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摘要

采⽤反相液相⾊谱与串联质谱联⽤系统（RPLC-MS/MS或MSE）的传统肽图分析⽅法表征糖肽⽔平的糖基化可能

具有挑战性。这些⽅法通常采⽤碰撞诱导解离(CID)作为碎裂技术，该技术对于不稳定修饰的位点特异性分析具有

局限性。电⼦捕获解离(ECD)使糖基基团能够保留在肽⻣架上，并允许使⽤所得碎⽚离⼦可靠地分配位点。本研究

证明，采⽤SELECT SERIES Cyclic IMS仪器上的ECD功能能够对ENBREL（依那西普）的11种O-糖肽进⾏明确的

糖基化位点位置匹配。

优势

ECD碎裂产⽣关键的位点特异性O-糖基化信息■

SELECT SERIES Cyclic IMS仪器具有更⾼的灵敏度、分离度和IMS功能，提供全⾯的分析⼯具来揭⽰这组复杂

的⽣物治疗药物属性

■
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简介

在哺乳动物系统中⽣产的重组⽣物治疗药物通常包含各种翻译后修饰(PTM)，其中最复杂的⼀种翻译后修饰是糖基

化。糖基化在⽣物治疗药物的稳定性、活性和免疫原性⽅⾯发挥重要作⽤1，必须得到明确表征和监测。与N-糖基

化中存在占据天冬酰胺位点的共有序列不同1，如果以适当的3D结构基序呈现给糖基转移酶和糖苷酶，任何暴露的

丝氨酸或苏氨酸位点都可能发⽣O-糖基化。这意味着在缺少背景结构知识的情况下，它们可能⽆法预测且难以表

征。

利⽤肽图分析技术在位点⽔平上分析PTM，通常通过具有CID碎裂功能的RPLC-MS/MS，经b和y离⼦的形成来确认

肽序列。CID的缺点在糖基化等不稳定修饰中很明显，在这些条件下容易发⽣糖苷键去除，从⽽产⽣截断的糖基链

，⽽全肽⻓度的糖肽不会。另⼀⽅⾯，ECD是⼀种正交碎裂技术，其中多电荷肽离⼦通过受限的低能量电⼦束2。

⾼能电⼦直接转移到⺟离⼦上，所得⾃由基物质可以促进肽⻣架在N-Cα键处快速碎裂，从⽽产⽣c型和z型离⼦3。

SELECT SERIES Cyclic IMS仪器可以根据实验需要把ECD池灵活地安装在IMS之前或之后，如图1所⽰。

图1.在IMS之前或之后安装有ECD的SELECT SERIES Cyclic IMS仪器配置

本研究使⽤ENBREL（依那西普）作为模型化合物，通过LC-HDMSE CID碎裂或LC-HDMS (ECD MS)碎裂机制研究

O-糖基化位点鉴定。ENBREL是⼀种⾼度糖基化的⼆聚体融合蛋⽩，其包含通过延伸的O-糖基化过渡结构域与单

克隆抗体Fc结构域融合的TNFR结构域。据之前的研究4所报道，在该过渡区域中存在3个N-糖基化位点和多达13个

O-糖基化位点。其中许多O-糖基化位点彼此⾮常接近，因此使⽤ECD碎裂模式区分位置异构体⾄关重要。
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结果与讨论

使⽤与SELECT SERIES Cyclic IMS仪器联⽤的ACQUITY UPLC I-Class系统，通过LC-MS分析ENBREL（依那西普

）的还原和烷基化胰蛋⽩酶酶解物。利⽤柱温保持在60 °C的ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱（130 Å，1.7 

mm，2.1 × 100 mm，部件号：186009488 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/columns/186009488-acquity-premier-peptide-csh-c18-

