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摘要

不锈钢⾊谱柱硬件对⾦属敏感化合物的⾊谱分析可能具有不利影响，此类化合物可能因发⽣吸附和次级相互作
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⽤⽽表现出不对称峰形且回收率不佳，尤其是严苛的低离⼦强度条件下的分离情况。为解决这⼀问题，我们开

发出MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)，该技术可提供⼀种⾼效的表⾯屏障，⽤于防⽌分析物与⾊谱柱的⾦属表⾯发

⽣不良相互作⽤。在游离N-糖的分析中，酸性N-糖可能会出现这些问题，例如含有多个唾液酸或磷酸化⽢露

糖残基的游离N-糖。在某些⽣物治疗药物中，酸性N-糖通常被指定为关键质量属性，因为它们会影响稳定性

、疗效和免疫原性。为⼩⼼控制并监测这些基团，通常先使药物产⽣游离N-糖，再以亲⽔作⽤⾊谱法(HILIC)

和质谱法进⾏分析。在某些情况下，使⽤该技术分析酸性N-糖难以在保持MS兼容性的同时获得良好的峰形和

回收率。使⽤搭载MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱，通过超⾼压HILIC⾊谱法

回收⾼度唾液酸化和磷酸化糖基现已成为可能，该⽅法对于⾊谱柱⽼化⽆任何依赖或要求。 

优势

新型ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱搭载MaxPeak HPS技术，在新⾊谱柱上进⾏⾸次进样即可

实现所需性能和更⾼的糖基回收率

■

准确分析⾼度唾液酸化和磷酸化糖基，⽆需进⾏耗时的⾊谱柱⽼化和钝化步骤■

与常规的不锈钢硬件⾊谱柱相⽐，该⾊谱柱分析唾液酸化糖基的保留时间重现性更为出⾊■

MS级甲酸铵浓缩液和RapiFluor-MS糖基性能测试标准品有助于建⽴⼀种易于实施的游离N-糖分析⽅法■

简介

由于⽣物治疗药物领域的发展脚步不断前进，业界对于加快产品关键质量属性(CQA)的准确监测始终具有较⾼

要求。糖基化属于⼀类CQA，可影响药物稳定性、疗效和免疫原性。糖基分析⾸选快速游离寡糖样品前处理结

合HILIC⾊谱分离技术1。 但是，由于酸性糖基容易在⾊谱柱的⾦属表⾯发⽣损失，因此分析起来通常⾮常棘

⼿。在流动相中加⼊低浓度⾼离⼦强度的螯合剂有助于避免这⼀问题，但这些分离条件的MS兼容性较差，可

能导致使⽤ESI MS进⾏糖基表征时出现问题。通过上样⼤量分析物进⾏⾊谱柱钝化是解决这⼀难题的另⼀种思

路，但这种⽅法受限于耗时的⾊谱柱⽼化⼯作和过多的样品⽤量。很多时候，⾊谱柱钝化是可逆且不可重现的

，因此⽆法可靠地实现所需的⾊谱性能。为直接解决这⼀问题，我们开发出MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)并在制

造ACQUITY Premier⾊谱柱时加以运⽤2,3。 这些表⾯采⽤有机-⽆机杂化硅胶材料制成，可⽤作⼀种⾼效的表

⾯屏障，防⽌酸性糖基与⾊谱柱内的⾦属表⾯发⽣不良次级相互作⽤。本应⽤仔细考察了ACQUITY Premier 

BEH Amide糖基分析柱与常规不锈钢⾊谱柱在钝化前后的⾊谱柱性能。所得数据证明，搭载MaxPeak HPS技

术的ACQUITY Premier⾊谱柱对游离寡糖分离表现出明显优势：回收率提升、获得更出⾊的重现性，并且⽆

需进⾏⾊谱柱⽼化。



实验

样品描述

RapiFluor-MS唾液酸化糖基性能测试标准品（沃特世，部件号：186008660 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186008660-rapifluor-ms-

sialylated-glycan-performance-test-standard.html> ）的制备⽅式为：将1瓶标准品复溶于50 µL⽔中

，得到最终浓度为8 pmol/µL的溶液。 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--

reagents/186008660-rapifluor-ms-sialylated-glycan-performance-test-standard.html>

