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摘要

过去，由于需要使⽤⾼浓度⾮挥发性盐，⽤于蛋⽩分析的离⼦交换⾊谱(IEX)与质谱(MS)不兼容。⽤兼容质谱

的挥发性盐代替传统盐后，IEX-MS已成为现实。因此，对于流动相变化需要了解新的注意事项。本应⽤简报

旨在从仪器⻆度提供IEX-MS实⽤指南。

优势

提⾼IEX-MS灵敏度、稳定性并缩短停机时间■

减少系统和⾊谱柱污染■

简介

离⼦交换⾊谱是⼀种在质谱领域⽇益受到关注的分离技术。由于使⽤含盐⽔溶液，该技术⾯临着独特的挑战。

除先前有关流动相和样品前处理的注意事项以外1，同时考虑液相⾊谱(LC)和质谱仪(MS)也很重要。

使⽤⽔性流动相可能导致微⽣物⽣⻓和污染，对⾊谱性能和仪器使⽤寿命产⽣不利影响。必须借助良好的实验

室卫⽣清洁和维护习惯来避免这种持续存在的严重问题。熟悉其他天然⽔性分离⽅法（例如体积排阻⾊谱法(

SEC)）的⼈员应该⾮常清楚避免污染的需求。简单的标准化清洗程序有助于确保IEX-MS获得理想性能。此外

，如果将单台仪器⽤于多种⾊谱模式，专⽤部件也可以带来显著改善。

结果与讨论

⼤幅减少微⽣物⽣⻓

天然的MS兼容型离⼦交换缓冲液通常为含有⼄酸铵的铵溶液，例如Waters IonHance CX-MS缓冲液（部件号

：186009280 <https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009280> ，

186009281 <https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009281> ）。通常将此

类溶液作为优先选择的原因有很多2。 需要考虑以下事实：这些溶液具有⾜以促进微⽣物⽣⻓的有利条件。简

单地将制得的⽔性溶液视为带有在制备时即启动的计时器即可。通常建议不要将⽔性流动相（例如，稀释和制

备的IonHance CX-MS缓冲液）于室温下在系统中放置⼀周以上，因为存在微⽣物污染的危险。在制备时，包
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装浓缩液中的抑菌⼄腈浓度被稀释⾄可能导致微⽣物增殖的⽔平。因此，制得缓冲液后，建议在溶液不装⼊液

