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摘要
蛋白质糖基化是治疗性糖蛋白异质性的主要来源之一，对安全性和有效性具有潜在
影响，因此被认为是关键质量属性 (CQA)。应定期对治疗药物的多聚糖谱图分析进
行详细表征和定量，确保达到期望的产品质量。然而，糖基化会给治疗药物带来相
当大的复杂性和异质性，这会严重阻碍生物制药多聚糖表征和质量控制的进展。本
应用简报介绍了使用 InstantPC 试剂盒的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理， 
96 ct (GX96-IPC) 进行高通量、高灵敏度的多聚糖谱图分析。这款试剂盒可对来自 
EG2-hFc 和利妥昔单抗的两种不同分子大小单克隆抗体的 InstantPC 标记 N-糖进行
快速的糖蛋白变性、去糖基化、多聚糖衍生、纯化和检测。多聚糖前处理总流程包
括高灵敏度的荧光检测，总时间大幅缩短至 1 小时内。因此，对用于高通量多聚
糖谱图分析和定量的可靠、重现的样品前处理，这种类型的工作流程具有巨大的潜
力，它还可以轻松适应任何实验室的要求。 

使用 InstantPC 试剂盒的 Agilent 
AdvanceBio Gly-X N-糖前处理对单克
隆抗体 EG2-hFc 和利妥昔单抗的高通
量 N-糖谱图分析 
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前言
糖基化是治疗性蛋白常见且复杂的翻译后
修饰手段[1-3]。生物药物的糖基化通过调节
蛋白质折叠、稳定性、药代动力学、免疫
原性和效应功能等许多特性，在药物安全
性和有效性方面发挥了关键作用 [4-6]。因
此，糖基化通常被认为是治疗性糖蛋白
的关键质量属性 (CQA)[7]，需要对治疗药
物的多聚糖谱图分析进行彻底的表征和定
量，确保达到期望的一致产品质量。然
而，哺乳动物宿主细胞系、培养基、生物
过程条件以及下游纯化策略等多种因素都
会影响糖基化谱图[8-10]。因此，糖基化给
治疗药物带来了相当大的复杂性和异质
性，在单糖组成、糖苷键和多聚糖分支方
面有所不同[11]。这严重阻碍了生物制药多
聚糖表征和质量控制的进展。 

目前正在开发多种用于多聚糖谱图分析
的技术，包括高效液相色谱 (HPLC)、毛
细管电泳 (CE)、质谱 (MS)、核磁共振 
(NMR) 和基于微阵列芯片的技术 [12]。然
而，亲水相互作用液相色谱结合荧光检
测 (HILIC/FLD) 作为标准方法选择，使用  
2-氨基苯甲酰胺 (2-AB) 进行后衍生化[13]。
多聚糖谱图分析的一个主要缺点是样品前
处理耗时，导致重现性差、灵敏度低。此
前我们已经开发并简化了工作流程，采用

基于 96 孔板的平台进行高通量和高灵敏
度的多聚糖谱图分析，有望应用于生物制
药开发和疾病生物标志物发现领域[14]。 

单克隆抗体 (mAbs) 是糖蛋白类治疗药物
的主要类别[15]。本应用简报使用了 EG2-
hFc 和利妥昔单抗 mAbs 展示这一创新工
作流程的可行性。EG2-hFc 是一种人源
化骆驼类抗体，无轻链，分子大小减少
了 80 kDa 左右。EG2-hFc 靶向表皮生长
因子受体 (EGFR)，该受体常在非小细胞
肺癌 (NSCLC) 中过表达[16]。利妥昔单抗
是世界上首个与肿瘤学相关的单克隆抗体
疗法。它经过基因工程改造，包含小鼠
轻链和重链可变区序列，以及人类恒定
区序列，分子大小约为 145 kDa。利妥昔
单抗靶向并结合 CD20 抗原，该抗原主要
存在于正常和恶性免疫系统 B 细胞的表
面。它通常用于治疗患有非霍奇金氏淋巴
瘤 (NHL) 或慢性淋巴细胞白血病 (CLL) 的
成年人[17,18]。通过使用工作流程中的“即
时”糖蛋白进行去糖基化和荧光衍生化，
总多聚糖前处理过程大幅缩短到 10 分钟
内，且对荧光检测具有高灵敏度。因此，
先进、稳定的工作流程为高通量多聚糖谱
图分析和 mAbs 定量实现可靠、重现的
样品前处理提供了巨大潜力，且只需极
少修饰即可适应其他任何糖蛋白类治疗 
药物。

