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摘要

胰岛素是一种用于控制血糖稳态的小分子多肽激素。基因工程技术使生物制药公司开发

出了各种长效胰岛素类似物。目前仍未出现用于胰岛素类似物分析的药典方法。本文根

据 EP 方法草案，采用 Agilent AdvanceBio SEC 130Å, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 色谱柱开

发出了一种用于鉴定胰岛素类似物创新药物和生物仿制药的 SEC 方法。采用系统适用性

测试以及由胰岛素创新药物作为标准物质的保留时间 (RT) 和峰面积精度研究证实了该方

法在常规分析中的有效性。本应用简报还介绍了这款色谱柱在定量研究中检测分子量大

于胰岛素的杂质方面的应用。
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软件

Agilent ChemStation B.04.03（或更高 
版本）

体积排阻色谱参数

表 1 展示了使用 Agilent 1260 Infinity 生物

惰性液相系统进行体积排阻分析时的色谱 
参数。

试剂、样品与材料

商品化胰岛素创新药物与生物仿制药购自当

地药店并根据制造商的使用说明进行储存。

乙酸和氨水购自 Sigma-Aldrich。所有化学

品和溶剂均为 HPLC 级，高纯水采用 Milli Q 
水纯化系统（Millipore Elix 10 型，美国）

进行处理。

步骤

进样 10 µL 流动相 A 作为空白，随后对各线

性浓度分别重复进样三次。用每个浓度的峰

面积和保留时间 (RT) 计算标准偏差 (SD) 和
相对标准偏差 (RSD%) 值。以较低线性浓度

样品的进样分析确定检测限 (LOD) 和定量限 
(LOQ)。将各线性浓度下的平均峰面积对胰

岛素浓度作图，得出单体校准曲线。

材料与方法

仪器

采用完全生物兼容、最高耐压达 600 bar 的 
Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相色谱

系统，由以下模块组成：

• Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相

色谱泵 (G5611A)

• Agilent 1260 Infinity 生物惰性高性能自

动进样器 (G5667A)

• Agilent 1200 Infinity 系列柱温箱 
(G1330B)

• 包含生物惰性溶剂加热元件的 Agilent 
1260 Infinity 柱温箱（G1316C， 
选项 19）

• Agilent 1260 Infinity DAD VL  
 （G1315D，配备生物惰性标准 10 mm 
流通池）

• Agilent AdvanceBio SEC, 130Å, 7.8 × 
300 mm, 2.7 µm（部件号 PL1180-5350）

前言

新型胰岛素类似物是人胰岛素产品的一种替

代物。临床试验已经证明，与人胰岛素相比，

这些类似物具有相同或更好的疗效。胰岛素

类似物目前是市面上的长效型人胰岛素。美

国食品药品监督管理局 (USFDA) 在 2000 年 
4 月批准了胰岛素类似物的使用。与小分子

不同，生物治疗药物来自于生物过程。每个

制造商各自都有一套用于生产原料药和药品

的内部开发过程。这些生产方法会使原料药

中产生聚集体和降解产物等杂质。由于对降

糖药需求的不断增加，因此生产不含杂质的

药物以及提供无副作用的安全药物是一项十

分重要却充满挑战的任务。在生物制药行业

中，配备紫外检测器的液相色谱仪是批签发

和表征研究的一种通用工具1。体积排阻色

谱 (SEC) 则是纯度分析的首选方法，可用于

检测药品中的聚集体。本应用简报描述了一

种用于测定胰岛素生物仿制药及其创新药物

参比之间的分子相似性，并进行了系统适用

性与方法精密度分析的 SEC-UV 方法2。这

些测试可确保方法所得到的结果具有合格的

准确度和精密度。所选标准基于关键色谱参

数及其在可接受限值内的变化，方法评价实

验中对该限值进行了定义。胰岛素的线性曲

线在 10.6 - 3400 µg/mL 的范围内具有出色 
的相关系数，表明此方法适用于定量分析。

文中还描述了采用 Agilent AdvanceBio SEC 
色谱柱监测并分离强制应激研究中测得的分

子量大于药品的杂质。

 

