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基于质谱分析技术的科博肽中脱酰胺杂质测定方法研究
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摘要: 脱酰胺是蛋白多肽类药物中最为常见的降解杂质来源之一。蛋白序列中谷氨酰胺和天冬酰胺经脱酰胺

降解后会导致蛋白化学与生物学性质的改变。质谱分析技术可用于定量蛋白及多肽中的脱酰胺杂质, 然而传统的

基于胰蛋白酶的 bottom-up策略, 酶切过程中易人为引入脱酰胺, 往往导致脱酰胺杂质的测定结果偏高。本研究通

过对Glu-C酶酶解条件的优化, 获得了在酸性条件下的最佳酶解条件, 显著降低了酶切过程造成的人为引入脱酰胺

的现象, 鉴定了科博肽样品中的脱酰胺位点 (N48)。并进一步通过方法学考察与不同方法的测定结果对比, 验证了

方法的专属性、重复性与准确性。本研究所建方法为科博肽及其相似蛋白多肽类生化药品中脱酰胺杂质的精准测

定奠定了坚实的基础。
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Abstract: Deamidation is one of the most common degradation impurities in protein and peptide drugs. The

deamidation of glutamine and asparagine in the protein sequence can lead to changes in the chemical and biological

properties of the protein. However, the rutine trypsin-based pretreatment process can significantly increase the arti‐

ficial deamidation impurities during the digestion process, resulting in high determination level. In this study, after

optimizing the conditions of Glu-C enzymatic hydrolysis, we obtained the best enzymatic conditions under acidic

condition and the artificial deamidation impurities significantly reduced in digestion process, identified the deamida‐

tion site (N48). Through the methodological investigation and comparison of the measurement results of different

methods, the specificity, reproducibility and accuracy of the method are verified. The method established in this

research has laid a solid foundation for the accurate determination of deamidation impurities in cobratide and its

similar protein peptide biochemical drugs.
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脱酰胺是大多数多肽或蛋白类药物在生产、储存 及运输过程中发生的常见的降解形式, 这类药物氨基

酸序列中通常含有天冬酰胺 (asparagine, Asn, N) 残基

或谷氨酰胺 (glutamine, Gln, Q) 残基, 发生脱酰胺反应

时其侧链酰胺基水解转变为羧基[1]。由于脱酰胺化改

变了多肽或蛋白质原本的结构, 所以其活性、功能、稳

定性、溶解性等性质可能发生相应的改变[2-4], 甚至在

免疫原性、神经生物学等方面也会产生重要影响[5,6],
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对该类药品的安全性与有效性带来巨大的挑战。因

此, 需要关注蛋白及多肽类药物中的脱酰胺杂质及其

水平, 尤其是Asn的脱酰胺问题, Gln发生脱酰胺化的

情况较少且转化速率远低于Asn[7-9]。

科博肽 (cobratide) 是从中华眼镜蛇蛇毒中分离纯

化的神经毒蛋白, 是一种用于晚期癌症疼痛、慢性关节

痛、坐骨神经痛等慢性疼痛的多肽药物, 因其镇痛时间

长、不良反应小, 尤其是成瘾性低等优点而被广泛应用

于临床 , 它的一级结构由 62 个氨基酸四组二硫键组

成[10]。科博肽的氨基酸序列含有多个Asn残基, 并且第

48 位点的 Asn残基右侧为甘氨酸 (glycine, Gly, 图 1),

极易发生脱酰胺化, 所以科博肽脱酰胺化的检测尤为

重要, 但目前尚无科博肽的脱酰胺检测方法的研究。

随着生物质谱技术的发展, 应用质谱分析技术对药

物杂质进行定性和定量的分析越来越普遍[11]。目前蛋

白质脱酰胺的分析研究主要采用自上而下 (top-down)

