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［应用纪要］

方案优势

胰蛋白酶消化的分析流程可以进行优化

开发出成功的多反应监测（MRM）分析方

法。方法具有更高的灵敏度，更短的样品

制备时间以及更高的分析重现性。

沃特世提供的解决方案

ACQUITY UPLC® I-Class系统

ACQUITY UPLC BEH130 C18色谱柱

Oasis® MCX SPE 96孔培养板

Xevo® TQ-S质谱仪

关键词

曲妥珠单抗，液相多反应监测，胰蛋白酶

消化，血清消化液

引言

使用蛋白酶解多肽替代蛋白药物进行质谱定量分析是明智的选择。对

生物体液中（例如血清、血浆和尿液）蛋白药物定量遇到的挑战之一

就是如何为每个待分析蛋白找到适合的内标物质。同位素标记的蛋白

标准品已经成功用于单克隆抗体的定量1-3，但是，这些标准品价格昂

贵并且其生产会耗费大量的时间。

由于蛋白质的定量是在肽水平上进行的，另一种替代方法是使用较便

宜的同位素标记的肽作为内标4-7。出于对胰消化效率的考虑，2004年

引入了13C15N -同位素标记的可分解肽（加长肽）5。

无论IS的性质如何，两种定量方法均依赖于使用特异性的酶（例如胰蛋

白酶、Lys C）对蛋白样品进行消化。蛋白质的消化已经是一个公认的

分析流程中差异的主要来源4-9，这种流程必须进行精心优化。此外，

当使用整体消化法时，即将肽内标用于定量，就会产生另外一个问题,

即在生物基质存在的情况下，治疗性蛋白质和同位素标记的肽内标的

酶解效率是否相同。

本应用对胰蛋白酶消化方法进行了优化，以便开发出成功的多反应监

测（MRM）分析方法。一般而言，胰蛋白酶消化优化的目的是为了得

到更高的分析灵敏度、更短的样品制备时间和更高的分析再现性。

这里，我们使用了一种单克隆抗体药物，用于研究胰蛋白酶相对于整

体消化定量法的消化效率。对这两个消化参数——蛋白质-胰蛋白酶比

和消化时间进行了优化。此外，还对整个样品制备方法的再现性进行

了评估。
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实验条件

液相色谱条件

系统： ACQUITY UPLC I-Class系统

色谱柱： BEH300 C18  

 2.1 x 150 mm，1.7 µm

柱温： 35 ℃

流速： 0.3 mL/min

流动相A： 0.1 %（v/v）甲酸 

 （FA）水溶液

流动相B： 0.1 %（v/v）甲酸的 

 乙腈溶液

线性梯度： 10分钟内 

 从0 %变为35 % B

运行时间： 15 分钟

质谱条件

质谱仪 Xevo TQ-S

模式： MRM正离子电喷雾

ESI电位： 3.5 kV

锥孔电压： 28 V

源温度： 120 ℃

MS1/MS2分离窗口： 0.75 Da（半峰宽）

碰撞能量： 28 ev

使用50 ms的停留时间在整个LC-MRM分析过

程中对四次多反应监测转换进行连续监

测：两个多反应监测对曲妥珠单抗产生的

内源性特征肽FT ISADTSK（485.2→721.4，

用于肽定量；4 8 5 . 2→6 0 8 . 3，用于肽

确定）进行监测。另两个M R M通道监

测对应的 1 3 C 1 5 N -同位素标记内标肽）

FT ISADTSK（489.2→729.4，用于肽定量；

489.2→616.3，用于肽确证）。

曲妥珠单抗（赫赛汀）是一种人源IgG1-k单克隆抗体（mAb）。该抗体

通过基因工程生产，10,11将人单克隆抗体的不变区与小鼠能够结合人

上皮生长因子2蛋白（HER2）受体的互补性决定区（CDRs）相连。这些

HER2受体属于在大约25 %的浸润性乳腺癌中表达的人源癌细胞蛋白。

1998年，曲妥珠单抗被美国食品药品监督管理局（FDA）批准用于HER2

过度表达乳腺癌的治疗。

在本应用纪要中，我们对胰蛋白酶消化步骤进行了优化，以开发出灵

敏的LC-MRM分析方法，用于人血清中曲妥珠单抗的分析。

样品制备

数份含有40 µL的人血清被悬浮于低吸附离心管中并用胰蛋白酶消化，

然后按照以下描述的操作，每支可产生200 µL人血浆消化液。如图1

所示，消化方法包括样品去活（使用0.05 % RapiGest在80 ℃下消化10

分钟），二硫键打开（在存在20 mM二硫苏糖醇（DT T）的情况下，在

60 ℃下还原60分钟），半胱氨酸烷基化（使用10 mM碘乙酰胺（IAM）

在室温下黑暗中反应30分钟）。加入内标肽（13C15N-同位素标记加长

肽GRFTISADTSK）后，用猪胰蛋白酶（Sigma产品目录编号T-6567）在不

同的实验条件下将样品消化。在一个实验中，改变胰蛋白酶的量，从

而使底物（总血清蛋白）之间的比例和消化也可以改变。对5个消化

