
摘要

液质联用鉴定肽段的样品制备，通常由多步骤工作流程组成，包括溶液内蛋白
酶解、肽段纯化，以及肽段分馏。该过程通常需要根据样品特性及分析目的 
 （即定量或表征）定制为具体的应用方法。样品制备工作流程的自动化可提高样
品处理能力、降低差异性，并且无需熟练操作人员执行重复工作。然而，自动
化平台通常并不用于最初的分析开发，这是因为分析开发者很少具有开发复杂
自动化方案的经验。相反，分析通常是采用湿式工作台相关技术进行开发，然
后在自动化专家的帮助下移植到自动化平台。

采用 AssayMAP 肽段样品制备解决方案，无需掌握专门的技术也能实现自动化
操作。开发者可通过一个简单的软件用户界面和灵活的实验方案对关键实验变
量进行完全控制，从而能够专注于科学分析研究。如今，分析开发者、科学
家或技术员无需具备自动化专业知识也能实现可扩展、精确的自动化操作。采
用 AssayMAP 平台，整个工作流程可直接在相同的硬件上进行开发，如需实现
高通量样品前处理，也易于对硬件进行扩展，从而可减少或避免已有实验方案
实现自动化所需的额外时间和资源。本文将介绍发现（鸟枪法）蛋白组学研究
的一种常规液质联用工作流程，包括溶液内酶解、反相肽段纯化，以及肽段的
强阳离子交换分馏 (SCX)，所有这些操作均由 AssayMap Bravo 液体处理器完成。
采用 SCX 小柱通过增加 pH 或离子强度对大肠杆菌蛋白裂解液进行逐步洗脱，在
六个 SCX 馏分中鉴定出 15000 多条特定肽段序列，其中 64-67% 的肽段可专属性
地在其中一个馏分中得到鉴定。

自动化液质联用工作流程：采用 
AssayMAP 技术进行溶液内蛋白酶
解、肽段纯化以及肽段的强阳离子
交换分馏
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实现湿式工作台类型的分析开发。
AssayMAP 方案针对溶液内酶解、肽
段纯化（脱盐）及肽段分馏进行开
发。这些方案可作为独立的模块进行
操作，或者对这些方案进行搭配，从
而建立更加复杂的工作流程架构，实
现各个方案之间的转换。

在本应用简报中，我们将介绍多步骤  
AssayMAP 工作流程在一种典型的发
现（鸟枪法）蛋白质组学实验中的
应用，其中采用大肠杆菌蛋白裂解
物进行酶解、反相纯化，并通过增
加离子强度或 pH 逐步进行强阳离子
交换洗脱分馏。液质联用分析采用  
Agilent 6550 iFunnel Q-TOF 液质联用
系统、Agilent 1290 Infinity 液相系统
及 AdvanceBio 肽图分析色谱柱，结
果发现使用任一种分馏技术均可在
大肠杆菌中鉴定出 15000 多条独特的
肽段序列。在这  15000 条肽段中，
约 10000 条肽段可在六种馏分中的一
种馏分中专属性的识别出来，证实了 
AssayMAP SCX 小柱逐步分馏的有效
性。重复分析说明利用精确的安捷伦
分析技术进行蛋白组表征的液质联用
工作流程具有高度重现性。

成分析开发。从分析开发者的角度而
言，真正的自动化平台应当能够实现
从头至尾的分析开发、将多步骤实验
方案无缝地整合到已连接的工作流程
中，并且分析人员无需掌握任何自动
化专业知识，从而更加专注于科学分
析研究而不是自动化过程。

安捷伦引进了 AssayMAP 肽段样品制
备套件，包括用于 AssayMAP Bravo 自
动化平台的相关软件和微型小柱，可
直接满足分析开发者在自动化工作
流程中进行液质联用蛋白组学应用
的需求。该技术的核心是 AssayMAP 
Bravo 的精确液体处理能力，可处理
微量滴定板。AssayMAP Bravo 移液
头配有液体位移式 96 位探针式注射
器 (250 µL)，可采用一次性 5 µL 填充
床小柱实现严格流量控制的微量级色
谱分析。当自动化工程师和液质联用
分析科学家协作开发出适用于蛋白组
学应用的高灵活性模块化方案后也带
来更多的差异化创新。这些实验方案
均呈现在一个简单易用的软件界面
中，使得分析开发者能够对实验参数
进行完全控制，而不需精通基本的自
动化知识。从而可在自动化平台上

