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摘要
生物药物制剂中表面活性剂的氧化问题越来越受关注和重视。发生表面活性剂氧
化时，有必要建立有效的筛选方法来应对这一问题。本应用简报介绍了一种采用 
Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析 HPLC 柱的新型 LC/MS/MS 工作流程。

利用 LC/MS/MS 简化聚山梨酯氧化副
产物的筛查流程 

使用 Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析 HPLC 柱
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MS/MS 方法采集数据。使用具有分子式查找 (FBF) 算法的 
MassHunter 定性分析软件 12.0 和个人化合物数据库与谱库 
(PCDL) 管理器 B.8.00.00 进行靶向分析。使用 PolyMatch Flow 
和 Visualizer 进行疑似物筛查分析[9]。请注意，聚乙二醇 (PEG) 
和聚氧乙烯 (POE) 为化学同义词。PCDL 中使用术语 POE，这
一术语在描述聚山梨酯的成分时更常用。PolyMatch 中使用术
语 PEG，因为该软件旨在用于分析各类聚合物。因此，本应
用简报中这两个术语可以互换使用。

方法条件

参数 设定值

色谱柱
Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析柱 300 Å,  
3.5 µm, 2.1 × 100 mm（部件号 861775-907）， 
带保护柱（部件号 821126-927）

流动相 A 10 mM 乙酸铵

流动相 B 甲醇

流速 0.3 mL/min

进样量 2 µL

柱温 50 °C

LC 梯度

时间 (min) %B 
0–1  5 
1–10  5–91 
10–14  91 
14–14.1  91–5 
14.1–15  5

后运行时间 3 min

进样针清洗 20:80 甲醇:水，10 s

表 1. 液相色谱参数

参数 设定值

离子源 双安捷伦喷射流

气体温度 200 °C

气体流量 12 L/min

雾化器 30 psig

鞘气温度 350 °C

鞘气流量 11 L/min

毛细管电压 (VCap) 3500 V

喷嘴电压 0 V

碎裂电压 145 V

参比质量 121.0509，922.0098

采集速率 (MS; MS/MS) 5 和 3 幅质谱图/秒

MS 和 MS/MS 范围 m/z 50–3000 

每个循环的最大母离子数 5

碰撞能量 10、20 和 40 V

表 2. Agilent 6546 LC/Q-TOF 参数

前言
表面活性剂，特别是聚山梨酯，在稳定蛋白质类治疗药物方面
起着至关重要的作用。然而，表面活性剂容易发生氧化，残留
的过氧化物、光照或可沥滤物（如过渡金属，特别是铁）都
可能造成表面活性剂氧化[1]。聚山梨酯氧化会生成活性降解产
物，这些产物可能会影响生物治疗药物的稳定性，导致生物治
疗药物及其制剂难以维持其有效性和安全性。 

建立一种筛查方法来快速、明确地鉴别制剂缓冲液中的氧化
降解标志物非常重要 [2–8]。科学家可以通过这些筛查方法来
确定针对氧化问题的应对措施，如减少铁污染和氧气暴露，
从而确保生物制药产品的长期稳定性。本应用简报介绍了使
用 AdvanceBio 表面活性剂分析 HPLC 色谱柱、Agilent 6546 
LC/Q-TOF 系统、Agilent MassHunter 定性分析软件 12.0 和 
PolyMatch[9] 软件鉴定聚山梨酯氧化标志物的工作流程。

实验部分

材料与样品前处理
所有化学品均购自 Sigma-Aldrich，所有流动相均为 LC/MS 
级。使用流动相 A 将聚山梨酯 80 稀释至最终浓度为 0.02% 
(w/v)。将聚山梨酯 80 与 3% (w/v) 过氧化氢在 40 °C 水浴中孵
育过夜。

仪器 

将 Agilent 1290 Infinity II UHPLC 系统与 Agilent 6546 LC/Q-TOF 
系统联用，UHPLC 系统配备：

 – Agilent 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A)

 – Agilent 1290 Infinity II Multisampler (G7167B) 

 – Agilent 1290 Infinity II 柱温箱 (G7116B)

