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前言

抗体药物偶联物 (ADC) 是制药公司药物开发途径中快速发展的一类新型生物治疗药物。ADC 
的制备方法是通过化学方法将具有生物活性的小分子药物与单克隆抗体相连。ADC 通过结合

高效细胞毒性药物与靶标特异性抗体将细胞毒性药物直接送达病变组织，同时限制药物在非

目标组织中的毒性。

药物/抗体比率 (DAR) 是抗体所连接药物数量的平均值，它是 ADC 的重要属性。由于低载药

量会降低效力，而高载药量则会对药代动力学 (PK)1 和毒性产生负面影响，因此 DAR 值能够

对药效产生影响。目前的偶联化学方法有赖氨酸侧链酰胺化或半胱氨酸链间二硫键还原，载

药量通常为 0 ~ 8 个药物分子 (D0 ~ D8)/抗体。

LC/MS 是测定 ADC 的 DAR 和载药量分布的常用分析方法， 也是鉴定不同种类载药 ADC 的
关键方法。多数情况下可直接使用 LC/MS 分析完整 ADC 从而确定 DAR 值。而在需要有关

轻链和重链的具体 DAR 信息时，则可能要在 LC/MS 分析前对 ADC 进行还原。此外，还可

能需要在 LC/MS 分析前对 ADC 进行去糖基化以进一步降低谱图复杂性。

LC/MS 分析前的 ADC 样品前处理通常由手动完成，因此可能引入变异性并对通量产生限制。

Agilent AssayMAP Bravo 是一款简单易用的自动化样品前处理系统，能够提高可重现性、通

过减少手动操作时间节省人力、具有可扩展性（可同时运行 8 – 96 个样品)、简化人员间和站

点间的方法转移，并能最大限度减少人为误差。AssayMAP Bravo 是一款适用于上述反应的

强大自动化样品前处理平台。
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LC/MS 分析

LC/MS 分析采用配备安捷伦双喷射流电喷雾

离子源的 Agilent 6550 iFunnel Q-TOF (Santa 
Clara, CA) 结合 Agilent 1290 Infinity 
UHPLC 系统 (Waldbronn, Germany)。表 1 
和表 2 为所使用的 LC/MS 参数。每次运行

的进样量为 1 µg。

数据分析

利用 Agilent MassHunter 定量分析软件 
(Version B.07.00, Build 7.0.7024.0) 以及

采用最大熵解卷积算法的 BioConfirm 对由 
LC/MS 获得的原始数据进行解卷积。解卷

积参数设置如下： 

• 对于完整 ADC，将质量范围设定为 
140000 - 160000 Da，质谱精度为 1 Da

• 对于还原态 ADC，将质量范围设定为 
20000 - 60000 Da，质谱精度为 0.1 Da

• 对于完整和还原态  ADC，采用在 
25% 的最大峰高处计算平均质量数

其余参数均采用默认设置。解卷积质谱图将

以 .csv 文件格式导出并被导入安捷伦 DAR 
计算器。在输入/选择 D0 质量数和药物/ 
连接物质量数后，DAR 计算器将自动选择、

标注并整合具有不同载药量的 ADC 质谱峰

组，然后计算平均 DAR 并生成峰列表。

实验部分

材料

快速 PNGase F 购自 New England Biolabs 
(Ipswich, MA)。Eppendorf 96 孔 PCR 板购

自 Eppendorf (Hauppauge, NY)；Tris-盐酸

缓冲液购自 EMD Millipore (Billerica, MA)。
其余全部化学品均购自 Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO)。

使用 Agilent AssayMAP Bravo 进行

的溶液内还原和去糖基化

用去离子 (DI) 水将冻干 ADC 复溶至 5 mg/mL 
后分装，使用前置于 –80 °C 下储存。所有

试剂转移均由 Agilent AssayMAP Bravo 平
台 (Santa Clara, CA) 通过蛋白质样品前处理

工作台软件完成。将 5 µL ADC 加入 96 孔 
Eppendorf PCR 板前 4 列的各孔中（位置 
A1 - H4）。然后向样品中加入 10 µL 10 mM 
Tris 缓冲液 (pH = 7.5)（位置 A1 - H2）或含

有 35 mM DTT 的 10 mM Tris 缓冲液 (pH = 
7.5)（位置 A3 - H4）。最后再向样品中加入 
20 µL 10 mM Tris 缓冲液 (pH = 7.5)（位置 
A1 - H1 和 A3 - H3）或含有快速 PNGase F 
 （稀释 40 倍）的 10 mM Tris 缓冲液 (pH = 7.5) 
 （位置 A2 - H2 和 A4 - H4）。使用 Agilent 
PlateLoc 热封板膜 (Santa Clara, CA) 密封样

