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优化的GlycoWorks HILIC SPE流程
用于mAb型样品中N-糖的定量与稳定回收
Matthew A. Lauber、Stephan M. Koza 和 Kenneth J. Fountain，
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德市)

简介

 

沃特世解决方案

ACQUITY UPLC® H-Class Bio系统

ACQUITY UPLC GST Amide (BEH Glycan)色谱柱

GlycoWorks™ 96孔HILIC µElution提取板

多聚糖性能测试标准品
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应用优势

■

■

■

■

GlycoWorks HILIC µElution提取板提供了

一种高效的多聚糖纯化装置

采用优化的SPE条件定量并一致性地

回收不同范围内的N-糖

优化的SPE条件具有出色的方法稳定性

可采用2-AB标记的多聚糖标准品确保

样品制备和分析方法的性能

 

图1. 使用GlycoWorks试剂盒从糖蛋白中制备出2-AB标记的多聚糖的示意图。GlycoWorks
解决方案中包含的消耗品以蓝色突出显示。请注意：PNGase F和2-AB不包含在GlycoWorks
试剂盒内。

 

糖蛋白 释放的N-糖+蛋白质

经纯化、
未标记的多聚糖

经纯化、
标记的多聚糖

 GlycoWorks™  GlycoWorks HILIC µElution
提取板或
1 mL小柱

 GlycoWorks试剂盒*
(RapiGest™ SF，IAM和DTT)

变性
还原
烷基化

采用PNGase F
进行去糖基化

使用2-AB
进行还原胺化

HILIC
SPE

 HILIC 
SPE

分析
(例如，
HILIC-FLR)

 GlycoWorks试剂盒*
(氰基硼氢化钠，乙酸和DMSO)

*PNGase F和2-AB不包含在试剂盒内

[ 应用纪要 ]

据估计，所有蛋白质中有一半以上都经过糖基化
1,2
。这一翻译后修饰

涉及寡糖的连接，其在许多生物过程中发挥着重要作用
3
。治疗性抗体

是一类受糖基化影响突出的蛋白质，此类抗体中多聚糖图谱的改变可

能导致其效能和免疫原性出现明显降低。因此，治疗性抗体的多聚糖

图谱在细胞系选育过程中通常被作为关键性质量属性(CQA)进行评估，

并且在开发和批量放行过程中必须进行监测。

一套用于评价糖蛋白中N-糖的高效分析平台包括：通过PNGase F释放出

多聚糖，采用具有荧光活性的2-氨基苯甲酰胺(2-AB)进行标记，然后采

用亲水作用色谱法(HILIC)进行分离，最后由荧光检测器(FLR)进行检测，

如图1所示
3-10

。

对照标准品
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实验

样品描述

 

注：将洗脱液转移至微量离心管中，然后冻干。之后，将样品复溶并转移至
样品瓶中准备进样。

清洗  
200 µL H20

平衡  
200 µL 85% ACN

上样  
10 µL样品 + 100 µL ACN(2-AB标记)  

6 µL样品 + 44 µL 25 mM NH4HCO3 (pH 8) + 350 µL ACN(未标记)

清洗  
3 x [200 µL 85% ACN]

洗脱  
3 x [50 µL 100 mM NH4OAc, 5% ACN, pH 7] 

(除非另有说明)

冻干和复溶

[ 应用纪要 ]

