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多糖基化位点抗体药物质控中基于单四级杆的
多属性分析方法开发与验证
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摘 要 抗体药物已经成为生物制品的重要组成部分,此类产品具有复杂的质量属性,尤其是具有多糖基化

位点的抗体药物,其质量控制面临更高挑战。虽然基于高分辨质谱的多属性分析方法(Multi-attribute
 

method,
 

MAM)已在抗体药物的质控中获得应用,但针对多糖基化位点抗体药物的快速且简便的检测技术

仍较为少见。开发一种基于单四级杆的多属性分析方法,对于提升这类药物的质控效率具有重要意义。本

研究以双糖基化位点的治疗类单抗CMAB009为模型。通过基于高分辨质谱的MAM对其进行了深入的预

表征分析,成功获取了其主要质量属性。随后将预表征信息用于基于单四级杆的MAM开发。该方法在单

次分析中有效监测了多种产品质量属性,其准确性通过基于高分辨质谱的方法进行了确认。随后我们对该

方法进行了严格的方法学验证。验证结果显示,该方法具有良好的专属性、线性、准确度以及精密度等。基

于单四级杆的MAM不仅有效地解决了多糖基化位点单抗药物的多属性检测难题,还展示了一定的方法普

适性,为不同糖基化位点抗体药物的质量控制提供了一种新的、简便的技术方案。本研究结果预计将推动相

关技术平台的改进和理念的更新,从而增强产品开发和质控的整体能力。
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Abstract Antibody
 

drugs
 

are
 

pivotal
 

in
 

biopharmaceuticals,
 

featuring
 

complex
 

quality
 

attributes
 

that
 

complicate
 

quality
 

control,
 

especially
 

those
 

with
 

multiple
 

glycosylation
 

sites.
 

Although
 

high-resolution
 

mass
 

spectrometry-based
 

multi-attribute
 

methods
 

(MAM)
 

are
 

established
 

for
 

quality
 

control,
 

rapid
 

and
 

straightforward
 

testing
 

methods
 

for
 

such
 

antibodies
 

are
 

limited.
 

This
 

study
 

introduces
 

a
 

Quadrupole
 

Dal-
ton-based

 

MAM,
 

enhancing
 

quality
 

control
 

efficiency
 

significantly.
 

We
 

used
 

the
 

therapeutic
 

monoclonal
 

antibody
 

CMAB009,
 

with
 

dual
 

glycosylation
 

sites,
 

as
 

a
 

model.
 

Extensive
 

pre-characterization
 

with
 

high-
resolution

 

MAM
 

captured
 

its
 

primary
 

quality
 

attributes
 

effectively.
 

This
 

data
 

informed
 

the
 

development
 

of
 

a
 

Quadrupole
 

Dalton-based
 

MAM
 

that
 

successfully
 

monitored
 

multiple
 

quality
 

attributes
 

in
 

a
 

single
 

analy-
sis.

 

Its
 

accuracy,
 

verified
 

against
 

high-resolution
 

mass
 

spectrometry,
 

and
 

thorough
 

methodological
 

valida-
tion,

 

confirmed
 

its
 

high
 

specificity,
 

linearity,
 

accuracy,
 

and
 

precision.
 

This
 

Quadrupole
 

Dalton-based
 

MAM
 

not
 

only
 

addresses
 

the
 

challenges
 

in
 

multi-attribute
 

testing
 

of
 

monoclonal
 

antibodies
 

with
 

multiple
 

glycosylation
 

sites
 

but
 

also
 

offers
 

a
 

new,
 

simplified
 

approach
 

to
 

quality
 

control
 

for
 

various
 

antibody
 

drugs.
 

This
 

research
 

is
 

poised
 

to
 

enhance
 

technology
 

platforms
 

and
 

inspire
 

conceptual
 

innovations,
 

thus
 

boosting
 

overall
 

product
 

development
 

and
 

quality
 

control
 

capabilities.
Key
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drug;
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quadrupole
 

dalton
 

0 引言

治疗性抗体药物由于其高度复杂的分子结构,生产、储存等过程中易受多种理化或生化因素的影响,常
在特定的位点发生如糖化(Glycation)、糖基化(Glycosylation)、氧化(Oxidation)、脱酰胺(Deamidation)及末

端修饰(Terminal
 

modification)等翻译后修饰(Posttranslational
 

modification,
 

PTMs),形成多种变异体。
这些变异体作为产品质量属性(Product

 

quality
 

attribute,
 

PQA)的重要组成部分,微小的变异可能显著影响

产品的理化性质、生物活性和稳定性,甚至引发免疫原性问题。所以识别和量化抗体的某些质量属性具有客

观的必要性,从而有效保障药物的安全性和有效性。
多糖基化位点的抗体药物通常展现出更高的修饰复杂性,这种复杂性往往还会由于不同的表达系统进

一步增加,这使得多糖基化抗体药物的质量控制面临更大挑战。尽管传统的分析方法,如毛细管电泳法

(CE)、离子交换色谱法(IEX)、亲水相互作用色谱法(HILIC)、反相高效液相色谱法(RP)、体积排阻色谱法

(SEC)和疏水相互作用色谱法(HIC)在产品质量控制中广泛使用,但他们通常只针对特定的质量属性,并且

在检测多糖基化位点时存在局限性。特别是在检测复杂蛋白的单一质量属性时,常产生包含多个成分的复
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杂峰,这可能会掩盖单个关键质量属性(CQA)的真实特征。鉴于这些挑战,开发能够提供更广泛检测维度、
更高灵敏度和特异性的新技术变得尤为重要。采用“快、准、全”(Broad-spectrum、

