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摘要

通过LC-MS进⾏肽图分析是⼀项强⼤的表征技术，常⽤于蛋⽩质序列确认、翻译后修饰(PTM)分析和相对定量

。为促进深⼊表征，分析⼈员需要在样品前处理和数据采集过程中获得⾜够⾼的⾊谱峰分离度并尽量减少分析

物损失。这⼀⽬标对于某些肽（例如唾液酸化O-糖肽）⽽⾔可能愈发具有挑战性，因为这些肽可能会在样品前

处理和实验过程中同遇到的表⾯发⽣⾮特异性相互作⽤⽽表现出吸附损失。具体⽽⾔，⾼度唾液酸化糖肽可能

吸附⾄⾊谱柱和液相⾊谱系统中的⾦属表⾯，导致峰拖尾和分析物损失。本应⽤简报展⽰了采⽤MaxPeak⾼

性能表⾯的ACQUITY Premier⾊谱柱的优势，及其在⽣物制剂的表征中改善唾液酸化O-糖肽的分离度和回收

率的能⼒。

优势

与不锈钢⾊谱柱相⽐，减少了⾮特异性样品吸附■

改善了样品回收率、液相⾊谱峰对称性和保留时间重现性■

简介

在⽣物制药⾏业，肽图分析通常是药品表征和质量控制的关键分析⽅法之⼀。因此，要对这些蛋⽩质分析物实

现准确表征、监测和⽐较，必须采⽤稳定耐⽤且可重现的⽅法。对于⼤多数肽，⽬前所⽤的技术即可满⾜这些

需求，但在某些情况下，酸性肽1（例如磷酸化肽2和唾液酸化糖肽）仍然⾯临挑战，它们在某些条件下会表现

出较差的峰形和较低的回收率。在使⽤甲酸作为流动相添加剂的典型反相分离中，这些肽通常带有净负电荷

，因此容易通过类似于路易斯酸/碱的相互作⽤⽽在⾊谱柱和液相⾊谱系统的⾦属表⾯发⽣⾮特异性吸附，从

⽽导致⾊谱峰拖尾和分析物损失，进⽽产⽣不准确和重现性较差的结果。为解决这些问题，沃特世开发出⼀系

列采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY Premier⾊谱柱，该技术提供了⼀层表⾯屏障，有助于减轻

与⾦属表⾯的不必要相互作⽤3。

本研究考察了采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱与传统不锈钢⾊谱柱相⽐，在唾液酸化糖肽

的回收率和峰形⽅⾯的⾊谱性能。鉴于促红细胞⽣成素(EPO)具有动态糖基化谱图和作为治疗性⽣物分⼦的临

床相关性，故将其⽤于本案例研究。   

结果与讨论



作为⼀种⼩分⼦糖蛋⽩，EPO含有3个N-糖基化位点和1个O-糖基化位点（图1），因此更容易表现出由⾦属表

⾯相互作⽤引起的⾊谱⼲扰。胰蛋⽩酶酶解的O-糖肽(T13)有四种形式：T13⽆糖基化形式、T13 + 

HexNAc(1)Hex(1)形式、T13 + HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(1)（单唾液酸化）形式和T13 + 

HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(2)（双唾液酸化）形式。本研究在使⽤BioAccord系统（ACQUITY UPLC I-Class与

ACQUITY RDa检测器联⽤）分析EPO（⼀种候选⽣物类似药）样品之前，对其进⾏了变性、还原、烷基化和

胰蛋⽩酶酶解处理。为便于⽐较⾊谱性能，在60 °C下使⽤常规⽅法在采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY 

Premier⾊谱柱（ACQUITY Premier CSH C18, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 x 100 mm，部件号：186009488 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/186009488-acquity-premier-peptide-csh-

c18-column-130a-17--m-21-x-100-mm-1-.html> ）和等效的不锈钢⾊谱柱（ACQUITY UPLC CSH C18, 130 

Å, 1.7 µm, 2.1 x 100 mm，部件号：176002141 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/176002141-acquity-uplc-csh-c18-column-

130a-17--m-21-mm-x-100-mm-3-pk.html> ）上分离肽酶解物（上样量0.5 µg）。简⾔之，在使⽤甲酸(FA)

