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摘要

本应⽤纪要介绍了⼀种能够⾼效分离完整抗体的反相分离⽅法，该⽅法充分利⽤了BioResolve RP⾊谱柱专为这类

应⽤⽽设计的各项特性。BioResolve RP⾊谱柱中填充有经过优化的硅基实⼼核颗粒，这些颗粒被具有450 Å孔径

的创新多苯键合相多孔涂层包裹，有效提⾼了完整抗体分离的效率和选择性。与⽬前业内领先的多孔和⾮多孔⾊

谱柱相⽐，这种⾊谱柱在分离度、峰宽、峰形和残留⽅⾯的性能均有所提升。

优势

使⽤BioResolve RP⾊谱柱提⾼完整抗体反相分离的分离度■

减少完整抗体分离的柱上残留并改善⾊谱重现性■

稳定、⾼专属性的LC平台⽅法，适⽤于分析多种抗体■
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简介

⾃1986年第⼀款治疗性抗体(Orthoclone OKT3)上市以来，该市场的规模已经⼤幅扩张1。截⾄2017年，总共已有

81款抗体相关药物产品获得了FDA/EMA批准2,3。这类药物之所以发展迅速，⼀部分原因是由于治疗性抗体具有专

属性，相较于传统治疗药物，它们不仅是有效的疾病治疗药物，不良副作⽤的⻛险也在可控⽔平4。不过，由于⽣

物⼤分⼦、抗体通常具有较⾼的结构异质性，因此在产品的整个⽣命周期内都需要进⾏全⾯的表征和分析，才能

确保药物的安全性、疗效和重现性5,6。

在表征⽣物分⼦的多种分离技术中，反相液相⾊谱(RPLC)在抗体研发中应⽤最为⼴泛，该技术被⽤于药物成分与

药物产品的完整质量数分析、杂质分析以及稳定性评价7,8。 然⽽，在⼤多数情况下，分析⼈员在进⾏这类分析时

都会遇到分离不充分和⾊谱性能差的问题，这是因为固定相性质（如形态、孔径和表⾯化学性质）与分析物理化

性质（如⼤⼩）的匹配情况不理想。鉴于此，⼈们迫切需要为单克隆抗体(mAb)等⽣物⼤分⼦专⻔开发，且能够克

服传统RPLC⾊谱柱相关性能缺陷的⾊谱柱技术，以便使⽤这些⾊谱柱开发LC⽅法来⽀持快速发展的治疗性抗体市

场。 

Waters BioResolve RP⾊谱柱的填料颗粒形态和键合⽅式经过专⻔设计，是为解决这些难题量⾝定制的。

BioResolve RP⾊谱柱的表⾯多孔颗粒和⼤孔径（450 Å，压汞法测定）可改善其分离⽣物⼤分⼦（如mAb）的动

⼒学特性和分离性能，⽽创新的多苯键合相则赋予该⾊谱柱有利分析的解吸⾏为和独特的选择性，同时使其保留

性与传统RPLC⾊谱柱相当。此外，2.7 µm硅基实⼼核颗粒产⽣的柱压较低，因此灵活性更强，在产品的整个⽣命

周期内可⽤于各种LC平台，⽽不会对性能产⽣不良影响9,10。

本应⽤纪要将展⽰BioResolve RP⾊谱柱分离完整抗体的出⾊性能。本研究以6种抗体为代表，考察该⾊谱柱的适

⽤范围。我们将开发⽤于分离完整抗体的平台⽅法，并使⽤该⽅法⽐较BioResolve RP⾊谱柱的性能与市场上专为

这类应⽤设计的其它业内领先⾊谱柱产品的性能。

实验

化学品和试剂

使⽤NIST mAb (RM 8671)和沃特世完整单抗质量数检查标准品（部件号：186006552）作为参⽐物质，测试样品

为⼀组治疗性mAb，包括利妥昔单抗、托珠单抗、⻉伐单抗和西妥昔单抗。⽤⽔稀释或溶解所有样品，得到浓度

为5 µg/µL的溶液。HPLC级⽔、⼄腈和TFA购⾃Fisher Scientific，开封即⽤，⽆需其它处理。 
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LC条件 - 开发的⽅法

