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1.一种用于鉴别特异性地结合抗体的蛋白的方法，所述方法包括：

i)选择试验抗体；

ii)从生物样品制备细胞裂解物；

iii)使所述细胞裂解物与所述试验抗体接触，并且免疫沉淀所述抗体和它的蛋白结合

配偶体；

iv)通过质谱法分析免疫沉淀的抗体和它的蛋白结合配偶体；

v)确定与所述试验抗体结合的蛋白相对于所述细胞裂解物中的蛋白的富集倍数；和

vi)鉴别特异性地结合所述抗体的蛋白，其中特异性地结合所述抗体的蛋白相对于所

述细胞裂解物中的蛋白富集。

2.一种用于鉴别特异性地结合抗体的蛋白的方法，所述方法包括：

i)选择试验抗体；

ii)从生物样品制备细胞裂解物的第一和第二制品，其中所述第一和第二制品是几乎

相同的；

iii)使第一细胞裂解物与所述试验抗体接触，并使第二细胞裂解物与第二抗体接触，

并且免疫沉淀所述抗体和它们的蛋白结合配偶体；

iv)通过质谱法分析免疫沉淀的试验和第二抗体和它们的蛋白结合配偶体；

v)在x-或y-轴上绘制通过质谱法鉴别为结合所述试验抗体的每种蛋白的强度和/或富

集倍数，和在相对轴上绘制通过质谱法鉴别为结合所述第二抗体的每种蛋白的强度或富集

倍数；和

vi)鉴别特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋白，其中

a.特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋白是不会表现出与所述试验和第二抗体相

等或几乎相等的结合的那些(在绘制时离开对角线的那些)；

b.特异性地结合所述试验抗体的蛋白在沿着y-轴绘制时在上方离开对角线，或在沿着

x-轴绘制时在下方离开对角线；和

c.特异性地结合所述第二抗体的蛋白在沿着y-轴绘制时在上方离开对角线，或在沿着

x-轴绘制时在下方离开对角线。

3.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中所述生物样品是在细胞培养物、组织、

血液、血清、血浆、脑脊液、尿、滑液、腹膜液和其它生物流体中的细胞。

4.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中所述生物样品在与抗体接触之前能够

被刺激或活化。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述刺激是使用生长因子、激素、毒素或抑制剂。

6.根据权利要求3所述的方法，其中所述细胞培养物中的细胞是原代或二代细胞、或永

生细胞或干细胞。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述细胞选自A549、BT549、HCT116、HEK293、HeLa、

HepG2、Hs578T、LNCaP、MCF7、NIH3T3、SKMEL5和SR。

8.根据权利要求6所述的方法，其中所述细胞选自在NCI60集合中的任何细胞。

9.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中将所述细胞裂解物分级分离。

10.根据权利要求9所述的方法，其中分级分离包括基于通过分子量、大小、疏水性、离

子交换结合、亲水相互作用或亲和富集的分离而降低细胞裂解物或消化的细胞裂解物的复
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杂性。

11.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中通过下式确定富集倍数

其中靶蛋白是与所述试验抗体结合的蛋白。

12.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中与在所述细胞裂解物中的蛋白相比，

所述特异性地结合所述抗体的蛋白富集了约5倍或更高。

13.根据权利要求12所述的方法，其中与在所述细胞裂解物中的蛋白相比，所述富集倍

数是约5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、

130、140、150、160、170、180、190或200倍高。

14.根据权利要求2所述的方法，其中所述第二抗体是

a.一种抗体被认为结合与所述试验抗体相同的一种或多种蛋白的子集；或者

b.一种抗体不被认为结合与所述试验抗体相同的一种或多种蛋白。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述第二抗体是异形体特异性抗体或泛特异性

抗体。

16.根据权利要求2所述的方法，其中绘图产生散布图。

17.根据权利要求2所述的方法，其中定量所述强度。

18.根据权利要求11所述的方法，其中通过无标记的技术或代谢或化学质量标记技术

来定量所述强度。

19.根据权利要求12所述的方法，其中通过肽信号强度、无标记蛋白定量(LFQ)、基于强

度的绝对蛋白定量(iBAQ)、波谱计数、序列覆盖、独特肽的数目或蛋白库来定量所述强度。

20.根据权利要求2所述的方法，其中将所述富集倍数绘图。

21.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中通过测序进一步表征鉴别的蛋白。

22.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中翻译后修饰鉴别的蛋白。

23.根据权利要求1和权利要求2所述的方法，其中所述抗体特异性地结合超过一种靶

蛋白。

24.根据权利要求23所述的方法，其中根据抗体对它的靶蛋白的特异性来表征所述抗

体，其中一种靶蛋白相对于另一种靶蛋白更大的富集倍数或更大的信号强度意味着所述抗

体对该蛋白的特异性大于具有更小富集倍数或更小信号强度的蛋白。

25.根据权利要求23所述的方法，其中一种靶蛋白是另一种靶蛋白的翻译后修饰形式。

26.一种用于确定超过一种抗体的相对性能的方法，所述方法包括：

a.针对超过一种试验抗体执行权利要求1的方法，或者

b.执行权利要求2的方法，和

相对于彼此对比权利要求1的试验抗体、或权利要求2的试验和第二抗体的性能，并基

于信号强度、富集倍数、序列覆盖、独特肽的数目或波谱计数将它们的性能排序，其中在以

下情况下就特定靶蛋白而言一种抗体的性能优于另一种抗体：它的信号强度、富集倍数、序

列覆盖、独特肽的数目或波谱计数大于另一种抗体。

27.根据权利要求2所述的方法，其中所述试验和第二抗体是相同的，并且其中在与所
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述抗体接触之前，将饱和所述试验抗体上的蛋白结合位点所需要的过量蛋白加入所述第一

细胞裂解物，但是不加入所述第二细胞裂解物，且其中特异性地结合所述试验和第二抗体

的蛋白是不会表现出与所述试验和第二抗体相等或几乎相等的结合的那些(在绘制时离开

对角线的那些)。

28.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述质谱法选自使用数据依赖性获

取和数据非依赖性获取的串联质谱法。

29.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述鉴别的相互作用配偶体、异形体

或修饰能够指示不同抗体的可辨别表位。

30.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中在质谱法之前消化免疫沉淀的抗体-

靶蛋白。

31.根据权利要求30所述的方法，其中所述消化包括蛋白酶或化学消化。

32.根据权利要求30所述的方法，其中所述消化是单次的或连续的。

33.根据权利要求31和32中任一项所述的方法，其中所述蛋白酶消化使用胰蛋白酶、糜

蛋白酶、AspN、GluC、LysC、LysN、ArgC、蛋白水解酶K、胃蛋白酶、梭菌蛋白酶、弹性蛋白酶、

GluC  biocarb、LysC/P、LysN  promisc、蛋白内肽酶、葡萄球菌蛋白酶或嗜热菌蛋白酶。

34.根据权利要求31和32中任一项所述的方法，其中所述化学裂解使用CNBr、氧碘基苯

甲酸盐或甲酸。

35.根据权利要求31和32中任一项所述的方法，其中所述蛋白酶消化是胰蛋白酶消化。

36.根据前述权利要求中任一项所述的方法，所述方法进一步包括在免疫沉淀之后或

在消化之后且在质谱法之前脱盐。

37.一种用于表征抗体的方法，所述方法包括：

(a)确定所述抗体对抗原的亲和力，和

(b)确定所述抗体对所述抗原的选择性，

其中使用免疫沉淀-质谱法(IP-MS)确定所述抗体的亲和力和/或所述抗体的选择性，

且

其中如下产生所述免疫沉淀物：在允许所述抗体和所述抗原之间形成所述免疫沉淀物

的条件下使所述抗原与所述抗体接触。

38.根据权利要求37所述的方法，其中通过检测与细胞裂解物中的分子的结合，确定所

述抗体对它的结合配偶体的选择性。

39.根据权利要求38所述的方法，其中所述分子是蛋白。

40.根据权利要求38所述的方法，其中所述细胞裂解物源自表达所述抗原的所有部分

的物种的细胞。

41.根据权利要求38所述的方法，其中通过细胞裂解物的蛋白质印迹来确定选择性。

42.根据权利要求38所述的方法，其中使用表达来自超过一个物种的抗原的所有部分

的细胞来确定选择性。

43.根据权利要求42所述的方法，其中通过来自超过一个物种的细胞裂解物的蛋白质

印迹来确定选择性。

44.根据权利要求37所述的方法，其中如下确定选择性：使用所述抗原产生细胞提取物

的免疫沉淀物，随后鉴别和/或定量存在于所述免疫沉淀物中的两种或更多种非抗体分子。
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45.根据权利要求44所述的方法，其中在所述免疫沉淀物中计算所述抗原/非-抗体分

子的比例。

46.根据权利要求37所述的方法，其中所述抗体是高亲和力抗体。

47.一种用于制备匹配的抗体集合的方法，所述方法包括：

(a)确定每种抗体对在细胞裂解物中的它的各种抗原的亲和力，

(b)确定每种抗体对在细胞裂解物中的它的各种抗原的选择性，和

(c)选择抗体以形成匹配的集合，

其中使用免疫沉淀-质谱法(IP-MS)确定所述抗体的亲和力和/或所述抗体的选择性，

且

其中所述匹配的集合由两种或更多种抗体组成，就存在于所述细胞裂解物中的它的各

种抗原而言，每种抗体具有至少100倍富集的选择性。

48.根据权利要求47所述的方法，其中所述两种或更多种抗体具有彼此1个对数的对它

们各自的抗原的亲和力。

49.根据权利要求47所述的方法，其中所述匹配的集合含有3-10种抗体。

50.根据权利要求47所述的方法，其中所述抗体结合有关的靶标。

51.根据权利要求47所述的方法，其中所述有关的靶标是相同蛋白的翻译前和翻译后

修饰形式。

52.根据权利要求51所述的方法，其中所述蛋白的翻译前修饰形式未磷酸化且所述蛋

白的翻译后修饰形式被磷酸化。

53.一种用于确定抗体的选择性的方法，所述方法包括：

(a)在允许所述抗体和细胞提取物中的一种或多种抗原之间形成免疫沉淀物的条件

下，使所述抗体与细胞提取物接触，

(b)收集在步骤(a)中形成的免疫沉淀物，和

(c)通过质谱法鉴别存在于所述免疫沉淀物中的一种或多种非抗体分子，

其中所述细胞提取物含有来自两个或更多个细胞类型或两个或更多个物种的一个或

多个细胞类型的细胞组分。

54.根据权利要求53所述的方法，其中所述两个或更多个细胞类型来自相同物种。

55.根据权利要求53所述的方法，其中所述细胞类型得自两种或更多种以下组织：

(a)肌肉组织，

(b)结缔组织，

(c)神经组织，和

(d)上皮组织。

56.根据权利要求53所述的方法，其中所述结缔组织是血液。

57.根据权利要求53所述的方法，其中所述两个或更多个细胞类型来自不同物种。

58.根据权利要求57所述的方法，其中所述来自不同物种的两个或更多个细胞类型得

自来自每个物种的两种或更多种组织。

59.一种用于确定抗体的选择性的方法，所述方法包括：

(a)在允许所述抗体和所述两种或更多种蛋白中的一种或多种之间形成免疫沉淀物的

条件下，使所述抗体与两种或更多种蛋白接触，
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(b)收集在步骤(a)中形成的免疫沉淀物，和

(c)通过质谱法定量存在于所述免疫沉淀物中的各种蛋白的量。

60.一种用于鉴别选择性地结合得自不同物种的细胞的靶分子的抗体的方法，所述方

法包括：

(a)在允许所述抗体和存在于每种细胞裂解物中的一种或多种靶分子之间形成形成两

种或更多种免疫沉淀物的条件下，使所述抗体与从不同物种的细胞产生的两种或更多种细

胞裂解物接触，

(b)从每种细胞裂解物收集所述免疫沉淀物，和

(c)通过质谱法确定每种免疫沉淀物中的靶分子的纯化倍数。

61.根据权利要求65所述的方法，其中所述物种选自：

(a)智人，

(b)穴兔，

(c)小家鼠，和

(d)褐家鼠。

62.根据权利要求65所述的方法，其中响应于在从其得到所述细胞裂解物的不同物种

之间保守的表位或蛋白而产生所述抗体。

63.根据权利要求67所述的方法，其中所述表位来自蛋白或所述蛋白是在选自以下的

类别中：

(a)热激蛋白，

(b)聚合酶，

(c)细胞表面受体，

(d)转录因子，

(e)激酶，

(f)去磷酸化酶，

(g)膜相关的转运蛋白，和

(h)锌指蛋白。

权　利　要　求　书 5/5 页

6

CN 109416356 A

6



使用IP-质谱法的抗体验证

技术领域

[0001] 本发明部分地涉及利用免疫沉淀和质谱法验证抗体的组合物和方法。

背景技术

[0002] 抗体被用在宽范围的研究和诊断应用中用于蛋白的富集、检测和定量和它们的修

饰。针对数千种蛋白的数万种抗体是商购可得的，它们被用在多种应用中，包括蛋白质印迹

法(WB)、免疫荧光(IF)、免疫沉淀(IP)、流式细胞计量术(FC)、染色质IP(ChIP)、酶联免疫测

定(ELISA)和基于珠子的夹心测定(例如Luminex)。这些抗体可以是来自不同生物的单克隆

抗体或多克隆抗体，且它们可以用于查询生物系统和信号传递途径、诊断疾病和评估对治

疗的应答(参见Lipman,N.S.等人,ILAR  Journal  46(3):258-268(2005))。

[0003] 不幸的是，在最初和在制备批次之间，大多数抗体被较差地表征。这是由于至少三

个挑战：1)蛋白靶标和抗体的绝对数目可以是压倒性的；2)每种抗体靶标、应用和模型系统

的独特要求和挑战(诸如天然的相对于变性的表位构象或未刺激的相对于刺激的细胞)；

和，3)用于评估抗体选择性的一致标准方案和标准的缺乏(参见Madhusoodanan ,

J.Validating  Antibodies:An  Urgent  Need .2014；和Bordeaux,J.等人,Biotechniques 

48(3):197-209(2010))。对改进的抗体验证方案和标准存在巨大需要，以确保所述试剂适

合目的。已经提出多种用于抗体验证的推荐，并且巩固的抗体注解和性能“评分”信息的数

据库是可自由得到的 (例如，A n t i b o d y p e d i a ,如在B j o r l i n g ,E .和U h l e n 

M.Mol.Cell.Proteomics  7(10):2028-37(2008)中所述)。

[0004] 已经提出了多种抗体验证标准，包括：1)用基因击倒或阻断肽评估抗体特异性；2)

