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摘要

本研究采⽤2D-LC/MS⽅法评估单克隆抗体(mAb)效价和确证产品质量数和糖基化谱图，同⼀平台被配置为第⼀维

进⾏效价测定，第⼆维运⽤MS检测技术进⾏产品质量属性分析，充分展⽰了在单⼀平台上进⾏数据采集的简便性

。

优势

通过将不兼容MS的⽅法与2D系统联⽤提升质谱检测能⼒。 ■

在配备光学和/或质谱检测器的单⼀平台上使⽤1D和2D分析⽅法进⾏灵活分析。 ■

利⽤合规UNIFI软件⾃动化采集和处理数据。■

简介

⼆维液相⾊谱(2D-LC)⼴泛应⽤于整个⽣物制药⾏业。随着治疗药物变得越来越复杂以及⼈们不断探索新型药物
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，为了获取⾼质量数据，进⽽做出明智的决策，⼈们对分析⽅法和仪器性能的要求越来越⾼。各项⾏业举措也针

对提升⽅法稳定性和操作合规性提出了额外要求。为满⾜这些不断变化的需求，我们研究了在UNIFI合规信息学平

台上运⾏2D-LC联⽤⾼分辨率质谱的分析⽅法。该⽅法采⽤单中⼼切割配置，将Protein A亲和⾊谱与反相⾊谱/质

谱联⽤(Pro A-RPLC-MS)，⽤于评估抗体效价及其主要结构属性。本研究的⽬的是开发出简单的实验设计，开发过

程中参考了成功将Pro A与各种第⼆维分析联⽤的多篇⽂献报道1‒3。

配备光学检测器的Protein A亲和⾊谱是对纯化细胞培养物中含Fc的分⼦进⾏定量分析的传统⽅法。在分析级分析

中，上述分析对于需要选出最⾼产细胞系的克隆选择⾄关重要。确定⾼效价之后，还需要进⾏其它分析来评价产

品质量属性。常⽤⽅法⾸先⽤制备型⾊谱或样品板捕获技术纯化细胞培养物，得到治疗性分⼦，然后对纯化得到

的物质进⾏第⼀维(1D)分析，常⽤的技术包括体积排阻⾊谱(SEC)、离⼦交换⾊谱(IEX)和反相完整质量数分析等。

运⽤⼆维(2D)⽅法可省去⼤量的样品处理和下游处理⼯作。 

本研究采⽤2D-LC-MS⽅法评估单克隆抗体(mAb)效价和确证产品质量数和糖基化谱图，同⼀平台被配置为第⼀维

进⾏效价测定，第⼆维运⽤MS检测技术进⾏产品质量属性分析，充分展⽰了在单⼀平台上进⾏数据采集的简便性

。

实验

样品描述

使⽤曲妥珠单抗制剂药(21 mg/mL)和0.1% (v/v)甲酸⽔溶液制备浓度为4 mg/mL的曲妥珠单抗储备液。进⾏⼆倍

连续稀释，直⾄达到1D Pro A研究的光学检测限。

LC条件

系统： 使⽤2D技术的ACQUITY UPLC I-Class PLUS

四元溶剂管理器(QSM)（第⼀维）

⼆元溶剂管理器(BSM)（第⼆维）

检测器： ACQUITY UPLC可变波⻓紫外(TUV)检测器（第⼀

维）

2使⽤2D-LC-MS系统和UNIFI信息学⼯具对单克隆抗体效价和主要结构属性进⾏合规监测



波⻓： 280 nm

样品温度： 6 °C

进样体积： 2 μL

Protein A（第⼀维）

⾊谱柱： POROS A 20 μm⾊谱柱，2.1 × 30 mm

柱温： 25 °C

流速： 1.000 mL/min

流动相A： 50 mM磷酸盐，150 mM NaCl，pH 7

流动相B： 500 mM⼄酸
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梯度：

反相（第⼆维）

⾊谱柱： XBridge BEH C4蛋⽩分析专⽤柱, 300 Å, 3.5 μm, 

4.6 × 50 mm（部件号：186004502）

柱温： 80 °C

流速： 0.500 mL/min（空闲状态0.100 mL/min）

流动相A： ⽔，0.1%甲酸(v/v)

