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摘要
重组蛋白质治疗药物（例如单克隆抗体 (mAbs)）的体积排阻色谱法 (SEC) 是检测是
否存在可能对安全性和有效性产生不利影响的体积异构体的重要分析工具。SEC 通
常使用非挥发性磷酸盐缓冲液，这使得分离过程与质谱 (MS) 不兼容。因此，峰鉴定
需要脱盐步骤（在线或离线）。

实验已证明，由于非特异性相互作用，当应用于经典的不锈钢仪器/色谱柱配置时，
与 MS 兼容的挥发性缓冲液（如乙酸铵）的效率明显低于磷酸盐缓冲液。这些非特
异性相互作用可通过使用生物惰性或生物兼容性流路来抵消。本应用简报展示了带
聚醚醚酮 (PEEK) 内衬的 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱与 Agilent 1290 Infinity II 生
物液相色谱系统组合用于 mAbs 的非变性 SEC/MS 分析的潜力。

采用完全生物兼容性流路对 mAbs  
进行非变性 SEC/MS 分析

在 mAbs 分析中使用 Agilent 1290 Infinity II 生物液相
色谱系统和 Agilent AdvanceBio SEC 200 Å 1.9 µm 带 
PEEK 内衬的色谱柱
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前言
SEC 广泛应用于研究与 mAbs 相关的聚集和片段化，其中蛋
白质根据流体动力学半径（体积）洗脱[1–4]。SEC 能够在非变
性水溶液条件下分离体积异构体，通常使用具有中性 pH 和高
离子强度的磷酸盐缓冲液。它是唯一不依赖与固定相间相互作
用的色谱技术，因此无需应用流动相梯度。相反，分子穿过色
谱柱的速度取决于填料颗粒孔隙的可及性。非常大的分子首先
被阻挡并洗脱，而较小的分子则依据其体积的不同，不同程度
地渗透进微孔中。遗憾的是，这些分子可能与固定相发生不必
要的次级相互作用，从而导致拖尾峰、回收率低和洗脱时间偏
移，严重影响分离。这些相互作用通常是静电相互作用或疏水
相互作用，可通过调整流动相组成（添加盐、有机溶剂等）来
抑制[5]。然而，最近推出了惰性更高的创新 SEC 材料，能够在
使用常见的流动相组成时限制或避免次级相互作用。一个有力
的例子是 AdvanceBio SEC 色谱柱，它使用涂覆有亲水聚合物
的硅胶颗粒填料，能够分析最具挑战性/最棘手的蛋白质生物
药物。通过这种方式，屏蔽固定相上的潜在活性位点[6,7]。 

由于使用非挥发性缓冲液和盐，SEC 与 MS 不兼容。因此， 
峰鉴定需要收集馏分并脱盐，以保证成功完成电喷雾电离 
(ESI)。如今，这些过程通常使用二维液相色谱/质谱 (2D-LC/MS) 
以自动化方式进行：在安装于多中心切割阀上的定量环中收
集第一维 SEC 峰，然后在第二维使用反相液相色谱 (RPLC) 或 
SEC 以在线方式脱盐[8,9]。然而，在过去几年中，使用乙酸铵
等挥发性流动相直接将 SEC 与 MS 结合起来是一个趋势[10]。
有趣的是，这一趋势揭示了另一种非特异性相互作用：mAbs 
与不锈钢表面的相互作用，这种相互作用在液相色谱系统、毛
细管和色谱柱硬件中无处不在[11,12]。当使用高离子强度的磷酸
盐缓冲液时，通常能够掩盖这种效应。

因此，成功进行 mAb 的非变性 SEC/MS 测量需要完全生物兼
容性流路，而 1290 Infinity II 生物液相色谱系统和带 PEEK 内衬
的 AdvanceBio SEC 色谱柱能够提供此类流路。1290 Infinity II 
生物液相色谱系统是一种生物兼容性仪器，具有不含铁的流
路，可大幅降低不必要的相互作用的风险[13]。为了能够在极高
的压力下进行色谱分析，整个系统使用金属合金 MP35N 代替
不锈钢。带 PEEK 内衬的 AdvanceBio SEC 色谱柱的不锈钢表
面被 PEEK 掩盖。该系统与色谱柱的组合提供了优异的生物兼
容性、耐化学腐蚀性以及机械和热稳定性。

