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前言
近年来，由于多种高利润的原创生物制剂的专利保护期满，生物仿制药单克隆抗体 
(mAb) 的开发和生产迅速增长。尽管不存在有关生物仿制药的全球监管标准，但是
业界一致认为生物仿制药应当：(i) 与原创生物制剂具有高度生物物理和生物化学相
似性，并且 (ii) 在纯度、效价和安全性方面具有可比性[1]。美国 FDA 等监管机构指
出，可以使用高质量分析数据来证明范围较窄的体内研究的合理性[2]，强调了全面的
高分辨率分析表征的重要性。

与小分子药物不同，mAb 极其复杂，难以实施完整的分析表征。因此，生物制药
公司将确定一组需要监测的关键质量属性 (CQA)，选择 CQA 的原则是它们对生物制
剂的整体质量、安全性或有效性具有重大影响。由于同一工厂可能生产多种治疗药
物，因此 mAb 身份（鉴定）是一种 CQA，其最有效的测定方法是完整蛋白质质谱
法。此外，糖基化通常也被视为一种 CQA，因为非人类多聚糖基序可能触发急性或
慢性过敏反应[3,4]。另外，由于 mAb 由培养的细胞产生，而多聚糖对培养条件的变化
非常敏感，因此它们是生产工艺发生非预期变化的有用的指标。 

本应用简报分析了两种利妥昔单抗生物仿制药的完整质量数、亚基质量数和糖基
化，并将它们与创新药物分子进行了比较。我们使用四种不同的工作流程进行分析：
(i) 完整 mAb，(ii) 还原态亚基，(iii) IdeS 酶解的亚基，以及 (iv) 游离多聚糖。在这些
工作流程中，样品前处理时间各不相同，有的无需样品前处理（完整 mAb），有的
需要大约三个小时（游离多聚糖）。包含更多样品前处理步骤的工作流程的优势通常
在于对低丰度多聚糖组分具有更高的灵敏度，从而提高了相应技术的分析能力。

使用高分辨率 LC/MS 对两种利妥昔单
抗生物仿制药的完整质量数、亚基质
量数和游离多聚糖进行比较研究
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结果表明，由 Agilent 1290 Infinity II 液相
色谱系统和 Agilent 6545XT Q-TOF 组成的
安捷伦高分辨率 LC/MS 非常适合执行这
些分析。此外，利用 AssayMAP Bravo 自
动完成游离多聚糖工作流程中的样品前处
理，从而减少人为错误并缩短样品前处理
时间。标记多聚糖可在小样品量中以高浓
度洗脱，无需冗长的干燥步骤。

图 1. 本应用简报中执行的工作流程

完整 mAb 

还原态亚基 IdeS 酶解的亚基 游离多聚糖

HCLC F(ab')2

Fc/2

图 2. 本应用简报中所用的设备和消耗品 
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BioConfirm 10.0



3

实验部分

材料与方法
利妥昔单抗的生物仿制药和创新药物购自
新加坡当地的经销商。二硫苏糖醇 (DTT)、
盐酸胍、甲酸、甲酸铵、乙腈、碳酸氢铵
和 Tris-HCl 购自 Sigma。IdeS 蛋白酶购自 
Genovis。所有流动相组分均为 LC/MS 级。

仪器
• Agi lent  AssayM AP Bravo  系统 

(G5542A) ― 仅用于游离多聚糖实验

• 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 高容量柱温箱 
(G7116B)

• Agilent 1260 Infinity 荧光检测器 
(G1321B) ― 仅用于游离多聚糖 
实验

• Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

样品前处理
在完整 mAb 实验中，直接分析 10 mg/mL 
样品，无需进一步样品前处理。

在还原态 mAb 重链亚基实验中，用新鲜
配制的含有 4 mol/L 盐酸胍的 50 mmol/L  
碳酸氢铵  ( p H  8 . 0 )  将样品稀释至 
1 mg/mL。将样品加热至 56 °C 并保持 
60 分钟，冷却至室温后进行分析。