前言

自动化的样品制备工作流程具有诸多
好处，包括可扩大样品处理规模以满
足所需的通量要求，并且不需要熟练
操作人员执行重复而苛刻的样品处理
工作。在多步骤工作流程中，借助具
有精确液体处理功能的自动化平台还
能最大限度减少误差的传播，并实现
重现性最大化。特别是在使用液质联
用系统的蛋白和肽段分析中，因为这
种先进的高精密度和灵敏度的分析仪
器会将多步骤样品制备工作流程中的
误差放大。然而，实现样品制备的自
动化面临一个重大挑战，自动化平台
往往用于对现有工作流程进行移植而
不是直接基于自动化平台进行分析
开发，这就需要额外的优化及资源配
置，从而延迟了工作流程自动化的收
益。对那些未接受过自动化平台专业
培训的人员而言，自动化开发并不现
实且过于严格。这种严格性对已完全
开发的分析而言非常重要，但可能会
阻碍开发过程，因为它要求分析开发
者掌握自动化相关知识并且要投入大
量时间以使自己成为自动化专家，否
则需要依赖其他自动化专家协助完
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实验部分

溶液内酶解
采用脲基变性混合液溶解大肠杆菌蛋
白裂解液冻干粉，终浓度为 10 µg/µL 
 （表 1）。在两个 U 型底样品板的四个
孔中加入 10 微升溶液。溶液内酶解方
案可用于多达四个 96 孔板的样品量。
在该实验中，虽然只需一个样品板的
一列便可轻松容纳所有的样品，但由
于样品在酶解后的不同天数内还需要
接受进一步的处理，因此最好将样品
分至两个样品板中。准备试剂板以匹
配样品板的孔配置。开始溶液内酶
解，所有板均放置在 AssayMAP Bravo 
台板上。

表 1. 采用 AssayMAP 进行溶液内酶解、肽段纯化及分馏方案所需的台板上样品和试剂 

注：所有缓冲液均以体积比进行配制。所有缓冲液水相成分的 pH 值均在加入乙腈前进行测量
及调节
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当实验方案开始时，在溶液内酶解用
户界面内输入应用设置，设置值如
图 1 所示。加入变性混合液后，将两
个样品板从台板中取出，并使用可移
除的塑料密封膜通过 PlateLoc 进行密
封，然后放置在 60 °C 孵育器中 1 小
时进行蛋白变性和二硫键还原。样品
板短暂离心后，撕下密封膜，将样品
板放回台板上。

继续实施本方案，加入烷基化试剂对
游离的半胱氨酸进行烷基化并孵育 
 （室温下 40 分钟），加入稀释剂，然
后加入胰酶（胰酶:蛋白为 1:33）。以
上步骤均在台板上依序进行，无需中
断或用户介入。本方案完成后，取出
样品板，采用 PlateLoc 进行密封，然
后放置于 37 °C 孵育器中进行过夜酶
解。将样品板从孵育器中取出然后进
行短暂离心。加入 20 µL 的 10 % TFA 
对每个样品板进行酸化。一个含有酸
化的大肠杆菌酶解物的样品板立即进
行肽段纯化，而另一个样品板则保存
在 –80 °C 下，直到需要时才取出。然
后重复相同的样品酶解实验，以获得
另两个样品板。

肽段纯化
将缓冲液（表 1）分配至与储存严格
的注射器清洗（纯化）缓冲液、通
用（平衡/清洗）或洗脱缓冲液的试
剂板相对应的 12 列板的第一列中。
空 U 型底板用作流通液收集板和洗脱
液收集板。总共使用四个 AssayMAP  
C18 小柱及四个 AssayMAP 无树脂小
柱以填满柱放置台板上的一列。虽
然只对一个样品板的四份大肠杆菌
酶解物进行肽段纯化，但需要八个