 

Rapid
 

and
 

Accurate)的质

控理念及平台技术,能够更准确地识别和量化多种质量属性,从而提高整体的质量控制效率,加强药品安全

性的保障。
近年来,随着新技术的进步,特别是质谱技术在分辨率和稳定性的显著提升,基于高分辨率质谱仪的多

属性分析方法(Multi-attribute
 

method,
 

MAM)已经开始直接或间接用于单抗产品多种质量属性的控制。
这种方法能够从单个分析中获取多个质量属性的数据,显著减少了产品质量控制所需的分析次数,一定程度

上有利于分析成本降低,并提升分析效率。MAM数据还可提供与传统方法相同或更深的产品质量理解。
基于高分辨质谱的MAM方法可在完整及肽图水平对抗体药物进行质控。基于完整蛋白多属性方法(I-
MAM)可通过去卷积结果和色谱保留时间进行鉴定分析,并通过响应强度实现属性量化分析。而且,在多

种质量属性上和传统检测方法具有一致性,如位点特异性糖基化的量化结果与传统HILIC法基本一致。而

经典的基于肽图的MAM分析方法,能够提供最丰富的产品质量信息,尽管这种“自下而上”的分析策略牺

牲了一些整体蛋白信息并增加了操作的复杂性,通过建立自动化的样品处理平台及优化样品处理方法,可有

效解决这些问题,并能同时监测抗体药物的氧化、脱酰胺、异构化和糖基化修饰等,为基于肽图的MAM的

应用提供了更广阔的可能性。但性能优越的高分辨率质谱,往往设备维护成本更高和数据分析更复杂,限制

了其在当前制药行业质量控制(QC)实验室中的普及。与此相比,单四级杆检测器/质谱仪以其低成本、小占

地面积及操作的简易性,在大分子药物QC中已获得一定应用。这种设备,通过灵活的 MS全扫描(Full
 

scan)或选择离子扫描(SIR)模式进行目标肽段质荷比(m/z)追踪,与液相分析相比,增加了检测的维度,提
升了检测的灵敏度和选择性[33,34]。在Scan模式下的定量限(LOQ)接近1%,SIR模式可能更优,单四级杆

MAM分析呈现出广泛的应用可行性。
针对多糖基化位点抗体药物的质量控制挑战,本研究以一种双糖基化位点的治疗类单抗CMAB009(西

妥昔单抗改良新药候选药物)为模型,开发了一种基于单四级杆检测器的多属性分析方法,该方法能有效监

测CMAB009的多种产品质量属性,并通过与高分辨MAM分析以及传统检测的结果对比,确认了该方法准

确性。对于复杂的糖基化修饰,将单四级杆MAM的结果与高分辨MAM以及传统HILIC的结果相比,证
明了新方法作为传统方法的补充或替代的的可行性,为不同糖基化位点抗体药物的质量控制提供了一种新

的、简便的技术方案。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

样品及工具酶:CMAB009、IgG4亚型抗PD-1抗体由本实验室提供,胰蛋白酶(上海张江生物技术有限

公司)。
色谱柱:ACQUITY

 

UPLC
 

BEH
 

13
 

nm
 

C4,1.7
 

m,2.1
 

mm×50
 

mm(Waters);ACQUITY
 

UPLC
 

Peptide
 

BEH
 

13
 

nm
 

C18,1.7
 

m,
 

2.1
 

mm
 

×100
 

mm(Waters);ACQUITY
 

UPLC
 

Glycan
 

BEH
 

Amide
 

Column,13
 

nm,1.7
 

m,
 

2.1
 

mm
 

×150
 

mm(Waters);Sephadex
 

G25脱盐(Cytiva)。

试剂:甲酸(LC-MS级),购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司;乙腈(LC-MS级),三氟乙酸(TFA
 

LC-
MS级)购自西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司;碳酸氢铵(AR级)、甲酸铵(AR级)、盐酸胍(AR级),购
自国药集团化学试剂有限公司;二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺(MIA),购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司;组氨酸,购自上海协和氨基酸有限公司。

1.2 仪器设备

ACQUITY
 

UPLC
 

H-Class、单四级杆检测器(QDA检测器)及色谱采集软件Empower
 

3、Xevo
 

G2-S
 

Q-TOF质谱仪及数据处理软件Biopharmalynx
 

(Waters公司);1290
 

Infinity
 

II
 

Bio
 

UHPLC超高效生物液

相色谱系统/6545XT
 

AdvanceBio
 

Q-TOF
 

LC/MS
 

(Agilent);1290
 

Infinity
 

I生物液相色谱系统、Infinity
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Lab
 

LC/MSD
 

iO单四级杆质谱仪及Agilent
 

OpenLab
 

Data
 

Analysis软件
 

(Agilent);XSR205DU电子分析

天平(梅特勒托利多)。

1.3 实验方法

1.3.1 试剂溶液和缓冲液制备。稀释缓冲液(50
 

mmol/L
 

NH4FA
 

pH
 

6.0)、变性缓冲液(8
 

mol/L盐酸胍,

0.2
 

mol/L组氨酸
 

pH
 

6.0)、脱盐置换缓冲液:(50
 

mmol/L
 

碳酸氢铵
 

pH
 

8.0)、1
 

mol/L二硫苏糖醇(DTT)
母液、2.9

 

