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前言
单克隆抗体 (mAb) 型药物代表了发展迅速的一类生物药物，对这类药物需要进
行深入表征，以便获得临床试验和后续上市的批准。鉴于单克隆抗体具有分子
量大及存在翻译后修饰（糖基化）的特征，精确质量数测定是单克隆抗体分析
表征中最具挑战性的步骤。这些特性也使得修饰位置的测定更加复杂。

为了应对抗体质量数测定相关的挑战，人们使用了大量补充方法。可以用 
PNGase F 处理抗体去除 N-糖链，后用 IdeS 等蛋白酶酶解获得抗体片段，也可
还原单克隆抗体，以生成轻链和重链，随后进行质量数测定。这些技术可以各
种组合加以应用。样品前处理可能费时费力，而且重现性不佳。本应用简报展
示了如何使用 Agilent AssayMAP Bravo 的自动化功能简化这些方法，减少引入
人为误差的可能性，提高重现性，并实现更长的无人值守时间（图 1 和图 2）。

Agilent AssayMAP 
Bravo 平台 

mAb 表征
结果 LC/Q-TOF

图 1. 使用 Agilent AssayMAP Bravo 进行自动化抗体表征的一体化工作流程
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我们使用两种明确表征的抗体，展示
了安捷伦如何提供从原始样品到样品
前处理、数据采集和数据分析的完
整质量数分析全面解决方案。采用结
合生物素化 HER2 ECD（曲妥单抗）
或生物素化蛋白质 L (NIST mAb) 的 
AssayMAP 链霉亲和素  (SA-W) 小
柱，通过 AssayMAP Bravo 对细胞培
养上清液进行亲和纯化，得到特异性
作用于 HER2 胞外区 (ECD) 的单克隆
抗体赫赛汀（曲妥单抗）和 NIST 单
克隆抗体标准物质 8671。蛋白质 L 是
一种抗体 κ 轻链的亲和试剂。之后，
分别使亲和纯化后的赫赛汀和 NIST 
mAb 保留完整、用 PNGase F 去糖基
化或用 IdeS 酶解处理，同时使用柱上
反应应用将其固定在 AssayMAP 小柱
上。将 PNGase F 和 IdeS 反应生成的
可溶性产物（分别为糖链和 Fc/2 重
链片段）收集在一个孔板中。将一半
固定的完整 mAb、去糖基化 mAb 和 
F(ab')2 片段从小柱中洗脱到含还原
缓冲液的孔中，并将另一半样品洗脱
到非还原缓冲液中。所有这些步骤均
在 AssayMAP Bravo 上自动进行。为
了获得高质量数准确度的数据，这些
步骤获得的蛋白质数据均使用 UHPLC 
与 Q-TOF 质谱的联用系统进行分析。

连接到小柱的 ECD 或
蛋白质 L

mAb 的亲和纯化
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图 2. Agilent AssayMAP Bravo 进行的抗体样品前处理

实验部分

材料
重组人 HER2 胞外区 (ECD) 购自 ACRO  
Biosystems (Newark, DE)。EZ-Link  
Sulfo-NHS-LC 生物素试剂盒和 Pierce 
生物素定量试剂盒购自赛默飞世尔
科技公司 (Grand Island, NY)。快速 
PNGase F 购自 New England Biolabs 
(Ipswich, MA)。 IdeS 蛋白酶购自 
Promega (Madison, WI)。赫赛汀（曲
妥珠单抗）制剂由基因泰克 (South 
San Francisco, CA) 生产。单克隆抗
体参比物质 8671 购自美国国家标准
技术研究院 (NIST)。CHO 细胞培养上
清液购自 Aldevron (Madison, WI)。采
用安捷伦科技公司 (Santa Clara, CA) 
的 AssayMAP 链霉亲和素小柱 (SA-
W)。其余全部化学品均购自 Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO)。 

