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生物制药行业正在发生一场革命，生物治疗药物是目前增长最快的医药行业细分市场，2018 年全球药物销售额排名前十的药品

中，生物治疗药物占据八席。赛默飞世尔科技作为科学仪器领域的世界领导者，在生物制药流程的每个阶段拥有创新的解决方案，

加速新药从发现、开发、临床研究、生产及质量控制进程，并降低运营成本，实现高效生产。

从早期研发、表征分析、工艺优化到 CMC、QC 分析，生物制品在每一个环节均存在着极其复杂的不确定性，为准确监控整个

生物制药过程中可能存在的变化，赛默飞解决方案提供稳定准确的分析方法，为您的药品申报上市保驾护航。

药物发现 药物开发 临床前和临床药物检测  药品质量监控

Thermo Fisher Scientific 提供极其广泛的平台和解决方案组合，可满足您自药物发现到 QA/QC 的各种分析需求。无论是为促进

疗效而筛选克隆抑或了解抗体糖基化模式的完整表征，我们均可提供解决方案。

分析应用的理想平台

UHPLC
色谱柱

LC Orbitrap 质谱仪 数据分析平台

我们拥有尽可能广泛的

色谱柱，适用于生物制

品的分离和鉴定，包括

独特的高特异性多模色

谱柱（如 GlycanPac）。

使用快速、灵活、宽范

围 的 Thermo Scientific 

UHPLC 系统及新一代 

Vanquish 系 列 UHPLC

可以提高液相色谱分离

效率。

采用业界一流的Orbitrap

技术，快速分析高度复

杂的蛋白质（如单克隆

抗体），获取超乎想像

的细节信息。

源于客户，服务于客

户，专为生物制药客户

打造的一站式数据解析

平台。

BioPharma FinderTM 3.2
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细胞株 生物反应器条件 稳定性

SEC, IEX, RP-HPLC, HILIC, HIC 分析模式

Vanquish Flex 系统和 MabPac 色谱柱

Folding/misfolding

Cysteine pairing 
(S-S Bridges)

Sequence

Impurity

Charge variants

Amino acid 
substitutions

Aggregation

Deamidation

N/C-terminal 
modifications

 Oxidation

肽谱

反相

聚集体分析

SEC

电荷变异体

IEX

完整蛋白

反相，HIC

糖苷分析

HILIC 混合模式 LC

确证序列

重现性

峰容量

高盐条件生物

兼容 , 低扩散

重现性

生物兼容

选择性

生物兼容

梯度分离和

温控性能
梯度分离能力

UV and UV-MS UV (UV-MS) UV UV 和 UV-MS FLD,FLD-MS,CAD

检测单体和

聚集体

检查抗体样品

的电荷变异
检查抗体的纯度

检测糖苷与

其结构

生物发酵工艺控制 生物制药表征

药代动力学分析

糖型分析

完整蛋白分析（变性、非变性）

高分辨质谱用于 QC 分析

肽图分析

亚基分析

HCPs 的鉴定和定量

蛋白高级结构分析
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INTACT

There remains a need to characterize biotherapeutic proteins in the intact 
level, particularly where there is likelihood of structural information such 
as isomerism that may not be observed by other techniques. It is also 
important in some of the novel biotherapeutic classes such as ADCs. 
Our range of hydrophobic interaction chromatography (HIC) columns are 
particularly well suited to the characterization of ADCs, allowing drug-to-
antibody ratio (DAR) determination in minutes.
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表征分析

一级结构分析：完整分子量

在药物开发和生产的所有阶段都必须进行生物药充分表征。在药物开发过程中，液相色谱 

- 质谱（LC-MS）用于通过细胞系产生的单克隆抗体（mAbs）的结构表征，其主要目标是

确证抗体分子结构，保证药物安全、有效，同时筛选目标单克隆细胞群。在整个生产过程中，

需要持续监测制剂中抗体药物结构和成分，以评估批次放行所要求的纯度和异质性。

完整分子量测定是蛋白类药物产品（如单抗、抗体药物偶联物）研发与质控中最先进行的

分析项目，通过实测值和理论值的比较，能够快速、准确的判断蛋白类药物分子量以及和

小分子药物平均偶联比（DAR）是否正确。

mAbs 和 ADCs 需要

进行完全表征，包括

糖型、更高级结构以

及 PTMs。

我们的多种 HIC 色
谱 柱 尤 其 适 用 于 
ADCs 的表征，数分

钟内即可完成 DAR 
的测定。

Vanquish UHPLC 具 有

生物相容性流路且其合

规性经过认证；与市场

领先的质谱仪、荧光检

测系统及电雾式检测器

无缝集成；简单方便

的一键式工作流程， 
AppsLab 在线数据库和

Viper 接头，操作简易。

100 ng mAb 利妥昔单抗的质谱分析。（A）
使用了 Thermo Scientific MSPac DS-10 除盐 
Cartridge 的液相色谱图；（B）去卷积光谱

图和带注释的糖链异质体。

ESI-Orbitrap MS（电喷雾离子化 - 静电

场轨道阱质谱）已经成为的测量分子量

最常用方法之一，包括完整分子量测定，

切 N 糖后分子量测定，轻重链分子量测

定，抗体 - 化学药物偶联物（ADC）分

子量及 DAR（Drug to Antibody）值分

析等。在 ESI（电喷雾离子化）条件下，

蛋白分子信号落入 2000-4000m/z 范围

内。在此质荷比区域内，Orbitrap 分辨

率可达几万，可从容进行此项分析。
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使用 Q Exactive 系列高分辨质谱对 ADC 与 mAb 进行变性及非变性条件下分子量测定

随着生物制药工业的发展，通过将单克隆抗体的二硫键打开，由此在半胱氨酸的自由巯基上偶联小分子药物的 ADC 越来越多。该

ADC 在传统的变性质谱条件下会解离成抗体片段，无法测定完整蛋白的分子量。非变性质谱（Native MS）是近年来不断发展和推

广的新兴分析技术，可以在保持蛋白非共价作用力条件下进行分子量测定。

Thermo Scientific Q Exactive Plus Biopharma 质谱仪在保持 Orbitrap 超高分辨质谱平台优点的基础上，对 mass range 做了进一步扩展，

新增的可选项 High Mass Range Mode（HMR Mode）m/z 上限可至 8000，该平台包括三种不同分析模式（Standard Mode、Protein 

Mode 及 HMR mode），可覆盖生物制药领域的表征全流程。 

Q Exactive Plus Biopharma质谱平台与体积排阻色谱串联，方便快捷的测定非变性条件下 ADC 样品，尤其是 Cys 偶联样品的分子量。

图 3. 变性条件下 Cys 偶联 ADC 分子量测定结果

图 4. 变性条件下 Cys 偶联 ADC 去卷积后结果

表 4. 变性条件下测定 Cys 偶联 ADC 组分列表（Top 10）

图 5 图 4 中主峰附近局部放大图

图 6A 非变性质谱条件下测定 ADC 分子量原始谱图（R=17500）

图 6C 图 6A 局部放大（R=17500，m/z=2500~5000）

m/z

上图为变性条件下 ADC 样品原始谱图，在此实验条件下

ADC 内部的非共价结合被破坏，主要以 1/2 ADC 的形式

存在，其质谱峰主要分布在 m/z=1000~2600 的范围内；

另外，在 m/z=2600~3600 范围内还有少量共价结合的

intact ADC 分布。

对图 3 中的原始数据进行去卷积处理，结果如图 4 所示。

由于该药物为 Cys 偶联的 ADC，所以在变性条件下可以

发现大部分都以 1/2ADC 的形式存在。

Average 
Mass

Intensity
Delta 
Mass(Da)

