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摘要
本应用简报介绍了在第二维中使用脱盐小柱并利用 2D-LC/MS 配置进行单克
隆抗体 (mAb) 的脱盐和表征。第一维分离中使用了离子交换 (IEX) 和亲和色
谱（主要是基于盐的洗脱条件）。在第二维中，在进行质谱分析之前使用 
Agilent AdvanceBio 脱盐反相小柱对馏分脱盐。结果表明脱盐小柱具有出色的
性能，可提供高质量的质谱数据。

用于单克隆抗体表征的 2D-LC/MS 工作流程示例
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• Agi len t  1290  In f in i t y  阀驱动 
(G1170A) 和 2 位/4 通双向阀（二
维液相色谱阀头，G4236A）

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 (2X 
G1170A) 和配备 40 µL 定量环的
多中心切割阀 (2x G4242-64000)

• 配备 10 mm 流通池的 Agilent 
1260 Infinity 二极管阵列检测器 
(2x G1315C)

• Agilent 6530 精确质量数 Q-TOF 
LC/MS (G6530A)

图 1 显示了 2D-LC/MS 配置的设置。

实验部分
样品
治疗性单克隆抗体 mAb1（创新药物）、 
mAb2（生物仿制药）和 mAb3（创新
药物）购自当地药店，并根据制造商
的说明进行储存。所有试剂均为液相
色谱级。

仪器
使用 Agilent 1290 Infinity 二维液相色谱
解决方案，包括以下模块：

• Agilent 1260 生物惰性四元泵 
(G5611A)

• Agi lent  1290  In f in i ty  二元泵 
(G4220A)

• Agilent 1290 Infinity 自动进样器 
(G4226A) 及 1290 Infinity 柱温箱 
(G1330B)

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (2X 
G1316C)

前言
单克隆抗体 (mAb) 治疗性药物是制药
行业中一个不断发展的领域。这些分
子的性质十分复杂，且在开发过程和
整个生命周期中经历了各种酶或化学
修饰。这些修饰会造成异质性，包括
裂解、翻译后修饰 (PTM)、降解、聚
集和序列变异。因此，必须通过全面
的理化表征确保产品的安全性、质量
和药效。多维液相色谱 (2D-LC) 与质谱 
(MS) 的联用技术是表征不同 mAb 异构
体的最佳分析技术。亲和、离子交换 
(IEX) 和体积排阻色谱 (SEC) 等技术常
用于第一维分离。这些液相色谱技术
中采用的典型流动相为水相，并含有
与质谱检测不兼容的非挥发性盐分。
为了鉴定这些通过质谱实现分离的
色谱峰，在第二维中采用了在线脱盐 
方法。

本应用简报介绍了使用 AdvanceBio 脱
盐反相小柱作为在线脱盐柱在第二维
中对 mAb 进行分析。第一维液相色谱
使用 IEX 表征电荷异构体，此外，使
用 Protein A 色谱柱的亲和捕获功能对
不同 mAb 样品（包括创新药物和生物
仿制药）进行分析。结果表明 Agilent 
AdvanceBio 脱盐反相小柱具有出色的
性能，可提供高质量的质谱数据。

图 1. 2D-LC/MS 配置的示意图

色谱条件
多中心切割 2D-LC/MS 分析（IEX → 脱盐-RP；亲和 → 脱盐-RP）

第一维泵 (IEX)
溶剂 A 水

溶剂 B NaCl (850.0 mM)
溶剂 C NaH2PO4 (41.0 mM)
溶剂 D NaH2PO4 (55.0 mM)
流速 0.75 mL/min
梯度 使用安捷伦缓冲液顾问软件计算出的盐梯度 

 （缓冲液：30 mM，pH：6.3，NaCl：0-161.5 mM）
0 min：30.3% A，0.0% B，59.6% C，10.1% D
2 min：26.0% A，5.0% B，56.9% C，12.1% D
8 min：21.5% A，10.0% B，54.9% C，13.6% D
20 min：13.3% A，19.0% B，51.9% C，15.8% D
35 min：30.3% A，0.0% B，59.6% C，10.1% D

后运行时间 10 min
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色谱条件（续）
第一维泵（Protein A，亲和）
溶剂 A 20 mM 磷酸钠缓冲液，pH 7.4
溶剂 B 0.5 M 乙酸 
流速 1 mL/min
梯度 0-0.5 min：0% B（结合）

0.6-1.7 min：100% B（洗脱）
1.8-3.5 min：0% B（再生）

第二维泵（脱盐-RP）
溶剂 A 0.1% 甲酸
溶剂 B 0.1% 甲酸的乙腈溶液
流速 0.4 mL/min

梯度 0 min：5% B
0.5 min：5% B
3.0 min：80% B
4.0 min：80% B
4.1 min：5% B
6.0 min：5% B

二维梯度停止时间 6.0
二维分析周期 6.1
自动进样器
进样量 5 µL
样品温度 5 °C
色谱柱（IEX → 脱盐-RP）（亲和 → 脱盐-RP）
第一维色谱柱 Agilent Bio mAb NP5, 4.6 × 250 mm, 5 µm PEEK（部件号 5190-2407）

Agilent Bio-Monolith Protein A, 4.95 × 5.2 mm, 5 µm（部件号 5069-3639）
第二维色谱柱 Agilent AdvanceBio 脱盐反相小柱，2.1 × 12.5 mm, 10 µm, 1000 Å 

 （部件号 PL1612-1102）
柱温箱
第一维色谱柱 室温
第二维色谱柱 室温
多中心切割
运行模式 根据第一维的保留时间设置的中心切割（二维时间段）进行基于时间的

