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多属性分析方法应用于治疗类抗体药物质量控制的考量与前景
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摘要: 近年来, 包括治疗类抗体在内的治疗类蛋白产品已成为现代生物制药的主力军。然而, 此类产品具有复

杂的产品质量属性, 在一定程度上限制了产品的研发与质控 (quality control, QC)。随着高分辨质谱技术的发展, 基

于质谱的多属性分析 (multi-attribute method, MAM) 具有多种产品质量属性的直接检测以及杂质的鉴别能力, 其在

产品的研发及QC中的重要作用逐渐显现。鉴于MAM有助于促进药品质量及QC水平提升、生产成本降低, 为了探

索MAM在研发和QC中的应用, 本文从MAM的基本流程、在生物制药领域研发与QC中的应用、FDA对MAM在

QC中应用的考量以及面临的机遇与挑战进行了介绍。以期为MAM在我国治疗类抗体药物中的应用提供思路, 并

为其在QC中更好的开发、使用、替代传统方法奠定基础。
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Abstract: In recent years therapeutic proteins products including therapeutic antibodies have become a major

driving force for the modern biopharmaceutical industry. However, they have complex product quality attributes

(PQAs) which limit product development and quality control (QC). Recent advances in high resolution mass

spectrometry (MS) have led to the use of an MS-based multi-attribute method (MAM) for quality control testing of

therapeutic proteins, which allows for direct measurement of multiple PQAs and identification of impurities. MAM

helps to promote the improvement of product quality and QC and a reduction in manufacturing cost. To explore the

application of MAM in QC, we discuss generic MAM workflow, the current state of MAM application in product

development and QC, identify points to consider for use of MAM as a QC test, and summarize MAM's advantages

and challenges in this article. The future application of MAM for therapeutic antibodies and the opportunities for

its further development, use, and substitution for conventional methods is presented.
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近年来, 治疗类抗体药物发展迅速, 已成为现代生

