
应用简报

临床研究

作者
Limian Zhao 和 Megan Juck 
安捷伦科技公司

摘要
蛋白质沉淀技术 (PPT) 是适于 LC/MS/MS 分析的生物体液样品前处理的最常用技术
之一。将蛋白质沉淀应用于生物体液样品，可以从基质中有效去除蛋白质。本应用
简报讨论了生物体液样品 PPT 的重要步骤、考虑因素和注意事项。本文重点介绍使
用 Captiva EMR-Lipid 96 孔板的孔内 PPT，包括合适的沉淀溶剂、比例、添加剂、生
物体液基质、生物体液样品等分和沉淀溶剂的板上添加顺序、内标 (IS) 添加，以及
板中的样品混合。最后，对使用离心的传统 PPT 和用 Captiva EMR-Lipid 净化后 PPT 
的对比结果进行了详细讨论，包括时间、方法性能以及对仪器的影响。 

使用 Agilent Captiva EMR-Lipid 96  
孔板进行生物体液样品的蛋白质沉淀
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前言
蛋白质沉淀 (PPT) 已广泛用于 LC/MS/
MS 分析的生物体液样品前处理1。将生
物体液样品与 3–5 倍体积可与水混溶的
溶剂（如乙腈 (ACN)、甲醇 (MeOH) 或二
者的混合物）混合，来实现蛋白质的有效
去除。有机溶剂的添加破坏了蛋白质的水
化层，降低了蛋白质分子间的排斥力，显
著降低了蛋白质的溶解度，从而使蛋白质
沉淀出来。之后，可通过离心或过滤去除
沉淀，并将上清液用于分析。即使由于蛋
白质结合或受蛋白质结合影响的分析物
稳定性，导致某些目标分析物可能发生
损失，PPT 方法学仍然提供了快速、简
单、经济的样品前处理方法，适用于高通
量样品分析。

Captiva EMR-Lipid 96 孔板可以进行孔内 
PPT，然后进行高效过滤以去除沉淀。此
外，EMR-Lipid 吸附剂可在样品过滤期间
与基质中的脂类发生相互作用，得到更
洁净的洗脱液，同时去除了蛋白质和脂
类。本应用简报重点讨论了使用 Captiva 
EMR-Lipid 96 孔板的这一重要样品前处
理技术的关键步骤。

沉淀溶剂与比例
可与水混溶的有机溶剂通用于沉淀蛋白
质，通常是 ACN、MeOH 或二者的混合
物1。之前的研究中对采用 ACN 或 MeOH 
的 PPT 进行了全面对比2。使用 ACN 进
行 PPT 通常会产生大量黄色凝结沉淀，
而 MeOH 通常会产生更细的白色凝结沉
淀（图 1）。上清液的澄清度通常是 PPT 
效率的良好指标，浑浊的上清液表明仍
然存在未沉淀的蛋白质。图 1A 表明，使
用 MeOH 和 ACN 的最小沉淀比分别为 
3:1 和 2:1 时，可以获得澄清的上清液。

图 1B 表明，样品在 10 °C 下储存 24 小
时后，以 3:1 的比例使用 ACN 可获得澄
清的上清液。结果清晰表明，ACN 可比 
MeOH 实现更有效的蛋白质沉淀，如需
实现有效的蛋白质去除，有必要将最小沉
淀比设为 3:1。然而，更大的沉淀比也会
导致样品更多的稀释。因此，通常推荐采
用 3:1–5:1 的沉淀比，在实现有效蛋白质
去除的同时仍保持样品的适当稀释。

图 1. ACN 与 MeOH 用于 PPT 的对比。A) 混合和离心后的上清液外观；B) 10 °C 下放置 24 小时后的上清液
外观。由 Russ Grant 提供2

