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摘要

⾮变性液质联⽤法(LC-MS)是⼀种强⼤的蛋⽩分析⽅法，体积排阻⾊谱(SEC)则是此类测定的⾸选分析⽅法之⼀。

SEC应为⼀种由熵驱动的分离，在该分离模式中，分析物与颗粒或填充柱的表⾯不发⽣相互作⽤。但在实际分析中

，这⼀点很难实现，在质谱分析中使⽤⼄酸铵流动相时尤其如此。

本⽂探讨了使⽤ACQUITY Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱的SEC-MS⽅法，该⾊谱柱减少了不需要的分析物/表

⾯相互作⽤。这种新型SEC⾊谱柱技术基于沃特世BEH颗粒，这些颗粒包含⾼覆盖率羟基封端聚环氧⼄烷(PEO)键

合相，适⽤于采⽤亲⽔性MaxPeak⾼性能表⾯的专⽤⾊谱柱硬件。本研究表明，这些优化表⾯带来多种受到追捧

的分析能⼒，包括更低的检测限、更对称的峰形和更⾼的分析物回收率。在mAb的⾮变性SEC-MS分析中，这些改

善的性能特征使总体分析获得了优异的MS响应和更低的检测限。 

优势

使⽤MaxPeak⾼性能表⾯以及ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm)和XBridge Premier 

SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)杂化有机硅胶颗粒，减少不需要的次级相互作⽤（离⼦和疏⽔相互作⽤）

■

使⽤较低浓度的⼄酸铵流动相发挥理想的在线MS检测性能■
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简介

过去⼗年来，⾮变性SEC分离结合在线MS检测受到越来越多的关注。这种联⽤⽅法⽬前⽤于常规表征⼤⼩异构体

（包括分⼦量较⾼的聚集体及分⼦量较低的⽚段）。⼤多数⽅法需要使⽤兼容MS的条件，⼄酸铵是主要的流动相

组分1。 兼容MS的离⼦交换⽅法也已有效地⽤于表征完整单克隆抗体和IdeS酶解单克隆抗体，并收集有关mAb电

荷异构体的新信息2。 ⼀些研究⼈员甚⾄开始优化疏⽔作⽤⾊谱的MS兼容条件，使表⾯修饰提供的保留性差异⾜

以解析抗体偶联药物中的产物变体3。  

可以说，体积排阻⾊谱(SEC)⾮常适合执⾏基于⼄酸铵的分离和实现更⾼通量的⾮变性LC-MS。SEC使样品能够完

成在线快速脱盐，且进样间隔仅⼏分钟，能够获得⾼质量的质谱图。对于保持紧凑的球状结构的⾮变性蛋⽩样品

，⼄酸铵LC-MS实验可产⽣更简单、电荷态更低的离⼦，这些离⼦更不容易受到基质⼲扰，进⽽得到更⾼质量的去

卷积质谱图。 

SEC虽然概念简单，但可能难以通过优化得到所需的分离度，在只能使⽤挥发性流动相组成时尤其如此4。2017年

，Goyon及合作者⼀起探讨了SEC-MS的条件，并注意到使⽤⼄酸铵条件时存在的⾊谱挑战5。即使应⽤100 mM⼄

酸铵流动相，也会出现畸变峰和回收率低的问题。他们提出，必须改进SEC⾊谱柱技术以更好地促进此类分析⼯作

。 

为此，我们探讨了新型SEC颗粒和⾊谱柱硬件技术的应⽤，这些技术能够减少不需要的次级相互作⽤。我们还将这

种组合SEC⾊谱柱技术搭配⼄酸铵流动相⽤于⾮变性蛋⽩质表征。这种新型⾊谱柱技术基于⾼覆盖率羟基封端聚环

氧⼄烷(PEO)键合颗粒以及采⽤亲⽔性MaxPeak⾼性能表⾯的硬件（图1）。结果表明，借助这些独特的特性，当

使⽤与MS兼容的⼄酸铵流动相操作时，相应的ACQUITY Premier和XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱

可提供更低的检测限、优异的峰形和⾼回收率。 
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图1.使⽤ACQUITY和XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱技术减少

