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摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent AdvanceBio 唾液酸分析与定量试剂盒（部件号 GS24-
SAP）对生物治疗性糖蛋白以及 NISTmAb 中的唾液酸进行分析和绝对定量。该试剂
盒使用改进的全新高通量工作流程进行前处理、分离，并检测标记有 1,2-二氨基-4,5-
亚甲基二氧基苯 (DMB) 的唾液酸。N-糖或 O-糖非还原末端的唾液酸在调节生物治疗
性糖蛋白的有效性中发挥着关键作用[1]。

本文介绍的工作流程展示了使用 AdvanceBio 唾液酸分析与定量试剂盒，通过酸水
解释放末端唾液酸，然后进行 DMB 标记以及定性和定量分析。样品和标准品中经 
DMB 标记的唾液酸通过反相液相色谱 (LC) 进行分离，然后使用荧光检测 (FLD) 进行
定量，并通过质谱 (MS) 进行结构确认。 

用于生物治疗药物中唾液酸分析与 
定量的改进工作流程
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前言 

生物治疗性糖蛋白上多聚糖的组成会影
响免疫原性、药代动力学和药效学 [2]。
多聚糖是由单糖组成的碳水化合物，根
据组成和键合位置的不同可排列成多种
不同的寡糖结构。根据分子和应用的不
同，末端唾液酸可能会降低清除率，降
低抗体依赖性细胞毒性 (ADCC) 活性或具
有抗炎作用 [3–5]。生物治疗药物中常见的
两种形式是 N-乙酰神经氨酸 (Neu5Ac) 和 
N-羟乙酰神经氨酸 (Neu5Gc)。Neu5Ac 
通常为主要形态，而 Neu5Gc 不能由人类
合成，它存在于生物治疗药物中使其可能
具有免疫原性。因此，监测唾液酸的绝对
含量以及治疗性糖蛋白中不同唾液酸种类
的水平都至关重要。

本文展示了全新的高通量工作流程，其采
用 96 孔微孔板对治疗性糖蛋白中的唾液
酸进行释放、标记和分析，此处以利妥
昔单抗、依那西普、NISTmAb 和西妥昔
单抗为例。唾液酸残基被释放后，使用 
1,2-二氨基-4,5-亚甲基二氧基苯 (DMB)，
通过两步法进行标记。然后使用基于反
相超高效液相色谱 (UHPLC) 的 10 分钟
快速方法对 DMB 标记的唾液酸进行分离
和分析，采用 FLD 检测进行定量，还可
以选择 MS 检测进行质量分析。本工作
流程可以使用唾液酸参比组合 (SARP) 对 
Neu5Ac、Neu5Gc 和其他唾液酸种类进
行定性表征，还可以使用包含的 Neu5Ac 
和 Neu5Gc 定量标准品实现皮摩尔水平
的绝对定量。本工作流程能够实现可靠且

可重现的高通量样品前处理，以备唾液酸
分析和定量。本试剂盒对于低唾液酸化水
平的分子具有更宽的检测范围和更高的灵 
敏度。

实验部分

样品前处理 

在 96 孔板中对样品进行前处理。通过酸
水解反应从利妥昔单抗（美罗华，批号  
M190170）、依那西普（恩利，批号 
M190088）、NISTmAb（批号 14HB-D-
0 0 2）和爱必妥（西妥昔单抗，批号 
MI60886）中释放出唾液酸。该方法无需
干燥步骤，从而将整个样品前处理时间
减少了 1–2 个小时。所需样品量通常为 
200 µg 唾液酸化水平较低的糖蛋白或 5 µg 
唾液酸化水平较高的糖蛋白。使用唾液
酸参比标样 Neu5Ac 和 Neu5Gc 的连续稀
释液配制标准曲线，确定分析的定量限 
(LOQ) 和检测限 (LOD)。然后按照图 1 所
示的工作流程，用 DMB 对游离唾液酸、
SARP 和标样进衍生化，释放和标记步骤
在热循环仪中进行。 

使用 LC/FLD/MS 分析 DMB 标记的唾
液酸
使用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统
对来自美罗华、恩利、NISTmAb 和爱必
妥且经 DMB 标记的唾液酸进行反相 (RP) 
分离，使用荧光检测 (FLD) 进行定量分
析。所有 RP-UHPLC 分离均在表 1 中描
述的条件下进行。此外，使用  Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 质谱仪

