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摘要

体积排阻⾊谱(SEC)已⼴泛⽤于基于体积排阻的分析。本研究表明，在Waters ACQUITY™ Premier SEC蛋⽩分析

专⽤柱(250 Å, 1.7 µm)或XBridge™ Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)上分离具有已知流体动⼒学半径

(Rh)值的蛋⽩质并⽣成相应的校准曲线，可提供⼀种简单有效的⽅法来确定⽣物分⼦的Rh。由于在考察溶液中蛋

⽩质的构象和相互作⽤特性时，Rh是⼀个有⽤的参数，因此它可以在制剂开发中提供信息或⽤于监测蛋⽩质构象

变化。

Log (Rh)与保留时间之间良好的线性关系表明，蛋⽩质与ACQUITY或XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱之间的

次级相互作⽤⾮常⼩，这些⾊谱柱有效结合了Waters MaxPeak™ Premier⾼性能表⾯(HPS)与BEH™ SEC聚⼄烯颗

粒技术。

优势

利⽤Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm)和Waters ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析

专⽤柱(250 Å, 1.7 µm)测定Rh

■

蛋⽩质与MaxPeak Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱颗粒和⾊谱柱硬件之间的不良离⼦或疏⽔次级相互作⽤⾮常⼩ ■
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简介

SEC基于分析物在溶液中的⼤⼩或流体动⼒学体积进⾏分离。Rh定义为与被测分⼦以相同速率扩散的等效硬球的

半径，可通过SEC确定。Rh不仅受分⼦⼤⼩影响，还会受溶剂效应影响。由于蛋⽩质不以硬球形式存在，因此测

得的Rh更能反映溶剂化⽣物分⼦的表观⼤⼩。已有研究表明，通过NMR测得的天然和变性蛋⽩质的Rh有所不同

，这可能是由于构象差异所致1。 SEC已⽤于通过Rh测量来检测和监测引起蛋⽩质构象变化的蛋⽩质-⼩分⼦相互

作⽤2。此外，如果靶蛋⽩的构象受到同⼀溶液中其他分⼦与之相互作⽤的影响，可以使⽤⽐较性Rh数据开发稳定

的蛋⽩质⽣物治疗药物的最终制剂。因此，Rh可以是⼀个⽣物学相关参数，因为它考虑了蛋⽩质在周围环境中的

⼤⼩。

本应⽤纪要展⽰了在Waters XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 × 300 mm)和ACQUITY 

Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm, 4.6 × 300 mm)上分离⼏种Rh已知蛋⽩质的结果。我们通过⽣成校

准曲线测定了单克隆抗体(mAb)曲妥珠单抗的Rh。此外，还⽐较了在不同流动相条件下以不同离⼦强度⽣成的校

准曲线。Log (Rh)与保留时间之间良好的线性关系表明，蛋⽩质与MaxPeak Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱颗粒和

⾊谱柱硬件之间的任何不良离⼦或疏⽔次级相互作⽤⾮常⼩。

实验

样品描述

凝胶过滤标志物试剂盒(MWGF1000)和卵清蛋⽩(A5503)购⾃Sigma。为每种蛋⽩质制备10~20 mg/mL的储备液

。合并所有蛋⽩质，使每种蛋⽩质的浓度为1 mg/mL。将曲妥珠单抗(21 mg/mL)直接进样⾄液相⾊谱(LC)系统。

⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统（平均系统

扩散：4 σ < 22 mL）

配备5 mm钛合⾦流通池的ACQUITY UPLC™ TUV检测：
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检测器，波⻓：280 nm

样品瓶： 聚丙烯12 × 32 mm螺纹颈⼝样品瓶，带瓶盖和预

切割PTFE/硅胶隔垫，容积300 µL，100个/包（部

件号：186002639）

⾊谱柱： XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱, 250 Å, 2.5 

µm, 7.8 × 300，配有mAb⼤⼩异构体标准品（部

件号：176005070）

ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱, 250 Å, 1.7 

µm, 4.6 × 300 mm（部件号：186009964）

柱温： 室温

样品温度： 10 °C

进样体积： 10 µL（蛋⽩质混标），1 µL（曲妥珠单抗）— 7.8 

mm内径⾊谱柱

3.5 µL (蛋⽩质混标)，0.4 µL（曲妥珠单抗）— 4.6 

mm内径⾊谱柱

流速： 0.75 mL/min — 7.8 mm内径⾊谱柱

0.38 mL/min — 4.6 mm内径⾊谱柱

流动相： Dulbecco磷酸盐缓冲盐⽔(DPBS) 10X (Alfa Aesar, 

J61917)，经0.1 µm⽆菌过滤，稀释⾄1X、1.5X和

2X

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 (FR 4)
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结果与讨论

在XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 × 300 mm)上分离具有各种Rh的蛋⽩质混合物。表

1显⽰了⽤于⽣成校准曲线的蛋⽩质的Rh。在三种不同离⼦强度的流动相条件下进⾏分离：1X DPBS（Dulbecco

磷酸盐缓冲盐⽔）、1.5X DPBS和2X DPBS（图1a）。1X DPBS含有8 mM磷酸氢⼆钠、2.7 mM氯化钾和0.137 M

氯化钠。以Rh的常⽤对数对各蛋⽩质的保留时间作图，构建校准曲线。从图1b可以看出，在校准曲线中获得了有

效的线性相关性，趋势线的R2证明了这⼀点(R2>0.995)。此外，改变离⼦强度对校准曲线⽆显著影响，因为在这

些条件下，趋势线的斜率、y轴截距和R2相似。在1X DPBS流动相条件下，使⽤ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析