在  IdeS 酶解的  Fc/2 亚基实验中，将 
IdeS 蛋白酶复溶于 50 mmol/L Tris-HCl 
(pH 7.5) 中，使其浓度达到 2 单位/µL。
用 Tris-HCl 缓冲液将 mAb 样品稀释至 
2 mg/mL。然后将 5 µL IdeS 蛋白酶加入 
5 µL 的各个 mAb 样品中，30 °C 下孵育 
30 分钟，冷却至室温后进行分析。

在游离多聚糖实验中，根据试剂盒随附
的说明，将 AssayMap Bravo 液体处理系
统 (G5542A) 与 Agilent GlykoPrep 快速 
N-糖试剂盒 (GPPNG-PC) 配合使用。一
式两份对每种 mAb 样品进行处理，每份 
50 µg。经过最终净化步骤后，用 50 µL 
的洗脱液洗脱每个样品中的标记多聚糖。
为改善峰形，在分析之前，将 70 µL 乙腈
加入由每个样品得到的 30 µL 标记多聚糖
中。每个样品重复进样三次。 

LC/MS 分析
使用 Agilent PLRP-S 色谱柱 (2.1 × 50 mm,  
1000 Å, 5 µm) 对完整 mAb、还原态 mAb 
亚基和 IdeS 酶解的亚基进行色谱分离。
在每次色谱运行的前一分钟，将液流引入
废液中。对于完整 mAb，样品峰在 2.4 分
钟时洗脱；对于还原态 mAb 亚基，轻链
在 1.8 分钟时洗脱，重链在 2.1 分钟时
洗脱；对于 IdeS 酶解的亚基，Fc/2 在 
1.3 分钟时洗脱，而 F(ab')2 在 2.1 分钟时
洗脱。

使用 Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱 
(2.1 × 150 mm, 1.8 µm) 对 InstantPC 标
记的多聚糖进行色谱分离。将荧光检测器
设置为 Ex/Em = 285 nm/345 nm，PMT 
增益 = 10。表 1 和表 2 列出了所用的参
数。为减少多聚糖在离子源内的碎裂，在
分析之前使用“易碎裂离子”选项进行 
SWARM 群集自动调谐。通过比较荧光色
谱图的峰面积对多聚糖进行相对定量。

表 1. 色谱参数

Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统

样品类型 完整 mAb 还原态 mAb 亚基（HC 和 LC） IdeS mAb 亚基（Fc/2 和 F(ab')2） 游离多聚糖

色谱柱 Agilent PLRP-S, 2.1 × 50 mm,  
1000 Å, 5 µm（部件号 PL1912-1502）

Agilent PLRP-S, 2.1 × 50 mm,  
1000 Å, 5 µm（部件号 PL1912-1502）

Agilent PLRP-S, 2.1 × 50 mm,  
1000 Å, 5 µm（部件号 PL1912-1502）

Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱， 
2.1 × 150 mm, 1.8 µm（部件号 859700-913）

溶剂 A 0.1% 甲酸去离子水溶液 0.1% 甲酸去离子水溶液 0.1% 甲酸去离子水溶液 50 mmol/L 甲酸铵，pH 4.5

溶剂 B 0.1% 甲酸乙腈溶液 0.1% 甲酸乙腈溶液 0.1% 甲酸乙腈溶液 乙腈

梯度
0–1 min，B 由 0 升至 20% 
1–3 min，B 由 20% 升至 50% 
3–4 min，B 由 50% 升至 70%

0–5 min，B 由 25% 升至 45% 
5–6 min，B 由 45% 升至 60% 
6–7 min，B 保持 60%

0–1 min，B 保持 25% 
1–6.5 min，B 由 25% 升至 60% 
6.5–7.5 min，B 保持 60% 
7.5–7.6 min，B 由 60% 降至 25% 
7.6–8.5 min，B 保持 25%

