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摘要

本应⽤纪要报告了在定义肽分析适⽤的BioAccord系统“通⽤”参数⽅⾯的探索。糖肽常被⽤作⼀种测试案例，代

表典型肽图分析中⼀些稳定性⾮常低的肽。

优势

优化肽图分析和监测分析的MS设置，⼤幅减少源内碎⽚，增强定量不稳定性肽的能⼒。

简介

Waters BioAccord系统是⼀款⼩体积、SmartMS赋能的LC-MS系统，专为辅助当前⽣物治疗药物分析⽽设计。该

系统吸收了液相⾊谱-质谱仪器和信息学⽅⾯的技术改进，可为常规的蛋⽩质、游离寡糖、肽、寡核苷酸分析提供

基于⼯作流程的解决⽅案。对于未曾应⽤过⾼性能LC-MS技术的实验室，实现精简部署和操作所需的核⼼功能包

括⾃动化系统启动和校准、主动健康状态检查，以及⾃动化数据采集、处理和报告⼯作流程。这⼀新⽅法可显著

减少⽤⼾⼲预，从⽽缩短获取⾼质量数据所需的周转时间，为曾经⾼度依赖MS专家的组织提供⾼性能LC-MS解决
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⽅案。 

在电喷雾电离质谱仪器中，电离分⼦在MS进样⼝处压⼒更⾼的离⼦源和离⼦源后区域发⽣碰撞活化，⽣成碎⽚离

⼦，此过程常产⽣源内碎⽚。对于稳定性更低（容易受到影响）的肽⽽⾔，这可能会导致肽⻣架内酰胺链或侧链

改性剂的裂解。糖基化等修饰尤其容易受到糖残基之间糖苷键源内断裂的影响，⽽断裂会导致完整糖肽的肽信号

丢失。在肽属性监测研究中，我们可以根据单个糖肽的MS信号与糖肽变体总信号之⽐来评估各种糖肽的相对丰度

。源内碎⽚离⼦的存在可能会改变该⽐率，导致相对修饰⽔平的准确度降低。BioAccord系统可针对在不同条件下

进样⾄MS检测器的样品提供MS离⼦源调谐的关键参数，帮助⽤⼾实现性能优化。得益于这些标准的优化，

BioAccord系统可为肽分析提供接近理想的条件，包括⼤幅减少源内碎⽚。本应⽤纪要报告了在定义肽分析适⽤的

BioAccord系统“通⽤”参数⽅⾯的探索。糖肽常被⽤作⼀种测试案例，代表典型肽图分析中⼀些稳定性⾮常低的

肽。

实验

样品前处理

使⽤200 μL含0.1%甲酸的LC-MS级⽔溶解mAb酶解标准品（部件号：186009126），制成终浓度为0.2 μg/μL的

溶液以备MS离⼦源优化实验使⽤。每次LC-MS运⾏进样5.0 μL，酶解物的柱上进样量为1.0 μg。这是获得理想灵

敏度和⾊谱峰形的推荐上样量。 

使⽤酶解缓冲液（pH 7.5的0.25 M Tris缓冲液和5.2 M GndHCl）稀释得到1.0 mg/mL的曲妥珠单抗（基因泰克

，美国加利福尼亚州）和英夫利昔单抗（Janssen Biotech, Inc.，美国宾⼣法尼亚州）胰蛋⽩酶酶解物。在使⽤

胰蛋⽩酶(20/1, w/w)酶解4⼩时之前，每份样品均已经过还原和烷基化。酸化样品，并⽤0.1%甲酸溶液稀释⾄终

浓度0.2 μg/μL，以备LC-MS分析（柱上上样量1 μg）。

液相⾊谱条件

mAb酶解标准品：使⽤50 min线性梯度（⻅表1），流动相A为0.1%甲酸的⽔溶液，流动相B为0.1%甲酸的⼄腈

溶液，在ACQUITY UPLC CSH C18肽分析专⽤柱, 130 Å, 1.7 μm, 2.1 mm, 100 mm（部件号：186006937）上分

离肽。 

曲妥珠单抗和英夫利昔单抗样品：在ACQUITY UPLC BEH C18 肽分析专⽤柱, 130 Å, 1.7 μm, 2.1 mm × 100 

mm（部件号：186003555）上分离肽，使⽤的梯度同上。 
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液相⾊谱系统：ACQUITY UPLC I-Class PLUS

