
N-糖分析：   
更胜一筹的组合
安捷伦和 ProZyme 样品前处理工作流程
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N-糖的结构可影响单克隆抗体 (mAbs) 和 Fc 融合蛋白等治疗性蛋白质的免疫原性、药代动力学和
药效学。因此，N-糖表征对生物治疗开发过程至关重要[1,2]。  

常见的 N-糖表征方法包括酶促游离多聚糖的标记，以实现荧光检测 (FLD) 并增强质谱 (MS) 的电
离。这些标记的多聚糖由液相色谱 (LC) 或毛细管电泳色谱 (CE) 进行分离，并借助 FLD 进行相对
定量分析，利用 MS 检测进行质量测定。亲水相互作用液相色谱 (HILIC) 是标记 N-糖最常用的分
离技术。

将糖蛋白分析性能提升到前所未有的水平
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用于 N-糖样品前处理和分析的端到端工作流程 
整合了 ProZyme 糖分析产品后，安捷伦现提供几种 N-糖样品前处理选项来支持您的 LC/FLD/MS 和 CE 工作流程 
（图 1）：

 – 最新产品 Gly-X。该产品可将样品前处理时间缩短至 1 小时，采用 5 分钟的 PNGase F 酶解以及具有高 FLD 和 MS 
信号的糖胺标记染料 InstantPC。另外可用 2-AB 和 APTS 进行标记，工作流程时间约为 2 小时

 – 前一代离心型试剂盒 GlykoPrep。该产品基于 2012 年推出的 AssayMAP 小柱，工作流程时间为 3–5 小时

 – 用于传统标记方法的产品

这些模块化的工作流程可提供几种多聚糖标记物，并具备种类丰富的标记和未标记多糖标准品和文库（混标）作为 
支持。 

结合 AdvanceBio 糖谱分析 HILIC 色谱柱与液相色谱仪/质谱仪，安捷伦可为您的整个游离多聚糖工作流程提供支持。
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图 1. N-糖样品前处理技术的演化（右侧显示代数）

1–2 天第一代

图 2. 安捷伦游离 N-糖工作流程要素

3–4 小时

4–5 小时

采用 InstantDyes 的 GlykoPrep

采用传统还原胺化染料的 GlykoPrep

第二代

第三代

2 小时

采用 
InstantDyes 
的 Gly-X

采用 2-AB 或 APTS  
(Express) 的 Gly-X

1 小时

采用传统还原胺化染料的传统去糖基化
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Gly-X 是新一代 N-糖前处理平台，可提供快速简化的溶液内工作流程。平台采用 5 分钟的 PNGase F  
酶解，结合 InstantPC 染料及高效的真空板净化步骤，可去除多余的标记物和变性剂。帮助您在 
60 分钟或更短的时间内准备用于 UHPLC 的样品，具有高强度 FLD 和/或 MS 检测信号（图 3）。 

您是否想继续使用 2-氨基苯甲酰胺 (2-AB) 标记，以便与历史数据进行比较？Gly-X 平台支持使用 
2-AB Express 进行 2-AB 标记，多聚糖在标记前将固定在净化基质上，因此无需干燥。 

平台还支持使用 APTS（8-氨基芘-1,3,6-三磺酸）Express 试剂盒进行 N-糖的 CE 分离。由于经加热还
原胺化反应进行标记额外需要 1 小时，因此 2-AB Express 和 APTS Express 工作流程大约需要 2 小时。

Gly-X N-糖链样品前处理

图 3. Gly-X N-糖样品前处理工作流程。推荐的初始样品量为 1-40 µg，最大样品量高于类似工作流程。可能还可使用更多蛋白质，具体取决于分子。 
如需了解更多的样品考虑因素，请参阅具体的 Gly-X 产品手册

染料
多聚糖

Gly-X N-糖样品前处理工作流程

变性 
90 °C 下 3 分钟

去糖基化
PNGase F， 
50 °C 下 5 分钟

标记
InstantDye，1 分钟  
InstantPC 
还原胺化，60 分钟
（无需干燥）使用 

2-AB、APTS

标记 N-糖
LC-FLR、LC-MS、CE

净化
室温下 15–20 分钟
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Gly-X 样品前处理稳定可重现
除乙腈、甲酸和水等常用试剂外，产品包括 N-糖酶 (PNGase F) 在内的所有试剂。在真空条件下使用的 96 孔净化板，每次
运行可处理 1–96 个样品。将净化板用过的孔密封并在室温下储存。用过部分的试剂可能会在适当储存条件下重新封存，
以供重新使用（详细信息请参阅说明书）。图 4 显示了 InstantPC 标记的 N-糖从利妥昔单抗中的分离以及相对峰面积百分比 
数据。

