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适用于质谱分析的在线固相萃取除盐方法
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摘要：建立了一个简单、快速、有效的适用于质谱或液相色谱－质谱联用的在线固相萃取（ＳＰＥ）高通量除盐方法。方

法分为单柱和双柱模式，借助于包含双梯度泵（上样泵／分析泵）、自动进样器和配有十通切换阀的柱温箱的高效液

相色谱系统，完成样品的自动化在线除盐。单柱模式通过上样泵实现在ＳＰＥ柱上进样和除盐，被分析物 则 保 留 在

ＳＰＥ柱上；除盐完成后，通过阀切换利用分析泵洗脱富集在ＳＰＥ柱上的被分析物。双柱模式则在单柱模式基 础 上

增加了１根ＳＰＥ柱，在色谱管理软件控制下２根ＳＰＥ柱轮流工作，高效率完成样品的在线除盐。该方法在结合质

谱分析蛋白质、多肽等领域具有较好的应用前景。
关键词：固相萃取；除盐；双梯度高效液相色谱系统；阀切换；在线
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ｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ）；ｖａｌｖｅ－ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ；ｏｎ－ｌｉｎｅ

　　质谱（ＭＳ）和液相色谱－质谱联用（ＬＣ－ＭＳ）技术

已经成为分析复杂生化样品的有效手段。但生化样

品如多肽和蛋白质的制备过程中所大量使用的高浓

度盐会干扰质谱分析的离子化过程，从而导致分析

物峰强度降 低 和 离 子 源 污 染，致 使 检 测 无 法 进 行。
因此，质谱检测前对样品的除盐显得尤为重要。目

前常用的除盐方法 主 要 是 固 相 萃 取 技 术（ＳＰＥ），即

蛋白质或多肽保留在吸附材料上，盐类不吸附而被

除去，然后将保留的蛋白质或多肽洗脱下来进行检

测。常用的吸附材料有反相固定相、高分子聚合物、
石墨化碳、纳米材料等。将这些材料填充或者整体

聚合在小柱或微柱中，用于蛋白质或多肽的除盐与

富集［１］。常见 的ＳＰＥ有 离 线（ｏｆｆ－ｌｉｎｅ）和 在 线（ｏｎ－
ｌｉｎｅ）技术。与 前 者 相 比，后 者 具 有 自 动 化 程 度 高、
节约时间和方法重现性好等优点，其相关技术的开

发和应用日益受到重视［２－６］。

　　本文建立了一种简单、快速和有效的在线固相

萃取方法，可用于质谱和液相色谱－质谱联用分析生

化样品的高通量除盐。方法分为单柱和双柱两种模

式，借助于包含双梯度泵、自动进样器和配有２位十

通切换阀的 柱 温 箱 的 高 效 液 相 色 谱（ＨＰＬＣ）系 统，
在色谱管理软件的控制下，完成样品的在线除盐，实
现了除 盐 自 动 化。以 磷 酸 缓 冲 盐 质 量 浓 度 为１．０
ｇ／Ｌ的寡核苷酸样品为例，在双萃取 柱 模 式 下 的 除

