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摘要

本研究展⽰了Auto•Blend Plus技术在⽣物制药产品的开发和制造中所能提供的价值和实⽤性。Auto•Blend 

Plus技术是ACQUITY™ Premier UPLC系统的标准功能，降低了与电荷异构体分析⽅法开发过程相关的负担和成本

。这是通过利⽤ACQUITY Premier QSM模块的四元溶剂混合功能来实现的，此功能可以使⽤纯溶剂或浓缩储备液

的溶剂瓶来管理流动相组成。借助该功能，⽤⼾可减少⼯作台⼯作时间，为数据分析留出更多时间。为了证明这

⼀优势，我们开发了⼀种⽤于mAb药品的⾮变性离⼦交换⾊谱(IEX)⽅法，使⽤⼀组流动相组分在多种条件下进⾏

探索。结果表明，ACQUITY Premier系统与Auto•Blend Plus技术的结合为⽅法的探索和优化提供了有效的解决

⽅案。此外，⽤⼾可访问的组分表使优化⽅法完全透明，⽤⼾可以使⽤⼀组已定义的流动相组分同时简化⽅法验

证和最终⾯向受监管环境的⽅法迁移。这些功能已完全集成在Waters CDS/信息学解决⽅案中，使ACQUITY 

Premier系统成为⽀持⽣物制药产品开发和制造的理想平台。

优势

Auto•Blend Plus技术的优势：■

灵活的溶剂管理，实现⾼效的⽅法探索■

可以利⽤⼀组简单的流动相减少成本和时间■
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与沃特世符合法规要求的Empower™软件完全集成■

能够使⽤集成的组分表验证和迁移⽅法■

简介

与药物相关的⽅法开发过程有时是⼀项艰巨的任务，包括以迭代的⽅式评估多个分离⽅法参数。这种优化过程不

仅会⼤幅增加在实验室内的⼯作台操作时间，⽽且成本⼗分⾼昂，因为通常需要对所研究的每个条件集重新制备

样品和流动相。这对于⽣物制药⾏业尤其如此，该⾏业通常通过⾮变性技术（如IEX）分析蛋⽩质样品，在分析时

需要优化pH和离⼦强度等相关条件，才能充分分离与药品相关的电荷异构体1,2。 从这个⻆度来说，部署可以减少

⽅法开发周期相关负担的技术对于制药公司来说⼗分有利，有助于推动产品更快地进⼊市场。

最近，沃特世公司推出了采⽤MaxPeak™ HPS技术的ACQUITY Premier UPLC系统（图1），该系统进⼀步改善了

Waters LC™⽣物分离产品组合的⾊谱性能。作为本产品的⼀部分，ACQUITY Premier系统可以配置⼆元或四元溶

剂管理器。配置四元溶剂管理器的客⼾可以使⽤Waters Auto•Blend Plus技术简化⽅法开发过程。这可以通过利

⽤四元溶剂混合功能来实现，⽤⼾可以利⽤浓缩储备液的溶剂瓶来实时管理流动相组成，从⽽减少操作时间并留

出更多时间来分析数据。本研究的⽬的是应⽤Auto•Blend Plus技术来优化英夫利昔单抗电荷异构体的分离，并

证明该技术可有效地加速药物开发过程以及降低开发成本3,4。
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图1.重新定义性能。ACQUITY Premier系统是ACQUITY UPLC平台的新⼀代

升级版本，提供了兼具可靠性、稳定性、⾼质量和配置灵活性的ACQUITY 

UPLC PLUS系列，满⾜您的所有期望。

实验

磷酸钠（⼀元/⼆元酸）购⾃Sigma Aldrich，氯化钠购⾃Fisher Chemical。使⽤MS级⽔制备100 mM NaH2PO4

、100 mM Na2HPO4和1000 mM NaCl储备液。英夫利昔单抗药品Remicade购⾃Amerisource Bergen，按照⽣

产商说明的剂量浓度(10 mg/mL)制备，然后直接进样。 

液相⾊谱条件（Auto•Blend Plus技术）

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier系统（带QSM模块）

检测条件： ACQUITY TUV, FC=Ti 5 mm, λ=214 nm

样品瓶： QuanRecovery MaxPeak样品瓶（部件号

：186009186）
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⾊谱柱： Protein-Pak™ Hi Res CM（7 µm，4.6 × 100 

mm，部件号：186004929）

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5 µL

流速： 0.750 mL/min

流动相A： 100 mM NaH2PO4

流动相B： 100 mM Na2HPO4

流动相C： 1000 mM NaCl

流动相D： H2O

液相⾊谱条件（传统⽅法）

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier系统（带QSM模块）

检测条件： ACQUITY TUV, FC=Ti 5mm, λ=214 nm

样品瓶： QuanRecovery MaxPeak™样品瓶

⾊谱柱： Protein-Pak HiRes CM (7 µm, 4.6×100 mm)

