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概述 

由于ADC的药物偶联的小分子具有一定的疏水性，

在生产过程或者储存过程中形成聚集体的倾向有所增加。

因此，在放行检测测试和稳定性检测中，都需要精确和

有效的方法来测量聚合和碎片。 

        体积排阻色谱法（SEC）是用于表征蛋白聚集体的

标准方法，一般使用磷酸盐缓冲液作为洗脱溶剂。但使

用水性流动相对 ADC药物 进行 SEC 分析时，往往得到

的峰形不佳，且聚集体和单体之间的分离度不佳。这可

能是疏水性的小分子毒药和固定相之间的非特异性相互

作用引起的。为解决这个问题，我们会往 SEC 流动相中

添加少量有机改性剂。但有机改性剂也增加破坏聚集体

或者造成色谱柱寿命缩短的风险。因此采用具有高亲水

性键合相和高惰性的柱硬件的SEC柱就显得尤为重要，

因为高惰性的表面会大大减小ADC分子和色谱柱填料和

柱硬件之间的次级相互作用，从而确保色谱峰获得良好

分离且峰形尖锐，且尽可能减少或者避免添加任何有机

改性剂。 

Trastuzumab deruxtecan（DS-8201；ENHERTU®) 

是由第一三共和阿斯利康合作开发的新型HER2靶向

ADC。Deruxtecan是毒性药物DX-8951 的衍生物 (Dxd)

和连接子马来酰亚胺-GGFG 肽的偶联物。 

本应用使用Biozen 的200A孔径的dSEC-2 色谱柱对 

DS-8201 进行聚集体分析。分别考察了两种规格（3um，

7.8mm*300mm 和1.8um，4.6mm*150mm）的分离结果。 
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化合物信息 

表1. 化合物信息 

中文名称 CAS号 分子式 分子量 

Deruxtecan 1599440-13-7 
C52H56F

N9O13 
1034.05 

Trastuzumab 180288-69-1 N/A N/A 

Trastuzumab- 

deruxtecan 
1826843-81-5  N/A N/A 

 

实验部分 

3.1仪器、试剂与材料 

3.1.1主要仪器设备 

Thermo U3000高效液相色谱仪 

3.1.2试剂材料 

磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、氯化钾为分析纯，

乙腈为色谱纯，屈臣氏蒸馏水 

3.1.3样品 

Trastuzumab- deruxtecan购自第一三共，DAR

值为8。用纯水稀释为浓度为1.0 mg/mL;  

Deruxtecan购自MCE，浓度为10.34mg/mL，用

50%乙腈逐级稀释至0.01mg/mL。 

 

3.2色谱条件 

色谱柱1：Biozen dSEC-2（3um，200A 

300*7.8mm）；P/N: 00H-4788-K0； 

色谱柱2：Biozen dSEC-2（1.8um，200A 

150*4.6mm）；P/N: 00F-4787-E0； 

流动相A相：200mM磷酸钾缓冲液+250mM氯

化钾 pH 6.2； 

流动相B相：乙腈； 

流  速1：0.8 mL/min； 

流  速2：0.3 mL/min 

柱  温：30 ℃； 

波  长：280nm； 

进样量：10 μL（柱1）；5μL（柱2） 

梯度程序见表2： 

表2. 梯度条件 

应用编号：AP10638 
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时间 (min) 流速 (mL/min) A (%) B (%) 

0 0.8 90 10 

30.0 0.8 90 10 

 

 

3.3结果与讨论 

3.3.1 有机改性剂的比例和选择 

选择分析抗体类蛋白常用的磷酸盐缓冲液作为

流动相对DS-8201进行聚集体的分离时，发现主峰峰

形总体来说较为正常，略微拖尾，推测因为小分子

药物的疏水性和ADC中存在的异质性分子导致，聚集

体和主峰分离度为2.06。随后，我们逐步加入不同比

例的有机改性剂，发现当乙腈的添加比例达到10%的

时候，聚集体的检出百分比最高，主峰不对称度为

1.28。当进一步增加乙腈的浓度到15%时，主峰拖尾

进一步减小，但峰高，聚集体响应和分离度都略有

降低。当用异丙醇作为有机改性剂，我们发现色谱

柱背压较乙腈有明显的增高，所以将流速适当调

低。具体结果参见表3。

 
 