系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio

检测器： ACQUITY UPLC TUV，5 mm流通池，λ = 280 nm

⾊谱柱： BioResolve RP, 450 Å, 2.7 μm（*平均孔径采⽤压

汞法测量），2.1 mm x 50 mm，随附完整mAb和

mAb亚基标准品

ACQUITY UPLC BEH C4, 300Å, 1.7 µm, 2.1 mm x 

50 mm蛋⽩分析专⽤柱

聚合物⾊谱柱, 1500Å, 4.0 μm, 2.1 x 50 mm

柱温： 80 °C

样品瓶： LCMS认证玻璃样品瓶，12 × 32 mm，螺纹颈⼝全

回收样品瓶

流动相： ⽔和⼄腈

MP添加剂： 0.1% TFA

载样量： 2.5 μg

进样体积： 0.5 μL

梯度

时间(min) 流速(mL/min) %A %B

初始 0.5 75 25
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时间(min) 流速(mL/min) %A %B

10 0.5 55 45

11 0.5 20 80

11.5 0.5 20 80

11.51 0.5 75 25

15 0.5 75 25

结果与讨论

由于各种翻译后修饰以及⼯艺/产品相关杂质的存在，抗体产品往往具有较⾼的异质性5。 此外，mAb分⼦较⼤

（通常为150 kDa），⽽传统RPLC固定相的孔径较⼩，因此分⼦扩散受到限制，进⽽增加了mAb表征的难度。为

了表征这种异质性，本研究开发了⼀种使⽤BioResolve RP⾊谱柱分离完整抗体的RPLC⽅法，并且在可接受的分

析时间内优化了峰之间的分离度。为探讨该⽅法的适⽤性，本研究选择了多种抗体作为分析对象，包括利妥昔单

抗、托珠单抗、⻉伐单抗和西妥昔单抗，以及沃特世完整单克隆抗体质量数检查标准品和NIST mAb RM 8671。如

图1所⽰，采⽤⼄腈在10 min内从25%增加到45%（添加0.1% TFA）的梯度进⾏分离，⼤部分mAb样品都分离出

了多种杂质，具体表现为mAb主峰上出现肩峰（插图）。这是极有价值的产品相关杂质信息，可能表明产品发⽣

了氧化，⽽⾮其它化学或物理修饰。此外，明显可以看出每个样品的峰都⾮常对称⽽且很窄，这表明2.7 µm颗粒

经过优化的对称形态和BioResolve RP固定相450 Å的孔径的确能够实现更有效的传质。
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图1.使⽤BioResolve RP⾊谱柱分离完整抗体。⾊谱图的局部放⼤图证明样品异质性实现了⾼分离度的分离。梯度

：⼄腈在10 min内从25%增加到45%（添加0.1% TFA）。流速：0.5 mL/min。

为⽐较BioResolve RP⾊谱柱与其它RPLC固定相的性能，我们采⽤这种经过优化的⽅法⽐较了BioResolve RP⾊

谱柱与市场上其它两款业内领先的⾊谱柱（⼀种是C4键合的全多孔颗粒⾊谱柱，另⼀种是⼆⼄烯基苯聚合物颗粒

⾊谱柱）。此处以利妥昔单抗为例进⾏详细介绍，我们将三款⾊谱柱得到的⾊谱图叠加起来进⾏对⽐（图2A）。

BioResolve RP⾊谱柱分离得到的主峰的半峰全宽(W50%)为3.40 s，聚合物⾊谱柱为4.84 s，C4⾊谱柱为4.00 s。

此外，如图2B所⽰，BioResolve RP⾊谱柱提⾼了肩峰的分离度，分离出了低丰度杂质。为了验证此结果并⾮特

定于利妥昔单抗这⼀种分析物，我们使⽤更多的mAb样品评估了⾊谱柱。如图3所⽰，托珠单抗、⻉伐单抗和沃特

世完整单克隆抗体质量数检查标准品的⾊谱图中也分离出了肩峰，清楚地证明了BioResolve RP⾊谱柱在分离度和

峰形⽅⾯的出⾊性能。
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图2.三款⾊谱柱得到的利妥昔单抗⾊谱图对⽐。A)标⽰出了每个峰的半⾼峰宽(W50%)。B)为⾊谱图的放⼤图。与