用不同的生物系统(靶标定位、模型系统等)验证抗体检测结果；3)方法之间的抗体结果的

联系；和4)样品、实验室和制备批次之间的再现性的证实(参见Bordeaux ,J .等人 ,

Biotechniques  48(3):197-209(2010) ,Bjorling,E.和Uhlen  M.Mol.Cell.Proteomics  7

(10):2028-37(2008) ,以及Pauly,D.和K.Hanack,F1000Res  4:691(2015))。

[0005] 近年来，已经为抗体验证提出质谱测定方案(参见Bostrom等人,J  Proteome  Res 

13(10):4424-35(2014)和Marcon  E.等人,Nature  Methods  12:725-731(2015))。尽管质谱

法有成本和技术要求，但是在所有现有的验证方法中，质谱法具有鉴别实际抗体靶标、异形

体、修饰和有关蛋白的独特能力。没有其它方法可以以MS的深度和特异性鉴别和表征抗体

靶标。但是，不同于蛋白质印迹法、ELISA和使用阻断试剂如牛奶或牛血清白蛋白(BSA)的其

它标准免疫学方法，为了使背景蛋白结合最小化，质谱法会检测样品中的所有特异性的和

非特异性的蛋白。例如，使用固定化在珠子或树脂上的抗体的免疫沉淀是从裂解物或生物

流体富集靶蛋白和有关蛋白的常见方案。

[0006] 由于特异性靶标相对于普通背景蛋白的低丰度，当利用质谱法时，非特异性地结

合的蛋白可能淹没低丰度靶标并干扰或阻止低丰度靶标的检测。即使使用严谨的洗涤条件

和经优化的试剂，通常在通过质谱法分析的免疫沉淀的样品中观察到数十至数百种背景蛋

白。因而，来自免疫沉淀的样品的质谱法结果可以难以过滤和解释。具体地，抗体对来自真
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实生物系统的天然蛋白的选择性的确保是特别难以证实的，部分地因为预期靶标相对于非

特异性/背景抗体结合剂的极低丰度。

[0007] 为了解决这些问题，我们已经开发了进行抗体验证的新方案。通过使用经优化的

样品制备试剂和方法、现有技术仪器和新颖的数据分析流水线，已经建立了综合工作流来

使用与质谱法组合的免疫沉淀(IP-MS，如在图1中所示)针对它们的预期靶标来验证抗体。

该IP-MS方案的益处包括：鉴别抗体靶标、异形体和修饰，通过计算靶标的富集倍数和脱靶

来定量评估抗体选择性，和准确鉴别和定量靶蛋白修饰和相互作用蛋白。

发明内容

[0008] 本发明部分地涉及利用免疫沉淀和质谱法验证抗体的组合物和方法。

[0009] 在某些实施方案中，本发明包括鉴别特异性地结合抗体的蛋白的方法，其中所述

方法包括：

[0010] i)选择试验抗体；

[0011] ii)从生物样品制备细胞裂解物；

[0012] iii)使所述细胞裂解物与所述试验抗体接触，和免疫沉淀所述抗体和它的蛋白结

合配偶体；

[0013] iv)通过质谱法分析所述免疫沉淀的抗体和它的蛋白结合配偶体；

[0014] v)确定与所述试验抗体结合的蛋白相对于所述细胞裂解物中的蛋白的富集倍数；

和

[0015] vi)鉴别特异性地结合所述抗体的蛋白，其中特异性地结合所述抗体的蛋白相对

于所述细胞裂解物中的蛋白富集。

[0016] 在某些方面，所述抗体结合超过一种靶蛋白。在某些实施方案中，根据它对它的靶

蛋白的特异性表征所述抗体，其中一种靶蛋白相对于另一种靶蛋白更大的富集倍数或更大

的信号强度意味着所述抗体对该蛋白的特异性大于具有更小富集倍数或更小信号强度的

蛋白。

[0017] 在某些实施方案中，所述鉴别特异性地结合抗体的蛋白的方法包括：

[0018] i)选择试验抗体；

[0019] ii)从生物样品制备细胞裂解物的第一和第二制品，其中所述第一和第二制品是

几乎相同的；

[0020] iii)使所述第一细胞裂解物与所述试验抗体接触，并使所述第二细胞裂解物与第

二抗体接触，和免疫沉淀所述抗体和它们的蛋白结合配偶体；

[0021] iv)通过质谱法分析所述免疫沉淀的试验和第二抗体和它们的蛋白结合配偶体；

[0022] v)在x-或y-轴上绘制通过质谱法鉴别为结合所述试验抗体的每种蛋白的强度和/

或富集倍数，和在相对轴上绘制通过质谱法鉴别为结合所述第二抗体的每种蛋白的强度或

富集倍数；和

[0023] vi)鉴别特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋白，其中

[0024] a .特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋白是不会表现出与所述试验和第二抗

体相等或几乎相等的结合的那些(在绘制时离开对角线的那些)；

[0025] b.特异性地结合所述试验抗体的蛋白在沿着y-轴绘制时在上方离开对角线，或在
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沿着x-轴绘制时在下方离开对角线；和

[0026] c.特异性地结合所述第二抗体的蛋白在沿着y-轴绘制时在上方离开对角线，或在

沿着x-轴绘制时在下方离开对角线。

[0027] 在某些方面，所述抗体结合超过一种靶蛋白。在某些实施方案中，根据它对它的靶

蛋白的特异性来表征所述抗体，其中一种靶蛋白相对于另一种靶蛋白更大的富集倍数或更

大的信号强度意味着所述抗体对该蛋白的特异性大于具有更小富集倍数或更小信号强度

的蛋白。

[0028] 在某些实施方案中，所述试验和第二抗体是相同的，并在与所述抗体接触之前，将

饱和所述试验抗体上的蛋白结合位点所需要的过量蛋白加入所述第一细胞裂解物，但是不

加入所述第二细胞裂解物。特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋白是不会表现出与所述

试验和第二抗体相等或几乎相等的结合的那些(在绘制时离开对角线的那些)。

[0029] 在所述方法中使用的生物样品可以是在细胞培养物、组织、血液、血清、血浆、脑脊

液、尿、滑液、腹膜液或其它生物流体中的细胞。所述生物样品在与抗体接触之前可以被刺

激或活化，且所述刺激可以是使用生长因子、激素、毒素、抑制剂或其它试验分子。

[0030] 在某些实施方案中，所述细胞培养物中的细胞是原代或二代细胞、永生细胞或干

细胞。在某些方面，所述细胞选自A549、BT549、HCT116、HEK293、HeLa、HepG2、Hs578T、LNCaP、

MCF7、NIH3T3、SKMEL5或SR。在某些实施方案中，所述细胞是在NCI60集合中。

[0031] 在某些方法实施方案中，将所述细胞裂解物分级分离。分级分离可以减小所述细

胞裂解物的复杂性，从而允许在质谱法中的更准确检测。分级分离可以包括基于通过分子

量、大小、疏水性、离子交换结合、亲水相互作用或亲和富集的分离而降低消化的细胞裂解

物的复杂性。

[0032] 在某些实施方案中，通过下式确定富集倍数

[0033]

[0034] 其中靶蛋白是与所述试验抗体结合的蛋白。

[0035] 在某些实施方案中，与在所述细胞裂解物中的蛋白相比，所述特异性地结合所述

抗体的蛋白富集了约5倍或更高。在某些方面，与在所述细胞裂解物中的蛋白相比，所述富

集倍数是约5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、

120、130、140、150、160、170、180、190、200或大于200倍。

[0036] 在包含两种抗体的方法中使用的第二抗体可以是i)被认为结合与所述试验抗体

相同的一种或多种蛋白的子集的抗体；或不被认为结合与所述试验抗体相同的一种或多种

蛋白的抗体。在某些方面，所述第二抗体是异形体特异性抗体或泛特异性抗体。

[0037] 在包含绘图的实施方案中，所述图可以是散布图，且可以定量强度。所述定量可以

无标记地或经由代谢或化学质量标记技术完成。所述定量可以测量肽信号强度，或使用例

如无标记蛋白定量(LFQ)、基于强度的绝对蛋白定量(iBAQ)、波谱计数、序列覆盖、独特肽的

数目或蛋白库。

[0038] 在某些实施方案中，确定和绘制所述富集倍数。

[0039] 在某些实施方案中，通过测序进一步表征所述鉴别的蛋白。
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[0040] 在某些实施方案中，将所述鉴别的蛋白翻译后修饰(PTM)。翻译后修饰包括、但不

限于磷酸化、糖基化、泛素化、亚硝酰化、甲基化、乙酰化、脂质化和蛋白酶解。

[0041] 在某些实施方案中，所述鉴别的相互作用配偶体、异形体或修饰可以是指不同抗

体的可辨别表位。

[0042] 在某些实施方案中，包括一种用于确定超过一种抗体的相对性能的方法。在某些

实施方案中，所述方法包括：将所述试验抗体或所述试验和第二抗体的性能彼此对比，和基

于信号强度、富集倍数、序列覆盖、独特肽的数目或波谱计数将它们的性能排序，其中在以

下情况下就特定靶蛋白而言一种抗体的性能优于另一种抗体：它的信号强度、富集倍数、序

列覆盖、独特肽的数目或波谱计数大于另一种抗体。该相对抗体性能对比的结果可能指示

对所述靶标的相对抗体亲和力。

[0043] 在某些实施方案中，所述质谱法是串联质谱法，任选地使用数据依赖性获取。在某

些实施方案中，所述质谱法使用数据非依赖性获取。

[0044] 在某些方面，在质谱法之前消化所述免疫沉淀的抗体-靶蛋白。所述消化可以包含

蛋白酶或化学消化，且可以是单次的或连续的。

[0045] 在某些实施方案中，所述蛋白酶消化使用胰蛋白酶、糜蛋白酶、AspN、GluC、LysC、

LysN、ArgC、蛋白水解酶K、胃蛋白酶、梭菌蛋白酶、弹性蛋白酶、GluC碳酸氢盐、LysC/P、LysN 

promisc、蛋白内肽酶、葡萄球菌蛋白酶或嗜热菌蛋白酶。

[0046] 在某些实施方案中，所述化学裂解使用CNBr、氧碘基苯甲酸盐或甲酸。

[0047] 在某些方面，所述方法包括在免疫沉淀之后或在消化之后且在质谱法之前脱盐。

[0048] 本发明进一步包括用于表征抗体(例如，高亲和力抗体)的组合物和方法，所述方

法包括：(a)确定所述抗体对抗原的亲和力，和(b)确定所述抗体对所述抗原的选择性，其中

使用免疫沉淀-质谱法(IP-MS)确定所述抗体的亲和力和/或所述抗体的选择性，且其中如

下产生所述免疫沉淀物：在允许所述抗体和所述抗原之间形成所述免疫沉淀物的条件下使

所述抗原与所述抗体接触。在某些情况下，通过检测与细胞裂解物中的分子(例如，蛋白)的

结合，可以确定所述抗体对它的结合配偶体的选择性。进一步，所述细胞裂解物可以源自表

达所述抗原的所有部分的物种的细胞。另外，通过细胞裂解物的蛋白质印迹可以确定选择

性。使用表达来自超过一个物种的抗原的所有部分的细胞可以确定选择性。类似地，通过来

自超过一个物种的细胞裂解物的蛋白质印迹可以确定选择性。在某些情况下，可以如下确

定选择性：使用所述抗原产生细胞提取物的免疫沉淀物，随后鉴别和/或定量存在于所述免

疫沉淀物中的两种或更多种非抗体分子。进一步，可以在所述免疫沉淀物中计算抗原/非抗

体分子的比率。

[0049] 本发明进一步包括用于制备匹配的抗体集合、以及匹配的集合本身的方法。这样

的方法可以包括：(a)确定每种抗体对在细胞裂解物中的它的各种抗原的亲和力，(b)确定

每种抗体对在细胞裂解物中的它的各种抗原的选择性，和(c)选择抗体以形成所述匹配的

集合，其中使用免疫沉淀-质谱法(IP-MS)确定所述抗体的亲和力和/或所述抗体的选择性，

且其中所述匹配的集合由两种或更多种抗体组成，就存在于所述细胞裂解物中的它的各种

抗原而言，每种抗体具有至少100倍(例如，约100倍至约1,000倍、约200倍至约1,000倍、约

300倍至约1,000倍、约400倍至约1,000倍、约5倍至约1,000倍、约100倍至约800倍、约100倍

至约650倍、约100倍至约500倍、约200倍至约750倍等)富集的选择性。在某些情况下，匹配
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的集合中的两种或更多种抗体可以具有彼此1个对数(log)的对它们各自的抗原的亲和力。

进一步，本发明的匹配的集合可以含有约2至约50(例如，约3至约10、约2至约30、约2至约

20、约3至约15、约3至约40等)种抗体。在某些情况下，匹配的集合的抗体可以结合有关的靶

抗原。进一步，有关的靶抗原可以是相同蛋白的翻译前和翻译后修饰形式。在特定情况下，

有关的靶抗原可以是未磷酸化的蛋白的翻译前修饰形式和磷酸化的蛋白的翻译后修饰形

式。

[0050] 在另外的方面，本发明包括用于确定抗体的选择性的方法。在某些情况下，这样的

方法包括：(a)在允许所述抗体和细胞提取物中的一种或多种抗原之间形成免疫沉淀物的

条件下使所述抗体与细胞提取物接触，(b)收集在步骤(a)中形成的免疫沉淀物，和(c)通过

质谱法鉴别存在于所述免疫沉淀物中的一种或多种非抗体分子，其中所述细胞提取物含有

来自两个或更多个细胞类型或两个或更多个物种的一个或多个细胞类型的细胞组分。在某

些情况下，所述两个或更多个细胞类型可以来自相同物种。进一步，所述细胞类型可以得自

两种或更多种以下组织：(a)肌肉组织，(b)结缔组织，c)神经组织，和(d)上皮组织。在特定

情况下，所述结缔组织可以是血液。另外，所述两个或更多个细胞类型可以来自不同物种。

进一步，来自不同物种的两个或更多个细胞类型可以得自来自每个物种的两种或更多种组

织。

[0051] 本发明还包括用于确定抗体的选择性的方法。这样的方法可以包括:(a)在允许所

述抗体和所述两种或更多种蛋白中的一种或多种之间形成免疫沉淀物的条件下，使所述抗

体与两种或更多种蛋白接触，(b)收集在步骤(a)中形成的免疫沉淀物，和(c)通过质谱法定

量存在于所述免疫沉淀物中的各种蛋白的量。

[0052] 本发明还包括组合物，其包含：(a)从一个或多个细胞类型得到的一种或多种细胞

提取物，和(b)一种或多种外源地添加的抗体，其中所述细胞类型来自两种或更多种不同物

种，以及使用这样的组合物的方法。进一步，可以从细胞裂解物制备所述细胞提取物中的至

少一种。另外，通过裂解两种或更多种细胞类型的细胞可以得到所述细胞裂解物，随后离心

(例如，在大于或等于10,000x  g，至少15分钟)得到的裂解物以除去不溶物。进一步，所述抗

体中的至少一种可以对存在于所述细胞提取物中的至少一种蛋白具有亲和力。

[0053] 本发明还包括针对与靶分子(例如，靶抗原)以外的分子的结合活性筛选抗体的方

法。这可以通过使用来自不表达所述靶分子的细胞的细胞提取物完成。作为例子，使用从在

靶抗原表达方面存在差异的细胞系衍生出的两种细胞提取物，可以筛选针对靶蛋白的抗

体。可能已知所述细胞系之一表达靶抗原，且可能相信或已知另一种细胞系不表达所述抗

原。作为更具体的例子，可以在一个细胞系中破坏或抑制编码靶抗原的基因。通过RNAi的应

用，可以执行表达的抑制。通过基因编辑技术(例如，同源重组、锌指-FokI核酸酶、CRISPR核

酸酶、TAL核酸酶等)，可以执行所述基因的破坏。因而，本发明包括用于鉴别对靶分子具有

高水平的结合特异性的抗体的组合物和方法，以及通过这样的方法鉴别的抗体。

[0054] 本发明还包括用于鉴别抗体的方法，所述抗体选择性地结合得自不同物种的细胞

的靶分子。这样的方法可以包括：(a)在允许所述抗体和存在于每种细胞裂解物中的一种或

多种靶分子之间形成形成两种或更多种免疫沉淀物的条件下，使所述抗体与从不同物种的

细胞产生的两种或更多种细胞裂解物接触，(b)从每种细胞裂解物收集所述免疫沉淀物，和

(c)通过质谱法确定每种免疫沉淀物中的靶分子的纯化倍数。这样的细胞可以源自一个或
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多个选自以下的物种：(a)智人、(b)穴兔、(c)小家鼠和(d)褐家鼠。进一步，可以响应于在从

