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摘要
涉及聚集的蛋白质变性过程是阻碍稳定蛋白质药物制剂开发的因素之一。使用体积
排阻色谱 (SEC) HPLC 测定这些蛋白质的纯度和聚集体是一种相对简单的技术。定期
校准 SEC 方法可确保更好的重现性，从而提高准确性，还可及早发现样品及批次中
的潜在问题。本简报将 Agilent AdvanceBio SEC 120 Å 1.9 µm 色谱柱与其他供应商
的亚 2 µm 填料色谱柱进行了比较。对重组人生长激素 (hGH)、人粒细胞集落刺激因
子 (hG-CSF) 以及干扰素 α-2b (INF α-2b) 蛋白的分析结果表明，AdvanceBio 色谱柱
在小分子蛋白质治疗药物应用方面具有卓越性能。

小分子治疗性蛋白的高分离度体积排阻
色谱分析



2

前言
近年来，生物衍生的治疗药物（称为生物
制剂）的开发显著增长，广泛应用于治疗
各种疾病。一些生物药物包括生长因子和
细胞因子等小分子蛋白质治疗药物，它们
在调节血液、肌肉和骨细胞的产生、成熟
和活性方面发挥着关键作用。例如，人生
长激素 (hGH) 用于刺激由于缺乏激素而
生长缓慢或生长不正常的儿童和成人的
生长[1]。人粒细胞集落刺激因子 (hG-CSF) 
用于治疗化疗中的癌症患者，以提高被细
胞毒性治疗药物降低的白细胞水平[2]。干
扰素是一类具有多种治疗用途的糖蛋白，
但会形成部分去折叠的形式以及聚集体，
尤其当暴露于 pH 或热降解条件下时[3]。

涉及聚集的蛋白质变性过程是阻碍稳定
蛋白质药物制剂开发的主要因素之一。
美国药典专论方法推荐使用体积排阻色
谱 (SEC) HPLC 测定这类蛋白质的纯度和
聚集体。SEC 是一种相对简单的技术。
它依靠的是向固定相孔结构进行的简单
扩散：较大的分子无法渗透到颗粒孔隙
中，会首先洗脱，而较小的分子比较容
易扩散到孔隙中，会较晚洗脱。Agilent 
AdvanceBio SEC 120 Å 1.9 µm 色谱柱专
为生物分子的水相体积排阻色谱 (SEC) 分
析而设计。这些填料颗粒采用专有技术制
造，同时具备适用于分离小分子蛋白和多
肽等分子的最佳孔径和孔隙体积。

实验部分
设备与材料

所有化学品和试剂均为 HPLC 级或更高
级别，且均购自 Sigma-Aldrich（现属
于 Merck）或 VWR Scientific。水经由 
Milli-Q A10 (Millipore) 纯化。

仪器
Agilent 1260 Infinity II 生物惰性液相色谱
仪包括：

• Agilent 1260 Infinity II 生物惰性泵 
(G5654A)

• Agilent 1260 Infinity II 生物惰性 
Multisampler (G5668A)，配备样品
冷却装置（选件 #100）

• Agilent 1260 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116A)，配备生物惰性热交换器
（选件 #019）

