
CE-MS 方法对小鼠血清中完整单克隆抗
体药物的在线定量分析

采用 CC1 型阳离子涂层毛细管，通过电渗

流泵驱动的同轴鞘流液 EMASS-II 型  

CE-MS 联用离子源，使用 CZE-MS 方法对

小鼠血清中完整单克隆抗体实现在线定量分析。

目的

单克隆抗体（mAbs）及其衍生物是一类重

要的蛋白类生物药物分子，在疾病治疗和诊断

中已得到广泛的应用。近年来基于 LC-MS 技

术的单克隆抗体的完整表征（检测、识别、监测

和定量）已取得有效的进展。对于完整蛋白的分

离，毛细管电泳技术相比传统 LC-MS 方法，仍

具有无法比拟的优势。为此，我们开发了  

CE-MS 方法，利用 CE 对完整蛋白进行高效

分离，同时使用高分辨质谱对分离后的蛋白进行

表征和定量分析，CE-MS 技术可在完整蛋白

水平上对血清中的蛋白药物进行分析，灵敏度更

高、分离效果更好。

背景
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图1. 小鼠血清中完整 单抗药物 mAb 的总离子图和原始质谱图。在数据处

理过程中，选取质谱峰时采用响应最高的5个电荷态的离子（蓝色框内），总

离子流为这些离子的响应之和。
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图2. LC-MS 分析得到的小鼠血清中非糖基化单抗在 35-50,000 ng/mL 

范围内的校正曲线。
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图3. CE-MS 得到的小鼠血清中非糖基化单抗在 50-50,000 ng/mL 范围

内的校正曲线。
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表1. 各种完整单抗分子的定量分析结果的总结。在采用相同的数据处理方法

的前提下，与 LC-MS 方法相比，CE-MS 具有更高的灵敏度。



图1 和 图2 是 LC-MS 方法对小鼠血清

中非糖基化的完整单抗定量分析的结果，图3 是

本方法使用 CE-MS 对小鼠血清中非糖基化

的完整单抗定量分析的结果。在本方法中使用 

LC-MS 和 CE-MS 两种方法对血清中完整单

抗进行了定量分析。表1 为两种方法所得结果的

比较，从比较结果可以看出，在线性范围在检出

限和定量限的两项重要定量指标中，CE-MS 需

要的绝对上样量都远远低于 LC-MS，这表明

CE-MS 的灵敏度远超 LC-MS。CE-MS 的高

灵敏度主要得益于自于 EMASS-II 型离子源

带来的最大化的离子化效率，同时也跟毛细管电

泳技术固有的高分离能力有关。本方法中开发的

CE-MS 方法可以对血清中完整单抗进行在线

分析，与传统方法相比，检测限更低，分离效率更

好，所需的样品量也更少。

结果
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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）。70cm 

CC1 阳离子涂层毛细管（CMP Scientific，P/

N：E‐SC‐CC1‐360/150‐50‐70‐B1）。BGE

为 30% 醋酸。SL 为 5% 甲酸和 10% 甲醇。

实验方法：

将不同数量的单抗药物 mAbs 加入小鼠血

清中，使其浓度范围从 35 ng/mL 到 

50,000 ng/mL。

质谱参数：

扫描范围为 300–8,000 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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在本方法中，通过 ECE-001 型毛细管电

泳仪与 EMASS-II 型 CE-MS 联用离子源成

功实现 CE 与 MS 联用，完成对小鼠血清中完

整单抗的在线分析。本实验结果表明，在对蛋白

药物进行定量分析时，CE-MS 不仅具有与LC-

MS 比拟的线性范围，还展现出传统方法无法达

到的更高灵敏度，CE-MS 在对生物药表征分析

中必将发挥越来越重要的作用。

总结
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