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摘要

本研究探讨了GTxResolve Premier SEC 1000 Å 3 µm⾊谱柱的动⼒学效率和分离范围。这些⾊谱柱是专为细胞和

基因疗法原料药及其产品的分析⽽设计的先进分离⼯具。本⽂使⽤DNA和RNA ladder进⾏了⼀系列基础⽐较研究

，利⽤更⼩的3 µm超宽孔径(1000 Å)填料，这类⾊谱柱在分离效果上显著优于传统的5 µm⾊谱柱。新⾊谱柱技术

带来的优势可以应⽤于两种⽅式之⼀：在保持相同柱效的同时更快、更⾼通量的运⾏，或将分离度提⾼

30%~40%。体积排阻⾊谱的这些进展恰逢市场对新型药物的SEC分析需求增加之际，尤其是对mRNA和其他核酸

类治疗药物的聚集体和完整性分析需求增加的情况下。

优势

与传统5 µm⾊谱柱相⽐，分析速度更快、通量更⾼■

由于减少了次级（⾮特异性）静电相互作⽤，在分析⾼分⼦量物质(HMWS)时更加可靠■

在固定分析时间或操作压⼒时，新型GTxResolve Premier SEC 1000 Å 3 µm⾊谱柱的性能全⾯优于传统5 µm

⾊谱柱

■
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简介

体积排阻⾊谱（SEC）是⼀种历史悠久的⽣物药物⼤⼩异构体表征⽅法，现今在新型药物分析中变得越来越重要。

⾼分⼦量物质的定量是许多新型基因治疗药物（包括核酸）的关键质量属性之⼀1。 对于mRNA疫苗，建议的纯度

要求之⼀是通过SEC测量聚集体，预计这种⾊谱法将在其他类别的RNA和DNA治疗药物的质量评估中发挥关键作⽤
2。

根据应⽤的不同，载荷遗传物质的⼤⼩也各不相同（从100个核苷酸的CRISPR向导RNA，到4700 bp的DNA病毒

载体基因组）。更常⽤的核酸⻓度在500到5000个核苷酸之间。例如，⽤作疫苗的COVID-19 mRNA⻓度为4500 

nt，其流体动⼒学半径约为25 nm3。 此类物质的SEC分离需要使⽤适当⼤孔径的⾊谱柱。但是，由于在溶液中的

流体动⼒学半径与⾊谱柱柱⻓的相关性不明确，以及不同⾊谱柱制造商对在报告SEC⾊谱柱标⽰孔径上的差异，通

常需要通过实验来确定合适的SEC⾊谱柱。⽬前已经确定，通常⽤于⽣物制药分析的⾊谱柱（填料孔径为125 Å和

250 Å）可能仅适⽤于⻓度为30⾄150个残基的寡核苷酸4。 最近的⼀项研究⽐较了不同孔径的⾊谱柱，提⽰使⽤

1000 Å的填料可以为这类⼤⼩的⾮复制RNA提供理想的分离效果5。

⼤孔径⾊谱柱（>500 Å，有时称为超宽孔径）通常仅提供⼤粒径(≥5 µm)填料，这样限制了分析通量，且为了达

到预期的分离度，必须使⽤更⻓的⾊谱柱。这反过来⼜增加了分析所需的样品量，⽽样品量通常是常规分析这些

新型治疗药物（尤其是新型个性化mRNA癌症疫苗）的限制因素6。

另⼀⽅⾯，核酸的多聚阴离⼦性质意味着它们容易受到吸附次级相互作⽤的影响，要想成功进⾏SEC分析，必须限

制这种次级相互作⽤。除需要惰性（⾊谱）填料外，还需要使⽤低吸附⾊谱柱硬件，以获得理想结果和准确的筛

分测量结果。

为了解决这些问题，我们研究了⼀种应⽤，将平均孔径为1000 Å的更⼩的PEO键合颗粒(3 µm)填充到低吸附性的

MaxPeak™ HPS Premier硬件中，并使⽤⼤分⼦核酸ladder样品进⾏了测试。本应⽤纪要介绍了新型GTxResolve 

Premier SEC 1000 Å 3 µm⾊谱柱的分离范围及其在核酸分离中的应⽤。此外，我们还探讨了该⾊谱柱的动⼒学效

率，并将它与具有相似孔径的传统5 µm⾊谱柱进⾏了⽐较。本⽂系统地⽐较了标准曲线、理论塔板数、分离阻抗

和动⼒学性能限值，结果发现新型颗粒⾊谱柱和相关⾊谱柱技术更具优势。

实验

样品和流动相制备
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将⼀份dsDNA 50~1350 Ladder（沃特世P/N：186010778 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186010778-dsdna-50-to-1350-