物制药的主力军。治疗类抗体药物可以特异性地与靶

抗原结合, 发挥疾病治疗作用, 具有选择性高、不良反

应少等优势, 其分子量巨大、结构复杂, 包括有单抗、抗

体融合蛋白、抗体片段、抗体偶联药物、多功能抗体等。

它们一般由细胞重组表达, 不同的理化因素会使其在

生产过程中发生诸如糖基化、氧化、糖化、脱酰胺、异构

化及端基环化等修饰 , 形成翻译后修饰 (post-transla‐

tion modification, PTMs) 变异体 , 导致产品在糖型、

电荷、半胱氨酸、相关氧化物、大小、微量突变等方

面存在差异[1]。这些变异体作为产品质量相关属性

(product quality attribute, PQA) 的一部分, 可能对产品

的功能产生影响。

为了更好地对关键质量属性 (critical quality attri‐

bute, CQA) 甚至 PQA进行控制, 进而保障治疗类抗体

药物的质量 , 目前常用的 QC 方法包括 : 毛细管电泳

法、离子交换色谱法、亲水色谱法、反相高效液相色谱

法、体积排阻色谱法或疏水相互作用色谱法等[2]。这

些方法通常分别用于分析不同的 PQA, 如: 还原 SDS

毛细管电泳用于分析剪切变异体, 离子交换色谱用于

分析电荷变异体, 亲水色谱用于分析寡糖分布。近年

来, 质谱 (mass spectrometry, MS) 技术已经广泛用于治

疗类抗体药物 PQA 及潜在 CQA 的表征, 以评估工艺

变更后的产品差异及对产品质量安全性及有效性的影

响、鉴别假药、研究药物药效学/药代动力学、确认早期

药物研发中的CQA等[3-6]。

随着 MS分辨率、质量精度等检测性能的提升以

及半自动化数据处理软件的开发 , 目前出现了基于

MS的多属性分析方法 (multi-attribute method, MAM)。

该方法通过 MS分析治疗类抗体药物的肽段, 可以对

包括糖基化、氧化、脱酰胺、异构化、C末端赖氨酸缺失

在内的诸多 PQA进行定量分析, 反映 PQA在变异体、

多批次稳定性样品、工艺开发与变更样品中的变化。

MAM 还具有杂质分析功能, 为药品的质控提供更加

快速和全面的分析, 有望在未来替代还原 SDS毛细管

电泳、亲水色谱、离子交换色谱等多种传统方法。作为

一种新方法 , MAM 用于治疗类抗体药物质量控制

(quality control, QC) 正处于快速发展阶段[7]。为了使

该方法更好地应用于QC, 本文将介绍MAM的基本流

程、在生物制药领域的应用特别在QC中的应用、FDA

对于该方法在QC中应用的考量以及面临的机遇与挑

战, 以期为 MAM在我国治疗类抗体药物中的应用提

供思路, 并为其在 QC中更好地开发、使用、替代传统

方法奠定基础。

1 MAM基本流程及其在研发及QC中的应用

1.1 MAM 基本流程 典型的基于 LC-MS (liquid

chromatography-mass spectrometry, LC-MS) 肽 图 的

MAM 工作流程是, 治疗类抗体药物经过变性、还原、

烷基化处理后, 酶解为含有 PQA信息的多肽, 是一个

自下而上 (bottom up) 的检测策略。基于对治疗类抗

体的 PQA以及其中CQA的全面了解, 采用 LC-MS结

合数据库搜索软件对多肽进行鉴定, 进一步基于不同

m/z信息通过自动化的软件进行定量, 获得氨基酸序

列、PTM、化学修饰以及剪切体等信息 (图 1)[8]。MAM

一般可分为两个层次: 一是通过与参考品的比较来实

现 PQA相对含量的监控, 这时可只采用 LC串联一级

MS 分析; 二是对 PQA 定量以及对杂质、潜在的 PTM

变化所产生的新峰检测 (new peak detection, NPD), 需

采用 LC-MS/MS 分析。PQA 的定量结果要符合一定

的可接受范围 , 而 NPD 起到了杂质鉴定的作用 , 是

MAM关键的组成部分[9]。MAM具有高灵敏度、高特

异性、高精度 , 并能同时监测及定量分析多种 PQA。

Figure 1 Peptide-based multi-attribute method (MAM) workflow used as a quality control (QC) test (bottom-up)
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对于结构及PTM复杂的大分子蛋白药物而言, 在充分

