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摘要

在本应⽤纪要中，我们利⽤BioResolve SCX mAb⾊谱柱分离英夫利昔单抗和曲妥珠单抗，并使⽤沃特世分析型馏

分管理器(WFM-A)收集其电荷异构体馏分。再⽤LC-MS进⼀步分析馏分，包括完整蛋⽩质量数分析、亚基分析和

肽图分析。

优势

利⽤BioResolve SCX mAb⾊谱柱通过阳离⼦交换进⾏分离■

利⽤沃特世分析型馏分管理器(WFM-A)收集阳离⼦交换分离所得馏分■

利⽤LC-MS分析阳离⼦交换分离所得馏分（完整蛋⽩质量数分析、亚基分析和肽图分析）■

简介

蛋⽩质治疗药物（包括单克隆抗体(mAb)）的电荷异构体⽔平常被视为关键质量属性(CQA)，因为它们可能会影响

⽣物治疗药物的⽣物活性和安全性1。 蛋⽩质电荷异构体的纯化、表征和常规监测的⼀项常⽤技术是离⼦交换⾊谱

(IEX)。IEX是⼀种⾮变性技术，与电泳技术（例如，CE和cIEF）相⽐，其优势在于，不仅可以通过IEX分离收集电

荷异构体进⾏组分鉴定，还可以使⽤其他⽅法获得结构-功能信息。

在本应⽤纪要中，我们利⽤BioResolve SCX mAb⾊谱柱分离英夫利昔单抗和曲妥珠单抗，并使⽤沃特世分析型馏
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分管理器(WFM-A)收集其电荷异构体馏分。再⽤LC-MS进⼀步分析馏分，包括完整蛋⽩质量数分析、亚基分析和

肽图分析。

实验

通过阳离⼦交换进⾏分离和馏分收集

样品描述

将曲妥珠单抗(21 mg/mL)和英夫利昔单抗(10 mg/mL)直接进样⾄IEX⾊谱柱，不经稀释。在药品过期后进⾏分析

。

LC条件

系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio

附加

组件：

沃特世分析型馏分管理器

(WFM-A)

样品温度： 10 °C

分析柱

温度：

30 °C

流速： 0.8 mL/min

进样体积： 1〜50 μL

⾊谱柱： BioResolve SCX mAb, 3 μm,

4.6 × 50 mm

BioResolve SCX mAb, 3 μm,

4.6 × 100 mm
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检测： ACQUITY UPLC TUV检测器

配备5 mm钛合⾦流通池，280 nm

样品瓶： 通过LCGC认证的透明玻璃12 × 32 mm

螺纹颈⼝全回收样品瓶，配有盖⼦

和预开⼝PTFE/硅胶隔垫，容积1 mL，

100个/包

Auto•Blend Plus⽅法

流动相A： 100 mM MES⼀⽔合物

流动相B： 100 mM MES钠盐

流动相C： 1 M NaCl

流动相D： ⽔

对于英夫利昔单抗： 20 mM MES，10〜45 mM NaCl，pH 7.0

运⾏10 min（适⽤于⻓100 mm的⾊谱柱），

或5 min（适⽤于⻓50 mm的⾊谱柱）

对于曲妥珠单抗： 20 mM MES，50〜85 mM NaCl，pH 6.7

运⾏10 min（适⽤于⻓100 mm的⾊谱柱），

或5 min（适⽤于⻓50 mm的⾊谱柱）

IEX馏分的完整蛋⽩质量数分析

样品描述

将馏分直接进样⾄⾊谱柱中。
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LC条件

系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio

样品温度： 10 °C

分析柱

温度：

80 °C

流速： 0.4 mL/min

进样体积： 10 μL

⾊谱柱： BioResolve RP,

450 Å, 2.7 μm, 2.1 × 150 mm

检测： ACQUITY UPLC TUV检测器，

配备5 mm钛合⾦流通池，214 nm

Xevo G2‒XS质谱仪

样品瓶： 通过LCGC认证的透明玻璃12 × 32 mm

螺纹颈⼝全回收样品瓶，

配有盖⼦和预开⼝PTFE/硅胶隔垫，

容积1 mL，100个/包

流动相A： 0.1% (v/v)甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1% (v/v)甲酸的⼄腈溶液
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时间 流速(

mL/min)

