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单克隆抗体药物质量分析质谱技术研究进展
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摘要: 单克隆抗体 (简称单抗) 药物的研究和开发是一个快速发展的领域, 从第一代鼠源到第四代全人源单抗,

单抗药物在多种疾病治疗中的疗效和安全性不断提高, 目前我国也进入单抗药物研发的快车道。为规范单抗药物

研发与评价, 欧美各国药品监管机构和药典现已开始发布单抗及其生物类似药质量评价试验要求与接受标准。在

评价单抗相关产品质量特性或制定质量评价标准时, 质谱技术因具有高灵敏度、分辨率、选择性和特异性, 已经成为

单抗质量分析的重要工具。基于质谱技术的单抗药物研究涉及结构表征、杂质分析、药代动力学/药效学研究等。

本文综述了现行的单抗药物质量控制要求以及质谱技术在单抗药物质量分析中研究和应用, 为全面表征单抗质量

属性的研究提供参考和借鉴。
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Abstract: The research and development of monoclonal antibodies (mAbs) is a rapidly developing field.

From the first generation of murine mAbs to the fourth generation of fully human mAbs, the efficacy and safety of

mAbs in the treatment of various diseases have been continuously improved. In order to regulate the development

and evaluation of mAbs, drug regulatory agencies and pharmacopeias of America and China have tried to issue

feasible test procedures and acceptance criteria for quality evaluation of mAbs and biosimilars. Mass spectrometry

(MS) technique with high sensitivity, resolution, selectivity, and specificity has become an important tool to

evaluate the quality characteristics of monoclonal antibody-related products or specify mAb quality. The research

of MS-based monoclonal antibody study involves structure characterization, impurity analysis, pharmacokinetics/

pharmacodynamics (PK/PD), etc. This review focuses on the current quality control requirements of mAb related

products and the development of MS technique for mAb quality characterization and specification. It is expected

to provide information and references for evaluating the quality of monoclonal antibodies under research and

development.
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抗体是一种由B细胞识别抗原后活化、增殖分化

为浆细胞, 并由浆细胞合成与分泌的、具有特殊氨基

酸序列的, 能够与相应的抗原发生特异性结合的免疫

球蛋白 (immunoglobulin, Ig) 分子。免疫球蛋白分为

IgG、IgA、IgM、IgE、IgD五类[1]。治疗性单克隆抗体药

物 (monoclonal antibodies, mAbs) 则是一类以 IgG为结

构基础的大分子糖蛋白类药物, 具有复杂的质量属性。

自 1986 年 , 第一个 CD3 特异性单抗 Muromonab 商业

化以来, 这种快速发展的治疗性生物制剂在心血管疾

病、癌症等多种疾病的治疗中发挥了重要作用[2,3]。随

着畅销单抗药物 (例如阿达木单抗和曲妥珠单抗) 专

利相继到期, 许多制药公司进入了单抗生物类似药 (指

在质量、安全性和有效性方面与已获准注册的原研药

具有相似性的治疗用生物制品) 市场[4]。迄今为止, 已

有 91 种单抗药物通过欧洲药品管理局 (European

Medicines Agency, EMA) 批准[5], 105种与单抗相关的

药物 (包括 78种单抗药物、25种生物类似药和 2种抗

体药物偶联物) 被美国食品药品监督管理局 (Food

and Drug Administration, FDA)批准[6]上市。

单抗药物固有的异质性 (如电荷异质性和大小异

质性), 多种翻译后修饰 (post-translational modifica‐

tions, PTMs), 以及在生产工艺、纯化和存储过程中可能

发生的质量变化 (如杂质或其他污染物增加) 都可能

对产品安全性和有效性产生显著影响。然而, 在单抗

药物的整个生命周期中, 这些变化通常是不可避免的。

因此, 人用药品注册技术要求国际协调会 (International

Conference on Harmonization of Technical Requirements

for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH)、

世界卫生组织 (World Health Organization, WHO)、

EMA、FDA、国家食品药品监督管理总局 (China Food

and Drug Administration, CFDA) 等机构积极发布技术

要求和指南, 美国药典 (U.S. Pharmacopeia, USP), 中国

药典 (Chinese Pharmacopoeia, ChP) 等国家药典制定质

量评价标准, 明确要求在整个开发和生产过程中评价

与控制单抗药物及其生物类似药的质量 (表 1)。在过

去的十年中, 随着电离方法、新型仪器和离子激活技术

的发展与进步, 使得质谱 (mass spectrometry, MS) 技术

的质量准确性和分辨率有了显著的提高, MS技术已

经在单抗等生物大分子的质量分析与评价中不可或

缺[7]。本文重点综述近年来单抗药物的结构、影响药

物安全和有效性的质量特性研究进展, 欧美和中国监

管机构、药典对单抗及其生物类似药的质量控制要求

与评价标准, MS技术在单抗药物质量分析中如结构

表征、杂质分析等的研究和应用。

1 单抗药物的质量属性

1.1 单抗药物结构与发展变化

单抗药物分子是由两条轻链 (light chain, LC) 和

两条重链 (heavy chain, HC) 通过非共价键和二硫键链

接而成的分子质量约 150 kDa的复杂蛋白质 (结构如

图 1[8]所示)。重链包含一个可变区VH、一个铰链区和

Table 1 Guidelines or guidance for monoclonal antibodies (mAbs) and biosimilars. WHO: World Health Organization; ICH: International

Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use; EMA: European Medicines

Agency; FDA: Food and Drug Administration; CFDA: China Food and Drug Administration; USP: U.S. Pharmacopeia; ChP: Chinese Phar‐

macopoeia

Guideline/Guidance
Q6B. Specifications: test procedures and acceptance criteria for

biotechnological/biological products

Guideline on Development, Production, Characterisation and Specification

for Monoclonal Antibodies and Related Products

Guidance for industry: immunogenicity assessment for therapeutic protein

products

General Chapter <129> Analytical Procedures of Recombinant Therapeutic

Monoclonal Antibodies

General introduction of recombinant monoclonal antibody products for

human use

Q5E: comparability of biotechnological / biological products subject to

changes in their manufacturing process

Guidelines on evaluation of similar biotherapeutic products (SBPs)
Guideline on Similar Biological Medicinal Products

Guidance for industry: scientific considerations in demonstrating

biosimilarity to a reference product

Technical guidelines for research and development and evaluation of

biosimilars (Trial)

Source
ICH

EMA

FDA

USP

ChP

ICH

WHO
EMA

FDA

CFDA

Content
Test procedures and acceptance criteria for

biotechnological products such as mAbs

Development, production, characterization and

specification for mAbs and related products

Immunogenicity assessment for therapeutic

protein such as mAbs

Purity evaluation for mAbs

Production and quality control of mAbs

Comparability of mAbs and other biotechnological

products before and after process change

Evaluation of biosimilars
Research and development and evaluation of

biosimilars
Evaluation of biosimilarity between developed

products and reference products

Research and development and evaluation of

biosimilars
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三个恒定区 CH1、CH2 和 CH3。轻链包含一个可变

(VL) 和一个恒定 (CL) 区。单抗的特异性由其可变区

介导, 在可变区里存在高度可变区, 即抗原-抗体结合

位点 , 称为互补决定区 (complementarity determining

region, CDR)。在单抗的铰链区存在两个木瓜蛋白酶切

割位点, 用木瓜蛋白酶处理后, 铰链断裂, 释放出的片

段由于容易结晶而称为可结晶片段 (fragment crystal‐

lizable, Fc), 另一个片段由于存在抗原结合位点而称为

抗原结合片段 (fragment of antigen-binding, Fab)[1]。作

为复杂的大分子糖蛋白药物, 单抗药物两条重链的 Fc

片段天冬酰胺 297位各具有一个高度保守的N-糖基化

修饰位点。

迄今为止, 单抗药物已经发展到了第四代: 第一

代为鼠源单抗 (-momab), 第二代为人鼠嵌合型单抗

(-ximab), 第三代为人源化单抗 (-zumab), 第四代为全

人源化单抗 (-mumab)[9]。第一代鼠源单抗由 Köhler

和 Milstein[10]于 1975年开发出的杂交瘤技术产生: 在

细胞融合技术的基础上, 将能够分泌特异性抗体的小

鼠致敏 B 细胞和具有无限繁殖能力的小鼠骨髓瘤细

胞融合为B细胞杂交瘤, 制备得到的针对一种抗原表

位的特异性抗体。由于人体免疫系统能够识别鼠源

单抗 , 引起人抗鼠抗体 (human anti-mouse antibody,

HAMA) 反应, 这不仅让治疗性单抗药物半衰期变短,

疗效减弱, 有时还会引起严重的不良反应, 因此第一代

单抗的临床应用受到了很大限制[11]。随着基因工程技

术、转基因技术和噬菌体展示技术的发展 , 嵌合单

抗[12]、人源化单抗[13]、全人源单抗相继出现, 极大地克

服了鼠源单抗的各种缺点, 四代单抗药物的结构及特

点如图 2[14]所示。人鼠嵌合单抗是指鼠源单抗的恒定

区被人单抗的恒定区所取代, 保留鼠源单抗的可变区

序列, 未经改造的可变区的鼠源序列依然可以诱导人

体产生HAMA反应。人源化单抗是在人鼠嵌合抗体的

基础上对鼠源单抗可变区进一步进行人源化改造, 而

全人源单抗的可变区和恒定区都是人源的, 可在人源化

单抗的基础上进一步去除免疫原性和不良反应。人源化

单抗药物和全人源化单抗药物具有显著降低的免疫原

性[15], 全人源化单抗是用于临床治疗的理想抗体药物,

已经成为了治疗性单抗药物发展的必然趋势[16]。

1.2 影响单抗药物安全性和有效性的质量属性

单抗药物是一类具有高分子量的糖蛋白, 具有复

杂的质量属性。而质量属性的微小变化会对产品安全

性和有效性产生显著影响, 常见的影响因素有产品有

Figure 1 Schematic structural diagram of monoclonal antibodies

(mAbs)[8]. LC: Light chain; HC: Heavy chain; CDR: Complemen‐

tarity determining region; Fc: Fragment crystallizable; Fab: Frag‐

ment of antigen-binding

Figure 2 Structure and characteristics of four generations mAbs[14]. HAMA: Human anti-mouse antibody
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关杂质和生产工艺有关杂质。产品有关杂质包括糖基

