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摘要

重组⼈促红细胞⽣成素(rhEPO)分⼦此前由于其糖基化结构相对复杂，⼀直被视为糖基化表征的难题，本应⽤纪要

介绍的两种简易策略可⽤于详细研究rhEPO的N-联糖基化和O-联糖基化。充分利⽤这些⼯具有助于我们加快新型

⽣物仿制药的开发进程。

优势

 解析EPO N-联糖基化和O-联糖基化信息的两种简易策略■

实现⾼度天线化游离N-糖和完整蛋⽩质糖型的前所未有的HILIC分离■

可兼容MS的HILIC能够详细研究样品成分■

通过糖蛋⽩分离对ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide糖蛋⽩分析专⽤柱（300Å, 1.7 μm固定相）进⾏

QC测试，确保批次间重现性保持⼀致

■

简介
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免疫球蛋⽩G (IgG)形态是许多蛋⽩质治疗药物的开发⽅向1。与此同时，各种重组⼈体激素和酶的问世也让许多⾼

效的患者疗法得以实现。例如，促红细胞⽣成素(EPO)α等刺激红细胞⽣成的治疗药物很早以前就被⽤于治疗贫⾎

症。这⼀增加患者红细胞数的疗法最早由Epogen®公司商品化，该产品于1989年经FDA批准后在美国上市2。 时⾄

今⽇，随着⽣物制药⾏业的格局不断发展以及Epogen专利过期(2013年)3，EPO药品成为了国际和国内⽣物仿制

药市场的仿制对象。 

尽管促红细胞⽣成素α的⼀级结构相对较⼩，但它含有3个N-糖基化位点和1个O-糖基化位点（图1）4。 由于糖基

化的原因，尽管促红细胞⽣成素α的蛋⽩质质量仅为18 kDa，但其分⼦量却达到30〜40 kDa。有趣的是，促红细

胞⽣成素的糖基化与其功能和⾎清半衰期密切相关。有研究表明，其糖基谱图中有两个属性与其体内活性（包括

天线化和唾液酸化作⽤）呈正相关关系5-7。 因此，准确表征促红细胞⽣成素治疗药物的糖基化⾮常重要。此外

，研究促红细胞⽣成素的糖基化还有另⼀项重要意义，那就是将详细的糖基分析作为开发有效的促红细胞⽣成素

⽣物仿制药的重要途径。

图1.重组⼈促红细胞⽣成素α (rhEPO)的序列和结构信息。
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实验

样品描述

将CHO细胞表达的重组⼈促红细胞⽣成素α（PeproTech、Rocky Hill、NJ）复溶于50 mM HEPES NaOH pH 7.9

缓冲液中，得到浓度为2 mg/mL的溶液。 

使⽤GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒从rhEPO中释放N-糖并对其进⾏RapiFluor-MS标记，具体操作说

明⻅维护和使⽤⼿册（部件号：715004793）。进样90 µL RapiFluor-MS标记的N-糖的SPE洗脱物、100 µL⼆甲

基甲酰胺和210 µL⼄腈的混合物。

为了分析O-糖基化，我们利⽤GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒维护和使⽤⼿册（部件号

：715004793）中所述的快速糖基释放技术对rhEPO进⾏了N-糖基释放。

⽅法条件（除⾮另有说明）

⾊谱柱平衡 

全新（之前未使⽤过的）ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide, 300Å, 1.7 µm糖蛋⽩分析专⽤柱应通过两次

或两次以上的连续进样和分离进⾏平衡，直⾄获得稳定⼀致的分析结果。更多信息请参阅⾊谱柱的维护和使⽤⼿

册（部件号720005408ZH）。 

RapiFluor-MS游离N-糖的LC条件

LC系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio系统

样品温度： 10 °C

柱温： 60 °C

流速： 0.4 mL/min

进样体积： 10 μL
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⾊谱柱： ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide, 300Å, 

1.7 µm, 2.1 x 150 mm糖蛋⽩分析专⽤柱（配备糖

蛋⽩性能测试标准品）

荧光检测条件： 激发波⻓265 nm/发射波⻓425 nm，2 Hz

样品收集/样品瓶： 样品收集模块

聚丙烯材质12 x 32 mm螺纹⼝样品瓶，容积300 µL

流动相A： 50 mM甲酸铵，pH 4.4（LC-MS级；由100x浓缩液

制得）

流动相B： ACN（LC-MS级）

梯度

时间 流速(mL/min) %A %B 曲线

0.0 0.4 25.0 75.0 6.0

35.0 0.4 46.0 54.0 6.0

36.5 0.2 100.0 0.0 6.0

39.5 0.2 100.0 0.0 6.0

43.1 0.2 25.0 75.0 6.0

47.6 0.4 25.0 75.0 6.0

55.0 0.4 25.0 75.0 6.0
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RapiFluor-MS游离N-糖的MS条件

