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摘要    本研究制备了一种应用于液-质联用(LC-MS)系统中的带喷头混合型毛细管

色谱柱. 用标准蛋白和酵母蛋白胰蛋白酶酶切溶液考察了其在LC-MS中的离子化效

率、毛细管色谱柱分离性能和寿命, 并与直接填充型毛细管色谱柱的色谱性能进行

比较, 未见显著性差异. 将制备的带喷头混合型毛细管色谱柱应用于鼠肝蛋白组的

分析, 在假阳性率为 1%的条件下鉴定到 1262 个肽段, 归属于 513 个蛋白簇. 通过对

鉴定蛋白质理化性能的统计分析, 其等电点和分子量分布高于一般两维凝胶电泳的

范围. 实验结果还表明该混合型毛细管色谱柱在肽段的理化性能上没有偏性, 可以

广泛应用于蛋白质组学的研究中.  
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1  引言 
蛋白质组学方法中的关键技术 ,  即高效分离 

和高灵敏鉴定方法的研究是目前分析化学所面临 
的巨大挑战之一 .  而该技术的核心之一便是分离 
方法的发展 ,  这也是今后蛋白质组学方法研究中 
需要继续努力的一种方向 [1,2] . 由于绝大多数基于 
液相色谱-质谱联用(LC-MS)的蛋白质组分析方法中

所采用的分离系统是毛细管液相色谱, 因此, 毛细管

色谱柱的选择和制备便成为目前研究的技术关键 . 
为了有效提高蛋白质组鉴定的覆盖率和蛋白质鉴定

的序列的覆盖率, LC-MS 系统中带喷头毛细管色谱

柱的使用已经成为一种普遍的选择, 但这种毛细管

色谱柱存在的主要问题是出口端的筛板是由喷头部

位填料颗粒间的“桥形”支撑作用形成, 其缺点是随 

着填料承受压力的逐渐增大和使用时间的延长, 靠
近喷头部位的填料颗粒会因挤压, 使颗粒间的“桥

形”支撑形成的不稳定筛板填料破碎, 堵塞柱头, 或
连同毛细管柱中的填料一起被冲出管外. 其结果是

或者影响色谱柱对样本分离的重现性, 或者导致色

谱柱的使用寿命降低或报废. 为了有效解决上述问

题, 在本研究中, 我们制备了一种带喷头的混合型毛

细管色谱柱, 使其既能保证筛板与填充柱整体性能

尽可能一致, 又能解决带喷头毛细管色谱柱的填料

脱出及堵塞问题. 虽然现在已有商品化的带喷头的

填充型毛细管色谱柱, 但因其筛板制作存在缺陷, 寻
求更好的制备条件及探索新型的、具有更好分离性能

的毛细管色谱柱制备方法的研究仍然具有重要的意

义[3~7].  
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2  实验部分 

2.1  仪器与试剂 

毛细管液-质联用系统由 Surveyor 二维毛细管液

相色谱仪、LCQ DECA XPplus 离子阱质谱仪以及控

制软件 Xcalibur V1.3 和搜索软件 Bioworks V3.2 组

成(美国Thermo Finnigan公司). 其中 Surveyor二维毛

细管液相色谱包括一台四元低压混合泵用于配合自

动进样器进样, 另一台四元低压混合泵用于反相液

相色谱的梯度洗脱.  所用反相预柱规格为 300 μm×

5 mm, 300 Å; P230 色谱仪由高压恒流双泵及紫外检

测器组成(大连依利特公司), 并连接一台自动馏分收

集器.  
其他小型辅助仪器包括：恒温水浴箱(北京精科

华瑞仪器有限公司), 超声清洗仪(昆山市超声仪器有

限公司), GL-88B涡旋混合仪(其林贝尔仪器制造有限

公司), 分析天平(Sartorius Co., Ltd, Germany), 紫外-
可见光分光光度计(Smartspec 3000 型, 美国 Bio-Rad
公司 ), 真空离心干燥机 (SC100A Speedvac Plus, 
MODULYOD-230, Thermo Savant 公司), 固相脱盐

小柱(美国 Pierce 公司).  
不同规格的石英毛细管购自河北永年锐沣色谱

器件有限公司; C18 反相色谱填料(ODS, 5 μm, 300 Å)
购于北京金欧亚公司.  

