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治疗性单克隆抗体修饰变异体的液质联用分析技术进展

叶沛均ꎬ左成意ꎬ刘振虎ꎬ廖玉玲ꎬ江正瑾ꎬ王启钦∗

(暨南大学 药学院 药物分析研究中心ꎬ广东 广州　 ５１１４３６)

摘要:治疗性单克隆抗体(ｍＡｂｓ)因具有靶向性高、药效作用强等优点而广泛应用于恶性肿瘤和自身免疫性疾病的高效

治疗ꎬ成为全球新药研发热点ꎮ 由于抗体药物自身结构复杂ꎬ尤其在生产、储存等过程甚至在病人体内易出现各种修饰

变化ꎬ如氧化、脱酰胺化、糖基化等ꎬ这些修饰不仅会增加 ｍＡｂｓ 的异质性ꎬ还会影响其稳定性和生物活性ꎬ因此监测 ｍＡｂｓ
体内外修饰变化情况ꎬ对于药物研发、生产及体内命运动态变化分析意义重大ꎮ 液质联用技术(ＬＣ￣ＭＳ)通过将液相色谱

分离和质谱检测相结合已成为抗体质量研究和临床监测的重要分析手段ꎬ而 ｍＡｂｓ 体内分析的生物样本前处理面临着

基质干扰严重以及血药浓度低等分析挑战ꎮ 系统总结了抗体修饰变异体分析技术涉及的样本前处理过程和 ＬＣ￣ＭＳ 技

术的应用进展ꎮ
关键词:单克隆抗体ꎻ修饰变异体分析ꎻ样品前处理ꎻ基于质谱的蛋白质组学策略ꎻ液质联用技术
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修饰变异体的液质联用分析技术进展[ Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ
４６(１２):１￣１２ꎮ

　 　 治疗性单克隆抗体(ｍＡｂｓ)是由单一 Ｂ 细胞

克隆产生的具有高度均一性且仅针对如人表皮生

长因子受体 ２(ＨＥＲ２)、Ｂ 淋巴细胞抗原(ＣＤ１９ 或

ＣＤ２０)、血管内皮生长因子受体(ＶＥＧＦＲ)等某一

特定抗原表位的蛋白药物ꎬ具有高特异性、高靶向

性等特点[１]ꎮ 抗体药物已成为全球重大疾病治

疗药物研究热点[２￣４]ꎬ从早期的鼠源单抗发展到全

人源单抗ꎬ许多产品被批准用于治疗癌症、自身免

疫性疾病等[５￣９]ꎬ其中商业化发展比较成熟的有阿

达木单抗、英夫利昔单抗、利妥昔单抗、曲妥珠单

抗等[１０]ꎮ 治疗性抗体药物具有广阔的市场前景ꎬ
截至 １１ 月 １７ 号ꎬ２０２３ 年共有 １６ 个新的抗体产品
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获得首次批准上市ꎬ未来获批数量将呈快速增加

