⾯(HPS)技术通过减少⾮特异性肽吸附显著提⾼了⾊谱性能，可实

现低丰度杂质的准确检测和定量。总之，这些结果表明ACQUITY Premier系统能够为肽图分析⼯作流程提供⼀致

且可重现的结果，能满⾜开发和质量控制组织的需求。

优势

ACQUITY Premier系统在⼴泛条件下提供了较⾼的系统间和系统内保留时间精度■

MaxPeak⾼性能表⾯技术可以减少峰拖尾，从⽽提⾼⾊谱性能■

ACQUITY Premier系统稳健的性能可实现⾼可信度的属性分析和杂质测定 ■
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简介

液相⾊谱(LC)⼯作流程中肽图分析的可信度和稳健性部分取决于液相⾊谱泵提供⼀致的流动相梯度组成的能⼒。组

成的偏差会影响肽的保留时间和/或峰形。在这⽅⾯，液相⾊谱泵的性能⾮常重要，因为可重现的保留时间和峰形

对于充分分离和定量修饰或关键异构体对来说⼗分必要。此外，确保系统之间的液相⾊谱性能具有重现性，能够

增强研究⼈员对开发出可靠⽅法且在实验室和组织之间转移的信⼼。

之前的研究已经证明了Waters ACQUITY UPLC系统具备⾼性能，可在不同梯度下准确传递流动相组成，并且分析

物保留时间具有较⾼的重现性1-3。 最近，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier UPLC系统作为液相⾊谱平

台推出，由于减少了⾮特异性肽吸附，可实现更⾼的分离度和灵敏度4-6。 本研究的⽬的是评估配置⼆元溶剂管理

器(BSM)的ACQUITY Premier系统提供⾼性能肽图分析的能⼒。使⽤三个ACQUITY Premier系统在九种分离条件

下测量保留时间，评估平台在各种条件下的适⽤性。使⽤了峰拖尾作为评估ACQUITY Premier MaxPeak HPS技

术对⾊谱性能影响的指标。本⽂描述的结果证明了ACQUITY Premier BSM如何轻松提供⽀持肽图分析⼯作流程所

需的⾼质量结果，使其既适合⼜灵活地应⽤于⽣物制药的开发和制造。

实验

样品描述

本研究使⽤的样品是复溶在300 µL流动相A (0.133 µg/µL)中的Waters mAb胰蛋⽩酶酶切标准品（部件号：

186009126 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009126-mab-

tryptic-digestion-standard.html> ）。流动相A⽤于空⽩进样。

液相⾊谱条件

LC系统： ACQUITY Premier UPLC BSM

系统

检测条件： ACQUITY Premier TUV；10 

mm分析流通池；波⻓= 214 

nm
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样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS的