本应用简报比较了 1290 Infinity II 生物液相色谱系统和带 
PEEK 内衬的 AdvanceBio SEC 色谱柱与其对应的不锈钢色谱
柱在 mAbs 非变性 SEC/MS 分析中的性能。 

实验部分

材料
磷酸钠（NaH2PO4 和 Na2HPO4）和乙酸铵购自 Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA)，磷酸盐缓冲液 (PBS) 购自 Thermo 
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)。I 级水由 Sartorius 
(Göttingen, Germany) Arium pro 超纯实验室水纯化系统使
用自来水生成。凝胶过滤标准品购自 Bio-Rad (Hercules, CA, 
USA)，其中含有分子量标准品甲状腺球蛋白 (670000 Da)、
丙种球蛋白 (158000 Da)、卵清蛋白 (44000 Da)、肌红蛋白 
(17000 Da) 和维生素 B12 (1350 Da)。曲妥珠单抗和抗体药
物偶联物 (ADC) 维布妥昔单抗 (brentuximab vedotin) 分别由 
Roche (Basel, Switzerland) 和 Seattle Genetics (Bothell, WA, 
USA) 提供。NISTmAb 标准品 (RM8671) 由安捷伦科技公司 
(Santa Clara, CA, USA) 提供。

样品和流动相前处理 

将 mAbs 用 PBS 稀释至 1 mg/mL。两种 mAbs 均经过轻微处
理（在 50 °C 下处理 1 周）以增加高分子量 (HMW) 和低分子
量 (LMW) 物质。根据制造商的说明，将凝胶过滤标准品用水稀
释。流动相现用现配，且使用前经 0.2 µm 瓶口分液器过滤。



3

仪器
使用两种 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统：1290 Infinity II 
液相色谱系统（不锈钢 [SST] LC）和 1290 Infinity II 生物液相
色谱系统（生物兼容性）。两种系统均配备内径 75 µm 的超低
扩散（ULD，也称为 SST 或生物兼容性）工具包，以减小峰
展宽。

配置细节

安捷伦不锈钢液相色谱系统 安捷伦生物液相色谱系统

泵 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A)
1290 Infinity II 生物高速泵 
(G7132A)

自动进样器 配备集成式样品恒温器的 1290 
Infinity II Multisampler (G7167B)

配备集成式样品恒温器的 1290 
Infinity II Bio Multisampler 
(G7137A)

柱温箱
1290 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116B)，配备 ULD 热交换器 
(G7116-60021)

1290 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116B)，配备 Bio ULD 热交换器 
(G7116-60091)

检测器 1290 Infinity II DAD (G7117B) 1290 Infinity II DAD (G7117B)

流通池 标准 InfinityLab 最大光强卡套式
流通池，10 mm (G4212-60008)

最大光强卡套式流通池 LSS，
10 mm (G7117-60020)

超低扩散 
工具包

适用于 1290 Infinity II 液相色谱
系统的低扩散工具包  
(5067-5963)

适用于 1290 Infinity II 生物液相色
谱系统的低扩散工具包  
(5004-0007)

质谱系统 采用安捷伦喷射流技术的 6545 LC/Q-TOF 

方法
评估了两种 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱：不锈钢 (SST) 
色谱柱和带 PEEK 内衬的色谱柱。在 Agilent OpenLab CDS 
2.6 版中采集并处理 SEC/UV 数据。利用 Agilent MassHunter 
数据采集系统 (B.09.00) 获得非变性 SEC/MS 数据，并使用
带有 BioConfirm 插件的 Agilent MassHunter 定性分析系统 
(B.07.00) 进行分析。

