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摘要

药品⽣命周期管理经常会涉及到新技术的评估。评估过程通常需要开展研究以确保新技术的性能和结果与传统⽅

法相当，从⽽确保数据连续性。搭载MaxPeak⾼性能表⾯的ACQUITY Premier LC系统最近作为⼀种灵活的液相

⾊谱平台推出以⽀持开发和⽣产活动。本研究使⽤传统HILIC⽅法评估了ACQUITY Premier系统在不同LC平台上

的重现性。游离寡糖分析结果表明，当在两套ACQUITY Premier LC系统之间迁移以及与旧数据相⽐时，分析结果

均相当。研究观察到峰⾯积%相当，不同LC平台之间糖基物质的相对峰⾯积差异⼩于0.5%，与waters_connect

内科学数据库中的旧数据相⽐，计算出的葡萄糖单位(GU)值相差不超过0.1个单位。不同LC平台之间以及与传统⽅

法相当的结果表明，ACQUITY Premier LC系统⾮常适合⽀持⽣物制药开发和⽣产中的分析需求，并且兼容传统⽅

法。

优势

搭载MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY Premier具有以下优势：

可在不同平台上获得相当结果■

兼容传统⽅法以及科学数据库■
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灵活适⽤上游和下游实验室活动■

简介

随着候选药物的开发和⽣产从早期阶段进展到后期阶段，⽣物制药⾏业经常在不同LC平台之间迁移⽅法。这⼀现

象的部分原因在于设计，实验室的仪器需求因组织⽽异。在候选药物研发流程的各个阶段，我们都需要确定并监

控关键质量属性(CQA)，以确保⽣产过程的的⼀致性以及药品的安全性和有效性。因此，要求分析⽅法必须能够在

不同的实验室提供⼀致且准确的结果，因为可接受标准⼀经验证就不能轻易更改。

沃特世近期推出了搭载MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY Premier LC系统，这是⼀种灵活的液相⾊谱平

台，可以轻松地跨实验室部署以⽀持开发和⽣产活动，并且对⾦属敏感分析物具有更⾼的⾊谱性能。这⼀优势通

过引⼊创新的MaxPeak HPS技术来实现，该技术旨在⼤幅减少液相⾊谱流路中⾦属敏感分析物的分析物/表⾯相互

作⽤1-3。 本研究的⽬的是证明ACQUITY Premier LC技术稳定耐⽤，可跨LC平台提供⼀致的结果，⾮常适合⽀持

同⼀组织内各实验室的分析需求。评估过程在两个ACQUITY Premier LC平台之间⽐较了HILIC⽅法，以此代表⽅

法在⽀持实验室之间的转移。

结果与讨论

⽣物治疗药物的糖基化会影响药物的安全性、有效性和稳定性，因此，随着⽅法在产品流程中迁移，通常使⽤指

定为CQA的特定糖基种类来监测糖谱4。 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5,6。

这些⽅法部分依赖于科学数据库或在线数据库进⾏糖基鉴别。因此，不同LC平台的结果需要保持⼀致，才能有助

于对⽐并确保与传统⽅法的数据连续性。鉴于此要求，我们将采⽤基于既有Waters GU数据库的HILIC⽅法，评估

ACQUITY Premier LC系统在不同LC平台上提供⼀致结果的能⼒。

简⽽⾔之，使⽤ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱, 1.7 µm, 130 Å, 2.1 x 150 mm（部件号186009524 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/columns/186009524-acquity-premier-glycan-beh-amide-

130a-17--m-21-x-150-mm-column-1.html> ），梯度设置为每分钟增加0.6%流动相B持续35分钟，在两种不同

的ACQUITY Premier LC系统上分离RapiFluor-MS糖基性能测试标准品（部件号186007983 <
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https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-glycan-

performance-test-standard.html> ）。使⽤配备ACQUITY Premier LC的BioAccord系统作为开发游离寡糖分

析⽅法的LC平台。采⽤waters_connect信息学平台控制BioAccord系统，该平台内集成了游离寡糖分析⼯作流程

和数据库，能够轻松鉴别各糖基物质（实验详情参⻅应⽤纪要720007261ZH）。我们在Empower 3控制的

ACQUITY Premier LC系统上实施了相同的分析⽅法，以此代表⽅法转移后的⽀持实验室中的系统。该系统在荧光

检测器后⽅在线配置了ACQUITY QDa质谱检测器，⽤作正交检测技术采集补充质谱数据。我们使⽤糖基化谱图、

相对丰度、RT和GU值作为评估系统之间可⽐性的指标。

如图1所⽰，糖基化谱图的定性评估表明，两个平台在峰强度、保留时间和检出的物质⽅⾯表现出⾼度可⽐性。经

过仔细检查，观察到两个LC平台之间的峰⾯积保持良好，计算发现，相同糖基物质在不同平台之间的峰⾯积百分

⽐差异<0.5%（图2）。在两个平台上观察到⾼度相似的峰⾯积表明，对于给定的分析⽅法，ACQUITY Premier 

LC系统能够在不同LC平台上得到⼀致的结果，这对受法规监管的实验室⽽⾔是⾮常重要的品质，这些实验室对⽅

法的稳定性和准确度要求较⾼，并且经常需要将分析⽅法部署到不同的实验室。进⼀步检查数据后发现，在

Empower/ACQUITY QDa系统上执⾏相同⽅法时，如平台之间的保留时间对⽐图中的y截距偏移所⽰（图3），系

统保留偏移仅0.08分钟，可忽略不计。该偏移可能归因于系统延迟体积的微⼩变化和/或流动相组成等⽅法差异。

这些差异虽⼩，但也可以使⽤参⽐标准品来纠正，以归⼀化响应并促进跨平台和/或历史数据的直接⽐较。 
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图1.⽐较在两套不同的ACQUITY Premier LC系统上获得的RFMS糖基性能测试标准品FLR⾊谱图，两套系统分别配

