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摘　要：抗体类药物往往存在复杂多样的翻译后修饰 (post-translational modifications, PTMs)，由此产生高度

的异质性。PTMs 表征是抗体类药物研发的重要组成部分。尤其在早期研发阶段，高质量的结构表征可以

为药物筛选、药物发现、工艺开发和优化提供指引和依据。基于液相色谱 - 质谱联用 (LC-MS) 技术的表征

分析手段可快速、准确地识别 PTMs，已成为抗体类药物 PTMs 分析及结构表征的有力工具。该文综述了

抗体类药物非聚糖 PTMs 的鉴定成果，内容包括修饰类型、修饰位点、修饰所在区域、表达系统信息及潜

在影响，并对 LC-MS 表征分析策略进行了一定的探讨，希望为抗体类药物早期研发阶段的表征分析提供参

考。综述的非聚糖 PTMs 均通过 LC-MS 或 LC-MS/MS 技术得到了鉴定。
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LC-MS characterization of non-glycan PTMs of antibody-based drugs
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Abstract: Antibody-based drugs often show high heterogeneity due to complex and diverse post-translational 
modifications (PTMs). As an important support for drug development, characterization of PTMs can provide 
guidance and reference for drug screening, drug discovery, process development and optimization. LC-MS has 
become a powerful tool for identification and characterization of PTMs, due to the advantages of rapidness and high 
accuracy. Here we provide an overview of identification results of non-glycan PTMs of antibody-based drugs, 
including modification types, modified sites, located regions, expression systems and the resultant potential effects. 
Also, LC-MS based analytical strategies for characterization are discussed. We hope this paper can provide 
references for characterization of antibody-based drugs in the early development. PTMs reviewed in this paper were 
all identified by LC-MS or LC-MS/MS.
Key words: antibody-based drugs; LC-MS; characterization; post-translational modifications

抗体类药物已成为新疗法中的代表药物，能有

效治疗癌症、自身免疫性疾病、神经系统疾病及传

染病 [1]，为患者提供了许多新的药物治疗选择。抗

体类药物研发也成为目前生物医药行业发展最快的

领域之一 [2]。

抗体类药物在研制阶段往往会产生多种不同形

式的异质体，其中，电荷异质体主要由翻译后修饰

(post-translational modifications, PTMs) 产生 [3-5]。PTMs
会对药物的稳定性、疗效和安全性产生影响 [1]，其

类型和水平是评价抗体类药物质量属性时需要关注

的重点。在早期研发阶段，需要对异质体进行快速

准确的表征分析，评估候选药物的质量属性，为药

物筛选、工艺开发提供依据。

传统的抗体药物异质体 (相关物质和相关杂质 )
表征主要包括分子大小变异体表征、电荷变异体表
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征及聚糖 ( 糖基化 ) 修饰表征。分子大小变异体的

表征方法有聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE) [6]、毛细管电泳 (capillary electrophoresis-sodium 
dodecyl sulfate, CE-SDS) [6-7] 及体积排阻色谱 (size 
exclusion chromatography, SEC) [8]。其中，SDS-PAGE
既可用于纯度测定，也可通过使用蛋白质 Marker
测定抗体类药物的分子量，但准确度较低 [6, 9] ；CE-
SDS 和 SEC 是测定抗体类药物纯度的常用方法，

也用于单体、聚体及片段的定量分析 [10-12]。电荷异

质体的表征方法有平板等电聚焦 (isoelectric focusing, 
IEF) [13]、毛细管等电聚焦 (capillary isoelectric focusing, 
CIEF) [14]、全柱成像毛细管等电聚焦 (imaged CIEF, 
iCIEF) [15]、毛细管区带电泳 (capillary zone electrophoresis, 
CZE) [16]、阳离子交换色谱 (cation exchange chromato- 
graphy, CEC) [17] 及阴离子交换色谱 (anion exchange 
chromatography, AEC) [18]。其中，IEF、CIEF 与 iCIEF
是基于等电点不同的分离技术，也用于测定等电点；

