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摘要

本⽂介绍了⼀种改良版GlycoWorks™ RapiFluor-MS™流程，在不影响数据质量或易⽤性的前提下，提⾼了FLR和

MS检测低丰度游离N-糖的灵敏度。更新后的流程与基于NHS-氨基甲酸酯修饰的普鲁卡因胺(InstantPC™)的⽅法

相⽐，在提⾼检测灵敏度和减少N-糖过度标记⽅⾯表现出优异的性能。

优势

改良版GlycoWorks流程在不牺牲易⽤性的前提下，将FLR灵敏度提⾼3倍，MS灵敏度提⾼2倍■

FLR灵敏度和MS灵敏度分别是配备IPC的Agilent™ AdvanceBio™ Gly-X™ N-糖前处理试剂盒的1.5倍和2.5倍■

与配备IPC的Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理试剂盒相⽐，N-糖过度标记减少1.5-2倍■

简介

N-糖基化是在⽣物治疗药物开发过程中受到密切监测的关键质量属性(CQA)。⽣物治疗药物的N-糖谱会影响清除率

、效应功能和免疫原性1,2。 例如，据报道，⾼⽢露糖聚糖可缩短治疗性抗体的⾎清半衰期3。 因此，快速且耐⽤

的N-糖分析⽅法对于⽣物治疗药物的⾼效开发和批准很有必要。此外，这些⽅法必须⾜够灵敏，以检出低丰度糖
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型的变化，例如⾼⽢露糖5 (Man5)。

Waters™ GlycoWorks RapiFluor-MS (RFMS) N-糖标记试剂盒提供了⼀种快速、简便的N-糖释放和标记⽅法，可

实现灵敏的荧光和MS检测。该流程包括⽤PNGase F快速释放N-糖、⽤RFMS标记游离N-糖，并通过HILIC-SPE净

化样品。整个流程需要1‒2⼩时，具体取决于制备的样品量，且适⽤于各种样品4-7。

在本应⽤纪要中，通过增加起始样品量，RFMS标记N-糖的FLR检测灵敏度提⾼了3倍，MS检测灵敏度提⾼了2倍

。本研究报告了使⽤这种灵敏度提升⽅案制备的样品的N-糖谱和HILIC-SPE回收率，并与Agilent AdvanceBio 

Gly-X N-糖制备和净化试剂盒进⾏了⽐较。最后评估了游离N-糖的过度标记现象，与配备InstantPC (IPC)的

Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理试剂盒相⽐，GlycoWorks试剂盒能够将N-糖的过度标记减少1.5‒2倍。

实验

GlycoWorks的样品前处理

使⽤GlycoWorks RapiFluor-MS Eco N-糖试剂盒（P/N：176005289 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/application-kits/176005289-glycoworks-rapi-fluor-ms-n-

glycan-eco-starter-kit---24-samples.html> ）制备RFMS标记的游离N-糖。按照应⽤纪要720005506中发布的

⽀持QC/⾃动化的⽅案制备试剂和样品。简⽽⾔之，就是将10 μL样品（4 mg/mL，40 µg；1.5 mg/mL，15 µg）

与10 μL RapiGest™ SF表⾯活性剂(3%)混合，并在90 °C下加热3分钟。在室温下冷却3分钟后，加⼊10 μL稀释后

的PNGase F，并将样品在50 °C下加热5分钟。将样品在室温下冷却3分钟，⽤10 μL RFMS (82.5 µg/ μL)处理、混

合，并在室温下放置5分钟。按照《GlycoWorks维护和使⽤⼿册》(715005359 <

https://www.waters.com/waters/support.htm?lid=134956186&lcid=134956185&type=USRM> )，通过

HILIC-SPE净化样品，然后不稀释直接分析。

Gly-X的样品前处理

使⽤配备IPC的Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理试剂盒（P/N：GX96-IPC），按照⽤⼾⼿册(5994-1231EN 

<https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/5994-1231EN.pdf> )中所述的步骤制备IPC标记的

游离N-糖。所有试剂均按照⽤⼾⼿册中的说明制备。简⽽⾔之，就是将20 μL样品（2 mg/mL，40 µg；0.75 

mg/mL，15 µg）与2 µL Gly-X变性剂混合，并在90 °C下加热3分钟。在室温下冷却2分钟后，加⼊2 μL N-聚糖酶

⼯作溶液，并将样品在50 °C下加热5分钟。⽴即加⼊5 μL IPC染料溶液，将样品在50 °C下加热1分钟。按照⽤⼾⼿

册中所述的步骤，使⽤Agilent AdvanceBio Gly-X InstantPC净化模块（P/N：GX96-102），通过HILIC-SPE净化
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样品，然后不稀释直接分析。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC™ H-Class (FLR)或ACQUITY 

Premier UPLC (MS)