盐、淋洗以及分离测定在１．１ｍｉｎ即可完成，大大提

高了工作效率。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

　　Ｔｈｅｒｍｏ　ＵｌｔｉＭａｔｅ　３０００高效液相色谱仪，带有

双三元梯度泵（ＤＧＰ－３６００Ａ），配置六通道在线脱气

机（ＳＲＤ－３６００）、自 动 进 样 器（ＷＰＳ－３０００ＴＳＬ，带 大

体积进样组件）、柱温箱（ＴＣＣ－３２００ＲＳ，带２位十通

切换阀）、二 极 管 阵 列 检 测 器（ＤＡＤ－３４００ＲＳ）；变 色

龙色谱 管 理 软 件（Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ? ６．８ＳＲ９），美 国 赛

默飞世尔公司。

　　乙腈（色 谱 纯），去 离 子 水（１８．２ＭΩ·ｃｍ），碳

酸氢铵、甲酸、溴化钾均为分析纯。

１．２　样品

　　含高浓度磷酸缓冲盐的寡核苷酸样品由江苏某

生化制品公司提供；经过纯化和除盐的牛血清蛋白

（ＢＳＡ）标准品由上海阿敏生物技术有限公司提供。

１．３　在线固相萃取除盐单萃取柱模式的流程

　　以对含有４ｇ／Ｌ　ＫＢｒ的ＢＳＡ标准品溶液进行

除盐为例，描述本研究中在线串联固相萃取除盐单

萃取柱模 式 的 流 程（见 图１）。十 通 阀１－１０位 通

时，上样泵以０．１％（如 无 特 殊 说 明 均 为 体 积 分 数）

ＨＣＯＯＨ溶 液 为 流 动 相，１．５ｍＬ／ｍｉｎ流 速 进 样。
样品溶液中的ＢＳＡ被保留在ＳＰＥ柱（Ａｃｃｌａｉｍ　ＰＡ
ＩＩ　Ｇｕａｒｄ，１０ｍｍ×４．３ｍｍ，５μｍ）上，而ＫＢｒ不保

留，被淋洗出ＳＰＥ柱。在ＳＰＥ柱上完成除盐后，通

过阀切 换 使１－２位 通，分 析 泵 以０．１％ ＨＣＯＯＨ
溶液－乙腈（６∶４，ｖ／ｖ）为 流 动 相，１ｍＬ／ｍｉｎ流 速 淋

洗ＳＰＥ柱，将富集的ＢＳＡ洗脱。通过流路①与 ＭＳ
直接 连 接 进 行 分 析（ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ－ＭＳ），或 与 紫 外

（ＵＶ）检测器连接直接进行在线固相萃取－流动注射

（ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ－ｆｌｏｗ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）分析；或通过流路②经

过色 谱 柱（Ａｃｃｌａｉｍ　ＰＡⅡ，３３ｍｍ×３．０ｍｍ，３

μｍ）分 离 后 进 入 ＭＳ进 行 分 析（ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ－ＬＣ－
ＭＳ），或 使 用 紫 外 检 测 器 进 行 分 析（ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ－
ＨＰＬＣ）。

图１　在线固相萃取除盐单萃取柱模式的流程图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ　ｍｏｄｅ

１．４　在线固相萃取除盐双萃取柱模式的流程

　　同样，以对含有４ｇ／Ｌ　ＫＢｒ的ＢＳＡ标准品溶液

进行除盐为例，描述本研究中的在线固相萃取除盐

双萃取柱模式的流程（见图２）。上样泵和分析泵所

用的流动相、色谱柱以及萃取和淋洗条件均与单柱

模式相同。十通阀１－２位通时，在ＳＰＥ柱１上 进

样和除盐（周 期１）。上 样 泵 进 样 后，样 品 溶 液 中 的

ＢＳＡ被保留在ＳＰＥ柱１上，而ＫＢｒ不保留，被淋洗

出ＳＰＥ柱。当周期１完成，将十通阀切换至１－１０
位通，周期２（在ＳＰＥ柱２上进样和除盐）开始，其使
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用的ＳＰＥ柱和条件均与周期１相同。与此同时，分

析泵将富集的ＢＳＡ洗脱，通过流路①与 ＭＳ或与紫

外检测器直接连接进行分析；或通过流路②经过色

谱柱（Ａｃｃｌａｉｍ　３００Ｃ１８，５０ｍｍ×４．６ｍｍ，３μｍ）
分离后进入 ＭＳ或紫外检测器进行分析。当周期２
完成，将十通阀切换回至１－２位通，周期１又开始

运转；同时，富 集 在ＳＰＥ柱２上 的ＢＳＡ则 被 洗 脱、
检测或经过分离后检测。这样，ＳＰＥ柱１和２轮流

工作，高效率地完成样品的在线除盐及检测。

图４　在线固相萃取除盐单萃取柱模式下的含有２．０　ｇ／Ｌ　ＫＢｒ的寡核苷酸样品在除盐流速为（ａ）１．０　ｍＬ／ｍｉｎ和

（ｂ）２．０　ｍＬ／ｍｉｎ时的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ－ＨＰＬＣ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｎ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｓｐｉｋｅｄ　ｗｉｔｈ　２．０　ｇ／Ｌ　ＫＢｒ　ａｎｄ　ｄｅｓａｌｔｅｄ　ａｔ
ｔｈｅ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅｓ　ｏｆ（ａ）１．０　ｍＬ／ｍｉｎ　ａｎｄ（ｂ）２．０　ｍＬ／ｍｉｎ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ　ｓｉｎｇｌｅ　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ　ｍｏｄｅ