软件
 – Agilent MassHunter 软件

 – PolyMatch[9] 软件

LC/MS/MS 分析和数据处理
采用 1290 Infinity II UHPLC 与配备双安捷伦喷射流离子
源的 6546 LC/Q-TOF 的联用系统进行 LC/MS/MS 分析。
使用 Agilent MassHunter 采集工作站软件 (11.00) 和自动 
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结果与讨论
聚山梨酯的氧化是一个复杂的过程，部分原因在于组成和结构
的复杂性。聚山梨酯由四条不同的 POE 链组成，上面共分布
了 20 个 POE 基团。此外，每条链的末端都可以连接一个脂肪
酸。氧化可以发生在游离脂肪酸的不饱和位点以及 20 个 POE 
基团中的任何一个上。另外，氧化过程由自由基引起，并可以
不断扩展，从而产生大量潜在的降解产物，进一步增加了复
杂性。针对这一情况，高分辨精确质量液相色谱/串联质谱法 
(LC/MS/MS) 通常是明确鉴别这些降解产物的首选方法。本应
用简报介绍了两种方法，旨在大大增加可鉴别的氧化副产物的
数量。 

数据采集
由于聚山梨酯的氧化非常复杂，LC/MS/MS 方法的运行时
间往往较长。AdvanceBio 表面活性剂分析柱旨在缩短运行
时间，同时实现聚山梨酯成分的高分离度分离。我们选择
了 100 mm 长的色谱柱，通过 18 分钟方法来实现更高的分
离度。为了确保获得的数据可用于靶向方法及疑似物筛查方
法，我们采用自动 MS/MS 方法采集数据，这是一种数据依赖
型方法，它会选择每个质谱图中信号强度最高的五个峰进行 
MS/MS 分析，并应用主动排除。由于对照样品并非新购，且
曾暴露于光线下，因此可能存在一定程度的氧化。而经过人工
氧化处理的样品，预计氧化程度会更高。图 1 的总离子流色
谱图表明，重复测定之间具有很高的重现性。特别是在氧化样
品的色谱图中，单酯、二酯和三酯洗脱位置处的信号降低以及
色谱图前面一段信号略微增加，表明存在一定程度的降解。

图 1. 比较对照样品和氧化样品的总离子流色谱图发现已经发生了一定程度的降解
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靶向分析
如前所述，聚山梨酯的复杂结构和自由基引发的氧化过程都会
导致氧化情况非常复杂，可能产生数百甚至数千种潜在的降解
产物。若已知某些降解产物，则可采用靶向分析方法进行检
测。近年来，关于聚山梨酯已知降解产物的研究文献越来越
多，可以将这些文献中的数据整合到靶向分析方法中。最近发
表的一篇文献提供了超过 4800 种潜在降解产物，并为每种产
物提供了 MS/MS 诊断离子[2]。基于该列表，创建了 PCDL 并
将其整合到定性分析软件 12.0 的 FBF 算法中。FBF 算法根据
质量准确度、同位素丰度和间隔对化合物进行评分。此外，该
算法还能够为 MS/MS 离子分配化学式。 

图 2 和图 3 为已鉴定的化合物 POE1 单辛二酸酯的色谱图示
例。每个对照样品和氧化样品进行了四次重复测定。对照样品
中含有少量该化合物，这一点已通过 FBF 算法得到验证。不
过，对照样品中该化合物的丰度尚未达到触发 MS/MS 分析的
条件。对照样品中氧化峰的强度较低是符合预期的。由于对照
样品的保留时间与氧化样品的保留时间相匹配，且 FBF 得分
为 82.5 分（满分 100 分），因此能够可靠地鉴定该化合物。
由于 POE1 单辛二酸酯属于低丰度化合物，同位素保真度略有
下降，这解释了 FBF 得分为何不足 90。与对照样品相比，氧
化样品中 POE1 单辛二酸酯的丰度增加了一个数量级，且 FBF 
得分也达到 99.5。此外，检测到了参考文献中提到的 MS/MS 
诊断离子[2]，同时还标注了其他 MS/MS 峰。 