Relative 
Abundance
（%）

Fractional 
Abundance
（%）

Remark

76795.06 47953788 0.00 100.0000 24.6075 G0F+2drugs

76955.98 18941658 160.92 39.4998 9.7199 G1F+2drugs

76747.82 16500266 -47.24 34.4087 8.4671

76848.35 5166368 53.29 10.7736 2.6511

74904.36 4922857 -1890.70 10.2658 2.5262

76670.55 3368071 -124.51 7.0236 1.7283

77120.35 3098310 325.29 6.4610 1.5899 G2F+2drugs

74686.87 3073333 -2108.20 6.4089 1.5771

73400.74 2802953 -3394.32 5.8451 1.4383

75344.38 2705693 -1450.69 5.6423 1.3884

下表中列出了在变性条件下对 Cys 偶联的 ADC 进行分子

量测定含量排名前十的组分解析结果。

3.2 非变性质谱实验结果

在 Q Exactive Plus Biopharma 平台上对 mAb 和 ADC 样品

分别进行非变性质谱条件下的分子量测定，实验结果如下：

观察主峰附近，可发现含量最高的组分（MW=76795.06）

为 G0F+2 drugs，G1F+2 drugs，G2F+2 drugs 也可以清

楚观察到。

m/z

m/z

在 17500 分辨率下测定 ADC 样品分子量（图 6A），发现

仍有少量 1/2 ADC 形式存在的样品 (m/z=2500~5000)，但

主要以 intact ADC 的形式存在（m/z=5000~7000），说明

在该离子化条件下，虽然仍存在较小部分的非共价键破坏，

但 ADC 大部分还是以非共价键连接的完整形式存在。

Mass

Mass

图 1. 变性条件下 Cys 偶联 ADC 分子量测定结果 图 2. ADC 样品解卷积结果（R=17500，m/z =5000~7000）

将 1/2 ADC（m/z=2500~5000）部分放大观察（图 6C），

同样可见偶联了不同药物与不同糖型的簇峰分布。

对 1/2 ADC 样品进行去卷积处理，得到结果如图 7B 所示，

主要是偶联了两个小分子药物的 G0F/G1F/G2F 三种不同糖

型。

将 1/2 ADC（m/z=2500~5000）部分放大观察（图 6C），

同样可见偶联了不同药物与不同糖型的簇峰分布。
在 35000 分辨率下测定 ADC 样品分子量，发现仍有少量 

1/2 ADC 形式存在的样品 (m/z=2500~5000)，但主要以 

intact ADC 的形式存在（m/z=5000~7000）。

将 intact ADC（m/z=5000~7000）部分放大观察（图 8B），

可见偶联了不同药物与不同糖型的簇峰分布。

图 7A 为 17500 分辨率下，对原始数据m/z=5000~7000 范

围内解卷积得到的结果，可见 ADC 样品主要以偶联了 4 个

小分子药物的形式存在，也有偶联了 3 个小分子药物的峰

被检测到。偶联了 4 个小分子药物的 ADC 理论分子量应为 

145380Da 左右，由图 7A 中不难发现实测值与理论分子量

有较大误差，因为非变性状态下，样品可能与溶剂等有粘

附效应，17500 分辨率下不足以将样品与干扰峰分离开，

造成质量偏差。

m/z m/z

m/z

m/z

图 6C 图 6A 局部放大（R=17500，m/z=2500~5000） 图 8A 非变性质谱条件下测定 ADC 分子量原始谱图（R=35000）

图 8B 图 8A 局部放大（R=35000，m/z=5000~7000）

图 8C 图 8A 局部放大（R=35000，m/z=2500~5000）

图 7A ADC 样品解卷积结果（R=17500，m/z=5000~7000）

图 7B ADC 样品解卷积结果（R=17500, m/z=2500~5000）

Mass

Mass
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单克隆抗体亚基分析：质谱的高分辨率（R=140,000）可实现同位素峰基线分离

单抗经过 Ides 酶切再还原可得到 scFc，LC 和 Fd，亚基，分子量约在 23~25kDa，MabPac RP 色谱柱对单抗、轻重链和亚基的

分离具有非常优异的表现（如下图），配合 Orbitrap 超高分辨率（140K）能够实现同位素峰基线分离的高质量原始谱图，从而

能得到高度准确的结果，为生物药表征提供了一个强有力的分析工具。

图 3. 非变性质谱条件下测定 ADC 分子量原始谱图（R=35000）

图 5. 非变性条件下 mAb 样品原始谱图（R=35000） 图 6. 非变性条件下 mAb 样品去卷积后结果（R=35000）

图 4. ADC 样品解卷积结果（R=35000，m/z =5000~7000）
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将 1/2 ADC（m/z=2500~5000）部分放大观察（图 8C），

同样可见偶联了不同药物与不同糖型的簇峰分布。

使用 17500 分辨率在非变性条件下对 mAb 样品进行分

析，可得到糖型均实现基线分离的高信噪比原始谱图，主

要分布在 m/z=5000~7000 的范围内。

使用 17500 分辨率分析 mAb 样品，发现实测分子量与理

论分子量有较大偏差，推测是由于 native 状态下溶剂聚合

效应等较严重，低分辨率下不足以将样品峰与杂质峰分离

开。

观察图 9A 中解卷积结果，可见与 R=17500 时相比，使用

35000 分辨率分析样品，由于分辨率的提高，可以更好排

除干扰，测得分子量也更精确。样品中主要以结合了 4 个

小分子药物的形式存在，也有部分结合了 3 个小分子药物

的峰被观察到。

对 1/2 ADC 样品进行去卷积处理，得到结果如下，主要是

偶联了两个药物的 G0F/G1F/G2F 三种不同糖型。

为何在不同分辨率时测定的分子量会有差异？从图 10 中可

以看出，当使用较低分辨率（R=17500）时，无法将样品

峰与杂质峰（如溶剂加合峰等）分开，造成测量结果有较

大偏差；随着分辨率的提高，样品中的各个组分被精确分离，

测得分子量的精确度也随之提高。

图 9A ADC 样品解卷积结果（R=35000，m/z=5000~7000）

图 11 非变性条件下 mAb 样品原始谱图（R=17500）

图 12 非变性条件下 mAb 样品去卷积后结果（R=17500）

表 5 非变性条件下 mAb 样品组成（R=17500）

图 9B ADC 样品解卷积结果（R=35000，m/z=2500~5000）

图 10 R=17500 与 R=35000 时原始数据对比

R=17500 R=35000

m/z

Mass

Mass

Mass
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图 13 非变性条件下 mAb 样品原始谱图（R=35000）

图 14 非变性条件下 mAb 样品去卷积后结果（R=35000）

表 6 非变性条件下 mAb 样品组成（R=35000）

m/z

Mass

使用 35000 分辨率对 mAb 样品进行分析，如图 13 所示，

主要分布在 m/z=5000~7000 的范围内。

从上表中不难发现，当使用 35000 的分辨率时，对于含

量最高的前四个糖型，其实测分子量与理论分子量的偏差

均在 10 ppm 之内。

使用 35000 分辨率分析 mAb 样品，可见实测分子量与理

论分子量偏差大大减小，说明由于分辨率的提高，可以将

样品峰与杂质峰分离开。

四、讨论

在本实验中，我们在 Q Exactive 系列高分辨质谱平台上，

分别采用变性质谱条件和非变性质谱条件，对 Cys 偶联的 

ADC 和与之对应的 mAb 样品进行了分子量测定。在变性

质谱平台上，mAb 的分子量可以得到精确解析，ADC 样

品由于其非共价结合被破坏，被检测到的主要是 1/2ADC 

形式，可观察到其典型的糖型与小分子药物偶联分布。

在非变性质谱实验中，将体积排阻色谱与 Q Exactive Plus 

Biopharma 高分辨质谱平台联用，使用其专为完整蛋白

分析所设置的 HMR（High Mass Range）模式对 ADC 及 

mAb 样品进行分子量测定，可在保持 ADC 非共价结合的

状态下测定其分子量与糖型、偶联不同药物的分布；实验

中使用了 17500/35000 两档分辨率，发现随着分辨率的

提高，可以将样品峰与杂质峰分离开，从而更准确的测定

样品分子量。

通过本实验不难得知，基于 Orbitrap 技术的 Q Exactive 

Plus Biopharma 质谱平台，在完成常规肽图分析、变性质

谱条件下测定蛋白分子量的同时，还可以与体积排阻色谱

串联，方便快捷的测定非变性条件下 ADC 样品，尤其是 

Cys 偶联样品的分子量。
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图 13 非变性条件下 mAb 样品原始谱图（R=35000）