和自下而上 (bottom-up) 两种策略。top-down是利用

色谱联用质谱或质谱等分析技术, 直接对完整蛋白水

平分析脱酰胺杂质, 包括翻译后修饰蛋白质和其他大

片段蛋白质; bottom-up 则是将大蛋白片段水解/酶解

为肽段, 然后进行多肽水平的分析。top-down策略不

需要复杂的前处理过程, 即可获得真实的脱酰胺水平,

但与 bottom-up策略相比存在多个方面的缺陷。第一,

它对质谱分辨率的要求更高 (因为蛋白与其脱酰胺产

物最低仅相差 0.98 Da, 在质谱中与同位素难以区分);

第二, 酶解完整蛋白与脱酰胺产物不易分离, 采用色谱

联用质谱方式分析, 需要较为繁重的分析与分离方法

的优化过程 ; 第三 , 完整蛋白的质谱响应较弱 , 导致

top-down策略检测灵敏度较低; 第四, 完整蛋白质的断

裂效率随着蛋白质分子质量的增加而降低, 导致大蛋

白质脱酰胺位点的定位困难。但 bottom-up策略也有

其局限性, 其中最主要的问题就是前处理过程造成脱

酰胺定量结果偏高的问题[12]。

目前, 传统的Asn脱酰胺化的检测步骤一般为: 先

用内切蛋白酶将完整蛋白或多肽片段酶解成多个短

肽, 再将肽段进一步处理后, 用不同分析仪器进行脱酰

胺位点的定位和定量测定[13]。但是, 酶解反应中较为

常用的蛋白酶 (如胰蛋白酶、Lys-C、糜蛋白酶等) 均采

用缓冲液碱性条件, 而碱性条件就会促进脱酰胺化的

发生[14,15], 尤其是当Asn的羧基侧有一个简单氨基酸如

甘氨酸 (NG) 时 (如科博肽), 该位点在碱性条件下发生

脱酰胺的量会高于其他位点[9,16], 造成测定结果的准确

度较低。

与上述内切酶相比, 蛋白内切酶Glu-C具有明显优

势。该酶可适用的 pH范围较宽, 酸性与碱性条件下均

可催化水解反应。科博肽氨基酸序列含有多个谷氨酸

残基, 可以利用Glu-C酶在较低 pH的醋酸铵缓冲液中

将肽链切割成多个短肽, 然后基于高分辨质谱技术定

位并定量检测样品中真实水平的脱酰胺化比例。本文

通过系统优化基于Glu-C酶的 bottom-up分析方法, 建

立了定性与定量分析科博肽的脱酰胺杂质的方法, 为

保证该类药物的安全有效和质量一致性奠定了基础。

材料与方法

试剂与仪器 超纯水 (Milli-Q超纯水机制备, 购

自美国 Millipore 公司); 乙腈 (LC/MS 级 , 203500)、甲

酸 (202674)、胰蛋白酶 (TG267381), 赛默飞世尔科技

(中国) 有限公司); Tris (1022C435, 北京欣经科生物技

术有限公司); 盐酸 (20180427)、醋酸 (20201021), 国药

集团化学试剂有限公司; 碳酸氢铵 (K51759005016)、

醋酸铵 (BCCB9847)、二硫苏糖醇 (DL-dithiothreitol,

DTT, BCCC6733)、碘 乙 酰 胺 (iodoacetamide, IAM,

SLCD4031)、盐酸胍 (SLCC3338)、Glu-C酶 (40725220),

美国 Sigma-Aldrich 公司 ; 流动相 A、B 两相分别为

0.1%甲酸-水溶液和0.1%甲酸-乙腈溶液。

色谱柱 (美国 Waters 公司 , XBridge® BEH C18,

2.5 μm, 2.1 mm×150 mm, 序列号 01833011218521);

