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摘要
肽谱分析是阐明单克隆抗体 (mAbs) 一级结构的金标准。而成功进行肽谱分析的关键
在于能够实现高质量多肽分离的稳定可靠的液相色谱系统。在本应用简报中，我们
介绍了肽谱分析的首选系统 ― Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统。对已发表
的 NISTmAb 全面肽谱分析方法的重建表明，即使采用非常平缓的梯度，其相对保留
时间偏差也十分出色（小于 0.1%）。进一步的方法开发使总运行时间缩短了 60%，
并能够保持出色的相对标准偏差和峰容量值。此外，将 1290 Infinity II 生物液相色谱
系统直接连接至 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF，作为方法开发系统配置的
示例，可轻松实现整个生物药物生产链的方法转移。

稳定可靠的肽谱分析
Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统 ― 基于  
UV 和 MS 的 mAbs 一级结构和 PTMs 分析新平台
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前言
肽谱分析是一种用于生物药物一级结构和
翻译后修饰 (PTMs) 分析的技术，广泛应
用于当今工业生物技术领域。一般而言，
采用自下而上的方法进行 mAb 的变性、
烷基化和酶解。随后，使用反相液相色
谱甚至在某些情况下使用亲水相互作用
色谱通过 HPLC 或 UHPLC 分离得到的肽
段。涉及的检测方式有两种，可以使用质
谱 (MS) 鉴定药用物质，或者在质量控制 
(QC) 环境中使用紫外 (UV) 吸光度检测比
较样品色谱图与参比谱图的一致性。肽谱
分析可作为生物药品评估的验收标准的一
部分，ICH Q6B 指南中对此进行了阐述[1]。
通过使用 LC/MS 或 UV，可以评估肽谱的
变化（例如增加的氧化或脱酰胺基化[2]，
新的序列异构体的出现[3] 或多聚糖组成的
变化[4]）。因此，精密度和稳定性对于放
行和开发安全有效的生物药物至关重要，
使用紫外线检测器时尤其如此。 

本应用简报展示了用于肽谱分析的新型平
台 ― 全新 1290 Infinity II 生物液相色谱
系统。该系统利用高精度的 Agilent 1290 
Infinity II 生物高速二元泵和生物兼容的不
含铁流路，特别适用于多肽、蛋白质和代
谢物等生物分子分析。

实验部分

设备
与 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
联用的 Agilent 1290 Infinity II 生物液相色
谱系统包括以下模块：

• Agilent 1290 Infinity II 生物高速泵 
(G7132A)

• Agilent 1290 Infinity II 生物 
Multisampler (G7137A)，配备样品
恒温箱（选件 #101）

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116A)，配备一个标准流速 Quick 
C o n n e c t  快速连接生物热交换器 
(G7116-60071) 和两个安捷伦热平衡
装置 (G7116-60013)

• Agilent 1290 Infinity II 可变波长检测
器 (VWD)(G7114B)，配备生物微量
流通池（用于 VWD，3 mm，2 µL，
RFID）

• Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF (G6545XT)

软件
• Agilent MassHunter 工作站数据采集
软件 (B.09.00)

• Agilent MassHunter 定性分析软件 
(B.10.00)

• Agilent MassHunter BioConfirm 
(B.10.00)

色谱柱
• Agilent AdvanceBio 肽谱分析柱,  

2.1 × 250 mm, 2.7 µm（部件号 
651750-902）

• Agilent AdvanceBio 肽谱分析快速保
护柱, 2.1 × 5 mm, 2.7 µm（部件号 
851725-911）

• Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus 
C18, 2.1 × 150 mm, 1.8 µm（部件号 
959759-902）

• Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus 
C18 快速保护柱, 2.1 × 5 mm, 1.8 µm
（部件号 821725-901）

化学品
LC 级乙腈、碳酸氢铵、三(2-羧乙基)膦
和 2-碘乙酰胺购自 Merck (Darmstadt, 
Germany)。新制超纯水来自配置 0.22 µm 
膜式终端过滤器  (Mil l ipak) 的  Mil l i -Q 
Integral 水纯化系统 (Millipak, Merck-
Millipore, Billerica, MA, USA)。甲酸购自 
VWR (Darmstadt, Germany)。胰蛋白酶
（猪，质谱级）购自 G-Biosciences (St. 