10 °C 下放置 24 小时后的样品
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沉淀溶剂的另一个考虑因素是目标分析物
的溶剂萃取。ACN 和 MeOH 可对不同化
合物表现出不同的萃取能力。在需要调节
目标分析物的溶剂可萃取性时，可以添加
少部分的 MeOH（通常为 5%–15%）。而
需要了解的是，即使沉淀溶剂中如此少量
的 MeOH，也会导致蛋白质沉淀呈现出不
同的视觉效果（图 2A 和图 2B）。与沉淀
溶剂混合的 MeOH 越多，沉淀就越细，
过滤去除沉淀时所需的压力也就越大。鉴
于 MeOH 的蛋白质沉淀效率低于 ACN，
过量 MeOH 会对 PPT 效率产生不利影
响。因此，建议沉淀溶剂中的 MeOH 含
量不超过 15%。

使用 ACN（或主要是 ACN）作为沉淀溶
剂的第三点考虑因素应是易于通过过滤
去除蛋白质沉淀。采用 ACN 的 PPT 可
产生较大颗粒的蛋白质沉淀，这种沉
淀不易堵塞滤芯/滤膜，可更轻松地过滤
沉淀。采用 MeOH 的 PPT 可产生更多更细
的沉淀，这种沉淀易于堵塞滤芯/滤膜，
因此过滤时需要明显更大的压力。

为减少蛋白质结合，通常将甲酸 (FA) 或
氢氧化铵 (NH4OH) 等添加剂加入沉淀溶
剂中，其中 1% FA 是最常用的添加剂。
而在全血 PPT 中，应谨慎添加酸，因为
酸可以提取出更多的血红蛋白颜色，PPT 
后会得到棕色/红色上清液。 

图 2C 和图 2D 显示采用中性沉淀溶剂、
酸化溶剂（含 1% FA）和碱性溶剂（含 
1% NH4OH) 进行 PPT 后的上清液外观。
酸化 PPT 的上清液呈深棕色/红色。因
此，请仔细考虑或避免使用酸化沉淀溶剂
来进行全血 PPT。 

血浆A B

C D

全血

以 ACN
进行的 PPT

以 95:5
ACN/MeOH 
进行的 PPT

以 85:15
ACN/MeOH 
进行的 PPT

含 1% FA 的
沉淀溶剂

沉淀
溶剂

含 1% NH4OH 的
沉淀溶剂

含 1% FA 的
沉淀溶剂

沉淀
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图 2. 使用不同沉淀溶剂在血浆 (A) 和全血 (B) PPT 中形成的蛋白质沉淀外观，以及采用添加剂不同的沉淀溶
剂在沉淀离心前 (C) 后 (D) 得到的蛋白质沉淀外观
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生物体液 

生物体液包括全血、血浆、血清、尿液和
其他体液。全血、血浆和血清是富含蛋白
质的主要血液基质。因此，在 LC/MS/MS 
分析之前有效去除这些蛋白质至关重要。

• 全血是含有抗凝血剂的血液，不会分
离为液体部分和血细胞

• 血清是无抗凝剂时与血细胞分离的顶
层澄清液体部分，因此血清中不含纤
维蛋白原

• 血浆是与血细胞分离的液体部分，含
有纤维蛋白原

在相同体积下，基质中的蛋白质含量遵循
全血 > 血浆 > 血清，如 PPT 生成的蛋白
质沉淀所示（图 3）。

通常认为尿液和其他体液是低蛋白质含量
基质，PPT 仍可广泛用于这类基质，但
与血液基质相比，这类基质实现有效蛋白
质去除的难度不大。因此，这类生物体液
基质中采用的沉淀溶剂与沉淀比有更大的
灵活性。通常，用于制备这类样品基质的 
PPT 被称为稀释和上样。

Captiva EMR-Lipid 板上的
孔内 PPT

高通量批处理中可自动进行  PPT；因
此，96 孔板形式得到广泛采用。在过滤
型沉淀去除中，孔内 PPT 有利于简化工
作流程。而避免由沉淀造成的堵塞对过滤
非常重要。Agilent Captiva 增强型脂质去
除 EMR-Lipid (EMR-Lipid) 吸附剂可在蛋
白质沉淀后，高选择性而有效地去除生物
体液中的磷脂和其他脂类。这款产品同时
采用了深度过滤机制的设计，可实现无堵
塞的高效蛋白质沉淀过滤，从而可以使用
孔内 PPT 并简化工作流程。

