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摘要

本应⽤简报介绍将⽤于单克隆抗体分析的体积排阻⾊谱法从Agilent 1260 Infinity⽣物惰性液相⾊谱系统转移

⾄配备ACQUITY 30 cm单区⾊谱柱管理器(CM-30S)的ACQUITY Arc Bio系统。 根据液相⾊谱系统扩散选择合

适的SEC⾊谱柱，在⽅法转移后获得的保留时间、单体峰⾯积百分⽐、⾼分⼦量物质、低分⼦降解物和重现性

相当。 

优势

⽤于mAb分析的SEC⽅法在ACQUITY Arc Bio系统与Agilent 1260 Infinity⽣物惰性系统之间⽆缝转移■

ACQUITY CM-30S⽀持使⽤⻓度⼤于25 cm的⾊谱柱运⾏传统液相⾊谱⽅法和⽅法开发■

简介

使⽤⽔性流动相的体积排阻⾊谱法(SEC)在蛋⽩质聚集体（⾼分⼦量物质，HMWS）的相对定量分析中占有重

要地位1。 已有研究表明，蛋⽩质聚集体与药物的不良免疫作⽤和疗效降低有关2。 因此，在不同的超⾼效液

相⾊谱(UHPLC)系统之间进⾏⽅法转移时，务必要确保SEC⽅法能够可重现地定量分析HMWS及其他降解物的

含量。 

在⽅法转移过程中，应考虑的⼀项重要系统特性是柱外扩散，通常也称为谱带展宽。较⼤的柱外扩散始终对分

离度有不利影响，尤其是SEC分离度，因为该分离是由扩散驱动，与固定相的相互作⽤⾮常⼩，甚⾄没有3。 

针对液相⾊谱系统选择合适的SEC⾊谱柱尺⼨，可⼤幅降低柱外扩散的影响4。我们将以SEC⽅法从Agilent 

1260 Infinity⽣物惰性系统转移到配备CM-30S的ACQUITY Arc Bio系统为例进⾏详细说明。CM-30S是⽤于

ACQUITY Arc系统的新款⾊谱柱管理器5。 其保留了⽀持⻓⾊谱柱的能⼒以便运⾏传统⽅法，同时将⾊谱柱容

量扩展为⾄多15根⾊谱柱（使⽤两个CM-30S），允许采⽤更⼤尺⼨的⾊谱柱进⾏⽅法开发。 

结果与讨论

在液相⾊谱中，⾊谱峰谱带展宽约为柱外扩散体积与柱上扩散体积的总和6。 柱外扩散可通过实验确定，⽤5σ

ec表⽰，为4.4%峰⾼处的峰宽与流速的乘积6,7。Agilent 1260 Infinity⽣物惰性系统的实测5σec为31 µL，配



备CM-30S的ACQUITY Arc Bio系统为50 µL。⽅法转移的关键⽬标是获得HMWS峰⾯积百分⽐的等效定量。按

照基于液相⾊谱系统扩散选择合适SEC⾊谱柱的指南4，选择固定相粒径为3.5 µm的7.8 mm（内径）× 300 

mm SEC⾊谱柱。

在Agilent 1260 Infinity⽣物惰性系统(Agilent 1260 Bio)和配备CM-30S的ACQUITY Arc Bio系统上运⾏曲妥

珠单抗（过期后）（⼀种⽤于治疗乳腺癌的抗HER2 IgG1 mAb）8的SEC分析。图1显⽰，在两套系统中观察

到相当的⾊谱图，具有相似的保留时间和分离度。在两张⾊谱图中，单个HMW峰和低分⼦量(LMW)峰均与单

体主峰实现了基线分离。在单体峰附近观察到未分离的肩峰（标记为“*”）。为进⾏⽅法转移，对单体峰进

⾏积分，使其包含此肩峰。 

图1.在Agilent 1260 Infinity⽣物惰性系统（标记为“Agilent 1260 Bio”）和配备CM-30S的ACQUITY 

Arc Bio系统上采集的曲妥珠单抗的SEC⾊谱图。（⽅法：XBridge BEH SEC 200 Å, 3.5 µm, 7.8 mm 

× 300 mm蛋⽩分析专⽤柱；20 mM磷酸盐缓冲液/350 mM氯化钠，pH 6.8；10 mg/mL曲妥珠单

抗，进样体积10 µL；流速0.5 mL/min） 

在单克隆抗体及其他蛋⽩质药物的产品⽣命周期中，蛋⽩质聚集是⼀个主要问题，它会导致药物发⽣不良免疫

反应和疗效降低。SEC分离的主要⽬标之⼀是测量聚集体（即HMW物质）的百分含量。表1显⽰了两套UHPLC

系统得到的HMW与单体之间的平均分离度(Rs)、HMW峰的50%峰⾼处峰宽以及4.4%峰⾼处峰宽。在这两套系



统之间，HMW与单体之间的分离度以及HMW的峰宽差异可忽略不计。 

表1.两套系统间HMW峰与单体峰之间的平均(n=6)分离度(Rs)、HMW峰的50%峰⾼处峰宽以及4.4%峰⾼处峰

宽⽐较 

表2汇总了HMW、单体峰和LMW物质的峰⾯积百分⽐和重现性。⽐较结果显⽰，两套系统间HMW、单体和

LMW2的峰⾯积百分⽐⽆差异，所有分析物的RSD百分⽐差异⾄多有两个0位(0.00%)。 

表2.两套系统间曲妥珠单抗SEC分离的峰⾯积百分⽐（峰⾯积%）重现性(n=6)⽐较

配备CM-30S的ACQUITY Arc Bio系统虽然柱外扩散体积⼤于Agilent 1260 Infinity⽣物惰性系统，但通过选择

合适的SEC⾊谱柱，可⼤幅降低对SEC分离的影响。柱外扩散相对于柱上扩散⾜够⼩；因此，在这两套UHPLC

系统之间获得了等效的分离结果。 

结论

本研究成功将⽤于mAb分析的SEC⽅法从Agilent 1260 Infinity⽣物惰性UHPLC系统转移⾄配备ACQUITY 30 

cm单区⾊谱柱管理器(CM-30S)的ACQUITY Arc Bio系统。两套系统间的关键质量属性，即HMW物质的峰⾯积



百分⽐差异，在0.00%以内。所有物质的峰⾯积百分⽐重现性在0.00% RSD以内。 

配备CM-30S的ACQUITY Arc Bio系统可轻松适应传统SEC分析中通常采⽤的7.8 mm（内径）× 300 mm（⻓

）⾊谱柱。本应⽤简报证明，ACQUITY Arc Bio系统可重现聚集体、单体和⽚段的⾼分离度分离，并实现准确

定量。此外，通过在ACQUITY Arc Bio系统中配备两个CM-30S，⾊谱柱容量可扩展为⾄多15根⾊谱柱，有利

于在现代化UHPLC系统上采⽤更⼤尺⼨的⾊谱柱进⾏⽅法开发。   
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特⾊产品

ACQUITY Arc Bio系统 <https://www.waters.com/134966135>

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

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