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摘要

随着⽣物类似药单克隆抗体(mAb)在药物开发领域的⽇益流⾏，对稳定的液质联⽤(LC-MS)仪器和简化的表征⼯作

流程的需求也越发迫切。Xevo G3 QTof质谱仪与ACQUITY™ Premier UPLC™联⽤系统为⼤分⼦提供了出⾊的灵敏

度、质量分辨率、谱图质量和质量精度，可确保在完整和亚基⽔平上准确表征mAb。该硬件与waters_connect™

信息学平台相结合，为完整mAb分析提供了专⽤⼯作流程，能够在符合法规要求的环境中实现精简⽽可靠的数据

分析。本研究展⽰了使⽤Xevo G3 QTof平台对英夫利昔单抗原研药Remicade®和三种⽣物类似药（Inflectra®、

Avsola®和Renflexis®）进⾏的可⽐性分析。通过反相(RP) LC-MS和天然离⼦交换(IEX) LC-MS，在完整和IdeS亚

基⽔平上分析样品。在waters_connect中使⽤UNIFI™和INTACT Mass应⽤程序处理所得数据。在⽣物类似药之

间，对mAb产品质量属性（例如N-糖基化、C端赖氨酸变体和电荷异构体）进⾏定量和⽐较。

优势

Xevo G3 QTof为⼤分⼦应⽤提供更新的离⼦光学元件、更⼴泛的质量数校正范围和经过改进的定量能⼒■

使⽤ACQUITY Premier BEH™ C4和BioResolve™ SCX mAb⾊谱柱在完整和亚基⽔平上可靠地分析产品质量属

性

■
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信息学平台可灵活应⽤于GxP和⾮GxP环境中■

使⽤智能数据捕获(IDC)可改善谱图质量并缩减⽂件⼤⼩■

简介

⼗年来，随着重磅原研药分⼦的保护期过期，⽣物类似药单克隆抗体(mAb)药品呈⾬后春笋般增⻓。⽆论是患者还

是监管机构，都更倾向于较便宜的⽣物类似药替代。监管机构要求通过分析数据、动物研究和临床研究来证明⽣

物相似性1‒4，因为细微差异即可能导致药品的有效性和安全性产⽣巨⼤变化。尽管⽣物类似药与原研药具有相同

的氨基酸序列，但它们的结构和/或由翻译后修饰(PTM)引⼊的产品变体特征可能存在差异。这些差异来⾃于药物

开发和⽣产⼯艺（例如细胞系、蛋⽩质表达、⽣产条件和纯化⼯艺）的变化。⼀些产品变体，例如N-糖基化、脱

酰胺化以及对N端和C端的修饰，与mAb的整体完整结构相⽐，尺⼨明显更⼩，并且以组合形式存在。因此，可靠

地证明这些复杂分⼦的可⽐性可能具有挑战性。

完整mAb反相(RP) LC-MS分析可提供N-糖型分布的整体情况，并能够鉴定质量数偏差较⼤的产品变体，例如未经

处理的C端赖氨酸。此外，使⽤IdeS酶将mAb酶解为约25 kDa的亚基，可以对较低⽔平的变体进⾏更局部和更详

细的分析。天然IEX-紫外-质谱(UV-MS)也可以作为⼀种有⽤的正交技术，其按照表⾯电荷分离蛋⽩质物质，得到

电荷异构体谱图。这些谱图常⽤于mAb药品的表征和监测，并且将IEX⾊谱分离与MS检测相结合，为研究每个电

荷异构体峰所对应的物质提供了额外的优势。 

Xevo G3 QTof（图1）及其更新的离⼦光学元件提供了作为mAb表征的分析主⼒所需的灵敏度、质量分辨率和稳

定性。该系统在符合法规要求的waters_connect软件下运⾏，可灵活部署在发现和GxP环境中。该系统还⽀持

IDC5，这是⼀种采集处理选项，可⾃适应地降低背景噪⾳并缩减数据⽂件⼤⼩。本应⽤纪要展⽰了稳定的RPLC-

MS和天然IEX-UV-MS分析，通过Xevo G3 QTof MS平台和精简的⼯作流程来简化完整蛋⽩质质量数确认，从⽽对

英夫利昔单抗⽣物类似药进⾏表征和可⽐性评估。 
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图1.ACQUITY Premier UPLC与Xevo G3 QTof质谱仪联⽤系统，在