表1.mAb酶解标准品的LC梯度

质谱条件

质谱系统： ACQUITY RDa质谱检测器

电离模式： ESI+

采集模式： 碎裂模式下的全扫描MS（在低（固定）和⾼（梯度

）锥孔电压下同时进⾏双功能通道采集）

采集范围： m/z 50〜2000

⽑细管电压： 1.2 kV和1.5 kV
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锥孔电压（固定）： 测试值分别设定为20 V、30 V、40 V和50 V

碎裂锥孔电压： 60-120 V

脱溶剂⽓温度： 200‒500℃（每次进样的测试值增加50 °C）

智能数据捕获(IDC)： 开启1

优化后的MS设置

⽑细管电压： 1.2 kV

锥孔电压： 20 V

脱溶剂⽓温度： 350 °C

数据管理

在配备肽图（精确质量数MS）⼯作流程处理⽅法的waters_connect中使⽤UNIFI科学信息系统分配肽鉴定结果

，使⽤开发版的⽬标肽监测软件进⾏肽的相对定量。

结果与讨论

⽤于优化的MS离⼦源参数

众所周知，源内碎⽚是电喷雾电离质谱分析的⼀个常⻅问题，会导致热不稳定性肽发⽣离⼦源诱导解离2。 该现象

有时可⽤于⽣成肽⻣架碎⽚离⼦以表征肽序列或修饰，但由于该现象会增加MS谱图的复杂性并导致完整肽变体MS

信号丢失，因此仍然存在对不稳定性肽修饰相对定量产⽣负⾯影响的问题。 

ACQUITY RDa质谱检测器离⼦源和传输区域的设计旨在⼤幅减少⽣物分⼦的源内碎⽚。然⽽，某些不稳定性侧链

修饰的定量，如糖基化修饰，需要“更温和的”MS离⼦源条件以保留糖肽基团的结构。 
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⼀直以来，通过优化MS离⼦源来减少源内碎⽚对于未受过MS专业培训的分析科学家⽽⾔困难重重，这极⼤程度上

是因为可调整的参数量庞⼤。ACQUITY RDa质谱检测器专为解决这⼀难题⽽设计，它的的所有参数均固定为标称

的最佳值，以下三种与进样条件相关的关键离⼦源参数除外：⽑细管电压、锥孔电压和脱溶剂⽓温度（这三种参

数因⽅法/样品类型⽽异）。⽤⼾可通过分析⽅法获取这些参数，如图1所⽰。
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图1.⽤⼾可通过分析⽅法获取⽅法优化参数，也可使⽤UNIFI中的已优化参数。最佳锥孔电压设置(A)和脱溶剂⽓温

度设置(B)分别⻅红框和紫框。(A)中的锥孔电压递增条件显⽰为“裂解锥孔电压”，⽤于⽣成碎⽚数据，独⽴于低

碰撞能量MS扫描。*请注意，仅使⽤低碰撞能量MS数据通道进⾏修饰肽的相对定量(%)。对于肽分析，建议将智

能数据捕获项选择“开启”，以便在不牺牲数据质量的同时精简数据⽂件。

⽑细管电压、锥孔电压和脱溶剂⽓温度的影响

在本研究中，⽑细管电压对糖肽的源内碎⽚⽔平影响⾮常⼩（数据未显⽰）。MS响应值随⽑细管电压升⾼⽽增加
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，在升⾼⾄⼤于1.2 kV后，截⾄达到最⼤值1.5 kV时，响应值仅有少量增加。因此将1.2 kV作为⽑细管电压的固定

值，⽤于评价改变脱溶剂⽓温度和锥孔电压的影响。 

研究观察到脱溶剂⽓温度和锥孔电压对源内碎⽚的影响更⼤2，随后我们对这两个参数进⾏了系统性评价，旨在确

定⼤幅减少糖肽碎⽚（图2A）并且保持绝对MS信号强度的理想设置3。

本研究使⽤NISTmAb胰蛋⽩酶酶解肽作为测试样品。我们选择m/z 366.1395 Da和204.0866 Da处的两种糖基氧鎓

离⼦作为源内碎⽚标记，监测了离⼦计数（图2B）。分别在锥孔电压20、30、40和50 V以及脱溶剂⽓温度

200‒500 ℃（增幅为50 ℃）的条件下监测了氧鎓离⼦强度。观察到最佳参数组合为锥孔电压20 V和脱溶剂⽓温度

350 ℃。
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图2.(A) 通过多次LC-MS进样筛选锥孔电压和脱溶剂⽓温度以确定研究监测的4种糖肽的MS离⼦源优化条件。氧鎓