图 14 非变性条件下 mAb 样品去卷积后结果（R=35000）

表 6 非变性条件下 mAb 样品组成（R=35000）

m/z

Mass

使用 35000 分辨率对 mAb 样品进行分析，如图 13 所示，

主要分布在 m/z=5000~7000 的范围内。

从上表中不难发现，当使用 35000 的分辨率时，对于含

量最高的前四个糖型，其实测分子量与理论分子量的偏差

均在 10 ppm 之内。

使用 35000 分辨率分析 mAb 样品，可见实测分子量与理

论分子量偏差大大减小，说明由于分辨率的提高，可以将

样品峰与杂质峰分离开。

四、讨论

在本实验中，我们在 Q Exactive 系列高分辨质谱平台上，

分别采用变性质谱条件和非变性质谱条件，对 Cys 偶联的 

ADC 和与之对应的 mAb 样品进行了分子量测定。在变性

质谱平台上，mAb 的分子量可以得到精确解析，ADC 样

品由于其非共价结合被破坏，被检测到的主要是 1/2ADC 

形式，可观察到其典型的糖型与小分子药物偶联分布。

在非变性质谱实验中，将体积排阻色谱与 Q Exactive Plus 

Biopharma 高分辨质谱平台联用，使用其专为完整蛋白

分析所设置的 HMR（High Mass Range）模式对 ADC 及 

mAb 样品进行分子量测定，可在保持 ADC 非共价结合的

状态下测定其分子量与糖型、偶联不同药物的分布；实验

中使用了 17500/35000 两档分辨率，发现随着分辨率的

提高，可以将样品峰与杂质峰分离开，从而更准确的测定

样品分子量。

通过本实验不难得知，基于 Orbitrap 技术的 Q Exactive 

Plus Biopharma 质谱平台，在完成常规肽图分析、变性质

谱条件下测定蛋白分子量的同时，还可以与体积排阻色谱

串联，方便快捷的测定非变性条件下 ADC 样品，尤其是 

Cys 偶联样品的分子量。RT: 0.00 - 15.01
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将 z=29 的簇峰放大，可见

电荷态被准确识别，相邻

同位素峰间得到基线分离，

信噪比高，谱图干净。
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TKPREEQFNSTFR 2+ 
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在肽图分析之

前，通常需要

将蛋白质酶解。

Thermo ScientificTM SMART 
DigestTM 试剂盒专用于需

要重复性好、灵敏度高和

分析快速的生物制药应

用，对于常规高通量工作

流程，完成酶解时间少于 
60 分钟。

UV 和 MS 检测

均广泛用于肽图

分析。

Acclaim RSLC 120 
C18 是色谱柱的最

佳选择。它基于超

纯硅胶基质且金属

含量极低，减少拖

尾效应，峰形尖锐、

对称。

Vanquish Flex 流路耐

压能力极高，确保高

峰容量、保留时间稳

定性及峰面积精度，

非常适合肽图分析。

使用高分辨质谱来

完成肽精细结构的

最终表征。

INTACT

There remains a need to characterize biotherapeutic proteins in the intact 
level, particularly where there is likelihood of structural information such 
as isomerism that may not be observed by other techniques. It is also 
important in some of the novel biotherapeutic classes such as ADCs. 
Our range of hydrophobic interaction chromatography (HIC) columns are 
particularly well suited to the characterization of ADCs, allowing drug-to-
antibody ratio (DAR) determination in minutes.
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1

P7序列覆盖度图

软件自动给出序列覆盖图

一级结构分析：肽图分析
肽图分析是生物治疗药物表征过程中的关键步骤。通过“自下而上”的分析流程将蛋白类药物经蛋白酶消化成多肽，利用 LC-MS

鉴定多肽氨基酸的组成，从而判断完整蛋白药物的氨基酸组成与预期是否一致，以及实现蛋白翻译后修饰的鉴定和相对定量。

从药物发现和开发到临床试验阶段再到生物生产和 QA/QC，肽图分析仍然是关键分析方法。我们提供创新技术的独特组合，包

括从头到尾的工作流程，旨在实现快速、可靠、可重现和易于使用的方法。

赛默飞与世界级制药领军企业 Amgen 联合开发了 Biopharma Finder 软件，其功能设计最初来源

于分析人员的实际需求，除最基本的肽段氨基酸序列确认、覆盖率分析、修饰位点鉴定与定量、

二硫键的确证并发现错配、CID/HCD/ETD 碎片解析等功能外，Biopharma Finder 还独具二级碎片

离子的强度预测、未知修饰发现、氨基酸突变查找功能。此外，Biopharma Finder 还有更多贴心

功能设计，如 CHO 和 Human 细胞系的 N、O 糖型库，便于完整分子量、糖肽分析；再如，除具

有肽段鉴定可信度评价功能外，还可智能显示多肽的理论质谱碎片，并用于与实验图谱直观对比，

以辅助分析。这些功能不但减少工作强度，也降低了对分析员理解质谱数据深度的要求。对于氨

基酸固定修饰设置，不同于其它类似软件（只可精确至某一类氨基酸），Biopharma Finder 可以

精确到特定的某个氨基酸位点。对于蛋白药的某些特殊分析需求提供了极大的便利。

Herceptin 单抗药肽图分析

以 Herceptin 单抗药肽图为例，经 Trypsin 单一酶切后，轻松实现 100% 氨基酸序列覆盖度，同时实现对低丰度翻译后修饰的准

确定性和定量。
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P6

二硫键还原样品轻松实现 100% 序列覆盖
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P6

NL: 2.12E9

Proteins Number of MS Peaks MS Peak Area Sequence Coverage Abundance（mol）
1：LC 476 25.6% 100.0% 41.90%
2：HC 1168 62.4% 100.0% 58.10%

14 15
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735.5811 m/z 
Precursor Ion 
2937.2853 Da 

 
  

TKPREEQFNSTFR 2+ 

820.4171 m/z 

G0 

30 min 梯度 
0.4mL/min
600 bar

20 min 梯度 
0.4mL/min
600 bar

13 min 梯度 
0.6mL/min
850 bar

使用 30、20 和 13 分钟梯度

时，对利妥昔单抗进行肽图

分析时所得的 m/z 质谱图。

利妥昔单抗糖肽 aa 290-302
（TKPREEQFN*STFR,*=G0）
的 MS/MS  光谱。

包含二硫键的样品也可在胰酶单酶切的情况

下实现 100% 序列覆盖

Proteins Number of MS Peaks MS Peak Area Sequence Coverage Abundance（mol）
1：LC 562 23.0% 100.0% 34.26%
2：HC 1233 51.3% 100.0% 65.74%
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RT: 20.09 - 29.35 SM: 7G
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Deamidation 比例为 0.2%

3ppm 进行精确提取一级质量

获得高可信度的糖肽定性与相对定量结果

糖肽在 HCD/CID 中产生很强的糖肽特征碎片离子，m/z 138.0545, 204.0867, 366.1396，以及特征的 Y1 等离子；

BioPharma Finder软件中自带近 182种CHO细胞系N-glycan糖型；带有 39种Human N-glycan糖型；带有 16种O-glycan糖型；

并准确计算其相对含量

P7

File：03  Naked  Reduced  01
TIC：1.95e+007 Predicted（+3，w=1.6，r=35000，p-value=3.93e-005，Similarity to 
Experimental=8.47e-001，QExactivePlus）

File：03  Naked  Reduced  01
T：FTMS+p ESI d Full ms2 802.9846@hcd28.00[110.0000-2475.0000]
TIC：1.61e+006 Experimental=（+3，w=1.6，r=35000，QExactivePlus）

NL：
3.73E6

NL：
2.81E5

P7

predicted 
spectra

predicted 
spectra

P7

P7

软件自动提供柱状图展示同一糖型在不同样品中含量对比，直观易读

一级结构分析：翻译后修饰分析

Orbitrap 可以保证高灵敏和高分辨同时兼得；对低至 0.2% 的翻译后修饰仍能获得精确的质量和丰富的二级碎片离子谱图；

BioPharma Finder 软件则根据多肽的一级峰面积自动准确的计算出翻译后修饰比例；

Average Structural Resolution=1.3 residues

2

P8—Fragment Coverage Map
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2

P8—Fragment Coverage Map
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低丰度成分同样具有丰富的二级碎片离子
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A2G0F 比例为 39.3%, 碎裂离子如下

A2G2F 比例为 8.2%, 碎裂离子如下

A2G1F 比例为 38.3%, 碎裂离子如下

A2G0 比例为 4.2%, 碎裂离子如下

• BioPharma Finder软件中自带近182种CHO细胞系N-glycan糖型；

• 带有 39 种 Human N-glycan 糖型；

• 带有 16 种 O-glycan 糖型；
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一级结构分析：糖型分析
糖基化对蛋白药物的疗效、稳定性、免疫原性具有重要的影响。以单克隆抗体为例，如果出现 N- 糖型以外的糖型，则会影响免

疫原性或半衰期，需要避免；另一方面，可以细胞工程及分子生物学技术，提高一些 N- 糖型的含量，以增强 ADCC，CDC，

Anti-inflammatory 等效能。寡糖为非模板合成，并呈树状结构，其结构极其复杂，仅由 6 种单糖组成的寡糖链，其理论结构即达

到惊人的 1012 种。这就要求用于寡糖的分析设备具有强悍的分析性能。赛默飞开发了一系列简单、高效的液相色谱 - 质谱表征

方法，涵盖了从糖链结构分析、到糖基化位点鉴定、再到糖肽解析的完整分析流程。
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CAD
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多种表征技术包括