其得到所述细胞裂解物的不同物种之间保守的表位或蛋白而产生在本发明的方面中使用

的抗体。另外，所述表位可以来自选自以下的类别中的蛋白：(a)热激蛋白、(b)聚合酶、(c)

细胞表面受体、(d)转录因子、(e)激酶、(f)去磷酸化酶、(g)膜相关的转运蛋白和(h)锌指蛋

白。

[0055] 另外的目标和优点将在下面的描述中部分地阐述，且将部分地从所述描述显而易

见，或可以通过实践获知。将借助于在所附权利要求中特别指出的要素和组合来实现和得

到所述目标和优点。

[0056] 应当理解，前面的一般描述和下面的详细描述仅仅是示例性的和解释性的，且不

是权利要求的限制。

[0057] 附图(其并入本说明书并构成本说明书的一部分)图解了几个实施方案，并与描述

一起用于解释本文描述的原理。

附图说明

[0058] 图1显示了通过免疫沉淀和质谱测定分析(IP-MS)进行抗体验证的实验工作流。

[0059] 图2呈现了通过深质谱测定分析从NCI60细胞系集合的HepG2、A549、MCF7、BT549和

LNCaP细胞鉴别出的蛋白的数目的维恩图。

[0060] 图3A-3H提供了细胞系之间的蛋白鉴别和定量。图3A显示了在未分级分离的样品

中在12个细胞系之间的E-钙粘着蛋白(CDH1)的对比，而图3B显示了用于更深蛋白质组分析

的分级分离的样品中的CDH1的对比。图3C显示了在未分级分离的样品中在12个细胞系之间

的N-钙粘着蛋白(CDH2)蛋白表达的对比，而图3D显示了用于更深蛋白质组分析的分级分离

的样品中的CDH2的对比。图3E-3H显示了在未分级分离的MCF7样品中(图3E)、在分级分离的

MCF7样品中(图3F)、在未分级分离的A549样品中(图3G)和在分级分离的A549样品中(图3H)

检测到的表达的蛋白的分布。在图3E-3H中，突显了CDH1和CHD2的表达水平，用箭头指示靶

蛋白的表达水平。

[0061] 图4A-4B提供了免疫沉淀两种靶标的抗体的对比。在图4A中，在多天从含有指示的

抗体的BT549细胞裂解物免疫沉淀p53蛋白并使用三种最强烈肽的MS强度定量。在图4B中，

在多天从含有指示的抗体的MCF7细胞裂解物免疫沉淀CDH1并使用鉴别的肽的数目(y-轴和

线)和通过使用无标记定量(LFQ)值计算的CDH1(来自未分级分离的和分级分离的MCF7细胞

裂解物)的富集倍数(垂直条)来定量。星号突显了注解为通过IP/蛋白质印迹进行IP验证的

抗体。

[0062] 图5A-5G提供了关于通过IP-MS捕获和定量的特定蛋白的过滤和可视化的信息。图

5A显示了在用阳性和阴性对照抗体免疫沉淀之后定量的蛋白簇的散点图。“阴性对照”指

示，对照IP(即，使用非特异性抗体的IP)增加了蛋白的丰度。“背景”指示，对于对照IP(即，

使用非特异性抗体的IP)和靶IP(即，使用靶标特异性抗体的IP)而言，以类似的方式增加了

蛋白的丰度。“阳性对照”指示，靶IP增加了蛋白的丰度，而对照IP没有增加该相同蛋白的丰

度。图5B显示了被阳性和阴性对照抗-CDH1抗体捕获并用MS定量的蛋白的散点图结果。将使

用iBAQ定量相对于MCF7裂解物的富集倍数结果着色。图5C显示了在IP和抗-CDH1抗体以后

基于iBAQ分析的富集倍数数据。图5D显示了富集>50倍的特异性地捕获的蛋白来自STRING
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的相互作用分析。图5E显示了与不会免疫沉淀的泛抗-钙粘着蛋白抗体PA5-16481相比，来

自含有泛抗-钙粘着蛋白抗体PA1-37199的A549细胞裂解物的钙粘着蛋白靶标和另外蛋白

的富集倍数，一起注解了已知的相互作用物(interactors)。图5F显示了来自STRING数据库

的相互作用简图，所述STRING数据库突显了在用PA2-37199进行IP以后富集的蛋白。图5G显

示了基于特异性地富集的蛋白的列表的Gene  Ontology(GO)术语富集的分析。

[0063] 图6A-6D提供了几种抗体免疫沉淀CDKN1A的能力的对比。在图6A中，将CDKN1A蛋白

从含有指示的抗体的HCT116细胞裂解物免疫沉淀，并使用三种最强烈肽的MS强度定量。图

6B显示了用抗体PA1-30399对CDKN1A靶标和另外蛋白的富集，并注解了已知的相互作用物。

图6C显示了来自STRING数据库的相互作用简图，所述STRING数据库突显了在用PA1-30399

进行IP以后富集的蛋白。图6D显示了基于特异性地富集的蛋白的列表的Gene  Ontology

(GO)术语富集的分析。

[0064] 图7A和7B呈现了使用多种ERBB2-特异性抗体的MS数据。图7A呈现了使用MaxQuant

定量分析软件(Thermo  Fisher)相对于未分级分离的样品在抗-ERBB2免疫沉淀以后使用各

种抗体的富集倍数数据。图7B呈现了使用MaxQuant定量分析软件相对于Proteome 

Discoverer(PD1.4,Thermo  Fisher)软件确定的ERBB2肽的数目。在每个条的右侧的数字指

示了精确值。Pos  Ctl＝阳性对照。

[0065] 图8A、8B和8C呈现了使用多种CTNNB1-特异性抗体以后的富集倍数结果。图8A呈现

了使用MaxQuant定量分析软件(Max  Planck  Institute)相对于分级分离的样品在抗-

CTNNB1免疫沉淀以后使用各种抗体的富集倍数数据。图8B呈现了来自STRING数据库的

CTNNB1的已知相互作用物的网络相互作用简图。图8C呈现了对于用每种抗-CTNNB1抗体富

集的每种蛋白相互作用物而言肽的数目的二维分级群聚结果。

[0066] 图9A和9B呈现了NFKB1A和它的相互作用配偶体的富集倍数。图9A显示了来自

LNCAP细胞裂解物的NFKB1A和多种相互作用配偶体的富集倍数。图9B显示了在NFKB1A的免

疫捕获(带圆圈)以后通过IP-MS检测的蛋白的STRING数据库网络相互作用简图。

[0067] 图10A和10B呈现了在纯化的抗体中的污染性肽抗原的检测。图10A显示了在IP-MS

分析之前与牛血清白蛋白混合的纯抗体制品中的靶蛋白水平。图10B显示了从HEK293细胞

富集的三种最强烈肽信号的轻和重肽信号强度，所述HEK293细胞生长在重赖氨酸(+8Da)和

精氨酸(+10Da)同位素标记的氨基酸中。

具体实施方式

[0068] 定义

[0069] 本描述和示例性实施方案不应当视作限制性的。对于本说明书和所附权利要求书

的目的来说，除非另有说明，否则在本说明书和权利要求书中使用的所有表达量、百分比或

比例的数字和其它数值应理解为在所有情况下被术语“约”修饰，达到它们尚未如此修饰的

程度。因此，除非相反说明，否则在以下说明书和所附的权利要求书中阐述的数字参数是近

似值，其可以随寻求得到的期望性能而变化。最低限度，且不是企图限制等同原则在权利要

求的范围上的应用，每个数值参数应该至少根据记录的有效数字的个数且通过应用普通的

舍入技术来解释。

[0070] 应该指出，当用于说明书和所附权利要求书时，单数形式“一个”、“一种”和“所述”
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和任何词语的任何单数应用包括复数指示物，除非清楚地和明确地限于一种所指物。本文

中使用的术语“包括”和它的语法变体意图是非限制性的，使得列表中项目的列举不是可以

置换或加入列出的项目的其它类似项目的排除。

[0071] 本文中使用的“蛋白”、“肽”和“多肽”到处互换使用以表示氨基酸的链，其中每个

氨基酸通过肽键与下一个连接。在某些实施方案中，当氨基酸的链由约2至40个氨基酸组成

时，使用术语“肽”。但是，术语“肽”不应当视作限制性的，除非明确地指出。

[0072] 术语“抗体”以最宽的含义使用且包括各种抗体结构，包括、但不限于单克隆抗体、

多克隆抗体、多特异性抗体(诸如双特异性抗体)和抗体片段，只要它们表现出期望的免疫

沉淀活性。这样，术语抗体包括、但不限于能够结合抗原的片段，诸如Fv、单链Fv(scFv)、

Fab、Fab'、二-scFv、sdAb(单结构域抗体)和(Fab')2(包括化学连接的(Fab')2)。抗体的木瓜

蛋白酶消化会产生两个相同的抗原结合片段(称为“Fab”片段，各自具有单个抗原结合位

点)和残留的“Fc”片段。胃蛋白酶处理会产生具有两个抗原结合位点的(Fab')2片段。术语

抗体也包括、但不限于嵌合抗体、人源化抗体和多个物种(诸如小鼠、山羊、马、绵羊、鸡等)

的抗体。此外，对于本文提供的所有抗体构建体，也涵盖具有来自其它生物体的序列的变

体，诸如CDR-移植抗体或嵌合抗体。抗体片段也包括单链scFv、串联二-scFv、双抗体、串联

三-sdcFv、微抗体等的定向。抗体片段也包括纳米抗体(sdAb，具有单个单体结构域(诸如一

对重链可变结构域)而没有轻链的抗体)。在某些实施方案中，抗体片段乐意被称作是特异

性物种(例如，人scFv或小鼠scFv)。这表示非-CDR区域的至少部分的序列，而不是所述构建

体的来源。通过参考名称和目录索引来提及所述抗体。掌握该名称和目录信息的熟练技术

人员能够确定所述抗体的序列，因此所述方法包括具有参比抗体的至少部分序列的任何抗

体，只要所述抗体维持它的免疫沉淀其抗原蛋白的能力。

[0073] 质谱法(MS)是用于基于蛋白的质荷比(m/z)来分析蛋白的主要技术。MS技术通常

包括化合物的电离和任选的所得离子的片段化，以及检测和分析离子和/或片段离子的m/z

并随后计算对应的离子质量。“质谱仪”通常包括电离器和离子检测器。“质谱法(Mass 

spectrometry)”、“质谱(mass  spec)”、“质谱学(mass  spectroscopy)”和“MS”通篇互换使

用。

[0074] “靶向质谱法”(在本文中也被称作“靶向质谱”、“靶向MS”和“tMS”)会增加质谱分

析的速度、灵敏度和定量精确度。非靶向质谱法(有时被称作“数据依赖性的扫描”、“发现

MS”和“dMS”和靶向质谱)的相似性在于：在每个中，分析物(蛋白、小分子或肽)从与液相色

谱仪器连接的反相柱注入或洗脱，并且通过电喷射电离转化成气相离子。将分析物在质谱

中片段化(一个被称为串联MS或MS/MS的过程)，并且使用片段和母体质量来确定分析物的

身份。以数据依赖性方式(DDA)基于洗脱肽的强度可以触发发现MS的肽片段化，或可以将片

段化程序化为以数据非依赖性方式(DIA)通过在一个或多个质量范围内的肽离子的分离和

片段化而发生，诸如通过在MS1波谱中扫描、分离和片段化m/z窗口。发现MS会分析MS/MS片

段化谱的整个内容。相反，在靶向质谱法中，使用参考谱来引导分析仅仅数个选择的片段离

子而不是整个内容。

[0075] 概述

[0076] 本发明部分地涉及利用免疫沉淀和质谱法验证抗体的组合物和方法。根据本发

明，可以与其它抗体一起或相对于其它抗体来分析抗体。进一步，通过对特定抗原和/或表
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位的亲和力和/或特异性可以表征抗体。本发明的一个目标是鉴别具有特定特征的抗体，所

述特定特征使得它们在基于超过一种(例如，2、3、4、5种等)抗体的方法(例如，免疫荧光、蛋

白质印迹等)中是有用的。另一个目标是鉴别在一种或多种应用(例如，ELISA)中具有超过

它们的等同物的增强适合性的抗体。

[0077] 本文公开的方法可以应用于任何类型的MS分析。所述方法不受使用的具体设备或

分析限制。用于分析样品的m/z的任何设备的应用将被包括在质谱法的定义中。可以使用的

MS分析和/或设备的非限制性例子包括电喷射电离、离子迁移率、飞行时间、串联、离子阱、

DDA、DIA和轨道离子阱。所述方法既不受在MS分析中使用的电离器或检测器的类型限制，也

不受MS的具体构型限制。所述方法不限于与具体设备或软件一起使用。所述方法不限于在

实施例中描述的设备和软件。

[0078] 本发明部分地涉及用于评估抗体对它们的对应配体(例如，蛋白)的亲和力和特异

性的组合物和方法。在某些方面，本发明包括在免疫沉淀样品中的配体定量。本发明还包括

通过不同样品的免疫沉淀得到的配体的量的对比。在这样的情况下，所述对比经常是通过

对比存在于两个免疫沉淀样品中的配体的量，从而导致富集倍数的确定。进一步，在某些情

况下，可以确定其它样品与其对比的“基准”。例如，可以将三个样品彼此对比，其中评估三

种不同抗体中的每一种所结合的蛋白的量。因而，在该实施例中，可以将单个样品(例如，细

胞裂解物)分成三个等分试样。可以在允许形成免疫沉淀物的条件下将已知结合所述蛋白

的不同抗体加入每个等分试样。然后可以测量存在于三种免疫沉淀物中的蛋白的量并彼此

对比。在这样的情况下的基准可以是三种抗体中的任一种，或它可以是例如产生在其中具

有最小量的蛋白的免疫沉淀物的抗体。

[0079] 一个更具体的实施例如下。假定所述配体是p53蛋白，并且所述p53蛋白存在于

HeLa细胞裂解物中(例如，将所述细胞裂解，并将不溶物在4℃在10,000xg沉淀5分钟)。将裂

解物分成三个等分试样，并将抗体1、2和3加入每个等分试样以产生免疫沉淀物。然后通过

MS确定，在向其中加入抗体1、2和3的每个等分试样中分别存在6.2μg、1.2μg和9.5μg  p53。

如果使用抗体2作为基准，那么抗体1产生5.2富集倍数且抗体3产生7.9富集倍数。因而，本

发明包括通过一个或多个功能特征使抗体彼此对比的方法。在该实施例中，所述功能特征

是所述抗体沉淀的抗原的量。

[0080] 进一步，可以执行多个重复来产生用于评估和对比抗体特征的统计数据。另外，使

用相同的样品(例如，相同的HeLa细胞裂解物)或不同的样品(例如，从不同的HeLa细胞培养

物制备的裂解物)，可以产生重复。使用以上实施例作为参考点，可以在允许形成免疫沉淀

物的条件下用所有三种抗体试验三种不同裂解物，使用p53蛋白的量的平均值来确定富集

倍数。

[0081] 本发明因而包括通过IP-MS将两种或更多种抗体彼此对比的组合物和方法。该对

比经常针对进行对比的抗体的亲和力和特异性。

[0082] 用于评估抗体亲和力的一个试验系统可能涉及纯化的配体(例如，蛋白)的应用。

作为一个例子，使用纯化的蛋白的多个等分试样可以建立免疫沉淀反应，并可以将相同量

的已知结合所述蛋白的不同抗体加入每个等分试样。然后可以通过MS分析所述免疫沉淀物

以确定存在的蛋白的量和/或各种抗体所结合的蛋白的区域。这样的对比将产生与亲和力

有关的数据，但是产生很少与特异性有关的数据。特异性的一种指示是生物信息学，因为所
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述抗体所结合的蛋白区域的鉴别允许检索蛋白序列数据库以鉴别具有类似或相同氨基酸

