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单克隆抗体药物序列分析的审评思考

齐连权, 白 玉, 罗建辉*

(国家药品监督管理局药品审评中心, 北京 100022)

摘要 : 改造用于重组表达生物技术药物宿主的遗传信息 , 包括将外源基因转入宿主细胞之后 , 对其 DNA、

mRNA和蛋白水平上的序列加以分析是产品/工艺开发和质量研究的重要部分。本文以单克隆抗体药物为例, 介绍

了近年来新一代测序和液质联用等新技术在序列分析方面的应用。这些技术在成本、耗时和专业能力要求方面各

不相同, 应按照逐步递进的原则, 在药物生命周期的不同阶段合理选择使用, 以提高研发的成功率并保证产品质量,

进而保证临床使用的疗效和安全性。

关键词: 序列分析; 单克隆抗体; 质谱; 新一代测序

中图分类号: Q816 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2019)11-2113-05

Sequence analysis of therapeutic monoclonal antibody
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Abstract: Sequence analysis of DNA, mRNA and protein is an essential component of biologics or bioprocess

development. Analysis of sequences at the DNA, mRNA, and protein levels after the transfer of the gene of interest

into a host cell is an important part of quality control. This article reviews the application of new technologies such

as next-generation sequencing and LC-MS/MS in biological drug development such as monoclonal antibodies.

These techniques have different requirements in term of cost, handling time and expertise. Selecting an appropriate

technique with a sound rationale at different stages of drug development will add to the success rate of research

and development, and ensure product quality, thus ensuring the clinical efficacy and safety.
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从大肠杆菌到酿酒酵母, 从中国仓鼠卵巢 (CHO)

细胞到转基因动物, 多种宿主已被成功用于生物技术

药物生产。在用于药物生产前, 一般通过基因工程手

段改造宿主的遗传信息以适于高效的药物生产, 对改

造的遗传信息和药物序列分析是产品/工艺开发和质

量研究的重要部分。近年来, 新一代测序和液质联用

等新技术的应用在加快药物研发的同时, 也给技术审

评带来新的挑战。本文以单克隆抗体药物为例, 介绍

对重组CHO细胞的序列分析方面的审评思考, 为药物

研发提供参考, 也为其他类型的生物技术药物, 如 Fc

融合蛋白、抗体药物偶联物 (ADC)、细胞因子和酶类

等研究开发提供借鉴。

通常将抗体分子的重链和轻链基因克隆到带有筛

选标记的载体上, 经转染CHO细胞后筛选得到目的基

因稳定整合到CHO基因组上的克隆, 可用于稳定表达

以生产单抗药物。经过多天的连续传代扩增和大规模

培养, 分离、纯化分泌表达在培养液中的单抗分子, 可

制成制剂用于医学预防或治疗。近年来新的单抗药

物, 如敲除核心岩藻糖以改善抗体依赖性细胞介导的

细胞毒性 (ADCC) 作用或采用含有阻遏子的启动子以

实现诱导关闭表达等, 通常还涉及对宿主细胞的遗传

改造, 以进一步提高产品的产量、安全性和疗效等。这

类改造后的遗传稳定性也需要分析确认。

·新药论坛·

收稿日期: 2019-04-08; 修回日期: 2019-05-11.

*通讯作者Tel: 86-10-85243072, E-mail: luojh@cde.org.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2019-0255

