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摘要

为促进细胞系选择和⽣物⼯艺优化，本研究开发出⼀种⾃动化⾼通量(HT)样品前处理⽅法和快速LC-MS肽图分析

⽅法，来测定⼩体积低浓度微型⽣物反应器样品中的关键质量属性(CQA)肽。该⽅法使⽤Andrew+™⾃动化平台对

溶于中和的蛋⽩A亲和⾊谱洗脱缓冲液的30 µL 1 mg/mL单克隆抗体(mAb)样品进⾏缓冲液置换和胰蛋⽩酶酶解。

使⽤ACQUITY™ Premier CSH™ C18肽分析专⽤住分离所得的肽，并⽤BioAccord™ LC-MS系统进⾏检测。结果证

明，选定的CQA肽（包括N-糖基化肽、脱酰胺肽和氧化肽）得到了有效分析。⾃动化制备48个样品耗时3.5⼩时

，其中酶解时间为2⼩时，每个样品的LC-MS分析时间为10 min。除蛋⽩A纯化的mAb外，该⽅法还适⽤于分析其

他含少量蛋⽩质的样品。

优势

即使在低浓度下，对30 µg mAb中的CQA肽进⾏相对定量也能获得⼀致的结果■

 Andrew+机器⼈平台的⾃动化胰蛋⽩酶酶解⽅案，使⽤抗⾃切性强的新型市售胰蛋⽩酶（RapiZyme™胰蛋⽩

酶）

■

使⽤ESI-ToF BioAccord LC-MS对CQA肽进⾏⾼通量(HT) LC-MS分析，并使⽤waters_connect™ Peptide 

MAM应⽤程序软件⾃动分析数据

■
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简介

多年来，单克隆抗体(mAb)等重组蛋⽩⽣物药物帮助了⼤量患者摆脱疾病困扰。重组蛋⽩的开发和⽣产可能产⽣⾼

昂成本，⽽在开发⾼效的⾼质量产品⽣产⼯艺⽅⾯，宿主细胞系选择和⽣物⼯艺优化是⼀个潜在瓶颈。为了缩短

细胞系选择和⼯艺优化所需的时间，我们在早期⼯艺开发阶段使⽤了微型⽣物反应器1。 近年来，产品质量已被纳

⼊细胞系选择标准，部分原因是⽣产⽣物类似药的监管要求。虽然微型⽣物反应器具有能够接近⼤规模⽣物反应

器⽣产条件的优势，但从微型⽣物反应器中采集的样品量可能会受到分析⽅⾯的限制。另⼀⽅⾯，分析样品的

CQA（例如位点特异性修饰）通常需要通过LC-UV或LC-MS进⾏肽图分析，该过程可能费时费⼒且通量低。

本应⽤纪要介绍了⼀种⾃动程序，即使⽤Andrew+机器⼈(Andrew Alliance™)，在极少⼿动⼲预的情况下完成

CQA肽图分析，来协助细胞系选择和细胞培养优化（图1）。本⽂介绍了⼀种聚焦或靶向肽图分析⽅法，⽤于监测

选定CQA肽及其修饰形式的丰度。将30 µg 1 mg/mL mAb（英夫利昔单抗）样品还原并进⾏胰蛋⽩酶酶解，然后

通过⻓达10分钟的反相分离结合MS检测来监测产⽣的CQA肽，以此来演⽰该⽅法。由于样品前处理过程中包含预

浓缩步骤，因此该⽅法也适⽤于分析mAb和其他浓度低于1 mg/mL的蛋⽩质样品。

图1.Andrew+移液机器⼈和BioAccord LC-MS系统图

实验

样品描述
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蛋⽩A洗脱缓冲液⽤100 mM⽢氨酸(pH 3)和1 M Tris (pH 7.5)以5:1的体积⽐中和，⽤来稀释英夫利昔单抗(10 

mg/mL)。获得的英夫利昔单抗终浓度为1.0 mg/mL。

在样品降解实验中，将英夫利昔单抗(10 mg/mL)置于0.005% H2O2和50 mM磷酸钠溶液(pH 7.6)中，在37 °C下温

育2周，诱导氧化和脱酰胺作⽤。此外，还将降解样品与原始的未降解样品以1:1的体积⽐混合。然后使⽤上述中

和的蛋⽩A洗脱缓冲液将所有样品稀释⾄1.0 mg/mL。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC™ I-Class PLUS

