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免疫亲和富集超高效液相色谱质谱法检测人血浆中阿达木单抗浓度
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摘要：目的　基于超高效液相色谱四极杆静电轨道阱高分辨质谱（ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐＭＳ）平台联合免疫亲和富集策
略建立一种高效的阿达木单抗血药浓度定量分析方法。方法　采用高分辨质谱的全扫描／二级离子扫描模式筛选候选特征
肽，采用平行反应监测模式对特征肽进行定量分析；前处理采用蛋白Ａ免疫磁珠捕获人血浆中免疫球蛋白和治疗性抗体，蛋
白经高温变性和胰酶酶解成多肽后通过质谱分析；采用同位素标记的阿达木单抗作为内标。结果　筛选得到位于阿达木单
抗重链可变区ＧＬＥＷＶＳＡＩＴＷＮＳＧＨＩＤＹＡＤＳＶＥＧＲ肽段具有较好的特异性和选择性，可作为阿达木单抗定量分析的特征肽段。
阿达木单抗在１～３２μｇ·ｍＬ－１内呈良好的线性关系，精密度、准确度和总误差均符合验证要求。３１个临床真实样本同时采
用该质谱方法和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）方法检测，ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋ回归显示两种方法检测结果相关性较好，两种方法的浓
度差均值为０５μｇ·ｍＬ－１。结论　本研究建立了一种可用于抗体药物定量分析的通用型免疫亲和质谱方法，阿达木单抗血
药浓度的质谱方法经验证可适用于临床样本检测。
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　　治疗性单克隆抗体是当前生物药物中最重要的
一大类药物，已经成为临床治疗的重要手段，尤其在

抗肿瘤和自身免疫性疾病治疗中发挥了重要的作

用［１］。修美乐（阿达木单抗）和免疫检查点抑制剂可

瑞达（帕博利珠单抗）年销售额都突破了２００亿美元。

随着临床应用越来越广泛，单抗药物治疗后出现疗效

丢失或疾病进展得到了广泛的关注，这与血药浓度有

着紧密的联系，比如：阿达木单抗已在多种炎症性疾

病中被证实其血药浓度丢失与应答丢失密切相

关［２４］，免疫检查点抑制剂阿替利珠单抗治疗肝细胞
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癌的临床队列中观察到药物浓度不充分伴随了更低

的应答率和更差的无进展生存期［５］。肿瘤坏死因子

α抑制剂进行治疗药物监测（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏ
ｒｉｎｇ，ＴＤＭ）得到了指南推荐［６８］，通过血药浓度可有效

识别患者应答丢失的原因和后续治疗决策。

酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）是最常用的抗体药
物定量分析方法，通过抗原抗体结合和酶催化反应

来检测目标分析物的浓度，需要特异性的识别抗体

才能保证方法的特异性和抗干扰能力，因此 ＥＬＩＳＡ
方法开发过于依赖关键试剂，针对单个药物的检测

均需要进行关键试剂的筛选，方法的开发周期较长。

质谱法作为小分子药物定量分析的金标准，在蛋白

类药物定量分析中已展现出特有的优势。质谱法定

量分析单抗浓度主要是通过监测单抗药物经酶解后

的特征肽，肽段具有更好的质谱兼容性，可确保分析

方法的特异性和灵敏度。当前已报道了多种质谱法

用于单抗药物定量分析的检测方案［９１０］。单抗药物

的质谱方法开发对于技术要求仍然较高，包括酶解

前处理方案优化、特征肽选择和质谱方法优化等环

节。因此，本研究以阿达木单抗作为研究对象，采用

ＩｇＧ免疫亲和纯化策略，并联合超高效液相色谱四
极杆静电轨道阱高分辨质谱（ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅＯｒ
ｂｉｔｒａｐＭＳ）平台，旨在建立一种高效的通用型实验方
案用于单抗药物的定量分析。