0–2 min，B 由 25% 升至 30% 
2–15.5 min，B 由 30% 升至 37% 
15.5–17 min，B 由 37% 升至 80% 
17–20 min，B 保持 80% 
20–21 min，B 由 80% 降至 25% 
21–30 min，B 保持 25%

柱温 60 °C 60 °C 60 °C 40 °C

流速 0.5 mL/min 0.8 mL/min 0.5 mL/min 15.5–20 min：0.25 mL/min 
其他时间： 0.4 mL/min

进样量 0.5 µL 1 µL 1 µL 2 µL
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数据处理
所有数据分析均采用 Agilent MassHunter 
BioConfirm 10.0 软件。对于游离多聚
糖，使用 MassHunter 定性分析软件 10.0 
版提取荧光色谱图，并使用安捷伦个人化
合物数据库与谱库 (PCDL) 多聚糖数据库
鉴定多聚糖组成[5]。

在完整 mAb、还原态 mAb 亚基和 IdeS 
酶解的亚基分析中，采用了最大熵解卷
积，质谱精度为 1 Da。 

对于游离多聚糖，将匹配容差设置为 
10 ppm。允许的离子种类为 H+、Na+、
K+、NH4

+ 和 H–，且电荷态范围为 1–3。
在软件中选中 InstantPC 标签选项。

表 2. 质谱参数

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统

样品类型 完整 mAb 还原态 mAb 亚基（HC 和 LC） IdeS mAb 亚基（Fc/2 和 F(ab')2） 游离多聚糖

离子源 安捷伦双喷射流离子源

干燥气温度 350 °C 350 °C 350 °C  150 °C

气体流速 12 L/min 12 L/min 12 L/min 9 L/min

雾化器 60 psig 35 psig 35 psig 35 psig

鞘气温度 400 °C 350 °C 350 °C 300 °C

鞘气流速 11 L/min 11 L/min 11 L/min 10 L/min

毛细管电压 5.5 kV 4 kV 4 kV 3 kV

喷嘴电压 2 kV 2 kV 2 kV 500 V

碎裂电压 380 V 180 V 180 V 120 V

锥孔电压 140 V 65 V 65 V 65 V

质量数范围 100–10000 m/z 100–3200 m/z 800–5000 m/z 300–1700 m/z

采集速率 1 质谱图/秒 1 质谱图/秒 1 质谱图/秒 2 质谱图/秒

参比质量 922.0098

采集模式 正离子，扩展 (10000 m/z)  
质量数范围

正离子，标准 (3200 m/z)  
质量数范围，HiRes (4 Ghz)

正离子，扩展 (10000 m/z)  
质量数范围

正离子，低质量数范围， 
HiRes (4 Ghz)

表 3. 解卷积设置

Agilent MassHunter BioConfirm B10.0 设置

样品类型 完整 mAb 还原态 mAb 亚基（HC 和 LC） IdeS mAb 亚基（Fc/2 和 F(ab')2）

解卷积 最大熵

解卷积 m/z 范围 2000–6500 800–2600 1000–2600

解卷积质量数范围 140–160 kDa 20–60 kDa 21–28 kDa

解卷积扣除基线 7.0 7.0 6.0

匹配容差 20 ppm 20 ppm 20 ppm

结果与讨论
完整 mAb 的高分辨率质谱分析只需极少
的样品前处理，可用于快速评估 mAb 的
身份及其主要糖型。大多数治疗性 mAb 

的每条重链上都包含一个糖基化位点，所
得糖型代表两种多聚糖的不同组合。此
外，根据细胞培养过程中羧肽酶 D 的活
性量不同，重链 C 末端的赖氨酸残基可
能发生不同程度的剪切[6]。 
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图 3A 和 3B 镜像比较了每种生物仿制药 
mAb 与创新药物 mAb 的解卷积质谱图。
通过比较它们的精确质量，可以非常可靠
地确定生物仿制药和创新药物 mAb 的身
份。使用 G1F+G0F–2 Lys 糖型作为比较的
基础，以 7.18 ppm 的误差鉴定出生物仿
制药 1 (147240.79 Da)，以 9.98 ppm 的误
差鉴定出生物仿制药 2 (147241.22 Da)，
并以 4.78 ppm 的误差鉴定出创新药物 
(147240.44 Da)。表 4 显示，除 2*G0F–2 
Lys 外，生物仿制药 2 中所有其他糖型的
匹配误差均小于 10 ppm。

