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引言

抗体类生物药以其特异性高、半衰期长和安全性高的优点，

在临床上的应用快速增加，被广泛应用于各种疾病的治疗，包括

癌症、自身免疫性疾病和代谢性疾病等。虽然抗体药提供了比常

规化疗更好的疗效和更低的毒性，但不同个体之间抗体药物的效

果差异较大，所以用药方案仍需要根据个体进行优化。临床试验

表明对单抗类药物进行治疗药物监测可以有效地提高临床治疗响

应以及获得更好的成本效益。

目前检测单抗类药物的主流方法为ELISA，但该方法本身具有

局限性： 

•   线性范围窄，对于超线性范围的样本无法准确定量

•   依赖于抗原，新项目开发难，耗费大
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•   容易受到干扰，如受基质、抗药抗体等因素干扰造成检测结果

不准确

•   不能进行多单抗药物的同时检测，在多种药物的临检场景下，

通量较低

因此，开发一种有效和通用的方法来准确定量血清中的抗体

浓度具有非常迫切和实际的临床应用意义。液相色谱串联质谱法

（LC-MS/MS）以其卓越的特异性，极高的检测灵敏度和高通量样

本检测等优点，得到越来越多的临床认可，逐步成为临床检验的

一项重要手段。本方法基于SCIEX 液相色谱串联质谱系统，建立了

血清中曲妥珠单抗、贝伐珠单抗、卡度尼利、帕妥珠单抗、利妥

昔单抗、阿达木单抗、乌司奴单抗和英夫利昔单抗共8种单抗类药

物的同时定量方法。

样品信息

曲妥珠单抗、贝伐珠单抗、卡度尼利、帕妥珠单抗、利妥昔

单抗、阿达木单抗、乌司奴单抗、英夫利昔单抗和维得利珠单抗

的化合物信息如下，其中维得利珠作为实验用内标。
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实验部分

样品前处理

本方案采用Protein G富集提取结合胰蛋白酶酶解的方式进行

样本前处理，经酸终止酶解后，LC-MS/MS上机分析。 

色谱条件

色谱柱： Aeris Peptide XB-C18  , Phenomenex；

流动相：A相为含酸的水溶液，

 B相为含酸的乙腈溶液；

流速：0.3 mL/min；

柱温：40 ℃；

洗脱方式：梯度洗脱，见表2。

中文名 英文名 缩写 CAS编号 分子式

帕妥珠单抗 Pertuzumab PERT 380610-27-5 C6476H9954N1710O2016S44

卡度尼利 Cadonilimab CADO 2394841-59-7 C8772H13504N2384O2768S62

曲妥珠单抗 Trastuzumab TRAS 180288-69-1 C6470H10012N1726O2013S42

贝伐珠单抗 Bevacizumab BEVA 216974-75-3 C6638H10160N1720O2108S44

利妥昔单抗 Rituximab RITX 174722-31-7 C6416H9874N1688O1987S44

阿达木单抗 Adalimumab ADAM 331731-18-1 C6428H9912N1694O1987S46

乌司奴单抗 Ustekinumab USTE 815610-63-0 C6482H10004N1712O2016S46

英夫利昔单抗 Infliximab IFLX 170277-31-3 C6428H9912N1694O1987S46

维得利珠单抗 Vedolizumab VEDO 943609-66-3 C6428H10072N1732O2042S42

表1. 待测单抗化合物信息列表

表2. 液相梯度洗脱条件

时间（min） A (%) B (%)

0.0 90 10

1.0 90 10

7.5 65 35

8.0 10 90

10.0 10 90

10.1 90 10

12.0 90 10
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图1. 8种单抗的典型色谱图

质谱条件：

质谱平台：SCIEX LC-MS/MS

电离方式：电喷雾离子源，正离子模式；

检测方式：多反应监测 (MRM)；

离子源温度 (TEM): 600 ℃;      雾化气 (Gas1): 65 psi;

辅助气 (Gas2): 60 psi； 气帘气 (Gurtain Gas): 30 psi;

电喷雾电压：5500 V；

对应MRM通道及参数见表3。

结果与讨论

本方案采用单抗纯化酶解后结合特异性肽段进行定量的分析

策略，其中特异性肽段的选择是根据skyline软件结合高分辨质谱获

得的。在本方案梯度洗脱条件下，八种单抗的肽段不存在互相干

扰，各自峰形对称，响应良好。典型色谱图如图1。
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Name ID Q1 Q3 DP CE 肽段选择

