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基于超高效液相色谱⁃质谱法的肽段分析中
非特异性吸附评估及通用型最小化策略

张　 莹１，２，　 杨　 静１，２，　 马跃新１，２，　 曹　 玲２∗，　 黄　 青２∗

（１． 南京中医药大学药学院， 江苏 南京 ２１００２３； ２． 江苏省食品药品监督检验研究院，
国家药品监督管理局化学药杂质谱研究重点实验室， 江苏 南京 ２１００１９）

摘要：蛋白质组学技术在多肽和蛋白质类新型治疗药物的开发、临床诊断生物标志物的深入发掘中应用广泛。 然

而，多肽和蛋白质类大分子的非特异性吸附性质给分析方法的开发带来极大挑战，亟须一种通用型的策略去评估

和降低非特异吸附对超高效液相色谱⁃质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ）大分子检测造成的负面影响。 研究以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）
为模型，探讨其酶解后多肽组理化性质与吸附程度之间的相关性；根据肽段的响应和吸附程度设计分级策略；针对

高响应、强吸附的 Ｃｌａｓｓ Ⅱ类肽段，从样品制备中离心管、进样瓶的选择，乃至液相色谱系统中色谱柱固定相、流速、
梯度、柱温、洗针液的选择全过程设计试验，探讨非特异吸附的影响因素及其通用型最小化策略。 结果显示，肽段

的被吸附程度与其理化参数 ＨＰＬＣ 指数（ＨＰＬＣ Ｉｎｄｅｘ）、肽段长度等显著相关（ｐ＜０ ０５），但仅凭上述参数仅能解释

３０％ 肽段的被吸附程度。 改性的聚丙烯材料可使肽段溶液在储存或前处理过程中获得较高的回收率（２４ ｈ 内回收

率大于 ８０％）。 在对液相色谱条件的考察和优化过程中发现，Ｃ８ 填料的色谱柱、高流速、缓梯度以及强洗针液，可
使残留量降至最低（降低为原来的 １ ／ １５０）。 柱温对残留的影响在肽段间存在较大个体差异，需要对不同的肽段具

体分析以得到较少量的残留。 研究以详实的数据考察并最小化模型肽段组在分析过程中的非特异吸附，提示了蛋

白质类大分子药物分析方法建立中应重点关注的影响因素及其有效的解决方案。
关键词：超高效液相色谱⁃质谱；蛋白质组学；非特异性吸附；定量；残留；多肽
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ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｏｒａｇｅ ｏｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ
ｓｔｏｒａｇｅ， ｇｏｏｄ ｏｖｅｒａｌｌ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ （ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ＞８０％ ｗｉｔｈｉｎ ２４ ｈ） ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｅｎｔｒｉ⁃
ｆｕｇｅ ｔｕｂｅｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｖｉａｌｓ ｍａｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ ｍａｔｅｒｉａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＬＣ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ８ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ， ａ ｈｉｇｈ ｆｌｏｗ
ｒａｔｅ （０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ）， ｓｌｏｗ ｇｒａｄｉｅｎｔ （２％ Ｂ－５０％ Ｂ ｗｉｔｈｉｎ ３ ｍｉｎ）， ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｎｅｅｄｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
（０ ２％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ９０％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ） ｃｏｕｌｄ ｍｉｎｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｃａｒｒｙｏｖｅｒ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｒｙｏｖｅｒ ｖａｒｉｅｄ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙ ｆｒｏｍ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｏ ｐｅｐｔｉｄｅ， ａｎｄ
ｈｅｎｃｅ， ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ． Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｍｉｎｉｍａｌ （ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １ ／ １５０） ｏｒ ｎｏ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
Ｃｌａｓｓ Ⅱ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｔｏ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ．

引用本文：张莹，杨静，马跃新，曹玲，黄青． 基于超高效液相色谱⁃质谱法的肽段分析中非特异性吸附评估及通用型最小化策略． 色谱，
２０２２，４０（７）：６１６－６２４．
ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｇ， ＹＡＮＧ Ｊｉｎｇ， ＭＡ Ｙｕｅｘｉｎ， ＣＡＯ Ｌｉｎｇ， ＨＵＡＮＧ Ｑｉｎｇ． Ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａｌ ｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｓｔｒａｔｅｇｙ ｉｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇ⁃
ｒａｐｈｙ，２０２２，４０（７）：６１６－６２４．

　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ａ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ａｎｄ ｒｅ⁃
ｄｕｃｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ． Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅｒａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ． Ｉｎ ｆｕｔｕｒｅ ｗｏｒｋ， ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｂａｓｅｄ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｉｎ
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ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｉｔ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｄｅｑｕａｔｅ ａｎｄ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｍｅａｓｕｒｅｓ ｔｏ ｅｎｓｕｒｅ ｒｉｓｋ
ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｒ ｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ）； ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｍｉｃｓ； ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ； ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｃａｒｒｙｏｖｅｒ； ｐｅｐｔｉｄｅｓ

