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摘要
胰高血糖素样肽-1 (GLP-1) 类似物是一类模拟天然 GLP-1 激素的合成多肽。GLP-1 类
似物的研发非常重要，因为它们对糖尿病和肥胖症的治疗具有重要意义。使用安捷
伦高分辨 LC/Q-TOF 对合成多肽进行表征，可提供有关 GLP-1 类似物的关键质量信
息。在 LC/MS 工作流程中应用基于电子的碎裂技术，是实现蛋白质和多肽的序列
及修饰分析的有效方法。本应用简报介绍了使用配备 Agilent ExD Cell（用于电子
捕获解离）的 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统对利拉鲁肽、司美格鲁
肽和替尔泊肽三种 GLP-1 类似物进行表征。Agilent ExDViewer 是一种高效易用的
软件工具，可用于分析蛋白质和多肽产生的各种类型的碎裂数据。本应用简报使用 
ExDViewer 的目标物解卷积工作流程进行了深入的序列分析，表征人工设计修饰，
并重点展示了该软件在碎片化趋势可视化和数据质量评估方面的强大分析能力。

多种 GLP-1 类似物的全面表征
使用配备电子捕获解离技术的 Agilent 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF 和 ExDViewer 软件
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前言
GLP-1 是一种可与 GLP-1 受体结合的胰岛素刺激激素 [1,2]。
2019 年，首个 GLP-1 类似物获得美国食品药品监督管理局 
(FDA) 批准，用于治疗 2 型糖尿病；2020 年，GLP-1 类似物
又获准用于治疗肥胖症[3,4]。随着 GLP-1 类似物的应用日益广
泛，建立准确的质谱 (MS) 方法进行结构表征、纯度检测和仿
冒品分析非常重要。

使用电子捕获解离 (ECD) 对合成多肽进行 LC/MS/MS 分析可
获得详细的序列、修饰和纯度信息。与碰撞诱导解离 (CID) 相
比，ECD 被认为是一种“更温和”的碎裂方法，能够有效保
留各种修饰，例如 GLP-1 类似物中的脂肪酸修饰。这样就可
以在有效裂解多肽主链的同时，实现修饰位点的定位与表征 
（图 1）。此外，通过 ECD 对氨基酸侧链进行次级碎裂可以
为序列鉴定提供更多证据，并能实现天冬氨酸和异天冬氨酸
等氨基酸异构体的鉴别研究[5,6]。Agilent ExD Cell 和 Agilent 
ExDViewer 软件为具有复杂结构的合成多肽的详细表征提供了
强大的解决方案。

本应用简报介绍了三种 GLP-1 类似物的 LC/MS/MS 分析：
司美格鲁肽、利拉鲁肽和替尔泊肽。实验采用配备 ExD Cell
（用于实现  ECD）的  6545XT LC/Q-TOF 进行分析。使用 
ExDViewer 通过目标物解卷积工作流程分析 MS/MS 碎片谱
图，该工作流程专门针对电子碎裂特有的氢转移和侧链碎裂等
现象进行了优化[7]。此外，ExDViewer 还提供了实用工具，可
用于可视化碎片化趋势并评估 ECD 和 CID 实验的数据质量。
通过结合 ExD 硬件和软件，这些方法能够快速深入地表征具
有非标准残基的多肽序列以及人工设计的修饰。
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图 1. 司美格鲁肽的结构示意图，第 2 位氨基酸为非典型氨基酸 2-氨基异丁酸，
以字母 B 表示。第 20 位的赖氨酸通过双氨基二乙氧基乙酰 (2xAdo) 和 γ-谷氨酸
连接子修饰有 C18 脂肪酸。利拉鲁肽和替尔泊肽的赖氨酸修饰结构与之相似，
只是连接子和脂肪酸基团有所不同

实验部分

试剂与标准品
 – 安捷伦 ESI-L 调谐混标（部件号 G1969-85000），含有 

2.5 µg/mL 蜂毒素（部件号 G1997-85001）

 – 甲酸，99.0%+，Optima LC/MS 级，货号 A-117-50，Fisher 
Chemical（货号 A-117-50）

 – 乙腈，99.9%+ LC/MS 级，Supelco OmniSolv（货号 
AX0156-6）

 – 利拉鲁肽，Sigma（货号 SML3925）

 – 司美格鲁肽，AstaTech（货号 AT35750）

 – 替尔泊肽，AstaTech（货号 AT40456）

样品前处理
将每种样品用含 0.1% 甲酸的 15% 乙腈溶液配制成 10 µM 浓
度。对于液相色谱实验，将三种样品等体积混匀后进行分析。

HPLC 色谱柱
 – Agilent AdvanceBio 肽谱分析色谱柱 120 Å, 2.1 × 150 mm, 

2.7 µm（部件号 653750-902）

https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=653750-902
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仪器
 – Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统