血液基质（特别是全血）是高粘度液体。
之前建议将血清或血浆样品加入  EMR-
Lipid 板的沉淀溶剂中3,4。而将这一方法
应用于全血样品，就会出现问题。全血的
高粘度使其容易立即沉降在底部，导致样
品混合均匀性过低。一小部分未沉淀的全
血可能会流经 EMR-Lipid 过滤柱，造成样
品间的显著差异。有效混合有助于实现完
全的蛋白质沉淀5。而对于 96 孔板中的全
血样品，由于产生大量沉淀、沉淀堵塞枪
头的高风险以及孔间交叉污染，使样品抽
吸混合较为困难。 

A B

全血 

离心前的蛋白质沉淀 离心后的蛋白质沉淀

血浆 血清 全血 血浆 血清

图 3. 离心前后不同血液基质（全血、血浆和血清）的蛋白沉淀形成 
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为解决这些问题，颠倒样品和沉淀溶剂的
顺序，即将沉淀溶剂加入全血样品中。
图 4 对比了两种不同添加顺序的样品混
合均匀性和蛋白质的沉淀形成物。分别将
沉淀溶剂加入全血（左）以及将全血加
入沉淀溶剂（右），来混合相同量的沉淀
溶剂和全血样品。将沉淀溶剂加入全血样
品中得到了更好的样品混合均匀性，从而
实现了更有效的蛋白质沉淀。采用这一改

进的加入顺序，在加入沉淀溶剂后将样品
静置 5 分钟即可实现蛋白质沉淀；因此
抽吸混合不是必要步骤，可以跳过。采用
这一先样品、后沉淀溶剂的方法可获得更
好的混合均匀性，也可很好地改善不同孔
的样品洗脱一致性，避免未沉淀血液流
经过滤柱，并实现更顺利、更轻松的洗
脱。从工作流程的角度来看，将样品直
接加入 Captiva EMR-Lipid 板，可以在添

加沉淀溶剂之前在 Captiva EMR-Lipid 板
中实现内标 (IS) 的添加与混合。所有样品
前处理步骤均可在 Captiva EMR-Lipid 板
中完成，无需样品转移。这样可节省时间
和成本，并降低样品交叉污染的风险。图 
4 底部显示的两种不同方案对比，清楚地
表明了简化流程的优势。建议使用孔内 
PPT 接 Captiva EMR-Lipid 净化，对所有 
96 孔板方案均采用这一添加顺序。 

图 4. 人全血孔内蛋白质沉淀，展示了向全血中加入沉淀溶剂与向沉淀溶剂中加入全血的对比 

俯视图

侧视图

跳过转移步骤

全血沉降在底部；
蛋白质未沉淀 

向全血中加入沉淀溶剂

将样品分装到 Captiva EMR-Lipid 板中。

加入 IS 并涡旋混合。

将沉淀溶剂加入 Captiva EMR-Lipid 板。

样品洗脱

向沉淀溶剂中加入全血

将样品分装到收集板中。

加入 IS 并涡旋混合。

将沉淀溶剂加入 Captiva EMR-Lipid 板。

将样品混合物转移至 Captiva EMR-Lipid 板。

样品洗脱
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样品等分、IS 和沉淀溶剂 
添加
由于生物体液更粘稠，样品分装可能具有
挑战性。移液是准确移取所需样品体积的
首选方法。除标准移液的预防措施外，重
要的是分配生物液体样品，使枪头垂直
于孔底插入（图 5A），而非倾斜到孔壁 
 （图 5B）。这样可以避免样品粘附在孔壁
上；否则，壁上的样品残留物可能不会有
效沉淀。 

IS 的使用是可靠定量分析的关键。将 IS 
加标溶液直接加入样品基质而非沉淀溶剂
中，这一点非常重要，以便 IS 化合物可
以与样品基质相均衡，并追踪分析物在基
质中的行为。样品分装后，第二步通常是
添加 IS 加标溶液。一般来说，IS 溶液含
有一些有机成分以保持化合物可溶性，但
用于配制 IS 溶液的有机溶剂体积应尽可
能低。应该调整 IS 加标溶液浓度，使 IS 
加标溶液的添加体积仅为 5%–10%（相
对于总样品体积）。以上所有注意事项均
为了尽量减少 IS 添加带来的部分 PPT。
通常使用重复用移液器简化向多个样品添