waters_connect⼯作站下运⾏。

实验

样品描述

使⽤UPLC-MS（RPLC和IEX两者）与Xevo G3 QTof质谱仪联⽤系统分析英夫利昔单抗原研药(Remicade)和三种

⽣物类似药（Inflectra、Avsola和Renflexis）的完整蛋⽩、IdeS酶解亚基以及羧肽酶B酶解样品。在

waters_connect平台上，同时使⽤UNIFI应⽤程序经典的完整质量数⼯作流程和新的INTACT Mass应⽤程序进⾏

数据采集和处理。

液相⾊谱条件：反相(RP)

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier UPLC
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检测条件： TUV(280 nm)

样品瓶： 采⽤MaxPeak™ HPS技术的QuanRecovery™ 12 × 

32 mm螺纹⼝样品瓶，300 μL（部件号

：186009186）

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH™ C4蛋⽩分析专⽤柱, 300 

Å, 1.7 µm, 2.1 × 50 mm（部件号：186010326）

柱温： 80 °C

样品温度： 6 °C

进样体积： 2 µL稀释后的0.1 mg/mL样品（完整）

2 µL稀释后的0.1 mg/mL样品（亚基）

流速： 0.4 mL/min（⽤于完整分析），0.3 mL/min（⽤

于亚基分析）

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（完整蛋⽩RP分析）
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梯度表（亚基RP分析）

液相⾊谱条件：离⼦交换(IEX)

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier UPLC

检测条件： TUV(280 nm)

样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS技术的QuanRecovery 12 × 32 

mm螺纹⼝样品瓶，300 μL（部件号

：186009186）

⾊谱柱： BioResolve SCX mAb, 3 µm, 2.1 × 100 mm（部

件号：186009056）

柱温： 30 °C

样品温度： 6 °C
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进样体积： 1 µL 10 mg/mL（完整），2 µL 5 mg/mL（经羧肽

酶B酶解）

4 µL 2.5 mg/mL（亚基）

流速： 0.1 mL/min

流动相A： IonHance™ CX-MS浓缩液A（部件号

：186009280），按照说明⽤MilliQ⽔稀释10倍

（最终包含50 mM ⼄酸铵、2% ⼄腈，pH 5.0）

流动相B： IonHance CX-MS浓缩液B（部件号

：186009281），按照说明⽤MilliQ⽔稀释10倍

（最终包含160 mM ⼄酸铵、2% ⼄腈，pH 8.5）

梯度表（完整蛋⽩IEX分析）
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梯度表（亚基IEX分析）

质谱条件

质谱系统： Xevo G3 QTof

电离模式： 正离⼦

采集范围： 50〜5000 m/z (RP)

400〜8000 m/z (IEX)

⽑细管电压： 2.25 kV（完整RP）

2.75 kV（亚基RP）

3.00 kV（完整和亚基IEX）

150 V（完整RP、完整IEX和亚基IEX）锥孔电压：

8使⽤Xevo™ G3 QTof系统通过完整和亚基RP-MS和IEX-UV-MS进⾏全⾯的⽣物类似药可⽐性评估



70 V（亚基RP）

离⼦源温度： 150 °C（完整RP）

125 °C（亚基RP）

120 °C（完整和亚基IEX）

脱溶剂⽓温度： 500 °C（全部）

锥孔⽓流速： 0 L/h (RP)

50 L/h (IEX)

脱溶剂⽓流速： 700 L/h (RP)