 – Agilent 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A)

 – Agilent 1290 Infinity II Multisampler (G7167B)

 – Agilent 1290 Infinity II 柱温箱 (G7116B)

 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF MS，配备 Agilent 
ExD Cell

软件
 – 用于 LC/Q-TOF 的 Agilent MassHunter 采集软件，11.0 版

 – Agilent ExDControl 软件，3.6 版

 – Agilent ExDViewer 软件，4.6.12 版

液相色谱方法
大多数 ECD 实验采用本应用简报中所述的 LC 方法。但 ExD 
Cell 调谐及电荷态依赖性碎裂研究采用了直接进样方式。使用 
500 µL 进样针，以 10–20 µL/min 的速度直接进样。使用 PEEK 
管将样品从进样针传输到安捷伦双 AJS 离子源的雾化器进样
口。图 2 显示了三种 GLP-1 类似物混合物的色谱分离情况。

Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统

色谱柱 
Agilent AdvanceBio 肽谱分析色谱柱 120 Å, 2.1 × 150 mm, 
2.7 µm

流动相 A LC/MS 级水 + 0.1% 甲酸

流动相 B 乙腈 + 0.1% 甲酸

流速 0.400 mL/min

进样量 10 µL

柱温 60 °C

梯度程序

时间 (min) %B 
0 20 
20 60 
20.10 80 
21.90 80 
22 20

表 1. 用于 GLP-1 类似物分析的液相色谱方法
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图 2. GLP-1 类似物混合物的色谱图。峰分别为：(A) 司美格鲁肽，(B) 利拉鲁
肽，以及 (C) 替尔泊肽

质谱方法

Agilent 6545XT Q-TOF MS 系统

离子源 安捷伦双喷射流 ESI 离子源

极性 正

气体温度 325 °C

干燥气流量 10 L/min

雾化器 35 psi

鞘气温度 275 °C

鞘气流量 12 L/min

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 2000 V

碎裂电压 175 V

锥孔电压 75 V

采集速率 2 质谱图/秒

采集模式 扩展动态范围 (2 GHz)

分离窗口 中等 (4 amu)

MS 谱图范围 m/z 120–3200 

MS/MS 谱图范围 m/z 120–3200 

表 2. LC/Q-TOF 参数

参数 设定值

前体离子选择

4+ 的首选前体离子列表：

–– m/z 938.2（利拉鲁肽）
–– m/z 1028.7（司美格鲁肽）
–– m/z 1203.6（替尔泊肽）

强度阈值 (Abs) 2000

强度阈值 (Rel) 0.01% 

质量数误差范围 20 ppm

静态排除 m/z 100–400 

同位素模型 多肽

仅使用首选离子列表 False 

表 3. 自动 MS/MS 数据采集参数

https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography/hplc-systems/bio-lc-solutions/1290-bio-lc-system
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/6545xt-advancebio-lc-q-tof
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/exd-cell-for-lc-q-tof
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/exd-cell-for-lc-q-tof
https://www.agilent.com/en/product/software-informatics/mass-spectrometry-software/data-acquisition/acquisition-for-lc-ms
https://exdviewer.agilent.com/
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靶向 ECD MS 工作流程
ExD Cell 透镜和内部灯丝由 ExDControl 软件（3.6 版）控制，
该软件与 MassHunter 采集软件一起作为单独的应用程序运
行。通过自动灯丝调谐确定最佳灯丝电流为 2.55 A，然后进行
手动调节以优化蜂毒素 ECD 碎片信号。完整离子 MS1 传输的
透镜参数是通过对调谐混标离子进行自动调谐来确定的。使用
蜂毒素 ECD 碎片离子峰来自动调谐 MS2 中用于 ECD 的透镜
参数。对于液相色谱实验，在 MassHunter 采集软件中设置了
自动 MS/MS 采集方法，具体参数如表 2 和表 3 所示。对于直
接进样实验，采用靶向 MS/MS 采集来研究各电荷态。

数据分析 

使用 ExDViewer 的 MS1 解卷积工作流程确定 GLP-1 类似物的
分子量。将原始.d 文件直接加载到 ExDViewer 中，并使用默
认参数进行解卷积。对每个色谱峰的 MS1 谱图进行平均化处
理。通过在谱图窗口中切换谱图视图来生成去电荷谱图。将文
件保存为.svg 文件并导入到 Microsoft PowerPoint 中以自定义
图表元素。

