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前言
生物药物（如单克隆抗体 (mAb)）的使用正在快速增加。生物药物为生物来源，
因此即使经过多个纯化步骤，最终产品中仍然可能残留一些低浓度宿主细胞 
蛋白质 (HCP)。由于它们可能影响产品安全性和功效，因此根据法规要求必须对药
品中的 HCP 浓度进行监测和控制1。传统上，酶联免疫吸附测定法 (ELISA) 是定量
分析蛋白质治疗药物中 HCP 的标准方法。然而，ELISA 的特异性和覆盖率不足以鉴
定并定量分析各种 HCP。因此，LC/MS 技术成为 HCP 分析的选择之一。在 HCP 的 
LC/MS 分析过程中，主要挑战在于低丰度 HCP 肽段与高丰度药品肽段的共洗脱。这
要求 LC/MS 系统具有更出色的肽段分离度以及宽动态范围。

使用 Agilent AssayMAP Bravo 和 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF  
分析宿主细胞蛋白质
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本研究展示了一种 HCP 分析工作流程，
该工作流程包括采用 Agilent AssayMAP 
Bravo 平台进行自动化样品前处理，采
用 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
进行 LC-MS/MS 分析，以及采用 Protein 
M e t r i c s  的厂商中立的软件进行数据 
分析（图 1）。利用 AssayMAP Bravo 平
台进行自动化样品前处理，包括蛋白质
消解、脱盐、柱上高 pH 反相 (HPRP) 分
馏。对经过或未经 HPRP 分馏的消解样
品进行 LC-MS/MS 分析，以考察平台性
能。结果表明，采用新型采集方法（即
迭代 MS/MS）能够改善蛋白质鉴定。此
标准流程 LC/Q-TOF 系统表现出宽动态
范围、优异的重现性和半定量能力。结
果还表明，通过将柱上样品分馏与迭代 
MS/MS 联用，所有高于 2 ppm 的 HCP 
均得到可靠鉴定。

实验部分

材料
人 IgG1 mAb（来自合作伙伴的一种研
发产品）由中国仓鼠卵巢 (CHO) 细胞产
生，并经过 Protein A 纯化。蛋白质组
学动态范围标样组 (UPS2) 购自 Sigma-
Aldrich。

仪器
• Agilent AssayMAP Bravo 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 
Multisampler G7167B

• Agilent 1290 Infinity II 柱温箱 
G7116B

• Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF

• 安捷伦双喷射流电喷雾离子源

样品前处理
按 1:1000 的比例将 UPS2 加标至 mAb 
中。同时制备第二个样品（包含 mAb，
未加标 UPS2）并作为阴性对照进行平行
分析，以确保鉴定出的 UPS2 蛋白质不是
来源于对照样品中存在的序列同源物。
使用 AssayMAP Bravo 系统对两个样品
进行还原、烷基化、胰蛋白酶消解和脱
盐。然后将样品等分，一份等分样品使
用 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
系统直接进行  LC-MS/MS 分析，另一
份等分样品在 AssayMAP Bravo 系统上
使用  HPRP 方法进行分馏，然后进行 
LC-MS/MS 分析。

图 1. 安捷伦 HCP 工作流程概述

样品前处理 在线分离 检测 数据处理和报告

AssayMAP Bravo
酶解 

和 HPRP 分馏

1290 Infinity II 液相色谱 
系统 

AdvanceBio Peptide
Plus 色谱柱

6545XT AdvanceBio 
Q-TOF 

迭代 MS/MS
Protein Metrics
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HPRP 分馏
使用 AssayMAP Bravo 上预配置的蛋白
质样品前处理工作台 Fractionation 应用
程序，在安捷伦反相 (RP-S) 小柱上将消
解后的样品分馏得到六种馏分（图 2）。
首先用 70% 乙腈 (ACN)、0.1% 三氟乙
酸 (TFA) 灌注 RP-S 柱，并用 0.1% TFA 
平衡。然后，将 150 μg 消解后的样品上
样到每根小柱上，并使用 10 mmol/L 甲
酸铵缓冲液（pH 10，其中 ACN 含量按 
10%、15%、20%、25%、30% 和 90% 逐
渐增加）洗脱得到六种馏分。 

LC/MS 分析
在 Agilent AdvanceBio Peptide Plus 色谱柱 
 （2.1 × 150 mm，2.7 µm，部件号 675950-
902）上采用 60 min 液相色谱方法进行液
相色谱分离，流速为 0.4 mL/min（表 1）。
每个样品在  6 5 4 5 X T  A d v a n c e B i o 
L C / Q - T O F  系统上使用传统的自动 
MS/MS 方法或迭代 MS/MS 方法（如
表 2 中所示）进行分析。

