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摘要

药物抗体偶联⽐(DAR)是抗体偶联药物(ADC)的关键质量属性(CQA)，因为它直接影响治疗效果和药代动⼒学。

在ADC开发过程以及商业化⽣产和质量控制运营中，DAR的测定和监测⾄关重要。对于半胱氨酸偶联ADC，当

通过桥接⼆硫键添加ADC分⼦时，为保持抗体亚基之间的⾮共价键完整，必须进⾏⾮变性质谱分析。因此，⾮

变性质谱成为使⽤质谱法正确测量DAR以及完整分⼦中载药量分布的重要⼯具。本研究采⽤分析级⾮变性SEC 

LC-MS分析⼯作流程（图1），该⼯作流程使⽤SYNAPT XS进⾏⾮变性质谱检测，以分析多种具有不同载药量

的半胱氨酸偶联ADC1-3。 然后将分析结果与上⼀代Q-Tof系统得到的结果进⾏⽐较，证明⾮变性SEC LC-MS⼯

作流程（图1）在不同时间以及不同系统上的耐⽤性。

图1.分析级⾮变性SEC LC-MS分析⼯作流程。将⽣物分⼦上样⾄SEC⾊谱柱（ACQUITY UPLC BEH SEC蛋⽩分

析专⽤柱, 200 Å, 1.7 µm, 2.1 mm x 150 mm，部件号：186008471），在⾮变性条件下脱盐/分离，然后进⾏Q-

Tof分析（Xevo G2-XS、Vion或者SYNAPT G2-Si或XS）。通过组合TIC峰下的扫描数据获得原始质谱图，然后

进⾏去卷积和质⼼处理，以便定量。使⽤每个样品中检出的组分，通过强度平均⾃定义计算⽅法得出DAR值。

优势

分析前⽆需进⾏样品前处理■

⾃动测量DAR和药物分布■

常规且耐⽤的⾮变性LC-MS解决⽅案■



精简的分析级SEC LC-MS分析⼯作流程■

简介

近年来，⾮变性质谱法越来越受欢迎，因为它扩展了质谱法分析复合物及其他类型⾮共价相互作⽤的能⼒。取

得此进展的原因之⼀是在线SEC LC-MS⾮变性分析的改进1-3。 在线SEC-MS可⼤幅减少样品前处理需求，⾃动

完成分析过程，使⽅法更加常规且耐⽤。在反相LC-MS分析的变性条件下，⽣物分⼦中的⾮共价键断裂。如需

获取⾼级结构的信息，可采⽤⾮变性LC-MS⼯作流程，通过使⽤MS兼容的挥发性缓冲液（例如⼄酸铵）和电

喷雾软电离质谱条件，使⽣物制剂保持天然或近天然状态，⾮共价相互作⽤完整。由于mAb⽣物治疗药物通常

是以蛋⽩质-蛋⽩质或蛋⽩质-配体相互作⽤发挥效能，因此直接测量这种⾮共价相互作⽤对于表征此类分⼦⾮

常重要。例如，半胱氨酸偶联的抗体偶联药物(ADC)即为⼩分⼦药物通过硫醇基（通常参与亚基内部和不同亚

基间的连接）以共价⽅式连接⾄宿主抗体。这些硫醇基团（主要）通过还原两条重链或轻链与重链之间的链间

⼆硫键产⽣。由于每个还原的⼆硫键均释放出两个游离硫醇基团，因此在理想情况下，预计上样的⼩分⼦药物

将成对出现2、4、6或8个连接位点，如图2所⽰。⼀旦这些⼆硫键发⽣裂解，将由亚基的残余⾮共价相互作⽤

将半胱氨酸偶联的ADC分⼦保持在⼀起。

图2.IgG1抗体及其潜在的半胱氨酸偶联ADC载药量分布（包括异构体结构）。⼩分⼦药物通过连接亚基的还原⼆硫键连接⾄宿主抗体，每

个抗体中通常观察到成对出现的2、4、6或8个药物分⼦。

药物抗体偶联⽐(DAR)是ADC的关键质量属性(CQA)，因为它直接影响治疗效果和药代动⼒学。要成功开发和

⽣产ADC，必须测定DAR，并监测整个开发和商业化过程。反相LC-MS实验由于需要在酸性流动相条件下进⾏



，且洗脱步骤要求流动相的有机相组成较⾼，半胱氨酸偶联ADC将解离为半抗体或轻链和重链亚基复合体。因

此，表征完整分⼦中半胱氨酸偶联ADC的DAR必须使⽤⾮变性质谱条件。本研究采⽤SYNAPT XS QTof系统进

⾏分析级⾮变性SEC LC-MS分析，对⼀组具有不同载药量的半胱氨酸偶联ADC进⾏⾮变性质谱分析1-3。 将分

析结果与上⼀代Q-Tof系统得到的结果进⾏⽐较，证明⾮变性SEC LC-MS⼯作流程（图1）在不同系统上表现

的⼀致性。

结果与讨论