趋势[１１ꎬ１２]ꎻ许多基于 ｍＡｂ 的衍生化产品ꎬ如抗体

偶联药物、双特异性抗体、Ｆｃ 融合蛋白等发展极

其迅速ꎬ全球抗体药物市场价值在 ２０２５ 年预计将

达到 ３ ０００ 亿美元[３]ꎮ
抗体药物翻译后修饰(ＰＴＭｓ)或体内化学修

饰可能将诱导产生一级结构、电荷、大小变异体

等ꎬ如果修饰发生在互补决定区(ＣＤＲ)关键位点

处ꎬ将可能影响“抗原￣抗体”结合能力诱发免疫识

别缺陷ꎬ降低药效ꎬ亦或改变原来的药代动力学特

征ꎬ增加患者治疗的不良效果ꎮ 因此监测体内外

ｍＡｂ 的修饰变化ꎬ不仅利于抗体药物研发早期各

个阶段对 ＰＴＭｓ 的表征和风险评估ꎬ确保产品的

批次一致性和有效性ꎬ而且利于了解抗体药物体

内命运动态以及在不同患者体内发生修饰程度的

差异化结果ꎬ为新药开发提供重要参考ꎮ 然而抗

体体内分析所用的样本往往来自复杂的血清样

本ꎬ存在血药浓度低和同源性人免疫球蛋白 Ｇ
(ｈＩｇＧ)以及其他杂蛋白干扰严重的分析难点ꎬ传
统抗体生产纯化工艺采用的富集方法应用局限于

简单样本体系以及无法解决 ｈＩｇＧ 非特异性干扰

的难题ꎬ因此不适用于临床样本分析ꎮ 近年来一

系列能够实现抗体高效、精准捕获的前处理技术

如新型分子识别材料的开发等迅速发展ꎬ以满足

抗体药物体内分析的迫切需求ꎮ 本文聚焦于免疫

亲和￣ＬＣ￣ＭＳ 技术在抗体药物修饰分析中的应用

进展ꎬ主要从样本前处理和 ＬＣ￣ＭＳ 两个方面系统

介绍相关技术的发展情况ꎮ

１　 抗体结构与性质

治疗性 ｍＡｂｓ 分子量约 １５０ ｋＤａꎬ目前临床上

大多数抗体药物是 ＩｇＧ１ 型抗体[１３]ꎮ ＩｇＧ１ 主要由

两条分子量约为 ５０ ｋＤａ 的相同重链、两条分子量

约为 ２５ ｋＤａ 的相同轻链以及铰链区 ３ 部分组成

具有特定空间结构的四肽链结构[１４]ꎬ其中轻重链

通过一对链间二硫键相连ꎬ两条重链之间通过含

有两对链间二硫键的铰链区连接ꎮ 根据氨基酸序

列的变异程度可将单抗的轻重链划分为独特的可

变区(Ｖ 区)和保守的恒定区(Ｃ 区)两种结构域ꎬ
分别对应可变轻链 ＶＬ、恒定轻链 ＣＬ 和可变重链

ＶＨ、恒定重链 ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３(图 １)ꎮ 从 ＩｇＧｓ 生理

功能的角度解释其结构ꎬＹ 字形抗体两臂的一端

是由完整轻链和重链的 Ｖ 区、ＣＨ１ 区构成的抗原

识别片段(Ｆａｂ 段)ꎬ其中靠近 Ｎ 端轻重链的 ２ 个

可变区中含有 ３ 段高度变化的氨基酸序列ꎬ该区

域被称为互补决定区(ＣＤＲ)ꎬ负责调节与抗原表

位的相互作用和决定结合亲和力大小ꎻ靠近 Ｃ 端

两条重链的 Ｆｃ 区相当于 ＩｇＧ 恒定区的 ＣＨ２、ＣＨ３
区域ꎬ是效应细胞和补体的结合位点ꎬ能够发挥一

系列免疫效应ꎬ如抗体依赖细胞介导的细胞毒性

作用 (ＡＤＣＣ)、抗体依赖细胞介导的吞噬作用

(ＡＤＣＰ)和补体依赖的细胞毒性作用(ＣＤＣ) [１５]ꎻ
２ 个 Ｆａｂ 段通过富含弹性和柔性的铰链区与 ２ 个

Ｆｃ 段相连ꎬ二者结合具有靶向治疗和增强肿瘤杀

伤整体的协同作用ꎬ同时有研究证明通过将 Ｆａｂ
段或 Ｆｃ 段进行工程化改造能够合理改善其在体

内的性质与疗效[１６]ꎮ

图 １　 ＩｇＧ１ 的结构

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩｇＧ１

单克隆抗体受合成工艺和各种理化条件如

ｐＨ、温度、光照等[１７] 的影响ꎬ使得其在生产储存

过程中容易诱发各种修饰ꎬ加速降解ꎮ 常见的修

饰变异体有糖基化、糖化、氧化、脱酰胺化、异构

化、Ｎ 端谷氨酰胺或谷氨酸环化、Ｃ 端赖氨酸剪

切、二硫键的形成[１８ꎬ１９] 等类型(图 ２)ꎮ 由此产生

的多种糖型、电荷、一级序列变异体造成抗体的不

均一性和免疫原性ꎬ引起生物活性下降ꎬ这些修饰

在药物开发的过程中常常被认为是检测的关键质

量属性之一[２０]ꎮ 此外ꎬ这些修饰在体内的动态追

踪也是单抗生物转化研究的重要内容ꎬ抗体给药

以后各类修饰可能在体内加速产生ꎬ甚至这些变

化将对其稳定性、安全性以及药代动力学特

征[２１￣２３] 产生不可忽视的影响ꎮ 研究表明单抗

ＣＤＲ 区天冬酰胺脱酰胺化和异构化因为破坏

ＣＤＲ 区的局部结构ꎬ产生变构效应使 Ｆａｂ 段结合

抗原的效价降低[２４]ꎻ糖基化的聚糖类型会影响蛋

白的血浆清除效率ꎬ如连接高甘露糖糖链的抗体

相比其他糖型在体内被清除得更快[２５]ꎻ甲硫氨酸

或色氨酸氧化导致抗体高级结构的改变可能会引

２
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入聚集体ꎬ带来免疫原性风险[２６]ꎻ可变结构域表

面的电荷分布与 ＦｃＲｎ 受体的结合有关ꎬ影响抗

体的组织清除率和半衰期[２７]ꎮ 抗体药物体内外

修饰分析研究关注一级结构氨基酸序列不同位

点ꎬ尤其是 ＣＤＲ 区发生的修饰类型和变异程度ꎬ
分析具体位点对修饰的易感性[２８ꎬ２９]ꎬ通过发现一

些潜在的化学降解位点ꎬ有利于更好地评估各类

修饰带来的质量风险以及监测其在体内的生物转

化情况ꎮ 然而这些修饰变异体往往丰度低、不稳

定ꎬ容易受样品前处理和质谱离子化过程的影响ꎬ
其修饰状态的表征和量化仍存在一定的挑战[３０]ꎮ

图 ２　 ＩｇＧ１ 的常见修饰变异体

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｍｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｖａｒｉａｎｔｓ ｏｆ ＩｇＧ１

２　 样品前处理技术

样品前处理是 ｍＡｂｓ 生物分析过程中一个繁

琐、耗时的步骤ꎬ如何从复杂样本中实现有效富

集、减少基质效应、提高分析灵敏度是前处理的关

键和 ＬＣ￣ＭＳ 有效分析的前提ꎮ 将 ｍＡｂｓ 切割成亚

基或肽段是常规质谱检测兼容性较好的形式ꎬ选
择合适的酶切策略有利于增加蛋白序列覆盖度和

目标肽段质谱响应ꎮ 也有相关研究尝试设计将富

集纯化、酶切、除盐等步骤集成化的平台以简化处

理操作ꎬ体现快速、高效的优点[３１]ꎬ或者实现在线

前处理与质谱检测的结合[３２]ꎮ 缩短样品制备时

间ꎬ前处理的高通量和自动化对于维持单抗药物

的同质性、减少人为引入的修饰变异体是非常有

意义的ꎮ
２􀆰 １ 　 富集纯化技术

传统单抗生产纯化工艺如过滤法、蛋白沉淀

法、离子交换层析法等利用蛋白质共有的物化特

性实现简单的初步分离ꎬ其富集纯化往往不具有

选择性ꎮ 然而抗体药物体内分析的临床样本往往

来自人体血清ꎬ面临血清复杂基质中内源性成分

非特异性干扰的挑战ꎬ血清蛋白种类丰富ꎬ其中白

蛋白和免疫球蛋白约占蛋白总重量的 ７５％[３３]ꎬ因
此如何开发高效精准识别的富集纯化方法对后续

ｍＡｂｓ 体内准确的修饰分析至关重要ꎮ 目前 ＰＴＭｓ
富集方法主要是基于电荷性质、抗体识别、酶学等

原理在蛋白完整或者肽段水平实现(图 ３) [３４]ꎬ本
文主要总结基于完整水平下抗体识别的亲和纯化

富集方法ꎬ与传统纯化相比ꎬ亲和纯化法因高选择

性和高亲和活性已逐渐成为 ｍＡｂｓ 生物样本前处

理的新关注点ꎮ

图 ３　 修饰变异体的富集策略[３４]

Ｆｉｇ.３　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｖａｒｉａｎｔｓ[３４]

亲和纯化法是利用模拟生物学中蛋白与配体

关键区域之间相互作用的识别元件实现可逆、特
异性结合目标物ꎬ通过改变离子强度、ｐＨ 等优化

淋洗条件去除杂质干扰ꎬ然后在合适的洗脱条件

下富集目标物[３５ꎬ３６]ꎮ 传统的 ＩｇＧ Ｆｃ 亲和配体如

金黄色葡萄球菌的蛋白 Ａ 或 Ｇ 型链球菌的蛋白

Ｇ 虽然能够结合 ＩｇＧ 的 Ｆｃ 片段ꎬ但是与宿主细胞

蛋白之间也存在非特异性吸附ꎬ使用过程中容易

出现蛋白泄漏、稳定性较差、可重复利用性低等缺

点[３７￣４０]ꎬ因此后续也发展了其他各种 ＩｇＧ 免疫亲

和代替性配体克服以上不足[４１]ꎮ 但是 ｍＡｂｓ 的

临床样本分析面临的基质干扰主要来自于内源性

抗体 ＩｇＧꎬ这要求富集纯化方法需要兼具特异性

和高效性ꎬ目前抗体药物体内分析多采用抗独特

性抗体结合 ＥＬＩＳＡ 法ꎬ然而这类方法存在开发周

期长、难度大、成本高等缺点ꎮ 随着材料化学、噬
菌体展示等技术的发展ꎬ通过筛选合成或设计得

到的有抗体表面结合区域的替代性结合蛋白、适

３



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 １２ 期

配体、表位模拟肽[４２￣４４] 等新型仿生亲和配体作为

特异性分子识别元件时ꎬ能够减少序列同源性很

高的 ＩｇＧ 非特异性干扰ꎬ高效精准捕获复杂血清

样本的目标单抗ꎮ 除此之外ꎬ固定亲和配体的载

体在整个富集体系中的稳定性、配体接枝密度以

及非特异性吸附情况等也会影响着纯化效果ꎬ为
克服这些问题逐渐发展出了纳米材料[４５]、亲和整

体材料[４６]、功能化膜[４７] 等多样化的固定相形式

(图 ４) [４８]ꎮ Ｙａｎｇ 等[４９] 将组氨酸标签标记的

ＣＤ２０ 表位模拟肽通过金属离子 Ｎｉ２＋螯合固定在

比表面积大、分离速度快的微米级磁性复合材料

表面ꎬ该仿生复合材料能够应用于临床非霍金淋

巴瘤患者血清样本中利妥昔单抗的有效富集和脱

酰胺、氧化修饰的生物转化分析ꎻ Ｌｕ 等[４４] 将

ＨＥＲ２ 表位模拟肽固定在整体柱材料上ꎬ对实际

患者血清中的曲妥珠实现了有效富集ꎬ结合胰蛋

白酶消化和 ＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ 技术构建了一个全新的

生物分析平台ꎬ监测到曲妥珠单抗在患者体内发

生修饰程度的差异化结果ꎻＬｅｉ 等[５０] 开发了一种

双配体固定的多表位识别复合纳米材料来靶向抗

体药物的不同关键区域ꎬ实现了超高的配体接枝

密度和高度的特异性ꎬ能够对血清中的 ＡＤＣ 药物

实现精准富集ꎬ通过结合 ＲＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ 技术ꎬ
实现了血清中 ＡＤＣ 药物的动态监测变化ꎻＨｅ
等[５１]提出了一种“多价识别”策略ꎬ采用 ＣＤ２０ 表

位模拟肽衍生物作为靶标抗体识别的超分子纳米

纤维ꎬ成功追踪了利妥昔单抗在人血清中孵育 ２１
ｄ 后重链第 ５５ 号位天冬酰胺的脱酰胺变化ꎮ

图 ４　 单克隆抗体亲和纯化的新兴方法[４８]

Ｆｉｇ.４　 Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｍＡｂ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ[４８]

