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抗体药物LC-MS法生物分析进展

高宇雄, 钟大放*
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摘要: 在抗体药物的生物分析中, 液相色谱-质谱联用 (LC-MS) 技术已经成为传统配体结合分析 (LBA) 的一种

重要的替代或补充方法。其方法开发中替代肽的选择、样品制备、灵敏度和定量准确性是值得关注的问题。本文对

抗体药物LC-MS法生物分析的进展进行综述, 介绍LC-MS法分析抗体药物的原理, 说明LC-MS法定量抗体过程中

面临的挑战与当前可用于应对这些挑战的新策略, 包括: 替代肽的选择、样品纯化与富集、提高酶解效率、肽段富集

与应用低速LC等方面。本文最后展示了LC-MS技术在抗体药物生物分析中的应用实例, 并对抗体药物LC-MS法

的发展提出了展望。
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Advances in bioanalysis of antibody drugs by LC-MS
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Abstract: Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS) is a promising alternative or comple‐

mentary method for traditional ligand-binding assays (LBA) in antibody drug bioanalysis. However, issues related

to method development, sample preparation, sensitivity and quantitative accuracy need to be addressed. This paper

reviews progress in bioanalysis of antibody drugs by LC-MS methods, introduces the principle of the LC-MS

method for the analysis of antibody drugs, and describes the challenges faced in quantitative antibody analysis by

the LC-MS method. New strategies that can be used to deal with these challenges include: selection of surrogate

peptides, purification and enrichment of samples, improvement in enzymatic digest efficiency, enrichment of

peptides, and use of low rate LC. We review the application of LC-MS technology in the biological analysis of

antibody drugs and discuss the prospect of using the LC-MS method for the analysis of antibody drugs.
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治疗性单克隆抗体 (mAb) 已成为全球制药业的

主要焦点之一[1]。目前已有 80余个抗体药物获得市场

批准, 治疗领域主要为抗肿瘤 (如抗CD20的利妥昔单

抗用于治疗淋巴瘤, 抗HER2的曲妥珠单抗用于治疗

乳腺癌) 和自身免疫性疾病 (如抗 TNF-α的阿达木单

抗用于治疗类风湿关节炎、强直性脊柱炎, 抗BLyS的

贝利单抗用于治疗系统性红斑狼疮)[2]。新药研发过

程中, 药代动力学的研究具有极其重要的意义, 如指导

药物的筛选和开发、支持其安全性的评估和临床给药

方案的设计。单抗药物与传统的小分子药物相比, 具

有极为不同的理化特性, 如其分子质量 (≈150 kD)、体

积和极性都远大于小分子, 这些特性使得单抗和传统

小分子药物在药代动力学特征上具有非常大的差异。

抗体药物口服后的生物利用度极低, 因此大部分单抗

药物经静脉注射给药, 少部分经皮下或肌肉注射给药,

皮下或肌肉注射的抗体主要经淋巴系统吸收; 抗体分
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布则主要通过血液-组织液对流和内吞的方式, 单抗药

