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一种简单的毛细管色谱柱电加热装置的制作方法

及其在液相色谱岳谱联用系统中的应用
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摘要:为了实现蛋白质组的深度覆盖，特别是低丰度蛋白质的定性鉴定和定量分析，目前常用的方法是采用更长或

装填更小挝径填料的毛细管色语柱，但因此带来的问题是色谱柱反向柱压显著升高 。 针对以上问题发展了一种简

单的宅细管色谱柱电加热装置制作方法，并将该装置安装于施相色谱岳谱联用系统，分别以牛血清白蛋白 BSA)

酶切肤段混合物和酵母蛋白如回t) 酶切肤段混合物为样品，从柱压和柱效两方面对该装置的'性能进行了评价。

实验结果表明，所制作的毛细管柱电加热装置支装在装填粒径为 3 件m 反捆笆语填料的毛细管柱上，在最佳电流

(00 mA)下对 BSA 及 yeast 酶切肤段混合物进行分离时的柱压比不加电流时的柱压降低至少 50%. 柱主立略有升

高。这说明所制作的宅细管色谱柱电加热装置能显著降低柱压，为在较低的柱压条件下选择更小粒径色谱颗粒摸

料的宅细营色谱柱提供了一种有效的方法。
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Abstract: For deep coverage of proteom e , especially in p erforming qualitative identification 

and quantitative analysis of low-abundance proteins，仕le most commonly used m ethod is 仕m

application of a longer capillary chromatographic column or a capillary column packed with 

smaller particle sizes. However，吐lis causes another problem , the veηr high back pressure 

which results in liquid leaks in some connection parts in a liquid chromatograph. To solve this 

problem , an electric heating app缸atus was developed to raise 仕le t emperature of a capillary 

column for reducing its bac k pressure, which was further applied in a capillary high perform

ance liquid chromatography吐andem mass spectromet叩 system éHPLC -MS/ MS) , and evalua

t ed in the terms of chromatographic column back pressure and chromatographic column effi

ciency using bovine serum albumin BSA) t町ptic diges归 and yeast t叩ptic diges归， separately. 

The results showed that at the optimum current, our electric heating app缸atus could reduce 

the column pressure of a capill缸y column packed wi血 3μm packing materials by at least 50% 
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随着蛋白质组学研究的深入，毛细管高效液相