图 4. 用 Gly-X InstantPC 前处理的利妥昔单抗 N-糖的 HILIC-UHPLC 荧光分析谱图。表中显示 N-糖的相对峰面积百分比。数据来自应用简报 5994-1348EN。

利妥昔单抗 N-糖，Gly-X InstantPC
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出版物 文件类型 标题
5994-1348EN 应用简报 使用 Agilent AdvanceBio Gly-X InstantPC 和 2-AB Express 样品前处理与 LC/FLD/MS 简化生物治疗药物的 N-糖分析工作流程

5994-0682ZHCN 应用简报 Agilent AdvanceBio Gly-X 2-AB Express 由单克隆抗体进行用于液相色谱-荧光分析的释放 N-糖样品前处理

5994-0944EN 应用简报 开发用于 N-糖释放和标记的快速 APTS 样品前处理工作流程

5994-1231EN 用户手册 使用 InstantPC 试剂盒的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理（部件号 GX24-IPC 和 GX96-IPC）

5994-1228EN 用户手册 使用 2-AB Express 试剂盒的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理（部件号 GX24-2AB 和 GX96-2AB）

5994-1229EN 用户手册 使用 APTS Express 试剂盒的 Agilent Gly-X N-糖快速释放和标记（部件号 GX96-APTS）

如需了解有关 Gly-X 的更多信息，请查阅以下资源或访问 Gly-X 产品网页。

平均相对
峰面积百分比 标准偏差 %CV

G0F-N 0.75 0.01 1.55 
G0 1.47 0.02 1.18 
G0F 46.82 0.07 0.15 
Man5 1.21 0.01 0.83 
G1[6] 0.75 0.02 2.67 
G1F[6] 31.21 0.11 0.35 
G1F[3] 9.27 0.05 0.54 
G2F 7.04 0.04 0.51 
G2FS1[6] 0.67 0.02 2.29 
G2FS1[3] 0.37 0.06 15.98 
G2FS2 0.45 0.03 6.67 

用 InstantPC 标记的利妥昔单抗 N-糖的相对峰面积百分比、SD 和 %CV，
n = 4。

https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-n-glycan-gly-x-instantpc-2-ab-express-5994-1348en-agilent.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-n-glycan-gly-x-instantpc-2-ab-express-5994-1348en-agilent.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-n-glycan-gly-X-2-ab-5994-0682zh-cn-agilent.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/5994-0944EN.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/5994-1231EN.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/5994-1228EN.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/5994-1229EN.pdf
https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycan-preparation/advancebio-gly-x-technology
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GlykoPrep N-糖样品前处理
ProZyme GlykoPrep 固相小柱于 2012 年推出，为安捷伦首个使用“即时”多聚糖标记的平台（图 5）。这款小柱实
现了离心和自动化 (AssayMAP Bravo) 形式的 N-糖样品前处理流程的简化和标准化。使用 LC[3] 和 CE[4] 的两项实验室
间研究证明了小柱的重现性。尽管 GlykoPrep 已被 Gly-X 代替，但我们将继续为现有的 GlykoPrep 客户提供支持。

图 5. GlykoPrep N-糖样品前处理工作流程。提供多种标记选项，包括 InstantPC、2-AB 和 InstantAB、APTS

纯化抗体 
（30–60 分钟）

变性与固定 
（30–60 分钟）

N-糖酶消解 
（15–60 分钟）

荧光标记 
（0–1 小时）

净化和洗脱 
（15–30 分钟）

GlykoPrep N-糖样品前处理工作流程

出版物 文件类型 标题
5994-0942EN 应用简报 游离 N-糖的 LC/MS 分析中常用荧光标记的比较

5991-8550ZHCN 应用简报 从样品前处理到数据分析的单克隆抗体 N-糖全面分析方法

5991-6958EN 应用简报 使用荧光检测和质谱检测对单克隆抗体 N-糖相对定量结果的比较

5991-8071EN 应用简报 使用荧光检测器和可靠的安捷伦 LC/MSD XT 质量选择检测器进行单克隆抗体的 N-糖分析

如需了解有关 GlykoPrep 的更多信息，请查阅以下资源或访问 GlykoPrep 产品网页。

https://www.agilent.com/cs/library/applications/5994-0942EN.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-8550ZHCN_n-glycan_application.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-6958EN.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-8071EN.pdf
https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycan-preparation/glykoprep-technology
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较早的 N-糖样品前处理工作流程包括使用 PNGase F 进行天然或变性剂驱动的酶解、游离多聚糖纯化、荧光团标记
以及纯化标记的多聚糖。此类工作流程需要 1–2 天，不适用于高通量应用或自动化。

