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摘要

化学钝化是敏感应⽤中提⾼⾊谱性能的常⽤技术之⼀。若未进⾏钝化，则使⽤常规液相⾊谱系统和⾊谱柱时

，特别容易发⽣表⾯吸附的分析物会出现峰拖尾、回收率或重现性差的问题。在本研究中，蛋⽩质和肽分析专

⽤的液相⾊谱系统只能在经过钝化后才能回收磷酸化肽。结果表明，采⽤MaxPeak HPS技术的Waters 

ACQUITY PREMIER提供了⼀种现成的解决⽅案，⽆需进⾏常规液相⾊谱技术所要求的系统钝化过程。

优势

在⽆需使⽤极端化学品进⾏系统钝化的情况下，提⾼分析物回收率■

与常规液相⾊谱技术相⽐，⽅法重复性更⾼且更耐⽤■

简介

传统的不锈钢液相⾊谱系统和⾊谱柱硬件可能会因表⾯发⽣分析物吸附，以及离⼦从流路中置换出来引起游离

⾦属污染，对⽣物分⼦的⾊谱性能产⽣不良影响1。 虽然越来越多的现代液相⾊谱系统转换为耐腐蚀或⽣物兼

容性系统组件和流路材料以缓解这⼀现象，但在特别敏感的应⽤中，仍需要对系统进⾏钝化，以实现优异的⾊

谱性能。系统钝化⽤于恢复耐腐蚀的保护层，通常使⽤硝酸或磷酸进⾏处理1,2。 与系统或⾊谱柱“⽼化”或

“灌注”（指通过上样或从储存条件转换为运⾏条件使⽤重复进样阻断活性位点）相⽐，化学钝化是⼀种更激

进的⽅法。对于许多应⽤，可能从不需要进⾏系统钝化，⽼化或灌注⾜以实现所需的性能。

在本研究中，我们利⽤包含磷酸化肽的肽混合物凸显常规液相⾊谱技术与采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术

的ACQUITY PREMIER之间的性能差异。使⽤常规液相⾊谱系统和⾊谱柱时，回收分析物只能通过使⽤磷酸进

⾏系统钝化来实现。MaxPeak HPS技术⽆需进⾏系统钝化，可通过改善回收率提⾼⾊谱性能的可靠性，使实

验室能够更⾼效地运⾏。

结果与讨论

使⽤常规液相⾊谱系统和⾊谱柱，以含甲酸的⽔和⼄腈在RPLC梯度条件下分离包含胰岛素受体（具有序列

TRDIpYETDpYYRK的双磷酸化肽）、⾎管紧张素I、烯醇化酶T37和缓激肽的四组分混合物。这款经过妥善⽼



化的液相⾊谱系统专⻔⽤于蛋⽩质和肽的RPLC分析，并已执⾏过多种常规分析，在保留时间重复性、峰拖尾

和分析物回收率⽅⾯满⾜各种系统适应性要求。图1A中只检出该混合物中的三种组分。由于胰岛素受体是⼀

种对⾦属表⾯具有⾼亲和⼒的磷酸化分析物，因此会完全吸附到润湿的流路中。仅在⽤磷酸对系统进⾏钝化后

，才能回收这种肽（图1B）。⽽使⽤ACQUITY PREMIER CSH C18肽分析专⽤柱 (130 Å, 1.7 µm, 2.1×100 

mm)和ACQUITY PREMIER系统进⾏同⼀分离，⽆需经过常规液相⾊谱技术所要求的钝化步骤，即可回收混合

物中的所有组分（图1C）。结果表明，ACQUITY PREMIER技术能够提供可靠的性能，⽆需使⽤极端化学品进

⾏耗时的系统钝化。

图1：胰岛素受体（⼀种双磷酸化肽(TRDIpYETDpYYRK)）的回收率。1A：使⽤“成熟”的常规液相⾊谱技术⽆法回收胰岛素受体。1B

：经过系统钝化后，吸附量⼤⼤降低，胰岛素受体得到回收。1C：采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY PREMIER开箱即⽤，可提供优异

的⾊谱性能，⽆需进⾏常规液相⾊谱技术所要求的系统钝化。

⽅法条件：流动相A：0.1%甲酸⽔溶液；流动相B：0.1%甲酸的⼄腈溶液；梯度条件：流动相B在12 min内由0.5%增加⾄40%。使⽤

30%磷酸清洗液进⾏系统钝化（仅图1B），然后在初始梯度条件下进⾏平衡。

此外，使⽤结合MaxPeak HPS技术的ACQUITY PREMIER还观察到分析重复性得到改善。⽐较了经过系统钝化

后使⽤常规技术和MaxPeak HPS技术得到的峰⾯积重复性（反映分析物回收率）（图2）。通过15次进样计算

出常规技术和MaxPeak HPS技术的RSD%分别为6.22%和0.48%。MaxPeak HPS技术不仅在整个进样系列中



提供了更稳定的性能，平均峰⾯积也约为传统技术报告峰⾯积的1.5倍。分析物回收率和重复性的改善进⼀步

证明，MaxPeak HPS技术在开发稳定的⽅法改善敏感分析物的检测⽅⾯具有优势。

图2.胰岛素受体（⼀种双磷酸化肽(TRDIpYETDpYYRK)）的回收率和峰⾯积重复性。对于常规液相⾊谱技术和采⽤MaxPeak HPS技术的

ACQUITY PREMIER，通过15次进样计算出的RSD%分别为6.22%和0.48%。

⽅法条件：使⽤30%磷酸清洗液进⾏系统钝化，然后在初始梯度条件下进⾏平衡。流动相A：0.1%甲酸⽔溶液；流动相B：0.1%甲酸的

⼄腈溶液；梯度条件：流动相B在12 min内由0.5%增加⾄40%。

结论

系统钝化已成为分析具有表⾯吸附问题的敏感⽣物制药分析物时提⾼回收率和分析重现性的常⽤⽅法之⼀。本

研究表明，经过妥善⽼化的液相⾊谱系统专⽤于蛋⽩质和肽的RPLC分析，仅在经过酸处理以钝化表⾯后才能

有效回收磷酸化肽。采⽤MaxPeak HPS技术的Waters ACQUITY PREMIER提供了⼀种现成的解决⽅案，与常

规的液相⾊谱技术相⽐，可通过提⾼分析物回收率和重复性来增强⾊谱性能。
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