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在⽣物治疗药物的开发和⽣产过程中，要确保药品的⼀致性、安全性和有效性，必须对糖基化进⾏表征和监测

。糖基化作为⼀项关键质量属性，通常通过对游离N-糖进⾏荧光标记，然后进⾏亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)和荧光(

FLR)检测来评估。随着兼容FLR和MS的糖基标记试剂（例如RapiFluor-MS (RFMS)）不断发展，结合FLR/MS

分析的技术变得越来越普遍，即使在常规分析中也是如此。⽣物制药实验室已经开发出稳定的标准分析程序来

分析糖基化修饰。但是，酸性糖基（尤其是复杂的磷酸化糖基）在HILIC-FLR/MS分析过程中可能与⾦属表⾯

发⽣离⼦相互作⽤⽽表现出低回收率。为解决这⼀问题，我们使⽤新型BioAccord系统和ACQUITY Premier 

BEH Amide糖基分析柱优化了现有的RFMS标记N-糖HILIC⾊谱分离⽅法，旨在避免发⽣这些不必要的分析物-

表⾯相互作⽤。 

优势

采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY Premier解决⽅案具有以下优势：

提⾼酸性糖基（与⾦属表⾯发⽣较强相互作⽤）的回收率■

改善受这些相互作⽤影响较⼤的磷酸化糖基的回收率和峰形■

使⽤现有的UNIFI糖基科学库GU（葡萄糖单位）数据库校准糖基保留时间，辅助⾃动化糖基分配⼯作■

简介

⽣物治疗药物的糖基化可能影响药物的安全性、有效性和稳定性，因此在⽣物药物开发中，通常将其指定为关

键质量属性(CQA)1。鉴于糖基化对上游⼯艺条件的敏感性，它也可以作为⼯艺稳定性和稳健性的关键指标之⼀
2。 除整体产品糖谱外，特定种类的糖基（例如⾼⽢露糖和唾液酸化糖基）尤其重要，因为它们可能会不成⽐

例地影响药品特性。糖基化评估通常采⽤亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)结合荧光(FLR)和/或质谱检测分析游离N-糖和

荧光标记N-糖的⽅式进⾏，以提供全⾯信息（包括糖基物质的鉴定和相对丰度）3,4。但使⽤这种⽅法时，酸性

糖基（尤其是磷酸化糖基）在HILIC-FLR/MS分析过程中可能存在回收率低的问题。近期研究将这些损失部分

归因于糖基中带负电荷的官能团与液相⾊谱系统和分析柱的⾦属表⾯发⽣了离⼦相互作⽤。此挑战在分析包含

⾼度唾液酸化糖结构的⽣物治疗药物（例如融合蛋⽩）时尤其明显，⽽唾液酸化糖基可能同时影响药品的免疫

原性和清除率。磷酸化糖基由于这些与⾦属表⾯的不必要相互作⽤，还带来了另⼀项挑战，例如在⽢露糖-6-

磷酸糖基的分析中，该糖基在溶酶体贮积病的治疗中会影响细胞受体摄取和溶酶体靶向。  

为确保产品质量和⼀致性，在蛋⽩质药物的整个开发和⽣产过程中需要对糖基化进⾏准确表征和监测2。 为此

，⾮常需要开发新型⽅法，以减少⾦属介导的样品损失并改善⽣物治疗药物⼯艺开发和质量控制中的游离寡糖

分析。 

采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY Premier解决⽅案可减少⾮特异性吸附损失，改善⾦属敏感分



析物的回收率和分析结果5-7。 该解决⽅案的原理是：在⾦属基材表⾯添加稳定的屏障层，尽量减少⾦属敏感

物质的分析物/表⾯相互作⽤5。 考虑到这⼀点以及磷酸化糖基所发⽣的吸附损失，ACQUITY Premier解决⽅

案应当特别适合分析复杂糖基。   

本研究报道了⼀种集成式游离寡糖分析解决⽅案，旨在⼤幅提⾼样品回收率以及分析性能和稳健性。

ACQUITY BEH Amide⾊谱柱和ACQUITY UPLC系列已在各种糖基分析中应⽤，为⽣物⼯艺开发和⽣物治疗药

物的放⾏提供⽀持。为充分发挥复杂糖基样品⽆偏差分析的潜⼒，将由ACQUITY Premier BSM系统和

ACQUITY RDa⻜⾏时间质谱检测器组成的BioAccord LC-MS系统与搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY 