物的稳态表观分布容积通常很小; 抗体无法从肾脏以

原形形式排泄, 也无法通过肝脏药物代谢酶进行代谢,

而主要以细胞内酶降解的方式被消除[3]。

建立灵敏、准确和高通量的分析方法, 以支持药代

动力学、药效学和毒代动力学研究, 对于抗体药物的开

发至关重要[4,5]。配体结合分析 (LBA) 和液相色谱-质

谱联用 (LC-MS, 本文中 LC-MS是 LC-MS/MS的简化

写法) 技术是获得抗体药物生物分析数据的主流方法,

其定量性能在以往的报告中得到了全面的综述[6,7]。

传统上, LBA是定量蛋白药物的主要手段, 为各种动

力学研究提供足够的灵敏度和通量。然而基质的干

扰 , mAb 修饰/降解和抗药抗体 (ADA) 都会影响到

LBA定量的准确性和特异性[8]。此外, LBA方法开发

的过程既费时又昂贵, 这在发现和早期开发阶段尤其

成问题[9]。尽管LBA可能仍然被认为是蛋白药物分析

的金标准, 但LC-MS法已经成为十分有前景的替代方

案, 并已成功地应用于多种抗体的定量分析。与LBA

相比, LC-MS在生物分析中的优势在于可以提供快速

的方法开发和验证、高特异性和高重现性, 还可以实现

多种分析物同时定量[10]。LC-MS方法也更容易在不

同的种属和基质之间转移[11-13]。LC-MS技术还可以用

于获得生物药物分子的关键信息, 例如残基的氧化或

脱酰胺化[14], 而这一点LBA是无法做到的。

虽然前景看好, 但灵敏度、样品制备、方法开发和

定量准确度相关的难题亟需解决。本文综述了LC-MS

技术在抗体药物的分析中的原理和技术挑战, 总结了

最近用于应对这些挑战的策略, 然后举例说明具有代

表性的应用。

1 LC-MS技术分析抗体药物的原理

自 20世纪 90年代末以来, LC-MS一直是灵敏、准

确和快速分析小分子药物的有力工具。最近, 已经开

发了各种 LC-MS技术来定量复杂生物基质中的蛋白

质[15]。通过LC-MS定量蛋白质, 可以在蛋白质的水解

肽和完整的蛋白水平上进行。对完整的蛋白直接进行

质谱分析, 由于去除了酶解步骤, 可以使生物分析工作

流程更快, 理论上还可以获得更完整的数据[16,17]。但

是受限于仪器, 当前基于LC-MS的抗体定量研究绝大

多数都是在肽水平进行的, 肽水平的定量可以提供更

高的灵敏度、准确性和重现性。

对抗体的肽水平进行定量, 指的是将目标蛋白酶

解之后 , 对获得的特征性肽段 (signature peptide, SP)

进行绝对定量 (以稳定同位素标记类似物为内标)。这

种以肽为中心的方法, 也被称为自下而上法。与大分

子量的蛋白质相比, 肽具有更好的 LC-MS兼容性[18]。

主要的原因有: ① 肽段在质谱上的灵敏度远远高于蛋

白质 ; ② 大多数 MS 分析器的 m/z 检测上限比较低

(<1 500), 无法分析相对较大的蛋白质的多电荷母离

子, 而大多数肽段的m/z可以很容易地被几乎所有MS

分析器检测到; ③ 在体内环境中, 蛋白质通常会携带

翻译后的修饰, 这会改变蛋白质的质量并引入相当大

的分析变异性, 而当在肽段水平上定量蛋白质时, 选定

的肽段通常不会发生变化, 从而确保检测分析的可靠

度和重现性。

在肽段水平的定量检测, 只需要在低分辨的三重

四级杆质谱上即可实现。一般使用的是选择反应监

测 (SRM) 或称为多反应监测 (MRM) 模式, 与小分子

的质谱分析相似, 对肽段的母离子和碰撞产生的子离

子进行两次选择。相较于LBA, LC-MS具有更高的灵

敏度、更好的定量准确度和更宽的定量动态范围, 并且

可以通过切换离子监测的通道, 在一次LC-MS分析中

定量多个分析物[19]。由于肽段的母离子一般带有多电

荷, 在SRM模式下, 相同的m/z可能指向的并不是同一

个肽段, 由此受到了样品中基质的干扰。而肽段被打

碎之后, 其产生的碎片所带电荷数变少, 子离子m/z有

可能大于母离子的m/z, 如果在定量分析时选择这样的

离子对, 可以进一步的提高分析的选择性和灵敏度。

例如Duan等[11]在开发抗体的LC-MS法时对肽段的离

子对进行优化, 优先选择子离子m/z大于母离子的离

子对 (图1)。

当MS优越的选择性与充分的LC分离相结合时,

LC-MS便为复杂基质中蛋白质的定量提供了一种通

用和强大的工具。LC-MS法定量蛋白的基本流程包

括: 样品的纯化或富集、目标蛋白的酶解、最后对确定

的特征性肽进行检测, 完成蛋白的定量。在这个过程

当中, 与小分子的分析类似, 同样用稳定同位素标记的

类似物用作内标 (IS), 以提高分析的准确度[20]。

以肽为中心自下而上定量目标蛋白, 已经成为目

前最广泛使用的LC-MS分析策略。尽管如此, 该技术

的发展仍然有其发展瓶颈。从最开始选择合适的肽段

开始, 优化酶解条件, 确保酶解的效率和重现性, 最后

优化液质参数, 这些步骤都相对复杂和耗时, 由此限制

了分析通量。除此之外, 酶解过程可能丢失完整蛋白

质的必要信息。以抗体为代表的蛋白质药物, 生物转

化表现出比小分子药物更多样化的代谢途径, 包括碳

水化合物肝脏介导的清除、溶酶体代谢、抗体 Fc介导

的清除 (通过结晶化)、FcRn结合与抗体的结合, 以及

抗药抗体介导的消除等[21]。而在水解肽的水平进行量

化时, 肽序列仅部分体现蛋白质的信息, 丢失关于碳水

化合物转化和抗药抗体相互作用的信息等。
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2 抗体LC-MS分析面临的挑战与对策

