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生物质谱在生物制品宿主细胞

蛋白残留分析中的应用
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M1A5

$残留影响生物制品的质量和安全"是生物制品生产的关

键质控要素%目前"

M1A5

残留的主要质控方法是酶联免疫吸附试验!

ON@7E

$"但该方法的准确性高度

依赖于抗体的特异性"且无法获得
M1A5

的种类及其含量分布信息"需要使用正交方法全面监测%而生

物质谱技术无需依赖抗体即可实现
M1A5

的定性和定量分析"已逐渐成为除
ON@7E

法外的主要分析表

征方法"但质谱技术存在缺乏统一的操作流程和验证标准&高丰度药物信号抑制以及高昂的仪器成本等

问题%本文总结了质谱法在生物制品
M1A5

分析中的工作流程及其应用进展"详细阐述了流程中涉及

的样品准备&液相色谱分离&质谱数据采集&质谱数据分析和报告的开发原则和关键方法参数"并对未来

的研究方向及挑战进行展望%
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M1A5

$

是在生物制品生产过程中由宿主细胞表达并残

留在产品中的工艺相关蛋白质杂质)

=

*

%

M1A5

残留的种类由宿主细胞类型和亚型决定"其含

量受表达体系&表达方式&纯化工艺和药物种类

的影响%每种
M1A

都有其独特的理化活性和

生物功能"部分高风险型
M1A5

能引起免疫原

性而发生临床安全性风险"也可能引起药物降

解而影响产品质量"需要严密监控)

#

*

%如"在一

种抗白介素
=*

的抗体的
#

期临床试验中"

F)m

受试者因为宿主细胞中的
AN[N#

蛋白残留产

生了免疫反应)

*

*

#有研究)

!

*发现"在一款重组

V9

融合蛋白产品中"来源于宿主细胞的组织蛋

白酶
R

可引发药物降解"导致药效降低%生物

制品制剂处方中常见的聚山梨醇酯
>)

和聚山

梨醇酯
#)

等稳定剂可能会被脂肪酶家族的

M1A5

降解"从而影响药物本身的长期稳定

性)

"

*

%基于此"在绝大多数情况下"

M1A5

残留

被认为是生物制品的关键质量属性"需要在成

品和原液的放行检测以及中间产品的工艺控制

中重点关注)

"

*

%在生物制品的生产过程中"应

尽量去除
M1A5

"或将其控制在不妨碍产品安

全有效性的范围内%由于
M1A5

种类繁多&性

质各异且分子质量差距较大"在纯化工艺开发

过程中预测其清除效率极具挑战%抗体药物典

型的纯化流程及各阶段产品的
M1A5

水平示于

图
=

%纯化流程通常包括深层过滤&亲和色谱

以及
#

!

*

次正交色谱分离%细胞培养发酵液

!F=

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



中的
M1A5

含量通常在
=)

"

!

=)

C

88

;

水平"

其中大部分在亲和色谱!如蛋白
E

亲和纯化$

阶段被去除至约
=)))

88

;

"其余与药物有相

互作用或与层析柱有非特异结合的部分

M1A5

在后续阴阳离子色谱纯化步骤得到进

一步清除)

C?D

*

%

图
@

!

抗体药物纯化工艺流程对应的
<"%0

水平

E)

F

G@

!

M

83

).,4<"%04/+/4'H7)-

F3

H7)5).,1)(-

3

7(./005(7;(-(.4(-,4,-1)6(')/0

$

;*60

%

对于经纯化后仍残留于生物制品中低至

88

;

级别的
M1A5

)

>

*

"尤其是高风险型
M1A5

的质量控制"如何实现准确的定性和定量分

析"对生物制品的质量控制以及工艺开发尤

为关键%

@

!

生物制品宿主细胞残留的分析方法

和质谱技术的优势

测定生物制药中残留的宿主细胞蛋白的方

法主要包括基于特异性抗体的酶联免疫吸附试

验!

ON@7E

$和免疫印迹法"以及以液相色谱
?

质

谱!