使用 ExDViewer 的目标物解卷积进行序列和修饰分析。首
先，在目标物编辑器中定义 GLP-1 类似物序列，并在 MS/MS 
结果中进行搜索。除赖氨酸修饰表征外，其余的碎片匹配均使
用默认参数。在修饰分析中，将离子评分阈值提高到 10，仅
筛选包含修饰的高质量碎片匹配结果。

前处理样品 分离 检测 分析

Agilent ExDViewerAgilent 6545XT
AdvanceBio Q-TOF，
配备 ExD Cell

Agilent 1290 Infinity II 
生物液相色谱，配备 AdvanceBio 

肽谱分析色谱柱

GLP-1 类似物

MS1 解卷积
碎片匹配

图 3. GLP-1 类似物合成多肽的 LC/MS/MS 分析工作流程
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结果与讨论

使用 ExDViewer 进行同位素分辨谱图解卷积
使用安捷伦 LC/MS/MS 工作流程分析 GLP-1 类似物，可以在
单次实验中实现分子量测定、信号异质性分析和序列测定。
ExDViewer 的非目标物解卷积算法可以有效地处理同位素分辨
谱图的信号，这类信号常见于多肽分析。MS1 解卷积可以测
定合成多肽的分子量。

图 4 显示了图 2 所示混合物中各 GLP-1 类似物的 MS1 和解卷积
谱图。解卷积谱图显示，每个色谱峰的主信号均对应于 GLP-1 
类似物，同时伴有少量丰度较低的盐加合物峰（Na+/K+）。对于
大分子蛋白质离子，ExDViewer 的同位素分辨信号解卷积与 
Agilent MassHunter BioConfirm 的最大熵解卷积形成了互补
方法。

图 4. LC 分离的 GLP-1 类似物 (A) 司美格鲁肽，(B) 利拉鲁肽和 (C) 替尔泊肽的 MS1 谱图（左）和相应的解卷积谱图（右）。解卷积质谱图中已标注单一同位素质量
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非经典氨基酸序列分析
ECD 气相碎裂技术可实现多肽主链的精确断裂，从而产生
干净且可重复的碎裂谱图，这些谱图可通过 ExDViewer 轻
松解析。司美格鲁肽和替尔泊肽含有非经典氨基酸，可以在 
ExDViewer 的 Building Block（结构单元）编辑器中将它们定
义为自定义氨基酸。在本分析中，非经典氨基酸定义为 2-氨

基异丁酸，缩写为单字母代码 B。使用在 2 Hz 下采集的单
次靶向 MS/MS 谱图，对利拉鲁肽、司美格鲁肽和替尔泊肽
的 4+ 前体离子实现了 100% 序列覆盖度。检测到多种 CID 和 
ECD 碎片离子类型 (a、b、c、d 和 w、y、z)，为序列确认提
供了补充证据（图 5）。

I
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H B E G T F T S D V S S Y L E G Q A A K E F I A W L V R G R G

Y B E G T F T S D Y S I B L D K I A Q K A F V Q W L I A G G P S S G A P P P S
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图例

图 5. (A) 司美格鲁肽、(B) 利拉鲁肽和 (C) 替尔泊肽的序列覆盖图。非标准 B 氨基酸以黄色突出显示，而修饰的赖氨酸以红色文字表示。已鉴定出几种互补的 c/z 
和 b/y 型离子。Agilent ExDViewer 碎片匹配使用默认参数
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图 6. 利拉鲁肽的代表性碎裂谱图，软件自动标注碎片为区分天冬氨酸和异天冬氨酸等同分异构氨基酸提供了证据。通过 z23
2+ 离子丢失了一个 CHO2 基团可鉴定天冬

氨酸

使用 ExD Cell 通常会产生丰富的氨基酸侧链片段，这为亮氨酸
与异亮氨酸等同分异构氨基酸的鉴别提供了额外信息。ECD 自
由基离子引发的氨基酸侧链的次级碎裂产物被称为 w 离子[4]。
ExDViewer 将自动标注侧链证据，从而简化氨基酸异构体的分
析[7]。该软件还能标注与异天冬氨酸形成（该修饰对于评估蛋

白质质量至关重要）相关的离子[6,7]。图 6 中标注的 w23
2+ 离子

为证明该位置存在天冬氨酸提供了额外的证据。将鼠标悬停
在 w23

2+ 离子上时，将显示一个信息提示框，其中给出了氢
转移百分比、质量、侧链丢失基团分子式、评分和匹配的同
位素数量。
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图 7. 司美格鲁肽 3、4 和 5+ 前体离子的碎裂途径。图 A、B 和 C 显示了仅 ECD 条件下的离子强度。图 D、E 和 F 显示了 ECD 结合 35 V 碰撞激活 (ECD+CID) 获得的
离子强度。在分析这些数据集时没有考虑内部碎片离子

