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摘要

⾦属离⼦介导的分析物吸附是导致LC分析中峰形不佳、拖尾以及化合物回收率下降的主要因素，可能对数据质量

和分析稳定性产⽣不良影响。分析物若含有磷酸基团、不带电荷的胺以及去质⼦化羧酸则特别容易受到这些现象

的影响，⽽在蛋⽩类治疗药物的开发和⽣产中经常会遇到这些化合物。⽬前解决分析物/表⾯吸附的⽅法包括使⽤

离⼦对添加剂、⾼离⼦强度流动相和进⾏⾊谱柱硬件钝化。这些策略虽然被证明有效，但由于存在仪器/技术兼容

性⽅⾯的问题，可能难以在基于MS的⽅法中应⽤，此外，考虑到冗⻓的钝化程序可能会⽤到腐蚀性试剂，因此还

需要确保以安全⾼效的⽅式实施这些策略。沃特世全新推出采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱以

应对这些挑战。Waters ACQUITY Premier⾊谱柱旨在提供出⾊的⾊谱性能，同时⼤幅减少敏感化合物的分析物

/表⾯相互作⽤。本研究使⽤Waters NIST mAb胰蛋⽩酶酶解标准品，证明采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY 

Premier⾊谱柱在基于RPLC-MS的肽图分析中可实现更⾼的回收率、重现性和稳定性。总之，本研究确定

MaxPeak HPS技术可⼴泛应⽤于治疗药品的开发和⽣产中，使沃特世技术发挥预期的⾊谱性能，同时使易于发⽣

表⾯相互作⽤的分析物获得更⾼的重现性、优异的峰形和回收率。

优势

通过提⾼回收率和减少峰拖尾来增加灵敏度■

兼容传统⽅法，⽆需使⽤额外的添加剂■

通过提⾼分析重现性来改善⽅法耐⽤性■
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通过缩短⽅法开发时间来提⾼⽣产率■

简介

液相⾊谱法(LC)中的分析物/表⾯吸附是导致LC分析中峰形不佳、拖尾和化合物回收率下降的主要因素1-3。 近年来

，⾦属离⼦介导的吸附被认定为分析物的特异性吸附机制，表现出路易斯酸/碱特性4。 研究⼈员提出如下假设

：携带富电⼦基团（例如磷酸基团、不带电荷的胺和去质⼦化羧酸）的分析物充当路易斯碱，通过⾮共价⽅式吸

附到⾦属表⾯的电⼦缺陷位点，这些位点充当路易斯酸。为抑制⾦属离⼦介导的吸附，常规策略有离⼦对、硬件

钝化和⾼离⼦强度流动相。这些策略虽然在⼤多数情况下能够成功运⽤，但在某些情况下仍然存在挑战，例如

，分析物与⾦属表⾯的相互作⽤⾮常强（例如，携带多个富电⼦基团），并且/或者在不适当的条件下进⾏分析

（例如，弱/强离⼦对）。尤其是在RPLC-MS的肽图分析中，包含天冬氨酸(D)或⾕氨酸(E)残基的肽段可能与⾦属

表⾯发⽣相互作⽤，由此加剧吸附特性，从⽽导致分析物（易发⽣⾦属离⼦介导的吸附）拖尾增加、灵敏度降低

，如图1所⽰。最近发现，将⾦属螯合剂⽤作流动相添加剂可以显著减轻吸附⼲扰5。 不过，掺⼊此类添加剂的结

果并不⼀定理想，因为会引⼊新的⾊谱⼲扰并抑制MS分析中的电离。为解决这些挑战，亟需使⽤新型⾊谱柱和仪

器以减少⾦属离⼦介导的吸附，并且⽆需使⽤额外的添加剂或进⾏冗⻓的钝化程序。   

沃特世全新推出采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱以应对这些挑战。ACQUITY Premier⾊谱柱

旨在提供出⾊的⾊谱性能，同时⼤幅减少敏感化合物的分析物/表⾯相互作⽤。本应⽤纪要的⽬的是展⽰采⽤

MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier如何在⽣物药品开发和⽣产中提⾼分析的重现性、回收率和稳定性，从⽽

提⾼实验室⽣产率并降低⻛险。
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图1.合成的酸性肽校准曲线标准品。评估了三种合成肽（分别含0、2和4个