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C
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进样体积： 5 µL

流速： 0.750 mL/min

流动相A： 20 mM磷酸盐缓冲液，pH 6.55

流动相B： 20 mM磷酸盐缓冲液，含有200 mM NaCl，pH 

6.45

流动相C： H2O

流动相D： H2O

梯度表（传统⽅法）

数据管理

⾊谱软件： Empower 3, FR4
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结果与讨论

作为ACQUITY Premier系统标准功能的⼀部分，Auto•Blend Plus⽅法可以通过最新发布的Empower、

MassLynx™和waters_connect™软件的仪器⽅法⾯板进⾏部署。如图2A所⽰，在本研究中使⽤Empower 3，通

过在仪器⽅法窗⼝中选择相关图标（虚线框）启⽤Auto•Blend Plus技术。选择后，将打开Auto•Blend Plus界

⾯，如图2B所⽰。在这个界⾯中，⽤⼾可以从预填充的下拉列表中选择⽔性缓冲液或有机溶剂，或使⽤⾃定义的

溶剂瓶系统。如图所⽰，当使⽤⾃定义溶剂瓶系统时，⽤⼾可以使⽤pKa或经验数据校正pH值。值得注意的是经

验数据⽅法，这是因为可以通过该⽅法使⽤Auto•Blend Plus算法修正溶液中的盐引⼊的同离⼦效应，从⽽提⾼

溶液在⼀定离⼦强度范围内保持准确pH值的能⼒。为了充分利⽤经验数据⽅法，我们使⽤仪器⽅法表中显⽰的储

备液，通过实验测量了九种不同流动相组成的pH值。磷酸盐缓冲体系的⽰例如图2B所⽰。⼀旦启⽤并校准，

Auto•Blend Plus技术将以直观的⽅式显⽰与pH值和离⼦强度（盐）相关的梯度信息，如图3所⽰。这为⽤⼾研

究pH和/或盐的影响提供了灵活性，⽤⼾可以使⽤这个单⼀的缓冲体系进⾏⾼效的⽅法探索。

图2.集成技术。A)Auto•Blend Plus技术是沃特世软件⽀持的标准功能，⽤⼾可以在仪器⽅法窗⼝中选中对应图标

（虚线框）轻松访问。B)选中后，即可访问Auto•Blend Plus⾯板，⽤⼾可以从溶剂/缓冲体系列表中选择或⾃定义

溶剂瓶系统。

6在ACQUITY™ Premier UPLC™系统上部署Auto•Blend Plus技术



图3.直观的图形⽤⼾界⾯。Auto•Blend Plus技术允许⽤⼾使⽤pH和/或盐（红框）梯度定义梯度条件

，从⽽增加灵活性。

为了在实际环境中证明这⼀原理，使⽤10‒100 mM NaCl的快速筛选梯度，评估了英夫利昔单抗在不同pH值下的

电荷异构体曲线。如图4A所⽰，Auto•Blend Plus⽅法能够使⽤单⼀溶剂瓶缓冲液设备以递增的⽅式研究pH值。

⽤⼾可以使⽤这种⽅法快速测定pH=6.5以上的流动相，从⽽提⾼⾊谱空间使⽤效率，并能够实现可接受的电荷异

构体分离度。  
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在相同的缓冲体系中使⽤类似的⽅法，然后评估较缓的盐梯度，同时保持流动相的pH恒为6.8。如图4B所⽰，缓

