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摘要

本研究报告了在waters_connect信息学软件控制下运⾏BioAccord LC-MS系统1-10开发的⾼通量完整质量数确认

⼯作流程。借助更强的信息学功能进⾏蛋⽩质⽬标质量数匹配，得以实现更快速的梯度LC-MS分析。此外，样品

板采⽤颜⾊编码，以便使⽤简单的⾃定义计算直观显⽰每个样品的质量数确认状态。该质量数确认⼯作流程可应

⽤于反相和⾮变性SEC LC-MS完整蛋⽩质量数分析，每次分析的总LC运⾏时间为2.5分钟。该⼯作流程可提⾼LC-

MS完整蛋⽩质量数分析在克隆筛选、⼯艺开发及其他活动中的分析效率，在这些活动中，样品通量是⽣物治疗药

物分析的重点问题。 

优势

在反相和⾮变性SEC LC-MS完整蛋⽩质量数分析中均可应⽤■

样品板采⽤颜⾊编码，可快速查看每个样品的质量数确认状态 ■

⾼通量LC-MS⼯作流程在符合法规要求的waters_connect平台上运⾏，⽣物制药企业的各个部⻔皆可部署 ■

基于⽬标分⼦量进⾏完整质量数确认■
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简介

在⽣物制药开发过程中，必须提供合适的分析技术⽤于表征⽣物治疗药物，例如单克隆抗体(mAb)。利⽤质谱进⾏

完整蛋⽩质量数分析可提供重要信息，例如分⼦量和样品异质性。由于⽣物治疗药物样品/候选药物的数量⾮常⼤

，因此需要使⽤⾼通量分析⽅法在早期开发（例如，克隆筛选）阶段筛选产品属性，并在⼯艺开发过程中⽀持⼤

量QbD研究。本研究报告了在waters_connect信息学软件控制下运⾏BioAccord LC-MS系统1-10开发的⾼通量完

整质量数确认⼯作流程。在⾼通量完整蛋⽩质量数确认分析中借助更强的信息学功能进⾏⽬标质量数匹配，得以

实现更快速的梯度LC-MS分析。样品板采⽤颜⾊编码，以便使⽤简单的⾃定义计算快速查看每个样品的质量数确

认状态。该质量数确认⼯作流程可应⽤于反相和⾮变性SEC LC-MS完整蛋⽩质量数分析，每次分析的总LC运⾏时

间为2.5分钟。本研究考察了六种市售单克隆抗体和⼀种半胱氨酸偶联的抗体偶联药物样品。开发的⼯作流程有助

于提⾼⽣物治疗药物开发（⾮常注重样品通量）中LC-MS完整蛋⽩质量数分析的效率。

图1.Waters BioAccord LC-MS系统和waters_connect信息学平台 

实验
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开发反相LC-MS和⾮变性SEC-MS⽅法进⾏更⾼通量的完整质量数确认筛选。本研究考察了六种单克隆抗体和⼀种

半胱氨酸偶联ADC样品，以展⽰质量数确认⼯作流程。使⽤48样品瓶板装载重复样品进⾏分析。 

样品描述

NIST参⽐mAb（美国国家标准技术研究院）、曲妥珠单抗（基因泰克，加利福尼亚州南旧⾦⼭）、英夫利昔单抗

（杨森制药）、利妥昔单抗（渤健公司）、⻉伐单抗（基因泰克）和阿达⽊单抗（艾伯维）均以原始制剂商购获

得。ADC样品通过合作研究获得。进⾏反相LC-MS分析之前，先⽤50 mM⼄酸铵(Sigma 431311)将样品稀释⾄0.2 

mg/mL；进⾏⾮变性SEC LC-MS分析之前，先⽤50 mM⼄酸铵（pH约7.0）将样品稀释⾄2.5 mg/mL。利⽤LC-

MS级⽔和⼄腈(Fisher Scientific Optima)制备流动相和系统溶液。甲酸（部件号：85178）购⾃Fisher 

Scientific。 

⽅法条件

液相⾊谱条件（反相LC-MS分析）

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS

检测器： ACQUITY RDa质谱检测器

样品瓶： 沃特世全回收样品瓶（部件号：186000385C）

⾊谱柱： BioResolve RP⾊谱柱, 450 Å, 2.7 µm, 2.1 mm × 

50 mm（部件号：186008944）

柱温： 80 °C

样品温度： 6 °C

进样体积： 4 µL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 0.1 %甲酸
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液相⾊谱条件（反相LC-MS分析）

