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利用 β⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶快速酶切分析中国仓鼠卵巢细胞
表达的西妥昔单抗抗原结合区的聚糖比例
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摘要：西妥昔单抗具有较复杂的糖基化修饰，在抗原结合片段（Ｆａｂ）和可结晶片段（Ｆｃ）的重链上都含有 ２ 个 Ｎ⁃糖
基化位点，其中 Ｆａｂ 段的糖基化最为复杂，要研究清楚该位点的糖基化修饰，开发专一性切糖技术和稳定的聚糖比

例分析方法是当前迫切需要解决的难题。 以中国仓鼠卵巢（ＣＨＯ）细胞表达的西妥昔单抗为研究对象，使用 β⁃Ｎ⁃
乙酰氨基葡萄糖苷酶（Ｅｎｄｏ Ｆ２）开发了一种快速 Ｆａｂ 段聚糖释放的方法，利用超高效液相色谱⁃高分辨质谱

（ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）进行了定性和聚糖比例分析。 第一步对抗体原液进行非变性酶切，抗体原液经超纯水稀释后，加入

糖苷酶 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 进行酶切，通过质谱对质量数的解析，结果表明 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切时间 ５ ｍｉｎ， Ｆａｂ 段的聚糖就能完全

切除，而 Ｆｃ 段的聚糖不受影响，实现了快速酶切，而且切糖具有很好的专一性。 第二步对 Ｆａｂ 段聚糖进行比例分

析，将释放的聚糖经对氨基苯甲酰胺（２⁃ＡＢ）荧光标记后使用超高效液相色谱联用荧光检测器（ＦＬＲ）进行检测，在
亲水作用色谱（ＨＩＬＩＣ）柱上得到良好的分离并可以进行稳定地聚糖比例分析。 ３ 次独立试验结果表明，酶切后的

质谱图基本一致，且聚糖的比例结果也基本一致，表明 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切方法和聚糖比例分析方法都具有较好的稳定

性和可靠性。 此外，通过测定来自两个不同工艺生产的样品，数据显示两者的糖谱上具有非常明显的差异，表明利

用开发的方法可以实现对抗体生产工艺进行监测研究，对抗体生产工艺的评估具有非常重要的意义。
关键词：超高效液相色谱；高分辨质谱；糖基化；糖苷酶；西妥昔单抗

中图分类号：Ｏ６５８　 　 　 文献标识码：Ａ　 　 　 文章编号：１０００⁃８７１３（２０２２）０２⁃０１７５⁃０７

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ ｏｖａｒｙ ｃｅｌｌ⁃
ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅｇｍｅｎｔ ｖｉａ ｒａｐｉｄ ｅｎｚｙｍｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｎｄｏ⁃β⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ Ｆ
ＣＨＥＮＧ Ｑｉａｎ， ＪＩＡ Ｄａｉｈｕｉ， ＺＨＡＮＧ Ｂｏｈｕｉ， ＸＵ Ｊｕｎｙａｎ∗， ＳＨＡＯ Ｚｈｅ∗，

ＨＵＡＮＧ Ｙｉｎｇｆｅｎｇ， ＺＯＵ Ｘｕｎ
（Ｄｒａｇｏｎｂｏａｔ Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ （Ｓｈａｎｇｈａｉ）， Ｃｏ．， Ｌｔｄ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｓ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｉｓ ｍｏｒｅ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ． Ｂｅｃａｕｓｅ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｔｗｏ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ， ｏｎｅ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ （Ｆａｂ） ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ （Ｆｃ） ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ （ＨＣ） ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｗｏ， ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｆａｂ ｓｅｇｍｅｎｔ ｉｓ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ． Ａｓ ｔｈｉｓ
ｓｅｇｍｅｎｔ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ （ＶＨ）， ｉｔ ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ｃａｕｓｅ ｏｔｈｅｒ ｉｓｓｕｅｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｉｔ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ
ｔｈｉｓ ｓｉｔｅ． Ｔｈｉｓ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｓ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｉｎｇ， ｎｅｃｅｓｓｉｔａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｇｌｙｃａｎ ｃｕｔｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａ ｓｔａｂｌｅ ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ．
　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ ｏｖａｒｙ （ＣＨＯ） ｃｅｌｌ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ



