
应⽤纪要

使⽤20 mm多联苯反相⾊谱柱快速分析mAb
亚基和完整mAb

Hua Yang, Stephan M. Koza, Steve Shiner

Waters Corporation

摘要

⽣物制药⾏业（如单克隆抗体(mAb)）发展迅速，要求在整个开发过程中实现⾼通量表征。本应⽤纪要介绍了使⽤

20 mm BioResolve™ Premier RP mAb多联苯450 Å, 2.7 µm⾊谱柱进⾏快速反相分离，⽤于mAb亚基和完整

mAb的LC-MS分析。与100 mm⾊谱柱相⽐，尽管20 mm⾊谱柱的⾊谱分离度相应降低，但它的分析时间却能加

快5-7倍，且质量数鉴定和确认效果相当。此外，20 mm⾊谱柱的重现性和稳定性也得到了验证。

优势

使⽤2.1 × 20 mm BioResolve Premier RP mAb多联苯450 Å, 2.7 µm⾊谱柱对mAb亚基和完整mAb进⾏快速

LC-MS分析，以进⾏质量数鉴定和确认。

■

展⽰了该⾊谱柱在600次分析中的重现性和稳定性■

简介

⽣物制药（如mAb、抗体偶联药物(ADC)和其他蛋⽩质）已成为⼀类重要的治疗药物。⾼通量表征有利于这些治疗

药物的整个开发过程。研究表明，缩短分析型LC⾊谱柱的柱⻓通常可以为⽣物制药表征提供⾜够的峰分离度，同

1使⽤20 mm多联苯反相⾊谱柱快速分析mAb亚基和完整mAb

http://www.waters.com


时减少分析时间1。 本⽂介绍了使⽤BioResolve Premier RP mAb 多联苯450 Å, 2.7 µm颗粒的20 mm柱⻓⾊谱柱

的快速反相分析⽅法。

实验

样品描述

将mAb亚基标准品（P/N：186008927 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186008927-mab-subunit-standard.html> ）复溶于100 μL 0.1%甲酸溶液。将⼈源mAb质量数QC标

准品（P/N：186009125 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186009125-humanized-mab-mass-check-standard.html> ）复溶于320 µL⽔中。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC I-Class PLUS

检测： TUV检测波⻓为280 nm，G2-XS QTof MS检测

⾊谱柱： BioResolve Premier RP多联苯450 Å 2.7 µm 2.1 

× 20 mm（P/N：186011019）

BioResolve RP多联苯450 Å 2.7 µm 2.1 × 100 

mm（P/N：186008945）

柱温： 80 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1~5 µL

流速： 0.4 mL/min；使⽤寿命研究：0.8 mL/min

A：0.1%甲酸⽔溶液或TFA⽔溶液流动相：
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B：含0.1%甲酸或TFA的⼄腈溶液

使⽤寿命研究：

A：0.1% TFA⽔溶液

B：含0.05%TFA的⼄腈溶液

⽤于mAb亚基分析的20 mm⾊谱柱的梯度表*

⽤于完整mAb分析的20 mm⾊谱柱的梯度表*

*使⽤100 mm⾊谱柱时，运⾏时间延⻓为原来的5倍。
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⽤于使⽤寿命研究的梯度（图2）

在使⽤寿命研究中，每进样24次⽔之后进样⼀次mAb亚基标准品，共执⾏

了600次进样。

Xevo G2 QTof设置

模式： MS实验

质量范围： 50~5000 m/z

极性： 正离⼦

采样速率： 2 Hz

锥孔电压： 70 V（亚基），150 V（完整mAb）

⽑细管电压： 2.75 kV（亚基），2.25 kV（完整mAb）

离⼦源温度： 125 °C（亚基），150 °C（完整mAb）

脱溶剂⽓温度： 500 °C
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数据管理

LC软件： Empower™ 3

LC/MS软件： waters_connect™

结果与讨论

2.1 × 20 mm BioResolve Premier RP多联苯450 Å 2.7 µm⾊谱柱在不同批次的MaxPeak™⾼性能表⾯(HPS)⾊

谱柱硬件上均表现出优异的重现性。如图1所⽰，使⽤甲酸流动相和TFA流动相分离mAb亚基标准品时，峰容量平

均%RSD值分别为2.51%和2.27%。该⾊谱柱的稳定性也得到了验证，在0.8 mL/min和80°C柱温下，使⽤0.1% 

TFA流动相进⾏600次进样后，保留时间和峰容量没有显著变化（图2）。

图1.在三根2.1 × 20 mm BioResolve RP mAb多联苯450 Å 2.7 µm⾊谱柱上使⽤不同批次

的HPS⾊谱柱硬件分离mAb亚基标准品，获得了优异的重现性。使⽤甲酸流动相，流动

相B在4分钟内从15%增加⾄55%，流速0.4 mL/min，柱温80 °C。峰1：Fc/2，峰2：LC

，峰3：Fd'
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图2.每24次进样⽔之后进样⼀次mAb亚基标准品，证明了2.1 × 20 mm BioResolve 