ladder.html> ）复溶于1000 µL⽆核酸酶⽔中，最终浓度为0.1 mg/mL，100 bp dsDNA Ladder(New England 

Biolabs, N3231S)、低范围ssRNA Ladder (New England Biolabs, N0364S)和ssRNA Ladder (New England 

Biolabs, N0362S)⽤⽆核酸酶⽔稀释10倍后，转移⾄样品瓶中，直接进样⾄SEC⾊谱柱。

注意：进样⾼度聚集的样品时应谨慎操作。建议在进样⾄SEC⾊谱柱之前对此类样品离⼼去除颗粒物和/或使⽤针

式过滤器过滤。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ H-Class Plus Bio系统，带⼆元溶剂管

理器(BSM)

检测： 配备5 mm钛合⾦流通池的ACQUITY UPLC™ TUV

检测，260 nm和230 nm；(2 pt/s)

样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS技术的QuanRecovery™ 12 × 

32 mm螺纹⼝样品瓶，300 µL，100个/包（

P/N：186009186）

⾊谱柱： 分析级：GTxResolve Premier SEC 1000 Å 3 µm

⾊谱柱, 150 × 4.6 mm（P/N：186010735）

柱温： 25 °C

样品温度： 6 °C

进样体积： 1.0~5.0 µL（根据流速调整）

流速： 0.05、0.1、0.175、0.25、0.40、0.50和0.60 

mL/min

2 × PBS缓冲液，经0.2 µm⽆菌过滤流动相：
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（流动相只能使⽤2天，或者⽤叠氮化物制备流动

相以阻⽌细菌⽣⻓）。

结果与讨论

改善液相⾊谱分离动⼒学性能（分离速度和柱效）的常⽤策略是使⽤填充更⼩粒径的⾊谱柱。填充亚2 µm多孔颗

粒的反相(RP)⾊谱柱于2004年上市，⽽亚2 µm SEC⾊谱柱则在2011年推出。由此⾊谱柱引⼊了⼀个新术语，即

“超⾼性能SEC”(UHP-SEC)。使⽤超细颗粒的原理是，通过降低填充柱中的涡流扩散（理论塔板⾼度公式中的A

项）和溶质在SEC⾊谱柱孔隙中的静⽌液相与柱间体积中流动相之间分配的传质阻抗（C项），来提⾼分离效率。

⽬前，市⾯上有各种150~300 Å SEC⾊谱柱，采⽤亚2 µm和亚3 µm规格7。 但是，⼩颗粒会产⽣⾼压，沿⾊谱柱

产⽣的压⼒与粒径平⽅的倒数成正⽐。已知孔径⾮常⼤（超宽孔径）的SEC⾊谱柱的机械稳定性低于孔径较⼩的⾊

谱柱。因此，⽣产能够承受更⾼压⼒的超宽孔径颗粒颇具挑战。⽬前市售的超宽孔径SEC⾊谱柱（即500 Å或1000 

Å）⼤多由5 µm颗粒制成，这会影响动⼒学性能。GTxResolve Premier SEC⾊谱柱是⾸款兼具耐⾼压与出⾊动⼒

学性能的3 µm, 1000 Å⾊谱柱。凭借其平衡的粒径和孔径⼤⼩，该⾊谱柱为不同类型的样品提供了⼀系列可⾏的

操作条件。

标准曲线和分离范围

本研究⽐较了新款GTxResolve Premier SEC 1000 Å, 3 µm⾊谱柱与市售5 µm 1000 Å硅胶颗粒⾊谱柱的筛分范围

。通过进样50 bp和100 bp DNA ladder以及ssRNA和低范围ssRNA ladder来测量获得标准曲线。将结果以各组分

的碱基对数量（对数标度）vs.归⼀化洗脱体积(Ve,n)绘制关系图。SEC标准曲线本质上反映了⾊谱柱可进⼊孔的孔

径分布(PSD)和平均孔径8。 因此，这种⽅法适合⽐较不同SEC⾊谱柱的孔结构（形态）。

⽐较两种⾊谱柱获得的标准曲线时，发现对于DNA和ssRNA同系物，它们表现出⾼度相似性。图1展⽰了DNA 

ladder的标准曲线。
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图1.将DNA ladder进样⾄两种⾊谱柱观察到的标准曲线，GTxResolve Premier SEC 1000 Å, 3 µm⾊谱

