
 

液质联用（LC/MS）技术在单克隆抗体（曲妥珠单抗）
结构表征上的应用

摘要
在 2010 年，生物技术药物的市场份额已接近 1000 亿美元 [1]。预计到 2015 年，

超过 50% 的获批新药都将是生物药物 [2]。与小分子药物相比，生物技术药物

如单克隆抗体（mAb）是非均一性的结构复杂的分子，且开发成本和技术要求

更高，这在生产安全有效的药品方面给生物制药行业带来了巨大的挑战 [3]。因

此，FDA（美国食品药品管理局）[4] 和 EMA（欧洲药品管理局）[5] 等药品监管

机构要求对生物技术药物进行全面的分析表征并向监管机构证明药学研究数据

能够尽可能反映该药品的理化性质：这包括确认一级结构的氨基酸序列、翻译

后修饰（PTMs）以及不同批次间比较性研究的数据等。基于此，需要能够将多

种分析任务所涉及的不同流程进行整合，并且很容易在生物技术药物开发的不

同阶段和不同实验室方便使用的方案。在本研究中，我们介绍了 LC/MS 方法如

何对重组蛋白类生物药物进行全面的分析表征。我们以人源化单克隆免疫球蛋

白抗体（IgG1）“曲妥珠单抗”为例，证实了 LC/MS 方法是进行抗体药物深度结

构表征的有效手段，同时能够反映不同批次产品在质量属性方面的差异。本研

究包括完整抗体分子的分子量和糖型分析、单抗亚基（轻链和重链）的分子量

分析、肽图分析以及对 N- 连接寡糖的分析。通过抗体分子完整蛋白质谱分析，

能够获得曲妥珠单抗的准确分子量以及不同糖型分布的情况。通过分析该抗体

的酶解液肽图分析，曲妥珠单抗的氨基酸序列覆盖率可达到 100%，翻译后修饰

的相关信息也可通过肽图分析获得。糖基化分析是通过使用 LC-FLR-MS 方法分析

酶切释放的 N- 连接寡糖来进行的。

材料
IgG1 抗体“曲妥珠单抗”是从市场上购买的药品；碘乙酰胺（IAM）、二硫苏糖

醇（DTT）、甲酸铵、碳酸氢铵（NH4HCO3）、三氟乙酸（TFA）、N- 糖苷酶（PNGase 

F）和糖链分析用 2-AB 标记试剂盒均从 Sigma 公司购买；普洛麦格公司（美国威

斯康星州麦迪逊）生产的测序级胰蛋白酶、EM 科技公司（美国新泽西州吉布斯

敦）生产的甲酸（FA）、飞世尔科技公司（美国宾夕法尼亚州匹兹堡）生产的

优级乙腈（ACN）以及包含 RapiGest SF μElution HILIC 固相萃取（SPE）96 孔板的

RapiGest SF MassPREP 糖分析试剂盒（Waters, Milford， MA， USA）。用于 HPLC 流动

相以及各种样品制备程序的去离子水均使用 Millipore Mili-Q 纯化系统（美国马萨

诸塞州贝德福德）制备而得。

仪器设备
所有液相色谱分离均使用配置了可调波长紫外检测器（TUV，用于肽图分析）或

荧光检测器（FLR，用于对游离 N- 寡糖的分析）的 ACQUITY UPLCTM 系统（Waters, 

Milford， MA， USA）进行。各项质谱测定均使用 SYNAPT G2 HDMS 系统或 Xevo G2 

QTof MS 系统（Waters, Milford， MA， USA）进行。MassLynxTM 4.1 软件用于控制

LC-MS 仪器和采集数据。

结果
单抗完整蛋白及轻重链的分析数据

肽图分析
肽图分析是生物药物分析的一项极其重要的关键技术，它提供最全面的生物药

表征信息。肽图分析通常用于对目标蛋白的氨基酸序列进行定位和确认，以及

研究不同蛋白样品中氨基酸序列和翻译后修饰的差异。
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图 1A 显示曲妥珠单抗在质量范围介于 m/z 2000 至 4000 之间时的原始质谱图。

