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摘要

本应⽤纪要介绍了Empower 3中的基线扣除处理⽅法，使⽤蒸发光散射检测器(ELSD)在聚⼭梨酯分析中实现了

0.01 mg/mL的检测限(LOD)。修改先前报道的洗脱梯度后成功定量了四种英夫利昔单抗药品（原研药和三种⽣物

类似药）中的聚⼭梨酯浓度。使⽤相同的⽅法评估了电雾式检测器(CAD)，其检测限和动态范围与ELSD相当。

优势

基线扣除改善了ELSD技术对完整聚⼭梨酯分析的检测限■

ELSD能够在⽣物制药的制剂⽔平上定量完整的聚⼭梨酯■

Empower控制的ELSD为⽤⼾提供了⼀个⽆缝集成的、易于使⽤的平台以及强⼤的数据处理解决⽅案■

ELSD在聚⼭梨酯分析中拥有与CAD相当的性能■

简介

1⽐较ELSD和CAD定量英夫利昔单抗药物中聚⼭梨酯的性能

http://www.waters.com


聚⼭梨酯(PS)由于具有低毒性和⽣物兼容性⽽被⼴泛⽤作药品的常⻅辅料：⼩分⼦药物的乳化剂和增溶剂；药物

递送纳⽶颗粒的涂层；防⽌⽣物制药中的蛋⽩质发⽣变性、聚集和吸附损失的稳定剂。作为辅料，PS可通过氧化

、⽔解和/或酶促等⽅式在制剂药品中降解1-3。 为确保含有PS的药品在保质期内安全有效，需要对PS进⾏准确定

量。

聚氧⼄烯脱⽔⼭梨醇单油酸酯(PS-80)和聚氧⼄烯脱⽔⼭梨醇单⽉桂酸酯(PS-20)是⽣物药物中常⽤的两种聚⼭梨酯

（图1）。这两种聚⼭梨酯都具有⼄氧基化脱⽔⼭梨醇碱基结构的极性头部基团，不同之处在于每种类型的疏⽔酯

尾（PS80 =油酸酯尾，PS20 =⽉桂酸酯尾）。由于PS的分⼦结构中没有能够对紫外可⻅吸光度检测有效响应的发

⾊团，导致完整⽔平的分析有⼀定难度。研究证明，可以改⽤⽔解法通过质谱(MS)成功检测游离脂肪酸。虽然这

些⽅法提供了⾼度的专属性和灵敏度，但它们可能并不⼀定适⽤于⽣产环境，在这类环境中，质谱易⽤性有限且

通量是保持⽣产⼒的关键因素4。 在这⽅⾯，需要使⽤替代检测技术，使PS80的分析更加容易，以⽀持⽣物制药

的⽣产过程。 

对于不含紫外吸收发⾊团的分析物（例如糖、醇），ELSD是⼀种常⽤选择。ELSD是⼀种⽓雾式检测技术，先⽤氮

⽓雾化洗脱液，随后加热液滴以蒸发流动相。监测剩余的⼲燥分析物颗粒的散射光量5。 CAD是指另⼀种⽓雾式检

测技术。与ELSD类似，CAD从流动相进⼊雾化器开始，在氮⽓流作⽤下形成⽓溶胶液滴。这些液滴随后进⼊蒸发

室，去除溶剂，只留下⼲燥的分析物颗粒。带正电的氮离⼦将电荷转移到⼲燥颗粒上，产⽣与分析物含量成⽐例

的信号，可以使⽤静电计测量。

为加快在⼯业环境中部署这些检测器，以⼀致的⽅式准确检测并报告治疗⽔平的分析物⾮常重要。在这项研究中

，由Waters Empower 3⾊谱数据系统控制的ELSD和CAD均在优化条件和相同的⾊谱⽅法下，评估了它们检测和

准确报告以治疗剂量⽔平制备的四种治疗药物中聚⼭梨酯浓度的能⼒。

实验

样品前处理

PS80购⾃Sigma Aldrich。使⽤⽔配制浓度为1 mg/mL的PS80储备液。⽤⽔将储备液稀释⾄0.01、0.03、0.05、

0.07、0.1、0.3、0.5、0.7和1 mg/mL，制备PS80标样。英夫利昔单抗药品、原研药Remicade和三种⽣物类似

药Avsola、Inflectra和Renflexis购⾃Amerisource Bergen，按照制造商说明制成剂量浓度(10 mg/mL)。ELSD

和CAD在实验开始之前进⾏了维护，以确保两种检测器均在制造商的规格范围内运⾏。CAD通过制造商提供的SII
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软件与Empower 3连接。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统

