
使用配置2D-RP/RP功能的ACQUITY M-Class系统和配

套的色谱柱进行复杂肽段分析，峰容量更高，

重现性更好。

目的

证明ACQUITY UPLC® M-Class系统和配套的色

谱柱进行微升级2D-RP/ RP肽段色谱的性能

和重现性。

背景信息

微升级LC-MS方法在蛋白质组学领域得到

了日益广泛的应用。近来此方法作为Elisa

免疫分析的互补技术，在分析生物药品中

残留宿主细胞蛋白质（HCP）上也得到了

关注和应用。采用如300 µm窄内径色谱柱

能够从相对少量的样品中获得丰富的信

息。同时，在此类工作中需要进行高峰容

量的肽段分离，因为更高的分离效率才能

更容易检出待测物。

通过多维色谱可以提高肽段分析的峰容

量，二维正交的色谱分离方法相结合可

提供更好的分离能力。反相/反相（2D-

R P/ R P）二维色谱具有特殊的优势，通过

使用具有卓越的化学稳定性和机械稳定

性的亚乙基桥杂化硅胶颗粒固定相（BEH 

Tec hnology™），第一维进行高pH反相分

离，随后经过在线富集后得肽段混合物在

亚2 µm颗粒的分析柱进行第二维低pH反相

梯度分离（具体操作请参考以前的应用资

料）。
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图1. 微升级反相/反相二维色谱（2D-RP/RP）流路配置和应用。（A）流路配置。（B）采用ACQUITY 
UPLC M-Class系统、SYNAPT ® G2-S质谱系统得到的MassPREP蛋白质酶解标准品混合物1的BPI
基峰强度色谱图。第一维高pH分离将样品分为五段，第二维低pH分离使用ACQUITY UPLC 
M-Class HSS T3，300 µm×150 mm的色谱柱，上样量为400 fmol。

ACQUITY UPLC M-Class系统
用于微升级二维反相/反相（2D-RP/RP）
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三通接头

10 µL/min
A: 20 mM甲酸铵，pH 10
B: 乙腈

样品
定量环

8 µL/min
A: 0.1%甲酸(v/v)水溶液

B: 0.1%甲酸(v/v)的乙腈溶液

ACQUITY UPLC M-Class HSS T3 C18 
300 µm×150 mm，1.8 µm

Symmetry C18

300 µm×25 mm，5 µm

100 µL/min
0.1% TFA水溶液

XBridge BEH300 C18 
1.0×50 mm，5 µm

废液



在这篇简报中，我们使用ACQUITY UPLC M-Class系统和300 µm内径的色谱柱在超过10,000 psi压力条

件下，运行在线2D-RP/RP色谱分离，峰容量高，重现性好且结果可靠。数据结果表明，ACQUITY 

UPLC M-Class系统提供高分离度、杰出的重现性，满足多种不同的应用方向。

实验方案

采用图1A所示配置，利用在线2D-RP/RP方法对四种不同蛋白质经胰蛋白酶消化后的肽段混合物

（标准品，MassPREP™蛋白质酶解肽段混合物1，订货号186002865）进行研究。使用ACQUITY UPLC 

M-Class系统，流速为8 µL/min，线性梯度，操作压力为10,000 psi，进样量为400 fmol肽段混合物标

准品，质谱检测使用新型微升级ESI喷针的SYNAPT G2-S质谱系统，分辨率设为20,000。图1B是得到

的BPI基峰强度色谱图，第一维高pH分离将样品分为五段，每段经过在线捕集后进行第二维的低

pH分析，使用ACQUITY UPLC M-Class HSS T3，300 µm×150 mm色谱柱，30 min梯度/段。
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图2. 色谱性能测试结果。（A）
选择15个不同肽段，提取其
离子色谱图，考察重复多次
分析的结果。（B）微升级2D-RP/
R P仪器系统的使用寿命测试
数据。在开始第二维梯度3 min
后测量系统压力，并取五次
完整2D-RP/RP循环中的压力平
均值。
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总结

2D RP/RP在线二维色谱方法包括使用高度稳定的亚乙基桥杂化硅胶颗粒

色谱柱（BEH Technology）进行第一维高pH分离，经在线富集后在亚2 µm

颗粒分析柱上进行第二维低pH的梯度分离，这是二维色谱的极佳范

例。在本简报中，我们通过使用ACQUITY UPLC M-Class系统和ACQUITY UPLC 

M-Class 300 µm内径的分析柱，进一步拓展了此技术的应用和性能。通

过测试不同色谱柱组和使用寿命可以看到，此系统不仅具有卓越的分

离能力，还实现了绝佳的重现性和可靠性。使用ACQUITY UPLC M-Class系

统和色谱柱的2D RP/RP在线二维色谱分离将是一种进行复杂样品研究肽

段混合物如残留宿主细胞蛋白的理想方法，峰容量高，性能稳定可靠。

根据选择的15个不同肽段的提取离子色谱图

中所观测到的峰宽（图2A），估计每段的平

均峰容量（10%峰高）为277，整体分析共五

段，因此2D RP/RP ACQUITY UPLC M-Class系统能够

提供的理论峰容量为1385。

2D RP/RP ACQUITY UPLC M-Class系统的色谱重现性

同样令人印象深刻。我们分别使用三组不同

批号的色谱柱分析同一个样品，发现选择的

15个肽段在6次重复分析中的保留时间标准偏

差低于0.11 min。不同色谱柱之间同一个肽段

的平均保留时间最大差异仅为3.2%，且每组

色谱柱的峰容量差异也都在20%以内。这项

对2D-RP/RP系统使用寿命的测试同时也证明了

此色谱方法的稳定性和耐用性。我们通过100

多次的2D RP/RP实际肽段样品分析考察色谱柱

的性能，我们在考察过程中使用了加速破坏

色谱柱的策略，每20次梯度周期仅仅有两次

对第二维色谱柱进行高比例溶剂梯度洗脱，

这样将加速第一维高pH色谱柱和捕获色谱柱

的老化。图2B显示了按此方式进行第1次分析

至第121次分析所得的数据。值得注意的是，

2D-RP/RP方法在整个寿命研究中显示出一致的

峰容量（峰容量变化≤5%），平均保留时间变

化为每次千分之一分钟（每百次0.1 min），

平均系统压力为9,500 psi至11,100 psi，远远

低于ACQUITY UPLC M-Class系统的最大运行压力

15,000 psi。
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