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简介

在表征和监测治疗性蛋白质的质量属性时，电荷变异体分析非常关

键。脱酰胺化、N端焦谷氨酸基团修饰、异构化、唾液酸化聚糖和C端

赖氨酸裁剪等蛋白质修饰作用都会导致电荷变异体的形成1。在某些情

况下，这些变化会影响治疗性蛋白质的键合、生物活性、患者安全性

和保质期。

生物制药行业通过离子交换色谱（IEX）和等电聚焦（IEF）凝胶电泳等

方法来对电荷变异体进行表征。离子交换色谱法使用方便、适用性广

并且分离度高，因此对于生物治疗性药物开发特别有用。

如果要对生物制药开发过程中治疗性蛋白质的电荷异质性进行深入表

征，就需要稳定高效的IEX方法。在开发方法时，通常会对所有可能涉

及到的实验参数进行全面评估，例如缓冲液/离子强度、缓冲液pH值、

盐梯度、流速和柱温等。然而，想要系统性地评估各个实验参数对分

离性能的影响，往往需要进行冗长的迭代过程，这涉及到各种不同成

分缓冲液的制备和测试。

缓冲液制备的差异可能会导致结果不一致，进而延长方法开发时间。

Waters® Auto•Blend Plus技术利用ACQUITY UPLC H-Class系统的四元溶剂管

理技术，使用纯溶剂和高浓度修饰剂储备液来解决这些问题。利用

Auto•Blend Plus技术计算每种储备液的混合百分比获得所需pH值，从而减

少错误、降低耗材用量并缩短开发时间。

UNIFI生物制药平台解决方案因集成了上述特性，非常适用于稳定的方

法开发，并轻松实现自动化，从而提高工作效率。本应用纪要旨在展

示Auto•Blend Plus技术在使用离子交换（IEX）方法进行电荷变异体分离方

法优化过程中的高效率和稳定性。本应用纪要使用嵌合单克隆抗体英

夫利昔单抗作为治疗性蛋白质应用示例。

应用优势

 ■ 通过自动化分析技术提高工作效率

 ■ 稳健的方法开发为生物治疗性药物电荷

变异体的确证和定量带来一致且重现性

良好的结果

 ■ 无需制备额外缓冲液，简化方法开发过

程并提高方法重现性 
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实验

样品描述

按照制造商说明对Waters Protein-Pak Hi Res强

阳离子交换色谱柱（4.6×100 mm，7 µm，

部件号186004930）进行平衡。MES一水合

物（部件号AC327761000）、MES钠盐（部

件号AC397351000）和氯化钠（部件号

S640-500）均购自Fisher Scientific公司。本研

究中评估的嵌合单克隆抗体在所有实验中

均按收到的原样使用，浓度为20 µg/µL。

液相色谱条件

LC系统： 配备Auto•Blend Plus的

 ACQUITY UPLC H-Class系统

检测器： ACQUITY UPLC TUV

吸收波长： 280 nm

样品瓶： 总回收样品瓶：

 12×32 mm玻璃，螺口，

 带盖，无切口

色谱柱： Protein-Pak Hi Res SP，

 4.6×100 mm，7 µm

柱温： 25 ℃

样品温度： 4 ℃

进样体积： 3 µL

流速： 0.5 mL/min

流动相A： 100 mM MES

 一水合物

流动相B： 100 mM MES

 钠盐

流动相C： 1000 mM NaCl

流动相D： 18 MΩ H2O

缓冲条件： 20 mM MES，pH 6.8

梯度： NaCl在25分钟内从 

 25 mM升至65 mM

 （见图2）

数据采集和处理信息学软件

UNIFI科学信息系统，1.6版

结果与讨论

Auto•Blend Plus技术

离子交换色谱（IEX）技术的方法开发常会包含耗时的试验和错误的方

法。在迭代过程中，通常需要制备多种具有特定pH值和离子强度的缓

冲液，然后对每种缓冲液系统进行测试，直至达到足够的分离效果。

Auto•Blend Plus技术是ACQUITY UPLC H-Class系统标配的集成软件。它的设计

目的是避免方法开发中的反复猜测，并提高电荷变异体分析的工作效

率。Auto•Blend Plus有助于分析人员对四元溶剂管理系统进行配置，可将

纯溶液和浓缩储备液进行混合以获得所需梯度（图1）。最终用户可以

得到一个易于使用的梯度表界面，通过这个界面直接用pH值和离子强

度来表示梯度。软件会利用所选缓冲液系统的已知pKa值或经验校准表

（图2），来自动计算特定pH值需要的酸碱对百分比。
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Auto•Blend Plus技术可以运用一组纯组分进行多个缓冲液组成的测试，并轻松实现自动化，从而

提高工作效率。

图1. Auto•Blend Plus技术利用ACQUITY UPLC H-Class系统的四元
溶剂管理器混合储液瓶中的各种纯缓冲液，稳定分离治
疗性蛋白质中的电荷变异体。在本研究中，该技术用于
分离嵌合单克隆抗体中的C端赖氨酸截断变异体。

图2. 典型的Auto•Blend Plus技术储液瓶配置图示，附有用于分离嵌合单克隆抗体的梯度表。

稳定的方法开发

稳定性是用以衡量分离方法在系统发生微小变化时保持结果可重复性的能力。对于离子交换色

谱而言，这些参数包括pH值、蛋白质载荷量和重现性。而对于制药公司而言，稳定的方法可以

缩短在方法验证上花费的时间，从而提高工作效率。本文对这些参数进行了研究，以评估使用

Auto•Blend Plus技术进行方法开发的稳定性。

储液瓶： 梯度表：
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Auto•Blend Plus验证和鉴定方案