游离聚糖、糖肽或

完整蛋白质等都是

可以实现的。

可对聚糖进行标记

以使检测更为方便，

一个典型的例子就

是进行荧光标记，

然后通过荧光检测

器进行检测。

GlycanPacTM 色谱柱

是混合模式的色谱

柱，如 GlycanPacTM 
AXR-1 mixed-mode, 
利用电荷、异构体结

构、分子大小的差异

进行分离。

Vanquish Flex 系统配

荧光检测器，即使在

浓度极低的情况下，

该检测器仍能完美标

记聚糖。对于未标记

的聚糖分子，系统还

配置了 CAD 检测器。

寡糖链分析

糖链常用的分析方法有：液相色谱法、毛细管电泳法和高效阴离子交换色谱法。其中，液相色谱法为当前最常用的分析方法，主

要采用 HILIC 色谱柱和赛默飞独有的 GlycanPac AXH-1 色谱柱进行分离，90% 以上的糖链分析都使用此方法。

高效阴离子交换色谱法一般与脉冲安培检测器联用（HPAE-PAD）对寡糖进行检测。通常 LCMS 的方法要求将糖链衍生化后再进

行分析，样品前处理耗时长，操作复杂。而 HPAE-PAD 可以直接分析未衍生化的糖链，避免样品在标记过程中唾液酸的降解，

减少了前处理的步骤和样品前处理的时间。

单克隆抗体 N- 糖链 (a) LC-MS/MS 完整分析流程 , (b) IC-MS 分析流程 ED 安培检测器和 MS 检测 N- 糖型结果

前言
糖基化对蛋白药物的疗效，稳定性，

免疫原性具有重要的影响。以单克

隆抗体为例，常见的N -糖型主要为

G0F、G1F、G2F、G1F-GlcNAc、G0F-

GlcNAc等；如果出现OligoMan、Gal-

a-1,3-Gal、NGNA、Xyl-1,2 Fuc-1,3等

糖型，则会影响免疫原性或半衰期，需

要避免；另外，可以通过细胞工程及分

子生物学技术，提高A-Fuc，GlcNAc bi

secting，G2F，Hyper Sialyation(NAN

A)的含量，以增强ADCC，CDC，Anti-

inflammatory等效能。寡糖为非模板型合

成，并呈树状结构，其结构极其复杂，

仅由6种单糖组成的寡糖链，其理论结

构就可达到1012种，因此要求用于寡糖

的分析设备具有强悍的分析性能。

糖链常用的分析方法有：液相色谱法、

毛细管电泳法和高效阴离子交换色谱

法。其中，液相色谱法为当前最常用的

分析方法，主要采用HILIC色谱柱和赛默

飞独有的GlycanPac AXH-1色谱柱进行

分离，90%以上的糖链分析都使用此方

法。高效阴离子交换色谱法一般与脉冲

安培检测器联用（HPAE-PAD）对寡糖

进行检测。 

IC与Q Exactive高分辨质谱仪联用
实现未标记IgG N-糖链的鉴定
陈兵，韩春霞 赛默飞世尔科技（中国）有限公司

关键词： 
Q Exactive；离子色谱；未标记；N-糖链 

图1. 单克隆抗体N-糖链 (a) LC-MS/MS完整分析流程, (b) IC-MS分析流程

糖基化位点分析

糖基化位点的发现与确证对质谱的分辨率与灵敏度具有较高要求。Orbitrap 由于具有超高分辨率和超高灵敏度，无论对于单抗等

纯蛋白样品、还是全细胞蛋白等复杂样品，都是是糖基化位点表征的最佳工具。目前糖基化位点最大的数据集，共从小鼠组织与

血浆中注释了 6367 个糖基化位点。该实验采用用 PNGase F 释放糖链并标记 18O 方法，使用 Orbitrap 鉴定糖基化位点，共鉴定

到 6367 个位 13 点，其中 5753 个位点是没有记载的新位点。该研究对糖蛋白的研究具有重要意义，也展示出了 Orbitrap 超群的

性能。在相对简单的抗体及其他蛋白药物糖基化位点表征中，Orbitrap 更可毫无疑问地胜任此工作。

FLD

CAD

Page 11
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二级结构分析：二硫键的确证及发现错配
二硫键对于稳定蛋白质药物的空间结构，保持其活性具有重大的作用。而在蛋白质药物的生产过程中，由于成本控制的需求，往

往追求较大的蛋白质表达浓度，而使发生二硫键错配 (disulfide scramble) 的可能性有所上升。因此，二硫键的连接确证成为蛋白

质药物质量表征的必须环节。串联质谱在灵敏度、准确性、操作性等多方面独具优势，已经成为二硫键表征的主流方法。

BioPharma Finder 软件根据多肽的一级精确质量（Orbitrap 一般测定质量偏差最多在±5ppm 内）和二级碎片离子的丰富度（每

条多肽至少 50% 的氨基酸有相应的 b、y 碎片离子），检索二硫键的正配和错配。

QC_Smart_digest_Unreduced #12407 RT: 43.08 AV: 1 NL: 8.29E5
T: FTMS + p ESI Full ms [200.0000-2000.0000]
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一级质量偏差 0.09 ppm
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丰富的二级碎片离子

Fragment Coverage Map

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK/THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK [2ss]（7+）

Average Structural Resolution=1.1 residues

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
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b23-2H20[5+]（1010.9）

b7[3+]（1156.9）
b14-2H20[5+]（822.8）

b5-2H20[5+]

y12++（657.4）

y20-3H20[6+]（341.2）
y18-H20[4+]（470.3）

y17++（912.0）
y15-2H20[6+]（26.12）

y14++（742.4）
y13++（742.4）
y11++（628.9）

y10（1159.7）
y9（1072.7）
y8（973.6）
y7（826.5）
y6（713.4）
y5（566.4）
y4（469.3）

y1-H20
y2

y3

b3
b2

y19++（996.6）

Color Code for lon Intensity
＞ 1.1e+05 ＞ 4.7e+04 ＞ 1.9e+04 ＞ 7.8e+03 ＞ 3.2e+03

以铰链区为例

碎片覆盖图
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蛋白高级结构解析：氢氘交换质谱解决方案

蛋白质在天然状态下，侧链氨基和骨架上的氢原子是相对不稳定的。当蛋白质溶解在溶液中，蛋白质的氢原子通过会与溶解中的

氢原子进行交换。氢氘交换质谱（HDX-MS）就是利用了这个现象，将蛋白质中的氢置换成氘水溶液中的氘原子。氢氘交换的速

率揭示了溶剂中氘原子进入蛋白质特定区域能力的强弱，这个信息能够被用来解释蛋白质的三维结构和构象信息。除此之外，

HDX-MS 还能够提供蛋白 - 蛋白或者蛋白 - 受体相互作用位点以及翻译后修饰引导的构象变化信息。

氧化修饰对抗体空间结构的影响

• Her/Her 变异样品大部分区域的氘吸收行为非常相似

• 局部含有氧化的甲硫氨酸，表现出不同的氘吸收动力学

• 当甲硫氨酸的 SCH3 末端被氧化成 SOCH3 或 SO2CH3 时，它更易于进行溶剂交换

HDX MS 工作流解决方案

Chronos DCMS Link Xcalibur

• 机械臂进行自动化批量
样品操作

• 控温封闭的样品反应室

• 可编辑的 Chronos 软件

• 结合 Xcalibur 软件

• 高分辨率 - 特异性

• 快速扫描 - 更多的数据
扫描点

• 高质量精度 - 精确的定
量氘吸收

• 多种碎裂方式 - 提高多
肽或蛋白氨基酸序列覆
盖度

• 二元快速分离微流
量泵

• 三元灵活流速和溶
剂选择加载泵 • Top-down/bottom-up 

HDX 质谱数据分析的
完整软件解决方案

Herceptin

Herceptin Variants
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生物制品的纯度和杂质分析

