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液质联用分析重组人尿激酶原的糖基修饰异质性

陶 磊#, 于 雷#, 丁有学, 毕 华*, 饶春明*

(中国食品药品检定研究院, 卫生部生物技术产品检定方法及其标准化重点实验室, 北京 100050)

摘要: 应用超高效液相色谱-质谱联用技术, 对重组人尿激酶原的糖基修饰异质性进行了分析鉴定。首先通过

测定切除N-糖基前、后完整蛋白的相对分子质量, 确定异质性的来源; 然后在肽段水平鉴定糖基化位点并确定不同

O-糖肽的比例; 最后通过绘制N-糖图谱, 对N-糖基进行定性定量分析。结果显示, 该蛋白的异质性主要由糖基化修

饰造成。T18全部发生岩藻糖化; 6.4%的 S138/139发生O-糖基化, 糖型主要有 2种, 比例分别为 6.0%和 0.4%; N302全部

发生N-糖基化, 糖型有十多种, 以A2F和A3F最多, 二者约占总比例的 80%。本文对该制品糖基修饰异质性的分析

可为其质量标准的提高提供数据参考。

关键词: 液质联用; 重组蛋白; 尿激酶原; 糖基化; 异质性

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2020)11-2713-06

Analysis of the glycosylation heterogeneity of recombinant human
pro-urokinase using UPLC-MS
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Abstract: The glycosylation heterogeneity of recombinant human pro-urokinase (pro-UK) was assessed using

ultra-performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS). Firstly, the source of heterogeneity was

determined by measuring the Mr of intact protein before and after N-deglycosylation. Glycosylation sites and the

proportion of O-glycopeptides then were determined at the peptide level. Finally, the N-glycans were confirmed

and quantified using the N-glycan profile. Results show that the structural heterogeneity of pro-UK is mainly

caused by glycosylation. All T18 were fucosylated, and 6.4% of S138/139 was O-glycosylated with two kinds of

oligosaccharides with a ratio of 6.0% and 0.4% respectively. All N302 positions were N-glycosylated by more than

ten types of glycans, among which A2F and A3F accounted for 80% of the total. The assessment of glycosylation

heterogeneity of pro-UK will provide a reference for quality standardization.
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尿激酶原 (pro-urokinase, pro-UK) 可用于血栓的

治疗[1,2], 于1973年首次发现于组织培养液中。pro-UK

在血浆中只有微弱的活性, 但当其到达血栓表面时, 可

被该处的纤溶酶激活, 并进一步将血栓处的纤溶酶原

变为纤溶酶, 达到溶解血栓的目的。pro-UK具有纤维

蛋白选择性, 出血风险小, 溶栓作用强, 再通率高的优

点, 属于第二代溶栓药物[3]。由于 pro-UK在组织中含

量很低, 提取纯化成本高, 商业化应用一般采用重组技

术生产。上世纪 90年代, 德国Grünenthal公司用大肠

杆菌表达的非糖基化 pro-UK (Saruplase) 开展了治疗

收稿日期: 2020-07-28; 修回日期: 2020-08-28.

基金项目: 国家药典委员会药品标准制修订研究课题资助项目

(2019S04).
#共同第一作者 .

*通讯作者Tel: 86-10-67095684, E-mail: bihua@nifdc.org.cn;

Tel: 86-10-67095380, E-mail: raocm@nifdc.org.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2020-1260