色谱－质谱联用技术已经成为蛋白质、蛋白质组定性

鉴定和定量分析的常用分析方法［1］。由于生物样

品中蛋白质种类繁多、动态范围宽，难于实现蛋白质

组的深度覆盖，特别是难于实现低丰度蛋白质的定

性鉴定和定量分析，而与疾病相关的蛋白质标志物

通常丰度较低，因此发展高灵敏度和高通量的液相

色谱－质谱联用方法显得非常迫切。降低生物样品

复杂程度最有效的方法之一是采用高效液相色谱法

对其进行分离，但如果不能有效分离，排除基质的干

扰，定量结果将会受到很大的影响，产生“压缩效

应”。因此建立高效的液相色谱分离技术对蛋白质

组的定性和定量尤为重要［2，3］。
目前，为了实现对复杂生物样品的高效分离，采

用更长的毛细管色谱柱［4，5］ 或更小粒径的颗粒填

料［6－8］，如亚 2 μｍ 反相色谱填料，已经成为解决这

些问题的重要手段之一。但是，使用更长的毛细管

色谱柱或装填更小粒径的颗粒填料，会造成色谱柱

的柱压显著升高，这是制约其应用的瓶颈问题。虽

然现在已有的商品化超高效微升和纳升级毛细管色

谱仪可以提供很高的流动相输出压力，有效地解决

毛细管色谱柱柱压高的问题，但在超高压色谱柱条

件下运行时，毛细管色谱仪的不同连接部位常常出

现漏液现象，因而造成分析进程中断，样品浪费。因

此，如何降低毛细管色谱柱的反向柱压，就成为目前

毛细管高效液相色谱－质谱联用技术用于蛋白质、蛋
白质组定性鉴定和定量分析的主要问题之一。

为了有效解决采用长毛细管色谱柱或装填更小

颗粒填料时反向柱压太高的问题，提高色谱柱的使

用温度是一种可行的手段。温度升高，流动相的黏

度降低，不仅降低了溶质在流动相和固定相之间的

传质阻力，提高色谱柱分离的柱效，而且系统的压力

会随着温度的升高而降低［9，10］。早在 20 世纪 80 年

代后期，高温液相色谱技术就得到研究人员的高度

重视［11］。1987 年，Ｗａｒｒｅｎ［12］验证了温度对反相液

相色谱柱柱效的影响。1988 年，Ｈｏｒｖａｔｈ 等［13］通过

对高效液相色谱分离过程中溶质输运特征的理论分

析，认为提高色谱柱的柱温是提高其分离能力的有

效途径之一。Ｙａｎ 等［14］在研究高温快速分离时，考

察了系统压力随着温度的变化情况，证实随着温度

的升高，系统压力逐渐降低。Ｙａｎｇ 等［15］探讨了温

度对塔板高度的影响，并且建立了温度与塔板高度

的数学关系。成洪达等［16］就温度对高效液相色谱

分离 性 能 的 影 响 进 行 了 全 面 的 总 结。2011 年，

Ｒｏｇｅｂｅｒｇ等［17］将 Ｃ18－硅胶杂化整体柱用于蛋白质

酶解液的液相色谱分离时，考察了温度对分离效率

的影响。实验将温度从 20 ℃升到 120 ℃，发现硅胶

整体柱可以通过升高温度来提高分离效率。以上研

究工作都表明一定范围内提高色谱柱温度有利于提

高色谱柱的分离性能。
对于电喷雾离子源质谱，电喷雾离子源外的毛

细管色谱柱可采用毛细管色谱仪自带的柱温箱实现

加热。为了减小毛细管色谱柱的柱后效应，提高色

谱分离度和电喷雾离子源的雾化效率，在大多数液

相色谱－质谱联用系统的电喷雾离子源内，选用并安

装带直喷头的毛细管色谱柱（直喷毛细管色谱柱），

并通过联通件（如四通、三通或二通等）将其余色谱

系统和高压电极连接。但由此带来的问题是不易实

现对直喷毛细管色谱柱的加热。虽然也有带加热套

并已经商品化的直喷毛细管色谱柱，但都是一次性

的，不能重复使用，使其使用成本显著升高。基于

此，我们发展了一种简单的毛细管色谱柱电加热装

置的制作方法，可方便在电喷雾源内实现对毛细管

色谱柱的加热。所研发的电加热装置制作简单，价

格低 廉，操 作 方 便，适 用 于 毛 细 管 高 效 液 相 色 谱

（ｃＨＰＬＣ）与不同类型电喷雾源质谱联用时毛细管

色谱柱的加热，在基于液相色谱－质谱联用技术的蛋

白质和蛋白质组研究和应用中有广阔的应用前景。

1 实验部分

1． 1 仪器、试剂与材料

毛细管高效液相色谱－电喷雾－线性离子阱质谱

仪（ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＬＴＱ ＭＳ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ－
ｔｉｆｉｃ 公司）；ＲＩＧＯＬ Ｌ－3000 高效液相色谱仪（北京

·465·
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普源精电科技有限公司）；Ｅｋｓｉｇｅｎｔ ｎａｎｏＬＣ－2Ｄ 高

效液相色谱仪（美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）；真空冰冻干

燥机（ＳＣ100Ａ Ｓｐｅｅｄｖａｃ Ｐｌｕｓ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓａｖａｎｔ
公司）；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＰ211ｄ 分析天平（瑞士 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司）；高速离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；ＪＹ－ＩＩ 超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科

技股份有限公司）；Ｃ18 ｚｉｐ ｔｉｐ 脱盐柱、超滤管（10
ｋＤａ）和 Ｍｉｌｌｉ2ＱＡ10 型 纯 水 仪 （美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司）；可调直流电源（ＥＰＳ 301，Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｐｈａｒｍａ－
ｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司）；直径为 0. 1 ｍｍ，电阻为 200 Ω
的镍（20％ ）铬（80％ ）合金电阻丝（上海靓凡电器有

限公司）；内径为 530 μｍ、外径为 690 μｍ 和内径为

1. 1 ｍｍ、外径为 2. 6 ｍｍ 的毛细管（郑州英诺高科

有限公司）；15 ｃｍ×75 μｍ 的直喷头空管柱（美国

Ｎｅｗ Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 公司）；直径为 3 μｍ，孔径为 10 ｎｍ
的 Ｃ18 填料（北京金欧亚公司）。

