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UPLC亲水相互作用色谱(HILIC)-荧光检测法分析
2-AB标记的多聚糖

Joomi Ahn，Ying Qing Yu和Martin Gilar 
美国米尔福德沃特世公司

应用优势

ACQUITY UPLC®系统配合多聚糖分析专用色

谱柱能够在较短时间内获得高分离度的

多聚糖分离，对高通量的蛋白质糖基化

分析以及生物药物研发有显著优势。

沃特世解决方案

ACQUITY UPLC 

ACQUITY UPLC 荧光检测器

多聚糖分析专用色谱柱
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简介

单克隆抗体(mAb)药物开发是生物制药行业近年最热门的领域，而糖基化

分析是重组单抗药物开发的一个重要环节。由于多聚糖部分对药物的生

物活性有重要的影响，蛋白生产过程中的糖基化差异可能影响其药学性

质，如有效性与体内消除率等。在多聚糖分析的诸多方法中，亲水相互

作用色谱(HILIC)与荧光检测器配合使用可以得到灵敏度高，重复性好的分

离结果，非常适合用于分析复杂的多聚糖混合物。

沃特世ACQUITY UPLC系统配合荧光检测器(FLR)以及多聚糖分析专用(GST)

色谱柱，比HPLC方法有更高的分离度。多聚糖分析专用色谱柱装填了1.7 

µm的酰胺吸附剂，可在HILIC模式下有效分离荧光标记的多聚糖。UPLC配合

荧光检测器分析多聚糖可以获得很高的分离度和定量准确性，特别是对

于位置异构体以及有共流出的小峰。

本应用为研究者提供了优化HILIC梯度条件的一般性策略，目的是开发一个

具有最佳分离度的UPLC方法来分析2-AB标记的人IgG的N-端多聚糖。
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图1. (A)2-AB标记人IgG多聚糖分析图谱；(B)在同一人IgG多聚糖样品中添加了甘露糖5与

甘露糖6后的分析图谱。
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实验部分

LC条件

LC系统： 沃特世ACQUITY UPLC 

  系统

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH 多聚糖	

	 	 分析专用色谱柱

  2.1 x 150 mm，1.7 µm

柱温：  40 °C*

流速：  400 µL/min*

流动相A： 100 mM甲酸铵，pH 4.5*

流动相B： 乙腈

梯度：  45 min内从72% - 62% B * 

弱洗针溶液： 72%乙腈	

强洗针溶液： 20%乙腈

进样体积： 1.0 µL Partial loop

(*其他所有条件见图例)

荧光检测条件

检测器： ACQUITY UPLC 荧光检测器

激发光波长： 330 nm

发射光波长： 420 nm

数据采集速率： 5 点/秒

PMT增益： 1.00

时间常数：	 正常

样品

对2-AB标记的人IgG(ProZyme公司，美国加

州圣马力诺)N-端多聚糖进行分析；另将

2-AB标记的甘露糖5和甘露糖6加入样品

以增加样品的色谱分析复杂度。

 

