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辉瑞正在建立 MAM 未来实验室

辉瑞是一家领先的研究型生物制药公司，致力于利用科学

原理、技术创新和公司全球资源为人类提供治疗产品，延

长人类寿命并大大改善他们的生存质量。同时致力于为医

疗保健产品的发现、开发和生产树立质量、安全和价值标

准。其全球上市的产品包括许多知名药品和疫苗。作为全

球首屈一指的创新生物制药公司，他们与医疗保健供应商、

政府和当地社区紧密合作，在全球范围内支持并扩展获得

可靠、经济适用医疗保健的途径。

为了支持辉瑞公司内部实现其目标，全球研发和医学部

门的生物治疗药物科学（Biotherapeutics Pharmaceutical 

Sciences, BioTx PS）组织致力于开发高品质合规的生产

流程，并以行业领先的研发周期提供安全有效的产品，

持续符合化学、生产与控制（Chemistry, Manufacturing 

and Controls, CMC）法规。同样重要的是，BioTx PS 还

需要提高并不断创新其研发能力，提供业内最复杂和多样

化的治疗产品，包括单克隆抗体（monoclonal antibodies, 

mAbs）、抗体 - 药物偶联物（antibody-drug conjugates, 

ADCs）、Fc 融合蛋白、重组蛋白、疫苗、生物仿制药和

基因治疗产品。BioTx PS 分为三个重要科学研究与开发（R

＆ D）学科：分析研发（用于常规检测和深入表征）、生

物工艺研发（用于细胞系和工艺开发）和制药研发（用于

制剂开发和设备）。

在分析研发学科内部，对于每个治疗产品分子的整个分

析研发周期（从临床前开发到上市），均有三个 Project 

Progression Line（PPL）来开发、认证和实施高品质方法，

获得丰富的数据信息，用于工艺支持和产品表征 / 对比。

采用的技术包括色谱和电泳等分析技术，近年来又扩展到

了质谱分析领域。质谱和生物物理表征（MSBC）小组的

任务是深入表征，使用领先的表征方法、高端仪器和创新

方法以开放、合作和即时的方式解析生物治疗药物的分子

结构，开发表征信息全面的药物并使其商业化。
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在生物治疗药物开发过程中，明确分子的产品质量属性