电荷变异体分析

电荷异构体分析是生物治疗蛋白质药物的一项监管要求。这些大的异质分子在生产过程中历经多种酶促翻译后修饰，例如糖基化

和 Fc 段赖氨酸切除。此外，在纯化和储存过程中可发生多种化学修饰，例如氧化和脱酰胺。蛋白质电荷的均一性对蛋白药物结

构、稳定性、亲和力和疗效有着非常重要的影响。离子交换电荷异构体分析是一种高分辨率技术，在分析这些异构体时非常有用。

ICH Q6B 等法规中规定使用蛋白质电荷异构体图谱分析法。

抗体变异体具有不同的

电荷状态，因此可以使

用 IEX 根据电荷的差异

进行分离。

使用缓冲溶液 Kit 使得 
pH 梯度方法的建立和完

成非常简单。

ProPac WCX- 单抗电荷变

异体分离金标准。

对于常规高通量离子交换

色谱法，无论是一般梯度还

是陡梯度， Vanquish Flex 
UHPLC 系统都能够提供快

速、稳定、可靠的服务，并

且样品容量是许多 UHPLC 
系统的两倍。

使用 MAbPac SCX-10 时，单克隆

抗体的通用线性 pH 梯度分离。

使用 ProPac WCX-10 监测核糖核

酸酶脱氨基作用的优化盐梯度。 pH- 梯度 用于单抗电荷变异体分析

使用短柱的 pH- 梯度通用筛选方法

离子交换色谱 pH 梯度洗脱 不同 mAbs 电荷变异体分离

+
+

+

-
+

-

-

-

-

-

-

-

+

pH Gradient

lon Exchango Chargo

0.50 5.00 10.00
min

m
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U

bevacizumab

cetuximab

infliximab

trastuzumab

P12

色谱柱 : MAbPac SCX-10 RS, 5 µm
规格 : 2.1 × 50 mm

pH 梯度 : 0% B to 100% B, 10 分钟

0.50 5.00 10.00
min

m
A
U

bevacizumab

cetuximab

infliximab

trastuzumab

P12

~ 480 bar!

pH = 6.4-6.8
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使用 ProPac WCX-10 监测核糖核酸酶脱氨基作用的优化盐梯度。

使用 MAbPac SCX-10 时，单株抗体的一般线性 pH 梯度分离。

电荷变异体的识别和分离过程快

速而有效。相较于盐梯度系统，pH 梯

度系统更加稳定可靠。MAbPac SCX-10 

采用无孔薄膜树脂，具有高分辨率，

可分离仅有一个电荷差异的单克隆抗

体变异体。

电
流

 [p
A]

电
流

 [p
A]
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使用 ProPac WCX-10 监测核糖核酸酶脱氨基作用的优化盐梯度。

使用 MAbPac SCX-10 时，单株抗体的一般线性 pH 梯度分离。

电荷变异体的识别和分离过程快

速而有效。相较于盐梯度系统，pH 梯

度系统更加稳定可靠。MAbPac SCX-10 

采用无孔薄膜树脂，具有高分辨率，

可分离仅有一个电荷差异的单克隆抗

体变异体。

电
流

 [p
A]

电
流

 [p
A]

pH 5.6 pH 10.2
0→ 100 %B 

十分钟
0.45 mL/min

18→ 27 %B 
0.8 分钟

1.2 mL/min
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pH = 5.6-10.2 pH = 6.5-7.4

~ 480 bar!

pH = 6.4-6.8

基于 Orbitrap Fusion Lumos 平台的简单快速抗体药物天冬氨酸异构化解析

与小分子药物相比，单抗药物更易在生产、运输和储存的过程中，发生各种翻译后修饰的变化，影响药物分子的稳定性，同时影
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图 3. 肽段 VVSVLTVLHQDWLNGK 的二级碎片谱图

图 4. 肽段 VVSVLTVLHQDWLNGK 二级碎裂谱图中 c13 和 c13+57 两个
特征碎片离子的放大图

图 5. 肽段 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK 的二级碎片谱图

图 6. 肽段 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK 二级碎裂谱图中 c13 和 
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4. 结论

本文基于最新的三合一超高分辨质谱 Orbitrap Fusion Lumos

分析平台 , 采用 ETD 碎裂方式，建立了天冬氨酸异构化质

谱解析方法，为单抗药物的准确、快速、精细解析提供了可

靠的分析手段，尤其当一些药物质控分析中出现异常电荷异

质性或药物异常降解时，可以进行肽图水平的精确质谱分析。
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了异构化，我们可以观察到 c13 和 c13+57 两个特征碎片离

子，如图 6 所示，因此可以准确确定天冬氨酸异构化的发生。

同样由于色谱分离度不够，因此无法进一步的定量分析。
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0→ 100 %B 
in 10 minutes
0.45 mL/min

20→ 40 %B 
in 5 minutes
0.45mL/min

18→ 27 %B 
in 0.8 minutes

1.2 mL/min

图 1. 肽段 VVSVLTVLHQDWLNGK 的二级碎片谱图

图 3. 肽段 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK 的二级碎片谱图 图 4. 肽段 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK 二级碎裂谱图中 c13 
和 c13+57 两个特征碎片离子的放大图

图 2. 肽段 VVSVLTVLHQDWLNGK 二级碎裂谱图中 c13 和 c13+57 
两个特征碎片离子的放大图

简便的 3 步法 pH 梯度方法开发

Antibody: Infliximab



15

聚集体分析

蛋白质聚集是指确定种类的蛋白质分子通过依赖于环境条件的各种途径和共价或非共价相互作用形成可逆或不可逆的非天然结构

的寡聚体或多聚体 , 是蛋白质生物治疗药物开发中的关键挑战之一。其因免疫原性的潜力增加，而成为关键的产品质量问题以及

潜在的安全问题，监管机构通常对其聚集度有一定的限制。通常使用配置 UV 检测器（HPLC-UV）或荧光检测器（FLD）的液相

色谱测量蛋白质聚集体，其利用主要由存在的色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸产生的一些治疗性蛋白质（例如免疫球蛋白）的天然荧

光进行测量。
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二聚体、三聚体及更高

级结构会影响药物的临

床疗效，因为需将其去

除，典型的处理方式为

体积排阻色谱法（SEC）。

我们推荐的 SEC 色谱柱

是 MAbPac SEC-1， 该

色谱柱采用球形全多孔超

纯硅胶填料，粒径通常为

5 μm，多种柱长可选。

即使在非变性条件下，使用

高盐和低盐流动相以及挥

发性淋洗液，Vanquish Flex 
UHPLC 系统仍能提供高灵

敏度、高分辨率 SEC。

使用 Thermo ScientificTM 

DionexTM ChromeleonTM 

CDS 让数据管理和报告

更加简单、合规。

使用 MAbPac SEC 色谱柱实现

对曲妥单抗单体和聚集体的基线

分离。

色谱柱： MAbPac SEC-1, 5 μm,
直径： 7.8300mm
流动相： 50 mM 磷酸钠 pH 6.8，溶剂为  

 300 mM 氯化钠溶液

流速： 760 μL/min
进样量： 10 μL
温度： 30℃
检测： 280nm
样品： mAb(1 mg/mL)

色谱柱： MAbPac HIC-10, 5μm
尺寸： 4.6100mm
流动相 A： 2 M 硫酸铵，100 mM 磷酸钠，pH 7.0
流动相 B： 100 mM 磷酸钠，pH 7.0
梯度： 时间（min） %A %B
  -5.0 60 40
  0.0 60 40
  1.0 60 40
  29.0 0 100
  34.0 0 100
流速： 0.5 mL/min
进样量： 10 μL (4 mg/mL)
温度： 30℃
检测： UV (280 nm)
样品： mAb

多肽药物杂质分析

多肽药物在合成和储存的过程中，容易形成结构相关杂质，许多结构相关杂质不但没有药物疗效，反而具有一定的毒副作用。欧

盟药典规定需对含量在 0.5% 以上的相关结构杂质进行定性分析，对含量在 1% 以上的结构相关杂质进行定量分析并考察其毒副

作用，美国药典也有类似规定，因此在多肽药物开发阶段控制杂质的性质及含量至关重要。

双三元液相高通量在线除盐技术与 Orbitrap 高分辨质谱联用进行合成类多肽药物杂质鉴定

胸腺法新的合成方法 主要为固相合成多肽法，合成步骤烦琐，易产生与胸腺法新结构类似的杂质。液质联用技术因其快速、高

灵敏度和高专属性的分析能力，已经被广泛的应用于药物杂质鉴定，但药典 LC 方法中流动相为硫酸铵缓冲液 - 乙腈条件，硫酸

铵缓冲液与质谱不兼容，因此当进行杂质鉴定时，传统方法需对目标杂质峰进行收集、富集、除盐、旋干再鉴定，过程繁琐、且

增加了杂质成分降解等不确定影响因素。

赛默飞特色的双三元液相色谱在线多组分中心切割二维除盐方法，可实现一次进样同时完成多组分除盐的目的，电雾式检测器

（CAD）作为一种通用型检测器可辅助建立除盐方法，评价除盐效果。在确定了二维除盐条件后，利用 Orbitrap 高分辨质谱的高

分辨率、出色的灵敏度、高质量精度等优势性能，实现对未知杂质组分的快速精确鉴定。大大的提升了样品的稳定性和分析效率，

本实验结果为多肽药物的质量评价提供重要参考，同时为其纯化工艺和储存条件的优化提供重要的指导。
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重组蛋白类药物杂质分析
重组蛋白类药物是由遗传修饰的原核或真核宿主细胞培养 / 发酵产生，在此过程中，宿主细胞也共同产生与正常细胞功能相关的