２􀆰 ２ 　 酶切策略

酶切是指大分子单抗的消化过程ꎬ目的是通

过特异性的酶如免疫球蛋白 Ｇ 降解酶(ＩｄｅＳ)、木

瓜蛋白酶(ｐａｐａｉｎ)、胰蛋白酶( ｔｒｙｐｓｉｎ)、赖氨酸 Ｃ
端内切酶(Ｌｙｓ￣Ｃ)、糜蛋白酶( ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ)等在

相应的氨基酸位点上切成亚基或肽段混合物

(图 ５[５２]和表 １)ꎮ 酶切策略常与自中而上 /下
(ｍｉｄｄｌｅ￣ｕｐ / ｄｏｗｎ)和自下而上(ｂｏｔｔｏｍ￣ｕｐ)这两种

蛋白质组学的质谱分析策略相对应ꎬ与不酶切的

自上而下分析(Ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ)相比ꎬ酶切后分子量减

小的亚基片段或者肽段更有利于在质谱中的电

离ꎬ而且对于监测特定结构域或者肽段具体位点

的翻译后修饰具有重要意义ꎬ缺点是酶切之后无

法获得完整蛋白的天然结构信息ꎮ

图 ５　 单抗的酶切[５２]

Ｆｉｇ.５　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍＡｂ[５２]

表 １ 　 常见酶及其酶切位点注

Ｔａｂ.１　 Ｃｏｍｍｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ

酶 酶切位点 酶切产物形式

免疫球蛋白 Ｇ
降解酶(ＩｄｅＳ)

重链铰链区二硫键以下两个

连续的甘氨酸位置

１ 个 Ｆ(ａｂ’)２１) ＋
２ 个单链 Ｆｃ / ２

木瓜蛋白酶

(ｐａｐａｉｎ)
重链铰链区二硫键近 Ｎ 端

２ 个 Ｆａｂ 片段＋
Ｆｃ 片段

胃蛋白酶

(ｐｅｐｓｉｎ)
苯丙氨酸、亮氨酸、酪氨酸和

色氨酸等的 Ｃ 端进行水解

１ 个 Ｆ(ａｂ‘ ) ２ 片

段和部分肽段

胰蛋白酶

(ｔｒｙｐｓｉｎ)
赖氨酸或精氨酸的 Ｃ 端(其
后不接脯氨酸)

肽段

赖氨酸内切酶

(Ｌｙｓ￣Ｃ)
赖氨酸的 Ｃ 端(其后不接脯

氨酸)
肽段

糜蛋白酶

(ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ)

苯丙氨酸、亮氨酸、色氨酸、
酪氨酸、蛋氨酸的 Ｃ 端(其

后不接脯氨酸ꎬ酪氨酸前没

有脯氨酸)

肽段

　 　 注:１)代表二价的抗原结合片段ꎮ

酶切之前一般经过变性、还原、烷基化等处

理ꎬ对于一些复杂的糖蛋白可加入糖苷酶进行去

糖基化以简化谱图ꎬ提高质谱分析结果的准确性ꎮ
不同酶的酶切效率和特异性存在差异ꎬ酶切后的

４
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序列覆盖度会影响肽段的修饰定位[５３]ꎮ 目前也

有许多研究通过多种酶切策略联用、优化酶切条

件或者建立新的酶切平台等以达到快速、高通量

处理单抗的目的ꎮ Ｗｕ 等[５４] 评估赖氨酸内切酶 /
梭菌蛋白酶(Ｌｙｓ￣Ｃ / Ａｒｇ￣Ｃ)组合作为酶切工具应

用于蛋白质组学研究中的定性和定量分析时ꎬ发
现这两种酶联合使用比目前广泛使用的 Ｔｒｙｐｓｉｎ
或者 Ｌｙｓ￣Ｃ / Ｔｒｙｐｓｉｎ 具有更好的酶切特异性、酶切

效率和鉴别能力ꎻＷａｎｇ 等[５５] 提出的超快 Ｔｒｙｐｓｉｎ
酶切的液质联用法(ｕｌｔｒａｆａｓｔ ＬＣ￣ＭＳ)是将单抗经

还原处理后直接进行 ５ ｍｉｎ 的酶切产物进入 ＬＣ￣
ＭＳ 分析ꎬ省去了烷基化的步骤ꎬ结果表明不仅能

同时监测多种类型的修饰变异体ꎬ而且大大减少

了因酶切时间过长而导致人为引入的甲硫氨酸氧

化、天冬氨酸异构化及脱酰胺化等变异体ꎻＣｈｉｕ
等[５６]在捕获单抗的磁珠体系中提高温度至 ６０ ℃
加入 Ｔｒｙｐｓｉｎ 分别对 ５ 种不同单抗进行酶解ꎬ与传

统的低 ｐＨ 洗脱后酶切方法相比ꎬ磁珠原位酶切

法的 ＬＣ￣ＭＳ 定量结果展现出更好的灵敏度和重

现性ꎬ在最优条件下成功应用于曲妥珠单抗治疗

临床样本的定量分析ꎮ

３　 质谱分析技术

质谱(ＭＳ)技术主要是通过测定样品气态离

子的质荷比大小进行鉴定ꎬ目标物在离子源中发

生电离变成不同质荷比的带电离子后ꎬ通过质量

分析器筛选形成的质谱图可用于定性和定量分

析ꎮ 对于生物大分子来说ꎬ离子化技术如电喷雾

电离(ＥＳＩ)和基质辅助激光解吸电离(ＭＡＬＤＩ)的
出现大大提高了其在气相中的电离效率ꎬ二级质

谱中多样化的裂解方式如碰撞诱导解离(ＣＩＤ)、
新型的电子转移解离 ( ＥＴＤ)、电子捕获解离

(ＥＣＤ)、紫外光诱导解离(ＵＶＰＤ)以及高分辨质

谱技术如静电场轨道阱(Ｏｒｂｉｔｒａｐ)质谱、四级杆￣
飞行时间(Ｑ￣ＴＯＦ)串联质谱、傅立叶变换离子回

旋共振质谱(ＦＴ￣ＩＣＲ ＭＳ) [５７] 等的出现为蛋白质

药物的深度表征提供了更多可能ꎮ
目前ꎬ质谱因其优越的结构分辨能力广泛应

用于抗体分子量测定、一级结构测序及空间结构

鉴定等各种结构表征ꎬ是蛋白质组学研究中应用

最强大的分析技术ꎬ也是蛋白修饰分析的“金标

准”ꎮ 各类翻译后修饰或化学修饰引起的分子质

量差值(Δｍ)在质谱图中表现为相应的峰位移ꎬ
根据酶切的特异性和修饰导致的 Δｍ 这种可视化

结果推断可能发生的修饰位点及类型ꎮ 蛋白质组

学常见的质谱分析策略可分为 ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ、ｍｉｄｄｌｅ￣
ｕｐ / ｄｏｗｎ 和 ｂｏｔｔｏｍ￣ｕｐ 这 ３ 种策略(图 ６) [５８]ꎬ其中

ｂｏｔｔｏｍ￣ｕｐ 策略主要是指蛋白酶切成肽段后再进

入质谱分析得到肽图的过程ꎬ该策略肽段检测的

灵敏度和裂解效率远高于 ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ 和 ｍｉｄｄｌｅ￣ｕｐ /
ｄｏｗｎꎬ应用更广泛ꎬ有利于提供微小质量差异的

变异体定性和定位信息ꎮ 肽图在 ｍＡｂｓ 多属性监

测方法应用中具有很大潜力ꎬ主要缺点是前处理

耗时长且操作复杂ꎬ容易引入人工副产物ꎬ无法获

得完整蛋白结构和不同修饰之间的关联信息ꎮ 对

于以完整蛋白为分析对象的ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ策略来说ꎬ

图 ６　 ３ 种基于质谱的蛋白质组学策略[５８]

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｒｅｅ ＭＳ￣ｂａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ[５８]

