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摘要

本应⽤简报展⽰了1 mm级⾊谱技术在蛋⽩质组学分析⽅⾯的适⽤性，该技术与纳升级⾊谱相⽐，通量提⾼六倍的

同时保持了类似的鉴定结果。

优势

1 mm级⾊谱技术与采⽤HDMSE分析的SYNAPT XS联⽤进⾏复杂的蛋⽩质组学样品分析

简介

如今，临床蛋⽩质组学及其在⼤规模群体分析中的应⽤得到了越来越多的关注。传统蛋⽩质组学研究通常采⽤纳

升级⾊谱（使⽤75 μm内径⾊谱柱，流速范围0.2~0.5 μL/min），此⽅法对复杂的蛋⽩质组学酶解物具有⾼灵敏

和⾼覆盖率。但缺点是梯度时间和平衡时间较⻓。1份样品的总运⾏时间范围通常在60~180 min。尽管LC技术在

易⽤性⽅⾯的设计已⼤幅改进，例如采⽤了⼿紧配件（即，Waters ZenFit⼿拧式接头），但纳升级⾊谱在使⽤和
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故障排除⽅⾯仍存在极⼤挑战，因此限制了其在⼤规模群体分析领域的适⽤性。近年来，随着质谱分析分辨率和

灵敏度的提升，微升级⾊谱技术（⾊谱柱内径300 μm，流速7~12 μL/min）已被应⽤于⼈⾎浆样品酶解物的⼤规

模群体分析1,2,3。本研究展⽰了1 mm级⾊谱技术与SYNAPT XS质谱仪联⽤可在更短的时间范围（即15-min梯度

）完成中等复杂程度样品（例如⼤肠杆菌和⼈⾎浆酶解物）的分析，同时仍能获得类似的蛋⽩质/肽鉴定结果。

结果与讨论

使⽤两种样品评估1 mm级⾊谱技术的性能：⼈⾎浆和沃特世酶解⼤肠杆菌胞质提取物（部件号：186003196）。

按照Waters ProteinWorks⽅案（部件号：176003688），对7种条件对应的⼈⾎浆样品和1个合并液对照品(QC)

进⾏还原、烷基化、胰蛋⽩酶酶解以及固相萃取(SPE)浓缩。在50 μL样品中加⼊1 μL iRT肽(Biognosys)作为内部

参⽐。将⼤肠杆菌酶解物制成浓度为1 μg/μL和100 ng/μL的溶液。

使⽤的不同⾊谱级别⻅表1。流动相包括0.1%甲酸⽔溶液（流动相A）和0.1%甲酸的⼄腈溶液（动相B）。使⽤流

动相B按照从3%增加⾄35%的梯度对肽进⾏洗脱；重复进样三次3.5 μg⾎浆（仅1 mm设置条件下）。不同尺⼨⾊

谱柱的⼤肠杆菌进样量如表1所⽰。 

表1. ⾊谱配置及相应梯度条件和⼤肠杆菌上样量

数据采集使⽤HDMSE（正离⼦模式）下运⾏的SYNAPT XS质谱仪，数据处理使⽤Progenesis QI for Proteomics 

v4.2和Skyline v20.1（美国华盛顿⼤学MacCoss实验室）。

在15 min梯度范围内提取处不同保留时间处的3种⼤肠杆菌肽，表明1 mm级⾊谱技术具有出⾊的分离度。半峰全
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宽(FWHM)和10%峰⾼处峰宽分别为0.03~0.04 min和0.05~0.07 min（图1）。各种⾊谱柱内径条件下的代表性⾊

谱图⻅图2。每根接受评估的⾊谱柱鉴定的⼤肠杆菌蛋⽩和肽数量如图3所⽰。有趣的是，随着⾊谱柱内径增加

，蛋⽩鉴定的数量差异却很⼩，同时展⽰出通量提升的优势，梯度时间从90 min (75 μm)减少⾄15 min (1 

mm)，是原来的1/6。

图1. 展⽰1 mm⾊谱柱设置条件下3种⼤肠杆菌肽的半峰全宽和10%峰⾼处峰宽的提取⾊谱图

3利⽤1 mm级⾊谱技术进⾏⾼速蛋⽩质组学分析以满⾜⼤规模群体研究的通量要求



图2. 3种⾊谱柱分析⼤肠杆菌酶解物得到的⾊谱图，梯度时间范围90 min (75 μm)〜15 min (1 mm)
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图3.使⽤3种内径（75 μm、300 μm和1 mm）的⾊谱柱进⾏两次重复分析得到的⼤肠杆菌蛋⽩(A)和肽(B)鉴定结果

的数量。在所有情况下，数据处理均采⽤Progenesis QI for Proteomics (FDR <1%)。

五次进样混合QC样品的叠加⾊谱图表明1 mm级⾊谱技术在⾎浆样品分析中获得了出⾊的重现性（图4）。观察到

所有样品中11个iRT肽的保留时间中值变异系数(CV)为0.05%（图5）。此外，对于⼤多数肽，各样品类型中每种

iRT肽的峰⾯积CV均⼩于20%（图6）。共鉴定出533种⾎浆相关蛋⽩，错误发现率(FDR) <1%。
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图4.使⽤1 mm级⾊谱设置五次进样⾎浆混合QC样品得到的叠加⾊谱图

图5. iRT肽LFLQFGAQGSPFLK的重复进样保留时间⽐较结果⽰例(A)，以及整个分析中全部11个iRT肽段的保留时

间变异系数的箱线图(B)。图中显⽰中位值为0.05%。
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图6. 各样品类型中11种iRT肽的⾯积变异系数箱形图。每种肽的中位值⻅图中表格。

结论

结果表明，1 mm级⾊谱技术与SYNAPT XS质谱仪联⽤能够为中等复杂程度的蛋⽩质组学分析（即⼤肠杆菌和⾎浆

酶解物分析）提供优质数据。蛋⽩质和肽的鉴定结果数量与纳升级配置相当。数据采集时间从90 min (75 μm)⼤

幅缩短⾄15 min (1 mm)，使样品通量提升⾄近6倍，适⽤于⼤规模群体研究。此外，该设置在保留时间和峰⾯积

⽅⾯具有⾼度可重现性。
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