
应⽤纪要

使⽤Waters XBridge Premier SEC蛋⽩质分
析专⽤柱扩展体积排阻⾊谱平台⽅法⽤于单
克隆抗体分析的通⽤性

Stephan M. Koza, Hua Yang, Ying Qing Yu

Waters Corporation

摘要

治疗性蛋⽩中的⾃缔合体、聚集体以及⽚段⼤⼩异构体杂质对免疫反应或活动具有潜在的不良影响，因此它们在

整个临床前和临床研究阶段以及获批药品中通常被视为关键质量属性(CQA)。体积排阻⾊谱(SEC)是监测这些杂质

的常⽤⽅法。由于许多⽣物制药开发公司的研发流程中往往有多个类似的候选药物（例如单克隆抗体），因此

，尽可能采⽤有效的平台分析⽅法，可以在⽅法使⽤、⽂档、员⼯培训和实验室储备⽅⾯获得优势1,2。 仅使⽤⼀

种流动相和⾊谱柱的平台SEC⽅法应始终提供⾼分离度和可靠的分离。因此，如果SEC⾊谱柱可以在更⼴泛的流动

相条件下使⽤，该平台⽅法能够分析的化合物数量应该也有所增加。此外，当需要为特定蛋⽩质重新优化平台⽅

法的流动相组成时，通⽤性更强的SEC⾊谱柱可以简化该⽅法的开发。

本研究评价了20 mM磷酸钠缓冲液(NaPi)（pH范围5.8~7.6）和氯化钠（浓度范围50 mM~400 mM）对现有⽣物类

似药单克隆抗体的SEC分离效果。我们使⽤Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)和上⼀

代Waters BioResolve SEC mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm)评估了这些⾼度变化的SEC洗脱液的性能。 

优势

使⽤具有宽范围pH(5.8~7.6)和离⼦强度（约70 mM~约450 mM）缓冲液的SEC，提⾼SEC评估治疗性蛋⽩⼤

⼩异构体的能⼒和稳定性

■
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在与⾼效液相⾊谱(HPLC)兼容的SEC⾊谱柱上以⾼分离度分离mAb聚集体和⽚段⼤⼩异构体■

使⽤具有Auto•Blend Plus功能的Empower促进QbD⽅法开发以及稳定性测试■

 提升平台分析SEC⽅法的通⽤性■

简介

最近使⽤MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)硬件和羟基封端聚环氧⼄烷(PEO)键合BEH（亚⼄基桥杂化有机硅胶

）(BEH-PEO)颗粒开发的Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)能够⼤幅减少与多种分析

物蛋⽩质的⾮特异性相互作⽤。这些更改在⽬前尚未改良不锈钢硬件的沃特世⼆醇基键合BEH SEC⾊谱柱上进⾏

，⽬的是开发出⼀种具有更⾼通⽤性的⾼效SEC⾊谱柱，能够使⽤更⼴泛的流动相条件（弱碱性pH缓冲液）分析

更多种类的分析物。我们在最近的研究中发现，使⽤Dulbecco磷酸盐缓冲盐⽔(DPBS)作为SEC流动相时，在弱碱

性⽣理pH（约7.4）和离⼦强度（约150 mM）下，XBridge和ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱（2.5 µm和

1.7 µm粒径）与采⽤⾮⾦属⾊谱柱硬件填充交联葡聚糖-琼脂糖颗粒的SEC⾊谱柱具有相似的惰性3。 在同⼀项研

究中，我们还观察到Premier SEC⾊谱柱与采⽤不锈钢硬件填充BEH-⼆醇基颗粒的SEC⾊谱柱相⽐，⽅法稳定性

略有提⾼。

本研究⽐较了XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱与⽬前的沃特世⼆醇基键合BEH SEC⾊谱柱(Waters 

BioResolve SEC mAb, 200 Å, 2.5 µm)的平台能⼒和通⽤性。沃特世⼆醇基键合BEH SEC⾊谱柱技术还提供了⼀

种表现出平台能⼒的SEC⾊谱柱4。 使⽤20 mM磷酸钠缓冲液(NaPi)（pH范围5.8~7.6）和氯化钠（粗略浓度范围

50 mM~400 mM），通过全因⼦质量源于设计(QbD)⽅法，评价了⽬前在美国上市的四种现有⽣物类似药单克隆

抗体药品（⻉伐单抗、英夫利昔单抗、利妥昔单抗和曲妥珠单抗）。在pH值和等渗性⽅⾯，这些⾼度变化的SEC

洗脱液涵盖了多种mAb和其他重组蛋⽩药品制剂的缓冲液。 

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。
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液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 带CH-30A APH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和214 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 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，配套mAb⼤⼩异构体标准品