Premier BEH Amide糖基分析柱和QuanRecovery样品瓶结合使⽤8。 为促进⾼效、简单的⽅法开发和数据分

析，采⽤符合法规要求的waters_connect信息学平台控制集成式LC-FLR/MS平台，为N-糖分析提供⼀种系统

⽅法，该⽅法可轻松部署在整个组织中，⽤于治疗性蛋⽩质的开发、⽣产和放⾏。 

本应⽤纪要的⽬的是：

⽐较标准ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱配合ACQUITY UPLC I-Class BioAccord系统与

ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱结合搭载ACQUITY Premier技术的BioAccord系统分析酸性糖

基得到的回收率

■

展⽰⽅法转换，重点关注UNIFI GU数据库在不同仪器平台上的持续实⽤性■

实验

样品描述

RapiFluor-MS糖基性能测试标准品（部件号：186007983 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-glycan-

performance-test-standard.html> ）。将1瓶标样复溶于20 µL⽔中，得到最终浓度为20 pmol/µL的溶液。

RapiFluor-MS唾液酸化糖基性能测试标准品（部件号：186008660 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008660-rapifluor-ms-

sialylated-glycan-performance-test-standard.html> ）。将1瓶唾液酸化糖基标样复溶于20 µL⽔中，得到

最终浓度为20 pmol/µL的溶液。

磷酸化糖蛋⽩（组织蛋⽩酶D）购⾃Thermo Fisher。按照适⽤于富含⼆硫键的蛋⽩质的《GlycoWorks快速

⼊⻔⽅案》(720006992EN <

https://www.waters.com/waters/library.htm?cid=511436&lid=135073129&lcid=135073128> )，使⽤

GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒（部件号：176004082 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008660-rapifluor-ms-sialylated-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008660-rapifluor-ms-sialylated-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008660-rapifluor-ms-sialylated-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008660-rapifluor-ms-sialylated-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008660-rapifluor-ms-sialylated-glycan-performance-test-standard.html
https://www.waters.com/waters/library.htm?cid=511436&lid=135073129&lcid=135073128
https://www.waters.com/waters/library.htm?cid=511436&lid=135073129&lcid=135073128
https://www.waters.com/waters/library.htm?cid=511436&lid=135073129&lcid=135073128
https://www.waters.com/waters/library.htm?cid=511436&lid=135073129&lcid=135073128
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/application-kits/176004082-glycoworks-rfms-n-glycan-kit---8-x-12.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/application-kits/176004082-glycoworks-rfms-n-glycan-kit---8-x-12.html


https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/application-kits/176004082-glycoworks-rfms-n-

glycan-kit---8-x-12.html> ）从15 μg组织蛋⽩酶D中释放出N-糖并进⾏标记。⼆硫苏糖醇(DTT)购⾃Thermo 

Scientific（⻢萨诸塞州沃尔瑟姆），在变性过程中⽤于还原⼆硫键。 

⽅法条件

分析采⽤搭载ACQUITY UPLC I-Class PLUS的BioAccord LC-MS系统或搭载ACQUITY Premier BSM的

BioAccord LC-MS系统。

液相⾊谱条件

梯度表

质谱条件

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/application-kits/176004082-glycoworks-rfms-n-glycan-kit---8-x-12.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/application-kits/176004082-glycoworks-rfms-n-glycan-kit---8-x-12.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/application-kits/176004082-glycoworks-rfms-n-glycan-kit---8-x-12.html


质谱系统： ACQUITY RDa质谱检测器

电离模式： ESI正

采集范围： 50‒2,000 m/z

⽑细管电压： 1.5 kV

锥孔电压(CV)： 45 V

碎裂CV： 70‒90 V

数据管理

信息学软件： 搭载UNIFI 1.9.4的waters_connect

⼯作流程： “糖基FLR和MS确证”

