
应用简报

生物制药

作者
Andrew Coffey 和  

Andrea Angelo P. Tripodi， 

安捷伦科技有限公司

摘要
生物治疗性蛋白质聚集体的定量分析是确保质量和安全性的重要环节。重组蛋白质
会遇到一系列可能导致聚集的条件，包括 pH、浓度、温度的变化以及暴露于表面和
剪切力的情况。L-天冬酰胺酶的聚集体定量分析存在一定的挑战，因为它的结构容易
形成不常见的高分子量聚集体。

本应用简报探讨了使用两种类型的体积排阻色谱柱 (SEC) 对聚集体进行定量：硅
胶基-二醇类固定相 (Agilent ProSEC 300S) 和带亲水性聚合物涂层的硅胶固定相 
(Agilent AdvanceBio SEC)。该研究还通过比较长期测试性能验证了方法的稳定性。

大肠杆菌重组 L-天冬酰胺酶的聚集体
分析
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前言
研究人员在多年前就已发现 L-天冬酰胺
酶具有抗癌特性 [1,2]。这种酶可以将天冬
酰胺转化为天冬氨酸和氨。某些癌细胞缺
乏天冬酰胺合成酶，因此无法将天冬氨酸
转化为天冬酰胺。当这些细胞缺少天冬酰
胺供应时，它们就会凋亡。因此，L-天冬
酰胺酶成为了一种重要的生物治疗药物，
并开发了多种重组酶产品。

与许多重组生物治疗药物一样，L-天冬酰
胺酶的聚集是一种关键质量属性，在生产
和质量控制过程中必须对其进行定量。
然而，天冬酰胺酶 (ASNase) 的活性形式
是一种 148 kDa 的酶，包含四个相同的 
37 kDa 亚基。因此，它可能形成的聚集
体不仅包括低分子量物质，还包括八聚体
和高阶聚集体。

之前已经报道了重组天冬酰胺酶聚集体定
量分析面临的挑战[3]。来自不同供应商的
各种体积排阻色谱柱在定量高阶聚集体方
面存在差异，包括批次间差异。

实验部分

试剂与化学品
 – 所有试剂和化学品均为 HPLC 级或更
高等级

 – 大肠杆菌 L-天冬酰胺酶购自  
Sigma-Aldrich

仪器

分析采用 Agilent 1260 Infinity II 生物惰性液
相色谱系统进行，该系统包括以下模块：

 – 1260 Infinity II 生物惰性四元泵 
(G5654A)

 – 1260 Infinity II 生物惰性 Multisampler 
(G5668A)

 – 1290 Infinity II 高容量柱温箱 (G7116B)

 – 1260 Infinity II 多波长检测器，配备生
物惰性流通池 (G7165A)

使用 Agilent OpenLab CDS 2.6 软件采集
数据。

使用新增的 Agilent 1260 Infinity Bio-SEC 多
检测器系统 (G7805A) 进行光散射分析。

使用安捷伦 GPC/SEC 软件进行光散射数
据分析。

样品前处理
用流动相制备牛血清白蛋白  ( B S A ) 
( 2 0 . 0  m g / m L )  和肌红蛋白  ( M Y O ) 
(10.0 mg/mL) 的储备液。等体积混合，制
备 BSA-MYO 系统适用性标准品。

用 1.0 mL 流动相溶解样品瓶内容物，制
备 L-天冬酰胺酶。

用 5.0 mL 流动相溶解样品瓶内容物，制
备 BioRad 凝胶过滤标准品 (GFS) 蛋白质
标准品。

流动相配制
将 NaH2PO4 和 Na2HPO4 溶液与 NaCl 混合，
并调节 pH 至 7.2，制备含 100 mmol/L 磷
酸钠和 100 mmol/L NaCl 的流动相。然
后通过 0.2 µm 滤膜过滤该溶液。

对于光散射分析，将流动相使用 0.1 µm 
滤膜过滤三次。

HPLC 条件

色谱柱 Agilent ProSEC 300S 5 µm, 300 Å, 7.5 × 300 mm（货号 PL1147-6501），或 
Agilent AdvanceBio SEC 2.7 µm, 300 Å, 7.8 × 300 mm（货号 PL1180-5301）

流动相 100 mmol/L 磷酸钠 + 100 mmol/L 氯化钠，pH 7.2

流速 0.5 mL/min

柱温 25°C

进样量 20 µL

总运行时间 30.0 分钟

检测 UV，280 nm（除非另有说明）

序列

流速上升阶段（包括冲洗） 
0.1 mL/min，5 min 
0.2 mL/min，5 min 
0.3 mL/min，5 min 
0.4 mL/min，5 min 
0.5 mL/min，120 min（冲洗）

分析阶段 
0.5 mL/min，30 min

表 1. 方法条件
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结果与讨论
如上一节所述，每根色谱柱都经历了相同
的一系列步骤。

初始阶段包括以 0.1 mL/min 的增量提高
流速，直至达到 0.5 mL/min 的预期运行
流速。然后冲洗各色谱柱 120 min（约 
8–9 倍色谱柱体积）。进样序列包括空白 
（流动相）、BioRad GFS 蛋白质标准品和 

BSA-MYO 系统适用性标准品。在完成重
组天冬酰胺酶进样后，再次进样 BSA-MYO 
和 BioRad GFS 标准品。

图 1A 和 1B 比较了所研究的两根色谱
柱的色谱图。ProSEC 300S 色谱柱为 
7.5 × 300 mm，色谱柱体积为 13.3 mL。
A d v a n c e B i o  S E C  色谱柱为  7 . 8  × 
300 mm，色谱柱体积为 14.3 mL。 

