
1. 引言

重组蛋白类药物由遗传修饰的原核或真核宿主细胞培养/发酵

产生。在目标蛋白的发酵过程中，由于宿主细胞的凋亡/死亡/
裂解，宿主细胞产生的其它蛋白质也可能释放到细胞培养基/
发酵液中，即为宿主细胞蛋白（HCP）。HCP可能会引起机体

免疫反应，从而产生类佐剂作用——增强机体对药物的免疫应

答。HCP也可能是一些酶类，具有分解目标蛋白或人体蛋白的

作用，导致药物不稳定或进入人体后引发一系列不良反应。因

此，生物制药公司不断优化纯化工艺，从而控制终产品中HCP
的种类和含量。

目前常用的HCP检测方法为酶联免疫法（ELISA）。该方法具

有较高的灵敏度，但也存在一些局限性。LC-MS方法是ELISA
的有利补充。与ELISA相比，LC-MS方法具有以下优点：第

一，可以鉴定HCP的种类；第二，可以获得单个HCP的含量信

息；第三，可用于不同工艺所得产品的横向对比。由于LC-MS
的以上优点，LC-MS作为HCP的检测受到广泛关注和使用。例

如，Huang等[1]以NIST mab为例，发展了基于LC-MS检测HCP
的前处理方法。LC-MS在HCP检测中的广泛使用，推动了相

关分离、检测和数据分析技术的发展。但多样的技术选择也为

HCP的分析带来一些疑问：

第一、 大部分关于HCP的研究均以抗体为分析对象。在抗体

的分析中，native酶解可有效抑制主蛋白的酶切，从而提升HCP
的鉴定。在生物制药中，除抗体以外，还有大量的重组蛋白产

品，这些产品的酶解应该采用什么前处理方法？

第二、 在HCP的检测中有nanoLC-MS和UHPLC-MS两种分离

检测方法，这两种方法各自的优缺点是什么，应该选择哪一种

方法？

第三、 常听人说，DIA采集数据有利于提升鉴定量，是否用

DIA采集HCP可显著提升HCP鉴定量？

本文以毕赤酵母发酵的某重组蛋白产品为例，展示重组蛋白产

品中毕赤酵母残留蛋白的定性和定量分析方法。

重组蛋白的HCP定性和定量分析方法思考——从前
处理到数据分析
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2. 实验部分

2.1 样品及前处理

纯化工艺1得到的蛋白样品（1.5 mg/mL）和纯化工艺2得到的蛋

白样品（1.54 mg/mL）。

2.1.1 native酶切

• 分别取200 µL样品和1.5 µL（USP2标品，200 µL /支），再加

入200 µL Rapiget混匀，60 oC，变性15 min；

• 加入10 µL 500 mM DTT， 60 oC还原1 h；

• 冷却到室温，加入10 µL 1M IAM，避光，反应30 min;

• 将样品转移到10 KDa超滤膜，21,000 g离心10 min，去掉滤过

液，加入200 µL 50 mM碳酸氢铵置换溶液1次，每次置换，去掉

滤过液；

• 在超滤管中加入200 µL50 mM碳酸氢铵，20 µLTrypsin（20 
µg/200 µl，50 mM碳酸氢铵溶解 ）后，移液枪吹打，混合均

匀，37 oC胰蛋白酶，酶切过夜；

• 将上述样品加入4 µL甲酸后， 21,000 g离心15 min，取上清液

再次用于LCMS分析。

2.1.2 变性酶切 

• 分别取200 µL样品和1.5 µL（USP2标品，200 µL /支）混匀， 
10 KDa超滤膜，21,000 g离心10 min，去掉滤过液，加入200 
µL 50 mM碳酸氢铵置换溶液1次，每次置换，去掉滤过液；

• 在超滤管中加入200 µL50 mM碳酸氢铵，20 µLTrypsin（20 
µg/200 µl，50 mM碳酸氢铵溶解 ）后，移液枪吹打，混合均

匀，37 oC胰蛋白酶，酶切过夜；

• 加入4 µL甲酸后，混匀，21,000 g离心15 min，取上清液用于

LCMS分析。
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2.2 仪器

质谱仪器：Orbitrap Exploris 240 (赛默飞世尔科技，美国)；

色谱仪器：Vaquish Flex 液相色谱系统和UltiMate™ 3000 RSLCnano液相系统 (赛默飞世尔科技，美国)；

2.3 仪器方法

2.3.1 nanoLC-MS DDA分析

色谱仪：UltiMate™ 3000 RSLCnano； Trap柱： Acclaim PepMapTM 100Å 75 µm x 20 mm, 2 µm , 货号164535；分析柱： Acclaim 
PepMapTM 100Å 75 µm x 250 mm, 2 µm, 货号164941；柱温：50 ℃；流动相：A: 0.1% FA-水； B: 0.1% FA：乙腈（20:80， 
v/v）；上样流速： 8 µl/min；分析流速：0.3 µl/min；上样量：2 µl；上样泵：100% A； 