600 L/h (IEX)

智能数据捕获(IDC)阈值： 低(5)

数据管理

⾊谱软件： UNIFI（通过waters_connect）2.1.1.13版

质谱软件： UNIFI（通过waters_connect）2.1.1.13版

信息学软件： UNIFI和INTACT Mass应⽤程序1.9.13版

结果与讨论

在本研究中，通过变性RPLC-MS和天然IEX-UV-MS对Remicade（原研药）和三种⽣物类似药（Inflectra、

Avsola和Renflexis）的样品进⾏了完整和亚基⽔平的分析。 
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RPLC-MS

利⽤RPLC-MS确认mAb鉴定结果并对由N-糖基化、糖化和C端赖氨酸加⼯产⽣的产品变体进⾏相对定量。⽐较完

整Remicade和Renflexis的合并原始谱图（图2，左图）和MaxEnt1去卷积质谱图（图2，右图）的镜像图。分析

表明，Remicade与Renflexis相⽐最显著的差异是C端赖氨酸变体⽔平（带有蓝⾊星号标记）。此外，在N-糖型中

观察到细微差异：Remicade中含Man5物质的含量更⾼，⽽Renflexis中则存在含有A2（双天线）的物质。 

图2.Remicade（红⾊）与Renflexis（蓝⾊）的完整RP分析的镜像图，插图为52+电荷态的放⼤图。左图显⽰了合

并的原始质谱图，右图显⽰了MaxEnt1去卷积和带注释的质谱图。

为简化N-糖型分布的相对定量，在使⽤相同的完整RPLC-MS⽅法进⾏分析之前，将所有样品与羧肽酶B⼀起孵育

以去除C端赖氨酸变体。N-糖型分布的相对定量结果如图3所⽰。在主要N-糖型的分布中仅观察到细微差异。
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图3.完整RPLC-MS N-糖型分布。（根据羧肽酶B酶解样品得到的相对丰度计算结果）。

通过使⽤IdeS酶解并还原以⽣成三个⼤约25 kD的亚基，对⽣成的mAb亚基进⾏分析获得额外的PTM信息，从⽽

进⼀步定位产品变体并在该⽔平上将它们的相对定量结果关联起来。本研究分析了亚基⽔平的英夫利昔单抗⽣物

类似药，以⽐较Fc区的N-糖型分布和未加⼯的C端赖氨酸（图4）以及轻链和Fd亚基糖化⽔平。N-糖基化的⼀个关

键区别是在Remicade和Inflectra中检测到的免疫原性N-糖（带有N-羟⼄酰神经氨酸）在Avsola和Renflexis中则

未检测到。这可以通过⽤于⽣产各种⽣物类似药的细胞系来解释6——Remicade和Inflectra在Sp2/0细胞系中表达

，⽽Avsola和Renflexis在CHO（中国仓⿏卵巢）细胞系中表达4,7。有趣的是，在Remicade中观察到轻链和Fd糖

基化低于0.5%，但在Inflectra、Avsola和Renflexis中均为2%~3%。完整和亚基RPLC-MS均表现出对⽣物药品的

表征、可⽐性和监测的优异的适⽤性。
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图4.在亚基⽔平的RP分析中检测到的N-糖型和C端赖氨酸变体的相对定量。