图 1. Agilent AssayMAP 溶液内酶解方案用户界面以及大肠杆菌酶解所使用的参数

图 2. Agilent AssayMAP 肽段纯化方案用户界面以及TFA 酸化的大肠杆菌胰酶消化物的纯化参数 

小柱填满整列，以便 AssayMAP 小柱
得以正确固定。AssayMAP Bravo 采用
压差在整列（8 个小柱）增量下固定 
AssayMAP 小柱。小柱最佳效能取决于
其在 AssayMAP Bravo 96 通道移液头探
针上的合理固定。当样品数不是 8 的
倍数时，可采用 AssayMAP 无树脂小柱
替代填充柱，因为其便利且可重复使
用。将酶解步骤所得的 U 型底样品板
放置在第 4 板位上，其四个孔 (A1-D1)  

含有经  TFA 酸化后的大肠杆菌消化
物。在肽段纯化用户界面启动肽段纯
化实验方案并输入应用设置，同时在
实验器具表格中选取实验器具，如
图 2 所示。在每个 AssayMAP C18 小
柱中加入 245 µL 的大肠杆菌酶解物 
 （约 92.5 µg）。采用 20 µL 洗脱缓冲液
对样品进行洗脱，然后使用适量的 
SCX 平衡缓冲液将其稀释 10 倍。
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增加离子强度进行强阳离子交换
分馏
在低 pH 条件（约小于 pH 3）下，带
正电的肽段可与带负电的强阳离子交
换树脂结合，并可通过离子强度不断
增加（增加盐浓度）的低 pH 缓冲液
进行洗脱。一般来说，肽段在 SCX 固
定相中按净正电荷递增（碱性残基的
增加量）的顺序洗脱1。缓冲液中有机
溶剂（一般为乙腈）的存在有助于最
小化肽段与固定相的非特异疏水作用
结合。

在对应样品板相同样品孔位置的  
U  型底板孔中加入等分的用于通过 
离子强度逐步分馏的 SCX 洗脱缓冲液 
 （表 1）。采用 AssayMAP Bravo 的钳
爪启动板堆积方案，构建一堆六个洗
脱缓冲液板，以及一堆六个馏分收集
板。将另外的试剂板和废液板像样品
板一样放置在 AssayMAP Bravo 台板
上（图 3），这些样品板所含的四份
大肠杆菌酶解物已经过肽段纯化方案
的处理并在 SCX 平衡缓冲液中进行稀
释。放置四个 AssayMAP C18 小柱及
四个 AssayMAP 无树脂小柱以填满柱
放置台板的一整列。启动分馏方案，
结束后，每个大肠杆菌酶解样品可收
集到六个 20 µL 的馏分。此外，保留
每个样品的流通/清洗液以评价肽段的
结合能力。每组馏分（总共 24 组）现
含有浓度相对较高的非挥发性氯化钾
盐，需用 0.1% TFA 稀释 10 倍以降低

图 3. Agilent AssayMAP 分馏方案用户界面以及大肠杆菌胰酶消化物的 SCX 分馏所使用的参数

乙腈的浓度，然后合并到一个板上，
并再次使用肽段纯化方案进行处理。
几乎不含盐的流通/清洗样品与经过肽
段纯化方案处理的馏分洗脱液一起直
接冻干。

所收集的 24 组馏分及 4 份流通/清洗
样品代表“第一天”的样品。对第一
天的样品进行液质联用分析。在第一
天的样品数据采集完成后，采用相同
的 AssayMAP 工作流程对溶液内酶解
实验方案所得的第二块样品板（第二
天的样品）进行处理和分析。

增加 pH 进行强阳离子交换分馏
此外，还可应用 AssayMAP SCX 小柱
通过增加 pH 进行逐步洗脱以完成肽
段  SCX 分馏。同增加离子强度进行 
SCX 分馏一样，肽段在低 pH 条件下与

固定相结合。但是，洗脱是通过增加
洗脱缓冲液的 pH 而不是通过增加离
子强度来实现的。洗脱时，当 pH 增
加，肽段的净正电荷减少。当洗脱缓
冲液的 pH 达到肽段的等电点 (pI)，肽
段与带负电的固定相间的静电作用减
弱，从而促进洗脱2。肽段按 pI 值递
增的顺序洗脱，一般也与碱性残基的
增加量相对应。

