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前言

单克隆抗体 (mAb) 等蛋白质的翻译后修饰 (PTM) 是确定药品有效性和安全
性的关键质量属性 (CQA)。分析技术的进步加快了 PTM 表征这项艰巨任务
的速度。在生物制药行业，肽谱分析是蛋白质鉴定的常用方法。其中包括
通过酶解生成肽片段，然后进行液相色谱 (LC) 分离、检测和肽段鉴定。肽
谱分析与质谱 (MS) 检测联用，可鉴定单个氨基酸变化和 PTM。LC/MS 是 
PTM 分析的首选技术。但由于蛋白质酶解物较为复杂，肽谱分离始终是一
项具有挑战性的工作。高分离度和可靠的肽谱分离是可靠鉴定 PTM 的关
键。目前的 LC/MS 方法中，采用质谱兼容的甲酸 (FA) 离子对试剂法，信号
强度要优于其他改性剂。但 FA 的缺点是，与多种 C18 固定相配合使用时峰
形较宽并会出现拖尾峰，从而导致肽对发生共洗脱。表征 PTM 时，需要对
复杂的胰蛋白酶酶解物中经过修饰和未经修饰的肽进行高分离度液相色谱
分离。肽保留和 MS 信号分别会受到所选反相液相色谱柱和流动相离子对试
剂的影响。因此，选择正确的液相色谱柱对于提高含 PTM 肽的分离度至关 
重要。
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我们之前的研究证明，使用  Agi lent  AdvanceBio 
Peptide Plus 色谱柱可提高肽的分离度 [1]。这款色谱
柱的特点是表面带正电荷以及采用 C18 固定相，能够
高效分离肽，获得较窄的峰形。在本研究中，我们评估
了 AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱对含 PTM 肽的分离
效果。将这款新型电荷杂化/C18 杂化表面多孔色谱柱
与 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统联用，
可对治疗性 mAb 进行肽谱分析。AdvanceBio Peptide 
Plus 色谱柱性能卓越，可实现高效肽谱分离，而且质量
准确度高，能够生成序列覆盖率高的 mAb 肽谱。

材料

曲妥单抗购自当地药房，并遵照制造商的使用说明进
行储存。DL-二硫苏糖醇 (DTT)、碘乙酰胺 (IAA)、甲酸 
(FA) 和 LC/MS 级溶剂购自 Sigma-Aldrich。高品质测序
级胰蛋白酶来自安捷伦科技公司。

胰蛋白酶消化
在用胰蛋白酶酶解 mAb 前，先在变性条件下（盐酸
胍）对二硫键进行还原 (DTT) 与烷基化 (IAA)。这一预
处理可确保 mAb 彻底变性、溶解并使蛋白酶能够与
目标底物有效接触。还原和烷基化步骤完成后，将溶
液 pH 调至 pH 7–8 并由胰蛋白酶酶解（蛋白质:蛋白酶 
20:1 (w/w)），在 37 °C 下温育过夜。然后或立即采用 
LC/MS 分析样品，或使用前于 –80 °C 下储存。使用公
式 1 计算相对修饰率。

液相色谱条件
参数 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统
色谱柱： Agilent AdvanceBio Peptide Plus 

2.1 × 150 mm, 2.7 µm, 120 Å 
 （部件号 675950-902）

进样量： 1 µL (1 µg/µL)

样品恒温箱： 5 °C

流动相 A： 0.1% 甲酸的水溶液
流动相 B： 0.1% 甲酸的乙腈溶液
梯度： 0 分钟 → 3% B 

1 分钟 → 3% B 
31 分钟 → 40% B 
33 分钟 → 95% B 
34 分钟 → 95% B 
34.1 分钟 → 3% B

停止时间： 34.1 分钟
后运行时间： 5 分钟
柱温： 55 °C

流速： 0.5 mL/min 

质谱条件

参数
Agilent 6545XT AdvanceBio  
LC/Q-TOF

离子模式： 正离子模式，双 AJS ESI 
(profile)

干燥气温度： 325 °C

干燥气流速： 13 L/min 

鞘气温度： 275 °C

鞘气流速： 12 L/min

雾化器压力： 35 psi

毛细管电压： 4000 V

碎裂电压： 175 V

锥孔电压： 65 V

Oct RF Vpp： 750 V

采集参数 MS 模式
数据在扩展的动态范围内采集
MS 质量数范围： 100–1700 m/z

MS/MS 质量数范围： 50–1700 m/z

MS 扫描速率（质谱图/秒）： 8

MS/MS 扫描速率（质谱图/秒）： 3

斜升的碰撞能量 电荷态 斜率 偏移
2 3.1 1
3 及 3 以上 3.6 –4.8

数据分析 Agilent BioConfirm 软件 B.08.00

公式 1.

相对修饰百分比 = × 100
(∑经修饰肽离子的峰面积)

(∑经修饰肽离子的峰面积) + (∑未经修饰肽离子的峰面积)
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仪器

液相色谱系统
Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统，包括：

• Agilent 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A)

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱 (G7116B) 

• Agilent 1290 Infinity II multisampler (G7167B)

质谱系统
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

图 1. A) 使用 Agilent AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱得到的已鉴定多肽的提取化合物叠加色谱图。 
B) Agilent Bioconfirm 分析提供的重链和轻链序列覆盖 (99.26%) 图。匹配肽以绿色标示
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结果与讨论