实验部分

材料
使用 InstantPC 试剂盒的 AdvanceBio 
Gly-X N-糖前处理，96 ct (GX96-IPC)，由
三个模块组成： 

 – Gly-X 去糖基化模块 (GX96-100)

 – Gly-X InstantPC 标记模块 (GX96-101)

 – Gly-X InstantPC 净化模块 (GX96-102) 

Agilent AdvanceBio InstantPC 麦芽糊精
分子量标准品 (GKPC-503)

EG2-hFc 和利妥昔单抗的单克隆抗体由中
国仓鼠卵巢 (CHO) 细胞产生，使用前述 
AKTA Avant 系统 (GE Healthcare) 由 Protein 
A 亲和色谱纯化 [14]。HPLC 级乙腈购自 
Sigma，所有前处理均使用 Milli-Q 水。所
有常用化学品均购自 Sigma-Aldrich。

样品前处理 

去糖基化
根据使用 InstantPC 试剂盒的 AdvanceBio 
Gly-X N-糖前处理 (GX96-IPC) 说明书，对
单克隆抗体 EG2-hFc 和利妥昔单抗进行
溶液内酶促去糖基化。

1. 用 50 mmol/L 4-(2-羟乙基)-1-哌嗪乙
磺酸 (HEPES) 缓冲液 (pH 8.0) 稀释
单克隆抗体 EG2-hFc 和利妥昔单抗 
(40 µg)，使最终体积为 20 µL

2. 将 2 µL Gly-X 变性剂加入 20 µL EG2-
hFc 和利妥昔单抗溶液中，充分混合

3. 在 90 °C 下孵育 3 分钟，室温下静置 
2 分钟
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4. 加入 2 µL N-糖酶工作溶液，充分混合

5. 在 50 °C 下孵育 5 分钟

使用 InstantPC 进行荧光衍生化
6. 配制 InstantPC 染料溶液：将一小瓶 

InstantPC 染料溶于 150 µL 附带溶剂
中，混合均匀

7. 在上述配制样品中加入 5 µL InstantPC 
染料溶液，并充分混合

8. 在 50 °C 下孵育 1 分钟

InstantPC 标记多聚糖的纯化
9. 向每个样品加入 150 µL 上样/清洗溶液
（2.5% 甲酸/97.5% 乙腈）

10. 将全部样品 (179 µL) 转移到 Gly-X 净
化板的孔中，每孔含 400 µL 上样/ 
清洗溶液

11. 施加真空使溶液通过净化板后，用 
600 µL 上样/清洗溶液清洗样品 3 次

12. 用 100 µL Gly-X InstantPC 洗脱液
（160 mmol/L 甲酸铵/10% (v/v) 乙
腈，pH 4.4）洗脱 InstantPC 标记的 
N-糖

13. 立即分析收集的 N-糖溶液，无需进一
步处理，或储存在 –20 °C 待后续分析

InstantPC 标记 N-糖的 HILIC-FLD 分析
使用配备 Agilent AdvanceBio 糖谱分析色
谱柱（120 Å, 2.1 × 150 mm, 2.7 µm，部
件号 683775-913）的 Agilent 1260 Infinity 
系统和 Agilent OpenLab ChemStation 软
件，对来自  EG2-hFc 和利妥昔单抗的 
InstantPC 标记 N-糖进行 HILIC/FLD 谱图
分析。色谱系统包括四元溶剂泵、自动
进样器和荧光检测器。对于 InstantPC，
将检测器的激发和发射波长分别设为 285 
和 345 nm。将 InstantPC 标记的多聚糖
样品进样 1 µL，进样前无需任何进一步
处理。以 50 mmol/L 甲酸铵 (pH 4.4) 作

为溶剂 A，乙腈作为溶剂 B 分离 N-糖。
使用 50 mmol/L 甲酸铵 (pH 4.4) 和乙腈 
(27/73, v/v) 平衡 HPLC 系统 1.5 分钟，
流速为 0.5 mL/min。之后，用 73%–62% 
乙腈 (v/v) 的线性梯度在 30 分钟内完
成分离。进样前将样品储存在  5  °C，
柱温设为 60 °C。系统使用 AdvanceBio 
InstantPC 麦芽糊精分子量标准品 (GKPC-
503) 进行校准。将葡萄糖单元 (GU) 值和
保留时间 T（分钟）数据拟合为五阶多项
式曲线，得到标准曲线。 

