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摘要

使⽤Andrew Alliance（沃特世下属公司）提供的Andrew+移液机器⼈，实现GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖试

剂盒的⾃动化并验证性能。验证要求包括：与同数量样品的⼿动前处理结果相⽐，总峰⾯积偏差≤25%，相对峰

⾯积偏差≤5%。在验证过程中，由于⾃动化⽅案中的消耗品变化导致⾮特异性样品损失平均达到45%，因此显然

需要对⽅案进⾏优化。采取⼀些更改措施以缓解样品损失问题，然后与⼿动⽅案⽐较，⾃动化⽅案表现出88%的

回收率。在整个优化过程中，相对峰⾯积⼀直保持较⾼的重现性，且⾃动⽅案的相对峰⾯积偏差与⼿动⽅案相⽐

不超过2.6%。

优势

简便易⽤且节省时间■

提⾼效率并减少故障，从⽽节省成本■

经济有效的机器⼈解决⽅案■

协同⾃动化■

快速N-糖标记■
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减少分析⼈员压⼒■

突破分析瓶颈■

⾃动⽅法转移■

简介

在⽣物药开发过程中，通常将糖基化作为⼀项关键质量属性(CQA)进⾏监测，因为它是衡量⽣产条件⼀致性、产品

疗效和安全性的指标1,2。 传统的游离N-糖标记⽅法可能需要数⼩时甚⾄数天才能完成。此外，传统标记通常不稳

定，并且⽆法同时提供优异的荧光和质谱检测灵敏度，导致研究实验室只能限定使⽤其中⼀种检测⽅法。

有明确记载的事实显⽰，沃特世推出的GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖标记试剂盒及相关⽅案能够缩短准确标记

所需的时间，同时提⾼荧光和质谱检测能⼒3。 该标记⼯作流程以及HILIC净化和样品采集⼯作可在⼀⼩时内完成

（具体取决于样品数量），且该⽅法操作简单，实现⾃动化相对容易4。 该程序实现⾃动化的主要优势在于，能够

缩短分析⼈员进⾏样品前处理所需的时间，减少培训和⽂档记录负担，以及降低因单调乏味的移液操作引发错误

的可能性。考虑到这⼀点，2018年，沃特世利⽤Andrew Alliance移液机器⼈(Andrew)让GlycoWorks Rapi

Fluor-MS试剂盒实现了⾃动化5。

该⾃动化⽅案经过多轮优化，可确保单克隆抗体(mAb) N-糖的完全释放和标记与⼿动执⾏⽅案时获得的结果相当

。同⼀样品的⽤⼾⼿动制备⽅案与⾃动⽅案相⽐，⼩⿏单克隆抗体标准品中释放的主要糖型和次要糖型的相对标

准差为9-19%。

2019年，Andrew Alliance发布新版移液机器⼈，名为Andrew+（图1）。该系统采⽤⽹络连接装置以及可同时兼

容单通道和多通道电⼦移液的改良机械臂，⼤幅节省时间并提⾼样品处理通量。本应⽤简报详细介绍了8样品

GlycoWorks RapiFluor-MS游离N-糖⽅案的优化过程。
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图1.A) 8样品GlycoWorks RapiFluor-MS⽅案中Andrew+的设置图。B) 8样品GlycoWorks RapiFluor-

MS⽅案中Andrew+设置的OneLab俯视图。⾃动化⼯作台空间上的Domino包括：(1)配备50 - 1200 µ

L Optifit移液吸头的吸头盒Domino；(2)配备10 - 300 µL Optifit移液吸头的吸头盒Domino；(3)配备

QuanRecovery 700 µL 96孔样品板（采⽤MaxPeak HPS技术）的储存样品板Domino；(4)配备Axygen 
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12孔溶剂瓶和12通道加样槽的深孔板Domino；(5)配备GlycoWorks HILIC µElution提取板的μElution

提取板Vacuum+ Domino；(7)配备Fisherbrand Premium 1.5 mL锥形微量离⼼管（⽤于PNGase F酶、

RapiFluor-MS标记试剂和RapiGest-SF表⾯活性剂）的微量离⼼管Domino；(8)配备Eppendorf 

twin.tec 96孔带裙边LoBind PCR板（盛装待分析样品）的96-PCR板Peltier+ Domino。

结果与讨论

使⽤Andrew+开发⾃动化⽅案的过程中进⾏了多次消耗品变更，⽬的是确保能够与SBS/SLAS微孔板规格6兼容

，从⽽集成标准实验器⽫以及⽤于加热和抽真空的连接装置。在⼿动⽅案操作中，利⽤1.2 mL样品反应管进⾏蛋

⽩变性、去糖基化并⽤预设为所需温度的加热块进⾏标记。⾃动化⽅案利⽤⾼速SBS规格的Peltier装置，但⼿动

⼯作流程中使⽤的1.2 mL反应管不再适⽤。因此，在反应步骤中采⽤200 µL 96孔Eppendorf Lo-Bind PCR板。⾃

动化⽅案会针对各反应管优化样品板规格，使其与各种连接装置和8通道移液器兼容。但是，在该⽅案的关键点需

要强制更换体积为200 µL的⼩型Eppendorf板。

完成该⽅案的标记步骤之后，将40 µL反应体积⽤360 µL⼄腈稀释，使总反应体积达到400 µL，这与200 µL的

96孔PCR板不兼容。⼀种解决⽅法是，在将样品添加到HILIC µElution提取板之前，⽤1 mL 96孔板将反应体积稀

释⾄400 µL。然后将稀释后的体积转移到HILIC样品板中进⾏净化，再进⾏分析。使⽤的分析⽅法可参⻅《

GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒维护和使⽤⼿册》（部件号715004793ZH <

https://www.waters.com/waters/support.htm?lid=134829211&type=USRM> ）。图2为经过预优化的⾃动化