图 1B 是经去卷积化处理后的图谱（通过 BiopharmaLynx 1.3 软件内嵌入的 MaxEnt

算法进行处理），显示出该抗体的多个质量峰；这些质量峰是由于在重链保守

区上不同 N- 寡糖的存在造成的，可归属为在各种 IgG1 分子中常见的糖型 [6]。

完整蛋白质谱分析有助于确定生物分子是否正确表达以及翻译后修饰是否正确。

它还可以总体呈现该蛋白的非均一性特征以及各种糖基化形式的相对含量。同

时，完整蛋白质谱可广泛用于药品比较性研究，如在相近的细胞系或者相似条

件下所表达的不同单抗的糖基化修饰情况对比等。图 1C 在完整蛋白的层面上检

查了三批曲妥珠单抗的非均一性情况。从去卷积化处理后的图谱比较结果可以

非常直观地看出糖型的差异信息，特别是 IgG1 的某些含量低的糖型的差异尤其

明显（见图中标识）。

IgG1 分子经还原后解离为两条轻链和两条重链。通过轻链和重链质谱分析以及

去卷积化处理，能够直接获得抗体分子中是否存在某些较小分子量的改变，如

氧化 [+16 Da] 等；而这些较小分子量的改变是很难在整蛋白分析中获得的。另外，

对抗体轻重链的分析通常需要使用 LC 将轻重链完全分开以便获得更准确的数据

信息。图 2A 显示了曲妥珠单抗经还原处理后的 LC/MS 色谱图，其中 11.1 分钟

的色谱峰是轻链。在 14.8 分钟和 15.5 分钟部分分离的两个色谱峰来自于氧化

后的重链（图 2B 和图 2C），表明该单抗的重链出现了较高程度的氧化（包含

+1 个氧和 +2 个氧的信号）。

基于质谱检测的肽图分析可以非常方便地对蛋白质翻译后修饰进行详尽且全面

的表征。MS/MS 技术通常用于获得碎片离子质谱信号，以便进行序列分析和翻

译后修饰的确定。这这种分析需要一种能够提供准确分子量的仪器，以便获得

可靠的数据结果。很显然，高分辨率的液相色谱分离系统与高分辨率、高质量

准确度的串联质谱仪联用在肽图分析方面拥有巨大优势。在本研究发现的包

含翻译后修饰（PTMs）的所有肽中，我们选择了含有半胱氨酸氧化的两个肽段

（HC T12 和 HC T21）来展示 MSE 技术在翻译后修饰（氧化）位点鉴定方面的应

用。同时这两个肽的分析对解释和验证前面观察到的重链过度氧化也有很重要

的作用（图 2）。HC T12 肽段的序列是 WGGDGFYAMDYMGQGTLVTVSSASTK，发生氧

化修饰的肽段在肽图中的保留时间为 63.43 分钟。另一种个（HC T21）的序列

是 DTLMISR，在肽图中的保留时间是 21.55 分钟。在使用 BiopharmaLynx 进行数

据处理的阶段，两个肽均被自动鉴定为发生了高比例的氧化修饰（加和超过

56%）。此外，每个肽的氧化位点也通过高能量碎裂数据得到确认。图 5 给出

了关于 HC T21 肽的低和高能量碎裂数据示例。

图 3 显示出两个曲妥珠单抗（参照样和样品）的胰蛋白酶酶解物的 LC/MS 色谱

图比较结果（镜像图）。软件对这些数据进行了处理并对色谱峰进行自动积分。

对于肽图谱，BioPharmaLynx 可自动将每个肽段的不同价态和同位素分布转换成

单电荷的母离子信号，根据此信号的准确分子量可以对肽段进行鉴定。转换后

的信号强度可用来对该肽段进行更加准确的定量。由于 MSE 同时对每个肽段采

集了碎片离子质谱数据，这个二级谱图的信息还可用于确证肽段的序列。本研

究的实验结果表明，联合使用不同的酶可提供多肽片段的重复信息，增加对在

酶切中可能产生的小段肽的检测机会，进而增加氨基酸序列覆盖率 [7]。在本研

究中，我们使用胰蛋白酶和 AspN 分别对该抗体进行酶解，然后通过 LC/MSE 方法

对酶解液分别进行分析或将两个酶解液合并后分析，使用混合酶切策略，该单

抗的序列覆盖率达到 100%，如图 4 所示。

图 1. A：单抗完整蛋白质谱图（m/z 2000~4000）原始数据。B：经 MaxEnt1 进行去卷积
化处理后的曲妥珠单抗图谱结果，显示了该蛋白的分子量信息和多种糖型。C：比较不
同批次曲妥珠单抗的完整蛋白数据结果，显示了批次间糖型的非均一性。