５
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其不需要经过耗时、步骤繁琐的酶切过程直接进

入质谱电离ꎬ可获得完整分子质量、部分修饰、
１００％的序列覆盖率等信息ꎬ但是进入质谱分析的

蛋白质分子量越大得到的谱图越复杂ꎬ解析谱图

对仪器的分辨率和质量范围要求更高ꎬ受限于检

测难度以及成本ꎬ其方法开发尚未成熟ꎮ 介于以

上两种质谱分析策略的优缺点ꎬｍｉｄｄｌｅ￣ｕｐ / ｄｏｗｎ
策略是指通过将完整蛋白进行有限酶切获得亚基

片段大小的混合物ꎬ与 ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ 相比可降低大分

子难电离和碎裂的困难ꎬ对仪器测量的分辨率要

求适中ꎬ可提供亚基水平的变异体表征信息如糖

基化、氧化ꎬ为揭示特定结构域上不同修饰之间的

相关性提供可能ꎬ与 ｂｏｔｔｏｍ￣ｕｐ 相比其简化了前处

理步骤ꎬ但是和 ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ 一样获得的修饰位点特

异性信息有限ꎮ 根据分析目的和仪器条件选择不

同的策略或者多种策略联用[５９] 以获得更为互补、
更为全面的单抗表征信息ꎮ
３􀆰 １ 　 液质联用技术

由于抗体发生修饰可能会不同程度地改变其

疏水性、表面带电分布等理化性质ꎬ导致不同分离

机制的色谱方法对各种修饰变异体的保留和分离

产生显著差异(表 ２) [６０]ꎮ 目前与质谱联用分析

抗体修饰变异体的液相色谱模式主要有反相液相

色谱(ＲＰＬＣ)、亲水相互作用色谱(ＨＩＬＩＣ)、离子

交换色谱( ＩＥＸ)、疏水相互作用色谱(ＨＩＣ)等ꎮ
部分非变性条件下的色谱体系(如 ＨＩＣ、ＩＥＸ)因

采用高浓度的非挥发性盐而存在与质谱不兼容的

问题ꎬ可通过更换成含可挥发盐如乙酸铵的流动

相体系或者采用多维色谱联用[６１] 等技术脱盐来

克服这一问题ꎮ
表 ２ 　 常见翻译后修饰相对于主峰的洗脱顺序注

Ｔａｂ.２　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｅａｋ

Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＲＰＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＥＸ２) ＳＥＣ ＨＩＣ ＲＰＬＣ ｐｅｐｔｉｄｅ

Ａｓｐａｒｔａｔｅ ｉｓｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｖａｒｉａｂｌｅ — Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ

Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ ｄｅａｍｉｄａｔｉｏｎ１) Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ＋Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ — Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ＋Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ＋Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ

Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｖａｒｉａｂｌｅ — Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ
ＰｙｒｏＧｌｕ ｆｒｏｍ Ｇｌｕ(—Ｈ２Ｏ) Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ — Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ

ＰｙｒｏＧｌｕ ｆｒｏｍ Ｇｌｎ(—ＮＨ３) Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ — Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ

Ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ — Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ

Ｓｕｇａｒ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｖａｒｉａｂｌｅ — Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ

Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｌｙｓｉｎｅ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ — Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ

Ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ — — Ｐｒｅ￣ｐｅａｋ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ —

Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋｓ Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｖａｒｉａｂｌｅ

　 　 注:１)Ｕｎｄｅｒ ｃｅｒｔａｉｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬａｓｐａｒａｇｉｎｅ ｄｅａｍｉｄａｔｉｏｎ ｇｉｖｅｓ ｒｉｓｅ ｔｏ ａｓｐａｒａｔａｔｅ ａｎｄ ｉｓｏａｓｐａｒｔａｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ ａｐｐｅａｒｉｎｇ ａｓ ａ ｐｏｓｔ￣ｐｅａｋ ａｎｄ ｔｈｅ
ｆｏｒｍｅｒ ａｓ ａ ｐｒｅ￣ｐｅａｋꎻ２)Ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｙｐｉｃａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｉｎ ＡＥＸ.

３􀆰 １􀆰 １ 　 ＲＰＬＣ￣ＭＳ
反相液相色谱因具有较高的分辨率和良好的

ＭＳ 兼容性(ＲＰＬＣ￣ＭＳ)成为肽图分析中使用最广

泛的方法ꎮ 其主要原理是根据疏水性差异分离ꎬ
疏水性越强的物质与 ＲＰＬＣ 非极性固定相作用越

强ꎬ出峰越慢ꎬ因此抗体原形和修饰变异体产生的

疏水性差异比如常见的有 Ｎ 末端谷氨酸环化形

成疏水性增加的焦谷氨酸盐ꎬ甲硫氨酸侧链氧化

生成极性相对更大的甲硫氨酸亚砜等使得二者在

ＲＰＬＣ 中实现一定的有效分离后进入质谱鉴定ꎮ
Ｙａｎ 等[６２] 采用 ＲＰＬＣ 有效分离 ＤＴＴ 还原人重组

单抗 ＩｇＧ１ 得到的轻链、重链或 ｐａｐａｉｎ 酶切得到的

Ｆａｂ、Ｆｃ 片段ꎬ再用 ＴＯＦ￣ＭＳ 对主峰及其变体进行

解析ꎬ可鉴别和定位发生在不同亚基片段的脱酰

胺化、异构化、氧化、Ｎ 末端环化等修饰ꎬ同时可根

据 ＲＰＬＣ 测得的紫外峰面积定量修饰比例ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[６３]基于亚基水平开发了一种能够代替肽

图的快速、高通量的反相超高效液相色谱与质谱

联用方法(ＲＰ￣ＵＨＰＬＣ￣ＭＳ)评估单抗 Ｍａｂ１ 的 Ｆｃ￣
氧化修饰情况ꎬ经羧肽酶 Ｂ(ＣｐＢ 酶)预处理和

ＩｄｅＳ 酶切后的亚基片段(Ｆｃ、ＬＣ 和 Ｆｄ)在 １０ ｍｉｎ
内能够实现 ＲＰ￣ＵＨＰＬＣ 的高效分离以及单抗特

定结构域相关的氧化、脱酰胺化、Ｎ 末端谷氨酸环

化等变异体的鉴定ꎬＣｐＢ 酶预处理的目的是为了

去除 Ｃ 末端赖氨酸以避免其与 Ｆｃ 区的氧化变体

共洗脱的干扰ꎬ该方法还可应用于 Ｆｃ 结构域氧化

水平(主要由第 ２５７ 位甲硫氨酸引起)的定量ꎬ计
算的氧化比例与肽图测定该位点的结果具有良好

相关性ꎮ ＲＰＬＣ￣ＭＳ 法存在的主要不足是分析条

件较苛刻ꎬ常用的有机流动相、各种离子对添加

６
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剂、较高温度等因素容易导致蛋白发生不可逆的

变性和三维结构的改变ꎬ无法获得蛋白原生结构

信息ꎬ而且对于高度亲水肽段或者聚糖变体表

征能力有限ꎮ 此外蛋白大分子、多肽容易在

ＲＰＬＣ 固定相中发生吸附等问题也是不可忽视

的[６４] ꎮ
３􀆰 １􀆰 ２ 　 ＨＩＬＩＣ￣ＭＳ

亲水相互作用色谱(ＨＩＬＩＣ)对亲水性化合物

有较高的保留能力和选择性ꎬ能够弥补 ＲＰＬＣ 难

以保留极性及强极性化合物的不足ꎬ目前生物药

物研究中 ＨＩＬＩＣ 与质谱联用大多用于糖肽分离和

聚糖分析[６５￣６７]ꎮ Ｄ′Ａｔｒｉ 等[６５] 比较了 ＲＰＬＣ￣ＭＳ 和

ＨＩＬＩＣ￣ＭＳ 模式下英夫利昔、曲妥珠、西妥昔单抗

及其类似药通过 ＩｄｅＳ 酶解、ＤＴＴ 还原得到的 Ｆｄ、
ＬＣ、Ｆｃ / ２ 亚基片段对应的糖谱ꎬ证明了 ＨＩＬＩＣ￣ＭＳ
表征单抗亲水性变异体的能力以及与 ＲＰＬＣ￣ＭＳ
在解析单抗糖型上的互补性ꎬ为后续应用于原研

