
用于灵敏而稳定的标准流 LC/MS 
的喷射流蛋白质组学 

技术概述

作者
Yanan Yang、Vadiraj Bhat 和  
Christine Miller

安捷伦科技有限公司 
Santa Clara, California

前言
在样品量有限时，蛋白质组学研究通常使用纳喷雾 LC/MS 以获得最高灵敏度。
纳流 LC/MS 利用的是电喷雾电离 (ESI) 众所周知的样品浓缩效应。由于该技术产
生的液滴尺寸小，因此具有较高的离子化效率，且由于纳喷雾针紧邻 MS 进样
口，因此离子采样效率很高。在分析中使用小内径 (id) 色谱柱导致柱上样品浓度
达到最高，同时使样品以较低的流速进入质谱仪离子源。然而，纳流 LC/MS 系
统的使用和维护需要较高的技巧，且纳流柱容量有限，可能导致复杂样品的色
谱分离结果不稳定。 

标准超高效液相色谱 (UHPLC) 采用较大内径的色谱柱，可大幅提高样品载量，
它不具备纳流液相色谱的局限性，适用于对复杂的蛋白质组学样品进行常规的
稳定分析。但是，标准流色谱的灵敏度是其广泛应用于 LC/MS 蛋白质组学分析
的限制因素。喷射流蛋白质组学使用融合 iFunnel 技术的安捷伦高性能质谱仪改
变了这一局面，能够采用标准流 LC/MS 使复杂基质中的多肽灵敏度提升至新的
高度。 
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Agilent iFunnel 技术有助于提
高灵敏度
Agilent iFunnel 技术将安捷伦喷射流技
术的高效电喷雾离子生成和聚焦与六
孔毛细管采样阵列相结合，能够使更
大比例的 ESI 喷雾羽流进入质谱仪离
子光学元件中1。独特的二级离子漏斗
有助于提高离子捕获和传输效率，同
时可除去六孔毛细管中较高的气体负
荷。这一创新设计能够提供具有更低
系统噪音的更高信号，从而大大改善
整个系统的信噪比 (S/N)（图 1）。

安捷伦喷射流热梯度聚焦技术可改善
去溶剂化和离子空间聚焦效果，从而
显著提高 ESI-MS 的灵敏度2。超热氮
气鞘气将雾化器喷雾限定为更有效的
干离子，并且将它们浓缩在热约束区
中。去溶剂化效率的提高还有助于降
低噪音，通过超热氮气完全约束喷雾
还可避免样品再循环并减小色谱峰拖
尾。离子生成的改善使 MS 和 MS/MS 
信号强度与信噪比得到提高。一般来
说，采用安捷伦喷射流技术能够使 
MS 和 MS/MS 强度提高 5 倍至 10 倍 
 （图 2）。

还采用毛细管流 LC/MS 考察了喷射
流离子源在蛋白质生物标记物定量分
析的靶向多反应监测 (MRM) 方法中
的性能 3。结果表明，即使在低流速 
(15 µL/min) 下，喷射流离子源较标准 
ESI 也可使信号增强 3 倍以上。

图 1. Agilent iFunnel 二级离子漏斗组件可除去大气气体和中性物质，将离子聚焦并导入 Agilent 
6495 三重四极杆液质联用系统的低压光学元件中

图 2. 安捷伦喷射流技术使用超热氮气对喷雾去溶剂化并约束电喷雾羽流，使质谱仪中可进样更
多离子
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灵敏度
减小色谱柱内径和流速的主要优点在
于能够获得更高的灵敏度，因为分析
物在体积较小的液体中被洗脱下来。
ESI 通常表现出显著的浓度依赖性，
而最近的研究表明，响应可以是混合
的4,5。采用喷射流技术得到所测量分
析物的响应对质量数敏感（灵敏度与
引入离子源的样品量成正比）。对内
径不同的色谱柱采用恒定线速度以保
持相同的色谱峰宽，但将不同浓度的
样品引入离子源中，采用这种实验对
以上结果进行验证。将相同量的分析
物进样至每根色谱柱，测得的信号几
乎完全相同。这种质量依赖性让我们
可采用内径 2.1 mm 的色谱柱获得更
稳定的色谱分离，同时不损失灵敏度 
 （图 3）。