表 1. 液相色谱参数

表 2. 质谱参数

液相色谱参数

分析柱 AdvanceBio Peptide Plus, 2.1 × 150 mm, 2.7 μm（部件号 675950-902）

流动相 A H2O，0.1% 甲酸

流动相 B 90% ACN，0.1% 甲酸

流速 0.4 mL/min

梯度

1.0 分钟时 B 为 3% 
50.0 分钟时 B 为 21% 
53.0 分钟时 B 为 90% 
55.0 分钟时 B 为 90% 
55.1 分钟时 B 为 3%

停止时间 60 分钟

柱温 60 °C

质谱参数

干燥气温度 290 °C

干燥气流速 13 L/min

雾化器 35 psi

鞘气温度 275 °C

鞘气流速 12 L/min

分离峰宽 窄（约 1.3 m/z）

运行内的动态排除 0.2 分钟后发布 1 幅色谱图

MS 质量数范围 250–1700 m/z

MS 采集速率 10 幅谱图/秒

MS/MS 质量数范围 50–1700 m/z

MS/MS 采集速率 3 幅谱图/秒

采集模式 如所示的迭代 MS/MS 或自动 MS/MS

迭代 MS/MS 质量数误差范围：15 ppm 
保留时间排除范围：–0.2 分钟至 +0.4 分钟

图 2. 采用默认设置的 Fractionation 应用程序用户界面
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数据处理
使用来自 Protein Metrics Inc. 的软件对原
始数据文件进行处理。采用 Preview 对一
个原始数据文件进行搜索以生成 Byonic 
参数。所有原始数据文件均在  Uniprot 
CHO K1 蛋白质数据库中进行搜索，该数
据库使用 Byonic 与 mAb 和 UPS2 蛋白
质序列相关联。搜索参数包括半特异性
胰蛋白酶消解、最多两个未裂解肽段、
20 ppm 母离子质量数容差、30 ppm 碎
片离子质量数容差、固定半胱氨酸 (C) 烷
基化、可变甲硫氨酸 (M) 氧化、天冬酰
胺 (N) 和谷氨酰胺 (Q) 脱酰胺基化以及 
Preview 分析所表明的其他可变修饰。将 
Byonic 结果文件导入 Byologic，对较小
的蛋白质序列组进行进一步详细分析，并
报告结果。在 MS2 搜索中，采用最低得
分 150 对肽段进行筛选。

结果与讨论

迭代 MS/MS 与自动 MS/MS 的比较
Agilent 6545XT AdvanceBio Q-TOF 系统
提供了一种全新的数据采集方法，即迭
代  MS/MS，该方法改善了对低丰度母
离子的鉴定（图 3）。使用这种方法，对
蛋白质消解样品进行多次 LC-MS/MS 分
析。第一次分析为传统的自动 MS/MS 运
行，使用数据依赖型采集。在随后的迭代 
LC-MS/MS 分析中，采用自定义的质量数
误差范围和保留时间排除范围自动循环排
除此前选择进行 MS/MS 碎裂的母离子。
因此，通过 LC-MS/MS 自动审查了更多
母离子。

m/z

选择用于 MS/MS 分析的母离子

循环排除的母离子

m/z

LC/MS 
进样 1

LC/MS
进样 2

额外进样…

×106

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
2.2
2.4

采集时间 (min)

响
应

22 23 24 25 26 27 28 29 30

图 3. 自动迭代 MS/MS 采集方法示意图

我们首先使用不包括任何离线分馏的 
LC/Q-TOF 系统对迭代 MS/MS 与自动 
MS/MS 进行比较，即利用两种方法对
加标 UPS2 的纯化后的 mAb 进行分析。
UPS2 是由 Sigma-Aldrich 生产的蛋白质
组学动态范围标样，该标样是包含 48 种
人类蛋白质的复杂蛋白质混合物，这些蛋
白质有六种浓度水平，处于 500 amol 至 

50 pmol 范围内。在消解之前按 1:1000 
的比例 (w/w) 将 UPS2 加入 mAb 样品
中，使蛋白质浓度在  0 .0004 ppm 至 
313 ppm 范围内，其中 19 种蛋白质的浓
度高于 1 ppm。此加标样品模拟治疗蛋白
质中存在的 HCP 的宽动态范围。我们还
可以使用此加标样品评估本研究所考察的
不同方法的灵敏度和动态范围。
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表 3 展示了通过各种采集方法鉴定出的 
mAb 和 UPS2 蛋白质的独特肽段序列的
总数。将具有相同氨基酸序列但经过不
同修饰的肽段视为一种独特肽段序列。
每次进样的载样量为 32 μg，每种采集方
法进行三次进样。总体而言，对于每个
蛋白质，迭代 MS/MS 可在宽动态范围内
鉴定出更多的独特肽段序列。所有浓度
高于 8 ppm 的加标蛋白质均得到可靠鉴
定。本文展示的所有其他结果均通过迭代 
MS/MS 得到。