标记的寡糖回收率研究中，将多聚糖性能测试标准品(部件号

186006349)与2-AB标记的三唾液酸化A3 (ProZyme)在水中混合，得

到浓度为3 pmol/µL的溶液。取一份10 µL的此混合物，加入15 µL乙

腈(ACN)进行稀释，得到对照样品。另取一份10 µL此混合物在真空

条件下干燥，制得冻干的对照样品。此外，根据《GlycoWorks高通

量样品制备试剂盒维护和使用手册》(文献编号715004079)采用

HILIC SPE对一份10µL的混合物进行处理。对各洗脱液进行研究，如

图3至6所示。进样前，将干燥的多聚糖复溶于10 µL水和15 µL乙腈

中。

未标记的寡糖回收率研究中，将未标记的Man5和三唾液酸化A3

(购自ProZyme)复溶于水中，并混合至相同的摩尔浓度(6.7 µM)。取

一份6 µL的此混合物，加入6 µL ACN进行稀释，得到对照样品。另

取一份6 µL此混合物在真空条件下干燥，制得冻干的对照品。此

外，根据《GlycoWorks高通量样品制备试剂盒维护和使用手册》采

用HILIC SPE对一份6µL的混合物进行处理。采用由100 mM的乙酸铵

(NH4OAc，溶于5% ACN中)构成的洗脱液(pH 7)进行洗脱。进样前，

将干燥的多聚糖复溶于6 µL水和6 µL ACN中。

本研究所执行HILIC SPE步骤的示意图如下：

本分析的样品制备步骤比较复杂。GlycoWorks可

将许多必需的消耗品组合在一起，从而简化工

作流程。此外，GlycoWorks产品还提供了一套纯

化步骤解决方案，这些步骤在制备标记多聚糖

用于分析的整个过程中必不可少。其中HILIC固

相萃取(SPE)方法11,12目前已开发用于从蛋白质和

缓冲液/配方成分中纯化所释放出的多聚糖，

这些成分可能会干扰衍生化处理。HILIC SPE还可

以从过量试剂中纯化经衍生化的标记多聚糖，

过量试剂可能会干扰下游的色谱分析，缩短色

谱柱使用寿命，从而影响方法的稳定性。

本应用纪要对HILIC SPE样品制备方法进行了评价，

以确保未标记和标记N-糖的定量回收率。本研

究采用测试混合物(包括一组复杂的2-AB标记

的人IgG多糖，其中加标有高甘露糖和三唾液酸

化多聚糖)检验和优化SPE回收率，并研究经优

化的洗脱条件的稳定性。另外，还采用LC/MS验

证HILIC SPE在优化条件下所得未标记多聚糖的定

量回收率。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006349
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006349
http://www.waters.com/waters/support.htm?cid=134640534&lid=134734977
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方法条件(除非另有说明)

液相色谱条件

 

HILIC-FLR 时间(min) % A % B 流速(mL/min)

 0 22.0 78.0 0.5
 38.5 44.1 55.9 0.5
 39.5 80.0 20.0 0.25
 44.5 80.0 20.0 0.25
 46.5 22.0 78.0 0.5
 50.0 22.0 78.0 0.5

HILIC-MS 时间(min) % A % B 流速(mL/min)

 0 27.9 72.1 0.5
 19.25 50.0 50.0 0.5
 20.25 80.0 20.0 0.25
 25.25 80.0 20.0 0.25
 27.25 22.0 78.0 0.5
 31.00 22.0 78.0 0.5

质谱条件

质谱仪：  Xevo® G2 QTof

电离模式：  ESI+

分析仪模式：  灵敏度 

毛细管电压：  3.20 kV；

锥孔电压：  37 V

源温度：  100 °C 

脱溶剂气温度：  350 °C 

锥孔气体流速：  0.0 L/h 

脱溶剂气体流速： 800 L/h

校正：   NaI，1 µg/µL，从50至2000 m/z

采集：   700至3000 m/z，扫描率1 Hz

LockMass：  溶于50:50 ACN/水(含0.1%甲酸)中

   的0.5 µM [Glu1]-血纤维蛋白肽

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
数据管理

UNIFI®和MassLynx®软件

[ 应用纪要 ]
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系统：  配备20 cm柱温箱的

  ACQUITY UPLC H-Class Bio系统

检测条件： Waters® ACQUITY UPLC FLR检测器

激发波长： 330 nm

发射波长： 420 nm

扫描率： 10 Hz

时间常数： 0.2 s

增益：  1.00

色谱柱： ACQUITY UPLC GST Amide (BEH Glycan)，

  1.7 µm，2.1x150 mm(部件号186004742)

柱温：  60 ˚C

样品温度： 15 ˚C

进样体积： 2.5 µL (HILIC-FLR)，10 µL (HILIC-MS)

流速：  0.5 mL/min(在梯度的高水相再生步骤中

  为0.25 mL/min)

流动相A： 100 mM甲酸铵，pH 4.4 

流动相B： 乙腈(ACN)

样品收集

收集板： 1 mL圆孔收集板(部件号186002481)

样品瓶： 通过LCGC认证的透明玻璃瓶；12x32 mm

  螺纹口Qsert样品瓶(部件号186001126C)

梯度：

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186004742
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002481
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186001126C
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结果与讨论