品板，然后在 50 °C 下温育 10 分钟。

AssayMAP Bravo 自动化样品前处理平

台与安捷伦  LC/MS 和  MassHunter/ 
BioConfirm/DAR 计算器软件相结合，能够

针对 ADC DAR 计算提供可重现的便捷解决方

案。本应用简报中采用 Agilent AssayMAP 
Bravo 平台对经/未经去糖基化的完整和还

原态 ADC 进行了平行处理，并采用安捷伦 
LC/MS 对其进行分析，随后通过安捷伦 
DAR 计算器确定 DAR。
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结果与讨论

如需测定示例中赖氨酸偶联 ADC 的 DAR，
则需采用 AssayMAP Bravo 平台在完整糖

基化、完整去糖基化、还原态糖基化以及

还原态去糖基化四种不同条件下对 ADC 进
行前处理（每种条件下 n = 8）。将配备 
2.1 mm 内径 1000Å PLRP-S 液相色谱柱的 
Agilent 1290 Infinity UHPLC 系统与 6550 
Q-TOF 联用进行分析，然后使用 Agilent 
MassHunter/BioConfirm/DAR 计算器软件

进行数据分析（图 1）。

Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统

参数 完整 还原态

色谱柱 Agilent PLRP-S, 1000 Å 
2.1 × 150 mm, 8 µm

Agilent PLRP-S, 1000 Å 
2.1 × 150 mm, 8 µm

样品恒温箱 5 °C 5 °C
流动相 A 含 0.1% 甲酸的水溶液 含 0.1% 甲酸的水溶液

流动相 B 含 0.1% 甲酸的乙腈溶液 含 0.1% 甲酸的乙腈溶液

梯度 0 - 5 s 时 B 为 20%，

5 - 10 min 内 B 由 20% 升至 90%
0 - 5 min 时 B 为 20%
5 - 6 min 内 B 由 20% 升至 75%
6 - 10 min 内 B 由 75% 升至 90%

后运行时间 无 无

柱温 80 °C 80 °C
流速 0.4 mL/min 0.4 mL/min

表 1. 液相色谱参数

表 2. 质谱仪参数

参数 Agilent 6550 Q-TOF LC/MS 系统

离子模式 正离子模式 正离子模式

离子源 安捷伦双喷射流 安捷伦双喷射流

干燥气温度 290 °C 290 °C
干燥气流速 14 L/min 14 L/min
鞘气温度 400 °C 400 °C
鞘气流速 12 L/min 12 L/min
雾化器 40 psi 40 psi
毛细管电压 4500 V 4500 V
喷嘴电压 1500 V 1500 V
碎裂电压 250 V 250 V
Oct RF Vpp 750 V 750 V
采集参数 
MS 模式

高 (10000 m/z) 质量数范围， 
扩展的质量数范围 (2 GHz)，
仅质谱模式，

质量数范围 1800 - 6000 m/z

高 (10000 m/z) 质量数范围， 
扩展的质量数范围 (2 GHz)，
仅质谱模式，

质量数范围 800 - 4000 m/z

图 1. ADC DAR 的计算工作流程

LC/MS DAR 
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整去糖基化 ADC 得到 10 个峰组，质量数匹

配 D0 - D9。糖基化 ADC 样品中的所有糖

型均已消除，质谱峰也相应得到了简化。与

完整糖基化 ADC 相比，峰强度增加了两倍。

量范围集中在 3000 Da 左右，电荷态介于 
+35 - +66。完整糖基化 ADC 得到 9 个峰

组，质量数匹配 D0 - D8。各峰组中 4 个
主峰所对应的糖型为 G0F/G0F、G0F/G1F、
G1F/G1F 或 G0F/G2F，以及 G1F/G2F。完

图 2 所示为完整糖基化 ADC（图 2 A - C）
和完整去糖基化 ADC（图 2 D - F）总离子

流色谱图 (TIC)、提取质谱图和解卷积质谱

图的 8 次分析叠加图。完整糖基化和完整去

糖基化 ADC 的洗脱时间均小于 1 min，质

图 2. 完整糖基化 ADC（图 A - C）和完整去糖基化 ADC（图 D - F）的总离子流色谱图、提取质谱图与解卷积质谱图
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然后通过 Agilent MassHunter DAR 计算器