·· 2713



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(11): 2713 −2718

心肌梗死的临床试验[4,5], 但是由于不良反应问题, 未

能得到欧盟的批准[6]。同一时期美国Abbott公司研制

的 pro-UK (Prolyse) 也由于种种问题被 FDA 拒之门

外[7,8]。2011年, 我国批准首款 pro-UK产品上市, 该产

品通过基因工程构建的中国仓鼠卵巢细胞 (CHO 细

胞) 表达获得。

CHO细胞表达的蛋白具有特定的翻译后修饰, 如

糖基化修饰 , 在结构上与天然蛋白的结构更加一

致[9,10]。糖基化可以影响蛋白的体内半衰期、蛋白质间

的亲和力以及免疫原性, 属于重组蛋白药物的关键质

量属性[11]。糖基化在维持蛋白功能的同时也增加了产

品的不均一性或异质性, 对产品的质量控制提出了挑

战。随着分析技术的不断进步, 人们越来越关注蛋白

的糖基修饰情况[12]。

本文针对重组人 pro-UK糖基修饰情况展开研究。

pro-UK的结构比较复杂, 含411个氨基酸残基, 有12条

分子内二硫键, 分子内含有 4个结构域: 表皮生长因子

结构域 (第 5～49 位氨基酸残基)、Kringle 结构域 (第

50～136位氨基酸残基)、连接区 (第 136～143位氨基

酸残基)、丝氨酸蛋白酶结构域 (第 144～411位氨基酸

残基), 完整蛋白相对分子质量 (Mr) 约 50 000, 存在N-

糖基化及O-糖基化修饰。本文采用液质联用技术对

该蛋白的糖基化位点、类型及相对比例进行了分析, 以

期更加深入地了解其结构异质性, 促进产品质量标准

的提高。

材料与方法

试剂与仪器 超纯水 (Milli-Q超纯水机制备, 购

自美国Millipore公司); 乙腈 (色谱纯, AH015, 霍尼韦

尔贸易上海有限公司); 甲酸 (F112034, 上海阿拉丁生

化科技股份有限公司); 碘化钠 (10017160)、碳酸氢铵

(20002760), 国药集团化学试剂有限公司; 二硫苏糖醇

(DTT, V3151, 美国 Promega 公司); 碘乙酰胺 (IAM,

161625, 北京拜尔迪生物技术有限公司); 甲酸铵 (70221,

美国 Sigma-Aldrich 公司); pro-UK 分析样品为检定

后留样 ; 变性剂 RapiGest SF (186001860, 美国 Waters

公司); 糖苷酶 (PNGaseF, P0705, 美国 NewEngland 公

司); Trypsin试剂盒 (T7575, 美国 Sigma-Aldrich公司);

GlycoWorks RapiFluor-MS N-糖分析试剂盒 (176003606,

美国 Waters公司); 完整蛋白 Mr及液质肽图测定流动

相A (含 0.1%甲酸的水溶液), 流动相B (含 0.1%甲酸

的乙腈溶液); 寡糖图谱分析流动相A (100 mmol·L-1的

甲酸铵, 用甲酸调节pH至4.4), 流动相B (乙腈)。

超滤管 (截留相对分子质量 10 000, 密理博中国

有限公司); 完整蛋白 Mr测定用色谱柱 (BEH300 C4,

3.5 μm, 2.1 mm×50 mm, 货号 186004495); 肽图测定用

色谱柱 (BEH300 C18, 1.7 µm, 2.1 mm×100 mm, 货号

186003686); 寡糖图谱分析色谱柱 (BEH Glycan, 1.7 μm,

2.1 mm×150 mm, 货号 186004742); 超高效液相色谱-

质谱联用系统 (ACQUITY H-Class-Xevo G2 QTof), 以

上色谱柱及液质联用仪均购自美国Waters公司。

完整蛋白Mr测定

未处理样品 取 1支样品 (冻干粉, 每支 2 mg), 用

超纯水2 mL溶解, 离心后取上清上样。

切除N-糖基样品 取溶解后的样品 0.5 mL, 用超

滤管浓缩至 100 μL, 加入变性溶液 (0.1% Rapigest SF)

400 μL 混匀 , 取 100 μL 加入糖苷酶 PNGase F 5 μL,

37 ℃孵育3 h, 离心后取上清上样。

还原后切除N-糖基样品 取溶解后的样品0.5 mL,

用超滤管浓缩至 100 μL, 加入变性溶液 400 μL 混匀 ,

取 200 μL, 加入 1 mol·L-1 DTT 溶液 2 μL, 45 ℃孵育

30 min。完毕后加入变性溶液 300 μL, 混匀后用超滤

管浓缩至 100 μL, 重复加液及离心步骤 2次, 最后浓缩

至 150 μL, 取 100 μL加入糖苷酶PNGase F 5 μL, 37 ℃

孵育3 h, 离心后取上清上样。

检测条件 柱温 35 ℃; 样品池温度 10 ℃; 上样量

10 μL; 流速 0.2 mL·min-1; 洗脱梯度: 7 min内流动相B

由 10% 至 85%; 质谱采集模式 : MS/灵敏度 ; 毛细管

电压 : 3 000 V; Cone 电压 : 40 V; 去溶剂气体温度 :

