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摘要

本应⽤纪要介绍了使⽤LC-MS分析单克隆抗体中宿主细胞蛋⽩(HCP)的两种⼯作流程：HCP发现和HCP监测。HCP

发现⼯作流程如下：使⽤分析级UPLC™对酶解后的蛋⽩质进⾏分离，再使⽤台式Xevo™ G3 QTof系统鉴定NIST 

mAb参⽐物质中低⾄5 ppm的HCP。HCP监测分析在BioAccord™ UPLC-MS系统上进⾏，这是⼀套专为⾮质谱专

家设计，旨在实现⾼性能常规操作的基础平台，同样采⽤合规的waters_connect™软件进⾏数据采集和处理。

优势

HCP发现分析使⽤UPLC-QTof MS，能够检测NIST mAb参⽐物质8671中浓度低⾄百万分之五(5 ppm)的低浓

度HCP

■

HCP监测分析在⾮质谱专家的理想平台上开发，能够在将蛋⽩质酶解物标准品加标⾄NIST mAb酶解物的分析

中达到相同的检测限(5 ppm)

■

HCP发现和HCP监测⼯作流程均采⽤ACQUITY™ Premier UPLC系统和Premier CSH™⾊谱柱填料进⾏分析级

分离，提⾼了肽分析的整体稳定性

■
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简介

宿主细胞蛋⽩(HCP)是⽣物治疗药物⽣产过程中从表达系统产⽣的内源性⼯艺相关杂质。这些杂质即使只有痕量⽔

平(0.1‒100 ppm)，也可能对患者产⽣不良的免疫原性反应，或者降低治疗药物的安全性、疗效或稳定性。

基于上述原因，监管机构要求制造商必须在产品纯化过程中展⽰对HCP杂质的清除和控制能⼒，证明他们充分了

解纯化⼯艺，确保HCP的含量保持在临床研究可接受的低⽔平。这就需要能够鉴定HCP的分析⽅法，以及能够定

量分析单个和/或聚集体HCP的测定⽅法。在早期开发阶段，HCP发现分析使⽤⾼性能质谱系统，例如Waters™ 

Cyclic™ IMS和SYNAPT™ HDMS系统，采⽤复杂的类蛋⽩质组学⼯作流程，并且要求操作⼈员具备丰富的LC-MS

专业知识。随着药物开发⼯作不断进展，逐渐需要更简单、更常规的免疫学分析和LC-MS分析⼯作流程来帮助分

⼦完成⼯艺开发再进⼊商业化⽣产。 

在⽣物制药⾏业，HCP总浓度的测定历来依赖于ELISA分析。但近年来，采⽤质谱法进⾏HCP分析已成为⼀种强⼤

的替代⽅法，能够覆盖更⼴泛的（蛋⽩质组范围的）HCP范围，并能够通过测定单个HCP的浓度进⼀步降低⻛险1-

11。

研究⼈员使⽤多种样品富集⽅案对NIST mAb参⽐物质8671中的HCP组成进⾏了全⾯研究5-8。 本研究采⽤了礼来

公司最初推出的mAb去除⽅案，NIST mAb HCP的酶解则使⽤沃特世公司的新型重组胰蛋⽩酶 - RapiZyme5,12。

本应⽤纪要重点介绍将分析级UPLC分离与QTof或Tof MS联⽤进⾏常规HCP分析时的⽅法优化操作。本⽂介绍两

个⼯作流程：1)使⽤NIST mAb参⽐物质发现（⽀持鉴定）以及随后定量分析未知HCP；2)向NIST mAb RM酶解物

中添加已知浓度的蛋⽩质酶解物标准品作为样品背景，监测已知HCP。

第⼀个⼯作流程是通过延⻓肽分离的梯度（90分钟），在MSE模式(DIA)下进⾏HCP发现分析。使⽤蛋⽩质组学数

据分析软件Progenesis QI (QIP) 4.2处理数据后，通过蛋⽩质组范围的数据库搜索来鉴定HCP。MSE结果可以被汇

编到谱库中，包括鉴定出的肽⺟离⼦、观察到的电荷态和顶点保留时间。研究中还使⽤了⼀款常⽤的第三⽅蛋⽩

质组学软件Byonic (Protein Metrics)来处理HCP发现分析的数据，证明数据兼容性好，不同供应商的软件均可兼

容。此外，这也有助于独⽴验证Progenesis QIP的HCP分配结果。

第⼆个⼯作流程更为典型，适⽤于靶向监测在各个纯化阶段收集的mAb样品中的已知HCP。我们在体积⼩巧、简

便易⽤的BioAccord UPLC系统上，采⽤MSE数据采集开发出⼀种更⾼通量的HCP监测分析⽅法，30 min完成肽分

离。使⽤waters_connect中专为靶向分析物监测⽽设计的精确质量数筛查⼯作流程进⾏数据处理。HCP监测的处

