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摘要

体积排阻⾊谱(SEC)⽅法的开发必须稳健有⼒，⽬标是确定可减轻不需要的次级相互作⽤的条件，从⽽根据分⼦体

积⼤⼩产⽣由熵驱动的分离。蛋⽩质可能会发⽣不利的静电和疏⽔相互作⽤。采⽤了新型Premier SEC蛋⽩分析专

⽤柱技术的⾊谱柱表⾯能够更⼴泛地使⽤这项分离技术。不过，系统性开发新的分析⽅法仍然值得⼀试。本研究

提出⼀种23实验设计(DoE)⽅案，综合筛选低变量状态和⾼变量状态下的流动相缓冲液强度、助溶剂浓度以及柱温

条件。这种⽴⽅实验设计研究所需的仪器运⾏时间不到2⼩时，并且可以使⽤简单的电⼦表格公式计算将所得结果

与线性模型拟合。本研究以两种单克隆抗体和⼀种抗体偶联药物为例，并且在线提供对应的电⼦表格模板以帮助

其他⼈加快完成他们⾃⼰的⽅法开发⼯作。

优势

⽤于优化SEC分离的快速、系统性⽅案 ■

通过所应⽤的⽅法，只需8次实验和2⼩时的实验⼯作即可确定理想条件■

将聚集体回收率(HMW%)、分离度(R)和峰宽(w1/2)作为析因实验设计的响应函数进⾏监测■

简介

体积排阻⾊谱法(SEC)是⼀种⽤于表征治疗性蛋⽩质的传统技术，并被视作蛋⽩质聚集体常规定性和定量分析的标
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准⽅法（搭配分析型超速离⼼(AUC)和动态光散射(DLS)法）。该技术的优势之⼀是使⽤温和⾮变性的流动相条件