加 IS 加标溶液的过程。鉴于添加的 IS 加
标溶液体积通常较低 (10–20 µL)，必须
将 IS 加标溶液添加到样品中，而不沾到
容器壁。为防止污染，请勿使重复用移液
器的枪头接触样品或容器壁。彻底的涡旋
混合是使 IS 进入基质并达到均衡的必需
手段。 

沉淀溶剂的添加量通常较大，并由于向多
个样品添加同一种溶剂/溶液，通常使用
重复用移液器。由于添加体积较大，添加
溶剂时枪头与孔壁顶部的倾斜角度为 60° 
左右（图 5C），这一点很重要。避免枪
头垂直添加溶剂（图 5D），否则溶剂可
能溅出，并造成交叉污染。 

A B C D

图 5. 生物样品等分（A 和 B）和沉淀溶剂添加（C 和 D） 
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样品混合
将沉淀溶剂加入孔中的生物样品时，将发
生明显的蛋白质沉淀。不过，要完成 PPT 
并达到所需的 PPT 效率，建议采用主动
混合（涡旋混合/抽吸混合）或被动混合 
 （等待 5 分钟）。对于 96 孔板型 PPT，总
体积小于 500 µL 时，可以使用涡旋混合
进行样品混合。涡旋混合前，用板盖小心
盖住 Captiva EMR-Lipid 板。由于高速会
造成样品交叉污染，请谨慎设定涡旋混
合速率。确保液体混合线在涡旋混合过
程中不接触板盖，并且混合后板盖上未
观察到样品残留（图 6A）。为实现有效
混合，同时防止样品飞溅和随后的交叉
污染，最好使用 1350 rpm 转速的多管涡 
旋仪。

对于超过 500 µL 的样品量，建议采用被
动混合方式，将样品静置 5 分钟。向样
品中加入沉淀溶剂已实现了有效的混合，
样品放置  5  分钟即可实现有效的  PPT 
 （图 6B）。需要主动 PPT 时，强烈建议
使用广口抢头进行抽吸混合（图 6C）。
广口枪头可避免沉淀在混合过程中堵塞 
枪头。 

图 6. 以涡旋（样品体积 ≤ 500 µL）或抽吸（样品体积超过 500 µL）的主动混合， 

以及将样品静置 5 分钟的被动混合完成 PPT 的效果 

A

B C

样品涡旋混合上线

涡旋混合过程中

使样品
静置 5 分钟

抽吸混合时需要广口移液枪头

涡旋混合后

旋涡混合后板盖无污染
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样品洗脱
在孔内 PPT 后，样品通过 Captiva EMR-
Lipid 板洗脱，蛋白质沉淀在板中以过滤
形式被去除，脂类在板上由 EMR-Lipid 吸
附剂吸附。Captiva EMR-Lipid 板的特殊
设计可实现无堵塞的顺利过滤。为了确
保样品基质和 EMR-Lipid 吸附剂之间发生
充分的相互作用以成功去除脂类，以每 
3–5 秒一滴的速率缓慢而平稳地洗脱。洗
脱可以用三种方式完成： 

• 离心

• 正压洗脱

• 真空洗脱

使用离心时，可通过低速离心  (600–
700 rpm) 进行 5–10 分钟的洗脱。洗脱
后，需要进行  1  分钟左右的短时高速 
(3000 rpm) 离心来排空过滤柱。使用正
压歧管时，可施加约 5–10 分钟的低压 
(2–5 psi) 进行洗脱，然后施加短时间高压 
(6–9 psi) 排空过滤柱。使用真空歧管时，
可施加约 5–10 分钟的低真空 (2–5" Hg) 进
行洗脱，然后施加短时间高真空 (8-10" Hg) 
排空过滤柱。

