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抗 ＣＤ３３单克隆抗体肽图分析方法的建立与验证
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摘要：目的　建立抗ＣＤ３３单克隆抗体肽图分析方法并对方法进行验证。方法　分别使用不同类型设备和不同流动相体系进
行抗ＣＤ３３抗体肽图检测。通过合成抗体ＣＤＲ区域肽段进行特征肽段定位，并用质谱法对定位结果进行确认。以相对保留
时间作为判断依据，根据《中国药典》２０２０年版完成方法验证。结果　超高效液相色谱法（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍｏｔｏ
ｇｒａｐｈ，ＵＰＬＣ）进行肽图检测比高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｐｈ，ＨＰＬＣ）时间更短，三氟乙酸流动相体系
相比甲酸流动相体系分离度更高。使用合成肽段的定位结果与质谱鉴定结果一致。方法专属性验证结果显示制剂空白、样

品溶液空白对肽图特征峰检测无干扰，不同抗体肽图谱之间存在明显差异；重复性验证结果显示６份平行样品间特征肽段相
对保留时间相对标准偏差（ＲＳＤ）为００１％～００５％；中间精密度验证结果显示不同分析人员特征肽段相对保留时间 ＲＳＤ为
００４％～０３２％；耐用性验证结果显示不同酶处理条件［胰蛋白酶量为（１±０２）μｇ、酶解温度为（３７±１）℃、酶解时间为
（４±１）ｈ］特征肽段相对保留时间ＲＳＤ为００２％～００９％，不同色谱条件［三氟乙酸占比（００８±００２）％、流速（０３±００５）
ｍＬ·ｍｉｎ－１、柱温（４０±２）℃］、不同批次色谱柱特征肽段相对保留时间ＲＳＤ为０３６％～１４３％。样品溶液在２５ｈ内检测，特
征肽段相对保留时间ＲＳＤ为００１％～００４％。结论　本研究采用合成肽段对液相肽图检测中的肽段进行定位，同时采用相
对保留时间进行检测结果的判定，为生物药肽图检测提供了新的思路。
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　　１９７５年，Ｍｉｌｓｔｅｉｎ和 Ｋｏｈｌｅｒ创立了单克隆抗体
的杂交瘤技术，并于１９８４年获得了诺贝尔生理学
奖。１９８６年，基于该技术的首款单抗药物 ＯＫＴ３

（ｏｒｔｈｏｌｏｎｅ）获得美国食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄ
ａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准。２０世纪８０年
代有１６个抗体药物进入临床测试，而２０１６年以来
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每年至少 １１２种抗体药物进入临床测试［１］。２０１５
年ＦＤＡ批准了第５０款抗体药物，距首款抗体药物
获批历时２９年。２０２１年ＦＤＡ批准了第１００款抗体
药物，从第５０款抗体药物到第１００款抗体药物的获
批，历时仅６年时间［２］。随着生命科学领域前沿科

学和生物工程技术的发展，单抗药物从药物发现、临

床研究、商业化生产到获批上市的各个方面将在未

来获得更快更高速的发展。

单克隆抗体是由２条完全相同的重链和２条完
全相同的轻链构成的四聚体结构。在每条重、轻链

中各有３个不连续的高变区负责与抗原互补结合，
即互补决定区（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎ，
ＣＤＲ），分别被称为ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３。各ＣＤＲ主
要位于抗体的Ｆａｂ区域，共同形成一个抗原结合位
点。因此抗体间，尤其是基因工程抗体间的差异，主

要体现在ＣＤＲ区域的不同。不同于化学小分子药
物，单抗药物的生产过程依赖生产细胞对目的基因

的转率和翻译，如果该过程发生改变，可能使目的基

因发生碱基置换、移码、缺失、插入等，导致抗体氨基

酸序列发生改变，进而影响抗体质量。因此需要采

用合适方法对抗体一级结构，尤其是ＣＤＲ区域进行
分析检测。在《中国药典》２０２０年版的“人用重组
ＤＮＡ蛋白制品总论”和“人用重组单克隆抗体产品
总论”［３］，人用药物注册技术要求国际协调会议