优化GlycoWorks HILIC SPE的多聚糖回收率

图2. 2-AB标记的多聚糖性能测试标准品和三唾液酸化A3多聚糖的HILIC-FLR分析结果。将2.5 µL浓度为3 pmol的样品注入
ACQUITY UPLC GST Amide (BEH Glycan)，1.7 µm，2.1x150 mm色谱柱。通过UNIFI处理检测到的峰涂有蓝色(预期组分)或绿色
(发现组分)阴影。

峰
2-AB标记
多聚糖

 
1 G0-GN 
2 G0 
3 G0F 
4 Man5 
5 G0FN 
6 G1F 
7 G1F 
8 G1FN 
9 Man6 
10 G2 
11 G2F 
12 G2FN 
13 G1FS1 
14 G2FS1 
15 A3 
16 A3 

1 

2 

3 

4 

5 

6,7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15,16 

 

半乳糖
甘露糖

N-乙酰氨基葡萄糖
岩藻糖
唾液酸  

[ 应用纪要 ]
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将多聚糖性能测试标准品与2-AB标记的三唾液酸化A3多聚糖混合制得测试混合物，该测试混合

物可用于严苛的GlycoWorks HILIC SPE的N-糖回收率检验。多聚糖性能测试标准品由2-AB标记的N-糖

组成，该N-糖由混合的人血清IgG衍生而得，其中加标有高甘露糖(Man5和Man6)。加入三唾液酸

化A3进一步增加了此混合物的复杂程度，因为A3多聚糖比人体中发现的多聚糖或类人IgG的体

积更大、酸性更强，并且在基于HILIC的分离过程中键合强度更高。图2显示了使用ACQUITY UPLC 

GST Amide (BEH Glycan)色谱柱与UNIFI软件(用于仪器控制和数据解析)相结合，对该混合物进行的

HILIC-FLR分析。

保留时间[min]

信
号

[E
U

]
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图3. 使用GlycoWorks HILIC SPE 96孔
µElution提取板所得2-AB标记的
N-糖(图2)的回收率(处理30 pmol
的多聚糖)。图中所示各种洗脱
条件下的回收率百分比为实验所
测葡萄糖单位(GU)的函数。数值
取三次重复分析的平均值。

 

Trisialylated  

25 mM 
NH4HCO3 

100 mM 
NH4OAc 

25 mM 
NH4OAc 

10 mM 
NH4OAc 

 

10% 
ACN 

5% 
ACN 

冻干处理的对照品

20% 
ACN 

25 mM 
NH4HCO3 

100 mM 
NH4HCO3 

冻干处理的对照品

10 mM 
NH4HCO3 

0 mM 
NH4HCO3 

单唾液酸化  

中性

使用25 mM NH4HCO3

(各种浓度的ACN)洗脱

使用5% ACN
(各种浓度的NH4HCO3)洗脱

 
使用20% ACN
(各种浓度的NH4HCO3)洗脱

 A B C 

5 7 9 115 75 9 11

实验得到的GU

20 

40 

60 

80 

100 

7 9 11

回
收

率
%

0 
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根据本分析方法，对GlycoWorks解决方案的HILIC SPE结果进行评价。GlycoWorks试剂盒(部件号176003090)中

