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摘要

随着越来越多的单抗(mAb)⽣物类似药不断涌现，业界⾮常需要采⽤简化的流程来表征这些产品。要在快节奏、不

断增⻓的市场中占有⼀席之地，拥有能够提供数据以可靠地鉴定和定量肽属性的仪器，以及能够在保持合规性的

同时加快并⾃动完成分析的数据分析流程，⾄关重要。全新的Xevo G3 QTof平台与ACQUITY™ Premier UPLC™系

统相结合，能够对⽣物治疗性蛋⽩质进⾏稳定可靠的分析。基于应⽤程序的合规信息学平台waters_connect™能

够简化从采集到分析的数据管理流程。这些集成式⼯具能够开发出⾼效的⽣物制药⼯作流程，包括⽤于表征和属

性监测的⼯作流程。

本研究展⽰了waters_connect如何与Xevo G3 QTof配合⽤于单抗⽣物类似药的表征和监测。我们分析了四种英

夫利昔单抗样品（原研药和三种⽣物类似药）的肽图，旨在研究这些样品的脱酰胺、氧化、赖氨酸剪切和糖基化

等产品属性。使⽤合规软件waters_connect内的Peptide MAM应⽤程序定量分析各单抗之间的相对丰度差异。还

对原研药和⼀种⽣物类似药进⾏了⽬标属性的降解研究，以根据每种单抗的热降解鉴定关键质量属性(CQA)。结果

展⽰了搭载集成式waters_connect数据采集和处理⼯具的Xevo G3 QTof平台如何成为⽐较肽图分析⼯作流程以

确定mAb⽣物相似性的合适平台。 
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优势

原研药和⽣物类似药单抗的⾼覆盖率肽图分析，对肽属性进⾏可靠的鉴定和定量■

集成、合规、基于应⽤程序的⼯作流程，简化肽图分析数据的采集、处理和审查■

可重现地定量分析低含量肽属性，以确定⽣物相似性■

简介

随着单克隆抗体(mAb)专利到期，越来越多的⽣物类似药正在获得监管机构批准。在竞争⽇益激烈的⽣物类似药市

场上，需要采⽤简化的流程来表征和⽐较⽣物类似药与原研药。表征⽣物类似药需要⼀种可靠的⼯作流程来鉴定

和定量对安全性、有效性和稳定性⾄关重要的各种产品属性。⽣物类似药产品与原研药产品的活性成分⾼度相似

，但它们的特性可能会因⽣产⽅法的不同⽽有所差别，只要这些差别不会产⽣具有临床意义的影响即可。表征和

⽐较⽣物类似药的主要途径之⼀是使⽤肽图来分析翻译后修饰。酶解mAb并使⽤液相⾊谱(LC)-质谱(MS)联⽤法分

析肽⽚段，能够确认⼀级序列并找到产品变异位点。多属性⽅法(MAM)在定量多个样品的⽬标属性⽅⾯越来越受

欢迎，这种⽅法的通量⾼于传统的数据分析表征⽅法。与针对单个属性使⽤多种正交分析技术不同，MAM能够使

⽤LC-MS直接监测样品的⼤量属性1。

在waters_connect信息学平台控制下运⾏的Xevo G3 QTof质谱仪（图1）为执⾏⽣物制药⼯作流程提供了⼀种简

化的解决⽅案。Xevo G3 QTof更新了离⼦光学元件，旨在优化肽传输效率并提供全⾯的定量能⼒，适⽤于⽣物治

疗药物属性的表征和监测。合规的waters_connect平台能够处理从样品提交到数据分析和审查的整个⼯作流程

，其中集成的UNIFI™应⽤程序（肽图分析）、科学数据库（属性数据库）和Peptide MAM应⽤程序（⽬标属性监

测和新峰检测）能够实现表征与监测⼯作流程的⽆缝协调。本研究展⽰了该组合式⼯作流程⽤于英夫利昔单抗和

三种⽣物类似药产品（Inflectra®、Avsola®和Renflexis®）的肽图表征和监测的有效性。我们⽐较了四种mAb的

肽图，通过降解研究鉴定并可重现地监测了原研药和其中⼀种⽣物类似药的关键质量属性(CQA)。 
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图1.搭载集成式waters_connect信息学软件的Xevo G3 QTof平台，能够进