（product quality attributes, PQAs）及其对结构 - 功能和

长期稳定性的影响对于确保产品品质、安全和有效来说至

关重要。目前，通常采用色谱和电泳技术表征和监测各个 

PQA，支持批次放行、时间稳定性检测和工艺 /配方开发。

一些常规方法不仅占用大量时间和资源，且通常仅可用于

间接衡量生物学相关 PQA。

基于液相色谱 - 质谱（LC-MS）肽谱分析和自动化原理的

多属性方法（MAM）1可同时进行 位点特异性的PQA检测、

鉴定、定量和监测。与无法提供各个 PQA 位点特异性信息

的传统分析手段相比，MAM 可对 PQA 直接进行定量分析，

丰富了对工艺和产品的认识。辉瑞的目标是在新开发项目

完成初始表征后进行 MAM 分析，通过 MAM 对各个样品

进行全生产周期的 PQA 监测，从而指导工艺开发、结构功

能研究以及最终的质控和标准制定。为此，辉瑞公司专门

成立了一支专家团队，开发并实施多站点 MAM“未来实

验室”项目，简化 PQA 分析。

辉瑞 Andover 工厂 辉瑞 St.Louis 工厂

Jason Rouse 负责管理辉瑞公司质谱和

生物物理表征（MSBC）实验室。MSBC 

与辉瑞研发和生产团队合作进行产品表

征和可比性 / 生物相似性以及时间稳定

性研究和生物工艺支持。

Thomas Powers 是辉瑞 St. Louis 工厂 

MSBC 实验室的首席科学家，也是辉瑞 

MAM 团队的成员。

Andrew Dawdy 是辉瑞 St. Louis 工厂 MSBC 实验

室的首席科学家，也是辉瑞 MAM 团队的成员。他

拥护辉瑞与赛默飞世尔（Pfizer-Thermo Fisher）的

合作伙伴关系，致力于最大程度地利用 Biopharma 

Finder 和 Chromeleon CDS 软件实现 MAM 和其他

基于 质谱 的表征。

Keith Johnson 是辉瑞 Andover 工厂 Project 

Progression Line 3（PPL3）的首席科学家和小组

负责人，同时领导辉瑞 MAM 团队。

Carly Daniels 是辉瑞 St. Louis 工厂 

Project Progression Line 2（PPL2）

的首席科学家和小组负责人，同时

领导辉瑞 MAM 团队。

Kristin Boggio 是辉瑞 Andover 工厂 

MSBC 实验室的首席科学家，也是辉瑞 

MAM 团队的成员。 3
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辉瑞 MAM 发展历程

辉瑞公司的 MAM 团队最初将 MAM 引入他们的 前 - 研

究性新药应用（Pre-Investigational New Drug application, 

pre-IND）中，抗体生物治疗产品开发的早期。每个抗体

项目开始时，发现和分子设计（Discovery and Molecular 

Design）小组正式交接项目后，核心质谱小组都会对分子

属性进行深入分析，包括预期和非预期翻译后修饰和化学

修饰。在此过程中，他们通过各种分析手段对原料药（未

降解）和加速降解样品（分别进行加热和光照降解）进行

对比，以深入了解降解过程及其对结构 - 功能关系的潜在

影响。MSBC 小组利用 Thermo Scientific LC-MS 仪器和软

件生成一份重要且全面的 PQA 工作薄，供 PPL 生化 / 分

离科学小组进行后续监测，该小组为产品和工艺开发提供

支持，包括放行、稳定性、鉴定以及高分子量聚体、电荷

变异体、尺寸变异体、N- 糖链等的定量。PPL 小组直接参

与生产工艺以及每个治疗产品项目制剂的最终确定，此外

还提供加速降解和实时稳定性检测信息。因此，MAM 有

望为 PPL 小组 提供更多功能支持，以位点特异性的方式

监测更多属性，并集成放行 / 稳定性 / 定性分析，和 / 或简

化工作流程，提高检测效率。

辉瑞 MAM 团队在生产工艺改进和站点变更的可比性研究

中也实施 MAM 检测。MAM 通过分析检测为变更前后的批

次提供更严格的位点特异性属性 / 定量信息。此外，MAM 

还适用于基因治疗、ADC、融合蛋白和重组蛋白等新型治

疗产品，尤其适于在项目开始时（不存在批次放行和稳定

性检测的情况下）作为快速表征 / 监测关键属性的一种方

法，指导方法开发及更耗费劳动力的工艺和制剂开发工作。

他们的短期目标是在 MSBC 和 PPL 小组内进行 MAM 培

训和方法转移。随着仪器和软件的不断成熟，对于未经正

式培训的质谱分析人员，实际操作会越来越简单直观，长

期目标是将 MAM 完全集成到质控（quality control, QC）

实验室、制剂团队和 良好生产规范（good manufacturing 

practices, GMP）生产中。

辉瑞投资将 MAM 纳入其分析过程的主要得益是：

1. MAM 是一种基于 LC-MS 的单一方法，可同时分析多

个位点特异性的 PQA，对常规鉴定、放行和稳定性检

测进行了有效补充（图 1）。

2. MAM 可自动监测和定量已知 PQA，并在工艺和产品开

发过程中检测新峰，有助于构建针对特定产品的全面科

学知识信息。

图 1. 辉瑞如何利用 MAM（一种基于 LC-MS 的单一方法）可以提供位点特异性信息的优势同时分析多个 PQA。
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Development of the MAM workflow 
From the seminal 2018 industry publication entitled “A 
View on the Importance of ‘Multi-Attribute Method’ for 
Measuring Purity of Biopharmaceuticals and Improving 
Overall Control Strategy”,4 MAM involves simultaneous 
detection, identification, quantitation, and quality control 
(monitoring) of molecular attributes. A primary motivation 
behind MAM is to provide more comprehensive information 
content in a more efficient manner. With companies trying 
to address more unmet medical needs via more program 
starts, in addition to streamlining product and process 
development practices and timelines to deliver high quality 
medicines to patients, MAM is viewed as a new analytical 
platform that can better guide product and process 
development. Additionally, it can serve as a platform in the 
disposition of clinical materials from the QC lab.

As shown in Figure 2, there are a few essential components  
of MAM. It starts with a rapid proteolytic digestion step (usually  
by trypsin) to maintain the integrity of labile posttranslational 
modifications (PTMs) (i.e., N-/O-glycosylation, sialylation, 
etc.) and minimize method-induced chemical modifications 
(i.e., some proteolytic peptides are susceptible to further 
deamidation, oxidation, etc.). Using LC-MS/MS—trypsin 
peptide mapping on a Thermo Scientific™ Q Exactive™ 
Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ mass spectrometer, 

the PQAs comprising the biotherapeutic molecule are 
characterized in a traditional, comprehensive, site-specific 
manner, perhaps requiring additional endopeptidases and/or  
electron-transfer dissociation (on a Thermo Scientific™ 
Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribrid™ mass spectrometer), 
in addition to the standard higher-energy collisional 
dissociation (HCD), to pinpoint modifications in challenging 
sequence motifs/stretches. Then, using a combination of 
manual and automated data interrogation via the Thermo 
Scientific™ BioPharma™ Finder software, the array of PQAs 
comprising posttranslational and chemical modifications 
is detected, identified, and recorded in a target peptide 
workbook that enables routine attribute monitoring 
via LC-MS. Once the biotherapeutic is designated as 
“well characterized” and the workbook is finalized, the 
list of essential and/or diagnostic PQAs are transferred 
into a method within Thermo Scientific™ Chromeleon™ 
Chromatography Data System (CDS), which is employed 
for routine attribute monitoring using a Thermo Scientific™ 
Exactive™ Plus mass spectrometer. The Exactive Plus 
instruments are used in full MS mode only for the routine 
monitoring, which takes advantage of chromatographic 
retention time, high resolution/accurate mass, and isotopic 
distribution to automatically identify and quantitate the 
PQAs in the library. 
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MAM 工作流程开发