１　仪器与试剂
１１　仪器

ＱＥｘａｃｔｉｖｅＴＭＰｌｕｓ组合型四极杆 ＯｒｂｉｔｒａｐＴＭ质谱
仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），Ｖａｎｑｕｉｓｈ超高效液相
色谱仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ

ＰｅｐｔｉｄｅＢＥＨＣ１８色谱柱（美国Ｗａｔｅｒｓ公司），ＸＳ１０５
电子分析天平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司），金属恒温
混匀仪（型号：ＴＳ１００，杭州瑞诚仪器），微孔板恒温
振荡器（型号：ＢＥ９００８，海门市其林贝尔公司），磁
性分离器（苏州海狸生物公司）。

１２　试剂
阿达木单抗（修美乐，美国 ＡｂｂＶｉｅ公司），ＳＩ

ＬｕＴＭＭＡｂＡｄａｌｉｍｕｍａｂＳｔａｂｌｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｅｌｅｄＭｏｎｏ
ｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ（ＳＩＬＡＤＬ，ＭＳＱＣ１１，美 国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司），阿达木单抗独特型抗体（产品号：
Ａ０１９５４，江苏金斯瑞生物公司），ＳＭＡＲＴＤｉｇｅｓｔＴＭ胰
蛋白酶试剂盒（６０１０９１０３，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司），胰蛋白酶（产品号：Ｖ５１１７，美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司），蛋白 Ａ琼脂糖磁珠（产品号：７０８１４，苏州海狸

生物公司），磷酸盐缓冲液（上海生工生物公司），碳

酸氢铵（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。

２　方　法
２１　色谱条件

流动相 Ａ为含体积分数０１％甲酸的超纯水，
流动相Ｂ为含体积分数０１％甲酸的乙腈，流速为
０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温箱温度为６０℃，进样器温度
为４℃，进样体积５μＬ，洗脱程序为：０～２ｍｉｎ，５％
Ｂ；２～８ｍｉｎ，５％→２０％ Ｂ；８～１１ｍｉｎ，２０％→３８％
Ｂ；１１～１３ｍｉｎ，３８％→９０％ Ｂ；１３～１５ｍｉｎ，９０％ Ｂ；
１５～１６ｍｉｎ，９０％→５％ Ｂ；１６～１８ｍｉｎ，５％ Ｂ。
２２　质谱条件

电喷雾离子源正离子模式，肽图分析扫描方式

为全扫描／二级离子扫描（ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄＭＳ２），定量分
析扫描方式为平行反应监测模式（ｐａｒａｌｌｅｌｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＰＲＭ），喷雾电压为３８００Ｖ，翘气流速为
３０，辅助气流速为１５，离子传输管温度为３２０，辅助
气加热温度为３５０℃，碰撞能量为２３（肽图分析）和
２７（定量分析）。定量特征肽段母离子和子离子分
别８８８４２和１０３９９８，内标肽段母离子和子离子分
别为８９１７６和１０４４９９。
２３　阿达木单抗工作溶液

用磷酸盐缓冲液稀释阿达木单抗注射液至质量

浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的储备液，用人空白混合血浆稀
释储备液得到校正标样和质控样品，校正标样质量浓

度依次为：０５（锚定点）、１、２、４、８、１６、３２μｇ·ｍＬ－１，
质控样品质量浓度分别为：１μｇ·ｍＬ－１定量下限
（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）、３μｇ·ｍＬ－１低质
控（ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＬＱＣ）、１２μｇ·ｍＬ－１中质控
（ｍｅｄｉｕｍｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＭＱＣ）和２４μｇ·ｍＬ－１高质控
（ｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＨＱＣ）。
２４　内标工作溶液