图 3A 显示，生物仿制药 1 比生物仿制药 2  
更接近创新药物 mAb。在图 3B 中，由
于存在不同程度的 C 端赖氨酸截短，生
物仿制药 2 的谱图变得更加复杂，每种 C 
端赖氨酸截短均由 –128.175 Da 的平均
质量转移反映出来，导致各种糖型都表现
为三个峰，而不是仅仅一个峰。生物仿制
药 2 中不同程度的赖氨酸截短在另一项
研究的肽谱分析实验中得到证实[7]。

BioConfirm 10.0 软件使用户能够对所选
的糖型进行相对定量分析。图 3C 汇总了
在 N = 6 次观察中得到的各种糖型的平均
相对含量。与创新药物相比，生物仿制
药 2 的 G0F+G0F 糖型增加 8.3%±1.5%，
G0F+G1F 增加 6.2%±1.9%，而 G2F+G2F 
减少 8.6%±4.3%，表明其多聚糖含量与
创新药物差异较大。相反，生物仿制药 1 
的糖型与创新药物更接近，主要差别在于 
G0F+G1F 增加 5.3%±1.5%。 

图 3. 完整 mAb 解卷积质谱图，展示了主要的生物仿制药糖型。(A) 生物仿制药 1 与创新药物的镜像图。所有
糖型都包括两个 C 端赖氨酸残基的丢失 (–2 Lys)。(B) 生物仿制药 2 与创新药物的镜像图。生物仿制药 2 具
有不同程度的赖氨酸丢失。(C) 糖型的汇总统计数据。误差线代表标准偏差 (N = 6) 
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可通过亚基分析降低样品体积和复杂度，
有利于检测低丰度多聚糖。可通过使用 
DTT 和三(2-羧乙基)膦 (TCEP) 等试剂还原
二硫键或使用 IdeS 蛋白酶进行酶解来生成
亚基。图 4 显示了通过 DTT 完全还原二硫
键所生成的生物仿制药重链（约 50 kDa）
的解卷积质谱图。图 5 显示了通过 IdeS 酶
解样品得到的 Fc/2 亚基（约 25 kDa）。

生物仿制药 2 糖型

质量数 峰面积 (MS)
定量% 

（峰面积）
偏差 

(Bio, ppm) 预测的修饰

147080.15 25527902 14.01 17.34 2*G0F (NGA2F)(1445.3580) + 2*Lys-loss(-128.1750)

147205.55 770401 6.99 –1.53 2*G0F (NGA2F)(1445.3580) + 1*Lys-loss(-128.1750)

147241.22 32853404 15.98 9.98 1*G1F(1607.5013) + 1*G0F (NGA2F)(1445.3580) +  
2*Lys-loss(-128.1750)

147333.70 7733970 5.52 –1.71 2*G0F (NGA2F)(1445.3580)

147368.27 25443047 9.2 2.35 1*G1F(1607.5013) + 1*G0F (NGA2F)(1445.3580) +  
1*Lys-loss(-128.1750)

147402.38 28448038 14.37 3.31 2*G1F(1607.5013) + 2*Lys-loss(-128.1750)

147496.45 96402 6.55 2.38 1*G1F(1607.5013) + 1*G0F (NGA2F)(1445.3580)

147530.40 28606318 6.83 2.29 2*G1F(1607.5013) + 1*Lys-loss(-128.1750)

147563.14 23128142 9.49 –6.05 1*G2F (NA2F)(1769.6445) + 1*G1F(1607.5013) +  
2*Lys-loss(-128.1750)

147659.00 19354473 4.69 5.18 2*G1F(1607.5013)