理解产品特性和工艺过程的基础上, 可以更为精确地

对CQA甚至PQA进行控制。

与传统方法 (如: SDS-毛细管电泳、亲水色谱、离

子交换色谱、反相色谱) 相比 , MAM 有 3 个主要的优

势。一是 MAM 可通过一次分析获得更多的 PQA 信

息。例如, SDS-毛细管电泳获得的片段信息, 亲水色

谱检测的寡糖分布以及反相色谱鉴别互补决定区序列

信息均能够通过一次 MAM测定获得, 可以减少一些

检测较少质量属性的传统分析方法。二是MAM提供

了针对众多 PQA 的直接定量监测, 增强了对 PTM 和

化学修饰的整体理解和趋势分析。而传统方法则是以

完整分子的形式进行测定, 如离子交换色谱检测由多

种 PQA 综合形成的酸峰、主峰和碱峰含量 , 可能遗

漏一些关键信息。三是MAM通过一次采样获得多种

PQA 的一套完整的数据集。当在之后对产品有额外

的理解或发现了新的杂质时, 之前的数据集都可以重

新分析从而获得特定 PQA的完整数据。而大多数传

统方法缺乏特异性 , 通常不具有这一特性。此外 ,

MAM 由于具有对 PQA 直接测定以及产出信息更加

全面的特点, 与结构功能研究相结合, 可帮助从 PQA

中筛选出 CQA, 也可分辨一个或多个属性与产品质

量之间的关系。MAM的鉴别及定量能力有利于工艺

中更好地控制 CQA, 还可以简化产品全生命周期的

管理[8]。

1.2 MAM 在研发与 QC 中的应用 MAM 可以通过

较少的检测次数获得更全的属性分析。因此 , 使用

MAM 可以在药品研发阶段减少检测量, 进而有效降

低成本。更重要的是, MAM 可以直接监测与生物学

功能相关的 PQA指标, 分析质量属性的变化, 并推测

对产品活性及有效性的影响。此外, MAM 还可以直

接在工艺开发和人体应用中监测CQA指标, 从而辅助

CQA的风险评估[9]。MAM还可以应用到工艺开发与

表征中, 建立关键过程参数与药品的有效安全性信息

之间的联系 , 从而支持质量源于设计理念。有研究

者[10-12]采用MAM对工艺开发中的微量样品进行检测,

揭示了关键过程参数与糖基化和糖化水平的相关性,

从而实现了生产工艺的实时调整。此外, MAM 也被

用于监测特定的可能影响产品有效性的修饰, 如: 糖基

化、脱酰胺、氧化, 以及片段, 并为产品的稳定性、有效

期的制定提供依据[13,14]。综合来讲, 在治疗类抗体药

物研发的所有阶段, 包括: 候选药物筛选、工艺开发、

稳定性与可比性评估、QC、甚至药物体内监测等均可

以应用 MAM方法。最近发现, 治疗类抗体药物在体

内产生的修饰可能对其疗效及免疫原性有潜在的关

联 , FDA 也建议通过使用监测 PTM 的方法来监控生

物药的体内代谢状况[15]。因此, 使用 MAM 还可以分

析体内给药后一段时间内体内药物特定位点上的修饰

比例变化, 并用于建立评估不同PQA对治疗潜在影响

的模型, 帮助预测工艺或者产品属性变化可能带来的

影响[15,16]。

对于 QC而言, MAM 包括两个主要功能: 目标属

性的定量和NPD。在前期的工作中, 使用MS/MS和数

据库搜索对酶解产品进行深入的表征, 从PQA筛选出

一些 CQA 用于控制。一旦确定一组 CQA, 就要在随

后的检测中监测这些含有选定CQA的修饰及非修饰

肽段的质荷比 (m/z)。根据修饰肽峰面积与总肽峰面

积之比计算每个CQA的相对丰度 (式1)。
PQA/CQA (% Relative abundance ) =

Area modified peak
Area unmodified peak + Area modified peak

× 100

(1)

为了发挥NPD功能, 使用基本峰对齐算法对测试

样品的LC-MS色谱图和参考品的LC-MS色谱图进行

比较分析, 评估产品质量变化[8]。

MAM 在治疗类抗体 QC 检测中的应用已有一些

研究[6,8,17-19]。快速可靠的酶解方法, 可以有效地减少

人为因素对方法的干扰, 为MAM在QC中的应用奠定

基础[17]。与传统方法的结果相比, MAM 也展现了对

治疗类抗体药物 PQA 定量的优势[18]。Biogen 尝试用

MAM 来预测药物的等电点和寡糖比例, 从而在商业

化产品放行中替代传统方法, 已获得了欧洲药品管理

局的认可[8]。Zhang 等[6]开发了一种使用低分辨率四

极杆质谱仪的MAM, 可实现 PQA监测。但也有研究

对MAM的耐用性和可转移性表示关注和担忧[19]。

总体而言, 基于MS的MAM在QC中有很好的应

用前景, 但由于与传统方法的差异、方法验证较困难等

问题, 该方法还有待更深入的评估。为此, 监管部门如

FDA对MAM应用于QC开展了研究与探讨。

2 FDA对MAM在QC中应用的考量

FDA对MAM在QC中的分析能力与重要作用予

以了充分肯定, 为其在 QC中的开发与应用提供了指

导与理念支持[20]。为了更好地在QC中实施MAM, 提

出以下四点考量: ① 风险评估; ② 方法验证; ③ NPD

的能力及特异性; ④ 与传统方法的比较。

2.1 风险评估 将MAM替代传统方法用于QC检测

需要基于方法及产品特性, 要在候选蛋白产品的CQA

和整体控制策略的背景下对MAM的能力和性能进行

具体的评估。

是否采用MAM作为QC方法, 需要对产品和其作
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用机制的背景进行考虑。风险评估中要了解MAM和

