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摘要
聚山梨酯是一类表面活性剂，通常用作蛋白质类治疗药物的稳定剂。聚山梨酯水解
问题日益引发关注，在高浓度制剂日益流行的趋势下尤其如此。高浓度制剂还会增
加可水解聚山梨酯的宿主细胞蛋白质的浓度。本应用简报聚焦监测聚山梨酯水解的
难题，展示了一种快速、高分离度的方法，可从聚山梨酯单酯中分离游离脂肪酸。
该方法重现性高、残留率低，并且可用于其他应用，例如聚山梨酯的相对定量和游
离脂肪酸分析。

通过 LC/ELSD 揭示聚山梨酯水解的 
奥秘 
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前言
大多数单克隆抗体 (mAb) 和其他治疗蛋白质（包括多特异性
抗体、抗体偶联药物和融合蛋白）的制剂缓冲液中含有稳定剂
或表面活性剂，以防止聚集和蛋白质-表面相互作用。随着治
疗药物浓度的增加，发生聚集的概率随之提高，因此表面活性
剂变得更加重要。聚山梨酯（尤其是聚山梨酯 20 [PS 20] 和聚
山梨酯 80 [PS 80]）即使在低浓度下也能高效发挥作用，且具
有较高的生物兼容性，因此成为蛋白质治疗药物的首选表面活
性剂。由于聚山梨酯缺乏发色团，因此可以使用通用检测器 
（例如蒸发光散射检测器 (ELSD)）进行检测。

尽管聚山梨酯作为表面活性剂在生物治疗制剂缓冲液中具有许
多优势，但也并非没有问题。聚山梨酯可通过水解或氧化而降
解。本应用简报重点关注因水解而发生的降解。水解可通过化
学或酶促方式进行。酶促水解更常见，因为宿主细胞蛋白质会
裂解酯键，释放出脂肪酸。宿主细胞蛋白质（通常为脂肪酶或
酯酶）在纯化过程中难以完全去除，因此水解存在较大风险。
对此，美国药典 (USP) 已经开始销售稳定同位素标记的脂肪酶
肽标准品[1]。高浓度 mAb 制剂会使宿主细胞蛋白质的纯化和
去除更加困难。聚山梨酯降解会影响表面活性剂稳定蛋白质的
能力[2]，并且可能导致蛋白质或游离脂肪酸颗粒的形成[3,4]。

越来越多的蛋白质治疗药物制造商认识到这个问题，并且
开始应用聚山梨酯表征方法 [5,6]。但是，使用传统的 C18 或 
C8 HPLC 柱可能难以将游离脂肪酸与聚山梨酯单酯分离，通
常需要超过 30 分钟才能达到基线分离。混合模式色谱柱无法
有效进行此类分析，因为它们无法保留聚山梨酯的降解产物，
这些降解产物在死体积内就会被洗脱。本应用简报介绍了一种
用于监测聚山梨酯水解的新型 HPLC 柱和解决方案，其提供了
一种快速、简便易行的方法以实现游离脂肪酸与聚山梨酯单酯
峰之间的高分离度。

实验部分

材料
所有化学品均购自 Sigma-Aldrich 或 Thermo Fisher Scientific。

仪器
将 Agilent 1290 Infinity II UHPLC 系统与 Agilent 1290 Infinity II 
ELSD 联用。

 – Agilent 1290 Infinity II 高速泵（部件号 G7120A）

 – Agilent 1290 Infinity II Multisampler（部件号 G7167B） 

 – Agilent 1290 Infinity II 柱温箱（部件号 G7116B）

 – Agilent 1290 Infinity II 蒸发光散射检测器（部件号 G7102A）

表 1. 用于聚山梨酯分析的 LC/ELSD 参数

方法条件

参数 值

色谱柱
AdvanceBio 表面活性剂分析色谱柱，300 Å, 3.5 μm, 2.1 × 50 mm 
（部件号 865750-907），带保护柱（部件号 821126-927）

