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摘要

单克隆抗体(mAb)仍然是快速增⻓的⽣物药物类别之⼀，并且正在⼤幅改善世界各地患者的⽣活质量。成功发现和

开发mAb治疗药物需要采⽤复杂的分析技术，这些技术可以快速测量对这些药物的安全性和有效性产⽣极⼤影响

的关键产品属性。因此，对⽤于监测在克隆选择阶段和⼯艺开发过程中产⽣的蛋⽩质的⾼通量分析平台的需求⽇

益增加1。

由于mAb在宿主细胞培养基中进⾏⽣产，因此⼤规模、异质结构监测mAb⽣产带来了许多分析挑战。选择合适的

克隆通常需要并⾏培养数⼗到数百个转染细胞系，因此需要分析许多样品。细胞培养条件的优化通常还需要并⾏

培养，每次实验需要对每种培养基⾄少分析⼀次。这需要样品制备快速且分析仪器稳定的⾼通量⽅法，以及轻松

、简单的数据解析。作为⽅法的组成部分，⾃动化样品制备⽅案可以提⾼样品通量并改善⽣物制药开发中分析⼯

作流程的效率2。

本⽂介绍了⼀种对直接从复杂样品（例如包括宿主细胞蛋⽩质在内的细胞培养基）中获得的mAb进⾏样品制备和

LC-MS分析的全⾃动化⼯作流程。该⽅法包括使⽤蛋⽩A的mAb纯化步骤以及之后的FabRICATOR® (IdeS)酶解和

DTT还原步骤，可得到适合使⽤Waters™ BioAccord™ LC-MS系统进⾏⾼通量LC-MS分析的mAb亚基。

优势

使⽤Andrew+™移液机器⼈，根据全⾃动化蛋⽩A和Ides酶解⽅案进⾏快速mAb亚基分析■
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使⽤BioAccord™ LC-MS系统与waters_connect™信息学解决⽅案/INTACT Mass™应⽤程序3进⾏⾼通量LC-

MS分析

■

使⽤BioResolve™ RP⾊谱柱通过反相UPLC™分析还原的亚基，⽤这种孔径为450 Å的实⼼核颗粒获得优异的峰

形和分离度

■

简介

治疗性mAb的开发和⽣产需要密切监测多个产品质量属性。其中涉及到多种需要评估的产品质量属性，例如N-糖

基化、氧化、C端赖氨酸裁剪和糖化。在克隆选择和整个⼯艺开发过程中，通常需要分析⼤量样品，以确保最终产

品获得成功。这可能会形成瓶颈，延缓新治疗药物的开发，或者限制⼯艺优化的程度。最终，快速LC-MS⽅法以

及样品制备和样品分析等常规流程的⾃动化有助于缓解这⼀瓶颈。我们已经证明，可以快速分析完整⽔平的

mAb，并且只需极少的样品制备4。然⽽，完整mAb分析可能会限制在不使⽤⾼分辨率LC-MS仪器的情况下能够追

踪的蛋⽩质属性。

对亚基形式的mAb进⾏快速、⾼通量筛选有可能促进⽣物制药产品的开发并改善其整体质量，同时降低⽣产成本

。在本研究中，使⽤FabRICATOR (IdeS)蛋⽩酶在铰链下⽅的特定位点裂解抗体，然后通过DTT还原轻链与重链

之间的⼆硫键，⽣成mAb亚基（⼤⼩为23~25 kDa）。亚基⽐完整的mAb更均⼀且质量数⾜够低，可以使⽤价格

适中的MS仪器获得质量⾜够⾼的谱图，同时仍然提供相当短的分析时间和简化的数据解析。本⽂介绍了⼀个⽤于

纯化和酶解直接从细胞培养基中收获的治疗性mAb的全⾃动化⼯作流程。该⽅法使⽤蛋⽩A磁珠进⾏纯化，然后进

⾏酶解/还原的联合操作。利⽤Andrew+移液机器⼈实现整个样品制备过程的⾃动化，得到可供Waters 

BioAccord LC-MS系统分析的亚基。为开发更适合与微型⽣物反应器配合使⽤的程序，本研究直接（使⽤未纯化

的培养基）使⽤⼩体积（20 µL⾄100 µL）mAb培养基样品，或使⽤经蛋⽩A纯化的样品，进⾏完整分析或亚基⽔

平的分析5。

样品描述

未转染的中国仓⿏卵巢(CHO)细胞培养基由Syd Labs, Inc.提供。简⽽⾔之，在第1天将6 × 106个CHO-K1细胞/

mL接种到烧瓶中，并在120 mL培养基中温育。第2天，从烧瓶中收集100 mL培养基并进⾏0.2 µm过滤。每天重

复此操作，直⾄第15天。将所有收集的培养基合并然后储存于4 °C。在整个细胞培养过程中相应地记录细胞活⼒

和数量（图1a）。然后，将曲妥珠单抗(T-mab)加⼊收集的细胞培养基中，以制备0.5 µg/µL的样品，得到已知浓

度的模拟培养基样品（图1b⾄1c）。将该细胞培养后期观察到的细胞活⼒较低的等分试样纳⼊模拟样品中，为样

品纯化步骤提供更⼤的挑战。
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图1.a)在15天内培养的未转染CHO细胞的细胞计数和细胞活⼒。b-c) CHO细胞培养基（上图）和加标曲妥珠单抗

