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摘要
随着胰高血糖素样肽 1 (GLP-1) 受体激动剂的市场需求与使用日益增长，亟需建立可
靠的杂质分析方法来确保这类药物的安全性和有效性。合成 GLP-1 多肽在强制降解
条件下容易通过氧化等途径发生降解[1]。本研究采用高效液相色谱 (HPLC) 系统结合 
Agilent InfinityLab Pro iQ Plus 质谱检测器，监测不同 pH 值和储存条件下替尔泊肽的
杂质情况。本研究表明，高灵敏度单四极杆 LC/MS 系统可简化低浓度多肽杂质的检
测和监测，非常适合常规质量控制 (QC) 和质量保证 (QA) 环境。

强制降解条件下替尔泊肽的杂质谱分析

使用 Agilent Pro iQ Plus
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实验部分

试剂与标准品
 – 甲酸，98%（LC-MS 级，LiChropur），Millipore Sigma 
（部件号 5.33002）

 – InfinityLab 乙腈（LC/MS 级），1 × 1 L，安捷伦（部件号 
5191-5101-001）

 – 替尔泊肽，AstaTech（部件号 AT40456）

 – 甲酸铵（LC-MS 级，LiChropur），Millipore Sigma（部件号 
70221）

 – 氢氧化铵，用于 HPLC，35% 水溶液，Thermo Fisher 
Scientific（目录号 460801000） 

样品前处理
配制 2 mg/mL 的替尔泊肽储备液（溶剂为 15% 乙腈/去离子 
水）。用 pH 为 5、7、9 的缓冲液进行稀释，得到 50 ng/μL 的
工作溶液。样品可直接进样，无需额外纯化。将等分试样储存
在 5 °C 的自动进样器中，并在 7 天内分批检测。

前言
胰高血糖素样肽-1 (GLP-1) 受体激动剂是一类用于治疗 II 型糖
尿病 (T2DM) 和肥胖症的化合物。GLP-1 激动剂通过降低血清
葡萄糖水平来调节患者的代谢。GLP-1 和葡萄糖依赖性促胰岛
素多肽 (GIP) 均为肠促胰岛素激素，可被二肽基肽酶-4 降解而
失活。这些激素通过肠促胰岛素效应在口服葡萄糖后刺激胰
岛素分泌[2,3]。在 T2DM 患者中，这一过程可能减弱或完全消
失，但通过补充药理剂量的 GLP-1 可恢复胰岛素分泌功能。 

美国食品药品监督管理局 (FDA) 在评估仿制药申请时，会将其
所含杂质的种类和含量与原研药 (RLD) 进行比较。根据 FDA 
的规定，申报的合成肽类仿制药必须满足以下两个条件：(i) 
杂质含量不得超过 RLD 的杂质含量，(ii) 若存在原研药中没有
的特定肽类杂质，其含量不得超过原料药总量的 0.5%[4]。

替尔泊肽是一种 GIP 和 GLP-1 双受体激动剂，具有良好的治
疗前景，但由于其容易发生化学降解（包括脱酰胺、氧化和多
肽骨架裂解），分析起来存在一定难度。对此类降解途径进行
监测对于确保药品的完整性、安全性和有效性至关重要。

Agilent InfinityLab Pro iQ Plus 单四极杆质谱仪 (MS) 为低丰
度（亚 ppm 级）杂质检测提供了更高的灵敏度和动态范围。
Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统与 Pro iQ Plus LC/MS 仪
器相结合，为 QC 实验室的常规分析带来了经济高效的质谱检
测工作流程。本应用简报详细介绍了在不同 pH 和储存条件下
分析替尔泊肽及其相关杂质获得的结果。 

图 1. 替尔泊肽氨基酸组成[5]

https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/single-quadrupole-lc-ms/pro-iq-series
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仪器
使用配备 Pro iQ Plus 质谱检测器的 Agilent 1290 Infinity II 生
物液相色谱系统进行 LC/MS 分析。使用 Agilent ZORBAX 
RRHD 300 Å StableBond C18 色谱柱进行色谱分离。LC 和 MS 
操作参数详见表 1 和表 2。

1290 Infinity II 生物液相色谱系统

色谱柱 
ZORBAX RRHD 300 Å StableBond C18, 2.1 × 150 mm, 1.8 µm（部件号 
863750-902）

流动相 A LC/MS 级水 + 0.1% 甲酸

流动相 B 乙腈 + 0.1 % 甲酸

流速 0.400 mL/min

进样 标准

进样量 1 µL

柱温 60 °C

梯度程序

时间 (min) %B 
0 20 
5 48 
10 58 
11 60 
12 80 
14 80 
14.1 20 
15 20

表 1. 液相色谱方法参数

Pro iQ Plus 单四极杆 LC/MS

离子源

离子源 安捷伦喷射流 ESI 离子源

极性 正

气体温度 300 °C

干燥气流量 11 L/min

雾化器 30 psi

鞘气温度 250 °C

鞘气流量 12 L/min

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 0 V

Pro iQ Plus

碎裂电压 95 V

扫描类型 扫描

扫描时间 500 ms

数据存储 轮廓图模式

MS 谱图范围 m/z 500–2500

表 2. 质谱参数

软件和数据分析
采用 Agilent OpenLab CDS 2.8 软件运行 Pro iQ Plus LC/MS 系
统，该软件内置谱图解卷积功能，可用于处理 GLP-1 多肽数
据。OpenLab CDS 中的解卷积算法经过专门优化，可简化多
电荷离子生成的复杂谱图，特别是使用单位质量分辨率仪器采
集的谱图。表 3 概述了本研究中使用的具体数据处理参数。