结果与讨论

用于快速多聚糖前处理的 AdvanceBio 
Gly-X 技术
如图 1 所示，本研究采用使用 InstantPC 
试剂盒的 AdvanceBio Gly-X N-糖前处
理，可在 96 孔板形式的工作流程中简化 
N-糖样品前处理。该试剂盒可在 90 °C 下

图 1. 用于糖胺释放和 InstantPC 衍生化的 Agilent AdvanceBio Gly-X 技术。(A) 用于溶液内糖蛋白去糖基化、InstantPC 衍生化和基质上纯化的工作流程。(B) 基于活
化氨基甲酸酯化学作用的释放糖胺 InstantPC 衍生化的反应方案

A

B

用 2 µL 变性剂进行
40 µg 糖蛋白的变性

90 °C，3 分钟

用 2 µL 多聚糖酶进行
糖蛋白去糖基化
50 °C，5 分钟

用 5 µL InstantPC 进行
多聚糖衍生化
50 °C，1 分钟

多聚糖纯化
96 孔板

多聚糖分析
HILIC-FLD，MS

糖胺
NHS 氨基甲酸酯标记

荧光

叔胺

InstantPC 染料
InstantPC 标记的 N-糖

NHS 离去基团
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进行 3 分钟的糖蛋白变性，然后在 50 °C 
下进行 5 分钟的去糖基化，从而以有效
方式从靶标糖蛋白中完全释放多聚糖。此
外，随着 InstantPC 荧光标记（普鲁卡因
的一种活性形式）的引入，释放的糖胺中
间体通过活化氨基甲酸酯的化学作用连接
在 InstantPC 上，形成稳定的脲键。利用
这一创新的工作流程，从多聚糖前处理到
多聚糖谱图分析仅需一个小时，即可实现
完整的定性和定量多聚糖分析。

通过 HILIC/FLD 对单克隆抗体的 
InstantPC 标记多聚糖谱图分析
选择 EG2-hFc 和利妥昔单抗的单克隆抗
体作为模型糖蛋白。用 InstantPC 标记
它们释放的糖胺中间体，用于 HILIC/FLD 
定性和定量分析。在先进的色谱条件下
（表 1），来自 EG2-hFc 和利妥昔单抗的 
InstantPC 标记 N-糖结果显示所有主要  
N-糖类型的峰分离良好（图 2 和图 3）。开
发的用于多聚糖谱图分析的 HILIC/FLD 方
法显示出良好的重现性（数据未显示）。

如图 2A 所示，EG2-hFc 多聚糖谱图分析
是 CHO 细胞产生的 mAbs 的典型特征。
它们主要由经过核心岩藻糖基化的中性
复合二天线型  N-糖，以及比例相对较
低的唾液酸化 N-糖组成，无 GlcNAc 二
分支多聚糖。如图 2B 和表 2 所示，丰
度最高的多聚糖是 FA2G2 (33.138%)，
其次是  FA2G1 (27.200%)、FA2G2S1 
(14.324%)、FA2 (9.878%) 和 FA2G2S2 
(9.249%)。同样，在图 3A 中，利妥昔单
抗也具有由 CHO 细胞产生的典型 mAbs 
N-糖谱图，与其对应的 EG2-hFc 类似。
不过可以发现每个 N-糖峰的相对丰度都
有显著差异。如图 3B 和表 2 所示，丰度

表 1. 用于 InstantPC 标记 N-糖谱图分析的 HILIC/FLD 参数 

参数 值

仪器 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统

色谱柱 Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱, 120 Å, 2.1 × 150 mm, 2.7 µm（部件号 683775-913）

柱温 60 °C

流动相 A) 50 mmol/L 甲酸铵 (pH 4.4) 
B) 乙腈

梯度程序

时间 (min)   A (%)   B (%)  流速 (mL/min) 
 0   27   73   0.5 
 1.5   27   73   0.5 
 31.5   38   62   0.5 
 33   70   30   0.4 
 34   27   73   0.25 
 35   27   73   0.5 
 50   27   73   0.5