（表 2）进行在线分析，以确认 SARP 
中 DMB 标记的唾液酸种类的洗脱顺序。
FLD 后使用固定分流器将大约 50% 的液
流分至废液，50% 分至 MS。使用 Agilent 
OpenLab CDS 2.3 和 MassHunter 定性分
析软件 10.0 进行数据分析。通过校准曲
线对 Neu5Gc 和 Neu5Ac 定量。 

材料 

乙腈（LC/MS 级，Honeywell Burdick & 
Jackson）购自 VWR。甲醇（Optima 
LC/MS 级）购自 Fisher Scientific。使用
实验室内部制备的 Nanopure 水进行所有
实验。 

仪器 

使用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-
C18 色谱柱（2.1 × 75 mm，2.7 µm；部
件号 697775-902），采用表 1 中的方法
详细信息分离 DMB 标记的唾液酸样品。
安捷伦 LC/MS 配置如下： 

• Agilent 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A) 

• Agilent Infinity Multisampler (G7167B) 

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116B) 

• Agilent 1260 Infinity 荧光检测器 
(G1321B) 

• Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF（参数见表 2） 

软件
• Agilent OpenLab CDS 2.3

• Agilent MassHunter 定性分析软件 
10.0
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20 µL 糖蛋白或
唾液酸标准品
10 µL 释放试剂

唾液酸释放
80 °C 下 2 小时

DMB 标记
50 °C 下 3 小时
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图 1. (A) 唾液酸释放和 DMB 标记工作流程概览，(B) 唾液酸 Neu5Gc 的 DMB 标记机制

参数 值

仪器 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统

色谱柱 Agilent InfinityLab PoroShell 120EC-C18, 2.1 × 75 mm, 2.7 µm 
（部件号 697775-902）

柱温 30 °C

流动相 A) 甲醇:乙腈:水 (4:8:88) 
B) 乙腈

梯度程序

时间   流速  
(min) %A %B (mL/min) 
0.00 100 0 0.4 等度 
6.00 100 0 0.4 洗脱 
6.25 20 80 0.4   
7.30 20 80 0.4 清洗 
7.50 100 0 0.4 再平衡 
10.00 100 0 0.4 

进样量 10 µL

检测 Agilent 1260 Infinity II FLD λEx 373 nm，λEm 448 nm

表 1. 反相 UHPLC 条件 表 2. Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 参数

6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

离子源 双 AJS ESI

气体温度 350 °C

干燥气流速 11 L/min

雾化器 15 psi

鞘气温度 400 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 1400 V

喷嘴电压 1800 V

碎裂电压 120 V

锥孔电压 65 V

质量数范围 (MS) m/z 400–1000

质量数范围 (MS/MS) m/z 100–550

采集模式 高分辨率 (4 GHz)
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结果与讨论 

使用 LC/FLD/MS 分析 DMB 标记的唾
液酸
对 DMB 标记的 SARP 进行 RP-UHPLC 分
析，最终分离并检测到 7 种唾液酸衍生
物：Neu5Gc、Neu5Ac、Neu5,7Ac2、
Neu5Gc,9Ac、Neu5,8Ac2、Neu5,9Ac2 
和 Neu5,7(8),9Ac3。虽然使用不同的色谱
柱、流速、溶剂或在不同的实验室条件下
可能会观察到保留时间的差异，但 DMB 
衍生的唾液酸的洗脱顺序保持一致。参
比组合用于在样品序列开始时评估色谱
系统的分离度和准确度。图 2A 展示了 
DMB 标记的 SARP 的典型 FLD 色谱图。
使用质谱确认了 DMB-唾液酸衍生物的鉴
定结果（图 2B）。

分析生物治疗药物和 NISTmAb 的唾液
酸含量
将工作流程应用于美罗华、恩利、
NISTmAb 和爱必妥，鉴定出的 DMB 标记
的唾液酸如图 3 所示。美罗华（图 3A）
和恩利（图 3B）主要包含 Neu5Ac，而 
NISTmAb（图 3C）和爱必妥（图 3D）
主要包含 Neu5Gc。来自恩利和爱必妥的 
DMB 标记样品中主峰的质谱证实它们分
别为 Neu5Ac 和 Neu5Gc（图 4）。 
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图 2. DMB 标记 SARP 的 UHPLC 色谱图。  DMB 标记的唾液酸参比组合的 (A) 荧光分析谱图和 (B) 提取离子
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唾液酸含量的定量分析
基于 DMB 标记的 Neu5Ac 和 Neu5Gc 标准
品的色谱分离和荧光响应，生成了定量校
准曲线（图 5）。使用由 OpenLab CDS 2.3 
通过  P2P 噪音计算得到的噪音计算出
了 LOD 和 LOQ。基于积分峰面积确定
美罗华、恩利、NISTmAb 和爱必妥中 
Neu5Gc 和 Neu5Ac 的可检测摩尔量，
如表 3 所列。总唾液酸定量结果与通过 
AdvanceBio 总唾液酸定量分析试剂盒
（部件号 GS48-SAQ）获得的结果一致
（表 4）。与以往的 DMB 标记工作流程
（部件号 GKK-407）相比，此试剂盒具
有更出色的性能（表 5），其提高了每个
样品的糖蛋白浓度，减少了分析前的样品
稀释，从而增加了 DMB 标记唾液酸的荧
光信号。 