450 ℃; 源温: 120 ℃; 去溶剂气体流速: 600 L·h-1, 扫描

范围 (m/z): 500～3 000。用 20 μg·mL-1碘化钠溶液对

质谱仪进行校正后连接 UPLC 与质谱进行检测。用

Unify软件对采集的数据进行处理并计算Mr。

液质肽图测定 取 1支供试品, 用超纯水 2 mL溶

解, 取 500 μL加入超滤管中, 12 000 r·min-1离心 5 min;

加入超纯水 0.35 mL, 12 000 r·min-1 离心 5 min, 重复

该步骤 4 次 ; 最后用超纯水调节体积至 0.2 mL, 从中

取 50 μL, 加入 0.2% 的 RapiGest SF 50 μL 并混匀 , 加

入 1 mol·L-1 DTT 溶液 2 μL 于 37 ℃反应 1 h, 再加入

1 mol·L-1 IAM 溶液 4 μL室温暗处反应 1 h, 加入胰蛋

白酶 5 μg, 37 ℃孵育 15 h; 加入糖苷酶 PNGaseF 3 μL,

37 ℃孵育2 h。

柱温 40 ℃ ; 样品池温度 10 ℃ ; 上样 10 μL; 流速

0.2 mL·min-1; 洗脱梯度 : 60 min 内流动相 B 由 1%

至 60%; 质谱采集模式 : MSe/灵敏度 ; 毛细管电压 :

3 000 V; Cone 电压 : 40 V; 去溶剂气体温度 : 350 ℃;

源温 : 120 ℃ ; 去溶剂气体流速 : 800 L·h-1; 扫描范围

(m/z): 50～2 000; 二级质谱碰撞能量: 20.00～45.00 eV。

结合一级及二级质谱数据对样品的氨基酸序列及翻译

后修饰进行鉴定。
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寡糖图谱测定 用N-糖分析试剂盒标记N-糖基:

取 1支样品用超纯水 1 mL 溶解 , 取 7.5 μL 置于 EP 管

中, 加入 5% RapiGest SF溶液 6 μL并混匀, 90 ℃加热

3 min, 取出冷却 3 min, 加入Rapid PNGase F酶 1.2 μL

及水 15.3 μL, 50 ℃温育 5 min, 取出冷却 3 min。加入

RapiFluor-MS试剂溶液 12 μL并混匀, 室温反应 5 min,

然后加入乙腈 358 μL稀释。按说明书步骤纯化标记

后的糖基。

液相参数: 激发波长 330 nm, 发射波长 420 nm; 柱

温 60 ℃; 进样 10 μL; 洗脱梯度: 60 min内流动相B由

75%至 50%。质谱仪采集模式: MS/灵敏度; 毛细管电

压 3 000 V; Cone 电压 40 V; 去溶剂气体温度 350 ℃ ;