离⼦的百分⽐代表了来⾃所有糖肽的综合相对信号。(B) 此分析中监测的氧鎓离⼦为GlcNAc (204.0866 Da)和

GlcNAc+Gal (366.1395 Da)。在锥孔电压20 V和脱溶剂⽓温度350 ℃（如图A的框内所⽰）条件下得到的糖肽结果

最佳，并且源内碎⽚减少。

相⽐于此前在重点⽣成肽分配结果的肽图定量分析中发表的BioAccord系统离⼦源参数（沃特世应⽤纪要
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，720006466ZH）3，即锥孔电压30 V、脱溶剂⽓温度350 °C，本研究中新选出的参数可使选定糖肽的源内碎⽚减

少0.7%。此外，与既往报告的数据相⽐，多个NISTmAb糖肽分析的优化条件可使糖肽的绝对MS强度⽔平以及修

饰⽔平(%)保持在相近的⽔平（表2）。我们在另外两套BioAccord系统上进⼀步验证了这些优化条件（数据未显

⽰）。

表2.使⽤锥孔电压20 V和脱溶剂⽓温度350 ℃条件的既往研究与使⽤锥孔电压30 V和脱溶剂⽓温度350 ℃条件（优

化）的本研究相⽐，六种选定糖肽的MS响应值及修饰⽔平(%)。

我们随后使⽤这些优化设置在三次连续LC-MS进样中监测了多种糖肽。在NISTmAb中，Man5丰度较低，相对于

基峰肽信号(VVSAVLTVLHQDWLNGK)的相对丰度为0.02%。我们通过重复进样发现，优化后的离⼦源设置具有⾼

MS灵敏度和重现性，RSD为3.8%（图3）。

9使⽤BioAccord系统对热不稳定性肽进⾏属性监测的最佳实践



图3.在锥孔电压20 V和脱溶剂⽓温度350 ℃条件下监测的六种选定糖肽的绝对MS强度。根据G0F糖肽的丰度

%（基峰肽VVSAVLTVLHQDWLNGK的0.89%）得到的三次重复进样的MS响应值%RSD为4.0%。丰度更低的Man5

糖肽（基峰的0.02%）的%RSD结果为3.8%，与G0F相似。

优化后的离⼦源条件⽤于其他mAb产品时可产⽣相似的数据

我们随后使⽤另外两种mAb（曲妥珠单抗和英夫利昔单抗）的胰蛋⽩酶酶解物确认了由NISTmAb肽得到的初始
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MS离⼦源优化设置。分析均采⽤相同的两种源内碎⽚标记离⼦（m/z 366.1395 Da和204.0866 Da）来确定氧鎓离

⼦总体⽔平。

数据显⽰，所有mAb酶解物的源内碎⽚⽔平相似（图4）。这进⼀步证实，上述针对mAb酶解标准品所选出的锥孔

电压和脱溶剂⽓温度也适⽤于其他单克隆抗体分⼦，可⽤于监测糖肽等热不稳定性肽。

图4.本研究在不同的锥孔电压(20‒50 V)和脱溶剂⽓温度(200‒500 ℃)条件下分析了NISTmab、曲妥珠单抗和英夫

利昔单抗的肽酶解物。我们使⽤GlcNAc和GlcNAc+ Gal氧鎓离⼦与选定糖肽变体（G0F、G1F、G2F、G0F-

GlcNAc、G1F-GlcNAc和Man5）的相对MS响应，监测了每种条件下糖肽的源内碎⽚氧鎓离⼦标记⽔平(%)。

结论

BioAccord系统的集成分析⼯作流程可促进⾃动化肽图分析和⽣物治疗药物的产品变体属性监测。本研究展⽰了在

BioAccord系统上监测不稳定性糖肽的通⽤MS离⼦源优化参数。⽑细管电压1.2 kV、锥孔电压20 V和脱溶剂⽓温

度350 °C是较为理想的条件，可⼤幅减少源内碎⽚⽔平，同时保持Man5等难电离的低丰度糖肽的MS灵敏度。相

对丰度测量结果表明，选出的条件可⽤于低丰度不稳定性肽的相对定量，且多次进样糖肽的修饰⽔平%重现性良
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好。我们建议在BioAccord系统中进⾏肽图定性分析和肽属性定量监测时采取上述离⼦源条件，⼤幅提升⽣物治疗

药物分析的数据质量。
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