Thermo Ultimate 3000-Q Extractive液相色谱联用高分辨

质谱仪 (数据采集软件: TraceFinder 4.1 General Quan,

数据处理软件: Thermo BioPharma Finder 4.0)、pH计、

离心机, 赛默飞世尔科技 (中国) 有限公司; 超滤管 (截

留相对分子质量 3 000, 美国 PALL公司); 恒温水浴槽,

优莱博技术 (北京) 有限公司; 十万分之一电子天平,

瑞士梅特勒-托利多公司; 涡旋混合器, 美国 Scientific

Industries公司等。

还原烷基化处理 科博肽原料药来自国内某生产

厂家不同批次的样品, 在-20 ℃下保存。取科博肽原

料药固体粉末适量, 精密称定, 加超纯水溶解成终浓度

为 10 mg·mL-1的供试品溶液。取供试品溶液 10 μL, 加

1 mol·L-1 Tris-HCl缓冲液 (pH 7.6) 10 μL, 再加8 mol·L-1

Figure 1 Amino acid sequence of cobratide
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盐酸胍溶液 80 μL使蛋白变性, 最后加 1 mol·L-1 DTT

溶液 1 μL还原二硫键, 充分混匀上述溶液后, 于 56 ℃

水浴中反应 30 min。水浴结束后, 将溶液冷却至室温,

再加 1 mol·L-1 IAM溶液 2 μL封闭自由的巯基, 充分混

匀后室温避光反应 30 min。将还原烷基化后的样品转

移至超滤管内, 12 000 r·min-1离心10 min。

脱酰胺位点确认 取还原烷基化样品加入

0.1 mol·L-1 Tris-HCl缓冲液 (pH 7.6) 0.1 mL, 12 000 r·min-1

离心 10 min, 重复该步骤 1次, 离心结束后需确认超滤

管内无液体存留, 否则需继续离心至全部液体滤除。加

入缓冲液 0.2 mL, 振摇使蛋白复溶于新的缓冲体系中,

再加入 0.5 μg·μL-1胰蛋白酶 10 μL (酶∶底物=1∶40), 混

匀后, 37 ℃孵育, 样品重复制备两份, 于 4和 18 h时分

别取样100 μL, 加甲酸2 μL终止酶切后进质谱检测。

Glu-C酶酶解缓冲液 pH条件优化 分别配制 pH

值为 4.0、4.5、5.0、5.5和 6.0的醋酸铵缓冲液 (浓度均为

0.1 mol·L-1), 及 2 mol·L-1碳酸氢铵缓冲液 (待碳酸氢铵

溶解后直接测其pH值为7.929)。

制备还原烷基化样品 6支 (均 4倍体积制备), 分别

加入上述缓冲液 0.1 mL, 12 000 r·min-1离心 10 min, 重

复该步骤 1次。再分别加入缓冲液 0.4 mL, 振摇后加

入 1 μg·μL-1 Glu-C 酶 20 μL (酶∶底物=1∶20), 混匀后 ,

37 ℃孵育, 于 2、4、8和 18 h时分别取样 100 μL, 加甲

酸2 μL终止酶切后进质谱检测。

Glu-C酶酶切时间及酶量优化 根据Glu-C酶在

不同缓冲液中的酶切效率及科博肽的脱酰胺率综合得

出 Glu-C 酶酶切科博肽的最佳 pH 5.5, 在此基础上继

续对酶切时间及酶量进行优化。

制备还原烷基化的样品 4支 (均 7倍体积制备), 分

别加入 pH 5.5 的醋酸铵缓冲液 (0.1 mol·L-1) 0.1 mL,

12 000 r·min-1 离心 10 min, 重复该步骤 1 次 , 再加入

缓 冲 液 0.7 mL, 振 摇 后 分 别 加 入 1、0.5、0.25 和

0.125 μg·μL-1 的Glu-C酶 35 μL (酶∶底物分别为 1∶20、

1∶40、1∶80和 1∶160), 混匀后, 37 ℃孵育, 于 1、2、4、6、8

和 18 h时分别取样 100 μL, 加甲酸 2 μL终止酶切后进

质谱检测。