酵母细胞由清华大学戴俊彪实验室赠送；尿素

（ｕｒｅａ）购于 Ａｆｆｙｍｅｔｎｘ 公司；Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（1 ｍｏｌ ／ Ｌ，

ｐＨ 8. 0）、去 垢 剂 ＮＰ－40 购 于 Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ Ｂｉｏ－
ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司；乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ 钠盐）购

于国药集团化学试剂有限公司；蛋白酶抑制剂购于

罗氏公司；二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙酰胺（ＩＡＡ）、碳

酸氢铵、乙腈（ＡＣＮ）购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；测序级

胰蛋白酶购于美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）购于北京迪拜尔生物技术有限公司；实验用

水为超纯水，经 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 纯水系统纯化，电阻率达

到 18. 2 ＭΩ·ｃｍ。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 毛细管色谱柱电加热装置的制作方法

为了实现对实验中使用的 15 ｃｍ×75 μｍ 直喷

毛细管色谱柱进行加热，我们选取内径为 530 μｍ、
外径为 690 μｍ 的毛细管 （内径大于毛细管色谱

柱），在其外表面缠绕直径为 0. 1 ｍｍ 的镍铬电阻

丝，然后在缠绕电阻丝毛细管的外表面套上内径

1. 1 ｍｍ、外径为 2. 6 ｍｍ 的毛细管，用绝缘胶布固

定毛细管两端并留出一定长度的电阻丝。通过两根

连接线分别将电阻丝的两端与可调直流电源的正、
负极连接，在 24 Ｖ 安全电压条件下采用调节电流方

式调节电加热管的温度，进而提高毛细管色谱柱的

温度。
1． 2． 2 样品前处理

酵母蛋白质的提取及酶切方法如下。将酵母细

胞在 14 000 ｇ 下离心 5 ｍｉｎ 后弃上清液，加入裂解

液 ＮＥＴＮ（0. 5％ （ｖ ／ ｖ）ＮＰ－40，100 ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，
20 ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，1 ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 钠盐）及蛋

白酶抑制剂进行超声破碎，破碎后于 14 000 ｇ 下离

心 20 ｍｉｎ 后取上清液，分装到孔径为 10 ｋＤａ 的超

滤管中，在 14 000 ｇ 下离心 15 ｍｉｎ。加入 8 ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素，在 14 000 ｇ 下离心 15 ｍｉｎ（重复一次）。再加

入 50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ4ＨＣＯ3，在 14 000 ｇ 下 离 心 15
ｍｉｎ （重 复 二 次 ）。离 心 后 加 入 50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＨ4ＨＣＯ3，再加入 ＤＴＴ（终浓度 10 ｍｍｏｌ ／ Ｌ），37
℃ 水 浴 中 孵 育 4 ｈ。再 加 入 ＩＡＡ （终 浓 度 50
ｍｍｏｌ ／ Ｌ），避光反应 1 ｈ 后按照酶与蛋白质的质量

比为 1 ∶50 加入胰蛋白酶，在 37 ℃下酶切 18 ｈ。酶

切后在 14 000 ｇ 下离心 15 ｍｉｎ，将所得溶液干燥后

用流动相 Ａ（含 2％ 乙腈和 0. 1％ 甲酸（ＦＡ）的水溶

液）重溶，终浓度为 1 μｇ ／ μＬ。
ＢＳＡ 的 酶 切 方 法 如 下。ＢＳＡ 用 50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ

ＮＨ4ＨＣＯ3 溶解，终浓度 1 μｇ ／ μＬ。加入 ＤＴＴ（终浓

度 10 ｍｍｏｌ ／ Ｌ），37 ℃水浴中孵育 4 ｈ。再加入 ＩＡＡ
（终浓度 50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ），避光反应 1 ｈ。然后按照酶

与蛋白质质量比为 1 ∶50 加入胰蛋白酶，在 37 ℃下

酶切 18 ｈ，脱盐，干燥后用流动相 Ａ 重溶，终浓度为

1 μｇ ／ μＬ。
1． 2． 3 ＲＩＧＯＬ 液相色谱分析条件

将 Ａｇｅｌａ Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰ Ｃ18 （Ｌ）色谱柱（250 ｍｍ×
4. 6 ｍｍ，5 μｍ，15 ｎｍ）安装在 ＲＩＧＯＬ Ｌ－3000 液相色