理⽅法内置于合规软件waters_connect中，⽀持对⽣物制药纯化过程中使⽤不同纯化⽅案得到的多个样品（10-

50个）定量分析和监测其中所有鉴定出的HCP。在本应⽤纪要中，我们应⽤上述HCP⼯作流程来鉴定和监测NIST

单克隆抗体中的HCP和加标的MIX-5蛋⽩质酶解物标准品。
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实验

样品前处理

使⽤⼩⿏细胞培养物⽣产的⾼纯度mAb（NIST mAb候选参⽐物质LRM 8671，浓度10 mg/mL）购⾃Millipore 

Sigma（美国密苏⾥州圣路易斯）。本研究中采⽤的NIST mAb酶解⽅案对之前发布的酶解⽅案进⾏了改良，旨在

利⽤蛋⽩沉淀去除⾼丰度mAb物质5。 在⼀⽀500 μL Protein LoBind Eppendorf试管（货号022431064）中，将

200 μL NIST mAb与20 μL 1 M Tris HCl缓冲液（含有1 M CaCl2）和10 μL 4 µM RapiZyme胰蛋⽩酶（沃特世

P/N：186010107 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186010107-

rapizyme-tryspin-ms-grade1-pk-with-buffer.html> ）混合，在37 °C下酶解过夜（约16 h）。如前所述，该酶

解⽅案规避了mAb变性、还原和烷基化步骤，这样做的⽬的是优先酶解HCP，保护更稳定的NIST mAb，使其保持

天然（⾮变性）构象5。 将经过16 h酶解过程后未酶解的mAb通过加热并⽤4 mM DTT还原（90 °C，15分钟）的

⽅式使之变性，从⽽产⽣沉淀。将样品在12000 g下离⼼5分钟，回收上清液（约200 μL酶解物）并⽤1 μL甲酸(

Millipore Sigma)酸化。

HCP发现分析在Xevo G3 QTof上以LC-MSE模式进⾏，使⽤了四种蛋⽩质酶解物标准品（MIX-4：ADH - 酵⺟⼄醇

脱氢酶、BSA - ⽜⾎清⽩蛋⽩、ENL - 酵⺟烯醇酶、PHO - 兔磷酸化酶b），在酶解后加⼊NIST mAb酶解物中。

HCP监测分析在BioAccord LC-MS系统上以LC-MSE模式进⾏，使⽤了五种蛋⽩质酶解物（MIX-5：ADH、BSA、

ENL、PHO和CLP-B - 伴侣蛋⽩⼤肠杆菌酶解物），在酶解后以不同浓度⽔平加⼊NIST mAb中（⻅图6插图）。

LC-MS级⼄腈(ACN)购⾃Thermo Fisher Scientific（美国⻢萨诸塞州沃尔瑟姆）。LC-MS级⽔和甲醇购⾃

Honeywell（美国北卡罗来纳州夏洛特）。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC Premier BSM

⾊谱柱： ACQUITY Premier CSH 2.1 x 150 mm，装填1.7 µ

m CSH C18颗粒（P/N：186009462）

柱温： 60 °C

流速： 200 µL/min
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流动相： 溶剂A：LC-MS级⽔，含0.1%甲酸

溶剂B：LC-MS级⼄腈(ACN)，含0.1%甲酸

进样体积： 50 μL（HCP发现分析）；20 μL（HCP监测分析）

固定定量环进样，使⽤100 μL进样定量环

清洗溶剂： 灌注溶剂：50%甲醇

样品管理器清洗溶剂：50%甲醇

质谱条件（HCP发现分析）：

质谱系统： Xevo G3 QTof质谱仪

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 2.8 kV

锥孔电压： 25 V

离⼦源补偿： 60 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 450 °C

锥孔⽓流速： 50 L/h

脱溶剂⽓流速： 500 L/h

TOF质量范围： 400‒2000（MSE采集）
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采集速率： 0.5 s