流动相 A 10 mM 乙酸铵

流动相 B 甲醇

流速 0.25 mL/min

进样量 10 μL（除非另有说明）

柱温 30 °C

水解梯度

时间 (min) %B 
0–0.2 0 
0.2–0.6 0–50 
0.6–1.5 50 
1.5–5.1 50–95 
5.1–7 95 
7–8 95–0 
8–10 0

游离脂肪酸梯度

时间 (min) %B 
0–0.2 0 
0.2–0.6 0–50 
0.6–1.0 50 
1.0–1.5 50–55 
1.5–2.5 55 
2.5–4 55–60 
4–6.8 60–95 
6.8–8 95 
8–9 95–0 
9–11 0

进样针清洗 20:80 甲醇:水

ELSD 蒸发器温度 30 °C

ELSD 雾化器温度 30 °C

气体流速 1.20 SLM



3

样品前处理
制剂缓冲液由最终浓度为  1.525 mg/mL 的磷酸氢二钠、
0.8625 mg/mL 的磷酸二氢钠、6.1625 mg/mL 的氯化钠、
1.3 mg/mL 的柠檬酸和 0.3 mg/mL 的三水柠檬酸钠组成，用
氢氧化钠调节至 pH 6.0。将 PS 20 和 PS 80 以 100 ppm 加标
至制剂缓冲液中，将油酸以 10 ppm 加标至制剂缓冲液中，并
将月桂酸以 5 ppm 加标至制剂缓冲液中，进行重现性和残留
研究。脂肪酸和定量样品前处理方案见“结果与讨论”章节。

结果与讨论

色谱柱质量和稳定性
开发任何新方法时，无论涉及进样间还是批次间一致性，确保
重现性都至关重要。采用该方法时，游离脂肪酸必须与聚山梨
酯单酯峰完全分离。理想情况下，应在尽可能短的时间内完成
分离。 

图 1 展示了这些要求。PS 80 及其主要脂肪酸（油酸）在 
10 分钟运行中显示出高分离度。此外，对来自四个不同培养
基批次的 3 个重复样品进行分析，并测量保留时间、峰面积
和分离度。四个批次中油酸和 PS 80 单酯的保留时间一致，
变化小于 1.5%（相对标准偏差 (RSD)）。12 个重复样品中油
酸峰面积的重现性为 7.9%，且批次间 PS 80 单酯的 %RSD 为 
12.4%。数据表明，该变化主要由批次 B 所致。尽管安捷伦液
相色谱柱符合高质量标准，但在一定范围内的细微差异属于正
常现象。这些差异对保留时间或分离度的影响不大，油酸与 
PS 80 单酯之间的平均分离度高达 4.97，%RSD 为 3.1%。 

图 1. Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析色谱柱的批次间重现性，在保留时间、分离度和峰面积方面获得了优异的精密度 (n = 12)

批次间保留时间 (n = 12)
分析物 平均值 %RSD

油酸 3.97 1.1

PS 80 单酯 4.72 1.3

批次间峰面积 (n = 12)
分析物 平均值 %RSD

油酸 7.27 7.9

PS 80 单酯 263.1 12.4

批次间分离度 (n = 12)
分析物 平均值 %RSD

油酸酯-PS 80 4.97 3.1
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油酸
10 ppm

PS 80 单酯
0.1 mg/mL (100 ppm)

PS 80 单酯
0.1 mg/mL (100 ppm)

PS 80 单酯
0.1 mg/mL (100 ppm)

PS 80 单酯
0.1 mg/mL (100 ppm)