谱仪上。检测波长为 214 ｎｍ，流速为 0. 7 ｍＬ／ ｍｉｎ；流

动相 Ａ 是含 2％ ＡＣＮ 和 0. 1％ ＦＡ 的水溶液，流动相 Ｂ
是含 98％ ＡＣＮ 和 0. 1％ ＦＡ 的水溶液。洗脱梯度为：0
～5 ｍｉｎ，5％ Ｂ ～8％ Ｂ；5 ～26 ｍｉｎ，8％ Ｂ ～18％ Ｂ；26
～40 ｍｉｎ，18％ Ｂ ～32％ Ｂ；40 ～42 ｍｉｎ，32％ Ｂ ～ 95％
Ｂ；42 ～ 47 ｍｉｎ，95％ Ｂ；47 ～ 49 ｍｉｎ，95％ Ｂ ～ 5％
Ｂ；49 ～ 55 ｍｉｎ，5％ Ｂ。
1． 2． 4 ｃＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析条件

毛细管液相色谱仪为 Ｅｋｓｉｇｅｎｔ ｎａｎｏＬＣ－2Ｄ，毛

细管反相色谱柱为实验室自行制备，配直喷头空管

柱（15 ｃｍ×75 μｍ），Ｃ18 填料粒径为 3 μｍ，孔径为

10 ｎｍ，分离流速为 300 ｎＬ ／ ｍｉｎ，样品上样体积为 5
μＬ。流动相 Ａ 和流动相 Ｂ 与 1. 2. 3 节相同。短洗

脱梯度为：0 ～ 5 ｍｉｎ，5％ Ｂ ～ 8％ Ｂ；5 ～ 30 ｍｉｎ，8％
Ｂ ～ 40％ Ｂ；30 ～ 35 ｍｉｎ，40％ Ｂ ～ 95％ Ｂ；35 ～ 40
ｍｉｎ，95％ Ｂ；40 ～ 42 ｍｉｎ，95％ Ｂ ～ 5％ Ｂ；42 ～ 52
ｍｉｎ，5％ Ｂ。长洗脱梯度为：0 ～ 5 ｍｉｎ，5％ Ｂ ～ 8％
Ｂ；5 ～ 91 ｍｉｎ，8％ Ｂ ～ 40％ Ｂ；91 ～ 110 ｍｉｎ，40％
Ｂ ～ 95％ Ｂ；110 ～ 120 ｍｉｎ，95％ Ｂ；120 ～ 125 ｍｉｎ，

95％ Ｂ ～ 5％ Ｂ；125 ～ 135 ｍｉｎ，5％ Ｂ。质谱条件：选

用正离 子 模 式 采 集 数 据，质 谱 扫 描 范 围 为 ｍ／ ｚ
400. 0 ～ 1 600. 0，采集时间分别设为 52 ｍｉｎ 和 135
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ｍｉｎ。在采用数据依赖（ＤＤＡ）模式进行串联质谱分

析时，选取一级质谱中 10 个信号最强的离子进行二

级质谱分析，其碰撞能量设为 35 ｅＶ，采用动态排除

（ｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ）功能，排除时间为 30 ｓ。
1． 2． 5 数据库搜索

将质谱采集后产生的 ｒａｗ 文件通过 Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｒｏ－
ｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ（1. 3. 0. 339 版本）内置的 Ｍａｓｃｏｔ 数

据检索软件进行检索。参数设置：母离子质量偏差

（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ）为 0. 5 Ｄａ；碎片离子质量偏差

（ｆｒａｇｍｅｎｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ）为 0. 8 Ｄａ；肽 段 的 假 阳 性 率

（ＦＤＲ）为 1％；蛋白质酶解选用胰蛋白酶，选择 2 个漏

切位点；固定修饰设置为半胱氨酸的烷基化修饰；可变

修饰设置为甲硫氨酸氧化修饰；蛋白质数据库分别

为牛血清白蛋白数据库（2014 年 12 月 30 日从 ｈｔ－
ｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ？ｔｅｒｍ ＝ｂｓａ
下载）和酵母蛋白质数据库（1 741 650 个蛋白质，

2014 年 12 月 26 日从 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ？ｔｅｒｍ＝ｙｅａｓｔ 下载）。