mol/L碘乙酸钠(MIA)母液。

1.3.2 肽图样品制备。500
 

g
 

CMAB009(≥5
 

mg/mL)30
 

ku超滤离心管置换至稀释缓冲液,补加缓冲液

至100
 

L,稀释后样品加入375
 

L变性缓冲液,加入7.2
 

L
 

1
 

mol/L
 

DTT,37
 

℃孵育60
 

min。室温冷却

后,加入8.5
 

L
 

2.9
 

mol/L
 

MIA,避光室温孵育45
 

min。加入17.8
 

L
 

1
 

mol/L
 

DTT终止反应。Sephadex
 

G25脱盐至50
 

mmol/L碳酸氢铵缓冲液
 

pH
 

8.0。1∶10(m∶m)的比例添加胰蛋白酶,在37
 

℃
 

孵育4
 

h。

2
 

L
 

FA终止反应。17
 

000
 

g离心10
 

min
 

后上机分析。

1.3.3 单四级杆MAM方法和参数设置。UPLC-单四级杆检测器方法及参数设置:色谱柱为UPLC
 

BEH
 

13
 

nm
 

C18,1.7
 

m
 

2.1
 

mm
 

×100
 

mm
 

Column(Waters),流动相为A:0.1%
 

FA水溶液和B:0.1%
 

FA乙

腈溶液;液相梯度程序为80
 

min内流动相B由1%升至37%。流速为0.2
 

mL/min,柱温45
 

℃。QDA检测

器参数设置为:毛细管电压,0.8
 

kV;锥体电压,20
 

V;源温度,600
 

℃;脱溶剂气体流量,800
 

L/h;扫描范围,

300~1
 

250
 

u;应用Full
 

scan和SIR模式获取数据。使用Empower
 

3软件控制LC-UV-QDA系统及数据分析。
单四级杆检测仪方法及参数设置:

FA方法:1290
 

Infinity
 

II
 

LC-Infinity
 

Lab
 

LC/MSD
 

iO单四级杆检测仪方法及参数设置:色谱柱为UP-
LC

 

BEH
 

13
 

nm
 

C18
 

1.7
 

m
 

2.1
 

mm×150
 

mm
 

Column(Waters),流动相为A:0.1%
 

FA水溶液和B:0.1%
 

FA乙腈溶液:液相梯度程序为90
 

min内流动相B由2%升至40%。流速为0.2
 

mL/min,柱温60
 

℃。

MSD
 

iQ检测器参数设置为:毛细管电压,3.5
 

kV;干燥器温度,325
 

℃;雾化气压力,40
 

psi;干燥器气流量,

10
 

Lmin;扫描范围,50~1450
 

u;应用Scan和SIM模式获取数据。使用Agilent
 

OpenLab
 

Data
 

Analysis软

件控制LC-UV-MSD
 

iQ.系统及数据分析。

TFA方法:1290
 

Infinity
 

II
 

LC-Infinity
 

Lab
 

LC/MSD
 

iQ单四级杆检测仪方法及参数设置:色谱柱为
 

UPLC
 

BEH
 

13
 

nm
 

C18
 

1.7
 

m
 

2.1
 

mm
 

×150
 

mm
 

Column(Waters),流动相为A:0.1%
 

TFA水溶液和B:

0.1%
 

TFA乙腈溶液;液相梯度程序为90内流动相B由2%升至40%。流速为0.2
 

mL/min,柱温60
 

℃。

MSD
 

iQ检测器参数设置为:毛细管电压,3.5
 

kV:干燥器温度,325
 

℃:雾化气压力,40
 

psi:干燥器气流量,

10
 

Lmin;扫描范围,50~1
 

450
 

u:应用Scan和SIM模式获取数据。使用Agilent
 

OpenLab
 

Data
 

Analysis软

件控制LC-UV-MSD
 

iQ系统及数据分析。

1.3.4 高分辨率质谱法获得靶肽数据。通过使用UPLC
 

Xevo
 

G2-S
 

Q-TOF(Waters)和1290
 

Infinity
 

II/

6545XT
 

AdvanceBio
 

Q-TOF(Agilent)LC-MS/MS系统,获取CMAB009单抗中有关糖基化、糖化、氧化、脱
氨基化、末端修饰等修饰肽以及特征肽(CDR肽)数据。流动相:A1(99.9%

 

水+0.1%
 

FA)、B1(99.9%
 

ACN+0.1%
 

FA)。分析柱:UPLC
 

BEH
 

13
 

nm
 

C18
 

1.7
 

m
 

2.1
 

mm
 

×100
 

mm柱(Waters),线性梯度

80
 

min内流动相B由1%升至37%。流速0.2
 

mL/min,上样量为5
 

L。正离子模式数据采集,采集范围

150~2
 

000
 

u。数据分析采用相应质谱分析软件。

1.3.5 靶标肽段选择。治疗性单克隆抗体的互补决定区(CDR)序列的片段常用用于治疗性单克隆抗体的

鉴别,肽序列长度一般6~20个氨基酸;所选靶标肽序列尽量不包含连续或交替的精氨酸、赖氨酸,以及脯氨

酸-精氨酸、脯氨酸-赖氨酸,避免酶切不完全;靶标肽LC-MS/MS需易于离子化和碎裂,并且质谱响应高。
甲硫氨酸、天冬酰胺、色氨酸和谷氨酰胺等易被修饰的氨基酸常作为治疗性单克隆抗体常见修饰的一部分,
根据修饰位点所处肽段进行选择,糖基化肽段根据糖基化修饰保守序列进行选择。
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1.3.6 数据分析。N-糖基化修饰和其他翻译后修饰水平均可通过对目标肽段的一级质谱响应强度/峰面