随着 Gly-X 的推出，安捷伦可以帮助您从 2-AB 工作流程换用更高通量的快速样品前处理技术。而我们仍将继续提供
多种多聚糖标记和净化工具，来支持传统的工作流程。  

出版物 文件类型 标题
5994-1056EN 产品说明 AdvanceBio N-糖酶 (PNGase F) ≥ 2.5 U/mL（部件号 GKE-5006）

GKK-804 用户指南 2-AB-plus 标记试剂盒（部件号 GKK-804）

GKI-4756 用户指南 GlycoClean R 小柱（部件号 GKI-4756）

GKI-4025 用户指南 GlycoClean H 小柱（部件号 GKI-4025）

GKI-4726 用户指南 GlycoClean S 小柱（部件号 GKI-4726）

5991-9561 用户指南 AdvanceBio N-糖样品前处理试剂盒（部件号 5190-8005）

如需了解有关安捷伦传统多聚糖前处理产品的更多信息，请查阅以下资源或访问传统多聚糖前处理网页。

传统 N-糖样品前处理方法

https://www.agilent.com/cs/library/datasheets/public/5994-1056EN.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/TDW-GKK-804%20Signal%202-AB%20Labeling%20Kit%20Instruction%20Manual%20030515AC.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/GKI-4756%20GlycoClean%20R%20Cartridges%20Tech%20Data%20080510AD.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/TDP-GKI-4025%20GlycoClean%20H%20Cartridges%20011515AE.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/GKI-4726%20GlycoClean%20S%20Cartridges%20080510AD.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/AdvanceBio%20N-Glycan-96-5991-9561.pdf
https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycan-preparation/cleanup-cartridges
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多聚糖标记
您可以用 InstantPC 等 InstantDyes 或 2-AB 等传统染料标记 N 糖，用 HILIC 模式分析；或用 APTS 标记，在 CE 上分析，如
图 6 所示。请注意，还原胺化需要 1 小时或更长的时间进行加热标记反应，因此样品前处理将花费更长的时间。尽管不同
多聚糖标记染料的保留顺序保持相对一致，但其 UHPLC-HILIC 保留时间和选择性存在差异[5]。

 – 用于 LC/FLD/MS 的 InstantDye
 – 高强度 FLD 和 MS 信号

 – 用于 LC/FLD 的第一代 InstantDye
 – MS 信号较弱
 – 与 2-AB 不同的结构

 – 标记使 N-糖极性减弱
 – 改善 UHPLC 的 HILIC 分离
 – 成熟的多聚糖标记

 – 标记使 N-糖极性增强

 – 将负电荷引入 CE

图 6. 多聚糖标记选项

InstantPC 不仅在液相色谱分析中具有高 FLD 信号，结构中的叔胺还可在正离子模式下产生高质谱信号。未标记多聚糖以及
多聚糖分析传统标记（例如 2-AB 和 2-AA）在 MS 中难以电离。 

InstantPC 在多聚糖标记中具有非常强的 FLD 信号，如图 7 所示。普鲁卡因胺是仅次于 InstantPC 的荧光标记，它通过还原
胺化反应制得，这一工作流程更加耗时。
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图 7. 多聚糖标记的 FLD (A) 和 MS (B) 响应对比。根据制造商说明，使用 InstantPC、RapiFluor-MS、普鲁卡因胺和 2-AB 对从相同数量的糖蛋白样品中获得
的多聚糖进行标记，并使用 UHPLC 进行测量。条形图表示 G0F N-糖类物质的峰面积 
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N-糖标准品
我们提供标记和未标记形式的高度纯化多糖标准品。支持的标记物包括 InstantPC、2-AB、2-AA 和 APTS。所有这些均可用
于 LC/FLD、LC/MS、CE/LIF 和 CE/MS 等流程的定性标准品。