药与类似药在聚糖异质性上的质控分析提供强有

力工具ꎮ Ｄｕｉｖｅｌｓｈｏｆ 等[６６] 在 ｍｉｄｄｌｅ￣ｕｐ 水平上开

发一种 ＨＩＬＩＣ￣ＭＳ 相对定量方法对阿达木单抗进

行糖谱鉴定ꎬ并与作为参考技术 ２￣ＡＢ 标记的 Ｎ￣
聚糖分析定量结果具有较好的相关性ꎬ同时应用

于多种糖基工程化单抗以及英夫利昔单抗原研药

和类似药的糖型表征ꎬ证明了亚基水平 ＨＩＬＩＣ￣ＭＳ
方法对 ｍＡｂ 糖基化谱定性和定量的可靠性ꎮ
３􀆰 １􀆰 ３ 　 ＩＥＸ￣ＭＳ

离子交换色谱法(ＩＥＸ)常用于定性和定量分

析单抗修饰引起的电荷异质性ꎬ分为阳离子交换

色谱法(ＣＥＸ)和阴离子交换色谱法(ＡＥＸ)两类ꎮ
由于大多数单抗具有碱性等电点ꎬ阳离子交换色

谱法最常用于分离单抗 ＰＴＭｓ 引起的电荷变异

体[６８]ꎬ比如天冬酰胺脱酰胺化、唾液酸聚糖、糖化

等产生的酸性变异体ꎬＮ 末端环化、甲硫氨酸氧

化、天冬氨酸异构化形成琥珀酰亚胺等产生的碱

性变异体[６９￣７２]ꎮ 这些样品离子与固定相的离子

交换基团作用强度不同ꎬ并通过改变流动相中的

ｐＨ、盐梯度将单抗与其变异体以不同的出峰顺序

洗脱下来ꎬ从而形成相应的主峰和酸碱峰ꎮ Ｓｈｉ
等[７３]采用 Ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ 策略的 ＣＥＸ￣ＭＳ 法能够用于

单克隆抗体、双特异性抗体和 Ｆｃ 融合蛋白产生电

荷变异体的化学修饰鉴定以及 Ｈ２Ｏ２ 氧化模型下

单抗氧化比例的定量ꎬ同时发现了一种新的连有

高甘露糖和 Ｃ 末端赖氨酸残基完整蛋白的成对

修饰变异体ꎮ Ｍｕｒｉｓｉｅｒ 等[７４]通过考察出质谱兼容

的 ＣＥＸ 色谱体系以实现与非变性 ＴＯＦ￣ＭＳ 直接

联用ꎬ该方法适用于多种商业化单抗结构的快速

在线表征ꎬ可解析出 Ｎ 末端环化、Ｃ 末端赖氨酸剪

切、唾液酸化聚糖等多种修饰ꎮ
３􀆰 １􀆰 ４ 　 ＨＩＣ￣ＭＳ

与 ＲＰＬＣ 相似的是ꎬＨＩＣ 也是一种根据疏水

性大小分离物质的色谱方法ꎬ与 ＭＳ 联用在表征

单抗氧化、天冬氨酸异构化、游离巯基等各种改变

疏水性 ＰＴＭｓ 也有较广泛的应用[７５￣７７]ꎻ与 ＲＰＬＣ
不同的是ꎬＨＩＣ 是在非变性条件下(生理 ｐＨ、室
温、避免使用有机试剂)通过改变流动相中的盐

浓度改变蛋白表面疏水斑块与色谱柱固定相之间

的盐调控疏水作用来实现分离[７８￣８０]ꎬ非变性的

ＨＩＣ￣ＭＳ 联用可以使蛋白维持非共价相互作用的

原有构象和生物活性ꎬ分离和表征其天然状态下

的疏水变异体ꎬ主要缺点是 ＨＩＣ 模式下使用的高

浓度非挥发性盐与 ＭＳ 不兼容ꎬ影响分析ꎮ Ｗｅｉ
等[７５]开发一种含 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 挥发性、ＭＳ 兼容的

乙酸铵盐作流动相、等度洗脱的 ＨＩＣ￣ＭＳ 方法可

在天然条件下分离和表征单抗的甲硫氨酸和色氨

酸氧化变异体、可变区域游离巯基变异体ꎮ Ｙａｎ
等[８０]在 ＨＩＣ 和四极杆￣静电轨道阱高分辨质谱之

间设计一种最优的分流装置ꎬ这种质谱检测前的

柱后处理可稀释 ＨＩＣ 中的高盐流动相以及减少

进入 ＭＳ 的流量以克服在线偶联不兼容的问题ꎬ
结果不仅展现了单抗在 ＨＩＣ 分离中的高选择性

而且其结构完整性能够较好保留ꎬ同时去卷积化

ＭＳ 可揭示由 Ｏ￣糖基化、氧化导致疏水性减少的

分子变体ꎮ
３􀆰 １􀆰 ５ 　 多维液质联用

单一分离机理的液相色谱分离的 ＰＴＭｓ 变异

体类型有限ꎬ尤其是性质相似的、低丰度的物种容

易共洗脱ꎬ难以分辨ꎮ 而多维液质联用法(ｍＤ￣
ＬＣ￣ＭＳ)一方面可以使样品通过多根色谱柱分别

实现肽段捕获、还原和酶切等在线柱内前处理和

肽段分离ꎬ大大缩短样品制备时间ꎬ适用于样品的

高通量与自动化分析ꎻ另一方面也可以通过多种

分离机制的色谱模式联用ꎬ提高 ＰＴＭｓ 变异体的

分离度ꎬ提供与一维色谱互补的表征信息ꎬ有利于

实现单次进样的多属性分析ꎬ提高效率ꎬ同时 ＬＣ×
ＬＣ 模式能够解决非变性 ＬＣ(ＩＥＸ、ＨＩＣ 等)与质谱

直接偶联不兼容的问题ꎬ最后一维液相如 ＲＰＬＣ
与质谱连接可起到在线除盐的作用ꎮ Ｐｏｔ 等[８１]基

于 ｍＤ￣ＬＣ￣ＭＳ 开发了一种能够快速(<２ ｈ)、在线

７
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实现单抗前处理和分析的 ｂｏｔｔｏｍ￣ｕｐ 策略ꎬ利用第