• Agilent 1260 Infinity II 二极管阵列检
测器 WR (G7115A)，配备生物惰性
流通池（选件 #028）

软件
OpenLab 2.2 CDS

方法条件

HPLC 条件

色谱柱 AdvanceBio SEC 1.9 µm 120 Å, 4.6 × 300 mm（部件号 PL1580-5250）

流动相 150 mmol/L 磷酸钠，pH 7.0

流速 0.30 或 0.35 mL/min（如文中所示）

柱温 25 °C

进样量 2 µL，1 mg/mL

样品
低分子量蛋白质混标 
人生长激素，rhGH 
人粒细胞集落刺激因子，rG-CSH

总运行时间 15 或 20 分钟（取决于流速）
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结果与讨论
蛋白质是含有酸性、碱性、中性和疏水性
等多种侧链基团的复杂分子。寻求避免次
级相互作用的最佳条件可能较为困难，但 
AdvanceBio SEC 产品系列的硅胶颗粒具
有聚合物表面涂层，可以解决很多这方面
的问题。分离机理是基于溶液中分子的大
小（流体动力学半径）。自然界中的蛋白
质通常是致密的球状结构，通常会在极端
温度、pH 或盐组成等应激条件下聚集，
形成二聚体和更大的单元。这对于蛋白质
分子而言是一个特殊问题，如果存在蛋白
质聚集，在作为治疗药物分子给药时可能
引发不良反应。SEC 为蛋白质聚集的量
化和监测提供了理想工具。图 1 展示了
低分子量蛋白质和多肽标准品的 SEC 分
离。这些标准品基于保留时间的校准曲线
如图 2 所示。由此估计该色谱柱的最佳
分子量范围为 1–80 kDa。

图 1. 低分子量蛋白质和多肽混合物在 0.35 mL/min 下的体积排阻色谱图

峰 蛋白质/多肽 分子量 (Da)

1 卵清蛋白 44000

2 肌红蛋白 17000

3 抑肽酶 6700

4 神经降压素 1700

5 尿苷 244
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Agilent AdvanceBio SEC, 1.9 µm 120 Å

图 2. 低分子量蛋白质和多肽标准品的 AdvanceBio SEC 1.9 µm 120 Å 校准曲线
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即使使用 AdvanceBio SEC 色谱柱是为了
定量单体和二聚体含量，使用适当的分子
量标准品定期进行校准仍然是个很好的做
法。定期校准可确保更好的重现性，从而
提高准确性，还可及早发现潜在问题，减
少系统停机时间和故障排除工作。对于蛋
白质分离，应使用的标准品是一系列充分
表征的蛋白质，涵盖色谱柱的整个操作范
围。选择正确的标准品可确保成功应用 
SEC 的两个关键环节：分析物与固定相
之间的次级相互作用应尽可能小。选择的
孔径应匹配所分析分子的大小。

本应用简报展示了使用 Agilent AdvanceBio 
SEC 120 Å 1.9 µm 色谱柱对重组 hGH 和 
hG-CSF 治疗性蛋白质进行体积排阻色谱 
(SEC) 分析，与当前的竞品亚 2 µm 填料
技术相比，其可实现高分离度分离。通过
进一步优化流动相条件，还比较了未降解
和热降解干扰素 α-2b (IFN α-2b) 的 SEC 
分离。

将目标分析物的保留时间与校准曲线进行
比较，可以确定是否存在次级相互作用。
峰洗脱时间早于或晚于预期或是峰形不
佳，则表明流动相条件可能未得到充分
优化。图 3 展示了使用 AdvanceBio SEC 
1.9 µm 120 Å 色谱柱获得的 hG-CSF 体积
排阻色谱图，其保留时间与 20 kDa 左右
的蛋白质的保留时间非常接近。
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图 3. 使用 Agilent AdvanceBio SEC 1.9 µm 120 Å 4.6 × 300 mm 色谱柱，在 0.35 mL/min 下获得的 hG-CSF 
的体积排阻色谱图

图 4 展示了在 AdvanceBio SEC 1.9 µm 
120 Å 色谱柱和其他供应商的亚 2 µm 色
谱柱上获得的 hG-CSF 谱图的基线放大

图。色谱图的底端部分表明了与次级相
互作用相关的问题（晚于预期洗脱时间
和拖尾峰）。

图 4. hG-CSF 体积排阻色谱图的放大图，流速 0.35 mL/min
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许多其他生物治疗性蛋白质具有相似的
分子量，因此也适合在同一 AdvanceBio 
SEC 1.9 µm 120 Å 色谱柱上进行分析。重
组形式的 hGH 及生长激素可能由于翻译
后修饰或下游加工而含有一些杂质。图 5 

展示了在上述相同条件下获得的生长激素
的体积排阻色谱图。插图显示了放大后的
基线区域，可以明显观察到二聚体和高分
子量聚集体。

其他蛋白质可能需要进一步开发方法以获
得最佳峰形和分离度。如表 2 所示，通
过在不同流动相条件下进行一系列实验来
确定获得最佳 IFN α-2b 峰形和蛋白质回
收率的流动相组成。

