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单克隆抗体及其高聚体的体积排阻色谱分析方法开发
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简介

自生物类似药问世以来，其中存在的蛋白质聚集体就一直是影响其安

全性和疗效的一大阻碍1。因此，在生物治疗药物的整个生产过程中，

我们通常都会对蛋白质聚集体进行监测。尽管现在已有多种分析技术

可用于分析可溶性聚集体，但一直以来占主导地位的都是体积排阻色

谱(SEC)2。

SEC采用的是二醇基涂层的硅胶色谱柱和HPLC仪器，引入UPLC® 或结合亚

2 �m颗粒的低扩散系统后，其等度分离效果已经得到了进一步的改善，

能够实现更高的分离度、分析通量以及分析的灵敏度3。但是，就像所

有SEC方法一样，我们还可通过调整该方法所涉及的多个参数来改善分

离效果和提高方法稳定性。以下应用，我们将研究其中几个参数对SEC

分离的影响，包括流动相组成、流速以及色谱柱长度。该应用中对分

离效果的评估基于色谱柱校准、分离度以及聚集体定量等多个标准。
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2 抗体的SEC分析方法开发

实验

样品描述 

本实验所用的蛋白质标准品(BioRad，

溶解于去离子水中)含牛甲状腺球蛋白

(5 mg/mL)、牛γ-球蛋白(5 mg/mL)、鸡卵清

蛋白(5 mg/mL)、马肌红蛋白(2.5 mg/mL)以

及维生素B12(0.5 mg/mL)。所分析的小鼠

单克隆抗体经蛋白A亲和层析法纯化，样

品浓度为10 mg/mL，溶于0.1 M碳酸氢钠

和0.5 M氯化钠溶液中，pH = 8.3。实验中

未进行样品的实验间条件控制。

方法条件

LC条件：

系统：  配备TUV和钛合金流通池

  的ACQUITY UPLC H-Class Bio
  系统

波长：  214和280 nm

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH200 SEC 
  1.7 µm, 4.6 x 150 mm, 
  部件号186005225

柱温：  30 ˚C

样品温度： 4 ˚C

进样体积： 2 µL(除非另有说明)

流速：  0.4 mL/min(除非另有说明)

流动相： 采用Auto•Blend Plus技术制备

最终组成： 25 mM磷酸钠, 
  pH 6.8, 
  200 mM氯化钠

  (除非另有说明)

数据管理

软件：  Empower 2

 

结果与讨论 

进行SEC方法开发时需对多个因素进行评估。理想情况下，SEC分离基

于溶液中蛋白质的尺寸大小。鉴于此，我们对水相条件下原始状态的

生物分子进行了体积排阻色谱分析。然而，混合模式的相互作用会对

蛋白质尺寸的测定产生影响4。具体而言，填充材料上带电荷的位点会

与蛋白质相互作用，从而发生“离子交换”效应。为了确认这些效应对

测定的影响程度，我们需要对流动相条件进行评估。但是另一方面，

色谱分离的条件又会改变蛋白质的结构和状态。盐的浓度、组成以及

pH都会影响蛋白质的三维结构以及蛋白质间的相互作用。因此，在评

估SEC方法时还需要结合生物分子的生物活性信息。

在下面的讨论中，我们将概述SEC方法开发的思路和参数。虽然我们

以UP-SEC为例阐述SEC方法开发步骤，同样的原则也适用于所有HP-SEC分

离的方法开发。我们将基于峰形、分离度、校准准确度以及定量结果

对方法进行评估。利用四元洗脱液管理系统，并结合能充分利用该四

元洗脱液混合系统优势的软件，可轻松完成对流动相离子强度和pH的

优化5。这一方法将贯穿于我们的整个研究。

流动相离子强度

为了最大限度降低填料与蛋白质之间的次级相互作用，必须调整流动

相的离子强度。我们分析了溶于50-250 mM氯化钠的一组蛋白标准品，

以确定流动相浓度对校准曲线的影响。选择氯化钠是因为它是SEC分离

中最常用的盐。缓冲液浓度(磷酸钠)和pH分别保持25 mM和6.8。在所

有的测试浓度下，每种蛋白质的保留时间差异均小于0.07 min，其中

卵清蛋白的保留时间变化最大(图1)。这些结果表明校准曲线对盐浓

度不敏感。
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图1.氯化钠对SEC校准曲线的影响。
注：由于蛋白质在溶液中的形状不同，校准点并非呈一条直线。

 

除了蛋白质标准品外，我们还评估了溶于50-250 mM氯化钠中的小鼠单克隆抗体(mAb)

的SEC分离情况(图2)。正如通常会在凝胶过滤填料上观察到的一样2，较大的离子强度

可减少mAb单体的峰拖尾现象并使峰形更窄。当氯化钠浓度从50升至200 mM时，mAb的

峰高从0.189升至0.289。USP拖尾因子也从1.64降至1.22。而当流动相离子强度从200升

至250 mM氯化钠时，上述变化不再明显(USP拖尾因子 = 1.20)。
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图2. 氯化钠对小鼠mAb的SEC分离的影响。
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我们还分析了缓冲液离子强度对观察到的聚集体量的影响。在上述实验中，当氯化钠浓度从50