147692.91 47347 3.79 4.73 1*G2F (NA2F)(1769.6445) + 1*G1F(1607.5013) +  
1*Lys-loss(-128.1750)

147820.92 14880698 2.6 3.63 1*G2F (NA2F)(1769.6445) + 1*G1F(1607.5013)

表 4. 利用 BioConfirm 匹配的生物仿制药 2 中的糖型

图 4. 还原态 mAb 重链亚基的解卷积质谱图。(A) TIC 色谱图，展示了生物仿制药 1 中轻链和重链的分离。(B) 生物仿制药 1 重链峰的电荷分布包迹。请注意，922.0099 m/z 
为参比质量。(C) 生物仿制药 1 重链与创新药物的镜像图。所有糖型都包括一个 C 端赖氨酸的丢失 (–1 Lys)。(D) 生物仿制药 2 重链与创新药物的镜像图。生物仿制药 2 具
有不同程度的赖氨酸丢失

-1.0
-0.9
-0.8
-0.7
-0.6
-0.5
-0.4
-0.3
-0.2
-0.1

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0
1.1

50678.43

50517.33

50516.40

50679.15

50840.67

5
0

7
3

8
.6

2
5

0
7

3
7

.9
5

50576.71 50841.06

50575.85

5
0

7
9

7
.4

9
5

0
7

9
7

.6
3

50899.18
50960.34

50289.52

51132.16

51049.41
51132.15

50250 50350 50450 50550 50650 50750 50850 50950 51050 51150

G2F

G1FG0F

Man5

生物仿制药 1 HC

创新药物 HC

G2F

G1F
G0F

全部 –1 Lys

全部 –1 Lys

生物仿制药 2 HC

创新药物 HC
全部 –1 Lys

C

-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

8

50677.65

50517.89

50515.90

50679.87

50645.43
50807.59

50840.20

50577.59
50739.83

50842.51

50736.2550574.62

50290.27
50969.6250372.24

50900.58
50987.37

51029.89

51132.75

51091.70

G2F 

G1F 

G0F

Man5
–1 Lys –1 Lys

–1 Lys

–1 Lys

G0F 
–1 Lys

G0

G0F

G1F

G2F

G1F

D

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1 1 1 2 2

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5

LC

生物仿制药 1 TICHCA

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

922.0099

1011.3213 1152.8244
1263.9376

1448.9831
1536.7536

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

生物仿制药 1 HC 电荷分布包迹B
×102

×104

采集时间 (min)

响
应

响
应

响
应

响
应

解卷积质量数 (amu)

50250 50350 50450 50550 50650 50750 50850 50950 51050 51150

解卷积质量数 (amu)

质荷比 (m/z)



7

在图 4 所示的还原态重链 (HC) 亚基水平
上，可以观察到较低丰度的多聚糖，例如 
Man5 和 G0。这一点非常重要，因为已
有研究表明 Man5 能够提高治疗性 mAb 
的清除率[8]，并且通常被视为关键质量属
性。图 4C 表明，与创新药物相比，Man5 
在生物仿制药 1 中有所增加，而图 4D 则
表明 Man5 和 G0 在生物仿制药 2 中均有
所增加。

由于 IdeS 酶解的 Fc/2 亚基的大小约为还
原态 HC 亚基的一半，因此对它们的分析
为低丰度糖型提供了更高的灵敏度。图 5 
显示，在创新药物 Fc/2 亚基中可以检测
到 Man5，并且即使是低丰度的生物仿制
药 2 糖型（例如，未发生赖氨酸截短的
亚基上的 Man5 和 G0），也可以得到清
晰的区分。 

利用 PNGase-F 酶释放多聚糖，然后用荧
光染料进行标记，可实现高灵敏度的多
聚糖分析。这种分析方法需要进行繁琐
的样品前处理，通常需要花费 8–16 个小
时，并且需要大量的人工干预。我们使用 
AssayMAP Bravo 液体处理系统和 Agilent 
GlykoPrep 快速 N-糖试剂盒开发出一种自
动化高通量工作流程，将样品前处理时间
缩短为仅需三个小时[9]。 