传统方法产生信息的差异。典型的MAM是基于肽图

的方法, 反映每个肽段上修饰的变化。与基于完整分

子或亚基整体评估的传统方法相比, 不足在于 MAM

分析会丢失一些分子结构以及降解片段信息。但为了

发挥MAM在QC中的作用, MAM产生的综合数据应

可以在一定程度上控制产品的整体信息 (如等电点)。

另外还应对MAM方法与其他传统方法反映出的与产

品质量、安全性和有效性相关信息的差异予以考虑。

MAM作为QC检测用于产品研发阶段时, 也要进行风

险评估, 从而提升对CQA的鉴定与认知。

MAM 正交于传统方法, 在放行和稳定性检测中

可与传统方法的结果相互印证, 以加深产品开发者对

产品的认识。随着产品的开发及工艺的变更, 多个批次

和不同稳定条件下产品积累的MAM数据可以帮助产

品开发者对PQA有更加深入的理解, 这有利于上市产品

控制策略的建立以及将MAM纳入到质量控制策略中。

2.2 方法验证 由于MS的高灵敏度以及前处理、数

据采集及分析方法的变异性, MAM 方法验证较传统

方法更为困难。参考一系列指导原则 , 包括 ICH Q2

(R1)、ICH Q6B、FDA色谱方法验证指导原则以及FDA

药品和生物制品分析步骤与方法验证指导原则。定量

分析方法的验证参数主要包括专属性、线性、准确度、

精密度、范围、定量限、检测限、耐用性和系统适用性。

精密度、定量限、检测限和系统适用性是充分验证

MAM 用于 QC检测的关键参数。精密度是评估方法

可行性的重要参数, 要与被替代的传统方法的精密度

进行比较以确保MAM的适用性。成功的方法验证应

确保 MAM既有能力区分产品固有的变异, 也可以从

QC的角度鉴别批间差异。

快速发展的 MS技术对方法验证也是一个挑战。

随着新仪器的出现和发展, 方法的转移需要额外的实

验和数据支持。软件平台的改变和更新也需要进行彻

底的评估。QC需要制订详细的桥接计划来确保将方

法转移到新的仪器和软件上。

2.3 NPD 的能力与特异性 MAM NPD 的能力分为

两个方面, 一是通过 m/z提取来实现非特异性峰的检

测, 二是检测谱图中的任何变化。应对实验细节进行

评估以决定 NPD的优化参数。选择合适的检测阈值

是NPD成功的关键。

NPD的优势在于, 能够通过对额外产品降解产物

或变异体等的检测, 实现监测产品CQA的目的, 在产

品的稳定性研究中显得尤为重要。采用恰当的 NPD

设置和验证, MAM 可用于分析在不同储存条件下可

预期以及不可预期的变化来全面地确认产品质量。

NPD在批次放行中也具有优势, 可在产品生命周期中

检测新的、非预期的变化。

2.4 与传统方法的性能比较 MAM可提供大量特定

PQA 相对含量的信息 , 许多机构和组织推荐采用

MAM作为QC检测方法, 代替多个传统的放行和稳定

性检测方法。表 1比较了MAM和传统方法在分析目

标上的差异。可以看出, 与传统方法相比, MAM可获

得对产品 PQA更直接、更详细的信息。然而, 要证明

MAM可在QC中替代传统方法, 该方法应当可比或优

于传统方法。为此, 要在PQA充分表征以及风险评估

的基础上, 对 MAM和被建议替代的分析方法进行适

当的比较研究。

亲水色谱法测定游离寡糖含量, 而典型 MAM 测

定糖肽的相对丰度。由于测定的对象较为一致, 寡糖

的分布结果未显著改变。已有的数据也表明两个方法

之间有很好的相关性[14]。另外, MAM 可以在一次试

验中确定特定的糖基化位点。当蛋白具有多个糖基化

位点时, MAM还可以检测位点特异性糖基化分布。

然而, 有时 MAM 与传统方法可能反映不同的属

性。这时, 比较不同分析方法的结果可能会出现困难,

而且可能不直接相关。如阳离子交换色谱检测是基于

分子的净表面电荷。而 MAM 则鉴定位点特异性修

饰, 允许对变异体进行单独控制。因此阳离子交换色

谱与MAM的结果不直接相关。另外, 使用MAM替代

SDS-毛细管电泳时也需要注意, MAM可能无法检测

到特定的剪切体。这些情况在风险评估中应当予以考

虑, 还应注意MAM与传统方法产出数据的差异性。

3 MAM面临的机遇与挑战

随着生物制药的迅速发展, 尤其是大量治疗类抗

体药物的上市, 人们对于大分子药物的理解愈加深入,

对于药物QC的要求也在不断提高。开发更快、更准、

Table 1 Attributes and targets of MAM and conventional methods

Attribute

Glycosylation profile

Charge variants

Clipped species and other

size impurities/variants

Conventional method

HILIC

CEX

rCE-SDS

Target

Oligosaccaride

Intact antibody

Reduced LC/HC

MAM's target

Glycopeptide

Peptides with sialylation, oxidation, glycation, deamidation,

isomerization, lys clipping and terminal cyclization

Clipped peptides
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更全 (快、准、全) 的质量控制技术不仅是企业提高药