NaCl  
(mmol/L) 峰宽 (min) 拖尾

分离度 
HMW-单体

分离度 
单体-LMW

100 0.20 2.88 1.94 1.98

150 0.18 2.65 2.25 2.31

200 0.16 2.52 2.26 2.66

250 0.15 2.39 2.84 2.86

400 0.14 2.08 3.32 3.59

表 2. IFN α-2b 方法优化期间的峰形数据

表 1. hG-CSF 高分子量 (HMW)、二聚体和单体峰的峰面积数据

AdvanceBio SEC 1.9 µm 120 Å 竞品 1，1.7 µm 125 Å 竞品 2，1.8 µm 150 Å

RT (min) 峰面积 (%) Rs USP 峰拖尾 RT (min) 峰面积 (%) Rs USP 峰拖尾 RT (min) 峰面积 (%) Rs USP 峰拖尾

HMW 5.22 2.61 1.16 5.59 2.49 1.28 7.40 2.01 1.37

二聚体 5.88 1.02 2.41 1.11 6.27 0.83 1.68 1.26 未检出

单体 6.82 96.37 3.77 1.13 7.31 96.68 3.04 1.11 9.74 97.99 2.13

图 5. 生长激素 (rhGH) 的体积排阻色谱图
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图 6 展示了在三种不同的亚 2 µm SEC 色
谱柱上获得的干扰素 α-2b 标准物质的体
积排阻色谱图以及保留时间和色谱峰拖尾
数据。利用 SEC 分离 IFN α-2b 杂质时，
色谱柱性能的差异可能会导致分离度的不
同，因此使用降解样品重复进行该实验。 

对于干扰素 α-2b，有研究认为聚集体的
形成涉及分子的部分去折叠，但部分去
折叠的分子在一定程度上是稳定的[3]。此
外，O-糖基化也会降低这些分子的热稳定
性[4]。由于大肠杆菌细胞系不会引入糖基
化变体，因此用于生产重组蛋白的细胞系
的选择是一个关键参数。

图 6. 干扰素 α-2b 的体积排阻色谱图

INF α-2b 的最佳 HPLC 条件

色谱柱 Agilent AdvanceBio SEC 1.9 µm 120 Å, 4.6 × 300 mm（部件号 PL1580-5250）

流动相 200 mmol/L 磷酸钠 + 250 mmol/L 氯化钠，pH 6.5

流速 0.35 mL/min

柱温 25 °C

进样量 2 µL，1 mg/mL

样品 干扰素 α-2b (INF α-2b) 
热处理干扰素 α-2b (INF α-2b)：60 °C（保持 30 min）

总运行时间 15 min
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将干扰素  α-2b 样品进行热降解（加热
到 60 °C，保持 30 分钟）可能会引入多
种杂质，包括较早洗脱的高分子量物质 
(HMW) 以及较晚洗脱的低分子量物质 
(LMW)，如图 7 所示。与预期一致，无论

是 HMW 与单体之间还是单体与 LMW 之
间，在 AdvanceBio SEC 1.9 µm 120 Å 色谱
柱上均获得了最大分离度。在先前未降解
样品的分离中，该色谱柱获得的峰最窄，
峰拖尾最小。

图 7. 热处理干扰素 α-2b 的体积排阻色谱图
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结论
Agilent AdvanceBio SEC 提供一系列色
谱柱尺寸和不同孔径，适用于不同大小
的分子。与其他供应商类似填料粒径
和孔径特征的色谱柱相比，独具特色的 
AdvanceBio SEC 120 Å 1.9 µm 色谱柱可
实现对小分子治疗性蛋白质的高分离度 
SEC 分析，展现出了优异的性能。

使用适当的标准品校准 AdvanceBio SEC 
体积排阻色谱柱，可以确保您充分了解正
确的工作范围，并且可以通过校准曲线估
算未知分子的分子大小。但是，使用一系
列标准品进行定期校准非常有益，可以用
于监测色谱柱性能随时间的变化，从而及
早发现潜在的问题。继而，可以采取纠正
措施，最终缩短系统停机时间并提高分析
效率。
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