■

RapiFluor-MS糖基性能测试标准品（沃特世，部件号：186007983 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186007983-rapifluor-ms-

glycan-performance-test-standard.html> ）的制备⽅式为：将1瓶标准品复溶于50 µL⽔中，得到最终

浓度为8 pmol/µL的溶液。

■

胎球蛋⽩溶液制备⽅式为：将10 mg⽜胎球蛋⽩溶于1 mL⽔中，得到的最终浓度为10 mg/mL。■

使⽤GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒按照《维护和使⽤⼿册》(715004793EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/715004793en.pdf> )中所述的⽅案对15 µg

半乳糖苷酶的N-糖进⾏糖基释放、标记和纯化处理1。 游离寡糖的最终浓度约为0.5 pmol/µL。

■

⾊谱柱初期性能测试样品列表⽰例：

使⽤常规⾊谱柱计算糖基回收率(%)：

糖基i的相对回收率(%) = 使⽤常规⾊谱柱分析选定糖基i获得的FLR峰⾯积/使⽤钝化后的ACQUITY Premier⾊

谱柱分析糖基i获得的FLR峰⾯积 × 100% 
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液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier系统(QSM)

数据采集： MassLynx 4.1版

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱(1.7 µ

m, 130 Å, 2.1 × 150 mm)，部件号186009524

ACQUITY UPLC BEH Amide糖基分析柱(1.7 Å, 

130 µm, 2.1 × 150 mm)，部件号186004742

样品温度 8 °C

样品进样体积： 1 µL

FLR波⻓： 265（激发波⻓）/425（发射波⻓）

柱温： 60 °C

密封清洗液： 30% ACN/70% 18.2 MΩ⽔v/v（密封件清洗间隔

设置为5 min）

流动相A： 50 mM甲酸铵，pH 4.4

流动相B： ⼄腈（LC-MS级）

主动预加热器： 启⽤

扫描速率： 10点/秒

滤光器时间常数： 正常

进样开始时⾃动复零： 是

波⻓变化时⾃动复零： 维持基线



梯度

1.本研究使⽤100%⽔溶液以便快速完成⾊谱柱评价，但在实践中建议使

⽤80%流动相A和20%流动相B的温和清洗条件，此举有助于延⻓⾊谱柱

寿命并维持性能。

质谱条件

质谱系统： Xevo G2-XS QTof

电离模式： ESI+

采集范围： 700‒3000 Da

⽑细管电压： 2.2 kV

电离源补偿： 50 V

碰撞能量： 关

锥孔电压： 75 V

脱溶剂⽓流速： 600 L/h

离⼦源温度： 120 °C



脱溶剂⽓温度： 500 °C

扫描速率： 2 Hz

数据管理

⾊谱软件： MassLynx 4.1版

质谱软件： MassLynx4.1版

数据处理： UNIFI v.1.8

结果与讨论

为考察配备MaxPeak HPS的ACQUITY Premier⾊谱柱的初期性能，本研究将8 pmol RapiFluor-MS糖基性能

测试标准品四次进样⾄全新的ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱。随后以⾼载样量进样三次10 