⾕氨酸(E)残基，分别代表酸性组成为0%、10%和20%的分析物）的拖尾情

况。在等度条件下（流动相A：89%，流动相B：11%），观察到含有多个

酸性残基的肽的拖尾程度显著增加。

实验

按照⾊谱柱维护和使⽤⼿册中概述的条件对⾊谱柱进⾏⽼化。将沃特世单克隆抗体胰蛋⽩酶酶解标准品（P/N：

186009126）复溶于含0.1%甲酸的MS级⽔中，制得浓度分别为0.2 mg/mL (SYNAPT XS)和0.5 mg/mL 

(ACQUITY QDa)的溶液，分装，在-80°C下存放以备使⽤。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY H-Class Binary Bio PLUS
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检测条件： TUV，10 mm分析型流通池，λ=214 nm

样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS的QuanRecovery样品瓶

（300 µL，25个/包，P/N：186009242）

⾊谱柱： CSH 130 Å C18（2.1×100 mm，1.7 

µm，P/N：186005297）

ACQUITY Premier CSH 130 Å C18肽分析专

⽤柱（2.1×100 mm，1.7 

µm，P/N：186009461）

柱温： 60 °C

样品温度： 6 °C

进样体积： QDa = 10 µL，Synapt XS = 1.0 µL

流速： 0.200 mL/min

流动相A： ⽔ + 0.1 %甲酸

流动相B： ⼄腈 + 0.1 %甲酸
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梯度表（图2‒7）

MS条件（图1和图6）

质谱系统： ACQUITY QDa

电离模式： ESI+

采集范围： 250-1250 m/z

⽑细管电压： 1.5 kV

锥孔电压： 10 V

探头温度： 600 °C

MS条件（图2-5）

质谱系统： SYNAPT XS

电离模式： ESI+
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采集范围： 50-2000 m/z

⽑细管电压： 2.2 kV

锥孔电压： 20 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 350 °C

锥孔⽓流速： 35 L/h

脱溶剂⽓流速： 500 L/h

实时质量校正标样： Glu⾎纤维蛋⽩肽B，100 fmol/mL，溶于含

0.1%甲酸的75/25⼄腈/⽔中

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 FR4

质谱软件： MassLynx 4.2

信息学软件： UNIFI 1.9.4

结果与讨论

⾏业相关性：

肽分析已被证明是蛋⽩类治疗药物表征和质量控制中不可或缺的⼯具，属于产品质量⽣命周期管理流程的⼀部分

。作为该流程的⼀部分，LC-MS数据在提供有⽤信息以确定⼀级序列中的蛋⽩质修饰及其相关杂质⽅⾯起到⾄关
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重要的作⽤。这些分析中质谱信息的价值在⼀定程度上促使⼈们重新对扩展MS⽅法的作⽤引发关注，以提⾼药品

开发与⽣产的⽣产率和数据质量。但是，包含MS检测的肽分析通常会使⽤极性较弱的流动相添加剂（例如甲酸

），其有利于提⾼灵敏度⽽不是⾊谱性能。这可能导致痕量杂质（容易发⽣⾦属离⼦介导的吸附，例如“酸性

”肽）的分析产⽣问题，因为分析重现性和结果准确度可能因分析物/表⾯相互作⽤的严重程度⽽改变。图2A展⽰

了天冬酰胺脱酰胺化的⽰例⾊谱图。
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图2.关键质量属性相关的T37 PENNYK肽。A)使⽤常规的不锈钢⾊谱柱时，计算出T37原
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型峰的拖尾因⼦为5.53，⽆法检测到邻近洗脱的脱酰胺相关杂质。B)使⽤搭载MaxPeak 

HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱时，该原型峰的拖尾因⼦减⼩79%，达到1.15，能

够检测到CQA相关的脱酰胺杂质。

天冬酰胺脱酰胺化形成天冬氨酸和异天冬氨酸，是单克隆抗体(mAb)中常⻅的翻译后修饰，与药物疗效相关。因此

，⽣物制药公司投⼊⼤量资源来控制和监测关键质量属性(CQA)（例如脱酰胺）。在监测的脱酰胺物质中，“

PENNYK”T:37肽（序列：GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK）引⼈关注，因为它是常规监测的Fc结构域肽，已知