蛋白质，由于细胞凋亡 / 死亡 / 裂解，其他非必需蛋白质也可能释放到细胞培养基 / 发酵液中，因此残留在终产品中的其他蛋白

质即为宿主细胞残留蛋白（HCPs）。

HCPs 的存在会影响药物的安全性和有效性，如引起机体免疫反应，作为佐剂以增强对药物产品的免疫应答，以及具有蛋白水解

活性的 HCPs 影响药物产品的稳定性，因此生物医药公司不断优化其纯化工艺，从而控制终产品中 HCPs 的种类和含量。

在短的时间内，保证主抗体被

部分酶解

Ultimate 3000RSnanoLC

• 最灵敏的方案

• 每个 HCP 的定量下限达
0.3ppm(0.03ng/100ug)

UHPLC workflow

• 通用性最高的方案

• 每个 HCP 的定量下限达 
1 ppm (0.1ng/100ug)

复杂蛋白鉴定和定量最
强大的软件

样品制备 湘液系统 质谱系统 数据分析

• 基于礼来的方法并

进行改进优化

• 纳升流速液相

• 常规流速UHPLC
• Q Exactive Series

• Orbitrap Tribrid Series

• HCP 的定性和相对定量

• Proteome Discoverer 软件

图2A. 第二维液相脱盐梯度

2.3 液相方法

全自动在线多中心切割2DLC在线除盐系统设计如图1所示。

 

图1.全自动在线多中心切割2DLC在线除盐系统流路示意图

传统在线除盐方法是采用1个或两个loop环进行目标物收集，由

于本样品杂质众多，标准方法分析时间为60min，大大影响样

品杂质的分析效率。本实验采用6个Loop环，可交替储存一维

目标峰，实现一次进样同时完成多组分除盐的目的。通过V-1可

选择性的中心切割或分段切割目标峰；V-2可将非挥发性盐脱

除，而将目标峰切入CAD或MS进行分析。CAD可用于摸索除盐

时间，并可对目标分析物进行初步的定位；利用高分辨的MS完

成杂质的定性分析。

第一维液相方法（色谱柱、流动相、洗脱梯度）同2015版药

典，各杂质分离良好，其中面积归一化含量在0.1%以上的杂质

共为11个，因此本实验主要对11个杂质进行定性鉴别。

第二维液相除盐方法采用Thermo Accla im C18（300Å, 

4.6X50mm, 3.0µm）色谱柱；流动相A 为H2O+0.1%FA，流

动相B为ACN+0.1%FA。利用CAD确定脱盐时间和杂质保留时

间，结果表明每个cycle的除盐时间为3min可较为有效的去除

非挥发性的盐，再切入MS进行数据采集，二维脱盐梯度如图

2A，由于二维流速大，为保证充分的雾化效果，质谱前端进行

分流处理，最终采集到如图2B、2C的原始数据。

 

图2A. 第二维液相脱盐梯度

 

图2B. 样品前6个杂质在一维标准方法下的分离谱图（上图）及

主要目标杂质被切割至第二维在线脱盐后的典型总离子流图（

下图）

 

图2C. 样品后5个杂质在一维标准方法下的分离谱图（上图）及

主要目标杂质被切割至第二维在线脱盐后的典型总离子流图（

下图）

2.4质谱方法

一级全扫描：分辨率 70, 000; 扫描范围: 300-1700m/z; 

二级为数据依赖型扫描模式，分辨率 35, 000;  归一化碎裂能量

（SteppedNCE）：20, 23, 26; 动态排除 10s

2.5数据处理

使用Thermo BioPharmaFinder3.0软件，根据胸腺法新的氨基酸

序列可对氨基酸缺失、多肽降解、氧化/还原修饰类相关杂质进

行鉴定。由于高分辨质谱的高专属性和高灵敏度的特性，因此

每个杂质组分中会准确鉴定到共流出成分。氨基酸序列性质相

似时，其离子化效率接近，根据其质谱中的相对丰度可进一步

对每个组分中的每一成分进行初步的相对定量（注：只有小部

分胸腺法新主成分切到质谱中进行鉴定）。
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NO Peptide Sequence Modification NO Peptide Sequence Modification

1 SDAAVD Acetylation 12 SDAAVDTSSEITTKDLKEKKE Acetylation

2 LKEKKEVVEEAEN None 13 SDAAVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN Acetylation

3 SDAAVDTS Acetylation 14 SDAAVDTSSEITTKD Acetylation

4 SDAAVDTSS Acetylation 15 SDAAVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN 2x

5 SDAAVDT Acetylation 16 SDAAVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN None

6 TSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN 2x 17 SDAAVDTSSEITTKDLKEKKEV Acetylation

7 TSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN None 18 SDAAVDTSSEITTKDLKEK Acetylation

8 VDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN None 19 SDAAVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEA Acetylation

9 AVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN None 20 DAAVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN Acetylation

10 AAVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN 2x 21 SDAAVDTSSEITTKDLK Acetylation

11 AAVDTSSEITTKDLKEKKEVVEEAEN None

主成分

图 1. 全自动在线多中心切割 2DLC 在线除盐
系统流路示意图

图 2. 样品前 6 个杂质在一维标准方法下的分离谱
图（上图）及主要目标杂质被切割至第二维在线
脱盐后的典型总离子流图（ 右图）

图 3. 样品后 5 个杂质在一维标准方法下的分离
谱图（左图）及主要目标杂质被切割至第二维
在线脱盐后的典型总离子流图（ 右图）

图 4. 将胸腺法新直接进入 LC-MS
分析，获得其中氨基酸缺失类杂质
的定性和相对定量信息
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生物制品的生物分析

免疫 - 亲和富集 富集后样品处理 液相色谱分离 质谱检测

•  Protein A（临床前）

•  Anti-lgG（临床前）

•  Anti-ldiotype（临床）

•  mAb Target（临床）

• 酶解（肽段水平）

• 还原（重 / 轻链）

• 完整 mAb

• 非变性条件

• 离子交换（IEX）
• 尺寸排阻（SEC）
• 反相

• 亲水

• 肽段水平定量

• 亚基分析

• 完整蛋白分析

Thermo ScientificTM 

VanquishTM Flex UHPLC
Thermo ScientificTM Q ExactiveTM 

BioPharma Platform

32

Bottom-up strategy: MSIA workflow

Streptavidin
/ Protein A
/ Protein G

Immobilized 
Capture reagent 

Captured 
Therapeutic mAb 

P16
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MSIA 工作流程

生物分析全流程

开始

分析前（全自动化） 分析 - 检测

捕获 酶解 & 洗脱 进样 数据

链霉亲合素

固定捕捉试剂 捕获治疗 mAb 还原 & 酶解

Vanquish UHPLCTecan's Freedom 
EVO（MCA96）

Thermo ScientificTM 

VersetteTM
Thermo ScientificTM 

FinnpipetteTM Novusi
Thermo ScientificTM 

Q ExactiveTM Series
Thermo ScientificTM 

BioPharna FinderTM

完整 mAb 数据

32

Bottom-up strategy: MSIA workflow

Streptavidin
/ Protein A
/ Protein G

Immobilized 
Capture reagent 

Captured 
Therapeutic mAb 

P16

大分子生物制药分析的完整解决方案

32

Bottom-up strategy: MSIA workflow

Streptavidin
/ Protein A
/ Protein G

Immobilized 
Capture reagent 

Captured 
Therapeutic mAb 

P16

mAb 多肽数据
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开始 捕获 洗脱 洗脱 结果

33

Intact mAb strategy: MSIA assay

Advantages
 ● Monitoring of variants, PTMs and truncations
 ● Assessment of biotransformation
 ● Both qualitative and quantitative