后（下图）的直接LC-MS分析结果（b：TIC迹线，c：质谱图）。

样品前处理

使⽤Andrew+移液机器⼈开发出⽤于样品制备的全⾃动化⼯作流程。通过将100 µL样品（具有指定浓度）与

Magne®蛋⽩A磁珠（Promega，每个样品50 µL浆液）⼀起温育，然后在96孔板形式的Andrew+机器⼈上使⽤

Magnet+设备捕获磁珠，对来⾃细胞培养基的mAb进⾏纯化。清洗后，将纯化的mAb在50 µL⽢氨酸-HCl (2M, 

pH 2.5)中洗脱两次（总共100 µL），然后加⼊60 µL由MES (100 mM)和Tris-HCl (900 mM)组成的中和缓冲液(

pH 7.5)中。

然后，取20 µL纯化的mAb（浓度<0.5 µg/µL）的等分试样，向每份样品中加⼊10 µL 2个单位/µL的FabRICATOR 

(Ides)和30 µL 40 mM⼆硫苏糖醇(DTT)进⾏酶解和⼆硫键还原，在37 °C下温育60 min得到三个mAb亚基（

Fc/2、轻链和Fd'）。有关Andrew+机器⼈的详细⽅案可以从OneLab数据库(onelab.andrewalliance.com)下载

。使⽤的所有试剂和化学品如下表所⽰（表1）。
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表1.⽤于mAb纯化和酶解的所有试剂和材料的列表。

Andrew+⾃动化

Andrew+移液机器⼈可提供简化的全⾃动化蛋⽩质纯化和酶解⽅案，如图2所⽰。相⽐之下，其他⾃动化液体处理

器仅能提供半⾃动⽅案，需要1~5个⼿动⼲预步骤才能完成类似程序5。

图2.最多可处理48个样品的⾃动化蛋⽩A纯化和亚基分析的Andrew+ Domino和互联装置配置。

LC-MS分析

采⽤4.5 min反相LC-MS⽅法，在Waters BioAccord系统上根据表2中的参数使⽤0.1%甲酸和⼄腈流动相对mAb
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亚基进⾏LC-MS分析。所有数据均使⽤UNIFI v2.1.2.14进⾏采集和处理。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC I-Class PLUS

检测条件： TUV检测器

样品收集： 96孔twin.tec PCR板，带裙边

，绿⾊，Eppendorf，部件号

：951020443

⾊谱柱： BioResolve RP⾊谱柱, 450 Å, 

2.7 µm, 2.1 mm × 100 mm，

部件号：176004157

柱温： 80 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 3 µL

流速： 0.4 mL/min

运⾏时间： 4.5 min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液
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梯度表

质谱条件

质谱系统： ACQUITY RDa™

电离模式： ESI+

采集范围： 50-2000 m/z

⽑细管电压： 1.50 kV

扫描速率： 2 Hz

锥孔电压： 30 V

实时校正标准液： waters_connect实时校正标准

液试剂盒（部件号

：186009298）

数据管理
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数据采集和处理软件： 带有INTACT Mass应⽤程序的