低能量CE： 6 V

⾼能量CE梯度： 15〜45 V

数据采集软件： UNIFI™ 3.0.0.21

数据处理软件： 蛋⽩质组学数据分析软件

Progenesis QI v 4.2

Protein Metrics Byonic v 

5.2.31

质谱条件（HCP监测分析）

质谱系统： BioAccord LC-MS系统

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 1.5 kV

锥孔电压： 40 V

离⼦源补偿： 30 V

离⼦源温度： 120 oC

脱溶剂⽓温度： 450 oC

TOF质量范围： 50‒2000（MSE采集）
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采集速率： 0.5 s

低能量CV： 40 V

⾼能量CV梯度： 60〜80 V

数据采集软件： UNIFI 2.1.2.4

数据处理软件： UNIFI 2.1.2.4

梯度表：HCP监测分析

HCP发现分析(A)和HCP监测分析(B)所⽤的梯度条件。

结果与讨论

HCP发现⼯作流程

本应⽤纪要针对HCP的LC-MS分析提出了两个独⽴的⼯作流程。HCP分析的⾸要任务之⼀是鉴定，因为每种⽣物

制药蛋⽩质的HCP组成应该是唯⼀的，这与纯化所⽤的纯化⽅案有关。
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如图1中的流程图所⽰，HCP发现分析负责鉴定每种（之前未知的）HCP污染物。只有LC-MS分析可以提供这种特

定信息，⽽亲和免疫法(ELISA)⽆法鉴定单个⼯艺相关污染物。此外，HCP发现分析还可提供每种HCP的定量信息

。只要鉴定出低⾄指定阈值（通常表达为相对于丰度相当⾼的⽣物治疗性蛋⽩质的⽔平，例如10 ppm⽔平）的所

有HCP，就可以追踪通过不同细胞培养条件或纯化⽅案⽣产的多个⽣物制药样品中的HCP。

既往的研究中已经表征了市售NIST mAb（参⽐物质8671）中包含的HCP杂质，其中丰度最⾼的蛋⽩质是果糖⼆

磷酸醛缩酶A，浓度范围为200〜300 ppm1,2,5‒9。 图2显⽰了在HCP发现分析的实验条件（90 min梯度，上样量

⼤，约50 µg）下记录的NIST mAb酶解物分离的基峰⾊谱图。除了较⾼丰度的醛缩酶外，这种⼀维的UPLC-MSE

分析还能够鉴定六种低丰度HCP，浓度范围为40 ppm-（低⾄）5 ppm。 

图3显⽰了两种肽⺟离⼦的提取质量⾊谱图，其中⼀种来⾃β-2-微球蛋⽩，实测浓度为13 ppm；另⼀种来⾃低亲

和⼒IgG γ Fc受体蛋⽩质，实测浓度为19 ppm。Premier CSH⾊谱柱经过专⻔设计，在⾊谱柱过载的条件下仍可

保持良好的⾊谱分离度，即使mAb酶解物的柱上载样量较⾼(50 µg)，也能为所有低丰度HCP肽提供对称峰形

（10%峰⾼处的峰宽约20 s）。 
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图3.使⽤HCP发现分析在NIST mAb酶解物中鉴定出的两种低丰度HCP肽的提取质量⾊谱图：(A)来⾃低亲和⼒IgG 