色 谱 第 ４０ 卷

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｎｄｏ⁃β⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ Ｆ２
（Ｅｎｄｏ Ｆ２）， ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｔｈａｔ ｃａｎ ｑｕｉｃｋｌｙ ｒｅｌｅａｓｅ Ｆａｂ ｇｌｙｃａｎｓ． Ｑｕａｌ⁃
ｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ ａｎａｌｙｓｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃
ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ） ． Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｓｔｅｐｓ： ｉｎ ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ ｓｔｅｐ， ａ ｎｏｎ⁃ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ （ｎａｔｉｖｅ ｓｔａｔｅ） ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＣＨＯ⁃
ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｄｒｕｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ． Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ｔｏ １ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｂｙ ａｄｄｉｎｇ ｕｌｔｒａｐｕｒｅ
ｗａｔｅｒ， ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｗｈｉｃｈ １ ０ μＬ ｏｆ Ｅｎｄｏ Ｆ２ ｗａｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｄｄｅｄ ｔｏ １００ μＬ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｔ ３７ ℃． Ｔｈｒｏｕｇｈ ＨＲＭＳ， ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ａｃｃｕ⁃
ｒａｔｅ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ Ｅｎｄｏ Ｆ２
ｗａｓ ５ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｇｌｙｃａｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｆａｂ ｓｅｇｍｅｎｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｒｅｍｏｖｅｄ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
Ｆｃ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ． Ｒａｐｉｄ ｅｎｚｙｍｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ Ｆａｂ ｇｌｙｃａｎｓ ｗａｓ ｒｅａｌｉｚｅｄ； ｓｉｍｕｌｔａ⁃
ｎｅｏｕｓｌｙ， ｉｔ ｗａｓ ｃｏｎｃｌｕｄｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｌｓｏ ｖｅｒｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ Ｆａｂ ｇｌｙ⁃
ｃａｎｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｓｔｅｐ， ａｎ ａｃｃｕｒａｔｅ ｒａｔｉｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ Ｆａｂ ｇｌｙｃａｎｓ ｅｘｃｉｓｅｄ
ｆｒｏｍ ＣＨＯ⁃ｃｅｔｕｘｉｍａｂ． Ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅｄ Ｆａｂ ｇｌｙｃａｎｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｃｅ ｅｔｈａｎｏｌ， ｔｈｅ ｓｕｐｅｒ⁃
ｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ ａｎｄ ｓｐｉｎ⁃ｄｒｉｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｒａ⁃ａｍｉｎｏｂｅｎｚｙｌ （２⁃ＡＢ） ． ２⁃ＡＢ
ｌａｂｅｌｉｎｇ ｃｏｕｌｄ ｍａｋｅ ｇｌｙｃａｎｓ ｈａｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ｓｉｇｎａｌｓ， ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｉｎ ７０％
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＵＰＬＣ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ
（ＦＬＲ） ． Ｇｏｏｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＩＬＩＣ） ｃｏｌｕｍｎ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｅｎａｂｌｅｄ ｓｔａｂｌｅ ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ ａｎａｌｙｓｉｓ．
　 Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｅｎｄｏ Ｆ２ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅｓ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｓｓｅｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ； ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＨＩＬＩＣ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｍｉｌａｒ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｄｏ Ｆ２ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ
ａｎａｌｙｓｉｓ ａｆｔｅｒ ５ ｍｉｎ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄｅｄ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ． Ｄａｔａ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｍｅａｓｕｒ⁃
ｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｂｙ ｏｕｒ ｃｏｍｐａｎｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｌｙｃａｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄ ｇｌｙｃｏｆｏｒｍｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ
ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｇｌｙｃａｎｓ． Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ａｎｄ ｍｅａｎｉｎｇｆｕｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ．