SEC 条件
不锈钢色谱柱 带 PEEK 内衬的色谱柱

色谱柱
Agilent AdvanceBio SEC 200 
Å, 4.6 × 150 mm, 1.9 µm
（部件号 PL1580-3201）

Agilent AdvanceBio SEC 
200 Å，带 PEEK 内衬， 
2.1 × 150 mm，1.9 µm 
（部件号 PL1980-3201PK）

流速 360 µL/min 75 µL/min

进样量/上样量 UV 19 µL/19 µg 4 µL/4 µg

进样量/上样量 MS 10 µL/50 µg

流动相
150 mM 磷酸钠，pH 7 
100 mM 乙酸铵 
50 mM 乙酸铵

柱温 25 °C

自动进样器温度 6 °C

检测 UV 280/4 nm，参考关闭，峰宽 > 0.1 min

非变性 MS 参数
参数 值

离子化 电喷雾正离子模式

MS 分流阀 绕过

离子源参数

干燥气温度 300 °C

干燥气流速 8 L/min

雾化器压力 35 psi

鞘气温度 300 °C

鞘气流速 8 L/min

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 1000 V

碎裂电压 350 V

锥孔电压 220 V

采集参数

质量数范围 扩展的质量数范围 (2 GHz)

500–10000 m/z

采集速率 1 幅质谱图/秒

模式 高分辨率模式

曲线采集
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图 1. 在 Agilent 1290 Infinity II 生物惰性液相色谱系统和 Agilent AdvanceBio SEC 200 Å 带 PEEK 内衬的色谱柱上，使用 (A) 150 mM 磷酸钠和 (B) 100 mM 乙酸铵作
为流动相，获得的曲妥珠单抗、NISTmAb 和维布妥昔单抗与凝胶过滤标准品叠加的 UV 280 nm SEC 色谱图

结果与讨论
图 1 显示了在 1290 Infinity II 生物液相色谱系统和 AdvanceBio 
SEC 200 Å 带 PEEK 内衬的色谱柱上获得的几种 mAbs 的 SEC 
UV 280 nm 色谱图，其中使用 150 mM 磷酸钠（即 SEC 中
的金标准流动相）和 100 mM 乙酸铵（作为 MS 兼容性替代
品）。后一种流动相的成功使用为将 SEC 与 MS 直接结合提供

了契机，无需脱盐步骤。观察到所有 mAbs（包括 ADC）均获
得了令人满意的分离性能，AdvanceBio SEC 颗粒填料的亲水
聚合物涂层有利于这一性能。由于 ADCs 与固定相发生了次级
相互作用，其疏水特性为早期 SEC 颗粒填料上的 ADC 分析带
来了挑战。 
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为评估 SEC 流路中是否存在不锈钢组件的影响，采用几种系
统或色谱柱组合对 mAb 样品进行分析。图 2 和图 3 分别显示
了在经典不锈钢系统和色谱柱（左）、不锈钢系统和带 PEEK 
内衬的色谱柱（中）以及生物兼容性液相色谱系统和带 PEEK 
内衬的色谱柱（右）上对曲妥珠单抗和 NISTmAb 的分析。所
有组合均采用 150 mM 磷酸盐流动相以及 50 和 100 mM 乙酸
铵相（作为 MS 兼容性替代品）进行评估。磷酸钠在所有测试
组合中均提供了令人满意的分离性能，HMW 物质的回收率良
好。当用乙酸铵代替磷酸钠并降低流动相离子强度时，在流路
中存在不锈钢组件的情况下，分离质量会受到不利影响。色谱
柱硬件的影响使得不锈钢色谱柱与作为流动相的乙酸铵配合使

用时，几乎无法检出 HMW 物质（如有）。当安装带 PEEK 内
衬的色谱柱并使用 100 mM 乙酸铵运行时，HMW 物质重新出
现。使用 50 mM 乙酸铵流动相（在 MS 灵敏度方面最有利）
时，只有生物兼容性液相色谱系统与带 PEEK 内衬的色谱柱的
组合（右下色谱图）能够检出 HMW 杂质，提供有用的结果。 