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH™ Amide游离寡糖分析专⽤

柱, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 x 100 

mm（P/N：186009523）

柱温： 60 ℃

样品温度： 6 °C

进样体积： 1 µL

流动相A： 50 mM甲酸铵，pH 4.4（LC-MS级，

P/N：186007081）

流动相B： ⼄腈

梯度表
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ACQUITY UPLC FLR检测器设置

λex (RFMS)： 265

λem (RFMS)： 425

λex (IPC)： 285

λem (IPC)： 345

采样速率： 2 Hz

Xevo G2-XS QToF检测器设置

质量范围： 50~2000 m/z

电离模式： ESI+

分析器模式： 灵敏度

实验类型： MSE

采样速率： 1 Hz

⽑细管电压： 3.00 kV

锥孔电压： 80 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 300 °C

锥孔⽓流速： 50 L/h
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脱溶剂⽓流速： 800 L/h

碰撞能量： 6 V

⾼能阶梯： 15-40 V

结果与讨论

对RFMS标记N-糖具有更⾼的灵敏度

本研究使⽤起始样品量增加的改良版GlycoWorks流程，从单克隆抗体(NISTmAb)和⽜胎球蛋⽩的混合物中释放并

标记N-糖。这种糖蛋⽩混合物可涵盖各种N-糖，包括mAb中丰度更⾼的低天线度中性形式，以及胎球蛋⽩中存在

的⾼天线度、⾼度唾液酸化的形式。图1显⽰了使⽤传统（每种糖蛋⽩15 µg）和改良版（每种糖蛋⽩40 µ

g）GlycoWorks流程制备的RFMS标记N-糖的HILIC-FLR⾊谱图。两张⾊谱图均显⽰了NISTmAb/胎球蛋⽩混合物

的预期N-糖谱。使⽤改良版GlycoWorks流程制备的样品，其HILIC-FLR⾊谱图的信号是使⽤传统流程制备的样品

的3倍。HILIC-MS⾊谱图也表现出类似的信号增加（请参阅下⾯的信噪⽐数据）。
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图1.使⽤传统和改良版GlycoWorks流程制备的NISTmAb/胎球蛋⽩标记游离

寡糖的HILIC-FLR⾊谱图。改良版GlycoWorks流程产⽣的信号强度是传统流

程的3倍，获得了相当的糖谱。

使⽤GlycoWorks试剂盒从40 µg和15 µg选定NISTmAb和胎球蛋⽩样品中释放N-糖得到的相对FLR峰丰度如图2所

⽰。起始样品量从15 µg增加到40 µg时，NISTmAb和胎球蛋⽩的N-糖分布均未发⽣变化。这些结果证明了该试剂

盒在各种样品浓度下的有效性，并证实可以提⾼检测灵敏度，且不会对释放和标记反应产⽣任何不利影响。图中

显⽰了HILIC-SPE净化前后的相对丰度，证明⽆论样品浓度如何，净化步骤均不具备选择性。
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图2.使⽤传统(15 µg)和改良版(40 µg) GlycoWorks流程制备的样品在净化

前后的相对N-糖谱⽐较。误差棒代表标准偏差(n=4)。起始样品量从15 µg

增加到40 µg时，N-糖分布未发⽣变化。

与Agilent AdvanceBio试剂盒⽐较

本研究还使⽤了配备IPC的Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理试剂盒，从相同的NISTmAb/胎球蛋⽩混合物

（两种浓度，每种糖蛋⽩分别40 µg和15 µg）中释放和标记N-糖，⽐较了Gly-X的结果与使⽤Glycoworks获得的

结果。⽆论起始样品量为多少，GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒均提供相当的N-糖谱（⻅图3中的MS⾊谱图

）。
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图3.使⽤GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒制备的NISTmAb/胎球蛋⽩标记

游离寡糖的HILIC-MS⾊谱图。两张⾊谱图均显⽰了从每种糖蛋⽩40 µg的混

合物制备的标记游离N-糖，并获得相当的N-糖谱。GlycoWorks试剂盒产⽣

的MS信号强度约为AdvanceBio的2倍。

本研究通过⽐较样品净化前后FA2 N-糖的FLR峰⾯积，评估了两种试剂盒的HILIC-SPE回收率（图4）。对于每种

糖蛋⽩15 µg的样品，两种试剂盒的SPE回收率相当。但对于每种糖蛋⽩40 µg的样品，GlycoWorks净化试剂盒产

⽣的回收率是AdvanceBio试剂盒的1.5倍。GlycoWorks试剂盒的SPE回收率随样品量增加⽽提⾼。这⼀结果符合

预期，因为样品总浓度增加时，净化过程中样品损失的相对⽔平减少。AdvanceBio试剂盒的SPE回收率随样品量

增加⽽降低，可能是因为SPE程序的容量有限（建议不超过40 µg糖蛋⽩）。
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图4.GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒对每种糖蛋⽩15 µg和40 µg的混合物

