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使用体积排阻和反相UPLC分析PEG修饰的蛋白
Stephan Koza和Kenneth J. Fountain
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德市)

简介

1990年，首款PEG修饰生物治疗药物 — 培加酶问世，它是源自牛科动

物的腺苷脱氨酶与分子量(MW)为5 KDa的聚乙二醇(PEG)的生物偶联物。

培加酶可用于治疗患有重症联合免疫缺陷病(SCID)的患者。2012年，

共有10种PEG修饰生物偶联药物经批准可在市场上销售，而其它的此类

药物尚处于临床研究阶段1。PEG修饰的最大优势之一是能够改善生物

治疗药物的药代动力学特性及稳定性。但是，有趣的是，有报道称大

约25%的正常健康人群都有带有针对PEG的抗体效价，而导致该结果的

原因可能是此类化合物在个人护理产品中的普遍使用。在PEG偶联物的

临床应用中也发现有抗PEG抗体的形成2, 3。由于PEG修饰生物偶联物的

疗效和潜在安全性问题都取决于它们的PEG修饰程度，因此这就成为了

我们必须重点监测的关键质量属性。

分离PEG修饰蛋白可使用离子交换色谱(IEC)、体积排阻色谱(SEC)以及

反相色谱(RPC)等多种方法4。在本应用中，我们采用SEC(SE-UPLC)和RPC

(RP-UPLC)这两种UPLC配置评估了50 KDa分子量的蛋白、40 KDa的活化PEG 

(aPEG)以及偶联物这三种物质的分离，因为这两种方法均易于建立，

且能够完全兼容蒸发光散射检测器(ELSD)。根据此前将SEC用于该类分

析的报道5，该应用类型的SEC模式分离最终能否成功，应取决于三种

组分的流体动力学粘度半径以及它们的多分散性。在本应用中，RPC分

离是否能成功取决于三种组分的疏水性差异。
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应用优势

■

■

■

本应用纪要展示了两种UPLC®方法 — 
SE-UPLC和RP-UPLC，用于分析蛋白PEG修饰

过程中的PEG-蛋白偶联物、非PEG化蛋白

以及游离活化PEG水平。

SE-UPLC能够快速获得PEG修饰蛋白与未

修饰蛋白的高度分离。根据分析物流

体动力学粘度半径的理论计算结果可

预测SE-UPLC应用于该分析的可行性。

在本应用中RP-UPLC根据疏水性差异分

离PEG-蛋白偶联物、非PEG修饰蛋白以

及游离aPEG。
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实验

样品描述

所有样品均由合作者提供，文中所述的浓度为标称值。

方法条件 

(除非另有说明):

LC条件

LC系统： 配备30 cm柱温箱的

  ACQUITY UPLC H-Class Bio系统

检测条件： 配备5 mm钛合金流通池的

  ACQUITY UPLC TUV 

检测器设置： 280 nm，1 Hz采样速率

  ACQUITY® ELSD检测器

设置：  增益 = 500，

  数据采集速率 = 20 pps，

  时间常数 = 快速，

  气体压力 = 40.0 psi，

  10%能量水平级加热喷雾器，

  漂移管温度50 ˚C

色谱柱： 沃特世ACQUITY UPLC

  PrST SEC色谱柱, 

  450Å, 2.5 µm, 

  4.6 x 150 mm

  (部件号：176002996)

  

  沃特世ACQUITY UPLC

  PrST SEC色谱柱, 

  200Å, 1.7 µm, 

  4.6 x 150 mm

  (部件号： 186005225)

  

  沃特世ACQUITY UPLC PrST C4

  色谱柱, 300Å, 1.7 µm, 

  2.1 x 50 mm

  (部件号： 186004495)

 

 

 

 

 

柱温：  SEC = 40 ˚C；RPC = 80 ˚C

样品温度： 10 ˚C

进样体积： SEC = 10 µL；

  C4 = 5 µL(除非另有说明)

流速：  SEC = 0.4 mL/min，

  C4 = 0.5 mL/min

流动相： SEC = 200 mM甲酸铵，

  5% ACN；

  C4 = 水 (A)/ACN(B)，

  0.1% (v/v) TFA

梯度：  SEC = 等度 

  C4 = 梯度

样品瓶： 去活化透明玻璃

  12 x 32 mm螺纹颈口

  总回收样品瓶，

  配有盖子和预切割

  PTFE/硅橡胶隔垫，1 mL

  (部件号：186000385DV)

