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摘要

本应⽤纪要证明GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖样品制备试剂盒可从⼿动⼯作流程扩展⾄半⾃动及全⾃动⼯作流

程。

优势

通量灵活性和可扩展性：使⽤GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒选件进⾏低通量⾄⾼通量N-糖样品

制备，⼿动、半⾃动或全⾃动⼯作流程均适⽤。

■

⾃动处理试剂盒中包含经过充分验证的Tecan脚本和详细的脚本开发参数。■

试剂盒数量与主要的⾃动化液体处理平台兼容。■
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简介

本应⽤纪要旨在证明GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒选件的通量灵活性和可扩展性。产品选件有：适

⽤于低通量到中等通量（半⾃动）样品制备的GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒；以及适⽤于全⾃动⾼

通量样品制备的⾃动化GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒。

⾃推出以来，GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒为科学家⼿动制备糖蛋⽩样品进⾏N-糖分析提供了⼀种

快速且可重现的⽅法。新型RapiFluor-MS标记物和相关的化学消耗品让⽣物分析科学家在样品制备效率以及FLR

和MS检测灵敏度上获得了明显优势。此⼿动样品制备⼯作流程⾮常适合样品通量相对较低或⽆法使⽤⾃动液体处

理平台的实验室。

对于其它实验室，则可以利⽤⾃动⼯作流程进⼀步提升GlycoWorks的效率，尤其是满⾜中⾄⾼通量的需求。除了

提⾼实验室效率外，⾃动处理复杂的⼯作流程还可以实现⽅法的简化和标准化。但是，这些实验室在使现有⼯作

流程适应⾃动处理⽅法，以及创建和验证⾃动化脚本⽅⾯存在挑战。

为解决这些挑战，沃特世公司倾⼒推出⾃动化GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒，以及⼀系列半⾃动和

全⾃动⼯作流程，将现有的快速RapiFluor-MS和相关化学消耗品的优势与⾃动化的优势结合起来。

实验

分析⽅法条件（除⾮另有说明）

通⽤N-糖分析⽅法

LC条件

LC系统： ACQUITY UPLC I-Class或

ACQUITY UPLC H-Class Bio，配备ACQUITY 

UPLC

FLR荧光检测器
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⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH Amide糖基分析专⽤柱，

130Å, 1.7 μm, 2.1 x 150 mm

（部件号：186004742）

柱温 60 °C

样品温度 10 °C

检测条件 激发光265 nm/发射光425 nm

数据采集速率 10 Hz

初始流速 0.4 mL/min

流动相A： 50 mM甲酸铵溶液

pH 4.4（部件号：186007081）

（推荐使⽤LC-MS级⽔[Fisher部件号W6或者

等效试剂]。）

流动相B： 100%⼄腈

（推荐使⽤LC-MS级⼄腈，

Fisher部件号A955或等效试剂）

密封清洗液和LC： 70% LC-MS级⼄腈

（推荐使⽤LC-MS级⼄腈，

Fisher部件号A955或等效试剂。）

30% LC-MS级⽔

（[推荐使⽤Fisher部件号W6或等效试剂]

。）(v/v)
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⾃动进样器清洗

进样体积： 建议10 μL（=30 μL，⽤DMF/ACN

稀释的SPE洗脱物，2.1 mm内径⾊谱柱）

进样针： 注⼊以DMF

作为助溶剂的样品时，

推荐使⽤

不锈钢进样针

梯度：

时间

(min)

流速

(mL/min)

%A %B 曲线

0 0.4 25 75 6

35 0.4 46 54 6

36.5 0.2 100 0 6

39.5 0.2 100 0 6

43.1 0.2 25 75 6

47.6 0.4 25 75 6

55 0.4 25 75 6

数据管理：Empower 3 CDS
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样品描述

执⾏以下规程进⾏⽅法⽐较。

使⽤⼿动、半⾃动(Andrew Alliance)和全⾃动(Tecan)⼯作流程；使⽤同⼀批糖蛋⽩（沃特世完整单克隆抗体质

量数检查标准品，部件号：186006552）以及同⼀批⾃动化GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒（部件号

：176004152）制备15份N-糖样品。按照每种⼯作流程说明中指定的试剂浓度来制备样品：

⼿动⼯作流程：《GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒维护和使⽤⼿册》(715004793ZH)■

半⾃动⼯作流程：《GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒结合Andrew Alliance移液机器⼈》

(720006197EN)