图 2. 对照样品和氧化样品的 POE1 单辛二酸酯的提取离子色谱图。重复测定的峰面积具有高精度，RSD 分别为 13.4% 和 1.9%
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已鉴定化合物的第二个例子是一系列同系物，即 POE11 至 
POE15 单氢过氧油酸酯，每种物质之间仅相差一个 POE 基
团。这一系列化合物的 FBF 得分都非常高，从 96.3 到 99.7，
平均为 98.8。如图 4 所示，所有五种化合物八次重复测定的
质量误差均低于 1 ppm。虽然在对照样品中检测到了部分氢过
氧油酸酯，但在氧化样品中，这些氢过氧油酸酯的含量一致增
加。所有重复测定的峰面积重现性良好，RSD 在 1.9%–5.9% 
之间。图 5 为其中一个氧化样品中 POE13 单氢过氧油酸酯的
谱图示例。使用靶向分析方法具有许多优势：PCDL 的设置
非常简单，只需提供名称和分子式即可；FBF 算法处理速度
快，可以清楚了解到样品间的差异。然而，这种方法无法鉴
别数据库中未包含的化合物。其他数据分析方法可以提供互
补性的优势。

图 3. (A) 基于 FBF 算法对 POE1 单辛二酸酯的 MS1 谱图进行标注。氧化样品
的检测结果还表明该化合物生成了铵加合物。只有在氧化样品中，该化合物的
丰度才足以触发 MS/MS (B)
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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

质荷比 (m/z)
216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0

质荷比 (m/z)
220 222 224 226 228 230 232 234 236

0
0.4
0.8
1.2
1.6
2.0
2.4
2.8
3.2
3.6

质荷比 (m/z)
60 80 100 120 140 160 180 200 220

× 103

× 103

× 104

响
应

响
应

响
应

A

B

15
6.

08
29

18
3.

12
96

20
1.

14
10

21
9.

15
16

219.1232
([C10H18O5 ]+H)+

220.1259
([C10H18O5 ]+H)+

219.1228
([C10H18O5 ]+H)+

22
0.

12
65

 ([
C 10

H
18

O
5 
]+

H
)+

22
1.

12
97

 ([
C 10

H
18

O
5 
]+

H
)+

23
6.

15
00

 ([
C 10

H
18

O
5 
]+

N
H

4 
)+

59
.0

48
7 

[C
3H

7O
]+

78
.0

87
7

87.0443
[C4H7O2]

+

13
3.

08
59

[C
6H

13
O

3]+



6

图 4. POE(n) 单氢过氧油酸酯系列的结果汇总。氧化样品中降解产物增加，并表现出出色的重现性。所有重复测定的 FBF 得分均较高，从 96.3 到 99.7，这得益于质
量误差小于 1 ppm 的高精度检测
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疑似物筛查分析
虽然靶向分析方法对于分析聚山梨酯氧化产物来说是一种不错
的起始方法，但非靶向分析方法通过综合考察保留时间、串联
质谱数据及质量亏损等多个参数，不仅能够提升鉴定的可靠
性，还可揭示新的降解产物。PolyMatch 整合了广泛的数据来
对聚合物进行分类，包括质量亏损、保留时间和精确质量，这
些数据可以与同系物特征结合使用，从而得到可能属于同一类
别的化学物质组。MS/MS 数据能够提供分子结构信息，为化
合物鉴定和分类提供有力支持[9]。 

PolyMatch 现在可通过片段筛选、同系物检测和“通用”库来
检测未知聚合物，包括氧化产物。同系物检测与 PEG 相关片
段筛选将提取出所有具有聚乙二醇单元的聚合物，无论它们是
否已收录在包含已知聚合物结构的基于规则的 PolyMatch 库
中。此外，“通用”库还能捕获氧化聚合物（图 6）。该聚合
物库中的聚合物通过双键当量、引入的各种官能团和加合物、
聚乙二醇单元的数量以及存在的 CH2 进行特征描述。图 7 为 
PolyMatch 库中的 PEGs 及其特征的示例，包括图 10 中鉴定
的一些结构的图示。尽管 PolyMatch 库目前尚未包含具体的
聚山梨酯氧化产物及其裂解模式，但未来将通过扩展该数据库
来增加这一功能。该软件程序提供自动峰识别、空白过滤、注
释和可视化功能[9]。 

图 7. PolyMatch 库包含结构和官能团，如 PEGs/POEs。所示的结构由 PolyMatch 
生成的简化分子线性输入规范 (SMILES) 文件生成，然后通过 https://www.
cheminfo.org 网站绘制