图 2. 曲妥珠单抗重链（源自显示样品出现较高程度氧化的两个色谱峰）的 LC/MS 色谱图
和经去卷积化处理后的图谱。

图 6. A：UPLC/FLR/Xevo QTof MS 分析源自曲妥珠单抗的经 2-AB 标记的寡糖。左侧上图是
FLR 色谱图；左侧下图是 MS 的 TIC 图。通过寡糖的准确分子量确认糖的类型。2-AB 标记
的寡糖峰的指认通过将 FLR 色谱峰与 BPI MS 峰相对应来进行。B：右图显示 G2F 糖的 FLR
色谱峰以及 BPI MS 峰和质谱信号。 

图 7. A：三个批号曲妥珠单抗使用 UPLC/FLR 分析 2-AB 标记 N- 连寡糖的叠加色谱图。B：
三个批号曲妥珠单抗中 2-AB 标记 N- 连寡糖的相对含量对比柱状图。每个批号样品都进
行三次重复分析（平行对三份去糖基化曲妥珠单抗样品依次进行 µElution SPE 萃取、2-AB
标记和随后的 µElution SPE 净化）确定误差条。误差条根据重复制备的样品进行计算。 

图 8. 用于单抗结构表征的 LC/MS 和 LC/MSE 工作流程。

 

 

图 3. 两个批号次曲妥珠单抗 LC/MS 肽图镜像比较结果图。所示数据经过处理，以显示
样品间的差异。 

图 4. 通过使用两种酶进行肽图分析的策略，得到了曲妥珠单抗的氨基酸全序列信息，
覆盖率 100%。

图 5. 重链的 T21 肽段（DTLMISR）及其氧化修饰后肽段的 MSE MS/MS 质谱图确证了肽段
的序列和氧化修饰位点。 

 

	
  

糖基化修饰研究
糖基化修饰在单抗等多种蛋白治疗药物的安全性和有效性方面有着非常重要的

作用。几项研究已经表明糖基化修饰的改变与细胞系的选择以及培养条件的改

变存在一定的相关性 [8]。这些改变对重组单抗药物的生物活性有很大影响，并

最终影响药效。药品监管机构要求监测不同批次间单抗的质量，并强制规定对

蛋白糖基化的微观非均一性和一致性进行详细评估。 

生物制药行业通常将游离 N- 寡糖的分析作为糖型分析的标准方法，这也是对

IgG 分子和其他糖蛋白中的糖基化修饰进行定量分析最常用的方法。对于游离 N-

寡糖的分析，通过 PNGase F酶将单抗中的N-连寡糖释放出来，游离的寡糖先用2-AB 

（ 2- 氨基苯甲酰胺）进行标记，然后再使用亲水作用色谱（HILIC）进行分离并

使用荧光 [9] 和串联四极杆飞行时间质谱进行检测。荧光数据有助于不同寡糖

的定量分析，同时质谱帮助确认寡糖的结构信息。图 6B 给出了一个关于 G2F 糖

的 FLR 色谱峰和 MS 色谱峰，以及该糖的质谱数据。此外，QTof 质谱仪所提供的

MS/MS 碎片信息有助于阐明寡糖的结构信息（数据未显示）。实验中所用 Q-Tof

质谱仪的灵敏度足够用来分析低丰度的寡糖结构。
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图 7A 显示三个批号曲妥珠单抗使用 UPLC/FLR 分析释放的 N- 连寡糖色谱图叠加

效果图；图 7B 中的图表比较了样品中不同寡糖的相对含量以及样品制备产生的

偏差。图 7B 中的狭窄误差条确认了寡糖分析的重现性非常好。不同批次间寡糖

分析结果之间的差异显著大于样品制备过程中出现的偏差。在其他差异中，我

们观察到第 3 批样品的 G0F 含量显著高于其他两批。Man6、Man7 和 Man8 仅在

第 2 批样品中被观察到。

 

 

总结
在本研究中，我们描述了对单克隆抗体治疗药物“曲妥珠单抗”进行结构表征

和比较性研究的分析流程和平台（图 8）。曲妥珠单抗的完整蛋白及经还原后

的轻链和重链使用性能良好的准确质量质谱进行测定并将糖基化修饰定位于该

抗体的重链。通过使用胰蛋白酶和 AspN 进行混合酶切的肽图分析，曲妥珠单抗

的氨基酸序列覆盖率可达到 100%。翻译后修饰（PTMs）可在肽图分析时同步进

行。糖基化分析是通过使用 LC/FLR/MS 检测和定量方法分析 2-AB 标记的 PNGase

酶切释放出的 N- 连寡糖来进行。在抗体药物深度结构表征、比较性研究以及常

规 QC 检测应用中，对这些检测项目和分析方法综合运用是行之有效的。同时此

方案对于抗体仿制药的研究开发也有非常大的借鉴意义。
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