检测： ACQUITY BioAccord MS系统

样品板： Acroprep™ Advance 350 µL 

Omega 10 k MWCO (p/n: 

PALL-8034)

96孔Eppendorf twin.tec® PCR

板，带裙边，150 µL 

(p/n:951020443)

6 mm预开⼝硅胶/PTFE盖垫

（分析销售和服务，p/n: 

96727）

⾊谱柱： ACQUITY™ Premier Peptide 

CSH™ C18⾊谱柱, 1.7 µm, 2.1 

× 100 mm (p/n: 186009488)

柱温： 60 ˚C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5 µL，10 µL
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流速： 0.2 mL/min，0.4 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度表（50分钟梯度，80分钟运⾏时间）
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梯度表（6分钟梯度，10分钟运⾏时间）

ACQUITY RDa检测器设置

模式： 包括碎⽚的全扫描

质量范围： 50~2000 m/z

极性： 正

采样速率： 5 Hz

锥孔电压： 30 V

碎裂锥孔电压： 60 V ‒ 120 V

⽑细管电压： 1.20 kV
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脱溶剂⽓温度： 350 °C

数据管理

LC-MS软件： waters_connect

结果与讨论

通⽤程序

本研究针对⼩体积低浓度微型⽣物反应器mAb样品开发出⼀种使⽤LC-MS分析来监测CQA肽的⾃动化⾼通量(HT)

肽图分析⽅法。多年来，制药⾏业⼀直将肽图分析⽤于多属性监测(MAM)2。 这些酶解程序通常使⽤100 µg或更多

的蛋⽩质，因为产品表征研究通常需要⼤量浓缩样品。然⽽，在⽬前的应⽤中，从微型⽣物反应器获得的样品通

常浓度和体积都较⼩。为使聚焦肽图分析的样品前处理更加⾼效，我们优化了盐酸胍浓度、蛋⽩质:酶⽐例、酶解

时间等参数（数据未显⽰）。需要注意的是，本⽂所述⽅法的开发⽬的并不在于全⾯分析mAb的肽图，因此，在

这些酶解条件下观察到明显的酶解不⾜情况。此外，该程序仅对样品进⾏⼆硫键还原，⽽不进⾏烷基化。

图2A展⽰了⾃动化聚焦肽图分析程序的主要步骤。⽤中和的蛋⽩A洗脱缓冲液将30 µg英夫利昔单抗稀释⾄1.0 

mg/mL（详⻅实验部分）。假设mAb已经使⽤蛋⽩A亲和⾊谱树脂进⾏了亲和纯化。
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图2.A. 使⽤Andrew+⾃动化平台的通⽤酶解程序； 

B. 缓冲液置换的详细步骤。

该⽅法的第⼀步是将样品加⼊变性和还原缓冲液（DRB、6 M盐酸胍、1 mM甲硫氨酸、3 mM DTT和0.1 M Tris 

pH 7.5）中进⾏缓冲液置换，如图2B所⽰。此步骤在Andrew+⾃动化系统上使⽤Extraction+ Domino完成，并
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使⽤10 K MWCO滤板保留样品。上样前，向滤板孔中加⼊50 µL⽔，并在650 mbar下施加10分钟真空，使滤板中