CZE 是基于质量与电荷比值差异的分离技术；CEC
与 AEC 是基于电荷差异及电荷异质体与色谱柱介

质之间作用力差异的分离技术。电荷异质性的表征

方法均是基于电荷差异分离出主峰、酸性峰 ( 酸性

变体 ) 和碱性峰 ( 碱性变体 )。电荷异质体主要由

PTMs产生，不同的PTMs会形成不同的电荷异质体，

例如，脱酰胺会形成酸性变体，C- 端赖氨酸未完

全切除可形成碱性变体 [19]，通过分离出酸性峰和

碱性峰对 PTMs 进行表征分析。此外，反相高效液

相色谱 (reverse phase liquid chromatography, RPLC)
也用于抗体类药物的纯度分析及杂质分析 [20]。聚

糖修饰表征常用的技术是亲水作用色谱 (hydrophilic 
interaction chromatography, HILIC) [21]。

传统的异质体表征方法以液相色谱和电泳分离

技术为主，无法获得各异质体的准确分子量。质谱

技术能够精确地测定药物分子的质量，实现抗体类

药物异质体的识别和鉴定。与传统表征技术相比，

基于质谱的表征技术具有高分辨率、高通量、高精

度的绝对优势，已成为药物研发不可缺少的分析手

段，是抗体类药物结构表征及 PTMs 分析最有力的

工具 [22-23]。尤其是液相色谱 - 质谱联用 (LC-MS) 技
术，可在完整抗体、脱糖抗体、亚基及脱糖亚基水

平上对异质体进行全面系统的表征，通过高分辨率

质谱准确测定质量偏移值来识别、分析 PTMs。此

法简便、准确、直接、快速，10 min 即可完成一个

样品的测定 [24]。LC/MS/MS 肽图分析虽然能够在氨

基酸残基水平上精确地鉴定 PTMs 的类型和修饰位

点，也能对 PTMs 进行定量分析 [25]，但会因酶切处

理引入修饰 [26]，且肽图数据处理与分析都是非常耗

时的工作。因此，在早期研发阶段，快速、直接的

LC-MS 表征分析尤为实用，通过测定分子量，检测

分子量是否符合设计，对分子大小变体和 PTMs 进
行表征分析。而由于聚糖修饰的复杂性，通常使用

糖苷酶 PNGase-F 脱去 N- 糖 [24, 27]，再进行脱糖抗体

和经还原处理得到的脱糖亚基的分子量测定 [24]，由

此得到的解卷积质谱图更易于分子大小变体及非聚

糖 PTMs 的表征分析。如果抗体类药物含有复杂多

样的非聚糖 PTMs，LC-MS 数据的解析难度会随之

增大。因此，不断更新抗体类药物的 PTMs 信息，

有利于更有效地使用质谱分析软件对 LC-MS 数据

进行解析，提高表征分析的质量。

本文综述了抗体类药物非聚糖 PTMs 的质谱鉴

定成果，涉及到的抗体类药物包括 IgG 单抗、双

特异性抗体、融合蛋白及抗体偶联 (antibody-drug 
conjugates, ADC) 药物，并对表征分析策略进行了

一定的探讨，希望为抗体类药物早期研发阶段的表

征分析提供参考。

1　抗体类药物非聚糖PTMs

目前已知的蛋白质 PTMs 有 400 多种 [22]。随

着表征分析技术的不断发展，越来越多的新型

PTMs 被发现 [28]，质谱分析软件也在不断的升级，

为飞速发展的抗体类药物研发提供支撑。已报道的

由 LC-MS 及 LC-MS/MS 确证的抗体类药物非聚

糖 PTMs 主要包括末端修饰、脱酰胺 (deamidation)、
氧化 (oxidation)、羟基化 (hydroxylation)、糖化 (glycation)、
硫酸化 (sulfation)、磷酸化 (phosphorylation) 及半胱

氨酸相关修饰。

1.1　脱酰胺修饰

脱酰胺修饰是抗体类药物常见的修饰，天冬酰

胺和谷氨酰胺都可以发生脱酰胺修饰。相关研究结

果显示抗体类药物的脱酰胺修饰主要发生在天冬酰

胺，产物为天冬氨酸 (+1 Da)、异天冬氨酸 (+1 Da)
或琥珀酰亚胺 (succinimide) 中间体 (−17 Da) [29-30]。

需要注意的是，现阶段的高分辨率质谱仪测定完整

抗体分子量的准确度在 ±2 Da 之内 [26]。因此，在

LC-MS 表征分析抗体类药物时，无法仅依据 +1 Da
的质量偏移就判断可能存在脱酰胺修饰 [31]。

互补决定区 (complementarity determining region, 
CDR) 的脱酰胺修饰可能导致抗体亲和力与药效的
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降低。2009 年，Vlasak 等 [29] 报道，轻链 CDR 区的