序列的蛋白、以及含有这样的蛋白的生物体和表达这样的蛋白的细胞。

[0083] 本发明因而部分地包括用于对比不同抗体与纯化的蛋白的结合特征的方法。可以

使用这样的对比来确定各种抗体与抗原的对比亲和力。

[0084] 本发明的方法也可以用于单独地或与其它抗体对比地测量抗体从抗原的混合物

中沉淀抗原的能力。作为一个例子，可以将靶抗原与类似的分子混合以测量所述抗体从有

关的分子区分靶抗原的能力。一个例子是，其中人蛋白是靶抗原。可以将人蛋白与对应的小

鼠蛋白或对应的小鼠和大鼠蛋白混合。一个更具体的例子如下。智人(人)p53是393氨基酸

蛋白，且小家鼠(小鼠)p53是381氨基酸蛋白。进一步，这两种蛋白具有约71％氨基酸序列同

一性，大多数序列同一性是在两种蛋白的中央部分。

[0085] 可以响应于人p53蛋白而产生抗体，且可以如下评估所述抗体的区分该蛋白的人

和小鼠形式的能力：混合两种蛋白，并测量所述抗体的沉淀人p53蛋白的能力。假定两种蛋

白以1:1比例混合且响应于人p53蛋白而产生的抗体同样地沉淀两种蛋白。换而言之，当使

1:1的人和小鼠p53蛋白的混合物与响应于人p53蛋白而产生的抗体接触时，那么沉淀的人:

小鼠p53蛋白的比例是所述抗体对两种蛋白的差别亲和力和/或特异性的量度。例如，如果

沉淀物中p53蛋白的比例是2:1，那么所述抗体对小鼠p53蛋白具有某种特异性，但是对人

p53蛋白具有高2倍的亲和力。本发明因而包括针对具有类似氨基酸序列和/或构象的区域

的抗原来评估靶抗原特异性的组合物和方法。

[0086] 本发明包括用于对比抗体的以下能力的组合物和方法：在有关抗原之间和在结合

单一抗原的两种或更多种抗体之间区分，和在两种或更多种有关抗原之间区分。例如，使响

应于特定抗原而产生的抗体或其子部分(例如，表位)与超过一种有关抗原接触，随后免疫

沉淀。然后确定存在于所述沉淀物中的有关抗原的量并彼此对比。由此可以确定所述抗体

在两种抗原之间区分的能力。可以以相同比例或以不同比例组合所述抗原和有关的抗原。

例如，当所述抗体沉淀比另一种抗原显著更多的一种抗原(例如，约5倍至约50倍、约10倍至

约50倍、约15倍至约50倍、约5倍至约40倍、约10至约40倍等)时，可以使用不同比例。

[0087] 在其中抗体对一种抗原的亲和力实质上高于另一种抗原的情况下，可以制备试验

溶液来平衡差别亲和力。例如，如果抗体沉淀比第二抗原多10倍的第一抗原，那么所述试验

溶液可以含有比第一抗原多10倍的第二抗原。在这样的情况下，预期免疫沉淀物含有大致

相同量的两种抗原。这类方法允许抗体亲和力和/或特异性表征的“细调”。因而，本发明包

括关于对靶抗原的亲和力和/或特异性而对比两种或更多种抗体的组合物和方法。

[0088] 在某些实施方案中，可以在片段化(例如，消化)之前将所述免疫沉淀的蛋白还原

和烷基化。已经被还原和烷基化的样品可以包含修饰，诸如对半胱氨酸残基的修饰(例如，

CAM)。

[0089] 可以任选地在质谱法分析之前将所述样品脱盐。包括酶消化和化学消化。酶消化

包括、但不限于使用蛋白酶(例如，胰蛋白酶、糜蛋白酶、AspN、GluC、LysC、LysN、ArgC、蛋白

水解酶K、胃蛋白酶、梭菌蛋白酶、弹性蛋白酶、GluC  biocarb、LysC/P、LysN、蛋白内肽酶、葡

萄球菌蛋白酶或嗜热菌蛋白酶)的消化。化学消化包括使用例如CNBr、氧碘基苯甲酸盐和甲

酸。

[0090] 在某些实施方案中，所述片段化方案使用MS级商购可得的蛋白酶。可用于消化样
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品的蛋白酶的例子包括胰蛋白酶、内蛋白酶GluC、内蛋白酶ArgC、胃蛋白酶、糜蛋白酶、LysN

蛋白酶、LysC蛋白酶、GluC蛋白酶、AspN蛋白酶、蛋白水解酶K和嗜热菌蛋白酶。在某些实施

方案中，使用不同蛋白酶的混合物，并在消化之后将各个结果组合在一起和分析。在某些实

施方案中，所述消化是不完全的，以便看到较大的重叠肽。在某些实施方案中，用IdeS、

IdeZ、胃蛋白酶或木瓜蛋白酶进行抗体消化以产生大的抗体结构域用于“中-下游”蛋白表

征。在某些实施方案中，所述片段化方案使用修饰的胰蛋白酶。在某些实施方案中，可以使

用10:1、20:1、25:1、50:1、66:1或100:1的蛋白:蛋白酶比例(w/w)。在某些实施方案中，以约

100ng/ml-1mg/ml、或约100ng/ml-500μg/ml、或约100ng/ml-100μg/ml、或约lμg/ml-1mg/

ml、或约lμg/ml-500μg/ml、或约lμg/ml-100μg/ml、或约l0μg/mg-1mg/ml、或约10μg/mg-500

μg/ml、或约l0μg/mg-100μg/ml的浓度使用所述胰蛋白酶。在某些实施方案中，所述消化步

骤持续10分钟至48小时、或30分钟至48小时、或30分钟至24小时、或30分钟至16小时、或1小

时至48小时、或1小时至24小时、或1小时至16小时、或1-8小时、或1-6小时、或1-4小时。在某

些实施方案中，所述消化步骤是在20℃至45℃之间、或在20℃至40℃之间、或在22℃至40℃

之间、或在25℃至37℃之间的温度温育。在某些实施方案中，所述消化步骤是在37℃或30℃

温育。在某些实施方案中，包括一个步骤来结束所述消化步骤。结束消化方案的步骤可以是

加入停止溶液或离心或沉淀样品的步骤。在某些实施方案中，所述消化继之以胍基化。

[0091] 在某些实施方案中，所述片段化方案包括蛋白凝胶的使用。在某些实施方案中，所

述片段化方案包括凝胶内消化。用于执行凝胶内消化的一种示例性的商购可得的试剂盒是

In-Gel  Tryptic  Digestion  Kit(Thermo  Fisher目录号89871)。

[0092] 在某些实施方案中，在溶液中进行所述片段化方案。用于执行溶液中消化的一种

示例性的商购可得的试剂盒是In-Solution  Tryptic  Digestion  and  Guanidiation  Kit

(Thermo  Fisher目录号89895)。

[0093] 在某些实施方案中，所述片段化方案使用珠子。在某些实施方案中，所述片段化方

案包含在珠子上消化。在某些实施方案中，使用琼脂糖珠子或蛋白G珠子。在某些实施方案

中，使用磁珠。

[0094] 在某些实施方案中，在MS分析之前，使用液相色谱法将蛋白样品分离。在某些实施

方案中，在MS分析之前，使用液相色谱法将片段化的样品分离。

[0095] 在某些实施方案中，直接通过MS来分析洗脱的完整蛋白以鉴别完整质量和片段化

产物用于完整蛋白鉴别和表征。

[0096] 在某些实施方案中，已知量的对照蛋白和/或肽的同位素标记的(例如，重同位素

标记的)形式可以用作内部标准品用于捕获和消化效率的绝对定量和标准化。

[0097] 本发明还包括用于鉴别与其它分子相互作用的分子的组合物和方法。这些分子可

以属于多种类型，包括化学实体和生物分子。作为一个例子，地高辛是可以被抗体结合的化

学实体。例如，可以将地高辛引入细胞，然后可以将细胞的内容物暴露于抗-地高辛抗体并

可以鉴别存在于所述细胞内的分子。与这些内容一致，本发明进一步包括使用例如IP-MS鉴

别适合这样的应用的抗体的方法。本发明因而包括用于检测相互作用组和蛋白质组相互作

用的组合物和方法，且包括与在特定细胞类型内通常不产生的分子(例如，外源地引入的化

学实体)的相互作用。

[0098] 在某些情况下，本发明不包括用于检测在以下途径中的一个或两个中的相互作用
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组和蛋白质组相互作用的组合物和方法：AKT-mTOR途径和/或Ras途径。在某些情况下，本发

明不包括用于检测与在以下文献中阐述的一种或多种蛋白有关的相互作用组和蛋白质组

相互作用的组合物和方法：2017年3月13日提交的PCT/US2017/022062；2016年3月14日提交

的美国临时申请62/308,051；和2017年2月28日提交的美国临时申请62/465,102。

[0099] 已知细胞相互作用(例如，细胞内相互作用)随着细胞条件而变化。这样的细胞条

件的例子包括热环境(例如，“热激”)、细胞周期的阶段、细胞表面受体刺激、细胞突变/改变

(例如，疾病状态)等。本发明因而包括用于检测细胞相互作用的组合物和方法，以及用于选

择适合于检测细胞相互作用的抗体的组合物和方法。

[0100] 作为例子，真核伴侣蛋白TRiC/CCT是参与蛋白折叠的杂寡聚体复合物，且据估计

与多达10％的细胞溶质蛋白相互作用(Lopez等人,“The  mechanism  and  function  of 

group  II  chaperonins,”J.Mol.Biol.,427:2919-2930(2015)。许多被认为结合TRiC/CCT

复合物的蛋白发生细胞周期调节的表达。进一步，认为TRiC/CCT复合物改变(例如，突变)与

许多疾病状态(包括亨廷顿病)有关。

[0101] 作为一个例子，CDC20是分裂后期促进复合物的一种组分，其被认为是在不同类型

的细胞周期调节(包括细胞周期表达、蛋白酶解和磷酸化)下。进一步，认为该蛋白与TRiC/

CCT复合物有关。

[0102] 使用以上作为例子，本发明包括用于鉴别分子和分子复合物之间的细胞内相互作

用的组合物和方法。在某些情况下，这样的方法包括：(1)在允许抗体和目标细胞组分之间

形成免疫沉淀物的条件下，使细胞裂解物与针对目标细胞组分的抗体接触，和(2)分析所述

免疫沉淀物以鉴别存在于其中的一种或多种细胞组分。在许多情况下，两种或更多种细胞

组分中的一种将是目标细胞组分。进一步，在许多情况下，可以通过质谱法来执行分析，和/

或通过质谱法(例如，使用本文所述的方法)将使用的抗体鉴别为适合所述应用。

[0103] 许多类型的实验落在本发明范围内。例如，在有些实验中，针对分子相互作用物的

存在来对比两个细胞样品。作为具体例子，可以使对TRiC具有特异性的抗体与从两种不同

细胞类型衍生出的细胞裂解物接触。这些细胞类型可以是来自罹患亨廷顿病的个体的脑组

织细胞(例如，来自黑质)以鉴别与TRiC/CCT复合物相互作用的蛋白和其它细胞分子。然后

可以在所述相互作用物和存在于不同样品中的各种相互作用物的量之间做出对比。因而，

可以在不同的样品上执行定性和定量对比研究。这样的对比研究可以用于例如鉴别与疾病

状态和诊断方法有关的相互作用。

[0104] 在本发明范围内可以进行的另一类实验是在其中研究相同类型的细胞的实验。其

一个例子是细胞周期研究，其中将对照细胞裂解物与一种或多种试验细胞裂解物进行对

比。作为一个例子，地高辛是结合钠钾腺苷三磷酸酶(Na+/K+ATP酶)的化学实体，所述钠钾

腺苷三磷酸酶是存在于许多组织(包括心肌)中的蛋白复合物。可以使心脏细胞与地高辛接

触，然后与抗-地高辛抗体接触，随后鉴别和定量存在于免疫沉淀物中的细胞分子。进一步，

可以使心脏细胞与另外的化学实体接触，随后分析以对比总Na+/K+ATP酶复合物、所述复合

物的各种组分、或被所述复合物免疫沉淀的其它蛋白的量是否增加、减小或保持相同。在某

些情况下，可以看到一种或多种生物分子可能以增加的或相同的量沉淀，而一种或多种其

它生物分子可能以更低的量沉淀。当使细胞与另外的化学实体接触时可以看到该效应，所

述另外的化学实体(1)增强或(2)干扰或破坏蛋白-蛋白相互作用。
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[0105] 可以执行的另一类实验是，其中基于细胞类型、发育阶段或细胞周期来鉴别蛋白

