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前言

重组单克隆抗体治疗药物 (mAb)是最大的一组治疗性蛋白药物。此类治疗性药物的有效

性高度依赖于 mAb 正确的糖基化模式，且迄今为止，所有批准的治疗性 mAb 均为免疫

球蛋白 G (IgG) [1]。人类 IgG 的每个重链上均含有一个保守的 N 连接糖基化位点 [2]。

N连接糖基化是一种极为重要且非常复杂的翻译后修饰，需要在糖蛋白药物开发、加工

和生产的每个阶段对其进行控制、监测与了解 [3]。此外，治疗性蛋白的安全性、有效性

和血清半衰期等特性也会因糖基化模式的不同而受到影响。因此，糖基化模式分析是表

征治疗性糖蛋白（尤其是 mAb）的一个重要部分。

虽然已有多种不同的方法用于糖基化分析。但是，大部分的方法均基于酶解蛋白，从

mAb 中释放多糖，然后通过标记试剂（例如 2-氨基苯甲酰胺，2-AB）进行进一步的衍生

化 [4]。由于糖基缺少发色团，所以荧光检测前需先采用 2-AB（中性）标签标记。而由

于标记后的多糖结构极为亲水，因此将亲水相互作用色谱（通常称为 HILIC）作为首选的

分离技术。采用配合荧光检测的 HILIC分离是一种非常稳健的糖基化分析方法，同时

HILIC/LC 还可与质谱联用，以获得重要的质量及结构信息。
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在本应用简报中，我们介绍了 AdvanceBio 糖谱分析色谱柱，这

是一种亚 2 µm HPLC 色谱柱，具有新型 HILIC 酰胺化学技术，用

于高通量糖基化分析。与现有的 HPLC 色谱柱技术相比，该色谱

柱及方法可增强多糖的分离，且减少了 40%的洗脱时间。为了阐

释 AdvanceBio糖谱分析色谱柱的实用性，我们以 2-AB标记后

的人类 IgG N 连接糖链样品为例进行研究。

材料与方法

条件，超高分离度

色谱柱： Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱，

2.1 × 150 mm，1.8 µm（部件号 859700-913）

多糖文库： 安捷伦 2-AB 标记的人类 IgG N 连接糖链，

200 pmol（部件号 5190-6996）

洗脱液： A) 100 mM 甲酸铵，pH 4.5

B) ACN

进样量： 2 µL，溶液为 70/30 乙腈/水

采用相同的条件评价不同梯度下的快速分离。

工作流程见图 1。

结果与讨论

快速分离

1.8 µm 粒径的 AdvanceBio 糖谱分析 HILIC 色谱柱可提供极快的

糖基化分析，整个分析可在 10 min内完成（图 2和表 1）。表 2

列出了 IgG 样品中各个色谱峰归属及主要的糖链结构。

图 2 条件

梯度： 时间 (min) % B 流速 (mL/min)

0 75 1.0

12 60 1.0

12.15 40 0.5

12.5 40 0.5

12.9 75 0.5

13.05 75 1.0

15 75 1.0

图 1. 采用 Agilent AdvanceBio 糖谱分析 HILIC 色谱柱及荧光检

测进行 2-AB 标记人类 IgG 糖基化分析的总工作流程解决方案

图 2. Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱可在 10 min 内快速分

离 2-AB 标记的人类 IgG N 连接糖链

表 1. 快速分离 2-AB 标记的人类 IgG N 连接糖链所得的分离结果
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糖谱分析色谱柱 3.93 1.63 1.70 3.05 2.09 0.059 298 135
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超高分离度分离

1.8 µm 粒径的 AdvanceBio 糖谱分析 HILIC 色谱柱可在分析时间

略微增加的情况下，提供超高的分离性能（图 3 和表 3）。在该分

离中，2-AB 标记的人类 IgG N 连接糖链得到了高度分离，并实现

高灵敏度检测。

1 G0 10 G2FB

2 G0F 11 G1FS1

3 G0FB 12 A1

4 G1F 13 A1F

5 G1F’ 14 A1FB

6 G1FB 15 A2

7 G1FB
Man6

16 A2F

8 G2 17 A2FB

9 G2F

N-

N-

表 2. IgG 各个色谱峰归属及主要的糖链结构
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图 3 条件