本研究在0.1 mL/min等度洗脱（50 mM⼄酸铵）条件下进⾏SEC分析（ACQUITY UPLC BEH SEC蛋⽩分析专

⽤柱, 200 Å, 1.7 µm, 2.1 mm x 150 mm，部件号：186008471 <

https://www.waters.com/nextgen/in/en/shop/columns/186008471-acquity-uplc-protein-beh-sec-

column-200a-17--m-21-mm-x-150-mm-1-.html> ），运⾏时间10 min。⾮变性SEC LC-MS系统由

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统与SYNAPT XS质谱仪串联组成。使⽤MassLynx（1.4.2版）操作该系统以

采集数据，并将数据导⼊waters_connect信息学平台内的UNIFI应⽤程序（或导⼊UNIFI科学信息系统，两者

均为1.9.4版），从⽽简化数据处理和报告流程（包括⾃动完成DAR计算和药物分布⽐较）。

与反相LC-MS分析相⽐，在⾮变性质谱分析中，由于⾮变性SEC-MS条件使紧凑的⾮变性结构得以保持，⽣物

样品在较⾼的质荷⽐下将携带较少的电荷。图3展⽰了裸抗体mAb和三种载样量（低、中和⾼）的偶联ADC的

组合原始谱图电荷峰簇（左图，以m/z=5,600为中⼼，荷峰簇中仅有5〜6个主要电荷态）、单电荷态放⼤图

（中图）和去卷积谱图（右图）。裸mAb谱图中显⽰了所有三个浓度⽔平的偶联样品中针对各种偶联形式

（0、2、4、6和8）重复的糖基化模式。在waters_connect/UNIFI数据处理⼯作流程内，利⽤去卷积谱图中

各糖型的加合积分峰⾯积⾃动化⾃定义计算总平均DAR和载药量分布，如之前的⽂献所详述1。
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图3.组合的多电荷⾮变性原始质谱图展⽰了窄范围内的⼀组⾼m/z离⼦，其中显⽰了参⽐物质（裸mAb）以及

低、中、⾼偶联⽔平的半胱氨酸偶联ADC样品中由糖型和ADC异质性引起的峰（左图）、组合原始谱图的（单

电荷态）放⼤区域（中图）和去卷积谱图（右图）。数据来⾃进⾏⾮变性SEC LC-MS分析的SYNAPT XS 

HDMS系统。

表1⽐较了三批ADC的DAR和载药量分布计算结果，数据来⾃HIC分析（2014年）1，以及使⽤Xevo G2-S 

QTof系统（2014年）、Vion IMS QTof MS（2017年）和SYNAPT XS系统（本研究，2020年）进⾏的⾮变性

SEC LC-MS分析。Xevo G2-S数据在ADC经PNGase F处理后采集，所有其他测量均使⽤糖基化抗体完成。这

些实验结果表明，采⽤不同Q-Tof MS平台（Xevo G2-S、Vion IMS QTof MS和SYNAPT XS系统）在经过和不

经过去糖基化的情况下，即使时间推移，质谱法测量DAR的性能都能与正交⽅法(HIC vs MS)⼀致。总体⽽⾔

，分析级⾮变性SEC LC-MS分析⼯作流程结果表明，其⽤于ADC⾮变性分析以确定批次可⽐性在DAR和载药量

分布研究中⾮常有效。



表1.HIC (UV)和三个⾮变性SEC LC-MS实验中的总平均DAR和药物分布⽐较，所有三种载药量下的结果⼀致。

结果表明，使⽤正交⽅法(HIC vs MS)或者不同的Q-Tof MS系统（Xevo G2-S、Vion IMS QTof MS和SYNAPT 

XS）能够实现⼀致的DAR测量。

结论

本应⽤简报介绍⼀种分析级⾮变性SEC LC-MS分析⼯作流程，该⼯作流程可在各种LC-MS系统上运⽤以分析半

胱氨酸偶联ADC。SEC-MS分析⼯作流程提供了⾃动化样品操作，相⽐于注样分析具有效率优势，并且⽆需进

⾏样品前处理（例如缓冲液交换和去糖基化）即可进⾏质谱分析以确定ADC分⼦的DAR和药物分布。
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