积进行计算,二级质谱信息可实现对肽段和修饰位点的确认。由于单四级杆 MAM与传统方法、高分辨

MAM数据的差异性,需要对所得数据进行计算处理。糖基化比例(%)=目标糖型的峰面积/监测到的各种

糖型的峰面积之和×100;翻译后修饰水平(%)=修饰肽的相应强度/(修饰肽峰面积+非修饰肽峰面积)×100。

1.4 方法学验证

1.4.1 系统适用性与专属性。以50
 

mmol/L碳酸氢铵溶液加适量的胰蛋白酶处理作为空白对照,空白对

照应无干扰;重复进针6次系统适用性对照品溶液,考察每针对照品溶液中氧化、脱酰胺、末端修饰、Fc糖基

化的岩藻二天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab糖基化中总唾液酸糖型水平,并计算RSD%
值(n=6)。

1.4.2 精密度。重复性:平行制备6份样品溶液,考察6份平行样品溶液中氧化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基

化的岩藻糖二天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab糖基化中总唾液酸糖型水平,并计算

RSD%值(n=6);中间精密度:不同天平行制备6份样品溶液,考察与重复性样品总共12份样品溶液中氧

化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基化的岩藻糖二天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab糖基化中总唾

液酸水平,并计算RSD%值(n=12)。

1.4.3 准确度。计算单四级杆MAM检测的氧化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基化的岩藻糖二天线寡糖、去核

心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab糖基化中总唾液酸结果与Q-TOF
 

MAM结果进行对比。基于单四级杆

的MAM中糖基化水平与传统游离寡糖水平的HILIC结果对比。

1.4.4 线性和范围。将脱盐后样品浓缩至400
 

g/mL,酶切后样品稀释为300、200、100、75、50、40、20、

10
 

g/mL,通过与非修饰肽具有显著分离且响应最低的L:T11脱酰胺肽峰面积与样品浓度进行线性回归。

结合线性、准确度和精密度进行范围确定,在确定的范围内,L:T11脱酰胺肽段应具有良好的线性、准确度

和精密度。

1.4.5 检测限和定量限。根据L:T11脱酰胺肽的提取离子谱图信噪比确定检测限和定量限,检测限可接

受的信噪比为3∶1,定量限可接受的信噪比为10∶1。

1.4.6 耐用性。将样品置于8
 

℃自动进样器中4、24
 

h和改变柱温(40、45、50
 

℃),其他条件不变的情况

下,各进三针考察氧化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基化的岩藻糖二天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)
及Fab糖基化中总唾液酸水平,并计算RSD%值(n=9)。

2 结果与分析

2.1 方法开发

2.1.1 确认关键质量属性并筛选最佳质荷比。由于单四级杆检测器(QDA)是由色谱数据软件Empower
 

3
控制的单四级杆质谱检测器,较低的采集范围(50~1

 

250
 

u),且Empower
 

3软件缺乏去卷积功能,通过高分

辨质谱对目标肽保留时间(RT)和质荷比(m/z)的直接确定。研究中使用Q-TOF高分辨质谱仪对胰蛋白酶

消化后的CMAB009进行预表征,确定并获取CDR肽、末端修饰肽、氧化肽、脱酰胺肽及糖基化肽等肽段序

列、分子量、保留时间及修饰水平等信息,如表1、2、3、4所示。由于Q-TOF与单四级杆扫描质量范围不同,

Q-TOF上获取的高响应m/z值并不一定在QDA扫描范围内,需要进行m/z的筛选。通过分子量计算公

式计算出目标肽段的多电荷离子的m/z值,在QDA
 

Full
 

scan模式下获得总离子流图,并通过提取目标肽

段多个电荷m/z值筛选出单四级杆范围内的高响应的m/z。
基于单四级杆质谱的多属性分析方法,同样根据高分辨质谱所得预表征信息进行方法开发。

2.1.2 关键质量属性的监测。单四级杆检测器检测:如图1所示,对于CDR肽、氧化肽、脱酰胺肽、末端修

饰肽在单四级杆的Scan模式采集并通过创建衍生通道的方法提取筛选出的高响应目标肽m/z。6个CDR
肽均可以被识别,其中H:T9和H:T2肽段极性相近而无法基线分离。对修饰肽的监测可在衍生通道中输

入采集切换时间,在特定时间切换用来提取不同的m/z,从而避免了因分子量差异小而导致色谱峰的重叠。
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由表5、6可知,基于高分辨质谱MAM与基于单四级杆MAM对于糖基化、脱氨基、氧化、C-末端赖氨酸截

除、N-末端焦谷氨酸环化检测结果具有一定的可比性,其中单四级杆MAM方法主要通过提取质量范围内

目标肽段最高响应m/z的离子,即以高响应m/z值代表整体修饰水平进行计算。与基于高分辨质谱MAM
结果相比,基于单四级杆MAM检测的H:T18氧化修饰水平偏高且具有较高的CV值(21.13%),样品处理

过程中氧化位点可能会引入额外的修饰,从而导致氧化水平升高和较高的可变性。与基于高分辨质谱

MAM结果相比,L:T11脱酰胺存在较高的CV值(15.80%),L:T11脱酰胺肽具有较低的响应和峰面积,仪
器中噪声干扰对积分定量影响稍大。

表1 CDR肽段信息

Table
 

1
 

The
 

CDR
 

peptides
 

of
 

CMAB009

Peptide
 

tag L:T3 L:T6 L:T7 H:T2 H:T4 H:T9

Sequence
 

of
 

peptide

ASQSIGTN

IHWYQQR

YASESI

SGIPSR

FSGSGSGTFTLSINS

VESEDIADYYCQQ

NNNWPTTF

GAGTK

QSGPGLVQP

SQSLSITCTVS

GSLTNYGV

HWVR

GLEWLGVIWS

GGNTDYNT

PFTSR

ALTYYDYEFA

YWGQGTLV

TVSAASTK

Retention
 

time/min
35.45 29.68 61.58 62.97 68.69 63.38

Observed

mass/u
1

 

