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AdvanceBio SEC (1.9 µm) AdvanceBio SEC (2.7 µm) Bio SEC-3 (3 µm) Bio SEC-5 (5 µm)
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120 Å 1-80 130 Å 0.1–120 100 Å 0.1–100 100 Å 0.1–100

200 Å 2-700 300 Å 5–1250 150 Å 0.5–150 150 Å 0.5–150

300 Å 5–1250 300 Å 5–1250

500 Å 15–5000

1000 Å 50–7500

2000 Å > 10000

聚集体与片段分析方法

本节涉及聚集体分析的色谱柱选择策略，提供了有关 mAb、蛋白质和肽的方法开发的一些关键细节。

针对生物分子、聚集体分析（肽、多肽和蛋白质）的基于体积的分离选择初始色谱柱和条件

根据分子量范围和孔径选择色谱柱

推荐的初始分离条件

肽、多肽和蛋白质 
分子量 > 0.1–1250 kda

肽、多肽和蛋白质 
分子量 > 0.1–10000 kda

色谱柱：  AdvanceBio SEC 
Bio SEC（3 µm 和 5 µm）

流动相： 磷酸盐冲液 150 mmol/L，pH 7.0*

梯度： 15–60 min 范围内等度洗脱

柱温： 推荐使用 10–30 °C，最高温度 80 °C

流速：  对于 2.1 mm 内径色谱柱，采用 0.05–0.1 mL/min 
对于 4.6 mm 内径色谱柱，采用 0.1–0.7 mL/min 
对于 7.8 mm 内径色谱柱，采用 0.1–2.0 mL/min 
对于 21.2 mm 内径色谱柱，采用 1.0–10.0 mL/min

样品量： ≤ 总色谱柱体积的 5%

* 可使用高盐含量和低盐含量的其他水相缓冲液

如需了解更多信息，请参见：

聚集体/片段分析应用文集

安捷伦生物色谱柱应用文集 — 聚集体/片段分析

https://www.agilent.com.cn/cs/library/applications/compendium-aggregate-advancebio-5994-0032zh-cn-agilent.pdf
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得到初始色谱图后，可能需要进行某些改变以改善分离度、保持蛋白质溶解性，或降低样品与色谱填料之间的相互作用。可以上下调整流

动相的离子强度，以便获得最佳分离。通常，pH 值也可以调节 +/- 0.2 个单位。如果还需要进一步优化，上下调整的范围则应相应扩大。

还可以改变温度或添加有机溶剂。

对于需要加盐的方案，以下为常用缓冲液： 

100–150 mmol/L 氯化钠（溶于 50 mmol/L 磷酸钠中），pH 7.0

100–150 mmol/L 硫酸钠（溶于 50 mmol/L 磷酸钠中），pH 7.0

50–100 mmol/L 尿素（溶于 50 mmol/L 磷酸钠中），pH 7.0

也可以用其他类似的盐（如 KCl）和盐酸胍。

pH 范围：

2.0–8.5

可添加的有机溶剂包括：

5%–10% 乙醇或其他类似溶剂（溶于 50 mmol/L 磷酸钠中），pH 7.0 

5% DMSO（溶于 50 mmol/L 磷酸钠中），pH 7.0 

必须特别注意，以免由于某些水/有机溶剂混合物的高粘度而导致压力变化过大。使用较小的流速或更高的温度有助于缓解潜在的问题。

柱温：

SEC 分离通常在 20–30 °C 下进行。蛋白质和肽的分离需要较高温度，以改善蛋白质和疏水性肽的分离度和回收率。

Bio SEC 色谱柱的最高耐受温度是 80 °C。


