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沃特世解决方案

ProteinWorks™ eXpress酶解试剂盒
(部件号176003689)

完整单克隆抗体检查标准品
(部件号186006552)

ACQUITY UPLC® BEH C18肽分析专用柱,
300Å, 1.7 �m(部件号186003687)

ACQUITY UPLC系统

Xevo® TQ-S质谱仪

ProteinWorks µelution SPE净化试剂盒
(部件号186008304)

 

关键词

单克隆抗体，贝伐单抗，阿瓦斯汀，

蛋白定量，eXpress酶解  

应用优势  
■ 简单、标准化的蛋白定量方法；普遍

适用的优化酶解试剂盒，为新药研发

省去了方法开发步骤；仅需4–6小时

即可完成LC-MS分析的样品前处理；

分析贝伐单抗获得了100 ng/mL的高灵敏

度检测限

简介

使用ProteinWorks eXpress酶解试剂盒对贝伐单抗(阿瓦斯汀)进行简单、
标准化且高灵敏度的定量分析
Mary Lame, Hua Yang, Sherri Naughton和Erin Chambers
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德)

[ 应用纪要 ]

2013-2020年，全球许多畅销抗体药物的专利都将到期1，其中就包括

产值接近60亿美元的贝伐单抗，该药物的专利保护截止2020年。另一

方面，截止2013年，研发中的新型单克隆抗体药物已达338种2，这标

志着生物制剂产品线的数量将达到历史最高水平。随着贝伐单抗以及

其它重要抗体治疗药物的专利纷纷到期，加之新的抗体药物不断推出，

我们越来越需要简化的LC-MS方法用于蛋白质生物分析。由于以往使用

LC-MS的研究仅涉及小分子治疗药物，这类药物的样品前处理过程和分

析方法远不及现在的药物复杂，因此亟需开发出简化的LC-MS方法。贝

伐单抗(阿瓦斯汀，基因泰克/罗氏制药)是一种肿瘤血管生成抑制剂，

可选择性地结合和中和人血管内皮生长因子(VEGF)的生物活性，对于

结肠直肠癌、肺癌、宫颈癌和肾癌而言，这是效果最好的一种辅助静

脉注射治疗药物3,4。一般剂量为每2–3周使用5 –15 mg/kg，具体剂量视

用药说明而定。已有研究表明，使用高于1 mg/kg的剂量可使血清中贝

伐单抗的浓度在至少14天内维持不低于10 �g/mL的水平5。因此，检测

限≥ 100 ng/mL且定量上限(ULOQ)达到数百µg/mL的定量分析方法就足以

达到分析要求。虽然对于小分子生物分析人员而言这应该是一项非常

轻松的工作，但由于目前尚缺乏生物分子处理的专业技术以及蛋白质

特征性肽定量分析方法的相关技术，此类分析仍然充满了挑战性，分

析人员要想获得高质量的生物分析数据为抗体药物项目提供支持，仍

然困难重重。利用大分子药物开发常用的LC-MS技术进行蛋白质生物分

析，开发出通用且标准化的分析方法，有助于初级科研人员顺利执行

分析，为开发研究提供支持。此外，此类通用分析方法经验证之后，

还可实现分析方法在不同地点之间的转移，确保结果具有出色的重现

性。本应用纪要描述了使用ProteinWorks eXpress酶解试剂盒和方案快速、

灵敏地对大鼠血浆中的贝伐单抗(图1)进行定量分析的方法。采用一

套通用的样品前处理方法，使用经预先称重且具有批次可溯源性的试

剂，在一系列精心开发的通用型简单分步操作说明的指导下分析35 µL

大鼠血浆中的贝伐单抗，达到了100 ng/mL的LLOQ(定量下限)。 

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176003689
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006552
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003687
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008304
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实验

样品描述

首先使用琼脂糖基质蛋白A 96孔板对35 µL大鼠血浆中的

贝伐单抗进行免疫纯化。然后使用ProteinWorks eXpress酶解

试剂盒和方案处理样品以用于LC-MS分析。最后使用

ProteinWorks µElution SPE净化试剂盒和方案纯化特征肽段。

方法条件

LC系统： ACQUITY UPLC

检测条件： Xevo TQ-S质谱仪，ESI+

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18,

  300Å, 1.7µm, 2.1 mm x 150 mm肽分析专用柱

柱温：  55 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 10 µL

流动相A： 0.1%甲酸水溶液 

流动相B： 0.1%甲酸的乙腈溶液 

梯度：  流速  时间  比例   曲线  

 
 

(mL/min) (min)  %A  %B  

 

 0.3 0.0 100  0 6 

 

0.3 1.0 100  0 6 
0.3 7.0 50  50 6 
0.3 8.0 10  90 6

数据管理： MassLynx®(4.1版) 