实验所用主要试剂包括：二甲亚砜 (dimethyl 
sulfoxide, DMSO 99.5%)、乙二醇二甲基丙烯酸酯

(ethylene dimethacrylate, EDMA,) 、 三 氟 乙 酸

(trifluoroacetic acid, 99%)、甲醇、乙腈及试验用酵母

均购自美国 SIGMA 公司; 十二醇(95%, Fluka, 瑞士); 
十六醇、十八醇购自北京化学试剂公司; 1,4-丁二醇

(1,4-butanediol, 99%, Aldrich); γ-甲基丙烯酰氧丙基三

甲氧基硅烷 (3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate, 
γ-MAPS, 98%)和甲基丙烯酸月桂酯(lauryl methacry-
late, LMA 96%)购自 Acros 公司 ; 偶氮二异丁腈

(azobisisobutylnitrile, AIBN, 分析纯)、盐酸、氢氧化

钠均购自北京化工厂; 牛血清白蛋白(bovine serum 
albumin, BSA) 、 胰 蛋 白 酶 (tripsin) 、 二 硫 苏 糖

(dithiothreitol, DTT)购于美国 Promega 公司, 碘乙酰

胺(iodoacetamide, IAA)为比利时 Acros 公司产品; 试
验用水均为超纯水 , 由 Milli-Q 纯水系统 (美国

Millipore 公司)制备; 实验用 C57 小鼠由军事医学科

学院提供.  
裂解液 (20 mL)配方：8 M urea; 0.1% DTT; 

Cocktail 200 μL.  
PBS (pH 7.4)缓冲液配方(1 L)：  

NaCl         8.0 g 
KCl          0.2 g 
KH2PO4       0.2 g 

NaHPO4·12H2O     3.9 g 
Cocktail      200 μL 

其作用是以接近体液的配方并加入蛋白酶抑制

剂(cocktail)以确保提取的过程中蛋白不降解.  

2.2  鼠肝全蛋白提取方法 

购买 8~9 周的C57小鼠, 同龄, 雄性. 实验前 16 h
禁食, 自由饮水. 断颈处死后迅速取出肝脏, 浸入冰

冷的PBS缓冲液中, 洗净残血, 去除结缔组织, 称重. 
将肝脏组织剪碎后, 加入 5 倍体积的裂解液, 并用A、

B杵分别匀浆 10 次, 达到充分碎裂细胞的目的. 将样

品加入 15 mL离心管中, 在 4℃条件下混旋 15 min后
进行超声提取及离心. 超声仪设置为脉冲工作模式, 
即工作 1 s, 间隔 1 s, 总时间为 30 s, 循环 8 次. 4℃下

混悬 30 min, 使蛋白充分溶解 , 最后在 10℃下以

40000 r/min离心 1 h, 取上清液测量蛋白浓度后备用. 
需注意在超声过程中超声波探头需深入液面以下 , 
且不与管壁接触.  

2.3  带喷头混合型毛细管色谱柱的制备 

毛细管(内径均为 75 μm, 外径为 365 μm±15 μm)
内壁的预处理：首先将 0.1 mol/L 盐酸、水、0.1 mol/L
氢氧化钠、水、甲醇依次通过毛细管, 分别冲洗 1 h; 
然后通入氮气吹干毛细管; 再将 50%的γ-甲基丙烯

酸氧丙基三甲氧基硅烷/甲醇溶液混匀超声后充满处

理后的毛细管, 两端封口后, 在 45℃恒温水浴中孵育

24 h; 最后用甲醇冲洗毛细管, 氮气吹干后用硅橡胶

封口备用. 带有喷头的毛细管放入专用盒内保存, 避
免喷头部位因碰撞损坏.  