　 　 近年来，蛋白质组学技术在肽和蛋白质类新型

治疗药物的蓬勃发展以及临床新型大分子生物标志

物的深入发掘中被日益广泛应用［１，２］。 应用方式的

迭代对生物大分子的分析技术提出了更高的要

求［３］。 基于蛋白质特征肽段检测的自下而上的蛋

白质组学技术（ｂｏｔｔｏｍ ｕｐ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）是现有研究

中具有较高灵敏度与分辨率的蛋白质定性定量方

法［４，５］。 开发多肽的生物分析方法是极具挑战的，
除了所需的低检出限外，多肽的非特异性吸附性质，
使其极易在接触到的材料表面发生吸附，进而导致

分析全流程中待测物的丢失或干扰，给定性和定量

分析引入巨大风险［６，７］。 例如在蛋白组学研究的质

谱数据库搜索中，即使系统中微量肽段的损失或残

留亦可能导致假阳性或假阴性结果［８］。 而在高灵

敏度的多肽定量方法的开发中，肽段的非特异吸附

对定量分析的线性、准确度和精密度均有负面影

响［９］。 低浓度肽段溶液的吸附性质会更加明显，表
现形式为标准曲线的非线性，最终导致定量限的不

必要升高以及方法的重复性差［１０］。
　 　 已有一些研究在分子水平上解释这种吸附行

为，然而目前对其潜在的机制和相互作用仍然知之

甚少。 Ｅｅｌｔｉｎｋ 等［１１］ 基于分子动力学模拟，提出了

一种三相分子机制解释肽段从溶液吸附到强相互作

用不带电固定相上的原理。 Ｋｒｉｓｔｅｎｓｅｎ 等［１２］ 研究

了样品 容 器 对 阳 离 子 多 肽 吸 附 的 影 响， 当 １
μｍｏＬ ／ Ｌ 肽溶液在硼硅酸盐或聚丙烯瓶中存储 １ ｈ
后，肽段的回收率仅有 １０％ ～２０％。 也有研究通过在

溶剂中添加有机试剂、酸 ／碱性溶液、表面活性剂、吸
附竞争剂或调整流动相组成等方法减少这类吸

附［１３，１４］。 这些研究论文大多对一组特定的多肽和 ／
或表面材料进行研究，但均未给出可用来预测多肽

吸附特性的规律，也未给出通用的解决吸附的方

法［１５］。
　 　 鉴于上述问题，本研究选择牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）作为模型蛋白质，以其酶解后的肽段作为包

含亲水性和疏水性多肽的“典型”多肽组样本。 首

先通 过 超 高 效 液 相 色 谱⁃高 分 辨 质 谱 （ ＵＰＬＣ⁃
ＨＲＭＳ）的测定，分析常见多肽理化参数与上述多肽

组的非特异吸附程度的关联性。 然后基于超高效液

相色谱⁃三重四极杆质谱（ＵＰＬＣ⁃ＱＱＱ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）建

立对强吸附肽段吸附程度的评估方法，从样品制备

至分析测定建立全过程试验设计，考察不同材质的

制备、储存耗材对肽段吸附的影响，以及考察不同色

谱条件对肽段残留的影响，最终提出多肽全流程分

析中减少非特异性吸附的通用型策略。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＢＳＡ 标准品（纯度≥９６％）、二硫苏糖醇、碘代

乙酰胺、亮氨酸脑啡肽均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ
公司。 胰蛋白酶购自美国 Ｐｒｏｇｅｍａ 公司；碳酸氢铵

和乙腈购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；甲酸购自美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；所有实验用水均为超纯水（Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ，美国）。
　 　 数据采集与分析：超高效液相色谱⁃高分辨飞行

时间质谱联用仪（Ｓｙｎａｐｔ ＸＳ， Ｗａｔｅｒｓ，美国）；超高

效液相色谱⁃三重四极杆质谱仪 （ ６５００ ｐｌｕｓ， ＡＢ
Ｓｃｉｅｘ，美国）； Ｕｎｉｆｉ 操作软件（Ｗａｔｅｒｓ，美国）。
　 　 电荷性、酸碱性、水溶性、相对分子质量的理论

数值参考网站：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ． ｃｏｍ． ｃｎ ／
ｔｏｏｌｓ ／ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｗｅｉｇｈｔ⁃ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ； ＨＰＬＣ
指数［１６］、等电点（ｐＩ）的理论数值经 Ｕｎｉｆｉ 软件计算

得到；平均疏水指数（ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈ⁃
ｉｃｉｔｙ， ＧＲＡＶＹ）参考网站：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ 。 数据分析以 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２３ 软件

进行。
１．２　 样品制备方法

　 　 取 １０ ｍｇ ＢＳＡ 溶于 １０ ｍＬ 水中，制得 １ ｍｇ ／ ｍＬ
蛋白储备液，进一步以水稀释为 １００ μｇ ／ ｍＬ 的工作

液。 取 ２００ μＬ 上述工作液于蛋白质低吸附离心管

中；加入 ６５ μＬ ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵和 ６０ μＬ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 二硫苏糖醇，于 ６０ ℃水浴加热 ６０ ｍｉｎ 对

蛋白质进行还原；放冷至室温后加入 １２０ μＬ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碘代乙酰胺，于暗处反应 ３０ ｍｉｎ 进行烷基

化；加入 １００ μｇ ／ ｍＬ 的胰蛋白酶 ５ μＬ，于 ３７ ℃水浴

中酶解 ８ ｈ，加入甲酸 ２０ μＬ 终止反应，１２ ０００ ｇ 离
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心 １５ ｍｉｎ 后，取 ２００ μＬ 上清置于蛋白质低吸附的