MS系统： Xevo G2-XS QTof

电离模式： ESI+

分析仪模式： 分辨率(〜40 K)

⽑细管电压： 2.2 kV

锥孔电压： 75 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 500 °C

电离源补偿： 50 V

脱溶剂⽓流速： 600 L/h

校准： NaI，1 μg/μL，100-2000 m/z

采集： 700-2000 m/z，0.5 s扫描速率

Lockspray： 300 fmol/µL⼈⾎纤维蛋⽩肽B的0.1% (v/v)

甲酸溶液，70:30⽔/⼄腈（每90秒）

数据管理： MassLynx软件（4.1版）

N-糖基释放rhEPO的完整蛋⽩质HILIC分析的LC条件

LC系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio系统
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样品温度： 10 °C

柱温： 45 °C

流速： 0.2 mL/min

荧光检测条件： 激发波⻓280 nm/发射波⻓320 nm（内源性荧光

），10 Hz

流动相A： 含0.1% (v/v)TFA的H2O

流动相B： 0.1% (v/v) TFA的⼄腈溶液

HILIC进样体积： 1.3 μL（在不对⾊谱性能造成负⾯影响的前提下

，⼀根2.1 mm内径的HILIC⾊谱柱最多可承受约1 

μL的⽔相进样）

⾊谱柱： ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide, 300Å, 

1.7 µm, 2.1 x 150 mm糖蛋⽩分析专⽤柱（配备糖

蛋⽩性能测试标准品）

样品瓶： 聚丙烯材质12 x 32 mm螺纹⼝，容积300 µL

梯度

时间 %A %B 曲线

0.0 15.0 85.0 6.0

0.5 15.0 85.0 6.0

1.0 25.0 75.0 6.0
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21.0 35.0 65.0 6.0

22.0 100.0 0.0 6.0

24.0 100.0 0.0 6.0

25.0 15.0 85.0 6.0

35.0 15.0 85.0 6.0

N-糖基释放rhEPO的完整蛋⽩质HILIC分析的MS条件

MS系统： SYNAPT G2-S HDMS

电离模式： ESI+

分析仪模式： 分辨率(〜20 K)

⽑细管电压： 3.0 kV

锥孔电压： 45 V

电离源补偿： 50 V

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓温度： 500 °C

脱溶剂⽓流速： 800 L/h

校准： NaI，1 μg/μL，500-5000 m/z
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采集： 700-4800 m/z，1 s扫描速率

数据管理： MassLynx软件（4.1版）

 本应⽤纪要展⽰了两种可⽤于详细研究重组⼈促红细胞⽣成素(rhEPO)的N-联糖基化和O-联糖基化的简易策略。

在本研究中，我们⾸先快速释放rhEPO中的N-糖基，对其进⾏GlycoWorks RapiFluor-MS标记，然后利⽤灵敏的

荧光检测和质谱检测技术进⾏亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)分析。在接下来的平⾏分析中，我们利⽤完整蛋⽩质的HILIC分

析甄别糖基释放的rhEPO，以解析O-糖基化的相关信息。

结果与讨论

使⽤RapiFluor-MS标记和HILIC分析对rhEPO进⾏游离N-糖分析

此前已有许多⼈对重组⼈促红细胞⽣成素(rhEPO)的糖基化进⾏过研究4-5，8-13。 之前的这些研究在很⼤程度上需

要使⽤多项相关技术。本研究的⽬标是为EPO分析建⽴两种简易的基于LC的互补⽅法，分别⽤于获取N-糖基化和

O-糖基化的相关信息。

借助采⽤新型糖基标记试剂RapiFluor-MS的样品制备新策略，我们可轻松得到rhEPO的N-糖谱图。该样品制备策

略基于GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒，分析⼈员可快速释放N-糖并采⽤能提⾼荧光检测和电喷雾离

⼦质谱(ESI-MS)检测灵敏度的标记物对其进⾏标记14。在之前的应⽤纪要中，RapiFluor-MS主要⽤于分析各种IgG

样品14-16， 但除此之外，采⽤GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒的实验⽅案，即使⾯对rhEPO等⾼度糖

基化的蛋⽩质，分析⼈员同样能轻松完成样品制备。 

经验证，RapiFluor-MS标记的N-糖适⽤于进⾏亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)分析。因此，RapiFluor-MS的HILIC-荧光-MS

分析已成为了⼀种适⽤于蛋⽩质N-糖基化详细研究的强⼤⼯具14。

为了实现上述⽬的，本研究利⽤HILIC分析了由rhEPO制备的RapiFluor-MS N-糖样品。我们选⽤了最近推出的⼤

孔径酰胺⾊谱柱 — ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide, 300Å, 1.7 µm糖蛋⽩分析专⽤柱，以期达到最优