方法学验证 根据酶切效率及酶的成本两方面综

合考虑 , 得到最佳酶∶底物的比例为 1∶40, 酶切时间

6 h。确定好酶切条件后, 即进行方法学验证。

专属性 因样品为超纯水溶解, 故取超纯水10 μL,

加 1 mol·L-1 Tris-HCl缓冲液 (pH 7.6) 10 μL, 后续按还

原烷基化步骤进行, 再在优化后的酶切条件下进行孵

育, 加甲酸终止酶切后进质谱检测。

重复性 称取科博肽原料药固体粉末 6份, 加超

纯水溶解成终浓度 10 mg·mL-1的供试品溶液, 分别取

10 μL, 加 1 mol·L-1 Tris-HCl缓冲液 (pH 7.6) 10 μL, 后

续按还原烷基化步骤进行, 再在优化后的酶切条件下

进行孵育, 加甲酸终止酶切后进质谱检测。

精密度 制备还原烷基化样品 1支 (按 2倍体积

制备), 再在优化后的酶切条件下进行孵育, 加甲酸终

止酶切后进质谱检测, 平行进样6次。

稳定性 将酶切结束并猝灭反应后的样品于室温

放置14天后再进样检测。

色谱条件 流动相A、B两相分别为 0.1%甲酸-水

溶液和 0.1%甲酸-乙腈溶液。流速为 0.2 mL·min-1, 柱

温45 ℃, 进样量20 μL, 进样器温度10 ℃, 洗脱梯度为:

0～3 min, 2% B; 3～45 min, 2%～32% B; 45～50 min,

32%～90% B; 50～51 min, 90%～100% B; 51～64 min,

100% B; 64～65 min, 100%～2% B; 65～70 min, 2% B。

质谱条件 采用四极杆-静电场轨道阱高分辨质

谱仪, 配备电喷雾离子源 (ESI) 进行测定。使用正离子

扫描模式, ESI离子源参数如下: 鞘气流速 30 L·min-1,

辅助气流速 10 L·min-1, 喷雾电压 3.8 kV, 毛细管温度

320 ℃, 辅助气温度 200 ℃。扫描类型为 Full MS/dd-

MS2, 扫描时间3～65 min, Full MS参数: 分辨率70 000,

最大离子注入时间 20 ms, 扫描范围 200～1 500 m/z;

dd-MS2/dd-SIM参数: 分辨率 17 500, 最大离子注入时

间 100 ms, 循环次数 10, 隔离窗口: 1.8 m/z, NCE碰撞

能量28; dd参数: 启用同位素峰排除, 动态排除8.0 s。

样品测定及结果对比 取同一厂家不同批次的科

博肽原料药样品 3批 (A、B、C), 用优化好的酶切条件

酶解样品并检测, 每批样品进样 2次。在前期的工作

中建立了毛细管电泳-质谱 (CE-MS) 的方法分离并鉴

定了科博肽及其脱酰胺产物, 该方法经过方法学验证,

可以用于科博肽脱酰胺水平的定量分析[17]。取上述三

批样品, 采用毛细管电泳的方法进行分析, 再将二者结

果进行对比。

数据处理 采用 Thermo BioPharma Finder 软件

(版本号: 4.0) 对酶解后的肽段进行分析。在编辑氨基

酸序列时选择可变修饰: Deamidation (N), 利用软件自

动计算并汇总所有Asn残基上发生的脱酰胺情况。该

软件计算翻译后修饰肽段相对丰度的方法为: 用鉴定

到的翻译后修饰肽段的峰面积除以所有相关肽段总的

峰面积。

结果

1 脱酰胺位点确认及胰蛋白酶酶切结果

用胰蛋白酶在碱性条件下酶解科博肽以确定科博

肽脱酰胺位点, 数据处理软件显示仅第 48位的Asn发

生了脱酰胺化, 其他位点中未发现脱酰胺化产物, 胰蛋
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白酶酶切18 h后科博肽的序列覆盖情况如图2。

为进一步准确确定脱酰胺位点, 除依靠BioPharma

Finder软件进行计算外, 还需对包含了Asn脱酰胺位点

的肽段的二级质谱进行手动分析, 验证软件分析的结

果。在N48-R59肽段 (氨基酸序列: NGIEINCCTTDR)