进样瓶中作为混合肽段溶液待测。
１．３　 超高效液相色谱⁃高分辨质谱方法参数

　 　 色谱条件：色谱柱采用 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ Ｐｒｅｍｉｅｒ
Ｐｅｐｔｉｄｅ ＣＳＨ Ｃ１８（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ）；柱
温为 ４０ ℃；流速为 ０ ２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流动相 Ａ、Ｂ 两相

分别为 ０ １％ 甲酸水溶液和 ０ １％ 甲酸乙腈溶液。
洗脱梯度为 ０ ～ １ ｍｉｎ， １％ Ｂ； １ ～ １３ ｍｉｎ， １％ Ｂ ～
４０％ Ｂ； １３ ～ １３ １ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ ～ ９０％ Ｂ； １３ １ ～ １６
ｍｉｎ， ９０％ Ｂ； １６ ～ １６ １ ｍｉｎ， ９０％ Ｂ ～ １％ Ｂ； １６ １ ～
２０ ｍｉｎ， １％ Ｂ。 进样器温度 １０ ℃；进样量 ５ μＬ。
　 　 质谱条件：毛细管电压 ３ ｋＶ，锥孔电压 ３０ Ｖ，离
子源温度 １２０ ℃，脱溶剂气温度 ４５０ ℃，锥孔气流速

２５ Ｌ ／ ｈ，脱溶剂气流速 ８００ Ｌ ／ ｈ。 电喷雾电离（ＥＳＩ）
源、正离子模式下测定，ＭＳＥ 模式采集，扫描范围

ｍ／ ｚ ５０～２ ０００；数据采集时使用亮氨酸脑啡肽校正

液进行实时质量校正，以保证采集质量数的准确性

与重复性。 采集后的数据使用 Ｕｎｉｆｉ 软件处理。

表 １　 ＢＳＡ 酶解后 Ｃｌａｓｓ Ⅱ类肽段的离子对信息及 ＭＲＭ 参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｏｎ ｐａｉｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ＭＲＭ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ Ｃｌａｓｓ Ⅱ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｆｔｅｒ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ （ＢＳＡ） ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
Ｎｕｍｂｅｒ Ｐｅｐｔｉｄｅ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ Ｑ１ （ｍ／ ｚ） Ｑ３ （ｍ／ ｚ） Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

Ｐ１ ＤＡＦＬＧＳＦＬＹＥＹＳＲ １５６７．７４３ ７８４．３８ １１２１．５３ ４９．９ ３５．４
Ｐ２ ＧＬＶＬＩＡＦＳＱＹＬＱＱＣＰＦＤＥＨＶＫ ２４９２．２６４ ８３１．４３ ３８３．２４ ４７．８ ３５．９
Ｐ３ ＥＣＣＨＧＤＬＬＥＣＡＤＤＲ １７４９．６６２ ５８３．８９ ７６５．２８ ５８．７ ２８．０
Ｐ４ ＴＶＭＥＮＦＶＡＦＶＤＫ １３９９．６９３ ７００．３５ １１９９．５８ ５３．６ ２９．３
Ｐ５ ＬＦＴＦＨＡＤＩＣＴＬＰＤＴＥＫ １９０７．９２１ ６３６．６５ ５８９．２８ ５６．４ ３０．６
Ｐ６ ＤＤＰＨＡＣＹＳＴＶＦＤＫ １５５４．６５３ ５１８．８９ ６０９．３２ ６１．６ ２４．９
Ｐ７ ＭＰＣＴＥＤＹＬＳＬＩＬＮＲ １７２４．８３５ ８６２．９２ ７１５．４５ ４６．５ ４７．３
Ｐ８ ＬＶＮＥＬＴＥＦＡＫ １１６３．６３１ ５８２．３２ ９５１．４８ ５８．８ ２７．５
Ｐ９ ＳＬＨＴＬＦＧＤＥＬＣＫ １４１９．６９４ ４７３．９０ ７２１．３２ ６３．６ ２２．７
Ｐ１０ ＶＰＱＶＳＴＰＴＬＶＥＶＳＲ １５１１．８４３ ７５６．４３ ９００．５２ ５１．１ ４２．１
Ｐ１１ ＨＬＶＤＥＰＱＮＬＩＫ １３０５．７１６ ６５３．３６ １０５５．５７ ５５．７ ３５．０
Ｐ１２ ＬＧＥＹＧＦＱＮＡＬＩＶＲ １４７９．７９５ ７４０．４０ １０１７．５８ ５１．８ ４３．３

１．４　 相对残留量的测定和肽段分级策略

　 　 将 １ ２ 节混合肽段溶液经上述条件采集、Ｕｎｉｆｉ
软件分析后，可得 ＢＳＡ 酶解后肽段组的实际肽段组

成和每个肽段的响应值 Ａｒｅａ（供试品溶液）。
　 　 在进样上述供试品溶液后连续进样 ３ 针空白溶

剂，以 ３ 针空白溶剂中检测到的对应肽段响应之和

Ａｒｅａ（Ｂｌａｎｋ １＋Ｂｌａｎｋ ２＋Ｂｌａｎｋ ３）计为该肽段的残留总量，该肽

段的相对残留量为肽段的残留总量与肽段响应值的

比值。
　 　 基于肽段的响应与相对残留量，可将 ＢＳＡ 酶解

后的肽段组分为如下四类：Ｃｌａｓｓ Ⅰ，响应高且无残

留的肽段；Ｃｌａｓｓ Ⅱ，响应高但有残留的肽段；Ｃｌａｓｓ

Ⅲ、Ｃｌａｓｓ Ⅳ分别为响应低，无吸附和有吸附的肽

段。 响应的高低以是否大于中位数计，有无残留以

Ａｒｅａ（Ｂｌａｎｋ １＋Ｂｌａｎｋ ２＋Ｂｌａｎｋ ３）是否有检出判断。
１．５　 超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱方法参数