一、二维液相分别对样品进行自动化的柱内还原

和 ｔｒｙｐｓｉｎ 酶解ꎬ然后在第三维反相 Ｃ１８柱中完成

相应的肽图分析ꎬ通过优化各种 ＬＣ 参数ꎬ提高了

极性小肽在反相柱中的捕获率ꎬ因此蛋白序列覆

盖度由离线前处理的 ８６％ ~ ９４％提高到 ９４％ ~
９８％ꎬ而且该方法具有一定的评估 ＰＴＭｓ 能力ꎬ能
够在一次分析中识别天冬酰胺脱酰胺、甲硫氨酸

氧化和赖氨酸糖化修饰ꎮ Ｓａｒｉｎ 等[８２] 使用与质谱

兼容的缓冲液体系构建了由第一维表征疏水变异

体的 ＨＩＣ 和第二维表征电荷变异体的弱阳离子

交换色谱(ＷＣＸ)组成的二维 ＬＣ 分离系统与 ＭＳ
联用的工作流程ꎬ能够监测到两种 ＩｇＧ１ 亚类单克

隆抗体 ｍＡｂ Ａ 和 ｍＡｂ Ｂ 多种氧化、游离巯醇、天
冬氨酸异构化等类型修饰变异体ꎬ而且与单独使

用 ＨＩＣ 或 ＷＣＸ 分析方法相比ꎬ能够增加监测到

的变异体数目ꎮ 正交 ＬＣ 技术与 ＭＳ 联用有利于

从不同维度解析单一 ＬＣ 无法分离的共流出峰ꎬ
提高 ｍＡｂ ＰＴＭ 变体的分辨率ꎬ然而多维液质联

用平台的搭建和方法开发是一个难点ꎬ从经济效

益考虑ꎬ其适用于批量样本分析ꎮ
３􀆰 ２ 　 其他新型质谱技术

上述基于不同分离模式下的 ＬＣ￣ＭＳ 技术能

够有效鉴定和定量大部分与单抗理化性质相关的

各种 ＰＴＭｓ 变体ꎬ然而部分不稳定的 ＰＴＭｓ 如脱酰

胺中间产物琥珀酰亚胺的监测、复杂的聚糖同分

异构体以及 ＰＴＭｓ 造成的单抗构象稳定性变化等

深度表征难以实现ꎬ因此氢氘交换质谱、离子淌度

质谱、库伦质谱等新型质谱技术研究的出现有利

于提供 ＰＴＭｓ 的多维度表征信息ꎮ
氢氘交换质谱(ＨＤＸ￣ＭＳ)是表征蛋白质高级

构象的一种常见手段ꎬ通过将蛋白质置于被稀释

的含 Ｄ２Ｏ 缓冲液中ꎬ溶剂可及的肽链骨架及侧链

的酰胺氢能够与氘发生交换ꎬ氘置换起的质量位

移被质谱监测到ꎬ不同序列片段的氢氘交换速率

反映了蛋白的空间构象信息ꎮ 部分 ＰＴＭｓ 可能会

改变 ｍＡｂｓ 整体构象稳定性ꎬＨＤＸ￣ＭＳ 结合生物

学实验有利于揭示单抗化学修饰、结构与功能活

性之间的联系ꎬ对维持蛋白结构的各种共价和非

共价作用进行解析ꎮ Ｙａｎ 等[８３] 结合 ＨＤＸ￣ＭＳ 和

酶联免疫吸附反应评估 ｍＡｂ１ 重链 ＣＤＲ 区的第

５４ 位天冬氨酸(Ａｓｐ)异构化和第 ５６ 位甲硫氨酸

(Ｍｅｔ)氧化引起的整体或局部构象改变对抗体

ＣＤＲ 区与抗原结合活性的影响并与天然状态下

未发生修饰 ｍＡｂ 的抗原结合活性作比较ꎬ结果发

现随着 Ａｓｐ５４ 的异构化破坏 ＣＤＲ 结构的程度越

大ꎬ其抗原结合活性也显著降低到 １３％ꎬ与之相

反的是 Ｍｅｔ５６ 氧化对局部的主链构象有稳定作

用ꎬ活性略微增加到 １１８％ꎮ
库伦质谱(ＣＭＳ)定量的原理是通过含有酪

氨酸、色氨酸残基等电化学活泼肽段在发生电化

学氧化时产生的氧化电流对时间积分得到总电荷

量 Ｑꎬ然后结合法拉第定律 Ｑ＝ ｎｚＦ 计算出氧化肽

的物质的量ꎬ同时根据活性肽氧化过程中 ＭＳ 响

应差异用其提取离子色谱(ＥＩＣ)峰面积的相对变

化确定氧化产率 Δｉꎬ最后由 ｎ / (Δｉ)＝ Ｑ / ( ｚＦδｉ)计
算得到该肽段的总丰度ꎮ Ａｉ 等[８４] 利用库伦质谱

首次开发了无需额外同位素标记实现对 ３ 种蛋白

混合物同时绝对定量的方法ꎬ并与同位素稀释标

记的定量结果比较ꎬ二者差异小于 ５％ꎬ由此验证

ＣＭＳ 具有良好的定量准确性ꎬ随后作者以 ＮＩＳＴ
ｍＡｂ 的 ＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮ３１８ＧＫ 作为特征替

代肽ꎬ鉴定和定量出 Ｎ３１８ 位的未修饰、脱酰胺、
异构化、琥珀酰亚胺 ４ 种修饰形式肽ꎬ并且该方法

首次在免同位素标签的情况下成功用于 ｍＡｂ 脱

酰胺反应修饰产物琥珀酰亚胺的绝对定量ꎮ
离子淌度质谱(ＩＭ￣ＭＳ)与传统质谱相比增加

了离子淌度分离和测量因素ꎬ是一种新型的二维

质谱分析技术ꎮ 淌度分离是指基于形状、大小、电
荷不同的离子在飘移管中与缓冲气体碰撞时的碰

撞截面(ＣＣＳ)不同导致迁移率的差异从而实现分

离ꎬ因此 ＩＭ￣ＭＳ 不仅能获得质荷比信息ꎬ还可以

获得样品构象信息ꎮ Ｈｉｎｎｅｂｕｒｇ 等[８５] 发现在单个

糖肽同一糖基化位点中复合物型聚糖选择性连接

在末端 Ｎ￣乙酰神经氨酸(Ｎｅｕ Ａｃ)α２ꎬ３￣或 α２ꎬ６￣
造成的不同位置异构体可通过 ＩＭ￣ＭＳ 的迁移时

间不同得到分离和鉴定ꎬ然而串联质谱分析几乎

无法提供聚糖结构位点特异性信息ꎬ证实了 ＩＭ￣
ＭＳ 区分糖链结构微观异质性的应用潜力ꎮ

４　 总结与展望

治疗性单克隆抗体作为医药领域新兴发展的

蛋白药物之一ꎬ其独特优越的作用机制和疗效使

得它在传统的化药治疗中脱颖而出ꎬ成为广泛研

发的热点ꎮ 然而翻译后修饰产生的各种变异体是

单抗内在异质性的主要原因之一ꎬ也是关键质量

属性分析的重要内容ꎬ影响着药物的安全性和有

效性ꎬ这些不确定因素需要严格监控ꎬ因此单抗药

８
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物的体内外修饰变化研究非常必要ꎮ 与小分子不

同的是ꎬ单抗具有分子量大、变异体多样、空间结

构复杂等特点ꎬ对前处理和表征方法的要求更高ꎬ
而质谱技术因其成熟的仪器发展和强大的结构解

析能力ꎬ常与液相色谱联用用于单抗翻译后修饰

的表征和定量分析ꎮ 目前研究单抗修饰的发生机

制及分析方法已经非常全面和成熟ꎬ通过构建体

外监测模型有望预测体内外修饰的相关性ꎬ有利

于药物研发初期的风险评估ꎬ为指导药物设计、评
估其安全性和有效性提供依据ꎮ 然而实际临床样

本因获取来源有限、分析困难等ꎬ关于单抗体内生

物转化研究仍不够深入ꎬ在未来如何选择合适的

前处理和液质联用技术开发新型的方法策略构建

抗体体内分析平台值得探索ꎮ

参考文献:
[１]ＺＡＨＡＶＩ ＤꎬＷＥＩＮＥＲ Ｌ.Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ

ｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ].Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎬ２０２０ꎬ９(３):３４.
[２]ＱＩＡＮ ＬꎬＬＩＮ ＸꎬＧＡＯ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄａｗｎ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｅｒａ:

Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ “ｕｎｄｒｕｇｇａｂｌｅｓ” ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａ￣
ｐｅｕｔｉｃｓ[Ｊ].Ｃｈｅｍ.Ｒｅｖ.ꎬ２０２３ꎬ１２３(１２):７ ７８２￣７ ８５３.

[３]ＬＵ Ｒ ＭꎬＨＷＡＮＧ Ｙ ＣꎬＬＩＵ Ｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ[Ｊ].Ｊ.
Ｂｉｏｍｅｄ.Ｓｃｉ.ꎬ２０２０ꎬ２７(１):１.

[４]ＩＭＡＭＵＲＡ Ｃ Ｋ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｍｏｎｏ￣
ｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ:Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｐｈａｒｍａｃｏ￣
ｋｉｎｅｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ[Ｊ].Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂ.Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ.ꎬ２０１９ꎬ
３４(１):１４￣１８.

[５]ＺＩＴＶＯＧＥＬ ＬꎬＫＲＯＥＭＥＲ Ｇ.Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ａｎｔｉｔｕ￣
ｍｏｕｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ[Ｊ].Ｎａｔｕｒｅꎬ２０１５ꎬ５２１(７ ５５０):３５￣３７.

[６]ＣＨＥＮ ＬꎬＨＡＮ Ｘ. Ａｎｔｉ￣ＰＤ￣１ / ＰＤ￣Ｌ１ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｃａｎｃｅｒ:Ｐａｓｔꎬｐｒｅｓｅｎｔꎬａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ[Ｊ].Ｊ. ｃｌｉｎ. Ｉｎｖｅｓｔ.ꎬ２０１５ꎬ
１２５(９):３ ３８４￣３ ３９１.