相互作用物。出于例证的目的使用细胞周期，在使细胞同步化的情况下可以产生细胞样品。

然后可以从这些细胞产生提取物，随后根据本发明的方法分析。在具体方面，可以在细胞周

期的两个或更多个不同部分(例如，G1、S、G2或M)将细胞同步化，此后将从同步化的细胞产

生细胞裂解物。然后可以使用例如对TRiC具有特异性的抗体从细胞裂解物产生免疫沉淀

物。然后可以使用例如质谱法鉴别存在于所述沉淀物中的蛋白。进一步，然后可以使用存在

于沉淀物中的蛋白来定性和定量测量在细胞周期的不同阶段中存在差异的相互作用物。可

以设计类似的另外实验，其中分析从超过两种细胞类型衍生出的样品。作为一个例子，可以

分别产生来自同步化(在Gl、S、G2和M)的细胞、以及未同步化的细胞的细胞裂解物，随后使

用对TRiC具有特异性的抗体产生免疫沉淀物。然后可以做出存在于所述沉淀物中的蛋白的

定性和定量测量并对比以鉴别在细胞周期中差别相互作用。

[0106] 进一步，也可以鉴别“多参数”相互作用。“多参数”相互作用实验的一个例子是，其

中采用两种对不同蛋白(其被认为会彼此相互作用)具有特异性的抗体。出于例证的目的，

可以采用对TRiC和CDC20具有特异性的抗体，其中单独地和一起使用每种抗体可以产生免

疫沉淀样品。然后可以做出存在于所述沉淀物中的蛋白的定性和定量测量并对比。

[0107] 经修饰的蛋白和肽

[0108] 在某些方面，本发明涉及对翻译后修饰的蛋白和肽、以及在目标基因座处未翻译

后修饰的蛋白和肽具有亲和力和/或特异性的抗体的表征和应用。在许多情况下，这样的抗

体将对存在于特定蛋白中的翻译后修饰位点具有显著的特异性。这是因为，在许多情况下，

使用能够以高亲和力和特异性结合存在于细胞或细胞提取物中的靶表位的抗体将是合乎

需要的。

[0109] 翻译后修饰包括、但不限于磷酸化、糖基化、泛素化、亚硝酰化、甲基化、乙酰化和

脂质化。

[0110] 作为例子，认为小鼠Sox9蛋白在软骨细胞中在位于位置211处的丝氨酸残基处通

过涉及TGF-β的过程磷酸化(Coricor和Serra,Sci.Rep.6,38616；doi:10.1038/srep38616

(2016))。该磷酸化位点的21个氨基酸(以丝氨酸211为中心)如下：NAIFKALQAD  S 

PHSSSGMSEV(SEQ  ID  NO:1)。

[0111] 使用上面提及的Sox9区域，本发明包括涉及下述步骤中的一个或多个的方法：

[0112] 1 .鉴别合适的抗原(例如，肽)用于产生对所述抗原的磷酸化和/或未磷酸化形式

具有亲和力和/或特异性的潜在抗体。

[0113] 2.针对一种或多种这样的抗原的一种或多种抗体的产生和标准(非-MS)筛选。

[0114] 3.使用IP-MS试验和/或对比一种或多种得到的抗体以鉴别对期望的抗原(磷酸化

或未磷酸化)具有高水平的亲和力和/或特异性的抗体。

[0115] 出于例证的目的使用以上21个氨基酸的Sox9序列，在确定其子部分的肽对于抗体

产生的适合性中的一个起始点可以是针对有关的序列检索序列数据库。一个氨基酸序列数

据库检索指示，该21个氨基酸的Sox9序列是在哺乳动物物种之间高度保守的。进一步，智人

特定蛋白检索提示，该氨基酸序列仅存在于Sox9中，且仅一个经证实的蛋白具有6个氨基酸

的序列同一性区域。该蛋白(锌指蛋白646)具有这样的区域：其序列与SEQ  ID  NO:1的氨基

酸13-18相同。由于锌指蛋白646的该区域不含有丝氨酸磷酸化位点，针对具有SEQ  ID  NO:1
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的氨基酸序列的全部或部分的肽的磷酸化形式产生的抗体不可能对磷酸化的Sox9具有显

著的亲和力。还鉴别出了含有6氨基酸序列(具有丝氨酸211)的第二种假定物。这些数据提

示，具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的全部或大部分的肽可以用于制备对在位置211处磷酸

化的Sox  9具有高水平的特异性的抗体。这些数据也提示，具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列

的一部分的肽可以用于制备对在位置211处未磷酸化的Sox  9具有高水平的特异性的抗体。

具体地，这些数据提示，氨基酸13-18的全部或部分可能不适合作为用于制备对未磷酸化的

Sox9具有高特异性的抗体的抗原。

[0116] 采用Sox9的实施例当然仅是可以用于制备和/或鉴别对一种或多种抗原具有高水

平的亲和力和/或特异性的抗体的方法的代表。可以使用类似的方法得到针对蛋白的其它

翻译后修饰的抗体。因而，本发明包括用于筛选方法的组合物和方法，所述筛选方法制备

和/或表征对具有有关和/或类似构象的分子具有亲和力和特异性的抗体。

[0117] 另一种翻译后修饰的一个例子是甲基化。已知许多蛋白会发生甲基化。已经发现

蛋白翻译后修饰参与诸如DNA修复等过程的调节，并且认为同源重组和精氨酸甲基化参与

该过程。进一步，认为精氨酸甲基转移酶PRMT5是同源重组(HR)介导的双链断裂(DSB)修复

的调节剂，通过它的甲基化RUVBL1(TIP60复合物的一种辅因子)的能力来介导。进一步，认

为PRMT5靶向RUVBL1，其被认为导致TIP60的乙酰基转移酶活性，从而促进组蛋白H4K16乙酰

化Bs。因而，认为发生“级联”过程。本发明提供了用于鉴别酶底物以及表征用于用在这样的

方法中的抗体的组合物和方法。

[0118] 关于酶底物，本发明包括酶的IP方法，随后表征与这样的酶结合的底物。在许多情

况下，由于酶底物相互作用的经常短的持续时间，存在于IP中的底物的量可以是低的。但

是，可以鉴别低普及蛋白，然后产生或纯化用于酶/底物测定。

[0119] 实施例

[0120] 实施例1.用于IP-MS抗体验证的细胞模型和靶标的选择

[0121] 图1呈现了IP-MS抗体验证过程的概要。首先，为验证选择蛋白靶标和抗体。选择被

认为含有目标蛋白靶标的适当细胞模型，培养，并制备裂解物。进行许多不同细胞系的“深

潜”分析以选择用于与我们的最初IP-MS分析一起使用的适当细胞系。使用被认为对某种靶

蛋白特异性的抗体(例如经由IP/蛋白质印迹，但是没有经由IP-MS验证)来从细胞裂解物免

疫富集靶蛋白。在IP以后，通过MS分析样品，并进行新颖的生物信息学分析。通过该过程捕

获与每种抗体的结合靶蛋白的能力有关的定性和定量数据，并捕获与非靶相互作用蛋白、

以及非特异性的相互作用蛋白配偶体有关的数据。使用该过程容易地鉴别和低估背景/非

特异性结合。

[0122] 基于文献参考、数据库采集以及信号传递途径和靶向的基因组集合的考虑，诸如

用于靶向基因扩增和下一代DNA测序的Thermo  Scientific  Ion  Ampliseq集合，将各种抗

体的靶标按优先排序。编码p53的TP53基因是在PubMed中最高地参考的基因/蛋白，具有超

过7500次参考，且因此被鉴别用于进一步研究。

[0123] 一旦将靶蛋白的列表按优先排序，就使用文献资源以及转录组和蛋白质组学数据

库来鉴别可能含有蛋白靶标的最不同和/或综合集合的候选互补细胞系或生物样品。我们

最初选择了12个可能表达前1000种最多参考的基因或基因产物中的超过90％的互补细胞

系用于基于MS的抗原捕获、富集和蛋白质组学分析：A549、BT549、HCT116、HEK293、HeLa、
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HepG2、Hs578T、LNCaP、MCF7、NIH3T3、SKMEL5和SR。在图2中呈现了HepG2、A549、MCF7、BT549

和LNCaP细胞的数据。包括另外的细胞系和生物样品，并且在这里提及的那些仅仅用于示例

目的。

[0124] 根据推荐来培养最初选择的细胞系以产生几百毫克每种细胞蛋白裂解物。使用现

有技术样品制备方法和仪器，在两个水平查询每种蛋白质组以鉴别表达这些靶蛋白中的每

一种的细胞系。简而言之，将蛋白溶解，用胰蛋白酶蛋白水解地消化，并制备用于LC-MS分

析。将未分级分离的和分级分离的蛋白消化物通过LC-MS直接分析。分级分离通过使用基于

分子量、大小、疏水性、离子交换结合、亲水相互作用或亲和富集的方法降低蛋白裂解物

(肽)的复杂性而提高蛋白质组覆盖的深度。每种未分级分离的蛋白消化物产生约3800-

4500个独特蛋白家族鉴别，而每种分级分离的蛋白消化物产生约7500-9000个独特蛋白家

族。为了评估总蛋白覆盖和分布，将来自每个细胞系的经鉴别的蛋白进行对比以确定每个

不同细胞系之间的逐对关联评分。这些关联在75-99％的范围内。当对比来自5个最少关联

的细胞系的总蛋白鉴别时，在这些细胞系中的所有5个中观察到3611种蛋白，在这5个不同

细胞系中的每一个中观察到另外的900-1500种独特蛋白。

[0125] 除了提供来自多个细胞系的蛋白鉴别的综合列表以外，还使用多种无标记MS定量

方法来定量蛋白，所述方法包括肽信号强度、无标记蛋白定量(LFQ)和基于强度的绝对蛋白

定量(iBAQ)值(来自MaxQuant)。我们发现，LFQ和iBAQ提供了有用的互补信息，因为

MaxQuant  LFQ值涉及样品中的蛋白的相对摩尔浓度，而iBAQ考虑蛋白分子量并与蛋白的相

对质量更紧密地对应，参见Cox,J.和Mann  M.,Nat  Biotech  26(12):1367-1372(2008)。还

使用了前3种肽的MS强度、鉴别的独特肽的数目或用Thermo  Scientific  Proteome 

Discoverer检测到的波谱计数，因为这些是初步抗体筛选的快速且有效方式。

[0126] 使用这些无标记MS定量措施中的任一种，将靶蛋白表达排序并在这些细胞系之间

对比，并将每种靶标的适当细胞系选择用于IP-MS抗体验证研究。例如，当将三种最强烈肽

的累加强度定量和绘图时，E-钙粘着蛋白(CDH1)和N-钙粘着蛋白(CDH2)在这12个细胞系之

间具有几乎相反的表达谱(图3A-3D)。仅在未分级分离的HCT116、LNCaP和MCF7细胞中检测

到E-钙粘着蛋白(CDH1)，而仅在未分级分离的A549、BT549、HEK293和Hs578T细胞中看到

CDH2。在分级分离和更深MS分析以后，两种异形体在几个细胞系中是可检测的(图3B和3D)，

但是任一种钙粘着蛋白异形体都是在NIH3T3或SR细胞系中不可检测的。此外，由于具有多

个基因拷贝和高过表达的细胞系是抗体验证的不适当模型，基于MS信号强度将每种天然蛋

白排序以便选择适当的细胞系用于抗体筛选。例如，CDH1在未分级分离的MCF7裂解物中的

约4600种蛋白中排序约1200(图3E)，且在分级分离的裂解物中的约7100种蛋白中排序约

800(图3F)。CDH2在未分级分离的A549裂解物中的约4500种蛋白中排序约1400(图3G)，且在

分级分离的裂解物中的约7200种蛋白中排序约1200(图3H)，而CDH1仅在分级分离以后的

A549裂解物中是可检测的(约7200种蛋白中排序约4000，图3H)。该表达信息对于细胞模型

的选择以及异形体特异性抗体和泛特异性抗体选择性的验证而言是无价的。所以，基于MS

鉴别和靶蛋白表达水平选择每种靶蛋白的一种或多种细胞系用于验证。

[0127] 在下面描述了图1所示的细胞模型和分级分离方法。

[0128] 表1:使用的细胞模型和生长条件
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[0129]

细胞模型 组织类型 培养基 产品编号 胰岛素 刺激

HCT116 结肠 McCoy’s  5A 16600-082 N/A ±IGF

A549 肺 Hamm’s  F12K 21127-022 N/A ±IGF

MCF7 乳房 DMEM 11995-040 10μg/mL N/A

HepG2 肝脏 MEM 11095-072 N/A ±胰岛素

LNCaP 前列腺 RPMI-1640 11875-085 N/A ±IGF

NIH3T3 成纤维细胞 DMEM 11995-040 N/A N/A

BT-549 乳房 RPMI-1640 11875-085 0.023IU/mL N/A

SK  MEL5 皮肤 DMEM 11995-040 N/A N/A

Hs  578T 乳房 DMEM 11995-040 10μg/mL N/A

SR 淋巴母细胞 RPMI-1640 11875-085 N/A N/A

HeLa 宫颈 DMEM 11995-040 N/A N/A

HEK293 肾 DMEM 11995-040 N/A N/A

[0130] 所有细胞系购自ATCC并在表1指出的条件下生长。所有培养基和细胞生长产物购

自Thermo  Fisher  Scientific(包括胰蛋白酶(PN:25200-056)和HBSS(PN:14175-079))，且

给所有培养基补充了10％FBS(PN:16000-036)、IX青霉素链霉素(PN:15140-163)和胰岛素

(如果需要的话)(PN:12585014)。将细胞培养至-80％汇合并在裂解前用Thermo  Fisher 

Scientific  IP裂解缓冲液(PN:87788)和1:100HALT蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合液(PN:

78445)传代12-18次。如果细胞经历刺激，将细胞在0.1％Thermo  Fisher  Scientific 

Charcoal  Stripped  FBS(PN:SH30068 .01)中饥饿24小时，然后用100ng/ml  IGF(Cell 

Signaling  Technology  PN:8917SF)或100nM胰岛素(Tocris  PN:87788)刺激15分钟，并然

后立即裂解。使用Thermo  Fisher  scientific  Multiskan  GO仪器用于测量，通过Pierce 

BCA  Protein  Assay  Kit(PN:23225)确定蛋白浓度，并将等分试样在-80℃储存备用。

[0131] 用于未分级分离的和分级分离的蛋白质组分析的裂解物样品制备

[0132] 如在说明手册中所述，用试剂的适当放大，使用Pierce  Mass  Spec  Sample  Prep 

Kit  for  Cultured  Cells(PN:84840)，将200-800μg裂解物进一步处理用于通过质谱测定

法分析。最终的干燥步骤以后，将样品在0 .1％TFA中重构并使用Pierce  High  pH 

ReversePhase  Peptide  Fractionation  Kit(PN:84868)清除不相容的盐、去污剂和其它试

剂，其定制方案包括柱调节、3次0.1％TFA洗涤和3个使用50％乙腈和0.1％TFA的洗脱步骤。

将样品在真空浓缩器中干燥，并在200μL  0.1％TFA中重构。将5μl在45μL水中的样品(1:5稀

释度)等分并如在说明手册中所述执行Pierce  Quantitative  Fluorometric  Peptide 

Assay(PN:23290)以确定肽浓度。

[0133] 对于分级分离，除了如表2所示的定制分级分离方案以外，按照说明手册用Pierce 

High  pH  Reverse-Phase  Peptide  Fractionation  Kit(PN:84868)分级分离100μg消化过

的肽样品。

[0134] 表2:定制分级分离方案
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[0135]

[0136]