　 　 色谱条件：色谱柱采用 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰ⁃
ＬＣ ＢＥＨ Ｃ８（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ）；柱温 ３０
℃；流速 ０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流动相 Ａ、Ｂ 两相分别为

０ ２％甲酸水溶液和 ０ ２％ 甲酸乙腈溶液。 洗脱梯度

为 ０～２ ｍｉｎ， ２％ Ｂ； ２～５ ｍｉｎ， ２％ Ｂ～６０％ Ｂ； ５～５ １
ｍｉｎ， ６０％ Ｂ ～ ９０％ Ｂ； ５ １ ～ ８ ｍｉｎ， ９０％ Ｂ； ８ ～ ８ １
ｍｉｎ， ９０％ Ｂ～２％ Ｂ； ８ １～ １１ ｍｉｎ， ２％ Ｂ。 进样器温

度 １０ ℃；进样量 ５ μＬ。 洗针液为 ９０％ 乙腈水溶液

（含 ０ ２％ 甲酸）。
　 　 质谱条件：离子化电压 ５ ５００ Ｖ；气帘气压力

０ １４ ＭＰａ；离子源温度 ５００ ℃；喷雾气、辅助加热气

压力 ０ ３８ ＭＰａ。 ＥＳＩ 源正离子模式下测定，多反应

监测（ＭＲＭ）模式采集，１２ 条 Ｃｌａｓｓ Ⅱ类肽段的离子

对、碰撞能量（ＣＥ）、去簇电压（ＤＰ）值经 Ｓｋｙｌｉｎｅ 软

件协助优化后结果如表 １ 所示。

２　 结果与讨论

２．１　 肽段的理化性质与吸附程度

　 　 ＢＳＡ 是牛血清中的球蛋白，包含 ６０７ 个氨基酸

残基（为 ６６ ４４６ ｋＤａ）。 本研究以 ＢＳＡ 为模型蛋白

质，将其用胰蛋白酶酶解，酶解后的肽段作为包含亲

水性和疏水性多肽的典型性多肽组样本。 经 １ ３ 节

方法数据采集和分析，结果显示，ＢＳＡ 酶解后共测

定到长度 ５ ～ ２８ 个氨基酸的肽段共计 ５０ 条。 将这

些肽段的常见理化参数（包括电荷性、酸碱性、水溶

性、肽段长度、ＧＲＡＶＹ、ＨＰＬＣ 指数、ｐＩ 值和亲水性

·９１６·
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残基占比）与肽段在液相色谱系统吸附程度（相对