图 6. PolyMatch 工作流程概述。本实验采用了全自动 PolyMatch Flow 界面

* DDA = 数据依赖型采集
** IE-DDA = 迭代排除数据依赖型采集
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示例 定义 内置范围

n = 3 PEG 单元数量 3–44

NH4
+ 加合物 NH4

+、Na+、H+

CH2 = 6 碳原子数（非 PEG） 0–19

DBE = 4 双键当量 0–6

(4-OH) 官能团 OH (0–4)、NH3 (0–2)、=O (0–2)

模拟 PEGs：64450 种物质

PEG_PEG-6

聚异山梨醇酯-R1_FA(18:0)_PEG-9

聚山梨酯-R1_FA(16:0)_PEG-6

聚山梨酯-R1_FA(18:2)_PEG-9

聚山梨酯_PEG-8

结构和命名规则：
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使用质量亏损尤其有效，因为它利用了聚山梨酯中重复的 
POE 基团这一特性。PolyMatch 可以确认降解产物所属的系列
并直观地呈现出来，从而轻松排除假阳性结果。图 8A 显示了
一系列聚山梨酯成分及其重复的 POE/PEG 单元，经鉴定为聚
山梨酯-R1_FA(16:0)-PEG(n)。PolyMatch 的命名规则与 PCDL 
不同。因此，聚山梨酯-R1_FA(16:0)-PEG(n)与图 4 和图 5 中提
到的 POE(n) 单氢过氧油酸酯实际上是相同的结构和系列。 

图 8B 充分表明了 AdvanceBio 表面活性剂分析柱与 PolyMatch 
软件相结合的优势。图 8A 为单一系列的聚山梨酯相关成分，
而图 8B 则揭示了质量亏损系列中通过色谱得到分离的一组异
构体。该液相色谱柱凭借优异的选择性，无需冗长的分析方法
即可实现异构体的分离。图 9 为每组异构体的 MS/MS 谱图示
例。上方的谱图来自较晚洗脱的异构体组，碎片大多已得到标
注。下方的谱图则来自较早洗脱的异构体组，其中部分碎片与

上方谱图一致。然而，下方谱图与上方谱图存在显著差异，
因为它包含一个尚未标注的高丰度峰 m/z 323.2576。文献表
明，该 MS/MS 离子为酮油酸，为聚山梨酯氧化提供了有力证
据。这个离子将添加到 PolyMatch 库中[4-6]。

本研究主要聚焦于一组聚山梨酯成分的分析，同时还检测到了
多种其他成分。PolyMatch 采用 A 至 E 字母评分系统。其中
评分为 A 的化合物被视为高度可信的鉴定结果，其依据是精
确质量和特定化合物类别的碎裂模式。有 261 种化合物获得 
A 评分。图 10 显示了这些高分化合物的质量亏损和相应的保
留时间与 m/z 的关系图。由于聚山梨酯的氧化是一个复杂且
涉及自由基的过程，强大的软件工具对于确定氧化程度至关重
要。此外，使用 AdvanceBio 表面活性剂分析柱可以加快数据
采集过程，为研究提供了重要支持。

图 8. 基于 CH2CH2O 归一化的 Kendrick 质量图 (A)，显示了一系列被鉴定为聚山梨酯-R1_FA(16:0)-PEG(5–18) 的聚山梨酯成分。保留时间与 m/z 图 (B) 显示了质量亏
损系列中通过色谱得到分离的一组异构体
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图 10. 所有高分化合物的质量亏损图和保留时间与 m/z 图
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图 9. 每组异构体的 MS/MS 谱图和碎片标注示例。MS/MS 分析通过诊断离子 m/z 323.2576 确认下方的化合物已被氧化
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结论
我们开发了一种用于鉴定聚山梨酯氧化副产物的 LC/MS/MS 
工作流程，旨在作为实验室监测生物治疗产品和制剂稳定性的
筛查工具。Agilent AdvanceBio 表面活性剂分析柱可缩短运行
时间，同时实现聚山梨酯成分的高分离度分离。Agilent 6546 
LC/Q-TOF 系统可生成高分辨的精确质量数据，并具有出色的
同位素保真度，可用于鉴定降解产物。Agilent MassHunter 定
性分析软件 12.0 的分子式查找 (FBF) 算法适用于靶向分析方
法，而 PolyMatch 软件则更适合非靶向的疑似物筛查方法。
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