参数 条件

流动相 200 mL 无水乙酸、300 mL 乙腈和 400 mL 水，用浓氨水将 pH 调节至 3.0， 
并用水稀释至 1000.0 mL。

TCC 温度 室温

等度运行 流动相 A

进样量 10 µL

流速 0.5 mL/min

紫外检测 276 nm

表 1. SEC HPLC 的色谱参数
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物 AdvanceBio SEC 130 Å, 7.8 × 300 mm, 
2.7 µm 色谱柱上实现了出色分离。55 分钟

的总分析时间表明样品十分均匀，并未发生

聚集。色谱柱中还可观察到防腐剂间-甲酚

的峰，洗脱时间约为 49 分钟 （图 1）。

结果与讨论

分离和检测

采用胰岛素创新药物为参比标样，与胰岛素

生物仿制药进行对比。通过优化 SEC HPLC 
分离条件，完整胰岛素生物仿制药与创新药

线性和范围

校准曲线由浓度范围为 10.6-3400 µg/mL 的 
9 个胰岛素创新药物的标准浓度点构建。

LOQ 和 LOD
将信噪比 (S/N) > 3 时的最低胰岛素浓度定

义为 LOD，而将 S/N > 10 时的浓度定义为 
LOQ。

胰岛素聚集体制备

通过温度处理制备胰岛素聚集体。简言之，

将约 3.4 mg/mL 的药品置于聚丙烯管中并

在 60 °C 下温育 6 小时。将样品冷却至室温

并立即进行分析。

系统适用性

根据各论草案得出以下系统适用性要求:

• 对称因子：胰岛素类似物色谱峰的最大

值为 2.0

• 峰谷比：最小值为 2

• 保留时间小于胰岛素类似物保留时间的

所有杂质总和：不高于色谱峰总面积的 
0.3%，不考虑 RT 大于胰岛素峰的所有峰

图 1. 胰岛素创新药物和生物仿制药在 Agilent AdvanceBio SEC, 130Å, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 色谱柱上得到的 
SEC HPLC 色谱图
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保留时间和峰面积的精密度

图 2 展示了胰岛素创新药物与生物仿制药六

次重复进样的叠加色谱图，表明结果具有绝

佳的分离重现性。表 2 列出了六次重复进样

中胰岛素单体的平均 RT 与峰面积 RSD。胰

岛素单体的 RT 和峰面积 RSD 分别为可接受

限值的 ±3% 和 ±5%，表明该方法具有优异

的重现性和精密度。

系统适用性

表 3 列出了胰岛素类似物此次系统适用性研

究的可接受标准，表 4 则展示了系统适用性

的汇总结果。

胰岛素创新药物与生物仿制药的系统适用性

测试结果表明，使用安捷伦生物惰性液相色

谱仪以及 AdvanceBio SEC 色谱柱的方法符

合胰岛素 QA/QC 分析的严格性能要求。

LOD 和 LOQ
胰岛素创新药物的 LOD 和 LOQ 分别为 
11.3 µg/mL 和 28 µg/mL，表明该方法的

灵敏度极高。表 5 展示了胰岛素创新药物的 
LOD 和 LOQ 测定值。
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图 2. 在 Agilent AdvanceBio SEC, 130Å, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 色谱柱上分离得到的胰岛素创新药物和生物仿

制药的 6 次重复叠加色谱图

表 2. RT 和峰面积精确度 (n = 6)

RT 峰面积

样品 平均值 (min) RSD 平均值 (mAU/min) RSD

胰岛素创新药物 16.450 0.057 5544.91 0.285

胰岛素生物仿制药 16.460 0.044 5459.55 0.662

表 3. 可接受标准

参数 限值

对称因子 胰岛素类似物色谱峰的最大值为 2.0

峰谷比 最小值为 2

保留时间小于胰岛素类似物

保留时间的所有杂质总和

不高于色谱峰总面积的 0.3%

表 4. 系统适用性测试结果汇总

样品

Agilent AdvanceBio SEC, 130Å, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 色谱柱分析结果

通过

（是/否）对称因子 峰谷比

保留时间小于胰岛素类似物保留时间的所有

杂质总和

胰岛素创新药物 1.71  – 0.167 是

胰岛素生物仿制药 1.72  – 0 是

表 5. 胰岛素创新药物的 LOD、LOQ 和 S/N 结果 (n = 3)