采用逐步 pH 洗脱的肽段 SCX 分馏方
式与采用离子强度洗脱分馏的方式相
同，除了所使用的缓冲液系统有所不
同（表 1）。但是，这些馏分无需进
一步纯化，因为其中采用了挥发性缓
冲液，可直接进行冻干。对于“第一
天”和“第二天”的样品组，该处理
均可收集到 24 份馏分及 4 份流通/清
洗样品。
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液质联用系统
所有的液质联用分析均采用配有双 
安捷伦喷射流电喷雾离子源的 Agilent 
i Funne l  6550  Q-TOF  液质联用系统 
 （表 2）。质谱仪与 1290 Inifinity 二元液
相色谱系统联用，采用 AdvanceBio 肽
图分析 C18 色谱柱（2.1 × 250 mm，
2.7 µm，120 Å 孔径）进行分析，柱温
保持在 55 °C。流动相 A 为含有 0.1%  
甲酸的水溶液，流动相 B 为 99.9% 乙 
腈/0.1% 甲酸。将大肠杆菌馏分在 30 µL  
流动相  A  中复溶。每种馏分进样 
20 微升，色谱展开 60 分钟，线性梯
度 2.5-35% B，流速为 400 µL/min。
Q-TOF 采用自动二级质谱模式，每个
循环中选择 10 个丰度最高的母离子
进行二级质谱扫描，采用狭窄分离
参数和 1 分钟的主动排除时间。一级
质谱扫描的采集速率为 8 Hz，二级质
谱扫描的采集速率为 3.5 Hz。不使用
内部参比，但每天均进行质量校正。
联合 Agilent MassHunter（B.05.00 版
本，型号 5.0.519.0）、Spectrum Mill 
 （B.04.00.127 版本）、Morpheus（64 位，
用于安捷伦 .d 文件）3 及定制脚本进行
数据分析。

表 2. 分析仪器、消耗品和配件
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结果与讨论

完全采用 AssayMAP 工作流程对
大肠杆菌酶解物进行大规模的 
SCX 分馏
表  3  列出了大肠杆菌蛋白裂解物经 
AssayMAP 方案和小柱进行酶解、纯
化/脱盐，以及分馏的多天实验样品
的 LC/MS 分析结果。对于增加离子
强度或 pH 进行的逐步洗脱，每个样
品重复测定八次 (n = 8) 所得到的特有
肽段序列的平均数量超过 15000 条，
其中每个分馏实验的假阳性率过滤值 
(FDR) 设置为 1%。样品流通/清洗液中
所能鉴定到的肽段很少，这证明在上

表 3. 经 SCX 分馏的大肠杆菌胰酶消化物 LC/MS 分析的多肽鉴定结果

述实验条件下肽段纯化实验方案的脱
盐有效性及 AssayMAP SCX 小柱对胰
酶水解肽段的近乎量化的结合性质。

对于通过增加离子强度的 SCX 而言，
超过 10000 条特有肽段在分馏时能够
专属性地归至六个馏分中的一个。
例如，对于 SCX 馏分 2 (50 mM KCl)，
每 60 分钟平均可获取约 25750 张二级
质谱图，在 1% FDR 时可产生 9035 个
肽段 -谱图匹配数  (PSM)。在馏分  2 
中，这些 PSM 减少为 6424 条特有肽
段序列。在这 6424 条特有肽段序列
中，3471 条肽段可专属性地在馏分 2 
中鉴定出来。

对样品组的所有馏分进行总量分析， 
结果表明，平均 67.1% 的特有肽段可
归至特定馏分中。在依赖于自动化肽
段谱图匹配的典型数据依赖型二级质
谱实验中，必须将这一点考虑在内。
但是，这些数据显示了  AssayMAP 
SCX 小柱具有高效的逐步分馏能力。
在逐步 pH 洗脱中可获得类似结果，
其中 64.2% 的特有肽段可归至特定馏
分中。
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肽段的洗脱基于其生化性质，且洗脱
模式与预测趋势相同。当通过增加离
子强度进行洗脱时，每种馏分中的
每条肽段的平均碱性残基 (H, K, R) 数
目从 0.99（馏分 1）增加至 2.39（馏
分 6）（表 4）。当通过增加 pH 进行
洗脱时，该增长率有所减小，从 1.01 
 （馏分 1）增加至 1.87（馏分 2）。类似
的，在两种洗脱条件下，平均 pI 值随
馏分数目的增加而增加。