788.88 1
 

266.64 4
 

566.08 3
 

563.76 2
 

370.23 2
 

905.40

m/z 597.29 634.32 1
 

142.71 891.94 857.75 969.48

Charge 3 2 4 4 3 3

表2 翻译后修饰肽段信息

Table
 

2
 

Post-translational
 

modifications

Name Oxidation N-Pyr
 

Q C-Lys Deamidation

Peptide
 

tag H:T18 H:T18_O H:T1 H:T1_Q H:T39 H:T39_-K L:T11 L:T11
 

D H:T23 H:T23
 

D H:T34 H:T34
 

D

Sequence
 

of
 

peptide

ASQSIGTNI

HWYQQR
YASESISGIPSR

FSGSGSGTFTLS

INSVESEDIADYY

CQQNNNWPTT

FGAGTK

QSGPGLVQPSQS

LSITCTVSGSLTN

YGVHWVR

GLEWLGVI

WSGGNTDY

NTPFTSR

ALTYYDYEFA

YWGQGTLVT

VSAASTK

Retention
 

time/min
28.22 24.41 15.13 24.89 25.13 30.05 63.00 63.70 58.30 59.60 50.89 51.58

m/z 418.50 426.50 616.40 599.40 790.48 660.67 900.40 900.90 603.70 604.00 849.05 849.40

表3 Fc糖肽信息

Table
 

3
 

Fc
 

glycopeptide
 

information

Fc
 

glycosylation G0+H G0F+H G0F-GlcNAc+H G1F+H G2F+H G0-GlcNAc+H G1+H Man5

Sequence
 

of
 

peptide EEQYNSTYR

Observed
 

mass/u 2
 

487.99 2
 

634.05 2
 

430.97 2
 

796.10 2
 

958.15 2
 

284.91 2
 

650.04 2
 

405.94

m/z(3+) 830.33 879.02 811.32 933.03 987.05 762.64 884.35 802.98

表4 Fab糖肽信息

Table
 

4 Fab
 

glycolpeptide
 

information

Fab
 

glycosylation G2F+H G2F+2SA+H G2F+SA+H Man5+H G1F+H G0F

Sequence
 

of
 

peptide MNSLQSNDTAIYYCAR

Observed
 

mass/u 3
 

676.48 4
 

258.66 3
 

967.56 3
 

124.25 3
 

514.41 3
 

352.35

m/z(4+) 920.12 1
 

065.66 992.89 782.06 879.60 839.09
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注:(a)CDR肽图谱;(b)H:T18氧化肽段的提取离子谱图;(c)C-末端赖氨酸截图肽的提取离子谱图;(d、e、f)提取的H:T23、H:T34、L:

T11三个脱氨基肽段的提取离子谱图。

Notes:
 

(a)
 

Extracted
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

the
 

CDR
 

peptides;
 

(b)
 

Extracted
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

the
 

oxidized
 

H:T18
 

peptide;
 

(c)
 

Extrac-

ted
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

the
 

C-terminal
 

lysine
 

clipping
 

peptide;
 

(d,
 

e,
 

f)
 

Extracted
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

the
 

H:T23,
 

H:T34,
 

L:T11
 

deam-

inated
 

peptides.

图1 基于单四级杆的MAM用于CMAB009关键肽段监测
 

Fig.
 

1 A
 

quadrupole
 

dalton-based
 

MAM
 

for
 

monitoring
 

the
 

critical
 

peptides
 

of
 

CMAB009

表5 不同MAM方法对于CMAB009单抗PTMs检测结果

Table
 

5 The
 

results
 

of
 

different
 

MAM
 

methods
 

for
 

CMAB009
 

PTMs

Modification
Q-TOF

 

MAM QDA
 

MAM

Mean(%) CV(%) Mean(%) CV(%)

H:T1_Pyr
 

Q 97.10 1.45 99.52 0.32

H:T39_-K 94.52 0.59 98.58 1.76

H:T18_OxidationM 3.78 6.12 6.52 21.13

HC:T23_Deamidation
 

N[14] 5.63 8.67 10.52 5.85

HC:T34_Deamidation
 

N 5.82 12.56 5.08 8.52

LC:T11_Deamidation
 

N 2.37 7.87 2.22 15.80

表6 CMAB009单抗糖基化修饰检测结果对比

Table
 

6 Comparison
 

of
 

glycosylation
 

modification
 

results

Modification
MAM

 

(Q-TOF) MAM
 

(Quadrupole
 

Dalton) HILIC

Mean(%) CV(%) Mean(%) CV(%) Mean(%) CV(%)

Sum_Fuc_All 90.50 0.74 84.50 1.90 90.18 0.67

Sum_Ant
 

Fuc_All 9.20 6.12 16.44 4.03 9.16 6.81

Sum_High_Man_All 2.26 12.21 1.14 16.06 2.16 11.59

Sum_Sialic
 

Acid_All 58.08 2.56 55.94 18.64 57.86 1.85

  单四级杆质谱仪检测:我们还按照单四级杆检测器的检测方式,采用单四级杆质谱仪进行了检测,不同
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品牌仪器进行关键质量属性监测,结果呈现类似性(数据未提供)。为了确认该方法的通用性,除了不同品牌

仪器,我们还在一种IgG4亚型抗PD-1抗体中进行了关键质量属性监测。如图2所示,该方法可以对不同

的关键肽段进行监测及定量。说明对于不同的抗体或不同的仪器品牌,该方法均具有较好的通用性。

注:(a)
 

