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摘  要 : 旨在探讨 N 端测序作为单克隆抗体常规放行分析方法的适用性。应用 Edman 降解法、质量肽图法对

两个针对不同靶点的单抗进行 N 端测序，用肽图法寻找二者的特征性鉴别肽段，用离子色谱、毛细管区带电

泳和成像毛细管等点聚焦电泳进行异质性分析。Edman 降解法显示两个单抗轻链和重链的 15 个氨基酸分别完

全一致，质量肽图法显示二者轻重链的 T1 肽段分别完全一致，而肽图法和 3 种异质性分析方法则可对两个抗

体进行有效鉴别。由于人源化或人源单抗序列框架数量较为有限，两个单抗的 N 末端序列完全相同，运用 Edman

降解法进行 N 端测序是否能作为单抗的常规放行分析方法值得进一步商榷，同时上述多种方法可运用于单抗

的鉴别分析，并可对其异质性进行控制，较 N 端测序分析更具有客观性。 
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Abstract:  Here we discuss whether N terminal sequencing is appropriate as one of the conventional control methods for 

monoclonal antibody products. We determined the N terminal sequences of two monoclonal antibody products targeting 

two antigens separately with both Edman degradation and mass peptide spectrometry. We also identified the characteristic 

生物技术与方法
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peptide fragments with mass spectrometry. Furthermore, we analyzed their heterogeneity with ion exchange 

chromatography, capillary zone electrophoresis and Imaged Capillary Isoelectric Focusing. Edman degradation method 

showed that the N terminal 15 amino acids of heavy and light chains of the two monoclonal antibodies were identical. 

Peptide mass spectrometry demonstrated that T1 peptide fragments of heavy and light chains of the two antibodies were 

also the same. But in contrast, peptide mapping and the three analytical methods for heterogeneity analysis could 

effectively identify and differentiate the two antibodies. The N terminal sequences of two monoclonal antibodies are 

identical because the number of framework sequences of humanized or human monoclonal antibodies is relatively limited, 

so whether N terminal sequencing analysis could be regulated as one of the practical control methods should be carefully 

discussed. Our work also proves that the above analytical methods could combinatorially applied to the identification of 

monoclonal antibody products, and are more objective compared to N terminal sequencing. 

Keywords:  monoclonal antibody, N terminal sequencing, Edman degradation method, mass peptide spectrometry, 

identification test, conventional release control 

单克隆抗体的发展经历了鼠源、嵌合、人

源化和全人源 4 个阶段，由于鼠源和嵌合单抗

会产生人抗鼠抗体反应，所以人源化和全人源

单抗已成为生物技术企业研发的主流[1-4]。单抗

的分子量高达 150 kDa 左右，结构复杂，其质

控相比较于小分子药物要求较高。《中华人民共

和国药典》[5]尚未纳入单抗药物的总论和各论，

国内的生物技术企业仍参照其他重组药物的规

定对单抗进行质控，但是人源化和全人源单抗

作为一大类分子具有其独特的序列结构特征，

本文将针对鉴别实验中的 N 端测序是否应纳入

常规放行质控方法进行探讨，为生物技术企业

的对单抗的质控提供参考。 

人用药物注册技术要求国际协调会议 (The 

International Conference on Harmonization of 
Technical Requirements for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use，ICH) 中 Q6B

章节建议鉴别实验应具有高度特异性，其设计

应基于分子结构或其他性质的独特性[6]。单克隆

抗体结构功能复杂，但具有结构共性，其特异

性识别相应靶抗原的基础在于其抗原结合片断

(Antigen-binding fragment，Fab) 上互补决定区 

(Complementarity-determining region，CDR) 氨

基酸序列的不同，而对于人源化和全人源单抗

而言，其他序列则有很大可能性具有相同或高度

相似性[7]，这就对其鉴别实验提出了巨大挑战。 

本研究通过多种理化分析技术，包括 N 端

测序 (Edman 降解法、液质联用法)、质量肽图

法、离子交换色谱、毛细管区带电泳[8]、成像毛

细管等点聚焦电泳 [9]，对两种单抗即抗 HER2  

(人表皮生长因子受体 2， human epidermal 

growth factor receptor-2) 单抗和抗 VEGF (血管

内皮生长因子，vascular endothelial growth factor) 