在不同仪器、分析人员和实验室之间进行方法转换时，Auto•Blend Plus技术可以实现简便的系统

验证和鉴定。

三个不同的MES缓冲液体系按照如下策略进行了制备和检测。从表1可以很容易地看出，每个缓

冲液体系的实验pH值均与所需的检测pH值具有良好的一致性。这三个缓冲液体系因具有良好的

精度而得出图3所示的可重现色谱图。Auto•Blend Plus技术可以根据鉴定方案轻松地进行调整，最

大限度地缩短耗费在系统验证上的时间。

溶液装入

 ■ A：100 mL 1.0 M MES一水合物与900 mL HPLC级水混合

 ■ B：100 mL 1.0 M MES钠盐与900 mL HPLC级水混合

 ■ C和D：HPLC级水

交叉校准pH计
 ■ 低pH参比：混合1.8 mL A、0.2 mL B、8 mL C
 ■ 中pH参比：混合1 mL A、1 mL B、8 mL C
 ■ 高pH参比：混合0.2 mL A、1.8 mL B、8 mL C
 ■ 记录pH值

溶液测试

 ■ 低：低pH参比下0.5 mL/min（pH 5.13）；盐浓度：0
 ■ 中：中pH参比下0.5 mL/min（pH 6.12）；盐浓度：0
 ■ 高：高pH参比下0.5 mL/min（pH 7.10）；盐浓度：0

样品收集

 ■ 运行至废液10分钟

 ■ 用样品瓶收集洗脱液20分钟

 ■ 3种测试方案重复上述步骤

pH测量

 ■ 确证pH计校准情况

 ■ 测量并记录每种测试溶液的pH值

测得pH值
缓冲液混
合物1

缓冲液混
合物2

缓冲液混
合物3

平均值 标准差 RSD%

5.13 5.10 5.02 5.10 5.07 0.05 0.91

6.12 6.19 6.05 6.19 6.14 0.08 1.32

7.10 7.23 7.06 7.23 7.17 0.10 1.37

图3. 利用Auto•Blend Plus技术对两周时间内制
备的3种不同MES缓冲液进行C端赖氨酸截断
变异体分离。

缓冲液

混合物1

缓冲液

混合物2

缓冲液

混合物3

表1. 3种MES缓冲制备液的pH值实验结果。
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随着样品浓度提高，分离性能保持不变

对于IEX色谱柱而言，进样蛋白质的量会影响保留时间和柱效。

进样体积范围1-10 µL，以1 µL为间隔，逐次进样嵌合单克隆抗体储液，来测试蛋白质载荷量对柱

效的影响。总的峰面积按每次进样采集到5-30 min的积分峰面积计算。当蛋白质载荷量在20-180 µg

之间增加9倍后，保留时间依然表现出良好的重现性，如图4所示。ACQUITY UPLC H-Class系统配合

Auto•Blend Plus技术可以实现高度可靠并且准确的生物治疗药物电荷变异体定量和表征。

在重复分析中获得高度可重现的分离结果

自动化分析技术可以最大限度地减少方法开发中的错误，同时提高产能。

通过40次进样模拟为期三天的无人值守分析操作，对Auto•Blend Plus技术进行评估。第1、20和40

次进样的色谱图如图所示。60分钟的分离过程如图2所示，包含30分钟的分离梯度和30分钟的

清洗和重新平衡时间。5个峰面积（包括3个主要C端赖氨酸截断变异体）的积分间隔以每个色

谱图中的垂直线表示。表2中列出了每个峰面积的计算面积和总面积。

由此可见，Auto•Blend Plus技术提供了符合美国FDA指导原则2 的可重现结果，单个峰的协方差低

于12%，总峰面积协方差低于9%。Auto•Blend Plus技术可以实现自动化，并且具有良好重现性，

因而为开发稳定的生物治疗药物电荷变异体表征方法提供了可靠的途径。

图4. 蛋白质浓度增加时的嵌合单克隆抗体分离色谱图叠加图。将积分总峰面积作为精度测量标准，如图中积分面积与
载荷量所示。
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图5. 3天内3组不同时间间隔的嵌合单克隆抗体电荷变异
体分离色谱图。积分间隔表示表2中计算的5个峰面积。

第1天
（第1次进样）

第2天
（第20次进样）

第3天
（第40次进样）

进样编号 峰1面积 峰2面积 峰3面积 峰4面积 峰5面积 合计

1 252260.0 788195.0 504001.0 296130.0 1052614.0 2893200.0

20 203498.0 660040.0 427519.0 237894.0 940898.0 2469849.0

40 214836.0 686459.0 437254.0 255744.0 974813.0 2569106.0

平均值 223531.3 711564.7 456258.0 263256.0 989441.7 2644051.7

SD 25517.4 67665.7 41632.2 29835.9 57276.6 221402.7

RSD% 11.42 9.51 9.12 11.33 5.79 8.37

表2. 积分峰面积结果。
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结论

分析生物制药开发过程中的电荷异质性需要稳定的方法，

这种方法不仅要能实现自动化，易于操作，还要能快速吻

合生物制药行业的快节奏需求。

Auto•Blend Plus技术与ACQUITY UPLC H-Class系统的结合体现了

一种以UV为基础的UNIFI生物制药平台解决方案，通过使用

一组纯组分实现多种缓冲配比检测，从而简化了方法开发

的过程。具备上述特性的Auto•Blend Plus再结合流程自动化

功能，成为开发稳定方法和提高工作效率的强大工具。
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