包含以硅胶为基质的氨丙基吸附剂，其由于高极性有助于HILIC分离而被选择。然而，由于该吸附剂具

有弱碱性表面并可能发生阴离子交换，因此假设GlycoWorks HILIC SPE中多聚糖的相对回收率和总回收率对

洗脱条件尤其敏感。为评估此步骤，我们详细考察了GlycoWorks HILIC吸附剂的洗脱效果。根据《GlycoWorks

高通量样品制备试剂盒维护和使用手册》中提供的方案将2-AB标记的多聚糖上样到96孔HILIC µElution提取

板13，再使用多种洗脱液对其洗脱，然后测定测试混合物中各主要物质的回收率。将之与HILIC SPE步

骤之后仅进行冻干和复溶操作所得多聚糖的回收率进行比较。首先考察一系列含20% ACN和浓度逐渐

增加的碳酸氢铵(NH4HCO3，pH 8–9)的洗脱液。由于必须进行冻干操作，因此选用挥发性盐类。回收率

结果表明：选用的洗脱液不同，多聚糖的回收率存在差异，较小的中性物质的回收率优于较大的酸性

物质。对于仅含20% ACN/80% 水(H20)而不含其他组分的洗脱液，测试混合物中的酸性多聚糖回收率很低

或者完全无法回收；与此同时，中性多聚糖的回收率则比较高(≥70%)。加入浓度为25 mM或更高浓度的

NH4HCO3能够最大限度减少这一明显不理想的离子保留机制。但是，即便加入100 mM NH4HCO3，多聚糖的

回收率与亲水性或葡萄糖单位(GU)值之间仍然存在显著相关性(图3A)。

回收率偏差或物质形成可能会导致样品制备步骤产生问题。除了无法准确表述样品中存在的物质外，

还可能表明方法不够稳定，并且获得的相对丰度图谱可能无法重现测定，对于重现性最差的物质尤其

如此。因此，我们对这些观察到的2-AB标记的多聚糖回收率进行了优化。已知极性分析物在极性吸附

剂上的保留特性由氢键和离子相互作用决定，对含水量较高(ACN浓度较低)的洗脱液进行了评估(图3B)。

正如预期所料，使用有机溶剂浓度较低的NH4HCO3洗脱液得到的多聚糖回收率更高且偏差更小。在本研

究范围内，由25 mM NH4HCO3/5% ACN组成的洗脱液能够获得最优的回收率。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176003090
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图4. 在优化的洗脱条件下经GlycoWorks HILIC SPE处理前(A)和处理后(B)得到的多聚糖图谱。显示了GlycoWorks HILIC SPE处理

前后测试混合物中两种2-AB标记的多聚糖(低GU值和高GU值)的典型色谱图以及测得的相对丰度(C)(n=3)。

Control 

Dried 

5% ACN, 
100 mM 
NH4OAc 

SPE处理之前的对照品

冻干处理的对照品

经HILIC SPE处理
使用100 mM NH
OAc、5% ACN
进行洗脱

3 

16 

10 

15 

20 

Peak 3                        
G0F 

Peak 16
A3 

%
 A

b
u
n
d
an

ce
 

0 

5 

A 

B 经GlycoWorks HILIC SPE处理
使用100 mM NH4OAc、5% ACN洗脱

SPE处理之前的对照品 C 
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遗憾的是，含有NH4HCO3的洗脱液在本应用中存在问题，因为它们具有碱性(通常pH=8，但暴露

在空气中时可增加至pH9)，可能导致硅胶SPE颗粒发生明显的溶解并使得复溶样品中产生大量沉

淀。为了避免这一潜在问题并建立一套更可靠的流程，我们对基于中性乙酸铵溶液(pH 7)的替代

洗脱液进行了考察。乙酸铵(NH4OAc)洗脱液对2-AB标记多聚糖回收率的影响如图3所示。选用100 mM

NH4OAc、5% ACN洗脱液作为最佳洗脱条件，因为它能够提供较高且相对无偏差的分析物回收率，

与使用25 mM NH4HCO3、5% ACN洗脱液获得的结果相似。

图4A和4B所示的系列色谱图表明HILIC SPE处理前后的测试混合物呈现出高度一致的多聚糖图谱。

对照样品以及经过处理的样品的相对丰度测定结果如图4C所示。与对照品相比，整个图谱的相

对丰度差异≤7%。例如，在SPE处理前后，测得的G0F(峰3)的相对丰度分别为17.9%和18.6%。在

SPE处理前后，三唾液酸化A3(峰16)的相对丰度分别为2.8%和2.7%(图4C)。这些优化的洗脱条件

为两类典型的多聚糖(人体IgG与高度唾液酸化多聚糖)均提供了良好的定量回收率，如A3多聚糖

的回收率所示。在这些条件下，GlycoWorks HILIC µElution提取板非常适用于从各种糖蛋白制备N-糖，

包括GU值很低的中性多聚糖以及具有高GU值、高度唾液酸化的多聚糖。

保留时间[min]

信
号

[E
U

]
信

号
[E

U
]
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优化SPE洗脱条件的稳定性测试

图5. SPE洗脱条件的稳定性测试。经过GlycoWorks HILIC SPE处理后，在优化的洗脱条件与关键参数改变10%的洗脱条件

下获得的测试混合物的多聚糖图谱(n=3)。
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Peak 2                           
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Peak 3                        
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Peak 4                      
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使用100 mM NH4OAc、5% ACN洗脱—最佳条件  

使用90 mM NH4OAc、5.5% ACN洗脱
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GlycoWorks HILIC µElution提取板经优化可获得所需的回收率以及(更重要的)稳定结果。本研究对