不需要的次级相互作⽤。(A)羟基封端PEO键合BEH颗粒，具有较低的次级

相互作⽤（离⼦和疏⽔相互作⽤）。(B)亲⽔性MaxPeak⾼性能表⾯，⼤幅

减少⽣物分⼦与⾦属⾊谱柱硬件之间的次级相互作⽤。PDB代码1IGT。

实验

样品信息

在SEC分析之前，根据下⽂概述的实验细节，⽤⽔稀释NISTmAb标准物质8671和完

整单克隆抗体质量数检查标准品（沃特世部件号：186006552 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186006552-intact-mab-mass-check-standard.html> ）。将BEH200 

SEC蛋⽩质标准品（沃特世部件号：186006518 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186006518-beh200-sec-protein-standard-mix.html> ）溶于500 µL⽔

中。⽤⽔稀释完整单克隆抗体质量数检查标准品。使⽤Waters IonHance CX-MS pH

浓缩液A和B（沃特世部件号：186009280 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186009280-ionhance-cx-ms-ph-concentrate-a-ph-5-in-ms-certified-

ldpe-contai.html> 和186009281 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186009281-ionhance-cx-ms-ph-concentrate-b-ph-85-in-ms-
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certified-ldpe-conta.html> ）配制流动相。为实现⾼灵敏度MS分析，务必采⽤⾼

品质流动相。Waters IonHance浓缩液的⽣产和质量控制测试专为达到这⼀⽬的⽽实

施。本研究利⽤专为阳离⼦交换(CX)-MS分离⽽设计的pH浓缩液，按⽐例制得经过优

化的pH和离⼦强度⽤于SEC-MS分析。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

检测器： ACQUITY UPLC TUV检测

器（配备钛合⾦流通池）

波⻓： 280 nm

⾊谱柱： XBridge Premier SEC蛋⽩

分析专⽤柱, 250 Å, 2.5 

µm, 4.6 × 150 mm（部件

号：186009959）

ACQUITY Premier SEC蛋

⽩分析专⽤柱, 250 Å, 1.7 

µm, 4.6 × 150 mm（部件

号：186009963）

市售MeO-PEO键合SEC⾊

谱柱, 200 Å, 2.7 µm, 4.6 

× 150 mm

ACQUITY UPLC BEH SEC

⾊谱柱, 200 Å, 1.7 µm, 4.6 

× 150 mm（部件号

：186005225）

柱温： 30 °C
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样品温度： 4 °C

进样： 7.5 µL

流速： 0.2 mL/min

流动相A：

（图1、3和4）

1x IonHance CX-MS pH浓

缩液A（50 mM⼄酸铵

，2%⼄腈，pH 5）

流动相B：

（图1、3和4）

1x IonHance CX-MS pH浓

缩液B（160 mM⼄酸铵

，2%⼄腈，pH 8.5）

流动相混合：

（图1、3和4）

40:60 A/B（116 mM⼄酸

铵，2%⼄腈）

流动相A：

（图2）

200 mM⼄酸铵（pH 7；未

滴定）

流动相B：

（图2）

18.2 MΩ⽔

流动相混合：

（图2）

变化（详⻅图2）

质谱条件

质谱系统：

（图1、2和4）：

BioAccord/ACQUITY RDa

检测器
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模式： 全扫描

极性： 正

锥孔电压： 150 V

质量范围： ⾼(400~5000 m/z)

扫描速率： 2 Hz

⽑细管电压： 1.5 kV

质谱系统：

（图3）

Xevo G2-XS QTof

采集窗⼝： 如图3所⽰

⽑细管电压： 2.5 kV

锥孔电压： 60 V

⾊谱柱尺⼨考量

为同时优化LC和MS条件，本研究使⽤了内径为4.6 mm（相对于2.1 mm）的⾊谱柱

。内径为4.6 mm的SEC⾊谱柱能够在0.2 mL/min的合理低流速下以理想状态运⾏。

该流速适⽤于电离源，并且有助于确保液相⾊谱系统扩散不会对峰形产⽣显著影响。 

 

结果与讨论

对ACQUITY和XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱（250 Å，1.7 µm和2.5 µm）⾊谱柱技术的评估始于探索检