■

全⾃动⼯作流程(Tecan)：《⾃动化GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒维护和使⽤⼿册》

(715005359EN)

■

RapiFluor-MS游离寡糖性能测试标准品（部件号：186007983）和RapiFluor-MS完整单克隆抗体标准品（部件号

：186008843）复溶于50 μL⽔中进⾏⾊谱系统基准测试和系统适应性测试。

制得的所有样品均利⽤同⼀套ACQUITY UPLC H-Class Bio UPLC-FLR系统进⾏测试。

结果与讨论

表1.⼿动、半⾃动(Andrew Alliance)和全⾃动(Tecan) 

GlycoWorks样品制备⽅法得到的样品N-糖峰⾯积百分⽐

测量值精度数据(%CV, n=15)

为了定性⽐较样品制备⽅法，本研究以图表形式展⽰了每个样品组(n = 15)选定峰的N-糖平均峰⾯积百分⽐数据

（图1和2）。
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⽅法数据集的初步统计分析（t-检验）表明，这些⽅法不具备统计学等效性(p<0.05)。进⼀步分析表明，该检验受

到每个数据集的⾼精度限制，在⼀项模拟检验中，仅对少量数据点进⾏细微调整即得到p>0.05的结果。

图1.⼿动、半⾃动(Andrew Alliance)和全⾃动(Tecan) GlycoWorks样品制备的N-糖样品峰⾯积百分⽐

数据
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图2.G0F、G1Fa、G1Fb和G2F的性能⽐较结果，展⽰了每种⽅法的平均峰⾯积百分⽐值和每项测量的精度。

本研究开展了进⼀步统计分析，以量化⾃动⽅法相对于⼿动⽅法的偏差，以及半⾃动⽅法相对于全⾃动⽅法的偏

差。将每个N-糖峰⾯积百分⽐数据集的最⼩值⾄最⼤值制成表格进⾏评估，并计算平均偏差百分⽐（估算值和

95%置信区间）（表2-4）。
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表2.全⾃动Tecan与⼿动GlycoWorks N-糖样品制备⽅法的⽐较结果

表3.半⾃动Andrew Alliance与⼿动GlycoWorks N-糖样品制备⽅法的⽐较结果

表4.Andrew Alliance与Tecan GlycoWorks N-糖样品制备⽅法的⽐较结果
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沃特世开发的半⾃动和全⾃动样品制备⼯作流程可与GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒以及⾃动化

GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒结合使⽤，提供N-糖谱图⾯积百分⽐结果，相对于已有的⼿动

GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖样品制备⼯作流程不存在显著偏差。

半⾃动和全⾃动⽅法的测量精度很⾼，均<2% CV（表1）。因此，⾃动化GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试

剂盒可应⽤于⾼效、⾃动处理、⾼通量的N-糖样品制备流程，不会明显降低精度。进⼀步统计分析展⽰了半⾃动

和全⾃动⽅法的预期测量范围（最⼩值-最⼤值）和测量偏差（表2和3）。

本应⽤纪要提供的数据可帮助⽣物制药科学家评估每种⽅法的分析性能。

结论

沃特世推出了⼀系列经过验证的产品和⾃动化N-糖样品制备⼯作流程，帮助科学家⼤幅提升效率和通量灵活性。

本应⽤纪要证明GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖样品制备试剂盒可从⼿动⼯作流程扩展⾄半⾃动及全⾃动⼯作流

程。

⾃动化GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒内随附经验证的Tecan脚本，可使N-糖样品制备实现完全⾃动

化。试剂盒中的试剂数量经过精⼼设计，可与其它主要的⾃动化液体处理产品兼容。⾼效的RapiFluor-MS标记物

和GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒的相关化学消耗品相结合，搭配经验证的⾃动化⼯作流程和脚本

，为实验室提供了利⽤现有⾃动化资源的有效⽅法。

这些GlycoWorks⾃动化资源组成⼀套完善的产品系列，可发挥出⾊的灵活性，从⽽满⾜实验室的通量要求并匹配

其⾃动化资源。如需了解关于⼿动⼯作流程、半⾃动⼯作流程(Andrew Alliance)以及全⾃动⼯作流程(Tecan)的

更多资源，请访问http://wvmc.waters.com/glycans/，查看相应的应⽤纪要。

特⾊产品

Empower 3⾊谱数据软件 <https://www.waters.com/513188>

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统 <https://www.waters.com/10166246>
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ACQUITY UPLC FLR检测器 <https://www.waters.com/514222>
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