Premier RP mAb多联苯450 Å 2.7 µm⾊谱柱的稳定性。在600次进样中，保留时间和峰

容量⽆明显变化。使⽤TFA流动相，流动相B在2分钟内从15%增加⾄55%，流速0.8 

mL/min，柱温80 °C。

mAb亚基分析

图3展⽰了使⽤2.1 × 20 mm⾊谱柱（0.25 µg上样量）和2.1 × 100 mm⾊谱柱（1.25 µg上样量）分离mAb亚基

的结果，在不同⾊谱柱体积下保持相同的梯度斜率。三个主要的亚基峰（峰1：Fc/2；峰2：LC；峰3：Fd'）在20 

mm⾊谱柱上得到了良好分离2。如预期⼀样，由于分离效率降低，⼀些在100 mm⾊谱柱上观察到为肩峰的低丰

度物质在20 mm⾊谱柱上没有与主峰分离。⽽另⼀⽅⾯，20 mm⾊谱柱的分析时间是100 mm⾊谱柱的五分之⼀

。该⾊谱柱的另⼀个优势在于样品体积和流动相⽤量也仅为原来的五分之⼀。 

 

通过减少梯度时间，可以进⼀步缩短分析时间（图4），同时保持速率为0.4 mL/min，以保持MS电离效率。因此

，梯度斜率变陡，导致分离度降低。尽管分离度有所损失，但使⽤1分钟的梯度仍能有效分离三个主峰，并且质谱

数据与4分钟梯度时间以及在100 mm⾊谱柱上的20分钟梯度时间获得的数据相当（图5）。
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图3.mAb亚基标准品在2.1 × 20 mm BioResolve Premier RP mAb多联苯

450 Å 2.7 µm⾊谱柱（4分钟梯度）和2.1 × 100 mm BioResolve RP mAb多

联苯450 Å 2.7 µm⾊谱柱（20分钟梯度）上的LC-MS分离结果⽐较。
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图4.mAb亚基标准品在2.1 × 20 mm BioResolve Premier RP mAb多联苯450 Å, 2.7 µm⾊

谱柱上的LC-MS分离结果⽐较，梯度时间为1~4分钟。

图5.mAb亚基标准品的分离结果，在20 mm⾊谱柱上使⽤1分钟和4分钟梯度，在100 mm⾊谱柱上使

⽤20分钟梯度。得到的三个主峰合并谱图和去卷积质量数（插图）相当。

完整mAb分析
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图6a显⽰了使⽤2.1 × 20 mm⾊谱柱（上样量0.25 µg）和2.1 × 100 mm⾊谱柱（上样量1.25 µg）对完整NIST 

mAb（⼈源mAb质量数QC标准品）进⾏LC-MS分析得到的结果，在不同⾊谱柱体积下保持相同的梯度斜率3,4。 

与mAb亚基标准品分离的分析结果类似，尽管主峰与低丰度肩峰之间有⼀定的分离度损失，但使⽤20 mm⾊谱柱

仍显著减少了分析时间、样品体积和流动相的⽤量。图6b和6c分别展⽰了20 mm⾊谱柱和100 mm⾊谱柱的主峰

合并谱图、单电荷态谱图和解卷积质谱图。在20 mm⾊谱柱上使⽤1分钟梯度运⾏获得的质量数数据与在100 mm

⾊谱柱上使⽤5分钟梯度获得的质量数数据相当。 

图6.完整NIST mAb（⼈源mAb质量数QC标准品）的LC-MS分析。 

a. 完整NIST mAb在2.1 × 20 mm BioResolve Premier RP mAb多联苯450 Å 

2.7 µm⾊谱柱（1分钟梯度）和2.1 × 100 mm BioResolve RP mAb多联苯

450 Å 2.7 µm⾊谱柱（5分钟梯度）上的LC-MS分离结果⽐较。 
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图6.完整NIST mAb（⼈源mAb质量数QC标准品）的LC-MS分析。 

b. 使⽤20 mm⾊谱柱获得的合并谱图、单电荷态（插图）以及去卷积质量数。 
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图6.完整NIST mAb（⼈源mAb质量数QC标准品）的LC-MS分析。 

c. 使⽤100 mm⾊谱柱获得的合并谱图、单电荷态（插图）以及去卷积质量数。灰⾊区域

表⽰合并谱图的位置。

结论

本研究表明，2.1 × 20 mm BioResolve Premier RP多联苯450 Å 2.7 µm⾊谱柱具有优异的重现性和稳定性。使

⽤这根短⾊谱柱（运⾏时间≤ 3分钟）能够快速运⾏反相⽅法，并有效分离mAb亚基。尽管⾊谱分离度相应降低

，但获得的质谱图和去卷积质量数与在100 mm⾊谱柱上采⽤20分钟梯度获得的结果相当。类似地，使⽤20 mm

⾊谱柱规格进⾏完整mAb分析的快速LC-MS⽅法（运⾏时间≤ 3分钟）也可⽤于质量数鉴定。
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