[0137] 将分级分离的样品在真空浓缩器中干燥并在20μL  2％乙腈和0.1％甲酸中重构。

使用8μL在16μL水中的样品(1:3稀释度)，用Pierce  Quantitative  Fluorometric  Peptide 

Assay(PN:23290)测量肽浓度。将未分级分离的和分级分离的样品转移进自动采样瓶用于

LC-MS分析。

[0138] 未分级分离的和分级分离的裂解物样品的LC-MS分析

[0139] 使用Thermo  Scientific  EASY-Spray柱(50cm  x  75μm  ID,PepMap  C18,2μm颗粒，

孔径,PN:ES803)，在THERMO  SCIENTIFICTMDIONEXTMULTIMATETM3000RSLCnano 

System和THERMO  SCIENTIFICTMQ  EXACTIVETMHF  Hybrid  Quadrupole-Orbitrap  Mass 

Spectrometer上通过纳米LC-MS/MS分析2μg未分级分离的和分级分离的样品。使用与质谱

仪在线接口的Easy  Spray  Ion  Source(Thermo  Scientific,PN:ES081)，将柱温度维持在

40℃。使用流动相A(在水中的0.1％甲酸，LC-MS级)和流动相B(在乙腈(ACN)中的0.1％甲

酸，LC-MS级)缓冲两种运行缓冲液中的pH。总梯度是210分钟，继之以30分钟清洗和重新平

衡。详细而言，流速开始于300nL/min，并且2％ACN在170分钟内线性增加至20％ACN，随后在

40分钟内线性增加至32％ACN。用95％ACN在设定至400nL/min的流速清洗4分钟，随后24分

钟重新平衡至2％ACN。

[0140] 将Q  Exactive  HF仪器(Thermo  Scientific,Bremen ,德国)新清洗，并使用Tune

(2.5版构造2042)仪器控制软件校准。将喷雾电压设定至1.9kV，S-透镜RF水平在60，且加热

的毛细管在275℃。将全扫描分辨率设定至在m/z  200的120,000。全扫描靶标是1*106，具有

60ms的最大IT填充时间。将质量范围设定至400-1600。将片段扫描的靶值设定在1*105，并

将强度阈值保持在5x  104。将分离宽度设定在2.0Th。将归一化的碰撞能设定在27。将肽匹

配设定为优选的，并利用同位素排除。使用正极性在分析模式(profile  mode)获得所有数

据。

[0141] 实施例2.IP/MS方案

[0142] 使用下述方法使用图1所示的IP/MS方案在许多不同细胞系中产生数据。
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[0143] 针对TP53、CDH1、CDH2和CDKN1A的抗体购自Thermo  Fisher  Scientific(参考图

5A、5B、7A)。如在指导手册中所述使用Thermo  Scientific  Pierce  MS-Compatible 

Magnetic  IP  Kit(Protein  A/G)(Thermo  Fisher  Scientific,PN:90409)筛选和验证抗

体。将500μg裂解物和5μg抗体用于所有实验。将IP洗脱液在真空浓缩器中干燥，并按照指导

手册(Thermo  Fisher  Scientific,PN:90409)中的推荐通过溶液中消化方法处理样品。将

干燥的消化的样品重新悬浮在13μL  4％乙腈和0.2％甲酸中并转移进自动采样瓶中然后

LC-MS分析。

[0144] IP-MS样品的LC-MS分析

[0145] 使用与THERMOTMSCIENTIFICTMQ  EXACTIVETMHF  Hybrid  Quadrupole-Orbitrap 

Mass  Spectrometer或THERMOTMSCIENTIFICTMQ  EXACTIVETMPlus  Orbitrap  Mass 

Spectrometer偶联的THERMO  SCIENTIFICTMDIONEXTMULTIMATETM3000RSLCnano  System，通过

纳米LC-MS/MS分析IP-MS样品。将7μL胰蛋白酶消化样品使用Thermo  Scientific  Nano 

Trap  Column(100pm  i.d.x  2cm，填充了ACCLAIMTMPEPMAPIOOTMCl8,5μm, PN:164564)

在线脱盐，并使用THERMO  SCIENTIFICTMEASY-SPRAYTMPEPMAPTMC18柱(15cm  x  75μm  ID,3μm

颗粒， 孔径,PN:ES803)分离，总梯度时间为62分钟。详细而言，流速开始于300nL/

min，并且3％ACN在55分钟内线性增加至25％ACN，随后在7分钟内线性增加至40％ACN。将柱

用95％ACN在设定至600nL/min的流速清洗3分钟，随后5分钟重新平衡至3％ACN。

[0146] 将Q  Exactive  HF和Q  Exactive  Plus仪器(Thermo  Scientific,Bremen,德国)新

清洁并校准。将喷雾电压设定至1.9kV，S-透镜RF水平在60，且加热毛细管在275℃。将全扫

描分辨率设定至在m/z  200的70 ,000(Q  Exactive  Plus)和在m/z  200的60  000(Q 

Exactive  HF)。将全扫描自动增益控制(AGC)靶标设定至3*106(对于Q  Exactive  Plus，具

有50ms的最大IT填充时间)和1*106(对于Q  Exactive  HF，具有60ms的最大IT填充时间)。将

两个仪器的质量范围设定至400-1600m/z。将片段扫描的靶AGC值设定在1*105，并将强度阈

值保持在1x  104(Q  Exactive  HF)和3.3x  103(Q  Exactive  Plus)。将仪器分离宽度设定在

1.2Th(对于Q  Exactive  HF)和2.0Th(对于Q  Exactive  Plus)。对于两种仪器，将归一化的

碰撞能设定在27。将肽匹配设定为优选的，并利用同位素排除。使用正极性在分析模式

(profile  mode)获得所有数据。

[0147] 实施例3.通过MS鉴别靶标

[0148] 使用将免疫沉淀与质谱法组合的方案(IP-MS)，使用来自实施例1的蛋白表达谱和

实施例2的技术辅助抗体的验证。通过IP-MS进行抗体验证的关键益处是天然靶蛋白和它的

异形体和修饰的鉴别。如上所述，可以以几种方式评估该靶标鉴别的MS结果，所述方式包括

独特肽的数目、蛋白序列覆盖、关于来自靶蛋白的肽观察到的波谱的数目(波谱计数)或来

自检测到的肽的子集或全部的积分MS信号强度。不论测量方案，可以容易地对比各种抗体

关于相同靶标的相对性能。例如，使用三种最强烈的p53肽的MS信号强度，在天之间和在抗

体之间评估使用13种IP/蛋白质印迹验证过的针对p53蛋白的抗体(TP53)的免疫沉淀(图

5A)。在天之间的结果是高度可再现的，且这些抗体中的12种表现出强MS信号。该IP-MS抗体

验证方案评估了适合目的抗体，提供了靶蛋白捕获的确定证据，并容易地允许可能指示相

对抗体亲和力的抗体对比。

[0149] 尽管IP-MS方案提供了在抗体的蛋白靶标鉴别中的可靠性，在样品中也检测到抗
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体、载体蛋白和丰富的非特异性蛋白。这些另外蛋白可能掩蔽其它蛋白抗原且可以使分析

混乱。重要的是，必须证实抗体会富集它的预期靶标，且理想地也相对于背景蛋白共同富集

相互作用配偶体。为了更好地定量抗体的性能和选择性以及在天之间归一化针对不同靶标

的抗体的结果，我们利用了富集倍数的概念。富集倍数的计算常用于评估和优化蛋白纯化

方法，且该方案可以用于评估抗体从生物基质富集它的天然靶标的能力。传统的抗体验证

方法利用相互作用蛋白与数据库的对比，且不具有将相互作用蛋白与非特异性结合剂区分

开的机制。相反，富集倍数会对比被试验抗体捕获的靶蛋白的丰度和相同靶蛋白的丰度(用

阴性对照IP，或不用IP在裂解物样品中)。这样，非特异性结合剂不会被富集或仅轻微富集，

且可以有效地检查以支持富集的蛋白。传统的方法不具有“减去”这些非特异性结合剂的方

式。用于富集倍数计算的公式如下：

[0150]

[0151] 其中靶蛋白是与所述试验抗体结合的蛋白。

[0152] 为了评估富集倍数和蛋白定量的其它量度之间的关联，使用来自未分级分离的或

分级分离的裂解物的LFQ值用17种异形体特异性的和泛-钙粘着蛋白抗体计算CDH1的富集

倍数。将富集倍数值与检测的CDH1肽的数目进行对比，且看到非常高的关联(图4B)。所述关

联因而证实了富集倍数验证方法。根据是否使用来自未分级分离的或分级分离的总裂解物

的MS结果，计算的富集倍数是不同的。因此，如果在未分级分离的裂解物中检测到蛋白，将

该总裂解物MS信号用于富集倍数计算。否则，将来自分级分离的裂解物的更深分析的MS结

果用于富集倍数计算。

[0153] 质谱数据分析和显影

[0154] 使用Proteome  Discoverer  1.4(1.14版)分析得自未分级分离的裂解物、分级分

离的裂解物和IP样品的MS数据。将人、小鼠和大鼠蛋白质组的定制数据库(UniProt，2014年

7月组装)用于数据库检索。选择胰蛋白酶作为用于消化的酶。在自动化检索过程中，产生浓

缩的靶标/诱饵数据库来验证肽-波谱匹配(PSM)和将鉴别过滤至1％假发现率(FDR)。使用

20ppm前体质量容差和0.03Da片段容差，检索MS波谱。用半胱氨酸残基的脲甲基化的静态修

饰和动态修饰(包括蛋白N-末端的乙酰化、甲硫氨酸残基的氧化以及丝氨酸、苏氨酸和酪氨

酸残基的磷酸化)，检索数据。

[0155] 将未分级分离的、分级分离的和IP-MS样品数据的蛋白组输出，并使用定制软件来

提取独特肽序列、PSM的数目和每种鉴别的蛋白的前3个肽峰面积。使用前3个肽峰面积来确

定多个细胞系之间的特定蛋白的相对丰度。

[0156] 在PD  1.4分析以后，使用MaxQuant  1.5.3.51检索样品以得到未分级分离的和分

级分离的蛋白质组样品之间的肽和蛋白的相对定量，并将这些蛋白丰度与IP样品对比。鉴

别出用于IP样品的一个“集合”(其中所述集合中的每种抗体据报道会识别相同的靶蛋白)

的裂解物，并用来自深蛋白质组分析的对应的未分级分离的和分级分离的细胞系数据检

索。使用相同的数据库和PD  1.4检索的检索参数，执行数据库检索。使用2的最小LFQ比例计

数和快速LFQ执行无标记定量(LFQ)。使用20ppm第一检索肽容差和4.5ppm主要检索肽容差
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检索波谱。用20ppm片段匹配容差分析MS/MS波谱。使用独特的和剃刀(razor)肽进行定量，

使用2比率的最小阈值定义蛋白定量。将大LFQ值稳定化并需要MS/MS用于LFQ对比。为所有

数据产生iBAQ值并与原始蛋白强度和LFQ值对比。

[0157] 将MaxQuant数据手工分析以对比在未分级分离的、分级分离的和IP-MS样品之间

得到的强度、LFQ和iBAQ值。对于检索的每个MS运行，提取每种蛋白的LFQ丰度并除以所有被

鉴别的蛋白的累加丰度，以得到该蛋白的相对丰度相对于在样品中鉴别出的每种其它蛋白

的“分数”。然后将IP样品中的蛋白的丰度的相对分数与深蛋白质组样品中的蛋白的分数对

比以观察该分数是否相对于在每个IP中鉴别出的其它蛋白增加、减小或保持相同。以此方

式，为IP样品中的每种蛋白计算富集倍数，且将该计算用于表征假定的抗体靶标和已知的

靶标-蛋白相互作用物的富集。使用蛋白LFQ和iBAQ执行这些富集倍数计算。还使用蛋白LFQ

和iBAQ值产生散点图来表征在IP中使用的抗体的特异性。将LFQ和iBAQ值绘图以将在“试

验”IP中鉴别出的蛋白的相对丰度(绘制在y-轴上)与在阴性对照IP(其中没有鉴别出靶标)

中鉴别出的那些蛋白(绘制在x-轴上)进行对比。选择阴性对照抗体用于备选，因为所述抗

体识别不同的靶标或不会鉴别被试验IP下拉的靶标。根据它们相对于深蛋白质组样品的富

集倍数，将在试验IP中独特地观察到的蛋白排序。将富集倍数和散点图计算并入网络应用

程序中以将凸形的产生流线化用于IP验证。使用原始蛋白强度、LFQ和iBAQ值，使用所述应

用程序对比抗体的富集倍数和散点图。

[0158] 将在试验IP中独特地观察到且相对于深蛋白质组分析表现出>1富集倍数的蛋白

呈送至STRING数据库(string-db.org)以探测已知的靶标-蛋白相互作用。针对智人蛋白质

组选择蛋白相互作用。使用文本采掘、实验验证、数据库注解、共表达、基因融合和共存数

据，根据它们的已知相互作用物绘制蛋白。用代表在试验IP中独特地鉴别出的蛋白的节点

和代表蛋白-蛋白相互作用的证据的边描绘数据。根据鉴别出的蛋白是否是假定的抗体靶

标或列出为与靶标的直接相互作用物(经由STRING数据库)，将蛋白富集倍数条形图突显

了。还将蛋白突显了以代表它们是否是间接相互作用物(即，列出为与注解的靶标相互作用

物相互作用)或没有列出为经由STRING数据库相互作用。将来自STRING数据库的网络统计

与关于细胞组分、生物学过程、分子功能、KEGG途径、Pfam注解和InterPro分类的富集GO术

语一起下载。

[0159] 实施例4.散布图的背景减去

[0160] 使用固定化的抗体的蛋白免疫沉淀是靶向蛋白富集的常见方法，但是即使在严谨

的洗涤条件以后通过质谱法通常鉴别出超过100种背景蛋白。为了更好地理解这些背景蛋

白和更容易地鉴别特异性地捕获的蛋白(相对于非特异性地捕获的蛋白)，使用MS强度值来

定量地对比用特异性抗体相对于阴性对照抗体免疫沉淀的蛋白(图5A)。得到的MS强度散布

图显示了三个簇：1)在免疫沉淀之后仅用试验抗体观察到的特异性地捕获的蛋白(图5A,y-

轴)；2)仅用阴性对照抗体免疫沉淀观察到的非特异性地捕获的蛋白(图5A,x-轴)；和，3)沿

着对角线轴的蛋白散落，其代表在两次免疫沉淀中观察到的背景蛋白(图5A,对角线区域)。

可以容易地反转该方案以对比无关抗体，或来自许多阴性对照抗体的结果可以用于除去常

见的非特异性地结合的蛋白。该定量分析和视觉表示快速地过滤用每种抗体鉴别出的捕获

蛋白的列表。

[0161] 关于CDH1执行散布图分析，如在图5B中所示。在该实验中，至少由于以下理由，选
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择135700抗体(其被认为是对CDH1特异性的)作为“靶IP”：以前已经证实它会在IP以后在试

