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摘要

⽐较Waters BioResolve SEC mAb分析⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8×300 mm)⾊谱柱与三种市售SEC⾊谱柱

（亚3 µm，7.8×300 mm）在mAb药物西妥昔单抗聚集体(HMWS)、单体和⽚段(LMWS)分离中的性能。各⾊

谱柱制造商先前已使⽤流动相进⾏⽐较，报告了相同SEC⾊谱柱或假定填料颗粒表⾯相似但粒径或尺⼨不同的

⾊谱柱分离西妥昔单抗的性能结果。在测试的⾊谱柱中，BioResolve SEC mAb⾊谱柱表现出优异的柱效（

USP塔板数），且USP拖尾值居于较低⽔平。观察到各被测⾊谱柱对单体与⼆聚体HMWS之间的分离度相当

，⽽两种具有较⼤孔径的⾊谱柱使多聚体与⼆聚体HMWS之间的分离度略有提⾼。最后，BioResolve SEC 

mAb⾊谱柱使mAb单体(150 kDa)与LMWS（50 kDa和100 kDa）之间获得了优异的分离度。 

优势

使⽤Waters BioResolve SEC mAb⾊谱柱进⾏mAb（西妥昔单抗）⽚段分析可提⾼性能，同时提供与⼏种

市售SEC⾊谱柱相当的聚集体分析结果。

■

之前已经证明，⾊谱柱尺⼨(7.8×300 mm)和粒径(2.5 µm)与HPLC、UHPLC和UPLC LC系统兼容。■

与市售SEC（亚3 µm，7.8×300 mm）⾊谱柱相⽐，该⾊谱柱具有更⾼的柱效和峰拖尾性能，可改善mAb

及其他尺⼨相当的治疗性蛋⽩质的分离效果。 

■

简介

体积排阻⾊谱法(SEC)是⽤于蛋⽩质聚集体（⾼分⼦量物质，HMWS）常规分析的理想⽅法，也适⽤于蛋⽩质

碎⽚（低分⼦量物质，LMWS）的⾮变性分析1。 许多mAb⽣物治疗药物的LMWS是IgG铰链区发⽣蛋⽩酶裂解

产⽣的，包括Fab-Fc LMWS（LMWS1，约100 kDa）以及Fab和Fc结构域（LMWS2，约50 kDa）2。

虽然可以使⽤多根串联的HPLC SEC (HP-SEC)⾊谱柱或较低的线性速度来提供可靠地分离LMWS1与mAb单体

所需的柱效，但这种分离通常需要使⽤粒径为2 µm或更⼩的UPLC-SEC (UP-SEC)⾊谱柱提供更⾼的柱效才能

实现合理的分析通量3。虽然填充亚2 µm颗粒的SEC⾊谱柱可以在HMWS分析中提供出⾊的样品通量，但这些

⾊谱柱的内径(I.D.)通常为4.6 mm，因此，当其⽤于分析LMWS1时，必须使⽤扩散体积⾮常低且受到严格控制

的UPLC系统，才能获得⼀致的分离效果和可重现的相对LMWS1峰⾯积3,4 

。

因此，我们开发出更⼤规格的7.8 mm内径HP-SEC⾊谱柱，填料使⽤孔径为200 Å，粒径为2.5 µm的BEH颗粒

（XBridge BEH SEC蛋⽩分析专⽤柱, 200 Å, 2.5 µm，部件号：186009164 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009164
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https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009164> ），以有效填补UPLC-SEC

⾊谱柱之间的性能差距。该⾊谱柱提供了更稳定且更易于转移的分析，对所⽤LC系统柱外扩散的依赖性较低

，同时使分析时间延⻓了50%或更少5。 此后，该通⽤⾊谱柱在⾊谱柱填料⽅⾯经过重新优化以专⻔改善IgG 

mAb单体与LMWS1的分离效果，优化后的⾊谱柱为BioResolve SEC mAb分析⾊谱柱（200 Å, 2.5 µm, 

7.8×300 mm，部件号：186009441 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009441> ）。