（ＩＣＨ）的 Ｑ６Ｂ［４］以及美国 ＦＤＡ［５］均要求对抗体药
物的一级结构进行质量控制。

目前肽图检测已广泛用于生物大分子药物的一

级结构检测［６］，尤其是生物药的鉴别检测和降解监

测，如氧化或脱酰胺的程度。与完整蛋白质分析不

同，肽图检测够提供生物分子翻译后修饰信息，尤其

是在生产、加工和储存过程中可能发生的翻译和修

饰，由于这些修饰可能会影响生物药的疗效，因此必

须对其进行表征和控制。单克隆抗体经化学试剂或

酶处理后，裂解为大小不一的肽段，经分离后获得肽

段图谱。将获得的图谱与同步处理的参比品图谱比

较，可用于抗体药物的放行鉴别。同时也可用于评

价宿主细胞的遗传稳定性及抗体生产的批间一致

性。但该方法无法获得肽段洗脱峰中各洗脱峰所代

表的具体氨基酸序列。以往对重组人白细胞介

素１１的肽图研究中，可以通过收集肽段洗脱峰再用
氨基酸测序仪进行序列分析，但该方法的工作量较

大［７］。抗体类药物由于氨基酸个数多，肽段复杂，

通常使用质谱法进行肽段鉴定［８１０］。此外，仅通过

观察峰型判断肽图检测的结果是否“与对照图谱一

致”存在一定的主观性。有学者选择响应值较强的

峰作为特征峰，将特征峰的保留时间作为判定标准。

该方法虽然可以降低结果判定的主观性，但是当设

备型号变更、方法转移或流动相比例、流速变动时，

特征峰的保留时间会发生偏差，同时依据信号强度

选择的特征峰也缺少代表性。

本研究以抗 ＣＤ３３单抗为例，首先比较了高效
液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｐｈ，
ＨＰＬＣ）和超高效液相色谱法（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｐｈ，ＵＰＬＣ），以及三氟乙酸和甲酸
体系在肽图检测中的差异。根据抗体的氨基酸序

列，合成了酶切处理后含有 ＣＤＲ序列的肽段，并以
这些肽段作为标准品，定位液相肽图谱中各特征肽

段位置，然后通过质谱的方法确认定位结果。最后

以特征肽段的相对保留时间作为肽图检测结果的判

断依据，建立了 ＵＰＬＣ的肽图检测方法，并依据《中
国药典》２０２０年版９１０１分析方法验证指导原则，对
方法的专属性、精密度和耐用性进行验证。

１　材料与方法
１１　材料

人源化抗ＣＤ３３单抗、单抗 Ｂ、单抗 Ｃ由本实验
室保存；肽段由金斯瑞生物科技股份有限公司合成；

乙腈、三氟乙酸、甲酸为色谱级；尿素（９９％）；胰蛋
白酶（测序级）［普洛麦格（北京）生物技术有限公

司］；二硫苏糖醇（ＤＴＴ，９９％）、碘乙酰胺（９９％）、碳
酸氢铵（分析纯）；超高液相色谱仪（型号：１２９０）、高
效液相色谱仪（型号：１２６０）、色谱柱（型号：Ａｄｖａｎｃｅ
ＢｉｏＰｅｐｔｉｄｅ，２１ｍｍ×１５０ｍｍ，２７μｍ）（美国安捷
伦科技有限公司）；ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣ质谱仪（型
号：ＸｅｖｏＧ２ＸＳＱＴＯＦ，美国沃特世公司）。
１２　方法

取 ０５ｍｇ单抗至 ６ｍｏｌ·Ｌ－１尿素中，加入
０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，５６℃水浴４０ｍｉｎ后加入适量碘
乙酰胺，室温、避光反应后，加入适量碳酸氢铵混匀。