分析泵梯度：

时间 (min) B/%

-5 2

0 2

3 8

98 28

113 35

116 99

125 99

质谱条件：

检测模式 +

喷雾电压 2.4 kV

毛细管温度 320 ℃

分辨率设置 一级60,000@m/z 200；二级15,000@m/z 200

母离子扫描范围 m/z 400-1800

隔离窗口 1.6

MicroScans 1

HCD CE (%) 30

RF-Lens 70

2.3.2  nanoLC-MS DIA采集

仪器硬件、色谱柱、流动相和梯度同2.3.1。

检测模式 +

喷雾电压 2.4 kV

毛细管温度 320 ℃

分辨率设置 一级60,000@m/z 200；二级15,000@m/z 200

母离子扫描范围 m/z 400-1200

隔离窗口 1.6

MicroScans 1

HCD CE (%) 30

RF-Lens 70

窗口 平均分为100个窗口



2.3.3 UHPLC-MS DDA分析

色谱仪： Vanquish Flex；分析柱： C18 130Å 2.1 µm x 150 mm, 1.7 µm ；柱温：60 ℃

流动相：A: 0.1% FA-水； B: 0.1% FA-乙腈；分析流速：0.2 ml/min；上样量：10 µl 

梯度：

时间 (min) B/%

0 3

3 3

90 32

95 90

100 90

100.1 3

110 3

质谱条件：

检测模式 +

喷雾电压 3.8 kV

毛细管温度 320 ℃

雾化温度 350 ℃

分辨率设置 一级120,000@m/z 200; 二级15,000@m/z 200

母离子扫描范围 m/z 350-2000

AGC 一级300%; 二级100%

(n)CE 30%

2.4 数据采集及分析

Thermo Xcalibur 4.4采集

2.4.1 BioPharma Finder 4.1处理数据



2.4.3 Spectronaut处理数据

版本号：15.6

3. 结果与讨论

3.1 Native酶解和变性酶解

对比native酶解和变性酶解的BPC图，如图1所示。在变性酶解中，主蛋白酶解更为充分（强度约为native酶解的3倍）。在变性酶解

所得样品的BPC图中，由于主蛋白肽段过载，导致主蛋白肽段呈现出较大的拖尾因子（As>2.0）和较宽的峰宽（约5 min）。主峰

拖尾和展宽导致部分小峰信号被掩盖，如保留时间在50-60 min的信号。

BPF检索并对比native酶解和变性酶解所得样品中HCP的检出情况，如图2所示。变性酶切和native酶切各13和29种HCP被鉴定到（

包括添加的标准蛋白）。其中添加的8种标准蛋白在native酶切中共6种被检出，在变性酶切中仅2种被检出。在变性酶切所得样品检

出的13种HCP中，有10种在native酶切样品中检出。

综合BPC图信息和HCP检出情况信息可知，native酶切可限制主蛋白的酶解，减少主蛋白信号对HCP信号的抑制，实现更多HCP的

检出。



图1 native酶解和变性酶解所得样品BPC图

图2 变性酶解和native酶解鉴定HCP比较

3.2 nanoLC-MS和UHPLC-MS分析

一方面，Nano源与常规源相比具有更高的雾化效率，理论上nano源的雾化效率是常规源的6400倍。另一方面，相比UHPLC (1.7 
µm)，nanoLC由于使用更大粒径的色谱填料（5 µm），更小的流速等，色谱峰峰宽普遍比UHPLC-MS大，从而降低了nanoLC-MS的