引用本文：程倩，贾戴辉，张博慧，许俊彦，邵喆，黄应峰，邹洵． 利用 β⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶快速酶切分析中国仓鼠卵巢细胞表达的

西妥昔单抗抗原结合区的聚糖比例． 色谱，２０２２，４０（２）：１７５－１８１．
ＣＨＥＮＧ Ｑｉａｎ， ＪＩＡ Ｄａｉｈｕｉ， ＺＨＡＮＧ Ｂｏｈｕｉ， ＸＵ Ｊｕｎｙａｎ， ＳＨＡＯ Ｚｈｅ， ＨＵＡＮＧ Ｙｉｎｇｆｅｎｇ， ＺＯＵ Ｘｕｎ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｌｙｃａｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｃｈｉ⁃
ｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ ｏｖａｒｙ⁃ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅｇｍｅｎｔ ｖｉａ ｒａｐｉｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｎｄｏ⁃β⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ Ｆ． Ｃｈｉ⁃
ｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（２）：１７５－１８１．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＵＰＬＣ）； ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ⁃
ｅｔｒｙ （ＨＲＭＳ）； ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ； ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ； ｃｅｔｕｘｉｍａｂ

　 　 治疗性单克隆抗体（ｍＡｂ）药物是以一类 γ 型

免疫球蛋白为结构基础的大分子蛋白类药物，而西

妥昔单抗（ｃｅｔｕｘｉｍａｂ，商品名爱必妥）是最早上市

的被美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准的抗表

皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）单克隆抗体，用于转移性

结直肠癌和头颈鳞状细胞癌的治疗。 默克公司生产

的原研药采用的细胞系为小鼠骨髓瘤细胞（ＳＰ２ ／
０），该细胞系在糖基化的表达过程中会形成 Ｎ⁃羟乙

基神经氨酸 （ＮＧＮＡ） 与 α⁃半乳糖 （ α⁃Ｇａｌ），据文

献［１，２］报道，ＳＰ２ ／ ０ 表达的西妥昔单抗在临床上的副

作用主要是出现严重的超敏反应，具体表现如呼吸

困难、胸闷、皮肤瘙痒和视觉障碍等。 而经中国仓鼠
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程　 倩，等：利用 β⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶快速酶切分析中国仓鼠卵巢细胞

