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应用优势

 ■ 肽精确定量

 ■ 更低的检测限和定量限

 ■ 完全的产物离子覆盖范围，不会发生

工作周期损失

 ■ 简化方法开发

沃特世解决方案

SYNAPT® G2-Si质谱仪

nanoACQUITY UPLC®系统

TargetLynx™软件
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简介

近来，基于靶向LC/MS的方法被应用于定量蛋白组学中，以利于实现高

准确度的多重相对和绝对定量研究。在研究中，三重四极杆和高分辨

率质谱仪均有使用。使用这两种仪器不是完整蛋白质直接定量，而是

监测蛋白被酶解后产生的一定量的一种或多种特征肽作为替代。

通常，为了进行绝对定量需要在样品中加入特定含量的标准稳定同

位素标记肽。基于三重四极杆的SRM/MRM检测的关键优势在于其灵敏

度、采集速度和线性动态范围。

但是，SRM/MRM肽定量的特异性常受到质疑1,2，从而促进了高分辨率精

确质量数仪器在肽定量中的应用。本文中证实了SYNAPT G2-Si系统在蛋

白质和肽定量中的优势，采用一种全新的High Definition® MRM (HD-MRM)

模式，其中在四极杆飞行时间质谱仪中以MS/MS模式使用T-Wave™离子

淌度分离，可在一次采集中提供高灵敏度和选择性的定量检测，并且

肽分子离子的所有产物离子均具有最大响应。
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［应用纪要］

结果与讨论

SYNAPT G2-Si高分辨质谱系统的高清晰多反应监测（HD-MRM）采集方法

为靶向定量提供了灵敏度或选择性方面的优势。在本研究中，我们介

绍了在SYNAPT G2-Si上采用宽带增强采集模式可提供的灵敏度和覆盖率

优势。在单次MS/MS采集中，宽带增强利用离子淌度分离为所有产物离

子提供最大的工作周期。

如图1所示，当离子淌度所分离的离子从Triwave®设备中释放时，通过使

飞行时间分析仪的推斥极区域与目标m/z范围同步可实现最大传输。产

物离子的信号强度可增加5至10倍。因此，这为目标肽分子离子的所有

潜在产物离子提供了极低的检测限和定量限，并且不会发生工作周期

损失。

采集可在预定的1或非预定的模式下进行，其中前者能在单次LC/MS实验

中测定上百种成分的跃迁。碰撞能量可以模拟预测或是来自之前的研

究实验。数据处理和定量可通过TargetLynx或Skyline完成。

［应用纪要］

实验 

使用胰蛋白酶对大肠杆菌、牛血清白蛋

白（BSA）和乙醇脱氢酶（ADH）进行酶

解。将酶解产物注入nanoACQUITY UPLC系统

中，该系统配有ACQUITY UPLC® BEH 1.7 µm，

15 cm × 75 µm色谱柱并连接SYNAPT G2-Si质

谱仪。BSA柱上进样量范围为一埃摩尔至

一飞摩尔。采用TargetLynx和/或Skyline处理

数据3。

图1. 高清晰多反应监测采集的实验原理。一定电荷态的产物离子通过离子淌度分离并
聚集，并且使推斥极工作周期与产物离子的淌度（漂移）时间同步。

The 

     
  碎片离子

离子淌度分离器 

四极杆 离子淌度单元 飞行时间分析器

T-WAVE离子导入装置 推斥极
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图2中证实了宽带增强的优势。其中，[Glu1]-血纤维蛋白肽B溶液以恒定流速注入。通过一般的

CID MS/MS和靶向HD-MRM采集数据。这两种情况均结合了相同数量的Tof积分。在该实验中，观察

到超过10倍的信号增加。如图3所示，例如BSA和ADH肽，多个产物离子的累加使灵敏度得到了

提高。

图2. [Glu 1]-血纤维蛋白肽B以
0 . 5  µ L /min的流速注入，并
在推进单电荷产物离子通过
整个M S/ M S采集范围时使离
子淌度同步或不同步的情况
下积分3 0秒的产物离子谱
图，对比发现同步可使信噪
比至少增加约10倍。

图3. 在未使用宽带增强（蓝
色）和使用宽带增强（棕
色）的情况下采集的累加肽
产物离子质量提取色谱图。
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［应用纪要］

通过对牛血清白蛋白胰蛋白酶消化物中所选肽的在线分析，进一步证实了其优势。将肽通过纳

米级LC/MS分离，并采用靶向HD-MRM进行定量。结果如图4所示，展示了其中一种肽在至少四个数

量级的动态范围内的定量结果，以及由Skyline所得到的三种产物离子/虚拟跃迁的信号响应积分。

图4. 色谱柱上牛血清白蛋白消化物中CCTESLVNR的单个跃迁曲线下的面积积分（左），其中浓度为10 fmol至1 amol，以及特定肽的3种高清晰产物离子的

MRM色谱图（右）。
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结论 

 ■ HD-M RM工作流程提供了一种独特的方法，可在单次

MS/MS采集中，为一种目标化合物/肽的所有产物离子

提供极低的检测限和定量限。

 ■ HD-MRM采集还可在采集后对特定产物离子进行定量，

而不需要在采集前定义具体目标离子。

 ■ 该工程流程还可利用HD RADAR™技术，同时采集色谱分

离的全扫描（m/z与dt）数据，并通过更好地了解潜在

基质效应以协助方法开发。
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