图 3. 在柱上进样量为 1 fmol 时，毛细管流
（蓝色）与标准流（黑色）的分析结果对比

图 4. 安捷伦喷射流 (A) 与纳流 (B) 系统对多肽 
INDISHTQSVSSK 的分析结果对比

即使喷射流技术提供了高于传统 ESI 
的灵敏度，纳流 LC/MS 对于材料有限
的样品仍可提供 1/10 左右的检测限，
这是由于离子化效率较高且纳喷雾接
近 MS 进样口。在样品量充足的情况
下，可通过增加进样量缩小这一灵敏
度差异。如 Percy 等人研究的人血浆
分析结果所示6，在标准流 LC/MS 系
统上采用喷射流离子源时，将血浆上
样量增加 10 倍能够使 81 种目标多肽

中的 72 种获得同等或更出色的灵敏
度。这一灵敏度改善由喷射流离子源
的质量依赖型响应、2.1 mm 色谱柱更
高的上样容量和有助于减小干扰的较
窄色谱峰共同引起。图 4 显示了采用
纳流和标准流 LC/MS 分析加标至小鼠
血浆中的合成肽所得的响应之间的对
比。对于标准流系统，进样量比纳流
分析增加 10 倍，而结果表明获得的信
号几乎完全相同。
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利用最新的 Agilent 6495 iFunnel 三重
四极杆系统和喷射流离子源，多肽可
获得低至埃摩尔级的检测限 (LOD)。
对于人血清白蛋白中的 LVNEVTEFAK，
定量下限 (LLOQ) 达到了 5 amol 的柱上
进样量，同时获得了涵盖六个数量级
的线性动态范围（图 6）。这一性能与 
UHPLC 的稳定性相结合，为日常高灵
敏度多肽定量分析提供了一个很好的
平台。

Q-TOF 上的发现蛋白质组学研究
在发现蛋白质组学中，使用纳流 LC/MS 
进行数据依赖型采集一直是首选技
术。以前，由于蛋白质组学样品要求
宽动态范围和高灵敏度，因此可供选
择的技术不多。为提高覆盖深度，纳
流柱的明显过载现象并不罕见，由此
造成了色谱峰漂移和置换效应。随着
喷射流技术和 Agilent 6550 iFunnel Q-TOF 
的出现，如今在样品量不构成限制因
素的情况下，可在蛋白质鉴定工作流
程中使用标准流 UHPLC。使用大肠杆
菌  (E. coli) 胰蛋白酶酶解物开展的一项
初步研究证明了梯度长度和载样量对
所鉴定蛋白质数量的影响。

于涉及多种肽和离子对的分析方法， 
采用预定的保留时间窗口创建动态 
MRM 方法能够获得最佳性能。当保
留时间非常稳定时，可以设置较窄的
窗口，从而在一次分析中分析更多的
离子对（图 5）。稳定的保留时间还
允许在数周内分析大样品组而无需方
法调整。将这些血浆消解物连续分
析 3.5 周后，保留时间显示 QC 试剂盒 
(MRM Proteomics, Inc.) 中监测的 40 种
肽的平均 RSD 小于 1.5%。

三重四极杆系统上的定量蛋白
质组学研究
对于血浆等复杂生物基质，标准流 
LC/MS 带来的色谱性能改善在迫切需
要较短分析时间、高通量和稳定分析
方法的情况下显著改善了整体分析效
果7,8。通过喷射流离子源连接至 Agilent  
1290 Infinity 液相色谱系统的安捷伦三
重四极杆质谱仪具有高灵敏度、高稳
定性以及优异的保留时间稳定性。对