通常进行二次洗脱以确保完全洗脱。典型
的二级洗脱使用 80:20 ACN/水；体积应
为总载样体积的 20%–40% 左右，并在初
次洗脱后、孔中无可见液体时加入。二次
洗脱应采用相似洗脱条件。 

图 7 显示了 96 孔 Captiva EMR-Lipid 板上
的孔内 PPT + Captiva EMR-Lipid 净化的
典型工作流程。 

样品总体积是否 > 500 µL？

取下板垫；样品已准备好进行洗脱。

加入 80:20 ACN/水进行二次洗脱（可选），取决于总载样体积
和分析物回收需求。

检查每个孔中的洗脱液；然后，样品洗脱液准备好进行后处理，
如进一步稀释、干燥或复溶，或直接进样。

是

选项 1 选项 2 选项 3

以 600 rpm 的转速离心 
约 5–10 分钟 

以真空在 2–5" Hg 下
洗脱约 5–10 分钟 

以 PPM 在 2–5 psi 下
洗脱约 5–10 分钟 

以 600 rpm 的转速离心
约 3 分钟，

然后以 3000 rpm 的转速离心
约 1 分钟

以真空在 2–4" Hg
 下洗脱约 3 分钟，

然后在 8–10" Hg 下洗脱
约 1 分钟

以 PPM 在 2–4 psi 
下洗脱约 3 分钟，
然后在 6–9 psi 下洗脱

约 1 分钟

否

给板加盖，并以 1350 rpm 的转速
涡旋混合 2 分钟

静置 5 分钟，或用广口移液枪头
进行抽吸混合

将 Captiva EMR-Lipid 96 孔板置于 Captiva 1 mL 收集板上。

分装生物样品。

加入 IS，给板加盖，并以 1350 rpm 的转速将板涡旋混合 1 分钟。

加入沉淀比为 3:1–5:1 的沉淀溶剂。

图 7. 典型的孔内 PPT + Captiva EMR-Lipid 96 孔板净化工作流程 
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传统 PPT 与 PPT + Captiva 
EMR-Lipid 净化的对比
过去，PPT 可以在 96 孔收集板或单个样
品瓶中进行。离心去除沉淀后，将上清液
移至另一个板或一组样品瓶中，用于后
续处理。接着进行 Captiva EMR-Lipid 净
化时，PPT 在 Captiva EMR-Lipid 板上实
施，然后适当地洗脱以去除蛋白质沉淀
和脂类。表 1 显示了传统 PPT 与 PPT + 
Captiva EMR-Lipid 净化之间的对比。 

与传统 PPT 相比，PPT + Captiva EMR-Lipid 
净化的第一项优势是简化的自动化工作
流程。省略一个转移步骤即可节省大约 
30% 的时间。该工作流程可提高分析效
率，并减少样品损失和交叉污染风险。
PPT + Captiva EMR-Lipid 净化的另一项重
要优势是脂类去除。事实证明，Captiva 
EMR-Lipid 净化技术可以在生物基质中
达到 > 99% 的磷脂去除率3–6。Captiva 
EMR-Lipid 净化实现的这一额外的脂类去
除可显著减少基质离子抑制，并提高了
方法可靠性和数据质量。PPT + Captiva 
EMR-Lipid 净化的第三项优势是在仪器上
运行明显更洁净样品所产生的影响，这种

影响在高通量实验室中尤其突出。可以减
少维护，防止仪器停机，从而进一步提高
了实验室的分析效率和通量。

在运行传统  PPT 制备的样品时，基质
（脂类）干扰会积聚在检测流路中，如进
样口、液相色谱柱、质谱离子源等。如果
不及时对检测系统进行有效清洁或冲洗，
积聚的干扰将导致样品分析失败，并造成
仪器停机。减少检测流路中基质干扰污染
和积聚的传统方法有：使用更长的液相色
谱梯度、更多的针清洗或实际样品进样后
更多的空白进样。尽管这些方法有效，但
它们都会延长运行时间，限制每日样品分
析通量。

表 1. 离心型传统板上 PPT（96 孔板）与过滤型 PPT + Captiva EMR-Lipid 净化（96 孔板）的对比。以 96 孔板上的 96 个样品进行对比，提供所有实验室设备，所有
试剂预先配制，并配备经验丰富的技术人员