采用适量体积分数０１％甲酸溶液溶解内标冻
干粉，配置成２００μｇ·ｍＬ－１内标储备液于 －８０℃
冻存；实验当天用超纯水稀释至５μｇ·ｍＬ－１的内标
工作液。

２５　样品前处理
精密吸取４０μＬ血浆样品或校正标样至深孔板

中，每孔加入３６０μＬ乙酸溶液（３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１），
混匀震荡 ３０ｍｉｎ后依次加入 ９６μＬＴｒｉｓ缓冲液
（１５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝９６）、２０μＬ内标溶液和
３５μＬ蛋白 Ａ磁珠，３７℃混匀震荡 １ｈ；采用
６００μＬ超纯水清洗磁珠３次，８０μＬ碳酸氢铵溶液
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（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）重悬磁珠后转移至耐高温孔板
中，８０℃ １４００ｒ·ｍｉｎ－１震荡混匀加热３０ｍｉｎ；待
恢复室温后加入１０μＬ胰酶，６０℃１４００ｒ·ｍｉｎ－１

震荡混匀加热反应６ｈ；反应结束后磁性分离取上清
６５μＬ，加入７μＬ体积分数１０％甲酸终止反应，吸
取适量溶液于进样小瓶中待测。

２６　方法学验证
参照《生物样品定量分析方法指导原则》和行

业白皮书的要求［１１］，对方法进行验证。验证条目包

括：特异性与选择性、标准曲线与定量范围、精密度

与准确度和基质效应。

２７　临床样本
收集接受阿达木单抗治疗的强直性脊柱炎患

者，采集共３１份血样。ＥＤＴＡ抗凝管采集患者静脉
血１～２ｍＬ，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清血浆冻
存。研究经苏州大学附属第一医院伦理委员会批准

（２０２１伦审批第０７８１号），患者均被充分告知并签
署知情同意书。

３　结　果
３１　方法建立
３１１　特征肽　开发质谱方法检测单抗药物的关
键之一在于选择合适的定量特征肽。阿达木单抗经

酶解后产生多肽混合物，相比于小分子药物的质谱方

法开发策略要复杂。采用 ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐ
ＭＳ的ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄＭＳ２模式可以实现肽段混合物的分
离和鉴定，得到质谱肽图。通过 ＢｉｏＰｈａｒｍａＦｉｎｄｅｒＴＭ

软件进行肽图分析与肽段归属匹配，轻链覆盖度为

６８２％，重链覆盖度为７７１％。以文献中常用的阿达
木单抗特征肽 ＡＰＹＴＦＧＱＧＴＫ（ＡＰＹ肽段）为例（图
１）［１２］，肽段归属后可获得该肽段的序列信息、带电荷
数以及子离子信息。选择４条位于互补决定区的无
修饰肽段进行后续方法开发，肽段信息如下：ＡＰＹＴＦ
ＧＱＧＴＫ（ＡＰＹ肽段，轻链 Ａ９４Ｋ１０３，Ｍ／Ｚ：５３５２６８
９），ＬＬＩＹＡＡＳＴＬＱＳＧＶＰＳＲ（轻 链 Ｌ４６Ｒ６１，Ｍ／Ｚ：
５５９３１８２），ＧＬＥＷＶＳＡＩＴＷＮＳＧＨＩＤＹＡＤＳＶＥＧＲ（ＧＬＥ
肽段，重 链 Ｇ４４Ｒ６７，Ｍ／Ｚ：８８８４１８３），ＶＳＹＬ
ＳＴＡＳＳＬＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡＳＴＫ（重 链 Ｖ９９Ｋ１２５，
Ｍ／Ｚ：９３７１３５３）。针对候选特征肽，可直接转换
ＰＲＭ模式优化碰撞能量参数建立质谱检测方法，其
中ＡＰＹ肽段和ＧＬＥ肽段具有较稳定的质谱信号。方
法专属性实验中发现人空白血浆在ＡＰＹ肽段通道中
出现了干扰信号，从而限制了检测灵敏度。ＧＬＥ肽段
具有较好的特异性，进入后续开发和验证。
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图１　阿达木单抗特征肽段ＡＰＹＴＦＧＱＧＴＫ带双电荷时所产
生的碎片离子