2 结果与讨论

2． 1 色谱柱温度对柱压和柱效的影响

当温度升高时，流动相黏度降低，从而降低色谱

柱的柱压。另外，由 ｖａｎ Ｄｅｅｍｔｅｒ 方程 Ｈ＝Ａ＋Ｂ ／ ｕ＋
Ｃｕ（Ｈ 为理论塔板高度，ｕ 为流动相线速度，Ａ 为径

向扩散系数，Ｂ 为纵向扩散系数，Ｃ 为传质阻力系

数）可知，流动相的黏度降低会使流动相和溶质分

子扩散增强，既加快了流动相和分析物分子的混合，

也增加溶质的传质速度，进而增加溶质与固定相作

用的概率，从而提高了色谱柱的柱效。尽管从 ｖａｎ
Ｄｅｅｍｔｅｒ 方程可以得到这些结论，但温度对色谱柱

柱压和柱效的影响程度目前没有确切的数据。为了

考察色谱柱的温度升高时柱压降低和柱效增加的程

度，我 们 首 先 在 带 有 易 于 控 制 温 度 的 柱 温 箱 的

ＲＩＧＯＬ Ｌ－3000 液相色谱仪上，考察了 ＢＳＡ 酶切肽

段混合物在分析型色谱柱上分离时，温度对其柱压

和柱效的影响。分别选定不同温度下不进样以及上

样量为 10 μｇ ＢＳＡ 酶切肽段进行色谱实验。如图 1
所示，当柱温从 25 ℃升高到 70 ℃时，色谱柱反向压

力从 8. 27 × 106 Ｐａ 降 低 到 4. 48 × 106 Ｐａ，降 低 了

46％。我们统计不同柱温下分离 10 μｇ ＢＳＡ 酶切肽

段混合物时的峰容量，由表 1 可以看出，当柱温从

25 ℃升高到 70 ℃时，其峰容量从 63 个色谱峰上升

到 71 个色谱峰，增加了 8 个色谱峰。在一定范围

内，柱效随着柱温升高而增加。该实验结果表明升

高色谱柱的温度可显著降低柱压，柱效也略有提高。

图 1 不同温度下空白的柱压随时间的变化
Ｆｉｇ． 1 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ａ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅ

ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
ａ． 25 ℃；ｂ． 35 ℃；ｃ． 45 ℃；ｄ． 55 ℃；ｅ． 70 ℃．
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ａｇｅｌａ Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰ Ｃ18 （Ｌ）

ｃｏｌｕｍｎ （250 ｍｍ×4. 6 ｍｍ，5 μｍ，15 ｎｍ）． Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ：
2％ ＡＣＮ－0. 1％ ＦＡ；ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ：98％ ＡＣＮ－0. 1％ ＦＡ． Ｅｌｕ－
ｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ：0－5 ｍｉｎ，5％ Ｂ－8％ Ｂ；5－26 ｍｉｎ，8％ Ｂ－18％ Ｂ；
26－40 ｍｉｎ，18％ Ｂ－32％ Ｂ；40－42 ｍｉｎ，32％ Ｂ－95％ Ｂ；42－47
ｍｉｎ，95％ Ｂ；47 － 49 ｍｉｎ，95％ Ｂ － 5％ Ｂ；49 － 55 ｍｉｎ，5％ Ｂ．
Ｌｏａｄｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ：20 μＬ；ｆｌｏｗ ｒａｔｅ：0. 7 ｍＬ ／ ｍｉｎ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：214 ｎｍ．

表 1 不同柱温下分离 10 μｇ ＢＳＡ 酶切肽段混合物时的峰容量
Ｔａｂｌｅ 1 Ｐｅａｋ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ 10 μｇ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｅｐａｒａｔｅｄ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
Ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃ Ｐｅａｋ ｎｕｍｂｅｒ