中含有 2 个 Asn 残基 , 肽段未发生脱酰胺化时 m/z 为

726.814 1 (z = 2) (图 3A), 发生脱酰胺化后 m/z 为

727.306 4 (z = 2) (图 3B), 质量数增加了 0.984 6 Da, 说

明N48-R59肽段有 1个Asn残基发生了脱酰胺化。未

发生脱酰胺化的肽段中, 检测到了包含N48位点的 b3

离子 m/z为 285.155 6 (z = 1), 包含 N53 位点的 y7离子

m/z为 926.345 2 (z = 1) (图 4A); 发生脱酰胺化的肽段

中, 检测到了包含 N48位点的 b3离子 m/z为 286.139 5

(z = 1), 包含N53位点的 y7离子m/z为 926.345 1 (z = 1)

(图 4B)。包含了 N48 位点的 b3 离子质量数增加了

0.983 9Da, 而包含N53位点的 y7离子质荷比未发生变

化, 由此可推测发生脱酰胺化的Asn残基在 48位, 而

53位的Asn残基未发生脱酰胺化, 与软件分析结果相

互印证 (表1)。

用胰蛋白酶酶切样品 4 h 脱酰胺检测结果为 :

30.35%、27.96%, 18 h 脱酰胺检测结果为 54.45%、

59.46%, 检测结果不稳定, 重复性低。由图2也可看出,

用胰蛋白酶酶切科博肽序列覆盖率不能达到 100%, 中

间还有肽段丢失, 也可能影响脱酰胺率的计算。

2 Glu-C酶酶切缓冲液pH条件优化

为提升酶切效率, 减少人为脱酰胺对测定结果的

影响, 首先将科博肽与Glu-C酶置于不同 pH缓冲液体

系下进行酶切, 然后比较不同时间各缓冲体系中科博

肽的脱酰胺率和Glu-C酶的酶切效率, 脱酰胺率采用

BioPharma Finder软件自动计算, 酶切效率以 Peptide‐

MapQuality值评价 (表2)。

由表 2信息可知, 缓冲液 pH为 4.0时, Glu-C酶的

活性较低, 肽段质量较差 (酶切效率低于 40%), 所以数

据处理软件无法识别并检测科博肽的脱酰胺情况, 故

脱酰胺率为 0。在 18 h内, 缓冲液 pH为 4.5和 5.0的酶

切效率低于其他缓冲液条件, pH为 7.9的碳酸氢铵缓

Figure 3 Molecular mass analysis of N48-R59 peptide by LC-MS. A: m/z of the peptide (without deamidation). B: m/z of the peptide

(deamidation)

Figure 2 Cobratide sequence coverage map after 18 hours of digestion with trypsin
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冲液酶切效率随时间增长很快, 但其脱酰胺率明显高

于实际水平, 到18 h甚至接近100% (证明pH 7.9时, 科

博肽酶切过程会产生较大量的脱酰胺)。缓冲液 pH为

5.5和 6.0的酶切效率相近, 但当酶切时间超过 4 h后,

缓冲液 pH为 6.0时测得的脱酰胺率逐渐增加, 而缓冲

液 pH为 5.5时测得的脱酰胺率则基本稳定。综合考虑

酶切效率和脱酰胺率的检测情况, 最终选择酶解缓冲

液pH为5.5。

Table 2 Comparison of the deamidation rate and PeptideMapQuality values of cobratide digested by Glu-C enzyme in different pH buffer

systems

pH

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

7.9

2 h

N48-

Deamidation

0

0

15.21%

14.71%

14.27%

49.67%

PeptideMapQuality

0.003 8

0.041 6

0.265 0

0.906 3

0.988 7

0.366 9

4 h

N48-

Deamidation

0

16.28%

15.04%

14.69%

16.42%

60.40%

PeptideMapQuality

0.007 4

0.094 5

0.486 2

0.975 7

0.997 6

0.578 5

8 h

N48-

Deamidation

0

15.17%

15.01%

14.85%

26.00%

85.47%

PeptideMapQuality

0.013 3

0.178 2

0.712 5

0.991 0

0.998 4

0.819 6

18 h

N48-

Deamidation

0

16.64%

14.95%

14.72%

40.19%

98.30%

PeptideMapQuality

0.349 0

0.389 8

0.919 6

0.999 0

0.999 1

0.808 2

Table 1 Observed molecular mass and expected molecular mass of molecular ion peak and fragment ion of the N48-R59 peptide

