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ACQUITY UPLC® BEH C18, 300Å 1.7 µm, 
2.1 mm x 150 mm肽分析专用柱
(部件号186003687)
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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  

简介

在过去的5~10年间，生物制剂在制药行业中所占的份额显著提升1。

然而，该行业也意识到，许多重要的单克隆抗体药物以及其它蛋白质

类药物的专利保护期已经过半，大部分此类药物的专利都将于2012~

2020年期间到期2。

这使得生物分析实验室、创新药制药公司、CRO以及生物标志物研究

实验室将目光对准了蛋白定量分析。虽然免疫分析(IA)方法非常灵敏

且操作简单，但其试剂重现性较差、缺乏标准化方法、可能发生交叉

反应、线性动态范围有限等缺点，由此推动了使用LC-MS的方法进行单

克隆抗体药物的定量分析。然而，LC-MS工作流程往往比较复杂，包括

亲和纯化、变性、还原、烷基化、酶解和SPE净化(每个步骤都需要进

行优化)。因此，建立蛋白的生物定量分析方法通常需要花费很长时间

后，且每个步骤的不确定性和出错概率都很高。因此迫切需要更加简

单和标准化的工作流程或通用的蛋白定量试剂盒，保证分析方法具有

足够的灵敏度，能够准确精密地定量极低浓度的目标蛋白，加速蛋白

药物研发的速度。如图1所示典型的蛋白定量分析流程非常复杂，常常

导致出错或致使方法的重现性或灵敏度较低。

在本应用纪要中，使用沃特世(Waters®)ProteinWorks™ eXpress直接酶解试剂

盒建立了同时血浆中英夫利昔单抗、贝伐单抗、曲妥珠单抗和阿达木

单抗的定量分析方法(图2-5)。此方法采用在血浆水平直接酶解，并在

肽段水平使用Oasis® SPE进行富集，不仅提高了灵敏度，且样品处理时

间大大缩短，提高了分析速度，从而为蛋白的新药研发了有利的分析

工具。 

使用Waters ProteinWorks eXpress试剂盒建立4种单克隆抗体药物的
生物定量分析方法，加快新药研发速度
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)
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实验

样品描述

将英夫利昔单抗、阿达木单抗、贝伐单抗或曲妥珠单抗

加标到人血浆中。然后使用ProteinWorks eXpress直接酶解试

剂盒处理35 µL血浆样品，酶解后使用ProteinWorks µElution SPE

富集和纯化特征肽段。

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, 1.7 µm, 

  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：

 

 

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

碰撞气体流速(mL/min)： 0.15

喷雾器气流(bar)： 7

 

蛋白质 特征性肽 MRM通道
锥孔电压

(V)
碰撞能量  

(eV)

英夫利昔单抗 SINSATHYAESVK 469.60>603.80 40 10

贝伐单抗 FTFSLDTSK 523.30>797.48 16 14

阿达木单抗 APYTFGQGTK 535.30>901.44 40 24

曲妥珠单抗 FTISADTSK 485.20>721.40 28 20

小鼠mAb MNSLQTDDTAK (ISTD) 612.30>978.56 20 20

表1. 英夫利昔单抗、阿达木单抗、曲妥珠单抗、贝伐单抗和小鼠mAb内标的MRM条件。

一种通过直接酶解新药研发样品进行单克隆抗体药物定量分析的通用试剂盒式分析方法

[ 应用纪要 ]

 流速  时间  比例    
 (mL/min) (min)  %A  %B 曲线 
 0.3 0.0 100  10 6 
 0.3 1.0 100  10 6 
 0.3 7.0 50  50 6 
 0.3 8.0 10  90 6
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结果与讨论