加入胰蛋白酶溶液，３７℃水浴４ｈ，加入适量甲酸终
止反应。采用液相分离系统１２６０或１２９０，Ａｄｖａｎｃｅ
ＢｉｏＰｅｐｔｉｄｅ（２１ｍｍ×１５０ｍｍ，２７μｍ）色谱柱。流
动相Ａ、Ｂ液分别为体积分数０１％三氟乙酸或甲酸
水溶液和体积分数００８％三氟乙酸或甲酸乙腈溶
液。调整Ａ、Ｂ相比例对酶解后样品进行分离。检
测器波长为２１４ｎｍ，柱温４０℃，进样器１０℃［１１］。

将酶解后的样品脱盐及分离后进行质谱分析。

分析方法：毛细管电压 ３００ｋＶ，样品锥孔电压
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４０Ｖ，离子源补偿电压６０Ｖ，离子源温度１２０℃，脱
溶剂气温度４５０℃，锥孔气流量５０Ｌ·ｈ－１，脱溶剂
气流量６００Ｌ·ｈ－１。将原始数据通过ＵＮＩＦＩ软件进
行分析，选择抗体氨基酸序列作为数据库，进行数据

库检索。

１３　方法学验证
１３１　专属性　以制剂空白、样品溶液空白、不同
种类单抗（抗体 Ｂ、抗体 Ｃ）为样品进行检测。考察
制剂空白、样品溶液空白是否影响特征肽段定位及

该方法是否能鉴别不同种类单抗。

１３２　精密度　６份平行样品检测结果中特征肽
段保留时间（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ，ｔＲ）和相对保留时间（ｒｅｌ
ａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ，ＲＲＴ）相对标准偏差（ＲＳＤ）作为
重复性验证指标。不同分析人员在不同时间检测同

一样品的特征肽段保留时间和相对保留时间 ＲＳＤ
作为中间精密度指标。

１３３　耐用性　考察不同胰蛋白酶量（０８、１、
１２μｇ胰蛋白酶）、不同酶解温度（３６、３７、３８℃）、不

同酶解时间 （３、４、５ｈ）、不同三氟乙酸比例
（００６％、００８％、０１％）、不同流速（０２５、０３、
０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１）、不同柱温（３８、４０、４２℃）、不同
批次色谱柱（批次１、批次２）、样品检测溶液放置
（０～２５ｈ）时长对各特征肽段相对保留时间的
影响。

２　结　果
２１　不同型号设备和不同流动相体系分离结果

分别使用不同型号设备（ＨＰＬＣ色谱仪 １２６０、
ＵＰＬＣ色谱仪１２９０）在不同体系（三氟乙酸、甲酸）
进行肽图检测。结果显示不同分离体系下，出峰个

数、各峰的出峰时间、分离度和峰宽均有差异（图

１）。在相同的体系下，ＵＰＬＣ比 ＨＰＬＣ分离时间更
短。使用相同的分离设备，相比甲酸体系，三氟乙酸

体系出峰个数更多，峰宽更窄，峰间分离度也较高。

故选择三氟乙酸体系和ＵＰＬＣ设备进行后续的分离
检测。

Ａ－高效液相色谱法，三氟乙酸体系；Ｂ－高效液相色谱法，甲酸体系；Ｃ－超高效液相色谱法，三氟乙酸体系；Ｄ－超高效液相色谱法，甲酸体系。

Ａ－ＨＰＬＣ，ＴＦＡ；Ｂ－ＨＰＬＣ，ＦＡ；Ｃ－ＵＰＬＣ，ＴＦＡ；Ｄ－ＵＰＬＣ，ＦＡ．

图１　抗ＣＤ３３单抗肽图液相分离结果
Ｆｉｇ１　ＰｅｐｔｉｄｅｍａｐｐｉｎｇｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