图 5. IdeS 酶解的 Fc/2 亚基的解卷积质谱图。(A) TIC 色谱图，展示了生物仿制药 1 中 Fc/2 和 F(ab')2 的分离。(B) 生物仿制药 1 Fc/2 峰的电荷分布包迹。(C) 生物仿
制药 1 Fc/2 与创新药物的镜像图。所有糖型都包括一个 C 端赖氨酸的丢失 (–1 Lys)。(D) 生物仿制药 2 Fc/2 与创新药物的镜像图。生物仿制药 2 具有不同程度的赖
氨酸丢失
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这是因为液体处理毛细管和样品反应卡盒
的独特设计使其能够以非常小的体积洗脱
游离多聚糖，无需费时的真空干燥步骤。 

本实验中所用的荧光染料是 InstantPC。
这是一种专有的荧光发色团，由于其独特
的化学性质，可以大大提高多聚糖的电离
效率，同时减少偶联所需的时间[9]。

图 6 显示了在 AdvanceBio 糖谱分析色谱
柱上分离的生物仿制药和创新药物多聚糖
的代表性荧光色谱图，表 3 列出了所有观
察到的多聚糖。BioConfirm 10.0 使用精确
质量谱图确定多聚糖组成，然后通过保留
时间相关性将其标注到荧光峰上。图 6D  
显示，在鉴定多聚糖时，BioConfirm 10.0 
对来自多电荷 H+、NH4

+、Na+ 和 K+ 加合

离子的信号和同位素模型进行匹配，从而
提高了标注的可信度。通过手动检查提取
质谱图来确认共流出物。该分析证实，
与创新药物相比，生物仿制药 2 中 G0 和 
Man5 多聚糖显著增加（图 6B），而 G2F 
多聚糖则有所减少。此外，生物仿制药 2 
中还包含大量去岩藻糖基化多聚糖 H4N3 
和 H4N4，而在生物仿制药 1 或创新药物
中均未检测到这些多聚糖（表 5）。

图 6.（A 至 C）从生物仿制药和创新药物样品中释放的 InstantPC 标记的多聚糖的荧光色谱图。(D) 生物仿制药 2 中 G2F 多聚糖（RT = 8.35 分钟）的棒状质谱图。 
红色矩形代表各种加合物的预期同位素模型。请注意，BioConfirm 10.0 已成功匹配多种加合物，包括 [m+2H]2+、[m+H+NH4]

2+、[m+H+Na]2+ 和 [m+H+K]2+ 
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图 7 展示了在还原态重链亚基、IdeS 酶
解的 Fc/2 亚基和游离多聚糖的水平上估
计的所选多聚糖的相对含量。通常，以更
长的样品前处理时间为代价获得更高的分
析灵敏度，并且伴随蛋白质结构逐步降解
所引起的信息丢失。例如，完整 mAb 分
析中未检出 Man5 和 G0 多聚糖（图 3），
但在亚基和游离多聚糖分析中检测到并定
量了 Man5 和 G0，且准确度逐渐提高。
其原因在于，消除来自蛋白质或样品缓冲
液的基质效应后，降低了样品复杂度，从
而对丰度较低的糖型或游离多聚糖具有更
高的灵敏度。

总而言之，本应用简报中的数据表明，亚
基分析对较低丰度的糖型可提供介于完
整 mAb 和游离多聚糖分析之间的灵敏度
水平，并可提供足够高的灵敏度以区分多
聚糖组成相差很大的生物仿制药与创新药
物。但是，全面的多聚糖分析需要进行游
离多聚糖分析，这样才能准确定量低丰度
多聚糖中的细微差异。

表 5. 游离多聚糖的组成和相对含量 (N = 6)

