
应⽤纪要

使⽤SYNAPT XS⾼分辨率质谱仪进⾏mAb
亚基分析 

Henry Shion, Scott J. Berger, Ying Qing Yu

Waters Corporation

这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

http://www.waters.com


SYNAPT XS是⼀款通⽤的⾼分辨率质谱仪，可灵活应⽤于⽣物药物的常规属性分析以及⾼级表征（例如，

HDX、CIU及其他⾼级结构分析⽅法）。针对这些⽬的，SYNAPT XS有多种采集和碎裂模式，科学家可以利⽤

这些模式实现其分析⽬标。     

在分析单克隆抗体 (mAb) IdeS酶解亚基时，⽐较了在四种不同质量分辨率模式（灵敏度[Rs约12,500]、分辨

率[25,000]、⾼分辨率[56,000]和增强分辨率[75,000]）下采集数据所得到的实验结果。本研究发现，使⽤

MaxEnt1电荷态去卷积处理时，在所有分辨率模式下均得到⾼质量数据，获得了相似的低ppm质量精度和⼀

致的相对产物变体丰度。此外，我们还证明BayesSpray2去卷积算法可以提⾼单同位素分辨质谱图（使⽤增强

分辨率模式采集得到）的质量精度。  

优势

SYNAPT XS ‒ ⼀款通⽤、灵活的质谱仪，适⽤于⽣物药物的常规分析和⾼级表征■

在mAb亚基分析中使⽤MaxEnt1去卷积处理⽅法，鉴定的组分（例如，糖型）在所有分辨率模式下均获得

相似的低ppm质量精度和⼀致的相对丰度

■

增强分辨率模式能够实现25 kD IdeS mAb亚基的单同位素分辨率，且BayesSpray去卷积处理可产⽣更⾼

的质量精度，但需要采⽤更⾼的载样量

■

简介

SYNAPT XS是⼀种⽤于⽣物治疗药物表征的灵活⼯具，提供了多种采集模式、碎裂模式以及可选择的分辨率选

项，⽤⼾可以选择这些选项来优化⽣物制药分析应⽤。SYNAPT XS平台的功能包括完整蛋⽩质量数、天然MS1

、蛋⽩亚基、肽图分析、游离寡糖及寡核苷酸分析等常规分析。对于⾼级结构（即超越⼀级结构）的问题，例

如HCP（宿主细胞蛋⽩），“⾃上⽽下”蛋⽩质碎裂、HDX（氢氘交换）和CIU（碰撞诱导去折叠）质谱分析

是更先进的技术，这些技术都利⽤了SYNAPT XS的更⾼分辨率和离⼦淌度功能。

本研究⽐较了单克隆抗体(mAb) IdeS酶解亚基（约25 kD）分析在以下四种不同分辨率模式下采集的数据：灵

敏度[Rs 12,500]、分辨率[25,000],、⾼分辨率[56,000]和增强分辨率[75,000]。结果发现，鉴定的组分在所有

分辨率模式下⽣成的精确质量数数据拥有相当的质量精度（使⽤MaxEnt1进⾏去卷积处理）和相对丰度。此外

，我们还证明BayesSpray去卷积算法可以提⾼单同位素分辨质谱图（使⽤最⾼分辨率模式 - 增强分辨率采集

得到）的质量精度。



图1.SYNAPT XS系统（左图）和SYNAPT XS系统⽰意图（右图）

结果与讨论

质量分辨率对电荷去卷积亚基的影响

本研究报告了在SYNAPT XS系统上运⾏的单克隆抗体(mAb) IdeS酶解亚基的RP LC-MS分析。所⽤样品包括

1种NISTmAb亚基标准品（沃特世部件号186008927 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008927-mab-subunit-

standard.html> ）以及2种在IdeS酶解前经过强制降解（氧化）的曲妥珠单抗亚基。我们⽐较了四种不同的

分辨率模式（灵敏度、分辨率、⾼分辨率和增强分辨率）下⽣成的数据中scFc（单链Fc）、LC（轻链）和Fd

亚基的灵敏度、相对变体丰度和质量精度。此外还评价了使⽤BayesSpray去卷积算法处理增强分辨率模式下

所得单同位素分辨数据的潜在优势。 

配合SYNAPT XS QTof使⽤的⼊⼝液相⾊谱系统是ACQUITY UPLC I-Class PLUS。流动相为：(A) 0.1%甲酸(

FA)的去离⼦⽔溶液和(B) 0.1% FA的⼄腈溶液。流动相B的梯度为在10.5 min内从25%增⾄35%，每次进样的

总运⾏时间为20 min。使⽤Waters BioResolve RP⾊谱柱, 450 Å, 2.7 µm, 2.1 mm × 50 mm（部件号

186008944 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/186008944-bioresolverp-

mabpolyphenyl-column-450a-27--m-21--mm-x-50--mm-1-p.html> ）进⾏亚基分离(80 °C)。每次进样的

上样量为0.4 µg样品。SYNAPT XS在ESI正离⼦模式下运⾏，使⽤灵敏度、分辨率、⾼分辨率或增强分辨率模

式。在所有分析中，将⽑细管电压设置为2.0 kV，采样锥孔电压设置为50 V，离⼦源补偿电压设置为30 V。离

⼦源温度和脱溶剂⽓温度分别保持在125 °C和400 °C。脱溶剂⽓流速为800 L/h，锥孔⽓流速为50 L/h，雾化

⽓流速为6.5 Bar。该系统由MassLynx（4.1.2版）控制。在UNIFI完整蛋⽩质量数数据处理⼯作流程中，使⽤
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MaxEnt1和BayesSpray去卷积处理，将所有数据导⼊waters_connect (1.9.7)中，然后进⾏处理。   