２２　ＣＤＲ特征肽段鉴定与序列确认
胰蛋白酶为肽链内切酶，可切断肽链中赖氨酸

（Ｋ）和精氨酸（Ｒ）残基中的羧基，形成羧端为赖氨酸
或精氨酸的肽段。根据抗ＣＤ３３单抗氨基酸序列，抗

体经胰蛋白酶解后，重链形成４４条肽段（Ｈ１～Ｈ４４），
其中６条肽段涉及 ＣＤＲ区；轻链形成 ２０条肽段
（Ｌ１～Ｌ２０），其中 ７条肽段涉及 ＣＤＲ区。在涉及
ＣＤＲ区域的肽段中选择总长小于 ３０个氨基酸且
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ＣＤＲ区氨基酸个数大于 ３的肽段作为特征肽段
（表１）。将特征肽段合成后作为特征肽段标准品。

分别将各特征肽段、抗 ＣＤ３３单抗、抗 ＣＤ３３单
抗和特征肽段混合物作为样品进行肽图检测，见

图２。通过比对，可以定位各特征肽段在抗 ＣＤ３３单
抗肽图检测色谱图中的位置。以出峰时间约为

３２４６ｍｉｎ的色谱峰为参比峰（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｅａｋ，ＲＰ），
则根据各特征肽段的保留时间可计算获得各特征肽

段峰相对保留时间（公式１），见表２。
特征肽段峰相对保留时间 ＝特征肽段保留时

间／参比峰保留时间 公式（１）

表１　抗ＣＤ３３单抗各合成特征肽段氨基酸序列和互补决定
区（ＣＤＲ）信息
Ｔａｂ１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄＣＤＲｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｓｉｇｎａｔｕｒｅｐｅｐｔｉｄｅｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　　　 ＣＤＲ Ｎｕｍｂｅｒｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

Ｈ４ ＡＳＧＹＴＦＴＳＹＹＩＨＷＩＫ ＣＤＲ１ １５

Ｈ５ ＱＴＰＧＱＧＬＥＷＶＧＶＩＹＰＧＮＤＤＩＳＹＮＱＫ ＣＤＲ２ ２５

Ｈ１１ ＹＦＤＶＷＧＱＧＴＴＶＴＶＳＳＡＳＴＫ ＣＤＲ３ １９

Ｌ３ ＳＳＱＳＶＦＦＳＳＳＱＫ ＣＤＲ１ １２

Ｌ４ ＮＹＬＡＷＹＱＱＩＰＧＱＳＰＲ ＣＤＲ１ １５

Ｌ５ ＬＬＩＹＷＡＳＴＲ ＣＤＲ２ ９

注：划线部分为互补决定区（ＣＤＲ）区域。

Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｉｓｔｈｅＣＤＲａｒｅａ．

Ａ～Ｆ－Ｌ３、Ｈ１１、Ｌ４、Ｌ５、Ｈ５、Ｈ４合成肽段；Ｇ－抗ＣＤ３３单抗与合成肽段混标；Ｈ－抗ＣＤ３３单抗。

Ａ－Ｆ－Ｌ３，Ｈ１１，Ｌ４，Ｌ５，Ｈ５，Ｈ４ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓｅｇｍｅｎｔｓ；Ｇ－ｍｉｘｔｕｒｅｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍＡｂａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓｅｇｍｅｎｔｓ；Ｈ－ａｎｔｉＣＤ３３ｍＡｂ．

图２　抗ＣＤ３３单抗各合成特征肽段和混标定位结果
Ｆｉｇ２　ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｓｙｎｔｈｅｔｉｃｓｉｇｎａｔｕｒｅｐｅｐｔｉｄｅｓｅｇｍｅｎｔｓａｎｄｍｉｘｐｅｐｔｉｄｅｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