MS条件

毛细管电压(kV)： 3

锥孔电压(V)：  30

电离源补偿(V)： 50

离子源温度(°C):  150

脱溶剂气温度(°C): 600

锥孔气流速(L/h)： 150

脱溶剂气流速(L/h): 1000

碰撞气流速(mL/min): 0.15

喷雾器气流速(bar): 7

 

肽段 MRM跃迁
锥孔 
电压 

(V)

碰撞
能量
(eV)

FTFSLDTSK* 523.30>797.48 16 14

STAYLQMNSLR* 642.30>748.45 36 20

DSTYSLSSTLTLSK 751.88>836.47 31 24

SVSGGTAALGC[+57.0]LVK 661.34>576.32 31 25

NTQPIMDTDGSYFVYSK 
(ISTD)

983.95>397.21 32 26

*独有的特征肽段

表1. 贝伐单抗肽段和内标物肽的MRM条件。  
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结果与讨论

贝伐单抗   轻链  
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTIS
SLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 

贝伐单抗   重链
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSK
STAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS 

REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK 

http://www.drugbank.ca/drugs/DB00065 

分子式： C6538H10034N1716O2033S44 
分子量：约~ 149.0 kD  

Drug Bank 

独有的特征肽段

通用特征肽  

图1. 贝伐单抗(阿瓦斯汀)的蛋白质结构。
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使用ProteinWorks eXpress酶解试剂盒对贝伐单抗(阿瓦斯汀)进行简单、标准化且高灵敏度的定量分析

随着贝伐单抗的美国专利有效截止期限2020年越来越近，CRO和生物仿制药研究实验室对这

种重要药物的关注度也日益增加。然而，典型的工作流极其复杂，而且有多种选择和选项。

因此，为这种药物以及其它单克隆抗体药物开发高灵敏度的LC-MS方法极具挑战性。在本应用

纪要中，我们使用ProteinWorks eXpress酶解试剂盒来简化和精简流程。使用SPE方法，我们在总

共不到6小时的时间内就完成了贝伐单抗样品的亲和纯化、酶解和肽段提取。这使得我们在

同一天内即可开始数据采集，到第二天早上仍有多个96孔板正在运行。我们同时监控了多种

独特的特征肽段和一种通用人类肽段用于定量。使用来自重链可变区的特征肽段FTFSLDTSK时

获得了最佳灵敏度和特异性，通用肽段(STSGGTAALGC+57LVK，重链)和贝伐单抗特征肽段

(STAYLQMNSLR，重链)的监控数据则被用于结果确证。分析采用来自普通小鼠mAb标准品(部件

号186006552)的特征肽段(NTQPIMDTDGSYFVYSK)作为内标。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006552
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使用试剂盒提供的优化方案和试剂，仅需35 µL血浆就能在贝伐单抗分析中达到100 ng/mL的定量限

(图2)。表2汇总了各个肽段的标准曲线的线性和准确度。主要定量肽段FTFSLDTSK的灵敏度最高、

最具特异性，在超过3.5个数量级的范围内均保持线性，且标准曲线上所有点的平均准确度为100%。

另外三个肽段在超过3–3.5个数量级的范围内保持线性，且标准曲线上所有点的平均准确度大于99%。

表2. 用于定量大鼠血浆中贝伐单抗的特征肽段的线性动态范围和标准曲线统计数据。

图2. 含100 ng/mL贝伐单抗的大鼠血浆样品色谱图，与空白大鼠血浆样品对比。图中展示了特征肽段FTFSLDTSK。

肽段 标准曲线浓度范围 
(µg/mL)

权重 线性拟合结果

(r2)
所有点的平均准确度 

(%)

FTFSLDTSK* 0.05–250 1/X 0.998 100.00

STAYQMNSLR* 0.50–500 1/X2 0.997 100.02

DSTYSLSSTLTLSK 0.25–500 1/X2 0.996 100.00

STSGGTAALGC+57LVK 0.05–250 1/X2 0.996 100.60

*独有的特征肽段

0.10 µg/mL  

空白大鼠血浆  

Time 
3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 

%

0  

100  
3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20 6.40 6.60 6.80

%

0

100  
12通道ES+的MRM

523.3>797.48(阿瓦斯汀FTFSLDTSK HC)
7.68e4

峰高5.40
30603 

12通道ES+的MRM
523.3>797.48(阿瓦斯汀FTFSLDTSK HC)

1.00e5
峰高

5.42

 1709
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此外，QC样品的准确度和精度非常出色，所有变异系数(%CV)均不超过7%。相关数据汇总于表3中。

事实上，FTFSLDTSK肽段的QC样品的平均变异系数为4%。类似地，STAYLQMNSLR肽段的QC样品的平均

变异系数仅为3%。此外，所有肽段的QC样品在低浓度下的精确度为3%。所有肽段的平均准确度

接近100%。

 