单抗进行了综合分析，对这些方法作为常规放

行分析方法及鉴别方法的适用性进行了探讨。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

抗体 1 为抗 HER2 单抗，抗体 2 为抗 VEGF

单抗，二者均为人源化的 IgG1/kappa 型单抗，

由中国仓鼠卵巢 (Chinese hamster ovary，CHO)

细胞表达，二者均为本室留样。 

1.2  主要仪器及试剂 

电泳仪和电转仪均为 Bio-Rad 公司产品；N

末端氨基酸序列分析仪为美国 ABI 公司产品，
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型号为 PROCISE 491，附带 The Model 610 A 工

作站；超高效液相为 Waters 公司的 ACQUITY 

UPLC H-Class Bio System ， 色 谱 柱 为

BEH130 C18 分析柱，1.7 μm，2.1 mm×100 mm；

质谱为 Waters 公司的 Xevo G2 QTOF，分析软

件为 Waters 公司的 Biopharmalynx；高效液相为

Waters 公司的 Waters Alliance，色谱柱为 Dionex 

ProPac WCX-10, 4.0 mm×250 mm；毛细管电泳

系统为 Beckman 公司的 PA800 plus 系统；成像

毛细管等点聚焦电泳系统为 ProteinSimple 公司

的 iCE280。  

2×Tris-Glycine SDS 上 样 缓 冲 液  ( 货 号

LC2676)、4%−20%梯度分离胶 (货号 EC6025)和

电泳缓冲液 (货号 NP0001) 均购自 Novex；PVDF

膜购自 Pall 公司，货号 66543；8 mol/L 盐酸胍 (货

号 G9284)、二硫苏糖醇 (DTT，货号 D0632) 和

碘乙酸钠 (货号 I2512) 均购自 Sigma 公司；胰蛋

白酶购自 Promega 公司，货号为 V5111。CpB (羧

肽酶 B) 购自 Roche 公司，货号为  103233；

Beckman eCAP N-CHO 涂层毛细管购自 Beckman 

Coulter 公司；1%甲基纤维素溶液、pI marker 7.55

和 10.10 以及毛细管购自 ProteinSimple 公司；

Pharmalyte pH 3−10 和 pH 8−10.5 购自 GE 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  Edman 降解法分析 N 末端氨基酸实   

验步骤 

将样品用去离子水稀释至 2 mg/mL，进行

电泳转膜以及测序，具体实验步骤按照文献所

示方法进行[10]。 

1.3.2  肽图及液质联用分析 N 末端实验步骤 

将 1 mg 抗体蛋白加入到 750 L 8 mol/L 盐酸

胍中，同时加入 1 mol/L DTT 至终浓度为       

60 mol/L，混匀，37 ℃孵育 60 min。取 2.9 mol/L

的碘乙酸钠 45 L，加入到上述缓冲液中，混匀，

室温避光孵育 45 min 后，再加入 70 L 1 mol/L 

DTT 终止烷基化反应。将烷基化后溶液脱盐至  

50 mmol/L 的碳酸氢铵 (pH 8.0) 缓冲液中，以 

1∶50 (W/W) 胰蛋白酶酶解，37 ℃孵育 4 h 后加入

甲酸至终浓度 0.1%，终止酶解反应，同时酸化肽段。 

液相条件：A 相为 0.1%甲酸，B 相为含 0.1%

甲酸的乙腈，具体液相条件如下表 1 所示。 

质谱条件：采集范围为 50−2 000 Da，碰撞

能量为 20−45 V。 

1.3.3  离子交换色谱分析步骤 

将样品稀释至 1 mg/mL，按 1%  (W/W) 比

例加入相应体积 1 mg/mL CpB，室温孵育 20 min。

液相条件：A 相为 20 mmol/L N-(2-乙酰胺)-2-

氨基乙磺酸 (ACES)，pH 6.50 ± 0.05，B 相为 A

相中加入 100 mmol/L 的 NaCl，梯度为 0−25 min

内 30%−43%的 B 相，25−53 min 内 43%−100%

的 B 相。进样体积为 50 μL，流速为 0.5 mL/min，

柱温为 40 ℃，于 280 nm 波长下进行检测。 

1.3.4  成像毛细管等点聚焦电泳 

将 3 μL Pharmalyte 3−10、13 μL Pharmalyte  
 

表 1  肽图分析所用的液相条件 

Table 1  Conditions of UPLC for peptide mapping 
analysis 

Time 
(min) 