。然⽽，对于这种类型的应⽤，SEC⾊谱柱内的⾮特异性相互作⽤会带来挑战。蛋⽩质物质和填料以及⾊谱柱硬件

之间可能会发⽣不需要的相互作⽤，因此必须特别考虑⽅法参数1。 ⽅法开发中可以使⽤⼀些通⽤规则，⽽使⽤析

因实验设计(DoE)有助于解决⾮特异性相互作⽤的问题。

在SEC中，本体流动相和填料内部体积之间的分配效应理想情况下是由熵过程驱动的，没有任何物理化学吸附。但

在实践中，这种情况少之⼜少。⽣物⼤分⼦（例如基于单克隆抗体(mAb)的药物）表现出具有不同程度疏⽔性和静

电特性的多⾯性表⾯。因此，与填料和⾊谱硬件（例如⾊谱柱筛板）发⽣疏⽔和静电次级相互作⽤的可能性会对

峰回收率、峰形和⽅法稳定性产⽣不利影响。为了减轻这些类型的不需要的次级相互作⽤，应仔细优化⽅法参数

。

此时重点考虑两⽅⾯：(1)使⽤惰性⾊谱柱硬件和(2)优化⽅法参数。对于后者，可通过调整流动相中盐和有机改性

剂的浓度、柱温和流速来微调⽅法性能2,3。 在SEC⽅法开发中，第⼀步应该是选择合适的填料。常⻅做法是选择

平均孔径是⽬标分析物孔径2~3倍的填料。例如，⼤多数mAb的平均⽔合半径约为50 Å；此外，mAb聚集体的⽔

合半径约为100 Å。因此，最适合mAb SEC分离的平均孔径通常为200~300 Å。不同物质的洗脱体积和物质之间的

选择性在理想情况下仅由填料的孔径及其孔径分布确定。然⽽，当发⽣⾮特异性相互作⽤时，溶质可能会被保留

并洗脱为更宽的不对称峰，从⽽影响分离度和聚集体定量。

要减少静电相互作⽤，常⻅⽅法是增加流动相的离⼦强度或盐浓度4,5。 也可以使⽤有机改性剂（例如，甲醇、⼄

醇、⼄腈）来降低任何疏⽔相互作⽤的强度，⼀般通过添加5%~10%的有机改性剂来改善峰形6。 由于SEC平衡与

熵有关，因此温度对平衡常数(K)和区域保留因⼦(k”)⼏乎没有影响。（请注意，传统保留因⼦ - k或k' - 不能应⽤于

SEC。改⽤k”，它代表样品在孔内停滞的流动相或在流动的本体流动相中停留的概率之⽐。换⾔之，k”是指内部

孔隙和间隙体积之间的溶质分布）。平衡常数可以根据公式1定义。

公式1

其中ΔS0是化学转变过程中的熵变，R是通⽤⽓体常数。当发⽣次级相互作⽤时，作⽤强度可能受温度影响，因此

温度是影响（改善）回收率和/或峰拖尾的有⽤变量（因⼦）。在实践中，温度是⽅法优化（特别是⽅法控制和重

现性）时需要重点考虑的⼀个因⼦。

SEC⽅法开发往往⾮常耗时，并且经常基于试错⽅案进⾏。在本应⽤纪要中，我们提出了⼀种简单的DoE来研究三

个因⼦（盐浓度、有机改性剂浓度和流动相温度）的效应及其对SEC分离质量的影响。提供⼀种系统性⽅案快速确
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定理想的⼯作条件。

建议的因⼦(xj)及其⽔平(+/-)

1)流动相离⼦强度，例如磷酸盐缓冲液(PBS)：1x PBS (x1(+1))和两倍稀释的(1/2x) PBS缓冲液(x1(-1)) - 根据冷泉

港实验⽅案(Cold Spring Harbor protocol)制备7。 如今，PBS是⽔性SEC分离常规使⽤的缓冲液。不过也可以使

⽤其他缓冲液，例如常⽤的磷酸钾、磷酸钠或醋酸铵溶液。使⽤这些缓冲液时，建议的DoE缓冲液浓度⽔平为50 

mM (x1(-1))和150 mM (x1(+1))。

借助该因⼦(x1)，我们可以研究静电相互作⽤。静电次级相互作⽤往往表现为在较低离⼦强度的流动相中HMW%

降低。在较⾼离⼦强度下，HMW%增加或者单体和⼆聚体物质之间的选择性增加，表明静电相互作⽤有所缓解。

2)流动相中有机改性剂（如甲醇、⼄腈、⼄醇、异丙醇）的浓度，例如2% (x2(-1))和10% (x2(+1))。

借助该因⼦(x2)，我们可以研究疏⽔相互作⽤。疏⽔相互作⽤的出现往往伴随着HMW%降低、峰拖尾或洗脱时间

漂移。如果添加有机改性剂后HMW%增加、峰变尖锐或洗脱时间提前，则说明在完全⽔性条件下可能发⽣疏⽔次

级相互作⽤。

3)流动相温度，例如25 °C (x3(-1))和35 °C (x3(+1))，应保持在合理范围内，以免发⽣变性。

借助该因⼦(x3)，我们可以改变蛋⽩质的构象和扩散性以及填料表⾯的溶剂化。此外，可以降低⾮特异性相互作⽤

的强度以提⾼分离质量。

也可以⽐较不同的⾊谱柱，将它们视为分类（定性）因⼦(xq,j)。

填料化学成分、硬件类型、平均孔径和孔径分布都会影响SEC分离的质量和HMW物质的回收率。其中每⼀个因⼦

都可以被视为分类（⾮连续）因⼦。

建议监测的响应(yj)

在保留⾊谱模式中，通常优化的是溶质保留。市⾯上有多种软件包都能在成熟的半经验保留模型基础上协助进⾏

保留建模。但是，在SEC中，溶质不会被保留，因此对保留和选择性建模不可⾏。与保留建模相⽐，应⽤DoE来探

索最重要的因⼦效应可能更实⽤。 

对于SEC ‒ ⼀般来说 ‒ 最重要的三个响应是：

1)单体与HMW之间的R (y1)，

2) HMW% (y2)，
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3)主峰（单体）峰宽（y3）

峰对称性和回到基线的时间通常也被视为响应。然⽽，在⼤多数情况下，这些响应与HMW%回收率和峰宽密切相

关，因为每⼀个响应都是⾮特异性次级相互作⽤的衡量指标。如果HMW%值⾼且/或峰尖锐，峰对称性应该也可以

接受。因此，在第⼀步中，我们建议只研究上述响应。

建议的DoE

建议使⽤23全因⼦设计（线性模型），但也可以应⽤其他设计，包括部分析因设计或Plackett Burman设计，还

可以应⽤Box-Behnken设计（⾮线性模型）。图1为建议的23设计⽰意图和对应的计划矩阵。

市⾯上有⼀些软件包可以直接计算DoE的模型参数和因⼦效应。在本研究中，我们⿎励⽤⼾⼿动计算模型和因⼦效

应，该任务可以在Microsoft® Excel®或任何其他电⼦表格软件中轻松完成。

因⼦j的效应(h)可以计算为：公式(2)