残留量）及离心管中的吸附程度（肽段溶液在聚丙

烯材质的离心管中放置 ２４ ｈ 后的回收率）进行相关

性分析。 肽段溶液在液相色谱系统中的相对残留量

与肽段的 ＨＰＬＣ 指数、水溶性和肽段长度呈显著相

关（ｐ＜０ ０５）；在离心管中的回收率与 ＨＰＬＣ 指数和

肽段长度呈极显著相关（ｐ＜０ ０１）。 但仅有 ＨＰＬＣ
指数这一参数在理化参数和液相色谱系统中吸附和

离心管中吸附的多元线性回归分析中均呈显著相关

（ｐ＜０ ０５），相关系数（Ｒ２）分别为 ０ ２２３、０ ２６８。
　 　 上述结果提示我们，肽段的 ＨＰＬＣ 指数、水溶性

和肽段长度在筛选定量用特征肽段阶段虽可用于初

步评估肽段的吸附性质，但对肽段吸附程度差异的解

释度仍不足，无法用于准确预测肽段的吸附情况。 研

究人员需要根据试验结果评估肽段组实际吸附情况、
探索减小前处理和分析过程中非特异吸附的方案。
２．２　 肽段的分类策略

　 　 在无法仅使用理化参数对肽段吸附性质进行准

确预测的情况下，筛选用于定量的特征肽段时，需要

通过具体实验对备选肽段的吸附性质和质谱响应进

行预筛选。 本研究根据 ＢＳＡ 酶解后肽段组的质谱

响应值、残留程度设计了肽段的四分类策略。 以

ＢＳＡ 实测得的 ５０ 条酶解肽段为例，分级为 Ｃｌａｓｓ Ⅰ
类高响应、无吸附肽段 １１ 条；Ｃｌａｓｓ Ⅱ类高响应但

有吸附肽段 １２ 条（如图 １ａ 所示）。 Ｃｌａｓｓ Ⅰ类是性

质最优异的备选待测肽段，但在实际研究中，初始

Ｃｌａｓｓ Ⅰ类的肽段数量可能非常有限，且需要进一

步结合肽段的特异性、修饰情况、酶解性质等进行逐

级漏斗式筛除，最终甚至无法直接从中筛得可用的

目标肽段。 因此，通过实验条件的优化使肽段最少

吸附甚至不吸附，将 Ｃｌａｓｓ Ⅱ类肽段转化为 Ｃｌａｓｓ
Ⅰ类，可极大地增加蛋白 ／多肽分析方法开发的灵

活性。
　 　 鉴于上述目的，本研究针对方法开发全过程中

可能产生非特异吸附的影响因素设计试验（图 １ｂ
所示），从前处理装置的选择与色谱条件优化两个

角度，尝试减小或消除 ＢＳＡ 酶解后 Ｃｌａｓｓ Ⅱ类肽段

的吸附。
２．３　 前处理装置对肽段回收率的影响与选用

２．３．１　 离心管对回收率的影响

　 　 将 ＢＳＡ 酶解后的混合肽段溶液（１ ２ 节）稀释

至以总蛋白计 ５ ０００ （高）、５００（中）、５０（低）ｎｇ ／ ｍＬ
３ 个水平的样品溶液，分别取 ８００ μＬ 置于 ３ 种 １ ５

图 １　 （ａ）肽段的分级策略及（ｂ）非特异性吸附因素
考察和优化流程

Ｆｉｇ． １　 （ａ）Ｇｒａｄｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ （ｂ） ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ

　

ｍＬ 离心管中（ｎ＝ ３）。 离心管种类分别为改性聚丙

烯材质（ＰＰ⁃ＬＢ）的蛋白质低吸附离心管和实验室常

用的普通聚丙烯材质（ＰＰ⁃Ａ、ＰＰ⁃Ｂ）离心管。 为模

拟酶解环境，将装有 ３ 个水平样品溶液的上述离心

管置于 ３７ ℃水浴中，分别在 ０、５、１２、２４ ｈ 后取出，
涡旋混匀后取 １００ μＬ 溶液至 ＰＰ⁃ＬＢ 进样瓶中，以
１ ５ 节方法测定，回收率为第 ｘ ｈ 测定的峰面积与

第 ０ ｈ 测定峰面积的比值。
　 　 结果显示：３ 种不同离心管的平均回收率在中、
高水平下均无显著差异（ｐ ＝ ０ ５１，回收率均大于

８０％）； 在 低 水 平 下 ＰＰ⁃ＬＢ 管 的 平 均 回 收 率

（９４ ０１％）显著高于低水平下 ＰＰ⁃Ａ（８２ ４３％）和 ＰＰ⁃
Ｂ（７６ ６２％） 管。 此外，ＰＰ⁃ＬＢ 离心管在所有水平

下，对 １２ 条典型有吸附肽段的回收率离散程度

（ＳＤ）、最小回收率（Ｍｉｎ）、回收率小于 ８０％ 的肽段

个数（Ｃｏｕｎｔ）， ３ 项指标亦均优于 ＰＰ⁃Ａ、ＰＰ⁃Ｂ 管

（见图 ２ａ）。 离心管的材质一般为普通聚丙烯，肽段

上若有疏水性残基则易与其发生疏水性结合，这种

结合不会因振荡等外力而脱落，易造成肽段的损失。
本实验结果表明，经过改性处理的蛋白质低吸附的

聚丙烯材质离心管表现出良好的普适性的抗吸附性

能。 有研究人员通过 Ｘ 射线光电子能谱（ＸＰＳ）分

·０２６·
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图 ２　 肽段溶液在不同样品容器中放置 ２４ ｈ 后的回收率
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｓｔｏｒａｇｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｒｓ

　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｃｌａｓｓ Ⅱ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ （５０， ５００， ５０００ ｎｇ ／ ｍＬ） ｓｔｏｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｔｕｂｅｓ （Ｆｉｇ． ２ａ） ａｎｄ ｓａｍ⁃
ｐｌｅ ｖｉａｌｓ （Ｆｉｇ． ２ｂ） ａｆｔｅｒ ２４ ｈ．
　 ＰＰ⁃ＬＢ（ＬＢ）： ｌｏｗｂｉｎｄ ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ ｔｕｂｅｓ ｏｒ ｖｉａｌｓ； ＰＰ⁃Ａ（Ａ） ａｎｄ ＰＰ⁃Ｂ（Ｂ）： ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ ｔｕｂｅｓ ｆｒｏｍ ｃｏｍｐａｎｙ Ａ ａｎｄ Ｂ； ＰＰ： ｐｏｌｙ⁃
ｐｒｏｐｙｌｅｎｅ ｖｉａｌｓ； Ｇｌａｓｓ ／ Ｇ： ｇｌａｓｓ ｖｉａｌｓ； Ａｖｅｒａｇｅ： ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ， ％ ； ＳＤ： ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ； Ｍｉｎ： ｍｉｎｉｍｕｍ； Ｃｏｕｎｔ： ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ８０％．

