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摘要

欧盟欧洲化学品管理局2023年关于使⽤N,N-⼆甲基甲酰胺(DMF)的限制⽂件中强调，DMF对使⽤者和环境⽽⾔的

⻛险明显⾼于⼆甲基亚砜(DMSO)。因此，本⽂介绍了在快速GlycoWorks N-糖分析流程的RapiFluor-MS标记反

应步骤和最终样品稀释步骤中，⽤DMSO有效替代DMF⽤作助溶剂的⽅法。本⽂展⽰了低唾液酸化⽔平的单克隆

抗体，以及具有⾼度天线性和多重唾液酸化N-寡糖的⽜胎球蛋⽩的N-糖谱分析结果。此外，本⽂还重点介绍了在

GlycoWorks流程中使⽤DMSO时的⼀些注意事项。

优势

使⽤DMSO代替DMF的更安全、更环保的GlycoWorks快速N-糖样品前处理流程。

简介

Waters™ GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖标记试剂盒（例如⽤⼾指南715004903EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/715004903en.pdf> ）提供了⼀种快速简便的⽅法

，能够标记游离N-糖，以进⾏灵敏的荧光和质谱检测（图1）。该流程包括PNGase F快速释放N-糖，然后⽤Rapi

Fluor-MS (RFMS)标记得到的糖胺。然后通过定量HILIC-SPE纯化步骤从RFMS标记的N-糖中去除反应副产物。整
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个过程需要1~2⼩时，具体取决于样品数量，可选择使⽤⼿动或⾃动流程，适⽤于各种样品1-3。

在2015年发布的初始版本中，研究⼈员发现，在⼄腈:⽔混合物中，N,N-⼆甲基甲酰胺(DMF)作为RFMS标记N-糖的

样品助溶剂可提供优势。因此，在最终样品中使⽤DMF作为共溶剂，并使⽤⽆⽔DMF溶解RFMS标签。使⽤⽆⽔溶

剂溶解RFMS⾄关重要，因为⽔可以与RFMS反应。

但是，随着⼈们对DMF可能对分析⼈员和环境带来的不良影响认识的深⼊了解，以及欧盟欧洲化学品管理局(

echa.europa.eu)于2023年12⽉对DMF使⽤的限制，研究⼈员对⼀种采⽤DMSO⼀对⼀替代DMF的GlycoWorks流

程进⾏了评估。本总结将重点⽐较在RFMS标记步骤中使⽤⽆⽔DMF或DMSO，以及使⽤试剂级DMF或DMSO作为

N-糖（RFMS标记并经HILIC SPE纯化）的助溶剂时的GlycoWorks流程。

图1.图中突出显⽰了Waters GlycoWorks RapiFluor-MS⽅案。DMF或DMSO在RFMS标记

步骤（步骤2）需要作为助溶剂，以及在SPE纯化后⽤于样品稀释（步骤3）。步骤2需要

⽆⽔溶剂，⽽步骤3则不需要⽆⽔溶剂。

实验

GlycoWorks样品前处理和分析步骤按照⽤⼾指南720005470EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720005470en.pdf> 和715004903EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/715004903en.pdf> 中概述的步骤进⾏。其他相关详
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细信息随所⽰数据⼀起提供。 