柱温： 55 °C

梯度： 时间 (min) % B 流速 (mL/min)

0 80 0.5

25 60 0.5

26 0 0.5

27 80 0.5

30 80 0.5

检测器： 荧光，激发波长 = 260 nm，发射波长 = 430 nm

仪器： Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统，配有 Agilent

1260 Infinity 荧光检测器

图 3. 采用安捷伦 1.8 µm AdvanceBio 糖谱分析 HILIC 色谱柱对 2-AB 标记的人类 IgG N 连接糖链实现超高分离度的分离

表 3. 2-AB 标记的人类 IgG N 连接糖链的高分离度分离结果

色谱柱

平均

RT (min) RS 2,1 RS 3,2 RS 4,3 RS 6,5
平均

PW (min)
Bp (bar),
20% B 峰容量

糖谱分析色谱柱 12.7 2.60 2.90 5.43 2.81 0.0741 298 221
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性能比较

在相同色谱条件下，与其他供应商 2.1 × 150 mm 配置的色谱柱相

比，AdvanceBio糖谱分析色谱柱可提供更高的分离度、更窄的色

谱峰和更高的峰容量，且其分离时间可缩短 40%（图 4 和表 4）。

图 4. 与其他供应商相同尺寸的色谱柱在相同条件下比较发现，Agilent AdvanceBio 糖谱分

析色谱柱 (B)可提供更高的分离度、更窄的色谱峰及更高的峰容量，且分离时间缩短 40%

表 4. Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱与其他供应商色谱柱的比较结果显示其具有更快的分离速度
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其他供应商的糖谱分析色谱柱 (A) 20.2 1.77 1.94 3.39 2.10 0.1085 349 214

Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱 (B) 12.7 2.60 2.90 5.43 2.81 0.0741 298 221
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在另一项比较中，对两种色谱柱采用类似的条件（梯度偏移调整为

5% B）进行超快速分离。同样的，与其他供应商的 2.1 × 150 mm

配置的色谱柱相比，AdvanceBio多糖分析色谱柱可提供更高的

分离度、更窄的色谱峰、更高的峰容量（图 5 和表 5）。

图 5.超快速分离比较：与配置相同的其他供应商色谱柱相比，相同分离时间内，AdvanceBio糖

谱分析色谱柱 (B) 提供了更高的分离度、更窄的色谱峰、更高的峰容量

表 5. Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱与其他供应商色谱柱的比较结果显示其分离度更高
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其他供应商的糖谱分析色谱柱 (A) 4.32 1.02 1.39 1.92 1.59 0.078 375 101

Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱 (B) 3.93 1.63 1.70 3.05 2.09 0.059 298 135
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化学稳定性

AdvanceBio糖谱分析色谱柱在温度升高的情况下，仍旧能够表

现出绝佳的使用寿命稳定性。图 6 详细比较了 60 °C 下，5000 次

进样后的稳定分离性能。比较发现，该色谱柱在重复进样后仍能

保持良好的峰形、保留时间和灵敏度。

结论

与其他 HPLC色谱柱技术相比，基于 HLIC的安捷伦 AdvanceBio

糖谱分析色谱柱可提供高灵敏度、高效率的糖基化分离且洗脱时

间缩短 40%。此外，该色谱柱在至少 5000个柱体积以内还具有

绝佳的化学稳定性。
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更多信息

这些数据代表典型结果。有关我们的产品与服务的详细信息，

请访问我们的网站 www.agilent.com/chem/cn
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图 6. 寿命试验前后 Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱进行糖

基化分离所得的叠加图（HILIC QC 条件： 10:90 100 mM pH 4.4

甲酸铵 : 乙腈，流速 0.2 mL/min，4 min，60 °C，胞嘧啶）