25 63
35 68
45 76
55 65
70 71

2． 2 毛细管色谱柱电加热装置的制作及应用

基于上述色谱柱温度对柱压及柱效影响程度的

考察结果，我们发展了一种简单的毛细管色谱柱电

加热装置制作方法，并将该装置与质谱仪、毛细管色

谱仪进行连接，构成液相色谱－质谱联用系统。如图

2 所示，毛细管内部温度不易测定，但根据焦耳定

律，在电阻恒定的条件下，电流越大产生的热量越

大；时间越长产生的热量越多。在对毛细管色谱柱

加热过程中，流动相会带走产生的部分热量，达到一

定的平衡。因此，在可调直流电源的输出小于或等

于 24 Ｖ 的情况下，通过改变输出电流来调节内部毛

细管的温度，以达到降低毛细管色谱柱柱压和增加

柱效的目的。
2． 3 毛细管色谱柱电加热装置的性能评价

为了测定毛细管色谱柱温度升高时对柱压及柱

效的影响程度，我们采用实验室装填的带喷头的毛

细管色谱柱进行实验。在电加热装置上分别施加

0、60、80、100、120、140 和 160 ｍＡ 电流，对牛血清白

蛋白酶切肽段混合物进行 ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＬＴＱ ＭＳ 分
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图 2 毛细管色谱柱电加热装置及与质谱联用示意图
Ｆｉｇ． 2 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｈｅａｔｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ ｆｏｒ ｈｅａｔｉｎｇ ｃａｐｉｌｌａｒｙ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ ｃｏｕｐｌｅｄ ｔｏ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

析，并重复实验一次。

图 4 电加热装置上施加 100 ｍＡ 电流时重复分离 ＢＳＡ
酶切肽段混合物的基峰色谱图

Ｆｉｇ． 4 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｈｅａｔ－
ｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｔ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔ ｏｆ 100 ｍＡ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｃ18 ｃｏｌｕｍｎ （15 ｃｍ×75 μｍ，3
μｍ，10 ｎｍ）． Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ：2％ ＡＣＮ－0. 1％ ＦＡ；ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ Ｂ：98％ ＡＣＮ－0. 1％ ＦＡ． Ｅｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ：0－5 ｍｉｎ，5％ Ｂ
－8％ Ｂ；5－30 ｍｉｎ，8％ Ｂ－40％ Ｂ；30－35 ｍｉｎ，40％ Ｂ－95％ Ｂ；35
－40 ｍｉｎ，95％ Ｂ；40－42 ｍｉｎ，95％ Ｂ－5％ Ｂ；42－52 ｍｉｎ，5％ Ｂ．
Ｌｏａｄｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ：5 μＬ；ｆｌｏｗ ｒａｔｅ：0. 3 ｍＬ ／ ｍｉｎ．

当电加热装置上施加不同电流分离 ＢＳＡ 酶切

肽段混合物时，色谱柱柱压随电流的变化如图 3 所

示。可以看出，电流从 0 ｍＡ 升高至 160 ｍＡ 时，柱

压从 1. 24×107Ｐａ 下降到 4. 83×106Ｐａ，降低幅度接

近 61％。

图 3 在电加热装置上施加不同电流时毛细管色谱柱分离
ＢＳＡ 酶切肽段混合物时柱压的变化曲线

Ｆｉｇ． 3 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｂａｃｋ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｕｒｖｅｓ
ｗｈｅｎ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ ｏｎ ａ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｈｅａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｈｅａｔｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒ－
ｒｅｎｔｓ

对电加热装置施加 100 ｍＡ 电流，重复分离

ＢＳＡ 酶切肽段混合物，考察该电加热装置的重复

性，基峰色谱图如图 4 所示。由分离结果看出色谱

保留时间基本一致，表明我们制作的电加热装置性

能稳定。我们将施加不同电流条件下的两次实验结

果进行统计，基峰色谱图中的色谱峰宽取平均值

（Ｗｈ），根据公式 Ｐｃ ＝1＋［（2. 35 ／ 4）（ｔ ／ Ｗｈ）］算出峰

容量。其中 Ｐｃ 为峰容量，ｔ 为有效梯度的时间，Ｗｈ

为峰宽的平均值。由表 2 可以看出，当电流从 0 ｍＡ
升高到 100 ｍＡ 时，ＢＳＡ 酶切肽段混合物的峰容量
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从 51 个色谱峰上升到 68 个色谱峰，增加了 17 个色

谱峰；而当电流增加到 160 ｍＡ 时峰容量下降到 25
个色谱峰，表明在一定电流范围内柱效随着柱温升

高而提高。

表 2 不同电流下分离 ＢＳＡ 酶切肽段混合物的色谱峰容量
Ｔａｂｌｅ 2 Ｐｅａｋ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ
Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔ ／ ｍＡ Ｐｅａｋ ｎｕｍｂｅｒ