响应。那么，nanoLC-MS和UHPLC-MS相比，两者在HCP检测中有什么异同呢。本节继续以毕赤酵母生产的某重组蛋白中HCP的检

测为例，对比nanoLC-MS和UHPLC-MS在HCP检测中的使用。

如图3所示，尽管nanoLC-MS（2 µL）的进样量仅UHPLC-MS（10 µL）的五分之一，但BPC图响应是UHPLC-MS BPC图的约4倍。

以BPF为软件检索两种条件所得数据并对比HCP检出情况，如图4所示。NanoLC-MS由于具有更高的灵敏度，检出的HCP个数比

UHPLC高出近一倍。以蛋白A0A1B2JBG9为例对比两种分离检测方法，UHPLC-MS的检出强度为1.32E+05， nanoLC-MS的检出

强度为7.26E+06，两者相差55倍。因此，虽然nanoLC-MS由于柱效等原因导致灵敏度降低，但nanoLC-MS的灵敏度仍显著高于

UHPLC-MS，更有利于HCP的检测。



图3 对比UHPLC-MS和nanoLC-MS分析native酶解的某重组蛋白

图4 对比UHPLC-MS和nanoLC-MS分析native酶解样品中HCP

3.3 DIA和DDA分析HCP

以Spectronaut软件为检索平台，对比DIA和DDA采集的数据，两者在HCP的检出个数上无显著差异，且结果高度一致（86%重叠）

。因此，对组成较为简单的HCP样品体系，DIA与DDA在HCP的鉴定上没有显著差异。



图6 DDA和DIA分析HCP数据结果对比

3.4 HCP定量

如3.3节所示，当unique peptide卡值为1时，检索结果的随机性较大，导致不同软件检索结果差异较大。因此，在HCP定量中，建议

卡值unique peptide为大约等于2。用PD软件所得abundance或者BPF软件中HCP的MS area数据作为蛋白的Intensity计算HCP含量，

公式如下：

公式1

公式1的出处是Jeffrey C. Silva的文献[2-4]：用已知蛋白的响应除以物质的量，得到 一个常数（universal signal response factor）。未

知蛋白的物质的量等于这个蛋白的强度除以这个常数，翻译出来就是公式1。蛋白的响应用这个肽段被检测到的丰度最高的肽段计

算。注意，参与计算的peptide必须为unique，unique peptide数目在HCP定量中，建议不少于2)。

不能只用1个标准蛋白，需要用多个。出处是Huang的文献[1]。在这篇文献中，用了3个蛋白。在本文档的HCP计算中，我们使用了

8个标品。有6个标准品被检测到。其中有3个HCP标品的unique peptide不小于2。每个符合要求的HCP标品都参与计算，然后得到

一个HCP(n)的含量范围，如1-5。最后，HCP(n)的含量为这个范围的平均值（2.5）。

文档中呈现的HCP通常以ppm为单位，它的计算按公式2进行。其中，HCP(n)的物质的量用公式1计算，单位为pmol。Mn是n蛋白的

摩尔质量，单位为g/mol，主药的含量为前处理所用蛋白质量，单位为µg。

公式2

用上述公式处理nanoLC-MS采集、BPF分析的HCP数据，如表1和图7所示。NanoLC-MS具有极高的灵敏，进一步优化nanoLC色谱

柱，改善峰形、提高柱效，可检测到含量更低的HCP。

图7 总离子流图中HCP的检测（彩色标出的区域）



表1 某重组蛋白中残留HCP（毕赤酵母蛋白）定量结果

Protein ID Protein Mass Unique peptide Average MS Area ppm

A0A1B2JG30 45732.9 3 1.07E+06 59.0

A0A1B2JBG9 36962.4 3 7.26E+06 323.8

P00915ups 28738.8 3 5.70E+05 -

A0A1B2JHD1 74126 3 1.45E+06 129.7

B3VDJ1 12124.8 3 3.48E+06 50.9

P00918ups 29114.6 3 6.45E+05 -

P01127ups 12294.4 3 5.68E+06 -

A0A1B2JHJ8 57381.9 3 6.13E+05 42.4

A0A1B2JDU3 36069.4 2 4.65E+06 202.4

V9H1K4 31515 2 3.77E+05 14.3

A0A1B2J755 35915.6 2 1.71E+06 74.1

Q56D08 74213.1 2 5.83E+05 52.2

  -：HCP标品

3.5 纯化工艺对HCP种类的影响

建立上述HCP检测方法后，将其用于纯化过程的监控。如图8所示，卡值unique peptide为2，纯化前共35种HCP检出。纯化过程中

有29种HCP被去除，有6种蛋白未被去除。纯化过程引入3种HCP，分别是A0A1B2JDU3、B3VDJ1和V9H1K4。需要对工艺工程进行

讨论，以便确定这三种蛋白的来源。

图8 纯化前和纯化后样品中HCP的检出情况
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结论

本文系统对比了变性酶解和native酶解、nanoLC-MS和UHPLC-MS、DIA采集和DDA在HCP分析中的异同。相对于变性酶解，native
酶解更有利于HCP的检出。相对于UHPLC-MS检测，在本案例中，nanoLC-MS的灵敏度更高（对丰度最高的HCP，两者相差55倍）

。相对于DDA采集，DIA采集在本案例中没有显著优势。此外，本文还详细解释了HCP计算的流程、公式，并对公式出处和公式中

的每一项做了详细解释，以便读者参考和查证。最后，我们将优化所得方法用于纯化工艺的监控，为重组蛋白中HCP的检测提供思

路。
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