肽段
QC浓度  
(µg/mL)

平均计算浓度 
(µg/mL)

标准差 %CV 平均准确度

肽段
QC浓度 平均计算浓度

标准差 平均准确度

肽段
QC浓度 平均计算浓度

标准差 平均准确度

FTFSLDTSK*

0.035 – – – –

0.350 0.342 0.013 3.82 97.7

3.500 3.553 0.126 3.56 101.5

35.000 32.386 0.611 1.89 92.5

350.000 290.135 21.024 7.25 82.9

 
(µg/mL)

 
(µg/mL)

%CV

STAYLQMNSLR*

0.035 – – – –

0.350 0.345 0.004 1.12 98.6

3.500 3.819 0.110 2.89 108.3

35.000 35.065 1.262 3.60 100.2

350.000 335.347 15.208 4.54 95.8

 
(µg/mL)

 
(µg/mL)

%CV

DSTYSLSSTLTLSK

0.035 – – – –

0.350 0.351 0.016 4.61 100.3

3.500 3.397 0.045 1.32 97.1

35.000 32.082 0.469 1.46 91.7

350.000 320.836 9.141 2.85 91.7

STSGGTALGC+57LVK

0.035 – – – –

0.350 0.366 0.012 3.36 104.4

3.500 3.509 0.063 1.79 100.2

35.000 33.015 1.406 4.26 94.3

350.000 305.140 3.259 1.07 87.2

表3. 用于定量的所有贝伐单抗肽段QC样品的统计数据。
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我们能在贝伐单抗的分析中始终保持精确到个位数的准确度和精确度，得益于以下三方面优势的

结合：高精度的色谱数据、经优化且严格受控的方案，以及采用一系列标准化、经预先检测的试

剂。这三个关键的优势均通过ProteinWorks eXpress酶解试剂盒实现，采用该试剂盒，我们能够进行

低浓度的检测、从残留的内源性干扰物中分离目标物质，以及达到极高的分析准确度和精确度。

图3和图4例举的特征肽段QC色谱图很明显地展现出了该试剂盒的这些性能。

Time
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5.40
78975
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910805
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7389867

5.39
80269016

0.35 µg/mL  

350.0 µg/mL  

35.0 µg/mL  

3.5 µg/mL  

空白大鼠血浆  

12通道ES+的MRM
523.3>797.48(阿瓦斯汀FTFSLDTSK HC)

6.25e4
峰高

12通道ES+的MRM
523.3>797.48(阿瓦斯汀FTFSLDTSK HC)

9.24e5
峰高

12通道ES+的MRM
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12通道ES+的MRM
661.34>576.32(通用STSGGTAALGC[+57.0]LVK)
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5.05
27757

5.05
54456

5.05
413724

5.04
3251623

5.03
39067136

0.1 µg/mL  

350.0 µg/mL
 

3.5 µg/mL

0.35 µg/mL  

空白大鼠血浆

35.0 µg/mL
 

12通道ES+的MRM
661.34>576.32(通用STSGGTAALGC[+57.0]LVK)

3.85e4
峰高

12通道ES+的MRM
661.34>576.32(通用STSGGTAALGC[+57.0]LVK)
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峰高

12通道ES+的MRM
661.34>576.32(通用STSGGTAALGC[+57.0]LVK)

4.20e5
峰高

12通道ES+的MRM
661.34>576.32(通用STSGGTAALGC[+57.0]LVK)

3.26e6
峰高

12通道ES+的MRM
661.34>576.32(通用STSGGTAALGC[+57.0]LVK)

3.91e7
峰高

图3. 贝伐单抗独有
的特征肽段FTFSLDTSK
的QC色谱图。

图4. 贝伐单抗通用
特征肽段STSGGTAALGC+
57LVK的QC色谱图。
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结论

我们应用ProteinWorks eXpress酶解试剂盒，利用一系列典型的标准曲线和

大鼠血浆QC样品成功地对贝伐单抗进行了纯化。在保持出色线性和个

位精确度的同时，使用35 µL的大鼠血清轻松达到了100 ng/mL的定量限。

包含亲和纯化步骤在内的总样品前处理时间不到6小时，总的酶解准备

时间仅2小时。基于试剂盒的通用方法让初学者能够通过简单的分步

方案和一系列标准化、经预先检测的试剂达到低检测限，还可确保实现

所需的灵敏度，同时保证了此类方法能够灵活转换。

此外，该试剂盒经过了优化，具有足够的灵活性，让分析人员能够对

单克隆抗体独有的特征肽段和通用特征肽段同步进行灵敏的定量分析。

这一点具有重要意义，因为通过多种肽段获得的确证数据对于提高应

用LC-MS技术的蛋白质生物分析工作流程的可靠性而言非常关键。
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