临床前研究极为注重方法开发所需的时间及其所需的专业技术，因此建立简单且普遍适用的通

用方案尤为重要。本研究采用ProteinWorks eXpress直接酶解试剂盒，通过直接酶解法使用特征肽段

同时定量人血浆样品中的4种不同的单克隆抗体药物。采用Waters ProteinWorks试剂盒进行样品处理，

每种蛋白质的灵敏度、线性、准确度和精度均符合定量分析方法验证要求。使用35 µL血浆样品，

最终4种单克隆抗体药物的定量下限在250 ng/mL–2.5 µg/mL范围内，并且在3.5–4个数量级的范围内

保持线性，标准曲线上所有数据点的平均准确度都在95–105%之间。英夫利昔单抗、阿达木单抗、

曲妥珠单抗和贝伐单抗的标准曲线结果汇总如下(图2)。

蛋白质 肽段
标准曲线范围 

(µg/mL)
加权

线性拟合  
(r2)

所有点
的平均
准确度(%)

 
 

英夫利昔单抗 SINSATHYAESVK 0.25–250 1/X 0.996 101.74

贝伐单抗 FTFSLDTSK 0.50–500 1/X 0.999 100.00

阿达木单抗 APYTFGQGTK 2.50–500 1/X2 0.997 99.99

曲妥珠单抗 FTISADTSK 2.50–500 1/X2 0.997 100.01

表2. 采用ProteinWorks eXpress直接在血浆水平酶解和提取，英夫利昔单抗、阿达木单抗、曲妥珠单抗和贝伐单抗标准
曲线的线性动态范围、加权和平均准确度。

图1. 典型的蛋白质生物
分析工作流程。

[ 应用纪要 ]

一种通过直接酶解新药研发样品进行单克隆抗体药物定量分析的通用试剂盒式分析方法

识别特征性肽段

蛋白质变性、二硫键还原、Cys烷基化、胰蛋白酶酶解

LC/MS分析

肽峰面积定量

选择/添加IS(蛋白质/肽)

截留分子量过滤
去除板

凝胶过滤

“不需要”
亲和纯化

通用：蛋白质A、G 特定受

蛋白质水平的净化

肽水平的净化
SPE

“不需要”

精确质量数 三重四极杆
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Van Dongen et al. 61st ASMS, MP525 Minneapolis, Minnesota,
USA 9-13 June 2013.     

 

 

Remicade轻链序列[2]：  
DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQFVGSSIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESMSGIPSRFSGSGSGTDFTLSINTVESEDIADYYCQQSH
SWPFTFGSGTNLEVKTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC  
Remicade重链序列[2]：  
EVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFIFSNHWMNWVRQSPEKGLEWVAEIRSKSINSATHYAESVKGRFTISRDDSKSAVYLQMNSLRTED
TGVYYCSRNYYGSTYDYGQGTTLTVSXASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK   
 
保守区：蓝色
可变区：红色
CDR区：绿色

    独有的特征肽段

通用特征肽段

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

分子式: C6428H9912N1694O1987S46 
分子量: ~ 149.1 kD  

保守区代表性肽  

Anti-HER2重链序列 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRY 
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSS 
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS 
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPPKSCDKTHTCPPCPAPELLG 
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY 
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD 
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK  

Anti-HER2轻链序列 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPS 
RFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP 
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 

C6470H10012N1726O2013S42 
~ 145.5 

 

http://www.drugbank.ca/drugs/DB00072 

独有的特征肽段  
通用特征肽段  

图2. 单克隆抗体药物英夫利昔单抗(Remicade)的结构。

图3. 单克隆抗体药物曲妥珠单抗(赫赛汀)的结构。

[ 应用纪要 ]

一种通过直接酶解新药研发样品进行单克隆抗体药物定量分析的通用试剂盒式分析方法

分子式：
分子量：
kDa(说明书标注为148)
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贝伐单抗轻链序列
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTIS
SLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
贝伐单抗重链序列
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSK
STAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

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

分子式:  
C6538H10034N1716O2033S44 

~ 149.0 kD  

Drug Bank 

独有的特征肽段  

通用特征肽段  

轻链： DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

重链： EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDY 
ADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVS 
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS 
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC DKTHTCPPCPAPELLG 
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY 
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD 
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR 
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Drug Bank 
http://www.drugbank.ca/drugs/DB00051 