专⽤柱(250 Å, 1.7 µm, 4.6 × 300 mm)获得了相似的结果(R2=0.9954)（图1c）。这些结果表明，对于两者所⽤的

MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)技术，蛋⽩质与SEC颗粒或⾊谱柱硬件之间的次级相互作⽤⾮常⼩。

表1.在MaxPeak Premier SEC 250 Å蛋⽩分析专⽤柱上分离的具有已知流体动⼒学半径和

分⼦量的蛋⽩质列表
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图1.a).在三种流动相条件（1X DPBS、1.5X DPBS和2X DPBS）下利⽤XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 

Å, 2.5 µm)分离九种蛋⽩质的结果。峰旁边的编号对应于表1中峰鉴定结果的编号。b–c).绘制Log (Rh)与SEC分离所

得保留时间的关系图以构建校准曲线。c图中橙⾊圆点表⽰由DLS测量得到的曲妥珠单抗的Log (Rh)（参考⽂献

3）与SEC分离所得保留时间的关系。根据校准曲线计算所得曲妥珠单抗的Rh为49.0 Å。

使⽤校准曲线，根据曲妥珠单抗的保留时间确定其Rh（表2）。对于所有流动相条件，与从⽂献中获得的DLS（动

态光散射）值(5.2 nm)相⽐，差异⼩于6%3。 对于ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm, 4.6 × 

300 mm)，在1X DPBS流动相条件下获得的百分⽐差异为5.84%。本⽂报告的SEC测定的Rh值与⽂献中报告的值

之间的差异可能与测量Rh的⽅法有关。
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表2.使⽤图1b中的校准曲线确定曲妥珠单抗的Rh值。百分⽐差异 = (计算出

的Rh - DLS Rh) / DLS Rh × 100%。*DLS Rh得⾃参考⽂献3。 

使⽤表1所列相同蛋⽩质⽣成的校准曲线确定曲妥珠单抗的MW。如图2所⽰，XBridge Premier SEC蛋⽩分析专⽤

柱(250 Å, 2.5 µm, 7.8 × 300 mm)在不同离⼦强度条件下的校准曲线也⾼度相似。但是，线性相关性(R2>0.988)不

如使⽤Rh时⾼。与理论MW相⽐，百分⽐差异(>22%)也⼤于使⽤Rh时的结果（表3）。对于ACQUITY Premier 

SEC蛋⽩分析专⽤柱(250 Å, 1.7 µm, 4.6 × 300 mm)，在1X DPBS流动相条件下获得的R2为0.9882，百分⽐差异

为22.15%。这些结果不⾜为奇，因为SEC根据分析物的⼤⼩⽽不是它们的MW来进⾏分离。MW不考虑分⼦在溶剂

中的形状和构象。另⼀⽅⾯，流体动⼒学半径衡量的是溶剂中分⼦的⼤⼩，可能更好地反映了分⼦在SEC流动相中

的⾏为。因此，当使⽤SEC⾊谱柱时，蛋⽩质与固定相或⾊谱柱硬件之间表现出⾮常⼩的相互作⽤，可以获得⽐

MW更出⾊的Rh估计值。 

图2.绘制Log (MW)与SEC分离所得蛋⽩质保留时间的关系图以构建校准曲线。b图中橙⾊圆点表⽰曲妥珠单抗的理

论Log (MW)与SEC分离的保留时间。根据校准曲线计算所得曲妥珠单抗的MW为180.8 kDa。
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表3.使⽤图2a中的校准曲线确定曲妥珠单抗的MW值。百分⽐差异 = (计算

出的MW – 理论MW)/理论MW × 100%。

结论

Rh被视为⼀个重要的⽣物学参数，因为它考虑了⽣物分⼦的溶剂效应，并且Rh可以在药物的制剂开发过程中提供

有⽤的信息，Rh变化也可能表明蛋⽩质构象发⽣变化。

本应⽤纪要展⽰了⼀种利⽤SEC测定蛋⽩质Rh简单有效的⽅法。在MaxPeak Premier蛋⽩分析专⽤柱上分离具有

已知Rh的蛋⽩质，并绘制Log (Rh)与保留时间的关系图以⽣成校准曲线。较⾼的线性相关性表明蛋⽩质与

Premier⾊谱柱固定相和⾊谱柱硬件之间的次级相互作⽤⾮常⼩，根据SEC校准曲线确定的单克隆抗体曲妥珠单抗

的Rh与⽂献报道的DLS Rh值相差不超过6%。研究还表明，通过SEC法进⾏评估时，曲妥珠单抗等mAb在Rh与

MW之间未表现出典型的相关性，这⼀结果符合预期，因为SEC根据分⼦在溶液中的⼤⼩⽽不是它们的MW来进⾏

分离。

还应注意的是，本研究中蛋⽩质和mAb的SEC结果是使⽤⽣理相关pH (7.4)和离⼦强度（约150 mM）的流动相(

DPBS)⽣成的，与使⽤更极端的pH或离⼦强度所进⾏的SEC测量相⽐，提供了可能更相关的蛋⽩质构象的量度。 
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Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>
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