mg/mL胎球蛋⽩（⼀种⾼度唾液酸化的糖蛋⽩），进样体积1 µL，⽤于⾊谱柱⽼化和钝化。经过钝化后，再

次进样RapiFluor-MS糖基性能测试标准品以检查⾊谱柱性能（有关研究中使⽤的⽰例样品列表，请参⻅实验

部分）。为进⾏⽐较，同时还在全新的常规不锈钢⾊谱柱上进⾏了这些测试。此外，对⽐测试过程中还采⽤了

RapiFluor-MS唾液酸化糖基性能测试标准品。我们在这些实验中统⼀采⽤搭载MaxPeak Premier技术的液相

⾊谱系统，旨在尽量减少液相⾊谱系统硬件对分离的影响。

根据之前发表的⼀项研究，使⽤HILIC⾊谱法可以从糖基性能测试标准品中分离出19种糖基4。如图1A所⽰，使

⽤常规不锈钢⾊谱柱时，第1次进样仅鉴定出这19种糖基中的13种；7种唾液酸化糖基中有5种⽆法通过该初始

进样检出。此外还⽐较了常规⾊谱柱与ACQUITY Premier⾊谱柱分离糖基获得的相对回收率，这些相对回收率

⽤实验部分中提及的公式根据相关的FLR峰⾯积计算得出。常规⾊谱柱与ACQUITY Premier⾊谱柱相⽐，⾼丰

度化合物单唾液酸化糖基FA2G2S1的回收率低于40%，在未经⽼化钝化处理的条件下，⽆法检出任何双唾液酸

化糖基（图1B）。我们注意到，⼀些中性糖基在常规不锈钢⾊谱柱上的第1次进样也表现出回收率问题，

FA2、FA2G1和FA2G2使⽤不锈钢⾊谱柱获得的回收率分别为95%、80%和60%（图1B）。我们认为，使⽤常

规不锈钢⾊谱柱进⾏分离时，分析物与⾦属表⾯的⾮特异性结合是导致糖基（尤其是酸性糖基）损失的原因。

上述结果表明，即使极尽全⼒进⾏⾊谱柱⽼化，这类不良次级相互作⽤有时仍然难以消除。在这些⾊谱柱上再

进样3次糖基标准品，仍有6种糖基未得到分离（图1A），它们的峰⾯积仍然很低（图1B）。这些棘⼿的糖基

只能在以⾼载样量进样胎球蛋⽩后实现⽼化钝化，才能得到回收。经过钝化后，可成功检出全部的19种糖基



（包括双唾液酸化糖基）。经过⽼化钝化处理后，常规不锈钢⾊谱柱的有效峰容量从50提⾼⾄66（图1C）。  

图1.使⽤常规不锈钢⾊谱柱时，⾊谱柱⽼化对N-糖的HILIC分析的影响。 

A) RapiFluor-MS糖基性能测试标准品使⽤BEH Amide常规不锈钢⾊谱柱(2.1 × 150 mm, 1.7 

µm)第1次进样（初始运⾏）、第4次进样（糖基标准品多次重复进样后）和第5次进样（⽤胎球蛋

⽩⽼化和钝化处理后）的FLR谱图；B)不同进样中选定糖基的回收率%；C)不同进样中常规⾊谱柱

的有效峰容量(Pc*)。

相⽐之下，ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱由于部署了MaxPeak HPS技术，第1次进样就使所有类

型的糖基均获得优异的⾊谱回收率和峰分离度，并且对于⾊谱柱⽼化⽆任何依赖。如图2A所⽰，经过第1次进

样和运⾏后，全部19种糖基就得到成功分离。令⼈印象深刻的是，样品中7种唾液酸化糖基全部检出，尽管其

中⼀些糖基的相对丰度低⾄0.5%。使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱获得的糖谱在⽼化钝化前后相当（第1次进样

、第4次进样和第5次进样；图2A）。从第1次进样到第5次进样，各糖基的回收率和分离的有效峰容量保持⼀

致（图2B和2C）。另外值得⼀提的是，使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱获得的糖谱与使⽤完全钝化的常规不锈

钢⾊谱柱获得的结果相当（图3）。所有分离的糖基的相对丰度%RSD均⼩于8%，三个平均数据点来⾃

：(1)钝化后的常规不锈钢⾊谱柱（第5次进样），(2)钝化后的ACQUITY Premier⾊谱柱（第5次进样

），(3)在ACQUITY Premier⾊谱柱上的第1次运⾏（第1次进样）（表1）。这⼀结果证明，MaxPeak HPS技

术使我们获得了准确的糖谱，且杂化表⾯对分离度或选择性的影响很⼩。ACQUITY Premier BEH Amide糖基

分析柱使糖基回收率显著提升，还免去了⾊谱柱⾸次使⽤时的⽼化需求。



图2.使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱时，⾊谱柱⽼化对N-糖的HILIC分析的影响。 

A) RapiFluor-MS糖基性能测试标准品使⽤ACQUITY Premier BEH Amide⾊谱柱(2.1 × 150 

mm, 1.7 µm)第1次进样（初始运⾏）、第4次进样（糖基标准品多次重复进样后）和第5次进样

（⽤胎球蛋⽩⽼化和钝化处理后）的FLR谱图；B)不同进样中选定糖基的回收率%；C)不同进样中

ACQUITY Premier⾊谱柱的有效峰容量(Pc*)。

图3.使⽤钝化后的常规不锈钢⾊谱柱与ACQUITY Premier HILIC⾊谱柱所获得的糖谱相当。 

A) RapiFluor-MS糖基性能测试标准品使⽤钝化后的常规不锈钢⾊谱柱第5次进样（下图）与使⽤

ACQUITY Premier⾊谱柱第1次进样（中图）和第5次进样（上图）的FLR谱图；B)使⽤不同⾊谱

注分离的糖基的相对丰度。



表1.使⽤常规不锈钢⾊谱柱与ACQUITY Premier⾊谱柱获得的糖谱：钝化前（第1次进样）和钝化后（第5次

进样）。

此外，ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱对磷酸化糖基的分析也具有优异性能。末端带有⽢露糖-6-磷