LC-MS技术的出现为 LBA固有的缺点提供了良

好的替代或补充方案[22,23], 然而LC-MS方法的广泛应

用也受到了一定的限制。对于一些已经具有验证过的

工业级 LBA 方法的生物药物 , 可以通过相对简单的

LBA实现灵敏且高通量的测定, 因此LBA仍然是这些

目标药物的首选策略。尽管LC-MS的优点突出, 但是

同时兼具灵敏度、选择性、高通量和重现性的优化分析

策略通常较难实现。例如 , 虽然已经开发了低流速

LC-MS (如nano LC-MS) 和免疫亲和 (IA)-LC/MS来提

高灵敏度, 但代价是降低了重现性和分析通量。本节

以下部分将按照实验流程来讨论 LC-MS法测定抗体

药物时遇到的挑战, 以及研究者们应对这些挑战所做

的探索 (总结见图2)。

2.1 替代肽的选择

在水解肽水平的分析中, 最重要的第一步就是选

择最优的特征性多肽, 作为目标抗体的替代分析物, 以

确保定量的灵敏、特异和可重复。替代肽段的选择要

求一般是, 特异性高, 选择性好, 灵敏度高, 稳定性好且

长度适宜。在酶解得到的众多肽段混合物中选择最佳

的特征性多肽, 并不是一件简单的事情, 也是方法开发

中最耗时的部分。

为了满足这一需求, 在过去的几年中已经建立了

许多电子预测和实验方法, 或两者的组合。通过蛋白

分析软件可以对目标蛋白产生的肽段进行预测。目前

普遍使用的有 PeptideAtlas、Skyline 和 MRMaid 等工

具, 将目标分析物的序列信息输入, 即可以用最少的实

验来识别和验证离子对[24,25]。这些方法大大加快和简

化了方法开发过程, 然而并不能准确地预测最灵敏、最

稳定的肽或与基质相关的参数, 例如可能存在的化学

干扰。显然, 通过在实际的基质样品中的酶解实验来

选择最佳替代肽段是最可靠的方法。然而, 为了评估

混合体系中的候选肽段, 需要为这些肽段都进行质谱

条件的优化, 包括最优的离子对, 最优的碰撞能量, 这

无疑很具有挑战性。此外, 还需要重视肽段的稳定性,

以防止由于肽稳定性差而引起的变异和偏差。

Figure 1 Illustration for OAO data processing and evaluation, using the SP candidate A66TIITDTSSNK77. A: Product ion spectrum acquired

by the LTQ/Orbitrap for the doubly charged precursor at m/z 575.8. The five abundant product ions (in red) were selected for OAO procedure;

B: OAO evaluation in tissue revealed the rank of sensitivity achieved by the five products on an SRM-MS platform, which differs from that

by the LTQ/Orbitrap; C: Effect of tube lens offset; D: Individual effect curves of collision energy for each product ion[11]

Figure 2 General workflow for LC-MS quantification of antibody drugs in biomatrices and the summary of recent technical advances

improving the performances
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为了解决这些问题, 有学者设计了一种以实验为

基础的流程来促进快速的方法开发[26,27]。在这种方式

下, 首先以实际的酶解实验为基础, 来发现和优化候选

肽段, 然后在目标基质中进行评估, 最后确定替代肽

段。这个流程包括: ① 首先通过数据依赖的 LC-MS

实验产生候选肽段, 以去除含有不稳定氨基酸的多肽、

有修饰的多肽或实际上不发生裂解的片段[28]; ② 所有

候选肽段的最佳 LC-MS条件可以通过高通量的动态

正交阵列优化 (OAO) 过程准确地获得, OAO有能力

在单个 LC-MS 运行中开发用于 100 个候选肽段的

SRM条件, 具有高精确度和高重现性; ③ 确定LC-MS

条件后, 在酶解后的基质体系中对所有候选肽段的稳

定性和灵敏度进行了彻底的评估; ④ 在稳定的多肽

中, 筛选出两个S/N最高的多肽作为替代肽段, 来自同

一蛋白不同结构域的两个 SP的使用为定量方法和结

果的可靠性提供了一个通用的衡量标准。Duan等[11]