生物仿制药 1 生物仿制药 2 创新药物

多聚糖 RT (min) 平均值 标准偏差 平均值 标准偏差 平均值 标准偏差

H3N3 4.392 0.15 0.04 0.25 0.07 0.10 0.06

G0F-GlcNAc 4.874 1.25 0.04 0.72 0.05 0.66 0.03

G0 4.995 0.62 0.05 5.58 0.19 1.23 0.04

H4N3 5.324 – – 0.14 0.02 – –

G0F 5.479 40.47 0.69 41.03 0.82 37.49 0.61

Man5 5.845 0.44 0.01 0.55 0.09 0.29 0.02

Man5 6.032 3.52 0.03 8.64 0.06 2.21 0.04

H4N3F1 6.255 1.68 0.01 0.52 0.04 1.01 0.06

H4N4 6.347 – – 0.87 0.11 – –

G1F 6.671 28.72 0.22 23.40 0.41 30.23 0.19

G1F' 6.946 10.38 0.14 8.18 0.11 11.28 0.05

H4N3F1S1 Man6 7.315 0.92 0.02 0.59 0.08 0.51 0.02

H4N4F1S1/Man6 7.495 0.94 0.02 1.58 0.10 0.94 0.03

H4N5F1/H5N4 7.754 0.30 0.01 0.45 0.09 0.35 0.03

H4N4F1S1 7.994 0.22 0.01 0.22 0.06 0.30 0.03

H5N4F1 8.167 0.28 0.01 0.19 0.09 – –

G2F 8.363 7.29 0.20 4.10 0.09 9.84 0.15

Man7 8.854 0.14 0.01 0.11 0.05 0.05 0.07

H5N4F1S1/Man7 9.194 0.89 0.03 1.19 0.09 1.19 0.05

H5N4F1S1 9.495 0.50 0.02 0.37 0.06 0.67 0.03

H5N4F1S2/Man8 10.649 0.41 0.03 0.32 0.03 0.67 0.08

Man8 10.951 0.09 0.01 0.51 0.03 0.26 0.01

图 7. 通过分析还原态 HC 亚基、IdeS 酶解的 Fc/2 亚基或游离多聚糖估算出的所选多聚糖的相对含量。误差线代表标准偏差 (N = 6)
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结论
本研究使用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱
系统、高分辨率 Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC / Q - TO F  和  A g i l e n t  M a s s H u n t e r 
BioConfirm 10.0 软件对两种生物仿制药
和一种创新药物  mAb 进行了全面的分
析。使用 Agilent AssayMap Bravo 液体
处理技术实现了繁琐的样品前处理步骤的
自动化并加快了处理速度，从而提高了分
析效率和重现性。

我们考察了四种分析方法，这些方法能够
满足生物药物生产中不同阶段的需求：

• 完整 mAb 方法可快速评估样品中存
在的 mAb 的身份及其主要糖型，非
常适合批次放行和在发现/开发过程中 
筛选 CHO 细胞克隆。这种方法几乎
无需样品前处理，并且可以获得独特
的高阶信息，例如不同的糖基化或赖
氨酸截短的重链配对而产生的糖型的
相对含量

• 还原态 HC 和 IdeS 酶解的亚基方法
提供了介于完整 mAb 方法和游离多
聚糖方法之间的灵敏度，并且非常适
合在生产中对生物反应器产物进行常
规的在线监测[10]。更高的灵敏度水平
使其能够对一些低丰度 CQA（例如 
Man5）进行检测和定量

• 游离多聚糖方法可提供最高水平的
灵敏度，非常适合用于发现 /开发 
中的治疗药物开发活动。由于该方法
依赖于荧光色谱，因此是四种方法
中最可靠的多聚糖相对定量方法。
InstantPC 比传统标记（例如 2-AB）
亮得多，并且以 1:1 的化学计量比与
多聚糖共价结合，从而能够检测和定
量糖基化的细微差异

我们检测到了两种生物仿制药与创新药物
之间糖基化模式（即 G0F、G1F 和 G2F 的
相对表达）的差异，并且四种方法得到的
结果一致，展示了安捷伦 LC/MS 技术在生
物仿制药开发应用中的稳定性和通用性。
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