据 2018 年一篇题为“Multi-Attribute Method’for Measuring 

Purity of Biopharmaceuticals and Improving Overall Control 

Strategy”4 的文章报道，MAM 可同时检测、定性、定量

和质量控制（监测）多个分子属性。MAM 开发的主要动

机是以更有效的方法提供更全面的信息。公司试图通过为

更多亟待满足的医疗需求启动更多项目，MAM 除可简化

产品和工艺开发，缩短为患者提供高品质药物的时间外，

还被视为是可以更好地指导产品和工艺开发的新分析平台。

此外，它可以作为处理 QC 实验室临床材料的平台。

如图 2 所示，MAM 由几个基本模块组成。起始步骤为快

速蛋白酶解消化（通常使用胰蛋白酶），用于维持不稳定

翻译后修饰（posttranslational modifications, PTMs，如 N-/

O- 糖基化、唾液酸化等）的完整性，并尽可能减少方法引

起的化学修饰，例如某些肽段易于进一步脱酰胺、氧化等。

然后，利用 Thermo ScientificTM Q ExactiveTM Plus Hybrid 

Quadrupole-OrbitrapTM 质谱仪的 LC-MS/MS- 胰蛋白酶肽

谱分析技术，以传统、全面且具有位点特异性的方法对生

物治疗分子的 PQA 进行表征，除了传统的高能碰撞解离

（higher-energy collisional

 dissociation, HCD）外，可能还需要使用其他多肽内切

酶和 / 或 Thermo ScientificTM Orbitrap FusionTM LumosTM 

TribridTM 质谱仪选配的电子转移解离技术（electron-transfer 

dissociation, ETD）解析复杂序列中的修饰。最后，使用 

Thermo ScientificTM BioPharmaTM Finder 软件的数据处理功

能，检测、识别并记录包含翻译后修饰和化学修饰的 PQA 

列表，并将其记录在 PQA 工作簿中，实现了通过 LC-MS 

进行常规属性监测。生物治疗药物一旦界定为“表征良好”

并生成对应 PQA 工作簿后，必要的和 / 或诊断性 PQA 列

表即被转移到 Thermo ScientificTM ChromeleonTM 色谱数据

系统（CDS）中，并基于 Thermo ScientificTM ExactiveTM 

Plus 质谱仪进行常规属性监测。Exactive Plus 仪器仅使用 

一级质谱全扫描 模式进行常规监测，结合色谱保留时间、

高分辨 / 准确质量数和同位素分布自动识别和定量库中的 

PQA 信息。

辉瑞 MAM 平台工作流程

减少引入人为
修饰的酶解流程

表征
基于 LC-MS/MS（CID/HCD/ETD）

进行 PQA 表征

常规监测
仅基于 LC-MS 进行靶向和非靶向 

PQA 监测

图 2. 辉瑞 MAM 工作流程。MSBC 小组基于 LC-MS/MS 进行初始表征，生成位点特异性 PQA 库。随后，PPL 小组使用 LC-MS 定期监测 PQA，构建

工艺和产品信息。
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Lastly, while it would be ideal to monitor all potential Met 
and Trp oxidation sites in the protein, for example, it is also 
important to balance the number of PQAs in the primary 
workbook to ensure fast, reliable monitoring by MAM. Thus, 
the primary workbook for general screening may contain 
key PQAs pertaining to N-glycosylation, N-/C-terminal 
heterogeneity and other PTMs, in addition to a series of 
diagnostic PQAs for the more abundant, known sites of Asn 
deamidation, Asp isomerization, and Met/Trp oxidation to 
monitor potential degradation. As the project progresses 
through development and more product heterogeneity and 
structure-function knowledge is gained, additional PQAs 
can be added to the primary workbook as required to 
ensure comprehensive monitoring of product consistency. 
Additionally, focused workbooks can be created for 
bioprocess optimization or forced degradation purposes 
where more N-glycoforms or oxidation/deamidation sites can 
be monitored, respectively. Fortunately, with Chromeleon 
CDS and the enterprise data server, one is easily able to 
retrospectively interrogate historical MAM data, together with 
recently acquired MAM data, using new/revised workbooks 
to trend PQAs over the duration of the project for more insight.

Additionally, an appropriate system suitability test (SST) is 
critical for the long-term success of MAM. Thermo Scientific™ 
Pierce™ BSA Protein Digest standard offers a comprehensive 
system suitability sample, unlike conventional system 
suitability samples for MAM which rely on simple synthetic 
peptide mixtures. While synthetic peptide standards ensure 
suitability for several key components of MAM, including 
UHPLC performance (i.e., retention time (RT) reproducibility 
and peak width/shape) and mass spectrometry performance 
(i.e., mass accuracy and peak area), the BSA Protein Digest 
enables additional attributes to be monitored, including 
% abundance of method-induced chemical modifications 
(i.e., asparagine/glutamine deamidation), system-induced 
oxidation (currently not used for our SST) and in-source 
fragmentation. Furthermore, by implementing BSA Protein 
Digest as an SST standard, system performance can be 

monitored from installation onwards, as the same standard 
sample will be analyzed by Thermo Fisher engineers at 
the time of installation. This continuity in system suitability 
will enable an easy assessment long-term for system 
performance and instrument suitability.