Ｆｉｇ１　ＦｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＡＰＹＴＦＧＱＧＴＫｓｉｇｎａｔｕｒｅ
ｐｅｐｔｉｄｅｗｉｔｈｄｏｕｂｌｅｃｈａｒｇｅｏｆａｄａｌｉｍｕｍａｂ

３１２　前处理方法　酶解前处理是获得肽段的关
键。为了尽可能简化前处理操作和实现方法普适

性，选择蛋白 Ａ磁珠亲和富集人血浆中 ＩｇＧ。考察
磁珠环境下直接酶解相比于捕获洗脱后酶解具有更

高和更稳定的回收率。为了实现蛋白充分酶解，本

研究对比了磁珠富集后蛋白直接酶解、还原烷基化

处理后酶解以及高温变性后酶解等方式，结果显示

磁珠富集后经高温（８０℃，３０ｍｉｎ，１４００ｒ·ｍｉｎ－１震
荡）变性后酶解（６０℃，６ｈ，１４００ｒ·ｍｉｎ－１震荡）可
获得较高的质谱信号。采用较低的酶量（１μｇ）可
实现预期的检测灵敏度。考察样本中抗药抗体对阿

达木单抗检测的影响，添加相同浓度的抗药抗体不

会影响药物浓度检测，５倍于药物浓度的抗药抗体
会抑制约３０％的信号，通过乙酸酸解处理可去除抗
药抗体干扰。

３２　方法验证
３２１　特异性和选择性　选择６个不同个体的空
白血浆样品经处理后分析，在ＧＬＥ肽段及内标离子
通道均无法提取到色谱峰。采用个体的空白血浆配

制ＬＬＯＱ样品经处理后分析可提取色谱图，出峰时
间为１２０７ｍｉｎ，峰形良好，无干扰，仅有１份血浆配
制的ＬＬＯＱ样品检查偏差超过２５％。图２为典型色
谱图。

３２２　标准曲线　以校正标样理论浓度为横坐
标，以特征肽与内标肽峰面积之比为纵坐标作图，

采用最小二乘法进行线性回归（１／ｙ加权）。结果
显示阿达木单抗在１～３２μｇ·ｍＬ－１浓度内呈现较
好的线性关系（ｒ２＞０９９），各个浓度样本的偏差
在 －１２１６％ ～１９３８％之间。
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图２　阿达木单抗特征肽和内标特征肽的典型色谱图
Ｆｉｇ２　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｕｒｒｏｇａｔｅｐｅｐｔｉｄｅｓｏｆａｄａｌｉｍｕｍａｂａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

３２３　准确度和精密度　分别配制各浓度水平的质
控样品，包含４个浓度水平，每个水平重复５次，在不
同天内进行３个分析批实验，各个水平质控样品的批
内批间精密度、准确度以及总误差结果见表１。
３２４　基质效应　用６个不同来源的人血浆或磷
酸盐缓冲液为基质分别配制浓度为 ＬＱＣ和 ＨＱＣ的
质控样品，每个浓度每个基质各配制３个样本。人
血浆基质样本与磷酸盐缓冲液样本的特征肽峰面积

的比值评价基质效应。人血浆中阿达木单抗 ＬＱＣ
基质效应为９４３７％，ＨＱＣ基质效应为８０１６％，变
异系数（ＣＶ）分别为０１５％和１１７３％。
３３　检测方法比对

采用本研究建立的质谱方法检测３１个真实临床
样本，样本同时采用自建ＥＬＩＳＡ方法检测［１３］，采用相

同的阿达木单抗校正标样和质控样品。如图３所示，
ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋ回归显示２种方法检测结果相关性较