图1.从上之下分别为DS-8201在不同比例有机相中的峰形（具

体参见表3）。流动相条件4流速为0.6mL/min，其余为

0.8mL/min。 

 

表3. 流动相和积分结果 

流动相 
主峰不

对称度 

聚集体

百分比 

理论塔

板数 

聚集体分

离度 

纯水相 1.95 0.80% 6726 2.06 

添加10%乙腈 1.28 0.89% 11303 2.35 

添加15%乙腈 1.17 0.63% 11550 2.26 

添加15%异丙醇 1.21  0.49% 11199 2.26 

3.3.2  DS-8201、曲妥珠单抗和Deruxtecan的保留时

间对比 

因为Deruxtecan上含有肽键，所以在214nm下有 

紫外吸收，因此在该波长下可以观察到DS-8201、曲

妥珠单抗的保留时间基本相同，大约在9.6min；

14.0min左右为buffer峰。Deruxtecan在15.1min左右

出峰，可以和DS-8201以及buffer很好的分离。 

 
图2. DS-8201（蓝）、曲妥珠单抗（黑）和Deruxtecan（红）

的保留时间对比 

3.3.3 色谱柱规格和通量的对比 

本实验观察了1.8um，4.6*150mm（UPLC高通

量）和3um，7.8*300mm（HPLC）两种不同规格

dSEC-2柱的结果。详见表4。

 
图3.3um，7.8*300mm（黑）和1.8um，4.6*150mm（蓝）的

对比谱图 

 
图4.上图的局部放大图 

表4. 色谱柱参数和积分结果 

柱规格 
主峰不

对称度 

聚集体

百分比 

聚集体

分离度 

主峰保

留时间 

3um，200A 

300*7.8mm 
1.28 0.89% 2.35 9.490 

1.8um，200A 

150*4.6mm 
1.39  0.77% 1.53 4.053 
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可以看到使用1.8um粒径的dSEC-2柱时，柱长从

HPLC的300mm缩短为150mm，仍然可达到聚集体和

片段的分离，分析时间从原来的20min一针缩短到

10min一针。可以使分析通量提高一倍。4.6mm小内

径的色谱柱也可以节约样品的，减少上样量，相同

的上样量，小内径色谱柱的色谱峰高为常规7.8mm

内径的2倍。 

但是在使用1.8um小粒径SEC的时候有一点需要

提醒的是为了达到柱效的最大化，需要在UPLC仪器

上使用，因为UPCL的管路死体积足够小。而4.6mm

内径的SEC柱对于仪器的柱前体积非常敏感，死体积

可以引起色谱峰展宽，从而掩盖碎片的分离。 

 

 

结论 

    在本应用使用了Biozen dSEC-2 200Å  的SEC色谱

柱，对于ADC药物的聚集体进行分析。同时考察了

适合于HPLC和UPLC两种仪器平台的色谱柱，结果表 

 

明都可以对聚集体和碎片进行良好的分离。HPLC 

SEC是一种抗体类蛋白聚集体检测的稳健方法可以用

于QC放行；而UPLC SEC则可以大大提高实验通量，

特别适合于早期研发阶段样品量大的情况，节约研

发人员的时间。 

Biozen dSEC-2的高亲水性改性的硅胶修饰技术

使得和ADC分子的次级作用得到改善，方法开发简单，

使用乙腈作为有机改性剂可以获得较低的背压，对

色谱柱更加友好。另外，dSEC-2特有的孔控制技术

也使得这款色谱柱具有柱床稳定，耐压，批次重现

性好的特点。 

  