结果与讨论

RFMS标记和标记的N-糖样品稀释

RFMS标记步骤中有三个注意事项。⾸先，标记流程的产量应最⼤化，并且不应区分不同糖型。此外，应尽量避免

过度标记，或者说尽可能避免⽣成带有多个标记的N-糖。之前的研究已经证明了通过GlycoWorks RFMS流程使⽤

⽆⽔DMF溶解RFMS时获得的N-糖谱的准确性1，且使⽤⽆⽔DMSO代替DMF获得了相当的标记结果（图2）1。本

研究使⽤⽆⽔DMSO或DMF溶解RFMS试剂，对单克隆抗体(NISTmAb™)和⽜胎球蛋⽩混合物进⾏了分析。这种糖

蛋⽩混合物⽤于涵盖各种N-糖，范围从mAb中丰度更⾼的低天线性中性形式，到胎球蛋⽩中存在的⾼天线性、⾼

度唾液酸化的形式。值得注意的是，图2中⽐较的样品在HILIC分析之前未经HILIC-SPE纯化，因此⽆法更清楚地确

定标记步骤中的任何差异。

在标记流程中使⽤DMSO也产⽣了相对较低⽔平的过度标记N-糖（图3）。这⼀点通过LC-MS分析完整单克隆抗体

标准品（P/N：186006552 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186006552-intact-mab-mass-check-standard.html> -1）⽣成的单标记和双标记主要FA2糖型得到

了证明。使⽤HILIC-SPE纯化这些样品，得到的⽔相样品在HILIC分析之前⽤含有相应助溶剂的溶液稀释（请参阅

⽤⼾指南715004903EN），以尽可能地提⾼痕量级双标记FA2游离寡糖的LCMS检测能⼒。
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图2.NISTmAb (NIST RM 8671)和⽜胎球蛋⽩(Sigma-Aldrich PN:F3004)混合物（每种⼤约

1 mg/mL）的HILIC-FLR N-糖谱，每个游离寡糖包含0到5个唾液酸(S0~S5)。样品依据

⽤⼾指南720005470EN使⽤RapiGest™进⾏变性处理，通过PNGase F进⾏去N-糖基，并

⽤溶于DMF或DMSO中的RFMS进⾏标记。使⽤ACQUITY™ Premier UPLC™ BEH™ Amide, 

130 Å, 1.7 µm, 2.1 × 50 mm游离寡糖分析专⽤柱（P/N：186004740）对1 µL粗制样品进

⾏直接HILIC分析，流速为1.0 mL/min，分析梯度为10分钟。其他条件请参⻅⽤⼾指南

715004903EN。
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图3.沃特世完整单克隆抗体标准品（P/N：186006552-1）的HILIC-MS (Vion™ Q-ToF)分析，使⽤DMF或DMSO进⾏

N-糖RFMS标记和最终样品稀释步骤，确定RFMS过度标记的程度。过度标记是基于双标记FA2 (m/z 1044.023)的提

取离⼦强度(EIC)来确定的。使⽤ACQUITY Premier UPLC BEH Amide, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 × 150 mm游离寡糖分析专

⽤柱（P/N：186009524）进⾏分离，流速为0.4 mL/min，分析梯度为35分钟。其他条件请参阅⽤⼾指南

715004903EN

RFMS标记N-糖样品的稳定性和上样

经过HILIC SPE纯化步骤（请参阅⽤⼾指南720005470EN和715004903EN）后，得到含90 µL样品的⽔相缓冲液

。为了尽可能多地将该样品上样⾄酰胺基HILIC分析柱，使⽤310 µL的DMF:ACN 32:68 (v:v)混合溶液稀释样品。

此处使⽤DMF作为助溶剂来提⾼样品稳定性。但是，建议在24⼩时后再重新混合样品，然后再执⾏分析（⽤⼾指

南715004903EN）。

观察结果表明，在样品稀释步骤中，DMSO可以有效替代DMF，但是，⽤DMSO:ACN混合溶液稀释的样品上样⾄酰

胺基HILIC分析柱时，发⽣强溶剂效应的可能性略⾼。在本研究中，前⽂的标记研究中使⽤的NISTmAb和⽜胎球蛋

⽩混合物中的RapiFluor-MS标记N-糖经过HILIC SPE纯化，并在HILIC分析之前⽤含有相应助溶剂的溶液进⾏稀释

。如图4所⽰，当对于多种N-糖的标记和样品稀释流程中使⽤DMF或DMSO时，获得了相当的HILIC谱图。此外，三

种选定糖型（中性(FA2)、三唾液酸化(A3G3S3)和四唾液酸化(A3S1G3S3) N-糖）的定量的相对丰度⼀致。
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图4.展⽰了NISTmAb (NIST RM8671)和⽜胎球蛋⽩混合物中三种选定糖型的HILIC-FLR N-糖谱及其相

