
1

解决方案

ACQUITY® UPLC® H-Class Bio 系统

ACQUITY UPLC 可变波长紫外(TUV)检测器  
BioResolve™ RP色谱柱 

Empower® 3软件  

关键词

抗体亚基，生物治疗药物，RPLC分离，

BioResolve RP

■

■

使用BioResolve RP色谱柱对抗体亚基进行高通量分析 

Ximo Zhang、Robert Birdsall和Ying Qing Yu 
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德市)

[ 应用纪要 ]

应用优势 背景

相较于传统药物，治疗性单克隆抗体(mAb)不仅能有效治疗疾病，还能最大限

度减少不良副作用，因此近30年来，其临床应用呈指数级增长1。然而，由于

生产工艺的原因，mAb产品往往含有各种翻译后修饰产生的杂质和产品/工艺

相关杂质，这可能会影响产品安全性和疗效2。因此，全面表征对于药物研发

和质量控制而言至关重要。为了表征和监测mAb的关键质量属性(CQA)，反相

液相色谱(RPLC)被广泛用于不同分子水平的工艺研发和稳定性研究，如完整

抗体分析、自中而下/亚基分析和肽图分析等3。使用基于传统全多孔RPLC填
料的方法分析mAb亚基或完整mAb时，通常需要牺牲通量才能获得所需的分

离性能，其中一部分原因是由于固定相性质(如形态、孔径和表面化学性质)与
分析物的理化性质(如大小)的匹配情况不理想。因此，人们希望可以使用专为

此类应用开发的色谱柱技术，增加通量和缩短开发新型治疗性mAb所需的时

间。

Waters® BioResolve RP 色谱柱采用了特殊的颗粒技术，专为改善生物大分子

分离而设计4,5。与填充全多孔颗粒的反相色谱柱不同，BioResolve RP色谱柱

填充了具有精确多孔涂层(即SCP)的硅基实心核颗粒，可在高流速下实现高效

分离，还能快速完成色谱柱平衡，能够有效提高各种环境下生物大分子(如
mAb)分析的通量。

在本应用纪要中，我们开发了一种高效、稳定的mAb亚基分析方法，用以说

明如何利用BioResolve RP色谱柱来提高分析效率。

运用实心核颗粒技术改善分离生物大分子的

性能

加快治疗性蛋白质表征分析和方法开发的速

度

http://www.waters.com/waters/zh_CN/UPLC-UHPLC-system-with-quarternary-solvent-management-for-method-development/nav.htm?cid=10138533&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/ACQUITY-UPLC-Tunable-UV-Detector/nav.htm?cid=514228&locale=zh_CN
http://wvmc.waters.com/bioresolve-2018/?alias=bioresolve
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Empower-3-Chromatography-Data-Software/nav.htm?cid=513188&locale=zh_CN
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化学品和试剂

LC条件

开发的方法

系统：  ACQUITY UPLC H-Class Bio

检测器：  

色谱柱：  
 

 
 

 2: 全多孔C4色谱柱, 300 Å,  
1.7 µm, 2.1 × 50 mm

 3: 聚合物色谱柱, 1500 Å, 
4 µm, 2.1 × 50 mm

柱温：  80 °C

样品瓶：  12 × 32 mm 玻璃  
全回收样品瓶  
(部件号600000750cv)

流动相：  水和乙腈

MP添加剂： 0.1% TFA

载样量：  1 µg 

进样体积：  4 µL

15 min分析方法的梯度表：

10 min分析方法的梯度表：

3 min分析方法的梯度表：

 时间 流速   
 (min) (min) %A %B 
 初始

时间 流速

初始

时间 流速

初始

 0.300 75.0 25.0 
 10.00 0.300 55.0 45.0 
 11.00 0.300 20.0 80.0 
 11.50 0.300 20.0 80.0 
 11.51 0.300 75.0 25.0 
 15.00 0.300 75.0 25.0

  
 (min) (min) %A %B 
  0.300 75.0 25.0 
 5.00 0.300 55.0 45.0 
 6.00 0.300 20.0 80.0 
 6.50 0.300 20.0 80.0 
 6.51 0.300 75.0 25.0 
 10.00 0.300 75.0 25.0