⾏合规、基于应⽤程序的数据采集、处理、审查和报告。

实验

样品描述

将包括原研药(Remicade®)和⽣物类似药(Inflectra)在内的英夫利昔单抗样品在37 °C下温育0周（⽆降解）、1周

或2周。包括另外两种⽣物类似药（Avsola和Renflexis）在内的所有样品都经过还原、烷基化、脱盐、胰蛋⽩酶

酶解和0.1%甲酸酸化。测得的最终浓度为0.16 µg/µL。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier UPLC系统 ‒ BSM配置

ACQUITY Premier TUV；10 mm分析型流通池；λ 检测：
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= 214 nm

样品瓶： 采⽤MaxPeak™ HPS的QuanRecovery™样品瓶(

P/N: 186009186)

⾊谱柱： ACQUITY Premier CSH™ 130 Å C18 1.7 µm, 2.1 

× 100 mm

柱温： 60 °C

样品温度： 8 °C

进样体积： 2 µL

流速： 0.200 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液（LC-MS级）

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液（LC-MS级）

梯度： 流动相B在50 min内从1%增加⾄35%（总运⾏时间

为80 min）

质谱条件

质谱系统： Xevo G3 QTof

电离模式： ESI+

采集范围： 100‒2000 m/z

⽑细管电压： 2.2 kV
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碰撞能量： 低能量：6 V

⾼能量梯度：20‒50 V

锥孔电压： 20 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 350 °C

锥孔⽓流速： 35 L/h

脱溶剂⽓流速： 600 L/h

智能数据捕获(IDC)： 低(5)