Capture reagent
 ● Pre-clinical: Anti-human Fc ligand
 ● Clinical: Anti mAb variant region reagent,
                  Antigen 
 ● Caution: Choose biotin-streptavidin as 
                   crosslinker

Internal standard
 ● Pre-clinical: Human IgG Fc region truncation
                         (with or without hinge region)
 ● Clinical: Target mAb (Fab’)2 , digested with 
                   IdeS
 ● Caution: Internal standard should separate 
                   from intact target mAb on LC

Complete solution for large molecule bio-analysis

P17
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P17

链霉亲和素 - 抗 -
人 IgG Fc

治疗 mAb 捕获 洗脱分析物 HRAM MS
detection

Intact the rapeutic mAb 
data content

分析前

Hybrid 质谱分析流程

大分子生物制药分析的完整解决方案

分析 - 检测

优势

• 监测变异、PTMs 和截断

• 生物转化评估

• 同时定性和定量

捕捉试剂

• 临床前 : 抗人 Fc 配体

• 临床 : 抗单抗可变区试剂、抗原

• 注意 : 选择生物素 - 链霉亲和素作为交联剂

内标选择

• 临床前 : 人 IgG Fc 区截断 ( 有 / 无铰链区 )

• 临床 : 目标单抗 (Fab’)2 区

• 注意 : 内标应与 LC 上完整的目标单抗分开

基于 MSIA 的完整蛋白水平全流程
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关键质量属性监测（MAM）

Multi Attribute 
Method SEC CEX rCE-SDS nrCE-SDS HILIC ID ELISA HCP 

ELISA
Aggregate Assessment No Yes Indirect Yes Yes No No No
Deamidation (Isomerization) Assessment Yes No Indirect No No No No No
Disulfide Isoform Assessment Maybe No Indirect No Yes No No No
Glycation Assessment Yes No No Yes Yes No No No
High Mannose Assessment Yes No No No No Yes No No
Methionine Oxidation Assessment Yes No No No No No No No
Signal Peptide Assessment Yes No No No No No No No
Unusual Glycosylation Assessment Yes No Indirect Maybe Maybe Yes No No
CDR Tryptophan Degradation Assessment Yes Indirect No No No No No No
Non-consensus Glycosylation Assessment Yes No No Maybe Maybe No No No
N-terminal pyroGlutamate Assessment Yes No Indirect No No No No No
C-terminal Lysine Assessment Yes No Yes No No No No No
Galactosylation Assessment Yes No No No No No No No
Dimer Assessment No Yes No No No No No No
Fragmentation (peptide bond) Assessment Maybe Maybe No Yes Yes No No No
Disulfide Reduction (DS Fragmentation) Assessment Maybe No No No Yes No No No
Host Cell Protein Assessment Yes No No No No No No Yes
Mutations/Misincorporations Assessment Yes No No No No No No No
Hydroxylysine Assessment Yes No No No No No No No
Thioether Assessment Yes No No No No No No No
Trisulfide Assessment Maybe No No No No No No No
Non-glycosylated Heavy Chain Yes No No No No No No No
DNA Assessment No No No No No No No No
Cysteine Adducts Assessment Maybe No Maybe No No No No No
C-terminal Amidation Assessment Yes No Indirect No No No No No
CDR Conformers (HIC Isoform) Assessment No No Indirect No No No No No
O-linked Glycans Assessment Maybe No No No No No No No
Fucosylation Assessment Yes No No No No No No No
Residual Protein A Yes No No No No No No No
Identity Yes No Yes No No No Yes No

需要表征、监测的内容

Multi Attribute 
Method SEC CEX rCE-SDS nrCE-SDS HILIC ID ELISA HCP 

ELISA
Aggregate Assessment No Yes Indirect Yes Yes No No No
Deamidation (Isomerization) Assessment Yes No Indirect No No No No No
Disulfide Isoform Assessment Maybe No Indirect No Yes No No No
Glycation Assessment Yes No No Yes Yes No No No
High Mannose Assessment Yes No No No No Yes No No
Methionine Oxidation Assessment Yes No No No No No No No
Signal Peptide Assessment Yes No No No No No No No
Unusual Glycosylation Assessment Yes No Indirect Maybe Maybe Yes No No
CDR Tryptophan Degradation Assessment Yes Indirect No No No No No No
Non-consensus Glycosylation Assessment Yes No No Maybe Maybe No No No
N-terminal pyroGlutamate Assessment Yes No Indirect No No No No No
C-terminal Lysine Assessment Yes No Yes No No No No No
Galactosylation Assessment Yes No No No No No No No
Dimer Assessment No Yes No No No No No No
Fragmentation (peptide bond) Assessment Maybe Maybe No Yes Yes No No No
Disulfide Reduction (DS Fragmentation) Assessment Maybe No No No Yes No No No
Host Cell Protein Assessment Yes No No No No No No Yes
Mutations/Misincorporations Assessment Yes No No No No No No No
Hydroxylysine Assessment Yes No No No No No No No
Thioether Assessment Yes No No No No No No No
Trisulfide Assessment Maybe No No No No No No No
Non-glycosylated Heavy Chain Yes No No No No No No No
DNA Assessment No No No No No No No No
Cysteine Adducts Assessment Maybe No Maybe No No No No No
C-terminal Amidation Assessment Yes No Indirect No No No No No
CDR Conformers (HIC Isoform) Assessment No No Indirect No No No No No
O-linked Glycans Assessment Maybe No No No No No No No
Fucosylation Assessment Yes No No No No No No No
Residual Protein A Yes No No No No No No No
Identity Yes No Yes No No No Yes No

传统的监测方法

Pep Map-MS

No
Yes

Maybe
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Maybe
Maybe

Yes
Yes
Yes
Yes

Maybe
Yes
No

Maybe
Yes
No

Maybe
Yes
Yes
Yes

MAM 方法

多质量属性方法工作流程（HR Multi-Attribute Method，HR MAM）是一种功能强大的高分辨率高质量精度工作流程，可实现

从研发直至质量控制（QC）阶段产品质量属性的全面表征和监控。

HR MAM 流程基于安全、合规的工作环境要求所开发，由业内领先的硬件、符合法规的软件与专为此流程开发的系统稳定性测试

所组成，监测药物开发过程中每个阶段潜在的关键质量属性（CQA），同时能够对未知组分检测（new peak detection,NPD）。

众所周知，生物制药开发和制造的最终目标是以最低的成本，在尽可能短的时间内提供最高质量的产品。随着全新高分辨高质量

精度 HR MAM 流程的发布，生物制药行业科学家现在能够将其取代治疗蛋白质表征和质量控制中许多耗时的分析方法。

传统的分析方法多基于蛋白完整水平，通常对氨基酸特异性的关键质量属性的定性、定量分析力不从心。HR MAM 的发布，使

得在一个经过验证的工作流程中同时对多种关键质量属性定性、定量、监控并进行未知组分检测成为可能，并由来自单一供应商

的技术专家提供服务与支持。

BioPharma Finder 
Workbook
高通量分析

样品 HRAM LC-MS/MS

HRAM LC-MS 新成分检测目标多肽定量 报告生成

多肽序列鉴定

酶解

MAM 优势

MAM 完整工作流程
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辅料检测

药用辅料类别及赛默飞分析检测解决方案

辅料分类 功能
常见药用辅料

(2015 版药典收录 )
赛默飞色谱及痕量元素分析检测解决方案
辅料分析 辅料中杂质 / 有害物质分析

稀释剂
增加重量和体积，利于成型和
分剂量

淀粉、糊精、蔗糖、乳糖、甘露醇
• 环糊精 (IC)
• 甘露醇/乳糖/棕榈酸/脂肪酸(HPLC-CAD)

• 淀粉中的乙二醇 (IC)

• 硫酸铵中的痕量阴离子 (IC)

• 乳酸中的乙醇酸 (IC)

• 几丁糖中的氯乙酸 (IC)

• 棕榈酸中的杂质(HPLC-CAD)

• 药用辅料油中的磷脂(HPLC-
CAD)

• 生物缓冲液中的盐酸胍与
氯离子

• 二甲亚砜中的甲醇、二氯甲
烷、乙酸乙酯、乙酸以及N,N-
二甲基甲酰胺 (GC)

• 药典方法溶剂残留 (GC)

• 药品中的乙醛和乙酸 (GC)

• 药品中挥发性物质四氢呋喃、
二氧六环、二氯甲烷、乙腈、
甲苯、乙醇 (GC)

• 生理盐水中的杂质元素
(ICP-MS)