Louis, USA)。 

样品前处理
向含有 0.8 mg Agilent-NISTmAb（部
件号 5191-5744）的 100 µL 碳酸氢铵 
(100 mmol/L) 中加入 2 µL 三(2-羧乙基)
膦（TCEP，200 mmol/L）进行变性和还
原，并在 60 °C 下温育 1 小时。使用 4 µL 
2-碘乙酰胺（IAM，200 mmol/L，室温
下 1 小时）对其进行烷基化处理后，用 
2 µL TCEP 淬灭过量的 IAM（室温下 1 小
时），然后用 0.8 mL 25 mmol/L 碳酸氢铵
进行稀释，加入胰蛋白酶（NISTmAb 与
胰蛋白酶比例 20:1，w/w）。在 37 °C 下
过夜酶解后，加入 2 µL 甲酸使所得悬液
的 pH 值低于 4。 
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表 1. 方法 A：NISTmAb 全面肽谱分析方法，摘自 Mouchahoir & Schiel, 2018[5]

参数 值

色谱柱
Agilent AdvanceBio 肽谱分析色谱柱, 2.1 × 250 mm, 2.7 µm + 快速保护柱 
2.1 × 5 mm

溶剂
A) 水 + 0.1% 甲酸 
B) 乙腈 + 0.1% 甲酸

梯度

0.00 min 时 B 为 2% 
110.00 min 时 B 为 45% 
110.01 min 时 B 为 97% 
125.00 min 时 B 为 97% 
125.01 min 时 B 为 2% 
150.00 min 时 B 为 2%

流速 0.200 mL/min

温度 40 °C，装有热平衡装置

检测 VWD：214 nm，10 Hz/MS：见表 3

进样
进样量：15 µL 
样品温度：4 °C 
冲洗：用水冲洗 3 s（清洗口）

表 2. 方法 B：优化且时间缩短的肽谱分析方法

参数 值

色谱柱
Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18, 2.1 × 150 mm, 1.8 µm + 
快速保护柱 2.1 × 5 mm

溶剂
A) 水 + 0.1% 甲酸 
B) 乙腈 + 0.1% 甲酸

梯度

0.00 min 时 B 为 2% 
44.00 min 时 B 为 45% 
44.01 min 时 B 为 97% 
50.00 min 时 B 为 97% 
50.01 min 时 B 为 2% 
60.00 min 时 B 为 2%

流速 0.300 mL/min

温度 40 °C，装有热平衡装置

紫外检测 VWD：214 nm，10 Hz/MS：见表 3

进样
进样量：15 µL 
样品温度：4 °C 
冲洗：用水冲洗 3 s（清洗口）

表 3. 多肽迭代 MS/MS 分析的离子源和质谱参数 

参数 值

仪器 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

干燥气温度 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 100–1700

采集速率 8 质谱图/秒

自动 MS/MS 范围 m/z 50–1700

分离峰宽 窄（约 m/z 1.3）

母离子/循环 10

碰撞能量
电荷态 2：3.1（斜率）和 1（偏移） 
电荷态 3 和 > 3：3.6（斜率）和–4.8（偏移）

母离子阈值 1000 响应值和 0.001%

主动排除 采集一个谱图后排除 0.2 min

扫描速度基于母离子丰度 是，25000 响应值/质谱图

MS/MS 累积时间限 是

纯度 严格性：100%/截留率：30%

同位素模型 肽

母离子排序 先按电荷态，再按丰度进行排序
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结果与讨论
蛋白质生物药物（例如 mAbs）的胰蛋
白酶酶解产物存在高度复杂的大量肽段
混合物。为测定和分析这些生物药物的
一级结构，需要使用很长时间的平缓梯
度，其运行时间可长达数小时，对仪器的
要求较高。为了展示 1290 Infinity II 生物
液相色谱系统对这一挑战性分析的适用
性，我们选择重建了之前由美国国家标
准技术研究院 (NIST) 发布用于 NISTmAb 
的胰蛋白酶酶解产物的 LC/UV 和 MS 方
法[5]。在本研究中，使用长度为 250 mm 
的 AdvanceBio 肽谱分析色谱柱，方法总
运行时间为 2.5 小时（方法 A，表 1）。
此外还开发了第二种液相色谱方法，利
用 ZORBAX RRHD Eclipse Plus 色谱柱
的亚 2 µm 填料缩短运行时间（方法 B， 
表 2）。图 1 显示了使用 Agilent 1290 
Infinity II 可变波长检测器 (VWD) 检测的
两种方法的色谱图。 