的N-糖分离分析分离度。该⾊谱柱专为糖肽和糖蛋⽩等⼤分⼦的HILIC分离⽽设计，⽽研究表明，其⼤孔径颗粒结

构还能使⾼度⽀链化的三天线和四天线N-糖的峰容量增加10‒20%17，因此该⾊谱柱也是对通常具有⾼度天线化结

构的EPO N-糖进⾏HILIC分析的理想选择。图2A展⽰了得⾃0.4 μg rhEPO的RapiFluor-MS N-糖的HILIC荧光和基

峰强度(BPI) MS谱图。虽然本次分析的样品量相对较少，但成功获得了⾼信噪⽐的谱图。
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荧光检测的灵敏追踪有助于分析实现准确的相对定量。虽然我们可以观察到MS灵敏度随着N-糖结构的增⼤⽽降低

，但MS谱图的信噪⽐仍然值得我们关注。⽽RapiFluor-MS试剂和具有更⾼传输效率及灵敏度的新⼀代MS仪器

Xevo G2-XS QTof的结合，让这些特定数据的质量得到了保障。如图2B中的质谱采集结果所⽰，该QTof技术可达

到前所未有的灵敏度和⾼质量数分辨率，图2B在本研究中被⽤作指认N-糖物质的依据。

图2.rhEPO游离N-糖的HILIC分析。RapiFluor-MS标记的rhEPO游离N-糖的(A)荧光谱图和(B)基峰强度(BPI)谱图。

使⽤ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide, 300Å, 1.7 µm, 2.1 x 150 mm糖蛋⽩分析专⽤柱分析来⾃0.4 µg蛋⽩质

的糖基获得⾊谱图。(C)四种N-糖物质的MS谱图。根据Oxford Notation列出了N-糖指认结果。“+Ac”表⽰⼄酰化

，如之前曾有报道的唾液酸残基(Neu5Ac)的O-⼄酰化8。

该分析⽅法所具备的⾊谱和质谱级灵敏度简化了N-糖指认过程，让分析⼈员能够轻松绘制rhEPO N-糖物质的N-糖

谱图（图3）。 

本研究分析所得的rhEPO N-糖谱图中主要包括具有不同N-⼄酰乳糖胺延伸结构的四天线、四唾液酸化N-糖(

FA4G4S4)，但同时该谱图中也包括⼀个对应⼆唾液酸化双天线N-糖(FA2G2S2)的⾼丰度峰。由于四天线与双天线
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N-糖的⽐率与EPO的体内活性之间呈正相关性6，很明显该分析能为我们提供⾮常有价值的信息。通过该N-糖分析

可轻松获得的其它信息还包括唾液酸化的程度以及乳糖胺延伸结构修饰的程度。总的来说，这些结果表明，采⽤

相对⽐较简单的RapiFluor-MS N-糖制备⽅法及相应的HILIC-荧光-MS分析确实能够获得信息量⾮常丰富的N-糖谱

图。

图3.为各种游离N-糖物质的鉴定提供依据的LC-MS数据。“+Ac”表⽰⼄酰化，如之前曾有报道的唾液酸残基(

Neu5Ac)的O-⼄酰化8。

利⽤⼤孔径酰胺HILIC分离分析完整rhEPO的O-糖基化

由于⽬前没有⾼度可靠的机制能够从对应蛋⽩质中释放出O-糖，因此O-糖的表征颇具挑战性。由于采⽤PNGase F

进⾏糖基释放简便⽽⾼效，分析游离糖基成为了⼀种倍受⻘睐的N-糖表征⽅法。除了采⽤同类型的通⽤糖苷酶之

外，分析⼈员还通过各种化学⽅法来释放O-糖，如利⽤碱性β消除18或肼解作⽤19等。但这些释放机制通常难以实

施，⽽且常常会引⼊⼲扰（即所谓的“脱落产物”）。

在本研究中，我们没有采⽤分析rhEPO游离O-糖的策略，⽽是开发了另⼀种表征策略。我们设计了⼀套新的⼯作
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流程，该流程⾸先使⽤GlycoWorks Rapid PNGase F和1% RapiGest SF表⾯活性剂对rhEPO进⾏快速糖基释放

，10分钟之后，我们获得了⼀份经N-糖基释放的完整rhEPO样品，然后采⽤ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH 