传统 PPT（96 孔板）
（离心）

PPT + Captiva EMR-Lipid 净化（96 孔板）
（过滤）

步骤 所需时间 (min) 所需消耗品 步骤 所需时间 (min) 所需消耗品 

板标签和样品等分 30
96 个枪头（小尺寸）

1 个收集板
板标签和样品等分 30

96 个枪头（小尺寸）
1 个收集板

1 个 EMR-Lipid 板

IS 添加 5 1 个重复用移液器枪头 IS 添加 5 1 个重复用移液器枪头

样品混合 2 板盖 样品混合 2 板盖

沉淀溶剂添加 5 1 个重复用移液器枪头 沉淀溶剂添加 5 1 个重复用移液器枪头

样品混合 5 板盖 样品混合或静置 5 仅用于混合的板盖

离心 10 洗脱 10

上清液转移，收集板标签 30
96 个枪头（中尺寸）

1 个收集板 样品后处理 不同 1 块板垫

样品后处理 不同 1 块板垫

所需总 SPP 时间 后处理 87 分钟 所需总 SPP 时间 后处理 57 分钟（节省约 30% 的时间）

仪器运行时间和溶剂用量 100% 仪器运行时间和溶剂用量 < 90%（时间和溶剂用量至少节省 10%）

基质去除 仅蛋白质 基质去除 蛋白质和脂类
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图 8A 显示了使用 PPT + Captiva EMR- 
Lipid 净化（顶部）以及仅 PPT（底部）
制备的全血基质空白的色谱图示例。左上
角的黑色曲线表示目标分析物色谱图。所
有目标分析物在 6 分钟内洗脱。对于较
为洁净的样品，液相色谱梯度可在 6 分
钟内停止；而对于较脏的样品，需要额外
的溶剂清洗以彻底洗脱基质垃圾，从而
产生 12 分钟的运行时间。图 8B 显示了
另一个试验结果，即在两种情况下采用相
同的短液相色谱梯度（6 分钟运行），随
后进行试剂空白进样，以监测系统残留。

对于仅由 PPT 制备的样品，采用短梯度
无法彻底冲洗基质磷脂，从而造成明显的
系统污染，需要最多 10 次试剂空白进样
才能完全清洁检测系统。如果没有这些空
白进样，基质干扰将随更多基质样品的进
样在检测系统中积聚。有时，使用较短
的循环时间来完成序列，但必须用高浓
度有机溶液定期对仪器进行更彻底的冲
洗。为了减少检测系统的基质污染，任何
一种解决方案都需要更多的时间和溶剂 
用量。

在进样由 PPT + Captiva EMR-Lipid 净化
制备的清洁剂样品时，系统中的样品基质
污染和积聚明显减少。缩短液相色谱梯
度、减少进样口清洗并降低系统净化频
率，有助于节省时间和溶剂。所有这些优
势都有助于提高样品测试通量。即使保守
估计仪器时间和溶剂用量节省 10%，对
高通量实验室都非常明显。
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图 8. 更洁净的样品可缩短单个样品的分析周期 (A) 并减少系统污染 (B)，从而提高样品分析通量
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结论
PPT 因其简便性和适用性，广泛用于制
备 LC/MS/MS 分析的生物体液样品。使
用 96 孔板形式的批处理提高了样品前处
理效率，而得到广泛使用。孔内 PPT + 
Captiva EMR-Lipid 净化技术与传统 PPT 
相比具有许多优势，包括简化的工作流
程、蛋白质和脂类的同时去除，更高的方
法可靠性、高质量数据以及对检测仪器更
少的影响。根据分析要求，使用合适的沉
淀溶剂类型、比例和添加剂至关重要。合
适的溶剂和样品添加顺序（样品、IS 和
沉淀溶剂）是达到有效均匀混合并防止绕
过样品的重要因素。与传统的单个样品处
理相比，96 孔板上的批处理通常具有更
高的交叉污染风险；因此，适当的移液和
混合十分关键。 
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