公式2

其中，yi+是在因⼦j的+1⽔平下测得的平均响应，yi-是在因⼦j的-1⽔平下测得的平均响应。

因⼦j的模型参数(b)为：公式(3)

公式3

⽽b0参数是所有实测响应的平均值：公式(4)
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公式4

随后可编写以下模型来估算系统在任何条件下的响应：

只考虑主交互效应（⼀阶线性模型）：公式(5)

公式5

如果考虑因⼦交互效应（三阶线性模型）：公式(6)

公式6

最后，因⼦值可以转化为因⼦⽔平。若zj为任意xj因⼦对应的设定值，则使⽤公式（7）

公式7

其中，Δzj是因⼦j在1⽔平的差值，zj
0是因⼦j的平均值。

因此，因⼦j的⽔平可以计算为：公式(8)

公式8
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最后，可以利⽤帕累托图说明因⼦的效应，并使⽤公式5或公式6预测任何因⼦⽔平组合的系统响应。可以快速准

备空⽩的Excel电⼦表格。

实验

样品和流动相制备：

利妥昔单抗(Rituxan)购⾃Biogen MA Inc.（美国⻢萨诸塞州剑桥），Kadcyla（曲妥珠单抗-美坦新偶联物）和阿

⽡斯汀（⻉伐单抗）购⾃Genentech Inc.（美国加利福尼亚州旧⾦⼭）。将样品⽤⽔稀释⾄1 mg/mL，然后直接

进样，⽆需进⼀步前处理。HPLC级⽔和甲醇(MeOH)购⾃Fisher Scientific（爱尔兰都柏林）。磷酸盐缓冲液(

PBS)各成分（氯化钾(KCl)、氯化钠(NaCl)、磷酸氢⼆钠(Na2HPO4)和磷酸⼆氢钾(KH2PO4)）购⾃Sigma-

Aldrich（瑞⼠布克斯）。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ H-Class Bio Plus（四元）

检测条件： UV检测（波⻓280 nm）

样品瓶： 聚丙烯样品瓶(P/N: 186002639)

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

2.5 µm, 4.6 × 150 mm (P/N: 186009959)

柱温（因⼦3，x3）： 25 °C（-1⽔平）和35 °C（+1⽔平）

样品温度： 8 °C

进样体积： 1.0 µL（样品）

流速： 0.3 mL/min（分析时间设置为8 min）
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流动相： pH 7.4（1x PBS和1/2x PBS），根据冷泉港实验⽅

案[7]制备，含2%或10%甲醇。

（因⼦1 (x1)和因⼦2 (x2)）： x1因⼦的⽔平：1/2x强度的PBS（稀释因⼦2；-1⽔

平）、1x标准配⽅的PBS（稀释因⼦1；+1⽔平）

x2因⼦的⽔平：2%甲醇（-1⽔平）、10%甲醇

（+1⽔平）

实验条件在图2中显⽰为23析因DoE。

结果与讨论

本研究执⾏了⼋次实验，记录了以下响应（以利妥昔单抗为例）：

单体与HMW之间的R (y1)，■

HMW% (y2)，■

主峰（单体）峰宽(y3)■

填充所有三个响应的计划矩阵，并估计因⼦效应。图3显⽰了y2响应(HMW%)的矩阵作为代表性⽰例。

从矩阵中确定因⼦效应和模型参数。例如，对于y2因⼦，根据公式5和公式6得到以下模型：

如果只考虑主交互效应（公式5）：公式(9)

公式9
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如果考虑因⼦交互效应（公式6）：公式(10)

公式10

使⽤这些模型公式，可以估计任何⽅法因⼦组合的响应（在可接受范围内）。例如，在DoE中⼼点（x1=0 [z1

=1.5x PBS]、x2=0 [z2=6%甲醇]和x3=0 [z3=30 °C]）的y2因⼦(HMW%)期望值预测为y2pred = 0.546% HMW。已开