帕妥珠单抗
PERT-1-1* 419.2 589.3 80 19.5

FTLSVDR
PERT-1-2 419.2 476.2 80 22.5

卡度尼利
CADO-1-1 * 568.3 871.4 80 23.8

YTYYPDSVK
CADO-1-2 568.3 708.4 80 26.8

曲妥珠单抗
TRAS-1-1 * 485.2 721.4 80 22.8

FTISADTSK
TRAS-1-2 485.2 608.3 80 25.8

贝伐珠单抗
BEVA-1-1 * 523.3 797.4 80 24.6

FTFSLDTSK
BEVA-1-2 523.3 563.3 80 27.6

利妥昔单抗
RITX-1-1* 803.9 926.5 80 44.4

FSGSGSGTSYSLTISR
RITX-1-2 803.9 839.5 80 41.4

阿达木单抗
ADAM-1-1* 535.3 901.4 80 28.2

APYTFGQGTK
ADAM-1-2 535.3 637.3 80 22.2

乌司奴单抗
USTE-1-1 * 887.4 1019.5 80 42.5

GLDWIGIMSPVDSDIR
USTE-1-2 887.4 888.4 80 44.5

英夫利昔单抗
IFLX-1-1 * 648.8 876.5 80 30.8

SAVYLQMTDLR
IFLX-1-2 648.8 763.4 80 27.8

维得利珠单抗（内标） VEDO-2 1119.0 956.4 80 44.8 LEWIGEIDPSESNTNYNQK

表3. 待测单抗的质谱参数

 *：为定量离子对

标准曲线

以空白血清作为基质，配制标准工作曲线。各待测物在各自

的线性范围内线性良好，r2 > 0.99，符合生物样本检测的通用要

求。具体结果见表4。

化合物 线性范围 (μg/mL) 回归方程 (相关系数r) 

帕妥珠单抗 0.200-100 Y=0.14414 X +0.00860 ( r=0.99717) 

卡度尼利 0.200-100 Y=0.10753 X +0.02455 ( r=0.99752) 

曲妥珠单抗 0.200-100 Y=0.34225 X +0.08575 ( r=0.99709) 

贝伐珠单抗 0.200-100 Y=0.21004 X +0.01517 ( r=0.99775) 

利妥昔单抗 0.200-100 Y=0.04174 X +0.00793 ( r=0.99622) 

阿达木单抗 1-100 Y=0.20491 X +0.73813 ( r=0.99960) 

乌司奴单抗 0.200-100 Y=0.06427 X +0.00149 ( r=0.99605) 

英夫利昔单抗 0.200-100 Y=0.10452 X +-0.00961 ( r=0.99564) 

表4. 8种单抗的线性范围及标准曲线示例

加标准确度

以混合实际人血清添加标准品的形式制备质控样本，对8种单

抗药物定量的准确度进行验证。从表5可以看出，不同浓度质控样

本的准确度均在85.0~115.0%之内，满足CLSI相关法规要求。具体

结果见表5。

方案优势

本方案具有以下优势：

•   简单快速，整个前处理过程仅需4-5小时，且操作简单

•   基于一般实验室通用的方法开发流程，对特殊仪器和耗材依赖

程度低

•   方案中所用磁珠，不局限于进口，国产磁珠也可以满足性能要求

•   本方案兼具免疫法的灵敏度和质谱法的选择性，具有高灵敏度

和高选择性

•   采用单抗药物作为内标，对整个样本分析过程进行校正，经济简

便易实现
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化合物
名称

实际浓度 
(μg/mL)

检测浓度 
(μg/mL)

准确度
%

平均
准确度%

帕妥珠单抗

5.00

4.43 88.6

92.24.83 96.6

4.58 91.5

10.0

9.82 98.2

99.79.44 94.4

10.6 106.4

50.0

55.4 110.9

105.850.7 101.4

52.5 105.0

卡度尼利

5.00

4.64 92.8

104.45.28 105.7

5.73 114.6

10.0

8.81 88.1

92.89.01 90.1

10.0 100.2

50.0

54.4 108.8

100.547.5 95.1

48.8 97.5

曲妥珠单抗

5.00

4.39 87.7

100.65.27 105.4

5.43 108.7

10.0

9.94 99.4

105.711.4 114.2

10.4 103.5

50.0

54.9 109.7

103.848.4 96.7

52.5 104.9

贝伐珠单抗

5.00

5.31 106.3

105.85.49 109.8

5.07 101.3

10.0

11.3 113.0

105.410.7 106.7

9.66 96.6

50.0

54.7 109.3

107.251.0 102.1

55.1 110.1

表5. 血清中8种单抗的加标准确度

化合物
名称

实际浓度 
(μg/mL)

检测浓度 
(μg/mL)

准确度
%

平均
准确度%

利妥昔单抗

5.00

4.93 98.6

106.95.67 113.3

5.44 108.8

10.0

11.4 114.5

106.110.7 106.5

9.73 97.3

50.0

56.7 113.4

110.653.1 106.1

56.2 112.4

阿达木单抗

5.00

4.29 85.8

88.74.45 88.9

4.57 91.3

10.0

9.54 95.4

97.710.4 103.9

9.39 93.9

50.0

49.3 98.6

96.943.5 86.9

52.6 105.1

乌司奴单抗

5.00

4.91 98.2

97.14.82 96.4

4.83 96.7

10.0

11.0 109.9

105.610.7 106.7

10.0 100.3

50.0

51.3 102.6

101.048.6 97.1

51.6 103.2

英夫利昔单抗

5.00

4.77 95.4

94.74.28 85.6

5.15 103.0

10.0

10.3 102.7

97.610.0 100.4

8.96 89.6

50.0

50.5 101.0

96.943.2 86.4

51.6 103.2
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总结

本方案基于SCIEX液质联用平台，实现了对八种单抗的同时定

量检测，方法简单快速，易于自动化，通用性高，可用于抗体类

药物研发、临床前药代动力学研究以及临床实际样本的检测。

仅限专业展会等使用、仅向专业人士提供的内部资料