图 5. 购自 MRM Proteomics, Inc 的 QC 试剂盒中 40 种多肽的 238 个离子对的叠加

图 6. 使用加标至烯醇酶胰蛋白酶酶解物的合成肽标准品证明，与标准流色谱联用的 Agilent 6495 三重四极杆质谱
仪具有卓越的灵敏度。在定量下限 (LLOQ) 下，重现性为 14% (n = 10)，准确度达到 109.8%
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如图 7 所示，较长的梯度长度增加了
蛋白质鉴定的数量，而采用纳流色谱
时，这一优点通常并不明显。此外，
优异的色谱分离使采集的 MS/MS 谱
图具有较高的验证率（平均验证数高
于 60%），这一特性可缩短方法时间
并获得更高通量。与预期相同，更高
的载样量是最大程度增加蛋白质鉴定
数量的另一关键因素，如图 8 所示。

这一高通量 UHPLC/MS 分析策略还被
应用于更复杂样品的蛋白质组分析。
对人乳腺癌细胞系进行三次重复分析
的结果（图 9）证明了采用喷射流离
子源的蛋白质发现工作流程的性能。
在重复三次的 100 分钟 LC/MS 分析
中，共鉴定出 32446 种独特的蛋白质
和 5905 种独特的多肽。

二维分析可显著提高鉴定出的蛋白质
数量，但这一分析将大大延长 LC/MS 
分析时间。采用喷射流蛋白质组学分
析工具，较短的梯度和快速色谱柱再
平衡有助于缩短分析时间。在表 1 所
示的二维实验中，在 LC/MS 分析之前
进行高 pH 分馏，如 Wang 等人所述9。 
每个细胞系共收集到 96 种高 pH 馏
分，每两个细胞系有 30 种馏分互相关
联。采用 30 分钟梯度和 10 分钟的再
平衡时间，在 40 小时左右的 LC/MS 
分析过程中从两个细胞系中共鉴定出 
15628 种独特的人蛋白质。这些结果
表明，喷射流蛋白质组学工具使发现
蛋白质组学工作流程获得了优异的结
果，同时提供了 UHPLC 的简便易用性
和更高的通量。

图 7. 使用 2.1 × 250 mm Agilent AdvanceBio 肽谱分析专用柱在不同梯度长度下获得的 E. coli 消解
物（柱上进样量 15 µg）的蛋白质鉴定结果。使用 Agilent Spectrum Mill 软件完成蛋白质数据库
搜索，并使用 1.2% 假阳性率 (FDR) 过滤器对多肽谱库匹配结果进行验证

图 8. 使用 2.1 × 250 mm Agilent AdvanceBio 肽谱分析专用柱在 120 分钟的梯度长度和不同载样量
下获得的 E. coli 消解物的蛋白质鉴定结果。使用 Agilent Spectrum Mill 软件完成蛋白质数据库搜
索，并使用 1.2% 假阳性率 (FDR) 过滤器对多肽谱库匹配结果进行验证

表 1. 对两个细胞系进行二维分析所得到的蛋白质鉴定结果。在 LC/MS 分析之前，采用高 pH RPLC 
对样品进行分馏和关联 (n = 30)，不经过磷酸肽富集。总分析间为 40 小时

磷酸化蛋白 所有蛋白质

细胞系 独特多肽数量 独特蛋白质数量 独特多肽数量 独特蛋白质数量

胚胎干细胞 4514 3230 120564 12613

神经前体细胞 4369 11945 92904 11945

合计 5113 151838 13650
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图 9. 在 Agilent AdvanceBio 肽谱分析专用柱 (2.1 × 250 mm) 上采用 100 分钟梯度对 MDA-MB-231 细
胞裂解消解物（柱上进样量 25 µg）进行三次重复分析所得到的结果。A) 在每次分析中鉴定出
的独特蛋白质和多肽的数量 (1% FDR) 以及在所有三次运行中鉴定出的总数量证明其具有优异的
重现性。B) 在三次重复分析中鉴定出的独特蛋白质的文氏图

结论
喷射流蛋白质组学使用 iFunnel 技术，
允许采用标准流 LC/MS。现在将安捷
伦喷射流离子源的质量流量依赖型检
测和更高的灵敏度与离子漏斗质谱仪
更高的灵敏度相结合，在发现与靶向
工作流程中可采用 UHPLC 对复杂的蛋
白质组学样品进行高通量、稳定且可
重现的 LC/MS 分析。 
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