测限的实验。将IonHance CX-MS pH浓缩液A和B以40:60 (v/v)的⽐例在线混合，制得含116 mM⼄酸铵的流动相
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。然后进样分析7.5 µL NISTmAb溶液（通过连续稀释制得），监测UV信号。使⽤4.6 × 150 mm XBridge 

Premier BEH SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)在0.2 mL/min的流速下得到的分离结果如图2A所⽰。利⽤该⾊

谱柱，可通过UV检测进样量低⾄37.5 ng的NISTmAb。使⽤另⼀种市售⾊谱柱进⾏相同的实验，即由甲氧基封端

PEO键合的200 Å、2.7 µm颗粒和⾦属硬件制成的4.6 × 150 mm⾊谱柱。图2B显⽰了该⾊谱柱在同⼀系列载样量

下获得的UV⾊谱图。虽然在0.75 µg和0.375 µg的载样量下可以观察到可辨识的峰，但应注意，它们表现出明显的

拖尾量。在0.15 µg的载样量下观察到回收率不佳的峰，在75 ng和37.5 ng的载样量下未识别出峰。当采⽤⼄酸铵

流动相时，XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)能够使质量范围低⾄纳克级的NISTmAb产⽣良

好的峰形，预⽰其适⽤于常规SEC/LC-MS，特别是在样品量通常有限的克隆筛选等应⽤中。 
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图2.XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)提⾼了NISTmAb的灵敏度和回收率。(A)使

⽤XBridge Premier蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)以及116 mM⼄酸铵流动相和0.2 mL/min的流速

，在不同载样量下获得的NISTmAb的UV⾊谱图。从上到下：进样体积为7.5 µL的0.005、0.01、

0.02、0.05和0.1 mg/mL NISTmAb；(B)使⽤由甲氧基封端PEO键合的2.7 µm颗粒和⾦属⾊谱柱硬件

制成的另⼀种市售SEC⾊谱柱，在不同载样量下获得的NISTmAb溶液的UV⾊谱图。两种SEC⾊谱柱在

测试前均经过两次15 µg NISTmAb进样⽼化。

本研究考察了ACQUITY和XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱对⼄酸铵流动相离⼦强度的依赖性，旨在评

估残留离⼦相互作⽤的程度。在考察中使⽤不同的流动相盐浓度分析了由四种不同蛋⽩质（分⼦量范围：10 
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kDa~300 kDa）组成的标准品。在50 mM及更⾼浓度的⼄酸铵条件下，使⽤4.6 × 150 mm ACQUITY Premier 

SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm)得到了所需⽔平的峰分离度、峰形和回收率（图3A）。在仅20 mM的流动相

条件下，峰形出现轻微畸变，峰⾕⽐更⾼。这些结果表明，该样品所需的最低盐浓度可能在20 mM⾄50 mM之间

。为进⾏⽐较，采⽤粒径相当的ACQUITY UPLC BEH SEC 200 Å, 1.7 µm⾊谱柱重复这些分离，该⾊谱柱基于⼆

醇键合的BEH颗粒并使⽤不锈钢硬件制成。所得分离结果表现出⼀些明显差异。其中最显著的差异是，采⽤20 

mM⼄酸铵进⾏分离时观察到严重的峰畸变。在该⾊谱图中，峰不对称，并且IgG与BSA存在共洗脱的问题。使⽤

50 mM流动相显著改善了⾊谱柱性能，但要从甲状腺球蛋⽩单体峰中分离出甲状腺球蛋⽩⼆聚体仍然是⼀个挑战

。最终结果证明，ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm)更适合使⽤较低离⼦强度的流动相，有

望实现更⾼灵敏度的⾮变性LC-MS分析。

图3.使⽤4.6 × 150 mm, 1.7 µm⾊谱柱和⼄酸铵进⾏⾮变性SEC⾊谱分析。使⽤(A) ACQUITY Premier SEC 250 Å蛋

⽩分析专⽤柱或(B) ACQUITY UPLC BEH SEC 200 Å⾊谱柱分析BEH200蛋⽩质混标样品。评估了不同⼄酸铵浓度

的流动相。峰1：甲状腺球蛋⽩（前峰为甲状腺球蛋⽩⼆聚体）；峰2：IgG；峰3：⽜⾎清⽩蛋⽩；峰4：肌红蛋⽩

；峰5：尿嘧啶。星号(*)表⽰IgG与BSA共洗脱。

⾮变性SEC分离现在通常与在线电喷雾电离(ESI)-MS检测联⽤，作为深⼊表征蛋⽩质药物及其⾮共价蛋⽩质复合物

和⼤⼩异构体（如⽚段）的⼀种⼿段。接下来的研究考察了XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱与两种不
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同的⻜⾏时间质谱仪：QTof质谱仪(Xevo G2-XS QTof)和紧凑型TOF质谱检测器（由ACQUITY UPLC I-Class 