[７]ＲＥＤＭＡＮ Ｊ ＭꎬＨＩＬＬ Ｅ ＭꎬＡＬＤＥＧＨＡＩＴＨＥＲ Ｄꎬｅｔ ａｌ.
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ
[Ｊ].Ｍｏｌ.Ｉｍｍｕｎｏｌ.ꎬ２０１５ꎬ６７(２):２８￣４５.

[８]ＣＨＥＮ Ｄ ＳꎬＭＥＬＬＭＡＮ Ｉ. Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ｍｅｅｔｓ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ:
Ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒｉｍｍｕｎｉｔｙ ｃｙｃｌｅ[Ｊ].Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ２０１３ꎬ３９(１):１￣
１０.

[９]ＥＭＵ ＢꎬＦＥＳＳＥＬ ＪꎬＳＣＨＲＡＤＥＲ Ｓꎬｅｔ ａｌ.Ｐｈａｓｅ ３ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｉｂａｌｉｚｕｍａｂ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＨＩＶ￣１[ Ｊ].Ｎ. Ｅｎｇｌ. Ｊ.
Ｍｅｄ.ꎬ２０１８ꎬ３７９(７):６４５￣６５４.

[１０]高倩ꎬ江洪ꎬ叶茂ꎬ等.全球单克隆抗体药物研发现状

及发展趋势[ Ｊ].中国生物工程杂志ꎬ２０１９ꎬ３９(３):
１１１￣１１９.

[１１]ＣＲＥＳＣＩＯＬＩ ＳꎬＫＡＰＬＯＮ ＨꎬＣＨＥＮＯＷＥＴＨ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ａｎ￣
ｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｗａｔｃｈ ｉｎ ２０２４ [ Ｊ]. ｍＡｂｓꎬ ２０２４ꎬ １６(１):
２ ２９７ ４５０.

[１２]ＭＵＬＬＡＲＤ Ａ.ＦＤＡ ａｐｐｒｏｖｅｓ １００ｔｈ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｐｒｏｄｕｃｔ[ Ｊ]. Ｎａｔ. Ｒｅｖ. Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ.ꎬ ２０２１ꎬ２０(７):４９１￣
４９５.

[１３]ＳＡＬＦＥＬＤ Ｊ Ｇ.Ｉｓｏｔｙｐｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
[Ｊ].Ｎａｔ.Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ.ꎬ２００７ꎬ２５(１２):１ ３６９￣１ ３７２.

[１４]ＬＩＵ ＨꎬＭＡＹ Ｋ.Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ｂｏｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＩｇＧ ｍｏｌｅ￣
ｃｕｌｅｓ:Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓꎬ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｔｏ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ[Ｊ].
ｍＡｂｓꎬ２０１２ꎬ４(１):１７￣２３.

[１５]ＺＡＨＡＶＩ ＤꎬＷＥＩＮＥＲ Ｌ.Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｃａｎｃ￣
ｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ].Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎬ２０２０ꎬ９(３):３４.

[１６]ＤＵＣＡＮＣＥＬ ＦꎬＭＵＬＬＥＲ Ｂ Ｈ.Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｐｕｒｐｏｓｅｓ[ Ｊ].
ｍＡｂｓꎬ２０１２ꎬ４(４):４４５￣４５７.

[１７]ＮＯＷＡＫ Ｃ ＫꎬＣＨＥＵＮＧ Ｊ ＭꎬＤＥＬＬＡＴＯＲＥ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｆｏｒｃｅｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄ￣
ｉｅｓ:Ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｇｕｉｄｅ [ Ｊ]. ｍＡｂｓꎬ ２０１７ꎬ ９(８): １ ２１７￣
１ ２３０.

[１８]ＬＩＵ ＨꎬＧＡＺＡ￣ＢＵＬＳＥＣＯ ＧꎬＦＡＬＤＵ Ｄꎬｅｔ ａｌ.Ｈｅｔｅｒｏｇｅ￣
ｎｅｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ[ Ｊ].Ｊ.Ｐｈａｒｍ.Ｓｃｉ.ꎬ２００８ꎬ
９７(７):２ ４２６￣２ ４４７.

[１９]ＭＡＮＮＩＮＧ Ｍ ＣꎬＣＨＯＵ Ｄ ＫꎬＭＵＲＰＨＹ Ｂ Ｍꎬｅｔ ａｌ.Ｓｔａ￣
ｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ:Ａｎ ｕｐｄａｔｅ[ Ｊ].Ｐｈａｒｍ.
Ｒｅｓ.ꎬ２０１０ꎬ２７(４):５４４￣５７５.

[２０]ＸＵ Ｘ.Ｉｎ ｖｉｖｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ[Ｊ].Ｊ.Ａｐｐｌ.Ｂｉｏａｎａｌ.ꎬ２０１６ꎬ２(１):１０￣１５.

[２１]ＬＩ ＹꎬＭＯＮＩＮＥ ＭꎬＨＵＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｑｕａｌｉ￣
ｔｙ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｔｕｄｉｅｓ [ Ｊ].ｍＡｂｓꎬ２０１６ꎬ８(６):
１ ０７９￣１ ０８７.

[２２]ＬＩ ＷꎬＫＥＲＷＩＮ Ｊ ＬꎬＳＣＨＩＥＬ Ｊꎬｅｔ ａｌ.Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｅｌｕｃｉｄａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎ￣
ｔｉｂｏｄｉｅｓ [ Ｍ]. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ: Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙꎬ
２０１５:１１９￣１８３.

[２３]ＬＵ ＸꎬＭＡＣＨＩＥＳＫＹ Ｌ ＡꎬＤＥ ＭＥＬ Ｎꎬｅｔ ａｌ.Ｃｈａｒａｃｔｅｒ￣
ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＧ１ Ｆｃ ｄｅａｍｉｄａｔｉｏｎ ａｔ ａｓｐａｒａｇｉｎｅ ３２５ ａｎｄ ｉｔｓ
ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｅｌｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ
ａｎｄ ＦｃγＲＩＩＩａ ｂｉｎｄｉｎｇ[Ｊ].Ｓｃｉ.Ｒｅｐ.ꎬ２０２０ꎬ１０(１):１￣１１.

[２４]ＹＡＮ ＢꎬＳＴＥＥＮ ＳꎬＨＡＭＢＬＹ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ ｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎ ａｔ Ａｓｎ ５５ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅ￣
ｇｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ＩｇＧ１ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ[Ｊ].Ｊ.Ｐｈａｒｍ.Ｓｃｉ.ꎬ２００９ꎬ９８(１０):３ ５０９￣３ ５２１.

[２５]ＧＯＥＴＺＥ Ａ ＭꎬＬＩＵ Ｙ ＤꎬＺＨＡＮＧ Ｚꎬｅｔ ａｌ.Ｈｉｇｈ￣ｍａｎｎｏｓｅ
ｇｌｙｃａｎｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｆｃ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
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ｉｎｃｒｅａｓｅ ｓｅｒｕｍ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ[ Ｊ].Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０１１ꎬ２１(７):９４９￣９５９.

[２６]ＴＯＲＯＳＡＮＴＵＣＣＩ ＲꎬＳＣＨÖＮＥＩＣＨ ＣꎬＪＩＳＫＯＯＴ Ｗ.Ｏｘｉ￣
ｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ: Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ [ Ｊ ]. Ｐｈａｒｍ. Ｒｅｓ.ꎬ ２０１４ꎬ
３１(３):５４１￣５５３.

[２７]ＳＣＨＯＣＨ ＡꎬＫＥＴＴＥＮＢＥＲＧＥＲ ＨꎬＭＵＮＤＩＧＬ Ｏꎬｅｔ ａｌ.
Ｃｈａｒｇｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏ￣
ｍａｉｎ ｏｎ ＦｃＲｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ[Ｊ].Ｐｒｏｃｅｅｄ.
Ｎａｔ.Ａｃａｄ.Ｓｃｉ.ꎬ２０１５ꎬ１１２(１９):５ ９９７￣６ ００２.