化、脱酰胺、异构化、二硫键错配、氧化等变异体, 聚集

体以及截短形式的分子变异体。而生产工艺有关杂质

包括来源于细胞基质的杂质 (如宿主细胞蛋白、DNA

等)、来源于细胞培养的杂质 (如诱导剂、抗生素及其他

培养基成分) 和来源于下游工艺的杂质 (如酶、生化处

理试剂和其他析出物)。

糖基化变异体是单抗药物最常见的产品有关杂质

之一。单抗药物的糖基化受到由细胞系和生产过程,

特别是细胞培养条件的影响。例如 NS0细胞会产生

α-1,3半乳糖表位和 N-羟乙酰神经氨酸 , 与仅在人免

疫球蛋白中发现的N-乙酰基神经氨酸不同, 从而增加

了免疫原性[17]。此外, 单抗药物的糖基化修饰类型及

水平对其稳定性、清除率、抗体依赖细胞毒性 (anti‐

body-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) 及补

体依赖细胞毒性 (complement-dependent cytotoxicity,

CDC) 等都有一定的影响, 例如高水平的唾液酸化可以

降低 IgG 对 FcγRIIIa 的亲和力 , 从而降低 ADCC 活

性[18,19]; 再如缺少核心岩藻糖的糖型能够增强对

FcγRIIIa受体的亲和力, 导致ADCC活性增强[20,21]。

宿主细胞蛋白 (host cell protein, HCP) 是单抗药

物最常见的生产工艺有关杂质之一。因为大多数治疗

性蛋白质在非人哺乳动物细胞系如中国仓鼠卵巢细

胞、NS0或 SP2/0细胞中表达, 这些细胞的内源性蛋白

质可能会被人免疫系统识别为外源性的蛋白。HCP

杂质属于外源蛋白, 即使在很低浓度水平引入人体, 也

有可能诱发人体免疫排斥反应。因此在单抗药物生产

过程中, 具有蛋白水解活性的HCP杂质如果不能被充

分去除或灭活, 则会大大降低产品的回收率、稳定性和

功效。并且HCP杂质的聚集所形成的可溶性或不溶

性聚集体, 也可能引起不良反应或加剧人体对单抗药

物的不良反应[22]。

2 单抗药物及其生物类似药的质量评价与控制要求

单抗药物的质量对其用药安全性和有效性至关重

要, 质量分析方法和质量控制标准研究和提高贯穿于

抗体药物研发与生产整个过程中。为推动单抗药物及

其生物类似药市场的发展 , 目前 , ICH、WHO、EMA、

FDA等机构已经发布了一系列技术要求与指南, 一些

国家的药典 (USP和 ChP等) 也已制定质量评价的标

准 (表1), 明确要求在整个开发和制造过程中严格控制

单抗药物及其生物类似药的质量 (图3)。

2.1 单抗药物的监管要求

2.1.1 结构鉴定 ICH Q6B指出, 单抗药物结构确证

一般包括组分测定、物理性质、一级结构与高级结构的

测定。一级结构测定是指对单抗氨基酸序列的确定,

尽可能地确定自由巯基的数量和位置 , 测定糖含量

(中性糖、氨基糖、唾液酸), 并尽可能分析多肽链的糖

链结构、寡糖图谱 (触角形状) 和糖基化位点。EMA发

布单抗及相关产品的开发、生产、表征和质量评价标准

指导原则, 建议进行类别、亚类、轻链组成分析, 确定二

硫键的完整性, 碳水化合物的含量、结构, Fc区糖基化

位点的存在与否。如存在则需进行聚糖结构表征, 包

括甘露糖化、半乳糖化、岩藻糖基化和唾液酸化水平及

主要聚糖结构的分布。在 2015版《中国药典》人用重

组单克隆抗体制品总论[23]中, 规定采用高度特异的、基

于分子结构或其他专属性的分析方法, 对供试品进行

鉴定。关键质量属性中包含糖基化修饰的单抗制品,

应在成品检定中采用适宜的方法 (如肽图分析) 对供

试品的糖基化进行检测和控制, 测定结果应在规定的

范围内。

2.1.2 免疫学特性 单抗药物的抗原结合片段对其免

疫学性质至关重要。ICH Q6B建议在可行的情况下,

应进行抗体与纯化抗原以及抗原特定区域的结合试验

以确定亲和力、亲和性和免疫反应性 (包括交叉反应

性)。EMA发布的单抗及相关产品的开发、生产、表征

和质量评价标准指导原则, 建议除结合测定外, 应记录

不同于预期目标的人体组织的无意反应性/细胞毒性。

互补决定区的识别是必不可少的, 或者需要证明其合

理性。应评价补体结合和激活的能力, 和/或其他效应

功能。在 2015版《中国药典》[23]中规定, 应依据单抗预

Figure 3 Quality control requirements framework for mAbs and biosimilars
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期的作用靶点和作用机制, 采用相应的结合活性测定