将这个流程应用于临床前小鼠多种组织中两种单抗

mAb (8c2和 cT84.66) 的定量 (图 1中举例说明方法参

数的优化过程), 对 8c2的定量选取了重链上的 ATIIT

DTSSNK 和轻链上的 TLADGVPSR 片段 , 对 cT84.66

的定量选取了重链上的 QRPEQGLEWIGR 和轻链上

的ASNLESGIPVR片段。在不同组织中, 这两个单抗的

检测限为0.156～0.312 μg·mL-1, 具有较高的灵敏度。

在对肽段进行稳定性考察这一点上, 笔者认为可

以通过在方法开发阶段提高酶反应条件, 如延长反应

时间和升高反应温度, 来缩短肽段筛选所需要的时间。

即在一开始就用比较剧烈的条件来产生肽段, 这样得

到的肽段总数虽然会减少, 但是有利于减少后面优化

的工作量, 提高开发效率。在抗CD47单抗 SHR-1603

的定量研究[29]中, 替代肽段选择阶段将酶解温度升高

至 60 ℃并有意延长反应时间, 最终选取的LLIYSGST

LQSGVPSR肽段具有很高的稳定性。

除了针对每个抗体药物所特有的序列 , Furlong

等[30]指出, 可以将从人源抗体的恒定 Fc区衍生的“通

用肽”(轻链上的TV AAPSVFIFPPSDEQLK和重链上

的VVSVLTVLHQDWLNGK), 用于在非人类动物模型

中定量人源化的抗体 (IgG4亚型), 加快方法开发, 促

进临床前动物模型中人源化抗体的研究。

2.2 样品制备

如上所述, 灵敏度不足是LC-MS定量抗体最突出

的挑战之一。在大多数情况下, 传统的LC-MS灵敏度

不及成熟的LBA方法。为了实现LC-MS灵敏和准确

的定量, 高效和可重复的样品制备至关重要, 样品制备

的优化主要在于样品的纯化与富集, 抗体和肽段稳定

高效的回收[31]。

2.2.1 样品的纯化与富集 提高灵敏度的最有效方法

之一是优先增加生物样品中目标抗体的相对浓度。这

主要可以通过两个方向来实现: 基质蛋白的去除和目

标抗体的富集, 富集在酶解前 (蛋白质水平) 和酶解后

(肽段水平) 都可以进行。

酶解之前去除样品中的高丰度的蛋白可以显著增

加灵敏度, 不仅增加了样品中目标抗体的含量, 而且也

有利于接下来酶解效率的提高, 去除基质干扰, 改善

LC-MS分析。这种方法当前主要应用于血浆和血清

样品。Shi等[32]建立了串联 IgY14-SuperMix耗竭方法,

去除了 14个高丰度和 60个中丰度的血浆蛋白质, 以便

能够分析人血浆中的低丰度蛋白质。Liu等[33]建立了

一种简单且具有成本效益的方法, 通过异丙醇和三氯

乙酸的混合物沉淀从血浆样品中去除白蛋白, 在此研

究中成功地去除了血浆中的白蛋白, 同时保留了靶向

治疗蛋白 (BMS-C), 将敏感度提高了4～5倍。

亲和富集后的 LC-MS分析也是提高灵敏度的有

效途径。基于这种原则已经开发了相当多的方法, 这

里举例说明几个典型的研究。Dubois等[34]在 LC-MS

检测之前使用一种特定抗体从人血浆中捕获西妥昔单

抗, 可以获得与ELISA方法匹敌的检测限。Li等[12]通

过免疫捕获的方式 , 实现了对 4 个 IgG1 和 4 个 IgG2

mAb的高灵敏度分析。虽然这样的策略有时被称为

“杂交LBA-LC-MS”, 但与单纯的LBA方法不同的是,

因为下游 LC-MS 具有高选择性 , 此处所选用的亲和

捕获试剂不需要具有高选择性 (如蛋白A或蛋白G)。

因此, 与传统的 LBA方法相比, 方法开发需要的成本

更低、时间更少。Xu 等[35]曾报道过一种免疫捕获的

LC-MS方法, 该方法使用捕获试剂成功地定量了人血

清中的mAb, 然而同样的试剂在LBA中却不起作用。

尽管蛋白水平的富集可以提高分析灵敏度, 但同

时也可能引入偏差和变异, 除非在富集之前加入稳定

同位素标记 (SIL)的全长蛋白内标。但是 SIL蛋白的

生产成本很高, 当前没有被广泛应用开来。相较之下,

如果在肽水平上进行富集, SIL的肽段很容易获得, 且

可以在富集之前加入。这项技术的一个重要范例是

Anderson等[36]开发的“稳定同位素标准和抗肽抗体捕

获”(SISCAPA), 使用抗肽抗体来富集酶解之后得到的

目标肽段, 研究者之后的几个应用研究也证明了该技

术显著提高了灵敏度。尽管肽段的 IA富集具有以上

优势, 但是由于肽的免疫原性低, 获得有效的抗肽抗体

通常比较难[37]。

目前, 无抗体的富集方法也在开发中。其中一种方

法是用高 pH或强阳离子交换色谱进行分离[38]。虽然

可以显著提高灵敏度, 但需要构建更加有力的HPLC
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分离系统, 限制了通量。Yuan等[39]通过固相萃取 (SPE)