柱（⿊⾊），5 µm 1000 Å硅胶颗粒⾊谱柱（红⾊）。

标准曲线的右端由填料的总孔隙率（或总渗透性）决定。观察到GTxResolve Premier SEC⾊谱柱的孔隙率略⾼(V

e,n = 0.784 vs. 0.773)。

排阻限（标准曲线左端）和渗透限之间的洗脱窗⼝通常被称为⾊谱柱的“分离范围”或“筛分范围”。⽐较结果

表明，两种⾊谱柱的分离范围⼏乎相同。标准曲线的斜率是PSD的结果。由于斜率⾮常相似，两种材料的PSD也应

相似。曲线的垂直位置由平均孔径决定。同样，由于位置⾮常相似，两种填料的平均孔径也⾮常相似。

总之，标准曲线的⽐较结果表明，两种⾊谱柱的筛分范围、平均可进⼊孔径和预期选择性均⾮常相似。拐点出现

在约350~400 bp DNA和约3 kb ssRNA⼤⼩处。这些⼤⼩与洗脱窗⼝的中间位置相对应（分配系数KSEC约为

0.5）。

可实现的理论塔板⾼度和理论塔板数
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⾸先使⽤理论塔板⾼度曲线评估⾊谱柱的动⼒学效率。设定介于0.05~0.60 mL/min范围内的⼀系列流速，将获得

的理论塔板⾼度(H)绘制为流动相线速度(u)的函数。为覆盖较宽的溶质⼤⼩范围，绘制了100、300、500和1350 

bp DNA的H - u曲线。平均⽽⾔，使⽤GTxResolve Premier SEC 1000 Å, 3 µm⾊谱柱在给定流速下产⽣的H值⽐5 

µm 1000 Å硅胶⾊谱柱低1.5到2倍。也就是说，在⽐较相同⻓度的⾊谱柱时，3 µm⾊谱柱的理论塔板数(N)是5 µ

m⾊谱柱的1.5~2倍，因此分离度约为1.2~1.4倍（考虑到Rs与√N成正⽐）。这也意味着⻓度⽐5 µm⾊谱柱短

1.5⾄2倍的3 µm⾊谱柱可以保持相同的柱效和分离度。因此，分析时间也可以缩短1.5~2倍。

⾊谱柱渗透性和分离阻抗

⽐较⾊谱柱性能时，不仅要考虑理论塔板数，还要达到给定理论塔板数(N)所需的压⼒(Δp)。SEC分析尤其如此

，为避免出现任何与压⼒和摩擦相关的伪峰，SEC⾸选条件为低压条件。常⻅的理论塔板⾼度曲线缺乏对渗透性的

考虑，因此其他性能特征也值得研究。

在流动性研究过程中，记录了柱压并根据系统压⼒进⾏校准。然后计算了⾊谱柱渗透性。测得GTxResolve 

Premier SEC 1000 Å, 3 µm⾊谱柱的K = 1.22 × 10-10 cm2，5 µm硅胶⾊谱柱的K = 3.72 × 10-10 cm2。

⾊谱柱的总体性能取决于可实现的理论塔板⾼度、⾊谱柱渗透性和分析时间，后者与⾊谱柱的死时间(t0)有关。因

此，H‒u曲线仅提供可达到的峰宽信息，不能提供可达到的分离时间信息。分离阻抗（E，由Knox提出，有时称为

有效柱阻抗）是⼀个综合指标，考虑了峰宽、分析时间和⾊谱柱渗透性9。 通常使⽤以下公式：

E = (t0∙∆p)/(N2∙η) = H2/K

（公式1） 

其中，η是流动相粘度。请注意，E是⽆量纲的，其值越低，越有利于分离。图2显⽰了⼩分⼦DNA(100 bp)和⼤分

⼦DNA(1350 bp)在不同线速度下获得的分离阻抗图。
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图2.使⽤两种⾊谱柱分离100 bp DNA (A)和1350 bp DNA (B)得到的分离阻抗图，GTxResolve 

