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摘要

随着更多现代液相⾊谱平台的推出，务必要证明新系统适合传统⽅法且所⽤分析⽅法可以在新系统与原始平台

之间建⽴等效性。本研究利⽤RPLC肽图分析⽅法评估了⽅法从ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统转换⾄

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统时，两套系统之间的保留时间和峰⾯积重现性。当系统使⽤其标

准出⼚配置运⾏时，在不同系统之间观察到相似的性能。采⽤两套系统获得的13个肽峰的平均保留时间差异为

约1.5 s。但是，液相⾊谱系统通常由于流路直径或配置（例如，溶剂混合器体积）的差异⽽在延迟体积⽅⾯有

所不同，因此预计保留时间会发⽣漂移。为解决这些差异，例如两个液相⾊谱平台之间系统延迟体积不同的情

况，可以使⽤“智能梯度起点”技术调整进样前的梯度以对⻬保留时间，⽽⽆需更改梯度表。应⽤梯度补偿后

，再次观察到两套系统获得相似的⾊谱性能。13个峰的保留时间正交图显⽰，R2值为0.99996，表明选择性在

不同平台之间得到保留。峰⾯积百分⽐也在不同系统之间得以保持。这些结果证明，现有⽅法能够在两套液相

⾊谱系统之间轻松转换，获得相似的⾊谱和定量结果。

优势

⽤⼾可以使⽤Empower中的“智能梯度起点”技术调整不同混合器体积对保留时间的影响，从⽽对⻬不同

液相⾊谱系统之间的保留时间

■

通过两套⼆元UPLC系统之间的保留时间和峰⾯积重现性证明⽅法等效性■

简介

由于样品复杂程度的提⾼和新型药物的不断发展，⽣物治疗药物的分析越来越具有挑战性。开发稳定耐⽤的分

析⽅法对于确保⽣成可重现的数据⾄关重要，当分析⽅法转换⾄外部合同组织或内部质量控制和⽣产场所时尤

其如此。分析⽅法通常在多个供应商平台之间转换，但随着旧仪器平台的逐步淘汰，分析⽅法还应当适应新技

术的引⼊。考虑液相⾊谱平台之间的性能差异是全⾯了解发送实验室和接收实验室之间差异的关键。

本研究将肽分析RPLC⽅法在两个不同的⼆元UPLC平台（即不锈钢ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统和

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统）之间转换，并在测试的条件下评估⽅法等效性。“⽣物兼容性

”或“⽣物惰性”液相⾊谱系统在⽣物制药⾏业中备受关注，因为它们采⽤耐腐蚀的材料制成和/或包含⽆⾦

属流路，可以减少与蛋⽩质和其他⽣物样品的表⾯相互作⽤。虽然耐腐蚀材料可能更适合SEC或IEX等应⽤

，但许多实验室未配备专⽤仪器，因此同样的液相⾊谱系统也⽤于RPLC分离。ACQUITY UPLC H-Class PLUS 

Bio⼆元系统是⼀款⽣物兼容性⼆元液相⾊谱系统，利⽤⽣物兼容性流路和较⼤的管路内径，更适合⽣物基质



和流动相条件，并且配备⼆元泵，可实现更可靠的梯度输送。

实验

样品描述

将Waters胰蛋⽩酶酶解物标准品（部件号：186009126 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186009126-mab-tryptic-

digestion-standard.html> ；NIST mAb标准品的还原和烷基化胰蛋⽩酶酶解物）复溶于0.1% v/v甲酸⽔溶

液中，涡旋混合60 s，得到最终浓度为0.5 µg/µL的样品。所有样品均在进样前现⽤现配。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统（⽣

物兼容性）

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统（不锈钢）

检测波⻓： 214 nm

样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS技术的QuanRecovery样品瓶

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18⾊谱柱, 130 Å, 1.7 µm, 

2.1 × 100 mm

柱温： 60 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 10 µL

流速： 0.5 mL/min

流动相A： 0.1% v/v甲酸⽔溶液

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186009126-mab-tryptic-digestion-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186009126-mab-tryptic-digestion-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186009126-mab-tryptic-digestion-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186009126-mab-tryptic-digestion-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186009126-mab-tryptic-digestion-standard.html


流动相B： 0.1% v/v甲酸的⼄腈溶液

梯度

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 FR4

结果与讨论

为评估⽅法转换性能，在专⽤于RPLC应⽤的不锈钢⼆元UPLC系统（ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统和

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统）上运⾏通⽤的RPLC肽图分析⽅法。两套⼆元液相⾊谱系统均在

默认出⼚配置下进⾏评估。这两套液相⾊谱系统在整个梯度范围内使对选的13个峰获得了相似的⾊谱分离结果

（图1）。峰保留时间完全对⻬，⽆需应⽤任何⼿动补偿，表明两套系统的梯度延迟体积⾮常相似。表1报告了

四次进样中所选峰的平均保留时间。从表1可以看出，计算出的保留时间平均差异为1.5 s。这相当于延迟体积

差异为12.5 µL，该差异可以忽略不计，并且与通过独⽴实验确定的各系统的延迟体积差异⼀致1。在评估系统

内数据时，两套系统上13个峰的保留时间平均标准偏差分别为0.0017（ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统