好，呈对角线两边均匀分布，未显示出明显的系统偏

差，２种方法的质量浓度差均值为 ０５μｇ·ｍＬ－１

（９５％置信区间为－２３～３３μｇ·ｍＬ－１）。

４　讨　论
本研究建立了一种ＩｇＧ免疫亲和富集前处理和

高分辨质谱法用于检测人血浆中阿达木单抗浓度，

方法稳健，操作简单，适用于生物样本分析。免疫亲

和策略联合高分辨质谱可实现快速的定量分析方法

开发，是一种高效的分析策略，在未获得关键试剂的

情况下适用于ＩｇＧ类型单抗药物的生物分析方法开
发和应用。尽管已经在肽段水平进行分析，质谱定

量分析蛋白质的检测灵敏度仍然难以匹敌免疫学检

测模式，本研究检测灵敏度为 １μｇ·ｍＬ－１，不及
ＥＬＩＳＡ方法，因此质谱对定量分析体内浓度较低的
药物时则是一个挑战。
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表１　阿达木单抗在不同浓度水平准确度和精密度以及总误差
Ｔａｂ１　Ａｃｃｕｒａｃｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｔｏｔａｌｅｒｒｏｒｏｆａｄａｌｉｍｕｍａｂａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ　
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ　

ＬＬＱＣ

１μｇ·ｍＬ－１

ＬＱＣ

３μｇ·ｍＬ－１

ＭＱＣ

１２μｇ·ｍＬ－１

ＨＱＣ

２４μｇ·ｍＬ－１

Ｂａｔｃｈ１ １０２７ ２７８０ １１０６３ ２３１２０

１００８ ２７２４ １１５５５ ２３５０７

０９２９ ２６３３ １１２２５ ２３３５２

０９６０ ２８１４ １０７０７ ２２９９４

１０３７ ２９６９ １０８１４ ２４５５８

Ａｖｅ／μｇ·ｍＬ－１ ０９９ ２７８ １１０７ ２３５１

ＣＶ／％ ４６５ ４４６ ３０５ ２６４

ＲＥ／％ －０７８ －７２０ －７７３ －２０６

（ＣＶ＋｜ＲＥ｜）／％ ５４３ １１６６ １０７８ ４７０

Ｂａｔｃｈ２ １０９９ ２９３２ １１１８８ ２３７７２

１０１３ ２９１１ １１２７５ ２３３２３

１０３７ ２５４４ １０６０２ ２４２８６

０９８３ ２５８８ １０５７３ ２１７２０

１０５０ ２７５５ １０３８３ ２３２６８

Ａｖｅ／μｇ·ｍＬ－１ １０４ ２７５ １０８０ ２３２７

ＣＶ／％ ４１８ ６５１ ３７０ ４１３

ＲＥ／％ ３６４ －８４７ －９９７ －３０３

（ＣＶ＋｜ＲＥ｜）／％ ７８２ １４９７ １３６７ ７１５

Ｂａｔｃｈ３ ０９００ ３５０３ １３０３０ ２０４７４

０７９５ ２３７７ ９９２６ ２８９８０

０８１５ ２４０５ １３９７１ ２８５３０

０７８２ ２８７６ １２８３５ ２０３８７

０８３７ ２９４０ １２３９６ ２０４８３

Ａｖｅ／μｇ·ｍＬ－１ ０８３ ２８２ １２４３ ２３７７

ＣＶ／％ ５６２ １６３７ １２１８ １９１５

ＲＥ／％ －１７４２ －５９９ ３６０ －０９５

（ＣＶ＋｜ＲＥ｜）／％ ２３０４ ２２３６ １５７８ ２０１１

ＩｎｔｅｒｒｕｎＡｖｅ／μｇ
·ｍＬ－１

０９５ ２７８ １１４４ ２３５２

ＩｎｔｅｒｒｕｎＣＶ／％ １０８０ ９８６ ９８８ １０７１
ＩｎｔｅｒｒｕｎＲＥ／％ －４８５ －７２２ －４７０ －２０１
Ｉｎｔｅｒｒｕｎ（ＣＶ＋｜
ＲＥ｜）／％