表２　抗ＣＤ３３单抗各合成特征肽段保留时间和相对保留时间
Ｔａｂ２　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ（ｔＲ）ａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ（ＲＲＴ）ｏｆｅａｃｈｓｙｎｔｈｅｔｉｃｓｉｇｎａｔｕｒｅｐｅｐｔｉｄｅｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＲＰ Ｌ３ Ｈ１１ Ｌ４ Ｌ５ Ｈ５ Ｈ４
ｔＲ／ｍｉｎ ３２４１ １９７０ ２５００ ２５３０ ２６８７ ２７５９ ２８５５
ＲＲＴ ＮＡ ０６１ ０７７ ０７８ ０８３ ０８５ ０８８

　　由酶解后抗 ＣＤ３３单抗经三氟乙酸体系分离
后的质谱肽图数据（图 ３），结合抗体氨基酸序
列，经数据分析后，可定位 ＣＤＲ区域肽段位置，
各特征肽段质谱定位结果与肽段标准品定位结

果一致（表３）。此外，质谱分析显示参比峰肽段
为 Ｈ１４。

２３　验证结果
２３１　专属性验证结果　制剂空白和样品溶液空
白（图４Ａ，Ｂ）在特征肽段出峰位置无干扰，不同种
类的单抗（单抗 Ｂ、单抗 Ｃ）检测图谱（图４Ｃ，Ｄ）与
抗ＣＤ３３单抗检测图谱（图４Ｅ）有明显差异，尤其特
征肽段位置。
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图３　三氟乙酸体系下抗ＣＤ３３单抗液质肽图
Ｆｉｇ３　ＰｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｍａｐｐｉｎｇｏｆａｎｔｉＣＤ３３ａｎｔｉｂｏｄｙｉｎＴＦＡｓｙｓｔｅｍ

表３　　抗ＣＤ３３单抗各合成特征肽段质谱鉴定结果
Ｔａｂ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅａｃｈｓｙｎｔｈｅｔｉｃｓｉｇｎａｔｕｒｅｐｅｐｔｉｄｅｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｂｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ＭＷ（Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ） ＭＷ（Ｏｂｓｅｒｖｅｄ） ＣＤＲ

Ｌ３ ＳＳＱＳＶＦＦＳＳＳＱＫ １９０８ ０６０ １３１８６３ １３１８６３ ＣＤＲ１

Ｈ１１ ＹＦＤＶＷＧＱＧＴＴＶＴＶＳＳＡＳＴＫ ２４４５ ０７７ ２０３３９８ ２０３３９９ ＣＤＲ３

Ｌ４ ＮＹＬＡＷＹＱＱＩＰＧＱＳＰＲ ２４７４ ０７８ １８２０９１ １８２０９１ ＣＤＲ１

Ｌ５ ＬＬＩＹＷＡＳＴＲ ２６３１ ０８３ １１２２６３ １１２２６３ ＣＤＲ２

Ｈ５ ＱＴＰＧＱＧＬＥＷＶＧＶＩＹＰＧＮＤＤＩＳＹＮＱＫ ２７０７ ０８５ ２７７８３４ ２７７８３５ ＣＤＲ２

Ｈ４ ＡＳＧＹＴＦＴＳＹＹＩＨＷＩＫ ２７９４ ０８８ １８３６９０ １８３６９０ ＣＤＲ１

Ｈ１４ － ３１８７ － ６７１３３１ ６７１３３４ ＲＰ

注：划线部分为ＣＤＲ区域。

Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｉｓｔｈｅＣＤＲａｒｅａ．

Ａ－制剂空白；Ｂ－样品溶液空白；Ｃ－单抗Ｂ；Ｄ－单抗Ｃ；Ｅ－抗ＣＤ３３单抗。

Ａ－ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｂｌａｎｋ；Ｂ－ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｂｌａｎｋ；Ｃ－ｍＡｂＢ；Ｄ－ｍＡｂＣ；Ｅ－ａｎｔｉＣＤ３３ｍＡｂ．