（部件号：176005070）

BioResolve SEC mAb, 200 Å, 2.5 µm, 7.8 × 300 

mm（部件号：176004595）

柱温： 25 °C

样品温度： 6 °C

进样体积： 2-4 µL

流速： 0.75 mL/min

流动相A： 100 mM⼀⽔合磷酸⼆氢钠(NaH2PO4·H2O)，

Sigma-Aldrich BioXtra (71507)（经0.1 µm⽆菌过
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滤）

流动相B： 100 mM⼆⽔合磷酸氢⼆钠(Na2HPO4 · 2H2O)，

Sigma-Aldrich BioUltra (71643)（经0.1 µm⽆菌

过滤）

流动相C： 1.00 M氯化钠(NaCl)，BioUltra (71376)（经0.1 µ

m⽆菌过滤）

流动相D： Milli-Q 18 MΩ⽔（经0.1 µm⽆菌过滤）

数据管理

⾊谱软件 具有Auto•Blend Plus功能的Empower 3 (FR 4)

结果与讨论

缓冲液的pH和NaCl浓度对XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱和BioResolve 
SEC mAb⾊谱柱性能的影响

本研究采⽤全响应⾯实验设计评价了使⽤BioResolve SEC mAb⾊谱柱或XBridge Premier SEC⾊谱柱时，缓冲液

的pH和NaCl浓度对四种⽣物类似药mAb样品（⻉伐单抗、英夫利昔单抗、利妥昔单抗和曲妥珠单抗）SEC分离性

能的影响。两种⾊谱柱的尺⼨均为7.8 x 300 mm，在0.75 mL/min流速下完成评价。使⽤具有Auto•Blend Plus

功能的Empower软件以及浓缩磷酸钠（100 mM NaH2PO4和100 mM Na2HPO4）和氯化钠(1.00 mM NaCl)，制

备了⼀系列16个20 mM磷酸钠缓冲液，pH值为5.8、6.4、7.0、和7.6，NaCl浓度为50 mM、100 mM、200 mM

和400 mM。表1列出了这些缓冲液的预测离⼦强度。 
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表1.具有不同浓度氯化钠(mM NaCl)的20 mM磷酸钠缓冲液的

预测离⼦强度

⻉伐单抗(Mvasi, 25 mg/mL)和曲妥珠单抗（赫赛汀，21 mg/mL）进样2.0 µL，英夫利昔单抗(Avsola, 10 

mg/mL)和利妥昔单抗(Ruxience, 10 mg/mL)进样4.0 µL。以5.8、7.6、6.4和7.0的顺序运⾏pH条件，并在每个

pH条件下以200 mM、100 mM、400 mM和50 mM的顺序运⾏各NaCl浓度条件。每个条件仅分析⼀次，在每个条

件下评价分⼦量标准品，确认⾊谱柱性能在整个分析过程中的⼀致性。BioResolve SEC mAb⾊谱柱的结果⻅图

1、3、6、7，XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱的结果⻅图2、4、6和8。对于这些样品，假定HMW2和

HMW1主要代表mAb的多聚体形式和mAb的⼆聚体⾃缔合形式。在这些样品中还观察到抗体⽚段LMW1和

LMW2。据推测，LMW1主要是mAb铰链区单次裂解的结果，产⽣约100 KDa的⽚段，该⽚段由共价Fc结构域和单

个Fab结构域组成，⽽LMW2主要由单个Fab和Fc结构域组成。 
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图1.BioResolve SEC mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的⻉伐单抗药品SEC分离⾊谱图，pH值

范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。流速为0.75 mL/min

（分析时间15分钟），使⽤有Auto•Blend Plus功能的Empower的经验数据⽣成pH和NaCl浓度。 
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图2.XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的⻉伐单抗药品SEC分离⾊谱

图，pH值范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。流速为0.75 

mL/min（分析时间15分钟），使⽤有Auto•Blend Plus功能的Empower的经验数据⽣成pH和NaCl浓

度。 
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图3.BioResolve SEC mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的英夫利昔单抗药品SEC分离⾊谱图，

pH值范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。流速为0.75 

mL/min（分析时间15分钟），使⽤有Auto•Blend Plus功能的Empower的经验数据⽣成pH和NaCl浓

度。 
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图4.XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的英夫利昔单抗药品SEC分离