分析解卷积质谱图。图 3 所示为完整糖基

化 ADC 的代表性 DAR 计算结果图。根据 
8 次重复分析结果计算出的完整糖基化 ADC 
与完整去糖基化 ADC 的 DAR 值分别为 3.6 
(%CV = 0) 和 3.88 (%CV = 1.1)。

图 3. 完整糖基化 ADC 的代表性 DAR 计算结果



6

重链电荷态介于 +13 - +53。糖基化和去糖基

化的轻链 ADC 均得到了 4 个峰组 (D0 - D3)。
两种条件下的信号强度相近。

图。还原态糖基化和还原态去糖基化 ADC 
的洗脱时间均小于 1 min，质谱范围集中在 
1400 Da 左右，轻链电荷态介于 +6 - +27， 

图 4 所示为还原态糖基化 ADC（图 4 A - D）
和还原态去糖基化 ADC（图 4 E - H）的 TIC、
提取质谱图和解卷积质谱图的 8 次分析叠加

图 4. 还原态糖基化 ADC（图 A - D）和还原态去糖基化 ADC（图 E - H）的 TIC、提取质谱图以及轻链和重链的解卷积质谱图
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ADC 的 DAR 值分别为 3.23 (%CV = 2.2) 和 
3.21 (%CV = 2.6)。通过还原态 ADC 计算得

出的 DAR 值与通过完整 ADC 得到的结果稍

有不同，这与先前报道一致2。

ADC + 的小峰。与还原态糖基化 ADC 相比，

峰强度同样也增加了两倍。导出的 .csv 文件

将通过安捷伦 DAR 计算器进行处理。图 5 
所示为 DAR 计算器针对还原态糖基化 ADC 
得出的代表性报告。根据 8 次重复分析得

出的还原态糖基化 ADC 和还原态去糖基化 

糖基化和去糖基化的重链 ADC 均得到 5 个
峰组 (D0 - D4)。各峰组中，糖基化 ADC 所
得的四个主峰对应的糖型分别为 G0、G0F、
G1F 和 G2F。去糖基化后，各峰组中仅显示

出一个代表完全去糖基化 ADC 的主峰；另外，

各峰组中还存在一个代表具有额外连接物的 

图 5. 安捷伦 DAR 计算器得出的还原态 ADC 代表性报告

DAR Report

DAR Calculation Results

ADC Information
Data File Reduced-001 Combined DAR 3.2
Processing Method Reduced Heavy Chain DAR 1.1
Report Time 9/30/2015 11:50 AM Light Chain DAR 0.5

Property Theoretical (Da) Observed (Da)
Heavy Chain DAR 0 Mass Not Given 50594.1
Light Chain DAR 0 Mass Not Given 23439.3
Drug/Linker Mass Not Given 979.8

Heavy Chain Results

Deconvoluted Spectrum

DAR Peak List
DAR Peak Theoretical Mass

(Da)
Observed Mass (Da) Area % Area

0 Not Given 50594.1 1.18E+006 33.89
1 Not Given 51552.1 1.14E+006 32.88
2 Not Given 52509.5 8.16E+005 23.50
3 Not Given 53629.8 2.98E+005 8.59
4 Not Given 54587.6 3.97E+004 1.14

Page 1 of 2

Light Chain Results

Deconvoluted Spectrum

DAR Peak List
DAR Peak Theoretical Mass

(Da)
Observed Mass (Da) Area % Area

0 Not Given 23439.3 1.60E+006 64.75
1 Not Given 24396.9 5.32E+005 21.48
2 Not Given 25354.3 2.89E+005 11.67
3 Not Given 26311.5 5.21E+004 2.10

Page 2 of 2
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结论

将快速 PNGase F 与 AssayMAP Bravo 自
动化样品前处理平台相结合，可实现高通

量快速去糖基化（用时少于 1 小时）。界

面友好的蛋白质样品前处理工作台控制

软件与 AssayMAP Bravo 平台的精确度

使 ADC 样品轻松实现可重现的还原与去糖

基化，便于进行 DAR 计算。Agilent 1290 
Infinity UHPLC/6550 Q-TOF 质谱仪能

够生成高分辨率精确质量谱图以便通过 
MassHunter/BioConfirm/DAR 计算器软

件实现直接、准确的 DAR 计算。Agilent 
PLRP-S 色谱柱以甲酸为流动相可获得优异

峰形，从而进一步提高灵敏度。安捷伦的自

动化平台、液质联用系统、软件包与消耗品

提供了能够快速、轻松、准确地获得可重现 
ADC DAR 计算结果的完整解决方案。
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