[２８]ＨＡＢＥＲＧＥＲ ＭꎬＢＯＭＡＮＳ ＫꎬＤＩＥＰＯＬＤ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓ￣
ｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＤＲｓ
ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ:Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｖｓ. ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ
ｏｆ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｑｕａｌｉｔｙ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ[ Ｊ].ｍＡｂｓꎬ２０１４ꎬ６(２):３２７￣
３３９.

[２９]ＧＲＡＳＳＩ ＬꎬＣＡＢＲＥＬＥ Ｃ.Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｅｒａ￣
ｐｅｕｔｉｃｓ ｔｏ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｂｙ ｏｘｉｄａ￣
ｔｉｏｎꎬ ｃｙｃｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ [ Ｊ]. Ａｍｉｎｏ
Ａｃｉｄｓꎬ２０１９ꎬ５１(１０￣１２):１ ４０９￣１ ４３１.

[３０]ＳＥＯ Ｊ ＷꎬＬＥＥ Ｋ Ｊ.Ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ: Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｙｓ￣
ｔｅｍａｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ[Ｊ].ＢＭＢ Ｒｅｐ.ꎬ２００４ꎬ３７(１):３５￣４４.

[３１]ＣＨＥＮ ＷꎬＷＡＮＧ ＳꎬＡＤＨＩＫＡＲＩ Ｓꎬｅｔ ａｌ.Ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｉｎ￣
ｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｐｉｎｔｉｐ￣ｂａｓｅｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｄｅｅｐ ｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ [ Ｊ]. Ａｎａｌ. Ｃｈｅｍ.ꎬ ２０１６ꎬ８８(９):４ ８６４￣
４ ８７１.

[３２]ＶＥＲＳＣＨＥＵＲＥ Ｌꎬ ＯＯＳＴＥＲＬＹＮＣＫ Ｍꎬ ＡＮ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｍｉｄｄｌｅ￣ｕｐ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｂｙ
ｏｎｌｉｎｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅ￣
ｔｒｙ[Ｊ].Ｊ.Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ.Ａꎬ２０２１ꎬ１ ６３７:４６１ ８０８.

[３３]ＪＡＲＯＳ Ｊ Ａ ＪꎬＧＵＥＳＴ Ｐ ＣꎬＢＡＨＮ Ｓꎬｅｔ ａｌ.Ａｆｆｉｎｉｔｙ ｄｅ￣
ｐｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｆｏｒ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ￣ｂａｓｅｄ
ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ[ Ｊ].Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｂｉｏｌ. Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙꎬ２０１３ꎬ
１ ００２:１￣１１.

[３４]ＤＯＬＬ ＳꎬＢＵＲＬＩＮＧＡＭＥ Ａ Ｌ.Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ￣ｂａｓｅｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ].ＡＣＳ Ｃｈｅｍ.Ｂｉｏｌ.ꎬ２０１５ꎬ１０(１):６３￣７１.

[３５]ＭＵＲＰＨＹ ＣꎬＤＥＶＩＮＥ ＴꎬＯ′ＫＥＮＮＥＤＹ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙ ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ[ Ｊ]. Ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊ.ꎬ２０１６ꎬ６:１７￣３２.

[３６]ＷＡＬＴＥＲＳ Ｒ Ｒ. Ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ [ Ｊ ]. Ａｎａｌ.
Ｃｈｅｍ.ꎬ１９８５ꎬ５７(１１Ａ):１ ０９９￣１ １１４.

[３７]ＥＬＧＵＮＤＩ ＺꎬＲＥＳＬＡＮ ＭꎬＣＲＵＺ Ｅꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｓｔａｔｅ￣ｏｆ￣
ｐｌａｙ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ [ Ｊ]. Ａｄｖ. Ｄｒｕｇ
Ｄｅｌｉｖ.Ｒｅｖ.ꎬ２０１７ꎬ１２２:２￣１９.

[３８]ＥＹ Ｐ ＬꎬＰＲＯＷＳＥ Ｓ ＪꎬＪＥＮＫＩＮ Ｃ Ｒ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｅ
ＩｇＧ１ꎬＩｇＧ２ａ ａｎｄ ＩｇＧ２ｂ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｓｅ￣

ｒｕｍ ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ￣ｓｅｐｈａｒｏｓｅ [ Ｊ]. Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
１９７８ꎬ１５(７):４２９￣４３６.

[３９]ＤＵＨＡＭＥＬ Ｒ ＣꎬＳＣＨＵＲ Ｐ ＨꎬＢＲＥＮＤＥＬ Ｋꎬｅｔ ａｌ. ｐＨ
Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＩｇＧ１ꎬ ＩｇＧ２ ａｎｄ ＩｇＧ４ ｆｒｏｍ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ￣ｓｅｐｈａｒｏｓｅ [ Ｊ ]. Ｊ. Ｉｍｍｕｎｏｌ. Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ １９７９ꎬ
３１(３ / ４):２１１￣２１７.

[４０]ＢＬＯＯＭ Ｊ ＷꎬＷＯＮＧ Ｍ ＦꎬＭＩＴＲＡ Ｇ.Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅ￣
ｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ—Ａ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ—Ａ ｐｕｒｉｆｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ￣ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ[Ｊ].Ｊ.
Ｉｍｍｕｎｏｌ.Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ１９８９ꎬ１１７(１):８３￣８９.

[４１]ＹＡＮＧ ＣꎬＨＥ ＢꎬＺＨＡＮＧ Ｈꎬｅｔ ａｌ.ＩｇＧ Ｆｃ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｌｉｇａｎｄｓ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒ￣
ｙ:Ａ ｂｒｉｅｆ ｒｅｖｉｅｗ[Ｊ].Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓꎬ２０２３ꎬ１５(１):１８７.

[４２]ＯＬＡＤＡＰＯ ＯꎬＢＡＵＢＥＫ ＳꎬＲＯＢＥＲＴ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｒｉｃｈ￣
ｍｅｎｔ ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌ￣
ｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ ａｎｄ ｐｅｒｔｕｚｕｍａｂ ｕｓｉｎｇ ａｆｆｉｍｅｒ ｒｅａ￣
ｇｅｎｔｓ[Ｊ].Ａｎａｌ.Ｃｈｅｍ.ꎬ２０２１ꎬ９３(４０):１３ ５９７￣１３ ６０５.

[４３]ＢＯＥＲＳＭＡ Ｙ ＬꎬＰＬÜＣＫＴＨＵＮ Ａ. ＤＡＲＰｉｎｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ: Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[ Ｊ]. Ｃｕｒｒ. Ｏｐｉｎ. Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ.ꎬ ２０１１ꎬ ２２(６):
８４９￣８５７.

[４４]ＬＵ ＬꎬＬＩＵ ＸꎬＺＵＯ Ｃꎬｅｔ ａｌ.Ｉｎ ｖｉｔｒｏ / ｉｎ ｖｉｖｏ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｎ
ＨＥＲ２ ｍｉｍｏｔｏｐｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ＬＣ￣ＱＴ￣
ＯＦ￣ＭＳ[Ｊ].Ａｎａｌ.Ｃｈｉｍ.Ａｃｔａꎬ２０２２ꎬ１ ２２５:３４０ １９９.

[４５]ＧＯＮＺÁＬＥＺ￣ＧＡＲＣÍＡ ＥꎬＭＡＲＩＮＡ Ｍ ＬꎬＧＡＲＣÍＡ Ｍ Ｃ.
Ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ[Ｊ].Ｓｅｐ.Ｐｕ￣
ｒｉｆ.Ｒｅｖ.ꎬ２０２０ꎬ４９(３):２２９￣２６４.

[４６]ＺＨＵ ＣꎬＨＡＮ ＨꎬＣＨＥＮ Ｚꎬｅｔ ａｌ.Ｔｅｔｒａｐｅｐｔｉｄｅ￣ｂａｓｅｄ ｍｉ￣
ｍｏｔｏｐｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｍｏｎｏｌｉｔｈ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ａｎｔｉ￣ＨＥＲ２ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｄｒｕｇ ｃｏｎｊｕｇａｔｅ[Ｊ].
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