增加目标肽的丰度。An等[40]则开发了一种利用连续的

强阳离子交换和高pH-反相作用, 在同一个SPE柱上进

行分离的双重富集方法, 该方法将灵敏度提高了>20倍。

2.2.2 提高酶解效率 通过酶解从目标抗体中实现肽

段的稳定高回收也是提高灵敏度的重要方式。传统方

法的酶解方式包括: 溶液内酶解, 凝胶电泳后胶内酶解

和过滤辅助样品制备 (FASP)。溶液内酶解操作简单,

但是杂质多 , 需要后续的清除 , 且经常导致肽的损

失[41]; 凝胶电泳可以有效地去除基质成分, 然而过程相

对比较费力和耗时, 影响通量[42]; 过滤辅助样品制备虽

然可以滤去小分子基质成分, 但是无法去除潜在的干

扰, 过滤过程也容易导致肽段回收率低[43]。

Duan等[11]开发了一种不需要进行凝胶电泳和过

滤操作的方法, 实现了有效的蛋白质变性和样品纯化,

提高了血浆和组织样品中定量肽的产率。简而言之,

首先用高浓度的洗涤剂处理血浆或组织样品, 其不仅

有效地增溶样品中的蛋白质以确保高回收率, 而且也

是之后蛋白质完全变性以实现有效的还原、烷基化和

消化的基础; 然后用冰冷的有机溶剂沉淀混合物, 充分

沉淀之后离心并去掉上清液, 只留蛋白沉淀的部分。

这有效地减少了非蛋白基质成分, 如脂质或小分子核

酸这些可能会对 LC-MS 分析产生负面影响的成分。

沉淀后, 采用颗粒内酶解的方法, 这种方法包括两个阶

段: 在剧烈的搅拌下, 通过将颗粒蛋白裂解成可溶性的

较大的多肽, 这步酶解将蛋白颗粒带入了溶液中; 第二

步则将这些不完全裂解的多肽进行隔夜酶解以进行完

全的切割。通过这种方式, 研究者认为提供了比在样

品基质溶液中直接酶解更高的酶解效率和更干净的样

品, 同时提供比凝胶内酶解和过滤辅助样品制备方法

更高和更可重复性的肽产率。因此, 该方法可用于血

浆和组织中mAb的高通量定量, 具有良好的分析灵敏

度和耐用性。最近该实验室在此基础上进行改进[44],

设计了一种优化的表面活性剂辅助沉淀 /on-pellet-

digestion程序 (SOD), 通过快速酶解提供高产和可重

复的肽回收。经过改进表面活性剂的广泛变性和沉

淀, 37 ℃下仅45 min便能完成mAb的完全酶解。

传统过夜的酶解比较耗时, 影响分析效率, 市场上

已经有更多的技术来加快酶解速度, 例如在微波[45]、超

声波和红外辐射[46]的协助下酶解, 以及使用固定化胰

蛋白酶加速消化[47]。一些使用固定化胰蛋白酶的产品

已经在商业上可以获得, 但是这些新技术的性能仍有

待广泛评估。

2.3 低流速LC的应用

抗体的 LC-MS 分析 , 在常规液相如 HPLC 和

UHPLC可以实现, 但是分离不足容易受到基质干扰,

灵敏度受到限制 , 而利用低流速 LC 通常会增加

LC-MS定量的灵敏度[48]。对于抗体的液质分析, ESI