γ Fc受体蛋⽩质的肽段SQVQASYTFK（⺟离⼦579.79，+2）；(B)来⾃β-2-微球蛋⽩的肽段TPQIQVYSR（⺟离⼦

546.30，+2）。根据表I中的数据，在NIST mAb中鉴定出的这两种HCP的浓度分别为19 ppm（低亲和⼒IgG）和

13 ppm（β-2-微球蛋⽩）。

将NIST mAb酶解物重复分析三次，使⽤两个不同的软件平台：Progenesis QIP和Byonic (Protein Metrics)，⽐

对⼩⿏蛋⽩质组数据库（16,644个蛋⽩质条⽬）搜索每个数据集。图4显⽰了分析⼀次酶解重复样所获得的

Progenesis QIP结果截图。同⼀进样中由Byonic软件鉴定出的相同蛋⽩质⽤星号(*)突出显⽰。这两个搜索引擎使

⽤截然不同的蛋⽩质鉴定算法，但得到的HCP鉴定结果⾮常⼀致，均在NIST mAb中鉴定出7种低丰度HCP（表

I）。 
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图4.Progenesis QIP结果，图中显⽰了在Xevo G3仪器上执⾏HCP发现分析在NIST mAb中鉴定出的HCP。由PMI 

Byonic软件鉴定出的相同HCP⽤星号(*)突出显⽰。

利⽤“Hi3”⽅法定量分析NIST mAb中的HCP以及MIX-4加标蛋⽩质13。 “Hi3”蛋⽩质定量分析⽅法的原理是找

出每种蛋⽩质中在ESI-MS电离后产⽣最佳MS1响应的前三种肽段。然后将这三种电离性最⾼的肽的ESI-MS响应相

加，并与已知浓度的加标蛋⽩质（本例中为加标42 ppm的PHO蛋⽩质）的响应进⾏⽐较（表I），来计算在NIST 

mAb中检出的所有HCP的浓度。

表I显⽰了三个重复样的其中两个使⽤Progenesis和Byonic鉴定出的HCP完整列表。总共在NIST mAb中鉴定并定

量了七种HCP。腺苷酸激酶2的最低测定浓度为4 ppm，表明⼀维的HCP发现分析能够以⼀致的⽅式鉴定低ppm范

围内（低⾄约5 ppm）的未知HCP。
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表I. 在Xevo G3仪器上执⾏HCP发现分析在NIST mAb中鉴定并定量的HCP。三次重复进样中⾄少两次鉴定出七种

HCP和两种加标蛋⽩质（ADH和PHO）。分析的检测限为5 ppm。

HCP监测⼯作流程

如图1中的单独流程图所⽰，HCP监测分析在合规条件下运⾏，能够以更⾼通量从⼤量样品（20-50个）中检测多

种HCP肽。

根据图1的流程图，HCP发现分析的结果可⽤于编制HCP肽数据库，内容包含肽序列、⺟离⼦m/z和电荷态以及保

留时间。HCP监测分析⽤于靶向监测各种mAb⽣产⽅案中的部分HCP肽。MIX-5加标肽的HCP监测数据集模拟了包

含各种⽔平HCP衍⽣肽的数据集，⽤于开发监测分析⽅法。

为模拟HCP监测实验，我们将四种蛋⽩质酶解物（ADH、BSA、ENL和PHO）以四种不同的浓度⽔平加⼊四种

NIST mAb酶解物中，同时在四个样品中都加⼊⼀种恒定浓度⽔平(120 ppm)的蛋⽩质酶解物(CLP-B)。本研究通

过监测⼏种浓度已知的加标蛋⽩质酶解物来模拟mAb纯化所得到的典型样品，这些样品采⽤各种纯化⽅案，得到

的HCP浓度各不相同。

在BioAccord LC-MS系统上，使⽤30 min梯度，以MSE模式采集LC-MS数据。然后使⽤waters_connect中的

UNIFI应⽤程序精确质量数筛查⼯作流程处理MIX-5加标NIST mAb酶解物数据集，其中包含25次运⾏（每个样品

5个重复样）的结果。waters_connect平台上的数据采集和处理可在GMP实验室环境中常规完成，满⾜所有⾏业

要求11,12。

在数据处理⽅法的“组分表”中⾃动导⼊了43个在ESI-MS中响应最佳的肽段的列表，其中包括来⾃每种蛋⽩质（

ADH、BSA、ENL和PHO）的10个肽段，以及来⾃CLP-B蛋⽩质酶解物标准品的3个肽段，这些肽段被指定⽤于靶

向定量分析。该列表仅包含每种肽丰度最⾼的⺟离⼦电荷态。⽣成所有43种加标肽的提取质量⾊谱图，并对相应
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的⾊谱峰⾃动积分，按峰⾯积排序。选择每种蛋⽩质中丰度最⾼的肽段（基于峰⾯积计数）进⾏Hi3蛋⽩质定量分

