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前言
天冬酰胺 (Asn) 脱酰胺化、天冬氨酸 (Asp) 异构化和甲硫氨酸 (Met) 氧化等修饰是重
组抗体的典型降解产物。研究表明，单克隆抗体中 Asn、Asp 和 Met 残基的降解会
影响蛋白质活性1-4。因此，蛋白质候选药物（例如 mAb）中的上述修饰是关键质量
属性 (CQA)，需在储存和制剂条件下进行密切监测。它们通常是药物开发过程中进行
的影响因素试验和强制降解研究的重点。要评估上述 CQA，需要同时进行鉴定和定
量分析。

本应用简报介绍了采用一体化工作流程（包括 Agilent AssayMAP Bravo 平台、
Agilent 1290 Infinity II LC、Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 和 Agilent 
MassHunter BioConfirm 软件），通过肽谱分析方法同时鉴定和定量分析重组 mAb 
的化学诱导脱酰胺化和氧化修饰（图 1）。

单克隆抗体化学诱导脱酰胺化和氧化
的定量分析 

采用 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 和 Agilent 
MassHunter BioConfirm 软件

图 1. 肽谱分析的一体化工作流程

样品前处理 分离 检测 数据处理和报告生成

AdvanceBio
色谱柱

具有迭代 MS/MS 功能的
 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOFAssayMAP Bravo 1290 Infinity II LC

MassHunter
BioConfirm 10.0



2

实验部分

材料
mAb1 样品为重组的 CHO 细胞培养的 
IgG1 mAb，由第三方合作伙伴生产和纯
化。NISTmAb 购自美国国家标准技术研
究院 (NIST)。

仪器
• Agilent AssayMAP Bravo 系统 

(G5571AA)

• 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)，配备 
样品冷却装置（选件 100）

• Agilent 1290 Infinity II 柱温箱 
(G7116B)

• Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF (G6549A)

• 安捷伦双喷射流 ESI 离子源  
(G1958-65268)

化学诱导和样品前处理
为了诱导显著水平的 Asn 脱酰胺化，将 
mAb1 样品分别在 pH 8.7 的 Tris-HCl 缓
冲液体系中暴露于较高温度 (37 °C) 下 
0、3、6 和 13 天。为了诱导 Met 氧化，
将 mAb1 和 NISTmAb 样品在含有不同浓
度 H2O2 氧化剂（范围 0%–0.2% v/v）的 
Tris-HCl 缓冲液中于室温下培养过夜。将
所有样品冻干并储存在 –80 °C，以待后
续样品消解。

使用 AssayMAP Bravo 平台对所有样品
进行还原、烷基化、胰蛋白酶消解和脱 
盐5。再对消解样品进行 LC/MS 分析。

LC/MS 分析
采用表面带电荷的安捷伦反相 C18 色谱
柱 (2.1 × 150 mm, 2.7 µm) 进行 LC 分离，

使用 30 分钟梯度（表 1）。采用 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF 采集原始数据 
 （表 2）。

表 1. 液相色谱参数

液相色谱参数

分析柱 表面带电荷的安捷伦反相 C18 色谱柱

流动相 A H2O，0.1% 甲酸

流动相 B 90% 乙腈和 0.1% 甲酸的水溶液

柱温 60 °C

流速 0.4 mL/min

梯度

0.0 分钟时 B 为 3% 
30.0 分钟时 B 为 22% 
32.0 分钟时 B 为 90% 
35.0 分钟时 B 为 90% 
37.0 分钟时 B 为 3%

停止时间 40 分钟

表 2. 质谱参数

参数 值

仪器 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

气体温度 325 °C

干燥气流速 13 L/min

雾化器 35 psig

鞘气温度 275 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 4000 V

喷嘴电压 0 V

采集模式 扩展动态范围 (2 GHz)

质量数范围 m/z 300–1700

采集速率 8 张谱图/秒

自动 MS/MS 范围 m/z 50–1700

最小 MS/MS 采集速率 3 张谱图/秒

分离峰宽 窄（约 m/z 1.3）

母离子/循环 前 10

碰撞能量
对于电荷数为 2 的离子，为 3.1 * (m/z)/100 + 1； 
对于电荷数为 3 或大于 3 的离子，为 3.6 * (m/z)/100 – 4.8