抗体亲和小柱的构建
使用 EZ-Link Sulfo-NHS-LC 生物素
试剂盒对人表皮生长因子受体 (HER2) 
ECD 和蛋白质 L 进行生物素化。将
生物素与 HER2 ECD 的摩尔比确定为 
9.5，生物素与蛋白质 L 的摩尔比确定
为 5.3。按照 Pierce 生物素定量试剂
盒的说明测定这些比值。 
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利用 AssayMAP Bravo 中的固定化
应用程序（图 3），使用 AssayMAP 
Bravo 将 2 µg 生物素化的 HER2 ECD 
 （表 1 中的色谱柱 1 和 2）以及 2 µg 生
物素化蛋白质 L（表 1 中的色谱柱 3 
和 4）固定在每根链霉亲和素 (SA-W) 
小柱上。根据经验确定以缓慢流速有
效结合目标分子所需的生物素化配体
的最小质量数，并将生物素化捕获
配体与目标分子的摩尔比视为 5:1 左
右。简而言之，用 1% 甲酸对 SA-W 
小柱进行灌注和平衡（第  3 板位，
图 3），然后采用内部小柱清洗 1 步
骤，用 50 µL HEPES 缓冲液（10 mM 
HEPES，150 mM NaCl，pH 7.4，第 
5 板位，清洗 1）清洗。使用 1% 甲酸
进行灌注和平衡可排出小柱内夹带的
空气，同时还能严格地清洗小柱，去
除其中的链霉亲和素单体，避免它们
在低 pH 条件下从固相载体上解离。
用 HEPES 缓冲液重新平衡。这一步
骤使缓冲液流到小柱树脂床上，为小
柱与 HEPES 缓冲液中的生物素化抗
原结合做准备。接下来，用阻断剂
上样步骤，在 100 µL HEPES 缓冲液 
 （第 9 板位）中，以 5 µL/min 的流速
在 SA-W 小柱中上样 2 µL 生物素化的 
HER2 ECD 或蛋白质 L。构建亲和小柱
的最后一步是采用内部小柱清洗 2， 
使用 50 µL HEPES 缓冲液清洗一次。
固定化应用中的其他步骤均选择关闭
并自动跳过。图 3 显示了用于执行此
运行过程的固定化应用程序设置屏幕
截图。

表 1. 实验设计与洗脱板中的最终样品 

色谱柱 1 和 2 色谱柱 3 和 4
A 完整赫赛汀，含糖链 完整 NIST mAb含糖链
B 赫赛汀 LC/HC，含糖链 NIST mAbLC/HC，含糖链
C 赫赛汀，不含糖链 NIST mAb，不含糖链
D 赫赛汀 LC/HC NIST mAbLC/HC 
E 赫赛汀 F(ab')2 NIST F(ab')2
F 赫塞汀 Fd'，LC NIST Fd'，LC

 
G
H

TCEP

ECD-生物素 (2 µg/100 µL） 蛋白质 L-生物素 (2 µg/100 µL）

TCEP

TCEP

不含酶

PNGase F

IdeS

步骤 1

步骤 2 步骤 3
赫赛汀 (2 µg/100 µL） NIST mAb (2 µg/100 µL)

图 3. Agilent AssayMAP Bravo 的用户界面，显示 AssayMAP Bravo 上用于构建抗体亲和小柱
的固定化应用设置截图
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抗体纯化
将商购的赫赛汀（曲妥珠单抗）和  
N I S T  m A b  在去离子水中复溶为 
20 mg/mL，等分，并在 –80 °C 下储
存。使用前将赫赛汀和 NIST mAb 用水
稀释至 1 µg/µL。然后将两种 mAb 加
入 CHO 细胞上清液，至 2 µg/100 µL  
的浓度。AssayMAP Bravo 中的亲和
纯化应用程序可用于从细胞培养物上
清液中纯化抗体（图 4）。将灌注和
平衡步骤关闭，因为这些步骤都是在
固定化操作期间完成的。然后，将 
100 µL 加入赫赛汀 mAb 或 NIST mAb 
的 CHO 细胞上清液分别以 3 µL/min 
上样到每个 HER2 ECD 和蛋白质 L 亲
和小柱上，之后用 150 µL HEPES 缓
冲液以 10 µL/min 的流速清洗（内部
小柱清洗 1）。表 1（步骤 1）显示了
如何将小柱应用于不同的样品。A 到 
F 的色谱柱 1 和 2（12 根小柱）上样
生物素化 HER2 ECD。A 到 F 的色谱
柱 3 和 4（12 根小柱）上样生物素化
蛋白质 L。