column-130a-17--m-21-x-100-mm-1-.html> ），对酶解物进⾏⾊谱分离。流动相A和B分别为0.1%甲酸的⽔溶

液和0.1%甲酸的⼄腈溶液，使⽤的线性梯度为流动相B在25 min内从1%增加到35%。对于HDMSE，将SELECT 

SERIES Cyclic IMS设置为单圈IMS模式（离⼦淌度设置如下：⾏波⾼度以1.8 V/ms的速率从12 V增加到26 V；进样

时间为10 ms；分离时间为2 ms；总运⾏周期为46 ms）。

图2显⽰了利⽤LC-HDMSE分析ENBREL胰蛋⽩酶酶解物得到的BPI⾊谱图。通过MS1检测到11种O-糖肽物质，并通

过具有ECD碎裂功能的靶向LC-HDMS/MS（ECD池位于cIMS之后）进⼀步研究了特征性糖苷碎裂模式。⼿动分析

糖肽的ECD⽚段，评估其中各种物质的占位信息。

图2.通过RPLC/HDMSE（单圈IMS）分析ENBREL（依那西普）的胰蛋⽩酶酶解物得到的BPI⾊谱图

ECD是⼀种快速碎裂技术，可⽣成c和z肽⻣架离⼦，同时保留游离寡糖结构并提供占位信息。该技术特别适⽤于

区分单糖基化肽和多糖基化肽的位置异构体。在许多情况下，这些异构体通过⾊谱分离，但如果缺少ECD碎裂进
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⾏明确分析，分析⼈员将⽆法知道哪些位点经过修饰。

⼀个显著的例⼦（图3）显⽰了两种同分异构体糖肽T19 (SMAPGAVHLPQPVSTR) + 2个HexNAc + 2个Hex + 1个

NeuAc (m/z 890.7, 3+)的ECD谱图。c系列中的碎⽚离⼦对于两种异构体⽽⾔是相同的，直到c14碎⽚离⼦才有所

不同，其对应于位置Ser199。来⾃RT 11.7 min处⾊谱峰的c14离⼦确认了Ser199上存在1个唾液酸化“核⼼1”O-糖

。来⾃该峰的c15离⼦包含Ser199上的该唾液酸化核⼼1 O-糖以及位置Thr200上的⾮唾液酸化O-糖。该系列中的z离

⼦⽀持这⼀分配结果，因为存在带有⾮唾液酸化O-糖的z2（对应于Thr200），并且存在带有唾液酸化及⾮唾液酸化

O-糖的z3（包含S199和Thr200两者）。对于RT 11.9 min处的第⼆个T19峰，ECD谱图⽀持相反的分配结果：可以观

察到带有⾮唾液酸化O-糖的Ser199以及带有唾液酸化O-糖的Thr200。

图3.RT 11.7 min和11.9 min处LC-HDMS/MS峰(m/z 890.7, 3+)的ECD质谱图。带有2个HexNAc + 2个Hex + 1个

NeuAc的T19胰蛋⽩酶肽(SMAPGAVHLPQPVSTR)的选定m/z。ECD碎裂确认了两种核⼼1 O-糖的位置以及位置

14和15处的鉴定结果。

对其余9种O-糖肽物质的ECD谱图以类似的⽅式进⾏检查，O-糖占位结果如表1所⽰。发现T1肽(

LPAQVAFTPYAPEPGSTCR)在位置Thr8处包含单⼀或双唾液酸化O-糖。除之前所述的T19肽的两种O-糖变体外

，还检测到另外五种糖型。RT 10.9 min和12.2 min处的物质分别对应于带有1个HexNAc的Ser199以及带有1个

HexNAc + 1个Hex或1个HexNAc + 1个Hex + 1个NeuAc的Thr200。还检测到单O-糖基化形式的T19，其中Ser199

或Thr200被1个HexNAc + 1个Hex + 1个NeuAc占据。最后⼀种T19糖型被双重占据，Ser199和Thr200各⾃被1个

HexNAc + 1个Hex + 1个NeuAc占据。最后⼀个例⼦是T22-23 (THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK)，它是该融
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合蛋⽩的铰链区的胰蛋⽩酶肽之⼀。ECD数据确认了单O-糖基化位点Thr245，其中存在单或双唾液酸化核⼼1 O-糖

。

表1.通过ECD鉴定出的ENBREL（依那西普）O-糖肽和糖基化位点列表

结论

ECD是⼀种强⼤的正交碎裂技术，与CID互补，通常能够保留不稳定的修饰（例如糖基化），由此实现肽⻣架的优

选碎裂。这样可以在单个糖肽上的多个位点被占据的情况下更可靠地表征糖基化位点并实现明确的占位分配。

ENBREL（依那西普）这类蛋⽩质包含多个彼此邻近的O-糖基化位点，本研究证明Cyclic IMS平台上的ECD对该蛋

⽩质实现了成功表征。

ENBREL是IMMUNEX Corporation的商标。Cyclic、SELECT SERIES和ACQUITY是沃特世科技公司的商标。 
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