带喷头混合型毛细管色谱柱的制备方法：由于毛

细管带有喷头一端内径一般小于 15 μm, 容易碰碎或

损坏, 不能用硅橡胶封口, 故将反应液[8](单体与交联

剂的比例为 50%︰50%, 单体+交联剂：致孔剂=30%
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︰70%)虹吸至毛细管的标记高度(约 1 cm)后, 将平

头端用硅橡胶封口, 而尖端部分插入充满反应混合

液的软塑料套管中, 密封后在 70℃水浴进行加热 24 
h. 完成聚合反应后同样用甲醇冲洗, 除去致孔剂和

未反应的单体后制备出带有筛板和喷头的毛细管 . 
装填毛细管柱时, 首先称取 10 mg的ODS颗粒, 置于

约 5 mL的塑料管中, 加入 2.5 mL甲醇, 并在底端放

入磁子, 然后将该塑料管放入一密封的专用装柱的

装置中, 在磁力搅拌器搅拌下将ODS溶液混悬均匀, 
利用氮气加压将匀浆液压入毛细管中, 直至ODS颗
粒充满剩余的毛细管柱体. 并在P230 高压恒流色谱

泵上冲洗、压实后, 截取 11 cm备用, 其结构示意图

如图 1 所示. 对照实验采用同样方法装填带喷头的毛

细管柱, 只是在毛细管喷头部位的筛板是由填料颗

粒间“桥形”支撑形成的不稳定筛板.  

 

 
 
图 1  带喷头混合型毛细管色谱柱的结构和装置示意图 
 

3  结果与讨论 

3.1  带喷头混合型毛细管色谱柱的制备方法 

带喷头混合型毛细管色谱柱是在柱的喷头端通

过由自由基引发聚合反应而形成了网状簇结构的整

体材料作为筛板, 其在混合型毛细管色谱柱中除了

发挥筛板作用、防止 ODS 颗粒脱出外, 还具有一定

的反相色谱分离作用. 采用整体材料作为筛板, 省略

了大多数毛细管色谱柱采用烧结法制备筛板的过程, 
并使筛板的性质与填充的填料的色谱保留行为接近, 
避免了可能的出现的不可逆吸附问题. 另外, 整体材

料筛板不仅具有化学性能稳定、反相压力低的特点, 
而且具有宽的 pH 范围, 可适应不同反相色谱填料类

型的毛细管色谱柱色谱的制作.  
由于毛细管内径较小, 通常使用的毛细管色谱

柱的内径只有 75 μm, 会产生虹吸现象, 使液体充入

管内. 我们正是利用毛细管的这一特性, 在制备平头

混合毛细管色谱柱的筛板时, 将聚合物反应混合液

虹吸入适当长度, 并做好标记, 吸入后对毛细管进行

硅橡胶封口处理, 并将带有溶液的一端插入水浴中

加热反应. 但在聚合反应过程中, 由于聚合物是通过

相分离的作用形成的, 故在合成前后存在材料的纵

向收缩, 在平头柱前后两端会产生小段的空隙, 我们

可以通过反应后截去柱出口端部分空毛细管, 以避

免空管引起的柱后死体积的增大而降低色谱柱的分

离效率. 在制备带喷头毛细管色谱柱筛板的过程中, 
既不能用上述的硅橡胶封闭方式, 又不能在反应后

将尖端未反应的部分截去. 于是我们在制备带有喷

头的混合型毛细管色谱柱时, 首先将平头端用硅橡

胶封口, 然后将喷头端插入反应液, 利用虹吸原理吸

入反应液并利用气压的平衡将虹吸作用终止, 以控

制吸入反应液高度. 此后将喷头端插入一个带有相

同反应液的、另一端封闭的塑料套管中, 利用喷头插

入液面部分的方式来起到密封的作用, 使喷头端的

反应液与空气隔绝, 以避免空气中的氧气影响自由

基引发的聚合反应, 并确保喷头位置全部参与反应, 
防止柱后死体积的产生.  