waters_connect平台⽀持UNIFI应⽤程序完整质量数数据处理，以及使⽤新版INTACT Mass应⽤程序（旨在改善

在需要以更⾼通量快速筛选⼤量样品时的可⽤性）进⾏更精简和⾃动化的处理。该应⽤程序允许⽤⼾使⽤⾮靶向

（发现）和靶向（监测）⽅法进⾏数据处理，以实施完整质量数分析。

在本研究中，⽣物类似药样品在采⽤⾃动数据处理的⾮靶向⼯作流程中被视为未知物，该⼯作流程⽣成去卷积质

量数列表，允许⽤⼾分配主要N-糖型和未加⼯的C端赖氨酸变体。图5显⽰了此类⾮靶向⽅法在数据处理后的

INTACT Mass应⽤程序图表。⽤⼾可以通过图表查看⼯具进⾏简单的数据质量审查，并清晰地显⽰去卷积质量数

数据的差异，如图6所⽰。⽤⼾能够快速观察到Renflexis⽣物类似药的产品变体谱图⽐Remicade原研药和其他两

种⽣物类似药更简单。可以在UNIFI中或使⽤靶向⽅法在INTACT Mass应⽤程序中对这些差异进⼀步研究，以监测

每个单独的产品变体峰。  
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图5.在⾮靶向⼯作流程中，在数据处理之后得到的INTACT Mass应⽤程序图表。
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图6.通过RP完整分析所得到的MaxEnt1去卷积谱图，在INTACT Mass应⽤程序中使⽤⾮靶向mAb分析⽣成。

利⽤电荷异构体分析作为确定可⽐性和监测⽣物类似药产品稳定性的正交⽅法。在线IEX-UV-MS8⽅法能够对电荷

异构体进⾏定性和定量分析，使⽤来⾃光学数据的相对%峰⾯积⽣成电荷异构体谱图，并通过MS检测来研究每个

峰所对应的物质。该⽅法具有直接研究IEX峰的能⼒，⼤⼤减少了对离线IEX分析进⾏MS研究时通常所需的耗时的

分馏和缓冲液交换需求。

利⽤该⽅法分析英夫利昔单抗⽣物类似药，⽣成完整和亚基⽔平IEX-UV-MS的ACQUITY UPLC可变波⻓紫外检测

器280 nm叠加图（分别为图7A和7B）。从RPLC-MS分析中可以看出，英夫利昔单抗原研药和⽣物类似药显⽰存

在⼤量未加⼯的C端赖氨酸，这导致产⽣碱性变体物质。在IEX中通过羧肽酶B酶解确认了来源于未加⼯C端赖氨酸

的变体。简化的谱图叠加图如图7A中的插图所⽰。借助在线IEX-UV-MS，我们能够将主峰、碱性物质2 (B2)和B5

峰分别指定为0K、1K和2K赖氨酸变体。  
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图7.对英夫利昔单抗⽣物类似药进⾏(A)完整IEX-MS分析和(B)亚基IEX-MS分析所得到的UV叠加图(280 nm)。(A)中

的插图展⽰了经羧肽酶B酶解（⽤于去除C端赖氨酸物质）的Remicade，这种做法是确认这些变体的正交⽅法。(

B)中的插图展⽰了A1Fd+LC和主Fd+LC峰的合并原始谱图，其中MaxEnt1去卷积质量数接近同量异位。

对剩余酸性和碱性变体的研究揭⽰了多种物质的存在，包括各种N-糖型以及可能的脱酰胺物质。图8显⽰了⼀系列

酸性和碱性变体，包括Remicade的主峰、两种酸性变体和⼀种碱性变体的27+电荷态的合并原始谱图的放⼤图

（图8A），以及各种物质相应的MaxEnt1去卷积谱图（图8B）。在图8B中观察到的峰A1的酸性N-糖型仅在

Remicade和Inflectra中观察到。使⽤完整IEX-UV-MS所检测到的酸性和碱性变体汇总于表1中。
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图8.完整天然IEX-MS：选定的Remicade的酸性和碱性物质（如图5A中所标记）的A)组合原始谱图，27+电荷态的

放⼤图，和B)MaxEnt1去卷积谱图
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表1.完整IEX-MS结果总结：通过MS分析和⽐较各个英夫利昔单抗样品的UV峰⾯积%（三次重复进样的平均相对百