在  0 .5  mL/min 的流速下，体积较大
的 AdvanceBio SEC 色谱柱的保留时间
可延长 2.2 min。然而，图 1A 和 1B 清
楚显示了较大的蛋白质在 AdvanceBio 
SEC 色谱柱中较早洗脱。该结果表明，
AdvanceBio SEC 色谱柱具有更大的孔隙
体积（6.4 mL 与 5.0 mL），分离能力提
高约 30%。

色谱图显示了 BioRad GFS 蛋白质标准品
和 BSA-MYO 系统适用性标准品在两种色
谱柱上的分离情况。根据色谱图中的最高
峰进行了归一化处理。峰 7（肌红蛋白）
为两种样品所共有，显示出优异的保留时
间重现性。次峰对应于样品中存在的几种
蛋白质的二聚体，这些峰得到了良好的分
离并在图例中标明了峰归属。

图 1A. BioRad GFS 蛋白质标准品（峰 1–8）和 BSA-MYO 系统适用性标准品（峰 9 和 10）的 Agilent 
AdvanceBio SEC 色谱柱叠加色谱图
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图 1B. BioRad GFS 蛋白质标准品（峰 1–8）和 BSA-MYO 系统适用性标准品（峰 9 和 10）的 Agilent ProSEC 
300S 色谱柱叠加色谱图
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表 2 列出了系统适用性混标的分离度值，
包括 BSA 二聚体与单体峰以及 BSA 单体
与肌红蛋白单体峰之间的分离度。

与 ProSEC 300S 色谱柱相比，AdvanceBio 
SEC 色谱柱具有更大的孔体积和更小的粒
径（柱效更高），因此分离度显著提高。

图 2 显示了以分子量的对数为 Y 轴并以
保留时间为 X 轴绘制的校准曲线。曲线
清晰显示了孔体积的差异。因此，我们进
行了进一步的测试。

使用来自不同固定相批次的第二根 
AdvanceBio SEC 色谱柱来监测性能随时
间的变化。我们设计了一个由 25 次连续
进样组成的序列，包括：

 – 空白 (mp)

 – BioRad GFS 蛋白质标准品

 – BSA-MYO 标准品

在 6 天内重复该序列 12 次，共 300 次
进样，并对不同序列的色谱柱性能进行
了比较。

图 3 显示了 300 次进样实验期间 BSA-MYO 
分离度的一致性。

表 2. BSA-MYO 分离度的比较

Agilent AdvanceBio SEC 
(2.7 µm, 300 Å, 7.8 × 300 mm)

Agilent ProSEC 300S 
(5 µm, 300 Å, 7.5 × 300 mm)
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2.64 2.16
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图 2. 基于蛋白质保留时间的校准曲线

图 3. 300 次进样序列期间的 BSA-MYO 分离度
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图 4A 和 4B 显示了序列开始和结束时的
色谱图，证明了分析的稳定性。

这些结果与第一根 AdvanceBio SEC 色谱
柱的结果相当，表现出良好的批次间一
致性。

图 4. BioRad GFS 蛋白质标准品（峰 1–8）和 BSA-MYO 系统适用性标准品（峰 9 和 10）在长时间的 300 次
进样序列开始 (A) 和结束 (B) 时的 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱叠加色谱图
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图 5A 和 5B 显示了天冬酰胺酶的色谱
图，与预期相符。主峰 2 对应于 ASNase 
酶的四聚体形式。预计峰  4  为单体形
式，峰 1 为聚集体，峰 3 未知，可能为
二聚体形式。

为了证实这些假设，将这些数据点绘制到
之前通过蛋白质标准品获得的校准曲线上
（图 6）。

令人意外的是，与测试标准品中包含的其
他球蛋白相比，天冬酰胺酶峰的洗脱时间
晚于预期（即分子的流体力学半径似乎更
小）。因此，我们决定使用光散射检测器
以及 UV 检测器进行进一步的分析。
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图 5. (A) 使用 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱获得的天冬酰胺酶色谱图。(B) 放大区域

图 6. 基于蛋白质标准品的校准曲线（与图 2 相同），叠加显示天冬酰胺酶数据点
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图  7  显示了光散射分析的结果，将 
AdvanceBio SEC 色谱柱与 ProSEC 300S 
色谱柱进行了比较。

利用 AdvanceBio SEC 色谱柱的响应，可
以结合使用光散射检测器信号和 UV 检
测器信号进行分子量分析。遗憾的是，
ProSEC 300S 的光散射信号噪音太大，
无法进行可比性分析。

使用 GPC/SEC 软件测得主峰的分子量
为 139 kDa。这一结果是使用比折射率增
量 (dn/dc) 值 0.186 和理论紫外消光系数 
(ε0.1% 280 nm) 0.64 计算得到的。该分子
量与含有 4 个 37 kDa 亚基的分子的预期
值高度一致。

结论
本应用简报证明了 Agilent AdvanceBio 
SEC 色谱柱作为 Agilent ProSEC 300S 色
谱柱的高效改进型替代品，适用于生物治
疗酶 L-天冬酰胺酶的聚集体分析。

更小的填料粒径和更大的孔体积使分离度
显著提高，色谱柱运行压力仅略微增加。
此外，还证明了该色谱柱在长时间使用
（6 天 300 次进样）的情况下具有出色、
稳定的性能，并且与光散射检测相结合时
性能进一步提升。

图 7. 使用 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱对天冬酰胺酶进行光散射 (LS) 检测器分析

Agilent AdvanceBio SEC, 
2.7 µm, 300 Å, 7.8 × 300 mm
Agilent ProSEC 300S, 
5 µm, 300 Å, 7.5 × 300 mm
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