数据管理

使⽤搭载UNIFI应⽤程序（1.9.12.7版）和Peptide MAM应⽤程序（1.0.0.3版）的waters_connect信息学平台

（2.1.1.13版）采集并处理数据。 

结果与讨论

全⾯表征⽣物类似药对于确保产品与原研药产品的可⽐性⾄关重要。本研究证明，在集成式waters_connect平台

中运⾏的Xevo G3 QTof适⽤于对英夫利昔单抗和获批的⽣物类似药进⾏严格的对⽐分析。虽然每种⽣物类似药的

氨基酸序列都与原研药相同，但产品变体谱图的差异会影响药物的安全性、稳定性和有效性。

为深⼊了解⽣物类似药之间的差异，我们⽐较了各种英夫利昔单抗产品的肽图。将ACQUITY Premier UPLC与

Xevo G3 QTof联⽤以分析胰蛋⽩酶酶解样品，使⽤MSE数据⾮依赖型碎裂来鉴定肽并定位修饰位点。在

waters_connect内的UNIFI应⽤程序肽图分析⼯作流程中，四种英夫利昔单抗产品的序列覆盖率均超过95%，质

量数误差⼩于5 ppm。此外，结果展现出优异的进样间重现性，峰强度的相对标准偏差低于5%。这⼀显著的重现

性可从图2A看出，该图中Remicade三次重复进样的叠加⾊谱图⼏乎完全重叠。 

5在Xevo™ G3 QTof平台上应⽤肽图分析和多属性⽅法(MAM)⼯作流程执⾏mAb药品的⽣物类似药⽐较



虽然各mAb样品的⾊谱图看起来⾮常相似（如图2B所⽰），但在产品变体的相对丰度⽅⾯观察到显著差异。在四

种产品中，定位到47处修饰，包括6处氧化、12处脱酰胺、28处N-糖基化和1处C-端赖氨酸剪切。图3显⽰了天然

和氧化形式的肽的⾼能量MSE谱图⽰例。由于分配的碎⽚离⼦获得了⾼覆盖率，因此能够可靠地鉴定肽并定位蛋氨

酸修饰，如y离⼦系列所⽰。使⽤waters_connect中的Peptide MAM应⽤程序定量不同修饰的相对丰度差异。该

软件能够就在waters_connect系统内对通过UNIFI应⽤程序肽图分析⼯作流程在各个样品中鉴定出的产品质量属

性列表进⾏靶向定量。 

图2.mAb酶解物的基峰离⼦(BPI)叠加⾊谱图：(A)原研药(Remicade)样品的重复进样结果，显⽰峰⼏

乎完全重叠；(B)原研药和三种⽣物类似药的进样结果，显⽰出相似的肽图谱。

6在Xevo™ G3 QTof平台上应⽤肽图分析和多属性⽅法(MAM)⼯作流程执⾏mAb药品的⽣物类似药⽐较



在查看定量结果之前，我们执⾏了系统适⽤性分析作为Peptide MAM⼯作流程的⼀部分。评估已知肽样品的间歇

进样结果，此步骤检查旨在确保系统为分离和质谱检测仪器以及⾃动化数据处理程序产⽣可接受和预期的结果。

该过程是增强结果可信度的关键，因为属性监测需要⾼度的分析严谨性。利⽤MassPREP™肽混标(P/N: 

186002337 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186002337-massprep-

peptide-mixture.html> )进⾏系统适⽤性进样。图4B显⽰了如何在进样中跟踪肽数据的两个⽰例，包括质量数误

差和峰宽。重复测定值的可视化使⽤⼾能够轻松识别随时间推移的异常或系统漂移。图4C显⽰了每种肽的全部四

种系统适⽤性参数，反映出该平台在整个样品序列持续期间表现出较⾼的质量精度（±1.5 ppm以内）和优异的重

现性。使⽤Xevo G3 QTof所实现的重现性让我们更容易区分样品之间的细微趋势，同时减少了获得有意义的痕量

产品变体结果所需的重复样品数量，可节省时间和费⽤。

使⽤Peptide MAM应⽤程序测得的⽬标肽属性的相对定量结果显⽰，所监测属性的相对标准偏差平均⼩于2.0%。

图5以⽰例显⽰了这些结果在应⽤程序中的呈现⽅式，简化的条形图有助于快速评估每个⽬标属性的数据。

氧化和脱酰胺肽以及C-端赖氨酸偶联的定量结果如图6所⽰。监测的所有六个氧化位点均显⽰各英夫利昔单抗产品

之间存在明显差异。例如，重链胰蛋⽩酶酶解肽(HT) 02、HT11以及HT03上的⼀个位点在原研药中表现出更⾼的

氧化百分⽐，⽽HT22在两种⽣物类似药（Avsola和Renflexis）中表现出更⾼的氧化百分⽐。

脱酰胺的差异不太突出。在监测的12个脱酰胺位点中，只有两个位点在⽣物类似药之间存在显著差异，例如

HT07，它在三种⽣物类似药中具有更⾼的脱酰胺百分⽐；另⼀个位点是HT38，它在Inflectra和Avsola中的脱酰

胺百分⽐相⽐于Remicade和Renflexis较⼩。 

我们还定量分析了C-端赖氨酸剪切程度，因为这种修饰在⽣物⽣产过程中很常⻅，并且可能对受体结合产⽣影响4

。 如图6所⽰，不同⽣物类似药之间的赖氨酸剪切程度差异显著，其中Renflexis在肽上保留的百分⽐最⼩。 

不同英夫利昔单抗产品之间各种N-糖变体的百分⽐表现出差异，可能是因为⽣产过程和细胞系差异导致的5。 图

7显⽰了HT26肽的28种N-糖型的相对丰度，分为三组：⾼丰度（相对丰度⾼于约2%）、低丰度（相对丰度低于约

2%）和免疫原性（含有N-羟⼄酰神经氨酸(NeuGc)或半乳糖-α-1,3-半乳糖(α-gal)的聚糖）。

FA2和FA2G1在所有四种mAb中都是主要糖型，分别占所有形式肽的总丰度约50%和30%。不过，它们在每种

mAb中确切的相对含量各不相同，例如在Avsola中，FA2丰度最⾼，FA2G1丰度最低。⽽在Inflectra中，FA2丰度
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最低，FA2G2丰度最⾼。 