　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ：ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｏｌｕｍｎ，Ａｃｃｌａｉｍ　ＰＡ　ＩＩ（３３ｍｍ×３．０ｍｍ，３μｍ）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３－ＣＨ３ＣＮ（８
∶２，ｖ／ｖ）；ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ，１．５ｍＬ／ｍｉｎ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＵＶ　ａｔ　２５４ｎｍ；ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，３０℃．Ｖａｌｖｅ　ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｔｉｍｅ，１．０ｍｉｎ．Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ
ｗｅｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｉｎ　Ｆｉｇ．３．

图２　在线固相萃取除盐双萃取柱模式的流程图

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　ｄｕａｌ　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ　ｍｏｄｅ

２　结果与讨论

２．１　除盐效果的评价

　　提高在 线 固 相 萃 取 除 盐 效 果 的 方 法 一 般 有 两

种，一是延长除盐时间，也就是延长切阀时间；二是

增大除盐的流速。由于生化样品制备时通常所使用

的缓冲盐溶液如磷酸盐溶液没有紫外吸收，在方法

开发时可以通过向样品溶液中加入有紫外吸收的盐

如ＫＢｒ来判断除盐效果。

图３　在线固相萃取除盐单萃取柱模式下不同质量浓度

ＫＢｒ溶液的流动注射分析色谱图

Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ－ｆｌｏｗ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＫＢｒ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ　ｄｅｓａｌ－
ｔｉｎｇ　ｓｉｎｇｌｅ　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ　ｍｏｄｅ

　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ，Ａｃｃｌａｉｍ　ＰＡ　ＩＩ　Ｇｕａｒｄ（１０ｍｍ×４．３ｍｍ，５μｍ）；
ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３；ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，３０℃；ｆｌｏｗ
ｒａｔｅ，１．０ｍＬ／ｍｉｎ　ｆｏｒ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ；ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｖｏｌｕｍｅ，５μＬ；ｄｅｔｅｃ－
ｔｉｏｎ，ＵＶ　ａｔ　２１５ｎｍ．

　　图３是单萃取柱模式下，不同质量浓度ＫＢｒ溶

液进行在线 固 相 萃 取－流 动 注 射 分 析 的 色 谱 图。可

以观察到，０．５ｍｉｎ时２．０和４．０ｇ／Ｌ的 ＫＢｒ溶 液

尚有残余，但１．５ｍｉｎ时４．０ｇ／Ｌ的ＫＢｒ溶液也已

经完全除去，表明延长固相萃取除盐时间，在线固相

萃取除盐效果得到提高。

　　图４是单萃取柱模式下不同除盐流速时，含有

２．０ｇ／Ｌ　ＫＢｒ的 寡 核 苷 酸 样 品 的 在 线 固 相 萃 取－高
效液 相 色 谱 图。如 图４ａ所 示，除 盐 流 速 为１．０
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ｍＬ／ｍｉｎ时寡核苷酸色谱峰后有一个小色谱峰。经

过紫外吸收光谱比对可确认该峰是残留的 ＫＢｒ，说

明样品中的盐没有完全去除。而如图４ｂ所示，当除

盐流速增大至２．０ｍＬ／ｍｉｎ时该色谱峰消 失，表 明

样品中的盐已经去除。因此，通过增大固相萃取除

盐的流速，可以提高在线固相萃取除盐效果。

２．２　在线固相萃取除盐方法的重现性

　　通过计算双萃取柱模式下连续进样１０次含有

４．０ｇ／Ｌ　ＫＢｒ的ＢＳＡ溶液（每个萃取柱上各５次），
所得到的ＢＳＡ色 谱 峰（见 图５）的 保 留 时 间 和 峰 面

积的ＲＳＤ来评估在线固相萃取除盐方法的重现性。

ＢＳＡ保留时 间 的 ＲＳＤ为０．１％，峰 面 积 的 ＲＳＤ为

１．０％，说明该方法的重现性良好。

图５　在线固相萃取除盐双萃取柱模式下连续进样１０次

含有４．０　ｇ／Ｌ　ＫＢｒ的ＢＳＡ溶液（每个萃取柱上各５
次）的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．５　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　１０　ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ（５
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｅａｃｈ　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ）ｏｎ　ｏｎ－ｌｉｎｅ
ＳＰＥ－ＨＰＬＣ　ｏｆ　ＢＳＡ　ｓｐｉｋｅｄ　ｗｉｔｈ　４．０　ｇ／Ｌ　ＫＢｒ
ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ　ｄｕａｌ　ＳＰＥ　ｃｏｌ－
ｕｍｎ　ｍｏｄｅ