进样量 1 µL（相当于 0.4 µg 糖蛋白中的多聚糖）

检测 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统 FLD λ激发 285 nm 和 λ发射 345 nm

图 2. (A) 来自 EG2-hFc 的 InstantPC 标记 N-糖的 HILIC/FLD 色谱图。(B) 每种 N-糖类型的相对丰度
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最高的多聚糖是 FA2 (40.208%)，其次是 
FA2G1 (35.672%) 和 FA2G2 (10.734%)。
同时还检出了低水平的高甘露多聚糖类
型，分别为 M5 (6.173%)、M6 (0.941%) 
和 M7 (0.440%)。至于唾液酸化多聚糖
类型，其相对丰度可忽略不计，分别为 
FA2G2S1 (1.757%)、FA2G2S2 (0.828%) 
和 FA1G1S1 (0.431%)。平均曲线下面积 
(%AUC) 值与之前采用 InstantPC 标记并使
用安捷伦 LC/FLD/MS 仪器分析的利妥昔单
抗 N-糖值一致[19]。然而，观察到 M5 类型
的丰度高于普遍值，这归因于利妥昔单抗
在 CHO 细胞内部的表达，以及由此产生的
低丰度多聚糖类型之间的批间差异[20]。

图 3. (A) 来自利妥昔单抗的 InstantPC 标记 N-糖的 HILIC/FLD 色谱图。(B) 每种 N-糖类型的相对丰度
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表 2. InstantPC 标记的 EG2-hFc 和利妥昔单抗单克隆抗体的 N-糖谱图分析 

Oxford 标记名称 N-糖结构 GU

EG2-hFc 利妥昔单抗

AUC AUC (%) AUC AUC (%) 

FA1[6] 5.202 – – 9.848 1.616 

A2 5.425 – – 2.839 0.465 

FA2 5.922 71.368 9.878 244.882 40.208 

M5 6.320 13.735 1.901 37.594 6.173 

FA1[3]G1 6.515 – – 4.487 0.737 

FA2[6]G1 6.942 146.760 20.313 165.128 27.113 

FA2[3]G1 7.152 49.752 6.886 52.128 8.559 

M6 7.526 2.885 0.399 5.730 0.941 

FA3G1 7.859 11.298 1.563 – –

FA1[3]G1S1 7.891 – – 2.625 0.431 

FA2G2 8.194 239.420 33.138 65.368 10.734 

M7 8.754 – – 2.679 0.440 

FA2G2S1 8.968 
9.124 103.495 14.324 10.699 1.757 

FA2G2S2 10.048 66.820 9.249 5.042 0.828 

FA3G3S1 10.564 
10.846 6.799 0.941 – –
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Oxford 标记名称 N-糖结构 GU

EG2-hFc 利妥昔单抗

AUC AUC (%) AUC AUC (%) 

FA3G3S2 11.594 
11.720 5.124 0.709 – –

FA3G3S3 12.553 5.045 0.698 – –

1. InstantPC 标记的麦芽糊精分子量标准品标准曲线：GU = 0.007522 + 1.037T – 0.06697T2 + 0.003039T3 – 

0.00006653T4 + 0.0000005791T5

2. 每种 N-糖的相对丰度用以下等式计算：  

FLR AUC(%) = FLR AUC多聚糖 i⁄sum(FLR AUC多聚糖) × 100 

3. 通过平均不同测量值计算葡萄糖单元 (GU)、曲线下面积 (AUC) 和相对丰度 (AUC%)

4. “–”表示未检出

结论
蛋白质糖基化对治疗性糖蛋白的安全性和
有效性起着关键作用，是一项关键质量属
性。本应用简报表明，使用 InstantPC 试
剂盒的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前
处理可实现用于生物治疗多聚糖谱图分
析的高通量多聚糖前处理，整个过程不
到一小时。InstantPC 是一种创新的荧光
染料，它以“即时”方式标记糖胺中间
体，具有高 FLD 灵敏度。此外，开发的 
HILIC/FLD 方法将 InstantPC 标记的 N-糖
从单克隆抗体 EG2-hFc 和利妥昔单抗中
分离，得到充分分离的峰。最后，用于多
聚糖前处理的简化 96 孔板形式可靠而稳
定，具有良好的重现性。 
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