展实验验证，得到y2exp = 0.550% HMW，表⽰与HMW%预测值有-0.7%的误差。（因⼦⽔平和值之间的转换可以

通过公式7和8实现。）由于HMW%预测的偏差⾮常⼩，表明该线性模型适当。

⽤帕累托图来绘制因⼦效应⾮常有⽤。图4显⽰了y2响应的帕累托图。从图中可以看出，x1因⼦（流动相的PBS浓

度）对观察到的HMW%影响最⼤，表明HMW物质与固定相（或⾊谱柱硬件）之间存在⼀些次级静电相互作⽤。流

动相的甲醇含量%对HMW%影响较⼩，⽽温度和因⼦交互效应的影响可以忽略不计。 

图4.y2响应的帕累托图（测得的HMW%）。

y1 (R)和y3（峰宽）响应也使⽤同⼀种⽅案。两个响应均受x1因⼦（流动相的PBS浓度）的影响最⼤，⽽y3还明显

受到流动相温度的影响。最后，本研究中SEC分离的实验条件设置为1xPBS缓冲液、0% MeOH和35 °C，以获得最

⾼的回收率和最尖锐的峰。

图5 A显⽰了使⽤与所选⼯作点对应的条件所获得的⾊谱图（理想⾊谱图），图5 B显⽰了最差条件（最低的
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HMW%回收率和最不对称的主峰）下的⾊谱图。

图5.实验测得的利妥昔单抗样品的SEC⾊谱图：使⽤XBridge Premier SEC 250 Å 2.5 µm 4.6 x 150 mm蛋⽩分析专⽤

柱在理想条件(A)和最差条件(B)下获得的结果。

找到理想⼯作点后，可以调整流速以加快分析速度。在4.6 mm内径的SEC⾊谱柱上，选择0.3 mL/min的流速可以

在分析时间和效率之间达到良好平衡，因此在最初的DoE实验中使⽤该流速。不过，如果⽬标峰之间的分离度和灵

敏度⾜够⾼，可以考虑更快的流速。流速只影响SEC分离的动⼒学性能和光学峰检测的灵敏度。SEC的性质决定了

它在较⾼流速下效率较低。反之，如果在最初的DoE实验中，分离度没有达到可接受的值，也可以通过降低流速来

提⾼分离度。图6显⽰了使⽤0.7 mL/min的流速时利妥昔单抗SEC分离的加速情况。HMW物质和主峰（单体）之

间的分离度仍然符合可接受标准，并且与0.3 mL/min流速下所得的结果相⽐，观察到的HMW%量没有变化。
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图6.在XBridge Premier SEC 250 Å 2.5 µm 4.6 x 150 mm蛋⽩分析专⽤柱上

进⾏的快速SEC分离（利妥昔单抗）⽰例。流动相：1x PBS，pH 7.4，流

速F = 0.7 mL/min，温度T = 35 °C，进样体积1 μL，检测：280 nm (UV)。

抗体偶联药物曲妥珠单抗-美坦新偶联物和mAb⻉伐珠单抗也可以应⽤相同的DoE优化⽅案。找到⼯作点后，流速

增加⾄0.7 mL/min。最终的⾊谱图如图7所⽰。

结论

本研究提出了⼀种系统性的快速⽅法开发⽅案，⽤于优化治疗性蛋⽩质的SEC分离。在SEC中没有分析物保留，因

此常⻅的保留建模⽅案不适⽤。除常⽤的半经验保留模型外，我们提出了⼀种23全因⼦DoE⽅案来研究与分离相关

程度最⾼的因⼦的效应，例如流动相离⼦强度(x1)、流动相有机改性剂浓度(x2)和流动相温度/柱温(x3)。仔细选择

响应，并提出最有意义的响应是单体与HMW之间的R (y1)、观察到的HMW% (y2)和主峰（单体）峰宽（y3）。通

过研究上述因⼦和响应，可以探索、理解并最终减轻静电和疏⽔次级相互作⽤。

最后，通过简单的线性模型，可以预测任何因⼦⽔平组合的响应，并确定理想⼯作点。

通过采⽤4.6 x 150 mm规格并且填充2.5 µm颗粒的低吸附⾊谱柱，该快速⽅法开发程序可以在⼏个⼩时内完成。

此外，使⽤本应⽤纪要中所述的公式和公开发布的电⼦表格模板，⽤⼾可以轻松地重新创建和设计⾃⼰的DoE⽅法
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开发策略。电⼦表格模板可以从此处 <

https://www.waters.com/content/dam/waters/en/figures/specifications/application-

note/720007790.xlsx> 下载。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统 <https://www.waters.com/10166246>

样品瓶 <https://www.waters.com/nextgen/global/products/vials--plates--and-certified-

containers/sample-vials.html>
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