在两幅色谱图中可以观察到相似的肽谱。
但是，与最初发布的 NIST 方法 A 的 80 
分钟运行时间相比，使用方法 B 可使大
多数分析物在 30 分钟内洗脱。因此，
总运行时间可以缩短 60%。为系统地评
价 1290 Infinity II 生物液相色谱系统的精
密度和稳定性，两种方法均选择了 8 个
峰。然后，基于 10 次连续进样计算保留
时间标准偏差（图 2）。

图 2. 通过 Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统获得的方法 A 和 B 的保留时间精度绝对 (SD) 值和相对 
(RSD) 值。梯度斜率和峰容量如表所示 

梯度斜率 (%B/min) Ø SD (min) Ø RSD (%) PC,4σ (–)

方法 A 0.39 0.026 0.073 428

方法 B 0.98 0.005 0.039 348

图 1. 使用方法 A 和 B，通过 Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统分离 NISTmAb 胰蛋白酶酶解产物得到
的色谱图。选取 8 个峰用于后续的保留时间精度和峰容量计算
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方法 A 和 B 的相对保留时间偏差均小于 
0.1%，表明 1290 Infinity II 生物高速泵即
使在非常平缓的梯度斜率（分别为 0.39 
和 0.98%  B/min）下仍可实现卓越的性
能。为评估液相色谱方法的综合分离特
性，计算了 4σ 峰容量，并将其作为分
离质量的衡量指标。由于方法 A 的运行
时间更长，其相应的峰容量值最高，为 
428。但是，方法 B 凭借出色的平均 RSD 
(0.039%) 和高峰容量 (348)，成为 NIST 
提供的已发表肽谱分析方法的重要替代选
择，并可大大缩短运行时间。

生物技术环境中进行肽谱分析的典型工作
流程依次使用 UV 和 MS 检测器。采用这
一设置后，可使用两个检测器进行 MS 鉴
定肽段的方法开发。建立该方法后，可
以将分析轻松转移到紫外检测器，实现 
QC 环境中的高通量分析。为证明这一情
况，将 1290 Infinity II 生物液相色谱系统
与 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 直接连
接，并使用方法 B 重新分析 NISTmAb 的
胰蛋白酶酶解产物。如表 3 所示，MS 检
测在迭代 MS /MS 模式下进行。得到的色
谱图如图 3 所示。 

图 3. 使用配备生物兼容性微量流通池的 Agilent 1290 Infinity II VWD（上图）和 Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF（下图），检测 NISTmAb 胰蛋白酶酶解产物得到的色谱图 
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即使没有采取任何特殊措施来防止峰
展宽，分离度仍足够满足可靠  MS 检
测的需要。使用  Agilent MassHunter 
BioConfirm 软件，可以方便地对 mAbs 
的一级结构进行鉴定和确认。将  M S 
和/或  MS/MS 水平上鉴定得到的多肽
与所选生物药物的参考序列进行比较，
可实现 PTMs 的分析与相对定量。采用
这种方法，可鉴定出所谓的 PENNY 肽 
(GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK)[6] 以及

相应的脱酰胺基化异构体。PENNY 肽是
几乎所有人源或人源化 mAbs 共有的保
守区域 (Fc) 的一部分，可用作诱导脱酰
胺化的良好指标。图 4 所示为这些肽段
的放大图。 

完成肽段鉴定后，凭借优化的肽谱分析方
法 B 的强大分离能力以及 1290 Infinity II 
生物液相色谱系统出色的保留时间精度，
在这种情况下也可以通过紫外检测进行相
对定量。 
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结论
通过肽谱分析方法可以分析序列或糖基化
变异、氧化和脱酰胺基化等关键质量属
性 (CQA)。但是，必须确保使用的方法和
仪器稳定且可靠，才能实现最佳结果。
在本应用简报中，我们证明了全新 1290 
Infinity II 生物液相色谱系统可以满足这些
高预期。通过重建已发表的 NISTmAb 全
面肽谱分析方法，可在常规操作下实现
小于 0.1% 的保留时间精度偏差。通过优
化这一方法，采用 1290 Infinity II 生物高
速泵，总运行时间可缩短 60%，同时不
影响出色的精度和分离质量。在方法开
发环境中的可用性测试结果表明，1290 
Infinity II 生物液相色谱系统与 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF 的直接连接能力，
使方法能够直接转移到高通量 QC 环境。
综上所述，1290 Infinity II 生物液相色谱
系统可用作基于 UV 和 MS 的 mAbs 一级
结构和 PTMs 分析的新平台。 
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