MS/MS 阈值 1000 响应值和 0.001%

动态排除开启 重复 1 次，然后排除 0.2 min

基于母离子丰度的扫描速率 是

目标值 25000 响应值/质谱图

使用 MS/MS 累积时间限 是

纯度 严格性 100%，截留率 30%

同位素模型 肽段

母离子排序 先按电荷态，再按丰度进行排序；+2，+3，> +3
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数据处理
使用 MassHunter BioConfirm 10.0 软件
对 LC/MS/MS 采集的数据进行分析。对
于化学诱导的脱酰胺化研究，搜索参数
设置为允许 N/C 端剪切和最多两个漏切
位点，固定修饰为半胱氨酸 (C) 烷基化
和 N 端焦谷氨酸，可变修饰为天冬酰胺 
(N) 或谷氨酰胺 (Q) 脱酰胺化和甲硫氨酸 
(M) 氧化。MS1 和 MS2 允许的质量偏差
分别为 10 ppm 和 20 ppm。肽段长度限
制为 5 到 60 个氨基酸 (AA)。肽段谱图匹
配需要用到 MS/MS 功能，并由 0.1% 假
阳性率 (FDR) 过滤结果。化学诱导氧化
研究的搜索参数除上述设置外，还包括
了色氨酸 (W) 氧化（+4 Da、+16 Da 或 
+32 Da）的可变修饰6。

结果与讨论

脱酰胺化肽的分离和鉴定
Asn 脱酰胺化是蛋白质和多肽中最常见的
修饰之一。它是导致生物药物生产过程中
在制剂和储存条件下不稳定的主要原因。
Asn 残基脱酰胺基化有两种方式：通过水
解生成 Asp 或通过环琥珀酰亚胺中间体
生成天冬氨酸或异天冬氨酸。由于脱酰胺
基化仅有 0.984 Da 偏移，当不同形式发
生共洗脱时，可能难以准确鉴定和定量分
析脱酰胺基化和天冬氨酸异构化。 

在之前的报道中，已鉴定出  CH 3 保守
区域中的  Asn 脱酰胺基化是溶剂可及
的且对化学降解敏感3,4。位于该区域的 
PENNY 肽（重链序列位置 376–397，

GFYPSDIAVEWESN389GQPEN394N395YK）
含有三个 Asn 残基，每个残基在暴露于
高 pH 条件下对脱酰胺基化具有不同程度
的敏感性。我们使用这条肽来展示使用安
捷伦肽谱分析工作流程同时鉴定和定量分
析 Asn 脱酰胺基化和 Asp 异构化。 

图 2 显示了采用 30 分钟液相色谱梯度分
离 PENNY 肽的各种 PTM 形式的提取化
合物色谱图 (ECC)。图中显示了 PENNY 
肽的七种不同形式，包括未修饰的野生型 
(WT) 肽、N389 Asn 脱酰胺基化/Asp 异构
化和双脱酰胺基化/Asp 异构化形式。结
果表明，所有形式都分散在六分钟的时间
窗口内，且修饰后的形式与未修饰的形式
能够很好地分离。
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图 2. 采用表面带电荷的反相 C18 色谱柱使用 30 分钟液相色谱梯度获得的 Asn 脱酰胺基化、Asp 异构化和野生型 GFYPSDIAVEWESN389GQPEN394N395YK 肽段的 ECC
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MassHunter BioConfirm 软件为 PTM 分
析提供了用户友好的界面（图 3）。软件
功能允许分析人员在生物分子表中选择
目标肽段，对其 MS/MS 谱图进行并列
比较。图 4 显示了使用 BioConfirm 软件
对 PENNY 肽野生型（WT，RT = 25.55 分
钟）和双脱酰胺基化形式（N389N394， 
RT = 30.97 分钟）MS/MS 谱图的比较。

可同步缩放谱图以进行详细的碎片离子比
较。y3 子离子在 WT 和脱酰胺基化形式中
具有相同的 m/z，说明在 N395 上没有发
生脱酰胺基化。y6 子离子具有 +1 Da 质
量数偏移，且 y10 子离子在脱酰胺基化肽
上具有 +2 Da 质量数偏移，表明双脱酰
胺基化位点在 N389 和 N394 处。

对图 2 中所示多肽形式的所有 MS/MS 谱

图进行了检查，以验证脱酰胺基化定位
的归属。几乎所有脱酰胺基化形式都通
过其脱酰胺基化定位得到明确鉴定。保
留时间为 29.48 分钟的双脱酰胺基化形式 
(N389N394/N395) 是一个例外，它含有不
确定的  Asn 脱酰胺基化归属（N394 或 
N395）。