方法和数据分析模式, 并将供试品与参比品进行比较,

供试品测定结果应在规定的范围内。

2.1.3 生物活性 根据 ICH Q6B, 单抗药物生物学活

性评价是与结构确证同等重要的步骤, 生物学活性用

以描述产品具有可达到预期生物效应的特定能力或效

力, 它是产品的一种重要特性, 应通过体外或体内试验

进行评价。用于生物活性测定的方法包括基于动物、

细胞培养、生化方法的生物学活性检测方法等。EMA

发布的单抗及相关产品的开发、生产、表征和质量评价

标准指导原则指出, 若单抗的效应功能对产品安全性

和功效有影响 , 则应酌情提供单抗 ADCC、细胞毒性

(如凋亡)、补体结合和激活能力以及其他效应功能的

详细信息。《中国药典》[23]规定依据单抗预期、潜在的作

用机制和工作模式, 采用相应的生物学测定方法和数

据分析模式, 并将供试品与参比品进行比较, 供试品测

定结果应在规定的范围内。

2.1.4 纯度、杂质和污染物 根据 ICH Q6B, 单抗药物

的纯度是指预期产品的纯净程度, 反映了药物质量的

优劣。杂质是指存在于单抗药物中的非预期产品、非

产品相关物质或非辅料 (包括缓冲液成分) 的任何组

分。而产品污染物是指引入的非单抗药物生产工艺预

期部分的外源性物质 (如化学、生化物质或微生物)。

为了确定单抗药物的纯度或杂质分布, 以及污染物的

情况, EMA在单抗及相关产品的开发、生产、表征和质

量评价标准指导原则中指出, 应识别潜在的工艺相关

杂质并根据需要进行定性定量评价, 严格避免或适当

控制污染物。USP通用章节<129>则介绍了通过体积

排阻色谱 (size exclusion chromatography, SEC)、毛细

管电泳 (capillary electrophoresis, CE) 和寡糖分析等纯

度评价方法 , 并提供每种方法的验证程序。《中国药

典》[23]规定采用适宜的方法对供试品产品相关杂质进

行定量分析、对供试品工艺相关杂质进行检测, 其中重

点关注单抗分子大小变异体与电荷变异体, 要求采用

适宜的方法 (如 SEC-MS) 对单体、聚集体或片段进行

定量分析, 对不同电荷变异体组分进行鉴别。供试品

测定结果应在规定的范围内。

2.1.5 含量 根据 ICH Q6B, 含量一般指蛋白质含量

测定, 它对生物技术产品及生物制品至关重要。应选

择合适的理化或免疫化学方法测定。有时还要证明所

得到的定量结果直接与生物学方法的检测结果的相关

性, 若相关, 则在生产过程 (如灌装工艺) 中可采用含

量测定代替生物活性的测定。《中国药典》[23]规定应根

据制品质量属性建立品种特异的含量测定方法, 例如

确定供试品在 280 nm波长下的特异消光系数, 采用分

光光度法进行总蛋白质含量测定, 并建议采用第二种

含量测定的绝对溯源方法进行验证, 供试品测定结果

应在规定的范围内。

2.2 单抗生物类似药的监管要求

开发临床上等效的单抗药物, 以证明其与参比产

品的可比性, 在参比产品的选择、质量特性、临床安全

性和疗效等方面面临多重挑战。目前, WHO、EMA和

FDA等多个机构已经发布了单抗生物类似药开发相

关参考指南 (表 1), 内容主要涉及生物相似性原则、参

比产品选择与可比性研究 (图3)。

2.2.1 生物相似性原则 生物相似性原则包括术语、

开发方法、生物相似性基础、用所选参比产品证明生物

相似性、简化方法以及监管机构的监管框架。EMA人

类用药用产品委员会将生物类似药定义为在欧洲经济

区内已获授权的生物医药产品 (参比产品) 的活性物

质。FDA、WHO和EMA相关的基本原则非常相似, 即

生物类似药是生物制品, 需要在全面可比性研究的基

础上, 在质量特性、生物活性、安全性和功效方面与参

比产品建立相似性。在我国, 国家食品药品监督管理

总局药品审评中心于 2015年发布《生物类似药研发与

评价技术指导原则 (试行)》, 确定了生物类似药的研发

与评价框架, 旨在规范生物类似药的研发与评价, 推动

中国生物类似药市场的发展。

2.2.2 参比产品选择 为可比性研究选择的参比产品

必须获得许可, 提供包括质量、安全性和功效在内的完

整支撑数据。对于大多数机构来说, 它必须来源于要

求生物相似性授权的同一地区。当使用其他地区参比

产品时, 通常需要进行数据桥接, 从而在授权参比产

品、非授权参比产品和拟开发的生物类似药之间进行