柱上去糖基化和 IdeS 酶解 

捕获赫赛汀和 NIST mAb 后，用 50 µL 
水对照或酶缓冲液以 10 µL/min 的
流速平衡小柱，为柱上反应做好准备 
 （图 5）。表 1（步骤 2）表明：

• A 行和 B 行的小柱用水平衡

• C 行和 D 行中的小柱用去糖基化
缓冲液（20 mM Tris，pH 8.0）
平衡

• E 行和 F 行中的小柱用 IdeS 蛋
白质水解缓冲液（50 mM Tris，
150 mM NaCl，pH 6.6）平衡

图 4. Agilent AssayMAP Bravo 上用于从细胞培养上清液中纯化抗体的亲和纯化应用设置截图

图 5. 用于 mAb 的去糖基化 (PNGase F) 和蛋白水解 (IdeS) 的柱上反应应用程序设置截图

柱上反应（图 5）以 10 µL/min 的速
度将 4 µL 加热的水、快速 PNGase F 
(1:12) 或 IdeS 酶 (4 U/µL) 吸取到小柱
上（图 5）。然后再将 2 µL 加热的酶

溶液或水（每种酶使用的总体积均为 
6 µL）在 30 分钟内吸取到小柱上。 
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在两个吸取步骤中，使用 Bravo 第 4 板 
位的帕尔贴设备将三种试剂加热至 
37 °C（图 5）。在应用程序表中将温
度设定为 45 °C，由于从加热器通过
样品板传递到小柱树脂床的过程有热
传递损失，因此小柱的反应温度约为 
37 °C。在反应过程中的酶解结束时，
分别将反应缓冲液或水对照 (25 µL)  
吸取到每根小柱上，酶解物与流经小
柱的酶溶液或对照溶液混合，以收
集释放的糖链或 Fc。然后将这些释
放的反应产物收集在第  7 板位的流
穿峰收集板。用 50 µL 1 M NaCl 的 
HEPES 缓冲液（第 5 板位，清洗 1）
以 10 µL/min 的速度清洗每根小柱，
然后用 0.003% 甲酸以 10 µL/min 的速
度清洗（第 6 板位，清洗 2）（图 5）。 
将纯化 mAb、去糖基化 mAb 或 F(ab')2  
片段以每根小柱 15 µL 1% 甲酸的量 
 （第 8 板位）洗脱至洗脱板中已有的 
15 µL 0.5% 氢氧化铵中，中和洗脱
液。向洗脱液中加入  TCEP 至最终
浓度为 5 mM（表 1 中步骤 3 的 B、
D 和 F 行），并将样品在室温下还原 
30 分钟。柱上反应应用程序中的所有
其他步骤均已关闭（图 5）。

LC/MS 分析
在配备 PLRP-S 色谱柱 (PL1912-1502) 
的 Agilent 1290 Infinity II UHPLC 和
配备双安捷伦喷射流离子源的 Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 的联
用系统上进行 LC/MS 分析。表 2 和
表 3 列出了所采用的 LC/MS 参数。
用 5 分钟的梯度分析所有完整 mAb 
和去糖基化 mAb 样品。用 8.5 分钟的
梯度分析所有 IdeS 片段以及还原态轻
链和重链。

表 2. 液相色谱参数

Agilent 1290 Infinity II UHPLC 系统

色谱柱 Agilent PLRP-S 1000Å 色谱柱，2.1 mm × 50 mm, 8 µm 
 （部件号 PL1912-1502）

溶剂 A 0.1% 甲酸水溶液

溶剂 B 0.1% 甲酸乙腈溶液

梯度 1. 完整 mAb 
时间 (min) B (%) 
0 5 
1 20 
3 50 
4 95 
4.1 5 
5 5

2. 还原 mAb 
时间 (min) B (%) 
0 25 
1 25 
6.5 60 
7.5 60 
7.6 25 
8.5 25

柱温 完整和去糖基化 mAb 为 60 °C，其他样品为 40 °C

流速 完整 mAb 为 0.5 mL/min，亚基为 0.8 mL/min

进样量 1 µL

表 3. 质谱仪参数

参数
Agilent 6545XT AdvanceBio Q-TOF

完整抗体 F(ab')2 亚基

离子源 双安捷伦喷射流 双安捷伦喷射流 双安捷伦喷射流
干燥气温度 350 °C 350 °C 350 °C

干燥气流速 12 L/min 12 L/min 12 L/min

雾化器 60 psi 35 psi 35 psi

鞘气温度 400 °C 400 °C 400 °C

鞘气流速 11 L/min 11 L/min 11 L/min

毛细管电压 5500 V 4000 V 4000 V

喷嘴电压 2000 V 2000 V 2000 V

碎裂电压 380 V 180 V 180 V

锥孔电压 140 V 65 V 65 V

质量数范围 800–5000 m/z 800–5000 m/z 400–3200 m/z

扫描速率 1 质谱图/秒 1 质谱图/秒 1 质谱图/秒
采集模式 高 (10000 m/z)  

