
CZE-MS 用于抗体药物非还原CE-SDS 
峰鉴定

采用 PS2 型中性涂层毛细管，通过电渗流

泵驱动的同轴鞘流液 EMASS-II 型 CE-MS 

联用离子源，用 CZE-MS 方法对单抗药物非还

原 CE-SDS 分析中成分峰进行完整分子量鉴

定。

目的

重组治疗性单抗的关键质量属性（CQAs）

包括大小异质性、电荷异质性、氨基酸序列、完

整质量(即分子完整性)、翻译后修饰(PTM)等。

几十年来，已经开发了多种分析仪器平台技术，

用于对 CQAs 进行广泛评估。在这些方法中，

基于毛细管电泳法（CE）的 CE-SDS 技术已经

备受重视并被广泛使用。然而，CE-SDS 检测也

有其固有的局限性。目前 CE-SDS 主要使用光

学检测器，无法与质谱兼容进行准确分子量的测

定，缺乏足够的定性能力。如图1所示，用非还原 

CE-SDS 法对单抗进行分析时，发现在主峰左

侧出现一个肩峰*1，其有效成分未知。因此，我

们用 CZE-MS 对未知肩峰进行了准确分子量

鉴定，解决了 CE-SDS 对未知峰定性的难题。

背景
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图1. 0个月和36个月单抗的非还原CE-SDS电泳图。



在本方法中，使用 PS2 型中性涂层毛细管

实现了通过 CZE-MS 方法对抗体药物非还原 

CE-SDS 成分峰的准确分子量测定。该方法具

有通用性，可以很好地解决生物药用传统  

CE-SDS 分析中对未知峰鉴定的难题。

总结
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仪器试剂：

CMP Scientific ECE-001 型毛细管电泳

仪。EMASS-II 型 CE-MS 联用离子源（CMP 

Scientific，P/N:EM3001-A）。100 cm PS2

中性涂层毛细管（CMP Scientific，P/N:  

E‐SC‐PS2‐360/150‐50‐100‐B1）。BGE 

为 30% 醋酸。SL 为 0.5% 甲酸和 10% 异

丙醇。

实验方法：

将 20μg 的单抗样品加入到 400μL 的 

CZE 样品缓冲液中（CMP Scientific，P/N 

SB112），使用 10kDa 超滤管脱盐2次。进样条

件为样品 950 mbar, 20 s；BGE 100 mbar, 

5s。分离电压为 30 kV。

质谱参数：

干燥气温度 365℃，6L/min。 

Fragmentor 电压 380 V, Skimmer 电压 

65 V，Vcap 0 V。数据采集范围 1,000-3,200 

m/z。

解决方案

 
 

 
 

 

 
出 11 个电荷异质体。对电荷异质体深度的鉴定分析发

现，cetuximab 电荷异质性产生的主要原因是，1）Fc 亚
基 C 末端的赖氨酸（每个单链 Fc 上至多一个），2）Fd’
亚基上的 N-羟乙酰基神经氨酸（每个 Fd’亚基至多两

个），3）Fd’亚基上的脱乙酰氨修饰。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 2. 完整的和裂解的 cetuximab 质谱图。（a）完整 cetuximab，

（b）IdeS 酶解后的 F(ab’)2，（c）IdeS 酶解后的 scFc，（d）IdeS

酶解加 DTT 还原后的 LC 和 Fd’。 

 
解解决决方方案案  
电离电压由 EMASS-II 离子源（CMP Scientific Corp., 
Brooklyn, NY）附带外接高压电源提供，设定电压为 2kV。

电喷雾喷针型号为外径 1.0mm，内径 0.75mm，尖端开

口 30μm（CMP Scientific Corp., Brooklyn, NY）。中性涂

层毛细管 PS1 型号为，长度 75cm，外径 360μm，内径

50μm (CMP Scientific Corp., Brooklyn, NY)。阴极电解

液为 0.2 N 氢氧化铵溶液，阳极电解液为 1%甲酸，二

者都加入 15%甘油。鞘流液为 20%醋酸和 25%乙腈。

蛋白质样品（0.5mg/mL）中加入 1.5% Pharmalyte 和 20%
甘油。阴极电解液 950 mbar 注入 10s，样品 950 mbar
进样 75s。cIEF 电泳分离条件为 250V/cm，同时施加 10 
mbar 内部压力。 
  
 

 
总总结结  
本研究通过对 cetuximab 复杂的电

荷异质体的研究验证了 middle-up 
CIEF-M 方法的显著能力。这种新

型工作流程对带有复杂电荷异质性

蛋白的检测和解析具有巨大潜能。 
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图2. A为非还原单抗 CZE-MS 的提取离子电泳图（2,000–3,200 m/z), 

B 为非还原单抗质谱图，C 为非还原单抗解卷积结果图，从质谱图中可以观

察到除 IgG 主峰外，还存在质量相差约 11 kDa 的剪切形式。
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