样品的HILIC-SPE回收率。误差棒代表标准偏差(n=4)。对于每种糖蛋⽩15 

µg的样品，两种试剂盒的SPE回收率相当。但对于每种糖蛋⽩40 µg的样品

，GlycoWorks净化试剂盒产⽣的回收率是AdvanceBio试剂盒的1.5倍。

在选择游离N-糖分析的样品前处理试剂盒时，应考虑信噪⽐(SNR)，确保检出低丰度糖型的变化。使⽤

GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒制备的标记游离N-糖的FLR和MS检测的SNR如图5所⽰。⽆论起始样品量为多

少，GlycoWorks试剂盒的MS检测都⽐AdvanceBio试剂盒更灵敏。对于FLR检测，当起始样品量为每种糖蛋⽩40 

µg时，GlycoWorks试剂盒的检测灵敏度⾼于AdvanceBio试剂盒；但当起始样品量为每种糖蛋⽩15 µg时，

GlycoWorks试剂盒的检测灵敏度低于AdvanceBio试剂盒。在样品量较⼤的情况下，GlycoWorks试剂盒的FLR灵

敏度可能优于AdvanceBio试剂盒，因为它的SPE回收率更⾼。
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图5.使⽤GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒制备的标记游离N-糖的FLR和MS

检测的信噪⽐。误差棒代表标准偏差(n=4)。当起始样品量为40 µg时，

GlycoWorks试剂盒MS检测的SNR是AdvanceBio试剂盒的2.5倍；FLR检测

的SNR是AdvanceBio试剂盒的1.5倍。当起始样品量为15 µg时，

GlycoWorks试剂盒MS检测的SNR是AdvanceBio试剂盒的1.5倍；但

AdvanceBio试剂盒FLR检测的SNR是GlycoWorks试剂盒的1.5倍。

游离N-糖的过度标记

GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒均依赖于游离糖胺与N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)酯的化学交联，类似于蛋⽩质中

的赖氨酸残基与经过修饰的NHS酯交联。但是，蛋⽩质与NHS酯发⽣交联后可能会与赖氨酸以外的亲核位点（例

如N-端、酪氨酸、丝氨酸和苏氨酸）发⽣反应，导致过度标记8。 因此，对于使⽤GlycoWorks和AdvanceBio试

剂盒制备的标记游离N-糖，同样应该仔细检查是否存在多个RFMS或IPC分⼦的过度标记情况。过度标记游离N-糖

将导致保留时间漂移，进⽽可能导致低丰度N-糖的鉴定和定量分析结果不准确。

本研究通过对双标记和单标记FA2以及A3G3S3 N-糖的提取离⼦流⾊谱图(EIC)进⾏积分，测量了RFMS和IPC的过

度标记情况。图6显⽰了使⽤GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒制备的样品中双标记物质占双标记物质与单标记物

质总和的百分⽐。对于这两种试剂盒，A3G3S3 N-糖均⽐FA2 N-糖表现出更多的过度标记现象，并且当起始样品

量从15 µg增加到40 µg时，过度标记现象均略有增加。值得注意的是，使⽤GlycoWorks试剂盒制备的样品与使⽤
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AdvanceBio试剂盒制备的样品相⽐，过度标记现象少1.5‒2倍。这些结果凸显了GlycoWorks试剂盒的显著优势

：能够降低因过度标记⽽导致低丰度N-糖鉴定和定量分析结果不准确的⻛险。

图6.使⽤GlycoWorks和AdvanceBio试剂盒制备的样品中FA2和A3G3S3 N-

糖的过度标记结果。误差棒代表标准偏差(n=4)。使⽤GlycoWorks试剂盒制

备的样品与使⽤AdvanceBio试剂盒制备的样品相⽐，过度标记现象少

1.5‒2倍。

11⼀种具有更⾼检测灵敏度的改良版GlycoWorks流程



结论

快速、耐⽤且灵敏的N-糖分析⽅法对于⽣物治疗药物的⾼效开发和批准很有必要。本研究建⽴了⼀种改良版

GlycoWorks流程，能够提⾼检测灵敏度，且不会对标记游离N-糖的相对定量分析产⽣不利影响。这个新流程可通

过增加起始样品量使FLR SNR增加3倍，MS SNR增加2倍。在较⾼的样品浓度下，GlycoWorks试剂盒与配备IPC

的Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理试剂盒相⽐，表现出更⾼的SPE回收率、FLR灵敏度（1.5倍）和MS灵敏

度（2.5倍）。此外，使⽤GlycoWorks试剂盒制备的样品与使⽤AdvanceBio试剂盒制备的样品相⽐，过度标记现

象少1.5‒2倍。
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UNIFI⽣物制药平台解决⽅案 <https://www.waters.com/10195515>

UNIFI科学信息系统 <https://www.waters.com/134801648>

ACQUITY UPLC FLR检测器 <https://www.waters.com/514222>
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