%A %B 曲线

0.0 0.4 95 5 -

0.5 0.4 70 30 6

1.0 0.4 70 30 11

3.5 0.4 60 40 6

4.5 0.4 5 95 6

5.0 0.4 5 95 11

5.1 0.4 95 5 11

10.0 0.0 95 5 11

IEX馏分的亚基分析

样品描述

使⽤截留分⼦量(MWCO)为10 kDa的再⽣纤维素离⼼滤膜对英夫利昔单抗馏分进⾏预浓缩。馏分的浓度范围为

1.4〜2.5 mg/mL。将10 μg浓缩英夫利昔单抗馏分样品在37 °C下⽤IdeS酶（蛋⽩质:酶=1:1）酶解30 min，然后

将5 μg酶解后的馏分在37 °C下⽤DTT进⼀步还原30 min。所有样品⽤最终浓度为3%⼄腈/0.1%甲酸的混合液淬灭

。

样品温度： 10 °C

分析柱

温度：

80 °C

流速： 0.8 mL/min
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进样体积： ⾮还原样品2 μL，

还原样品4 μL，

⾊谱柱： BioResolve RP,

450 Å, 2.7 μm, 2.1 × 150 mm

检测： ACQUITY UPLC TUV检测器

配备5 mm钛合⾦流通池，214 nm

Xevo G2‒XS质谱仪

样品瓶： 通过LCGC认证的透明玻璃12 × 32 mm

螺纹颈⼝全回收样品瓶，

配有盖⼦和预开⼝PTFE/硅胶隔垫，

容积1 mL，100个/包

流动相A： 0.1% (v/v)甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1% (v/v)甲酸的⼄腈溶液

时间 流速

(mL/min)

%A %B 曲线

0.00 0.4 95 5 -

0.50 0.4 88 12 6

1.00 0.4 88 12 11

11.00 0.4 58 42 6

12.00 0.4 5 95 6
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13.00 0.4 5 95 11

13.10 0.4 95 5 11

20.00 0.0 95 5 11

IEX馏分的肽图分析

样品描述

使⽤截留分⼦量(MWCO)为10 kDa的再⽣纤维素离⼼滤膜对曲妥珠单抗馏分进⾏预浓缩。馏分的浓度范围为

3.1〜4.2 mg/mL。将50 μg浓缩曲妥珠单抗馏分样品在37 °C和pH 6.0的条件下⽤胰蛋⽩酶（蛋⽩质:酶=25:1）和

Lys-C（蛋⽩质:酶=25:1）酶解过夜。 

样品⽤甲酸淬灭。

样品温度： 10 °C

分析柱

温度：

60 °C

流速： 0.2 mL/min

进样体积： 10 μL

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18肽分析专⽤柱,

300 Å, 1.7 μm, 2.1 × 150 mm

检测： ACQUITY UPLC TUV检测器

配备5 mm钛合⾦流通池，214 nm

Xevo G2-XS质谱仪

通过LCGC认证的透明玻璃12 × 32 mm

螺纹颈⼝全回收样品瓶，

样品瓶：
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配有盖⼦和预开⼝PTFE/硅胶隔垫，

容积1 mL，100个/包

流动相A： 0.1% (v/v)甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1% (v/v)甲酸的⼄腈溶液

时间 流速(

mL/min)

%A %B 曲线

0.0 0.2 98 2 -

10.0 0.2 98 2 11

70.0 0.2 50 50 6

72.0 0.2 5 95 6

72.1 0.2 98 2 11

90.0 0.0 98 2 11

数据管理：

Empower 3 

MassLynx v4.1 

UNIFI v1.9

结果与讨论

利⽤WFM-A进⾏mAb电荷异构体馏分收集

沃特世分析型馏分管理器(WFM-A)是⼀款分析型馏分收集器，专为收集UPLC（即，扩散体积<20μL）、UHPLC（
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即，扩散体积>20 μL但<40μL）和HPLC（即，扩散体积>40 μL）产⽣的⼩体积峰⽽设计（图1）。低容量的快速