流动相B： ⼄腈，0.1%甲酸(v/v)
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梯度：

MS条件

系统： Vion IMS QTof

电离模式： ESI+，灵敏度模式

质量数范围： m/z 750〜4000

⽑细管电压： 2.75 kV

锥孔电压： 140 V

离⼦源温度： 150 °C
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脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 600 L/h

锁定质量数参⽐化合物： Glu⾎纤维蛋⽩肽B，浓度2.2 pmol/µL，溶于含

0.1%甲酸(v/v)的⽔/⼄腈(50:50)

数据管理

UNIFI科学信息系统1.9.4版 

Vion IMS QTof驱动程序包2.2.0

结果与讨论

单克隆抗体的1D定量分析

配备光学检测器的Pro A⾊谱是评估mAb效价常⽤的⾼通量单⼀分析⽅法。传统的1D效价分析⽅法使⽤经过纯化

的标准品⽣成标准曲线，然后进⾏线性回归拟合⽤于定量。图1所⽰为曲妥珠单抗稀释系列（0.05、0.1、0.25、

0.5、1.0、2.0和4.0 mg/mL）所⽣成的校准曲线。稀释系列进样的叠加⾊谱图显⽰，保留时间重现性良好。峰⾯

积（TUV，280 nm处）与进样浓度(mg/mL)的关系图呈现优异的相关性，这是该⽅法的典型特征（⻅插图）。
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图1.曲妥珠单抗标准品的Protein A亲和⾊谱图。图中所⽰为样品稀释系列的叠加图（标记有载样量）。制备样品

的浓度范围是0.05-4 mg/mL，对应的载样量范围是0.1‒8 µg（进样体积2 µL）。标准曲线（插图）显⽰峰⾯积与

浓度在上述范围内呈线性相关。

完整mAb的RPLC-MS分析能够确认质量数并快速给出⽣物治疗药物产品的糖基化谱图，因此可以辅助克隆选择、

⼯艺开发和⼯艺监测。尽管Pro A缓冲液组分不直接兼容质谱分析，但可以采⽤2D技术对第⼀维的⽬标分析物进⾏

选择性的中⼼切割，然后将其转移⾄第⼆维⾊谱柱，使⽤兼容MS的洗脱溶液运⾏第⼆维分离。 

在UNIFI平台上配置2D系统⾮常简单，成功创建系统后，⽤⼾就可以使⽤该系统在传统1D分析和2D⼯作流程之间

轻松切换。⽤⼾可以通过Administration（管理）选项卡访问Device Management（设备管理）界⾯配置2D系

统（图2）。先向新系统中添加第⼀维的组件，然后添加第⼆维的组件，UNIFI随后会按照添加顺序分配这些组件

，以便于识别。当⽅法变得越来越复杂并且额外加装了泵，或者需要加装容纳捕集柱的⾊谱柱管理器⽤于多中⼼
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切割分析时，该⽅法尤为适⽤。

图2.2D系统配置。配置⾊谱系统时，直接添加和移除列表中的可⽤仪器组件即可。⽤⼾可以“按顺序”添加第⼀

维和第⼆维的模块，以便于区分。⽤⼾可以为1D和2D⼯作流程分别创建独⽴系统，并在采集数据之前进⾏选择。

采⽤图3所⽰的系统配置，⽤⼾既可以切换⾄传统1D⼯作流程（图3A），⼜可以通过⼀系列阀切换操作调整现有

系统，使其适⽤于2D⼯作流程，⽽⽆需对系统管路连接做任何更改。这样⼀来，当不需要质谱信息时，1D效价分

析可作为⾼通量筛查的主⼒⼯具。当需要确认鉴定结果时，可执⾏第⼆次分析物进样，然后将中⼼切割部分转移

⾄第⼆维（图3B）。确定中⼼切割窗⼝后，通过柱头稀释(ACD)将第⼀维和第⼆维液流合并。然后将阀切换回原始

位置，再次隔离流路，随后即可运⾏第⼆维分离（图3C）。
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图3.1D和2D⼯作流程的系统配置。在传统1D分析⽅法中，液流被导⼊光学检测器(3A)。同样的配置也可⽤于监测