的⽔排出。我们发现，此活化步骤可以加快后续步骤中的缓冲液排放3。 随后加⼊20 µL 6 M盐酸胍、2.5 mM甲硫

氨酸、0.1 M Tris pH 7.5溶液和30 µL mAb (1.0 mg/mL)，在650 mbar下施加12分钟真空，以排出缓冲液，同时

保留mAb。然后向孔中加⼊DRB (30 µL)。要将样品从滤板转移⾄96孔Eppendorf PCR板，需要将滤板翻转到

PCR收集板上⽅，并以500 RPM的转速离⼼2分钟。需要注意的是，这种翻转和离⼼操作需要⽤⼾完成，并且会以

镜像⽅式改变样品的孔位置。

完成变性并在25 °C下还原30分钟后，加⼊100 µL 0.15 mg/mL RapiZyme胰蛋⽩酶（⼀种改性胰蛋⽩酶，溶于

1.0 mM甲硫氨酸和0.1 M Tris pH 7.5中），以降低盐酸胍的浓度，同时酶解mAb。将反应混合物在37 °C下温育

2⼩时，然后加⼊10 µL 2%⼄酸终⽌酶解。最后，加⼊0.10%甲酸（流动相A）稀释反应混合物，使酶解蛋⽩质的

终浓度约为0.20 mg/mL。

此程序有⼏点值得注意。⾸先，如果样品浓度较低，缓冲液置换步骤可能会导致样品预浓缩。在当前的演⽰实验

中，上样量为30 µL，回收了30 µL。但是，如果样品浓度较低，可以增加上样体积，回收时通过减少体积浓缩样

品。其次，进⾏烷基化和不进⾏烷基化的结果相当。因此，该程序不包括烷基化步骤。第三，该程序中使⽤的胰

蛋⽩酶⾃切程度⾮常低，这⼀优势有利于⾼浓度使⽤，从⽽加快酶解速率。图3A和3B分别显⽰了在ACQUITY 

Premier CSH C18, 2.1 x 100 mm肽分析专⽤柱上以50分钟梯度运⾏的空⽩酶解物和英夫利昔单抗酶解物。注：本

实验选择了ACQUITY Premier CSH C18肽分析专⽤柱，每批合成的CSH C18颗粒均使⽤蛋⽩质的胰蛋⽩酶解物进

⾏了QC测试，不符合性能规格的批次将视为不合格，通过这种⽅式来确保柱间性能的⼀致性。即使Rapizyme胰

蛋⽩酶含量较⾼且蛋⽩质与酶的⽐例为2:1，空⽩酶解物中也未显⽰出过多的胰蛋⽩酶⼲扰峰。
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图3.使⽤RapiZyme胰蛋⽩酶得到的英夫利昔单抗CQA肽图分析结果的LC-MS⾊谱图。 

A. 空⽩酶解物； 

B. 英夫利昔单抗酶解物； 

C. 英夫利昔单抗酶解物。 

图A和图B的梯度为：流动相B在50分钟内从1%增加到35%，流速0.2 mL/min。图C的梯度为：流动相B在6分钟内

从1%增加到30%，流速0.4 mL/min。

在⾼通量分析中，酶解物的洗脱梯度运⾏时间仅6分钟。正如预期所料，6分钟梯度（图3C）的⾊谱分离度低于

50分钟梯度（图3B）。由于该⽅法的⽬标仅在于完成CQA肽的相对定量（使⽤观察到的电荷态的组合离⼦计数计

算），⽽不是完全表征蛋⽩质，因此6分钟梯度已经⾜够满⾜要求。

图4显⽰了本实验的Andrew+布局。使⽤Andrew+⾃动化平台，酶解48个样品只需不到3.5⼩时，并且省去了七个

⼿动移液步骤。
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图4.Andrew+布局、Domino和48个样品酶解的实验时间

重现性

⾃动化样品前处理和LC-MS分析为⼀系列CQA肽提供了可接受的重现性。本研究使⽤48样品⽅案来酶解英夫利昔

单抗样品（30 µL，1.0 mg/mL）。从样品板上选择10个不同位置的样品进⾏LC-MS分析（图5）。使⽤

waters_connect信息学平台和Peptide MAM应⽤程序软件执⾏⾃动化数据分析。表1和图6显⽰了所评估的CQA

肽的相对丰度，以及这些测量值的相对标准偏差。结果发现，进样体积为10 µL (2 µg mAb)时，与进样体积为5 µ

L (1 µg)相⽐，得到的结果更⼀致。在本例中，进样量超过2 µg并没有进⼀步改善重现性结果。对于所有20种CQA

肽，修饰百分⽐的%RSD均⼩于20% (n=10)，在%RSD介于10%~20%之间的8种CQA肽中，有7种的修饰⽔平为

1.66%或更低。氧化肽的RSD%略⾼，原因正在调查中。总体⽽⾔，这些数据表明，在蛋⽩质位点特异性修饰的相

对丰度测量⽅⾯，该HT LC-MS⽅法可以使⽤少量(30 µg)样品提供⼀致的结果。
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图5.重现性研究中10个代表性孔的位置。请注意，孔的位置在缓冲液置换前后是镜像的。