本研究的⽬的是展⽰BioResolve SEC mAb (7.8×300 mm)⾊谱柱与三种市售SEC⾊谱柱（亚3 µ

m，7.8×300 mm）的性能⽐较。⽐较了柱效和峰形的性能基础以及mAb的HMWS与LMWS的分离效果。SEC

供应商在⾊谱柱⽐较中使⽤的流动相⼏乎总是与他们在⾊谱柱优化过程中使⽤的流动相相同，以便评估其他制

造商的⾊谱柱。为避免这种⽅法可能造成的偏差，我们确定了⼀种mAb药物（西妥昔单抗），多家⾊谱柱供应

商已发表了使⽤本研究中测试的相同⾊谱柱或看起来具有相同SEC颗粒填料但粒径或⾊谱柱硬件不同的⾊谱柱

分离该mAb的⽅法详请（即，流动相组成）。 

结果与讨论

使⽤Waters BEH200 SEC蛋⽩质混标（部件号：186006518 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006518> ）⽐较BioResolve SEC 

mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8×300 mm)与三种市售SEC⾊谱柱（亚3 µm，7.8×300 mm）的性能。相应

⾊谱图的直观⽐较以及各⾊谱柱使⽤的分离条件如图1所⽰。基于甲状腺球蛋⽩多聚体(T3)和尿嘧啶(U)的洗脱

体积之间的差异，观察到所有四种⾊谱柱的孔体积相当（处于10%以内，数据未显⽰）。但是，需要注意的是

，各种蛋⽩质标准品的相对洗脱体积有所不同。观察到BioResolve⾊谱柱与⾊谱柱Y之间的相似度最⾼，⽽⾊

谱柱X与⾊谱柱Z的分离度则相对接近。这些差异主要与填料颗粒的平均孔径相关，可以从甲状腺球蛋⽩单体(

T1)与甲状腺球蛋⽩的HMWS（T2和T3）之间的分离结果中明显看出，它们在具有更⼤孔径的⾊谱柱X和⾊谱

柱Z上表现出更⾼的分离度。相反，IgG (I)与BSA (B)在孔径较⼩的BioResolve⾊谱柱和⾊谱柱Y上表现出更好

的分离效果。稍后将介绍这些孔径差异如何在mAb分离中体现。  
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图1.Waters BEH200 SEC蛋⽩质混标（进样体积3 µL）在BioResolve SEC mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 

µm, 7.8×300 mm)以及三种同样尺⼨的市售SEC⾊谱柱（包含亚3 µm颗粒）上的分离结果。峰鉴

定结果为：甲状腺球蛋⽩多聚体(T3, ≥1.98 MDa)、甲状腺球蛋⽩⼆聚体(T2, 1.32 MDa)、甲状腺球

蛋⽩单体(T1, 660 KDa)、IgG (I, 150 KDa)、BSA (B, 66 KDa)、肌红蛋⽩(M, 17 KDa)和尿嘧啶(U, 

112 Da)。尿嘧啶的USP塔板数基于切线法计算，在5%峰⾼(n=2)下测量USP拖尾因⼦。流动相为

：对于BioResolve⾊谱柱，50 mM磷酸钠(pH 7.0)、200 mM氯化钾；对于⾊谱柱X，200 mM磷酸

钠(pH 6.7) (NaOH)；对于⾊谱柱Y，50 mM磷酸钠、150 mM氯化钠(pH 7.4) (NaOH)；对于⾊谱柱

Z，50 mM磷酸钾、250 mM氯化钾(pH 6.8) (KOH)。流速为0.50 mL/min，柱温为25℃。在由

Empower 3控制的ACQUITY UPLC H-Class Bio系统上重复分析两次，5σ扩散体积为14 µL。值不

确定度表⽰范围。



作为相对SEC⾊谱柱性能的衡量指标之⼀，使⽤尿嘧啶(U)的切向USP塔板数(N)⽅法⽐较分离效率，其中尿嘧

啶是完整包含的SEC标志物。与预期⼀致，BioResolve⾊谱柱的实测塔板数更⾼，因为该⾊谱柱的粒径在测试

的SEC⾊谱柱中最⼩。如果将塔板⾼度（H=L/N，其中L为柱⻓）根据粒径归⼀化（折合塔板⾼度，h=H/dp

，其中dp为粒径），可以看到⾊谱柱X (h=2.81)和⾊谱柱Y (h=3.04)与BioResolve⾊谱柱(h=2.87)更接近，表

明⾊谱柱X和⾊谱柱Y也得到了⾼效填充。 

 