其易受翻译后修饰（例如脱酰胺）的影响，并且含有4个“酸性”残基（3个⾕氨酸和1个天冬氨酸）。如图2A所⽰

，与PENNYK肽相关的杂质由于与原型肽的理化特性相似，在其邻近位置洗脱，使其容易因拖尾⼲扰⽽导致误鉴

/积分错误。在本例中，在常规LC系统上使⽤Waters ACQUITY UPLC CSH 130 Å C18⾊谱柱执⾏基于甲酸的RPLC

肽图分析时，原型PENNYK肽的拖尾因⼦为5.53。由于原型峰的拖尾过⼤，因此⽆法检测邻近洗脱的杂质。相⽐之

下，使⽤Waters ACQUITY Premier CSH 130 Å C18肽分析专⽤柱执⾏相同的分离时，观察到原型肽的拖尾因⼦减

⼩了79%，达到1.15。该性能提升使研究⼈员能够对两种脱酰胺杂质进⾏⾊谱分离，这两种杂质与原型峰之间⼏

乎实现基线分离。上述结果表明，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier具有很⼤的价值，能够改善⾊谱性

能，有助于开发和⽣产安全有效的药品。

提⾼回收率：

使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱时，所观察到的性能提升使其在上游和下游活动的应⽤中

均具有优势。肽段中⾕氨酸和天冬氨酸残基的重复出现频率表明，所有含酸性残基的肽都可以通过MaxPeak HPS

技术⼤幅减少分析物/表⾯之间的相互作⽤，从⽽在重现性、峰形和回收率⽅⾯获益。图3所⽰为NIST mAb胰蛋⽩

酶酶解物的总离⼦流⾊谱图(TIC)，评估Waters UPLC CSH 130 Å C18⾊谱柱（图3A）和采⽤MaxPeak HPS技术的

Waters ACQUITY Premier CSH 130 Å C18肽分析专⽤柱（图3B）对含有4个酸性残基(20%)的T:14肽段（序列=V

DNALQSGNSQESVTEQDSK）的回收率，使⽤Waters SYNAPT XS质谱仪进⾏检测。如图3A所⽰，使⽤ACQUITY 

UPLC CSH 130 Å C18⾊谱柱时，在0.2 µg载样量下未检测到T:14肽段，序列覆盖率降⾄90%。相⽐之下，使⽤

ACQUITY Premier CSH 130 Å C18肽分析专⽤柱（图3B）以相同的⽅法分离同⼀样品时，观察到T:14肽的回收率

显著提⾼，肽图分析的序列覆盖率达到94%。除提⾼回收率外，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier还具

有其他优势。 
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图3.提⾼回收率。A)使⽤常规的不锈钢⾊谱柱时，在0.2 µg载样量下，在LC-MS肽图分析中未检测到Waters NIST 

mAb酶解标准品的T14肽段，序列覆盖率为90%。B)使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱可回收

T14肽段，从⽽能够检测并鉴定T14肽段，序列覆盖率提⾼⾄94%。
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图4.提升响应。评估在A)常规⾊谱柱（不锈钢）和B)采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱上实施肽图

分析时，NIST参⽐mAb标准品的胰蛋⽩酶酶解物中T37肽段的回收率。C)由于使⽤MaxPeak HPS技术减少了拖尾

，观察到峰⾼增加了9倍，峰⾯积增加了3倍。使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱时，在3次重

复进样中观察到的回收率提升使MS响应差异性降低了约90%（峰⾼RSD%从11.6%降⾄1.1%）。

提升响应：

图4所⽰为使⽤相同的样品和系统配置，同时评估T:37肽和 T:14肽段。如图4A所⽰，在0.2 µg载样量下，T:37肽

段的XIC (848.7174 m/z)表现出明显的拖尾现象，导致⽆法检出与原型峰邻近洗脱的相关杂质，并增加了仪器响应

的差异性（图4C）。相⽐之下，使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱以相同⽅法分离同⼀样

品时，同⼀种肽的峰⾼增加了9倍，峰⾯积增加了3倍，这是拖尾减少且回收率提⾼的结果（图4B）。MaxPeak 

HPS技术可以提升回收率并改善峰形，从⽽提⾼分析重现性，在3次重复进样中，以R.S.D.计算的MS响应（峰⾼
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）差异性降低了90%，达到1.1%。上述结果表明，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier可⼴泛应⽤于含

酸性残基的肽，通过改善⾊谱性能提⾼分析的稳定性和重现性。   

提⾼肽表征的数据质量：

ACQUITY Premier和MaxPeak HPS技术所实现的回收率与⾊谱性能提升还具有改善数据质量和数据解析的额外优

势。在上游活动中，蛋⽩类治疗药物的表征很⼤程度上依赖于通过肽图分析确定预期候选药物的氨基酸序列及相

关杂质。在这⼀⽅⾯，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier能够减少拖尾并分离敏感肽的关键物质，使分