N1?67

$法为代表的非免疫特异性方法)

F?=)

*

%

ON@7E

法因高可及性&高灵敏度及低定量

限一度成为生物制品
M1A5

放行检测及工艺控

制的金标准)

==

*

%双抗夹心法
ON@7E

与竞争性

ON@7E

相比"大大提高了检测的灵敏度和特异

性"是检测
M1A5

最常用的一种
ON@7E

方法)

F

*

%

对于常见的生产用细胞株或菌株"有商品化的

夹心法
ON@7E

试剂盒供选择)

#

*

"在早期研究中

经初步评估后可直接选用相应的试剂盒进行检

测%

ON@7E

法对
M1A5

分析的准确性高度依

赖于所使用抗体的覆盖率"无法被抗体特异性

识别或低亲和力的
M1A5

可能会被漏检或低

估"同时也可能高估高亲和力的
M1A5

含量"导

致结果不准确)

F

*

%因此"在关键临床样本及商

业放行测试前"需评估试剂盒抗体对
M1A

蛋

白组的覆盖率%若覆盖率不足"需开发特异的

自制试剂盒%此外"特异性抗体方法只能定量

分析
M1A5

总量或单个蛋白质"无法全面监测

所有
M1A5

种类及其含量分布%

为弥补
ON@7E

方法的局限性"液相色谱
?

串联质谱!

N1?67

'

67

$逐渐成为一种高通量&

高灵敏度检测
M1A5

残留的方法)

F

*

"通过液相

色谱分离不同类型的
M1A5

和药物"并利用质

谱图与数据库对每种
M1A

进行确认和表

征)

=#?=*

*

%

N1?67

'

67

法非特异性的特点避免了

亲和力歧视问题"使定量结果更准确)

=!

*

%此外"

该方法还能在高丰度单克隆抗体!

;EI

$药物背

景下检测低至
=)

!

)l=

88

;

的残留
M1A5

)

>

"

="?=C

*

%

对于高风险型
M1A5

"通过建立靶向质谱分析

方法可以有效识别并监控其清除情况"促进相

关的风险评估%

质谱法可以在单次实验中鉴定和定量多种

M1A5

"且不存在抗体法对无亲和力或低亲和

力
M1A5

的歧视"可应用于生物制品全生命周

期中
M1A5

的监控)

=D

*

%基于
N1?67

'

67

的

M1A5

检测方法在生物制品生命周期中的应用

示于图
#

%在生物制品研发初期确定生产用细

胞后"即可使用
N1?67

法对下罐料液进行蛋

白质组分析"建立特定的
M1A

库"确认可能残

留于产品中的
M1A5

类型%随着工艺开发"

N1?67

法可评估纯化工序对
M1A5

的清除效

率"并鉴定易在工艺步骤中持续存在的顽固

M1A5

和共洗脱
M1A5

"辅助工艺的优化和锁

定)

#

"

=>

*

%如果在原液或成品中发现可能影响产

品安全有效性的高风险
M1A5

"可应用靶向

N1?67

技术实现定量监测)

=#

*

%

#)#=

年"生物制药新兴最佳实践协会

!

[O[AE

$的
M1A

论坛调研报告显示"有
C#m

生物制药企业使用质谱法进行
M1A5

监测以指

导工艺开发%此外"对于缺乏商品化
ON@7E

试

剂盒的宿主细胞"开发试剂盒需要
=

!

#

年的周

期"而
N1?67

法的开发可在
=

个月内完成"能

够快速应用于残留
M1A5

的检测)

F

*

%

#)#=

年"

"F=

第
#

期
!!

谢力琦等(生物质谱在生物制品宿主细胞蛋白残留分析中的应用



图
B

!

基于
N"#!&

&

!&

的
<"%0

检测方法在生物制品生命周期中的应用

E)

F

GB

!

*

33

4).,1)(-(5N"#!&

&

!&6,0/'<"%0;/,0H7/;/-1;/12('0)-4)5/.

8

.4/;,-,

F

/;/-1(56)(4(

F

).0

美国食品药品监督管理局批准了
E9:3.%I/9

[3%;4Y

公司仅使用
N1?67

法进行
M1A5

质量

控制的申请"该产品所用的细胞株目前尚未有

商品化的
M1A?ON@7E

试剂盒"这标志着
N1?

67

在
M1A5

放行检测中的应用已受到主流药

品监管机构的认可%

#)#*

年
"

月"美国药典发

布了-质谱法测定生物药中残留宿主细胞蛋白.

!征求意见稿$

)

=*

*

"进一步推动和规范了
N1?

67

法在
M1A

分析检测中的应用%

B

!