0 51
60 56
80 58
100 68
120 54
140 41
160 25

将所得质谱数据经过 Ｍａｓｃｏｔ 搜库后，对不同

电流下分离鉴定 ＢＳＡ 酶切肽段混合物时的肽段数

及覆盖率进行统计，将两次实验结果取平均值后做

图 5 电加热装置施加不同电流时鉴定的 ＢＳＡ 酶切肽段
混合物中的肽段数及覆盖率

Ｆｉｇ． 5 Ｐｅｐｔｉｄｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｈｅａｔｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ

折线图，结果如图 5 所示。电流从 0 ｍＡ 升到 100
ｍＡ 电流的过程中，肽段数基本维持在 44 个左右，

覆盖率从 72％ 增加到 90％ ；当电流增加到 140 ｍＡ
时，肽段数略有下降；而当电流增加到 160 ｍＡ 时肽

段数下降到 20 个，覆盖率降低到 34％。另外，我们

提取了部分电流（0 ｍＡ、100 ｍＡ、160 ｍＡ）时的基峰

色谱图，如图 6 所示。当加上电流，即加热后色谱峰

的出峰时间有所提前；但当电流增加到 160 ｍＡ 时，

色谱峰过度分散且信号强度降低。这可能是流动相

因温度过高气化所致，因此，分离时应选择最佳柱

温，即最佳电流。
综上可以看出，在 ＢＳＡ 酶切肽段混合物进行

ＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析时，利用毛细管色谱柱电加热

装置可以有效地降低柱压，选择最佳电流可在一定

程度上提高柱效。

图 6 电加热装置分别施加电流（ａ）0 ｍＡ、（ｂ）100 ｍＡ 和（ｃ）
160 ｍＡ 时分离 ＢＳＡ 酶切肽段混合物的基峰色谱图

Ｆｉｇ． 6 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｈｅａｔｉｎｇ ａｐｐａｒａ－
ｔｕｓ ａｔ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ （ａ）0 ｍＡ，（ｂ）100
ｍＡ ａｎｄ （ｃ）160 ｍＡ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｆｉｇ． 4．

2． 4 复杂样本分析中的应用

为了对毛细管电加热装置的性能进行进一步的

评价，我们将其应用到酵母蛋白质组表达谱的分析

中。将酵母细胞提取的蛋白质酶切后，直接在装有

毛细管电加热管的 ｃＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 仪器上进行分

析，电流分别设置为 0 ｍＡ 和 100 ｍＡ，实验重复一

次。图 7 是对电加热装置施加 100 ｍＡ 电流分离酵

母蛋白质酶切肽段混合物时两次重复实验的基峰色

谱图，由分离结果看出色谱保留时间基本一致，表明

我们制作的电加热装置具有稳定的性能。
电流为 0 ｍＡ 和 100 ｍＡ 条件下分离酵母蛋白

酶切肽段混合物时，柱压随时间变化曲线如图 8 所

示。可以看出，在 0 ｍＡ 电流条件下，柱压约为 1. 38
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图 7 电加热装置上施加 100 ｍＡ 电流时重复分离酵母
酶切肽段混合物的基峰色谱图

Ｆｉｇ． 7 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｈｅａｔ－
ｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｔ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔ ｏｆ 100 ｍＡ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｃ18 ｃｏｌｕｍｎ （15 ｃｍ×75 μｍ，3
μｍ，10 ｎｍ）． Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ：2％ ＡＣＮ－0. 1％ ＦＡ；ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ Ｂ：98％ ＡＣＮ－0. 1％ ＦＡ． Ｅｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ：0－5 ｍｉｎ，5％ Ｂ
－8％ Ｂ；5－91 ｍｉｎ，8％ Ｂ－40％ Ｂ；91－110 ｍｉｎ，40％ Ｂ－95％ Ｂ；
110－120 ｍｉｎ，95％ Ｂ；120 －125 ｍｉｎ，95％ Ｂ－5％ Ｂ；125 －135
ｍｉｎ，5％ Ｂ． Ｌｏａｄｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ：5 μＬ；ｆｌｏｗ ｒａｔｅ：0. 3 ｍＬ ／ ｍｉｎ．