⾊谱图，pH值范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。已标记

出pH 7.6，400 mM NaCl⾊谱图中的峰。流速为0.75 mL/min（分析时间15分钟），使⽤有

Auto•Blend Plus功能的Empower的经验数据⽣成pH和NaCl浓度。 
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图5.BioResolve SEC mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的利妥昔单抗药品SEC分离⾊谱图，pH

值范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。已标记出pH 7.6

，400 mM NaCl⾊谱图中的峰。流速为0.75 mL/min（分析时间15分钟），使⽤有Auto•Blend Plus功

能的Empower的经验数据⽣成pH和NaCl浓度。 
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图6.XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的利妥昔单抗药品SEC分离⾊

谱图，pH值范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。已标记出

pH 7.6，400 mM NaCl⾊谱图中的峰。流速为0.75 mL/min（分析时间15分钟），使⽤有Auto•Blend 

Plus功能的Empower的经验数据⽣成pH和NaCl浓度。 
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图7.BioResolve SEC mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的曲妥珠单抗药品SEC分离⾊谱图，pH

值范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。已标记出pH 7.6

，400 mM NaCl⾊谱图中的峰。流速为0.75 mL/min（分析时间15分钟），使⽤Empower 

AutoBlend+的经验数据⽣成pH和NaCl浓度。 

12使⽤Waters XBridge Premier SEC蛋⽩质分析专⽤柱扩展体积排阻⾊谱平台⽅法⽤于单克隆抗体分析的通⽤性



图8.XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 x 300 mm)的曲妥珠单抗药品SEC分离⾊

谱图，pH值范围为5.8~7.6（20 mM磷酸钠），氯化钠(NaCl)浓度范围为50 mM~400 mM。已标记出

pH 7.6，400 mM NaCl⾊谱图中的峰。流速为0.75 mL/min（分析时间15分钟），使⽤Empower 

AutoBlend+的经验数据⽣成pH和NaCl浓度。 

对评价的每种mAb进⾏了数据分析，包括确定HMW2、HMW1、LMW2和LMW1的相对峰⾯积，以及根据峰⾕⽐(

P/V)确定LMW1的分离度。此外还额外评估了⻉伐单抗的HMW肩峰(HMWSh)，未评估英夫利昔单抗的HMW2或

LMW2，因为这些⼤⼩异构体的丰度(<0.02%)和信噪⽐(<2)较低。为了评估每种mAb和⾊谱柱组合的有效操作范

围，在视觉上相似的⾊谱图中对观察到的HMW和LMW异构体的分离度和相对峰⾯积进⾏了积分，并确定了HMW

和LMW形式相对丰度的中值。如果峰⾯积百分⽐在中值的10%以内，则认为pH和NaCl浓度缓冲液成分对HMW1

和LMW1有效，此外，LMW1的峰⾕⽐(P/V)分离度要求⼤于1.05，以实现⼀致的基线下积分。由于HMW2和LMW2

的丰度较低，峰⾯积百分⽐必须在中位数的20%以内，才能认为它们的分离有效。为了直观了解两种⾊谱柱的通

⽤性，我们汇编了mAb结果。在第⼀个汇编中（图9），我们汇总了在每个NaCl浓度和pH条件下HMW2（适⽤时

）、HMW1和LMW2（适⽤时）均实现有效定量的mAb数量，并以热图的形式呈现。在第⼆个汇编中，除

HMW2、HMW1和LMW2之外，还要求对LMW1进⾏有效分析（图10）。 
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图9.BioResolve SEC mAb和XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱对四种⽣物类似药mAb药品的HMW1

、HMW2和LMW2⼤⼩异构体（图1⾄8）进⾏SEC分析的有效性热图汇编。定量和分离度⽅⾯的有效

分离评分为1或0，最⾼得分为4。其他⾊谱和数据分析的详细信息参⻅正⽂。 

图10.BioResolve SEC mAb和XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱对四种⽣物类似药mAb药品的

HMW1、HMW2、LMW2和LMW1⼤⼩异构体（图1⾄8）进⾏SEC分析的有效性热图汇编。定量和分离

度⽅⾯的有效分离评分为1或0，最⾼得分为4。其他⾊谱和数据分析的详细信息参⻅正⽂。 
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在⽐较BioResolve SEC mAb⾊谱柱和XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱⽣成的热图时，突出了XBridge 