是质谱最常用的接口, 这是一种浓度依赖的检测器, 低

流速LC可以通过增加峰浓度和电离效率有效的提高

信号强度。

Liu等[49]建立了低流量LC-MS方法, 以50 μL·min-1

的流速, 结合亲和富集, 实现了猴血清中重组mAb的

灵敏定量。与常规液相比, nano LC可以将LOQ降低

30～50倍。Duan等[50]应用nano LC-MS, 以250 nL·min-1

的流速在血浆和组织样品中获得了 3.2 ng·mL-1的检测

下限, 该方法应用于临床前小鼠模型中的 cT84.66, 一

种嵌合的抗CEA抗体的定量。然而由于 nano LC样品

负载能力有限 , 一般还需要结合凝胶电泳或亲和富

集的样品前处理, 以确保稳定分析。为了应对这种情

况, Zhang等[51]开发了一种捕集-微流液相-质谱 (T-μ-

LC-MS) 方法, 能够在不超过系统容量的情况下加载

大量生物样品。通过选择性的捕获-传递方式, 消除了

大多数疏水性和亲水性的基质干扰, 并在下游的微流

液相色谱-质谱分析之前浓缩了目标峰。该方法简单

明了 , 并且实现了可与 nano LC-MS 相媲美的高灵敏

度 , 同时兼具与常规流动 LC/MS 相当的稳定性和通

量。研究中对血浆和组织中 10 种生物药物和生物

标志物进行了定量 , 每次分析用时为 8 min, 与常规

LC-MS相比, 灵敏度提高 25倍, 分析比 nano LC更加

稳定 (连续进样>1 500次), 可以满足高灵敏大规模的

检测要求。

2.4 准确度

血浆和组织中药物浓度的正确测量对于抗体药物

的研究和发展是必不可少的, 因此定量方法必须有较

高的准确度。前文中提到, 当前稳定同位素标记的肽

段作为内标 (SIL-IS) 广泛用于LC-MS定量抗体, 可以

大大提高分析的重现性, 在肽段水平可以直接开发方

法, 并且SIL标记的肽段可以很容易从商业来源获得。

然而, 当肽段直接用于建立标准曲线时, 并不能保

证定量的准确性。将合成的替代肽段作为标准样品,

仅仅解决了LC-MS部分引起的误差, 而不能监控上游

步骤, 如样品制备和酶解。Duan等[50]的研究发现, 肽

校准法方法开发过程中显示出了严重的负偏差。同样

地, 即使Neubert等[52,53]引入了延伸肽的校正方法 (延

伸肽包含 SIL肽和从N-末端和C-末端延伸的 3～6个

氨基酸残基), 当定量分子量达到 100 kD 以上的抗体

时, 仍然会导致相当大的负偏差[26]。将 SIL全长蛋白

质作为 IS, 并将蛋白配制为标准样品的校准方法, 理论

上可以纠正所有样品前处理和质谱分析中的误差, 然
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而, SIL全长蛋白的生产成本很高, 而且对于种类繁多