生物质谱在生物制品宿主细胞残留

分析中的工作流程

M1A5

的
N1?67

'

67

分析通常基于-自下

而上.的蛋白质组学工作流程"包括样品预处理

!可能包含
M1A5

富集或高丰度药物去除步

骤$&酶切&

N1?67

分析和数据处理)

F

*

"其工作

流程示于图
*

%中间产物或成品被特异性蛋白

酶消化后"经反相液相色谱!

ÀN1

$分离并进

入高分辨质谱仪进行肽段及其碎片离子的检

测"通过数据库检索确定对应的
M1A5

序列"使

用峰面积评估其含量%在开发
M1A5

检测方法

前"需要根据目标物以及样品特性设计研究方

案%如"高通量
M1A5

快速监测与低丰度
M1A5

高灵敏度分析采取的流程不同%对于
88

;

级

的
M1A5

"在样品预处理过程中"常增加活性药

物成分!

EA@

$去除或
M1A5

富集步骤"以降低

高丰度
EA@

对低丰度
M1A5

检测的干扰%

BA@

!

样品前处理

根据目标分析物的差异"可以选择多种

M1A

样品制备和前处理策略%理论上"前处理

步骤越简单"越能够无偏地反映样品中
M1A5

的实际情况%

M1A

分析常用的样品前处理方

法列于表
=

"生物制品的
EA@

分子大小&性质&

浓度和配方缓冲液等因素都会影响样品制备和

分离分析方法)

=*

*

%

生物制品制剂处方中的表面活性剂&等渗

调剂和氨基酸等可能影响样品的溶解性&酶

切效率或形成干扰质谱检测的背景信号"可

通过超滤&透析&有机溶剂沉淀等方式去除%

但预处理可能导致一些
M1A5

信息丢失"例

如"具有分子质量截留功能的脱盐柱或超滤

管可能导致低分子质量
M1A5

的移除"需评估

方法的回收率"将方法的优势和劣势控制在

可接受的范围内%

图
C

!

N"#!&

&

!&

法分析宿主细胞蛋白的典型流程

E)

F

GC

!

M

83

).,4?(7K54(?(5N"#!&

&

!&6,0/'<"%0;/,0H7/;/-1

CF=
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表
@

!

生物制品
<"%0

分析常用的样品前处理方法

M,64/@

!

&,;

3

4/

3

7/

3

,7,1)(-;/12('05(7<"%0'/1/.1)(-

方法类型

64:2%Y

:

<8

4

前处理方法

7/;

8

&4

8

-4

8

/-/:3%.

;4:2%Y

M1A

富集原理

M1A4.-392;4.:

;492/.35;

风险

1/\4/:

标准方法 变性还原烷基化后酶切 无 高丰度药物可能影响
M1A5

的监测

高丰度药物去除 亲和纯化去除药物收集流穿液 亲和纯化 可能遗漏与药物有相互作用的"以及与

亲和材料有非特异吸附的
M1A5

超滤法去除高分子质量药物 分子质量截留 可能遗漏高分子质量
M1A5

一维'双向凝胶电泳 通过电荷和分子大小分离

药物和
M1A5

只有高于染色方法检测限度的
M1A5

才能被检出"可能在切胶酶解过程中

遗失部分
M1A5

色谱分离 通过分子大小&电荷和疏水性

分离药物和
M1A5

与药物共流出的
M1A5

难以检出

非变性酶切 加热沉淀移除未充分酶切

的药物

适用于不变性难以酶解药物

!如
;EI

$的
M1A

分析"部分

M1A5

也可能存在酶切不完全的问题

M1A5

富集 抗体富集 抗原抗体结合 可能检测不到抗体不识别的
M1A5

亲和试剂富集!核酸适配体&

蛋白冠等$

每种配体结合适量的特定

蛋白"拉平
EA@

和
M1A5

的含量差异

受限于配体特异性"

M1A5

定量数据

无参考意义

基于酶活的
M1A5

富集 亲和标记对酶活性位点

进行共价修饰

受限于酶活性和亲和标签的特异性

!!