品质量、降低生产成本的需求, 也符合监管机构高效全

面监察的需求。MAM 作为一种新的技术出现, 也契

合了治疗类抗体质控“快、准、全”技术平台和全过程/

生命周期质控的理念, 通过新技术、新理念为QC提供

支撑, 最终进一步促进治疗类单抗为代表的生物药物

的质量可控性 (图2A)。

基于肽图的 MAM 本身也有一些亟待解决的问

题。比如, 其开发过程较为复杂、损失一定的蛋白完整

信息且验证较为繁琐。实验步骤多且需要考量多种条

件或者参数。此外, 仪器与仪器之间的差异性, 以及软

件的合规性和自动化不足也影响了其在GMP环境中

的应用[21]。因此基于 LC-MS 亚基/完整蛋白的 MAM

有望成为另一个发展趋势[22-26]。基于 LC-MS亚基/完

整蛋白的MAM方法作为自上而下 (top-down/middle-

down) 的检测策略, 通过较为简单的样品处理, 以及自

动化的软件方法可以让几乎没有质谱经验的分析人员

完成法规要求的分析工作 (图 2B), 同时在一定程度上

平衡蛋白的完整和局部信息, 还可以用于分析降解产

物和相关杂质。基于“快、准、全”的质控平台及理念,

该方法可以更好地在法规要求的条件下, 开展快速鉴

定、常规监测的相关检测。

在技术领域中, MAM 最常见的关注点包括关键

试剂、仪器间稳健性、方法可转移性和数据分析全自动

化软件的稳健性。这些技术问题也一直存在一些争

议 , 其中 MS 硬件稳健性和用于 NPD 的软件是 MAM

在 QC中实施相对关键及较为困难的环节, 受到大家

的普遍关注。监管及合规方面的主要问题包括有: 数

据量大、方法验证难度高、存在潜在的不合规结果、是

否采用并行测试 (传统分析加 MAM)。此外 , 由于

MAM是一种新的技术, QC实验室人员可能缺乏对于

MAM恰当的技术理解和如何达到监管验收要求的认

识。因此, 为了可以在符合GMP环境中使用MAM替

代传统的检测方法, 要充分参考上述的风险评估以及

与传统方法的比较原则, 证明MAM与传统纯度/杂质

分析的结果之间具有较好的相关性。在此基础上还可

以进一步尝试用MAM代替传统方法作为治疗类抗体

的放行检测。目前, 由于对 MAM技术的了解及经验

不足, 在GMP环境中使用MAM替代传统的放行和稳

定性方法还在起步阶段。但基于目前MAM的发展和

接受度, 业界已经开始尝试将此技术作为CQA控制策

略的一部分。而且, 随着监管机构对MAM愈加熟悉,

目前也在尝试推进并行测试, 在产品放行和稳定性检

测中同时开展 MAM和常规分析, 但最终目标还是希

望能让MAM在一段时间后逐步取代分辨率较低的传

统方法。

目前, 许多对 MAM 的研究和方法开发为来自技

术和合规性的挑战提供了解决方案, 以此来扩大行业

和监管机构对 MAM的接受度。对于关键试剂, 多家

酶供应商正在优化其试剂质量和平台, 以加快样品酶

切等样品前处理过程。自动化技术的进步也提供了一

种提高 MAM样品制备重现性的方法, 还可以节省资

源, 减少样品制备的变异性。关于MS硬件, 仪器供应

商优化了对系统间性能至关重要的硬件参数设置, 可

允许用户对多台 MS专业参数进行一样的设置, 从而

保证系统硬件性能一致, 将有助于改善GMP实验室中

用于 MAM 分析的 MS 性能。软件的稳健性和用于

MAM数据收集和分析的能力也在提高[19]。多家供应

Figure 2 Product life cycle management concept and broad-spectrum, rapid, and accurate platform (A), and subunit-based MAM work‐

flow (top-down/middle-down, B)
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商提供法规兼容包, 用于整个 MAM数据分析工作流

程, 从而保证结果的稳定性。在数据处理软件中增加

NPD功能, 大大提高了MAM检测能力。通过硬件和

软件的进一步提升促进MAM在不同实验室的成功转

移和验证。对于监管及合规性相关问题, 可以通过设

置通用的参考品以及在开发和规范设置的早期阶段增

加研究, 来提高合规性, 避免出现不规范结果。

4 结语

MAM是一种高灵敏度、高分辨率、低人为干扰的

检测技术, 能够同时开展多个CQA/PQA的直接检测。

MAM提供了一类实现“快、准、全”技术平台及理念的

方法, 有助于提高治疗类抗体药物为代表的生物制品

的有效性和安全性。通过 MAM的应用, 不仅可以引

导工业界开发更优的质控策略, 提高产品的质量可控

性, 同时也能更好地将药物质量属性与临床表现联系

在一起, 促进药物开发与上市。未来, 希望通过业界和

监管机构的共同努力, MAM能够在QC中更好地被开

发、应用, 替代多种传统方法以提升产品研发、质控放

行效率。
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