的蛋白质来说也是不切实际的。

鉴于此, 有研究者提出了使用“混合”校准策略精

确定量血浆和组织中的调节蛋白和蛋白质药物: 即目

标蛋白直接配制成标准样品, 而使用SIL肽或者SIL延

伸肽作为内标的混合校准方法。Nouri-Nigjeh等[26]的

研究证明, 只要样品制备过程高度可重复, 混合校准策

略就可以实现准确的定量 (与全长蛋白校准方法相比,

偏差在 10%以内), 可作为蛋白水平校准一种高效益的

替代方法。

3 LC-MS技术在抗体药物生物分析中的实例

在过去的十几年中, LC-MS法定量抗体的研究蓬

勃发展, 本节将介绍一些有代表性的实例。

3.1 血清/血浆中抗体的药动学 (PK) 研究

LC-MS法已被广泛应用于血浆/血清中mAb的定

量, 以支持临床前和临床 PK研究。Hagman等[54]开发

了 LC-MS方法来定量食蟹猴血清和人血清中的模型

抗体药物。通过前处理将 25 µL血清样品中约 50%的

血清总蛋白去除, 人和食蟹猴样品中模型抗体的定量

下限均可以达到 2 µg·mL-1。Ouyang等[15]则将颗粒内

酶解与 LC-MS 相结合 , 用于猴子血浆中 mAb候选药

物的分析。

除此之外, 也有学者通过建立不同的LC-MS法或

LBA法来检测同样的抗体样品, 对不同的分析方法进

行全面的比较。例如Lu等[55]分别采用白蛋白耗竭、蛋

白A捕获和抗体捕获 3种前处理方式, 对mAb候选物

CNTO736进行LC-MS定量。他们所得到的结论是这

3种方法都为PK研究提供了足够的灵敏度。Fernández

Ocaña等[10]建立了LC-MS方法定量人血清中的游离和

总的抗MADCAM单抗, 游离mAb由生物素化的抗独

特型抗体捕获, 用链霉亲和素磁珠富集, 总mAb则通

过蛋白G磁珠富集。

本实验室最近建立了一种 LBA分析方法和两种

与不同前处理相结合的LC-MS方法[29], 首次对大鼠和

食蟹猴血清中抗 CD47 的 mAb 候选药物 (SHR-1603)

进行定量。其中, LBA 法所使用的是 MSD 电化学发

光仪器 , 通过形成“CD47-单抗药物-标记性二抗”复

合物, 检测完整的单抗药物, 测定范围 19.5 ng·mL-1～

10 µg·mL-1。LC-MS法则使用了两种不同的前处理方

式: 沉淀颗粒内酶解, 用有机溶剂提取目标抗体, 然后

对其进行酶解 , 测定范围 250 ng·mL-1～500 µg·mL-1;

磁珠亲和富集后酶解, 用抗原CD47包被的磁珠对样

品中的目标抗体进行免疫亲和富集, 并在磁珠上完成

后续的酶解, 最后都用同样的质谱分析方法来检测特

征性替代肽段, 测定范围为 100 ng·mL-1～100 µg·mL-1。

3种方法都成功应用于临床前PK研究, 最后获得了有

显著差异的PK曲线 (图 3)。该研究表明 3种方法获得

的药物浓度在低剂量组中显示出很好的一致性 (药物

暴露率的比值在 1.05～1.11), 而在中剂量和高剂量组

中, 使用LC-MS方法测得的药物浓度高于通过ECL方

法获得的药物浓度, 这可能是由于所测的抗体形式不

同 (游离mAb和总mAb)。LC-MS方法对于SHR-1603

的 PK 评估显示出较高的准确性、分析效率和成本

效益。

如前文所述, 免疫亲和富集与LC-MS相结合的杂

交分析方法, 可以提高抗体定量的灵敏度。这种方法

也有助于测量生物基质中除抗体以外的靶标。比如通

过将抗体药物本身作为捕获抗体, 用于定量猴和人血

浆中存在治疗蛋白的抗药抗体。此外, LBA也可以与

LC-MS平行使用, 例如, LBA和LC-MS已经被应用于

在抗体偶联药物 (ADC) 的生物分析中, 测定 ADC药

物的药物抗体比 (DAR)[56]。ADC药物通过mAb的靶

向作用, 特异地传递所携带的小分子药物。DAR和药

物负荷分布是决定ADC体内疗效和毒性的关键参数,

DAR的微小变化会导致靶向部位暴露量的显著变化。

Xu 等[57]建立了检测一种 ADC 药物的亲和富集结合

LC-MS的分析方法, 成功测量了体外和体内的DAR。

尽管在过去的十几年中, LC-MS法定量抗体的研

究蓬勃发展, 但用此方法获得临床PK数据并提交新药

研究申请和生物制品许可申请的例子非常少[58]。抗体

药物的生物分析试验必须得到验证, 以满足监管的要

求。蛋白药物的 LC-MS分析应该遵循监管指南的哪

些部分, 这一点在 2018年 FDA颁布的《工业用生物分

析方法验证指南》中还未明确[59]。美国药学科学家协

会 (AAPS) 生物分析组的蛋白质 LC-MS 生物分析小

组 , 在 2015年首次提出在蛋白质 LC-MS 生物分析方

法验证过程中应该评估的方法参数和验收标准, 为蛋

白质 LC-MS 生物分析方法的验证提供一些基本原

则[60]。该白皮书侧重的是使用酶解得到替代肽的LC-

MS方法, 旨在支持非临床毒代动力学和临床药代动

力学研究。该白皮书认为, 由于大蛋白 (如抗体) 分析

的复杂性以及与LBA的结合, LC-MS分析蛋白的接受

标准相对于小分子LC-MS应该适当放宽, 验证精密度

和准确度应设为20% (LLOQ为25%)。

3.2 组织中抗体的分布

研究抗体在组织中的分布情况, 对于评估抗体药

物的安全性和有效性有重要意义。尽管 LC-MS法已

被广泛应用于血浆/血清中 mAb 的定量 , 组织中的

mAb定量工作却较少被报道。与在血浆/血清中直接

定量相比, 组织样品需要额外的前处理, 开发组织样品
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提取、清理和酶解的最佳方式。由于抗体的分布容积