表达的西妥昔单抗抗原结合区的聚糖比例

卵巢（ＣＨＯ）细胞表达的西妥昔单抗，虽具有相同的

氨基酸序列，但在糖基的组成和种类上存在很大差

异，主要表现为形成 Ｎ⁃乙基神经氨酸（ＮＡＮＡ）的唾

液酸化糖型修饰，且不再含有 α⁃Ｇａｌ，大大降低了潜

在的免疫原性风险［３－５］。
　 　 截至目前，已上市的单克隆抗体药物绝大多数

都是含有 ２ 个糖基化位点，且对称分布于两条重链

上［６－８］。 而已上市的西妥昔单抗是唯一一个具有 ４
个糖基化位点的单抗药物，其中抗原结合片段

（Ｆａｂ）的 ２ 个糖基化位点位于高可变区（ＶＨ），可结

晶片段 （ Ｆｃ） 的 ２ 个糖基化位点位于恒定区 ２
（ＣＨ２）。 西妥昔单抗由 ＳＰ２ ／ ０ 细胞表达，糖基化更

加复杂，并伴随大量的唾液酸化，导致其具有显著的

电荷异质性［９，１０］。 目前国内外许多研究者开始开发

以 ＣＨＯ 细胞表达的西妥昔单抗，相比于 ＳＰ２ ／ ０ 细

胞表达，在 Ｆａｂ 和 Ｆｃ 段的糖基化修饰上会有比

较大的差异，特别是 Ｆａｂ 段，不再含有 ａ⁃Ｇａｌ 和

ＮＧＮＡ，取而代之的是大量的 ＮＡＮＡ。 这种聚糖种

类的变换以及聚糖含量不同的差异，对生物学活性

及功能的影响，甚至在临床上的表现，还在进一步研

究当中［１１－１４］。
　 　 本文以 ＣＨＯ 细胞表达的西妥昔单抗为研究对

象（ＣＨＯ⁃ｃｅｔｕｘｉｍａｂ），从糖蛋白水平和聚糖水平对

其糖基化修饰做了系列研究。 主要利用 β⁃Ｎ⁃乙酰氨

基葡萄糖苷酶（Ｅｎｄｏ Ｆ２），结合质谱对质量数的归属

分析，考察了抗体原液经 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 不同时间处理后

的聚糖释放效果。 结果显示，Ｅｎｄｏ Ｆ２ 对抗体 Ｆａｂ 段

的糖基化位点具有很高的酶切效率，能快速切除 Ｆａｂ
段的聚糖，而 Ｆｃ 段的聚糖不受影响。 对经 Ｅｎｄｏ Ｆ２
酶切下来的聚糖，进一步通过对氨基苯甲酰胺（２⁃
ＡＢ）标记后使用亲水相互作用色谱柱（ＨＩＬＩＣ）分离，
在超高效液相色谱⁃荧光检测器（ＵＰＬＣ⁃ＦＬＲ）上实现

了准确的聚糖比例分析。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＣＨＯ⁃西妥昔单抗为本公司经 ＣＨＯ 稳定细胞系

表达的西妥昔单克隆抗体原液。 高分辨质谱仪 Ｑ⁃
Ｅｘａｃｔｉｖｅ、蛋白质分析软件 Ｂｉｏｐｈａｒｍａ Ｆｉｎｄｅｒ ３ ２ 和

液相系统 Ｄｉｏｎｅｘ Ｕ３０００ 均购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司（美国）；超高效液相色谱Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ Ｈ⁃Ｃｌａｓｓ
ｐｌｕｓ 系统、荧光检测器 ２４７５ ＦＬＲ 均购自Ｗａｔｅｒｓ 公司

（美国）；糖苷酶 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 购自 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司（美国）；

Ｎ⁃肽糖苷酶 Ｆ（ＰＮＧａｓｅ Ｆ）购自ＮＥＢ 公司（英国）；乙
腈（ＡＣＮ）、２⁃ＡＢ（纯度≥９８％）购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司（美国）；甲酸胺购自 Ｈｏｎｅｙ Ｗｅｌｌ 公司（美国）；超
纯水 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系统购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司（美国）。
１．２　 实验方法

１．２．１　 释放抗体 Ｆａｂ 和 Ｆｃ 聚糖

　 　 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切［１５］：将抗体原液用超纯水稀释至

１ ０ ｍｇ ／ ｍＬ，然后取 １００ μＬ，加入 Ｅｎｄｏ Ｆ ２１ ０ μＬ，
快速混匀后于 ３７ ℃ 下孵育 １６ ｈ。 取 ５０ μＬ 用于

ＬＣ⁃ＭＳ 分析，剩余 ５０ μＬ 加入 １５０ μＬ 预冷的冰乙

醇，于－２０ ℃条件下沉淀蛋白质，以 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ 后取上清液用于聚糖的定性分析。
　 　 ＰＮＧａｓｅ Ｆ 酶切［１５，１６］：将抗体原液用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸胍变性稀释至 １ ０ ｍｇ ／ ｍＬ，然后取 １００ μＬ，加
入 ＰＮＧａｓｅ Ｆ ２ ０ μＬ，快速混匀后于 ３７ ℃下孵育 １６
ｈ。 其余操作同 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切。
１．２．２　 Ｆａｂ 聚糖的快速释放以及荧光标记

