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前言
作为当前研究热点的单克隆抗体 (mAb) 是一类迅速扩展的蛋白质生物分子。由
于蛋白质药物的异质性，必须对此类生物分子进行广泛的分析表征。

将液相色谱与电喷雾质谱 (LC/MS) 相结合进行肽谱分析是生物制药行业中用于
确证 mAb 一级序列的一项成熟技术。全面的表征不仅能提供 mAb 及其异构体的
完整氨基酸序列，还能够获得翻译后修饰 (PTM) 及位置的信息1-3。然而，数据处
理和结果解析自动化工作流程的缺失成为大多数生物制药分析或临床研究实验
室的瓶颈。

在本研究中，我们开发了高通量的工作流程，使用 Agilent AssayMAP Bravo 液体
处理自动化系统、Agilent 1290 Infinity II UHPLC 系统、Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF 以及 Agilent BioConfirm 软件（实现自动化数据分析）进行完整的序列
映射分析。

图 1. Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统
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实验部分

材料与方法
单克隆抗体 (mAb) 标准品 RM 8671 购自
美国国家标准技术研究院 (NIST)。DL-
二硫苏糖醇 (DTT)、碘乙酰胺 (IAA) 和
盐酸胍均购自 Sigma-Aldrich 公司。高
品质质谱级胰蛋白酶/Lys-C 混合酶购
自 Promega 公司。AssayMAP C18 小柱
来自安捷伦科技公司。

Agilent AssayMAP Bravo 液体处理系统
用于稀释、消解和脱盐 NIST mAb 样
品。然后将样品干燥，使用 0.1% TFA 
去离子水溶液对样品进行重悬。在每
次 LC/MS/MS 分析中进样约 0.5 µg 的 

mAb 消解样品。

LC/MS 分析
将 Agilent 1290 Infinity II UHPLC 系统与
配备安捷伦双喷射流电喷雾离子源的 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统
联用，进行 LC/MS 分析。利用 Agilent 
AdvanceBio 肽谱分析色谱柱（2.1 × 
150 mm, 2.7 µm）进行液相色谱分离。
表 1 和表 2 列出了所采用的 LC/MS  
参数。

数据处理
使用 Agilent MassHunter BioConfirm 
B.08.00 软件处理从 LC/MS/MS 中采
集的原始数据。这种强大的算法简化
了下游的数据分析，通过与 NIST mAb 
的理论消解序列对比，实现了多肽和 
PTM 的自动鉴定。 

表 1. 液相色谱参数

表 2. 质谱采集参数

Agilent 1290 Infinity II UHPLC 系统

色谱柱 Agilent AdvanceBio 肽谱分析柱，2.1 × 150 mm，2.7 µm（部件号 653750-902）

恒温器 4 °C

溶剂 A 0.1% 甲酸的水溶液

溶剂 B 0.1% 甲酸的 90% 乙腈溶液

梯度 0-15 min 内 B 由 0 升至 40% 
15-18 min 内 B 由 40% 升至 90% 
18-20 min 内 B 保持 90%

柱温 60 °C

流速 0.4 mL/min

进样量 3.0 µL

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统

干燥气温度 325 °C

干燥气 13 L/min

雾化器压力 35 psig

鞘气温度 275 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 4000 V

喷嘴电压 500 V

碎裂电压 175 V

锥孔电压 65

四极杆 AMU 95

参比质量 121.0509，922.0098

采集模式 扩展动态范围 (2 GHz)

质量数范围 m/z 100-1700

采集速率 5 质谱图/秒

自动 MS/MS 范围 m/z 50-1700

最小 MS/MS 采集速率 3 质谱图/秒

分离峰宽 窄（约 1.3 m/z）

母离子/循环 前十

碰撞能量 3.6*(m/z)/100–4.8

MS/MS 阈值 3000 响应值和 0.001%

动态排除 开启；重复 3 次，然后排除 0.2 min

基于母离子丰度的扫描速率 是

目标值 25000

使用 MS/MS 累积时间限 是

纯度 严格性 100%，截留率 30%

同位素模型 多肽

母离子排序 仅按丰度进行排序；+2，+3，> +3
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NIST mAb 中多肽的提取化合物色谱图 
(ECC)。在较短的梯度时间 (15 min) 下
获得了出色的色谱分离度。NIST mAb 
轻链和重链上每个已识别的多肽用其
相应的序列编号进行标记。