验的抗-CDH1抗体中诱导CDH1的强富集(参见图4B)。选择701134抗体作为“对照IP”，因为它

没有表现出图4B中的CDH1的任何富集，且因而似乎不具有对CDH1的强选择性或亲和力。尽

管选择非特异性的“对照”抗体用于该实验，应当指出，结合相同靶蛋白的抗体可以用作“对

照”抗体获得成功的结果。

[0162] 为了提供另外的洞察，相对于这些相同实验和对照抗-CDH1抗体的富集倍数计算

对比了散布图结果(图5B，图的右侧)。结果表明，经由使用135700抗体的IP-MS高度富集了

CDH1，但是经由使用701134抗体的IP-MS没有富集(参见在y-轴上在7.8附近的CDH1“点”，和

沿着x-轴的CDH1“点”的缺失)。令人感兴趣的是，当通过上述富集倍数方法分析时，最常见

的背景蛋白中的一些(即，离开对角线的那些)被显著地富集(参见在图5B中作为丰富的“粘

性”蛋白指出的“点”)。因此，富集倍数和散布图分析的组合在从丰富的非特异性结合剂区

分真实蛋白靶标中是特别有帮助的。丰富的非特异性蛋白的存在可以由与磁珠树脂或抗体

同种型的特异性结合造成，且可以依赖于在样品制备中使用的细胞类型。一般而言，散布图

方案通常消除超过90％的经鉴别的蛋白作为非特异性结合剂(另外的数据未显示)。在任何

特定散布图中离开对角线的许多(但并非所有的)蛋白可以在背景蛋白的数据库中找到，例

如，CRAPome数据库(参见Mellacheruvu,D.,等人,Nat  Meth  10(8):730-736(2013))。散布

图的应用会提供特异性蛋白和背景蛋白的清单的目测评估，且它与富集倍数数据的组合的

应用在消除非特异性背景蛋白中是特别有帮助的。用于分析蛋白亲和捕获结果的替代性定

量工具(诸如COMPASS、SAINT和Perseus)会提供复杂的评分方法和分析，但是结果对于非专

家而言仍然是压倒性的和难以解释。示例性的替代定量方法已经描述在Marcon  E ,等人,

Nature  Methods  12:725-731(2015)；Keilhauer,E.C.,等人,Mol  Cell  Proteomics  14

(1):120-35(2015)；Teo,G .,等人,Journal  of  Proteomics  100:37-43(2014)；和Sowa ,

M.E.,等人,Cell  138(2):389-403(2009)。但是，这些工具都没有利用天然样品和免疫富集

的样品之间的相对定量结果来确定富集倍数。该富集倍数计算允许直接测量抗体对它们的

靶标的绝对和相对特异性。

[0163] 具有富集倍数的散布图分析指示，IP/MS是验证抗体显示出对靶蛋白的选择性(相

对于非选择性地结合阴性对照抗体的蛋白)的有力工具。

[0164] 实施例5.用于评估选择性和鉴别相互作用配偶体的富集倍数

[0165] 基于深度的以MS为基础的蛋白质组分析而选择细胞系用于抗体验证，并使用这些

数据在全细胞裂解物中鉴别出和定量超过10,000个蛋白家族，通过计算在免疫沉淀的样品

中鉴别出的所有蛋白的富集倍数而定量地评估抗体性能。以此方式,可以对比不同抗体对

相同靶标的表现，并可以鉴别出脱靶。例如，将用IP/蛋白质印迹验证过的CDH1抗体(抗体

135700)从MCF7细胞免疫沉淀的蛋白与用另一种CDH1抗体免疫沉淀的蛋白(其没有针对IP

(抗体701134)验证过)进行对比。参见，图5B。CDH1仅被IP-验证过的抗体135700鉴别，且富

集倍数计算鉴别出也用该抗-CDH1抗体特异性地富集的蛋白的小子集，包括αl-、α2-和βl-

连环蛋白(CTNNA1、CTNNA2、CTNNB1)和斑珠蛋白(JUP，也被称作γ-连环蛋白),如在图5C中

所示。这些富集的蛋白被称作在BioGRID(http://thebiogrid .org/)和STRING(http://

string-db.org/)蛋白相互作用数据库(具有来自图5D中所示的STRING的数据)中记录的

CDH1相互作用配偶体。这些蛋白没有被对照701134抗体富集。
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[0166] 在另一个实验中，将用泛-特异性的抗-钙粘着蛋白抗体(PA1-37199)从A549细胞

免疫沉淀的蛋白与用另一种提议的泛-特异性的抗-钙粘着蛋白抗体抗体(PA5-16481)免疫

沉淀的蛋白进行对比。图4B显示了相对于这些抗体中的每一种的肽的数目的富集倍数。

PA1-37199表现出关于CDH1的富集倍数，而PA5-16481没有(参见图4B)。如在图5E中所示，

PA1-37199抗体使R-钙粘着蛋白(CDH4)、E-钙粘着蛋白(CDH1)和N-钙粘着蛋白(CDH2)富集

了30-80倍，与TRIM9蛋白一样好，从而提示与TRIM9的潜在交叉反应性或新颖的相互作用。

以前对TRIM9和它的有关蛋白的生物信息分析突显了与蛋白的钙粘着蛋白超家族具有结构

相似性的区域，这可能解释该泛-特异性的抗钙粘着蛋白抗体对TRIM9蛋白的捕获(参见

Short,K.M.和Cox  T.C.,J  Biol  Chem  281(13):8970-80(2006))。特异性地免疫沉淀的和

富集的蛋白的进一步生物信息分析鉴别出大量与连环蛋白复合物和细胞粘附有关的已知

蛋白相互作用配偶体(图5F-5G)。该数据提示，IP-MS是用于验证抗体IP特异性、以及准确地

检测有意义的蛋白-蛋白相互作用的高度特异性的和准确的方法。

[0167] 接着，使用IP-MS相对于三种IP-验证过的阳性对照抗体对比了19种针对p21Cipl

的抗体，其也被称作细胞周期蛋白依赖性的激酶抑制剂1(CDKN1A)(图7A)。五种以前IP-验

证过的抗体中的四种成功地捕获了靶标，且另外11种以前没有IP验证过的抗体也捕获靶

标。作为一个例子(显示在图6A中的框中)，与许多已知的蛋白相互作用配偶体一起，多克隆

抗体PA1-30399使来自HCT116细胞的CDKN1A富集了超过300倍(图6B)。例如，细胞周期蛋白

依赖性激酶1、2、4和6(CDK1、CDK2、CDK4、CDK6)和细胞周期蛋白A2、Bl、D1和El(CCNA2、

CCNB1、CCND1、CCNE1)都参与调节细胞周期，且CDKN1A是含有锌指的DNA结合蛋白，其通过与

CDK4相互作用从而抑制它对细胞周期蛋白D的磷酸化而调节细胞周期。令人感兴趣的是，

SAPCD2是一种含有肿瘤抑制物APC结构域的蛋白，其从未被发现与这些其它蛋白相互作用。

该蛋白在胃癌中高度表达(参见Xu等人,Oncogene  26,7371-7379(2007))，且用于该抗体验

证的HCT116细胞系源自结肠癌。通过试验CDKN1A与抗-SAPCD2抗体的共捕获，可以试验该潜

在相互作用。还关于SAPCD2和其它蛋白的共捕获评估了该组CDKN1A抗体，并且它在许多IP

样品中的存在提示，它是普通脱靶或CDKN1A的强相互作用配偶体。对该抗体特异性的三种

潜在脱靶包括FAM83F(不太了解的磷酰化的和乙酰化的蛋白)以及ZNF346和BAZ1A(它们二

者是锌指蛋白)。这最后两种锌指蛋白提示，该抗体的表位可能包括CDKN1A的锌指结构域。

用每种抗体富集的蛋白的进一步对比提示，蛋白相互作用物和表位的不同模式可能是可检

测的，潜在地提示将抗体映射至不同表位和鉴别用于”夹心-型”抗体捕获和检测应用的互

补抗体对的能力。特异性地捕获的和富集的蛋白的生物信息分析揭示了细胞周期蛋白依赖

性蛋白激酶全酶复合物的许多组分(图6C-6D)。

[0168] 接着，针对它们在IP-MS后富集ERBB2肽的能力评价了多种抗-ERBB2抗体。

[0169] 图7A显示了相对于未分级分离的样品用多种抗-ERBB2抗体富集ERBB2肽的IP-MS

结果。选择MA514057抗体(Thermo  Fisher)作为阳性对照，且两个单独的实验表明，使用

MaxQuant分析用该抗体进行的IP相对于未分级分离的样品产生了94.3和186.2倍富集。使

用PA1-12361抗体(Thermo  Fisher)的IP-MS也表现出高富集，相对于未分级分离的样品为

72.5倍富集。其它抗-ERBB2抗体(PA1-37426、MA5-16724、PA5-14632、PA5-14634和PA5-

14635；都来自Thermo  Fisher)没有表现出IP-MS的显著富集。因而，与使用MaxQuant的分析

偶联的IP-MS过程验证了MA5-14057和PA1-12361与ERBB2特异性地相互作用的能力，同时指
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示其它抗体不具有基于IP-MS分析的实质活性。

[0170] 下面在表3中显示了试验的抗-ErbB2抗体的列表，以及以前验证过的每种抗体的

应用。应用包括免疫荧光(IF)、免疫细胞化学(ICC)、使用冷冻的组织或石蜡固定的免疫组

织化学(IHC，F或P)、免疫显微术(IM)、免疫沉淀(IP)、蛋白质印迹法(WB)、酶联免疫吸附测

定(ELISA)和荧光活化细胞分选(FACS)。

[0171]
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[0172]

[0173]

说　明　书 24/31 页

30

CN 109416356 A

30



[0174] 另外，图7B显示了在IP-MS分析以后存在于样品中的许多ERBB2肽。再次，使用MA5-

14057和PA1-12361抗体的IP导致ERBB2肽在IP样品中的存在。对于所有组，使用MaxQuant分

析相对于使用PD1.4分析，存在于样品中的肽的数目更大。我们发现使用MaxQuant的检索用

时长于使用PD1.4的检索，但是MaxQuant检索为每种蛋白鉴别出更多的肽，且LQF和iBAQ定

量值是更可再现的。所以，初步IP-MS结果通常是首先使用PD1.4作为检索工具的检索，然后

检索来自看起来较好地工作的抗体的LC-MS结果并用MaxQuant定量来评估富集倍数和选择

性。其它抗-ERBB2抗体在IP-MS和分析以后表明几乎没有或根本没有ERBB2肽。

[0175] 这些使用ERBB2的数据证实，IP-MS验证过程可以根据亲和力和选择性将多种抗体

排列给该靶标。对于ERBB2，具有最大亲和力和选择性的抗体是MA514057和PAI  12361，而其

它抗体没有证实足够强以诱导靶蛋白的富集的亲和力和选择性。证实了基于IP-MS的富集

倍数是定量抗体选择性的新方式。

[0176] 图8A显示了来自使用8种针对CTNNB1的抗体的IP-MS实验的CTNNB1的富集倍数。

CTNNB1的富集倍数随抗体从30倍至370倍变化。这些抗体中的几种对固定化的β-连环蛋白

蛋白质的结合性能的表面等离子体共振(SPR)分析提示，检测到的MS信号和得到的富集倍

数部分地归因于观察到的解离速率常数的范围(未显示)。较高的解离速率常数与较低的MS

信号相关。在洗脱之前将在磁珠上的免疫富集的复合物洗涤多次，其可能产生该范围的富

集倍数值。除了CTNNB1以外，APC、多种钙粘着蛋白(CDH1、CDH2、CDH4)和其它已知的相互作

用物与抗-CTNNB1抗体一起共富集。图8B显示了CTNNB1的已知相互作用物的STRING网络简

图。这些结果补充了图5中所示的结果，其通过反向实验证实了CDH1和CTNNB1之间的蛋白-

蛋白相互作用。

[0177] 图8A也表明，针对相同靶蛋白的不同表位区域的独立抗体可以富集相互作用物的

共同集合，但是具有独特的富集倍数特性。图8C显示了用每种抗-CTNNB1抗体针对每种相互

作用蛋白检测到的独特肽的数目的二维分级群聚的结果。使用Cluster  3.0(Laboratory 

of  DNA  Information  Analysis,Human  Genome  Center,Institute  of  Medical  Science,

University  of  Tokyo)和Java  TreeView(https://sourceforge .net/proiects/

jtreeview/)软件来确定和绘制不同的相互作用物和不同的抗体之间的关联。该分析提示，

不同的抗-CTNNB1抗体可能识别CTNNB1相互作用组的不同亚群，可能是由于独特CTNNB1表

位的识别。不同CTNNB1相互作用组亚群的潜在存在也可能促成观察到的CTNNB1的可变富集

倍数，因为它们可能指示这些亚群在裂解物中的相对丰度。重要的是，分簇方案(诸如描述

的这些)可以用于鉴别互补抗体，所示互补抗体当联合用在夹心型抗体捕获和检测测定(诸

如酶联免疫测定(ELISA)和基于珠子的免疫测定(例如，Luminex测定))中时可以一起使用

以提供更大的特异性。

[0178] 图9A显示了使用针对NFKBIA蛋白的抗体对NFKBIA的360倍富集，以及基于图9B中

的STRING网络相互作用简图预测会与NFKBIA相互作用的17种另外的共富集蛋白。这些相互

作用物在转录调节、RNA结合、RNA剪接、RNA的核输出和翻译调节中起重要作用。这样多种相

互作用物的明显富集的两种可能的解释是，NFKBIA是在>1兆道耳顿复合物中，或更可能，

NFKBIA在转录、核输出和翻译的不同阶段结合至多种RNA物质，并且也结合这些RNA的其它

蛋白可能被共富集。

[0179] 图10A显示了亲和力纯化的抗体的4个实施例，其看起来被肽/蛋白亲和纯化试剂
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污染。4种抗体在IP-MS洗脱液中表现出可检测的Akt3或Pakl靶标，尽管实际上在实验中没

有使用细胞裂解物。在纯抗体制品(其在IP-MS分析之前与牛血清白蛋白混合)中通过

MaxQuant无标记定量(LFQ)确定的靶蛋白水平证实，显著量的抗体靶标可能存在于所述抗

体制品中。在描述了用于抗体开发和纯化的抗原的情况下，来自所述抗原序列的多种肽存

在于所述抗体制品中。为了进一步验证该观察，图10B显示了从在含有重同位素标记的赖氨

酸和精氨酸氨基酸的培养基中培养的细胞的裂解物富集的轻肽的强度。所述轻肽看起来已

经存在于用在IP-MS反应中的抗体制品中，但是可以与细胞裂解物中的重天然蛋白共富集。

污染可能在纯化的抗体的洗脱过程中来自亲和材料从抗体纯化树脂的浸沥。污染可能与预

期的抗原竞争并减小抗体对于抗原结合的可用性，它可能增加免疫测定中的背景信号，且

它可能在基于MS的测定中干扰靶向肽检测。

[0180] 这些数据解释了使用IP-MS的抗体验证的一些益处。IP-MS是抗体验证的新方案，

其独特地验证抗体捕获性能、评估抗体选择性、鉴别脱靶、并鉴别相互作用配偶体。该抗体

验证方案不同于其它蛋白-蛋白方案，因为使用的过滤和富集方案、以及因为靶蛋白、脱靶

和相互作用物在它们的天然状态(无N-或C-端标签)被鉴别且在生物学上有关的细胞系或

生物样品中与它们的相互作用配偶体一起在天然水平表达。

[0181] 认为前述书面说明书足以使本领域技术人员能够实践实施方案。前述描述和实施

例详述了某些实施方案并描述了发明人考虑的最好模式。但是，应当明白，不论详述的前述

内容如何出现在文本中，所述实施方案可以以许多方式实践且应当根据所附权利要求及其

任何等同方案来解释。

[0182] 本文中使用的术语约表示数字值，包括、例如，整数、分数和百分比，不论是否明确

地指出。术语约通常表示被本领域普通技术人员认为与列举的值等同(例如，具有相同的功

能或结果)的数值的范围(例如，列举的范围±5-10％)。当术语诸如至少和约位于数值或范

围的列表前面时，所述术语修饰在所述列表中提供的所有值或范围。在某些情况下，术语约

可能包括被四舍五入至最近的有效数字的数值。下述专利文献通过引用整体并入本文：

2017年3月13日提交的PCT/US2017/022062；2016年3月14日提交的美国临时申请62/308,

051；和2017年2月28日提交的美国临时申请62/465,102。

[0183] 下述条款进一步代表了本发明：

[0184] 条款1.一种用于鉴别特异性地结合抗体的蛋白的方法，所述方法包括：

[0185] i)选择试验抗体；

[0186] ii)从生物样品制备细胞裂解物；

[0187] iii)使所述细胞裂解物与所述试验抗体接触，并且免疫沉淀所述抗体和它的蛋白

结合配偶体；

[0188] iv)通过质谱法分析免疫沉淀的抗体和它的蛋白结合配偶体；

[0189] v)确定与所述试验抗体结合的蛋白相对于所述细胞裂解物中的蛋白的富集倍数；

和

[0190] vi)鉴别特异性地结合所述抗体的蛋白，其中特异性地结合所述抗体的蛋白相对

于所述细胞裂解物中的蛋白富集。

[0191] 条款2.一种用于鉴别特异性地结合抗体的蛋白的方法，所述方法包括：

[0192] i)选择试验抗体；
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[0193] ii)从生物样品制备细胞裂解物的第一和第二制品，其中所述第一和第二制品是