Amide糖蛋⽩分析专⽤柱通过HILIC分离对其进⾏分析。图4展⽰了本次分析中使⽤内源性荧光检测和完整蛋⽩质

HILIC技术（在先前的研究中进⾏过介绍20）获得的⾊谱图。 本研究分析的N-糖基释放rhEPO分离得到了⼀系列

（约10个）⾊谱峰。在线ESI-MS提供了⼗分详细的信息，有助于我们将rhEPO的蛋⽩形态准确分配给各个⾊谱峰

。

结果显⽰，两个丰度最⾼的LC峰分别具有18893.8和19185.3 Da的去卷积质量数，与分别具有三糖和四糖O-糖修

饰结构的C端精氨酸截断N-糖基释放rhEPO⼀致。更具体地讲，我们观察到的较轻物质的质量数偏移代表了包括

1个⼰糖、1个N-⼄酰⼰糖胺和1个唾液酸结构的糖基修饰。同时，我们观察到的较重物质的质量数偏移则代表包括

相同结构的糖基修饰，但多了⼀个N-⼄酰-神经氨酸结构。 
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图4.N-糖基释放的完整rhEPO的HILIC-荧光-MS分析。(A)荧光⾊谱图，展⽰了O-糖的异质性和占据率。使⽤2.1 x 

150 mm ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide, 300Å, 1.7 µm, 2.1 x 150 mm糖蛋⽩分析专⽤柱分析0.7 µg蛋⽩质

所得的⾊谱图。(B)对应于rhEPO的三种主要蛋⽩形态的解卷积质谱图。峰鉴定结果（此处标记的除外）如图5所⽰

。

对LC-MS数据的进⼀步研究结果还表明，经过O-糖⽆糖基化的rhEPO蛋⽩形态在约8.2 min的保留时间处洗脱。此

外，这些LC-MS数据还表明rhEPO⾄少还有两种其它的O-联糖型，以及更多种C端截断的蛋⽩形态（图5）。由此

，我们可以看出该⼯作流程的确可⽤于快速分析rhEPO的N-联糖基化，帮助我们获取关于占据率和异质性的信息

。
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图5.为各种N-糖基释放rhEPO蛋⽩形态的鉴定提供依据的LC-MS数据。“‒C-端”表⽰rhEPO的C-端截断；并标明

了截断的不同残基。Hex、HexNAc和Neu5Ac分别表⽰⼰糖、N-⼄酰⼰糖胺和唾液酸结构。例如，

Hex1HexNAc1NeuN5Ac1对应的是包含1个⼰糖、1个N-⼄酰⼰糖胺和1个唾液酸结构的O-糖基化。“+O”表⽰增加

⼀个氧原⼦造成的质量数偏移，例如氧化或者将Neu5Ac替换为Neu5Gc8。作为丰度最⾼的rhEPO序列变体（‒C-

端R）及其糖型的鉴定依据的数据以粗体突出显⽰。“+Ac”表⽰⼄酰化，如之前曾有报道的唾液酸残基(Neu5Ac)的

O-⼄酰化8。

13重组⼈EPO N-联糖基化和O-联糖基化的全⾯表征



结论

最近，糖基分析领域出现了⼏款基于可兼容亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)的LC-MS的强⼤⼯具。  这些新型糖基分析⼯作流

程的核⼼是专为⼤分⼦分离⽽设计的HILIC⾊谱柱。借助ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide糖蛋⽩分析专

⽤柱，分析⼈员能够在⼤分⼦游离N-糖的分离中实现更⾼的分离度。这种分析⽅法与RapiFluor-MS标记联⽤时不

仅能提⾼分离度，还能获得前所未有的灵敏度。我们在本研究中将该⽅法成功应⽤于详细研究重组⼈促红细胞⽣

成素α (rhEPO)的N-糖基化。由于N-糖基化与EPO的半衰期和活性有关，成功获取这类信息并达到前所未有的数据

质量对于开发新型EPO治疗剂有着⽆可估量的价值。EPO还具有O-糖基化结构；该结构的占据率和异质性对于研

究各种药物之间的兼容性也具有⾮常重要的意义。在本应⽤纪要中，我们概述了⼀个使⽤ACQUITY UPLC 

Glycoprotein BEH Amide糖蛋⽩分析专⽤柱的实验⽅案，该⽅案包括简单的样品制备步骤，然后通过随后的

HILIC分离分析完整rhEPO上的O-糖基属性。概括地讲，重组⼈促红细胞⽣成素(rhEPO)分⼦此前由于其糖基化结

构相对复杂，⼀直被视为糖基化表征的难题，⽽我们介绍的两种简易策略可⽤于详细研究rhEPO的N-联糖基化和

O-联糖基化。充分利⽤这些⼯具有助于我们加快新型⽣物仿制药的开发进程。
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可在线购买：

ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide, 300Å, 1.7 µm, 2.1 mm X 150 mm糖蛋⽩分析专⽤柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176003702>

GlycoWorks样品收集模块 <https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007988

>

聚丙烯材质12 x 32 mm螺纹⼝样品瓶 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002640>

沃特世甲酸铵溶液 - 游离寡糖分析 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007081>

Glycoworks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176003911>
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