我们发现多聚糖分析专用柱在HILIC模式下可分离荧光标记的多聚糖，同时

使用UPLC技术可以将HPLC无法分离的位置异构体与共流出小峰分离开来。

结果与讨论

通过HILIC方法分离了2-AB标记的多聚糖混合物。对于方法优化，使用更缓

的窄梯度可有效提高出峰时间很接近的多聚糖峰之间的分离度；同时我们

对其它的参数如流速、缓冲液浓度、流动相pH与柱温也进行了试验以获得

难分离多聚糖峰之间得最大分离度。图1中使用的条件就是经过优化后的

最佳的HILIC条件。图2至图6显示了调控不同参数对分离结果产生的影响。

如图1所示：2-AB标记的IgG多聚糖的复杂混合物得到了很好的分离，包括

E1/E2与F1/F2。所有图中的梯度洗脱时间都是45分钟，包括色谱柱清洗和

再平衡步骤，一个样品的总分析时间在1小时内，实验中使用2.1 x 150 mm

色谱柱。将多聚糖的HILIC方法从3.0-µm HPLC色谱柱转换到1.7-µm UPLC色谱柱

后，分离度提高且运行时间缩短。

图1(B)中甘露糖5(峰C)与甘露糖6(峰H)可与邻近多聚糖峰成功分离，解

决了共流出的问题。

HILIC梯度的初始乙腈浓度

初始梯度强度对色谱分离的影响见图2。梯度条件72%-62%B可达到最好的

分离效果，图中用蓝色标示的方形区中各峰的分离情况显示了不同初始

梯度条件对相邻色谱峰之间分离度的影响，如A-B的方形区域内各峰的分

离度增强，但第二个方形区域(B-C)各峰的分离度降低。

所有实验中的梯度斜率设置为45分钟内进行10%的乙腈变化，见

图2(0.22% B/min)以消除乙腈变化差异产生的影响。
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流速

图3说明了流速对分离的影响，由于梯度斜率的改变，流速

变化会影响峰容量与分离度，当流速从0.2 mL/min升至0.6mL/

min时峰宽(w)变窄，但有效的梯度分离时间窗(tg)同时降低

(见图3)，因此流速对峰容量(定义为Pc=1+tg/w)的影响比较

温和。

选择0.4 mL/min的流速是因其对分离度有少许提高，在后续的

分析实验中还是选择了这个梯度条件。

缓冲液浓度

缓冲液浓度对分离度与分离选择性的影响见图4。随着甲酸

铵浓度的升高，带电荷的唾液酸化多聚糖的保留时间受到

的影响比中性多聚糖要大。流动相含有250 mM甲酸铵时我

们发现E1相对于D完全分离，这一点是很难通过改变其他色

谱条件实现的。
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图2. 初始梯度强度对2-AB标记的多聚糖分离的影响。流速设置为					
0.4 mL/min，柱温为40 °C。流动相A与B分别为100 mM甲酸铵pH 4.5与
100%乙腈(见图1峰注释)。

图3. 流速的影响。40 °C下45 min内由72%B变化至62% B。流动相A与B分
别为100 mM甲酸铵(pH 4.5)与100%乙腈。

图4. 缓冲液浓度对唾液酸化多聚糖的影响。45 min内由72%B变化至62% 
B，流速0.4 mL/min。柱温设定为40 °C	(见图1峰注释)。
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流动相pH
如图5所示，流动相A(100 mM 甲酸铵)pH 4.5与pH 7.5没有造成

分离上的明显变化，流动相pH的调节是通过甲酸滴定氨水进

行的；然而，低pH流动相可导致唾液酸化多聚糖产生保留时

间的移动(图片中没有显示)。

柱温

柱温影响分析物的保留时间，所有多聚糖的保留时间都随

着柱温升高而缩短，这符合色谱原理，图中标示了柱温变

化对保留时间的影响结果。优于分离度对分离复杂多聚糖

混合物很重要，柱温可作为另一个优化参数(图6)。
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图5. 100 mM甲酸铵在不同pH条件下没有显著的保留时间变化。45 min内
由72%B变化至62% B，流速0.4 mL/min，柱温设定为40 °C。

图6. 柱温变化造成的保留时间变化。
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结论

n	通过对2-AB标记的IgG多聚糖混合物的分析结果验证了多			

			聚糖分析专用色谱柱的高品质，此色谱柱的质量控制即

			采用2-AB标记的IgG多聚糖混合物进行。此外，对不同

			实验参数对色谱分离的影响也进行了考察，为研究者进

			行HILIC方法开发和优化提供了思路和方法，系统化的策

			略可节约方法开发的时间与精力，并获得可信度更高的

			分析结果。

n	ACQUITY UPLC系统显著缩短了分析时间。通常需要2个小

			时甚至3个小时的梯度时间才可以在HPLC上对2-AB标记的

			IgG多聚糖达到分离，使用UPLC可以将运行时间缩短到

			1小时。

n	沃特世提供的整体解决方案可获得高分离度的多聚糖分

			离结果，且效率更高，这对于生物药物研发工作中的高

			通量糖基化分析是很有利的。
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