相⾊谱系统时将其冷藏（即4 °C）。制备的缓冲液可冷藏⼤约1个⽉。 

除流动相以外，系统和⾊谱柱也可能受到微⽣物污染。⼀旦⾊谱柱受到污染，应将其丢弃。为防⽌这种情况发

⽣，建议按照制造商的建议储存⾊谱柱，并在任何不使⽤期间（例如周末）使⽤强有机溶剂的⽔溶液（例如

，70%异丙醇与30% 18.2 MΩ⽔）灌注⽤过的液相⾊谱管路。定期（例如每周⼀次）⽤有机溶液冲洗有助于防

⽌微⽣物菌落在液相⾊谱系统中滋⽣。如果系统受到污染，使⽤强有机溶剂和/或酸（例如20%磷酸）可能有

助于缓解这种情况。

流动相⼊⼝过滤器是超多孔结构，为微⽣物⽣⻓提供了理想的环境。建议在执⾏天然LC-MS分析时从液相⾊谱

管路末端移除⼊⼝过滤器。可以将管路末端简单放置在流动相容器中，同时特别注意仅使⽤⾼品质溶剂和流动

相试剂。

图1.在使⽤⽔性流动相（即IonHance CX-MS缓冲液）时有助于防⽌LC-MS系统受到微⽣物污染的基本规则。

记录并监测流动相的使⽤时间⾮常重要。密封浓缩液的有效期为1年；制备的流动相可冷藏1个⽉；制备的流动

相在环境条件下可使⽤1周。确保从液相⾊谱管路末端移除所有沉⼦。最后，定期⽤强有机溶剂或酸冲洗液相

⾊谱系统，确保系统中不存在微⽣物菌落。

采⽤专⻔的管路应对多种⾊谱模式

如果使⽤LC-MS系统进⾏多种⾊谱分离，请注意三氟⼄酸(TFA)似乎对IEX-MS的性能有不利影响。从系统中冲

出TFA可能要花费⼤量时间。因此，如果可能的话，建议使⽤专⻔的液相⾊谱管路进⾏反相和IEX分析（例如

，A1/B1⽤于含TFA的反相分析，A2/B2⽤于IEX-MS分析）。此外，使⽤专⻔的PEEK⽑细管将⾊谱柱连接⾄

TUV并从TUV连接⾄质谱仪，能够使反相⾊谱与IEX之间的过渡更容易，并提⾼IEX-MS的灵敏度。专⽤PEEK管

路的配置可实现分离模式之间的快速⽆缝转换，⽽⽆需花费⼤量时间进⾏清洗。 



图2.为了在使⽤多种⾊谱模式的系统上获得理想性能，建议保留专⽤于IEX-MS的液相⾊谱管路和PEEK管路。

专⽤PEEK管路可避免繁琐、耗时的清洗⼯作，为IEX-MS提供⼀种更简单直接的“即插即⽤”式⽅法。

液相⾊谱冲洗

如前⽂所⽰，IEX-MS对污染⾼度敏感。为确保理想性能，建议定期清洗液相⾊谱仪，尤其是在IEX和其他分离

技术均使⽤LC-MS系统的情况下。如果系统仅⽤于IEX-MS分析，则建议每⽉使⽤25%/25%/25%/25%的⽔/⼄

腈/异丙醇/甲醇溶液冲洗⼀次，并在每次将系统切换⾄不同⾊谱模式时进⾏冲洗。 

液相⾊谱流速

使⽤2.1 mm内径的⾊谱柱进⾏IEX-MS分析时，液相⾊谱操作流速可以在50~250 µL/min之间变化。研究证明

，在ESI-MS中使⽤较低的流速对于⽣物分⼦的检测具有优势。使⽤较⾼的流速则可能对⾊谱分离度产⽣不良

影响。当改变流速时，应注意在ΔpH/ΔCV（⾊谱柱体积）⽅⾯以合理的梯度斜率进⾏分离。 

质谱仪注意事项和维护

虽然使⽤挥发性⽔性缓冲液能够在天然液相⾊谱分离后进⾏质谱检测，但该技术的灵敏度低于使⽤酸或碱改性

的⽔/有机流动相的⽅法。因此，理想的MS调谐参数和精⼼的系统维护是取得成功的必要条件。有关IEX-MS⽅

法指南和调谐的更多详细信息，请参阅“参考资料”部分的应⽤纪要1-4。

在维护⽅⾯，每⽉检查⼀次质谱仪离⼦源外壳是确保未形成盐沉积物的可靠措施。对于Tof和QTof仪器，使⽤

浸泡过MS级甲醇的不起⽑薄纸擦拭离⼦源外壳表⾯即可完成快速清洁。如果锥孔出现盐沉积物，合适做法是

按照所⽤仪器的操作员概述和维护指南进⾏清洗。对于BioAccord系统，当系统健康状态显⽰存在堵塞或灵敏

度下降时，需要更换带孔圆⽚。



专⽤ESI探头⽑细管也会使反相到IEX的转换更平稳。其作⽤类似于专⽤的柱后PEEK管路。使⽤专⽤ESI探头可

实现轻松更换，⽆需进⾏⼤量冲洗以确保IEX-MS获得理想信号。

每年⼀次的计划内维护(PM)上⻔服务⾜以满⾜仪器使⽤要求，前提条件是注意保持系统中不存在⽣物材料或盐

积聚。从⽇常应⽤⻆度来看，清洗溶剂（例如IonHance CX-MS缓冲液）、流动相储液瓶（即MS级热塑性塑

料）以及确保适当的样品上样⾄⾊谱柱更为重要。

最后，建议制备系统适应性测试(SST)样品（例如，⼈源mAb质量数检查标准品，部件号：186009125 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186009125> ），利⽤该样品可以监测每

次运⾏的预期信号强度、信噪⽐和数据质量。如果观察到数据质量下降，则可能需要采⽤上⽂所述的任意或所

有维护步骤进⾏系统维护。

样品

已经观察到，与进样⼤体积稀释样品（例如10 μL的1 mg/mL样品）相⽐，进样⼩体积⾼浓度样品（例如1 μL

的10 mg/mL样品）往往会得到更出⾊的数据。因此，建议使⽤⾼浓度样品，⽽不是稀释样品。此外，优先考

虑使⽤操作流动相制备样品。制备流动相时，18.2 MΩ⽔（例如Milli-Q⽔）是流动相浓缩液的⾸选稀释剂。使

⽤玻璃瓶装⽔可能导致⾦属离⼦污染。⼀般避免使⽤玻璃流动相瓶、玻璃量筒和玻璃样品瓶，尽量减少盐/⾦

属加合物，最终获得更出⾊的结果。 

结论

当引⼊微⽣物污染时，采⽤⽔性流动相的天然LC-MS会对数据质量和仪器健康状态产⽣不利影响。本⽂所述的

良好卫⽣规程和建议的维护措施有助于提⾼数据质量，缩短由污染或盐沉积物引起灵敏度不佳或⾊谱分离度损

失⽽导致的仪器停机时间。如果您仍然苦于数据质量不佳或仪器污染，请通过iRequest <

https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10006027&icid=lg-othr_00041> 与沃特世技术⽀持服务

部⻔联系。
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