样品瓶： Waters TruView（部件号：186005662CV）

⾊谱柱： Oasis MAX, 30 µm, 2.1×20 mm（部件号

：186002052）

柱温： 30 °C

样品温度： 5 °C

进样体积： 10 µL

流速： 1 mL/min

流动相A： ⽔（MS级），含2%甲酸，v/v

流动相B： 异丙醇（MS级）。含2%甲酸，v/v
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梯度表

CM-A事件

ELSD设置

增益： 100

数据采集速率： 2 Hz

时间常数： 慢

模式： 加热
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功率级： 75%

漂移管温度： 80 °C

⽓体压⼒： 20 psi

CAD（电晕针Veo）设置

幂函数： 1.2

蒸发温度： 低

数据采集速率： 2 Hz

结果与讨论

之前的研究表明，使⽤ELSD，可以在添加了蛋⽩质的PS溶液中监测完整⽔平的聚⼭梨酯6。 简⽽⾔之，使⽤配置

有2位6⼝阀的沃特世⾊谱柱管理器(CM-A)开发了“富集/洗脱”⽅案（图2）。在这种配置中，PS在低pH条件下被

吸附到Oasis MAX⾊谱柱的固定相（阴离⼦交换和反相吸附剂）上，⽽未保留的蛋⽩质和剩余的辅料会被导⼊废液

中（图2A）。完成吸附步骤后，切换阀位置，使⽤有机溶剂将PS洗脱到ELSD中（图2B）。绘制双对数坐标图后

，这项概念验证⼯作显⽰该⽅法在峰⾯积和PS浓度之间存在线性关系。本次评估中使⽤了这种稳健且快速的⽅法

。
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图2.⾊谱柱管理器的流路⽰意图。 

A)在位置1，聚⼭梨酯被吸附到⾊谱柱上，未保留的蛋⽩质和剩余的辅料被导⼊废液中。 

B)然后将阀切换到位置2，将洗脱的PS导⾄ELSD进⾏定量。 

为促进该⽅法在⽣物制药制剂（PS浓度可能低⾄0.003% w/v (0.03 mg/mL)）中的应⽤，必须考虑⽅法和检测器

响应。稳定的基线在确保低浓度⽔平下准确、⼀致的检测⽅⾯起着重要作⽤。这在“富集/洗脱”配置中尤其具有

挑战性，其中与“阶梯”洗脱梯度（图3A，橙⾊迹线）相关的快速变化的流动相组成会由于基线上升（图3A，蓝

⾊迹线）⽽阻碍分析物的准确检测和积分。为了进⼀步说明基线的影响，将10 µg PS80 (10µL, 1 mg/mL)进样⾄

Oasis Max⾊谱柱中，并使⽤分级梯度进⾏洗脱（⻅实验）。在10 µg的⾼载样量下，观察到检测器响应⾜以实现
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准确积分（图3B），三次重复进样的峰⾯积RSD计算为0.08%。然⽽，当载样量降低到低于1 µg PS80 (10 µL, 0.1 