天冬酰胺发生脱酰胺修饰转变成天冬氨酸和异天冬

氨酸时会导致抗体亲和力的降低。同年，Yan 等 [32]

报道，重链 CDR 区的天冬酰胺发生脱酰胺修饰转

变成琥珀酰亚胺时，Fab 的亲和力降低了约 50%，

药效降低了约 70%。

1.2　氧化与羟基化修饰

抗体类药物最容易发生的氧化修饰是甲硫氨酸

的氧化，产生 +16 Da 的质量偏移 [33-35] ；此外，色

氨酸也会发生氧化修饰，经不同的氧化途径，可生

成犬尿氨酸 (+4 Da)、羟基色氨酸 (+16 Da)、羟基吲

哚丙氨酸 (+16 Da)、二羟基吲哚丙氨酸 (+32 Da)及N-
甲酰犬尿氨酸 (+32 Da) [34, 36]。

研究表明，Fc 区域的甲硫氨酸氧化修饰对抗

体亲和力没有影响 [37]，但会导致 CH2 结构域的构

象改变 [38]，与蛋白 A、蛋白 G 及 FcRn 的亲和力也

会降低 [39-40]。2011 年，Wang 等 [41] 报道，当 FcRn
结合位点周围存在高丰度的氧化修饰时，Fc 对 FcRn
的亲和力会明显降低，从而导致半衰期的缩短。