比（10:1、20:1、30:1、50:1、100:1）进行了测试。在另外一个实验

中，底物与酶的比例保持恒定（30:1），但消化时间不同。15分钟、

30分钟、1小时、3小时、6小时、16小时（过夜）后，将数份消化液

取出。加入T FA（2 µL）终止消化，将样品在37 ℃下孵育30分钟，分

解RapiGest。回收每个样品的上清液，然后在12,000 rpm下离心（10分

钟），取10 µL样品注入LC/MS仪器中。

［应用纪要］
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结果与讨论

图1是分析物没有进行初步分离的一般分析流程，用于血清中药物蛋白的四级杆质谱定量，已

经过人血清中的曲妥珠单抗定量测试。将单克隆抗体加入血清中后，将蛋白质混合物变性、

还原、烷基化，如图1中的第2至第4步所示（亦见实验部分）。加入加长的13C15N同位素标记肽

GRFTISADTSK，浓度为100 nM，并以胰蛋白酶消化。消化过程中，将样品稀释四倍，使肽内标的

最终为25 nM。胰蛋白酶是蛋白质生物分析应用的首选消化酶，其原因有如下几种：易于获得，

表征完善、具有重现性很好的酶解位点（K/R）。

图1. 包括分析物未分离（整体消化法）的治疗性蛋白质定量的分析流程。

曲妥珠单抗加到人血清中

0.05 % RG，80 ℃，10 分钟

20 mM DTT，60 ℃，60 分钟

10 mM IAM，室温，45 分钟

蛋白质：猪源胰酶=25:1（w/w），37 ℃，16小时

转速10,000 rpm，10 分钟

Xevo TQ-S

加入TFA，37 ℃，30 分钟

加入TFA，37 ℃，30 分钟

蛋白质变性

二硫键的还原

半胱氨酸烷基化

胰蛋白酶消化

RG沉淀，离心

LC-SRM

加入13C15N-同位素标记加长肽（GRFTISADTSK）
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研究所用两个消化参数为：蛋白质-胰蛋白酶比和消化时间。在一个实验中，改变胰蛋白酶

的量，从而使底物（总血清蛋白）之间的比例和消化也可以改变。对五个消化比（10:1、

20:1、30:1、50:1、100:1）进行研究，研究结果如图2所示。消化效率通过正态化平均峰面

积（n=4）计算。峰面积由MRM图天然的FT ISADTSK肽（由标记的曲妥珠单抗产生，MRM转换： 

485.2 → 721.4）以及相应的同位素标记类似物（FTISADTSK，489.2→729.4）的图谱得到。 

根据图2所示的数据，对于达30:1的底物-酶比例，分析物（曲妥珠单抗）的消化和肽底物（加

长肽内标）的消化之间没有显著的差异。但是，在该比例大于30时胰蛋白酶对较小的底物的消

化效率更高，从而对治疗性蛋白造成损害。很明显，应采用低于30:1的比例以避免因分析标靶

的不完全消化而产生定量错误。在底物-胰蛋白酶比例低的情况下（例如10:1），胰蛋白酶消化

效率的降低通常与较大量的胰蛋白酶裂解有关，这种胰蛋白酶的裂解以蛋白质裂解为代价。

蛋白质-胰蛋白酶比例

消化效率

图2. 蛋白质-胰蛋白酶比例优化。就人血清中消化的25 nM加标曲妥珠单抗和25 nM13C15N-同位素标记肽，对五种消化
比例（10:1、20:1、30:1、50:1、100:1）进行了研究。将样品使用猪胰蛋白酶在37℃下消化过夜（16小时）。消化
效率由正态化的平均峰面积（n=4）进行计算。这些峰面积由天然FT ISADTSK肽（由加标曲妥珠单抗产生，MRM转换：

485.2→721.4）以及相应的同位素标记类似物（FTISADTSK，489.2→ 729.4）的图谱得到。 
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除了底物 -胰蛋白酶比例以外，消化时间也在评估范围之内。底物与酶的比例保持恒定

（30:1），但改变消化时间。［15分钟、30分钟、1小时、3小时、6小时、16小时（过夜）］

后，加入TFA终止消化。再次由正态化的FTISADTSK肽平均峰面积计算消化效率，如图3所示。最

佳的消化时间为3小时，且在该时间点之后未观察到信号的增强。

图3. 孵育时间对消化效率的影响。将曲妥珠单抗（25 nM）和13C15N-同位素标记的肽（25 nM）在血清中使用猪胰蛋白
酶在37 ℃下消化15 分钟、30 分钟、1 小时、3 小时、3 小时、16 小时（过夜）。蛋白质-胰蛋白酶比例为1:30。消化
效率由归一化的平均峰面积（n=4）进行计算。这些峰面积由天然FT ISADTSK肽（由加标曲妥珠单抗产生，MRM转换： 
485.2 → 721.4）以及相应的同位素标记类似物（FTISADTSK，489.2 → 729.4）的图谱得到。