Pfizer has elected to use a mAb standard developed in-
house for monitoring day-to-day system suitability for 
MAM applications, while the Thermo Scientific™ Pierce™ 
LC-MS/MS System Suitability Standard (or the Thermo 
Scientific™ Pierce™ BSA Protein Digest standard) is used to 
re-evaluate LC/MS system performance following preventive 
maintenance and instrument repairs by Thermo engineers. 
Leveraging this internal mAb enables the fusion of system 
suitability and initial assay acceptance criteria for early 
stage programs. The resulting mAb system suitability/assay 
acceptance test is able to monitor UHPLC performance, MS 
performance, method-induced artifacts (i.e., deamidation), 
system-induced oxidation, and in-source fragmentation 
similar to the BSA Protein Digest standard. In addition, the 
Pfizer mAb standard allows evaluation of trypsin digestion 
robustness (i.e., digestion and alkylation efficiency), as 
well as examination of expected levels of site-specific 
deamidation, oxidation, N-/C-terminal heterogeneity, 
N-linked glycan ratios, etc. across the mAb standard in a 
targeted, diagnostic manner to ensure a reference point for 
assay acceptance in early phase projects.

MAM has been recognized throughout industry as value-
added. It is acknowledged as a time saver in process 
and product development and characterization; and, it 
provides more in-depth monitoring of molecular PQAs. Its 
utility has especially been emphasized as biotherapeutics 
have increased in complexity, including gene therapies, 
bi-specifics, and tri-specifics. Understanding individual 
attributes is a new focus area in biotherapeutics 
development, and MAM allows Pfizer to perform site 
specific attribute analysis to help better understand 
attributes and their impact on the product quality.

理想情况下应监测蛋白质中的所有潜在 Met 和 Trp 氧化位

点，但平衡考虑主要工作簿中 PQA 的数量也很重要，以确

保通过 MAM 快速进行可靠监测。因此，用于一般筛查的

主要工作薄可以只包含与 N- 糖基化、N-/C- 端异质性以及

其他 PTM 有关的关键 PQA，以及一系列丰度更高、位点

已知的 Asn 脱酰胺、Asp 异构化以及 Met/Trp 氧化的诊断

性 PQA，以监测可能存在的降解。随着项目的开发，产品

异质性和结构功能信息越来越多，也可以根据需要将其他 

PQA 添加到主要工作簿中，以确保对产品一致性进行全面

监测。此外，可以针对生物工艺优化或强制降解目的创建

重点工作薄，监测更多 N- 糖型或氧化 / 脱酰胺位点。幸运

的是，借助 Chromeleon CDS 和企业数据服务器，人们可

以轻松回顾历史 MAM 数据以及近期 MAM 数据，并在项

目开展期间使用全新 / 修订工作薄对 PQA 进行趋势分析，

获取更多信息。

此外，系统适用性试验（SST）对于 MAM 的长期成功来

说也非常关键。Thermo ScientificTM PierceTM BSA Protein 

Digest 标准品被用作全面的 MAM 系统适用性样品。传统

的系统适用性样品（简单的合成肽标准品混合物）仅可确

保适用于 MAM 的几个关键指标，包括 UHPLC 性能（即

保留时间（RT）重现性和峰宽 / 形）和质谱性能（即质

量精度和峰面积），而 BSA Protein Digest 适用于更多需

要监测的属性，包括方法诱导性化学修饰（例如，天冬

酰胺 / 谷氨酰胺脱酰胺）的丰度百分比、系统诱导性氧化

（目前不适用于我们的 SST 试验）和源内裂解。此外，将 

BSA Protein Digest 用作 SST 标准品的好处还在于，因为 

Thermo Fisher 工程师安装仪器时即使用同一标准样品进

行分析，故在安装时即可监测系统性能。。系统适用性的

这种连续性将使长期轻松评估系统性能和仪器适用性成为

可能。

辉瑞已选择使用内部开发的 mAb 标准品来监测 MAM 应

用的日间系统适用性，而 Thermo ScientificTM PierceTM LC-

MS/MS 系统适用性标准品（或被称为 Thermo ScientificTM 

PierceTM BSA Protein Digest 标准品）用于在 Thermo 工程

师进行预防性维护和仪器维修之后重新评估 LC/MS 系统

性能。此内部开发的 mAb 标准品可将系统适用性与项目

初期的初始分析验收标准融合在一起。mAb 系统适用性 /

分析验收检测能够监测 UHPLC 性能、MS 性能、方法引起

的伪峰（如脱酰胺）、系统引起的氧化以及与 BSA Protein 

Digest 标准品类似的源内裂解。此外，辉瑞 mAb 标准品

还可用于评估胰蛋白酶消化的稳健性（即消化和烷基化效

率），以靶向诊断性的方式检查 mAb 标准品位点特异性

的脱酰胺、氧化、N-/C 端异质性、N- 连接糖链比率等的

预期水平，确保在项目初期确立分析验收参考标准。

MAM 已在整个行业中被公认具有额外的价值。它可以节

省工艺、产品开发和表征时间；提供对分子 PQAs 的深入

监测。生物治疗性产品（包括基因治疗、双特异性抗体和

三特异性抗体）复杂性的不断增加更加强调了 MAM 的价

值。对各个属性的认识是生物治疗性产品发展的一个全新

重点关注的领域，MAM 使辉瑞能够进行针对特定位点的

属性分析，更好地认识属性本身及其对产品质量的影响。
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与 Thermo Fisher Scientific 开展合作并