CDR肽图谱;(b)
 

N末端焦谷氨酸环化的提取离子色谱图(c)
 

C-末端赖氨酸截除肽的提取离子谱图;(d、e)
 

两个氧

化肽段的提取离子谱图。

Notes:
 

(a)
 

Extracted
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

the
 

CDR
 

peptides;
 

(b)
 

Extracted
 

ion
 

chromatograms
 

of
 

N-terminal
 

pyroglutamic
 

acid
 

cyclization;
 

(c)
 

Extracted
 

ion
 

chromatograms
 

of
 

the
 

C-terminal
 

lysine
 

clipping
 

peptide;
 

(d,
 

e)
 

Extracted
 

ion
 

chromato-

grams
 

of
 

two
 

oxidized
 

peptides.
图2 FA对单四级杆质谱仪检测抗PD-1抗体的关键质量属性的影响

 

Fig.
 

2 Effect
 

of
 

FA
 

on
 

critical
 

quality
 

attributes
 

of
 

Anti-PD-1
 

antibody
 

detected
 

by
 

a
 

single
 

quadrupole
 

mass
 

spectrometer

三氟乙酸(TFA)是液相色谱中重要的离子对试剂,尤其适用于肽和小蛋白质的分析。然而,在LC-MS
检测系统中,TFA可通过抑制电喷雾离子源(ESI)中分析物的离子化,从而降低检测灵敏度。为了检验

TFA是否也适用于该方法,我们将FA采用TFA替换,测试了TFA使用的影响。如图3结果显示TFA替

换后,各关键修饰肽段均能得到较好检测,仅在信号强度上有所减弱,这也和已有的报道一致[17]。由图2d
可见,TFA条件下部分氧化肽段的检测会出现偏高,所以各修饰的一致性还需个例讨论。

2.2 方法学验证

以多糖基化位点抗体药物CMAB009为模型单抗,以单四级杆检测器为代表进行方法学验证,验证结果

呈现如下。

2.2.1 系统适用性和专属性。系统适用性结果如表7所示,检测到重复进样6针系统适用性对照品溶液中

低响应的L:T11氧化肽段和Fc糖肽 Man5的RSD分别为14.85%和12.51%,其他靶肽均具有较小的

RSD值(RSD
 

≤
 

20%)。空白对照对于CMAB009多属性监测没有干扰。结果表明,系统适用性和专属性

良好。

2.2.2 精密度。重复性结果如表8所示,平行6份样品溶液中氧化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基化的岩藻二

天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab糖基化中总唾液酸水平均具有较好的RSD%(RSD
 

≤
 

20%)。中间精密度结果如表9所示,同一人员不同天平行制备的6份样品溶液,考察与重复性样品总共12
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份样品溶液中氧化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基化的岩藻二天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab
糖基化中总唾液酸水平,并且均具有良好的RSD

 

n=12%值(RSD
 

≤
 

20%),低水平的PTMs可能显示出较高

的RSD值。

注:(a)
 

CDR肽图谱;(b)
 

N末端焦谷氨酸环化的提取离子色谱图(c)
 

C-末端赖氨酸截除肽的提取离子谱图;(d、e)
 

两个氧

化肽段的提取离子谱图。

Notes:
 

(a)
 

Extracted
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

the
 

CDR
 

peptides;
 

(b)
 

Extracted
 

ion
 

chromatograms
 

of
 

N-terminal
 

pyroglutamic
 

acid
 

cyclization;
 

(c)
 

Extracted
 

ion
 

chromatograms
 

of
 

the
 

C-terminal
 

lysine
 

clipping
 

peptide;
 

(d,
 

e)
 

Extracted
 

ion
 

chromato-

grams
 

of
 

two
 

oxidized
 

peptides.
图3 TFA对单四级杆质谱仪检测抗PD-1抗体关键质量属性的影响

 

Fig.
 

3 Effect
 

of
 

TFA
 

on
 

the
 

detection
 

of
 

critical
 

quality
 

attributes
 

of
 

Anti-PD-1
 

antibody
 

by
 

a
 

single
 

quadrupole
 

mass
 

spectrometer

表7 系统适用性结果

Table
 

7 System
 

suitbility
 

results

Modification
 

(%)
Needle

 

No.

1 2 3 4 5 6

RSD

n=6

H:T1_Pyr
 

Q 99.00 99.30 99.88 99.55 99.69 99.71 0.32

H:T39_-K 95.50 97.50 99.61 99.65 99.59 99.63 1.76

H:T18_Oxidation 6.36 6.56 6.84 7.33 7.15 7.46 6.29

HC:T23_Deamidation
 

N 9.47 11.37 10.50 10.43 10.62 10.75 5.85

HC:T34_Deamidation
 

N 4.90 4.90 4.50 5.79 5.13 5.25 8.52

LC:T11_Deamidation
 

N 2.65 2.65 1.98 1.96 1.98 2.20 14.85

Sum_Fuc_All 90.25 90.37 90.42 91.75 91.40 91.02 0.68

Sum_Ant
 

Fuc_All 9.75 9.63 9.58 8.25 8.60 8.98 6.78

Sum_High
 

Man_All(Man5) 1.78 1.89 2.34 2.01 1.77 2.30 12.51

Fab_Sum_Sialic
 

Acid_All 58.34 57.60 58.36 58.10 55.85 58.91 1.85
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表8 重复性测试结果