QuanRecovery样品瓶（部件号

：186009186）

⾊谱柱： ACQUITY Premier CSH C18 1.7 

µm, 2.1 × 100 mm

柱温： 60 °C

样品温度： 8 °C

进样体积： 10 µL

流速： 0.200‒0.500 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液（LCMS级）

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液（LCMS级

）

梯度： 流动相B由5%升⾼⾄95%；每

分钟0.25%‒1%流动相B

质谱条件

质谱系统： ACQUITY QDa质谱检测器

电离模式： 正

采集范围： 350‒1250 m/z

⽑细管电压： 1.5 kV
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锥孔电压： 15 V

保留时间评估的SIR值

肽 m/z

LC:T3 406.4

HC:T30 419.9

HC:T21 418.4

LC:T18 626.4

LC:T5 476.9

HC:T11 925.4

HC:T36 581.7

HC:T41 561.5

HC:T23 560.3

LC:T15 752.3

HC:T22 714.2

HC:T37 849.3

HC:T20 712.4

HC:T26 603.8
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LC:T11 600.4

HC:T2 926.6

HC:T15 960.5

LC:T7 1122.1

峰拖尾评估的SIR值

肽 m/z

LC:T14 713.1

LC:T3 406.5

LC:T1 477

HC:T22 714.2

HC:T37 849.3

HC:T4-5 597.4

HC:T4 831.3

LC:T7 1122.3

数据管理

软件 Empower3 FR 4
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结果与讨论

在⽣物制药分析中，可重现的结果对于增强产品可信度以及⼤幅缩短因需要调查分析偏差⽽导致的停机时间⼗分

重要。肽图分析通常需要液相⾊谱系统在较低流速下提供⼀个缓梯度，对复杂的肽谱进⾏解析。因此，液相⾊谱

即使在这些具有挑战性的条件下，也能够以可重现的⽅式提供流动相组成，这⼀点⼗分重要。作为新改进的

ACQUITY UPLC⽣物分离平台，ACQUITY Premier系统采⽤⼆元溶剂管理器(BSM)配置，可满⾜这些苛刻的分离

要求，同时与前⼏代⽣物兼容平台相⽐减少了分析物/表⾯吸附，从⽽提⾼了⾊谱性能。在此，证明了该系统提供

可重现的保留时间以⽀持稳健的肽图分析⼯作流程的能⼒。

为了评估ACQUITY Premier BSM在实际应⽤中的性能，采⽤NIST⼈源化单克隆抗体(mAb)参⽐标准品

41116107胰蛋⽩酶酶切物作为分析样品。在⽣物治疗药物产品的开发和商业化过程中可能遇到的⼀系列分离条件

下运⾏该样品。实验设计的概览如图1所⽰。这包括三种不同流速的条件：⾼流速(0.500 mL/min)、中等流速

(0.350 mL/min)和低流速(0.200 mL/min)，并且在每个流速下有三个梯度，包括1% B/min、0.5% B/min和更为

平缓的0.25% B/min。在每种条件下重复进样三次，计算标准差。在三个ACQUITY Premier BSM系统上评估了这

九种⽅法组合（共进样27次），测量系统间的重现性。 

图1.⽤于评估不同液相⾊谱条件下的系统间性能的实验设计。
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总共选择了18个峰，在肽图上以同等⽅式取样，⽤于保留时间重现性分析，如图2所⽰。表1列出了使⽤SIR-MS监

测的每个峰的m/z，以及所有条件下保留时间的标准差。每个肽的保留时间被归⼀化为每个条件下的平均值，以便

在不同的条件和峰下进⾏⽐较。保留时间重现性表明，可以在不牺牲分析严谨性的情况下可信地进⾏系统间分析

。

图2.本研究中使⽤的NIST mAb酶切物的基峰离⼦(BPI)⾊谱图，分析中包含

的峰⽤数字标出。峰编号与表1中显⽰的信息相对应。
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表1. 峰结果：保留时间重现性。

SD，标准差；LC，轻链；HC，重链；T，胰蛋⽩酶⽚段。

图3中的表格表⽰系统在各个特定条件下的性能，结合了来⾃全部三个系统的所有18种肽的数据。与预期相同，使

⽤陡梯度，尤其是在较⾼的流速下，肽洗脱的重现性最⾼。随着对⼆元泵系统条件的要求越来越⾼，保留时间标

准差也随之增加。然⽽，标准差最⼤值仍约为1秒，这表明该系统能够在这些更苛刻的条件下提供易于验证的肽图

分析。

将所有18种肽在全部九种条件和三个系统中的保留时间均进⾏了均值归⼀化，绘制为直⽅图，并拟合为⾼斯分布

，作为对性能的全⾯分析。根据拟合的⾼斯分布可知，总体的68% (σ)在±0.0057 min以内，95% (2σ)在

±0.0114 min以内，99.7% (3σ)在±0.0171 min以内。这些结果表明ACQUITY Premier BSM可以提供与之前的

沃特世⼆元液相⾊谱系统相同的⾼精度肽图分析结果1-3。
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图3.在九个评估条件下的实验设计和系统间保留时间标准差。保留时间是根

据在三个不同系统上三次进样测量的18个峰计算的(n = 162)。

因为可简化⽅法迁移，该跨系统平台出⾊的重现性具有很⼤优势。在⼀个系统上开发的⽅法可以在另⼀个系统上

以很少⼲预实现。这⽅⾯的⼀个⽰例如图4所⽰，NIST mAb胰蛋⽩酶酶切样品在三个ACQUITY Premier BSM 

UPLC系统上运⾏得到的三个⾊谱叠加图。所⽰的⾊谱图代表了最极端的测试条件，即最⾼流速(0.5 mL/min)下的

最陡梯度(1% B/min)和最低流速(0.2 mL/min)下的最缓梯度(0.25% B/min)。在这两种情况下，三个系统中的峰

⾮常⼀致，⽆需进⾏保留时间校准或其他⽤⼾⼲预。
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图4.将NIST mAb酶切物进样到三个ACQUITY Premier BSM系统中，在两种极端分离条件