Flow rate 
(mL/min) 

Phase A 
(%) 

Phase B 
(%) 

0 0.2 99 1 

80 0.2 64 36 

90 0.4 10 90 

98 0.4 10 90 

100 0.4 99 1 

105 0.4 99 1 

105.1 0.2 99 1 

110 0.2 99 1 
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8−10.5、1 μL pI marker 5.85、1 μL pI marker 

10.10，70 μL 1%甲基纤维溶液和 102 μL 去离子

水溶液混合 (总体积为 190 μL) 配制成两性电解

质溶液，用水将样品稀释至 5 mg/mL，加入 10 μL

至两性电解质溶液中，混匀后加入分析瓶中上机分

析。分析参数为 1 500 V 1 min 后 3 000 V 10 min。 

1.3.5  毛细管区带电泳 (CZE) 分析 

将样品用去离子水稀释至 0.5 mg/mL，加入   

75 μL 至分析瓶中，运行/冲洗缓冲液为 40 mmol/L  

ε-氨基-n-己酸 (EACA)，pH 4.50，0.2%羟丙基甲基

纤维素 (HPMC) 电泳缓冲液，1.0 psi 进样 10 s，   

20 kV 电压分离 15 min，214 nm 进行检测。 

2  结果 

2.1  Edman 法及液质联用法测定 N-端氨基酸

序列 

Edman 法表明抗HER2 单抗和抗VEGF 单抗重

链 的 N 端 15 个 氨 基 酸 残 基 序 列 均 为

EVQLVESGGGLVQPG，而轻链的 N-端 15 个氨基

酸残基序列均为DIQMTQSPSSLSASV (图未显示)。 

胰酶的酶切位点位于赖氨酸或精氨酸后的

肽键，参照抗 Her2 单抗和抗 VEGF 单抗的一级

序列，二者酶切后重链的 T1 肽段的氨基酸序列

完全相同，均为 19 个氨基酸，其二级质谱图也

可看出其谱图基本上完全相同 (图 1A 和 1B)；
 

 
图 1  抗 VEGF 单抗重链 (A) 和轻链 (C) 以及抗 Her2 单抗重链 (B) 和轻链 (D) T1 肽段的二级质谱图 
Fig. 1  MS/MS spectrometry of T1 peptide fragments of heavy (Panel A) and light (Panel B) chains of anti-VEGF 
and anti-Her2 antibody. 
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二者酶切后轻链的 T1 肽段也完全相同，均为  

18 个氨基酸，且其二级质谱可以看出谱图基本

上完全相同 (图 1C 和 1D)；常规质控方法采用 N

端测序方法，由于仪器精密度限制，一般要求测

定 15个氨基酸。IMGT网站 (http://www. imgt.org/) 

共收录功能性 IgG 胚系基因 59 个，若按 N-端  

15 个氨基酸残基序列则为 23 类；功能性 Igκ 胚

系基因 34 个，若按 N-端 15 个氨基酸残基序列

相同分类则为 21 类 (表 2)[11]。而所测得的抗

HER2 单抗和抗 VEGF 单抗重链的重链和轻链前

15 个氨基酸分别完全相同，并且均是表 1 中 高

频的序列。 

2.2  肽图分析 

分别比较抗 HER2 单抗和抗 VEGF 单抗的重链

和轻链序列，可以发现其序列相似性均为 90%以上，

其差异则均来源于 CDR1、CDR2 和 CDR3 区域。肽

图可通过来源于 CDR1、CDR2 和 CDR3 特征性肽段

峰可对抗体做出有效鉴别，如图 2 所示 (其中的 L

代表轻链，H 代表重链)，美国药典 (USP)[12]各论中

已对抗CD20和Her2单抗鉴别肽段已作出明确要求。

 

表 2  IgG 和 Igκ 胚系基因前 15 个氨基酸残基序列统计 

Table 2  Statistics of N terminal 15 aminoacid sequences deduced from germline IgG and Igκ genes 

N terminal sequences of γ chains (number, 59 total) N terminal sequences of κ chains (number, 34 total) 

EVQLVESGGGLVQPG (10) DIQMTQSPSSLSASV (8) 

QVQLVQSGAEVKKPG (7) EIVLTQSPATLSLSP (3) 

QVQLQESGPGLVKPS (6) DIVMTQSPLSLPVTP (2) 