·· 2113



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(11): 2113 −2117

在申报临床和上市申请的药学资料中, 药品研发

机构通常能够提交在DNA、mRNA转录和蛋白表达水

平上序列信息, 包括拷贝数和整合位点等支持性数据。

但对于多拷贝基因的突变情况, 转录本的序列一致性

以及低丰度的、表达水平的序列变异体等方面仍鲜有

深入研究, 期待这些新技术的广泛应用能够提高研发

的效率和成功率, 并进而有效保证产品质量。

1 序列分析的科学基础和技术要求现状

转染宿主细胞前, 应通过测序、分析比对以确定构

建好的重组载体的核酸序列和理论DNA序列一致[1]。

筛选得到的细胞株在传代过程中可能发生遗传突变,

这将导致细胞群的微观异质性, 而且突变株还可能获

得选择优势而产生克隆替换。在包括疫苗、基因治疗

和治疗性蛋白等生物技术药物的生产过程中, 这些自

发性突变对最终产品的质量构成风险。传代稳定性研

究是用于确认细胞株适用于重组蛋白药物生产并能够

保持产品质量一致性的重要内容。很多监管当局都发

布了生物制品生产时需确保蛋白表达系统遗传稳定性

的指导原则。例如《中华人民共和国药典》(2015 年

版, 三部)“生物制品生产检定用动物细胞基质制备及

检定规程”中对重组细胞基质的稳定性提出了明确要

求, 包括重组细胞的遗传稳定性、目的基因表达稳定性

和目的产品持续生产的稳定性等 , ICH Q5D、FDA[2]、

欧洲药典及WHO[3]也有类似的指导原则。遗传稳定

性中的一项关键评估是分析确认目标区域基因组的大

小和核酸序列, 包括确认启动子和其他功能元件。此

类评估至少应该在主细胞库和生产终末细胞库上

开展[4]。

对于生物类似药,《生物类似药研发与评价技术指

导原则》(试行) 也明确要求, 候选药的氨基酸序列原

则上应与参照药相同 , 并要求在药学研究与评价时 ,

“对于氨基酸序列测定的比对试验研究, 可以与已知的

参照药序列直接进行比对”。

通常借助测序分析技术手段, 从DNA、RNA和氨

基酸序列 3个不同水平上确认遗传信息和表达产物的

正确性以及在连续生产培养过程中的稳定性。在分子

水平, mRNA样品中发现的突变可能来自DNA模板、

转录错误、剪切错误或转录后修饰[5]。未合理优化密

码子偏性的外源基因、tRNA错载或培养基中部分种类

的氨基酸耗尽都可能导致在遗传信息正确的情况下蛋

白合成时氨基酸的错误掺入[6], 因此也需要采用蛋白

测序或质谱等技术手段在氨基酸水平进行序列分析以

评估序列变异体对产品质量的影响。

在细胞株开发初期直至商业化生产过程中上游培

养工艺的变更, 都需要谨慎细致地研究, 包括定性和定

量的研究遗传信息突变及氨基酸错误掺入导致的序列

变异体, 关注并降低其潜在的稳定性、生物学功能和免

疫原性等方面的质量风险[7]。

2 DNA水平的序列分析和技术考量

DNA水平上的遗传稳定性包括目的基因的拷贝

数、整合位点以及序列信息等。常可采用 qPCR方法

检测外源基因拷贝数来评估遗传稳定性, 但该方法有

包括参比品和待检测样品的扩增效率差异等技术局

限[8]。另一项数字 PCR (digital PCR, dPCR) 方法也可

用于确认拷贝数[9]。通过分隔出单个模板分子的PCR

扩增, 直接读取阳性和阴性信号计数, 通过泊松分布转

换得到目标基因的绝对拷贝数, 数字 PCR可实现不依

赖于标准曲线和参照样本的准确、绝对定量。荧光原

位杂交技术 (FISH) 可用于确认目的基因的整合位点

信息[10]。

DNA 印迹 (Southern blot)、限制性片段长度多态

性 (RFLP) 和 Sanger测序能够进一步提供目的基因序

列信息。但和新一代测序 (next generation sequencing,

NGS[11], 也称为高通量测序, high throughput sequencing,

HTS) 相比, 其灵敏度和信息量则稍显不足。Sanger法

基于被扩增的混合物测序, 一般能检测到低至 15%～

20%的变异体[12], 而NGS则可以检测到低至0.1%的变

异体, 甚至更低[13]。而且NGS还可以提供除目的基因

外更大范围的序列信息, 甚至全基因组测序, 可用于评

估更多的遗传信息改变。虽然目前监管当局尚未要求

采用NGS开展序列分析, 但随着其更广泛的应用及显

示出的巨大优势, 相信未来会被越来越多的研发机构

采用[14]。当然, 伴随着NGS提供的更高灵敏度, 在确

认变异体时也应关注其潜在的高序列错误率[15], 同时

该方法也应该经过适当的方法学验证。

有研究团队采用称为“靶向位点扩增”(targeted

locus amplification, TLA) 和NGS技术快速完成了克隆

筛选, 用比传统手段更短的时间排除了出现点突变、基

因重排及非单克隆来源的细胞株[16]。另一项研究在细

胞株开发早期使用NGS对扩增子测序, 发现并排除了

4个临床项目中的序列变异克隆, 安全地加快了研发

进度[17]。

3 RNA水平的序列分析和技术考量

部分多拷贝基因并非以一致的效率转录成mRNA,

而且在转录过程中也有可能发生序列变异, 因此同样

有必要在RNA水平上进行单抗药物的序列分析。通

常可以采用 RNA 印迹 (Northern blot)、或将 mRNA 反

转录成 cDNA 测序研究其序列变化情况。RNA-seq,

即mRNA水平上的NGS, 可以实现对低水平基因突变

的研究。
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在一项对长期培养的、表达单抗的CHO细胞突变

发生情况的研究中, 作者分析了包括重链、轻链和二氢

叶酸还原酶 (DHFR) 3个外源基因和看家基因GAPDH

的突变情况, 结果发现随着传代次数增加及存在氨甲

蝶呤 (methotrexate, MTX) 的情形下, 外源基因的突变

率明显增加, 含 80 nmol·L-1 MTX的 100PDLs样品的突

变率高于 0.5%[18]。而应用NGS的核糖体足迹画像 (ri‐

bosome footprint profiling, RiboSeq) 方法则通过提供

全基因组范围的翻译信息, 为利用CHO细胞生产抗体

药物在工艺开发和细胞株工程方面提供更多解决方

案[19]。而另一项针对经多代次培养的、稳定表达重组

蛋白的克隆和不稳定表达克隆的转录组分析发现, 与

稳定表达细胞株相比, 不稳定细胞株的早期代次和晚

期代次有更多的基因表达水平出现较大差异。同时,

不稳定细胞株的启动子甲基化和基因拷贝数则未发生

显著变化[20]。

4 氨基酸水平的序列分析和技术考量

即使在mRNA序列正确的情况下, 由于培养基中

氨基酸耗尽等原因, 氨基酸错误掺入也可产生序列变

异体[21]。因此一级氨基酸序列分析是结构确证的重要

资料之一, 通常可采用液相色谱 (LC) 结合质谱 (MS)