Premier⾊谱柱在分析总HMW（HMW2和HMW1）和LMW2⼤⼩异构体（图8）操作范围⽅⾯的显著性能提升。由

于在LMW2分析失败的相同条件下HMW分析也同样失败了，图8中的热图也适⽤于仅分析HMW的SEC⽅法。

当增加额外的测定要求时，两种⾊谱柱上LMW1分析的成功次数均有所减少（图9）。最值得注意的是，使⽤400 

mM NaCl时，XBridge Premier SEC⾊谱柱（图2）在任意pH⽔平下对⻉伐单抗的LMW1分析均失败，虽然LMW1

的定量满⾜要求，但P/V⽐低于要求(1.05)。由于曲妥珠单抗单体和LMW1在XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱

上从200 mM NaCl到400 mM NaCl条件下的洗脱曲线或保留时间没有变化，因此排除了失败因素为颗粒或键合相

收缩或膨胀导致的颗粒孔径等⾊谱柱特性变化。因此，失败的P/V值很可能主要是由于XBridge Premier SEC⾊谱

柱上⻉伐单抗的最⼤P/V (1.33)是本研究中观察到的最低值，再加上400 mM NaCl下⾮特异性相互作⽤的轻微增加

、蛋⽩质构象的变化，或两者兼⽽有之。

⼀般来说，当使⽤较⾼离⼦强度（较⾼NaCl浓度）和较⾼pH值的流动相时，两种SEC⾊谱柱的性能相似。当使⽤

⽣理pH（约7.4）和离⼦强度（约150 mM）的Dulbecco磷酸盐缓冲盐⽔(DPBS)作为SEC洗脱液分析相同的⽣物

类似药单克隆抗体时，这些性能特征也与这些⾊谱柱的先前结果⼀致3。 此外，在有效条件下进⾏分析时，两种⾊

谱柱均⽣成了相当且可重现的HMW和LMW⼤⼩异构体定量结果（图11）。不过，与BioResolve SEC⾊谱柱相⽐

，XBridge Premier SEC⾊谱柱在使⽤较低pH值和较低离⼦强度的流动相时，⾊谱柱实⽤性明显更⾼，表明⾊谱

柱中的不良离⼦相互作⽤⽔平较低。XBridge Premier SEC⾊谱柱的宽pH范围能⼒和低离⼦相互作⽤⽔平可能有

助于在弱碱性⽣理pH或弱酸性pH流动相条件下开发通⽤型平台SEC⽅法，许多治疗性mAb和其他蛋⽩类药品能够

在更能代表⽣理条件或制剂缓冲液的离⼦强度下配制以及操作。
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图11.BioResolve SEC mAb与XBridge Premier SEC⾊谱柱对四种⽣物类似药mAb药品中HMW1、HMW2、LMW2和

LMW1⼤⼩异构体（图1⾄8）的平均相对定量结果对⽐图。仅对能够有效分离所有四种mAb的流动相条件的结果进

⾏了平均。为HMW2、HMW1和LMW2平均值和标准偏差误差条选择的流动相条件基于图9中所⽰的热图（

BioResolve n=4，XBridge Premier n=10）。LMW1分析基于图10中所⽰的热图（BioResolve n=4，XBridge 

Premier n=6）。详细信息⻅正⽂。 

结论

我们评价了XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 mm x 300 mm)的mAb SEC平台⽅法能⼒

。与上⼀代⼆醇基键合BEH SEC⾊谱柱相⽐，该⾊谱柱在硬件和填料颗粒⽅⾯的技术进步已成功⽤于⽣产这样⼀

种⾊谱柱：提供⾼通量分析的同时还能减少⾮特异性蛋⽩质-⾊谱柱相互作⽤，且先前已证明可以⽤作mAb SEC平

台⽅法。BEH-PEO颗粒在碱性pH⽔平下的性能和稳定性（推荐pH值范围：2.5‒8.0）得到了改善，也可以使⽤
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SEC和缓冲液（pH值等于或接近⽣理pH值（约7.4）或许多蛋⽩质药物制剂的弱酸性pH值（约6），离⼦强度为

⽣理离⼦强度(150-200 mM)及更低，具体数据取决于蛋⽩质）评估mAb和潜在的其他蛋⽩质药物HMW和LMW杂

质。

XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 mm x 300 mm)填料具有平台分析SEC⽅法的通⽤性

，也能够加速定制⽅法开发，同时7.8 mm内径⾊谱柱还能与HPLC、UHPLC和UPLC⾊谱系统兼容，额外提供简化

的常规⽅法部署和传输能⼒5,6。此外，ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm, 4.6 mm x 300 

mm)具有与XBridge Premier SEC⾊谱柱相当的惰性，可产⽣相似结果，且当部署在低扩散UPLC⾊谱系统上时

，预估样品通量增加约30%。 
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