反应完成后在毛细管色谱柱的一端形成了整体

材料, 将这一端标记为毛细管色谱柱的出口端, 用氮

气加压匀浆装填方法将混悬在甲醇中的 ODS 颗粒填

充到剩余的空间里(见图 1). 由于填充时的压力由 
0.2 MPa 逐渐上升到 2.0 MPa, 所以刚刚填充好的色

谱柱中的 ODS 颗粒还较为松驰, 需要在 P230 高压恒

流色谱泵上通过梯度流速, 即先大流速冲洗后, 逐渐

降低流速进行冲洗, 直到最后将填料颗粒压实, 色谱

系统压力稳定. 一般毛细管色谱柱的装填部分比需

要的长度略长, 在整个制备过程完成后, 截掉多余部

分, 得到所需的带喷头混合型毛细管色谱柱.  

3.2  带喷头混合型毛细管色谱柱与直接填充型毛
细管色谱柱的柱效比较 

将所制备的带喷头混合毛细管色谱柱与直接填

充型毛细管色谱柱分别用于分离标准蛋白酶切液与

酵母全蛋白提取液的分离分析, 并以峰容量、蛋白质

鉴定的覆盖率、信号强度作为特征参数, 比较两种色
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谱柱的性能差异, 评价带喷头的混合型毛细管色谱

柱的性能.  
如图 2 所示, 将两种毛细管色谱柱用于牛血清白

蛋白(BSA)酶切液的分离, 即在完全相同的实验条件

下, 样品的上样量为 10 pmol 时, 带喷头的混合毛细

管色谱柱与直接填充型毛细管色谱柱的峰容量没有

显著差异; 直接填充毛细管色谱柱与 LCQ 质谱联用

鉴定三次的 BSA 的覆盖率均值为 64.36%, RSD=  
 

 
 

图 2  直接填充型毛细管柱(a)与带喷头混合型毛细管色谱柱(b)分离 BSA 胰蛋白酶酶切液相色谱图 
两种毛细管色谱柱规格：(11 cm ×75 μm); 流速：300 nL/min; 洗脱梯度: 0~60 min: 0~45% B; 60~65 min: 45%~100% B; 65~75 min: 100% B; 
75~80 min: 100%~0 B 
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2.62%; 信号强度均值为 9.39E9; 而采用带喷头混合

型毛细管色谱柱后三次鉴定的BSA覆盖率均值为

58.90%, RSD = 0.81%; 信号强度均值为 8.81×109. 实
验结果表明虽然后者略差, 但没有显著差异, 其原因

可能是不同时间的实验误差, 是我们可接受的范围.  
为进一步比较混合毛细管色谱柱与直接填充型

毛细管色谱柱的柱效, 我们将这两种毛细管色谱柱

分别与 LCQ 离子阱质谱联用, 分析了酵母全蛋白提

取液. 即将定量好的酵母样本进行胰酶酶切, 酶切样

本浓度为 0.05 pmol/μL, 三次实验的上样量分别为 
10 μL 时, 直接填充型毛细管色谱柱所检测到的肽段

数分别为 246, 233, 230, 而混合型毛细管色谱柱检测

到的肽段数分别为 244, 248, 235. 结果表明直接填充

型毛细管色谱柱与混合型毛细管色谱柱的肽段鉴定

覆盖率未见显著性差异, 进一步说明两种毛细管色

谱柱能够获得接近的分离效果.  

3.3  带喷头混合型毛细管色谱柱的稳定性 

分 3 批依照同样的方法制备带喷头混合型毛细

管色谱柱, 分别依照完全相同的分离条件分析 BSA
胰蛋白酶酶切样本, 选取 BSA 酶切的肽段混合物中

相应强度较高的 m/z 1163.5 为特征肽段, 分别记录其

保留时间及信号强度, 作为考察色谱柱稳定性的指

标, 如表 1 所示, 结果显示所制备的混合型毛细管色

谱柱具有良好的稳定性.  
 