色谱柱批次 A
n = 3PS 80 二酯

PS 80 二酯

PS 80 二酯

PS 80 二酯

PS 80 三酯

PS 80 三酯

PS 80 三酯

PS 80 三酯

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

LSU

10
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油酸
10 ppm

色谱柱批次 D
n = 3

LSU

10
20
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油酸
10 ppm

色谱柱批次 C
n = 3

LSU

10
15
20
25
30
35
40
45

油酸
10 ppm

色谱柱批次 B
n = 3

时间 (min)
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该方法通过优化设计，使 ELSD 设置适用于生物治疗药物常
用的 PS 20 和 PS 80。图 2 显示了以月桂酸为主要脂肪酸的 
PS 20 水解的示例，证明了采用与图 1 所示的不同批次的进样
间重现性。保留时间的重现性非常出色，月桂酸与 PS 20 单
酯之间的分离度也非常出色 (8.7)。该批次也具有良好的重现

性，%RSD 为 1.4%。与油酸类似，以低含量 (5 ppm) 加标的
月桂酸的峰面积重现性为 12.8%。该数值接近检出限 (LOD)，
表现出色。PS 20 单酯峰面积的 %RSD 为 1.3%，表明 10 次重
复进样具有出色的重现性。

图 2. 该方法使用 Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析色谱柱，也适用于聚山梨酯 20 分析，无需进行任何梯度或 ELSD 调整。保留时间、分离度和峰面积表现出优异
的分析间重现性

保留时间
分析物 平均值 %RSD

月桂酸 2.66 0.08

PS 20 单酯 4.02 0.05

峰面积
分析物 平均值 %RSD

月桂酸 19.99 12.8

PS 20 单酯 95.15 1.3

分离度（月桂酸与 PS 20 单酯）
分析物 平均值 %RSD

月桂酸酯-PS 20 8.68 1.4

时间 (min)

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

LSU

10

12

14

16

18

20

22

月桂酸
5 ppm

PS 20 单酯
0.1 mg/mL (100 ppm)

色谱柱批次 E
n = 10



5

为了提高方法的稳定性并优化通量，必须尽可能消除残留干
扰。这一点很重要，因为游离脂肪酸可能是“粘性”化合物。
使用“实验部分”章节中建议的进样针清洗步骤，未观察到 
PS 20、PS 80 或其主要游离脂肪酸的残留（图 3）。在这两种
情况下，进样的游离脂肪酸的含量均控制在极低水平。如果游

离脂肪酸含量较高并造成残留问题，可以提高洗针液中甲醇的
含量，最高可达 70%。请注意，以下章节中所述的游离脂肪
酸实验无需进行此调整，但是如果要开展游离脂肪酸分析，则
可能需要进行调整。幸运的是，AdvanceBio 表面活性剂分析
色谱柱是此类分析的理想选择。 

图 3. 使用 Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析色谱柱，未观察到聚山梨酯 80 (A) 和聚山梨酯 20 (B) 残留。游离脂肪酸同样没有残留

时间 (min)

LSU

LSU
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3.933

4.662

5.736

6.402

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

10

12

14

16

18

20

22

4.621
4.333

5.098

2.652

4.022

聚山梨酯 80/油酸
空白

聚山梨酯 20/月桂酸
空白

A

B
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方法应用
可通过气相色谱进行游离脂肪酸分析，但该方法需要进行衍
生化。使用 LC/ELSD 运行该方法无需额外的样品前处理，并
可使用对聚山梨酯水解方法略加修改的梯度运行。在本实验
中，向制剂缓冲液中加入 PS 80 及其游离脂肪酸，以模拟实
际条件。此外，还进样四种不同体积（0、2、5 和 10 μL）

的游离脂肪酸，并以相对于 USP 标准品的丰度对各游离脂肪
酸进行加标。油酸的含量最高，达到 58%；亚麻酸的含量最
低，为 4%。饱和脂肪酸在 ELSD 中的响应大于不饱和脂肪酸 
（图 4）。游离脂肪酸分析可用作筛查聚山梨酯降解的替代方
法，且 AdvanceBio 表面活性剂分析色谱柱有助于快速分析。 

时间 (min)