ECD 和 CID 碎片化趋势可视化
ExDViewer 中自动生成的图表可清晰呈现不同实验条件下的碎
片化趋势。这种可视化对于评估数据质量非常有用。例如，离
子强度图显示了检测到的每种离子类型的信号，包括内部离子
和未鉴定离子。这些图表对于评估碰撞能量等方法参数的设置
是否合理也很有用。图 7 中的离子强度图展示了司美格鲁肽在 
ECD 或 CID 和 ECD 联用的情况下的电荷态依赖性碎裂模式。

在碰撞能量为零时，ECD 对 5+ 和 4+ 司美格鲁肽前体离子实
现了 100% 序列确认，但单独使用 ECD 难以有效裂解 3+ 前体
离子。施加 35 V 的碰撞能量后，3+ 前体离子的序列覆盖度从 
57% 提高到了 93%（图 7C 和 7F）。值得注意的是，3+ 司美
格鲁肽的碎片离子总丰度在有无 CID 时非常相近，这表明增加 
CID 后序列覆盖度的增加源于新增了不同的碎裂途径，而非碎
片离子丰度的普遍性增加。因此，ECD 配合低强度碰撞能量
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图 8. 离子评分各不相同的代表性替尔泊肽碎片。根据 m/z 和预测强度匹配以及周围的噪音水平为每个离子分配一个分数。(A) 替尔泊肽序列覆盖图，仅考虑得分为 5 
或更高的离子。(B–E) 包含修饰的碎片示例及其相应的离子评分。经修饰的赖氨酸以红色文字表示。c20

2+ 离子是位点特异性定位碎片，而其他突出显示的离子是在多
肽骨架的不同位置处碎裂的含有修饰的肽段

可作为提升低电荷肽段序列覆盖度的有效策略。但需注意，过
高的碰撞能量可能会导致未鉴定离子信号的百分比激增，这可
能是过度碎裂所致（图 7D）。

GLP-1 类似物修饰的表征
随着新型 GLP-1 类似物衍生物的不断研发，建立有效的方法
来表征它们的修饰情况非常重要。本研究采用 ExDViewer 进
行碎片分析，以鉴定三种 GLP-1 类似物中合成修饰的位点和
结构。GLP-1 类似物修饰的自定义化学参数在 ExDViewer 的 
Modifications Editor（修饰编辑器）中设置。 

ExDViewer 的碎片匹配算法根据 m/z 和强度匹配以及周围的
噪音水平为每个同位素簇分配一个离子评分。默认的离子评分
设置适用于大多数序列分析应用。但在修饰表征中，必须采用
严格的谱图质量标准以实现对修饰的准确定位。图 8 显示了
在替尔泊肽中检测到的含有修饰的 ECD 离子示例，展示了可
以在碎裂谱图中观察到的离子匹配质量差异范围。
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与碰撞解离不同，ECD 是一种温和的技术，它可以裂解多
肽骨架，同时保留重要但不稳定的化学修饰。通过比较采用 
ECD 或 CID 分析 GLP-1 类似物获得的离子评分，发现 ECD 碎
裂相比 CID 能产生更多含有修饰的高质量碎片（图 9）。当修

饰位点两侧均获得高质量匹配时，可显著提升定位可信度。
在许多情况下，单独使用 ECD 碎裂就足以提供详细的结构信
息，无需再进行碰撞能量优化，从而节省了序列分析的时间。

Y B E G T F T S D Y S I B L D K I A Q K A F V Q W L I A G G P S S G A P P P S
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图例

图 9. 在 ECD 或 CID 实验中鉴定的替尔泊肽碎片，离子评分为 10 或更高。ECD 提供了更多含有修饰的高质量碎片，特别是在修饰位点的 N 端侧。ECD 产生了更完整
的离子系列，其中包含多种互补离子类型。但富含脯氨酸的区域是个例外，因为 ECD 无法在脯氨酸的 N 端侧进行裂解
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结论
本研究使用 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 与用于碎
片分析的 Agilent ExDViewer，通过电子解离技术对三种合成 
GLP-1 类似物进行了全面的序列分析和修饰位点定位。氨基酸
侧链的碎裂为鉴别天冬氨酸和异天冬氨酸等氨基酸异构体提
供了额外的证据。基于 ECD 数据的高质量碎片匹配能够实现
有效的修饰表征和定位，并且由于整个过程不需要优化碰撞能
量，节省了分析时间。ExDViewer 为 ECD 和 CID 实验提供了
强大的碎裂途径可视化工具和数据质量评估工具。本应用简报
中介绍的方法为 GLP-1 类似物的分析提供了一个框架，同时
也可作为使用 ECD 研究新型 GLP-1 类似物衍生物和杂质的基
础框架。
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