梯度提升了主要赖氨酸电荷异构体(+0K, +1K, +2K)之间的分离度。酸性物质和+0K赖氨酸异构体之间的分离度变

化可以忽略不计，这表明先洗脱组分没有与固定相发⽣强烈的吸附，并且极少受到较缓的盐梯度的影响，这表明

较低的流动相pH值可能更适合优化此类电荷异构体分析。值得注意的是，在传统⽅法开发实践中，因为时间限制

和仪器可⽤性等因素可能会限制可评估条件的数量，这种观察结果/相关性很可能会被忽略。

图4.⾼效⽅法探索。Auto•Blend Plus技术使⽤浓缩储备液作为流动相，可以管理流动相组成，并研究与A) pH值和

/或B)离⼦强度相关的多种条件，从⽽实现⾼效的⽅法探索。

利⽤从最初的⽅法探索中获得的知识，使⽤相同的缓冲体系进⾏进⼀步优化，发现当流动相pH=6.5，温度升⾼⾄

40 °C时，有助于使⽤0.750 mL/min的⾼流速，并且在使⽤10‒45 mM NaCl梯度时，可以很好地利⽤⾊谱空间

，实现不同电荷异构体之间可接受的分离度（图5A）。从相关数据（表1）可以明显看出，重复进样峰⾯积的%

RSD较低，表明ACQUITY Premier系统能够提供⼀致且可重现的结果。

最后，还通过研究梯度斜率验证了在更⾼的通量下能否获得⼀致的结果，以及能否适应制造和更⾼通量的开发环境

下的效率需求。使⽤相同的缓冲体系，评估从1% NaCl/min到5% NaCl/min的梯度斜率（每次递增1%），每次运

⾏的梯度时间按⽐例减少。如图5B及其对应的数据（表2）所⽰，ACQUITY Premier系统能够将峰⾯积偏差保持在

1%以内，且具有⾼度的重现性(%RSD ≤ 3%)，同时将总分析运⾏时间从51分钟缩短到23分钟，展⽰了⽀持⾼通

量环境的潜⼒。 
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⼀些受监管的环境（如制造业），要求⽅法经过确认、验证和⽅法/技术转移，⼀些使⽤其他LC平台的组织可能⽆

法使⽤Auto•Blend Plus甚⾄基于四元的液相⾊谱系统等软件功能。考虑到这⼀点，Auto•Blend Plus技术允许

⽤⼾访问其算法⽣成的组分表，便于⽅法迁移。图6A显⽰了可从仪器⽅法窗⼝访问的组分表⽰例。

为了证明此技术⼴泛的适⽤性，将使⽤Auto•Blend Plus开发的当前⽅法转换为与⼆元混合流动相体系兼容的⽅

法。为此，新鲜制备了四种储备液，如图6B所⽰。使⽤组分表溶剂瓶体积百分⽐，⽤140 mL NaH2PO4（储备液

A）、60 mL Na2HPO4（储备液B）、0 mL（储备液C）和800 mL（储备液D）制备1 L流动相A，从⽽在不添加

NaCl的情况下制备20 mM磷酸盐缓冲液。通过实验测定pH值为6.55，在预期pH值的0.05范围内。类似地，使⽤

组分表中的第四⾏制备流动相B，图6B中列出了使⽤的储备液体积。实验确定流动相B的pH值为pH=6.45。使⽤组

分表配置的每个流动相的预期pH值和实验pH值之间的良好⼀致性表明Auto•Blend Plus能够提供准确的流动相

组分，同时在组分参数⽅⾯保持透明。  

图7所⽰的是Auto•Blend Plus⽅法与从组分表中导出的⼿动⼆元混合⽅法的对⽐。如图所⽰，这两种⽅法都得到

了⼀致的电荷异构体曲线。绝对保留时间的微⼩差异可能是由于pH值的微⼩差异造成的，这是因为⼆元流动相体

系⽆法纠正同离⼦效应。然⽽，这对结果的影响可以忽略不计，因为两种⽅法报告的平均峰⾯积百分⽐均在

0.25%以内。这些结果表明，Auto•Blend Plus⽅法可以轻松转换为传统⽅法，以最⼩的成本促进确认、验证和

技术转移。总体⽽⾔，本研究证明了Auto•Blend Plus技术在⽣产优化⽅法⽅⾯的价值和实⽤性，以及在减少⽣

物治疗药物产品开发和制造相关时间和成本⽅⾯的作⽤。
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图7.⽅法迁移。将A) Auto•blend Plus⽅法转化为B)使⽤根据组分表制备的⼆元流动相体系的传统⽅法。结果在不

同的⽅法之间具有⾼度的可⽐性，表明Auto•blend Plus⽅法可以成功迁移进⾏验证。

结论

Auto•Blend Plus是ACQUITY Premier UPLC系统的标准功能，⽤⼾可以借助该技术通过⼀组简单组分测试多个

缓冲组分，从⽽减少与⽅法开发过程相关的负担和成本。借助可访问的组分表，⽤⼾能够以尽可能⼩的⼯作量对

满⾜监管指导原则的⽅法进⾏迁移和验证。这些功能已完全集成在Waters CDS/信息学解决⽅案中，使ACQUITY 

Premier系统成为轻松⽀持⽣物制药产品开发和制造的灵活平台。
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特⾊产品

ACQUITY Premier系统 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135077739>

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

Auto•blend Plus <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=134623262>

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

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>

waters_connect <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135040165>
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