为克服高丰度
EA@

对
M1A5

残留检测的

抑制"增加
M1A5

的检测灵敏度"衍生了深度分

离&纯化富集和非变性酶切等方法)

"

"

=F

*

%如"

R%.4/.,

等)

>

*利用改进的混合粒子技术提高了

N1

系统峰容量和样品分离能力"使残留
M1A5

的检测限达到
=

88

;

%通过多抗&核酸适配体

或蛋白冠等富集技术可以富集
M1A5

"减小

EA@

和
M1A5

的丰度差异"并促进低丰度

M1A5

的检测%本课题组采用蛋白冠磁珠富集

以及离子流动模式质谱"成功识别出
)l)=

88

;

级别的
M1A5

%利用天然状态下以球蛋白构

型存在的抗体药物可以抵御蛋白酶酶切的特

性"研究人员开发了相应的非变性酶切方法"

在非变性条件下消化
M1A5

"使大部分抗体药

物保持完整结构%

T/.

P

等)

=

"

=C

*在高浓度单克

隆抗体背景下直接在非变性条件下进行胰蛋

白酶消化"并通过加热沉淀去除未被消化的

抗体"所建立的非变性酶切法可稳定识别出

含量低至
)l=

88

;

的残留
M1A5

%

BAB

!

酶切

在-自下而上.策略中"胰蛋白酶是
N1?

67

'

67

法分析
M1A5

最常用的蛋白酶"胰蛋

白酶的酶切效率高"且所得肽段
1

末端含有带

正电荷的赖氨酸或精氨酸"有助于电离%当胰

蛋白酶不适合的情况下"可选用糜蛋白酶&天冬

氨酸蛋白酶等%

M1A5

的酶切效率受蛋白质与

酶的比例&

EA@

与残留
M1A5

的浓度比&酶切温

度和
8

M

值以及变性剂浓度的影响%在开发酶

切方法时"可通过评估鉴定肽段的数量以及漏

切和错切肽段的比例来评估酶切的效率%

BAC

!

N"#!&

分析

色谱柱&流动相&分离梯度等参数均会影响

M1A5

的分离效率%在
M1A5

的
N1?67

分析

中"最常用的色谱柱是反相
1=>

柱%为避免

M1A

肽段的离子化抑制"通常会使用具有较高

峰容量的色谱柱%此外"较小的色谱柱内径和

较长的柱长也可以提高
M1A5

的检测灵敏度%

如
T/.

P

等)

=C

*使用
")9;

表面带电杂化的
17M

1=>

色谱柱!

=lD

"

;nD"

"

;n")9;

"

=*)o

$

提高反相肽分离的峰容量和分离度"实现了

)l=

88

; M1A5

的鉴定%为了适配质谱分析"

色谱流动相中通常采用挥发性的离子对试剂

!如甲酸$辅助肽段电离%使用生物惰性液相色

谱可改善酸性肽和碱性肽的非特异性相互作

用"配备柱温箱可提升方法的稳定性%采用正

交的二维液相分析方法也可提升
M1A5

的分离

效率"但受限于串联色谱柱的稳定性不易控制"

该方法较少用于分析实际样品%一般选用具有

DF=

第
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期
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高分辨率和高准确度的质量分析器!如
B-I3?

:-/

8

或
X?ZBV

$分析
M1A5

%此外"内嵌离子

淌度分离功能的质量分析器可进一步分离共流

出的低丰度
M1A5

肽段"促进低丰度
M1A5

的

鉴定%

M1A

分析中常用的数据采集模式示于

图
!

%采用数据依赖的数据采集模式!

RRE

$采

集特定母离子碎片信息"通过精确的高通量深

度测序建立
M1A5

库%所获得的
M1A5

串联质

谱图可为后续筛查产品中特定
M1A5

和高风险

M1A5

的靶向定量分析提供基础)

=

*

%

RRE

模

式下"按照丰度水平每次选择
=

个母离子进行

碎裂"受限于仪器的扫描速度和共流出肽段的

影响"可能会错失某些低丰度
M1A5

的肽段信

息"因此"需谨慎设计动态排除标准"以尽可能提

高低丰度
M1A5

的鉴定)

#)?#=

*

%在非数据依赖采

集模式!

R@E

'

7JEZM

$下"主要应用全景式扫

描模式快速筛查和定量分析残留
M1A5

"使设

定
-

'

3

范围内的所有母离子均被碎裂"相对

RRE

模式可以鉴定更多低丰度蛋白质%

R@E

不存在对扫描时间段内能采集离子数量的限

制"定量准确性和重复性均优于
RRE

"但
R@E

的
67

'

67

为多个母离子碎片的混合图谱"较复

杂"需依赖特定的数据分析软件以及
M1A

谱图

库辅助鉴定)

#)

*

%高风险
M1A5

筛查多依赖多反

应监测!