　 　 将抗体原液用超纯水稀释至 １ ０ ｍｇ ／ ｍＬ，然后

取 １００ μＬ，加 １ ０ μＬ Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶，快速混匀后于 ３７
℃下孵育 ５ ｍｉｎ。 取 ５０ μＬ 用于 ＬＣ⁃ＭＳ 分析，剩余

５０ μＬ 加入 １５０ μＬ 预冷的冰乙醇，于－２０ ℃放置 ４０
ｍｉｎ，沉淀蛋白质，以 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ 后取

上清液，经真空浓缩干燥仪彻底干燥，加入 ２⁃ＡＢ 标

记液于 ６５ ℃避光标记 ３ ｈ（使聚糖具有荧光信号），
用 ５０ μＬ ７０％ 乙腈水溶液复溶，然后进行 ＵＰＬＣ⁃
ＦＬＲ 聚糖比例的分析［１５］。
１．２．３　 ＬＣ⁃ＭＳ 分析

　 　 采用 Ｗａｔｅｒｓ ＢｉｏＲｅｓｏｌｖｅ ＲＰ ｍＡｂ 多苯色谱柱

（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， ２ ７ μｍ），流动相 Ａ 和 Ｂ 分别

为 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ 水溶液和含 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ 的乙

腈溶液，流速 ０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序为 ０ ～ ２
ｍｉｎ， １０％ Ｂ； ２～６ ｍｉｎ， １０％ Ｂ～９０％ Ｂ。
　 　 质谱采用正离子模式，喷雾电压设为 ３ ８ ｋＶ，
毛细管加热温度 ３２０ ℃，辅助气温度 ３５０ ℃，鞘气压

力 ４０ ａｒｂ，辅助气压力 １０ ａｒｂ，一级质谱扫描质荷比

（ｍ／ ｚ）范围 １ ８００ ～ ５ ０００。 采用 ＢｉｏＰｈａｒｍａ Ｆｉｎｄｅｒ
３ ２ 软件对原始谱图进行去卷积化处理，ｍ／ ｚ 处理

范围： ２ ０００ ～ ４ ０００；输出质量数范围： １３０ ０００ ～
１６０ ０００。
１．２．４　 ＵＰＬＣ⁃ＦＬＲ 分析

　 　 采用 Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 亲水色谱柱（１５０ ｍｍ
×２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ），流动相 Ａ 为 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲

酸铵溶液 （ ｐＨ ４ ５），流动相 Ｂ 为乙腈，流速 ０ ５
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ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ６０ ℃。 梯度洗脱程序为 ０ ～ １８ ｍｉｎ，
２％ Ａ～２２％ Ａ； １８ ～ ３８ ｍｉｎ， ２２％ Ａ～ ４４％ Ａ。 荧光检

测器激发波长 ３３０ ｎｍ，接收波长 ４２０ ｎｍ。

２　 结果与分析

２．１　 抗体 Ｆａｂ 与 Ｆｃ 聚糖的释放与分析

　 　 糖苷酶 ＰＮＧａｓｅ Ｆ 是抗体糖基化研究过程中一

种常用的聚糖释放酶，能快速并完全释放聚糖并进

行相应的定量研究，特异性地切断糖基化位点天冬

酰胺（Ａｓｎ）和与之相连 Ｎ⁃乙酰葡糖胺之间的糖苷

键，并将 Ａｓｎ 转变为天冬氨酸（Ａｓｐ） ［１７，１８］。 Ｅｎｄｏ
Ｆ２ 也能实现聚糖的释放，能切断两个 Ｎ⁃乙酰葡糖

胺之间 β⁃１，４ 键，释放截短的聚糖分子，同时另一个

Ｎ⁃乙酰葡糖胺仍保留在糖基化位点的 Ａｓｎ 上［１９，２０］。
　 　 ＣＨＯ⁃西妥昔单抗蛋白分子为 ＩｇＧ１ 型，且共有

４ 个糖基化位点，每条重链的 Ｆａｂ 段和 Ｆｃ 段各有 １
个 Ｎ⁃糖基化位点，可以通过糖苷酶 ＰＮＧａｓｅ Ｆ 和

Ｅｎｄｏ Ｆ２ 对其切糖，释放出相应的聚糖后进行糖相

关分析（见图 １）。

图 １　 西妥昔单抗结构及释放的聚糖
Ｆｉｇ． １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ａｎｄ ｇｌｙｃａｎｓ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ＣＨＯ： Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ ｏｖａｒｙ．

