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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，

在临床上的使用快速增加，被广泛应用于治疗各种疾病，包括癌

症、自身免疫性疾病和代谢性疾病。虽然抗体药提供了比常规化

疗更好的疗效和更低的毒性，但治疗方案仍需要根据个体进行优

化，因为治疗性抗体在个体之间表现出很大的差异，一些患者对

抗体治疗有反应，而一些患者随着治疗时间的推移逐渐失去应

答。临床上普遍认为血清浓度不足是缺乏或失去应答的主要原因

之一，因此根据用药个体进行药物浓度检测，为精准用药提供临

床指导以获得最大的治疗效益显得尤为重要。
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随着生物药物的应用普及，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，

也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，采用英夫利昔作为内标的校正方法，建立了一次

分析，同时准确检测血清中曲妥珠单抗、贝伐珠单抗和卡度尼利

的定量方法。本实验采用Protein G进行单抗的纯化，再进一步将

单抗酶解后上机分析，实验耗时较短，可以满足临床检测样品的

需求。检测化合物相关信息如下。

中文名 英文名 缩写 CAS编号 分子式

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

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

卡度尼利 Cadonilimab Cado 2394841-59-7 C8772H13504N2384O2768S62

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

表1. 待测化合物信息列表
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实验部分

样品前处理

本实验采用Protein G磁珠对抗体进行纯化再进行酶解的方式

进行样本处理，步骤如下：

抗体药的捕获：取适量磁珠置于 EP管中，清洗后，加入含样

本、内标和缓冲溶液，涡匀后在混匀仪上室温环境下孵育，孵育

完成后清洗两次；抗体酶解：使用酸性溶液将抗体从磁珠上洗脱

后，取90 µL洗脱液置于新的EP 管中，加入适量碳酸氢铵溶液，

高温变性后向溶液中加入15 µL的0.5 µg/µL的胰酶溶液，37 ℃下酶

解2h；终止酶解： 将酶解液冷却至室温，向酶解液中加入23 µL的

10%甲酸的50%乙腈水溶液，涡流混匀后15000 rpm离心5 min，取

上清进样分析。

色谱条件

色谱柱： Kinetex F5, 3.0 × 100 mm I.D, 2.6 µm，Phenomenex；

流动相：A相为含0.1%甲酸的水溶液，B相为含0.1%甲酸的乙

腈溶液；

流速：0.3 mL/min；

柱温：40 ℃；

洗脱方式：梯度洗脱，见表2；
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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。

表2. 液相梯度洗脱条件

时间（min） A(%) B(%)

0 90 10

1 90 10

7.5 65 35

8 10 90

10 10 90

10.1 90 10

12 90 10

质谱条件：

质谱平台：SCIEX LC-M/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)；

表3. 待测组分和内标物质的质谱参数

Name ID Q1 Q3 DP CE 肽段选择

贝伐珠

Beva-1-1 * 523.264 797.404 80 24.6

FTFSLDTSKBeva-1-2 523.264 650.336 80 24.6

Beva-1-3 523.264 563.304 80 24.6

曲妥珠

Tras-1-1 * 485.248 721.373 80 22.8

FTISADTSKTras-1-2 485.248 608.299 80 25.8

Tras-1-3 485.248 521.277 80 28.8

卡度尼
利

Cado-1-1 * 568.269 871.41 80 23.8

YTYYPDSVKCado-1-2 568.269 708.356 80 26.8

Cado-1-3 568.269 545.323 80 35.8

结果与讨论

贝伐珠、曲妥珠和卡度尼利在所选择肽段处各自出峰位置峰

形对称，响应良好。在本方法条件下，三种化合物不存在互相干

扰。典型液相色谱图如图1。
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图1. 贝伐珠单抗、曲妥珠单抗和卡度尼利典型液相色谱图
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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。

表4. 贝伐珠单抗、曲妥珠单抗和卡度尼利的标准曲线

化合物
线性范围
 (μg/mL)

回归方程
(相关系数r) 

贝伐珠 1.00-200 Y=0.02271 X +0.02121( r=0.99949) 

曲妥珠 0.200-200 Y=0.03306 X +0.01057 ( r=0.99563) 

卡度尼利 0.200-200 Y=0.04885 X +0.00232( r=0.99666) 

加标回收率

以混合实际人血清添加标液的形式制备质控样本，对3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FDA和CLSI相关法规要求。具

体结果见表5。

总结

在SCIEX液质联用平台上，实现了对贝伐珠、曲妥珠和卡度

尼利三种单抗的同时定量检测，方案灵敏度满足要求。方案整体

采用Protein G磁珠纯化再进行酶解的样本前处理，并以英夫利昔

作为内标进行校准，实现了对血清中贝伐珠、曲妥珠和卡度尼利

的同时定量，方法线性良好，加标准确度满足要求，方案无需氮

吹、正压等设备，通用性强，可用于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

表5. 血清中贝伐珠、曲妥珠和卡度尼利的加标准确度

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%

贝伐珠

4.00

4.5 111.3

105.64.2 104.1

4.1 101.6

20.0

18.4 91.9

92.119.1 95.5

17.8 89.0

100

105.0 105.0

100.199.9 99.9

95.7 95.7

曲妥珠

4.00

4.1 102.1

99.43.8 95.2

4.0 101.0

20.0

19.8 99.0

96.418.9 94.6

19.2 95.8

100

96.4 96.4

93.993.0 93.0

92.3 92.3

卡度尼利

4.00

4.3 108.6

107.14.1 101.8

4.4 111.1

20.0

19.6 98.1

99.118.5 92.4

21.4 106.9

100

95.6 95.6

95.695.2 95.2

96.0 96.0
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