肽谱分析
采用 LC/MS 分析 mAb 胰蛋白酶酶解物。图 1A 展示
的是使用 AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱鉴定出的
肽色谱图。所有肽均在前 23 分钟内检出，且峰间分离
度较高。利用分子特征提取 (MFE) 和 BioConfirm 序
列编辑器将通过 LC/MS 分析得到的肽质量数与理论酶
解物进行匹配，该酶解物与抗体序列中首选修饰间的
误差不超过 5 ppm。BioConfirm 分析结果表明序列覆
盖率达 99.26%。AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱的
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物的分离就成为了鉴定全部含 PTM 肽的关键。后面的
章节中，将评估 AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱对氧
化、脱酰胺化和糖基化等 PTM 的分离和鉴定性能。

氧化
甲硫氨酸（Met 或 M）氧化是 mAb 的一种常见 PTM。
氧化速度和范围取决于工艺和储存条件。重链区的 
DLTMISR 肽最易发生氧化。图 2A 为氧化和未氧化的 
DLTMISR 肽的分离结果。Met 氧化会降低肽的疏水性，
从而导致提前洗脱。16 分钟处的峰对应的是与天然肽
完全分离的氧化形式。19 分钟处的峰表明 DLTMISR 肽
尚未完全氧化。色谱柱对上述两种形式的分离性能完全
足以计算出相对氧化百分比，为 1.6%。图 2B 为修饰和
未经修饰的 DLTMISR 肽的代表性 MS/MS 谱图。y4 与 
y5 离子质量数的比较结果表明，修饰肽的质量数增加 
16 Da 左右，表明发生了 Met 氧化。 

性能提升所带来的高分离度和高分离效率配合高准确
度 MS，能够鉴定多数 mAb 胰蛋白酶酶解肽。图 1B 为 
BioConfirm 软件窗口中重链和轻链详细序列覆盖率的截
图。方法的稳定性按 mAb 胰蛋白酶酶解物的五次连续
重复进样（每次进样 1 µg）结果进行评估。每次运行的
序列覆盖率如表 1 所示。结果表明，每次运行时序列覆
盖率都有较高的重现性。

重复次数 序列覆盖率 (%)

第 1 次重复进样 99.26

第 2 次重复进样 98.89

第 3 次重复进样 98.35

第 4 次重复进样 99.10

第 5 次重复进样 97.29

表 1. 序列覆盖图的重现性

图 2A. 显示 Agilent AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱对未氧化和氧化 DLTMISR 肽分离结果
的提取化合物叠加色谱图
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分析 mAb 胰蛋白酶酶解物时，更大的挑战在于样品复
杂性。含 PTM 的肽仅占胰蛋白酶解混合物中的小部
分，其信号常被主要肽所掩盖。因此，对这些复杂酶解
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图 2B. 未氧化（上图）和氧化（下图）DLTMISR 肽的 MS/MS 谱图
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脱酰氨基化
脱酰氨基化是最常见的蛋白质修饰，也是 mAb 生物药
物生产过程中重点关注的问题。天冬酰胺（Asn 或 N）
残基的脱酰氨基化会在蛋白质上引入带负电的官能团，
从而使 Asn 变为酸性异构体天冬氨酸（Asp 或 D）和异
天冬氨酸 (isoAsp)。谷氨酰胺（Gln 或 Q）残基也会通

过脱酰氨基化变为谷氨酸（Glu 或 E），但转化速度远低
于 Asn。脱酰氨基化会导致 +0.98 Da 的偏移，这一点
可通过 MS 得到鉴定。但要通过 MS 来鉴别同分异构的
脱酰氨基化产物却十分困难。肽中 isoAsp 与 Asp 残基
的结构差异会改变反相分离的保留时间，因此这一保留
时间偏移可用于归属肽段修饰。 
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然形式分离开，证明了这款色谱柱强大的分离能力。 
而  NTAYLQMNSLR 肽的相对脱酰氨基化百分比为 
15.9%–0.21%。图 4B 为脱酰氨基化和未脱酰氨基化 
NTAYLQMNSLR 肽的代表性 MS/MS 谱图。

例如，图 3 显示了两个代表性肽对的脱酰氨基化和未
脱酰氨基化形式的分离结果。NTAYLQMNSLR 肽的多
个位点均出现了不同程度的脱酰氨基化。AdvanceBio 
Peptide Plus 色谱柱能够将所有的脱酰氨基化形式与天
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图 3A. 显示 Agilent AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱对未脱酰氨基化和脱酰氨基
化肽分离结果的提取化合物叠加色谱图。经过修饰的位点以红色标示
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图 3B. 未脱酰氨基化和脱酰氨基化 NTAYLQMNSLR 肽的 MS/MS 谱图
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糖基化 
糖基化是表征 mAb 的重要质量控制参数。糖基化会产
生肽骨架相同但糖链结构不同的糖型混合物。N-连接糖
基化主要发生在肽序列的 NXT/S 基序中。由不同的单
岩藻糖基化糖链或复合岩藻糖基化糖链的组合体现出糖
基化异质的复杂性。关键在于将上述糖型分离开来，以
了解结构与功能之间的关系。图 4A 是使用 AdvanceBio 
Peptide Plus 色谱柱分离糖基化和未糖基化 EEEQYNSTR 
肽得到的结果。MS 分析鉴定出 EEEQYNSTR 肽的多
种糖型（G0、G1F、G0F 和 G2F），这些糖型均与天然
肽完全分离。糖肽在反相条件下几乎无保留并会密集洗
脱，这与预期相同。采用基于 EIC 峰面积的相对百分比
之和进行定量分析。各糖基化种类的整体分布结果为：
G0 6.1%、G1F 47%、G0F 39% 和 G2F 7.3%。图 4B 为 
BioConfirm 给出的糖肽匹配结果，质量准确度 < 5 ppm。
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图 4A. 各 m/z 的提取离子色谱图，其比值与糖基化和未
糖基化 EEEQYNSTR 肽段相称

图 4B. 显示糖基化和未糖基化 EEEQYNSTR 肽段详细信息的 Agilent BioConfirm 窗口
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