结果与讨论

常⻅酸性糖基的分析

酸性糖基（包括NeuAC、NeuGC、磷酸化和硫酸化糖基）的⽔平可能影响药物质量和有效性，因此需要在治

疗性蛋⽩质的开发和⽣产过程中进⾏充分表征和监测。⼀般来说，当前使⽤ACQUITY BEH Amide⾊谱柱的

HILIC⽅法已经⾮常适合分析RFMS标记的mAb糖基，这些糖基中主要包含中性或单唾液酸化结构。但是，新

物质（例如融合蛋⽩）通常具有更复杂的糖谱，包括⾼度唾液酸化、修饰和更⼴泛⽀化的糖基。这些糖基在

LC-FLR/MS分析过程中可能存在回收率低的问题，从⽽使产品谱图中的结果存在偏差。  

为评价ACQUITY Premier仪器和⾊谱柱技术在酸性糖基分析中的潜在优势，我们使⽤标准ACQUITY⾊谱柱结

合BioAccord系统以及ACQUITY Premier⾊谱柱结合搭载ACQUITY Premier液相⾊谱技术的BioAccord系统

同时分析了中性和唾液酸化RFMS标记的糖基性能测试标准品。分析结果的并排⽐较如图1A所⽰。虽然⾊谱图

⾼度相似，但使⽤搭载ACQUITY Premier液相⾊谱技术和⾊谱柱的BioAccord系统获得的唾液酸化糖基的回收

率更⾼。图1B所⽰为三次连续进样得到的积分峰⾯积，采⽤ACQUITY Premier解决⽅案时，唾液酸化糖基的

平均相对丰度为2.22%，相⽐之下，采⽤标准配置所得到的结果为2.11%，⽽中性糖基的平均相对丰度则保持



⼀致（对于FA2，分别为20.5%和20.5%）。为确认观察到的糖基丰度差异，使⽤唾液酸化糖基标样的四个代

表性峰（包括A2G2S2、A3G3S3、A2S1G3S3和A2S2G3S3）进⾏更系统的⽐较。如图1C所⽰，采⽤

ACQUITY Premier解决⽅案时，观察到所有四种糖基均具有更⾼的FLR信号响应，由此确认唾液酸化糖基的回

收率提⾼。这些结果证明，使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier解决⽅案可⼤幅提⾼糖基回收率

，得到⼀致的改善，这对于分析包含⾼度唾液酸化糖基（例如融合蛋⽩）的药物尤其有利。

图1.使⽤搭载ACQUITY Premier液相⾊谱技术和⾊谱柱的BioAccord系统所得到的唾液酸化糖基

的回收率略⾼。(A)在标准系统和⾊谱柱以及ACQUITY Premier系统和⾊谱柱上分离中性和唾液酸

化RFMS标记的糖基性能测试标准品(GPTS)得到的叠加⾊谱图。(B)中性GPTS中的中性糖基FA2与

唾液酸化糖基FA2BG2S2的相对丰度⽐较。(C)唾液酸化GPTS中代表性糖基的绝对响应值⽐较。

磷酸化糖基的分析

在许多溶酶体酶替代疗法中，药物中磷酸化糖基的丰度是开发和⽣产过程中需要监测的关键质量属性，因为它

决定了溶酶体酶递送的效率9。 但是，由于磷酸基团对⾦属表⾯的亲和⼒，磷酸化糖基在LC-MS分析中也⾯临

回收率低的挑战。为证明采⽤HPS技术的ACQUITY Premier解决⽅案也能减轻这些影响，我们利⽤溶酶体酶

（组织蛋⽩酶D）作为模型蛋⽩，考察了HILIC-FLR/MS分析中磷酸化糖基的回收率。   

使⽤Waters GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒，从组织蛋⽩酶D中释放出N-糖，⽤RFMS标记，然

后使⽤ACQUITY BEH Amide糖基分析柱和BioAccord系统（标准系统）进⾏HILIC-FLR/MS分析。如图2A所

⽰，使⽤35 min梯度分离组织蛋⽩酶D的游离N-糖，根据主峰的精确质量数将其鉴定为⾼⽢露糖结构(3-7)。

在⼤约20.7 min处观察到与⽢露糖-6-磷酸(M6P)对应的m/z，该化合物在ESI谱图中具有良好的信噪⽐(S/N)（

图2A插图），实测单同位素质量数1788.6461 Da的质量数偏差仅为1.4 ppm。在M6P的提取离⼦⾊谱图(XIC)