下运⾏得到的叠加图。左图：流速为0.5 mL/min，梯度为1% B/min；右图：流速为0.2 

mL/min，梯度为0.25% B/min。为便于显⽰，将⾊谱图强度偏移了10%。 

随着ACQUITY Premier系统在⼀系列条件下的保留时间系统间和系统内性能的确定，我们尝试评估了MaxPeak 

HPS技术的性能。在⾼⽐表⾯积的液相⾊谱组件上，这种新型表⾯技术旨在减少⾦属表⾯上的⾮特异性肽吸附

，从⽽改善峰形、灵敏度和重现性4-6。 为了评估肽吸附，选择了七种易于吸附在⾦属表⾯上的酸性肽进⾏分析。

还将⼀种碱性肽纳⼊了评估，作为阴性对照。根据USP的定义计算峰拖尾因⼦，等于峰宽除以两倍的5%峰⾼处峰

前沿到峰顶距离（⻅图5A的插图）。根据此等式，拖尾因⼦>1表⽰存在拖尾，通常情况下认为拖尾因⼦值≤1.5即

可⽤于基于RPLC的肽图分析。

图5A显⽰了在三种不同流速（0.5 mL/min、0.35 mL/min和0.2 mL/min）下评估的各峰的拖尾因⼦。作为对⽐

，还使⽤标准不锈钢CSH™ C18⾊谱柱以0.5 mL/min的流速对峰进⾏了评估。ACQUITY Premier⾊谱柱在所有流

速下峰的拖尾因⼦都最⼩，并且对于⼤多数肽⽽⾔，其拖尾因⼦都明显优于标准⾊谱柱。如图所⽰，在相同流速

下，ACQUITY Premier⾊谱柱的肽峰拖尾减少⾼达83%。此外，与标准柱相⽐，ACQUITY Premier⾊谱柱的误差

线（表⽰各系统3次重复进样的标准差）显著降低，表明重现性和定量性能有所改进。

使⽤MaxPeak HPS技术的另⼀个显著优势是，峰拖尾的减少能够显⽰出⼀些低丰度杂质，否则可能会由于更⼤的

伪宽峰⽽被遮盖。如图5B中显⽰的⼀个⽰例，其中HC:T37在标准⾊谱柱中峰拖尾现象较为严重，遮盖了在其后洗

脱的低丰度峰。使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱后，则可以检测和定量这些被鉴定为HC:T37脱酰胺形式的低丰度峰

。以上结果表明，⾼质量的分离可以对⽤于⽬标属性和产品纯度分析的肽图分析产⽣直接影响。
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图5.MaxPeak HPS技术性能的评估，包括(A)分别以0.5 mL/min的流速在标准CSH C18⾊

谱柱中和以三个流速在ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱中运⾏⼀种碱性肽(LC:T3)和七

种酸性肽，并计算拖尾因⼦，以及(B)MaxPeak HPS技术通过减少峰拖尾检测出低丰度物

质（HC:T37及其两种低丰度脱酰胺形式）的⽰例。误差线代表三个系统的标准差（各系

统重复进样三次(n = 9)），(A)中的注释表⽰标准⾊谱柱和ACQUITY Premier⾊谱柱之间

拖尾减少的百分⽐。

结论

在肽图分析⼯作流程中，可重现的保留时间对于减少分析失败和确保准确的峰匹配与跨分析的可⽐性⾄关重要。

本研究展⽰了，即使在严苛分离条件下，ACQUITY Premier BSM也能在系统间维持保留时间精度。创新的

MaxPeak HPS技术通过减少峰拖尾的影响显著提⾼了⾊谱性能。系统性能和系统⽣物惰性相结合将带来更强⼤的

测定⽅法，可以更容易地转移和验证，增加肽属性图谱和产品杂质分析的数据解析可信度。
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