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摘要

本⽂介绍了使⽤BioResolve™ Premier SCX⾊谱柱(3 µm, 2.1 × 20 mm)，通过盐梯度和pH梯度对NISTmAb进⾏

可靠的6 min快速阳离⼦交换(CEX)电荷异构体分析。尽管与使⽤较⻓⾊谱柱的早期结果相⽐，20 mm⾊谱柱在分

离度⽅⾯如预期般下降，但在需要提⾼样品通量时，通常可以在分析时间缩短五倍的情况下实现有效分离。

优势

使⽤2.1 × 20 mm BioResolve Premier SCX 3 µm⾊谱柱通过阳离⼦交换⽅法快速分析完整mAb■

减少流动相和上样量要求■

简介

由于单克隆抗体(mAb)等⽣物制药的迅速发展，对⾼通量⽅法的需求也⽇益增加。为满⾜这些需求，有研究⼈员提

出了⼀种通过⼤幅缩短LC⾊谱柱⻓度来缩短分析时间的⽅法1-2。 虽然在这些报告中，较短的⾊谱柱会在⼀定程度

上影响⾊谱分离细节，但这类⾊谱柱仍可为⾼通量应⽤提供⾜够的峰分离度。阳离⼦交换⾊谱(CEX)就是其中⼀种

⽅法，它常⽤于监测天然状态的治疗性蛋⽩质（例如mAb）的电荷异构体。此外，提⾼CEX的样品通量也对这些
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治疗药物的⽣产和配⽅开发⼤有裨益。在本应⽤纪要中，我们将使⽤柱⻓为20 mm的BioResolve Premier SCX⾊

谱柱，通过盐梯度或pH梯度阳离⼦交换法对NISTmAb进⾏6 min快速阳离⼦交换电荷异构体分析。

实验

样品描述

将NISTmAb RM 8671 (10 mg/mL)⽤⽔稀释⾄浓度2.5 mg/mL。

⽅法条件

LC条件

LC系统： ACQUITY™ UPLC™ H-Class Bio

检测： ACQUITY TUV，280 nm（流通池：5 mm，1.5 μ

L）

⾊谱柱： BioResolve Premier SCX⾊谱柱, 3 µm, 2.1 × 20 

mm（P/N：186011020）

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1 µL

流速： 0.3 mL/min

⽤于盐梯度：

流动相A：20 mM MES，pH 6.7

流动相B：20 mM MES + 1M NaCl，pH 6.7

流动相：
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⽤于pH梯度：

流动相A：10倍稀释BioResolve CX pH浓缩液

A，pH 5.0（P/N：186009063）

流动相B：10倍稀释BioResolve CX pH浓缩液

B，pH 10.2（P/N：186009064）

盐梯度的梯度表

pH梯度的梯度表
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数据管理

LC软件： Empower™ 3

结果与讨论

图1展⽰了完整NISTmAb在2.1 × 20 mm⾊谱柱上的盐梯度和pH梯度分离⽰例（3 min和4.5 min洗脱梯度，上样

量2.5 µg）。与之前报道的研究⼀致，pH梯度通常能够改善酸性电荷异构体的分离。我们还观察到，与NISTmAb

在更⻓的⾊谱柱（4.6 mm内径）上的CEX分离相⽐，在20 mm⻓的⾊谱柱上，盐梯度分离⽐pH梯度分离产⽣的

⾊谱分离细节损失更多3-4。 尽管存在这些问题，但使⽤2.1 × 20 mm CEX⾊谱柱和低扩散性LC系统仍可实现充分

分离，从⽽使蛋⽩质电荷异构体分析的样品通量是参考的⾼分离度⽅法的五倍。该⾊谱柱的另⼀个优势在于，所

⽤的样品和流动相体积⽐4.6 × 50 mm CEX⾊谱柱的⼗分之⼀还低。 
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图1.在0.3 mL/min的流速下，使⽤BioResolve Premier SCX 2.1 × 20 mm⾊谱柱，以3 

min和4.5 min的洗脱梯度，对NISTmAb电荷异构体进⾏盐梯度和pH梯度分离的⽰例。更

多详细信息请参⻅正⽂。

⾼通量LC应⽤要求⾊谱柱性能稳健，并能够耐受严苛条件。为证明BioResolve Premier SCX 2.1 × 20 mm⾊谱

柱的稳健性，研究中对该⾊谱柱进⾏了500次从0⾄4000 psi的快速压⼒循环。在压⼒循环前后使⽤盐梯度分析

NISTmAb，评估⾊谱性能的变化（图2）。结果显⽰分离度和电荷异构体谱图变化微乎其微，表明该⾊谱柱具有

⾼⽔平的机械床稳定性。
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图2.NISTmAb电荷异构体在BioResolve Premier SCX 2.1 × 20 mm⾊谱柱上进⾏500次