CDR 区的氧化修饰具有潜在降低药效的作用。2007
年，Wei 等 [42] 报道，重链 CDR 区的色氨酸氧化修

饰可导致抗体亲和力和药效的显著降低，也会导致

热稳定性的降低。2016 年，Dashivets 等 [43] 发现重

链 CDR 区的色氨酸氧化修饰还会导致聚集倾向的

增加。

羟基化修饰产生与氧化修饰相等的质量偏移，

即 +16 Da。已报道的羟基化修饰发生在天冬氨

酸 [44-45]、赖氨酸 [46] 和脯氨酸 [47-48]。天冬氨酸的羟

基化修饰多见于凝血因子中 [49]，特定结构域中的天

冬氨酸羟基化是其与 Ca2+ 结合并保持活性所必需

的 [50-51]。根据相关报道，羟基脯氨酸不太可能影响

免疫原性 [48]，但是修饰产生的羟基可能导致非期望

氢键的形成，具有潜在的导致药物活性改变的可能

性 [48, 52]。赖氨酸的羟基化是胶原蛋白中常见的修

饰，2012 年，Sricholpech 等 [53] 报道，羟基赖氨酸

既可参与交联反应，也可发生 O- 聚糖修饰。此修

饰在哺乳动物细胞表达的治疗性蛋白中也有报道，

例如，Molony 等 [54] 在 CHO 细胞表达的 CD4 受体

及 CD4-IgG 中均发现了羟基赖氨酸，为非期望

PTMs，同时发现治疗性蛋白中的赖氨酸羟基化修

饰与胶原蛋白中的赖氨酸羟基化修饰具有同样的共

有序列 XKG [46]。

1.3　赖氨酸糖化与丝氨酸岩藻糖化修饰

不同于天冬酰胺、丝氨酸、苏氨酸上复杂的聚

糖修饰，赖氨酸会与环境中的葡萄糖反应发生糖化

修饰 (glycation)，产生 +162 Da 的质量偏移，赖氨

酸糖化是抗体类药物常见的修饰 [55]。丝氨酸可发生

岩藻糖化修饰 (O-fucosylation)，产生 +146 Da 的质

量偏移 [56]。

研究表明，赖氨酸的糖化修饰一般会增加抗体

药物的聚集倾向 [57-58]，并具有潜在封闭生物学功能

位点的作用，赖氨酸糖化修饰对生物活性的影响取

决于修饰的位置 [59-61]。丝氨酸的岩藻糖化修饰主要

存在于表皮生长因子重复序列和血小板反应蛋白 1
重复序列中，表皮生长因子重复序列丝氨酸岩藻糖

化的功能是调节癌症相关的 Nortch 信号通路，血小

板反应蛋白 1 重复序列中的丝氨酸岩藻糖化可影响

蛋白质的分泌 [62-63]。由于尚不明确丝氨酸岩藻糖化

修饰对抗体类药物安全性和有效性的影响，早期研

发阶段倾向于选择没有此修饰的候选药物 [64]。

1.4　半胱氨酸相关修饰

未参与二硫键形成的自由巯基可发生半胱氨酸

化修饰 (cysteinylation)，产生+119 Da的质量偏移 [65-69]，

也可发生谷胱甘肽化修饰 (glutathionylation)，产生

+305 Da 的质量偏移 [65-66, 69]。此外，还可发生 β- 消
除反应 (β-elimination)，使半胱氨酸转变成脱氢丙氨

酸 (-34 Da) [66, 70]。

半胱氨酸发生半胱氨酸化或谷胱甘肽化修饰后

不能形成链内二硫键，筛选药物时一般尽可能避免

选择含有半胱氨酸相关修饰的候选药物，以防引入

未知的风险。2016 年，McSherry 等 [71] 报道，CDR
区的半胱氨酸化修饰会干扰抗体与抗原结合，从而

导致药物失效。另外，未配对的半胱氨酸残基可导

致二硫键错配或形成分子间二硫键，继而产生低生

物活性的单体变体、二聚体或聚集体。

1.5　硫酸化与磷酸化修饰

硫酸化修饰和磷酸化修饰都会产生 +80 Da 的

质量偏移，两种修饰产生的质量偏移精确差值只有

9.6 mDa [72]，可以通过高分辨率质谱的准确质量测

定及同位素相对丰度分析，鉴定出是磷酸化修饰还

是硫酸化修饰 [47]。丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸都可以

发生硫酸化和磷酸化修饰 [73]，研究显示，抗体类药

物最常见的硫酸化修饰发生在酪氨酸 [44-45, 47, 74]，常

见的磷酸化修饰发生在丝氨酸 [44-45, 75]，且 CHO 细

胞与 HEK 细胞表达系统中产生的磷酸化修饰水平

存在显著差异 [75]。

研究发现，硫酸化修饰会使抗体类药物的亲和

力增强 [74]，磷酸化修饰则通过变构调节影响抗体类
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药物的活性 [75-76]，早期研发阶段需确定磷酸化修饰

是否为期望修饰，其对药物的影响需要进一步的评

价和研究。

1.6　N-端与C-端修饰

焦谷氨酸 (pyroGlu) 的形成是抗体类药物重链

和轻链最常见的 N- 端修饰，可由谷氨酰胺脱氨环

化形成 (−17 Da) [77-78]，也可由谷氨酸脱水环化形成

(−18 Da) [79-80]。抗体类药物 C- 端修饰主要是 C- 端
特定氨基酸的切除 (clipping)，最常见的是重链 C-
端赖氨酸的切除 (−128 Da) [78, 81-82]，其次是重链 C-
端甘氨酸切除 (−57 Da) [83] 及 C- 端脯氨酸酰胺化 (−1 
Da) [83-84]。2019 年，Jin 等 [83] 报道，当重链 C- 端序