C6428H9912N1694O1987S46  
蛋白质平均分子量144190.3000  

独有的特征肽段

通用特征肽段

图4. 单克隆抗体药物贝伐单抗(阿瓦斯汀)的结构。

图5. 单克隆抗体药物阿达木单抗(修美乐)的结构。

[ 应用纪要 ]

一种通过直接酶解新药研发样品进行单克隆抗体药物定量分析的通用试剂盒式分析方法

分子量:
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同时，QC统计结果(见下方的汇总表3)也完全满足法规指南的要求3，平均精度值远低于15%。

一般单克隆抗体药物在研发过程中通常需要达到约1 µg/mL的检测限。采用ProteinWorks eXpress直接酶解试剂盒评估这4种药

物时，完全达到了上述检测限要求。图6展示的低浓度QC色谱图。

本研究采用了一套专为胰蛋白酶酶解所得的多肽而设计的通用酶解方案和SPE方法，能够为新药研发省去繁复杂方法开发

步骤。该试剂盒无需进行方法优化即可准确精密地定量血浆中的4种单克隆抗体药物，因此，在时间紧迫以及分析人员

的蛋白质生物分析经验有限的情况下，该方法可展现其适用性广、实用性强的优势。另外，该试剂盒采用经过预先检测

并且具有批次可溯源性的试剂，能够确保方法可在不同场地、实验室或分析人员之间无缝转换。

蛋白质 肽段
QC浓度  
(µg/mL)

平均计算浓度 
(µg/mL)

标准差 %CV 平均准确度

QC浓度 平均计算浓度
标准差 平均准确度

QC浓度 平均计算浓度
标准差 平均准确度

QC浓度 平均计算浓度
标准差 平均准确度

英夫利昔单抗 SINSATHYAESVK 

0.350 
3.500 

35.000 
350.000

0.333 
3.816 

36.075 
359.301

0.010 
0.098 
0.576 

19.892

3.10 
2.56 
1.60 
5.54

95.0 
109.0 
103.1 
102.6

贝伐单抗 FTFSLDTSK

 
(µg/mL)

 
(µg/mL)

%CV

0.350 
3.500 

35.000 
350.000

0.356 
3.393 

38.461 
369.788

0.004 
0.196 
1.282 

28.066

1.08 
5.78 
3.33 
7.59

101.7 
96.9 

109.9 
105.6

阿达木单抗 APYTFGQGTK

 
(µg/mL)

 
(µg/mL)

%CV

0.350 
3.500 

35.000 
350.000

– 
3.978 

36.567 
380.963

– 
0.570 
1.023 
18.143

– 
14.34 
2.80 
4.76

– 
113.7 
104.5 
108.8

曲妥珠单抗 FTISADTSK

 
(µg/mL)

 
(µg/mL)

%CV

0.350 
3.500 

35.000 
350.000

– 
3.663 
39.182 

374.080

– 
0.067 
2.389 
14.010

– 
1.82 
6.10 
3.75

– 
104.7 
112.0 
106.9

表3. 采用ProteinWorks eXpress直接酶解试剂盒进行酶解和提取所得的血浆样品中，英夫利昔单抗、阿达木单抗、曲妥珠单抗和贝伐单抗的QC样品
统计数据。

 

[ 应用纪要 ]

一种通过直接酶解新药研发样品进行单克隆抗体药物定量分析的通用试剂盒式分析方法



结论

应用ProteinWorks eXpress直接酶解试剂盒，建立了同时测定人血浆中英夫

利昔单抗、阿达木单抗、贝伐单抗和曲妥珠单抗的定量分析方法，定

量下限在250 ng/mL-2.5 µg/mL。此方法(包含酶解和Oasis SPE富集多肽 )的

样品前处理时间仅3小时。采用这一标准化的蛋白酶解试剂盒，可轻

松建立蛋白的生物定量分析方法，加快了蛋白药物研发的速度。
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图6. 贝伐单抗、阿达木单抗、
英夫利昔单抗和曲妥珠单抗
的低浓度QC色谱图(3.5 µg/mL)。
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