）和0.0012（ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统）。这两套系统均获得了满⾜仪器规格要求的保留

时间数据，同时产⽣了彼此相当的数据，可满⾜应⽤要求。

图1.使⽤默认出⼚配置获得的NIST mAb胰蛋⽩酶酶解物标准品的RPLC⾊谱图。按照Hong和

McConville概述的⽅法，测得各系统的延迟体积分别为89.4 µL（ACQUITY UPLC I-Class PLUS系

统）和95.8 µL（ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统）1。这些值满⾜仪器规格要求，并

且⽀持在⾊谱图中⽣成相似的保留时间。采⽤不同系统获得的⾊谱图在很⼤程度上相似，其中⼀

些差异可归因于系统准备⽅案的不同。 



表1.在四次进样中得到的13种肽（图1）的平均保留时间(min)⽐较 

运⾏相同⽅法时，由于不同液相⾊谱系统之间延迟体积的差异，观察到保留时间发⽣漂移的情况并不罕⻅。我

们之前的研究已经证明了更⼤体积的混合器在肽图分析应⽤中的优势2。 为观察可能使⽤更⼤的混合器且不同

液相⾊谱平台之间延迟体积明显不同的情况，将ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统上的标准50 µL混

合器替换为340 µL混合器，并按照之前概述的步骤运⾏相同的肽图分析⽅法。尽管采⽤ACQUITY UPLC I-

Class PLUS系统（50 µL混合器）与ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统（配备340 µL混合器）获得

的⾊谱图相似，但现在观察到更⼤的保留时间漂移（图2A）。通常，分析⽅法的可接受标准会报告相对保留

时间，以解决液相⾊谱系统具有不同延迟体积的问题，但是也可以应⽤“智能梯度起点”技术调整保留时间

，⽽⽆需更改梯度表。在该⽰例中，两套系统之间的延迟体积差异为约296 µL。借助“智能梯度起点”技术

，现在可以利⽤该体积延迟进样之前的梯度起点（图2B）。现在，这种调整可以使标准ACQUITY UPLC I-

Class PLUS系统配置与配备340 µL在线混合器的ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统之间的峰保留时

间对⻬（图2A）。



图2A.展⽰⽅法转换的⾊谱图，使⽤Empower软件中的“智能梯度起点”技术解决系统具有不同延

迟体积的问题。图2B.梯度起点可设置在进样时、进样前或进样后，并在Empower软件中输⼊以µ

L为单位的体积。该值可通过计算根据Hong和McConville概述的⽅法1所测得的系统延迟体积差异

来确定，也可以在实验中通过RT偏移量(min)×流速(mL/min)来确定，其中RT偏移量通过⽐较图2A

中的顶部⾊谱图和中间⾊谱图确定。这两个值均与常⻅计算结果吻合，确定混合器体积的差异340 

µL - 50 µL = 290 µL。底部⾊谱图是在进样前应⽤梯度起点所得到的结果。 

为进⼀步解析这些数据，图3绘制了利⽤两套系统在四个重复进样中得到的13个选定峰的保留时间，以观察选

择性变化。R2值为0.999996，表⽰在该应⽤中，不同平台之间的选择性⾼度相似。峰⾯积重现性是成功实施

⽅法转换后预计得以保留的另⼀项指标。13种肽的峰⾯积百分⽐记录在图4中。两套系统得到的峰⾯积值相似

。所有肽的峰⾯积差异均⼩于1%（峰7除外，其差异为约1.2%），其中有⼏种肽的峰⾯积差异为0.1%或更⼩

。虽然在ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统上观察到⼤多数肽的标准偏差和%RSD更⼩，但两套系

统均符合仪器规格要求，并表现出彼此相当的结果。



图3.采⽤ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统（配备340 µL混合器和梯度延迟）和ACQUITY UPLC I-

Class PLUS系统得到的原始保留时间(min)⽐较。数据表明，选择性在不同系统之间得以保留。 



图4.采⽤ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统和ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统（配备340 µL混合器

和梯度延迟）在四次进样中得到的峰⾯积(%)⽐较。数据表明，峰⾯积在不同系统之间得以保留。 

结论

⽣物制药公司依靠稳定的液相⾊谱系统在药物产品的⽣产和测试中提供可靠的结果。ACQUITY UPLC H-Class 

PLUS Bio⼆元系统利⽤⽣物兼容性流路和⼆元泵，可提供更精密、准确的梯度输送。从ACQUITY UPLC I-

Class PLUS系统平台到ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio⼆元系统的⽅法转换表明，可以获得等效的保留时

间和峰⾯积结果。还以两个液相⾊谱平台之间系统延迟体积不同的情况为例，展⽰了“智能梯度起点”技术能

够对⻬不同系统之间的保留时间。报告的标准偏差和%RSD值很低，表明批内精密度出⾊，系统之间的结果⾼

度相似。
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