分⽐），在每个峰下检测到的物质的归属（如图5A中所标记）。 

IEX-UV-MS分析对于IdeS酶解亚基分析也⼗分有⽤，⽤⼾可以通过此⽅法进⼀步定位重要的产品变体。IdeS酶将

mAb裂解为两种主要物质：共价连接的(Fd+LC) × 2（约98 kDa）和⾮共价结合的N-糖基化(Fc) × 2（约50 

kDa）物质，它们易于通过该IEX-UV-MS⽅法分离（图7B）。区分Fd+LC物质与Fc物质的酸性和碱性变体的能⼒

⾄关重要，因为Fd+LC物质含有mAb的CDR（互补决定区），该区域在结合中发挥重要作⽤。因此，CDR中的脱

酰胺或异构化等修饰可能对结合亲和⼒产⽣显著影响，从⽽影响药物的有效性。

根据传统经验，如果要达到这种详细程度以评估CDR脱酰胺⽔平，⽤⼾必须依赖肽图分析，⽽这种⽅法需要明显

更⻓的样品制备时间，此外还需要使⽤LC-MS⽅法和复杂的数据分析。亚基⽔平IEX-UV-MS可⽤作Fd+LC酸性变体

的“⾸过”筛选⽅法，已证实此⽅法是代替⼤量肽图分析的⼀种有价值且省时的⽅法。此外，当联合使⽤光学数

据时，Fc C端赖氨酸变体的⾊谱分离可⽤作⼀种正交定量⽅法。在英夫利昔单抗⽣物类似药研究中鉴定出的物质
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的全部详细信息列于表2中。  

表2.亚基IEX-MS结果总结：通过MS分析和⽐较各个英夫利昔单抗样品的UV峰⾯积%（三次重复进样的平均相对百

分⽐），在每个峰下检测到的物质的归属（如图5B中所标记），将Fc峰和Fd+LC峰归为⼀组以⽤于相对定量。 

在C端赖氨酸变体和N-糖型分布⽅⾯，通过RPLC-MS和IEX-UV-MS得到的结果是⼀致的。对于C端赖氨酸变体，观

察到Remicade和Inflectra均保留了约48%，观察到Avsola保留了约35%，⽽Renflexis仅保留了约5%（基于来⾃

完整RPLC-MS的相对MS定量以及来⾃亚基IEX-UV-MS的Fc物质的UV积分）。通过完整RPLC-MS和完整/亚基IEX-

UV-MS观察到的总体N-糖型分布在各⽣物类似药之间相当。由正交⽅法产⽣⼀致的结果为审查⼈所看好，并为未

来建⽴⽣物类似药产品批次放⾏⽅法提供了灵活性。 

结论

稳定⾼效的可⽐性评估对于确保⽣物类似药mAb药品的安全性和有效性以⽀持其监管批准⾄关重要。本应⽤纪要

展⽰了在新版Xevo G3 QTof系统上使⽤完整/亚基⽔平的RPLC-MS和IEX-UV-MS来评估英夫利昔单抗原研药和三

种⽣物类似药的可⽐性。
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在英夫利昔单抗⽣物类似药之间观察到的最显著的差异是未加⼯的C端赖氨酸变体、N-糖型和电荷异构体谱图。此

类差异符合预期，并且需要在提交⽣物类似药申请时进⾏⻛险评估。对于C端赖氨酸变体和N-糖型分布，通过

RPLC-MS和IEX-UV-MS分析得到了⾼度⼀致的结果。此外，亚基⽔平的RPLC-MS提供了轻链以及Fd糖化和Fc N-

糖基化的更多详细信息。完整和亚基⽔平的IEX-UV-MS在传统的基于UV的电荷异构体定量的基础上提供了额外的

MS检测优势，可⽤于进⼀步研究各种电荷异构体谱图。总体⽽⾔，具有⾼级功能的Xevo G3 QTof能够在

waters_connect信息学平台的控制下运⾏，以执⾏完整/亚基RPLC-MS和IEX-UV-MS⽅法，可⽤于对mAb药品和

⽣物类似药进⾏详细的正交表征和可⽐性评估。 
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