使用 Thermo Scientific 产品

过去四年，辉瑞 MAM 团队一直与 Thermo Fisher Scientific 

紧密合作，共同进行 MAM 开发。这项合作使他们能够提

供有关工作流程各个方面的反馈，包括样品制备、硬件和

软件以及性能和适用性等。两家公司的代表在密苏里州圣

路易斯和马萨诸塞州安多弗实验室定期会面并交流有关 

MAM 开发的更多信息。在这些会议上，辉瑞提供了有关

该方法开展和实施的最新信息，同时提出了他们在数据分

析中遇到的困难。辉瑞团队成员 Jason Rouse 说：“这些

会议的最重要意义之一是 Thermo Fisher Scientific 即时更

新软件，便于最终用户轻松使用其方法。”

Carly Daniels 解释说：“Thermo Fisher 的 单一供应商 MAM

解决方案非常有用，它可以无缝集成硬件、软件以及最终

的数据读取。Thermo Fisher 率先推出了“MAM 工作流程

软件包”，它是一款 LC-MS 系统与 MAM 软件的组合。通

过使用此硬件 - 软件组合，能够实现各种用于表征和监测

的 Thermo Scientific 软件包之间的通信连接，轻松实现同

一 Thermo Scientific 仪器系列中不同型号 LC-MS 系统之

间的方法转换，有助于从表征组到常规监测组的无缝过渡。”

Orbitrap 的高分辨准确质量数（HRAM）功能对于 MAM 而

言极为有用，无需使用 MS/MS 即可极为可靠地执行监测

步骤中的多肽鉴定。

MAM 中的每个肽图都是一个非常复杂的数据集，含有覆

盖 m/z 谱图的成千上万个信号。能够准确分辨感兴趣的目

标物并同时兼得亚 -5 ppm 质量精度的能力，极大地提高

了辉瑞团队对 MAM 方法耐用性的信心。一个常见典型示

例是能够分离未修饰 / 脱酰胺肽段 M+1/M+2 等同位素峰

的能力，因为这些同位素之间的质量数差异非常小。

为了协调仪器和软件之间的兼容性，辉瑞团队选择 Thermo 

ScientificTM VanquishTM UHPLC 系统作为其 MAM LC-MS 

平台中的前端 UHPLC。尽管他们以前没有使用 Vanquish 

LC 的经验，但 Thermo Fisher 团队提供的支持和帮助

有助于他们克服使用新硬件和软件最初面临的困难，熟

悉 Vanquish UHPLC 操作和维护，并在最短的时间内独

立开展工作。与 常规 HPLC 系统相比，其运行时间可

缩短 50％ 或更多。他们特别选择了 Thermo ScientificTM 

VanquishTM Duo UHPLC 系统来实现最大 MAM 通量。清洗

一根分析柱的同时，使用另一根分析柱采集数据可提高分

析效率，因为这样可以使 MAM 操作扩展到仪器可以连续

运行的程度。Vanquish Duo UHPLC 系统的色谱峰容量优

于标准 HPLC 系统，进一步提高了分析效率。为了保持这

种性能并最大程度地提高辉瑞 MAM 平台之间的协调性，

在选择和调谐这些系统的所有管路时需格外小心。MAM 

团队还发现，其在运行 Vanquish Duo 系统时，在协调分析

柱批次方面具有巨大优势，因其可将色谱柱之间的重复保

留时间差异维持在 6-12 秒以内。经证实，Vanquish Duo 

UHPLC 确实是辉瑞 MAM 工作流程中的关键设施，并且 

MAM 团队对他们的此项选择非常满意。Thomas Powers 

解释说：“Vanquish UHPLC 系统提供了前所未有的保留

时间一致性和重现性。这大大有助于轻松实施 MAM。”

Q Exactive Plus 质谱仪
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BioPharma Finder 软件提供了有效表征、量化和构建 PQA 

库的功能，以开展 MAM 监测。Chromeleon CDS 提供了

一种常规监测这些属性的方法，无需用户成为质谱专家

即可操作。该团队开发了用于 MAM 检测的 Chromeleon 

CDS 工作流程，便于操作 LC-MS 系统，跟踪系统适用性

元数据，自动处理 LC-MS 数据并报告数据中的定量结果。

“在我们整个 MAM 工作流程的纵向检测中，经证实，我

们能够在 18 个月的时间内，在多个分析人员 / 消化步骤 /

仪器和实验室中获得针对内部 mAb 标准品的各种 PQA 的

一致定量结果，无需修改 Chromeleon CDS 中的工艺方法”，

一直致力于工作流程软件开发的 Andrew Dawdy 说。然后，

他补充说：“Thermo Scientific 的 MAM 软件功能在过去

几年中有了长足的发展，这主要是因为他们愿意接受直接

反馈并不断进行改进。”