Table
 

8
 

Repeatability
 

results

Modification
 

(%)
Sample

1 2 3 4 5 6

RSD

n=6

H:T1_Pyr
 

Q 98.79 98.56 98.76 98.13 97.82 97.99 0.42

H:T39_-K 95.45 97.39 96.99 98.37 95.67 95.40 1.27

H:T18_Oxidation 7.34 7.35 8.21 6.53 6,98 6.77 8.97

HC:T23_Deamidation
 

N 11.06 10.87 9.94 10.11 9.65 10.55 5.34

HC:T34_Deamidation
 

N 6.24 5.26 6.07 6.87 5.68 6.28 9.09

LC:T11_Deamidation
 

N 2.07 2.15 2.21 1.83 2.45 2.36 10.09

Sum_Fuc_All 91.40 90.41 90.40 91.38 91.33 91.28 0.54

Sum_Ant
 

Fuc_All 8.60 9.59 9.60 8.62 8.67 8.72 5.45

Sum_High
 

Man_All(Man5) 2.17 2.18 2.17 2.23 2.16 1.56 12.28

Fab_Sum_Sialic
 

Acid_All 58.34 57.46 58.36 58.01 55.85 57.60 1.62

表9 中间精密度测试结果

Table
 

9
 

Intermediate
 

precision
 

results

Modification
 

(%)
Sample

1 2 3 4 5 6

RSD

n=6

RSD

n=12

H:T1_Pyr
 

Q 97.88 97.44 97.40 99.07 98.59 98.54 0.70 0.56

H:T39_-K 97.96 98.18 94.74 96.67 94.41 94.19 1.89 1.56

H:T18_Oxidation 7.33 7.65 7.45 6.75 8.46 8.27 8.25 8.62

HC:T23_Deamidation
 

N 10.73 11.54 9.99 9.28 10.23 9.67 7.86 6.42

HC:T34_Deamidation
 

N 8.98 5.40 5.41 7.78 5.36 5.91 13.53 11.43

LC:T11_Deamidation
 

N 2.37 2.58 2.05 2.48 1.97 2.58 11.42 10.97

Sum_Fuc_All 91.20 92.41 90.89 92.99 92.08 92.96 0.96 0.96

Sum_Ant
 

Fuc_All 8.80 7.59 9.11 7.01 7.92 7.04 11.17 10.38

Sum_High
 

Man_All(Man5) 2.39 2.16 1.68 2.36 2.01 1.85 13.61 12.35

Fab_Sum_Sialic
 

Acid_All 56.23 56.40 55.89 57.35 57.56 56.45 1.16 1.61

2.2.3 准确度。为了确保基于QDA的MAM与传统方法或高分辨MAM具有相当或更高的质量属性监

控能力,这里将QDA
 

MAM检测的氧化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基化的岩藻糖二天线寡糖、去核心岩藻糖、
高甘露糖(Man5)及Fab糖基化中总唾液酸结果与Q-TOF

 

MAM所得结果认作真实值进行对比。同时,糖
型检测中与传统游离寡糖水平的HILIC结果对比。准确度结果如表10所示,基于QDA的MAM方法对

于多种质量属性的检测结果与高分辨MAM及传统HILIC的检测结果基本一致。

2.2.4 线性和范围。通过与非修饰肽具有显著分离且响应最低的L:T11脱酰胺肽为线性评估的代表,以
峰面积与样品浓度进行线性回归,线性拟合图谱如图4所示,以酶切样品浓度为横坐标,L:T11脱酰胺肽段

峰面积为纵坐标进行线性分析,线性回归方程为y=315.3x+237.56;相关系数R2=0.992
 

1(≥0.990);结
果表明,在50~400

 

g/mL范围内,本方法线性良好。在较低的样品浓度下,L:T11脱酰胺肽峰面积受噪声

干扰大,影响定量准确性。
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表10 准确度测试结果

Table
 

10 Accuracy
 

results

Modification
 

(%)
MAM

 

(Q-TOF)
 

Mean

MAM
 

(Quadrupole
 

Dalton)
 

Mean

HILIC
 

Mean

Quadrupole
 

Dalton
 

/HILIC

Quadrupole
 

Dalton
 

/Q-TOF

H:T1_Pyr
 

Q 97.10 97.57 N/A N/A 1.00

H:T39_-K 94.52 96.96 N/A N/A 1.03

H:T18_Oxidation 5.03 7.48 N/A N/A 1.49

HC:T23_Deamidation
 

N 11.00 10.75 N/A N/A 0.98

HC:T34_Deamidation
 

N 6.50 6.20 N/A N/A 0.95

LC:T11_Deamidation
 

N 2.37 2.33 N/A N/A 0.98

Sum_Fuc_All 90.80 91.50 90.84 1.01 1.01

Sum_Ant
 

Fuc_All 9.20 8.50 9.16 0.93 0.92

Sum_High
 

Man_All 2.26 2.08 2.16 0.96 0.92

Fab_Sum_Sialic
 

Acid_All 58.08 56.17 57.86 0.97 0.97

  N/A:
 

not
 

available.

图4 方法学验证线性图谱

Fig.
 