正如预期⼀样，与Avsola和Renflexis相⽐，Remicade和Inflectra中的免疫原性糖型丰度更⾼，这是由于细胞系

的差异，Remicade和Inflectra来⾃⿏细胞系，Avsola和Renflexis则来⾃中国仓⿏卵巢细胞系。 

低丰度糖型在四种mAb之间显⽰出截然不同的相对丰度。例如，A1、M5A1G1、FM5A1和A1G1在Remicade中的

相对丰度最⾼，⽽A2G1和M6在Renflexis中的相对丰度最⾼，A2G1在Inflectra中最⾼。糖基化差异⾮常值得关注

，因为它们可能会影响药物引发良性或不良免疫反应的能⼒。

除⽐较肽图以外，我们还对原研药和⼀种⽣物类似药（Inflectra）进⾏了降解研究。降解试验在⽣物治疗药物开

发中⾮常重要，可获得与开发分析⽅法、确定剂型、鉴定杂质、计算保质期和⽐较⽣物类似药产品降解途径相关

的信息6,7。 ⽆论采⽤热降解、化学降解还是机械降解，⽬的都是加速蛋⽩质降解并提⾼杂质⽔平，提供有关蛋⽩

质的有效性和免疫原性如何受到影响的⻅解。这些研究能够鉴定CQA，即对产品效价、有效性和安全性⾄关重要

的肽属性。
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图7.原研药和三种⽣物类似药中糖基化重链肽HT26的相对丰度，按照(A)⾼丰度糖型、(B)免疫原性糖

型和(C)低丰度糖型分类。糖型基于Oxford命名法进⾏标记。误差条柱表⽰基于三次重复进样的标准

偏差。

本研究采⽤降解实验，通过Peptide MAM应⽤程序来监测Remicade和Inflectra中CQA的变化。样品在分析前接

受⼀到两周的温度降解处理，并与未降解样品进⾏⽐较。图8显⽰了对⽐Inflectra与Remicade的未降解（对照

）和两周降解样品的镜像图。虽然镜像图中的⾊谱图看起来相似，主峰⽆明显差异，但使⽤MAM应⽤程序鉴定出

若⼲CQA的细微变化，如图9所⽰。许多CQA在降解样品中表现出升⾼的反应，但并⾮所有CQA在原研药与⽣物类

似药之间都表现出⼀致的增加。例如，HT22和HT02的氧化在Remicade的两周样品中有所减少，但在Inflectra的

两周样品中有所增加。其他CQA在两者之间表现出⼀致的结果，例如HT07和HT38的脱酰胺，在两种mAb的⼀周

和两周样品中均逐渐增加。在降解样品中，糖型的相对丰度或赖氨酸剪切的相对含量未观察到显著差异（数据未

显⽰）。预计⽣物类似药的产品变异模式并不相同，需要对所有差异进⾏⻛险评估，以确定这些差异对分⼦的功
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能和安全性特征的潜在影响。

图8.⽐较Inflectra与Remicade未降解样品（左）和两周⾼温降解样品（右）的镜像图 

图9.Remicade和Inflectra中氧化和脱酰胺肽在各种降解条件下的相对丰度，包括未降解(T0)、⼀周降

解(T1w)和两周降解(T2w)。误差条柱表⽰基于三次重复进样的标准偏差。对于具有多个修饰位点的肽

，标明经修饰的氨基酸。H，重链；L，轻链；T，胰蛋⽩酶酶解肽。
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结论

全⾯表征⽣物类似药mAb对于确保产品的安全性和有效性以及依靠原研药的经验来减轻后续产品的临床负担⾄关

重要。搭载合规信息学⼯具waters_connect的Xevo G3 QTof平台能够通过简化的肽图分析和Peptide MAM⼯作

流程对产品属性进⾏稳定⾼效的分析。本研究使⽤该平台表征⼀级结构，使英夫利昔单抗原研药和三种⽣物类似

药样品都实现了较⾼的序列覆盖率。借助集成的UNIFI应⽤程序和Peptide MAM应⽤程序，对四种mAb产品的肽

属性进⾏了鉴定、相对定量和⽐较。此外，还通过降解研究对潜在的CQA进⾏了鉴定和定量。这些结果表明，

Xevo G3 QTof能够与waters_connect数据采集和处理⼯具⽆缝集成⽤于⽣物类似药肽图表征和属性监测⼯作流

程。
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