在图 4 和图 5 中，将样品经过八次重
复测定所得的各馏分的总离子流图  
(TIC) 进行叠加，表明日内和日间的分
析结果具有高度的相似性。选定肽段
的提取离子流图 (EIC) 如图 4 和图 5 的
下图所示。所有八个重复测定的结果
进行重叠，峰面积 %CV 及质量数误差
列于表中。例如，在不使用内标或参
考质量数校正时，肽段 HVAILGDLQGPK 
的峰面积 %CV 为 2.8%，平均质量数
误差为 –5.6 ppm（图 4，底部）。重
要的是，利用 AssayMAP 工作流程进
行溶液内酶解、C18 纯化、SCX 分馏 
 （离子强度），以及另一轮的 C18 纯
化后可达到这一水平的重现性。类
似的，采用相同的工作流程，通过 
pH 进行 SCX 分馏以及完成一轮的纯
化，肽段 VVDAAVEK 的峰面积 %CV 
为 5.3%，平均质量数误差为 4.9 ppm 
 （图 5，底部）。图 4 及图 5 的下图显
示了 12 条肽段的峰面积 %CV 范围介
于 2.3-8.1% 之间，质量数误差均小于 
8 ppm。除了 %CV 和质量数误差较低
外，经过八次重复测定所得的 12 条肽
段的平均保留时间偏差均小于 0.085% 
(< 3 s)。

表 4. 大肠杆菌分馏中所鉴定的特有肽段的平均碱性氨基酸氨基残基数目及估算的等电点 (pI)

肽段分馏的用途有多种，具体取决于
实验的特定目标。对于发现型实验 
 （例如本文所述的实验），通过分馏
可将样品成分按复杂性划分至不同的
馏分中，从而降低整体样品的复杂
性。这有利于鉴定那些在未分馏样品
中常常被掩盖的低丰度肽段，从而扩
展了分析的动态范围。一般来说，如
果是为了表征样品，这可增加所能鉴
定的特有肽段数目。例如，未分馏
的大肠杆菌酶解物（12 µg 上样量，
与分馏的样品的 TIC 信号基本相同）

经 AssayMAP 处理后，采用与分馏样
品相同的 LC/MS 方法分析七次。总 
LC/MS 采集时间（7 小时）与分析一
组（6 份）馏分和流通液所需的时间
相同。虽然未分馏样品可获得更多
的肽段谱图匹配数 (58753)，但只产
生 7678 条特有的肽段序列，而分馏的
样品可获得约 15000 条特有肽段。在
这种情况下，分馏在鉴定肽段上具有
巨大的优势，可鉴定到几乎两倍数目
的特有肽段。
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图 4. 利用增加离子强度进行逐步洗脱所得的每个 SCX 馏分的 8 次（第一天，n = 4；第二天，n = 4）TIC 叠加图（上
图）。指定馏分中所鉴定肽段的 8 次 EIC 叠加图。未使用内标或外部参考质量数校正时，这些肽段的峰面积 %CV 均小
于 7.6%，且质量数误差小于 8 ppm（下图）
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图 5. 利用增加 pH 进行逐步洗脱所得的每个 SCX 馏分的 8 次（第一天，n = 4；第二天，n = 4）TIC 叠加图（上图）。
指定馏分中所鉴定肽段的 8 次 EIC 叠加图。未使用内标或外部参考质量数校正时，这些肽段的峰面积 %CV 均小于 
7.6%，且质量数误差小于 8 ppm（下图）
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面积 %CV 在 2.3-8.1% 之间。与未分
馏的样品分析相比，采用 SCX 馏分可
鉴定到接近两倍量的特有肽段，这表
明，采用逐步分馏可提高分析的动态
范围，提高发现型实验中的蛋白组覆
盖率。