多中心切割。
在取样时间为 0.04 min（定量环充填 > 200%）的条件下对杂质进行中心
切割。

检测
第一维
DAD 参数

波长 280 nm/4 nm 
参比波长 360 nm/100 nm

第二维
质谱参数

气体温度 350 °C
鞘气温度 400 °C
气体流速 8 L/min
鞘气流速 11 L/min
雾化气压力 35 psi
毛细管电压 5000 V
喷嘴电压 1000 V
碎裂电压 200 V

液相色谱流计时 配备质谱阀切换（废液/质谱）的时间段

软件
• Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版软件，版本 C.01.07 [27] 以及 
Agilent 1290 Infinity 二维液相色
谱采集软件，版本 A.01.02 [24]

• Agilent MassHunter Workstation 软
件，版本 B.05.01，Build 4.0.479.0

• 安捷伦缓冲溶液顾问软件 
A.01.01 [009]

结果与讨论
由于 mAb 的异质性，配备质谱检测的
二维液相色谱是生物治疗药物表征的
首选工具。IEX、SEC 和亲和色谱等色
谱技术用于分析关键质量属性。在本
研究中，第一维分离同时采用了亲和
纯化和 IEX。在第二维的反相脱盐步
骤之后分析 mAb 样品，无需对馏分进
行手动脱盐。
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IEX → 脱盐-RP
采用盐梯度的弱阳离子交换色谱 
(WCX) 常用于 mAb 电荷异质性的分
离。为了进一步表征这些电荷异构体
色谱峰，需要在质谱分析之前进行脱
盐步骤。图 2 和图 3 显示了创新药物
和生物仿制药 mAb 的 2D-LC/MS 电
荷异构体结果。在第一维中，使用 
Agilent Bio mAb PEEK 色谱柱分离不同
电荷形态。然后在第二维中，使用 
Agilent AdvanceBio 脱盐反相小柱进行
脱盐。创新药物 mAb 显示出一个主要
峰（被指定为主峰），此外还显示出
低浓度碱性和酸性异构体。早洗脱和
晚洗脱峰分别称为酸性异构体和碱性
异构体。生物仿制药 mAb 的色谱图显
示了不同的分离谱，代表与创新药物 
mAb 相比碱性和酸性异构体的含量不
同。使用多中心切割方法将创新药物
与生物仿制药 mAb 的所选峰转移到第
二维脱盐小柱中进行质谱分析。参考
文献 1 和 2 提供了有关多中心切割二
维液相色谱方法的更多信息。图 3 显
示了这些电荷异构体峰的解卷积质谱
结果。在 WCX 中，创新药物与生物
仿制药 mAb 的主峰在相同保留时间
处洗脱，各自的解卷积质量数测量结
果确认了这些峰具有相同归属。生物
仿制药 mAb 峰 2 和峰 3 的质谱分析结
果表明峰 1、2 和 3 之间存在 128 Da 
的偏移。这一偏移对应于  C 端赖氨
酸截短（利用羧肽酶  B 消解得到确
认，数据未示出）。该组数据展示了 
AdvanceBio 脱盐反相小柱用于 mAb 电
荷异构体鉴定的高效在线脱盐方法。
为实现高分离度 mAb 分离，可以在第
二维中使用 Agilent AdvanceBio RP-mAb 
色谱柱3。

图 2. 使用 Agilent Bio mAb 5 µm 色谱柱获得的创新药物和生物仿制药 mAb 的第一维电荷异构 
体谱图。将分配的峰 1、2 和 3 转移到第二维（Agilent AdvanceBio 脱盐反相小柱）中进行质谱
分析
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图 3. 图 2 中指定的峰 1、2 和 3 的解卷积质谱图
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小柱中进行质谱分析。图 4 显示了三
种 mAb 样品各自的解卷积质谱图。
质量数测量的分析结果表明 mAb 具
有正确的质量。该组数据展示了使用 
AdvanceBio 脱盐反相小柱的快速在线
脱盐方法。

使用 2D-LC/MS 中心切割方法对三种
药物 mAb 进行了分析。第一维中使
用 Agilent Bio-Monolith Protein A 色谱
柱捕获和富集 mAb。在第二维中，在
质谱分析之前使用 Agilent AdvanceBio 
脱盐反相小柱进行脱盐。使用中心切
割方法将 Protein A 色谱柱中获得的亲
和纯化峰（图 4）转移到第二维脱盐

亲和 → 脱盐-RP 
在 mAb 的生产和纯化过程中，确保
选择正确的克隆十分重要，该步骤可
生成具有高表达的正确候选产物。通
常，使用 Protein A 和 Protein G 的亲和
色谱用于纯化和测定细胞培养物中的 
mAb 浓度。此外，还可以使用质谱分
析确认产物峰的归属。在本研究中，

图 4. 使用 Protein A 作为第一维色谱柱，脱盐小柱作为第二维色谱柱获得的 mAb 的 2D-LC/MS 谱图。将第一维色谱图中的选定主峰捕获并转移到 
Agilent AdvanceBio 脱盐反相小柱中，该反相柱能够高效去除盐分并提供高质量质谱结果 
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结论
本研究展示了安捷伦二维液相色谱系
统与安捷伦生物色谱柱联用进行 mAb 
表征的工作流程解决方案。这一目的
可通过在第一维中应用电荷异构体或
蛋白质亲和捕获，然后在第二维中的
质谱分析之前使用 Agilent AdvanceBio 
脱盐反相小柱实现。结果表明，使用 
AdvanceBio 脱盐反相小柱可实现高效
的在线脱盐。
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