质量数范围 
高 (10000 m/z)  
质量数范围 

标准 (3200 m/z)  
质量数范围

扩展动态范围 (2 GHz) 扩展动态范围 (2 GHz) 高分辨率 (4 GHz)
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数据分析
提取每个总离子流 (TIC) 峰的谱图， 
并使用 Agilent MassHunter BioConfirm 
最大熵算法进行解卷积。表 4 列出了
解卷积参数。 

结果与讨论
实验结果证明了抗体精确质量数测量
的一体化工作流程（从原始样品到数
据分析）对两种单克隆抗体的优异
性能。赫赛汀的分析实例展示了如何
利用高特异性的抗体抗原相互作用从
复杂基质中纯化出特异性抗体，以
便后续表征其质量数。NIST mAb 展

表 4. 最大熵解卷积参数

参数

最大熵解卷积设置

完整 mAb F(ab')2 LCHC 亚基

质量数范围 (Da) 140–160 K 90–110 K 20–60 K 21–28 K

质谱精度 (Da) 1 1 1 1

使用有限的 m/z 范围 2000–4500 1800–3000 900–2600 1000–2600

基线因子 3.5 6.0 6.0 6.0

加合物 质子 质子 质子 质子

同位素峰宽 自动 自动 自动 自动

0
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解卷积质量数 (amu)

两个二硫键
4.3 ppm

三个二硫键14.6 ppm

图 6. 1A 和 2A) ECD 纯化的完整和还原赫赛汀的 TIC。1B、2B 和 2D) 完整和还原赫赛汀的质谱图。1C、2C 和 2E) 完整和还原赫赛汀的解卷积谱
图。LC：轻链，HC：重链

示如何在无需生成抗体特异性试剂的
前提下，将能够与各种抗体结合的更
通用的亲和配体（抗体 κ 轻链的蛋白
质 L 亲和）用作纯化工具。将赫赛汀 
 （曲妥珠单抗）和 NIST mAb 标准品

进行亲和纯化、去糖基化或用 IdeS 酶
解，后用 AssayMAP Bravo 平台（表 1 
和图  2）进行还原，再对它们进行 
LC/MS 分析。图 6 至图 11 显示了结果。
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(0.18 ppm)（图 9-2E）。在轻链或重
链中未观察到完整赫赛汀理论质量数
与实测质量数之间的质量数差异。相
反，我们可以清楚地看到中性质量数
为 23461.68（图 6-2C）的赫赛汀轻
链，以及中性质量数为 50617.69 赫
赛汀重链（图 6-2E）的钠加合物质。 

在 C 和 D 行（表 1）上，对纯化的完
整 mAb 样品进行柱上去糖基化，并
用 TCEP 对一半样品进行还原（表 1 
中的 B、D、F 行）。去糖基化赫赛汀
和去糖基化 NIST mAb 的解卷积谱图
显示了一个不带糖链的主峰（图 7-1C 
和 10-1C）。

在室温下用  TCEP 还原纯化的完整 
mAb 后，以 8.5 分钟的 UHPLC 梯度分
离轻链和重链（表 2 中的梯度 2 用于
还原 mAb）。赫赛汀和 NIST mAb 解卷
积的轻链质量数均显示出良好的质量
数准确度，23439.36 处的赫赛汀轻链
质量数准确度为 4.3 ppm（图 6-2C）；
23124.00 处的 NIST mAb 轻链质量数
准确度为 2.39 ppm（图 9-2C）。该结
果还表明 TCEP 仅还原了轻链和重链之
间的链间二硫键，而保留了两条轻链
中的两条链内二硫键。在检测重链质
量数时，两种抗体中的重链有一个链
内二硫键被还原，其中赫赛汀和 NIST 
mAb 的中性质量数分别为 50596.95 
(14.6 ppm)（图 6-2E）和 50901.81 

