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［应用纪要］

方案优势

由Empower软件控制的ACQUITY UPLC/FLR荧光

检测系统是一个功能强大的一体化分析平

台，适用于分析糖蛋白上相连的寡糖。

沃特世解决方案

ACQUITY UPLC® 系统

ACQUITY UPLC FLR荧光检测器 

Empower® 软件 

GlycoBase 3.0数据库

关键词

亲水相互作用色谱-超高效液相色谱与荧

光检测联用，2-AB标记游离寡糖，2-AB标

记多糖，多糖数据库，寡糖数据库

引言

糖基化是最复杂的蛋白质翻译后修饰类型，有一半以上的蛋白质为糖

蛋白，确定通过共价键与蛋白质表面相连的寡糖结构对于阐述糖蛋白

的功能也非常重要。糖蛋白类的生产也是非常具有挑战性的，有许多

因素能够影响蛋白质的糖基化，包括蛋白表达系统和细胞类型、培养

基成分以及发酵过程的工艺参数（例如溶氧、pH值、碳源和温度）。

生物药物的糖基化通常是影响药物有

效性和安全性的关键因素。生产工艺

的波动可能会对产品质量造成影响，

因此，在整个工艺过程中都需要准确

地监控糖基化的情况。

沃特世与爱尔兰国家生物工艺研究培训所（NIBRT）已经联合开发出了

多糖数据库，此数据库是基于UPLC BEH Glycan分析方案。

图1列出了NIBRT使用的分析平台。N-联寡糖通过糖苷酶（PNGase F）对蛋

白质进行酶切处理得到，然后用2-氨基苯甲酰胺对其进行荧光标记，

再使用亲水相互作用色谱（HILIC）对标记后的寡糖混合物进行分离。

采用沃特世ACQUITY UPLC®超高效液相色谱系统和经优化的亲水相互作

用色谱分离机理，使用亚2µm颗粒的二醇基键合亚乙基桥杂化颗粒色谱

柱。与HPLC分析方法相比，良好的分离选择性以及UPLC技术在高流速下

的出色的峰容量带来了分析速度、灵敏度和分离度的全面提升。 

www.nibrt.ie
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实验方法

样品

将单克隆抗体曲妥珠单抗（Herceptin）固定

在丙烯酰胺凝胶上，再用肽-N-糖苷酶F释放

的N-联寡糖。酶切得到的多糖混合物使用2-

氨基苯甲酰胺（2-AB）进行标记。色谱分离

条件为50 mM的甲酸铵缓冲液（pH4.4）和乙

腈，线性梯度用于2-AB标记的多糖分离。

液相色谱条件

UPLC系统： ACQUITY UPLC

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH Glycan

 色谱柱（2.1 x 150 mm）

色谱柱温度： 40℃

样品温度： 5 ± 5℃

流速： 0.561 mL/min

流动相A： 50 mM甲酸铵溶液（pH 4.4）

流动相B： 100%乙腈

梯度表

1. 初值 0.561 30.0 70.0 6

2. 1.47 0.561 30.0 70.0 6

3. 24.81 0.561 47.0 53.0 6

4. 25.50 0.400 70.0 30.0 6

5. 26.25 0.400 70.0 30.0 6

6. 26.55 0.400 30.0 70.0 6

7. 28.55 0.561 30.0 70.0 6

8. 32.00 0.400 30.0 70.0 6

检测条件

UPLC检测器： ACQUITY UPLC FLR

 荧光检测器

波长： λex = 330 nm，

 λem = 420 nm

数据采集速率： 10 pts/sec

光电倍增管增益值： 20

时间常数： 普通

进样开始时自动调零

数据管理

Empower软件

GlycoBase 3.0数据库

 时间 流速 %A %B 梯度

 （分钟）    线型 
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结果与讨论

多糖结构的初步归属可通过查询NIBRT数据库获得（http://glycobase.nibrt.ie）。在该数据库中，

色谱峰的保留时间以GU值（葡萄糖单位）为单位，GU值通过与葡聚糖水解产物Ladder的保

留时间比对来获得。色谱分辨率和重现性对获得准确的GU数据和定量结果至关重要。使用

ACQUITY UPLC系统，8～10次重复分析的GU值标准偏差小于0.01 GU，实验室可以获得卓越的

色谱分离度和非常好的分析重现性。

多糖混合物分离的色谱峰容量和分辨率大大提高

与传统HPLC技术相比，使用BEH Glycan色谱柱的ACQUITY UPLC系统显著提高了色谱峰容量和分

辨率。

在图2中，使用BEH Glycan色谱柱（1.7µm）分析人血清中N-联多糖，分析时间30分钟。将此方

法与传统的HPLC色谱分离（5µm或3µm酰胺柱）进行比较。

图3显示：ACQUITY UPLC系统能够在12分钟内对曲妥珠单抗的N-联多糖进行快速定性和定量分

析。使用NIBRT数据库和外切糖苷酶阵列水解的方法对24种多糖进行了鉴定和定量。

GlycoBase 3.0—— 数据解析助手

GlycoBase 3.0（http://glycobase.nibrt.ie）包含沃特世公司采集整理的9种不同蛋白质样品中的多