然后考察USP拖尾因⼦作为衡量⾊谱柱填料质量的指标。当USP拖尾因⼦接近1.0时，峰更加对称。USP拖尾

因⼦是5%峰⾼处的峰对称性衡量指标。从图中可以看出，采⽤BioResolve⾊谱柱和⾊谱柱Y得到的峰相对对

称，⽽采⽤⾊谱柱X和⾊谱柱Z得到的峰拖尾稍⼤。对于蛋⽩质的SEC分离，填充为稍显拖尾的⾊谱柱将改善

HMWS和单体的分离度，同时降低LMWS的分离度，⽽得到更对称峰形的⾊谱柱将使HMWS和LWMS的分离更

⼀致。

西妥昔单抗的全尺⼨⾊谱图和放⼤视图分别如图2和图3所⽰。在全尺⼨⾊谱图中，观察到在所有四种⾊谱柱上

，蛋⽩质标准品的保留时间总体趋势相同，并且mAb单体具有尖锐且相对对称的峰形。在放⼤视图中（图

3），观察到⾊谱图特征良好：对于BioResolve⾊谱柱和⾊谱柱Y，基线在LMWS2洗脱之前回到原始位置；对

于⾊谱柱X和⾊谱柱Z，基线在LMWS2洗脱后⽴即回到原始位置。这表明⽤于各种⾊谱柱的流动相相当适合。 



图2.降解Erbitux（西妥昔单抗）药品样品（浓度为2 mg/mL，进样体积10 µL）在BioResolve SEC mAb⾊谱柱

(200 Å, 2.5 µm, 7.8×300 mm)以及三种同样尺⼨的市售SEC⾊谱柱（包含亚3 µm颗粒）上的全尺⼨分离谱图。

峰鉴定结果⻅正⽂，其他实验条件⻅图1。



图3.图2展⽰了降解Erbitux（西妥昔单抗）药品样品的放⼤分离谱图，以及相关的列表⾯积百分⽐

和分离质量结果。峰鉴定结果⻅正⽂。Ve表⽰⾊谱柱的排除体积。分离度(Rs)基于USP半峰⾼⽅法

确定。峰⾕⽐(P/V)基于LMWS1峰⾼除以单体LMWS1⾕⾼来计算。HMWS1分离度根据单体确定。

ND表⽰值⽆法确定。样品重复分析两次，且列出的不确定度表⽰数值的范围。

观察到HMWS1和单体在四种⾊谱柱上的分离结果相当。虽然BioResolve⾊谱柱使HMWS1的USP半峰⾼分离

度提⾼了26‒50%，但该数值受到采⽤较⼤孔径的⾊谱柱导致第⼆种HMWS1⼤⼩异构体的分离度增加的⼲扰



。还观察到多聚体HMWS2形式在⾊谱柱X和⾊谱柱Z上的分离度增加，与SEC蛋⽩质标准品中甲状腺球蛋⽩的

观察结果⼀致。研究发现，HMWS1和HMWS2的相对含量可变，这可能是由于样品在经过多次冻融循环后不

稳定，因此不建议使该液体制剂药品经过多次冻融循环。尽管提供了HMWS1和HMWS2的相对含量（图

3），但是这些结果在该⽐较中并不重要。

在50 kDa LMWS2⽚段的分离中，观察到所有四种⾊谱柱都表现出良好的分离效果。该⽚段的峰⾯积百分⽐⾮

常低（约0.1%），因此，在220 nm处监测UV吸光度以改善信噪⽐。BioResolve⾊谱柱和⾊谱柱Y均使

LMWS2达到基线分离，且峰⾯积百分⽐相同(0.11%)。⾊谱柱X和⾊谱柱Y产⽣的单体峰拖尾较⼩，使其达到部

分分离，最终通过⼈为积分提⾼了HMWS2的峰⾯积百分⽐。

对于单体和LMWS1的分离，仅在BioResolve⾊谱柱和⾊谱柱Y上观察到可辨识的峰⾕。按LMWS1的峰⾕⽐(