消化时间（分钟）

消化效率
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如图3所示，在低浓度下对整个分析流程的再现性进行了分析：在人血清中加入5 nM曲妥珠单

抗，并加入5 nM13C15N-同位素标记的加长肽，作为内标。图4是由五次平行消化得到的平均峰面

积。各个MRM分析的峰面积的相对标准偏差（RSD）大约为10 %，而12C / 13C肽比例（用于定量）

的相对标准偏差大于6%。

即使分析物曲妥珠单抗和肽内标均以相同的浓度（5 nM）加入人血清中，但是天然肽和同位素

标记肽的峰面积之间的比大约为2:1。这是因为单克隆抗体的每分子经消化后，会产生两个肽

段。因为计算得到的12C / 13C肽比例与预计值（2:1）接近，因此很明显，胰蛋白酶消化效率受

到底物类型（150 KDa治疗性单克隆抗体与1 kDa肽内标）的影响很小。整体消化法可能用于血

清中治疗性蛋白的定量。

图4. 胰蛋白酶消化重现性。在血清中加入5 nM曲妥珠单抗和5 nM13C15N同位素标记肽，在37 ℃下使用猪胰蛋白酶消化过夜
（16小时）。12C / 13C肽比例的相对标准偏差大于6 %。

12C / 13C比例的相对标准偏差：5.7 %（n=5）

消化份数（蛋白质-胰蛋白酶比例为30:1）

平均峰面积
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结论

 ■ 对未进行分析物预分离的血清中药物蛋白定量的一般

分析流程已经在血清中曲妥珠单抗定量实验中成功

验证。

 ■ 优化胰蛋白酶消化可提供更高的灵敏度、更短的样品

制备时间以及更高的分析重现性。

 ■ 整个样品制备方法的重现性大于10 %。

 ■ 消化效率受底物类型（150 kDa治疗性单克隆抗体与肽

内标）影响不显著。

参考文献

1. Heudi O, Barteau S, Zimmer D, Schmidt J, Bill K, Lehman N, Bauer C, Kretz 
O. Towards absolute quantification of therapeutic monoclonal antibody in 
serum by LC-MS/MS using isotope-labeled antibody standard and protein 
cleavage isotope dilution mass spectrometry. Anal Chem. 2008;80:4200.

2. Liu H, Manuilov A, Chumsae C, Babineau M, Tarcsa E. Quantitation 
of a recombinant monoclonal antibody in monkey serum by liquid 
chromatography-mass spectrometry. Anal Biochem. 2011;414:2011.

3. Li H, Ortiz R, Tran L, Hall M, Spahl C, Walker K, Laudemann J, Miller S, 
Salimi-Moosavi H, Lee JW. General LC-MS/MS method approach to quantify 
therapeutic monoclonal antibodies using a common whole antibody internal 
standard with application to preclinical studies. Anal Chem. 2012;84:1267.

4. Barr JR, Maggio VL, Paterson Jr DG, Cooper GR, Henderson LO, Turner 
WE, Smith SJ, Hannon WH, Needham LL, Sampson EJ. Isotope dilution 
– mass spectrometric quantification of specific proteins: model 
application with apolipoprotein A-I. Clin Chem. 1996;42:1676.

5. Barnidge DR, Hall GD, Stocker JL, Muddiman DC. Evaluation of a 
cleavable stable isotope labeled synthetic peptide for absolute protein 
quantification using LC-MS/MS. J Proteome Res. 2004;3:658.

6. Arsene C, Ohlendorf R, Burkitt W, Pritchard C, Henrion A, 
O’Connor D, Bunk D, Guttler B. Protein quantification by isotope 
dilution mass spectrometry of proteolytic fragments: cleavage 
rate and accuracy. Anal Chem. 2008;80:4154.

7. Hagman C, Ricke D, Ewert S, Bek S, Falchetto R, Bitsch F. Absolute 
quantification of monoclonal antibodies in biofluids by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry. Anal Chem. 2008;80:1290.

8. Lesur A, Varesio E, Hopfgartner. Accelerated tryptic digestion for the analysis of 
biopharmaceutical monoclonal antibodies in plasma by liquid chromatography 
with tandem mass spectrometric detection. J Chrom A. 2010;1217:57.

9. Xu Y, Mehl JT, Bakhtiar R, Woolf EJ. Immunoaffinity purification using 
anti-PEG antibody followed by two-dimensional liquid chromatography/
tandem mass spectrometry for the quantification of a PEGylated 
therapeutic peptide in human plasma. Anal Chem. 2010;82:6877.

10. Carter P, Presta L, Gorman CM, et al. Humanization of 
an anti-p185HER2 antibody for human cancer therapy. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 1992;89:4285.

11. Fendly BM, Winget M, Hudziak RM, Lipari MT, Napier MA, 
Ullrich A. Characterization of murine monoclonal antibodies 
reactive to either the human epidermal growth factor receptor 
or HER2/neu gene product. Cancer Res. 1990;50:1550.