　 　 将变性后的抗体经 ＰＮＧａｓｅ Ｆ 酶切 １６ ｈ 后，使
用 ＬＣ⁃ＭＳ 检测，经去卷积处理后（见图 ２ａ），测得酶

切后抗体分子的质量数为 １４５ ２７７ ６６（理论相对分

子质量为 １４５ ２７７ ６７ Ｄａ），说明抗体的聚糖已经被

完全切除，同时糖基化位点的 Ａｓｎ 转变为 Ａｓｐ。 而

未变性的抗体经 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切 １６ ｈ 后（见图 ２ｂ），
测得酶切后抗体分子的质量数为 １４６ ６７２ ０５（理论

相对分子质量为 １４６ ６７０ ２８ Ｄａ），说明抗体的聚糖

也已经被完全切除，同时糖基化位点上均保留了

ＧｎＦ。 以上结果表明，在相同的酶切时间 １６ ｈ 的条

件下，Ｅｎｄｏ Ｆ２ 与 ＰＮＧａｓｅ Ｆ 的变性酶切均能实现

聚糖的完全释放。 将释放出来的聚糖，在 ＨＩＬＩＣ 柱

上分离并与质谱进行联用分析，可以实现对抗体全

部聚糖的鉴定，可以看到 ＣＨＯ⁃西妥昔单抗上有较

多的唾液酸化糖型 Ｇ２ＦＳ１ 和 Ｇ２ＦＳ２，此外两种酶切

方式产生的糖谱非常相似（见图 ３），说明对聚糖的

定性和定量具有一致性的结果。
　 　 在以往对西妥昔单抗的糖基化研究中发现，
ＰＮＧａｓｅ Ｆ 在非变性条件下能切除 Ｆｃ 段 Ａｓｎ ２９９
位置的糖基，但 Ｆａｂ 段的 Ａｓｎ ８８ 位置的糖基依然存

在，而 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 能在非变性条件下切除 Ｆａｂ 段的糖

基［１８］。 这种选择性的切除方式推测是与抗体的空

间结构有关，糖苷酶在进攻糖基化位点时需要突破

空间位阻才能进行切糖。 在本实验中我们发现，使
用 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 在非变性条件下处理 ＣＨＯ⁃西妥昔单

抗，只要酶切时间足够长，Ｅｎｄｏ Ｆ２ 既能完全切除

Ｆａｂ 段的糖基，也能完全切除 Ｆｃ 段的糖基。 我们推

测抗体的空间位阻效应降低了 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 对 Ｆｃ 段糖

的酶切效率，但无法阻止其对 Ｆｃ 段糖的酶切，因此

我们后续考察了 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 的不同酶切时间。
２．２　 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切时间的考察

　 　 经 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切 ５ ｍｉｎ（见图 ４ａ），可以看到只

有Ⅰ类质量数，通过对比理论分子量对照表（见附

表 Ｓ１，详见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ），确定

为抗体的 Ｆａｂ 段 ２ 个位点均被切除：Ｆａｂ 段聚糖被

切除后均保留了岩藻糖化的 Ｎ⁃乙酰葡萄糖胺（Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ）残基（ＧｎＦ）， Ｆｃ 段上 ２ 个位点保留了 Ｇ０Ｆ、
Ｇ１Ｆ、Ｇ２Ｆ 之间的聚糖组合。 说明 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 对 Ｆａｂ
段的酶切效率非常高，５ ｍｉｎ 就已经将抗体 Ｆａｂ 段 ２
个位点上的聚糖完全切除，而 Ｆｃ 段的聚糖未受影