图４　抗ＣＤ３３单抗肽图检测的专属性验证结果
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｐｅｐｔｉｄｅｍａｐｐｉｎｇ
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２３２　精密度验证结果　重复性验证结果：肽图
检测结果（图５）显示６份平行样品图谱一致。特
征肽段保留时间 ＲＳＤ为００１％ ～００５％，相对保
留时间ＲＳＤ为００２％ ～００５％（表４）。中间精密

度验证结果：２位不同分析人员（Ａ、Ｂ）肽图检测图
谱一致。特征肽段保留时间 ＲＳＤ为 ００５％ ～
０３２％，相对保留时间 ＲＳＤ为 ００４％ ～０３２％
（表５）。

Ａ、Ｈ－参比品；Ｂ～Ｇ－平行样品。

Ａ，Ｈ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ；Ｂ－Ｇ－ｐａｒａｌｌｅｌｓａｍｐｌｅｓ．

图５　抗ＣＤ３３单抗肽图检测的重复性验证结果
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｐｅｐｔｉｄｅｍａｐｐｉｎｇ

表４　抗ＣＤ３３单抗肽图检测的重复性验证结果
Ｔａｂ４　ＴｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｐｅｐｔｉｄｅｍａｐｐｉｎｇ

Ｎｏ
ＲＰ Ｌ３ Ｈ１１ Ｌ４ Ｌ５ Ｈ５ Ｈ４

ｔＲ／ｍｉｎ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ

１ ３２３９ １９６５ ０６１ ２４９６ ０７７ ２５２６ ０７８ ２６８４ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５３ ０８８

２ ３２４０ １９６８ ０６１ ２４９７ ０７７ ２５２８ ０７８ ２６８４ ０８３ ２７５７ ０８５ ２８５３ ０８８

３ ３２３９ １９６６ ０６１ ２４９７ ０７７ ２５２８ ０７８ ２６８５ ０８３ ２７５９ ０８５ ２８５３ ０８８

４ ３２３９ １９６６ ０６１ ２４９７ ０７７ ２５２８ ０７８ ２６８５ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５４ ０８８

５ ３２３８ １９６６ ０６１ ２４９７ ０７７ ２５２８ ０７８ ２６８４ ０８３ ２７５７ ０８５ ２８５３ ０８８

６ ３２４０ １９６６ ０６１ ２４９７ ０７７ ２５２７ ０７８ ２６８４ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５３ ０８８

Ａｖｅｒａｇｅ ３２３９ １９６６ ０６１ ２４９７ ０７７ ２５２８ ０７８ ２６８４ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５３ ０８８

ＲＳＤ／％ ００２ ００５ ００５ ００２ ００３ ００２ ００４ ００２ ００４ ００２ ００３ ００１ ００２

２３３　耐用性验证结果　样品分别在不同胰蛋白
酶量（１、０８、１２μｇ胰蛋白酶）、不同酶解温度
（３６、３７、３８℃）、不同酶解时间（３、４、５ｈ）的前处理条
件下，肽图检测图谱一致。特征肽段保留时间 ＲＳＤ
为 ００２％ ～００９％，相 对 保 留 时 间 ＲＳＤ 为
００２％～００９％（表６）。样品在不同色谱条件下，肽

图检测图谱一致（图６），特征肽段保留时间 ＲＳＤ为
１０６％ ～２１１％，相对保留时间 ＲＳＤ为 ０４３％～
１４３％（表７）。检测期间，样品盘温度为１０℃时，
２５ｈ内各肽图检测图谱一致，特征肽段保留时间ＲＳＤ
为００１％～００４％，相对保留时间 ＲＳＤ为００１％ ～
００４％（表８）。
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表５　抗ＣＤ３３单抗肽图检测的中间精密度验证结果
Ｔａｂ５　ＴｈｅｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｐｅｐｔｉｄｅｍａｐｐｉｎｇ