图 3. MassHunter BioConfirm 10.0 软件用于 PTM 鉴定和定量分析的屏幕截图
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图 4. 使用 MassHunter BioConfirm 软件比较野生型和双脱酰胺基化形式（N389N394，RT = 30.97 分钟）GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK 肽段的 
MS/MS 谱图。放大具有差异特征的用于 PTM 定位归属的碎片离子以进行详细比较
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脱酰胺化定量分析
MassHunter BioConfirm 软件使分析人员
能够定量分析一系列样品的所有修饰残基
的 PTM 程度。它计算修饰肽相对于修饰
和未经修饰形式总和的峰面积百分比（或
峰高百分比作为一个选项）。它还将比较
结果汇总于表中（图 5）。通过此“结果
对比”表，分析人员可了解一系列样品
所有修饰残基的 PTM 定量分析结果。除 
 “结果对比”表外，BioConfirm 还可使用
直方图显示定量分析结果。要显示每个修
饰残基的直方图，用户只需在“结果对
比”表中单击目标残基行。

图 5. PTM 定量的“结果对比”表，显示了在高 pH 条件下一段时间内 mAb1 重链和轻链中 Asn 脱酰胺基化
的定量分析比较



7

图 6 显示了使用 BioConfirm 软件获得的
时序研究中高 pH 条件下 mAb1 重链上三
种 Asn 脱酰胺基化（N389、N394 和 N395）
的定量分析直方图。每个时间点包括两个
技术重复。如图所示，在影响因素试验
中，N389 在三个残基中具有最高脱酰胺基
化程度。该结果与其他组的研究结果一
致，表明 Asn C 端的 Gly 与其他残基相比
具有更高的脱酰胺基化速率。在 C 端含
有芳香环的大疏水性残基通常也会导致脱
酰胺基化速率非常慢7,8。由于 N394 或 N395 
上的脱酰胺基化定位归属有时不明确，因
此需要将这两个位点上的脱酰胺基化定量
分析结合进行数据分析。 

在肽谱分析工作流程中，首先将治疗性
蛋白消解以产生多肽片段，但有时会消
解不完全。由于样品消解的复杂性，分
析人员应检查用于 PTM 定量分析的肽段
形式。BioConfirm 软件生成一个名为肽
段相对定量结果的表格，表中列出了每个
数据文件的所有修饰残基及其相应肽段 
 （图 7）。图 7 显示了影响因素实验中八个
数据文件中 mAb 重链上 N389 脱酰胺基化
的定量分析。为了显示该数据文件中鉴定
的所有相应肽段，扩展了最后一个数据文
件的子表。为了自动确定用于 PTM 定量
分析的肽段形式，BioConfirm 应用了一
系列与蛋白质消解和 PTM 分析相关的规
则。它还允许用户通过单击用于定量% 复
选框来调整肽段选择。计算的定量%、结
果对比表和直方图立即与更新的定量分析
结果同步。 
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图 6. 使用 MassHunter BioConfirm 软件获得的时序研究中高 pH 条件下 mAb1 重链上三种 Asn 脱酰胺基化 
 （N389、N394 和 N395）的定量分析直方图。每个时间点执行两个技术重复样品
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氧化定量分析
本研究还在加速氧化条件下评估了两种 
mAb（mAb1 和 NISTmAb）中 Met 的
氧化程度。作为示例，图 8 显示了使用 
BioConfirm 软件得到的在加速 H2O2 暴露
下 mAb1 和 NISTmAb 的轻链 Met 4 (M4) 
氧化的定量分析直方图。正如预期，在加
速氧化条件下两种 mAb 在 M4 处的氧化
程度增大，在不同程度加速 H2O2 暴露下
具有不同氧化速率。

图 7. MassHunter BioConfirm 中“肽段相对定量结果”表的部分截图

图 8. 使用 MassHunter BioConfirm 软件获得的加速氧化条件下 mAb1 和 NISTmAb 轻链 M4 氧化的定量分析
直方图
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结论
本文展示了一套用于同时鉴定和定量分
析 mAb 的化学诱导脱酰胺基化和氧化
的完整工作流程，包括使用 AssayMAP 
Bravo 平台进行自动化样品前处理，使
用 1290 Infinity II 液相色谱仪进行液相
色谱分离，使用  6545XT AdvanceBio 
LC / Q - TO F  进行数据采集，以及使用 
MassHunter BioConfirm 软件进行数据分
析。MassHunter BioConfirm 10.0 软件 
能够：

• 自动进行数据批处理

• 使用统计得分和 FDR 进行肽段谱图
匹配

• 将结果表通过链接导航链接到质谱图
和色谱图 

• 进行 PTM 定量分析

上述功能组合提升了蛋白类生物治疗药物
开发和生产过程中肽谱分析和 PTM 定量
分析工作流程的效率。 
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