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摘要

肽图分析是表征和监测⽣物治疗药物的主要⽅法，尤其在单克隆抗体(mAb)等⽣物制药的开发中具有关键作⽤。该

⽅法可在肽⽔平实现详细的蛋⽩质鉴定和序列分析，并能定位可能影响功能的预测修饰或产品相关杂质。此外

，对已充分表征的⽣物治疗药物进⾏肽图分析，可作为⼯艺监测及后期开发产品商业化的重要⼯具。

在本应⽤简报中，我们展⽰了将ACQUITY™ Premier UPLC系统与采⽤新型多反射⻜⾏时间技术的Xevo™ MRT多

反射⻜⾏时间(MRT)质谱仪联⽤，分析沃特世mAb胰蛋⽩酶酶解标准品的⽅法。在waters_connect UNIFI™应⽤

程序中使⽤肽图分析⼯作流程执⾏表征。结果表明，Xevo MRT MS平台具有⾼灵敏度、⾼质量分辨率及⼀致的亚

ppm级质量精度，结合waters_connect的⼀体化数据采集与处理功能，有助于我们实现⾼度可靠的表征能⼒，更

快制定更优的产品与⼯艺开发决策。

优势

灵敏度⾼，有助于深⼊表征mAb以及检测低⽔平PTM和肽属性■

动态范围达5个数量级，适⽤于复杂样品分析，轻松识别产品变体及降解物等低丰度成分■

质量数误差始终低于1 ppm，确保产品和杂质鉴定的可靠性■
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简介

单克隆抗体(mAb)的肽酶解物⽔平分析是贯穿治疗性mAb⽣命周期的主要分析⽅法，⽤于确保产品质量和⼀致性

。随着⽣物治疗药物产品管线的扩展，部署⾼可信度的⾃动化⽅法以准确、稳定地表征低⽔平mAb修饰变得愈发

重要，这将助⼒⾼效制定产品与⼯艺开发决策。因此需要稳定、简便易⽤的分析平台，以便轻松部署到组织内各

实验室1。

Xevo MRT MS系统正是此类平台的典范。该系统采⽤创新的四极杆-多反射⻜⾏时间设计，通过延⻓离⼦⻜⾏路径

，在50 Hz扫描速率下实现⾼达100K的质量分辨率，并配备双增益ADC检测器，可提供更⾼的灵敏度、动态范围及

亚ppm级质量精度，确保可靠的肽图分析。合规的waters_connect软件与UNIFI应⽤程序实现了⾃动化数据采集

、处理及报告，⽽⼀体化的⾃动⼯作流程进⼀步提升了LC-MS分析的可及性，使分⼦研究能够突破传统MS核⼼实

验室的限制，覆盖从早期到扩展阶段的产品表征。

实验

样品

沃特世mAb胰蛋⽩酶酶解标准品（P/N：186009126 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009126-mab-tryptic-digestion-

standard.html> ）⽤于在执⾏肽⽔平蛋⽩质分析时进⾏LC-MS性能基准测试并确保系统适⽤性。此冻⼲标准品含

有NIST参⽐物质8671（NIST mAb，⼀种由⿏细胞系表达的⼈源IgG1κ）的还原和烷基化胰蛋⽩酶酶解物。

为制备mAb样品，向含40 µg酶解物的样品瓶中加⼊200 µL超纯Milli-Q⽔，得到浓度为200 ng/µL的溶液。随后将

该样品稀释成⼀系列浓度，以评估⾊谱柱载样范围在2000 ng⾄0.002 ng之间的性能表现。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier UPLC系统（⼆元系统）

检测： UV 280 nm
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样品瓶： TruView™ LCMS认证12×32 mm螺纹⼝全回收样

品瓶，配有瓶盖和预切割PTFE/硅胶隔垫（

P/N：186005663CV）

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH™ C18, 1.7 µm 2.1 mm x 

100 mm（P/N：186009453）

柱温： 40.0 °C

样品温度： 6.0 °C

进样体积： 0.2~10 µL

流速： 0.250 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

质谱条件

质谱系统： Xevo MRT MS

模式： MSE碎裂模式下的全扫描

质量范围： 50~2000 m/z

极性： +ve

扫描速率： 2 Hz
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锥孔电压： 25 V

碎裂碰撞能量梯度： 25~50 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 400 °C

脱溶剂⽓流速： 800 L/h

⽑细管电压： 3.00 kV

结果与讨论

本研究在UPLC-Xevo MRT MS系统上采集NIST mAb酶解标准品的肽图分析数据，旨在评估整体⼯作流程性能并报

告特定的仪器功能（质量精度、质量分辨率和灵敏度）。在MSE数据⾮依赖型碎裂模式下采集数据，以分配肽并定

位所分配修饰的位点。

使⽤waters_connect UNIFI应⽤程序的肽图分析⼯作流程进⾏⾃动化数据处理，轻链和重链均实现了⾼序列覆盖

率（96% LC，98% HC），质量数误差容差⼩于1 ppm。图2、图3和图4展⽰了肽图分析实验的输出结果。

图2.处理后的NIST mAb酶解肽标准品基峰强度(BPI)⾊谱图
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图3.基于氨基酸序列的mAb胰蛋⽩酶酶解标准品序列覆盖率（轻链96%，重链