LSU

3 4 5 6 7 8

10

20

30

40

50

60

70

FFA 14:0
肉豆蔻酸 FFA 18:2

亚油酸

FFA 18:1
油酸

FFA 16:0
棕榈酸

FFA 18:0
硬脂酸

PS 80 单酯 PS 80 二酯

PS 80 三酯

FFA 16:1/FFA 18:3
棕榈油酸/亚麻酸

0 μL：油酸 0 ppm
2 μL：油酸 5.8 ppm
5 μL：油酸 14.5 ppm
10 μL：油酸 29 ppm

图 4. 使用 Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析色谱柱对聚山梨酯 80 进行游离脂肪酸分析。7 种脂肪酸中有 6 种可通过略加调整的梯度实现分离。脂肪酸以三种不同
的体积（均为按照 USP 标准的相对量）进行加标
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监管机构要求对药物产品成分进行定性和定量分析，因此对制
剂缓冲液中聚山梨酯的含量进行定量是必要的。虽然混合模式
色谱是此类分析的金标准方法，但将定量信息与定性降解表征
相结合的分析方法同样非常有用，尤其是在开发实验室中。基
于 126 种市售 mAb 的 PS 80 含量设计校准曲线，浓度范围为 
0.001% 至 0.2% (w/v)[7]。校准曲线上 10 个点的范围为 0.0005% 
至 0.5% (w/v)，并进行两次重复采集。用制剂缓冲液制备标准
标样，每个样品中加标有 0.025 mg/mL 油酸。最终进样量为 
20 μL。校准曲线在对数-对数标度上呈线性，并且根据单酯峰
面积计算得到的值显示出高重现性（图 5）。校准曲线上最低
点的 %RSD 为 20.9%，刚好处于定量下限的边缘（表 2）。 

图 5. 基于 126 种 mAb 的聚山梨酯 80 含量所设计的校准曲线。尽管该分析方
法专为定性分析而设计，但是对于希望提高实验室通量的科学家来说，该方法
也可用于定量分析。未知物为加标有 200 和 500 ppm PS 80 的蛋白质

0
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5

6

-1.5 -1.0 -0.5 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Lo
g（
单
酯
峰
面
积
）

Log（进样量 [μg]）

y = 1.371x + 4.3713
R2 = 0.9985

测试样品为含 5 mg/mL 市售蛋白质的制剂缓冲液，其中加
标有 0.02% 和 0.05% PS 80。这些测试样品进行了两次重复
采集。蛋白质在约 1 分钟内洗脱，未干扰脂肪酸或聚山梨酯
峰。测试样品表现出高准确度和重现性，证明了该方法作为二
合一方法用于聚山梨酯定量的可行性（表 3）。 

表 3. 两个测试样品重复运行两次，表现出优异的准确度和精密度，为定量方
法建立了概念验证

测试样品 (ppm/%) 200/0.02 500/0.05

平均值 (ppm) 220 470

准确度 110% 94%

%RSD 0.35 7.1

表 2. 校准曲线精密度。最低点刚好在定量限处，%RSD 为 20.9%。其余的点都在精密度限值范围内

校准 (ppm/%) 5/0.0005 10/0.001 20/0.002 50/0.005 100/0.01 200/0.02 500/0.05 1,000/0.1 2,000/0.2 5,000/0.5

%RSD 20.9 12.9 1.2 1.9 0.44 0.36 0.24 0.47 0.54 1.8
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结论
聚山梨酯降解，尤其是由残留的宿主细胞蛋白质引起的水解，
是科学界越来越重视的一个重要议题。本应用简报介绍了一种
耗时 10 分钟的方法，该方法能够从聚山梨酯单酯中轻松分离
游离脂肪酸，为聚山梨酯水解提供了一种高效的筛查工具。该
方法稳定、可重现且操作简单。此外，该分析方法可用于半定
量分析和游离脂肪酸分析。 
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