图 8 电加热装置分别施加 0 ｍＡ 和 100 ｍＡ 电流时酵母
酶切肽段混合物分离的柱压随时间变化的曲线

Ｆｉｇ． 8 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｂａｃｋ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｕｒｖｅｓ ｔｏ
ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｙｅａｓｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｅｃ－
ｔｒｉｃ ｈｅａｔｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ 0
ｍＡ ａｎｄ 100 ｍＡ

×107 Ｐａ；在 100 ｍＡ 电流条件下，柱压约为 6. 90 ×
106 Ｐａ，降低了 50％。

我们提取了 0 ｍＡ 及 100 ｍＡ 电流下酵母蛋白

质酶切混合物分离的基峰色谱图（见图 9），将两次

实验结果所得基峰色谱图中的色谱峰峰宽进行统

计，根据上述相同方法计算峰容量，当电流从 0 ｍＡ
升高到 100 ｍＡ 时，峰容量从 63 个色谱峰上升到 81
个色谱峰，增加了 18 个色谱峰，表明增加加热电流

（即柱温）可使柱效略有增加。

图 9 电加热装置分别施加（ａ）0 ｍＡ 和（ｂ）100 ｍＡ 电流时
分离酵母酶切肽段混合物的基峰色谱图

Ｆｉｇ． 9 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｈｅａｔｉｎｇ ａｐｐａｒａ－
ｔｕｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ （ａ）0 ｍＡ ａｎｄ
（ｂ）100 ｍＡ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｆｉｇ． 7．

图 10 电加热装置施加不同电流时酵母酶切肽段
混合物的鉴定结果

Ｆｉｇ． 10 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｈｅａｔｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｅｃ－
ｔｒｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ

由图 9 还可看出，电流为 100 ｍＡ 时，色谱峰保

留时间提前，与分离 ＢＳＡ 肽段混合物时的结果一

致。将所得质谱数据进行 Ｍａｓｃｏｔ 搜库，两次实验

所得结果取均值，结果如图 10 所示。由图 10 可以

看出，施加电流后从酵母蛋白酶切肽段混合物中鉴

定到的蛋白质数量从 145 个增加到 154 个，肽段数

量从 292 个增加到 310 个。无论是蛋白数还是肽段

数皆有所增加，这与标准蛋白质分离时的趋势相同，

进一步证实了毛细管色谱柱电加热装置对柱压的降

低和柱效的提高有一定作用。这些结果表明，我们

发展的毛细管色谱柱电加热装置制作方法，可为液

相色谱－质谱联用系统的电喷雾离子源内直喷毛细
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管色谱柱加热提供一种简单、可靠的装置，为选择使

用更小粒径的色谱颗粒填料提供了一种降低柱压的

有效手段。

3 结论

本文发展了一种简单的毛细管色谱柱电加热装

置的制作方法，并将基于该方法制作的毛细管色谱

柱电加热装置与 ｃＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 联用，分别用于牛

血清白蛋白酶切肽段混合物和酵母蛋白酶切肽段混

合物的分离，从柱压和柱效两方面来对该装置进行

了性能评价。实验结果表明，无论对简单的还是复

杂的生物样本，毛细管柱电加热管与小粒径填料的

毛细管柱联用在 100 ｍＡ 电流下分离酶切肽段，其

柱压比不加电流分离时降低 50％ 左右，而且柱效也

相应地有所增加。这为我们发展和选择在低柱压条

件下的更小颗粒填料毛细管色谱柱奠定了基础。
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《色谱》获 2015 年度科学出版社“期刊出版质量优秀奖”

日前，本刊编辑部收到中国科技出版传媒股份有限公司（科学出版社）《关于颁发 2015 年度科学出版社

“期刊出版质量优秀奖”的通知》（中科出媒刊字〔2015〕7 号），《色谱》获 2015 年度科学出版社“期刊出版质

量优秀奖”。
该奖项是科学出版社为进一步强化质量管理和质量意识，弘扬科学出版社“三高”（高层次、高水平、高

质量）、“三严”（严肃、严密、严格）的优良传统和作风、提升科技期刊的出版质量而设立的。经专家组对科学

出版社 2013－2014 年出版的期刊（不含科学出版社自办期刊）进行严格审读、评议后，共评选出 124 种期刊，

《色谱》名列其中。
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