采用 AssayMAP Bravo 及其专为精确
蛋白组学设计的工具套装可实现多步
骤样品制备工作流程的自动化，实验
设立简单易行。AssayMAP 肽段样品
制备自动化解决方案可使研究人员及
分析开发者快速、系统地评价 LC/MS  
样品制备条件、化学反应和方法学，
而无需掌握自动化方面的专业知识。
与此同时，一旦工作流程完成后，
对于通量需求，无论是每天几个样
品，还是每天上百个样品，AssayMAP 
Bravo 平台均可无缝进行通量缩放。
这是因为它能够通过一个简单直观的
软件界面定制方案，使用户可以完全
控制重要的实验变量，而不再需要事
先熟悉复杂的精确自动化知识。对于
那些已经通过湿式工作台技术开发的
样品制备方案，分析开发者可利用
其在特定化学反应及实验条件选择
和优化方面的投资，将实验方案扩
展至 AssayMAP 平台。总的说来，本
文展示的数据证实了采用 AssayMAP 
Bravo 进行自动化样品制备并利用安
捷伦的分析方案对多肽进行 LC/MS 分
析可获得高精度的测量结果。

AssayMAP Bravo 的液体处理性能可
实现高重现性的多通道逐步分馏，
能够精确控制流经小柱的液体体积
和流速，因此在微量应用获得最佳
结果。AssayMAP 平台是一种桥接技
术，对于那些无需 HPLC 性能但需要
在可放大的样品制备平台上进行高度
重现性分馏的应用而言，它可在分析
型 SPE 中实现多通道的逐步分离。

结论

用于肽段 LC/MS 分析的多步骤样品制
备工作流程可通过 AssayMAP Bravo 实
现自动化操作，从而获得高重复性的
溶液内蛋白酶解、反相肽段纯化及复
杂肽段混合物的强阳离子交换分馏。
在原理循证的发现型鸟枪法实验中，
采用 100 µg 大肠杆菌细胞裂解液蛋白
样品进行多步骤的 AssayMAP 工作流
程，其中通过增加离子强度或 pH 进
行六个洗脱步骤以完成 SCX 分馏。两
种形式的分馏均可鉴定超过 15000 条
特有肽段，由 Agilent 6550 iFunnel QTOF 
液质联用系统、Agilent 1290 Infinity 液
相色谱系统及 Agilent AdvanceBio 肽图
分析色谱柱进行分析。在 15000 多条
特有肽段中，采用离子强度或 pH 进
行 SCX 分馏时，分别有 67.1% 和 64.2% 
的肽段可专属性地归至六个馏分中的
一个。在未使用内标情况下，通过多
天对选定肽段进行分析，结果表明峰

这些数据证明了固相萃取 (SPE) 形式的
逐步分馏的实用性，尽管肽段分馏通
常是采用高效液相色谱系统 (HPLC) 的
梯度洗脱进行的。AssayMAP Bravo 是
一种性能卓越的液体处理器，可通过
加载的小柱重复控制小体积的液体。
但是，AssayMAP Bravo 不是 96 通道 
HPLC，并且利用 5 µL 填充床式小柱进
行逐步分馏并不能提供与离线梯度分
馏相同的分离能力，后者采用较大体
积的填充柱及 HPLC 进行。

与标准的 HPLC 色谱柱相比，小柱的
理论塔板数较小，而正是理论塔板数
大大影响了分离效率5。传统的 SPE 涉
及到手动移液或重力/真空辅助的移
液，它们对于简单的“开/关”分析
较为有用，因为这些分析的主要目标
是结合分析物，洗掉污染物，以及同
时洗脱所有目标分析物。在这些情况
下，并不一定需要精准的体积及流量
控制才可获得实验的成功。相反，精
准的体积及流量控制对更为细致的技
术而言十分关键，例如化学性质类似
的成分的逐步分馏，因为简单的“开/ 
关”化学并不适用。采用传统的 SPE 
很难进行多通道样品处理，例如液体
流过  SPE 材料时，每个孔、小柱或
预装吸头所接收的液体体积必须完全
相同，且流速相同，若非如此，将会
导致多通道分馏实验中的重现性不 
理想。
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