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摘要

随着越来越多的单克隆抗体(mAb)⽣物类似药被开发出来，⼈们亟需精简的表征⽅法来确保产品投放市场前满⾜相

应的要求。尽管mAb⽣物类似药的氨基酸序列不变，但它们在糖基化修饰等⽅⾯通常存在差异。糖基化会影响免

疫原性和其他⽣物活性，因此表征游离寡糖⾮常重要。然⽽，由于游离寡糖丰度低、具有复杂的⽀链和同分异构

结构，分析难度可能相当⼤。本研究展⽰了如何结合Xevo G3 QTof质谱仪与GlycoWorks™ RapiFluor-MS™标记

、HILIC⾊谱分离和waters_connect™信息学⼯具表征⼀系列游离N-糖。我们使⽤低能量和⾼能量MS数据以及荧

光检测数据⽐较了Remicade™（原研药）和Renflexis™（⽣物类似药）英夫利昔单抗的糖基化图谱。结果表明

，使⽤该⼯作流程可达到出⾊的灵敏度并获得结构信息，对N-糖表征很有帮助。

优势

Xevo G3 QTof质谱仪灵敏度⾼、专属性强，有助于N-糖表征■

MSE采集(DIA)功能可以深⼊评估⽣物类似药的可⽐性，并基于⾼能量碎⽚离⼦谱图确认游离寡糖的结构指配■

使⽤waters_connect中的精简⼯作流程深度解析mAb⽣物类似药的产品差异■
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简介

随着开发中的单克隆抗体(mAb)⽣物类似药管线不断增加，⼈们需要精简的产品属性分析⽅法来确保⽣物类似药在

相较于原研药的分析可⽐性⽅⾯满⾜有关要求。必须设法证明⽣物类似与原研药⾼度相似，并仔细评估任何差异

，才能确保产品安全性和有效性不会受到负⾯影响。糖基化是⼀种重要的修饰，可影响免疫原性和其他⽣物活性1

。 这还是⼀种不同mAb产品间可能存在显著差异的修饰，即使mAb的蛋⽩质氨基酸序列相同亦如此，其原因是⽣

产⼯艺和⽣产药品的细胞系有差异2。 全⾯表征mAb产品中的游离寡糖可提供有关单糖组成和连接的信息，协助实

施相关评估。

虽然表征糖基化修饰是确保⽣物类似药满⾜相关标准的关键步骤，但它的实施难度可能会很⼤。造成这个问题的

原因在于许多糖型的丰度较低、缺少适合光学检测的发⾊团，以及存在复杂的⽀链和同分异构结构。本研究展⽰

了如何使⽤Xevo G3 QTof质谱仪表征mAb药品中的游离N-糖，以⾜够⾼的灵敏度进⾏可⽐性评估。除了测定游离

寡糖⺟离⼦的准确质量数之外，本研究还利⽤了通过碰撞诱导碎裂采集到的丰富结构信息，以及在线荧光检测器

获得的相对定量数据。

本研究利⽤GlycoWorks RapiFluor-MS实现了⾼分离度的HILIC⾊谱分离、⾼灵敏度的荧光检测以及出⾊的MS电

离效率3。 游离寡糖样品由Andrew+™移液机器⼈使⽤GlycoWorks RapiFluor-MS⾃动化试剂盒制备⽽成，然后在

ACQUITY™ Premier LC系统与在线ACQUITY FLR和Xevo G3 QTof检测器组成的联⽤系统上进⾏HILIC UPLC分离

。实验⽣成了英夫利昔单抗原研药(Remicade)和⼀款已获批的⽣物类似药(Renflexis)的游离N-糖谱。该分析确认

了⽣物类似药相较于原研药在糖变体模式⽅⾯的⼏点差异，并且成功为这些差异指配了专属结构，这是建⽴令⼈

信服的⽣物相似性证据的重要⼀步。

实验

样品描述

由Andrew+移液机器⼈按照GlycoWorks RapiFluor-MS (RFMS)⾃动化⽅案制备英夫利昔单抗原研药(Remicade)

和⼀款已获批⽣物类似药(Renflexis)的酶解游离寡糖样品4。 从每个样品中取2 μL标记的游离寡糖（来⾃约0.5 µg 

mAb）进样⾄⾊谱柱。

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： ACQUITY Premier BSM UPLC

检测： ACQUITY Premier FLR检测器（λ激发=265 nm，λ

发射=425 nm，2 Hz）

样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS技术的QuanRecovery™样品瓶

（P/N：186009186）

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH™ Amide游离寡糖分析专⽤

柱(1.7 µm, 130 Å, 2.1 × 150 mm, 

P/N：186009524)