参数 设定值

谱图提取类型 峰顶点谱图

背景模式 峰起点和终点处的谱图

使用 m/z 范围 已禁用

运行自动解卷积 已启用

低分子量 500

高分子量 10000

最大电荷 6

组内最小峰数 3

MW 一致性 (0.01%) 5

绝对噪音阈值 1000

相对丰度阈值 (%) 10

MW 算法 曲线拟合

MW 算法阈值 40

分布包迹阈值 50

表 3. OpenLab CDS 2.8 进行 GLP-1 多肽分析的数据处理参数
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结果与讨论
替尔泊肽的降解产物主要受 pH 和储存时长的影响。Pro iQ Plus 
单四极杆 LC/MS 系统成功检出了痕量水平的杂质相关产物。

使用 OpenLab CDS 进行多肽分析
OpenLab CDS 软件为多肽表征和杂质评估提供了统一平台。
图 2 为替尔泊肽在 5 °C 和 pH 7 条件下储存七天后的检测数
据。如图所示，系统检测到了痕量杂质峰，洗脱时间与替尔泊
肽主峰接近。需要特别说明的是，准确的解卷积离不开高质量
的质谱图。Pro iQ Plus 质谱检测器能够提供所需的高质量质谱
图，即使痕量杂质也是如此。 

软件界面提供了色谱图视图、质谱图窗口和谱图解卷积结果等
实用工具，有助于高效地审查多肽主成分和任何低含量杂质的
检测结果。

总离子流色谱图 (TIC) 显示了替尔泊肽及其相关杂质的特征
峰。7.89 分钟处的质谱证实了洗脱的确实是替尔泊肽，并观
察到 +3、+4 和 +5 三种电荷态（图 2）。解卷积质谱显示分子
量为 4813.1 Da，与替尔泊肽的理论平均质量数 (4813.5 Da) 
相符，且在仪器预期的质量精度 (±0.3 Da) 范围内。

图 2. 替尔泊肽在 5 °C 和 pH 7 条件下储存七天后的检测数据

质谱图

色谱图

解卷积离子集

组分

质谱图解卷积结果
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Pro iQ Plus LC/MS 系统能够对替尔泊肽样品中的低浓度杂
质实现灵敏的检测和表征。图 3 为 7.57 和 7.71 分钟处（如
图 2 所示）洗脱的两个杂质的质谱图，解卷积质量分别为 
4845.2 和 4817.9 Da。相对于天然替尔泊肽的理论平均质量数 
(4813.5 Da)，这两种物质的质量偏移分别为 +32 和 +4.4 Da。这
一质量偏移符合氧化修饰的特点，而氧化修饰是多肽在强制降
解条件下的常见降解途径。其中，甲硫氨酸、色氨酸和组氨酸
等氨基酸尤其容易发生氧化。值得注意的是，色氨酸氧化会引
入特定的结构修饰 (+O2–CO)，从而导致 +4 Da 的质量偏移[6]。

表 4 汇总了替尔泊肽及其相关杂质（包括氧化形式和未知杂
质）的解卷积分子量。

GLP-1 多肽 
天然多肽分子量 (Da)

杂质产物

氧化 (+O2) 氧化 (O2–CO) 未知杂质

替尔泊肽 4813.1 4845.2 4817.9 4689.6

表 4. 替尔泊肽及其相关杂质的解卷积分子量

除氧化相关杂质外，在 8.15 分钟保留时间处还检出了一种未知
物质。该物质的解卷积质谱图表明其分子量约为 4689.6 Da，
与天然替尔泊肽的质量数差值为 +124 Da。需要通过进一步质
谱表征（即 MS/MS）来鉴定该杂质。

Pro iQ Plus LC/MS 仪器凭借高灵敏度和宽动态范围，能够在
单次进样中可靠地检测主成分和痕量物质。尤为重要的是，该
质谱仪成功检测到相对峰面积 < 2% 的杂质，充分证明了 Pro 
iQ Plus LC/MS 适用于监测多肽样品中的微量降解产物。此
外，OpenLab CDS 的谱图解卷积功能通过简化多电荷质谱图
的解析优化了数据分析流程，无需借助外部软件即可完成数据
处理。
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图 3. 7.57 分钟（图 A）和 7.71 分钟（图 B）处洗脱的替尔泊肽杂质的质谱图。质谱解卷积结果显示，图 A 杂质的分子量为 4845.2 Da，图 B 杂质的分子量为 
4817.9 Da
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杂质生成的动态监测 

GLP-1 药物的规范储存和操作对于保持其稳定性、效价和总体
有效性至关重要。储存不当会导致药物降解、疗效降低及潜在
的安全风险。因此，评估不同的储存时长与条件如何影响降解
产物的形成，对于保障药品质量和患者安全至关重要。

图 4 给出了不同 pH 值的溶液中替尔泊肽氧化产物的生成情况
随时间的变化。图 4 中的数据表明，替尔泊肽在 pH 5 条件下
稳定性最差，即使在 5 °C 下也可能发生严重氧化。
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图 4. 不同 pH 条件下替尔泊肽相关杂质随时间的氧化率

结论
综上所述，本研究使用 Agilent Pro iQ Plus 质谱检测器在强制
降解条件下对替尔泊肽进行了杂质分析，结果表明该分析方法
能够有效检测和监测低浓度多肽杂质。该方法能够检测相对峰
面积低于 2% 的杂质，证明其在低浓度杂质鉴定方面具有出色
的灵敏度。本研究还表明，替尔泊肽容易发生氧化降解，尤其
易受 pH 和储存条件的影响。这些研究结果表明，规范储存和
操作对于保持 GLP-1 药物的稳定性和有效性非常重要。这款
单四极杆 LC/MS 系统灵敏度高、经济高效、操作简便，使其
成为常规药品 QC 和 QA 工作流程的实用分析工具。 
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