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摘要

⾊谱系统中的过渡⾦属会与含磷酸基团的分析物发⽣相互作⽤，可能导致⾊谱性能不佳或分析物损失。沃特世开

发出⼀项新技术，称为MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)，并已在新型液相⾊谱系统ACQUITY Premier的开发中加以应

⽤。当⽤于液相⾊谱系统和⾊谱柱的组件时，MaxPeak HPS可提供⾼效的表⾯屏障，缓解分析物与⾦属表⾯的不

良相互作⽤，对于某些化合物的分析⾮常有⽤，磷酸肽就是其中之⼀。这项新技术同时应⽤于⾊谱系统的接液组

件和⾊谱柱外壳时，可明显提⾼磷酸肽的回收率。本研究中分析的某些肽在标准系统上⽆法检出，但采⽤HPS流

路能够获得⾮常强的信号。

本应⽤纪要所描述的数据⽐较了常规系统与经HPS处理的系统在研究磷酸肽响应中的性能。对α-酪蛋⽩和β-酪蛋

⽩的胰蛋⽩酶酶解物以及合成的PhosphoMix标准品进⾏分析，结果表明，回收率随磷酸化位点的数量和氨基酸残

基的数量⽽变化。在极端情况下，使⽤经HPS处理的系统时，在常规配置中根本⽆法检出的某些肽获得了⾮常⼤

的离⼦计数。

优势

增强磷酸肽检测■

1在LC-MS研究中利⽤MaxPeak⾼性能表⾯技术⼤幅提⾼磷酸肽的回收率

http://www.waters.com


观察到多位点修饰的肽■

修饰肽的⾊谱峰形明显改善■

简介

质谱分析技术虽然在不断进步，但利⽤液相⾊谱-质谱联⽤技术(LC-MS)检测磷酸肽仍然是蛋⽩质组学领域的⼀⼤

棘⼿应⽤。其中⼀个主要难点是，磷酸肽存在⼀个或多个酸性磷酸基团，⽆法有效地进⾏质⼦化，因此难以检测1

。此外，还有其他重要机制也导致利⽤LC-MS难以分析磷酸肽。

从液相⾊谱系统的接液组件中回收不完全是导致磷酸肽检测效率不佳的另⼀个主要原因。⾦属离⼦通过路易斯酸

/路易斯碱相互作⽤与磷酸基团发⽣相互作⽤，导致磷酸肽部分甚⾄完全保留，峰形较差。研究⼈员认为，肽包含

的磷酸基团越多，其回收率和⾊谱峰形越差。⽬前⽤于提⾼LC-MS分析中磷酸肽回收率的策略包括向样品中添加

EDTA或柠檬酸盐（两者均⽤作⾦属螯合剂），或多次进样这些溶液，以尝试在样品分析之前对流路进⾏钝化2。 

但这些策略均有⼀定缺陷，它们可能导致⾊谱性能和质谱测量灵敏度下降。

本应⽤纪要研究了MaxPeak HPS技术在磷酸肽分析中的优势。MaxPeak HPS硬件利⽤⽆机/有机杂化硅胶表层

，在化学性质上类似于亚⼄基桥杂化硅胶颗粒。当应⽤于液相⾊谱分离过程中的接液⾦属表⾯（例如⾊谱柱和液

相⾊谱流路）时，MaxPeak HPS可提供弹性屏障，但不参与样品成分的分离。在实验中使⽤常规系统和经HPS改

进的系统测量多种磷酸肽的回收率响应。

实验

样品

制得α-酪蛋⽩和β-酪蛋⽩的胰蛋⽩酶酶解物溶液，并在不使⽤液相⾊谱系统的情况下以5 µL/min的流速将溶液注

⼊ESI离⼦源，确认所制样品中存在⼤多数预期的磷酸肽。通过注样发现酶解物中存在⼤型多磷酸化肽：QMEAESI

SSSEEIVPNSVEQK和RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR，但含量⾮常低。从标准合成磷酸肽混合物1和3（购⾃

Sigma-Aldrich）中获得更多磷酸肽物质，包括单磷酸化、⼆磷酸化、三磷酸化和四磷酸化合成肽。将样品溶于

0.1%甲酸⽔溶液中，每种肽的浓度为1 pmol/µL。每次分析时，将1 pmol样品注⼊⾊谱柱。 
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液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class（常规）和ACQUITY 

Premier (HPS)

⾊谱柱： CSH 2.1 mm × 100 mm（常规和HPS）

柱温： 55 °C

样品温度： 8 °C

流速： 150 µL/min (2.1 mm)

流动相A： ⽔ + 0.1%甲酸

流动相B： ⼄腈 + 0.1 %甲酸

梯度： 15 min内流动相B从1%升⾄40%

质谱条件

质谱系统： SYNAPT XS

电离模式： 电喷雾正离⼦模式

采集模式： ToF MSE

采集范围： 50-2000 Da

碰撞能量： 捕集CE梯度(14-40 eV)