酸残基的磷酸化糖基可⽤作溶酶体酶的信号标记，这对于酶替代疗法的应⽤⾄关重要5。 但是，由于存在磷酸

残基，这组分析物极难通过液相⾊谱分析得到回收，因为它们往往会吸附在⾦属表⾯上。为评价MaxPeak 

HPS⾊谱柱硬件对磷酸化糖基分析是否有利，本研究利⽤实验部分所述相同的检测⽅案分析了半乳糖苷酶释放

的N-糖。ACQUITY Premier⾊谱柱和常规不锈钢⾊谱柱填充的固定相为同⼀批次。图4总结了使⽤不同⾊谱柱

分离单磷酸化糖基Man7-1P的结果。与其他酸性糖基⼀样，使⽤常规不锈钢⾊谱柱时，未应⽤⽼化钝化处理之

前，⽆法鉴定出Man7-1P。即使经过胎球蛋⽩钝化后，常规不锈钢⾊谱柱对Man7-1P获得的峰响应也仅为

ACQUITY Premier⾊谱柱所得峰响应的⼤约70%。



图4.使⽤ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱使磷酸化糖基的回收率有所提升。 

A)、B)使⽤ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱在钝化前后(A vs B)分析单磷酸化糖基（Man7-1P，标

记有*）得到的FLR检测结果；C)、D)使⽤常规不锈钢⾊谱柱在钝化前后(C vs D)分析单磷酸化糖基（Man7-

1P，标记有*）得到的FLR检测结果；E)基于FLR峰⾯积得到的Man7-1P糖基的回收率。

此外，ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱还为唾液酸化糖基分析提供了重现性更⾼的保留时间。重现

性评估通过在胎球蛋⽩钝化后的常规不锈钢⾊谱柱和ACQUITY Premier⾊谱柱上连续进样四次唾液酸化糖基

性能测试标准品进⾏。本研究对每种⾊谱柱都进⾏了三种钝化处理，这些⾊谱柱装填有同⼀批固定相。记录并

计算测试标准品中六种⾼丰度唾液酸化糖基的保留时间及相应的%RSD值（图5）。如图所⽰，使⽤三种

ACQUITY Premier⾊谱柱获得的糖基保留时间%RSD在0.12~0.22%的范围内，⽽使⽤常规不锈钢⾊谱柱分析

相同的唾液酸化糖基时，保留时间%RSD增加⾄1.15~1.96%。 



图5.使⽤钝化处理后的常规不锈钢⾊谱柱或ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱分离6种主要唾液酸化

糖基得到的柱间保留时间和RSD值。三种常规⾊谱柱和三种ACQUITY Premier BEH Amide糖基分析柱均经过

胎球蛋⽩钝化，⽽后分别⽤于在4次重复进样中分离RapiFluor-MS唾液酸化糖基性能测试标准品。唾液酸化糖

基分析的⽰例⾊谱图⻅下⽅。 

结论

在各种⾊谱柱填料中应⽤MaxPeak⾼性能表⾯创新技术可以提⾼⾊谱性能（包括使⽤ACQUITY Premier BEH 

Amide糖基分析柱在HILIC模式下分离糖基的性能）。本应⽤纪要展⽰了糖基分析⾊谱回收率的提升以及全新

⽔平的开箱即⽤性能，这些表现在酸性糖基中更为明显。该技术有利于轻松实现更准确的游离寡糖分析，并且

可以省去繁琐的⾊谱柱⽼化和钝化程序。此外，这些⾊谱柱可以促进回收具有挑战性的磷酸化糖基，并提⾼唾

液酸化糖基的保留时间重现性。因此，基于LC-MS的游离寡糖分析会更加稳定，随着开发流程中不断出现糖谱

⽇益复杂的蛋⽩质药物，这⼀优势变得越来越重要。 
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