PLUS和ACQUITY RDa质谱检测器组成的BioAccord系统）直接联⽤的性能。

与质谱联⽤时，所有液相⾊谱柱均表现出⼀定⽔平的背景离⼦。ACQUITY和XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱

都采⽤了⾼覆盖率PEO键合相，如上所述，这提供了更⾼的回收率，并可与挥发性SEC流动相中较低浓度的⼄酸铵

相容。我们在600~900 m/z之间观察到明显的背景离⼦，这些背景离⼦源于颗粒键合。在执⾏⾮变性mAb SEC-MS

分析时，若将采集窗⼝起点设置为1000 m/z或更⾼，即可通过排除该区域⼤幅提⾼TIC信噪⽐。这些⼲扰离⼦信号

可能会⼲扰mAb或mAb⽚段的变性SEC分析。对于变性SEC-MS实验，建议使⽤ACQUITY UPLC BEH SEC 200 Å蛋

⽩分析专⽤柱，如其他研究中所述6。

图4展⽰了⼀组⾊谱图和质谱图，举例说明了XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 4.6 × 150 

mm)获得的⾮变性mAb数据的质量。使⽤约100 mM⼄酸铵作为流动相进⾏分离，获得的UV⾊谱图如图4A所⽰

，证明主要的⼤⼩异构体峰得到了合理的峰⾯积和回收率。在以前实施的许多在线质谱检测中，聚集体和⾼分⼦

量物质(HMWS)的回收率飘忽不定。本研究的结果证实，XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 

4.6 × 150 mm)可检测不同的HMW峰，且分析质量与优化后的⾮挥发性SEC流动相系统相媲美。图4A⾊谱图中的

HMW峰代表相对丰度约2%，与NISTmAb标准物质的规格⼀致。接下来，图4B显⽰了在UV检测之后使⽤QTof质

谱仪连续检测所采集的总离⼦流⾊谱图。本研究中，QTof在各种采集窗⼝下操作。底部为使⽤400~7000 m/z宽质

量范围的⾊谱图，对应于NISTmAb洗脱时间的累加质谱图如图4C的底部谱图所⽰。谱图的基峰可归因于Δ44 Da 

PEO背景离⼦。这是使⽤ACQUITY或XBridge Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱的预期结果。由于存在这些离⼦

，分析总离⼦流⾊谱图时不易观察到NISTmAb信号。相反，当采集窗⼝的质量数下限设置为1000、1400和4200 

m/z时，蛋⽩质物质的检测灵敏度越来越⾼。此外，随着质量数上限增加⾄9000 m/z，还可以观察到HMWS的⼀

些离⼦计数。在该实验设置下，需要增加载样量以获得HMW物质的分⼦量。
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图4.使⽤Xevo G2-XS QTof质谱仪，在不同MS采集窗⼝下对NISTmAb进⾏SEC-MS分析。使⽤XBridge Premier 

SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)和⼄酸铵流动相以及UV和MS检测，分析进样体积为7.5 µL的2 mg/mL 