Ａｎａｌｙｓｔ
ＲＰ Ｌ３ Ｈ１１ Ｌ４ Ｌ５ Ｈ５ Ｈ４

ｔＲ／ｍｉｎ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ

Ａ ３２３４ １９７１ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５３０ ０７８ ２６８５ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５４ ０８８

３２３９ １９７０ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５３０ ０７８ ２６８６ ０８３ ２７５９ ０８５ ２８５５ ０８８

Ｂ ３２３８ １９８２ ０６１ ２５０４ ０７７ ２５３５ ０７８ ２６９８ ０８３ ２７６０ ０８５ ２８６１ ０８８

３２３９ １９８１ ０６１ ２５０４ ０７７ ２５３４ ０７８ ２６９８ ０８３ ２７６０ ０８５ ２８６２ ０８８

Ａｖｅｒａｇｅ ３２３８ １９７６ ０６１ ２５０１ ０７７ ２５３２ ０７８ ２６９２ ０８３ ２７６０ ０８５ ２８５８ ０８８

ＲＳＤ／％ ００２ ０３２ ０３２ ０１２ ０１２ ０１１ ０１１ ０２６ ０２５ ００５ ００４ ０１４ ０１４

表６　抗ＣＤ３３单抗肽图检测不同酶解条件的耐用性验证结果
Ｔａｂ６　ＴｈｅｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｇｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆａｎｔｉＣＤ３３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｐｅｐｔｉｄｅｍａｐｐｉｎｇ

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　　
ＲＰ Ｌ３ Ｈ１１ Ｌ４ Ｌ５ Ｈ５ Ｈ４

ｔＲ／ｍｉｎ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ ｔＲ／ｍｉｎ ＲＲＴ

Ｔａｒｇｅｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ３２３７ １９７１ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５２９ ０７８ ２６８５ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５４ ０８８

Ｔｒｙｐｓｉｎ０８μｇ ３２３９ １９７０ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５３０ ０７８ ２６８６ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５４ ０８８

Ｔｒｙｐｓｉｎ１２μｇ ３２３８ １９７０ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５３１ ０７８ ２６８６ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５３ ０８８
Ｄｉｇｅｓｔｅｄａｔ３６℃ ３２３８ １９６９ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５２９ ０７８ ２６８６ ０８３ ２７５９ ０８５ ２８５５ ０８８
Ｄｉｇｅｓｔｅｄａｔ３８℃ ３２３８ １９６６ ０６１ ２４９８ ０７７ ２５２８ ０７８ ２６８５ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５３ ０８８
Ｄｉｇｅｓｔｅｄｆｏｒ３ｈ ３２３９ １９７０ ０６１ ２４９８ ０７７ ２５２９ ０７８ ２６８５ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５５ ０８８
Ｄｉｇｅｓｔｅｄｆｏｒ５ｈ ３２３８ １９６９ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５２９ ０７８ ２６８６ ０８３ ２７５９ ０８５ ２８５５ ０８８
Ａｖｅｒａｇｅ ３２３８ １９６９ ０６１ ２４９９ ０７７ ２５２９ ０７８ ２６８５ ０８３ ２７５８ ０８５ ２８５４ ０８８
ＲＳＤ／％ ００２ ００９ ００９ ００３ ００４ ００３ ００４ ００２ ００３ ００２ ００２ ００３ ００３

３　讨　论
ＨＰＬＣ和ＵＰＬＣ都是肽图分析中常见的分离设

备。通常ＵＰＬＣ分离时间比 ＨＰＬＣ分离时间更短。
有研究显示使用ＨＰＬＣ进行重组人促红细胞生成素
肽图分离需要 １４５ｍｉｎ，而 ＵＰＬＣ分离时间只需要
３５ｍｉｎ［１２］。本研究中，在相同流动相体系下，ＵＰＬＣ
的分离时间也短于ＨＰＬＣ的分离时间。分离时间的
缩短不仅可以提高检测效率，同时也减少流动相的