0~4000 psi (275 bar)的压⼒循环前后的盐梯度分离⽰例。对于碱性异构体，观察到分离

度轻微下降（约3.5%）。LC⽅法为：75~125 mM NaCl，3 min梯度，20 mM MES pH 

6.0，0.2 mL/min，30 ℃，TUV = 280 nm。

结论

使⽤2.1 × 20 mm BioResolve Premier SCX 3 µm⾊谱柱上运⾏⾼通量（每次分析6分钟）CEX⽅法，虽然分离度

有所降低，但对于mAb电荷异构体来说还是可以提供有⽤的分离结果。对于酸性形式的NISTmab，基于pH的洗

脱梯度相较于盐梯度，能够保持更有效的分离度。2.1 × 20 mm⾊谱柱不仅具有更⾼的通量，还可以减少流动相

⽤量、仪器运⾏时间和样品体积，同时提供稳健的性能。

参考资料

Fekete S. and Guillarme D. Ultra-short columns for the chromatographic analysis of large molecules. 

Journal of Chromatography A 1706 (2023) 464285.

1. 

6使⽤20 mm阳离⼦交换⾊谱柱进⾏mAb电荷异构体快速分析



Navarro-Huerta J.A., Murisier A., Nguyen J.M., Lauber M.A., Beck A., Guillarme D., Fekete S. Ultra-

Short Ion-Exchange Columns for Fast Charge Variants Analysis of Therapeutic Proteins.Journal of 

Chromatography A 1657 (2021) 462568.

2. 

Yang H., Warren W., 和Koza S. 使⽤AutoBlend Plus技术进⾏离⼦交换⾊谱⽅法开发和耐⽤性测试.沃特世应

⽤纪要. 720006557ZH, 2019年4⽉.

3. 

Wang Q, Rzewuski S. C., Lauber M. A., Development of pH Gradient Mobile Phase Concentrates for 

Robust, High Resolution mAb Charge Variant Analysis.Waters Application Note. 720006491, January 

2019.

4. 

特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统 <https://www.waters.com/10166246>

ACQUITY UPLC可变波⻓紫外检测器 <https://www.waters.com/514228>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>

720008295ZH，2024年4⽉

© 2024 Waters Corporation. All Rights Reserved.
使⽤条款 隐私策略 商标 招聘 法律和隐私声明 危险化学品⽣产经营许可证 Cookie Cookie
设置
沪ICP备06003546号-2 京公⽹安备 31011502007476号

7使⽤20 mm阳离⼦交换⾊谱柱进⾏mAb电荷异构体快速分析

https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/library/application-notes/2019/auto-blend-plus-technology-for-ion-exchange-chromatography-method-development-and-robustness-testing.html
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/library/application-notes/2019/development-ph-gradient-mobile-phase-concentrates-robust-high-resolution-mab-charge-variant-analysis.html
https://www.waters.com/10166246
https://www.waters.com/514228
https://www.waters.com/10190669
https://www.waters.com/#
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices/terms-of-use.html
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices/privacy-policy.html
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices/trademarks.html
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/about-waters/careers.html
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices.html
https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/hazardous_chemicals_license.pdf
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices/cookie-policy.html
https://www.waters.com/#
https://www.waters.com/#
https://wap.scjgj.sh.gov.cn/businessCheck/verifKey.do?showType=extShow&serial=9031000020200228152634000005597226-SAIC_SHOW_310000-20140123145114966013&signData=MEQCIE8rXJWygB4HVffdbWKhJLsithVUKPaD9kE/PSYC3ojVAiA8l4C7gyUCEjCDDeVBKCLsg27sASmWGvtqG2t/nHKGtQ==
https://wap.scjgj.sh.gov.cn/businessCheck/verifKey.do?showType=extShow&serial=9031000020200228152634000005597226-SAIC_SHOW_310000-20140123145114966013&signData=MEQCIE8rXJWygB4HVffdbWKhJLsithVUKPaD9kE/PSYC3ojVAiA8l4C7gyUCEjCDDeVBKCLsg27sASmWGvtqG2t/nHKGtQ==
https://wap.scjgj.sh.gov.cn/businessCheck/verifKey.do?showType=extShow&serial=9031000020200228152634000005597226-SAIC_SHOW_310000-20140123145114966013&signData=MEQCIE8rXJWygB4HVffdbWKhJLsithVUKPaD9kE/PSYC3ojVAiA8l4C7gyUCEjCDDeVBKCLsg27sASmWGvtqG2t/nHKGtQ==
https://wap.scjgj.sh.gov.cn/businessCheck/verifKey.do?showType=extShow&serial=9031000020200228152634000005597226-SAIC_SHOW_310000-20140123145114966013&signData=MEQCIE8rXJWygB4HVffdbWKhJLsithVUKPaD9kE/PSYC3ojVAiA8l4C7gyUCEjCDDeVBKCLsg27sASmWGvtqG2t/nHKGtQ==
http://www.beian.gov.cn/portal/registerSystemInfo?recordcode=31011502007476