98%），质量数容差为亚ppm⽔平。

通过与NIST mAb的计算机模拟酶解结果⽐对，同时考虑⽅法中定义的修饰，⽣成的分配肽列表如图4所⽰。此列

表可以按强度、质量数容差和匹配碎⽚离⼦的数量进⾏筛选和排序。⾼排名的分配肽段均具有⼩于1 ppm的质量

数误差，并通过数据⾮依赖型MSE碎裂获得的⼤量b/y碎⽚离⼦进⼀步确认2,3,4。

图4.UNIFI肽图分析的鉴定结果，误差⼩于1 ppm。
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利⽤MSE进⾏肽图分析可以为蛋⽩质表征提供全⾯的数据集。与传统的数据依赖型采集⽅法不同，MSE采⽤数据⾮

依赖型采集，可在单次运⾏中捕获所有MS1肽离⼦对应的MS2碎⽚离⼦。该⽅法通过精确质量数碎⽚离⼦数据实

现⾼序列覆盖率，并通过MS1峰定量实现准确定量，且仅需单次进样。MSE⽅法能够常规、可重现地⽣成⺟离⼦和

碎⽚离⼦数据，使其成为蛋⽩质药物产品或原料药中肽离⼦分配、产品相关异构体和杂质相对定量的理想选择。

MSE的⽆偏倚特性甚⾄可对低丰度肽进⾏特征碎⽚确认，提升mAb表征的深度与重现性。

图5展⽰了DTLMISR肽的分析结果，其天然肽段与氧化变体均以亚ppm级质量精度检出。DTLMISR肽的氧化变体

洗脱时间较早（保留时间6.48分钟），⽽未修饰肽段为7.52分钟。⾼质量的MSE碎⽚离⼦谱图显⽰，y4、y5及⺟

离⼦均出现+15.9949 Da的质量数漂移，表明甲硫氨酸残基发⽣了氧化。

图5.氧化（上图）与未修饰（下图）DTLMISR肽的UNIFI鉴定结果和MSE谱图

图6展⽰了10次重复进样中T25糖肽(G0F)的响应叠加⾊谱图，⾊谱峰⾼度重叠，证明数据⾮依赖型LC-MSE肽图分

析⽅法与⽣俱来的重现性。⾊谱图显⽰10次进样中的UPLC⾊谱分离结果及LC-MS检测响应保持⼀致。图7进⼀步

展⽰了HC T25糖肽G0F在重复进样中的MS1总响应，强度RSD为1.5%。
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图6.NIST mAb酶解物10次重复进样的TOF TIC叠加图数据，证明了⾊谱分离结果与质谱

响应的重现性。

全⾯的蛋⽩质杂质分析⾄少需要四个数量级的动态范围，以满⾜胰蛋⽩酶解肽的不同电离势，并在较宽的相对浓

度范围内检测和定量修饰肽。图8的稀释系列显⽰了mAb酶解标准品在⾊谱柱载样为2000 ng、2 ng和0.02 ng（五

个数量级）酶解物时，选定肽的提取离⼦流⾊谱图及线性MS1响应（1000 ng~0.02 ng范围内呈线性）。
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图8.选定肽(ALPEPIEK)的定量结果表明，定量分析的动态范围覆盖五个数量级，线性校

准曲线的拟合值R²为0.999，RSD <10%。由于具有⾼灵敏度和线性MS响应，分析⼈员

能够可靠地追踪样品中的低浓度CQA。

定位和分析糖基化位点对于了解单克隆抗体(mAb)的⽣物活性、安全性和治疗效果⾄关重要。本⽂展⽰了Xevo 

MRT MS系统的肽图分析⼯作流程如何为NIST mAb标准品提供⼀致的糖肽MS响应，如图9所⽰，分配糖肽的质量

数误差⼩于1 ppm。这种⼀致性使我们能够观察到两个mAb批次间⽬标T25 Man5糖肽的不良Man5⽔平趋势变化

。
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图9.Xevo MRT MS系统的肽图分析流程能够可靠评估mAb糖基化的样品间变化。图中显

⽰了在UNIFI应⽤程序中，针对两个mAb批次的酶解物⾃动采集和处理重复数据后的数据

审查⾯板。组分表包含：序列信息、m/z和中性质量数、质量数偏差、%相对丰度以及

每个PTM的碎⽚离⼦信息。摘要图以简洁的⽅式呈现了所有样品中早期洗脱的Man5糖肽

峰的MS1强度。

结论

Xevo MRT质谱仪能够为肽类⽣物治疗药物的表征提供诸多优势，对产物变体及杂质实现⾼置信度的序列确认和分

配。其⾼性能的多反射⻜⾏时间(MRT)技术可提供亚ppm级质量精度，确保利⽤⺟离⼦和碎⽚离⼦数据实现可靠

的肽段分配；同时，其检测肽离⼦的有效质量分辨率接近100,000 FWHM，且不受扫描速度和m/z值影响，从⽽确

保在整个图谱范围内实现精准、可靠的分析物鉴定。

这种出⾊的MS检测性能辅以waters_connect信息学平台上UNIFI应⽤程序内简化的⾃动化合规⼯作流程，⽀持⼀

体化数据采集、处理、审查和报告，可从单个样品采集肽图分析数据，并涵盖更⼤样品组的汇总分析。

总体⽽⾔，Xevo MRT质谱仪可提供⼀个稳定⾼效的平台，能够提供可靠的实验结果，助⼒⽣物制药分析⼈员在⽣

物治疗药物的开发与商业化⽅⾯做出⾃信的决策。

如需了解更多信息，敬请访问Xevo MRT质谱仪 <https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-

spectrometry/mass-spectrometry-systems/xevo-mrt.html> 。
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