市场上业内领先的C4⾊谱柱和聚合物⾊谱柱相⽐，BioResolve RP⾊谱柱的分离度最⾼且峰宽最窄。梯度：⼄腈在

10 min内从25%增加到45%（添加0.1% TFA）。流速：0.5 mL/min。
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图3.三款⾊谱柱分离六种抗体所得的⾊谱图的叠加图。BioResolve RP⾊谱柱分离六个样品的分离度都⾼于市场上

业内领先的C4⾊谱柱和聚合物⾊谱柱。梯度：⼄腈在10 min内从25%增加到45%（添加0.1% TFA）。流速：0.5 

mL/min。

作为本研究的延伸，我们还评估了⾊谱柱的重复性、残留以及批次间重现性。图4为利妥昔单抗三次连续进样的叠

加谱图，表明BioResolve RP⾊谱柱、C4⾊谱柱和聚合物⾊谱柱的重现性不相上下。相⽐之下，残留测定结果表明

三款⾊谱柱的性能存在差异。残留测试⽅法为三次连续进样利妥昔单抗之后，进样空⽩样品并计算残留样品的峰

⾯积。计算结果显⽰，与C4⾊谱柱(0.20%)和聚合物⾊谱柱(0.24%)相⽐，BioResolve RP⾊谱柱的残留最低

(0.11%)。
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为评估批次间的重现性，从不同产品批次中挑选三根BioResolve RP⾊谱柱⽤于分离利妥昔单抗。如图5所⽰，三

根⾊谱柱的平均保留时间%RSD为0.11，这表明BioResolve RP⾊谱柱具有良好的批次间重现性。综上所述，本研

究证明BioResolve RP⾊谱柱可⽤于开发⾼效、稳定的完整抗体异质性评估⽅法，以协助提升药物产品安全性和疗

效评估的可信度。 

图4.利妥昔单抗分离的残留和进样间重现性(n = 3)⽐较。红⾊为抗体进样之后空⽩进样的⾊谱图，其y轴放⼤了

100倍。BioResolve RP⾊谱柱的残留最低，重现性与其它⾊谱柱不相上下。 
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图5.通过分离利妥昔单抗评估BioResolve RP⾊谱柱的批次间重现性。使⽤三个不同批次的BioResolve RP⾊谱柱进

⾏⽐较，每个批次的⾊谱柱都展现了出⾊的进样间重现性。三根⾊谱柱的平均保留时间%RSD为0.11，这表明

BioResolve RP⾊谱柱具有良好的批次间重现性。

结论

本研究开发了⼀种能够⾼效分离完整抗体的反相分离⽅法，该⽅法充分利⽤了BioResolve RP⾊谱柱专为这类应⽤

⽽设计的各项特性。  BioResolve RP⾊谱柱中填充有经过优化的硅基实⼼核颗粒，这些颗粒被具有450 Å孔径的创
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新多苯键合相多孔涂层包裹，有效提⾼了完整抗体分离的效率和选择性。与⽬前业内领先的多孔和⾮多孔⾊谱柱

相⽐，这种⾊谱柱在分离度、峰宽、峰形和残留⽅⾯的性能均有所提升。⽂中所⽰的数据表明，与传统的RP⾊谱

柱相⽐，BioResolve RP⾊谱柱所得的峰宽窄20%，残留降低50%，对完整抗体的分离能⼒⼤幅提升，是抗体表

征和分析的理想⼯具。
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特⾊产品

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

ACQUITY UPLC TUV检测器 <https://www.waters.com/514228>

Empower⾊谱数据软件 <https://www.waters.com/513188>

可在线购买：

BioResolve RP mAb聚苯⾊谱柱, 450 Å, 2.7 μm, 2.1 x 50 mm，1个/包，随附完整mAb和mAb亚基标准品 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176004156>

ACQUITY UPLC BEH C4, 300Å, 1.7 µm, 2.1 mm x 50 mm蛋⽩分析专⽤柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186004495>

完整单克隆抗体质量数检查标准品 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006552>

LCMS认证玻璃样品瓶，12 × 32mm，螺纹颈⼝全回收样品瓶 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=600000750CV>
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