4 Methodological
 

validation
 

of
 

linear
 

maps

2.2.5 检测限和定量限。信号响应较低的L:T11脱酰胺肽作为代表性肽段,通过提取离子谱图信噪比确

定检测限和定量限,检测限可接受的信噪比为3∶1,定量限可接受的信噪比为10∶1。结果表明,本方法检

测限为20
 

g/mL;定量限为100
 

g/mL。

2.2.6 耐用性。将样品置于8
 

℃自动进样器中4、24
 

h的耐用性结果如表11所示,三种处理下的12份样

品溶液氧化、脱酰胺、末端修饰Fc糖基化的岩藻糖二天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab糖基

化中总唾液酸水平均具有较好的RSD%(RSD
 

≤
 

20%)。氧化肽段和脱酰胺肽段在储存过程中会有微量增

加,从而存在较大的变异性。
改变柱温(40、45、50

 

℃)的耐用性结果如表12所示,三种柱温条件下的12份样品溶液氧化、脱酰胺、末
端修饰Fc糖基化的岩藻糖二天线寡糖、去核心岩藻糖、高甘露糖(Man5)及Fab糖基化中总唾液酸水平均具

有较好的RSD%(RSD
 

≤
 

20%)。有研究表明,温度的升高会导致蛋白氧化和脱酰胺水平的升高,且脱酰胺

更容易受到温度变化的影响。总而言之,本方法具有良好的耐用性。
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表11 耐用性_放置时间

Table
 

11 The
 

stability
 

statistics
 

of
 

analytes
 

in
 

different
 

conditions
 

(Storage
 

temperature)

Modification(%) 0
 

h 4
 

h 24
 

h
RSD

n=12

H:T1_Pyr
 

Q 97.88 97.44 97.40 97.86 98.28 97.17 97.39 97.78 99.22 0.64

H:T39_-K 97.96 98.18 94.74 93.50 95.28 95.74 95.36 94.25 97.07 1.70

H:T18_Oxidation 7.33 7.65 7.45 7.89 8.38 9.67 8.19 9.12 9.49 10.55

HC:T23_Deamidation
 

N 10.73 11.54 9.99 11.42 9.99 10.56 10.05 12.36 10.35 7.69

HC:T34_Deamidation
 

N 7.79 5.40 5.41 4.99 6.09 7.50 7.39 6.67 6.03 8.64

LC:T11_Deamidation
 

N 2.37 2.58 2.05 2.41 1.85 2.10 2.63 2.07 1.99 12.41

Sum_Fuc_All 84.73 87.96 88.83 84.09 84.83 85.46 84.16 88.75 84.32 2.34

Sum_Ant
 

Fuc_All 8.80 7.59 9.11 7.47 8.31 8.94 9.44 8.78 7.30 9.32

Sum_HighMan_All(Man5) 2.39 2.16 1.68 2.06 2.13 2.34 2.22 2.17 2.27 9.59

Sum_Sialic
 

Acid_All 56.23 56.40 55.89 61.98 59.04 58.85 55.58 57.60 60.61 3.88

表12 耐用性结果_柱温

Table
 

12 The
 

stability
 

statistics
 

of
 

analytes
 

in
 

different
 

conditions
 

(Column
 

temperature)
 

Modification
 

(%) 40
 

℃ 45
 

℃ 50
 

℃
RSD

n=12

H:T1_Pyr
 

Q 97.22 98.93 97.83 97.88 97.44 97.40 97.23 97.77 98.82 0.65

H:T39_-K 95.46 96.73 94.77 97.96 98.18 94.74 96.24 95.5 95.42 1.33

H:T18_Oxidation 8.96 7.17 9.52 7.33 7.65 7.45 8.56 9.03 8.77 10.56

HC:T23_Deamidation
 

N 10.43 10.47 9.99 10.73 11.54 9.99 10.63 11.92 12.62 8.29

HC:T34_Deamidation
 

N 5.19 5.65 5.73 6.98 6.35 5.98 6.90 7.13 7.20 11.67

LC:T11_Deamidation
 

N 2.08 2.50 2.20 2.37 2.58 2.05 2.55 2.67 2.69 10.24

Sum_Fuc_All 86.10 86.91 83.37 84.73 87.96 88.83 88.52 85.18 84.46 2.25

Sum_Ant
 

Fuc_All 8.18 8.18 9.13 8.80 7.59 9.11 7.97 9.36 8.62 7.05

Sum_High
 

Man_All(Man5) 2.46 2.48 2.16 2.39 2.16 1.68 2.27 2.14 2.42 11.14

Sum_Sialic
 

Acid_All 59.01 61.20 60.88 56.23 56.40 55.89 61.01 61.56 60.89 4.06

3 结论

本研究成功开发并验证了一种基于单四级杆质谱的多属性分析方法,用于多糖基化抗体药物的质量控

制。通过对于多糖基化位点抗体样品处理方法的优化以及使用高分辨Q-TOF质谱对多糖基化位点模型单

抗进行预表征,我们确定了模型抗体中的关键质量属性,包括CDR肽段以及氧化、脱酰胺、末端修饰和糖基

化修饰。利用这些预表征数据,我们在单四级杆检测器/质谱仪上进行相应检测,通过对于单四级杆方法调

整优化实现了对于CDR特征性肽和修饰肽的监测及定量,结果表明,本方法与使用高分辨率质谱的MAM
结果具有可比性,并且在糖型检测上与传统HILIC法检测结果具有可比性,能够作为传统方法的替代或补

充,同时我们还使用不同品牌单四级杆检测器/质谱仪,并对不同抗体进行了检测评估,结果说明该方法具有

一定的普适性特征。最后,通过对本方法进行详细的方法学验证,结果表明,本方法具有良好的系统适用性、
专属性、准确度、精密度、线性及耐用性。不仅确定了此方法的检测范围和LOD、LOQ,而且还展示了其在

包括多糖基化位点抗体药物在内的抗体药物质量控制中的广泛应用潜力,能显著简化质控流程并提高操作
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效率。这些研究成果为单四级杆质谱在包括多糖基化位点抗体在内的抗体药物质量控制中的应用提供了新

的视角,并预计将推动相关技术平台的进一步改进与创新,从而加强产品开发和质量控制的整体能力。
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