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度表

质谱条件

质谱系统： ACQUITY RDa质谱检测器，BioAccord系统

电离模式： 正离⼦模式

采集范围： m/z=400〜7000

扫描速率： 2 Hz

⽑细管电压： 1.5 KV
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脱溶剂⽓温度： 550 °C

锥孔电压： 70 V

智能数据采集： 关

液相⾊谱条件（⾮变性SEC LC-MS分析）

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS

检测器： ACQUITY RDa质谱检测器

样品瓶： 沃特世全回收样品瓶（部件号：186000385C）

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH SEC蛋⽩分析专⽤柱, 200 Å, 

1.7 µm, 2.1 mm × 150 mm（部件号

：186008471）

柱温： 30 °C

样品温度： 6 °C

进样体积： 10 µL

流速： 0.2 mL/min

流动相A： 50 mM⼄酸铵
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梯度表

数据管理

信息学软件： waters_connect

系统控制和数据处理： UNIFI（1.9.4版）

结果与讨论

为开发更⾼通量的质量数确认⼯作流程，创建了液相⾊谱梯度以缩短实验运⾏时间。反相LC-MS分析采⽤2.5 min

梯度⽅法（在标准⽅法中，流动相B由5%增加⾄85%，总运⾏时间7 min；在⾼通量⽅法中，流动相B在1.0 min

内由5%增加⾄85%，总运⾏时间缩短⾄2.5 min）。流速保持0.4 mL/min。利⽤这两种梯度⽅法得到的TIC（总

离⼦流⾊谱图）⽐较⻅图2。 
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图2.标准反相LC-MS⽅法（上图）和⾼通量反相LC-MS⽅法（下图）的TIC⽐较。⾼通量⽅法的总运⾏时间缩短⾄

2.5 min。 

对于⾮变性SEC LC-MS分析，将液相⾊谱流速从0.075 mL/min增加⾄0.2 mL/min，总运⾏时间从7.0 min缩短⾄

2.5 min。标准SEC LC-MS分析与⾼通量⽅法的TUV⽐较⻅图3。
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图3.标准SEC LC-MS⽅法（上图）和⾼通量SEC LC-MS⽅法（下图）的TUV⽐较。⾼通量⽅法的总运⾏时间缩短⾄

2.5 min。 

通过克隆筛选进⾏⽣物治疗药物发现研究时，往往不使⽤序列信息进⾏质量数确认。将样品外包给合同机构分析

，同时公司希望保留序列专利时，通常也会出现这种情况。waters_connect平台⽀持此功能，可以在数据处理过

程中将⽬标质量数直接输⼊分析⽅法进⾏⾃动化质量数确认。图4显⽰了在反相LC-MS分析实验期间输⼊处理⽅法

中的六种抗体质量数。该⽅法将现有的或添加到软件库中的翻译后修饰(PTM)与⽬标质量数结合使⽤，进⾏组分鉴

定。
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图4.在数据处理过程中将⽬标质量数输⼊分析⽅法的Expect mass (Da)（预期质量数(Da)）字段进⾏⾃动化质量数

确认。 

系统⽣成两个⾃定义字段，显⽰样品板上每个样品的质量数确认状态。其中⼀个⾃定义字段(ID_comp)⽤于说明

已鉴定（匹配）组分（质量数）的状态，另⼀个⾃定义字段(ID_count)⽤于将鉴定状态链接⾄已鉴定组分（质量

数）的信号响应。这些⾃定义字段包含在分析⽅法中，如图5A所⽰。在分析⽅法“Limit Checks”（限值检验

，如图5B所⽰）中设置ID_count的响应和⾃定义字段，以便对样品板上的质量数确认状态进⾏颜⾊编码。有关使

⽤UNIFI/waters_connect中的⾃定义字段进⾏完整蛋⽩质量数分析数据处理的详细说明，可参⻅参考⽂献11。
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图5A.在分析⽅法中⽣成并选择的两个⾃定义字段以及限值检验（图5B）设置，显⽰分析⽅法中的质量数确认状态