  
 (min) (min) %A %B 
  0.500 75.0 25.0 
 1.00 0.500 55.0 45.0 
 1.20 0.500 20.0 80.0 
 1.50 0.500 20.0 80.0 
 1.51 0.500 75.0 25.0 
 3.00 0.500 75.0 25.0

沃特世mAb亚基标准品(部件号186008927，含25 µg经过还原的IdeS酶解NIST mAb(参比物质8671))溶于100 µL水中制成浓度为

0.25 µg/µL的溶液。HPLC级水、乙腈和TFA购自Fisher Scientific，开封即用，无需其它处理。

实验

1: BioResolve RP色谱柱, 450 Å, 
2.7 µm(*平均孔径以压汞法测

定)，2.1 × 50 mm(部件号：

176004156，包含色谱柱和参比

标准品)

ACQUITY TUV 
5 mm流通池，λ = 280 nm 
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http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008927
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=600000750CV
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BioResolve RP色谱柱填充有大孔径实心核颗粒，动力学性质得以改善，可以在运行时间短且/或流速较高的严苛分析条件下成

功分离蛋白质等生物大分子。为评估这种条件，必须选择合适的样品和色谱分离技术。基于这种考虑，我们选择了NIST mAb
(参比物质8671)作为生物制药领域常见样品的代表。为了进行亚基水平的分析，我们需要对该物质进行限制性水解，这是分析

mAb杂质的一种新兴技术，适合应用于高通量方法。为此，使用IdeS6酶解NIST mAb，然后还原，得到三种主要的亚基

(Fc/2、LC和Fd')用于案例研究。为了比较基准性能，在配备可变波长紫外检测器(TUV)的ACQUITY UPLC H-Class Bio系统

上，采用业内领先的全多孔C4色谱柱运行15 min RPLC平台方法分析样品，并将结果与BioResolve RP色谱柱的结果进行对

比。如图1所示，采用流速为0.3 mL/min的10 min梯度，可以得到传统的蛋白质RPLC分析条件的色谱图。由于流动相中添加了

0.1% TFA，两根色谱柱都能充分分离三种mAb亚基，两幅色谱图中彼此相当的峰宽可以证明这一点。不过，新型多苯键合相

的独特选择性进一步提高了杂质的分离度，由插图可见，BioResolve RP色谱柱以更高的分离度分离出了Fd'的多种可能的氧化

变体。亚基杂质分离度的提高证明了BioResolve RP色谱柱的出色性能，而这种性能提升有助于改善产品相关杂质的定量。

结果与讨论

使用传统方法评估基准性能之后，我们进一步测试了BioResolve RP色谱柱，以期充分利用其动力学优势，实现通量更高的分离。

为了研究运行时间较短时色谱柱的性能，将15 min方法(10 min梯度)缩短为10 min(5 min梯度)和3 min(1 min梯度)，如图2所示。即使

梯度只有1 min(红色)，IdeS酶解NIST mAb得到的三种主要亚基也可以实现基线分离，证明BioResolve色谱柱独特的固定相非常适

合用于生物大分子的高通量分离。

图1. 分别使用BioResolve RP 色谱柱(450 Å, 2.7 µm)和业内领先的全多孔C4色谱柱(300 Å, 1.7 µm)运行10 min梯度平台方法分离沃特世mAb亚基标准品
所得的色谱图。使用BioResolve色谱柱时的分离度更高。梯度条件：乙腈从25%增加到45%(添加0.1% TFA)。流速：0.3 mL/min。柱温：80˚C。载样
量：1 µg。色谱柱尺寸：2.1 × 50 mm。
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为了研究不同色谱柱是否适用于高通量分析，我们优化了BioResolve RP色谱柱、前面提到的C4 色谱柱以及聚合物色谱柱在0.5 mL/min
流速下的1 min梯度(3 min方法)。如图3所示，三种色谱柱均使各亚基实现了基线分离，其中BioResolve RP色谱柱所得的峰宽最窄