2D⼯作流程的保留时间重现性。确定⽬标分析物从第⼀维⾊谱柱洗脱的时间后，改变流路，将液流导⼊第⼆维(3

B)。启动ACD泵送兼容MS的流动相冲洗样品。然后再次隔离流路，使⽤第⼆维泵驱动第⼆维分离(3C)。第⼆维分

离可以额外配置在线TUV检测器，以便在⽅法开发阶段协助进⾏故障排除。泵送来⾃⾊谱柱2的洗脱液时，也可以

绕过光学检测器，直接将液流导⼊MS。
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在UNIFI平台中配置2D系统后，即可单独创建1D和2D⽅法。在Analysis Method（分析⽅法）中，向Sample list 

setup（样品列表设置）中添加Acquisition Method Name（采集⽅法名称）字段，以便为数据采集选择相应的

⽅法（图4A）。另外，还可以为多中⼼切割分析创建其它⽅法⽤于脱盐或独⽴运⾏，但是Pro A-RPLC/MS分析不

需要附加其它步骤。独⽴⽅法创建完成后，即可创建Sample Set（样品组）（图4B），以便⾃动执⾏分析中的所

有⽅法。

图4.创建2D数据采集⽅法。必须在分析⽅法中加⼊Acquisition Method Name（采集⽅法名称）字段才能创建独⽴

的1D和2D⽅法。将该字段选作已优化参数后，⽤⼾即可将单独的采集⽅法放⼊队列。所⽰⽅法分别⽤于1D Pro A

、1D Pro A中⼼切割和2D RPLC/MS分析。

Pro A-RPLC/MS⼯作流程

采⽤详细信息如图4所⽰的Pro A 1D⽅法测定mAb效价（图5A）。根据光谱图中的峰⾯积和标准曲线（⻅图1）计

算样品浓度。在本⽰例中，样品浓度的计算结果为⼤约1 mg/mL。根据同⼀幅光谱图确定要将分析物转移⾄第⼆

维接受LC-MS分析的中⼼切割窗⼝。第⼆次进样确定了0.1 min (1.9~2.0 min)的中⼼切割窗⼝，将该窗⼝的分析

物转移⾄在线第⼆维⾊谱柱。在样品组的第三⾏中，流路被再次隔离，并增加了10 min的等度保持时间，⽬的是

冲洗被转移并吸附在第⼆维⾊谱柱柱头的分析物，去除Protein A缓冲液污染物。冲洗步骤完成后，运⾏时⻓为10 

min的RPLC-MS梯度⽅法。图5B所⽰为曲妥珠单抗的去卷积谱图，图中标记了糖型。将此质谱数据与根据参⽐标

准品计算出的预期质量数进⾏⽐较，即可确认样品组分。糖基化模式监测可以纳⼊常规分析，⽤于筛选最佳候选
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⽣物类似药和指导⼯艺开发决策，还有望应⽤于为⽣产过程中的旁线分析提供数据。
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图5.Pro A-RPLC-MS⼯作流程。将Protein A分析结果与标准曲线（⻅图1）建⽴关联，可⽤于确定mAb效价。然后
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采⽤0.1 min的中⼼切割窗⼝将分析物转移⾄第⼆维进⾏MS数据采集。图中所⽰为标注了已鉴定糖型的去卷积谱图

。将曲妥珠单抗谱图与NIST mAb⽐较，可以发现质量数和相对丰度的变化。

结论

本研究展⽰了如何使⽤常⻅仪器平台扩展传统1D分析⽅法，为其添加2D功能。借助UNIFI科学信息系统，⽤⼾只

需完成初始系统配置，即可根据需要在1D与2D⼯作流程之间⾃动切换，⽆需再对仪器进⾏物理改动。本研究以

Pro A-RPLC-MS分析为例，展⽰了如何使⽤2D中⼼切割⽅法将分析物从不兼容MS的基质转移⾄兼容MS的流动相

，从⽽在单次⾃动化运⾏中同时采集质谱信息。
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