几乎相同的；

[0194] iii)使第一细胞裂解物与所述试验抗体接触，并使第二细胞裂解物与第二抗体接

触，并且免疫沉淀所述抗体和它们的蛋白结合配偶体；

[0195] iv)通过质谱法分析免疫沉淀的试验和第二抗体和它们的蛋白结合配偶体；

[0196] v)在x-或y-轴上绘制通过质谱法鉴别为结合所述试验抗体的每种蛋白的强度和/

或富集倍数，和在相对轴上绘制通过质谱法鉴别为结合所述第二抗体的每种蛋白的强度或

富集倍数；和

[0197] vi)鉴别特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋白，其中

[0198] a .特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋白是不会表现出与所述试验和第二抗

体相等或几乎相等的结合的那些(在绘制时离开对角线的那些)；

[0199] b.特异性地结合所述试验抗体的蛋白在沿着y-轴绘制时在上方离开对角线，或在

沿着x-轴绘制时在下方离开对角线；和

[0200] c.特异性地结合所述第二抗体的蛋白在沿着y-轴绘制时在上方离开对角线，或在

沿着x-轴绘制时在下方离开对角线。

[0201] 条款3.条款1或条款2的方法，其中所述生物样品是在细胞培养物、组织、血液、血

清、血浆、脑脊液、尿、滑液、腹膜液和其它生物流体中的细胞。

[0202] 条款4.条款1或条款2的方法，其中所述生物样品在与抗体接触之前能够被刺激或

活化。

[0203] 条款5.条款4的方法，其中所述刺激是使用生长因子、激素、毒素或抑制剂。

[0204] 条款6.条款3的方法，其中所述细胞培养物中的细胞是原代或二代细胞、或永生细

胞或干细胞。

[0205] 条款7.条款6的方法，其中所述细胞选自A549、BT549、HCT116、HEK293、HeLa、

HepG2、Hs578T、LNCaP、MCF7、NIH3T3、SKMEL5和SR。

[0206] 条款8.条款6的方法，其中所述细胞选自在NCI60集合中的任何细胞。

[0207] 条款9.条款1或条款2的方法，其中将所述细胞裂解物分级分离。

[0208] 条款10.条款9的方法，其中分级分离包括基于通过分子量、大小、疏水性、离子交

换结合、亲水相互作用或亲和富集的分离而降低细胞裂解物或消化的细胞裂解物的复杂

性。

[0209] 条款11.条款1或条款2的方法，其中通过下式确定富集倍数

[0210]

其中靶蛋白是与所述试验抗体结合的蛋白。

[0211] 条款12.条款1或条款2的方法，其中与在所述细胞裂解物中的蛋白相比，所述特异

性地结合所述抗体的蛋白富集了约5倍或更高。

[0212] 条款13.条款12的方法，其中与在所述细胞裂解物中的蛋白相比，所述富集倍数是

约5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130、

140、150、160、170、180、190或200倍高。
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[0213] 条款14.条款2的方法，其中所述第二抗体是：

[0214] a.一种抗体被认为结合与所述试验抗体相同的一种或多种蛋白的子集；或者

[0215] b.一种抗体不被认为结合与所述试验抗体相同的一种或多种蛋白。

[0216] 条款15.条款14的方法，其中所述第二抗体是异形体特异性抗体或泛特异性抗体。

[0217] 条款16.条款2的方法，其中绘图产生散布图。

[0218] 条款17.条款2的方法，其中定量所述强度。

[0219] 条款18.条款11的方法，其中通过无标记的技术或代谢或化学质量标记技术来定

量所述强度。

[0220] 条款19.条款12的方法，其中通过肽信号强度、无标记蛋白定量(LFQ)、基于强度的

绝对蛋白定量(iBAQ)、波谱计数、序列覆盖、独特肽的数目或蛋白库来定量所述强度。

[0221] 条款20.条款2的方法，其中将所述富集倍数绘图。

[0222] 条款21.条款1或条款2的方法，其中通过测序进一步表征鉴别的蛋白。

[0223] 条款22.条款1或条款2的方法，其中翻译后修饰鉴别的蛋白。

[0224] 条款23.条款1或条款2的方法，其中所述抗体特异性地结合超过一种靶蛋白。

[0225] 条款24.条款23的方法，其中根据抗体对它的靶蛋白的特异性来表征所述抗体，其

中一种靶蛋白相对于另一种靶蛋白更大的富集倍数或更大的信号强度意味着所述抗体对

该蛋白的特异性大于具有更小富集倍数或更小信号强度的蛋白。

[0226] 条款25.条款23的方法，其中一种靶蛋白是另一种靶蛋白的翻译后修饰形式。

[0227] 条款26.一种用于确定超过一种抗体的相对性能的方法，所述方法包括：

[0228] a.针对超过一种试验抗体执行条款1的方法，或者

[0229] b.执行条款2的方法，和

[0230] c.相对于彼此对比条款1的试验抗体、或条款2的试验和第二抗体的性能，并基于

信号强度、富集倍数、序列覆盖、独特肽的数目或波谱计数将它们的性能排序，

[0231] 其中在以下情况下就特定靶蛋白而言一种抗体的性能优于另一种抗体：它的信号

强度、富集倍数、序列覆盖、独特肽的数目或波谱计数大于另一种抗体。

[0232] 条款27.条款2的方法，其中所述试验和第二抗体是相同的，并且其中在与所述抗

体接触之前，将饱和所述试验抗体上的蛋白结合位点所需要的过量蛋白加入所述第一细胞

裂解物，但是不加入所述第二细胞裂解物，且其中特异性地结合所述试验和第二抗体的蛋

白是不会表现出与所述试验和第二抗体相等或几乎相等的结合的那些(在绘制时离开对角

线的那些)。

[0233] 条款28.上述条款中的任一条的方法，其中所述质谱法选自使用数据依赖性获取

和数据非依赖性获取的串联质谱法。

[0234] 条款29.上述条款中的任一条的方法，其中所述鉴别的相互作用配偶体、异形体或

修饰能够指示不同抗体的可辨别表位。

[0235] 条款30.上述条款中的任一条的方法，其中在质谱法之前消化所述免疫沉淀的抗

体-靶蛋白。

[0236] 条款31.条款30的方法，其中所述消化包括蛋白酶或化学消化。

[0237] 条款32.条款30的方法，其中所述消化是单次的或连续的。

[0238] 条款33.条款31或32中的任一条的方法，其中所述蛋白酶消化使用胰蛋白酶、糜蛋
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白酶、AspN、GluC、LysC、LysN、ArgC、蛋白水解酶K、胃蛋白酶、梭菌蛋白酶、弹性蛋白酶、GluC 

biocarb、LysC/P、LysN  promisc、蛋白内肽酶、葡萄球菌蛋白酶或嗜热菌蛋白酶。

[0239] 条款34.条款31或32中的任一条的方法，其中所述化学裂解使用CNBr、氧碘基苯甲

酸盐或甲酸。

[0240] 条款35.条款31或32中的任一条的方法，其中所述蛋白酶消化是胰蛋白酶消化。

[0241] 条款36.上述条款中的任一条的方法，所述方法进一步包括在免疫沉淀之后或在

消化之后且在质谱法之前脱盐。

[0242] 条款37.一种用于表征抗体的方法，所述方法包括：

[0243] (a)确定所述抗体对抗原的亲和力，和

[0244] (b)确定所述抗体对所述抗原的选择性，

[0245] 其中使用免疫沉淀-质谱法(IP-MS)确定所述抗体的亲和力和/或所述抗体的选择

性，且

[0246] 其中如下产生所述免疫沉淀物：在允许所述抗体和所述抗原之间形成所述免疫沉

淀物的条件下使所述抗原与所述抗体接触。

[0247] 条款38.条款37的方法，其中通过检测与细胞裂解物中的分子的结合，确定所述抗

体对它的结合配偶体的选择性。

[0248] 条款39.条款38的方法，其中所述分子是蛋白。

[0249] 条款40.条款38的方法，其中所述细胞裂解物源自表达所述抗原的所有部分的物

种的细胞。

[0250] 条款41.条款38的方法，其中通过细胞裂解物的蛋白质印迹来确定选择性。

[0251] 条款42.条款38的方法，其中使用表达来自超过一个物种的抗原的所有部分的细

胞来确定选择性。

[0252] 条款43.条款42的方法，其中通过来自超过一个物种的细胞裂解物的蛋白质印迹

来确定选择性。

[0253] 条款44.条款37的方法，其中如下确定选择性：使用所述抗原产生细胞提取物的免

疫沉淀物，随后鉴别和/或定量存在于所述免疫沉淀物中的两种或更多种非抗体分子。

[0254] 条款45.条款44的方法，其中在所述免疫沉淀物中计算所述抗原/非-抗体分子的

比例。

[0255] 条款46.条款37的方法，其中所述抗体是高亲和力抗体。

[0256] 条款47.一种用于制备匹配的抗体集合的方法，所述方法包括：

[0257] (a)确定每种抗体对在细胞裂解物中的它的各种抗原的亲和力，

[0258] (b)确定每种抗体对在细胞裂解物中的它的各种抗原的选择性，和

[0259] (c)选择抗体以形成匹配的集合，

[0260] 其中使用免疫沉淀-质谱法(IP-MS)确定所述抗体的亲和力和/或所述抗体的选择

性，且

[0261] 其中所述匹配的集合由两种或更多种抗体组成，就存在于所述细胞裂解物中的它

的各种抗原而言，每种抗体具有至少100倍富集的选择性。

[0262] 条款48.条款47的方法，其中所述两种或更多种抗体具有彼此1个对数的对它们各

自的抗原的亲和力。
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[0263] 条款49.条款47的方法，其中所述匹配的集合含有3-10种抗体。

[0264] 条款50.条款47的方法，其中所述抗体结合有关的靶标。

[0265] 条款51.条款47的方法，其中所述有关的靶标是相同蛋白的翻译前和翻译后修饰

形式。

[0266] 条款52.条款51的方法，其中所述蛋白的翻译前修饰形式未磷酸化且所述蛋白的

翻译后修饰形式被磷酸化。

[0267] 条款53.一种用于确定抗体的选择性的方法，所述方法包括：

[0268] (a)在允许所述抗体和细胞提取物中的一种或多种抗原之间形成免疫沉淀物的条

件下，使所述抗体与细胞提取物接触，

[0269] (b)收集在步骤(a)中形成的免疫沉淀物，和

[0270] (c)通过质谱法鉴别存在于所述免疫沉淀物中的一种或多种非抗体分子，

[0271] 其中所述细胞提取物含有来自两个或更多个细胞类型或两个或更多个物种的一

个或多个细胞类型的细胞组分。

[0272] 条款54.条款53的方法，其中所述两个或更多个细胞类型来自相同物种。

[0273] 条款55.条款53的方法，其中所述细胞类型得自两种或更多种以下组织：

[0274] (a)肌肉组织，

[0275] (b)结缔组织，

[0276] (c)神经组织，和

[0277] (d)上皮组织。

[0278] 条款56.条款53的方法，其中所述结缔组织是血液。

[0279] 条款57.条款53的方法，其中所述两个或更多个细胞类型来自不同物种。

[0280] 条款58.条款57的方法，其中所述来自不同物种的两个或更多个细胞类型得自来

自每个物种的两种或更多种组织。

[0281] 条款59.一种用于确定抗体的选择性的方法，所述方法包括：

[0282] (a)在允许所述抗体和所述两种或更多种蛋白中的一种或多种之间形成免疫沉淀

物的条件下，使所述抗体与两种或更多种蛋白接触，

[0283] (b)收集在步骤(a)中形成的免疫沉淀物，和

[0284] (c)通过质谱法定量存在于所述免疫沉淀物中的各种蛋白的量。

[0285] 条款60.一种组合物，其包含：

[0286] (a)从一个或多个细胞类型得到的细胞提取物，和

[0287] (b)外源地添加的抗体，

[0288] 其中所述细胞类型来自两种或更多种不同物种。

[0289] 条款61.条款60的组合物，其中从细胞裂解物制备所述细胞提取物。

[0290] 条款62.条款61的组合物，其中通过裂解两种或更多种细胞类型的细胞得到所述

细胞裂解物，随后离心得到的裂解物以除去不溶物。

[0291] 条款63.条款60的组合物，其中在大于或等于10,000x  g执行所述离心至少15分

钟。

[0292] 条款64.条款60的组合物，其中所述抗体对存在于所述细胞提取物中的至少一种

蛋白具有亲和力。
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[0293] 条款65.一种用于鉴别选择性地结合得自不同物种的细胞的靶分子的抗体的方

法，所述方法包括：

[0294] (a)在允许所述抗体和存在于每种细胞裂解物中的一种或多种靶分子之间形成形

成两种或更多种免疫沉淀物的条件下，使所述抗体与从不同物种的细胞产生的两种或更多

种细胞裂解物接触，

[0295] (b)从每种细胞裂解物收集所述免疫沉淀物，和

[0296] (c)通过质谱法确定每种免疫沉淀物中的靶分子的纯化倍数。

[0297] 条款66.条款65的方法，其中所述物种选自：

[0298] (a)智人，

[0299] (b)穴兔，

[0300] (c)小家鼠，和

[0301] (d)褐家鼠。

[0302] 条款67.条款65的方法，其中响应于在从其得到所述细胞裂解物的不同物种之间

保守的表位或蛋白而产生所述抗体。

[0303] 条款68.条款67的方法，其中所述表位来自蛋白或所述蛋白是在选自以下的类别

中：

[0304] (a)热激蛋白，

[0305] (b)聚合酶，

[0306] (c)细胞表面受体，

[0307] (d)转录因子，

[0308] (e)激酶，

[0309] (f)去磷酸化酶，

[0310] (g)膜相关的转运蛋白，和

[0311] (h)锌指蛋白。
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