柱温： 60 °C

样品温度： 8 °C

进样体积： 2 µL

流动相A： 50 mM甲酸铵溶液(pH 4.4)，使⽤Waters™甲酸铵

溶液 - ⽤于游离寡糖分析（P/N：186007081）制

备⽽成

流动相B： ⼄腈
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梯度表

质谱条件

质谱系统： Xevo G3 QTof

电离模式： ESI，正离⼦

采集范围： 100~2000 m/z

⽑细管电压： 3.0 V

碰撞能量： 低能量：6 V

⾼能量梯度：15~40 V

锥孔电压： 40 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 300 °C

锥孔⽓流速： 35 L/h
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脱溶剂⽓流速： 800 L/h

智能数据捕获(IDC)设置： 低(5)

数据管理

使⽤集成了UNIFI™应⽤程序（3.1.0.16版）的waters_connect信息学平台采集和处理数据。使⽤游离寡糖FLR和

MS确认⼯作流程鉴定各样品中的游离寡糖。然后使⽤鉴定出的游离寡糖汇编列表，遵循准确质量数筛查⼯作流程

重新处理相同的数据，协助⽐较原研药与⽣物类似药。

结果与讨论

评估⽣物相似性时，在糖变体图谱中发现任何差异都会催⽣快速鉴定候选⽣物类似药中检测到的任何其他物质的

需求。此外，确认这些图谱的丰度差异是由两个样品中的相同物质引起也同样重要，这能有效地重新启动产品表

征⼯作。要表征mAb样品中的游离寡糖，所⽤⽅法必须有⾜够⾼的灵敏度，能够检测复杂的标记游离寡糖混合物

中的低丰度N-糖型，从⽽明确指配每种结构的单糖组成和连接。如果使⽤GlycoWorks RapiFluor-MS标记游离寡

糖，⼀⽅⾯可采⽤荧光检测器进⾏⾼灵敏度的光学检测，实现全⾯的游离寡糖谱定量，另⼀⽅⾯，⺟离⼦和碎⽚

离⼦准确质量数数据可提供有关游离寡糖单糖组成和结构的信息。

图1所⽰为这两种检测器获得的丰富信息，包括荧光检测器采集的⾊谱图，还包括低碰撞能量和⾼碰撞能量MS通

道采集的⾊谱图，这些通道可⽣成指定峰的⺟离⼦和碎⽚离⼦质谱图（DIA模式）。结合基于葡萄糖单位的校准保

留时间值和⽐对综合游离寡糖数据库搜索到的MS1质量数确认结果，这些数据可⽤于游离寡糖谱的常规分析和准

确确认。此类应⽤通常会结合使⽤UNIFI中的FLR +质量数确认⼯作流程与Waters RFMS游离寡糖GU数据库，该数

据库收录了177种N-糖，涵盖mAb样品中的常⻅结构5。 根据这些信息可以可靠地指配游离寡糖结构，测量mAb药

品的糖谱。此⼯作流程在之前的⼀篇应⽤纪要中有更详细的讨论，该应⽤纪要⽐较了英夫利昔单抗原研药和⽣物

类似药6。
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图1.游离N-糖数据，包括荧光检测器⾊谱图以及低能量MS和⾼能量MS⾊谱图（左），还包括星号所指⽰的唾液酸