响。 酶切 ３０ ｍｉｎ 后可以看到除了有Ⅰ类的质量数，

·８７１·
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图 ２　 糖苷酶处理 １６ ｈ 后的 ＴＩＣ 色谱图和去卷积谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＴＩＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ａｎｄ ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｅｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ａｆｔｅｒ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ １６ ｈ

ａ． ＰＮＧａｓｅ Ｆ； ｂ． Ｅｎｄｏ Ｆ２．

图 ３　 聚糖的 ＴＩＣ 色谱图
Ｆｉｇ． ３　 ＴＩＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｇｌｙｃａｎｓ

ａ． ＰＮＧａｓｅ Ｆ； ｂ． Ｅｎｄｏ Ｆ２．

还有Ⅱ类的质量数（见图 ４ｂ）， Ⅱ类质量数确定为

抗体的 Ｆａｂ 段 ２ 个位点均被切除和 Ｆｃ 段 １ 个位点

被切除：Ｆａｂ 段的 ２ 个位点和 Ｆｃ 段的 １ 个位点被切

除后均保留了 ＧｎＦ，而 Ｆｃ 段还有 １ 个位点保留了

Ｇ１⁃ＧＮ、Ｇ０Ｆ、Ｇ１Ｆ、Ｇ２Ｆ。 说明酶切时间至 ３０ ｍｉｎ
时，有一部分抗体的 Ｆｃ 段中 １ 个位点上的聚糖开始

被切除了。 进一步延长酶切时间至 ３００ ｍｉｎ 后（见
图 ４ｃ），可以看到有Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类质量数，Ⅲ类质量数

确定为抗体的 Ｆａｂ 段 ２ 个位点和 Ｆｃ 段 ２ 个位点均

被切除：４ 个位点上均保留了 ＧｎＦ，相对应的质量数

为 １４６ ６７０ ０８。 得出 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 对 Ｆｃ 段的酶切效率

相对较低，酶切 ３００ ｍｉｎ 后仍然有较多 Ｆｃ 聚糖未完

全切除的抗体，若要完全切除 Ｆｃ 段的聚糖则需要

更长的时间，如本实验中的 １６ ｈ。
　 　 抗体药物的生产工艺非常复杂，而且批次间的质

量属性可能会有一些波动，尤其是糖型方面，对西妥

昔单抗这种具有复杂糖基化位点的药物，分析各个位

点上的糖基化显得尤为重要。 从本实验的结果来看，
使用 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切 ５ ｍｉｎ，抗体的 Ｆａｂ 段 ２ 个位点的

聚糖完全被切除，说明该条件下可以专一性地切除

Ｆａｂ 段位点上的聚糖，本实验也因此未做更短酶切时

间的考察。 抗体经 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切后，后续可以通过

ＵＰＬＣ⁃ＦＬＲ 准确分析 Ｆａｂ 段位点上的聚糖比例，对抗

体生产工艺的评估具有非常重要的意义。
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图 ４　 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 不同酶切时间的质谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｅｎｄｏ Ｆ２ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ

ａ． ５ ｍｉｎ； ｂ． ３０ ｍｉｎ； ｃ． ３００ ｍｉｎ．

图 ５　 来自不同生产工艺的 ＣＨＯ⁃西妥昔单抗抗体 Ｆａｂ 段的糖谱
Ｆｉｇ． ５　 Ｇｌｙｃａｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＣＨＯ⁃ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｆａｂ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ
　 Ｇ２（Ｆ）Ｓ１ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄ ｈａｓ ｔｗｏ ｌｉｎｋａｇｅｓ， ｌａｂｅｌｅｄ ａｓ Ｇ２（Ｆ）Ｓ（２，３）１ ａｎｄ Ｇ２（Ｆ）Ｓ（２，６）１． Ｇ２（Ｆ）Ｓ２ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄ ａｌｓｏ ｈａｓ
ｔｗｏ ｌｉｎｋａｇｅｓ， ｌａｂｅｌｅｄ ａｓ Ｇ２（Ｆ）Ｓ（２，３）２ ａｎｄ Ｇ２（Ｆ）Ｓ（２，６）２．