EVQLVQSGAEVKKPG (3) DIVMTQTPLSLPVTP (2) 

− − 
 

 
 

图 2  抗 VEGF 单抗和抗 Her2 单抗镜像对比的质量肽图 

Fig. 2  Mirroring comparison of peptide mass mapping between anti-VEGF and anti-Her2 antibody.  
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2.3  异质性分析 

抗体的异质性可影响单抗的抗原结合能力、

效应子功能的发挥和免疫原性，是单抗批间一致

性的重要指标、生物类似物可比较研究的重要环

节[13-14]，并且作为单抗的内在属性，可作为单抗

鉴别的重要分析因素。其中电荷异质性的分析一 

般包括离子交换色谱、毛细管区带电泳分析和等

电点分析[15]，我们对抗 HER2 单抗和抗 VEGF

单抗分别用上述 3 种方法进行了对比分析，结果

如图 3、4、5 所示，可以看出两种单抗均显现出

明显的差异，结果证明 3 种方法均可作为其异质

性分析和鉴别的重要手段。

 

 
 

图 3  抗 VEGF 单抗和抗 Her2 单抗的离子色谱图 

Fig. 3  Ion exchange chromatography of anti-VEGF and anti-Her2 antibody. 
 

 
 

图 4  抗 VEGF 单抗和抗 Her2 单抗的毛细管区带电泳图 

Fig. 4  Capillary zone electrophoresis of anti-VEGF and anti-Her2 antibody. 
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图 5  抗 VEGF 单抗和抗 Her2 单抗的成像毛细管等点聚焦电泳图 

Fig. 5  Imaged Capillary Isoelectric Focusing of anti-VEGF and anti-Her2 antibody. 
 
 

3  讨论 

单抗的人源化技术分为两大类：第一类为

推理法 (Rational approach)[16]，包括 CDR 移植 

(CDR grafting)、表面重塑 (Resurfacing)、超人

源化 (Superhumanization) 以及 HSC (Human 

St r ing  Conten t )  等技术；第二类为经验法

(Empirical method)[17]，包括骨架库 (FR libraries)、

骨 架 重 排  ( F R  s h u f f l i n g )  以 及 人 性 化 

(Humaneering) 等技术。上述技术的起始步骤必

须先从免疫后的鼠兔等动物得到异源单抗，然

后再和人源抗体序列作比对，选择同源性较高

的人源序列的骨架区替代异源单抗相应的骨架

区。而作为比对的人源序列大多选择自胚系基

因 (Germline genes)[18]，由于胚系基因的数量有

限，所以不同单抗 CDR1 前的第一骨架区很可

能会发生序列完全相同的情况。人源抗体骨  

架的选择有时会来自一致序列  (Consensus  

sequences) 和成熟序列 (Mature sequences)[19]，

但是前者为非自然来源序列，后者经过不可预

知的经过突变的序列，二者都可能会产生免疫

反应，在实际研发过程中应用较少。而对于全

人源单抗，其相应的研发技术包括导向选择 

(Guided selection)[20]、人源化小鼠[21]等，所以应

用这些技术多得到的不同单抗第一骨架区序列

也可能完全相同。 

人用药物注册技术要求国际协调会议 

(ICH) 中 Q6B 章节建议，可以选择 N 端测序方

法对生物技术类产品进行鉴别实验，而《中华

人民共和国药典》(2010 版)[5]虽然没有收录单抗

品种，但其中对生物治疗性产品基本都要求 N

端测序对其进行鉴别。但是如上所述，不同抗

体其第一骨架区可能相同，而由于 Edman 技术

所限，一般要求测得 N 端 15 个氨基酸，而 15

个氨基酸完全相同具有非常大的概率 (表 1)，
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所以 N 端测序法很多情况下并不能对两个不同

的单抗进行鉴别。同时我们的研究也表明，应

用标示有特征肽段的肽图方法以及不同异质性

分析方法 (包括离子色谱、毛细管区带电泳和成

像毛细管等点聚焦电泳) 则都可以对上述两种

单抗进行有效鉴别。 

本研究说明 Edman 测序法不能对抗 VEGF

单抗和抗 Her2 单抗进行有效鉴别，提示在单抗

类产品的常规放行和鉴别实验中是否应囊括  

N 端测序值得进一步商榷，应利用肽图法及多

种异质性分析方法等对其进行综合分析鉴别。 
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