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Abstract: Recombinant human erythropoietin (rhuEPO) has 

been extensively used as a pharmaceutical product for treating 

anemia in clinic. The rhuEPO is a typical glycoprotein, and the 

glycosylation is up to 40%. So, glycosylation of rhuEPO is of great 

importance and could affects the biological activity, immunogenicity 

and pharmacokinetics. In this study, by using effective glycan 

capture by magnetic microparticles, we can realize the glycan 

releasing and labeling in 60 mins, and analysis in conjunction with 

a rapid high-resolution capillary electrophoresis analysis method for 

the prepared samples using laser induced fluorescence detection 

(CE-LIF) in 5 mins. Also, the GU software can identify the glycan 

structure automatically. As far as we know, this is the first time 

to compare different company’s glycan of rhuEPO qualitatively 

and quantitively by using CE-LIF. The proposed method is fast 

and has good reproducibility, which allowed the inter-day RSD of 

migration time and peak area were around 0.2% and 2.6% (n=5), 

respectively. Hence, this method has great significance of studying 

the glycan glycosylation of rhuEPO.

前言

重组人促红细胞生成素（Recombinant human erythropoietin, 

rhuEPO）是目前临床治疗肾性贫血的主要药物且EPO是一类含有
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高糖基化的蛋白，糖类含量高达40%，糖基的存在对于EPO合成

后的分泌、体外活性以及药理药效安全有着重大意义。

目前，EPO糖基化的分析方法，主要利用的分离技术如CE或

LC，对其进行三个水平的分析：包括完整糖蛋白的分析、蛋白酶

解得到的糖肽水平的分析，以及糖苷酶酶解释放的糖基的分析。

其中，完整蛋白分析方法无需对蛋白进行前处理，可通过分离获

得EPO的蛋白异构体信息，这些异构体主要由糖基的异质性引起。

欧洲药典中使用毛细管区带电泳法对EPO进行完整蛋白的分离[1]，

可以分离得到8-10个蛋白异构体。然而，完整蛋白的分析无法确

定每个糖基化位点的修饰程度。糖肽分析能够进一步获得糖基和

糖基化位点间的对应关系的信息[2]。但糖肽分析方法的不足是方法

太复杂，而且对各糖基定量的准确度不高。

糖基分析是将糖链从蛋白上酶解下来，使用荧光标记物对糖

链进行标记，之后再使用分离分析技术对荧光标记的糖链进行分

析。相比于完整蛋白分析和糖肽分析，糖基水平的分析方法更加

灵敏，定量更加准确。

我们采用CE-LIF方法对rhuEPO进行了糖基水平的快速分析。结

合磁珠辅助对糖基进行酶切和标记，前处理过程在60 分钟即可完

成。在优化的CE分离条件下，分离过程可在5 分钟内完成，并可

使用数据库进行实时的糖基鉴定。该方法重复性好，（迁移时间

RSD小于0.2 %，校正峰面积RSD小于2.6 %），可对糖蛋白样品中

的糖基进行定性和定量分析。本文中，我们使用该方法对不同来

源的rhuEPO样品中糖基的差异进行了比较。
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仪器和试剂