色谱重现性和动态范围
我们还使用上述迭代 MS/MS 分析中三次
进样所采集的数据集对色谱重现性和动
态范围进行了评估。图 4 展示了由三次
迭代 LC-MS/MS 运行得到的基峰色谱图 
(BPC) 的叠加谱图以及四种共洗脱母离子
的提取离子色谱图。由于色谱柱上的载样
量较高，因此 mAb 肽段产生的许多信号
使质谱检测器饱和，在 BPC 中表现为平
台段。有关这四种共洗脱肽段母离子的详
细信息汇总于表 4 中。观察到共洗脱肽

表 3. 采用迭代 MS/MS 或自动 MS/MS 采集方法鉴定出的独特肽段序列的数量

蛋白质标识 分子量 (kDa)
蛋白质加标浓度 

(ppm)

每种方法进样三次

迭代 MS/MS 自动 MS/MS

mAb_HC 49.7 不适用 419 382

mAb_LC 24.0 不适用 201 186

ALBU_HUMAN_spike 66.4 313.0 46 43

CAH2_HUMAN_spike 29.1 137.3 19 15

CAH1_HUMAN_spike 28.7 135.6 9 9

LEP__HUMAN_spike 16.2 76.2 4 1

HBB_HUMAN_spike 15.9 74.8 12 10

HBA_HUMAN_spike 15.1 71.3 7 6

UBIQ_HUMAN_spike 10.6 50.0 6 6

CO5_HUMAN_spike 8.6 40.4 4 4

CATA_HUMAN_spike 59.6 28.1 2 2

SUMO1_HUMAN_spike 38.8 18.3 3 1

NQO1_HUMAN_spike 30.7 14.5 2 0

PRDX1_HUMAN_spike 22.0 10.4 3 0

PPIA_HUMAN_spike 20.2 9.5 4 4

MYG_HUMAN_spike 17.1 8.0 2 1
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放大

×106

图 4. 三次 LC-MS/MS 运行的 BPC 叠加色谱图和所选的四种肽段母离子的提取离子色谱图

段具有优异的色谱重现性，并且在极宽
的动态范围内获得了出色的定量重现性 
 （峰强度为 6.76 × 103 至 1.38 × 108）。对
于丰度最低的肌红蛋白肽（加标浓度为 

8 ppm），RSD 值为 10.3%。这些数据表
明 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统具
有优异的谱图内动态范围和重现性。
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半定量分析
我们还使用上述迭代 MS/MS 分析中三次
进样所采集的数据文件探讨了此工作流程
解决方案的半定量分析能力。将使用所
有测得的肽段鉴定出的每种 UPS2 蛋白质
的总提取离子色谱图 (XIC) 归一化至样品
中浓度最高的蛋白质（本研究中为 mAb 
重链），并将值直接从 Byologic 软件中导
出。图 5 展示了 mAb 对照样品（蓝色）
和 UPS2 加标样品（橙色）中每种蛋白质
的归一化 XIC（左侧 Y 轴）相对于加标样
品中实际 UPS2 蛋白质浓度（绿色，右侧 
Y 轴）所绘制的图。与预期结果一样，
mAb 对照样品中不存在来源于 UPS2 蛋
白质的 XIC 信号，证明此工作流程解决方
案具有高特异性。在 UPS2 加标样品中，
归一化 XIC 与 ppm 级的实际蛋白质加标
浓度相关。这些结果表明，Byologic 软件
报告的归一化 XIC 值提供了对 HCP 丰度
的半定量估计结果。

表 4. 所选的四种肽段母离子的数据

肽段 母离子 (m/z)
质量数误差 

(ppm) 强度
强度  

%RSD
蛋白质加标浓度 

(ppm) 蛋白质名称

ALELFR 374.7208 –1.1 6.76E+03 10.3% 8 肌红蛋白

TIAQDYGVLK 554.3049 –1.8 1.51E+05 6.2% 10.4 过氧化物酶 1

SAVTALWGK 466.7659 4.8 1.36E+05 6.0% 74.8 血红蛋白 β 亚基

EPQVYTLPPSR 643.844 1.0 1.38E+08 1.2% 不适用 mAb

图 5. 每种蛋白质的归一化 XIC 与实际 UPS2 加标浓度之间的对比。将每种蛋白质的 XIC 归一化至 mAb 重
链，并将 mAb 对照样品（蓝色）和 UPS2 加标样品（橙色）中的这些值与 UPS2 加标样品中实际蛋白质浓
度（绿色）作图
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使用 AssayMAP Bravo 通过 HPRP 分馏
改善鉴定
使用 Agilent AssayMAP Bravo 样品前处
理平台，通过微量色谱柱以及以任务为
中心的自动化方案，实现了多种核心蛋
白质样品前处理工作的自动化（例如，