质量、非临床或临床并行比较。

2.2.3 可比性研究 根据 ICH Q5E, 可比性研究是证

明拟开发的生物类似产品相似性的关键要素, 涉及从

活性物质到最终产品的表征, 先后与参比产品进行逐

项头对头比较, 然后进行非临床和临床研究。可比性

研究的第一步是参比产品的质量特性分析 (如 2.1项

所述), 包括结构鉴定、生物学活性、含量测定等, 以建

立拟开发的生物类似药目标产品的质量框架 (quality

target product profile, QTPP)。而非临床和临床研究的

目的是为了解释质量特性研究中观察到的差异, 根据

不同情况, 涉及的非临床和临床研究可能包含: 药代动

力学 (pharmacokinetics, PK) 研究、药效学 (pharmaco‐

dynamics, PD) 研究、PK/PD研究、临床有效性研究、特

异的安全性研究、免疫原性研究和药物安全警戒研究[24]。

3 基于质谱技术的单抗药物质量分析研究

根据监管机构和各国药典的相关规定, 在评价单
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抗相关产品的质量特性或制定质量评价标准时, MS

技术因具有高灵敏度、选择性、特异性和分辨率的特

点, 已经成为单抗药物质量分析的重要支撑技术。目

前, 质谱主要用于单抗药物分析的五个方面: ① 利用

MS技术表征单抗药物的结构和相关杂质等, 分析单

抗药物质量属性, 了解单抗药物的理化性质; ② 基于

MS技术能够分析活性药物成分 , 越来越多的 PK/PD

研究将MS技术用作配体结合方法的补充[7]; ③ 基于

MS技术开展可比性研究, 以证明工艺变更不会导致

质量、安全性、有效性方面的变化; ④ 利用MS技术进

行掺假分析可用于监控疑似假药或质量下降的药品批

次, 以确保产品安全; ⑤ 可以通过在单抗药物早期开

发中使用MS技术来完成工艺改进, 以确保实现产品

关键质量属性 (critical quality attribute, CQA) 的一致

性[25,26]; 本文重点介绍质谱技术在单抗药物结构表征、

杂质分析和PK/PD研究中的作用 (图4)。

3.1 结构表征

3.1.1 完整质量分析 完整质量分析的蛋白质类样品

制备以破坏最小、保证完整结构为原则, 使得翻译后修饰

得以保留。通过基质辅助激光解吸电离和电喷雾电离

(electrospray ionization, ESI) 后, 对完整蛋白离子进行

质量测量, 可以根据预期和测量的完整质量确定分子

的组成[27]。随着电离方法和仪器 (如 nESI) 的改进, 完

整的蛋白质聚糖分析可鉴定聚糖变异体, 实现单抗药

物最丰富糖型的半定量测定[28]。自上而下 (top-down)

是在完整质量分析后直接碎裂单抗药物, 可提供有关单

抗药物氨基酸序列, PTMs和特定蛋白亚型的信息[29]。

但自上而下分析需要具有高分辨率和质量准确性的高

性能质谱仪进行可靠的单抗药物结构表征。另外蛋白

混合物的大规模分离对在线LC-MS/MS分析仍是一个

挑战, 因此大多数自上而下分析侧重于用亲和纯化收

集的小规模、高度纯化的样品[30]。

3.1.2 肽图分析 基于MS技术的抗体药物的肽图分

析是除完整质量分析外使用最广泛的技术。肽图分析是

一种自下而上 (bottom-up) 的方法, 用于确定单抗的一

级结构。该方法包括酶解、还原和烷基化, 基于LC或

CE[31]进行肽分离 , 联用 MS 和/或 MS/MS 进行多肽的

鉴定和定量分析。胰蛋白酶是最常用的消化酶, 其他提

供有限蛋白水解作用的酶 (例如LysC、GluC和Asp-N)

可用于增强序列覆盖率[32]。通常使用反相液相色谱结

合ESI-MS分离分析单抗酶切产物, 将分析物与参比标

准品肽图谱 (峰位移和其他差异) 进行比较, 可以鉴定

PTMs, 并确定二硫键模式。这种技术是高度特异性

的, 因此可用于各种 PTMs的分析[33]。通过LC-MS进

行的肽图分析可用于变异体分析[34], 能够在单抗药物

的开发和表征中控制和监测序列变异体。在单抗中经

常观察到末端变异 (例如C末端赖氨酸剪切和N末端

焦谷氨酸盐形成), 通过与未修饰的末端肽进行比较,

可以很容易地通过肽图分析进行监测。

3.1.3 自中而下的结构表征 自中而下 (middle-down)