1 仪器

毛细管电泳仪（PA800 Plus生物制药分析系统，LIF检测器，

Sciex）；32 Karat软件（Version 10.0，带有GU 数据库；激光

诱导荧光检测器，激发波长488 nm，检测波长520 nm；5430

型台式高速冷冻离心机（Eppendorf，Germany）；恒温混匀仪

（Eppendorf，Germany）；MA3涡旋混合器（IKA，Germany）；

水银温度计（0-100℃）。

2 试剂与耗材

快速糖分析试剂盒（Sciex，B94499 PTO），其中包含有

磁珠悬浮液、电泳缓冲液、标记试剂APTS、荧光标记的定位

标准品BST（DP2、DP15）和未标记内标 IST（DP3）等试剂；

N-糖苷酶-F（New England BioLabs，P0704L）；乙腈（Sigma-

Aldrich，34998）；1 M NaBH3CN，溶于THF（Sigma-Aldrich，

296813）；0.1 M NaOH和0.1 M HCl（Sciex）；二次去离子水

（DDI Water，Milli-Q Labsystem, Millipore）。Ultracel YM-10 滤

膜（Millipore PN A11530）。变性溶液、酶解溶液和标记溶液的

配制步骤可参见Fast Glycan Labeling And Analysis Kit Application 

Guide[3]。 

3 样品及前处理

本研究中所有样品均来自中国食品药品检定研究院。三支样

品Sample 4、Sample 8和Sample 12浓度分别为0.957 mg/mL、

1.69 mg/mL和1.77 mg/mL。欧洲药典rhuEPO标准品（Std.，0.1 

mg，购自EDQM）。对Sample 4、Sample 8、Sample 12、Std.四

个样品用10 K的超滤膜进行超滤浓缩，浓缩后的浓度分别为7.0 

mg/mL、6.8 mg/mL、6.4 mg/mL和5.0 mg/mL。

样品的前处理可分为糖基的释放与糖基的标记两部分内容。

实验前，需用水银温度计确保恒温仪温度的准确。

糖基的释放：取200 µL磁珠悬浮液和10 µL样品于PCR管中进

行混合。预热1分钟后加入5 µL变性试剂，于60 ℃反应8分钟。再

加入12 µL酶解液，于60 ℃反应20 分钟。取出后快速涡旋10秒，

加入200 µL乙腈用于糖基的捕获。再次快速涡旋10秒后静置1分钟

使糖基与磁珠结合。最后移除溶液。

糖基的标记：取10 µL标记溶液加入到上述步骤的PCR管中，快

速涡旋后于60 ℃水浴20分钟。取出后，用乙腈和二次去离子水反

复清洗3-4遍，去除多余的标记试剂。最终加入100 µL二次去离子水

洗脱磁珠上捕获的糖基。随后即可进样分析。前处理过程见图1。

 

CE方法

毛细管：熔融石英毛细管，20/30 cm有效/总长度，50 µm内

径；进样：DDI Water，0.3 psi 压力进样5秒；样品，-5 kV电动进

样 3秒；BST，-1 kV电动进样1秒。毛细管温度：25 ℃；样品储存

温度：10 ℃。

新毛细管的预平衡：DDI Water，80 psi压力冲洗2分钟；0.1 

M NaOH，80 psi压力冲洗2分钟；0.1 M HCl，80 psi压力冲洗2分

钟；DDI Water，80 psi压力冲洗2分钟。

每针之间的冲洗：Gel Buffer，80 psi压力冲洗2分钟。

结果与讨论

1 CE-LIF方法对rhuEPO中N-糖的快速分析

我们以rhuEPO标准品为样品，使用Sciex公司快速糖基分析试

剂盒中的前处理方法及CE分离条件，在60 分钟内完成了前处理，

5分钟内实现了对样品的分离，电泳图参见图2。其中2.3 分钟前的

峰为标记试剂的峰，2.3、2.6和5.0分钟的峰分别为荧光标记的定

位标准品BST（DP2、DP15）和内标IST（DP3）。分离结束后依靠

数据库实时的进行糖基鉴定。对于该rhuEPO标准品，软件自动鉴

定出FA2BG2S2、A2(6)G1S1、FA2(3)G1S1、A2B、FA2B、FA2(6)

G1、M7[D3]、M8[D1D3]和A2(3)G1九种糖基。
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图 2、CE-LIF 法分离 rhuEPO 标准品糖基的电泳图。 

 

图2. CE-LIF法分离rhuEPO标准品糖基的电泳图。
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2 方法重复性的考察

以rhuEPO标准品连续5针进样，对方法的重复性进行考察。经

计算，FA2BG2S2、FA2(3)G1S1和A2B三个较高含量糖基峰的迁移

时间RSD均小于0.2 %，校正峰面积RSD均小于2.6 %。

3 不同来源rhuEPO样品中糖基差异的比较

为了考察方法在rhuEPO糖基监控中的应用可行性，我们对

三种不同来源的rhuEPO样品进行了CE-LIF分析及比较（图3）。

几种不同的样品中，共自动鉴定出9种糖基，分别为FA2BG2S2、

A2(6)G1S1、FA2(3)G1S1、A2B、FA2B、FA2(6)G1、M7[D3]、

M8[D1D3]和A2(3)G1（其糖基结构见图3）。S1、S2分别表示半乳

糖上连接1个或2个唾液酸。峰1、峰2和峰3均为含有复杂结构唾

液酸的糖基，且具有一个核心岩藻糖。A2B则表示样品均含有平分

型N-乙酰葡糖胺类糖基。基于上述糖基的鉴定和校准峰面积的积

分，对各种rhuEPO样品的糖基种类和含量差异进行了比较，比较

结果参见图3。在糖基种类上，各个样品均含有FA2BG2S2、A2(6)

G1S1、FA2(3)G1S1、A2B这4个相对高丰度的糖基，差异主要体现

在FA2B、FA2(6)G1、M7[D3]、M8[D1D3]和A2(3)G1这5个微量的

糖基中。比如Sample 4 和Sample 8含有M7[D3]和M8[D1D3]（含

有7或8个甘露糖），而Sample 12和Std.则不含该两种糖基。除了

糖基种类的差异外，不同样品间各种糖基的含量也均存在差异。 

结论

采用CE-LIF快速糖基分析法，成功实现了对rhuEPO样品中糖

基的快速定性及定量分析。方法所需前处理时间60分钟、分离时

间5分钟，是目前报道的rhuEPO糖基分析最快的方法。根据此方

法，对不同来源rhuEPO的糖基类型及含量进行了比较。从所含糖

基种类上看，四个样品中均含有FA2BG2S2、A2(6)G1S1、FA2(3)

G1S1、A2B四个糖基，其所含有的糖基类型的差异体现在FA2B、

FA2(6)G1、M7[D3]、M8[D1D3]和A2(3)G1这五个糖基上。含量

上，不同样品中每种糖基的含量均存在差异。该方法分析速度

快，重复性好，可用于以rhuEPO为代表的糖蛋白药物的糖基分

析。并在克隆筛选、产品质控及药物一致性评价中具有重要的应

用前景。
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