中（图2B），观察到两个具有相同m/z的峰，将其鉴定为⼀对结构异构体并分别标注为M6P-1和M6P-2。

M6P-2的峰表现出明显拖尾，表明存在可能由⾦属螯合引起的次级相互作⽤。为进⾏⽐较，使⽤搭载ACQUITY 

Premier液相⾊谱技术和⾊谱柱的BioAccord系统以相同的⽅式分析组织蛋⽩酶D的游离N-糖。如图2C所⽰



，获得了⾼度相似的⾊谱图，表明这两种仪器配置在游离寡糖分析中总体上相当。但是，虽然在相似的保留时

间(25.8 min)处观察到M6P的m/z（图2C插图），但M6P-2的MS响应在M6P的XIC中增加⾄⼤约3倍（图2

D），峰形得到显著改善。由此证明，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier解决⽅案能够减少磷酸化

糖基在⾦属表⾯上的吸附损失。15次进样所得到的M6P的MS响应的%RSD为3.96%，表明分析具有较⾼重现

性。因此，在游离寡糖分析中使⽤ACQUITY Premier技术可以更准确地定量磷酸化糖基。 

图2.在不同分析平台上分析磷酸化糖基（⽢露糖-6-磷酸，M6P）得到的信号响应⽐较。组织蛋⽩

酶D的游离N-糖谱图采⽤以下系统获得：(A)配备ACQUITY BEH Amide⾊谱柱的标准BioAccord系

统；(C)搭载ACQUITY Premier液相⾊谱技术和BEH Amide⾊谱柱的BioAccord系统。插图为

M6P的质谱图。(B)和(D)为采⽤两种系统配置得到的M6P的提取离⼦⾊谱图。观察到M6P-1和

M6P-2具有相同的质量数。

使⽤UNIFI GU数据库⽣成糖基结构分配结果

在游离寡糖分析⼯作流程中，UNIFI GU数据库旨在根据葡萄糖单位(GU)和精确质量数⾃动鉴定糖基峰，从⽽

改善游离寡糖分析的⼯作效率和可信度。GU值基于指定⽅法条件下糖基的校准后保留时间⽣成，该条件依赖

于⾊谱柱填料和⾊谱⽅法条件。因此，需要确认采⽤两种液相⾊谱仪器配置（标准配置与ACQUITY Premier

⾊谱柱）所采集的GU值的可⽐性。   

使⽤waters_connect平台中的游离寡糖分析⼯作流程，对先前使⽤糖基性能标准品采集的数据进⾏处理以⽐



较GU值。如表1所⽰，标样中19种糖基的GU值与预期GU值⼀致，并且在不同仪器配置（BioAccord系统与搭

载ACQUITY Premier技术的BioAccord系统）之间具有可⽐性。因此，游离寡糖分析⼯作流程与建⽴的GU数

据库可⽆缝转换⾄ACQUITY Premier系统配置。3次连续进样得到的标准偏差为0.001 GU，证明分析具有较⾼

重现性。为此，可以将搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier解决⽅案与UNIFI中成熟的游离寡糖分析

⼯作流程结合使⽤，简化N-糖分析，提⾼⼯作效率和样品回收率。

表1.使⽤ACQUITY Premier系统与标准版BioAccord系统和⾊谱柱所获得的糖基性能测试标准品中已分离峰的

GU值。ACQUITY Premier GU和标准配置所得GU值的范围代表标准偏差，由3次连续进样计算得出。



结论

本研究证明，新型ACQUITY Premier系统和⾊谱柱技术改善了游离N-糖分析的LC-FLR-MS数据质量。磷酸化

糖基的回收率和峰形得到显著改善，唾液酸化糖基的回收率有所提⾼。借助waters_connect信息学平台中的

这⼀游离寡糖分析⼯作流程，通过根据现有UNIFI GU数据库进⾏⾃动峰匹配简化了数据分析。由搭载

ACQUITY Premier技术的BioAccord系统获得的GU值与采⽤标准系统获得的值⼀致，因此可以将先前开发的

ACQUITY UPLC⽅法转换⾄新型ACQUITY Premier系统。综上所述，本应⽤纪要证明，采⽤MaxPeak HPS技

术的ACQUITY Premier解决⽅案提⾼了游离寡糖分析的回收率，有助于开发⽤于⽣物治疗药物开发、⽣产和

放⾏的稳健且⽆偏差的糖基分析⽅法。 
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