数据管理

色谱软件： 沃特世Empower® Pro

  (v2，FR 5)
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时间 %A %B 

初始 95 5 

1 95 5 

16 5 95 

17 5 95 

20 95 5 

25 95 5 

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176002996
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005225
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186004495
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186000385DV
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结果与讨论

SE-UPLC 

在本次评估中，我们将BEH200(200Å孔径)和BEH450(450Å孔径)SE-UPLC色谱柱(长150 mm)串联使用，通过色谱柱的组合来

扩大可检测的分子量范围6。实验所使用的专利样品由合作者提供，它由50 KDa分子量的蛋白、40 KDa的aPEG以及PEG-蛋白

偶联物组成。这些分析使用了由200 mM甲酸铵和5%(v/v)乙腈组成的挥发性流动相。该缓冲液组成能使活化PEG和偶联物

关键对达到最佳分离效果，而且该挥发性缓冲液还可用于蒸发光散射检测器(ELSD)，与紫外吸收检测器相比，这种检测

器对aPEG组分的灵敏度更高。本研究中所用的40 KDa aPEG的紫外吸收范围较宽但吸收能力较弱，其最大吸收波长大约为

300 nm，因此，在本研究中，280 nm处的紫外吸收能够为所评估的高aPEG样品负载提供足够的灵敏度。偶联物、50 KDa

蛋白以及40 KDa活化PEG的全景色谱图见图1。此外，图2展示了aPEG和偶联物的叠加谱图。从这三个样品的谱图可以看出，

SEC方法能够有效分离偶联与非偶联蛋白，但是，当偶联物占主导时，偶联物与aPEG的分离明显不能达到低含量aPEG的定

量要求。
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图1. 50 KDaPEG修饰蛋白(黑色)、50 KDa蛋白(蓝色)以及
活化40 KDa PEG(绿色)的SE-UPLC UV迹线(280 nm)。

图2. 50 KDaPEG修饰蛋白(棕色)以及活化PEG(蓝色)的叠加
SE-UPLC UV迹线(280 nm)。
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这些结果表明，在某些情况下PEG修饰蛋白和游离aPEG形式可能无法实现足以用于定量的SEC分离。

该结果可由包括aPEG的多分散性在内的多个因素造成，aPEG的这一性质会展宽aPEG及PEG-蛋白偶联

物的洗脱曲线。此外，键合PEG与蛋白表面之间相互作用的本质也会大大限制基于物质大小进行

的分离的适用性。归根结底，决定SEC分离成功与否的关键因素是aPEG、蛋白以及偶联物的流体

动力学粘度半径(Rh)分布。我们可以利用Fee和Van Alstine的研究中提出的经验公式来估计Rh的近

似值7, 8。根据这些经验公式，分子量一定时，PEG的Rh比蛋白的Rh大得多。一般来说，要使用SEC

分离组分，两种组分的Rh值的比值应接近1.26或更大，或者反过来，其倒数应接近0.79或更小8。

对于球蛋白，这就意味着其分子量需要增加2倍(Rh ∝ MW1/3)。显然，根据这些理论关系，要想

开发出能够基于物质大小从混合物中分离非PEG修饰蛋白、aPEG以及偶联物的分离方法是极具挑

战性的。表1展示了三种组分分子量不同组合的Rh预测值。根据这些涵盖各种蛋白及PEG分子量的

预测值，我们可预测其中只有三种组合能够通过SEC分离所有三种组分。在本实验中，蛋白与aPEG

以及蛋白与偶联物之间实现了充分的分离，证实了对本研究中所用的50 KDa蛋白和40 KDa aPEG进

行的预测。但是，偶联物与aPEG之间的Rh比值远低于1.26 (1.07)，这与我们在实验中所观察到的

这两种物质之间分离不充分的现象相吻合。

蛋白分子量(Da) PEG分子量(Da) Rh,PEG/ Rh,pro Rh,pro+PEG / Rh,pro Rh,pro+PEG / Rh,PEG

25000 5000 0.93 1.42 1.53
50000 5000 0.74 1.32 1.78

100000 5000 0.59 1.24 2.11
150000 5000 0.51 1.20 2.35
25000 10000 1.37 1.71 1.25
50000 10000 1.09 1.52 1.40