;,&:3

8

&4-4/9:3%.;%.3:%-3.

P

"

6̀ 6

$等

靶向分析技术%

6`6

仅对选定的母离子和子

离子进行信号记录"可以提升分析的灵敏度和

特异性%对于高风险型
M1A5

"在
6̀ 6

模式下"

可从
RRE

产出的
M1A5

谱图库中筛选合适的肽

段和子离子进行定量分析%

N1?67

'

67

为

M1A5

分析提供了多种解决方案"借助高分辨质

谱数据"可实现从细胞发酵液到原液样品的残留

M1A5

的绝对定量分析%

BAL

!

数据分析与报告

将采集的质谱数据与
Q.3A-%:c[

&

7S35?

5A-%:

&

(1[@

等数据库中的理论蛋白序列进行比

对"鉴定样品中的
M1A5

种类%为获得高可信度

的检索结果"多采用靶向
?

诱饵库!

:/-

P

4:?Y49%

<

$

的检测策略"仅输出假阳性率!

VR̀

$

#

=m

和包

含特征肽段的
M1A5

数据%

M1A5

的定量分析

基于肽段母离子或子离子的峰面积"肽段的离子

化效率&碎裂效率和受基质效应的影响程度都可

能影响定量结果的准确性"通常加入已知含量的

内标蛋白辅助准确定量%在残留
M1A5

的定量

分析中"根据
M1A5

&加入的内标蛋白质和产品

蛋白质的峰面积确定
M1A5

与
EA@

的摩尔比"再

考虑分子质量差异"将数据转换为纳克
M1A

到

毫克
EA@

形式"以百万分之一!

.

P

'

;

P

$的形式表

示
M1A5

的相对含量%

C

!

质谱法在宿主细胞残留质量控制中的

应用挑战

生物质谱在生物制品检测中的应用面临着

挑战)

=*

*

(

=

$质谱仪器和数据处理软件的成本普

遍较高#

#

$需要对数据采集和数据处理的实验

人员进行相关培训#

*

$整个工作流程的每个环

节都需要控制变量数量"以获得可靠&稳定&重

图
L

!

<"%

分析中常用的质谱数据采集模式

E)

F

GL

!

!&',1,,.

O

H)0)1)(-;('/0,

33

4)/')-<"%,-,4

8

0)0
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现性好的结果#

!

$质谱检测时动态范围的限

制#

"

$潜在基质的干扰#

C

$动态药品生产管理

规范!

9K6A

$缺少良好的仪器和软件验证要

求#

D

$质谱仪器采集和数据分析时间较长"检

测通量较低%作为质量控制方法"生物质谱技

术目前仍缺少稳定统一的操作流程)

#*

*

%一般

使用质谱法对
M1A5

进行分析时"需要针对不

同样品&不同用途进行重现性验证"尚未有统一

的标准化规定)

#!

*

%此外"所使用的蛋白质组数

据库需考量在现有转录组信息和算法预测免疫

原性和蛋白质相互作用的前提下进行标准化"

可以通过数学模型生成通用数据库"并基于用

户的质谱数据量化
M1A5

风险值)

=F

*

%虽然基

于
N1?67

'

67

的
M1A5

分析方法存在局限性

和复杂性"但通过细节优化建立系统性的质量

控制方法将有助于保障用药安全)

#*

*

%

L

!

总结与展望

本文讨论了
M1A

质控对分析方法的需

求"简述了基于生物质谱法的宿主细胞残留分

析工作流程"详细阐述了流程中涉及的样品准

备&液相色谱分离&质谱数据采集&质谱数据分

析和报告的方法开发原则和关键方法参数"为

建立稳定统一的操作流程提供实践基础%

目前"在多数情况下"质谱法作为表征方法

与
ON@7E

法共同监测生物制品中的残留
M1A5

"

暂未独立用于残留
M1A5

的质量控制%未来"用

于
M1A5

分析的质谱技术发展方向为(

=

$相关

质谱仪有待提高普及性#

#

$对于数据结果分析"

建立自动化的分析流程#

*

$在整体的工作流程

中"建立更严格的变量把控方法#

!

$质谱检测时

的基质干扰有待优化#

"

$在质量控制和工艺控

制中"建立公认的法律法规与监管标准"共同推

进生物质谱在相关领域的发展%
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B̀[Ò ZV

"
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