　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ：ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎｓ，ｔｗｏ　Ａｃｃｌａｉｍ　ＰＡ　ＩＩ
Ｇｕａｒｄ（１０ｍｍ×４．３ｍｍ，５μｍ）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，０．１％ ＨＣＯＯＨ；
ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ，１．５ｍＬ／ｍｉｎ；ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｖｏｌｕｍｅ，５μＬ；ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，３０
℃．Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ：ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｏｌｕｍｎ，Ａｃｃｌａｉｍ　３００
Ｃ１８（５０ｍｍ×４．６ｍｍ，３μｍ）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，０．１％ ＨＣＯＯＨ－
ＣＨ３ＣＮ（６∶４，ｖ／ｖ）；ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ，１．０ｍＬ／ｍｉｎ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＵＶ　ａｔ
２８０ｎｍ；ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，３０℃．Ｖａｌｖｅ　ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｔｉｍｅ，１．０ｍｉｎ．

　　当样品溶液中的盐浓度不高时，采取双萃取柱

模式，通过适当缩短阀切换时间可以大大提高在线

固相萃取除盐的效率；但频繁的阀切换可能会导致

方法重现性的降低。因此，机械性能良好的双梯度

泵是实现这一目的的保证。图６是磷酸缓冲盐质量

浓度低于１．０ｇ／Ｌ的寡核苷酸样品在双萃取柱模式

下的液相色谱图，阀切换时间缩短至０．４ｍｉｎ，连续

进样８次（每个萃取柱上各４次）。除盐、淋洗和分

离测定在１．１ｍｉｎ即可完成。寡核苷酸保留时间的

ＲＳＤ为０，峰面积的ＲＳＤ为１．５％。

图６　在线固相萃取除盐双萃取柱模式下连续进样８次寡核

苷酸样品（每个萃取柱上各４次）的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．６　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　８　ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ（４ｉｎ－
ｊｅｃｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｅａｃｈ　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ）ｏｎ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ＳＰＥ－
ＨＰＬＣ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｏｎ－
ｌｉｎｅ　ＳＰＥ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ　ｄｕａｌ　ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎ　ｍｏｄｅ

　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｄｅｓａｌｔｉｎｇ：ＳＰＥ　ｃｏｌｕｍｎｓ，ｔｗｏ　Ａｃｃｌａｉｍ　ＰＡ　ＩＩ
Ｇｕａｒｄ（１０ｍｍ×４．３ｍｍ，５μｍ）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，５ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３；ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ，１．５ｍＬ／ｍｉｎ；ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｖｏｌｕｍｅ，２μＬ；
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，３０ ℃．Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ：ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｏｌ－
ｕｍｎ，Ａｃｃｌａｉｍ　ＰＡ　ＩＩ（３３ｍｍ×３．０ｍｍ，３μｍ）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，５
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３－ＣＨ３ＣＮ （８∶２，ｖ／ｖ）；ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ，０．８
ｍＬ／ｍｉｎ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＵＶ　ａｔ　２５４ｎｍ；ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，３０℃．Ｖａｌｖｅ
ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｔｉｍｅ，０．４ｍｉｎ．

３　结语

　　本文建立了简单、快速和有效的适用于与质谱

和液相色谱－质谱 联 用 的 生 化 样 品 在 线 高 通 量 固 相

萃取除盐方法。方法分为单柱和双柱两种模式，样

品除盐过程完全由液相色谱系统自动完成。与传统

除盐方法相比，该方法具有样品需求量小、试剂消耗

量少、操作简单、分析成本低廉、除盐效率高等特点，
大大提高了工作效率。因此，该技术在生化样品的

分析中有很好的应用前景。

致谢　本文的完成得到了李浪和罗继两位同仁的倾

力协助，作者在此表示衷心感谢！
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