表 1  不同批次混合型混合型毛细管色谱柱的稳定性 

制备批次 保留时间/min 
(m/z 1163.5) 

信号强度  
(×108) 

1st 43.61 4.69 

2nd 43.55 5.43 

3rd 43.04 6.28 

 

3.4  带喷头混合型毛细管色谱柱寿命 

实验中采用酵母的胰蛋白酶酶切样本测定混合

型毛细管色谱柱的柱寿命, 即通过增加进样次数, 考
察混合型毛细管色谱柱的反向压力的变化, 以此作

为柱寿命的指标. 如图 3 所示, 从绘制柱压随上样次

数的趋势图可以看出, 混合型毛细管色谱柱的平均

柱压低于相同进样次数后直接填充型毛细管柱的柱

压, 两种毛细管色谱柱在上样 30 次时均能显示出比

较稳定的柱压. 但直接填充型毛细管色谱柱的压力

上升趋势要略大于带喷头混合型毛细管色谱柱压上

升趋势, 其柱寿命将会较短.  
通过以上对所制备的混合型毛细管色谱柱进行

柱效评价、重现性考察、以及将其与直接填充型毛细

管色谱柱柱压变化趋势进行比较之后表明, 在总体

上, 制备的带喷头混合型毛细管色谱柱具有与直接

填充型毛细管色谱柱具有相近的性能, 但具有较长

的柱寿命.  
 

 
 

图 3  两种毛细管色谱柱的柱压随上样次数增加变化趋 
势图 
 

3.5  带喷头混合型毛细管色谱柱的应用 

为了进一步考察带喷头混合型毛细管色谱柱的

性能, 将其应用于鼠肝蛋白质组的分离分析.  

3.5.1  样本的强阳离子交换色谱法预分离 

在实际样本的分离分析中, 由于鼠肝全蛋白的

胰蛋白酶酶切样本极为复杂, 很难直接通过液-质联

用系统的分析而获得较好的鉴定结果. 离子交换色

谱法以温和的盐水体系作为流动相, 利用样本与固

定相之间的静电作用不同来完成分离, 在蛋白与肽

段混合物的分离中广泛应用. 所以, 我们首先选用离

线强阳离子交换色谱法(强阳离子交换柱为分析型 
Hypersil SCX 柱, 规格为：25 cm×4.6 mm i.d., 
Thermo-Keystone 公司)方式对鼠肝全蛋白的胰蛋白

酶酶切样本进行预分离, 以获得较高的分离效率. 如
图 4 所示, 在实验中我们采用了盐梯度洗脱, 并依照

每两分钟收集一个馏分的方法共得到 28 个馏分. 将
此 28 个馏分分别做浓缩处理, 并最后通过冷冻干燥

机将其冻干, 再通过加入适当体积的溶剂溶解, 依据  
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图 4  在 P230 色谱系统上进行的鼠肝全蛋白胰蛋白酶酶切样本强阳离子交换色谱图 
Mobile phase A：5 mmol/L NH4Cl (pH 3.0)+25% ACN; Mobile phase B：500 mmol/L NH4Cl (pH 3.0)+25% ACN; Analytical SCX column：25 
cm×4.6 mm i.d. (Hypersil); Flow rate：0.75 mL/min; Wavelength：214 nm; Gradient elution：0~5 min, 100% A; 5~65 min, 0~60% B; 65~85 min, 
60%~100% B; 85~115 min, 100% B; 115~125 min, 100% A 

 
稀释的体积来估算浓度, 以确定反相毛细管色谱-质
谱联用分离分析时的上样量. 