洗脱条件进行了有目的的优化，使得即便关键洗脱参数(即有机浓度和离子强度)发生相对较

大的改变，对于所得多聚糖图谱的影响也可降至最低。为了证明这点，我们对HILIC SPE方法进

行了稳定性测试。将采用优化浓度的ACN和NH4OAc的SPE洗脱液得到的多聚糖图谱与采用浓度变

化10%的ACN和NH4OAc洗脱液所得到的多聚糖图谱进行比较。研究中刻意将离子强度的变化与

ACN浓度的变化进行组合观察。实验中采用了含110 mM NH4OAc、4.5% ACN的强洗脱液以及含90 

mM NH4OAc、5.5% ACN的相对较弱洗脱液。图5显示了使用这些变化洗脱条件时，所得测试混合

物中的各主要成分的相对丰度。所得到的多聚糖图谱与测试所用的条件相对应。经实验发现，

对于三唾液酸化A3(峰16)的回收率，最佳条件与极端条件下所得相对丰度的最大百分比差异

仅为7%，因此这是一套即使用于质量控制应用也非常可靠的N-糖制备解决方案。

使用110 mM NH4OAc、4.5% ACN洗脱
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利用LC/MS检测经GlycoWorks HILIC SPE处理前后的未标记多聚糖

图6. 评价GlycoWorks HILIC SPE对于未标记多聚糖分布的影响。对含有低GU、中性多聚糖(Man5)和高GU、酸性多聚糖
(三唾液酸化A3)的混合物进行HILIC-ESI-MS分析，所得提取离子色谱图(XIC，1235-1270+1435-1500 m/z)显示在左侧图(A)中。
通过此分析所得GlycoWorks HILIC SPE处理前后的混合物相对丰度如右侧图(B)所示。在本研究中，采用GlycoWorks HILIC SPE对
40 pmol的各未标记多聚糖进行处理，从12 µL各多聚糖的复溶溶液中取10 µL(总的最大载样量为33 pmol)上样到
ACQUITY UPLC GST Amide (BEH Glycan)，1.7 µm，2.1x150 mm色谱柱上进行分析。
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[ 应用纪要 ]

优化的GlycoWorks HILIC SPE流程用于mAb型样品中N-糖的定量与稳定回收

GlycoWorks HILIC µElution提取板也被建议用于对某些通过酶消化从目标糖蛋白中裂解的未标记多

聚糖进行初步纯化。如前所述，2-AB标记的多聚糖比其他未标记多聚糖的亲水性略差，因为苯

甲酰胺荧光标记物具有疏水性。为确认未标记多聚糖与标记多聚糖的回收率是否相似，我们

进行了另一项研究。建立HILIC-MS分析方法，测定两种未标记多聚糖的相对丰度，这两种未标

记多聚糖代表了大多数IgG N-糖的极端情况。测试的混合物中包含等量的中性、低GU值多聚糖

(Man5)和酸性、高GU值多聚糖(三唾液酸化A3)。通过Xevo G2 QTof获取此混合物的提取离子色谱

图(XIC)，如图6A所示。有趣的是，未标记的Man5与A3均观察到两个主峰，表明其存在不同的异

构体。实验使用了宽质谱窗口构建色谱图，足以捕获质子化的未标记多聚糖及其盐加成产物，

然后对通过此方式获得的XIC进行积分，用得到的峰面积计算未标记多聚糖在HILIC SPE处理前后

的相对丰度(图6B)。与2-AB标记的多聚糖一样，SPE处理前后的未标记多聚糖混合物的图谱高

度相似，表明优化的GlycoWorks HILIC SPE流程用于未标记的多聚糖也可获得偏差极小的回收率。
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[ 应用纪要 ]

本实验对HILIC SPE方法进行了仔细研究和优化，可以为

2-AB标记的N-糖以及未标记的N-糖提供良好的定量回收

率。我们采用了包含多种不同N-糖(2-AB标记)的测试

混合物检验GlycoWorks HILIC �Elution提取板的性能，并为

检测方法开发出稳定可重现的最佳洗脱条件。在经优

化SPE的稳定性测试中，尽管SPE洗脱液的关键参数发生

了显著改变，但多聚糖图谱的变化极小。此外，LC/MS

分析表明，未标记的多聚糖在最新优化的洗脱条件下

与2-AB标记的多聚糖一样，可获得偏差极小的回收率。

以上研究重点突出了GlycoWorks解决方案的开发及其在

推动N-糖的释放、标记和纯化技术发展方面的价值。
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