列为 XPG 时，重链 C- 端的甘氨酸可发生切除修饰，

随即末端的脯氨酸可发生酰胺化修饰，C- 端的这 2
种修饰产生 −58 Da 的质量偏移。

研究表明，N- 端的焦谷氨酸修饰、C- 端的赖

氨酸切除与脯氨酸酰胺化修饰不会对药效和安全性

产生实质性的影响，只会增加电荷异质性 [84-87]。

1.7　其他修饰

表 1 总结了上述已报道的抗体类药物常见非聚

糖 PTMs 的类型、修饰位点、修饰所在区域及表达

系统信息。除了上述修饰，抗体肽链断裂水解会产

生 +18 Da 的质量偏移 [82]。而 ADC 药物还可能发生

连接子开环水解反应，如 2021 年 Yang 等 [88] 报道，

表1  抗体类药物的非聚糖PTMs
位点	 质量偏移/Da	 修饰类型	 修饰区域	 样品类型	 表达系统	 文献

Asn	 −17	 Succinimide	 CDR	 IgG	 CHO	 [32]
 +1 Deamidation CDR IgG − [29-30]
Asp +16	 β-Hydroxylation	 Factor IX	 Clotting factor IX-Fc fusion	 HEK	 [45]
Cys −34	 β-elimination	 C-terminal of Lc	 IgG	 −	 [66]
 +119	 Cysteinylation	 Lc	 IgG	 −	 [65-66]
 		  Hc	 IgG E.coli	 [67]
 		  CDR	 IgG	 CHO	 [68]
 		  scFv	 scFv-IgG BsAb	 CHO	 [69]
 +305	 Glutathionylation	 Lc	 IgG	 −	 [65-66]
 		  scFv	 scFv-IgG BsAb	 CHO	 [69]
Gln −17	 Gln→pyroGlu	 N-terminal	 IgG	 −	 [78]
Glu −18	 Glu→pyroGlu	 N-terminal	 IgG	 CHO	 [80]
 +44	 γ-Carboxylation	 Factor IX	 Clotting factor IX-Fc fusion	 HEK	 [45]
Gly −57	 Gly clipping	 C-terminal of Hc	 IgG	 CHO	 [83]
Lys −128	 Lys clipping	 C-terminal of Hc	 IgG	 CHO	 [82]
 +16	 Hydroxylation	 XKG on Hc Fab	 IgG	 CHO	 [46]
 +162	 Glycation	 CDR	 IgG	 CHO	 [55]
Met +16	 Oxidation	 Fc	 IgG	 CHO	 [33-34]
 		  CDR	 IgG	 CHO	 [35]
Pro −1	 Amidation	 C-terminal of Hc	 IgG	 CHO	 [83-84]
 +16	 Hydroxylation	 Ligand domain	 BsAb	 CHO	 [47]
 		  G4P-linker	 Growth factor-Fc fusion	 CHO	 [48]
Ser +80	 Phosphorylation	 Factor IX	 Clotting factor IX-Fc fusion	 HEK	 [45]
 		  (G4S)2-linker	 IgG-based fusion	 CHO, HEK	 [75]
 +146	 O-Fucosylation	 CDR	 IgG	 CHO	 [56]
Trp +4	 Trp→Kyn	 CDR	 IgG	 CHO	 [34]
 +16	 Trp→OH-Trp, Oia	 CDR	 IgG	 CHO	 [34]
 +32	 Trp→DiOia, NFK	 CDR	 IgG	 CHO	 [34]
Tyr +80	 Sulfation	 CDR	 IgG	 CHO	 [47, 74]
 		  Factor IX	 Clotting factor IX-Fc fusion	 HEK	 [45]
Lc：轻链；Hc：重链；scFv：单链抗体(single-chain variable fragment)；BsAb：双特异性抗体(bispecific antibody)；
pyroGlu：焦谷氨酸；Kyn：犬尿氨酸(kynurenine)；Oia：羟基吲哚丙氨酸(oxindolylalanine)；DiOia：二羟基吲哚丙氨酸

(dioxindolylalanine)；NFK：N-甲酰犬尿氨酸(N-formylkynurenine)；E.coli：大肠杆菌(Escherichia coli)；CHO：中国仓鼠卵巢

细胞(Chinese hamster ovary cells)；HEK：人胚肾细胞(human embryonic kidney cells)。
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ADC 药物中的马来酰亚胺结构可发生开环水解，

产生 +18 Da 的质量偏移。另外，可能存在与抗体

类药物非共价结合的加合物和中性丢失。已报道的

加合物有 Na+ (+23 Da) [89]、K+ (+39 Da) [89-90] 及 H3PO4
 

(+98 Da) [90]，常见的中性丢失主要是脱羧 (−44 Da) [91]