化游离寡糖FA1G1NeuGc1峰的低能量和⾼能量质谱图（右）。

图2显⽰了原研药（Remicade，蓝⾊迹线）和⽣物类似药（Renflexis，红⾊迹线）的TIC⾊谱图叠加图。从叠加

⾊谱图中可以明显看出，这两种mAb产品之间存在诸多差异。⾊谱图中标记出了⼀些值得注意的游离寡糖和它们

的GU +质量数指配结构，这些游离寡糖只在其中⼀种mAb中检出，或者在两种mAb中的丰度有差异。有趣的是

，在观察到差异的游离寡糖中，许多都是在HILIC分离中较晚洗脱的唾液酸化游离寡糖。我们还观察到⼀些⾮唾液

酸化结构也存在差异，例如⾼⽢露糖游离寡糖（M5和M6）的存在及丰度差异，以及单天线(A1)和双天线(A2) α-半

乳糖基化游离寡糖的丰度差异。

6使⽤Xevo™ G3 QTof表征mAb⽣物类似药中的游离N-糖



图2.⼀种英夫利昔单抗原研药(Remicade)和⼀种英夫利昔单抗⽣物类似药(Renflexis)游离N-糖分析的TIC⾊谱图叠

加图。这两个样品中的某些游离寡糖之间存在⼀定差异，要么是某些游离寡糖只存在于其中⼀个样品中，要么是

游离寡糖的相对丰度有差异，图中标出了这些游离寡糖及其结构。

除了观察MS1 TIC⾊谱图中的差异外，我们还可以从数据⾮依赖型采集(DIA, MSE)模式下得到的⾼能量质谱图中获

取有⽤信息。MSE模式交替采集低碰撞能量和⾼碰撞能量下的质谱图，捕获样品中所有组分的⺟离⼦和碎⽚离⼦数

据。这种采集⽅法使⽤⼾能够通过⾼能量质谱图获取有关特征碎⽚离⼦的信息。例如，唾液酸的两种主要形式

NeuAc和NeuGc分别具有不同的质量数291.095和307.090。

在⾼能量通道中⽣成这些碎⽚离⼦的提取离⼦流⾊谱图，可轻松揭⽰每个样品中的唾液酸化游离寡糖谱。图3显⽰

了Remicade和Renflexis的NeuGc（左）和NeuAc（右）特征氧鎓离⼦的提取离⼦流⾊谱图。从图中可以明显看

出Remicade含有更多的NeuGc游离寡糖，⽽Renflexis含有更多的NeuAc游离寡糖。这种差异在预期内，因为这

两种mAb来源于不同的细胞系，Remicade来⾃⿏源细胞系，Renflexis则来⾃中国仓⿏卵巢细胞系。但是，确认

这些差异⾮常重要，因为它们可能会影响药品的免疫原性、PK和受体相互作⽤。
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图3.分析两个英夫利昔单抗样品得到的NeuGc (308.091 m/z)和NeuAc (292.096 m/z)特征碎⽚离⼦的⾼能量MS通道

(MSE)提取离⼦流⾊谱图。

⾼能量碎⽚离⼦谱图还可⽤于进⼀步确认样品中已指配的游离寡糖。虽然指配⽴体化学结构要⽤到离⼦淌度或

NMR等其他技术，但该平台可以验证单糖单元和糖苷结构连接的存在。为了从⾼能量谱图中获得丰富的碎⽚离⼦

信息，我们需要优化碰撞能量，以便能够观察到单糖单元碎裂，但⼜不会因过度碎裂⽽导致谱图复杂化或模糊重

要信息。本研究发现理想的碰撞能量梯度为15~40 V。

值得⼀提的是，由于RFMS游离寡糖标记显著增强了电离，因此碎裂模式优先从带有RFMS的末端延伸，简化了结

构解析。图4中的上图为N-糖M5A1G1NeuGc1的⽰例MSE⾼能量谱图。M5A1G1NeuGc1是⼀种杂化唾液酸化N-糖

结构，只存在于原研药中，不存在于⽣物类似药中。尽管这种N-糖在TIC⾊谱图中的相对丰度较低（约

1.4%），但⾼能量谱图中有⾜够多的碎⽚离⼦⽤于建⽴游离寡糖结构。图中标记了⼏种关键的碎⽚离⼦及其匹配

结构，显⽰出指向单糖连接的碎裂。

如果样品较为复杂，⾊谱图中存在多种共流出物质，则数据依赖型采集(DDA)可以提供更清晰的碎⽚离⼦谱图，因

为每种⺟离⼦都会单独分离出来进⾏碎裂。图4中的下图是⼀种复杂唾液酸化N-糖结构(FA2G2NeuAc)的DDA⽰例

谱图，这种物质的丰度较低（约1%），且只存在于⽣物类似药Renflexis中。事实证明，在结构不明确的情况下

，这些碎⽚离⼦数据对确认指配结果很有帮助，因为异构体游离寡糖对⽣物治疗产品的活性和安全性可能产⽣截
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然不同的影响。 

图4.去卷积⾼能量MS谱图，显⽰了两种RFMS标记的唾液酸化游离寡糖的碎⽚离⼦，即Remicade中的

M5A1G1NeuGc1（上图）和Renflexis中的FA2G2NeuAc1（下图）。上图为启⽤MSE碎裂采集到的谱图，下图为DDA

碎裂⽅法采集到的谱图。显⽰结构连接信息的碎⽚离⼦标有相应的结构。

结论

如果观察到不同批次的分⼦之间或者原研药与⽣物类似药之间存在糖变体图谱差异，则需要进⾏⼀定程度的扩展

产品表征来评估这些差异的潜在影响。表征mAb糖基化修饰对于确保mAb产品与原研药的⽣物相似性⾮常重要

，但由于游离寡糖的结构多样性，这个过程实施起来可能会很有挑战性。由ACQUITY Premier UPLC、在线

ACQUITY FLR和Xevo QTof检测器组成的联⽤系统可提供定量图谱和RFMS标记游离寡糖的结构信息，协助表征

mAb产品⽣成的游离寡糖，从⽽全⾯⽐较原研药与⽣物类似药。⾼能量MSE采集或靶向MS/MS采集产⽣的碎⽚离

⼦谱图能够为⽤⼾额外提供更多详细信息，⽤于确认游离寡糖组成和结构指配结果。这套使⽤Xevo QTof MS的⼯

作流程具有出⾊的灵敏度和专属性，可⽤于表征mAb的糖基化修饰图谱，即使糖变体的检出丰度较低也能准确表
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征。
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