表1.英夫利昔单抗CQA肽相对丰度的平均值、标准偏差和%RSD (n=10)。
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图6.英夫利昔单抗CQA肽相对丰度的平均值和标准偏差(n=10)。对于肽#9、#11和#19，绘制⼗分之⼀的信号。

降解样品分析

在细胞系选择和⼯艺优化中，使⽤能够检测CQA肽修饰百分⽐变化的⽅法⾮常重要。为证明该⽅法符合预期⽬标

，我们对样品进⾏了降解，以增加对氧化和脱酰胺作⽤的研究（详⻅实验部分）。还将降解样品与未降解样品混

合（体积⽐1:1）。图7A显⽰了⼏种英夫利昔单抗CQA肽的修饰百分⽐。所评估的四种氧化CQA肽和三种脱酰胺

CQA肽的LC-MS数据与具有中等⽔平降解肽的1:1混合样品⼀致。观察到脱酰胺HC:T37肽NQVSLTCLVK（图7A中

的f）的丰度从0.1%增加到0.6%，这⼀结果很好地说明了该分析检测CQA变化的灵敏度。未修饰（上图）和脱酰

胺（下图）肽的质谱图如图7B所⽰。根据保留时间，这种脱酰胺形式很可能是由天冬酰胺转化⽽来的天冬氨酸。

图7C显⽰了N-糖修饰肽和C端重链(HC)肽的结果。HC C端肽的C端可以带或不带赖氨酸残基。正如预期所料，这

些稳定的肽修饰获得了⼀致的修饰百分⽐。总体⽽⾔，结果表明，这种⾃动化HT CQA肽图分析⽅法能够检测不同

⽣物⼯艺样品之间的位点特异性变化。
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图7.英夫利昔单抗CQA肽的修饰百分⽐。#1和#2为未降解样品，#5和#6为降解样品，#3和#4为1:1混
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合样品。 

A. 对于具有氧化或脱酰胺修饰的CQA肽，未降解样品和降解样品的1:1体积混合物的修饰百分⽐⼤约

处于未降解样品和未降解样品的修饰百分⽐的中间。a. HC:T2 (LEES…GSMK)氧化M；b. LC:T6 

(YASE…IPSR)氧化M；c. HC:T22 (DTLMISR)氧化M；d. HC:T42 (WQQG…TYQK)氧化M；e. HC:T7 

(SINS…ESVK)脱酰胺N；f. HC:T37 (NQVS…CLVK)脱酰胺N；g. HC:T38 (GFYP…NNYK)脱酰胺N。 

B. HC:T37肽NQVSLTCLVK的质谱图（图7A中的f）。上图：未修饰形式（m/z：552.81，双电荷

）；下图：脱酰胺形式（m/z：553.30，双电荷）。 

C. 对于未发⽣氧化或脱酰胺修饰的CQA肽，⽆论降解状态如何，修饰百分⽐都是⼀致的。h：HC:T26 

(EEQYNSTYR) G0F N；i：HC:T26 (EEQYNSTYR) G0F-GlcNAc N；j：HC:T26 (EEQYNSTYR) G1F 

N；k：HC:T26 (EEQYNSTYR) Man5 N；l：HC:T26 (EEQYNSTYR) G2F N；m. HC:T43 (SLSLSPG) 

+赖氨酸C端。

结论

本⽂所述⽅法采⽤Andrew+机器⼈平台的⾃动化胰蛋⽩酶酶解⽅案，并使⽤抗⾃切性强的新型胰蛋⽩酶：

RapiZyme胰蛋⽩酶，该产品与其他测序级胰蛋⽩酶产品相⽐具有更⾼的活性，使30 µg mAb样品的CQA肽相对定

量获得了⼀致的结果4.5。 这种⾃动化胰蛋⽩酶酶解⽅法能够在4⼩时内⽣成48个样品。此外，ESI-ToF BioAccord 

LC-MS⽅法的总运⾏时间仅10分钟，得到的LC-MS数据可通过waters_connect使⽤Peptide MAM应⽤程序软件

⾃动处理。

本应⽤纪要所述的通⽤程序展⽰了机器⼈平台的功能和所⽤的LC-MS⽅法，该⽅法可轻松优化，以满⾜其他蛋⽩质

样品的特定分析要求。
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