１５６６ １７０８ １４５８ １２７２

注：Ａｖｅ－平均值；ＣＶ－变异系数；ＲＥ－相对偏差。

Ｎｏｔｅｓ：Ａｖｅ－ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ；ＣＶ－ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ；ＲＥ－ｒｅｌａｔｉｖｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ．

特征肽的选择是定量分析抗体药物的关键环节，往

往考虑以下几个要素：①选择位于单抗药物互补决
定区的肽段，保证分析方法的特异性；②尽可能避免
易携带翻译后修饰的氨基酸和序列，保证分析方法

的重复性；③序列长度合适，在质谱中具有较好的检
测信号，保证分析方法的灵敏度。高分辨质谱在特

征肽的开发和定量分析方法转化中展现出了优越

性。ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄＭＳ２扫描模式属于传统的数据依赖
采集（ＤＤＡ），通过全扫描和丰度较高的母离子进行
碎裂和二级离子扫描，全扫描和二级扫描匹配，数据

易于分析和搜库比对。ＰＲＭ技术利用了四级杆质
量分析器的高选择性，监测候选肽段母离子信息，随

后通过Ｏｒｂｉｔｒａｐ的高分辨率获得母离子的二级全扫
描谱图，通过匹配离子对提取色谱峰定量分析待测

物。综合采用高分辨质谱 ＤＤＡ模式开发候选特征
肽段，以及ＰＲＭ模式定量分析特征肽，流程简单，可
大大地加快单抗药物定量分析质谱方法的开发。

阿达木单抗经免疫磁珠捕获后直接在磁珠中高

温变性和酶切，该方法适用于ＩｇＧ类型的单抗药物，
联合质谱的多通道特点，可适用于多种药物的同时

检测。前处理过程简单，磁性分离操作高效，可实现

９６孔板操作和半自动化，减少操作中的人为误差。
相比于传统的蛋白沉淀富集和特异性结合试剂富

集［１４］，ＩｇＧ富集策略兼具了蛋白纯化特异性和方法
通用性，同时也可减少还原烷基化处理过程。正向

富集策略大大降低了基质复杂度，本研究未观察到

血浆中富集待测物后影响质谱检测信号，不同基质

之间变异性在可接受范围内。简便、通用型的操作

过程也给内标的选择带来了一些获益。蛋白质定量

分析的内标有多种选择，为了全程监控检测方法，

图３　高分辨质谱法和酶联免疫法检测阿达木单抗血药浓度的ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋ回归分析（Ａ）和ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ分析（Ｂ）
Ｆｉｇ３　ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｐｌｏｔ（Ａ）ａｎｄＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎａｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）ｏｆａｄａｌｉｍｕｍａｂｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＬＣＨＲＭＳａｎｄＥＬＩＳＡ

同位素标记的蛋白药物是最佳选择，可充分地监控

酶切过程、前处理过程和质谱分析过程，但可商品化

获得的同位素标记蛋白药物较有限，其次价格也较

高，同位素标记的特征肽或者其他的单抗药物均可
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以考虑用作内标［１０］。单抗药物在循环中主要以游

离形式存在，同时有部分以结合物的形式存在，比如

与抗药抗体结合［１５］。检出浓度是何种形式往往是

根据纯化富集方式推测，以特异性结合试剂捕获认

为检测到游离浓度，以 ＩｇＧ富集或是沉淀后酶解处
理认为检测到总浓度。研究提出抗药抗体结合药物

后会减弱药物的检出，采用酸解或是表面活性剂处

理可克服干扰［１６１７］。

自建的质谱方法与自建 ＥＬＩＳＡ方法呈现较好
的相关性，两者之间的偏差不足以对临床决策造成

困扰。因此，本研究建立了一种可靠的、通用型的质

谱方法用于抗体药物的定量分析，阿达木单抗血药

浓度的质谱方法经验证可适用于临床ＴＤＭ。
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