源温 120 ℃ ; 去溶剂气体流速 800 L·h-1, 扫描范围

(m/z): 1 000～3 000。结合质谱及荧光检测结果, 对各

N-糖进行定性定量。

结果

1 完整蛋白水平分析异质性

采用液质联用技术分别测定未处理样品、切除N-糖

基样品及还原后切除N-糖基样品的完整蛋白Mr (图1)。

结果显示, 未处理样品的Mr呈现明显的异质性, 切除

N-糖基后异质性减弱, 但仍存在两种主要的Mr形式。

根据 GenBank 数据库中的人源 pro-UK (编号

AAA61253) 的氨基酸序列 , 计算得出其理论 Mr 为

46 344.73, 还原后为 46 368.97, 与实测结果 46 307.20

和 46 330.00分别存在 37.53和 38.97的差异。经后续

的液质肽图分析证实, 重组人 pro-UK的氨基酸序列与

数据库中的序列相比在C-末端缺少Ala-Leu两个氨基

酸 (Mr减少184.24), 且存在岩藻糖化 (+Fuc) 修饰 (Mr增

加 146.14), 理论Mr应为 46 307.23, 还原后为 46 331.47,

实测结果与之基本一致。按同样方法还对其他影响

Mr的修饰进行了鉴定, 并将各实测Mr与理论值进行了

匹配 (表 1)。结果显示, 这些Mr异质性均是由于糖基

修饰所致。

2 糖基化位点鉴定及糖型比例分析

通过对该蛋白的序列分析, 该蛋白仅存在 1个N-

糖基修饰序列子 (N302ST), 即仅可能在 302位天冬酰胺

残基 (N) 发生N-糖基修饰, 如果发生修饰, 经PNGase F

切除糖基后, 天冬酰胺残基会脱氨基 (deamidation) 变

为天冬氨酸 (D), 形成 0.98 的质量标记。通过对液质

肽图进行分析, 未发现含N302的肽段, 只有含D302的肽

段T33 (串联质谱结果见图2, Mr结果见表2), 结合完整

蛋白Mr测定结果中, 未处理样品中不存在不含N-糖基

修饰的蛋白信号 (图 1), 可以判断该蛋白的N302均发生

了N糖基修饰, N-糖基的异质性见第3部分。

O-糖基可修饰于丝氨酸 (S) 或苏氨酸 (T) 残基 ,

通过对液质肽图中O-糖基化肽段的分析, 发现肽段T1

(S1NELHQVPS9NCDCLNGGT18CVS21NK) 均存在岩藻

糖化 (Fuc) 修饰 (Mr结果见表 2), 并通过串联质谱结果

进行了验证 (图3)。在糖基化位点鉴定方面, 根据串联

质谱结果, 发现岩藻糖化的肽段片段 T18CVS21NK, 所
Figure 1 Comparison of deconvoluted intact mass spectra of pro-

UK with different treatments

Table 1 Observed Mr of pro-UK with different modifications.

A2F refers to disialo, galactosylated, fucosylated, biantennary

N-glycan. A3F refers to trisialylated, galactosylated, fucosylated,

triantennary N-glycan. A4F refers to tetrasialylated, galactosylated,

fucosylated, tetraantennary N-glycan. O-glycan 1 refers to Hex-

HexNAc-Neu5Ac. O-glycan 2 refers to Hex-HexNAc-Neu5Ac2

Sample

Untreated

+PNGase F

Reduced

+PNGase F

Modification

+ A2F, +Fuc

+ A2F, +Fuc, +O-glycan 1

Or + A3F, +Fuc

+ A3F, +Fuc, +O-glycan 1

Or + A4F, +Fuc

+Fuc

+Fuc, +O-glycan 1

+Fuc

+Fuc, +O-glycan 1

Expected

Mr

48 658.75

49 315.33

49 971.92

46 306.63

46 963.21

46 330.87

46 987.45

Observed

Mr

48 656.60

49 314.20

49 972.60

46 307.20

46 962.60

46 330.00

46 985.00

Error

(ppm)

44

23

14

12

13

19

52
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以糖基化位点只能为T18或S21; 结合文献资料报道, 以