蛋白质消解、肽段净化、免疫亲和纯化 
等）2–4。利用同一自动化平台，我们还证
明了使用 RP-S 小柱进行 HPRP 分馏能够
改善鉴定灵敏度。将 150 μg 的消解样品
上样到各个 RP-S 小柱，并使用简便易用
的高 pH 分馏方案洗脱为六种馏分。每

种馏分进行两次迭代 MS/MS 分析。图 6 
展示了 LC-MS/MS 分析未分馏样品以及 
HPRP 洗脱物的 TIC 信号对比，证明了 
RP-S 小柱的色谱分离效果。

图 6. 由未分馏样品和 HPRP 分馏样品得到的 TIC 信号

未分馏

HPRP 馏分 1

HPRP 流通

HPRP 馏分 2
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手动检查来自低丰度加标蛋白质的肽段的 
MS/MS 谱图，确保获得高谱图质量并且
不存在来源于内源性 CHO HCP 的同源物
污染。所有浓度高于 2 ppm 的加标蛋白
质均得到可靠鉴定，证明使用 HPRP 分
馏能够提高鉴定灵敏度（表 5，与表 3 比
较）。图 7 展示了来自人 KCRM 蛋白质 
 （加标浓度为 2 ppm）的肽段 IEEIFK 的 
MS/MS 谱图。

表 5. 将 AssayMAP HPRP 分馏与每种馏分运行两次迭代 MS/MS 联用来鉴定 UPS2 加标蛋白
质中的独特肽段序列

蛋白质标识
分子量  
(kDa)

蛋白质加标浓度 
(ppm) 独特肽段序列数量

ALBU_HUMAN_spike 66.4 313.0 79

CAH2_HUMAN_spike 29.1 137.3 32

CAH1_HUMAN_spike 28.7 135.6 15

LEP_HUMAN_spike 16.2 76.2 6

HBB_HUMAN_spike 15.9 74.8 22

HBA_HUMAN_spike 15.1 71.3 14

UBIQ_HUMAN_spike 10.6 50.0 9

CO5_HUMAN_spike 8.6 40.4 6

CATA_HUMAN_spike 59.6 28.1 14

SUMO1_HUMAN_spike 38.8 18.3 11

NQO1_HUMAN_spike 30.7 14.5 8

PRDX1_HUMAN_spike 22.0 10.4 9

PPIA_HUMAN_spike 20.2 9.5 11

MYG_HUMAN_spike 17.1 8.0 2

CYB5_HUMAN_spike 16.0 7.6 2

EGR_HUMAN_spike 6.4 3.0 1

SYHC_HUMAN_spike 58.2 2.7 5

KCRM_HUMAN_spike 43.1 2.0 3

图 7. 来源于加标浓度为 2 ppm 的 KCRM 蛋白质的肽段 IEEIFK 的 MS/MS 谱图
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还考察了 HPRP 分馏对鉴定内源性 CHO 
HCP 的影响。图 8 展示了在 1% 蛋白质
假阳性率下未分馏样品和 HPRP 分馏样
品之间鉴定出的 CHO 蛋白质的数量。未
分馏样品进行三次迭代 MS/MS 分析，
HPRP 分馏样品的每种馏分进行两次迭代 
MS/MS 分析。结果表明，使用 HPRP 分
馏与迭代 MS/MS 联用鉴定出的蛋白质增
加了三倍（138 对 38）。

所有上述结果证明了柱上 HPRP 分馏在
改善 HCP 鉴定中的优势。

结论
本研究展示了一种宿主细胞蛋白质分析工
作流程，该工作流程包括采用 AssayMAP 
Bravo 平台进行自动化样品前处理，采
用 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 进行 
LC-MS/MS 分析，以及采用 Protein Metrics 
的厂商中立软件进行数据分析。

• 采用微量色谱柱和以任务为中心的自
动化方案的 AssayMAP Bravo 平台为
样品前处理自动化带来了前所未有的
重现性、可扩展性、灵活性和简便易
用性

• 迭代 MS/MS 改善了蛋白质鉴定覆盖
率。将 LC-MS/MS 与迭代 MS/MS 采
集联用，所有浓度高于 8 ppm 的加
标标准蛋白质均可得到可靠鉴定

图 8. 通过与迭代 MS/MS 采集联用，在未分馏样品与 HPRP 分馏样品中鉴定
出的内源性 CHO HCP 的数量对比
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• 此标准流程 LC/Q-TOF 系统表现出了
宽动态范围和优异的重现性

• 通过使用  AssayMAP Bravo 进行 
HPRP 分馏，所有浓度高于 2 ppm 的
加标蛋白质均得到可靠鉴定

• 利用数据依赖型采集的数据文件可实
现简单快速的蛋白质鉴定和半定量
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