对丰度（n = 3，误差条为1个SD）。样品前处理遵循⽤⼾指南720005470EN，使⽤DMF或DMS溶解

RFMS，并作为SPE纯化样品稀释剂的组分。进样体积为4 µL。其他实验详细信息请参⻅图2。

实验还观察到，经DMF和DMSO稀释的样品在6 °C下24⼩时内的稳定性相当（图5）。然⽽，使⽤任⼀种助溶剂时

，观察到稀释剂中的中性N-糖在24⼩时后对HILIC分析柱表现出强溶剂效应，但该效应未对定量产⽣显著影响。

HILIC分离中的强溶剂效应会导致弱保留分析物发⽣谱带展宽，这是由于破坏了填充颗粒表⾯的⽔层，且该效应会

因进样体积增⼤和样品基质极性增强⽽加剧。这⼀特定观察结果可能是由于⼩填充床体积(2.1 × 50 mm)酰胺基

HILIC⾊谱柱上4 µL的进样体积，再加上样品中的⾮极性ACN组分发⽣选择性蒸发损失所致。 
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图5.在6 °C下，NISTmAb和⽜胎球蛋⽩混合物的HILIC-FLR N-糖谱以及选定相对丰度（n = 2，误差条为范围）的

初始和24⼩时样品稳定性时间点。样品前处理和分析如图4所⽰。有关中性游离寡糖(FA2)峰形变化的讨论，请参

阅正⽂。

实验中还观察到，与DMF相⽐，稀释剂中含有DMSO的样品观察到的强溶剂效应略强（图5）。这可能是由于

DMSO的极性略强（其介电常数为47.2，⽽DMF为38.3），以及样品中助溶剂的浓度较⾼(25% v/v)。这种差异的

影响在图6中清晰可⻅，其中进样体积⼤于5 µL会导致DMSO稀释的中性糖型产⽣更明显的峰肩。强溶剂效应会随

着进样体积的增加或柱体积的减⼩⽽出现。⼤多数情况下，在样品稀释剂中使⽤DMSO不会有问题，但在HILIC⽅

法中，进样体积可能需要适当减少。
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图6.在图4和图5的分析样品中，⼀系列进样体积下的强溶剂效应。经DMSO稀释的样品中，谱带展宽和峰分裂更为

明显。 

结论

研究发现，在Rapifluor-MS N-糖GlycoWorks流程中，DMSO可以“⼀对⼀”有效替代DMF，⽤作溶剂和助溶剂

。鉴于我们对DMF为实验室安全及环境带来的潜在负⾯影响有了更深⼊的了解，尤其是在其使⽤限制⽇益增加的
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背景下，我们特此撰写了本研究。 

研究结果表明，⽆⽔DMSO在RapiFluor-MS以及随后的RFMS标记中的溶解作⽤相当。研究还发现，DMSO还可作

为RFMS标记和HILIC SPE纯化N-糖样品稀释剂的有效组分。但是，与使⽤DMF稀释的样品相⽐，使⽤DMSO稀释

的样品进⾏酰胺基HILIC分析时，最⼤进样体积略有减少。因此，使⽤DMSO作为稀释剂组分时，可能需要适当减

少进样体积。

为进⼀步证明使⽤DMSO替代DMF时RFMS GlycoWorks⽅法的可靠性，我们使⽤DMSO溶解了RFMS，并同时将

DMSO⽤作HILIC样品稀释剂的组分，成功开发出了⼀套⾃动化流程 4。该流程包含⼀个透析步骤，⽤于在不兼容的

基质进⾏样品的缓冲液置换，并在执⾏RapiFluor-MS GlycoWorks流程之前浓缩样品。
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