用 LC/Q-TOF 分析纯化的完整赫赛汀 
 （图 6-1）和 NIST mAb（图 9-1），
两者在 UHPLC 分离后各自仅显示一
个峰。这证明了在 AssayMAP Bravo 
上进行的亲和纯化产生了高度纯化的 
mAb。图 6-1C 和图 9-1C 中的解卷
积 Q-TOF MS 谱图表明完整赫赛汀的
中性质量数为 148062.20，完整 NIST 
mAb 的中性质量数为  148040.02 
(4.02 ppm)。纯化的赫赛汀质量数比 
148058.83 的理论值多几道尔顿。这
种非特异性加合物在离子源中可能不
会完全去溶剂化，且仅能在完整质量
数水平上部分分离。然而，纯化后的 
NIST mAb 显示出良好的质量数准确
度，证明亲和纯化应用非常有效。 

图 7. 1A 和 2A) 在用 PNGase F 进行柱上去糖基化后，ECD 纯化的完整和还原赫赛汀的 TIC。1B、2B 和 2D) 去糖基化赫赛汀、LC 和 HC 的质谱
图。1C、2C 和 2E) 去糖基化赫赛汀、LC 和 HC 的解卷积谱图。LC：轻链，HC：重链
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图 9. 1A、2A) 蛋白质 L 纯化的完整和还原 NIST mAb 的 TIC。1B、2B 和 2D) 完整和还原 NIST mAb 的质谱图。1C、2C 和 2E) 完整和还原 NIST 
mAb 的解卷积谱图。LC = 轻链；HC = 重链
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对于两种去糖基化 mAb，解卷积质量
数比理论值多 3 Da 左右，且有 20 ppm 
左右的质量数转移。这可能是由于
非特异性加合物在离子源中未完全去
溶剂化，且仅能在完整质量数水平上
部分分离。轻链和重链的解卷积质量
数对 mAb 提供了更清晰的认识。还
原样品采用 8.5 分钟的梯度进行分析 
 （表 2）。图 7-2C 和图 10-2C 中的解
卷积谱图显示赫赛汀轻链的中性质
量数为 23439.35 (4.1 ppm)，NIST 
mAb 轻链的中性质量数为 23124.12 
(7.7 ppm)，与图 6-2C 和图 9-2C 的
结果一致。图 7-2E 和图 10-2E 中的
解卷积谱图显示赫赛汀重链的中性
质量数为 49152.77 (2 ppm)，NIST 

mAb 重链的中性质量数为 49457.87 
(12.16 ppm)。从结果中看出，去糖基
化后 TCEP 还原了两条重链中的两个
链内二硫键。这可能是因为去糖基化
改变了重链的整体折叠，并为 TCEP 
还原腾出了更多空间。这与从糖基化
重链获得的解卷积质量数结果不同，
糖基化中仅有一个二硫键被还原（图 
6-2E 和图 9-2E）。

柱上 IdeS 反应使两种 mAb 在 30 分
钟内生成了  Fc  和  F (ab' )2  片段。
AssayMAP Bravo 应用程序允许用
户收集流穿峰的 Fc，或使用结合洗
脱功能（图 5）将 Fc 与洗脱板中的 
F(ab')2 结合。在本实验中，我们选择

在流穿峰中收集 Fc，并在洗脱板中收
集 F(ab')2 片段。图 8-1A 和图 11-1A 
显示了两种 mAb 生成的 Fc 和 F(ab')2 
的叠加总离子色谱图 (TIC)。解卷积
谱图给出了赫赛汀 Fc (G0F) 和 NIST 
mAb Fc (G0F) 的中性质量数分别为 
25232.39 (2.52 ppm) 和 25232.41 
(2 ppm)。实际上两种 mAb 在 Fc 区
域具有相同的氨基酸序列，实验结果
进一步证实了这一点。解卷积谱图显
示，与 97629.95 的理论值相比，赫
赛汀 F(ab')2（图 8-1E）的中性质量
数为 97630.17 (2.27 ppm)。解卷积 
NIST F(ab')2（图 11-1E）显示，与理
论值 97610.55 相比，中性质量数为 
97610.84 (2.97 ppm)。
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键的 Fd'（图 8-2G）。保留时间 2.62 分
钟的峰是有一个链内二硫键的 Fd'，中
性质量数为 25381.61 (6.3 ppm)（谱
图未显示）。NIST mAb Fd'（图 11-
2A）含有两个链内二硫键（图  11-
2G），其解卷积质量数为 25685.34 
(0.9 ppm)。