分析是一种新兴的方法, 可以作为单抗完整质量分析和

肽图分析的补充[8]。这种方法利用具有最少切割位点的

消化酶, 如木瓜蛋白酶和 IdeS, 在MS/MS测序之前将单

抗切割成更易于分析的亚基 (分子质量约25～50 kDa)。

与自上而下分析相比, 自中而下分析时酶切产生的单抗

亚基较小, 可实现更好的色谱分离和电离效率。因此,

这种方法克服了质谱仪可测定质量范围的限制, 能够

有效获得单抗亚基的质量信息。与自下而上分析相比,

自中而下分析样品制备相对操作步骤少, 可限制人为因

素的引入, 并保留单个PTM和组合PTMs。自中而下分

析由于其高的肽序列覆盖率 (取决于碎裂方法, 可高

达 100%), 且能在整个分析过程中保留PTM, 因此非常

适合鉴定单抗修饰 (如糖基化、氧化和磷酸化等)[35]。之

前的一项研究[36]还评价了自中而下 LC-MS在确定单

抗药物片段序列同源性的能力。将阿达木单抗、贝伐

单抗和曲妥珠单抗的等摩尔混合物使用 IdeS酶切, 酶

切产物在 orbitrap质谱仪上进行 LC-MS分析, 证实具

有高序列同源性的片段 (3种单抗药物的Fc/2片段, 序

列同源性高于90%) 共洗脱, 而其他片段均被分离。

3.1.4 高级结构的表征 目前, 基于 MS的蛋白质高

级结构 (high-order structure, HOS) 分析方法包括 : 非

变性电喷雾 (native-ESI), 离子淌度 (ion mobility, IM)

MS、氢氘交换 (hydrogen deuterium exchange, HDX)

MS和化学交联的方法。

Native-ESI法是在能够使蛋白保持非变性状态的

溶液 (水溶液; 在生理 pH值) 条件下, 使用软电离方法

(ESI) 将蛋白质引入质谱, 可使蛋白质飞入气相而不会

Figure 4 Mass spectrometry (MS) -based mAb quality analysis.

PK/PD: Pharmacokinetics/Pharmacodynamics; HOS: High-order

structure
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干扰它们的非共价相互作用[37]。离子淌度分离可以与

MS偶联, 根据离子的大小与电荷之比来分离离子, 以增

加m/z之外的另一个分离维度。这种技术可以分辨具

有相似或相同分子量的不同构象的离子。已有研究[38]