析表明，改性材料表面的氧含量高于普通的聚丙烯

管，较高的含氧量可能会增加管壁的水合程度，从而

抑制与肽段的结合［１７］。 因此，对肽段不易吸附的改

性聚丙烯离心管是样品配制、储存、酶解反应容器等

步骤中的优选。
　 　 此外，我们还观察到，肽段组在低浓度溶液中发

生吸附的相对损失显著高于中、高浓度样品溶液。
以图 ２ａ 中典型肽段 Ｐ７ 为例，在低、中、高浓度溶液

下的回收率分别为 ６９ ４９％、８９ ９８％、９５ ４０％。 这可

能归因于湿固体表面积的结合能力有限［１７］，即吸附

能力有限，这一现象会体现为肽段标准曲线的非线

性。 鉴于低浓度的肽段更容易被吸附这一特性，配
制尽可能高浓度的储备液或在低浓度下合理添加抗

吸附剂可提高实验准确性。
　 　 最后，大部分肽段的被吸附情况都与时间长度

呈正相关，但吸附速率呈现个体间差异。 仍以肽段

Ｐ７ 为例，其回收率在 ３ 种不同离心管中随时间变化

情况如图 ３ａ 所示。 ５ ｈ 内 Ｐ７ 在 ３ 种离心管中的回

收率均大于 ８０％；但随着放置时间的增长，５ ～ ２４ ｈ
内回收率逐渐下降。 因此，在研究中通过酶解条件

等前处理方法的优化，减少前处理总时长，降低因反

应时长导致的肽段损失是十分必要的。
２．３．２　 进样瓶对回收率的影响

　 　 待测肽段溶液转入进样瓶后，一般放置一定时

图 ３　 不同样品容器中低浓度肽段 Ｐ７ 溶液的

回收率变化趋势（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｒｅｎｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅ Ｐ７ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ
ｃｏｎｔａｉｎｅｒｓ （ｎ＝３）

　

长后注入 ＵＰＬＣ⁃ＱＱＱ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定，因此进样瓶中

的吸附特征考察亦十分必要。 本研究考察了蛋白质

低吸附聚丙烯、聚丙烯、玻璃 ３ 种常见材质进样小瓶

·１２６·



色 谱 第 ４０ 卷

对肽段吸附程度的影响。 分别取 ２ ３ １ 节高、中、低
３ 种水平的样品溶液 ２００ μＬ 于 ３ 种不同材质的进

样小瓶中（ｎ ＝ ３）。 将装有肽段溶液的进样小瓶置

于进样盘（１０ ℃），于 ０、２、１０、２４ ｈ 后进样分析，计
算回收率。 结果如图 ２ｂ 所示：（１）在蛋白质低吸附

聚丙烯进样瓶中，所有 １２ 条肽段均可稳定保存 ２４ ｈ
（回收率大于 ８０％）；回收率的离散程度、最小回收

率、回收率小于 ８０％ 的肽段个数，３ 项指标亦明显优

于玻璃瓶和聚丙烯瓶；（２）在低浓度的情况下，玻璃

瓶中仅有 ５ 条肽段（Ｐ３、Ｐ６、Ｐ８、Ｐ９、Ｐ１１）的回收率

高于 ８０％，其余 ７ 条肽段回收率分散分布在 ０～７０％
之间。 玻璃材质中的肽段吸附呈现较大的个体差异

性，这可能与不同肽段残基带电性质与玻璃表面硅

烷醇基团的静电吸附作用不同有关［１１］； （３）未改性

的聚丙烯瓶中所有肽段回收率均低于 ８０％，大部分

肽段被完全吸附（回收率＜１０％），故不建议使用。
　 　 肽段在进样瓶中的吸附现象与离心管（２ ３ １
节）中不同的是：（１）上述吸附现象未随肽段溶液浓

度增大而有所改善（见图 ２），在本实验测试的 ３ 个

浓度下未见明显的吸附饱和；（２）肽段溶液在进样

小瓶中被吸附过程非常迅速，大量的肽段快速吸附

到玻璃小瓶和塑料小瓶壁上进而导致回收率较低。
仍以 Ｐ７ 为例，其在 ３ 种不同进样瓶中的回收率随时

间变化的趋势如图 ３ｂ 所示。 蛋白质低吸附进样瓶

中肽段可在 ２４ ｈ 内不被吸附，但玻璃和普通聚丙烯

材质的进样瓶中肽段组在 ２ ｈ 内即被迅速吸附；在 ２
～２４ ｈ 吸附速率放缓但仍持续发生，甚至可被吸附

完全。 在测定含有低浓度蛋白质的样品时，大量吸

附可造成假阴性的检测结果。 因此，由于无法保证

进样的即刻性和样品在进样器中放置时间的一致

性，选择蛋白质低吸附的进样瓶开展实验是尤为重

要的。
２．４　 液相色谱系统中肽段残留的影响与优化

２．４．１　 色谱条件对残留影响的考察

　 　 ２．３ 节证明了肽段溶液在前处理接触材料表面

上的吸附会导致分析中回收率低、重复性差等问题，
而肽段溶液在液相色谱系统中发生吸附，则会造成

样品间的交叉污染、假阳性、准确性和重复性差、线
性范围窄等一系列问题［１８］。 为此，本部分对 ５ 个常

见色谱条件，即色谱柱固定相类型、柱温，流动相的

流速、梯度、甲酸的体积分数对色谱柱上的肽段残留

的影响进行了系统考察。 初始色谱条件为：柱温 ４０

℃，流速 ０．３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，流动相 Ａ、Ｂ 两相分别为 ０．２％
甲酸水溶液和 ０．２％ 甲酸乙腈溶液。 下述色谱条件