２．３　 ＵＰＬＣ⁃ＦＬＲ 对 Ｆａｂ 段聚糖的比例分析

　 　 从糖蛋白上释放的聚糖经 ２⁃ＡＢ 衍生化后，使
用 ＨＩＬＩＣ 色谱柱在 ＵＰＬＣ⁃ＦＬＲ 上可以实现聚糖的

比例分析。 ＣＨＯ⁃西妥昔单抗抗体经 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶切

５ ｍｉｎ，释放的聚糖经 ２⁃ＡＢ 标记后，在 ＨＩＬＩＣ 色谱

柱上具有良好的分离效果（见图 ５），结果展示了

Ｆａｂ 段的糖基化修饰结果，图 ５ａ 和图 ５ｂ 的样品产

自两个不同的生产工艺，分别是工艺Ⅰ和工艺Ⅱ，其
中工艺Ⅱ是在工艺Ⅰ基础上，在 ＣＨＯ 细胞培养过

程中额外加入了适量的糖型调节剂，从而调节了抗

体的糖型。 从结果可以看出，经不同生产工艺表达

的 ＣＨＯ⁃西妥昔单抗在 Ｆａｂ 段的糖谱上具有非常明

显的差异。 其中还可以看出含唾液酸化的聚糖比例

也相差较大，工艺Ⅰ的 Ｇ２（Ｆ）Ｓ１ 和 Ｇ２（Ｆ）Ｓ２ 的总

比例较低，约 ２５ ０％，而工艺Ⅱ的总比例较高，约
４１ ４％。 此外，为了考察本方法的稳定可靠性，我们

独立做了 ３ 次试验，工艺Ⅱ样品的 ３ 次 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 酶

切后的相对分子质量基本一致（见附图 Ｓ１）， ＲＳＤ
值几乎为 ０， ３ 次试验的聚糖在 ＨＩＬＩＣ 色谱柱上的

比例分析谱图也基本一致（见附图 Ｓ２），峰面积的

ＲＳＤ 值均小于 ５ ０％，表明本方法具有较好的稳定性。
　 　 抗体的 Ｆａｂ 区是识别抗原的关键区域，西妥昔

单抗 Ｆａｂ 上的糖基化位点处在抗体重链的可变区，
该位点上的糖基化可能参与免疫调节，影响抗原抗
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体的亲和力，因此对该位点的糖基化修饰分析具有

非常重要的意义。 通过 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 非变性酶切 ５
ｍｉｎ，结合 ２⁃ＡＢ 标记的方法可以实现对 Ｆａｂ 段聚糖

的糖型比例分析，对指导抗体生产工艺的优化起到

非常大的帮助。

３　 结论

　 　 本文针对 ＣＨＯ 细胞表达的西妥昔单抗，开发

了 Ｅｎｄｏ Ｆ２ 快速酶切结合 ＵＰＬＣ⁃ＦＬＲ 检测的糖型

分析方法，不仅对 Ｆａｂ 段糖基化修饰的分析具有很

好的专一性，而且还具有较好的稳定可靠性，大大提

高了检测效率。 这对研发者研究具体的糖型构成，
抗体抗原的亲和力等提供了数据支撑，对经不同细

胞表达的，以及经不同的细胞培养工艺生产的西妥

昔单抗，研究 Ｆａｂ 段糖型的变化和电荷异质性提供

了一种非常方便、快捷、准确的分析手段，并能够有效

指导生产工艺的优化以及后续工艺可比性的研究。
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