报道了 IM-MS技术具有在碰撞诱导解折叠后基于抗

体二硫键和糖基化模式区分抗体亚型的能力, 糖基化

的抗体亚型表现出更长的 IM漂移时间, 并需要更高的

碰撞电压才能展开。

HDX-MS原理是蛋白质中不稳定的氢原子可与重

水溶液中的氘原子发生交换, 利用氢氘交换变化曲线的

差异, 可得出蛋白质空间结构 (氢键) 或者结构动态变

化信息。蛋白质表面的主链酰胺氢键结合较弱且交换

速度很快, 而内核中的氢则受到保护且交换速度较慢。

对酰胺氢交换速率的测量可以揭示有关蛋白质溶液构

象和动力学、蛋白质-配体结合、蛋白质-蛋白质相互作

用的信息, 还可以进行表位作图。HDX-MS通常采用

自下而上分析的方法, 可以揭示有关整体和局部构象状

态的详细信息, 包括聚糖的结构效应和产品稳定性[39]。

自上而下HDX-MS法可用于分析蛋白质的单体和寡聚

体, 并评价 PTM对HOS的影响, 但该方法尚未像自下

而上 HDX-MS法进行深入研究。单抗CDRs中色氨酸

和甲硫氨酸的氧化[40]可导致治疗性单抗药物的HOS、

热稳定性和受体结合亲和力发生变化。Yan等[41]进行

的 HDX-MS 研究证实了 mAb1 模型的 CDR 中的 Asp

异构化和Met氧化引起局部和整体构象的变化。

用于高级结构表征的另一种MS方法是化学交联

质谱 (cross-linking mass spectrometry, XL-MS) 分析, 可

以使用双功能交联剂 (已知长度) 在蛋白质水平或装

配水平进行交联, 该双功能交联剂共价连接物理邻近

的氨基酸残基。对交联部分进行酶解, 随后进行 LC-

MS/MS分析, 可以揭示交联位点的确切位置。XL-MS

的应用包括蛋白质复合物的分子建模、相互作用位点

和结构的鉴定以及功能研究[42]。尽管XL-MS并未广

泛用于治疗性单抗药物结构表征, 但这项技术可能提

供有价值的HOS信息, 在蛋白结构生物学领域具有广

阔的发展前景。

3.1.5 聚糖分析 糖基化是单抗主要的翻译后修饰之

一, 如前所述, 糖基化对蛋白质的稳定性、构象、结合亲

和力和活性有着重要影响, 经常作为CQA的监测项目。

MS通常通过以下三种主要方法对糖基化位点、组成

和支链进行表征: 附着的聚糖分析、游离的聚糖分析和

单糖分析[43]。附着的聚糖分析能够提供完整水平上存

在的主要糖型信息, 可以通过完整质量、肽图分析或自

中而下法进行分析。尽管完整的质量分析可用于确定蛋

白质的主要糖型, 但难以确定多个糖基化位点和进行

位点特异性分析, 此时则需要采用自下而上的方法[44]。

游离的聚糖分析需要使用内切糖苷酶 ( 如

PNGase F) 从完整单抗切割聚糖, 然后通常用荧光团

标记还原末端 , 常用的标记试剂有 2-氨基苯甲酸 (2-

aminobenzoic acid, 2-AA)、2-氨基苯甲酰胺 (2-amino‐

benzamide, 2-AB) 等, 并通过LC-FLD-MS进行分析[45]。

对聚糖支链的进一步分析需采用多级质谱 (MSn) 技

术, 可以提供聚糖相对定量和连接信息[46]。外切糖苷酶

可用于从非还原末端顺序切割聚糖, 以验证连接信息。

相关的自动化LC-MS方法也已有报道[47], 即利用微流

体单抗-糖芯片, 在固定化 PNGase F在线去糖基化之

前将糖蛋白保留在捕集柱上, 在多孔石墨碳柱上分离

游离聚糖然后进行MS分析。单糖分析是通过水解寡

糖, 然后分离和定量组成聚糖的单糖。高效阴离子交

换色谱结合脉冲安培检测法是分析游离单糖的经典方

法 (USP<1084>), 可通过分离单糖来获得聚糖的组成

信息而无需衍生化单糖, 能够获得每种单糖的相对定

量信息。鉴定和定量单糖的另一种方法是, 通过易于

检测的荧光团标记进行还原胺化来修饰单糖, 从而实

现高灵敏度检测并改善单糖分离。基于气相色谱-质谱

联用、CE和结合紫外检测的高效液相色谱分离等技术

进行单糖分析, 从而测定聚糖的组成和链接方式[48,49]。

根据不同的研究对象和目的, 可单独或组合使用上述

三种聚糖分析方法, 在单抗药物开发过程中监控糖基

化的程度和一致性。

3.1.6 其他修饰分析 治疗性单抗药物中最常见的

PTMs 可分为三大类 : 裂解 (如 C-末端赖氨酸裂解和

N-末端焦谷氨酸盐形成)、连接 (如氧化、脱酰胺、异构

化) 和交联 (如二硫键)[50]。除上述糖基化修饰外, 完整

质量分析、肽图分析和自中而下法还可用于分析其他

PTMs。肽图分析适用于鉴定由PTM引起的小分子量

变化, 如脱酰胺和甲硫氨酸氧化, 也适用于鉴定核心蛋

白上这些修饰的位点。天冬酰胺脱酰胺作用检测难度

较大, 因为它会导致天冬氨酸、异天冬氨酸和琥珀酰胺

的修饰。已有研究使用基于电子转移解离/电子捕获

解离技术的MS方法通过诊断碎片 (c+58) 和 (z-57) 区

分了异天冬氨酸和天冬氨酸。完整质量分析也可用于

鉴定PTM, 但确定修饰位点仍然具有挑战性[51]。

3.2 杂质分析

3.2.1 产品有关杂质分析 当抗体经受极端温度和

pH值、光照、氧化剂和葡萄糖水平升高等条件时, 可能

产生聚集体、肽裂解、脱酰胺化、甲硫氨酸氧化和糖化

等产品有关杂质, 可以通过有意施加极端条件人为导

致强制降解杂质产生[52]。在开发过程中, MS分析通

常与强制降解试验结合, 以识别潜在的降解途径和潜
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在的CQA, 从而提供对治疗剂长期稳定性、效价或免