Name
N48-R59 peptide (without deamidation)
N48-R59 peptide (deamidation)
b3 ion (without deamidation)
b3 ion (deamidation)
y7 ion (without deamidation)
y7 ion (deamidation)

m/z
726.814 1 (z = 2)
727.306 4 (z = 2)
285.155 6 (z = 1)
286.139 5 (z = 1)
926.345 2 (z = 1)
926.345 1 (z = 1)

Observed mass/Da
1 451.613 2
1 452.598 3

285.155 6
286.139 5
926.345 2
926.345 1

Expected mass/Da
1 451.613 3
1 452.597 3

285.155 8
286.139 7
926.345 5
926.345 5

Mass error/ppm
-0.07
0.69

-0.70
-0.70
-0.32
-0.43

Figure 4 Identification of the deamidation sites by tandem mass spectra. A: MS/MS spectra of the N48-R59 peptide ion (without deamida‐

tion); B: MS/MS spectra of the N48-R59 peptide ion (deamidation)
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3 Glu-C酶酶切时间及酶量优化

出于检验成本的考虑, 在准确度与灵敏度能够满

足检测要求的前提下, 应尽可能减少酶的用量和酶促反

应时间, 因此需要对酶用量与酶切时间进行优化。当底

物浓度一定时, 酶量过多会使酶达到饱和, 不能再增加

酶促反应速率; 酶切反应时间过长, 会引起脱酰胺化增

加及其他副反应的发生 (如异构化、氧化等)。根据上

述研究结果, 在缓冲液 pH 5.5时, 科博肽的脱酰胺率基

本恒定, 所以可仅依据酶切效率 (即PeptideMapQuality

值) 确定最佳的酶切时间和酶量。

实验结果证明酶浓度越大, 酶切效率越高, 但酶切

时间超过 6 h后, 酶的活性逐渐降低, 会导致酶切效率

增长速度显著降低。综合考虑酶的成本、副反应及酶

切效率, 确定酶: 底物比例为1:40, 酶切时间为6 h。

以上述最优条件酶解得到的肽段覆盖率统计图如

图5所示, 可与科博肽有效匹配的肽段为 64个, 序列覆

盖率达 100%, 错切、漏切肽段的比例较少, 整个肽段在

相应的位点被切割成 4条主要短肽, 每个短肽的响应

(由一级质谱响应强度、CID碎裂产生的 b离子和 y离

子与理论值的匹配程度等决定) 都很高, N48的脱酰胺

率主要由软件自动依据R39-E51肽段和R39-N62肽段

中脱酰胺比例计算。

4 方法学验证结果

4.1 专属性 配制空白溶液进行相同操作, 以验证方

法的专属性, 结果证明, 空白溶液中并无影响脱酰胺率

的干扰因素, 该方法专属性良好 (图6)。

4.2 重复性 重复制备 6份样品检测, 6份样品脱酰

胺率的平均值为 15.81%, RSD = 5.19%, 说明前处理方

法重复性良好。

4.3 精密度 制备 1份样品重复进样 6次, 6次样品脱

酰胺率RSD = 2.55%, 说明仪器方法精密度良好。

4.4 稳定性 样品酶解反应采用甲酸进行淬灭。将

淬灭后溶液于室温放置 14天后再次检测脱酰胺率由

14.72%变为 14.79%, 基本一致, 说明待测溶液淬灭后

稳定性良好。

5 样品测定及结果对比

采用本文实验方法, 对 3批样品进行了测定。此