Thomas Powers 解释说：“Thermo Scientific 为 MAM 

提供了一个从数据采集到自动报告的全面数据解决方

案。Chromeleon CDS 是 用 于 MAM 的 主 要 软 件， 而 

Chromeleon 软件与 BioPharma Finder 可以很好地进行

对接以创建工作簿。此外，Chromeleon 软件提供了多项

高级功能，可确保成功实现 MAM，包括记录与实验相关

的所有元数据、查询特定数据文件、绘制修饰图、在分

析之前确保系统适用性以及显示与报告方法相关的所有

提取离子色谱图。此外，未来 eWorkflowTM 程序的实施

将把 MAM 推广给非 MS 专家成为可能，这是 MAM 的关

键，也是实现其全部潜力的关键。虽然我们只是刚刚接

触到将 Chromeleon CDS 用于 MAM 检测，但毫无疑问，

Chromeleon 软件将有助于辉瑞成功实施 MAM。”

作为从硬件到软件、耗材、培训、服务和技术支持均达

到标准化、商业化的水准 MAM 工作流程，上述特质使得

MAM 能够被无缝集成到辉瑞的工作线中。硬件和软件的通

讯连接，以及熟悉 MAM 工作流程的工程师提供的专家支

持，都可以快速回答您的问题，并在问题出现时更快地解

决问题。

MAM 如何帮助辉瑞进行实际应用的示例

在 最 近 的 网 络 研 讨 会（Understanding Biotherapeutic 

Product Quality Attributes through a Multi-Attribute Method 

（MAM）Lab-of-the-Future， 可 按 需 点 播）2-3 中，

Andrew Dawdy 展示了其 MAM 工作流程的应用示例。

MAM 在辉瑞正在开展的项目中作为非 GMP 分析进行试

点，以评估工作流程，将其数据与传统分析数据进行对比

并加强对 PQA 的认识。通过 MAM 检测来自三个不同生物

反应器样品的 N- 糖型定量与释放的 2-AB 标记 N- 糖链检

测结果进行对比。如图 3 所示，MAM 结果（蓝色）与主要、

次要和痕量糖型的传统检测数据（黑色 / 灰色）相匹配。

3 个生物反应器样品的分析结果：传统 N- 糖型分析（2-AB）与 MAM 分析

主要和次要糖型

%
丰
度

%
丰
度

痕量糖型

图 3. 对 3 种生物反应器样品的 MAM N- 糖型定量与常规 PNGaseF 释放的 2-AB 标记 N- 糖链 HILIC-FLR 的分析结果进

行对比。MAM 结果（蓝色条）与主要、次要糖型以及痕量糖型的 2-AB 标记 N- 聚糖测定结果（黑色 / 灰色条）完美匹配。
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在强制降解研究中，某 mAb 样品在 40℃ 下进行强制降