⽅案与经验丰富的⽤⼾⼿动处理⽅案⽐较的结果。
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图2.同⼀天对⼩⿏IgG1蛋⽩完整单克隆抗体质量数检查标准品（部件号：186006552）进⾏⼋次⼿动和⾃动化样品

前处理，在同⼀样品组中进⾏分析。为减少⼯作量，⼋个⼿动处理的样品中有四个未分析。⼋个⾃动化处理的样

品全都进⾏了分析，以确保未完全失败。计算样品结果的平均值，误差条表⽰所有样品的标准差。A)⾊谱图中所

有⼋种游离寡糖的总峰⾯积⽐较。B)同样⼋个游离寡糖峰的相对峰⾯积⽐较。

该⾃动化⽅案与⽤⼾⼿动处理⽅案不具可⽐性。总峰⾯积⽐较结果显⽰，与⼿动⽅案相⽐，⾃动化⽅案中8种游离

寡糖的平均回收率为54%（表1）。需要注意的是，观察到的样品损失⽆偏差，因为⾃动和⼿动样品前处理之间的

相对峰⾯积保持恒定。该结果明显超出⾃动化⽅法的可接受标准（即，总峰⾯积在⼿动⽅法的25%以内）。

表1.图2所⽰⾃动化和⼿动样品处理数据的总峰⾯积计数（⽤发射单位(EU)表⽰）和相对峰⾯积计数(%)，还显⽰

了样品⾃动化处理与⼿动处理的⽐较结果。
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为确定样品损失原因，必须对⽅案进⾏故障排除。排除反应步骤（变性、去糖基化和RapiFluor-MS标记）以及样

品净化步骤作为分析物显著损失的潜在原因后，推断样品损失的主要原因是使⽤了1 mL 96孔板稀释样品。修改实

验程序或实验器⽫⽆法充分改善该稀释步骤中的分析物回收率。

但是，取消⽅案中的储存位置，直接在µElution提取板中混合样品后，⾃动化样品前处理的回收率显著提⾼（图

3）。最终的⾃动化8样品GlycoWorks RapiFluor-MS⽅案在HILIC µElution提取板中预加⼊200 µL⼄腈，然后⽤

160 µL⼄腈将反应溶液稀释⾄200 µL，再转移到HILIC板中混合⾄最终体积400 µL。与经验丰富的⽤⼾⼿动处理

相⽐，该⽅案表现出88%的回收率。与所有其他检测⼀样，⼿动和⾃动化前处理之间的相对峰⾯积（包括低浓度

游离寡糖）⾼度相似（表2）。需要注意的是，前处理批次内的相对标准差表明⾃动化解决⽅案的总峰⾯积重现性

优于⽤⼾⼿动处理⽅案（表3）。两种前处理⽅法之间相对峰⾯积的相对标准差相当。

图3.最终的GlycoWorks RapiFluor-MS 8样品⽅案。数据为⼿动和⾃动化8样品前处理⽅案的累积值。在所有情况下

，N = 16。A)⾊谱图中所有⼋种游离寡糖的总峰⾯积⽐较。B)同样⼋个游离寡糖峰的相对峰⾯积⽐较。
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表2.图3所⽰最终⾃动化GlycoWorks⽅案样品处理数据的总峰⾯积计数（⽤发射单位(EU)表⽰）和相对峰⾯积计数

(%)，还显⽰了样品⾃动化处理与⼿动处理的⽐较结果。

表3.图3所⽰的⼿动和⾃动化8样品GlycoWorks前处理的相对标准差⽐较结

果。绿⾊单元格突出显⽰了两种前处理⽅法之间各峰较低的相对标准差。 
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结论

使⽤⾃动化8样品GlycoWorks RapiFluor-MS⽅案进⾏的初步检测表明，样品损失原因存在于该⽅案的特定环节。

经确定，样品损失原因是储存步骤。取消储存位置，直接在HILIC µElution提取板中完全稀释样品后，与经验丰富

的⽤⼾⼿动处理相⽐，采⽤⾃动化⽅案得到标记游离寡糖的回收率提⾼⾄88%。这完全符合优化过程开始时设定

的偏差限值≤25%的要求。即使存在样品损失问题，所有检测的相对峰⾯积也保持⼀致，证明GlycoWorks⽅案具

有稳定性。总体⽽⾔，采⽤Andrew+的⾃动化8样品GlycoWorks RapiFluor-MS⽅案提供了⼀种经济⾼效且易于实

施的游离N-糖分析解决⽅案。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统 <https://www.waters.com/10166246>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>

GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒 <https://www.waters.com/134828150>

Andrew+移液机器⼈ <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135070059>
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