并进⾏颜⾊编码（已确认：绿⾊，可疑：⻩⾊，未确认：红⾊）。 

建⽴⽅法后，便可通过集成的⾃动化数据采集和处理流程来运⾏简化的实验。图6显⽰了在BioAccord LC-MS系统

上运⾏反相LC-MS实验的⾃动采集流程前后，48样品瓶板上每个重复样品的质量数确认状态⽰例。
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图6.在waters_connect中进⾏⾃动化数据采集和处理前后，48样品瓶板上每个样品的质量数确认状态。

⼏种质量数确认样品的⽰例TIC和去卷积质谱图如图7所⽰。样品板上的绿码表⽰该样品位置的质量数已确认与⽅

法中的⼀个⽬标质量数匹配。⻩码表⽰与⽅法中的⼀个⽬标质量数匹配，但信号强度介于限值检验设置中的警告

下限与失败下限之间。发⽣这种情况时，建议对数据进⾏⼿动审查。红码表⽰与任何⽬标质量数均不匹配。如图

7所⽰，该样品未获得实际信号，因此不存在潜在的匹配结果。
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图7.反相LC-MS实验中具有不同质量数确认状态的TIC和去卷积谱图⽰例：（上图）绿⾊：质量数已确认；（中图

）⻩⾊：可疑，建议进⾏⼿动审查；（下图）红⾊：质量数未确认 

利⽤反相LC-MS法分析六种抗体样品得到的TIC和去卷积谱图如图8所⽰。⾼质量数据显⽰，六种抗体的质量精度

通常在5~15 ppm的范围内。 

12质量数确认⼯作流程在⽣物治疗药物筛选中的应⽤



图8.利⽤⾼通量反相LC-MS⽅法分析六种抗体样品得到的⾼质量TIC和去卷积谱图 

利⽤⾮变性SEC LC-MS⽅法分析六种抗体样品得到的UV⾊谱图（经过处理）和组合原始谱图如图9所⽰。在组合

原始谱图中观察到多电荷抗体离⼦具有更⾼的m/z峰簇（与反相⽅法相⽐）。去卷积处理后，所有六种抗体的质量

精度均低于15 ppm（未显⽰）。
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图9.⾮变性SEC LC-MS HTP⽅法筛选六种mAb得到的TUV和TIC 

⾮变性质谱对于保持复杂⽣物样品内的⾮共价相互作⽤以便测量分⼦的复合质量数⾄关重要。除六种抗体样品以

外，我们还使⽤反相（数据未显⽰）和⾮变性SEC LC-MS⽅法（图10）对半胱氨酸偶联ADC样品进⾏了对⽐实验

。如预期⼀样，仅⾮变性⽅法能保持轻链与重链之间以及两条重链之间（将ADC分⼦结合在⼀起）的⾮共价相互

作⽤，让我们能够使⽤其他⾃定义计算⽅法在完整质量数⽔平下成功测量药物抗体偶联⽐(DAR)6,11。
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图10.标记了电荷态的组合原始谱图（上图）和标记了各DAR和总平均DAR的MaxEnt1去卷积谱图（下图）。反相

LC-MS分析会使抗体重链之间以及轻链与重链之间的⾮共价结合解离。仅⾮变性⽅法能够保持将ADC分⼦结合在

⼀起的⾮共价相互作⽤。 

结论

本研究使⽤在waters_connect信息学平台上运⾏的BioAccord LC-MS系统成功开发出⼀套⾼通量完整质量数确认

⼯作流程。分别使⽤反相LC-MS和⾮变性SEC LC-MS完整质量数确认分析展⽰了该⼯作流程，每种分析的总LC运

⾏时间均仅有2.5分钟。样品孔采⽤颜⾊编码，能够快速、直观地显⽰分析结果。总体⽽⾔，对于⽣物制药⾏业中
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需要进⾏⾼通量完整蛋⽩质量数分析的分析机构⽽⾔，这种更快速的⽅法能够明显提⾼实验室效率。
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