的RPLC分离中，表⾯带电杂化(CSH)填料被证明能够改善峰形并增加肽的峰容量。配制的标准流动相为含有

0.1%甲酸的⽔溶液（流动相A）和含有0.1%甲酸的⼄腈溶液（流动相B）。采⽤的分离梯度为流动相B在50 

min内由1%增加⾄35%。在正离⼦ESI模式下采集m/z 50‒2000范围内的MS数据。将ACQUITY RDa质谱离⼦

源设置为⽑细管电压1.2 kV、锥孔电压30 V、脱溶剂⽓温度350℃、能量梯度60~120 V，以在数据⾮依赖型采

集模式(DIA)下进⾏碰撞诱导碎裂。

图1.促红细胞⽣成素(EPO)的结构，展⽰了存在

N-糖基化和O-糖基化的⽰例

利⽤⽬标肽中最强电荷态的提取离⼦⾊谱图(XIC)评估O-糖基化肽的峰形和回收率。图2显⽰了表1中预期质量

数下各个XIC的叠加图。峰1（绿⾊）对应于T13核⼼O-糖物质(+HexNAc(1)+Hex(1))，峰2（⿊⾊）对应于⽆

糖基化T13肽，峰3（红⾊）对应于单唾液酸化T13物质，峰4（蓝⾊）对应双唾液酸化T13物质。所得XIC⾊谱
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图表明，当使⽤结合MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱时，所有XIC峰的灵敏度（检测器响应

）均得到显著改善。所有物质的峰⾯积增加⾄少1.5倍，表明使⽤结合MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier

⾊谱柱时，总体上提⾼了O-糖基化肽的回收率。值得注意的是，观察到双唾液酸化T13 O-糖肽的峰⾯积增加

了3倍，表明该⾊谱柱技术能够显著提⾼唾液酸化糖基的回收率，这些唾液酸化糖基可能更容易受到⾦属引起

的吸附⼲扰的影响。预计O-糖肽的MS信号增强将有助于提⾼LC-MS分析中⽤于肽鉴定和结构解析的MS/MS数

据的质量，在肽丰度较低的情况下尤其如此。 



图2.采⽤A) ACQUITY Premier CSH⾊谱柱和B)不锈钢ACQUITY CSH⾊谱柱获得的T13 O-糖肽(

EAISPPDAASAAPLR)的提取离⼦⾊谱图叠加图 



表1.T13 O-糖肽列表，包括预期质量数和m/z值，⽤于⽣成提取离⼦⾊谱图(XIC)以供分析。

此外，当使⽤结合MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱时，还观察到双唾液酸化物质的峰形显著改

善。如图3所⽰，峰不对称性（在10%峰⾼处计算）降低⾄1/6 (As ≈ 6 vs. As ≈ 1)，唾液酸化糖肽的峰形接

近⾼斯分布。这种新观察到的峰对称性能够实现清晰且可重现的峰积分，从⽽实现更准确的相对定量。将这些

肽图分析实验获得的值与之前分析*的同⼀批次完整N-糖基释放EPO样品的相对定量结果进⾏⽐较。在完整⽔

平上，预计蛋⽩质不会表现出像肽⼀样明显的吸附⼲扰，因为宏观结构的理化性质在洗脱曲线中占主导地位。

鉴于此，预计完整⽔平的O-糖基化谱图能够更准确地代表O-糖基化含量。如表2所⽰，采⽤MaxPeak HPS技

术的ACQUITY Premier⾊谱柱获得的相对定量值与完整蛋⽩分析中观察到的值更接近，此现象在双唾液酸化

物质分析中更为显著，证明ACQUITY Premier⾊谱柱相较于正交补充⽅法能够准确反映样品组成。综上所述

，这些结果证明，采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱具有重要价值，能够为简单的O-糖肽的

相对定量提供更加耐⽤且更准确的⽅法。

*进⾏RPLC-MS分析之前，使⽤PNGaseF对之前分析的完整EPO样品进⾏糖基释放。 



图3.采⽤A) ACQUITY Premier CSH⾊谱柱和B)不锈钢ACQUITY CSH⾊谱柱得到的双唾液酸化

T13 O-糖肽的提取离⼦⾊谱图，突出显⽰了峰不对称性（计算公式：As = b / a，在10%峰⾼处计

算）。



表2.T13 O-糖肽和完整N-糖基释放EPO样品的相对定量结果

结论

肽分析物在传统不锈钢LC-MS⾊谱柱表⾯的⾮特异性相互作⽤和吸附导致分析物回收率低且峰不对称。这为表

征⾦属敏感分析物（例如含有唾液酸化糖基的O-糖肽）带来了巨⼤挑战。采⽤MaxPeak⾼性能表⾯的Waters 

ACQUITY Premier⾊谱柱技术解决了⾦属引起的吸附⼲扰挑战。就EPO T13 O-糖肽⽽⾔，ACQUITY Premier 

CSH⾊谱柱与传统的不锈钢⾊谱柱相⽐，总体提⾼了灵敏度，并显著改善了双唾液酸化T13 O-糖肽的峰形和相

对定量结果。对于创建耐⽤且可重现的⽅法⽤于O-糖肽分析⽽⾔，这是⼀个重要⾥程碑。
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