图2展⽰了NISTmAb IdeS酶解亚基标准品（沃特世部件号186008927 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008927-mab-subunit-

standard.html> ）在灵敏度、分辨率、⾼分辨率和增强分辨率模式下采集数据所得到的TIC（总离⼦流）⾊

谱图。样品中scFc、轻链(LC)和Fd的三个主要亚基⽚段（约25 kD）分离良好，且保留时间⼀致。四种质量分

辨率模式下得到的TIC响应各不相同，因为从较低分辨率模式转移为较⾼分辨率模式时，离⼦传输效率下降。

这是⼀个典型的观察结果，因为产⽣更窄的离⼦束和更⻓的TOF检测光程所需的光学器件会导致传输效率下降

。灵敏度模式下的响应约为分辨率模式下结果的2倍；⾼分辨率模式下结果的20倍；增强分辨率模式下结果的

约80倍。

图2.在灵敏度、分辨率、⾼分辨率和增强分辨率模式（质量分辨率分别为12,500、25,000、

56,000和75,000）下采集数据所得到的TIC⽐较证明，MS灵敏度与Tof检测分辨率之间呈反⽐关

系。

组合原始谱图和MaxEnt1去卷积谱图表现出相同的趋势（数据未显⽰）。虽然观察到MS响应随分辨率不同⽽

变化，但是经过MaxEnt1去卷积后，鉴定的组分在四种分辨率模式下得到的质量精度⽆明显差异（数据未显⽰

）。在所有四种模式下，指定组分与预测平均质量数的差异均⼩于15 ppm，且⼤部分差异处于<10 ppm的范

围内。   
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图3包含应⽤四种MS分辨率模式分析NISTmAb亚基主要蛋⽩形态获得的相对百分⽐。如质谱图中所⽰，主要

蛋⽩形态的相对百分⽐⼀致，与采集的MS分辨率⽆关。所有模式下的低ppm质量精度和⼀致结果表明，在亚

基分析中，灵敏度模式应为推荐分辨率模式的默认选择。该模式将为⽤⼾提供最⾼的灵敏度、优异的质量精度

和⼀致的Ides亚基变体相对丰度（在该样品中鉴定出的相对丰度⽔平低⾄约3%）。

图3.在所有MS分辨率模式下，经重复进样后鉴定出的NISTmAb Fc亚基糖型与Fd和轻链变体表现

出⼀致的相对响应。

⽤于增强质量分辨率模式的BayesSpray电荷去卷积

增强分辨率模式的标准为75,000 FWHM，该值根据⽜胰岛素的(M+6H)6+同位素簇(m/z 956)测得，可以使25 



kD mAb IdeS酶解亚基实现同位素分辨率。为进⼀步考察增强分辨率模式的结果，以4.0 µg的上样量运⾏了

Ides酶解的曲妥珠单抗亚基样品。酶解前，将曲妥珠单抗与0.03%过氧化氢(H2O2)在37 °C下温育4 h。⽐较

MaxEnt1和BayesSpray去卷积处理得到的去卷积谱图，发现BayesSpray去卷积谱图的质量数误差低于由

MaxEnt1处理所得到的结果，且质量数更紧凑（图4）。在该分析中，选择MaxEnt1峰宽⽣成平均质谱图，同

时优化使⽤BayesSpray算法进⾏的处理以返回单同位素质量数。虽然结果表明BayesSpray去卷积⽅法具有优

异的质量精度，但这些差异不会使典型亚基谱图的解析产⽣实际差异。

图4.氧化曲妥珠单抗scFc亚基⽚段在电荷态去卷积前后的谱图⽐较。上图：单同位素分辨的scFc

亚基峰的单(20+)电荷态原始谱图，展⽰了三种主要糖型的未修饰、单氧化和双氧化变体。中图

：经平均质量数去卷积的MaxEnt1去卷积谱图，图上标注了质⼼平均质量数误差。下图：由

BayesSpray去卷积获得的单同位素质⼼谱图，图上标注了相对于单同位素质量数计算值的质量数

误差。

结论

SYNAPT XS是⼀种通⽤的质谱系统，拥有多种质量分辨率模式，可灵活⽤于常规和⾼级⽣物治疗药物分析。在

分析单克隆抗体(mAb) IdeS酶解亚基时，建议使⽤灵敏度数据采集模式以获得最佳MS灵敏度、低ppm质量精

度，同时让酶解组分获得⼀致的相对丰度。虽然典型的亚基分析⼯作流程不需要采⽤增强分辨率模式，但是该

模式可⽣成单同位素分辨的IdeS亚基谱图，当使⽤BayesSpray电荷去卷积处理时，这些谱图可能具有更出⾊

的质量精度(<2 ppm)。当使⽤该模式时，需要增加进样量以补偿灵敏度损失。
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