切换阀降低了扩散性，可精确收集UPLC窄峰所对应的馏分2。 WFM-A采⽤⽣物相容性流路，可轻松集成⾄UPLC

或HPLC系统，适⽤于所有⽣物分⼦应⽤。因此，可以作为mAb电荷异构体馏分收集的理想选择。

 
图1.沃特世分析型馏分管理器(WFM-A)可轻松集成⾄液相⾊谱系统

收集馏分之前，建议先进⾏上样研究，以确定⾊谱柱的最佳上样量。与分析⽅法的最佳上样量不同，此项研究的

⽬标是在分离度仍符合可接受标准的前提下确定最⼤上样量。该评估还可以考虑是否对收集的馏分再次进⾏⾊谱

分离。图2A展⽰了利⽤BioResolve SCX mAb, 4.6 × 50 mm⾊谱柱获得的曲妥珠单抗电荷异构体分离结果。正如

预期所料，分离度随上样量的增加⽽降低。还值得注意的是，随着上样量的增加，保留时间缩短。这是由于颗粒

表⾯可⽤配体的饱和度增加所致。此外，较早洗脱峰的保留时间偏移更⼤，表明在这些条件下，结合⼒更强的电

荷异构体取代了柱头先前结合较弱的部分。保留时间的这种偏移表明，采⽤⾃动化馏分收集时，⾊谱柱可重现的

上样⾮常重要。

如图2B所⽰，增加⾊谱柱柱⻓有助于降低分离度损失。在梯度时间加倍时，上样量增加⾄2.5倍产⽣的分离度与50 

mm⾊谱柱相当，纯化效率提⾼了25%。总体⽽⾔，上述结果表明BioResolve SCX mAb, 4.6 × 100 mm⾊谱柱

的上样量范围为1〜2 mg mAb3。根据分离的蛋⽩质样品不同，上样量可能存在明显差异。
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图2.上样研究。(A) 利⽤BioResolve SCX mAb, 4.6 × 50 mm⾊谱柱上样并分离各种量的曲妥珠单抗(21 

mg/mL)。(B) 利⽤内径为50 mm和100 mm的BioResolve SCX mAb⾊谱柱上样并分离不同量的曲妥珠单抗(21 

mg/mL)。

图3A展⽰了采⽤WFM-A收集到的英夫利昔单抗电荷异构体馏分。然后将这些馏分合并、稀释并重新进样⾄

BioResolve SCX mAb⾊谱柱。通过重叠馏分⾊谱图，可以观察到交替馏分（例如，馏分2、4、6、8和10）获得

了合理的基线分离（图3B）。因此，可以只⽤⼀次运⾏对多个交替馏分进⾏再次⾊谱分离，从⽽节省⼤量时间。

图3C显⽰的⾊谱图中，在低盐浓度上样条件下将多种馏分重新进样⾄BioResolve SCX mAb⾊谱柱，然后利⽤盐
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梯度法进⾏洗脱。所有馏分均⽤上样缓冲液稀释（稀释⽐1:1）以降低盐浓度。此外，交替馏分的进样顺序应与洗

脱顺序相反。例如，⾸先进样馏分10，然后是馏分8和馏分6，以此类推。这样做可以防⽌在加载离⼦强度更⾼的

馏分时，保留性能较弱的馏分可能会从⾊谱柱中被洗脱出来。从图中可以看出，只⽤⼀次运⾏就能很好地分离交

替馏分。

 
图3.馏分收集和重新纯化。(A) 采⽤WFM-A收集到的英夫利昔单抗电荷异构

体馏分。(B) 各种馏分重新进样后得到的叠加⾊谱图。(C) 同时重新纯化多种

馏分。
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进⼀步分析mAb电荷异构体馏分

收集到馏分后，即可通过各种结构和功能分析来表征蛋⽩质电荷异构体。提供选定英夫利昔单抗馏分的完整蛋⽩

质和亚基LC-MS分析以及选定曲妥珠单抗馏分的肽图分析作为⽰例。

英夫利昔单抗的完整蛋⽩质量数分析

利⽤BioResolve RP⾊谱柱分析英夫利昔单抗馏分5〜10，并使⽤Xevo G2-XS质谱仪进⾏检测。将MassLynx数据

导⼊UNIFI软件中进⾏分析。图4展⽰了英夫利昔单抗馏分的质谱图。正如预期所料，馏分5、6和10的区别在于

COOH末端的赖氨酸数量（图4A）4。 馏分7、8和9的数据与N-糖中唾液酸和核⼼岩藻糖含量的差异⼀致（图4

B）。虽然唾液酸含量差异会导致电荷异构体，但是已有研究表明，核⼼岩藻糖含量差异会改变mAb的Fc结构域

构象5，可能导致IEX分离中出现单独的峰。有关这些馏分的游离N-糖分析将提供更多信息。
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图4.英夫利昔单抗馏分的完整蛋⽩质量数分析。(A) 馏分5、6和10的质谱图。(B) 馏分7、8和9的质谱