100000 10000 0.86 1.38 1.60
150000 10000 0.75 1.32 1.75
25000 20000 2.02 2.22 1.10
50000 20000 1.61 1.89 1.18

100000 20000 1.27 1.64 1.29
150000 20000 1.11 1.54 1.38
25000 40000 2.98 3.08 1.03
50000 40000 2.37 2.52 1.07

100000 40000 1.88 2.10 1.12
150000 40000 1.64 1.91 1.17

表1. 不同PEG(Rh, PEG)、蛋白(Rh, pro)以及它们的共轭形态(Rh, pro+PEG)的流体动力学粘度半径预测比值。大于等于1.26或小于

等于0.79的比值(绿色)表明这些物质间能够实现充分的分离用于分析。介于0.79和1.26之间的Rh值(蓝色)则表明两种

化合物之间可能无法实现可用于分析的充分分离。预计可实现三种组分完全分离的组合所对应的蛋白和aPEG分子量值

用绿色突出显示。
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应该注意的是，表1中Rh比值的预测值均为近似值，Rh比值越接近1.0，成功分离不同物质的可能性越小。但是，Rh比值

接近临界值的物质也可能成功实现SEC分离，这类分析还需要进一步的实验研究。同样值得一提的是，如果只需要分

离出三种组分中的两种(例如定量分析非PEG修饰蛋白和PEG修饰蛋白的应用)，可使用该方法对除了5 KDa分子量PEG修饰

程度最低的最大蛋白之外的其余物质进行SEC分离的预测(表1中的Rh,pro+PEG / Rh,pro列)。

RP-UPLC 

由于了解到PEG修饰可能对蛋白疏水性产生极大影响，我们将使用C4键合固定相的RP-UPLC作为SEC的替代技术，评估了

该技术对非PEG修饰蛋白、aPEG以及共轭混合物的分离效果。在本分析中，我们在紫外检测器后串联了一个ELSD，以辅

助表征所观察到的峰，以及为未反应的PEG提供更高的灵敏度。为了最大限度提高样品回收率以及峰形质量，本次分离

选择了90 ˚C的柱温。三种组分的叠加色谱图如图3所示。由图可知，本实验条件获得的选择性和峰宽实现了三种分析

物之间的出色分离。图4展示了共轭样品的ELSD和TUV(A280)迹线叠加谱图。在ELSD迹线(黑色)中，我们可以观察到一个

低水平的aPEG峰(标称5%)以及一个低水平的未修饰蛋白峰(标称3.4%)。ELSD测得的值为相对值，因为它的响应为非线

性的，并且受分析物及流动相组成性质的影响。因此，根据测得的A280峰面积，未修饰蛋白的水平明显更高(13.1%)。

但是，样品中的游离aPEG含量水平低于紫外吸收的检测限。因此，为了能够通过单次分析有效地监测全部三种组分的

水平，有必要串联使用两种检测器。
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图3. 50 KDaPEG修饰蛋白(黑色)、50 KDa蛋白(绿色)以及
活化40KDa PEG(棕色)的C4 RP-UPLC ELSD迹线叠加谱图。

 

图4. 使用RP-UPLC BEH300 C4色谱柱分离50 KDaPEG修饰蛋白
得到的ELSD(黑色)和280 nm紫外吸收(蓝色)归一化叠加
谱图。
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结论

在非PEG修饰蛋白、aPEG以及偶联物的Rh值有明显差异的

情况下，SE-UPLC能够快速分析蛋白PEG修饰反应的产物以

及未反应的组分。根据蛋白和PEG分子量组合的预测Rh值

可知，在许多情况下SE-UPLC都无法提供分析三种组分所

必须达到的分离程度。本应用的结果证实了这一结论 — 

该模型准确地预测出40 KDa PEG和50 KDa PEG修饰蛋白的Rh值

差异不够显著，因而无法通过SE-UPLC进行分离。但是，

在许多情况下，SE-UPLC仍可用于分离样品中经过修饰以

及未修饰的组分，尤其是使用大分子量PEG(20和40 KDa)

修饰的样品。

通过比较，我们发现对于本文所述的这一具体应用，可

以基于三种组分的疏水性差异，使用300Å BEH色谱柱在

高温条件下(90 ˚C)实现充分的分离。此外，还可通过串

联使用紫外检测器和ELSD检测器对三种组分进行定量。
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