且分离度最高。使用BioResolve RP色谱柱进行分离时，三种主要亚基以及与Fd’肽段相关的低丰度峰的强度更高。这表明BioRe-
solve RP色谱柱具有更高的灵敏度，有助于在工艺开发和质量控制分析中更准确地分析痕量杂质。计算结果显示，BioResolve RP色
谱柱的峰容量(Pc = 32)比C4色谱柱(Pc=28)和聚合物色谱柱(Pc = 24)都更高，证明了BioResolve RP色谱柱在动力学方面的优势。

BioResolve RP色谱柱的另一个优势是介电常数小，因此柱压低(流速0.5 mL/min时仅为1800 psi)，这使得该色谱柱能与HPLC和
UPLC仪器兼容，从而提高了方法部署的灵活性。此外，BioResolve RP色谱柱重新平衡所需的时间极短，因此运行时间也比C4色谱

柱(4 min)和聚合物色谱柱(4 min)更短，仅为3 min。这个优势对于注重分析效率的环境下所使用的高通量方法而言尤为重要，因为

即使单次运行时间只缩短1 min (30%)，24小时内也能额外增加100多次进样。

图2.使用BioResolve RP色谱柱，分别以15 
min、10 min和3 min分离方法分离沃特世
mAb亚基标准品得到的色谱图。梯度时间分
别为10 min、5 min和1 min。

图3.分别使用BioResolve RP色谱柱(450 Å, 2.7 µm)、
业内领先的全多孔C4色谱柱(300 A, 1.7 µm)以及
业内领先的聚合物色谱柱(1500 Å, 4 µm)，以1 
min梯度方法对沃特世mAb亚基标准品进行高通
量分离的结果。在优化条件下，BioResolve RP 
色谱柱获得了更高的分离度和峰容量(Pc)。峰容
量的计算方法是将Fc/2与Fd'的保留时间之差除
以Fc/2、LC和Fd'的平均峰宽(w50%)。BioResolve 
RP 色谱柱的梯度条件为：乙腈从29%增加到
46%(添加0.1% TFA)。流速：0.5 mL/min。C4色
谱柱和聚合物色谱柱的梯度条件为：乙腈从28%
增加到45%(添加0.1% TFA)。
流速：0.5 mL/min。载样量：1 µg。
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参考文献实验

本研究证明，使用BioResolve RP色谱柱和ACQUITY UPLC H-Class Bio系统

可轻松开发出高通量的抗体亚基分析方法。以Ides酶解NIST mAb所得的亚基

为测试样品，采用几种不同时长的方法进行分离，BioResolve RP色谱柱获得

了比业内领先的C4色谱柱和聚合物色谱柱更高的分离度。BioResolve RP色谱

柱仅用3 min的总分析时间即可实现高分离度且稳定的分离效果。该色谱柱能

够高效、稳定地分离mAb亚基的优势使其非常适合在药物发现、开发和制造

的各个环节用于mAb产品的表征和监测。

为进一步验证BioResolve RP色谱柱用于开发高通量蛋白质分离方法的可用性，我们研究了它的重现性。为测试1 min梯度方法的重

现性，对mAb亚基标准品三次连续进样的峰面积和保留时间变化进行评估。如图4所示，分析所得的保留时间(RSD < 0.05%)和峰面

积(RSD < 0.8%)重现性极佳，证明BioResolve RP色谱柱即使在分析时间很短的情况下也能一致、高效地分离蛋白质。综上所述，

本研究证明BioResolve RP色谱柱适合用于开发高通量的抗体亚基分析方法。

图4.BioResolve RP色谱柱用于高通量亚基分
析时的重现性测试。BioResolve色谱柱可快
速平衡的优势使其在运行时间仅为3 min的
条件下展现出良好的分离重现性，三次重复
进样的保留时间(RT)和峰面积%RSD可证明
这一点。
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Waters、ACQUITY、UPLC和Empower是沃特世公司的注册商标。BioResolve和The Science of 
What's Possible是沃特世公司的商标。其它所有商标均归各自的拥有者所有。
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