图。左图：原始数据；右图：去卷积谱图。

英夫利昔单抗的亚基分析

⽤IdeS将英夫利昔单抗馏分5、6和10酶解后进⾏亚基分析。之后，再向每份样品中加⼊DTT（⼆硫苏糖醇）进⾏

⼆硫键还原。⾮还原样品和还原样品均利⽤BioResolve RP⾊谱柱进⾏分离，并使⽤Xevo G2-XS质谱仪进⾏检测

。

如果未还原⼆硫键，预计IdeS酶解的mAb会出现两种主要⽚段：⼀半Fc⽚段（被称为scFc）；以及⼆硫键连接的

Fab结构域（被称为F(ab’)2⽚段）。图5A和5B显⽰，馏分5在7.00 min处出现⼀个主要的RP亚基峰，其质量数

与COOH末端不含预测赖氨酸的scFc⽚段⼀致。馏分10在6.92 min处产⽣⼀个主要的RP亚基峰，其质量数与

COOH末端带赖氨酸的scFc⽚段⼀致。⽽对于馏分6，COOH末端含/不含赖氨酸的scFc⽚段都能明显观察到。LC-
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MS数据与馏分5、6和10⼀致，这三种馏分分别主要由⽆重链、⼀条重链或两条重链上带有COOH末端赖氨酸的

mAb组成。

在还原条件下，mAb通常会产⽣三个峰：scFc⽚段、轻链(LC)和Fd'⽚段。如图5C所⽰，将所有馏分在⼤约8.28 

min保留时间处的峰鉴定为LC，将⼤约8.54 min保留时间处的峰鉴定为Fd'⽚段。6.98 min〜7.26 min之间的峰拟

定鉴定结果⻅表1。此范围内的峰被鉴定为scFc⽚段，其中每个赖氨酸的⼆硫键还原程度可能不同。图5D和5E展

⽰了Fc⽚段峰的去卷积质量数差异，可⽤作⽀持信息。

总体⽽⾔，亚基分析结果与完整蛋⽩质量数分析结果⼀致，即馏分5、6和10的区别在于COOH末端的赖氨酸数量

。
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 图5.英夫利昔单抗馏分的亚基分析。(A) ⾮还原
条件下的馏分5、6和10。(B) ⾮还原条件下的馏分6。质谱图显⽰，6.92 min处的峰⽐7.02 min处的

峰多⼀个赖氨酸。(C) 还原条件下的馏分5、6和10。（D和E）还原条件下的馏分6。质谱图显⽰

，6.99 min处的峰⽐7.07 min处的峰多⼀个赖氨酸，并且7.07 min、7.26 min和7.29 min处的峰可

能具有不同的⼆硫键还原程度。
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表1.还原条件下英夫利昔单抗的馏分5、6和10的峰拟定鉴定结果