Premier SEC 1000 Å, 3 µm⾊谱柱为⿊⾊曲线，5 µm 1000 Å硅胶颗粒⾊谱柱为红⾊曲线。

对于100 bp DNA，使⽤3 µm⾊谱柱时的阻抗值为E = 20~300，使⽤5 µm⾊谱柱时的阻抗值为E = 50~350。3 µm

⾊谱柱的优势最⼤，在低流速条件下尤其如此。

对于⼤分⼦DNA，3 µm和5 µm⾊谱柱的阻抗值分别为E = 200~800和E = 200~1200。对于这种⼤分⼦DNA，3 

µm⾊谱柱在较⾼流速下似乎表现出特别的优势。所有分析物的分析趋势相同（在整个分离范围内）。

动⼒学图⽐较

最后，还需要考虑固定柱压下的预期结果。此类分析可以帮助确定使⽤哪种类型的⾊谱柱，以便在特定的运⾏时

间内实现特定的预期结果。

Poppe提出了“Poppe图”，根据理论塔板时间(t0/N)对理论塔板数(N)作图10。 这款便捷的⼯具可以显⽰分离速

度和效率之间的权衡关系。后来Desmet引⼊了“动⼒学图”理论，作为⼀种通⽤⼯具来绘制固定柱压（Δp固定

）下各种填料的动⼒学性能11。 我们建议使⽤以下公式估算可实现的理论塔板数和相应的分析时间(t0)：

N = (∆p固定)/η (K/(u∙H))

（公式2）

t0 = (∆p固定)/η (K/u2)

（公式3）
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代表性⽰例如图3所⽰，其中显⽰了100 bp和1350 bp DNA在Δp = 100 bar下运⾏⾊谱柱时的动⼒学性能限值图。

图3.使⽤两种⾊谱柱在Δp = 100 bar下获得的100 bp DNA (A)和1350 bp DNA (B) KPL图(t0 vs. N)

，GTxResolve Premier SEC 1000 Å 3 µm⾊谱柱为⿊⾊曲线和5 µm 1000 Å硅胶颗粒⾊谱柱为橙⾊曲

线。

从图中可以看出，在分析时间⽅⾯，3 µm⾊谱柱始终优于5 µm 1000 Å硅胶颗粒⾊谱柱。⿊⾊曲线始终低于红⾊

曲线，这⼀点可以清晰看出。

对于⼩分⼦DNA (100 bp)，使⽤3 µm⾊谱柱在6.8 min内即可达到N = 20000，⽽使⽤5 µm⾊谱柱则需要13.9 

min才能达到相同的柱效。

对于⼤分⼦DNA (1350 bp)，使⽤3 µm⾊谱柱可以在17 min内获得20000个理论塔板，⽽5 µm⾊谱柱则需要30 

min。

⽰例：DNA ladder分离

图4展⽰了以F = 0.05 mL/min的流速运⾏DNA ladder时获得的⽰例⾊谱图。图中给出了第⼀个洗脱峰(1500 bp 

DNA)和最后⼀个洗脱峰(100 bp DNA)的理论塔板数。GTxResolve Premier SEC 1000 Å, 3 µm⾊谱柱的理论塔板

数⼤约是5 µm 1000 Å硅胶颗粒⾊谱柱的两倍。使⽤3 µm颗粒⾊谱柱后，各峰对之间的分离度明显提⾼。
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图4.采⽤GTxResolve Premier SEC 1000 Å 3 µm⾊谱柱（上图）和150 × 4.6 mm的5 µm 1000 Å硅胶

颗粒⾊谱柱（下图）在F = 0.05 mL/min流速下获得的100 bp DNA ladder的⾊谱特征。

结论

沃特世推出了⼀种新型1000 Å, 3 µm超宽孔径⾊谱柱，专为快速⾼效地分离细胞和基因治疗药物产品及原料药⽽

设计，如完整mRNA、LNP聚集体、质粒DNA拓扑结构等。GTxResolve Premier SEC 1000 Å 3 µm⾊谱柱独特的

⼩粒径和⾼机械稳定性可带来更⾼的分离效率。理论塔板⾼度、分离阻抗和动⼒学图分析表明，与其他常规的5 µ

m材料相⽐，这种新型⾊谱柱的整体柱效更为出⾊。
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