疫原性的详细信息。目前, 由于各种极端因素 (如高

温、光照) 引起的单抗药物聚集已被广泛研究[53,54]。

SEC常用于根据单抗药物聚集体的大小测量和分离聚

集体[55], 但还需要其他分析技术鉴定这些分离的聚集

体。分子量测定是单抗药物寡聚体鉴定和表征的常规

项, SDS-PAGE和在线多角度激光散射检测是测定聚

集体分子量的常用技术, 但这两种方法的质量准确度

都相对较低[56]。利用MS技术可以克服这一缺陷, 精

确地测定蛋白质及其聚集体的分子量 , 例如 , Native

ESI-TOF MS能够保持四级蛋白质结构、维持非共价蛋

白质相互作用, 并且理论上其质量范围不受限制, 因此

特别适用于完整蛋白质聚集体的结构表征[57]。

3.2.2 生产工艺有关杂质分析 HCP 杂质是在用于

生产单抗药物的细胞系统中发现的杂质, 是一种常见

的生产工艺有关杂质。传统上 , 酶联免疫吸附测定

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 是最广泛

用于总HCP杂质定量的方法。ELISA比 LC-MS具有

更高的灵敏度、通量和简便性, 但不能识别单个蛋白质

或区分蛋白质亚型。通过LC-MS鉴定HCP杂质时, 可

以优化生产工艺并改进纯化方法, 以将单抗药物中的

HCP杂质水平降至最低。质谱的数据依赖性采集技

术, 数据非依赖性采集技术, 包括所有理论质谱图的连

续窗口采集 (SWATH) 和MSE (无预选的连续碎裂), 在

HCP杂质分析中越来越常用[58,59]。其中, 数据非依赖

性采集技术可以帮助更好地识别和表征复杂的 HCP

杂质, 但通常需要花费大量时间才能建立可靠的HCP

肽谱库, 除非使用可控的色谱条件生成 HCP肽谱库,

否则这些方法将难以在不同实验室之间转移。另一种

分析策略是通过在样品制备过程中消耗药物分子来富

集HCP杂质以提高HCP杂质检测灵敏度。最近, 已有

研究[60]通过使用阴离子去污剂来分离HCP杂质与抗

体之间的相互作用, 证明了一种截留分子量富集的方

法可以提高低分子量HCP杂质的检测灵敏度。另一

项研究[61]基于亲水相互作用色谱进行HCP杂质富集,

然后在LC-MS分析之前进行原位浓缩和酶解, 这种方

法能够检测NISTmAb (RM 8671) 中的HCP杂质。

3.3 PK/PD研究

PK/PD研究是药物开发研究的重要内容[62], 也是

评价药物对靶标生物影响的指标。LC-MS因其高特

异性和灵敏度而被广泛用于小分子药物的 PK/PD研

究中。但是, 由于缺乏同位素标记的标准品和酶水解

的可变性, 这种技术在单抗等生物大分子 PK/PD研究

中的应用受到限制。传统上 , 配体结合实验 (ligand

binding assays, LBAs) 由于高度自动化且灵敏度较高,

已广泛用于单抗等生物治疗产品的 PK/PD研究。但

采用LBA (例如ELISA或HPLC-UV) 法定量单抗药物

缺乏特异性、容易发生交叉反应、并且易受来自内源

蛋白, 抗药物抗体和可溶性靶标配体的干扰[63]。随着

MS仪器改进和样品制备自动化技术的发展, 基于LC-

MS/MS技术进行治疗性单抗药物的PK/PD研究, 已成

为LBA的重要补充。

基于LC-MS/MS定量单抗药物的自动化方法, 大

多数都通过酶水解单抗药物, 选择一种或多种具有特征

序列的代表性肽 (特征肽) 进行定量。多维色谱法或免

疫富集可用于将目标单抗药物与内源基质的单抗药物

分离, 增加分析的特异性和灵敏度。液相色谱与基于三

重四极杆的多反应监测 (multiple reaction monitoring,

MRM) 联用技术是定量分析的最常用技术。Zhang等[64]

通过在自动化样品制备平台对目标单抗药物进行免疫

亲和纯化与酶解, 基于LC-MRM方法成功鉴定出特征

肽以定量食蟹猴血清中的人 IgG1单抗药物。LBA方

法与 LC-MS分析的组合能够兼顾结合选择性和仪器

定量多种蛋白质的互补优势。Liu 等[65]最近证明了

LBA-LC-MS/MS方法可以在体内准确定量抗体药物

偶联物 (具有不同药物-抗体比) 中具有生物活性的细

胞毒性负载分子。LBA-LC-MS/MS方法为复杂生物

基质中单抗药物的分析, 尤其是高度异构的单抗药物,

提供了出色的选择性、良好的准确性和精密度以及宽

的动态范围, 可以为PK / PD研究提供全面的信息。

4 展望

单抗药物是目前发展最为迅速的蛋白类药物之

一, 随着全人源单抗的出现, 其在治疗各种心血管疾

病、癌症、呼吸系统疾病、血液病、自身免疫性疾病和感

染方面的疗效和安全性都得到了提高。但由于单抗药

物具有复杂的质量属性, 药物质量属性的变化不仅会

影响产品的生物活性, 甚至可能产生毒性或免疫原性。

为保证产品质量和一致性, ICH、WHO、EMA、FDA等

机构积极发布技术要求与指南, USP和ChP等制定质

量评价标准, 明确要求在整个开发和制造过程中技术

要求与指南严格控制单抗药物及其生物类似药的质

量 (包括理化结构特征、纯度和杂质的确证等)。尽管

各国监管机构对于单抗药物及其生物类似药的技术要

求与指南存在差距, 部分质量特性相关的质量评价标

准仍不明确, 但这些机构正在努力与完善的机构保持

监管规范的一致性, 力求制定科学合理的质量标准。

在评价单抗药物相关产品的质量特性或制定质量标准

时, MS技术因高灵敏度、选择性、特异性和分辨率的

特性, 已经成为单抗质量分析的重要工具。MS技术在

单抗药物的结构表征 (完整质量分析、肽图分析、高级
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结构表征、聚糖分析等)、杂质分析 (聚集体、HCP 等)

和PK/PD研究中发挥了重要作用。本文综述的单抗药

物结构与发展历程、影响单抗药物安全性和有效性的

因素、单抗药物质量特性检测方法和可接受标准、质谱

技术在单抗药物质量分析中的应用, 有助于理解单抗

药物的发展与监管现状, 也为后续全面表征单抗药物

质量属性的研究提供支持。
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