曲妥珠单抗的肽图分析

图6A展⽰了利⽤BioResolve SCX mAb⾊谱柱获得的曲妥珠单抗电荷异构体分离结果。使⽤WFM-A收集馏分，对

馏分5（酸性峰）和馏分7（主峰）进⾏肽图分析。对馏分进⾏预浓缩并使⽤胰蛋⽩酶和Lys-C进⾏酶解。利⽤

BEH300 C18, 1.7 μm⾊谱柱分离肽。

图6B为馏分5和馏分7的肽图镜像对⽐图。在馏分5中观察到保留时间为30.24 min的峰，⽽馏分7在相同保留时间

处的吸光度⾮常⼩。提取离⼦⾊谱图(XIC)显⽰，馏分5中30.26 min保留时间处的峰⾯积⼤幅增加，UNIFI软件将

该峰鉴定为肽ASQDVNTAVAWYQQKPGK的脱酰胺产物。未经修饰的肽峰出现在保留时间29.63 min处（图6C）。

⽐较修饰峰和未经修饰峰的MS-MS碎⽚数据，发现在⽚段中不含天冬酰胺(N)时，碎⽚离⼦的m/z相同。⽽⽚段中

含有天冬酰胺时，质量数差异为1 Da，与肽的脱酰胺结果⼀致（图6D）。曲妥珠单抗的强制脱酰胺结果显⽰，馏

分5⼤量增加，进⼀步表明该酸性峰的主要成分是脱酰胺的曲妥珠单抗（数据未显⽰）。
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图6.曲妥珠单抗馏分的肽图分析。(A) 从BioResolve SCX mAb, 4.6 × 100 mm⾊谱柱上收集的曲妥珠单抗馏分。(

B) 馏分5和7的肽图镜像对⽐图。馏分5中30.24 min保留时间处的峰与馏分7相⽐显著增加（⽤蓝⾊箭头指⽰）。(

C) 肽鉴定结果的提取离⼦⾊谱图(XIC)。30.26 min处的峰被鉴定为肽ASQDVNTAVAWYQQKPGK的脱酰胺产物。

未经修饰峰的保留时间为29.63 min。(D) 脱酰胺和未经修饰肽ASQDVNTAVAWYQQKPGK的MS-MS碎⽚对⽐。不

含天冬酰胺的碎⽚具有相同的质量数，⽽含有天冬酰胺的碎⽚的质量数相差1 Da。

其它可能的分析

上⽂展⽰了针对离⼦交换分离收集到的mAb进⾏分析的⼀些分析类型⽰例。还可以进⾏其它类型的结构分析，例

如氧化分析或游离寡糖分析，提供关于⽬标峰的详细信息。此外，使⽤SPR、⽣物分析、甚⾄临床前药代动⼒学研

究对电荷异构体进⾏功能评估，还可进⼀步了解⽣物治疗性蛋⽩质。

结论

在⼏乎所有mAb中均观察到与电荷相关的异质性。其诱因可能来源于抗体表达过程，或者抗体的⽣产和储存过程

。电荷异构体可能会影响药物质量、安全性和疗效，因此需要对其进⾏鉴定和表征。⼀种常⽤⽅法是收集IEX⾊谱

柱分离得到的电荷异构体馏分，然后通过各种结构和功能分析进⾏表征。

在本应⽤纪要中，我们展⽰了在BioResolve SCX mAb⾊谱柱上进⾏的上样量优化⽅案、使⽤WFM-A的纯化策略

以及⼀些分析⽰例，这些⽰例的⽬的在于通过分析电荷异构体馏分获取有关mAb修饰的有⽤信息。结果表明，
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BioResolve SCX mAb⾊谱柱与WFM-A配合使⽤，⾮常适⽤于分析级mAb电荷异构体馏分收集和表征。
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特⾊产品

沃特世分析型馏分管理器 <https://www.waters.com/134782878>■

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统 <https://www.waters.com/10166246>■

蛋⽩质离⼦交换⾊谱柱 <https://www.waters.com/134810927>■

Xevo G2-XS QTof四极杆⻜⾏时间质谱仪 <https://www.waters.com/134798222>■

Empower 3⾊谱数据软件 <https://www.waters.com/513188>■

MassLynx质谱软件 <https://www.waters.com/513164>■

UNIFI科学信息系统 <https://www.waters.com/134801359>■

可在线购买

BioResolve SCX mAb⾊谱柱, 3 µm, 4.6 mm x 50 mm <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009058>

■
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BioResolve SCX mAb⾊谱柱, 3 µm, 4.6 mm x 100 mm <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009060>

■

通过LCGC认证的透明玻璃12×32mm螺纹颈⼝全回收样品瓶，配有盖⼦和预切割PTFE/硅胶隔垫，1 mL体积 

<https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186000385C>

■

BioResolve RP⾊谱柱, 450 Å, 2.7 μm, 2.1 x 150 mm，随附完整mAb和mAb亚基标准品 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176004158>

■
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■

ACQUITY UPLC BEH C18, 300Å, 1.7 µm, 2.1 mm X 150 mm肽分析专⽤柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003687>

■

蛋⽩质离⼦交换⾊谱柱 <https://www.waters.com/134810927>■
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