优化过程中条件在此基础上单一变化。 在液相色谱

系统中残留的评价标准为：将 １．２ 节制备的混合肽

段溶液稀释至 １０ μｇ ／ ｍＬ，以如图 ４ａ 所示的流动相

梯度洗脱，包括有效梯度（２ ～ ６ ｍｉｎ， ２％ Ｂ～ ４０％ Ｂ）
和高 ／低有机相交替循环的冲洗梯度来考察色谱柱

上残留。 每个肽段在色谱柱上的残留量以循环梯度

洗脱出的肽段总峰面积计（见图 ４ｂ）。 肽段在色谱

柱上的相对残留量的计算方法为高 ／低有机相交替

循环的冲洗梯度检出的峰面积与有效梯度检出峰面

积的比值。

图 ４　 （ａ）用于评估色谱柱上残留量的梯度洗脱程序及
（ｂ）残留肽段的典型色谱图

Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｃｏｌｕｍｎ ｃａｒｒｙｏｖｅｒ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ （ ｂ） ｔｙｐｉｃａｌ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｃａｒｒｙｏｖｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

　

　 　 肽段在色谱柱上的残留受到多种因素的影响，
我们首先考察了 ６ 种不同的色谱柱固定相（具体参

数如表 ２ 所示）对肽段残留的影响。 结果如图 ５ 所

示，１２ 条肽段的相对残留量之和在色谱柱上体现为

Ｐｏｌａｒ Ｃ１８＞ＰＦＰ＞Ｃｏｒｔｅｃｓ Ｃ１８
＋＞ＢＥＨ Ｃ１８ ＞ＣＳＨ Ｃ１８ ＞

ＢＥＨ Ｃ８，相对残留量最大和最小值之间相差 ３８ 倍。
Ｃ８ 色谱柱对所有肽段都有较低残留的特性，ＣＳＨ
Ｃ１８次之。 与小分子相比，肽和蛋白质的保留机制是

·２２６·
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一个较为复杂的过程，并且受到固定相多种相互作

用力的影响［１３］。 推测 Ｃ８ 色谱柱较短的碳链降低了

键合相非极性作用的面积，因此较 Ｃ１８保留更弱，残
留也较低；性能次优的 ＣＳＨ Ｃ１８柱，在填料表面带电

杂化同时，采用高性能表面（ＨＰＳ）技术，这种有机 ／
无机杂化表面技术能在样品与不锈钢色谱柱之间形

成屏障表层，减少接触表面与待测物质的相互作用，
使残留降低。

表 ２　 色谱柱参数
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｌｕｍｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

Ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ
ｐｈａｓｅ

Ｐｏｒｅ
ｓｉｚｅ ／ ｎｍ

Ｐａｒｔｉｃｌｅ
ｓｉｚｅ ／ μｍ

Ｄｉａｍｅｔｅｒ ／
ｍｍ

Ｌｅｎｇｔｈ ／
ｍｍ

Ｐｏｌａｒ Ｃ１８ １０ ２．６ ２．１ １００
Ｃｏｒｔｅｃｓ Ｃ１８

＋ ９ １．６ ２．１ １００
ＰＦＰ １０ １．７ ２．１ １００
ＢＥＨ Ｃ１８ ３０ １．７ ２．１ １００
ＣＳＨ Ｃ１８ １３ １．７ ２．１ １００
ＢＥＨ Ｃ８ １３ １．７ ２．１ １００

图 ５　 固定相类型对肽段在色谱柱上残留的影响
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ ｔｙｐｅｓ ｏｎ ｐｅｐｔｉｄｅ

ｃａｒｒｙｏｖｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ
　 ＢＥＨ⁃Ｃ８ ⁃ｏｐｔｉ ｉｓ ｔｈｅ ｃａｒｒｙｏｖｅｒ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉ⁃
ｍｉｚａｔｉｏｎ．

图 ６　 不同色谱条件对肽段溶液在色谱柱上肽段残留量的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｒｙｏｖｅｒ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎｓ （ｎ＝３）

ａ． ｆｌｏｗ ｒａｔｅ； ｂ． ｇｒａｄｉｅｎｔ； ｃ． ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ （ＦＡ） ｉｎ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ； ｄ． ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．
Ｇ１－Ｇ４ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ ｏｆ ２－６ ｍｉｎ： ２％ Ｂ－３０％ Ｂ， ２％ Ｂ－４０％ Ｂ， ２％ Ｂ－５０％ Ｂ， ａｎｄ ２％ Ｂ－６０％ Ｂ．

　 　 选择残留量中等的 Ｃｏｒｔｅｃｓ Ｃ１８
＋柱，进一步考

察流动相中的甲酸体积分数（０ １％、０ ２％、０ ３％），

流速（０ ２、０ ３、０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ），柱温（３０、４０、５０、６０
℃），梯度斜率 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４（２ ～ ６ ｍｉｎ： ２％ Ｂ ～
３０％ Ｂ、２％ Ｂ～４０％ Ｂ、２％ Ｂ～５０％ Ｂ、２％ Ｂ～ ６０％ Ｂ）对
肽段在色谱柱上残留的影响。 结果显示，流速、梯度

及甲酸的体积分数对肽段残留的影响，在 １２ 条肽段

上呈现一定程度的同趋势变化，因此以 １２ 条肽段的

相对残留量均值表征不同条件对残留的影响（如图

６）。 （１）在 ０ ２、０ ３、０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速下，肽段残

留量随流速的增加而显著降低（见图 ６ａ）。 这可能

是由于流速增大使柱压增加，进而提高肽段在色谱

柱头的溶解度，使其在柱头处的残留减少，故本实验

中 ０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ 为优选流速。 （ ２） ４ 个梯度斜率

Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４ 对残留量的影响考察结果如图 ６ｂ
所示，随着 Ｇ１～Ｇ４ 梯度的逐渐减缓，残留量亦随之