析⼈员更有信⼼地对候选药物进⾏测序。T:37肽段的碎裂谱图证明了这⼀点，如图5所⽰。图5所⽰为在Waters 

SYNAPT XS质谱仪上使⽤MSE采集模式（⾮数据依赖型采集）得到质谱图，每张谱图分别对应与T:37 

(GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK)物质相关的4个峰（插图）。在本例中，观察到关键的y系列碎⽚离⼦，并⽤其指

定未修饰（蓝⾊）以及脱酰胺或琥珀酰亚胺形式（红⾊）的脱酰胺位点。从对应于N393的y3离⼦开始，该离⼦在

所有峰中均未经修饰。接下来，y4离⼦在峰3中发⽣修饰，表现出+0.9801 Da的漂移，表明N392上发⽣脱酰胺。

如预期⼀样，峰3的y系列继续表现出脱酰胺的质量数漂移。直到y9离⼦，才在峰2和峰4中观察到质量数漂移。观

察到对应于N387的y9离⼦在峰2（脱酰胺）和峰4（琥珀酰亚胺中间体）中分别发⽣+0.9870 Da和-17.0052 Da的

漂移。因此，可以明确地将这些⾊谱分离的T:37物质指定为：峰1 - 未修饰，峰2 - N387脱酰胺，峰3 - N392脱酰

胺，峰4 - N387琥珀酰亚胺中间体。上述结果表明，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier可以减少拖尾以

分离共流出峰并提升检测器响应，不仅能够提⾼分析的回收率和重现性，还能增加数据解析和肽鉴定的可信度

，从⽽⽀持与治疗药物的开发和⽣产相关的上游和下游活动。
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图5.提⾼数据质量。MSE⾼能碎⽚离⼦质谱图(m/z 400–1150)，其中标记出GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK肽及其

相应脱酰胺物质（显⽰在右上⻆的XIC中）的关键y系列碎⽚离⼦。下图对应于峰1（未修饰）的MSE谱图，中间图

对应于峰2和3（脱酰胺物质），上图对应于峰4（琥珀酰亚胺中间体）。未修饰的y离⼦标记为蓝⾊，脱酰胺(*)和

琥珀酰亚胺(**)物质标记为红⾊。

可重现的⾊谱性能：

随着⽅法从开发环境转移⾄⽣产环境，重现性作为⼀项分析指标，对于确保以⾼效的⽅式获得⼀致的结果并准确

反映药品中的CQA⾄关重要（缺少重现性可能导致项⽬延期，耗费⼤量成本，在某些情况下，例如在受法规监管

的环境中，如果结果不合格，需要展开调查）。为此，⾊谱⼯作者通常在标准操作程序中加⼊钝化程序，以帮助

稳定⾊谱性能。这些钝化程序涵盖相对温和的操作（例如重复进样分析样品基质）以及更激进的技术（包括使⽤

腐蚀性溶剂诸如硝酸和/或磷酸来钝化⾦属表⾯）。虽然这些做法并⾮毫⽆价值，但它们的实施需要时间，使实验

室和仪器资源⽆法得到充分利⽤。采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier使⽤⼾能够绕过这些冗⻓且可能有

害的程序，获得“开箱即⽤”且⼀致、可靠的性能。

图6显⽰了CQA相关的PENNYK肽分析⽰例。使⽤新清洁的ACQUITY UPLC系统（经磷酸清洗）和单四极杆质谱检

测器(ACQUITY QDa)，将选择离⼦监测(SIR)值设定为849.20 m/z，在使⽤和不使⽤ACQUITY Premier MaxPeak 
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HPS技术的情况下进⾏肽图分析的分离步骤，监测PENNYK肽的拖尾因⼦。如图6A所⽰，在不使⽤MaxPeak HPS

技术的情况下（常规技术），分离得到的峰拖尾增加，在48 h内，随着系统趋于稳态，RSD%达到8.87%。与此相

反，当在新清洁的系统上使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier进⾏分析时，⾊谱性能稳定且⼀致，在