小, 组织内抗体浓度比体循环普遍低 (除非组织抗原

的富集), 组织中的残余血液会对定量产生较大干扰,

而有效的清除往往又会导致组织内抗体的损失。

Duan 等[11]使用 nano LC-MS、有效的样品制备和高通

量肽段优化策略, 对小鼠 7个组织中的两个mAb (8c2

和 cT84.66) 进行定量 , 其 LOQ 为 0.156～0.312 µg·g-1

组织, 该方法用于评估长期多剂量给药后稳态下mAb

的组织分布。

3.3 盒式给药

如前所述, LC-MS能够同时定量多个靶蛋白, 因

此能对候选药物进行盒式给药研究。对同一组动物注

射多种药物的盒式剂量可以极大地减少动物的用量,

提高临床前研究的效率和速度。盒式给药已被普遍用

于筛选小分子药物, 现在发现它更适合于候选mAb的

初步研究。这是因为多个mAb的研究通常不会带来药

Figure 3 The profiles of mean serum concentrations of SHR-1603 vs time after intravenous injection for both rats and cynomolgus mon‐

keys. (Method 1 stands for the MSD-ECL method, method 2 stands for the straight LC-MS/MS method, method 3 stands for the IA-LC-MS/

MS method. A, B, and C are respectively of 10, 30, 90 mg·kg-1 dosage group of rats; D, E, and F are respectively of 5, 15, 45 mg·kg-1 dosage group

of cynomolgus monkeys). n = 6[29]
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物-药物相互作用的风险, 蛋白质的 PK不受 CYP450

和转运蛋白的影响; 且找到多个mAb的最佳的共同配

方是相当简单的。Jiang等[13]开发并验证了LC-MS方

法同时定量两个共给药的mAb, 该方法对两个靶标都

有良好的灵敏度、重现性和准确性。该方法应用于猴

体内的毒代动力学研究, LC-MS获得的 PK图谱与通

过对每个抗体进行单独的LBA分析获得的PK图谱高

度吻合。Li等[61]在皮下注射盒式给药的研究中, 血浆

中的LOQ为 0.1～0.5 µg·mL-1, 该方法在一次研究中可

获得4个mAb的PK参数。

4 总结与展望

近年来 , LC-MS 已成为一种强大的抗体分析方

法, 广泛地用于定量生物基质中的抗体药物。LC-MS

技术是传统LBA的一种很有前景的替代或补充方法,

可以很容易地适应不同种属的不同基质; 具有高特异

性和高重现性; 不依赖于关键试剂; 能够在一次分析

中同时定量多个蛋白质。此外, LC-MS方法的开发和

验证速度快, 成本相对较低, 可以有力地促进药物快速

发展。在过去的十几年中, 结合多种先进的样品制备、

色谱和质谱技术 , LC-MS 法定量抗体的研究蓬勃发

展, 极大地促进了抗体药物的临床前和临床研究。虽

然抗体药物的 LC-MS 分析仍面临方法开发、样品制

备、灵敏度和定量准确性等方面的挑战, 但新的技术正

不断涌现来克服这些难题。例如, 已经开发了低流速

LC-MS (如nano LC-MS) 和免疫亲和 (IA)-LC/MS来提

高灵敏度; 稳定而高效的样品制备方法也正在涌现;

混合校准方法可以保证分析的准确度和成本效益。

除了杂交LBA-LC-MS, 未来的趋势是各种生化技

术与 LC-MS的结合。为了在高度复杂的生物系统中

获取药物的关键信息, 例如药物的游离与结合、免疫复

合物、代谢和分解产物以及修饰形式, LBA、凝胶电泳、

亲和色谱等都可以与LC-MS耦合, 以提高对抗体的检

测能力。LC-MS法定量抗体的新技术将持续快速发

展, 包括但不限于新的样品制备、液相色谱分离和质谱

技术, 并更广泛地应用于抗体药物的研发进程中。
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