降低。 较缓梯度可以使大体积的肽段分子在临界洗

脱的有机溶剂浓度下被冲洗更长时间，从而降低残

留［１１］。 但需指出的是，梯度过缓会增加分析时间，
所以在研究中可平衡残留量与分析时长、分析通量，
根据实验目的选择梯度。 （３）流动相中甲酸的体积

分数对残留的影响如图 ６ｃ 所示，甲酸的体积分数的

增加使残留量降低，这可能与肽段溶解度的增加或

偶极相互作用、离子相互作用的降低有关［１９，２０］。 但

甲酸的体积分数过高（如本例中 ０ ３％ 较之 ０ ２％）
亦会抑制离子化效率，故应权衡实际残留量与灵敏

度要求，根据实验目的酌情选择流动相内加入甲酸

的百分含量。
　 　 柱温对残留的影响较为复杂，呈现出肽段的个

体差异（见图 ６ｄ）： １２ 条肽段在 ３０ ～ ６０ ℃条件下，
残留与柱温呈现正相关（如 Ｐ８）、负相关（如 Ｐ１），抑
或影响微弱（如 Ｐ６）３ 类情况。 此结果与 Ｈｏｎｏｒｉｎｅ
等［１４］研究论述的高柱温有助于降低残留有所差异。
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色 谱 第 ４０ 卷

这种肽段个体化的差异在 Ｃｏｒｔｅｃｓ Ｃ１８
＋、ＢＥＨ Ｃ１８和

ＢＥＨ Ｃ８ ３ 根色谱柱之间表现亦非完全一致。 我们

推测这种复杂现象可能是多因素综合作用的体现：
其一，为柱温、柱头压力乃至肽段溶解度的综合作

用。 低柱温下系统压力更高，柱头处肽段溶解度增

加而吸附减少［２１］。 其二，柱温与肽段空间结构乃至

与固定相相互作用力的综合作用。 在低温时，肽段

由于分子内基团的相互作用可能发生弯曲和折叠；
在中等温度时，随着温度升高肽链展开，与固定相相

互作用的位点增多；在高温下完全展开时，表现为趋

近小分子，即随着温度升高保留量（残留）有所下

降；故在低、中、高整个温度范围内呈现出二阶抛物

线［１９］。 上述因素随不同肽段氨基酸组成不同、固定

相种类不同而呈现出差异化的结果，故对于柱温的

选择应随待测肽段的不同做具体分析。 本研究中最

终使用的是残留量最低的色谱柱 ＢＥＨ Ｃ８，在此色

谱柱上有 ３ 条肽段不残留，６ 条肽段随柱温升高残

留量略增，３ 条肽段随柱温升高，残留量降低，因此

选择 ３０ ℃作为本研究选择的柱温。
　 　 综上所述，本研究得出的 ＢＥＨ Ｃ８ 色谱柱、０ ４
ｍＬ ／ ｍｉｎ 流速、Ｇ４ 梯度、３０ ℃柱温、０ ２％ 甲酸的流

动相作为减少肽段组残留的最佳色谱条件。 结果如

图 ５ 中 ＢＥＨ Ｃ８ ⁃Ｏｐｔｉ，将 ＢＥＨ Ｃ８ 色谱柱上的总体残

留由 ６ 种色谱柱中最低的 ０ ６７％，进一步降低至

０ １７％；原 ８ 条有残留的肽段中，６ 条降至零残留，色
谱柱上的总残留量从 ２５ ４６％ 降至 ０ １７％ （１５０ 倍）。
此研究极大地拓展了定量肽段可选择的空间。
２．４．２　 洗针液对残留影响的考察

　 　 最后，我们考察了“弱”洗针液 １０％ 乙腈水溶液

（含 ０ ２％ 甲酸）、“强”洗针液 ９０％ 乙腈水溶液（含
０ ２％ 甲酸）下，肽段在进样针及管路中的残留情况。
结果显示，在排除柱上残留因素后，使用弱洗针液

时，１２ 条肽段的平均相对残留量约为 ０ ０１％，使用

强洗针液时肽段在进样针上均无残留。 在本实验研

究中，针上残留相对柱上残留为次要因素，可通过强

洗针液清洗至无残留。

３　 结论

　 　 非特异性吸附是多肽、蛋白质定性研究中假阴

性、假阳性以及定量分析中精密度、准确度、线性范

围、灵敏度欠佳的主要原因之一［２０］。 本文提出了一

种评估和减小肽段组非特异吸附的通用型策略，对

于模型蛋白中 Ｃｌａｓｓ Ⅱ类易吸附的肽段组，通过在

标准制备过程中合理选择前处理装置以及在液相色

谱分析中优化色谱条件，极大地提高了回收率并将

肽段在液相色谱系统中的残留降至最低。
　 　 本研究为吸附表象与生物大分子理化性质的深

入研究提供了新的思路；设计的优化工作流程可为

不同理化性质多肽和蛋白质分析方法开发提供参

考；产生的详实数据揭示了分析全流程中的吸附风

险点和影响因素，在方法开发和验证过程中，应该明

确这些风险的存在，并需要采取措施确保它们被消

除或最小化。
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