或串联质谱 (MS/MS) 完成样品的分离和分析, 即LC-MS

或 LC-MS/MS, 利用不同的样品前处理方式 , 可以获

得包括抗体蛋白完整分子量、脱糖分子量、还原分子

量、还原脱糖分子量、肽段分子量、N/C末端异质性、糖

基化、糖化、脱酰胺、蛋氨酸氧化、二硫键/三硫键和游

离巯基及氨基酸排列顺序和序列变异体等多层次的全

面结构信息[22]。另一种离子化质谱技术-基质辅助激

光解吸电离 (MALDI) 可有效电离分子量大于 500 kDa

的分子, 得到单电荷离子, 可用于完整分子量、翻译后

修饰和修饰位点等研究。当然, 序列变异体通常比例

较低, 且理化性质和正常序列抗体分子差异不大, 需

要采用高分辨率和高质量精度的液质联用技术开展定

性定量分析 , 同时相应方法应通过适当的性能确认

(performance qualification)。

5 蛋白结构的全面表征分析

在氨基酸序列分析的基础上, 从翻译后修饰 (糖

基化、糖化、硫化、磷酸化)、变异体 (分子大小、电荷异

质)、聚合体/降解物、氨基酸的转化物 (氧化、脱酰胺、

环化等) 等方面, 研发结构应对抗体蛋白结构进行全

方位的解析研究。部分翻译后修饰如糖化、N-寡糖糖

型以及脱酰胺、氧化等虽可采用相同技术途径加以分

析, 且也和抗体分子结构、活性关系密切, 但其更多和

上下游生产工艺及储存条件有关。

对于分子大小变异体如聚集体、片段和非糖基

化重链等可采用传统的 SEC-HPLC、SDS-PAGE 或

CE-SDS进行定性和定量分析; 对于电荷变异体可以

采用 IEX-HPLC、cIEF或CZE实现分离、分析; 对于抗

体和其降解片段在亲疏水性方面的差异 , 可以尝试

HILIC、HIC-HPLC或RP-HPLC实现分离、分析。序列变

异体和正常抗体分子由于只有 1个或几个氨基酸的差

异 , 需采用更高分辨率的多属性方法 (multi-attribute

method, MAM) 检测分析[23], 通常需结合适当的样品

前处理或预先富集[24]。在一项采用多种分析技术头对

头研究雷珠单抗的生物类似药的研究中, SEC-HPLC、

CE-SDS 和活性分析均未发现差异 , 而 CEX-HPLC 和

CZE发现其酸性峰和原研药存在差异, 完整分子和亚

单位的质谱数据分析显示, 有约 6%～9%样品的轻链

分子量增加27 Da, 进一步的二级质谱确认了轻链上多

个位点发生了丝氨酸替换成了天冬酰胺的序列变

异[25]。雷珠单抗是由大肠杆菌表达产生的, 而在CHO

和NS0细胞中类似氨基酸替换也已被发现[26]。

研发机构可以使用自上而下 (top down) 的方法对

完整抗体分子进行表征, 还可以富集制备糖化、氧化、

电荷变异体和分子大小变异体等各个组分, 解析其结

构和生物活性的关系。可以采用强制降解样品以更高

效制备并确定和评价这些产品相关物质和/或杂质与

结构/功能关系, 也可以为设定产品的长期保存条件提

供依据。这些结果可用于确定药物分子的关键质量属

性 (CQA) 并开发适当的工艺和分析控制策略。直接

片段化后分析可以进一步提供一级结构、糖基化和异

构体等信息。

多种技术手段能够降低产品的复杂性, 实现自中

而下 (middle down) 或亚单位的抗体分子表征[27]。例

如可以用PNGase F切除N-寡糖, 以获得去除糖基化的

抗体分子, 测定其精确分子量, 并推断非糖基化重链的

比例; 还可以同时利用还原剂分离得到单独的轻链及

重链分子, 测定其精确分子量, 以发现低丰度的序列变