和脱水 (−18 Da) [83, 92]。

2　讨论

对抗体类药物的药效及安全性产生较大影响的

PTMs 是研发人员关注的重点，尤其是位于 CDR 区

的 PTMs。相关研究显示，需重点关注的非聚糖

PTMs 主要包括脱酰胺、甲硫氨酸氧化、色氨酸氧

化及赖氨酸糖化。另外，需要关注抗体功能所必需

的 PTMs，分析潜在引入非期望 PTMs 的可能性，

对影响尚不确定的非期望 PTMs 需要进行进一步的

研究和评价。

不同表达系统产生的 PTMs 水平可能会出现显

著的差异，与功能关系密切的 PTMs 在不同表达系

统中的丰度也是研发人员重点关注的问题。2010年，

Peter 等 [45] 对 HEK-293 细胞表达的凝血因子 IX-Fc
融合蛋白 (clotting factor IX-Fc fusion) 进行了表征分

析，并对谷氨酸羧化 (γ-carboxylation) 修饰进行了

评估。谷氨酸羧化修饰是凝血因子 IX 的关键

PTMs，相关结构域中的谷氨酸羧化修饰有助于凝

血因子 IX 与磷脂膜结合，对其功能至关重要。研究

者选择 HEK-293 细胞表达系统的原因在于，HEK-
293 细胞能够高水平表达凝血因子 IX-Fc 融合蛋白，

且相比于 CHO 细胞，HEK-293 细胞表达系统更利

于产生谷氨酸羧化修饰。研究表明，HEK-293 细胞

表达凝血因子 IX-Fc 融合蛋白产生的谷氨酸羧化、

丝氨酸磷酸化、酪氨酸硫酸化及聚糖修饰水平都与

凝血因子 IX 相当。另一方面，需要注意非期望

PTMs。如 2017 年，Tyshchuk 等 [75] 发现融合蛋白

中的甘氨酸 - 丝氨酸连接子会发生磷酸化修饰，为

非期望 PTMs。HEK 细胞表达与 CHO 细胞表达系

统产生的磷酸化水平存在显著差异，相对丰度分别

为 11.3% 和 0.4%。在抗体类药物开发中，应仔细

评估连接子序列，避免由连接子引入非期望 PTMs。
在药物发现、药物筛选及工艺开发阶段，准确、

快速的 PTMs 表征分析可起到早期预警的作用，也

为预测 PTMs 序列标识提供依据，助力新药研发。

如同 N- 糖基化 ( 即 N- 聚糖修饰 ) 位点具有共有序

列 NXT 或 NXS ( 其中 X 为除脯氨酸外的任意氨基

酸 ) [93-94]，其他 PTMs 潜在的共有序列也有待发现。

2016 年，Xie 等 [46] 发现赖氨酸羟基化修饰存在一

个共有序列 XKG。在早期研发阶段，这样的共有

序列可作为标识来预测可能产生的 PTMs，从而最

大限度地减少耗时分析，避免因表征不及时造成新

药研发的延迟。

LC-MS 表征分析脱糖抗体类药物样品时 , 除了

主要的脱 N- 糖处理，根据样品异质性的复杂情况，

可考虑脱唾液酸和 N- 糖、脱唾液酸和 O- 糖处理，

再进行 LC-MS 测定。对于脱糖不易成功的样品，

可以考虑采用非变性质谱法 (native MS) [95] 分析 PTMs。
由于质谱技术是测定带电粒子质荷比 ( 质量与电荷

的比值 ) 的分析技术，聚糖修饰造成的高度电荷异

质性会导致分析软件的无效解卷积，非变性质谱可

以实现电荷异质体的有效分离 [96-99]，大大降低了高

度异质性造成的解析难度，通过质谱检测获得电荷

异质体的分子量信息。目前典型的非变性分离技术

是 ZipChip 系统 [97-98]，一种基于微流控芯片技术的

区带电泳装置，可与 Q-Exactive 系列高分辨率质谱

仪实现在线联用，形成微流控毛细管电泳 - 质谱联

用 (CE-MS) 系统，灵敏度高，所需样品量可低至

1 ng，可实现抗体类药物的深度表征 [97]，成为

LC-MS 的补充手段。2020 年，Carillo 等 [97] 采用

ZipChip CE-MS 对利妥昔单抗 (rituximab)、曲妥珠

单抗 (trastuzumab) 和贝伐单抗 (bevacizumab) 药物