相同时间段内峰拖尾的RSD%为1.01%。在本例中，MaxPeak HPS技术的重现性转化为稳定且⼀致的⾊谱性能。

如图6B所⽰，当使⽤MaxPeak HPS技术时，PENNYK肽的⾊谱性能在48 h进样系列中保持⼀致且具有⾼重现性

，能够准确测定相对丰度，且RSD%低于2.5%。上述结果表明，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier可

提供⼀致且可靠的结果，通过缩短实验室中的仪器停机时间并减⼩结果差异性，提⾼实验室的⽣产率，⽽分析质

量对于确保安全有效的药品⾼效上市⾄关重要。

图6.采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier的重现性。A)在新清洁的系统中，使⽤（蓝⾊数据迹线）和不使⽤

（橙⾊数据迹线）MaxPeak HPS技术时，在48 h内监测PENNYK肽的拖尾因⼦。在不使⽤MaxPeak HPS技术的情

况下进⾏分离时，计算出的峰拖尾RSD%为8.87%，⽽使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier时，峰拖尾

RSD%为1.01%。B)在48 h进样系列中，PENNYK肽及相关杂质的⾊谱性能⼀致，相对丰度的RSD%低于2.5%（表

插图）。

传统⽅法兼容性：

建议将评估有助于缩短药品⽣命周期的新技术作为药物质量体系的⼀部分。在评估过程中，制药公司经常进⾏可

⽐性研究，以确定新技术对治疗药物的开发和⽣产中采⽤的现有⽅法可能产⽣的影响。基于这些原则，⽐较了在
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使⽤和不使⽤MaxPeak Premier技术的情况下进⾏NIST mAb酶解物肽图分析得到的保留时间和选择性。为确保

可⽐性，在数据采集前采⽤相同的系统准备（数据采集前，⽤酸清洗）和⾊谱柱⽼化（将mAb胰蛋⽩酶酶解物进

样分析15次）⽅法，得到两个数据集。如图7A和7B所⽰，分析了由两次分离得到的⾊谱图以评估两者之间的差异

。为便于⽐较，对UV⾊谱图进⾏时间校准以调整延迟体积差异，并以相同的刻度作图。从定性层⾯看，使⽤

MaxPeak HPS技术进⾏的分离表明，肽T:14和T:37（插图）的峰拖尾和回收率得到改善，与之前的结果⼀致。更

值得注意的是，肽图分析在谱图和丰度⽅⾯彼此⾼度⼀致，表明MaxPeak HPS技术对分离⽆不良影响。使⽤更严

格的⽅法，对S/N≥3的峰进⾏积分，并使⽤最后⼀个洗脱峰作为参⽐峰，将各峰的峰⾯积作为相对保留时间的函

数作图。如图7C所⽰，正交⽐较表明保留时间⼀致性良好（斜率 = 1.00），两次分离之间的时间偏移（y轴截距 = 

-0.005）可忽略不计，表明使⽤MaxPeak HPS技术时的选择性基本不变。上述结果表明，采⽤MaxPeak HPS技术

的ACQUITY Premier可应⽤于传统的RPLC⽅法，对⾊谱选择性的影响可忽略不计，同时能够⼤幅减少分析物/表

⾯相互作⽤，从⽽改善敏感分析物的重现性、峰形和回收率。

图7.可⽐性。使⽤A)常规LC技术与B)搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier进⾏NIST mAb酶解物肽图分析得

到的肽图在谱图和丰度⽅⾯⾼度相似。C)使⽤S/N≥3的峰的相对保留时间进⾏正交⽐较表明，保留时间的⼀致性

良好（斜率 = 1.00），时间偏移可忽略不计（y轴截距 = -0.005），说明使⽤结合MaxPeak HPS技术的ACQUITY 

Premier时，选择性基本不变。
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结论

液相⾊谱中的分析物/表⾯吸附是导致峰形不佳、拖尾和回收率下降的主要因素，其可能导致分析差异性增加、分

析灵敏度下降以及对易受表⾯相互作⽤影响的分析物的结果解析错误。沃特世应对这些挑战的解决⽅案是采⽤

MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier。Waters ACQUITY Premier⾊谱柱旨在提供出⾊的⾊谱性能，同时⼤幅

减少敏感化合物的分析物/表⾯相互作⽤。总之，本研究证明MaxPeak HPS技术可⼴泛应⽤于新型或现有治疗药品

的开发和⽣产中，使沃特世技术发挥预期的⾊谱性能，同时使易于发⽣表⾯相互作⽤的分析物获得更⾼的重现性

、优异的峰形和回收率。
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