解 18 周。随后使用成像毛细管电泳（imaged capillary 

electrophoresis, iCE）与 MAM 分别进行电荷变异体分析，

结果证实这两种技术之间具有出色的一致性。但是，iCE 

数据仅提供全局信息，不提供关于属性鉴定或修饰位点的

详细信息。相比之下，MAM 提供每个酸性 PQA 的鉴定和

位点特异性信息，便于人们了解它们对降解的影响。在图 

4 中的 MAM 数据显示了这一点。除位点特异性外，MAM 

功能通常还提供更全面的信息。例如，传统蛋氨酸氧化测

定通常仅能以 Fc 区域中的一个特定位点为目标，而 MAM 

可通过一次检测定量多个氧化位点和氧化类型。

在同一样品的加热降解研究中，MAM 被用于确定制剂对

非酶切导致的赖氨酸糖基化的影响，测定了包括位点特异

性信息的赖氨酸糖基化水平，并对含蔗糖的制剂和含海藻

糖的制剂进行了比较。图 5 中的曲线表明，含蔗糖制剂中

的原料药具有较高的赖氨酸糖基化风险，并可以轻松确定

赖氨酸糖基化热点的位置。

使用 iCE 和 MAM 法观察到的酸峰的增加关联良好。MAM 为每个酸性变异体相关 PQA 的识别和位点特

异性检测提供了更多优势。

电荷变异体示例 iCE 图 酸性物质 MAM 检测

在 40℃ 下，对原料药批次进行加热降解 18 周

Asn 脱酰胺

唾液酸化的 N-聚糖

N 端焦磷酸

C 端赖氨酸

C 端酰胺化 Pro

赖氨酸糖基化

主峰

       碱

0 周

            酸

18 周

Asn 294

G2F +

NeuAc

Asn 386

脱酰胺

%
丰
度

%
丰
度

工艺 1 工艺 2

Asn 294

G2F + 

NeuAc Asn 386 

脱酰胺

图 4. 基于 MAM 识别并定位电荷变异体。与传统分析方法（例如 iCE 和 CEX）相比，MAM 可以特异性地识别并定量各个电荷变异体，

从而增强了对电荷变异体的认识。MAM 提供的信息可以转换为百分比值，用于表示其在完整 mAb（两条轻链，两条重链） 中可能

存在的比例，如果需要总值（例如总唾液酸化、总糖基化等），也可以求和。

MAM 在制剂研究中揭示了赖氨酸糖基化风险的位点和程度

对两种制剂进行加热降解（40℃）试验，观察原料药上位点特异性的

赖氨酸糖化水平

赖氨酸糖基化

包含蔗糖 包含海藻糖
糖基化

糖基化

糖基化

糖基化

0 周     3 周      6 周     9 周    12 周   18 周    0 周     3 周      6 周     9 周    12 周   18 周 
制剂 1 制剂 2

图 5. 通过 MAM 确定制剂对非酶切导致的赖氨酸糖基化的影响。MAM 结果显示，制剂 1 中的原料药赖氨酸糖基化的风险要高得多。
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在同一降解试验的非靶标差异分析中，检测到一个未知峰，

该峰随降解逐渐增加。通过对整个工作流程进行回溯以对

该未知组分进行深入表征，可识别该未知组分为水解产生

的 Fc 区域内的 D/P 剪切片段。然后将其添加到 PQA 库中

进行监测。通过对多批原料药进行监测发现，通过 MAM 

检测到的 D/P 剪切片段与通过还原性毛细管凝胶电泳检测

到的剪切片段丰度关联良好。

MAM 的行业广泛应用前景和进一步要求

随着新技术的发展，辉瑞团队将持续构建其平台开发工艺。

他们希望在提高工艺效率的需求与确保新仪器和 / 或新方

法与常规方法具有相同的耐用性、精密度和准确度之间取

得平衡，，从而确保获得高品质生物制药产品。随着法规

要求的不断演化，技术持续优化变得至关重要。增强对产

品的认识不仅需要更好地了解其属性，还需要有关其定量

水平的信息。即便使用当今先进技术，生物治疗产品的异

质性也使收集这些信息成为一种挑战。

为了使 MAM 在生物治疗药物开发和 QC 实验室中均获得

成功，LC-MS 系统需要更易于操作、校正和维护、耐用

性更强、仪器之间的差异更小，用户界面更友好。完成自

动化或提高自动化同样也是客户所需要的，在将来理想的

状态是能够实现无需大量用户干预即可进行 LC-MS 数据

处理。

尽管由于仪器和数据解析的复杂性，当今质谱仪可能需要

专业技术人员，但目标仍然是通过开发更直观的软件和防

故障操作，使一般分析人员即可轻松使用其工作流程。对 

QC 实验室来说尤其如此，因为操作或数据分析过程中出

现的问题可能导致执行更多检测或出现假阳性结果，从而

导致批处理失败或产品放行延迟。配置备用仪器并不始终

具有成本效益，尤其考虑到使生物治疗产品广泛应用于全

球这一目标时。同时还应当考虑实验室工作台空间，缩小

仪器占地面积以及降低这些仪器的成本和复杂性，这些对

于质量控制实验室广泛实施 MAM 来说势在必行。MAM 的

完全自动化也被视为有意义的考虑因素，因为自动化将减

少人为因素带来的可变性，缩短制备样品或设置实验所需

的手动操作时间。

在辉瑞，MAM 具有最直接的潜力来取代用于产品鉴定的

肽图分析、N- 糖链分析、蛋白质裂解谱图分析 / 监测和电

荷变异体分析（用于 mAb）。对于基因治疗或更复杂的生

物治疗产品来说，MAM 有潜力作为对关键 PTMs 进行位

点特异性监测的常规检测方法。

总结

•  辉瑞公司与 Thermo Fisher Scientific 通过合作已成功开

发强大的多站点“未来实验室”，通过实施 MAM 促进

生物治疗药物的发展

•  MAM 能够通过一次检测直接测量多个 PQAs，以更高

的效率提高对产品的认识

•  辉瑞公司目前正在实施 MAM 开发项目，支持对 PQA 

进行非 GMP 监测，并对其 MAM 工作流程进行“实际

工作环境”评估，以便进行后期开发

•  迄今为止，MAM 数据与传统检测方法的结果非常吻合，

对于一些处于开发阶段的项目，MAM 实时或通过对当

前和以前的数据集进行回顾性分析，获得了特定 PQA 

的关键信息，可帮助解决关键结构功能研究中存在的

问题

•  辉瑞计划在圆满完成方法验证以及必要的合规性和风

险评估后的 3-5 年内，在 QC 实验室实施 MAM



来自辉瑞团队的 Jason Rouse 说：“这些会议的最重要意义之一是 Thermo Fisher 

Scientific 即时更新软件，便于最终用户轻松使用其方法。”