浓度 (µg/mL) S/N 平均峰面积

10.6 (LOD) 11.9 12.8

31.8 (LOQ) 34.7 37.4
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线性

使用面积响应与胰岛素浓度从 LOD 到本研

究声明的最高浓度水平 (3.4 mg/mL) 构建了

胰岛素创新药物的线性曲线。图 3 显示了浓

度范围为 10.6 - 3400 µg 的胰岛素线性曲线。

R2 测定值大于 0.99，表明峰面积与胰岛素

浓度之间存在良好的剂量依赖相关性。

聚集/降解分析与定量

生物治疗药物中的杂质分布对药品安全的重

要性日益凸显。尽管聚集体浓度极低，但仍

会对产品质量产生极大影响。AdvanceBio 
SEC 色谱柱设计用于最大限度减少与生物

分子的相互作用，从而实现胰岛素聚集体

的完全基线分离。这些胰岛素聚集体在 
AdvanceBio SEC 色谱柱上的洗脱时间分别

为 11.181 和 13.884 分钟，如图 4 所示。

y = 1.5316x + 8.671
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图 3. 10.6 - 3400 µg/mL 胰岛素标准浓度的线性曲线，显示出极佳的线性相关系数值

图 4. 经加热处理胰岛素的 Agilent AdvanceBio SEC 色谱图表明胰岛素聚集体实现了基线分离
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经济价值和使用寿命研究

特别在对比 AdvanceBio SEC 色谱柱与其他

色谱柱类型的成本时，成本是实验室主管或

团队负责人可能会重点关注的一个方面。在 
SEC 分离中，除操作人员和仪器成本外，最

昂贵的开销就是色谱柱本身的成本。如果色

谱柱寿命不够长或柱间重现性出现问题，那

么就可能需要筛选多个色谱柱。通过控制整

个生产过程来确保批间重现性是必不可少的。

图 5 展示了 AdvanceBio 130Å 蛋白质标准

品在 4 个不同批次 AdvanceBio SEC 130Å 
介质中的分离，确保对整个生产过程实现了

完全控制。

我们的一个目标是确保色谱柱在整个用户开

发过程中具有更长的使用寿命。延长色谱柱

使用寿命具有额外优势，例如可大大缩短停

机时间。图 6 显示 3 mg/mL 胰岛素原料药

共进样 250 次，每隔 50 次选择一张色谱柱

得到的 6 张叠加色谱图。表 6 列出了所选进

样的 RT、峰面积、拖尾因子与理论塔板数。

结果清晰表明，RT、峰面积和拖尾因子在 
250 进样中几乎未发生改变。理论塔板数和

柱效指标也未产生明显差异。
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图 5. AdvanceBio 130Å 蛋白质标准品在 4 个不同批次 AdvanceBio SEC 130Å, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 介质中的分离

图 6. 250 次进样中每隔 50 次选择一张色谱图得到的 6 次重复进样叠加色谱图
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结论

体积排阻色谱法是检测与监控生物药物聚集

体和单体的常用方法。本应用简报证明了 
Agilent AdvanceBio SEC 130Å 色谱柱是

进行胰岛素类似物研究的最佳选择。我们采

用药典方法草案开发了一个用于定义胰岛素

生物仿制药品和创新药品之间生物相似性的

紫外型简单方法，方法采用了 AdvanceBio 
SEC 130Å, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 色谱柱。

该方法具有优异的 RT 和峰面积精度，并能

满足系统适用性要求。峰面积与胰岛素药品

的 8 个标准浓度之间呈线性关系，并具有出

色的线性相关系数。LOD 和 LOQ 测定值分

别为 10.6 µg/mL 和 31.8 µg/mL，表明方

法的灵敏度极高。AdvanceBio SEC 色谱柱

可用于分离和监测强制应激研究中分析的聚

集体。我们还展示了使用 AdvanceBio SEC 
色谱柱所具备的更大经济效益，其中包括减

少批间生产差异，以及利用重现而稳定的结

果延长色谱柱使用寿命。将这一简单的重现

方法与生物惰性和耐腐蚀仪器相结合，可作

为整个开发过程中胰岛素常规质量检查的可

靠适用方法。

表 6. 胰岛素原料药 250 进样的 RT、峰面积、拖尾因子和理论塔板数

进样次数 RT (min) 峰面积 拖尾因子 理论塔板数

1 16.657 3944 0.899 16001

50 16.671 3966 0.890 15849

100 16.681 3968 0.898 15982

150 16.622 3942 0.893 15942

200 16.634 3953 0.895 15919

250 16.634 3963 0.890 15944
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