析13。 根据以恒定浓度⽔平(120 ppm)加标的CLP-B蛋⽩质酶解物测定所有样品中四种加标蛋⽩质（ADH、BSA、

ENL和PHO）的浓度。

在所有加标样品中，四种加标蛋⽩质全都可以轻松追踪到相应的最低加标浓度，如图5中的A-E图所⽰。图中显⽰

了每种加标蛋⽩质的趋势图，每种蛋⽩质监测⼀种肽段：来⾃ADH的肽段VVGLSTLPEIYEK（⺟离⼦

724.41，+2，图5A）；来⾃BSA的肽段LVNELTEFAK（⺟离⼦582.32，+2，图5B）；来⾃CLP B的肽段

LPQVEGTGGDVQPSQDLVR（⺟离⼦665.68，+3，图5C）；来⾃ENL的肽段TAGIQIVADDLTVTNPK（⺟离⼦

585.99，+3，图5D）和来⾃PHO的肽段VAAAFPGDVDR（⺟离⼦559.29，+2，图5E）。显然，HCP监测分析能

够检出NIST mAb酶解物中的所有加标蛋⽩质，对于ADH，其达到的检测限与HCP发现分析⼀致(5 ppm)（参⻅图

5A）。
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图5.HCP监测分析的肽⽔平结果。将四种蛋⽩质标准品（ADH、BSA、ENL和PHO）以四种不同的浓度⽔平加⼊四
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种NIST mAb酶解物中，同时在四个样品中都加⼊⼀种恒定浓度⽔平的蛋⽩质酶解物(CLP-B)。图A-E展⽰了每种加

标蛋⽩质中⼀种肽段的汇总图：(A)来⾃ADH的VVGLSTLPEIYEK（724.41，+2）；(B)来⾃BSA的LVNELTEFAK

（582.32，+2）；

图5.(E)来⾃PHO的VAAAFPGDVDR（559.29，+2）。

结论

我们为HCP分析开发了两种分析级LC-MS⼯作流程：1)HCP发现⼯作流程，⽤于在开发过程中鉴定和定量未知■
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HCP；2)HCP监测⼯作流程，通常在GMP环境中定量已知HCP，⽤于⽀持⽣物治疗药物的⽣产和质量分析。

HCP发现分析利⽤Xevo G3 QTof仪器进⾏⾮数据依赖性LC-MSE采集，从NIST mAb参⽐物质中鉴定并定量了

两种加标参⽐蛋⽩质以及7种内源性HCP，LLOQ为5 ppm。

■

HCP监测分析使⽤BioAccord LC-MS系统和waters_connect的精确质量数筛查⼯作流程，定量分析了NIST 

mAb酶解物样品中的四种加标蛋⽩质(MIX-4)，LLOQ同样为5 ppm。

■

两种分析均在合规的信息学平台上进⾏，因此可以在受监管的环境（例如QC或⽣产环境）或重视内部数据可靠

性的环境中使⽤。

■

本⽂所述的两个⼯作流程均采⽤耐⽤的2.1 mm内径分析级分离，避免了纳升级LC与HRMS联⽤⼯作流程在重

现性和稳定性⽅⾯的问题。

■
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BioAccord LC-MS系统 <https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-spectrometry/mass-

spectrometry-systems/bioaccord-lc-ms-system.html>

Xevo G3 QTof <https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-spectrometry/mass-

spectrometry-systems/xevo-g3-qtof.html>

waters_connect软件解决⽅案 <https://www.waters.com/nextgen/global/products/informatics-and-
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https://www.waters.com/nextgen/cn/en/library/application-notes/2023/versatile-and-rapid-digestion-protocols-for-biopharmaceutical-characterization-using-rapizyme-trypsin.html
https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-spectrometry/mass-spectrometry-systems/bioaccord-lc-ms-system.html
https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-spectrometry/mass-spectrometry-systems/xevo-g3-qtof.html
https://www.waters.com/nextgen/global/products/informatics-and-software/waters_connect.html


software/waters_connect.html>

蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI <https://www.waters.com/nextgen/global/products/informatics-

and-software/mass-spectrometry-software/progenesis-qi-software/progenesis-qi-for-proteomics.html>
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