使用，降低设备损耗，节约检测成本。

三氟乙酸可以改善分离峰的峰型，但与质谱兼

容性差，会抑制电离作用，降低质谱检测的灵敏

度［１３］。甲酸虽然可以提高质谱的离子化效率，其液

相分离效果不如三氟乙酸。因此液相肽图检测时通

常使用三氟乙酸进行肽段分离。有研究证实分别采

用三氟乙酸和甲酸进行重组人促红素肽图检测，各

肽段的保留时间存在０１～２８ｍｉｎ的差异，２种分
离体系下的肽图存在明显不同［１４］。使用质谱法进

行肽段鉴定虽然可以获得更丰富详细的信息，但该

方法对设备、人员专业知识要求较高，检测周期长，

费用也较高。因此该方法多用于研发阶段质量研

究，较少作为放行的质控检测方法。

在本研究中，通过合成肽段定位的结果与三氟

乙酸体系下的液质肽图定位结果一致。这为以后进

行三氟乙酸体系下的肽段鉴定提供了新的思路。这

种定位方法不仅适用于抗体的肽图检测，也可以推

广至其他生物产品的肽图检测，如融合蛋白、双特异

性抗体药物、抗体偶联药物等。在选择、合成特征肽

段时需注意：①肽段应具有专一性，如 ＣＤＲ区域序
列；②肽段总长宜为５～３０个氨基酸。肽段太短检
测时容易受到干扰，肽段太长合成难度大；③避免选
择含有易被修饰氨基酸的肽段。如甲硫氨酸、天冬

氨酸、色氨酸和谷氨酸；④肽段中避免会导致酶切不
完全的氨基酸序列。如连续或交替出现的精氨酸和

赖氨酸、脯氨酸精氨酸、脯氨酸赖氨酸；⑤选择合
适的肽段内切酶。除胰蛋白酶外，还可根据需要选

择其他裂解试剂，如糜蛋白酶、谷酰胺内肽酶等［１５］。

使用液相方法结合合成的肽段标准品可以快速定位

特征肽段位置，加快质控方法建立。同时，特征肽段

标准品也有助于日常质量控制检测中偏差和异常的

原因调查。

当分离色谱条件发生微小变动时，肽图检测分

离峰保留时间易发生变动。在本研究中，当流速发

生微小变化时（从 ０２５变化到０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１），
各特征肽段保留时间变动明显，尤其是Ｌ３特征肽段
保留时间的差值为１５３ｍｉｎ。而如果采用相对保留
时间，流速导致的偏差仅为 ００３。相比主观地

·１０５１·
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Ａ、Ｂ－三氟乙酸分别为００６％、０１％；Ｃ、Ｄ－流速分别为０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１、０３ｍＬ·ｍｉｎ－１；Ｅ、Ｆ－柱温分别为３８℃、４２℃；Ｇ、Ｈ－不同批次色谱柱。

Ａ，Ｂ－ＴＦＡｉｓ００６％ ａｎｄ０１％；Ｃ，Ｄ－ｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｆｌｏｗｉｓ０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１ａｎｄ０３ｍＬ·ｍｉｎ－１；Ｅ，Ｆ－ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｓ３８℃ ａｎｄ４２℃；Ｇ，Ｈ－ｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｌｕｍｎｂａｔｃｈｅｓ．

图６　抗ＣＤ３３单抗肽图检测不同色谱条件的耐用性验证结果
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表８　抗ＣＤ３３单抗肽图检测样品溶液１０℃的稳定性结果
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判断肽图谱是否一致，采用多个具有代表性特征肽

段的相对保留时间作为判断依据更客观，也便于检

测人员面对异常情况结果进行判断。

综上所述，本研究通过合成肽段进行液相肽图

检测中的肽段定位，与质谱肽段定位法相比，不仅结

果准确，而且更便捷、经济，可以用于液相肽图检测

方法的开发。此外，采用相对保留时间进行检测结

果的判定适用性更广，更客观。
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Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｉｏｎｉｚａ
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