– Jason Rouse

质谱分析可提供有关产品质量的完整信息，并为项目提供

关键性决策，对辉瑞公司内部生物治疗产品开发的影响越

来越大。这被认为是基于质谱的序列变异体分析、宿主细

胞蛋白质分析、在线电荷变异体分析、三硫化物分析和降

解热点表征不断发展的结果。辉瑞是一家非常有前瞻性的

公司，他们已经认识到质谱仪在这些领域的强大功能，并

热切支持在生物治疗产品开发的所有阶段广泛部署 MAM 

检测。他们觉得他们有机会通过以前所未有的常规方式获

得对工艺和产品的高效、全面认识，激发并积极参与整个

行业的范式转变。这对于制药行业和致力于开发更高质量

药物的分析科学家来说都是一件令人兴奋的事情。所有这

些工作都符合监管机构和行业倡导的“质量源于设计”的

原则，目的是从开发的最早阶段构建更好的产品和工艺知

识，并在整个生产过程中始终保持这一指导原则。

目前，辉瑞团队希望在 2025 年之前将其 MAM 方法转移

到 QC 实验室并开始实施，但是为了尽快在 QC 实现这一

目标，到时必须确保 MAM 已经在非 GMP 开发线（工艺支

持和稳定性）中建立。

编者注

我们由衷感谢辉瑞 MAM 团队及各个项目团队做出的宝贵

贡献、有意义的讨论以及对此项工作的严格审阅。此外，

我们感谢辉瑞生物治疗药物科学组织的慷慨支持。

辉瑞公司 MAM 小组科学家团队

Jason C. Rouse—质谱和生物物理表征总监（MSBC）

Jason 于 1993 年获得密歇根州立大学分析化学专业博士

学位，然后加入遗传学研究所（GI）担任博士后研究员。

多年来，Jason 先后在 GI、惠氏和辉瑞担任重要职务，目

前担任 MSBC 集团的董事。Jason 的科研兴趣包括通过

在线和离线 质谱技术解析 N- 和 O- 糖链，通过超高分辨

率质谱方法自上而下表征完整的糖蛋白治疗产品。此外，

Jason 还是 CASSS 年度“质谱”会议的活动策划委员会

成员。

Andrew Dawdy—首席科学家

Andrew 于 2013 年获得弗吉尼亚大学化学专业博士学位，

从事蛋白质 质谱 研究。Andrew 在过去的七年中一直从

事药物开发工作，其中最近五年在密苏里州辉瑞 St. Louis

工厂从事生物治疗产品开发工作。Andrew 作为 MSBC 实

验室的首席科学家，致力于支持多类药物的开发工作，包

括 mAb、ADC、融合蛋白和重组蛋白。Andrew 领导辉

瑞在线 CEX-MS 和 MAM 的开发和实施，分别在 ASMS 

2018 和 2019 上进行了汇报，并主持了有关该主题的晚

间研讨会。

Carly N. Daniels—首席科学家兼小组负责人

Carly 于 2015 年加入辉瑞，领导分析研究与开发部的

Project Progression Line 小组，是该小组的首席科学家兼

小组负责人。她获得了佛罗里达大学生物化学专业理学学

士学位，以及加利福尼亚大学洛杉矶分校生物化学和分子

生物学博士学位。加入辉瑞之前，她曾在美国食品药品监

督管理局从事博士后研究。在辉瑞任职期间，她致力于各

种生物治疗产品的分析方法开发，主要包括聚糖谱分析、

肽谱分析和 LC-MS 技术。现任 MAM 联盟的董事会成员。



Keith A. Johnson—高级首席科学家兼小组负责人

Keith 获得科罗拉多大学化学专业理学学士学位，以及佐

治亚大学分析化学专业博士学位。攻读博士期间，他通过

质谱技术对非共价蛋白质复合物进行了研究。2001 年加

入惠氏分析研究与开发小组。现在辉瑞公司任职。在辉瑞

任职期间，他隶属质谱和生物物理表征小组以及 Project 

Progression Line 小组，从事有关蛋白质生物治疗产品结构

表征和分析方法开发的研究，支持辉瑞生物治疗产品的开

发。Keith 的其他供职包括领导分析小组技术与创新团队，

领导产品开发团队。

Thomas W. Powers—首席科学家

Thomas 获得南卡罗来纳州医科大学生物医学科学专业博

士学位，期间开发了 N- 糖链的质谱成像方法，并将该方

法及其他表征方法应用于生物标记物的发现。获得博士学

位后，Thomas 加入辉瑞 St. Louis 分析研究与开发小组，

过去五年来一直在那里工作。Thomas 就职于 MSBC 实验

室，在处理 mAb、ADC、重组蛋白和基因治疗产品等各类

治疗药物方面拥有丰富的经验。

Kristin J. Boggio—首席科学家

Kristin 于 2012 年获得布兰代斯大学物理化学专业博士学

位，开发了生物分子的质谱分析方法。Kristin 获得博士学

位后，利用 TMT 试剂和自下而上的质谱技术完成了神经科

学领域的博士后研究，对 ALS 细胞模型中的差异进行了定

量。Kristin 于 2015 年加入辉瑞质谱和生物物理表征小组，

致力于开发质谱分析方法，表征辉瑞多样化的生物治疗产

品，包括疫苗和融合蛋白。目前，她是波士顿质谱讨论组

（GBMSDG）的董事会成员。
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