进行了表征分析，结果显示，此技术可实现对脱酰

胺修饰变异体、N- 聚糖 - 唾液酸修饰变异体、N-
末端修饰变异体及 C- 末端修饰变异体的有效分离

和鉴定。此外，研究者们还探索了其他类型的非变

性质谱技术。2021 年，Haberger 等 [96] 开发了一种

阳离子交换色谱 - 非变性质谱 (native CEC-MS) 技
术，对大约 200 kDa 双特异性单抗电荷异质体进行

了表征分析，使脱酰胺修饰变异体、Fab 区域同时

存在聚糖修饰和唾液酸修饰的变异体与 Fab 区域存

在聚糖修饰但不存在唾液酸修饰的变异体得到了有

效的分离和鉴定。2022 年，Liu 等 [99] 开发并优化

了一种基于盐梯度的阴离子交换色谱 - 非变性质谱

(native AEC-MS) 技术，结果显示，AEC-MS 适用

于等电点相对偏低的 IgG4 单抗的电荷异质体表征，

不适用于等电点相对偏高的 IgG1 单抗的电荷异质

体表征。由于 CEC 不能很好的分离相对偏酸性的

单抗，AEC-MS 可作为 CEC-MS 的潜在替补技术。

非变性质谱的优点是可以保持抗体类药物的天然结

构，这使得其在 ADC 药物的 DAR 值 ( 药物抗体比

值)分析方面具有明显的优势。2020 年，Jones 等 [100]
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采用体积排阻色谱 - 非变性质谱 (native SEC-MS) 测
定了半胱氨酸连接的 ADC 药物的 DAR 值，测定结果

与疏水作用色谱 (hydrophobic interaction chromatography, 
HIC) 测定结果一致，具有可比性。此外，CIEF-MS
也是颇具潜力的质谱联用技术，电荷异质体在各自

的等电点聚集得到有效的分离，随即进入质谱被检

测。但此技术需要解决的问题比较多 [101]，例如，

蛋白质在等电点条件下的溶解度最低，容易沉淀析

出造成毛细管堵塞，若选择添加增溶剂则需要慎重

考虑增溶剂的影响 [102]，维持等电聚焦的 pH 梯度容

易在聚焦区带迁移时遭到破坏 [103-105] 等等。此技术还

在持续开发和优化中，且已取得了一定的成果 [106-108]。

3　小结

LC-MS 能够快速、精确地测定蛋白质和多肽

的相对分子质量。2020 年，Sokolowska 等 [109] 证实

了亚基水平的 LC-MS 具备与 LC-MS/MS 肽图分析

同等的准确度，可取代肽图监测单克隆抗体 Fc 的

氧化水平。在抗体类药物的研发阶段，LC-MS 已被

广泛应用于抗体类药物分子大小变体和 PTMs 的表

征分析。抗体类药物往往因含有复杂多样的 PTMs
而具有高度的异质性，由此造成 LC-MS 数据解析

困难。高质量的表征分析结果既需要有效的 LC-MS
表征分析策略，也需要质谱分析软件的有效使用。

本文对抗体类药物非聚糖 PTMs 的类型、修饰

位点及潜在风险和价值进行了综述，并对 LC-MS
表征分析策略、需注意的问题及难点解决方案进行

了探讨。基于质量源于设计 (quality by design, QbD)
的理念，通过序列分析可以初步预测抗体类药物可

能存在的 PTMs、需重点关注的 PTMs ( 潜在高风险

PTMs)、功能必需 PTMs、潜在非期望 PTMs 及表

达系统影响，有利于根据样品特点和表征目的选择

合适的表征分析策略，在质谱数据解析时也可以做

到有的放矢，合理设置软件参数，能够更有效地使

用质谱分析软件，提高表征分析的质量，为药物研

发提供明确的方向。

随着新型抗体类药物开发热潮对表征分析水平

的要求越来越高，专用质谱分析软件在不断开发和

升级，相关表征难点的解决方案也在不断开发，新

技术不断涌现成为 LC-MS 的补充手段，共同促进

表征分析越来越准确、快速。
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