NISTmAb溶液。调整MS采集窗⼝以⼤幅减⼩低m/z背景离⼦的⼲扰。从上到下应⽤的MS采集窗⼝分别为m/z 

4200~9000、1400~7000、1000~7000和400~7000。(A)由NISTmAb⽰例运⾏得到的UV迹线，包括⾼分⼦量(

HMW)和低分⼦量(LMW)物质的放⼤图；(B)四次不同采集设置运⾏的MS-TIC；(C)在5.5~6 min的时间窗⼝内累加

的组合质谱图，观察不同MS采集窗⼝。

本研究还使⽤紧凑型Tof仪器（即配备ACQUITY RDa质谱检测器的BioAccord系统）进⾏了SEC-MS分析。

ACQUITY RDa的操作有两种默认质量范围设置，其中⼀种为⾼质量范围采集设置(400~7000 m/z)，这是SEC-MS

分析最合适的选择。选择的提取离⼦流⾊谱图(XIC)质量范围与上述质量采集窗⼝类似，可产⽣突出显⽰⾮变性

mAb信号的⾊谱图。

使⽤BioAccord系统获得的总离⼦流⾊谱图⽰例⻅图5A。图5B展⽰了对应于NISTmAb洗脱窗⼝的组合质谱图。

3000~7000 m/z范围内的放⼤XIC视图显⽰了⾮变性NISTmAb的明显信号。  

我们利⽤XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)重复进样分析⿏源IgG（完整单克隆抗体质量数检

查标准品）考察了BioAccord系统的稳定性。本研究在⾊谱柱上进样250次，并在整个研究过程中重复SEC-MS运

⾏，不穿插任何空⽩进样。每⼗次运⾏的mAb提取离⼦峰⾯积汇总于图5C中。从实验开始到第250次进样，蛋⽩质

MS信号始终保持⼀致。每次进样报告的平均值RSD仅为2.9%。利⽤UV观察到的峰⾯积同样表现出极⼩变化。因此

，这些数据表明Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱适⽤于搭配⼄酸铵流动相进⾏SEC-MS分析。
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图5.使⽤XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱和配备ACQUITY RDa台式Tof质谱检测器的BioAccord对mAb样品进

⾏ToF SEC-MS分析。(A)使⽤4.6 × 150 mm⾊谱柱和⼄酸铵流动相，结合BioAccord MS检测，进样7.5 µg 

NISTmAb获得的TIC。(B)对应于6~7 min时间窗⼝的组合质谱图。在400~1400 m/z范围内观察到低质量数背景离

⼦，但3000~7000 m/z范围内的放⼤图显⽰出明显的NISTmAb信号；(C)完整单克隆抗体质量数检查标准品进样

250次所得到的XIC峰⾯积(m/z 4000~7000)图。观察到XIC峰⾯积的%RSD为2.92；(D)在250次进样中得到的UV峰

⾯积图，观察到的%RSD为3.02。

结论

⾮变性LC-MS是⼀种强⼤的蛋⽩质药物分析⽅法。借助⾮变性LC-MS，可以获得更低的电荷态和更简单的电荷态

分布以及更低的基质信号，从⽽更容易地从采集的质谱图中去卷积得到分⼦量信息。⾮变性LC-MS可提供有关⼤

⼩异构体的关键信息，并且有助于分析⾮共价相互作⽤。这类分析可以采⽤多种不同类型的⾊谱⽅法，但体积排

阻⾊谱(SEC)在概念上和操作上都是较为简单的⼀种分离⽅法。理想情况下，SEC分离应由熵驱动，该分离模式下

分析物与⾊谱柱内表⾯之间不发⽣相互作⽤或吸附。但在实际分析中，要⼤幅减少这些不需要的相互作⽤⼀直都

是⼀项挑战，在⾮变性LC-MS分析中使⽤⾸选的⼄酸铵流动相时尤其如此。许多市售⾊谱柱技术在使⽤100 mM⼄

酸铵流动相时会出现畸变峰和回收率低的问题，阻碍了分析⼈员开发稳定且灵敏度更⾼的SEC-MS⽅法。
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本⽂探讨了⼀种新型SEC⾊谱柱技术的应⽤，该技术在这些兼容MS的分离条件下表现出更低⽔平的不良次级离⼦

和疏⽔相互作⽤。这种新型⾊谱柱技术基于⾼覆盖率羟基封端聚环氧⼄烷(PEO)键合颗粒，辅以由亲⽔性MaxPeak

⾼性能表⾯制成的⾊谱柱硬件，可⼤幅减少分析物与⾦属⾊谱柱硬件之间的相互作⽤。在本研究中，这些独特表⾯

具有很受欢迎的SEC-MS能⼒，包括更低的检测限、更对称的峰形和更⾼的分析物回收率。
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