备A)运⾏waters_connect信息学平台的BioAccord系统或B)ACQUITY QDa质谱检测器和Empower 3 CDS。
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图2.⽐较配备BioAccord LC-MS的ACQUITY Premier系统（橙⾊）与配备ACQUITY QDa的ACQUITY Premier系统

（蓝⾊）之间的RFMS糖基标准品相对峰⾯积百分⽐。两套系统之间的峰⾯积百分⽐差异<0.5%。 
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图3.RFMS糖基性能测试标准品19个峰的保留时间⽐较 

为了证明这⼀原理，我们采⽤葡聚糖校准曲线标准品，通过Waters GU数据库⽅法根据保留时间（数据未显⽰

）⽣成葡萄糖单位(GU)值。如表1所⽰，两个平台⽣成的GU值表现出⾼度可⽐性，不同系统之间以及与Waters 

GU数据库预期值之间的差异⼩于0.1。GU值是Waters GU数据库的⼀个组成部分，旨在结合质量数信息促进糖基

峰的鉴别7。 例如峰11 (GU=7.44)，在ACQUITY QDa质谱检测器采集的质谱图中观察到它的电荷态为1051 m/z

（图4插图）。参考表1可知，该值与Waters GU数据库的质量数信息⾼度吻合，对应于FA2G2糖基物质（平均质

量数 = 2100 Da）的[M]+2H电荷态，进⼀步说明ACQUITY Premier LC技术可以提供与传统⽅法相当的结果，确保

产品⽣命周期内的数据连续性。总体⽽⾔，这些结果证明ACQUITY Premier LC技术性能稳定，能够在不同的LC平

6借助ACQUITY Premier LC平台增强各⽣物制药实验室的⼀致性



台上提供⼀致结果，以⽀持实验室的开发和⽣产活动。

表1.⽐较糖基物质的预期GU值（UNIFI科学数据库）以及在配备ACQUITY Premier LC并运⾏

waters_connect的BioAccord系统或配备ACQUITY QDa并运⾏Empower 3的ACQUITY Premier系统上

采集的相对峰⾯积的汇总表。经计算，两套系统之间的GU值差异<0.1。峰⾯积百分⽐差异

<0.34%，表明系统间可⽐性⾼。 

7借助ACQUITY Premier LC平台增强各⽣物制药实验室的⼀致性



图4.使⽤ACQUITY QDa质谱检测器采集的补充质谱数据为峰鉴定提供了正交确认。峰11的电荷态1051 m/z与

FA2G2糖基物质的[M]+2H电荷态⾼度吻合。ACQUITY QDa数据通过正离⼦模式TIC扫描在350‒1250 m/z范围内收

集。探头温度：400 ºC；⽑细管电压：1.5 kV；锥孔电压：15 V；数据采集速率：2 Hz。

结论

⽣物制药⾏业中的液相⾊谱仪器组合通常涵盖性能和规格各不相同的多种配置。在⽅法⽣命周期管理过程中有必

要评估仪器在不同LC平台上提供⼀致和相当结果的能⼒。本研究表明，ACQUITY Premier LC系统能够在两种不同

的ACQUITY Premier LC系统之间重现HILIC分析的结果，同时可提供与传统⽅法相当的性能。在峰⾯积百分⽐、

保留时间和GU计算值⽅⾯观察到的⾼度⼀致性证明，ACQUITY Premier系统⾮常适⽤于⽣物制药的开发和⽣产活

动。

8借助ACQUITY Premier LC平台增强各⽣物制药实验室的⼀致性



参考资料

Delano, et al.Using Hybrid Organic-Inorganic Surface Technology to Mitigate Analyte Interactions with 

Metal Surfaces in UHPLC.Anal.Chem. 2021, 93, 14, 5773‒5781.

1. 

Birdsall et al.Reducing Metal-Ion Mediated Adsorption of Acidic Peptides in RPLC-Based Assays using 

Hybrid Silica Chromatographic Surfaces.Journal of Chromatography B. 2021; 1179. 

2. 

Liu X., Lauber M. MaxPeak⾼性能表⾯技术改善游离N-糖的HILIC分析.沃特世应⽤纪要, 2021.720007263ZH

。

3. 

Higel F, et al. N-glycans of Complex Glycosylated Biopharmaceuticals and Their Impact on Protein 

Clearance.European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics.2019; 139, 123‒131.

4. 

Yu, Y. 将新型游离寡糖标记试剂RapiFluor-MS与集成式UPLC-FLR/QTof MS系统相结合⽤于分析低丰度N-糖

.沃特世应⽤纪要, 2015.720005383ZH.

5. 

Zhang X, Reed C, Shion H, Alley W, Birdsall R, Yu Y. 使⽤BioAccord系统提⾼⽣物类似药N-糖分析的⼯作效

率和可信度.沃特世应⽤纪要, 2019.720006545ZH.

6. 

Zhang X, Kellett J, Birdsall R, Yu Y. 使⽤配备MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY Premier解决⽅案

改善⽣物治疗药物开发中的游离N-糖分析.沃特世应⽤纪要, 2021.720007261ZH.

7. 

特⾊产品

ACQUITY Premier系统 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135077739>

⽣物制药领域专⽤的BioAccord LC-MS系统 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135005818

>

UNIFI⽣物制药平台解决⽅案 <https://www.waters.com/10195515>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>

ACQUITY QDa质谱检测器 <https://www.waters.com/134761404>
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