⽑细管电压： 2.2 kV
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锥孔电压： 30 V

实时校正标准液： Glu⾎纤维蛋⽩肽B (2+, m/z 785.8426)

数据管理

⾊谱软件： MassLynx v4.2

质谱软件： MassLynx v4.2

信息学软件： PLGS 3.0.3，SkyLine（华盛顿⼤学）

结果与讨论

通常情况下，使⽤HPS⾊谱柱能够⼤幅提⾼⼤多数肽的回收率。表1中的数据突出显⽰了所分析的所有样品中预期

磷酸肽的结果。最右侧两个有⾊列表⽰使⽤MassLynx中原始数据的重构离⼦⾊谱图和Skyline软件中的数据提取

，基于信号和峰形得到的肽的回收率。使⽤HPS⾊谱柱获得的磷酸肽回收率提升⽰例⻅图1，其中展⽰了1 pmol 

α-酪蛋⽩进样得到的原始数据⾊谱图，上图为HPS系统得到的数据。可以明显看出，对于样品中未经修饰的肽

，改⽤HPS对峰响应⼏乎没有影响。但是，如果将⼤约8.5分钟⾄10.5分钟保留时间范围的⼩区域放⼤显⽰，可以

看到在常规系统上⼏乎⽆响应的两个峰在HPS系统中获得了很⾼的信号响应。使⽤Skyline提取数据以作进⼀步检

查（图2），显⽰出另⼀种单磷酸化肽VPQLEIVPNSAEER，采⽤常规系统未检出相关信号，但采⽤HPS系统-⾊谱

柱获得了很强的信号和优异的峰形。提取离⼦为2+和3+⺟离⼦。具有多个磷酸化位点的⽰例肽ADEPSSEES

DLEIDK如图3所⽰。采⽤常规配置时，多磷酸化肽（例如该化合物）的回收率通常⾮常差。相⽐之下，HPS系统

使这些多磷酸化物质的回收率显著提⾼。图4显⽰了使⽤常规系统和经HPS处理的系统分析β-酪蛋⽩酶解物得到的

ProteinLynx Global Server (PLGS)搜索报告。蛋⽩质序列覆盖图突出显⽰了修饰肽所在的蛋⽩质序列区域。从图

中可以看出，当使⽤常规配置进⾏分析时，未检出FQSEEQQQTEDELQDK；⽽采⽤经HPS处理的设置进⾏分析时

，则清晰显⽰这⼀序列。还显⽰了这种肽的PLGS匹配的氨基酸序列。
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表1.分析的所有样品中的磷酸肽序列、m/z和回收率说明。彩⾊图例描述了检出的基于信号和峰形的

响应。
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图1.进样1 pmol α-酪蛋⽩得到的⾊谱图，右侧突出显⽰了保留时间8.5〜10.5 min的放⼤区域。观察

到磷酸肽得到明显回收，⽽未经修饰的肽的响应则没有明显改变。
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图2.α-酪蛋⽩胰蛋⽩酶酶解物中磷酸肽VPQLEIVPNSAEER的峰⾯积改善。提取离⼦为⺟离⼦2+和

3+离⼦的m/z。
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图3.Sigma混合物3中三磷酸化肽ADEPSSEESDLEIDK的峰形。采⽤常规配

置时，未检出这种肽，但在HPS配置下，观察到回收率显著提⾼。
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图4.β-酪蛋⽩酶解物的PLGS搜索报告。覆盖图显⽰，采⽤常规⾊谱柱分析得到的序列覆盖范围中不存在FQS

EEQQQTEDELQDK，但是采⽤经HPS处理的系统所得到的结果中则存在该序列。还显⽰了这种肽的匹配氨基酸序

列离⼦。

结论

在LC-MS研究中，使⽤基于亚⼄基桥联硅氧烷结构的有机/⽆机杂化屏障处理液相⾊谱流路，能够改善质谱响应和

⾊谱峰形，从⽽显著提升磷酸肽的回收率。这种经过处理的表⾯称为MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)，可限制⾦属离

⼦与肽分⼦中磷酸基团的相互作⽤，这种相互作⽤是利⽤常规液相⾊谱系统进⾏磷酸化蛋⽩质组学分析时出现问

题的原因。本研究分析了多种含肽样品，其回收率均得到不同程度的提升。在极端情况下，观察到本研究中分析

的某些肽在标准系统上未检出，但采⽤HPS流路获得了⾮常强的信号。
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特⾊产品

ACQUITY Premier系统 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135077739>

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>

ProteinLynx Global SERVER (PLGS) <https://www.waters.com/513821>
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