糖UPLC GU值数据信息，这些蛋白分别为曲妥珠单抗Herceptin、人和鼠IgG、重组促红细胞生

成素EPO、牛胎球蛋白Fetuin、牛核糖核酸酶B、酶母转化酶和人血清。这些数据通过利用沃

特世HPLC和UPLC技术和NIBRT多糖分析平台对游离的多糖进行分析而获得。多糖混合物和酶

水解的特性可以从此链接获得（http://glycobase.nibrt. ie/glycobase/documents/enzyme.pdf）。简而言

之，N-联多糖混合物被平均分到5个的离心管中（体积0.5 mL），按顺序加入适量的外切糖

苷酶（10倍体积的50 mM pH 5.5的醋酸钠缓冲液）。将这些离心管依次标记为（i）未酶解

的对照品；(ii) ABS；(iii) ABS+BFK；(iv) ABS + BFK、BTG；(v) ABS+BFK、BTG、GUH，酶的命名和数量将

在下文中说明。
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UPLC N
N-

2-AB

2-AB

HILIC UPLC

图1 基于UPLC技术的高通量N-联多糖分析流程。



5基于沃特世ACQUITY UPLC 系统的多糖数据库

［应用纪要］

Figure 3C (ii)
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HPLC 3-hour separation
TSKgel Amide-80, 5 µm
4.6 mm x 25 cm

HPLC 1-hour separation
TSKgel Amide-80, 3 µm
4.6 mm x 15 cm

UPLC 30-minute separation
ACQUITY UPLC BEH 
Glycan Column, 1.7 µm
2.1 mm x 15 cm
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图2A：人血清蛋白多糖的HPLC和UPLC分析结果对比：（i）使用5-µm TSK-GEL Amide-80色谱柱，HPLC分析时间3小时；（ii）使用3-µm TSK-GEL Amide-80色谱柱，

HPLC分析时间1小时；（iii）使用BEH Glycan色谱柱（1.7-µm，2.1 mm x 15 cm）)分析时间30分钟。
图2B：使用HPLC方法，TSK-GEL 3-µm Amide-80色谱柱分离人血清蛋白多糖，分析时间1小时。
图2C：在沃特世ACQUITY UPLC系统上分离同样的血清蛋白多糖谱。鉴定了136种多糖（图2D）。与HPLC方法相比，分析时间显著降低，且多糖分离效果明
显提高。
图2D：（i）使用Oxford符号描述多糖的连接类型、连接位置。（ii）以F(6)A2G2S(3)2为例，其中核心岩藻糖F（6）α1-6连接使用红色高亮显示的Oxford标记表
示连接类型、连接位置，以符号标记相连的单糖。
（iii）Glycobase具有转换功能（由Eurocarb DB开发），可以与F(6)A2G2S(3)2相同的常用方式表示多糖。1,2
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Minutes

G.U.

5 64 7 8 1211109 133

65 7 8 9 10

(i)

(ii) ABS

1

(iii) ABS+BKF

(iv) ABS+BKF+BTG

(v) ABS+BKF+BTG+GUH

图3 UHPLC对曲妥珠单抗Herceptin的多糖进行分析和结构确证。通过一系列外切酶处理，得到单糖的顺序和连接信息。初始PNGaseF水解的单抗样品量为10 
ug，游离的多糖混合物约占多糖样品总量的2%。
（i）由PNGase F释放的N-联多糖混合物；（ii）ABS、产脲节杆菌α-唾液酸酶（1 U/mL）酶解液。ABS释放出α2-3/6/8唾液酸；（iii）ABS + BKF、牛肾脏α-岩藻糖
苷酶（BFK）（1 U/mL）组合酶解液。BKF 释放出α1-6/2岩藻糖（iv）ABS + BKF + BTG、牛睾丸β-半乳糖苷酶（BTG）（1 U/mL）组合酶解液。BTG释放出半乳糖
β1-3>1-4键合以及（v）ABS + BKF +BTG + N-乙酰葡萄糖胺糖苷酶（GUH）（4 U/mL）组合酶切液。
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结论

 ■ 液相色谱技术操作相对简单，耐用性好且成本比较

低。此技术可用于分离臂特异性异构体，当与外切酶

水解过程联合使用时，能够提供单糖的顺序和连接信

息。

 ■ 非选择性荧光标记（2-AB）提供定量信息并且灵敏度

很高（如能够分析在2-D凝胶电泳上小于1 ng的蛋白多

糖）3,4。

 ■ 使用ACQUITY UPLC系统和BEH Glycan色谱柱可使用亲水相

互作用色谱分离机理对2-AB标记的多糖进行定性和定

量分析，大大提高了峰容量和分离度。

 ■ UPLC技术在分离度上的优势确保提供更精确的GU值，

与传统HPLC相比，多糖分析具有更高的可靠性。
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