涵盖了生物治疗药物中多种常见多聚糖类型，包括复杂二天线中性型与唾液酸化型、高甘露糖型以及 α-Gal 型。还可选择以
下糖蛋白的多糖文库：

 – 人 IgG

 – 牛 RNA 酶 B

 – 牛胎球蛋白

 – 人 α1-酸糖蛋白 (AGP) 

 – 中国仓鼠卵巢 (CHO) 细胞产生的重组单克隆 IgG (mAb) 

 – 三天线和四天线唾液酸化 N-糖文库

此外，我们在这些标准品中同时提供 α(2,3) 和 α(2,6) 唾液酸化标准品。

 – 在 CHO 细胞产生的糖蛋白上发现了 α(2,3) 唾液酸键[6]。带有 α(2,3) 唾液酸键的多聚糖比具有 α(2,6) 唾液酸键的异构 N-糖
在 HILIC 上的保留时间更短[7]

 – 在静脉注射用人免疫球蛋白 (IVIG) 等糖蛋白上发现有 α(2,6) 唾液酸键[8]

不同 N-糖标准品、文库和葡萄糖单元 (GU) 分子量标准品以及结构和替代
命名法的列表，请参见出版物 5994-0999ZHCN。

如需了解所有安捷伦 N-糖标准品，请访问安捷伦网站。

https://www.agilent.com/cs/library/posters/public/Agilent-Labeled-Glycan-Standards-Poster-5994-0999zh-cn-Low.pdf
https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycobiology-standards-libraries
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安捷伦现提供多种糖酶来支持您的游离聚糖和其他分析工作流程。部分可选糖酶如图 8 所示。请访问安捷伦网站了解所有
产品。

 – 内切糖苷酶可在多聚糖结构内裂解。N-糖酶（PNGase F，实际上为天冬酰胺酰胺酶）因具备释放大多数完整 N-糖的功
能而广泛用于研究游离多聚糖及生成去 N-糖基蛋白质

 – 外切糖苷酶可从多聚糖上裂解暴露或“末端”的单糖残基。常用的糖苷外切酶包括用于去半乳糖基化的半乳糖苷酶，
以及用于游离多聚糖、糖蛋白或细胞去唾液酸化的唾液酸酶（神经氨酸酶）

 – 糖基转移酶通过催化将特定单糖（游离态或附着于蛋白质、糖或脂质上）添加到现有的多聚糖结构中。每种酶类型可
添加特定的单糖。应用包括将聚糖体外修饰为糖蛋白，以将所需的多糖谱图进行“糖基化工程”。安捷伦的唾液酸转移
酶和半乳糖基转移酶也包括合适的唾液酸或半乳糖供体底物

糖酶

https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycobiology-enzymes
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唾液酸酶 A 
（部件号 GK80040）

唾液酸酶 S 
（部件号 GK80021）

α(2,6)

α(2,3)

β-半乳糖苷酶 
（部件号 GKX-5012、 -5013、 -5014）

β-氨基己糖苷酶 
（部件号 GKX -5023、-5003）

α-岩藻糖苷酶 
（部件号 GKX-5006）
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C. 糖基转移酶

β(1,4)-半乳糖基转移酶 
（部件号 GKT-GA14）

α(2,3)-唾液酸转移酶 
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选定糖苷内切酶 (A)、糖苷外切酶 (B) 和糖基转移酶 (C) 的特异性

多聚糖结构动画遵循功能性糖组学协会 (CFG) 的建议[9]，并使用 GlycoWorkbench 2.14.[10] 绘制。 

Neu5Ac = N-乙酰神经氨酸 
Gal = 半乳糖 
Man = 甘露糖 
GlcNAc = N-乙酰氨基葡萄糖 
Fuc = 岩藻糖 

出版物 文件类型 标题
5994-1225EN 产品说明 唾液酸酶 A（部件号 GK80040）

GKT-S23 产品说明 α(2,3)-唾液酸转移酶（部件号 GKT-S23）

GKT-S26 产品说明 α(2,6)-唾液酸转移酶（部件号 GKT-S26）

GKT-GA14 产品说明 β(1,4)-半乳糖基转移酶（部件号 GKT-GA14）

GalNAc = N-乙酰基半乳糖胺 
Asn = 天冬酰胺 
Ser = 丝氨酸 
Thr = 苏氨酸

如需了解有关糖酶的更多信息，请查阅以下资源或访问糖生物学酶网页。
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Endo F2 
（部件号 GKE-5008）
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C. 糖基转移酶