3.5.2  鼠肝全蛋白表达谱 

强阳离子交换预分离所获得的 28 个鼠肝全蛋白

酶切液馏分分别用带有喷头混合型毛细管色谱柱

-LCQ 质谱的联用系统进行分析. 由于样本在酶切时

加入了盐成分, 为了尽量避免采用小柱脱盐所造成

的样本损失, 故采用将样体积稀释, 增大上样体积而

总上样量不变的方法, 通过十通阀的交替上样, 用预

柱在线去除样本中所含的盐类.  
按强阳离子交换色谱对鼠肝全蛋白酶切液的预

分离时, 依照梯度从 1 min开始一直收集到 56 min的
馏分次序上样 , 将液-质联用获得的数据分别采用

Thermo Finnigan Bioworks 3.2 检索系统进行检索, 用
pFind进行检索结果合并, 输出鉴定结果时设定假阳

性率为 1%的卡值进行过滤[9], 鼠肝样本的一次全分

析所鉴定到的非冗余肽段数量为 1262个, 归结于 513
个蛋白簇. 通过对所鉴定蛋白质理化性能分析, 如图

5 所示, 蛋白质的pI分布范围为：3.99~12.01, 并以pI 
6.0 和 9.0 为中心, 形成“驼峰”分布, 符合蛋白pI值

分布规律. 另外, 如图 6 所示, 能够鉴定到蛋白质组

的分子量范围为：4814.6~390, 4053 Da, 其中大于 100 
kDa的蛋白质占到所鉴定蛋白质的 7.2%. 实验结果表

明此类带喷头的混合型毛细管色谱柱在分离分析中

不具有偏性, 可以用于液-质联用系统对组织、细胞或

体液等复杂蛋白质组表达谱的构建或比较蛋白质组

的研究.  

4  结论 
本研究提出了一种带喷头混合型毛细管色谱柱 

 

 
 

图 5  鉴定的鼠肝蛋白质组的 pI 的分布 
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图 6  鉴定的鼠肝蛋白质组分子量的分布 
 

的制备方法, 即在毛细管色谱柱的出口端制备一定

长度的整体材料之后, 在剩余的毛细管中填充反相

填料, 结合了填充柱高效并克服依靠填料颗粒间“桥

形”支撑形成的不稳定筛板填料的缺点. 将其应用于

纳升级液-质联用系统中, 通过分离标准蛋白来考察

柱效, 并与直接填充毛细管色谱柱进行比较, 表明了

混合型毛细管色谱柱与所对应的直接填充型毛细管

色谱柱分离方面未有显著差异, 但在寿命方面具有

优势. 另外还解决了部分毛细管色谱柱采用烧结法

制备筛板, 与柱整体性能不一致的问题. 将带喷头混

合柱毛细管色谱与质谱联用用于分离分析鼠肝全蛋

白胰酶酶切混合液的强阳离子交换色谱的 28 个馏分, 
在假阳性率为 1%的条件下鉴定到 1262 个肽段, 归属

于 513 个蛋白簇. 进一步对这些蛋白质簇的理化性能

分析表明此类混合柱毛细管色谱柱在分离分析的应

用中没有偏性, 可以在液-质联用系统中用于复杂组

织、细胞或体液等复杂蛋白质组表达谱的构建或比较

蛋白质组的研究. 
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Preparation for a packed capillary column with a monolithic emitter 

and its application in the analysis of proteome 

ZHANG YangJun1, XIE JingXin2 & QIAN XiaoHong1

1. State Key Laboratory of Proteomics, Beijing Proteome Research Center, Beijing Institute of Radiation Medicine, Beijing, 
102206, China;  
2. Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang, 110015, China  
 
Abstract: A capillary chromatographic column with an emitter at one end is prepared with monolithic material in the 
emitter as a cribellum for the capillary column by using lauryl methacrylate-ethylene dimethacrylate (LMA-EDMA), 
and then the other empty part of the capillary column with an emitter is packed with octadecylsilica particles(ODS). 
The property of monolithic part of the capillary column is similar to that of reversed-phase packing materials packed 
in the capillary column and benefits the improvement on separation efficiency and prevents the clogging problem of 
the capillary column in the tapered tip during its use. The performances of the packing material-mixed-column such 
as peak capacity, ionization efficiency, signal intensity and the coverage of identified peptides or proteins are exam-
ined on a nano-high performance liquid chromatography-mass spectrometry. We also evaluate the mixed-capillary 
column by analyzing tryptically digested proteins extracted from mouse livers. The results show that the capillary 
columns newly prepared possess a satisfied performance and will play an important role in proteomics researches in 
the future. 

Keywords: proteomics, peptide separation, capillary chromatographic column, nano-high performance liquid chro-
matography-mass spectrometry 
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