Neu5Gc y = 0.3244x    R² = 0.9999

Neu5Ac y = 0.3786x    R² = 0.9998
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图 5. Neu5Ac 和 Neu5Gc 校准曲线，n = 2。表中显示了 Neu5Ac 和 Neu5Gc 的 LOD 和 LOQ

唾液酸 LOD (pmol) LOQ (pmol)

Neu5Ac 0.016 0.053

Neu5Gc 0.012 0.040
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图 4. DMB 标记唾液酸的质谱图，(A) 来自恩利的 Neu5Ac；(B) 来自爱必妥的 Neu5Gc
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表 3. 表中显示了每种糖蛋白 Neu5Ac 和 Neu5Gc 的 pmol/µg 平均值，n = 3。 
ND = 未检出

浓度  
(mg/mL)

样品质量  
(µg)

Neu5Ac 
(pmol/µg) %CV

Neu5Gc 
(pmol/µg) %CV

美罗华 10 200 0.60 4.2% 0.02 1.8%

恩利 0.25 5 228 6.9% ND -

NIST mAb 10 200 ND - 0.36 1.8%

爱必妥 2 40 0.12 10.9% 3.72 7.1%

表 4. 使用 Agilent AdvanceBio 唾液酸分析与定量试剂
盒（部件号 GS24-SAP）获得的总唾液酸（Neu5Ac 
和 Neu5Gc）定量结果与使用 Agilent AdvanceBio 总
唾液酸定量分析试剂盒（部件号 GS48-SAQ）获得的
结果的比较，n = 3

Agilent AdvanceBio 
唾液酸分析与定量 

试剂盒

Agilent AdvanceBio 
总唾液酸定量分析 

试剂盒

pmol/µg %CV pmol/µg %CV

美罗华 0.62 4.17% 0.47 5.04%

恩利 220 1.65% 210 12.34%

爱必妥 3.80 7.26% 3.49 0.69%

胎球蛋白 226 4.45% 232 7.39%

表  5. 使用  Agilent AdvanceBio 唾液酸分析与定量试剂盒（部件号 
GS24-SAP）获得的 Neu5Ac 和 Neu5Gc 定量结果 (pmol/µg) 与使用 
Signal DMB 唾液酸标记试剂盒（部件号 GKK-407）获得的结果的比较， 
n = 3。ND = 未检出

GKK-407
Agilent AdvanceBio  

唾液酸分析与定量试剂盒

糖蛋白 唾液酸 pmol/µg %CV pmol/µg %CV

美罗华
Neu5Gc ND - 0.02 1.76%

Neu5Ac 0.58 1.12% 0.60 4.25%

恩利 Neu5Ac 226 3.57% 223 2.92%

爱必妥
Neu5Gc ND - 3.68 1.02%

Neu5Ac ND - 0.12 4.46%

胎球蛋白
Neu5Gc ND - 4.78 4.90%

Neu5Ac 201 1.47% 222 4.44%

结论
AdvanceBio 唾液酸分析与定量试剂盒提
高了对唾液酸化水平较低的蛋白质的分析
灵敏度，例如在 Fc 区域具有单个 N-糖基
化位点的单克隆抗体。更新后的 DMB 标
记工作流程消除了样品干燥步骤，减少了
样品前处理时间。 

该工作流程为确定生物治疗药物中 
Neu5Ac 和 Neu5Gc 的绝对和相对含量提
供了一种出色方法。采用 96 孔板进行高
通量样品前处理，并且具有高重现性。定
量分析数据与以往的 DMB 标记工作流程 

(GKK-407) 和 AdvanceBio 总唾液酸定量
分析试剂盒 (GS48-SAQ) 结果相当。 
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