waters_connect

结果与讨论

使⽤⼩体积(20~100 µL)细胞培养基进⾏纯化和酶解的全⾃动化样品制备采⽤Andrew+移液机器⼈，以96孔板形式

进⾏。从细胞培养物等粗样品中亲和纯化mAb是治疗性抗体⼯艺开发和⽣产过程中的标准程序。该程序通常使⽤

亲和配体（例如与IgG特异性结合的蛋⽩A）进⾏。蛋⽩A纯化可能是⼀个繁琐的过程，因为它涉及⼤量平衡和清洗

步骤，并且占⽤分析⼈员的⼤量时间（图3a）。在完整⽔平上，未纯化和纯化的样品所产⽣的MS结果相当。然⽽

，经蛋⽩A纯化的样品还产⽣了更⾼质量的⾊谱图，与制剂缓冲液中完整mAb的⾊谱图⾮常相似（图3b）。

图3.a)使⽤蛋⽩A偶联磁珠纯化抗体的⽰意图。b)经过蛋⽩A纯化的细胞培养基中的mAb以及缓冲液中的mAb的⾊

谱图。

7⾃动执⾏微型⽣物反应器细胞培养物样品的快速⾼通量LC-MS mAb亚基筛选



⼀种使⽤Andrew+移液机器⼈的⾼重现性、可扩展且全⾃动的96孔板⽅案，专为细胞培养物样品⽽设计。在

Shaker+装置上将样品与蛋⽩A磁珠⼀起温育，然后使⽤Magnet+装置捕获蛋⽩A磁珠，以去除流出的馏分。清洗

蛋⽩A磁珠以及捕获的mAb，并使⽤低pH清洗液洗脱纯化的mAb。中和pH后，在⼆硫键还原剂DTT的存在下，使

⽤FabRICATOR (Ides)对纯mAb样品进⾏酶解。由此在96孔板上产⽣还原的mAb亚基，其适合直接转移⾄

BioAccord LC-MS系统的⾃动进样器。馏分分析证明，从细胞培养基中有效捕获了mAb，然后使⽤FabRICATOR 

(Ides)和DTT洗脱纯mAb并酶解成亚基（图4）。

图4.使⽤Andrew+进⾏⾃动化抗体纯化和酶解以及使⽤Waters BioAccord系统进⾏快速LC-MS分析的⼯作流程。 

在BioAccord LC-MS上使⽤BioResolve RP⾊谱柱通过反相UPLC分离还原的亚基。利⽤沃特世mAb亚基标准品

（部件号：186008927 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186008927-

mab-subunit-standard.html> ）对系统性能进⾏基准测试。确定RDa检测器⽤于亚基分析的质量精度符合标准

(<20 ppm)。纯化样品的LC-MS分析得到所有三个亚基的⾼质量谱图（图5a⾄5c），可以对不同修饰（例如Fc糖

基化）进⾏相对定量。未纯化的细胞培养物样品的直接LC-MS分析未得到适合LC-MS分析的亚基（图5d）。这可

能是由于未纯化的细胞培养基中酶促反应效率低下以及存在宿主细胞蛋⽩。
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图5.a-c)来⾃纯化和酶解的mAb的亚基的LC-MS分析结果。d)未纯化和酶解的mAb。

利⽤⼿动⽅案和Andrew+机器⼈⽅案⽣成的蛋⽩A纯化和酶解的mAb的LC-MS结果相似，且所有结果与对照样品

的结果相当（表2）。这些亚基⽔平的分析有利于轻松解释LC、Fd'和Fc/2的实验结果，并提供有关mAb Fc糖基化

的信息（图6）。
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表2.对照（缓冲液中的TmAb，⽆Pro A，酶解）、⼿动（细胞培养基中的TmAb，经Pro A纯化，酶解）和⾃动化

（细胞培养基中的TmAb，经Pro A纯化，酶解）⽅案之间的亚基LC-MS分析⽐较。对于每种条件，N=8。

图6.a)亚基⽔平的分析解释了LC、Fd'和Fc/2的结果；b)来⾃利⽤⼿动⽅案（蓝⾊）和Andrew+辅助⽅案（橙⾊

）⽣成的Fc/2肽段的去卷积质谱图的Fc N-糖基化谱图，以及与对照（灰⾊）的⽐较。对于每种条件，N=8。

结论
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开发和实施分析⽅法以促进重组蛋⽩质⼯艺开发可能具有挑战性，因为⾼效和稳定的分析⾄关重要。通过有效的

⾃动化样品制备和LC-MS筛选，我们已经证明可以直接从复杂的培养基中分析mAb以确定若⼲重要的产品质量属

性。

这种⽤于纯化和酶解的全⾃动化组合⽅案对于8个样品需要⼤约2⼩时，对于48个样品需要⼤约3⼩时，并能够⼀致

、可靠地⽣成类似于⼿动执⾏程序的结果。此外，由于所需的样品量极少且磁珠纯化步骤可扩展，该程序可⽤于

制备低⾄0.5 µg的有限样品量和⾼达10 µg mAb的样品量，因此适合与微型⽣物反应器和更⼤规模的⽣物反应器装

置配合使⽤。

此外，BioAccord LC-MS系统与waters_connect信息学解决⽅案/INTACT Mass应⽤程序简便易⽤，可通过⾃动

化数据采集和处理来提⾼分析⼈员的⼯作效率，实现对mAb亚基的⾼通量质量数确认。
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ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

ACQUITY UPLC可变波⻓紫外检测器 <https://www.waters.com/514228>

ACQUITY RDa检测器 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135077027>

waters_connect <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135040165>

UNIFI⽣物制药平台解决⽅案 <https://www.waters.com/waters/10195515>
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