升至200 mM时，我们得到了更高的聚集体回收率(如插图所示)。聚集体的峰面积百分比从1.18%

增加至5.27%。但是，当氯化钠浓度超过200 mM时，聚集体量的变化不再显著。这说明高于该浓

度时基本没有发生次级相互作用。

正如已经在制备SEC填料上所观察到的那样,保留时间的差异以及峰形的改变表明蛋白质与色谱

柱填料间发生了次级相互作用。这些相互作用会延长保留时间并导致不规则的峰形，而通过增

强缓冲液的离子强度即可轻松将这些相互作用降至最小。

流动相pH

考虑到pH对次级相互作用以及蛋白质结构均有影响，我们在进行SEC方法开发时还应对pH及其可

能对生物分子的分离和定量分析造成的影响进行评估。我们使用pH 6.0 - 7.6的蛋白标准品混合物

对BEH200色谱柱进行了评估。这一分析的目的是评估pH对色谱柱校准的影响。pH范围的选择基

于磷酸钠缓冲液的缓冲能力范围。氯化钠的浓度保持200 mM。实验结果表明蛋白质的保留时间

没有出现明显变化。所有保留时间的差异均在0.02min之内(图3)，这说明在测试条件下，pH对校

准没有显著影响。
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图3.流动相pH对SEC校准曲线的影响
注：由于蛋白质在溶液中的形状不同，校准点并非呈一条直线。

为了测试pH对典型生物治疗药物的影响，我们在相同的条件下(pH6.0 - 7.6，200 mM氯化钠)对mAb

进行了分析(图4)。随着pH从6.0升至7.6，mAb单体的峰高降低，且保留时间提前(图4)。但是，

聚集体量在pH 6.0 - 7.6 范围内的变化小于0.4%(5.7 - 5.3%)，这说明流动相pH对测定部分没有影响。
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图4.流动相pH对小鼠mAb的SEC分离的影响。流动相：25 mM磷酸钠，200 mM氯化钠，pH 6.0-7.6。

缓冲液pH会影响次级相互作用。在本实验中，我们发现单体的洗脱曲线发生了改变，而二

聚体的洗脱曲线则没有变化。这说明发生变化的是流体动力学半径而非次级相互作用。

流速

线性速度会影响基于蛋白质尺寸分离的分离度。尽管采用低流速时运行时间会更长，但这

样可提高分离度，从而获得更可靠的聚集体定量结果。

此外，本应用采用了亚2 �m颗粒填料，因此我们可以使用更短的色谱柱，从而使得UPLC-SEC

的通量仍高于传统的HP-SEC3。

为了测试方法的可靠性和稳定性，我们分析了流速对mAb的SEC分离的影响，分别在0.2和

0.4 mL/min的流速下对mAb进行三次重复进样分析(图5)。对分离结果进行的分析表明，聚集

体的定量并未随流速发生显著改变。但是，流速降低却使单体/二聚体的分离度提高了15%。

较低的流速可提高分离度，而较高的流速则能够提高通量和缩短分析时间。

抗体的SEC分析方法开发
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图5.流速对小鼠mAb的SEC分离的影响。

色谱柱长度

通过增加色谱柱长度也可改善SEC分离度。SEC分离基于物质通过色谱柱填料孔隙的进出扩散。

较大的蛋白质无法进入孔隙，因此会更早洗脱出来。蛋白质越小，其在孔隙中的驻留时间

越长，保留时间也就越长。根据上述原理，色谱柱越长，分离度越高。

为了展示这些影响，我们在4.6 x 150 mm以及4.6 x 300 mm的色谱柱上运行了一组蛋白标准品。

校准曲线的对比结果显示，与150 mm色谱柱相比，300 mm色谱柱的校准曲线斜率更加平缓，

说明增加色谱柱长度可增强其分离能力(图6)。
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图6. 色谱柱长度对SEC校准曲线的影响。
注：由于蛋白质在溶液中的形状不同，校准点并非呈一条直线。
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另外，我们还在4.6 x 150 mm以及4.6 x 300 mm色谱柱上使用小鼠mAb测试了色谱柱长度对SEC分离

的影响。在相同的条件下，单体/二聚体在较长的色谱柱上能够实现更高的分离度(2.07 - 2.80)

(图7)，且聚集体量相当。分离度的改善还明显地体现在单体的峰拖尾上，300 mm色谱柱分离所

得的峰拖尾上部分分离出了一个低分子量的小峰，而150 mm色谱柱分离所得的峰拖尾上则没有

出现该峰。然而，伴随分离度改善的是保留时间的延长(从3.0 min延长至6.0 min)。
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图7. 色谱柱长度对小鼠mAb的SEC分离的影响。

这些结果表明改变色谱柱长度是进行方法开发的一个有效途径。根据方法的不同需求，可以通

过选择色谱柱长度达到更高的分离度或实现更高的通量。例如，在生产环境下，增加色谱柱长

度可达到更高的分离度。而在研发过程中，较短的色谱柱则能够缩短分析时间并提高分析通量。

抗体的SEC分析方法开发



 

结论

体积排阻色谱一直以来都是分析单克隆抗体及其聚集体

的标准技术。但是，任何SEC方法都必须进行充分评估以

开发出最佳方法。

与耗时的HP-SEC相比，使用UP-SEC能够在更短的时间内更

加高效和可靠地预测方法优化结果。此外，Auto•Blend Plus

技术的使用也让我们能够更加轻松地系统性研究流动相对

蛋白质结构以及次级相互作用的影响。

如前所述，要优化方法，我们必须对多个条件进行评估，

包括流动相(pH和离子强度)、流速以及色谱柱长度。此外，

虽然文中没有详细介绍，进样体积、载样量以及温度也是

影响SEC分离的因素。因此，我们推荐在进行方法开发时，

应评估涉及下列影响因子的实验组：

1.  离子强度

2.   pH

3.  色谱柱长度

4.  流速

5.  其它变量(载样量、进样体积、温度等)

这些实验还应结合蛋白质的生物活性信息。如果已知的影

响蛋白生物活性的因素有限，我们推荐使用PBS作为初始

流动相。
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