β(1,4)-半乳糖基转移酶 
（部件号 GKT-GA14）

α(2,3)-唾液酸转移酶 
（部件号 GKT-S23）
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多聚糖结构图示

图 8. 选定糖苷内切酶 A)、糖苷外切酶 B) 和糖基转移酶 C) 的特异性

https://www.agilent.com/cs/library/datasheets/public/5994-1225EN.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/msds/GKT-S23_NAEnglish.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/msds/GKT-S26_NAEnglish.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/msds/GKT-GA14_NAEnglish.pdf
https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycobiology-enzymes
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在下一个具有前景的生物治疗药物的研发与等效生物仿制药的开发角逐中，分析准确性和分析效率都是不可或缺的。缩短过
程开发时间、更改程序以及控制成本都只是每天需要面对的挑战中的一小部分。 

使用 Gly-X 样品前处理生成标记 N-糖样品后，即可使用 Agilent AdvanceBio 糖谱分析色谱柱进行标记 N-糖的 HILIC 分离。
这款胺基型色谱柱具有独特的亲水性键合技术，并提供两种配置：

 – 1.8 µm 全多孔填料，速度更快、性能更优 (1200 bar)

 – 2.7 µm 表面多孔填料，在更低压力下提供更高分离度 (600 bar) 

表 1 和表 2 展示了使用 AdvanceBio 糖谱分析色谱柱进行 N-糖分离的 HILIC 方法；图 9 展示了使用 60 分钟方法在 2.1 × 150 mm, 
1.8 µm 色谱柱（部件号 859700-913）上分离恩利中 InstantPC 标记的 N-糖。

AdvanceBio 糖谱分析色谱柱可实现快速高分离度分离 

AdvanceBio 糖谱分析色谱柱在分离和表征多肽和蛋白质、抗体、抗体偶联物、
新生物体和生物制药方面具有一致、卓越的性能。提供多种柱长。
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AdvanceBio 糖谱分析 HILIC 色谱柱可帮助您克服困难的多聚糖分析挑战

出版物 文件类型 标题

5994-1469EN 应用简报 使用质量源于设计 (QbD) 方法分离关键 N-糖对

5994-0372EN 应用简报 利用 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 对多种单克隆抗体进行糖肽表征

5991-8796ZHCN 应用简报 采用 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 对单克隆抗体进行三个不同层次的糖基化分析

5991-8550ZHCN 应用简报 从样品前处理到数据分析的单克隆抗体 N-糖全面分析方法

图 9. 使用 60 分钟方法在 2.1 × 150 mm, 1.8 µm 色谱柱（部件号 859700-913）上分离恩利（依那西普）中的 InstantPC N-糖。A) 荧光检测，B) MS 检测
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如需了解有关 AdvanceBio 糖谱分析色谱柱的更多信息，请查阅以下资源或访问糖谱分析色谱柱网页。

https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-glycan-qbd-method-development-5994-1469en-agilent.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-glycopeptide-mab-6545xt-5994-0372en-agilent.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-8796ZHCN_glycosylation_application.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-8550ZHCN_n-glycan_application.pdf
https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycan-analysis-columns/advancebio-glycan-mapping
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专家见解可帮助确保您的药物开发计划获得成功。安捷伦提供游离多聚糖分析服务，包括以下报告选项：

 – LC/FLD 获得相对峰面积百分比

 – LC/MS 获得多聚糖峰归属

 – 使用标准品和糖苷外切酶确认多聚糖峰归属

 – 使用外切糖苷酶和糖基转移酶生成满足研究需求的糖基变异

如果您的仪器或人员有限或时间紧迫，也没有问题。我们可以与您合作，以较短的数据周转时间开发并实施多聚糖分析方
法。此外，我们可利用现成产品提供多种分析服务，以便在选择将分析引入实验室时，可以更轻松地进行方法转移。 

如需讨论您的具体项目需求，请发送邮件至 advancebio.glycan@agilent.com 。 

支持 N-糖分析的服务

https://www.agilent.com/en/product/biopharma-hplc-analysis/glycan-analysis/glycan-analysis-columns/advancebio-glycan-mapping
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