mg/mL)的浓度时，由于基线上升⼲扰，需要⼿动处理数据。⽰例⻅图3C，其中基线上升是载样量为0.1 µg (10 

µL, 0.01 mg/mL)时的主要响应，并且被检测为聚⼭梨酯峰的⼀部分。为了提⾼低浓度下积分的准确度和检测器响

应线性，采⽤基线扣除来减轻与洗脱步骤相关的基线上升影响。如图3D所⽰，当使⽤基线扣除时，能够可靠地检

测聚⼭梨酯峰，⽆需使⽤相同的处理⽅法⼿动整理数据，溶液中浓度为0.01 mg/mL，峰⾯积RSD值为1.02%。使

⽤这种基线扣除⽅法，ELSD的线性范围提⾼了⼀个数量级(0.01‒1 mg/mL)，如表1所⽰。

为了评估此优化⽅法的适⽤性，对四种含PS的英夫利昔单抗药品进⾏了完整聚⼭梨酯分析，包括原研药(

Remicade)和三种⽣物类似药（Avsola、Inflectra和Renflexis）。使⽤优化⽅法⽣成9点校准曲线。如图4A所⽰

，观察到ELSD在选定的浓度范围(0.01‒1 mg/mL)内具有良好的线性(R2=0.993)。这些样品列出的PS80浓度均为

0.05 mg/mL，完全在ELSD⽅法的动态范围内。对复溶溶液进⾏了三次重复进样，并使⽤校准曲线确定了PS80浓

度（图4A，橙⾊数据点）。如图4B所⽰，ELSD⽅法显⽰出良好的分析⼀致性，计算的RSD在1%‒2.5%之间。对

于Remicade、Avsola、Inflectra和Renflexis，计算得出的PS80浓度分别为0.045、0.045、0.044和0.042 

mg/mL。实测PS80与预期PS80之间存在微⼩差异，部分原因可能是治疗样品和校准标准品所⽤PS80原材料的差

异。数据表明，在优化条件下，ELSD能够可靠且⼀致地检测治疗样品中剂量⽔平的完整聚⼭梨酯。

图4.ELSD的线性动态范围以及ELSD和CAD对英夫利昔单抗药品中PS80的定量结果。 

A) ELSD在0.01~1 mg/mL范围内表现出线性响应。 

B)通过ELSD和CAD测量的四种英夫利昔单抗药品中的PS80浓度。 

为了进⼀步评估ELSD在检测和定量治疗药品中PS的适⽤性，使⽤与替代检测器相同的系统和⽅法评估了电雾式检
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测器。为便于⽐较，CAD响应针对蒸发温度和幂函数进⾏了优化。观察到蒸发温度设置为“低”时，PS的检测器

响应更⾼。使⽤此设置，根据制造商说明分别在1、1.2、1.4和1.6评估CAD的幂函数7。 使⽤PS的5点校准曲线

，发现1.2的幂函数具有最⾼的线性响应，因此⽤作优化设置7。 作为优化⽅法的⼀部分，使⽤优化设置评估了

LOD以确定动态范围。有趣的是，在这项聚⼭梨酯研究中，与ELSD相⽐，CAD只能额外产⽣⼀个数据点(0.005 

mg/mL)。然⽽，在此浓度⽔平下，与CAD相关的基线噪声增加会对积分准确度（RSD⾼达29%）产⽣负⾯影响

，由此确定这款检测器不适合在⽣产环境中进⾏分析。因此，对于拟定的PS分析，CAD与ELSD的有效范围相同

，定量下限的浓度为0.01 mg/mL，如图5所⽰。 
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图5.CAD响应基线。进样载样量为0.1 µg的聚⼭梨酯80的CAD响应，应⽤了基线扣除。

使⽤与之前相同的⽅法，使⽤⾯积与浓度的9点校准曲线，在优化的CAD设置下定量英夫利昔单抗临床样本中的

PS80含量。使⽤线性拟合，⽣成趋势线(y=18.285x + 0.2144, R2 = 0.9991)⽤于定量。为便于与ELSD⽅法进⾏⽐

较，CAD数据也使⽤了基线扣除。应该注意的是，在Empower 3控制下从CAD输出的数据⽆法分配衍⽣通道来执

⾏基线扣除。为此，必须使⽤外部电⼦表格⼿动整理CAD数据，执⾏基线扣除和峰积分，导致临床样本中的RSD值

更⾼（介于4%‒11%之间），并降低了分析准确度，如图4B所⽰。为保证本研究中不存在偏差，以相同⽅式处理

ELSD数据，确定准确度（RSD值）的影响可忽略不计。
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⽐较ELSD与CAD的结果时，数据表明在优化条件下，ELSD能够可靠地检测治疗样品中的完整聚⼭梨酯，与CAD的

结果相近。有趣的是，两种检测器在优化条件下对聚⼭梨酯80都具有相同的有效⼯作范围和LOD。Waters ELSD

模块通过使⽤Empower 3 CDS中内置的⾃动峰值处理⽅法和基线扣除功能，在完整聚⼭梨酯的分析中可获得更⾼

的准确度和⼀致性。这是使⽤CAD模块⽆法完全实现的功能。总之，作为Empower 3控制下的集成解决⽅案，

Waters ELSD检测器为聚⼭梨酯的分析提供了⼀种有效的解决⽅案，可以轻松部署在⽣物治疗药物的开发和⽣产

中。 

结论

作为⼀种⽓雾式检测⽅法，沃特世ELSD⾮常适合分析治疗药品中的完整聚⼭梨酯。本研究表明，基于ELSD的⽅法

能够可靠且⼀致地检测浓度范围为0.01‒1.0 mg/mL的完整聚⼭梨酯。此外，Waters ELSD与Empower 3的集成

功能使其成为在⽣产环境中部署的理想解决⽅案，在这些环境中易⽤性、⾃动化能⼒和通量对于保持⽣产⼒⾄关

重要。 
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