和图 10-2C 的结果一致。赫赛汀 Fd'的 
TIC 在 2.55 和 2.62 分钟的保留时间处
显示出一个分裂峰，分别对应 Fd' 的
两种二硫化形式（图 8-2A）。保留时
间 2.55 分钟的峰显示与 25379.75 的
理论值相比，中性质量数为 25379.87 
(4.6 ppm)。该峰是具有两个链内二硫
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图 10. 1A、2A) 在用 PNGase F 进行柱上去糖基化后，蛋白质 L 纯化的完整和还原 NIST mAb 的 TIC。1B、2B 和 2D) 去糖基化 NIST mAb 的质
谱图，LC 和 HC。1C、2C 和 2E）去糖基化 NIST mAb、LC 和 HC 的解卷积谱图。LC = 轻链；HC = 重链 

F(ab')2 样品还原以良好的质量数准确
度从两种 mAb 中生成轻链和 Fd' 片
段。解卷积谱图（图 8-2E）显示赫
赛汀轻链的中性质量数为 23439.36 
(4.62 ppm)，与图 6-2C 和图 7-2C 的
结果一致。解卷积谱图（图 11-2E）
还显示 NIST mAb 轻链的中性质量数
为 23124.02 (3.24 ppm)，与图 9-2C 
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图 11. 1A 和 2A) 蛋白质 L 纯化的 NIST mAb 亚基的 TIC。1B、1D、2B、2D 和 2F) NIST mAb 亚基的质谱图。1C、1E、2C、2E 和 2G) NIST 
mAb 亚基的解卷积谱图
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结论
Agilent AssayMAP Bravo 平台是单
克隆抗体表征一体化流程（包括全面
的完整 mAb 质量数测量）的关键要
素。它能够自动进行样品前处理，可
减少人为误差，确保重现性，并允许
分析人员离开执行其他任务（图 1 和
图 2）。目前的研究采用 AssayMAP 
Bravo，需要  5.5 小时的总时间完
成四个小柱的样品前处理。而同样
数量的样品采用手动前处理需要花
费至少  1 天的时间。如果需要对全
部 12 根小柱进行样品前处理（整个
板），AssayMAP Bravo 所需的处理
时间仍保持在 5–6 小时左右。然而，
对整个板进行手动样品前处理，则
需要超过  1 天的不间断工作时间。
AssayMAP Bravo 提供了一个简便易
用的平台，可以实现整个工作流程的
自动化，并缩短获得结果的时间。
AssayMAP Bravo 经专门设计，能够
使用微量色谱柱进行蛋白质和多肽样
品的前处理，具有简单可靠的自动化
流程和基于应用的用户界面。安捷伦
将 AssayMAP Bravo 上的自动亲和纯

化和酶解与超高效液相色谱、Agilent 
AdvanceBio Q-TOF 和简单易用的 
Agilent MassHunter BioConfirm 软
件集成，为抗体表征提供完整的解决 
方案。

这一工作流程功能多样，能够实现完
整抗体和亚基蛋白质的质量数分析。
为了满足综合表征研究的需要，这一
流程还能灵活执行柱上去糖基化，用 
IdeS 蛋白酶进行蛋白水解，或还原释
放亚基，甚至能够将三个步骤结合。
ECD 和蛋白质 L 均可从 CHO 细胞培
养上清液中纯化出高纯度 mAb。

这种一体化方法还可进行高通量分
析，用于抗体前处理的批次间比较。
出色的色谱分离度能够快速有效地分
离完整抗体及其轻链和重链亚基，
还包括不同的二硫化形式。Agilent 
AdvanceBio Q-TOF 可生成高分辨
率谱图，以实现高质量数准确度的
蛋白质质量数分析。MassHunter 
BioConfirm 数据分析软件支持完整的
蛋白质分析工作流程，包括自动化数
据提取、解卷积和序列匹配。 
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