及岩藻糖化修饰位点的N端通常有两个连续的甘氨酸

残基 (G)[13,14], 据此判断修饰位点为T18。

肽段 T14 (KPS138S139PPEELK) 也存在 O-糖基修

饰, 通过查阅文献, 没有发现之前有关此处糖基修饰的

报道。该处的糖基类型有 2种, 主要为 Hex-HexNAc-

Neu5Ac (O-glycan 1, 串联质谱结果见图 4), 还有少量

为 Hex-HexNAc-Neu5Ac2 (O-glycan 2, 见表 2)。由于

T14含有两个连续的S, 未能获得理想的串联质谱片段

以确定何处为糖基化位点。此外, 该处为不完全修饰,

即只有部分蛋白发生O-糖基修饰。通过提取离子流

方式计算无糖基修饰及 2 种不同糖型修饰肽段的比

例, 结果见表 2。值得注意的是, 串联质谱图是经软件

处理所得, 图中标示Mr为肽段碎片加合质子后的最大

丰度同位素峰的 Mr, 而表 2中的 Mr均为单同位素 Mr,

二者之间存在1～2的差异。

3 不同类型N-糖基的鉴定及比例分析

将蛋白的N-糖基切下并进行荧光标记, 通过液相

色谱分离 , 得到 10 余个由寡糖形成的色谱峰 (图 5)。

用质谱测定各色谱峰中寡糖的Mr, 并与CHO细胞表达

Figure 4 MS/MS spectrum for peptide T14 with an O-glycan 1

Figure 5 Annotated fluorescence (FLR) chromatograms from the HILIC-UPLC/FLR/MS analysis of pro-UK

Figure 2 MS/MS spectrum for peptide T33 with an N-glycosyl‐

ation site

Table 2 Observed Mr and ratio of peptides with N/O-glycosyl‐

ation site

Peptide

T33

T1

T14

Modification

Deamidation

+Fuc

-

+ O-Glycan 1

+ O-Glycan 2

Expected

Mr

1 599.73

2 735.16

1 110.59

1 766.82

2 057.91

Observed

Mr

1 599.72

2 735.17

1 110.58

1 766.80

2 057.92

Error

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

Response

-

-

1 079 862

68 701

5 069

Ratio

/%

100

100

93.6

6.0

0.4

Figure 3 MS/MS spectrum for peptide T1 with an O-linked fucose
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的蛋白中常见糖型的Mr进行匹配, 结果对其中的 12种

寡糖 (包括同分异构体) 进行了鉴定, 实测Mr与理论Mr

的误差均小于 0.03。这 12种寡糖中含量较多的糖型

为A2F和A3F, 二者在所有糖型中的比例将近80%。

讨论

糖基化是重组蛋白药物的一类非常重要的翻译后

修饰, 也是导致产品异质性的重要原因[15]。糖基化修

饰与表达体系密切相关[16], 还受生产工艺参数的影响,

因此, 糖基的类型及相对比例可在一定程度上反映生产

工艺的稳定性[17]。此外, 糖基化还会对产品的安全有效

产生影响, 比如促红素的糖基对其活性及半衰期影响明

显[18,19], 单克隆抗体的糖基类型可影响其与 Fc受体的

亲和力[20]。有研究表明, pro-UK的糖基化会影响其稳

定性及酶活性[21-23]。当糖基修饰对重组蛋白药物的安全

有效产生显著影响时, 应作为关键质量参数进行控制。

本文结果显示, 虽然T18全部发生岩藻糖化, 不对

蛋白的异质性产生影响, 但另一个位点 S138/139发生部

分修饰, 未修饰及 2种糖型修饰的比例分别为 93.6%、

6.0%、0.4%, 增加了蛋白的异质性。N302虽然全部发生

N-糖基化, 但糖型有 10余种, 使蛋白的异质性大大增

加。在位点鉴定方面, S138/139处的O-糖基修饰未见相

关报道, 该位点介于 pro-UK 的 Kringle结构域与丝氨

酸蛋白酶结构域之间, 且其附近 (135与 136位氨基酸

之间) 还存在一个纤溶酶酶切位点, 所以该处糖基化

修饰是否影响蛋白活性是值得研究的问题。鉴于糖基

修饰的重要性, 为保证产品的质量一致性和工艺稳定

性, 应研究建立相对定量的评价方法, 监测产品的批间

一致性, 并通过数据的不断积累及对产品认知的不断

提高, 确定不同糖型与产品安全性、有效性的关联, 为

提升产品质量奠定基础。

综上所述, 本文采用液质联用技术对 pro-UK的糖

基修饰情况进行了分析鉴定, 明确了糖基修饰对结构异

质性的影响, 为该品种质量标准的提高提供了数据支持。
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