图  4 进一步示出仪器对峰宽和拖尾的影响。当应用  1290 
Infinity II 生物液相色谱系统时，峰宽始终较小。将磷酸盐流动
相替换为与 MS 兼容的乙酸盐后，峰拖尾也不会增加。另一方
面，当不锈钢液相色谱系统上的流动相改变时，峰宽和拖尾都
会受到严重影响。降低流动相的离子强度会放大这种效应。
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图 2. 使用不同流动相组成和不同惰性程度的硬件得到的曲妥珠单抗的 UV 280 nm SEC 色谱图
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图 3. 使用不同流动相组成和不同惰性程度的硬件得到的 NISTmAb 的 UV 280 nm SEC 色谱图
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图 4. 在使用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统 (SST LC) 和 Agilent 1290 Infinity II 生物惰性液相色谱系统以及不同的流动相组成获得的曲妥珠单抗和 NISTmAb 的 
UV 280 nm SEC 色谱图中观察到的峰宽和拖尾
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1 2 9 0  I n f i n i t y  I I  生物液相色谱系统与带  P E E K  内衬的 
AdvanceBio SEC 色谱柱（使用乙酸铵）相结合的出色性能为
将 SEC 直接连接至非变性 MS 以支持 mAb 表征提供了机会。
作为概念验证，使用该硬件和 Agilent 6545 LC/Q-TOF 分析 
mAbs。选择 100 mM 乙酸铵流动相以平衡色谱性能与 MS 灵
敏度。

图 5 显示了 NISTmAb 的 SEC/UV/MS 分析。UV 280 nm 色谱
图显示，可基于解卷积质谱图将 HMW 和 LMW 变体分别鉴定
为 mAb 二聚体和 Fab 片段。与主峰相关的谱图突出显示了几
种由以双天线型复合体 N-糖 G0、G0F、G1F 和 G2F 修饰的糖
型。该谱图还揭示了携带 C 端赖氨酸的 mAb 变体的存在。 
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图 5. 在 50 °C 下处理 1 周的 NISTmAb 的 SEC/UV/MS。(A) UV 280 nm 色谱图，(B) 与标注为 HMW、单体和 LMW 的峰相关的解卷积非变性质谱图，以及单体 (C) 和 
LMW (D) 的解卷积非变性质谱图的缩放图
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图 6 显示了维布妥昔单抗（一种链间半胱氨酸偶联的 ADC）的 
SEC/UV/MS 分析结果。由于轻链和重链仅由非共价相互作用维
持，因此该 ADC 的测量显然受益于非变性 SEC 和 MS 条件。该
状态是由链间二硫键还原和随后的游离巯基的偶联引起的。与

主峰相关的解卷积谱图突出显示了药物分布和药物/抗体比率 
(DAR)（ADCs 的一种关键质量属性 (CQA)）。此外，还揭示了
糖基化模式以及携带连接子但不携带细胞毒性药物的 DAR 物
质亚群。 
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图 6. ADC 维布妥昔单抗的 SEC/UV/MS。(A) UV 280 nm 色谱图，以及 (B) 与单体峰相关的解卷积非变性质谱图，显示药物分布为 0 到 8 且 DAR 为 4
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结论
当使用非变性 SEC/MS 分析 mAbs 时，不能低估液相色谱仪
器和色谱柱惰性的重要性。减少与流路中不锈钢组件的非特
异性相互作用，对于确保获得足够的色谱性能和 HMW 物质
的回收率至关重要。在这方面，配备带 PEEK 内衬的 Agilent 
AdvanceBio SEC 色谱柱的 Agilent Infinity II 生物液相色谱系统
非常有吸引力。本应用简报表明，可以使用与 MS 兼容的乙酸
铵成功置换传统的磷酸盐流动相，且对分离性能的影响非常
小，从而能够实现出色的非变性 MS 检测。 
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