• 药物中的金属元素 (AN 
43100,  AN 43143, AN 43174, 
ICP-MS)

• 隐形眼镜护理液中的汞元素
(AN 43141, ICP-MS)

• 明胶中的铬 (AA)

• 化药/鱼油/眼药水中的金属
元素 (ICP)

• 盐酸多西环素中的Pd元
素 (ICP)

• 药物粉末中的Pd及药物溶液中
的Cs (ICP)

缓释剂
使药物有效成分根据需要逐步释
放，保证药效

聚酰胺、聚酯、胶类、空心纤维、甘
油酯类

• 甘油酯类TAG和DAG (HPLC-CAD)

载体(膏体/软膏
基质)

乳化作用、药物有效成分的载体 (
外用药)

脂肪醇、棕榈酸、脂肪酸、聚乙二醇 • 脂肪醇/棕榈酸/脂肪酸(HPLC-CAD)

湿润剂
润湿物料，以产生足够强度的黏
性，利于制成颗粒

水、乙醇
• 维生素K3中的乙醇、正丁醇 (GC)
• 发酵液中的乙醇 (GC)

溶剂/助溶剂/乳
化剂

溶解药物，易于吸收
注射用水、乙醇、丙二醇、甘油、吐
温、二苯酮、

• 水中甘油, 二苯酮, N,N-二甲基甘氨酸 (GC)
• 氨茶碱片中的乙二胺 (IC)
• 硫酸依替米星中的亚硫酸根 (IC)
• 甘氨酸测定 (HPLC)
• 哌拉西林中的PEG-400 (HPLC-CAD)
• 注射液中的吐温-80 (HPLC-CAD)
• 蛋白药物中的吐温-20 (HPLC-CAD)
• 非离子型表面活性剂吐温-20,吐温-80和Triton X-100 

(HPLC-CAD)
• 维生素K3中的乙醇、正丁醇 (GC)
• 发酵液中的乙醇 (GC)

包衣材料
改善片剂外观、增加药物稳定性、
掩盖药物不良气味、控制药物释
放部位等

丙烯酸树脂、羟丙甲纤维素、聚维酮、
纤维醋法酯

• 三氯蔗糖(HPLC-CAD) 
• 醋酸羟丙甲纤维素琥珀酸酯中的乙酸、琥珀酸 (HPLC)

崩解剂
促进片剂在胃肠液中迅速崩解成小
粒子，易于吸收

干淀粉、羟甲基淀粉钠、交联聚维酮 • 淀粉中的乙二醇 (IC)

吸收剂
吸收片剂中的挥发油等液体成分，
保持干燥，以利于制成片剂

硫酸钙、碳酸氢钙、氧化镁、碳酸钙 • 达替肝素钠中的硫酸根 (IC)

粘合剂 使无黏性或低黏性物料聚集成颗粒
羟丙甲纤维素HPMC、聚维酮PVP、淀
粉浆、糖浆

• 2015版药典共聚维酮 (HPLC-UV)

润滑剂
使片剂在压片时顺利加料和出片，
减少药品成型中的摩擦力

硬脂酸镁、滑石粉、氢化植物油、聚乙
二醇、微粉硅胶

• 哌拉西林中的PEG-400(HPLC-CAD)

着色剂 改善片剂外观，便于识别
二氧化钛、日落黄、亚甲蓝、药用氧
化铁红

• 饮品中的8种色素 (HPLC)

缓冲剂
维持合适的pH值，保持主药安全、
稳定、有效

盐酸、乳酸、氢氧化钠、枸缘酸、枸缘
酸钠；酒石酸、酒石酸钠

• 头孢呋辛中的乳酸和乙酸 (IC)
• 三七总皂苷冻干粉针剂中的阴离子 (IC)
• 甘氨酸 (HPLC-UV)

抗氧化剂 延缓药物制剂的氧化 亚硫酸钠、焦亚硫酸钠、硫代硫酸钠
• 注射用绿原酸中的亚硫酸盐 (IC)
• 亚硫酸氢钠 (IC)
• 甘氨酸 (HPLC)

蛋白保护剂 与金属离子络合，增强抗氧效果 氨基酸、EDTA-Na • 甘氨酸 (HPLC)

抗菌剂 防止或抑制病原微生物发育生长 苯酚、苯甲醇、苯扎氯胺、没食子酸 • 苯扎氯胺 (AB 237)/没食子酸/羟苯丁酯/羟苯苄酯 (HPLC)

等渗调节剂
调整注射液的渗透压，避免出现生
理不适应状，如刺激、溶血等

氯化钠、葡萄糖 • 丹曲林钠中的钠(HPLC)

Corona Veo RS电雾式检测器

Thermo Scientific Dionex Corona Veo RS（快速分离）电雾式检测器的高采集速率和低峰分散使其超越了简单的 HPLC 
应用范围。其比示差 (RI) 检测器或蒸发光散射检测器 (ELSD) 更宽广的动态范围，意味着在同一次运行中可以测量低含

量的杂质和活性药物成分 (API)，可为制药质量控制提供关于有机 API 及其无机反离子的全面配方化学计量信息。依靠

独立于结构的响应，即使不知道峰成分也能够评估相对含量。

• 简单直观的操作

• 与 UHPLC/RSLC 的兼容性

• 轻松切换并联检测器的能力（例如 MS）

• 能够由挥发性流动相切换至非挥发性流动相而无需将检测器从系统中移除

• 0.01–2.0 mL/min. 的宽广流速范围

• 高达 200 Hz 的数据采集速率，可捕捉最窄的峰

电雾式检测可用于大分子和小分子、生物分子、添加剂、补充剂、特种化学品和聚合物的分析。它在赋形剂和配方表征、

强制降解研究、杂质检测、清洁流程验证或最终产品质量评价方面的表现尤为出众。Corona Veo 系列具有分析型研发

需要的灵活性和出色性能，同时也具有生产 QC/QA 所需的简单性和可重现性。

电雾式检测

质谱总离子流色谱图

(+离子扫描 150-500AMU)

维拉帕米
酮洛芬

普萘洛尔

死体积+CI
_

分钟
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数据合规

实验室法规要求越来越严格，赛默飞提供从实验室整体运营环境到数据网络化管理、备份和归档的数字化整体解决方案，使科学

仪器功能和效率更大化的同时确保实验室高效、合规运行。

先进的色谱数据系统ChromeleonTM 变色龙软件

Chromeleon 变色龙软件是蜚声全球的色谱数据系统，以简约、智能、法规依从为主要特点，是世界

上较早实现智能化、人性化、安全性、审计追踪及电子签名的软件之一；也是世界上第一个支持在

企业环境中控制质谱仪器并进行数据处理，同时也能控制所有主流前端色谱技术（GC、LC、IC）的

色谱数据系统平台；

您还可以选择：

— 提供简化的开放式访问界面的 Chromeleon XPS Open Access 软件

 仅需最少的培训即可允许任意用户运行样品，同时在后台充分使用 Chromeleon 的全部功能。

— 超越了色谱数据系统的 Chromeleon XTR 实验室管理系统软件

 全面管理整个实验室，确保遵守流程，保持数据完整性，最终帮助客户实现完全的合规。

…提高生产率

• 利用 eWorkflow，快速实现准确无误的序列设置

• 通过智能启动和智能运行控制（Intelligent Run Control，IRC），提高分析的“一次成功率”

• 借助内置的动态更新和智能工具，实现快速数据处理、查看和报告

…控制您的所有仪器

• 完全控制赛默飞的离子色谱、气相色谱、液相色谱和质谱仪

• 全面控制超过 400 种第三方仪器

• 自定义面板（ePanels），为所有仪器提供一致的界面外观

…确保法规依从性

• 自动化软件和仪器确认程序，确认监测

• 综合性安全工具，确保数据具有最高等级的完整性和可追溯性

• 电子报告和电子签名确保法规（包括 21 CFR Part 11）依从性

…简化管理

• 许可、用户和网络资源的集中管理

• 数据组织和存档

• 在实验室和其它场所之间，通过网络分配资源

…连接您的实验室

• 轻松连接其它实验室软件（例如 LIMS、SDMS）

• 访问 AppsLab，进入我们的分析应用数据库

• 从移动设备上控制仪器和查看数据

Streamline your laboratory
One chromatography data system for all

Thermo Scientific Dionex Chromeleon 7
Chromatography Data System

Streamline your laboratory
One chromatography data system for all
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Streamline your laboratory
One chromatography data system for all

Thermo Scientific Dionex Chromeleon 7
Chromatography Data System
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