P/V)衡量该分离的程度，BioResolve SEC mAb⾊谱柱的P/V为4.98，明显⼤于⾊谱柱Y（P/V为1.24）。这可

能是因为BioResolve⾊谱柱具有更出⾊的孔径、更⾼的塔板数和更⼩的峰拖尾程度。与BioResolve⾊谱柱

(0.48%)相⽐，在⾊谱柱Y上观察到的边际分离度还导致LMWS1峰⾯积百分⽐⼈为增加(0.81%)。随着LMWS1

丰度降低，由于⾊谱柱或LC系统可能引起主要单体峰发⽣低⽔平拖尾，因此与单体分离并实现可靠的定量变

得更具挑战性。尽管未在本研究中进⾏评估，但测试的所有四种SEC⾊谱柱似乎都使LMWS1与单体部分分离

。因此，如果样品中LMSW1的相对丰度较⾼，则可能获得可靠的定量结果。否则，将需要通过增加柱⻓或降

低这些⾊谱柱的流速来提⾼分离效率。

结论

⽬前，有多种市售SEC⾊谱柱（包含亚3 µm颗粒和7.8×300 mm的⾊谱柱尺⼨）可有效地⽤于分析mAb样品

中与HMWS和LMWS产品相关的杂质。这些现代亚3 µm SEC⾊谱柱⽐上⼀代包含5-8 µm颗粒的SEC⾊谱柱具

有更⾼的分离效率。另外，包含亚2 µm颗粒的4.6 mm内径SEC⾊谱柱可有效提⾼HMWS和LMWS分离的样品

通量，但LMWS1的可重现分析只能在低扩散的UHPLC和UPLC系统上实现。相⽐之下，经过优化的7.8 mm内

径现代亚3 µm SEC⾊谱柱可有效地⽤于各种HPLC系统平台，⽽样品通量仅降低33%或更少。

与经过适当评估的市售SEC⾊谱柱相⽐，Waters BioResolve SEC mAb分析⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8×300 

mm)分离mAb HMWS1（⼆聚体）与单体的效果相当。在评估的所有SEC⾊谱柱中，平均孔径较⼩的

BioResolve SEC mAb⾊谱柱和SEC⾊谱柱Y使mAb HMWS1和HMWS2（多聚体）获得了充分且可靠的分离

，⽽采⽤⾊谱柱X和⾊谱柱Z（具有较⼤的平均孔径）得到的分离度较低。

对于⽚段分析，平均孔径较⼩的BioResolve⾊谱柱和⾊谱柱Y使LMWS2 (50 kDa)获得相似的基线分离，并使

LMWS1 (100 kDa)和mAb单体之间获得可辨识的峰⾕。BioResolve⾊谱柱使LMWS1获得了更出⾊的分离效果



，平均P/V为4.98，⽽⾊谱柱Y的P/V则为1.24。LMWS1在⾊谱柱Y上较低的分离度以及LMWS2在⾊谱柱X和⾊

谱柱Z上较低的分离度导致积分得到这些杂质的相对峰⾯积相⽐于在BioResolve⾊谱柱上观察到的值⼈为提⾼

。 

BioResolve SEC mAb⾊谱柱(200 Å, 2.5 µm, 7.8×300 mm)可提供⾼效且对称的峰形，使mAb药物和相似⼤

⼩蛋⽩质的HMWS和LMWS在HPLC、UHPLC和UPLC平台上实现⾼分离度分离。
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