外, 为验证方法的准确度, 本文与前期经过系统优化建

立的基于毛细管电泳的科博肽中脱酰胺杂质的分析方

法结果进行了对比 (表 3)。两种方法中相同批次的样

品脱酰胺率测定结果较为接近, 误差均在 1%以内, 说

明本文所建立的方法准确度良好。

讨论

通过本方法的研究, 建立了科博肽原料药中脱酰

胺化的定位与定量测定方法。科博肽由 62个氨基酸

残基组成, 无法在完整蛋白水平下, 直接通过质谱对完

Figure 6 Sequence coverage map of blank sample

Figure 5 Sequence coverage map of cobratide digested in optimal conditions

Table 3 Comparison of cobratide deamidation rate detected by

LC-HRMS and CE

Batch
A
B
C

LC-HRMS
15.88%
5.06%

15.01%

CE
15.06%
4.29%

15.02%
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整序列的检测以获得脱酰胺率。首先, 利用液相色谱

要将科博肽及其脱酰胺产物完全分开较为困难; 其次,

由于科博肽48位Asn残基侧链的氨基 (-NH2) 转变为羟

基 (-OH) 后与科博肽自身分子质量仅相差约 0.98 Da,

与科博肽自身的同位素峰无法实现分离。在方法研究过

程中, 本课题组尝试了在完整蛋白水平下, 直接提取科

博肽和脱酰胺产物一级质谱离子流, 通过离子流图的

峰面积来计算脱酰胺比例。但因质谱无法区分科博肽

的同位素峰与脱酰胺产物的分子离子峰而失败。科博

肽同位素峰质荷比为 1 390.803 1 (z = 5), 脱酰胺产物

响应最高的分子离子峰为 1 390.803 5 (z = 5), QE高分

辨质谱分辨率仅为 140 000, 即使调整质量精度为 10-6,

仍无法实现两者的分离。

在样品前处理过程中, 还原烷基化所用的缓冲液

为Tris-HCl溶液 (pH 7.6), 该 pH条件下, 会导致科博肽

在还原烷基化过程中的脱酰胺化。三 (2-羧乙基) 膦

(TCEP) 也是一种常用的还原剂[18,19], 最适 pH 范围较

宽, 可在酸性条件下还原二硫键, 因此本研究尝试利用

TCEP还原科博肽中二硫键, 但因无法完全还原科博

肽 4组二硫键, 未能得到质量较好的图谱。本方法最

终选择DTT作为还原剂, 优化并严格控制反应温度与

时间, 在尽量不造成脱酰胺增加的前提下, 实现科博肽

4组二硫键的完全还原。

科博肽的脱酰胺杂质对酶解缓冲液的 pH非常敏

感, 在 pH 5.5的醋酸铵缓冲液中, 脱酰胺率在 18 h内并

未增加。但 pH为 6.0时, 脱酰胺水平随着酶切时间的

延长逐渐增加, 在酶切18 h时由15%增加到40%, 所以

实验过程中需严格控制缓冲液的 pH值。鉴于醋酸铵

缓冲液放置一段时间 pH值会发生改变, 所以缓冲液应

定期更换。

尽管在前期的工作中, 毛细管电泳的检测方法可

以实现科博肽及其脱酰胺产物的分离, 但是需要经过

复杂的分析方法优化过程, 无法适用于其他蛋白及多

肽类产品中脱酰胺杂质的分析, 分析方法的开发效率

相对较低; 但是, 由于液相-高分辨质谱法也存在检测

仪器成本较高的问题, 需要更多的实验室投入。

本文以科博肽为研究对象, 通过对酶解缓冲液 pH

值、酶浓度、酶切时间进行优化, 建立了基于Glu-C酶

的脱酰胺杂质测定方法, 方法学验证与不同方法的对

比结果表明, 所建方法重复性好, 准确度高, 操作简单,

本研究为科博肽及其相似结构中氨基酸的脱酰胺杂质

的检测与控制提供了重要参考。
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