异体; 抗体蛋白可以被木瓜蛋白酶和 IdeS等特异性的

肽链内切酶降解成片段, 结合酶解处理的亚单位水平

的LC-MS可以得到100%覆盖率的肽指纹图谱。

采用自下而上 (bottom up) 的分析策略虽耗时较

长, 但可以提供更丰富、精细的结构信息。经变性、还

原和烷基化后的蛋白样品 , 通过胰蛋白酶、Lys-C 或

Asp-N等肽链内切酶酶切后采用LC-MS/MS进行一级

结构表征, RP-HPLC肽图分析联合质谱 (MS)、串联质

谱 (MS/MS) 分析确定抗体药物由 cDNA 推测的氨基

酸序列。常规的技术路线是首先分析所有未修饰肽段

的质量并与MS分析预测的质量相比较, 之后再通过

肽段的二级MS/MS碎片进一步确认序列信息。肽图
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分析联合MS和MS/MS分析可用于肽段含量确定, 通

过MS提取离子色谱图的峰面积积分定量测定修饰氨

基酸的水平, 其结果可以表示为所有该肽段峰面积的

百分比。

通常可能需要分析多种酶切肽图以获得完整的序

列覆盖, 并鉴别所有氨基酸修饰。赖氨酸残基糖化与

蛋白质的 Lys-C酶切相互干扰, 需要其他类型的蛋白

酶提供互补数据。研发机构应分别在一级MS和二级

MS/MS水平上确认氨基酸序列, 分析测定的序列覆盖

率, 同时给出b和y碎片离子信息。可将氨基酸序列与

根据 cDNA预测推导得到的序列进行匹配分析, 审评

建议对于一级质谱应得到 100%的序列覆盖率, 同时

应对二级质谱信号进行序列分析, 以获取更多信息。

可通过比较峰保留时间偏移和/或肽质量的测量

值与预测值之间的差异等方法检测确认各种序列变异

体、翻译后修饰和确定二硫键连接方式 , 并通过 MS/

MS分析确定具体位点。通过提取离子色谱图的峰面

积积分定量测定修饰氨基酸的水平, 结合不同的样品

处理或富集手段及其他质量属性可以推断其对抗体药

物生物学活性的影响程度。常见的氨基酸修饰包括抗

体蛋白N端谷氨酰胺、谷氨酸环化为焦谷氨酸; 天冬酰

胺 (谷氨酰胺、天冬氨酸和谷氨酸) 脱酰胺和异构化/环

化, 产生天冬氨酸、异天冬氨酸和稳定的环状琥珀酰亚

胺; 蛋氨酸和色氨酸等氨基酸氧化为蛋氨酸亚砜和犬

尿氨酸等; 赖氨酸糖化; N-糖基化和O-糖基化; 重链C

末端赖氨酸剪切丢失等多种形式。这些不同的氨基酸

修饰对抗体分子的结构、稳定性、生物学活性和免疫原

性分别有着不同程度的影响, 而且即使相同的氨基酸

修饰, 也可能会因为处于抗体分子蛋白序列中的不同

位置而影响程度完全不同。

6 结语

确认目的基因在DNA、mRNA转录和蛋白表达水

平上序列的正确性, 是保证药品质量和患者安全的基

础。包括NGS和液质联用等多种技术可用于序列分

析, 这些技术在成本、耗时和专业能力要求方面各不相

同, 研发机构应按照逐步递进的原则选择这些技术, 在

生物技术药物生命周期的不同阶段合理使用。近年来

应用多属性方法检测生物技术药物纯度以提高整体控

制策略得到更多重视[28], 也为药物生命周期管理提供

了新的选择。这些技术通常都能产生大量数据, 但如

何优化数据分析策略以高效检测和鉴定低丰度的序列

变异体是技术提供商和药物研发机构的重要课题[29]。

技术审评将依据现有法规和指导原则, 基于目前科学

认知, 对序列分析和确认情况进行整体评价, 以保证产

品质量、临床使用的疗效和安全性。
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