UHPLC 和安捷伦精确质量 AdvanceBio 
Q-TOF 系统来应对这些挑战。此外，
Agilent MassHunter BioConfirm B.08 软
件的自动化数据处理工作流程显著改
善了总体数据挖掘和结果准确性。
图  2 展示了胰蛋白酶/Lys-C 消解的 

结果与讨论
抗体的全面肽谱分析既复杂又耗时，
因为需要对具有各种修饰的数百种
多肽进行必要的样品前处理和数据
分析。我们使用高通量的 AssayMAP 
Bravo 液体处理系统、Agilent Infinity II 

图 2. 采用 Agilent AdvanceBio 肽谱分析色谱柱分离的胰蛋白酶/Lys-C 消解 NIST mAb 标准品 RM 8671 的多肽 ECC
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BioConfirm 中的肽谱分析结果汇总  
 （图  4）方便快速查看详细的多肽信
息，包括质量数、保留时间、匹配的
多肽序列、修饰和匹配得分。使用户
能够查看样品的 TIC 和各个多肽的 MS 
和 MS/MS 谱图。此外，还提供了用
于相对定量分析的前体分子及其碎片
离子的丰度。

示了采用 BioConfirm 软件鉴定出的多
肽的详细示例。大多数鉴定出的多肽
显示了出色的质量准确度，且误差小
于 1 ppm。完成多肽鉴定后，系统自
动报告 mAb 序列覆盖图。图 3B 显示
了利用 15 分钟 UHPLC 梯度所获得的 
NIST mAb 的序列覆盖率为 99.4%。

在我们的肽谱分析工作流程中，需要
所有匹配的多肽具有 < 5 ppm 的质谱
质量数误差，并且具有至少一个确证
性 MS/MS 谱图。BioConfirm 得分算法
考虑的因素包括：b、y 碎片离子和亚
胺离子的存在、质量准确度、MS/MS 
峰强度以及其他参数。图 3A 突出显

图 3A. Agilent MassHunter BioConfirm B.08 肽谱分析结果表的示例，汇总了 NIST mAb 消化物中所有匹配的多肽的详细信息。
大部分鉴定出的多肽的质量准确度小于 1（红框）
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图 3B. NIST mAb 序列覆盖率汇总

图 4. Agilent MassHunter BioConfirm B.08 软件中典型肽谱分析结果及蛋白质序列覆盖率的屏幕截图
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图 5 显示了天然多肽（母离子位于  
m/z = 631.6385 处，+3）和 Met 氧化多
肽（母离子位于 m/z = 636.9698 处，
+3）的 MS/MS 谱图对比结果。b4–b7 碎
片离子（绿框）的主要差异 (+15.99 Da) 
明确区分了天然形式和修饰形式，并
指出了轻链中 Met-4 是氧化的位置。

类似地，图 6 显示了天然多肽和脱酰
氨基化多肽的 MS/MS 谱图，其中，
b2–b3 碎片离子（紫框）均显示了 0.98 
Da 的特征质量数偏移，明确指明了脱
酰胺的存在。此外，由于大部分的 y 
离子（y4–y8，以红色突出显示）仍然
与天然形式（上图）相同（除了 y10 离
子），很显然，脱酰胺作用发生在重
链 Asn-364 位置。

图 5. 翻译后修饰（甲硫氨酸氧化）分析。天然多肽和 Met 氧化多肽（轻链多肽 1-18）的 
MS/MS 谱图。上图：天然多肽，下图：在 Met 4 处氧化的多肽（绿框中已确认的碎片离子）

图 6. 翻译后修饰（脱酰胺基作用）分析。天然和脱酰氨基化多肽（重链：364-373）的 MS/MS 
谱图。上图：天然多肽，下图：在 Asn 364 处发生脱酰胺基作用的多肽
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结论
自动化的样品前处理、快速分离、可
靠检测与简化的数据处理的结合，
改变了多肽分析的流程，将这项耗
时而又繁琐的操作转变成常规工作
流程。这可能源于该流程中每个组
件的可靠特性以及高性能，包括 
Agilent AssayMAP Bravo，以及 Agilent 
MassHunter BioConfirm B.08 的数据处
理功能。Agilent 1290 Infinity II UHPLC 
和  Agilent AdvanceBio 多肽分析色
谱柱的分离功能，以及 MassHunter 
BioConfirm 自动化的处理功能大大缩
短了总的分析时间。Agilent 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF 的高准确度和分
辨率体现在分析完整的蛋白质消解物
时所获得的一致精确结果。
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