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[ 应用纪要 ]

通过结合SISCAPA富集和微流LC-MS改进临床研究中
人血浆甲状腺球蛋白的检测

应用优势

■  专为双泵捕集配置的ionKey/MS™非常适合

  分析SISCAPA洗脱物。

■  与相应的标准流方法相比，本方法仅使

  用十分之一的血浆样品量即可实现低于

     1 ng/mL的甲状腺球蛋白定量水平。

■  准确度与标准流方法高度一致，且4次

  进样的LC精密度高于标准流方法。

■  双泵捕集功能显著缩短了系统运行时间

  (缩短至不到7 min)，可达到文献报道的

  标准流方法的最高分析通量。

■  微流技术对于临床研究领域而言是一项

  非常实用且极具潜力的解决方案。

沃特世解决方案

ACQUITY UPLC® M-Class系统

ionKey/MS系统

Xevo® TQ-S

iKey™分离装置 

MassLynx®软件

TargetLynx™应用软件

简介

目前甲状腺球蛋白(Tg)免疫分析方法存在样品检测结果的假阴性率非

常高的问题，这是因为样品中的内源性抗Tg的自身抗体(Tg-AAb)会阻

断结合表位，导致免疫分析产生阴性结果。这普遍存在的假阴性问题

促使研究人员寻找新的替代分析方法。

某些临床研究实验室已将稳定同位素标准和抗多肽抗体捕集法(SISCAPA)

与标准的LC-MS技术相结合，作为一种替代方法开展研究。该方法的

捕集步骤采用对免疫亲和方法，特异性的捕获Tg酶解后的特征性肽

段，因此具有极高的分析选择性和特异性，显著改善了Tg检测性能和

定量性能，定量水平最低可达约1 ng/mL(或1.52 amol/µL)。如果要采用

标准流LC-MS方法进行检测，需要200-400 �L的血浆样品才能满足灵敏

度的需求，而临床检测往往血浆样品量很小。 本研究的主要目的是

建立一种样品使用量小，灵敏度高的检测方法，满足临床研究的要求。

以ionKey/MS系统为代表的微流LC-MS技术采用3-10 µL/min的流速运行样品，

提高了离子化效率，相对于传统的液质方法，灵敏度大大提高，因此，

微流技术特别适合于样品量少的实验1。在此应用中，尝试使用双泵

捕集配置的ionKey/MS系统建立血浆中Tg的生物分析方法，希望在减少

血浆样品用量(50 �L)的基础上,实现传统液质方法的检测灵敏度，准

确度和高通量。选择双泵捕集配置的原因在于，这种设置可增大样品

进样量(大于iKey柱体积)，减少样品定量环和捕集柱的残留，此外，捕

集柱的预加载功能以及捕集柱与分析iKey相互独立的清洗和平衡功能

还可缩短系统运行时间。

http://www.waters.com/waters/zh_CN/Best-UPLC-UHPLC-system-for-nano--to-microscale-separations/nav.htm?cid=134776759&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/ionKey-MS---Enhanced-MS-with-the-turn-of-a-key/nav.htm?cid=134782630&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Xevo-TQ-S/nav.htm?cid=10160596&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/iKey-Separation-Device/nav.htm?cid=134786678&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/MassLynx-MS-Software/nav.htm?cid=513662&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/TargetLynx-/nav.htm?cid=513791&locale=zh_CN
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实验

LC条件

LC 系统：  ACQUITY UPLC M-Class

分析柱：  iKey BEH C18肽分离色谱柱,
130Å, 1.7 µm, 150 µm x 50 mm
肽分析专用柱(部件号186006764)

 

捕集柱：  Prototype Symmetry C18微流捕集柱，
100Å, 5 µm, 300 µm x 50 mm
(部件号TBD)

iKey温度： 45 °C

样品温度：  12 °C

进样体积：  20 µL(不充满定量环进样)，
使用22.8 µL的定量环

流速：  3 µL/min

流动相A：  0.1%甲酸水溶液

流动相B:  0.1%甲酸的乙腈溶液 

WNW: 0.1%甲酸水溶液

SNW: 2%甲酸的水/乙腈/异丙醇/甲醇
(25/25/25/25)混合溶液

梯度：  在2.2 min内流动相B从9.9%升至27.5%

捕集柱加载条件： 99.5%流动相A以50 µL/min的
流速保持0.8 min 

MS条件

MS系统:  Xevo TQ-S，在MRM模式下运行，
采用单位质量数分辨率

 

电离模式：  ESI+

毛细管电压：  根据目标分析物进行优化 

离子源温度： 100 °C

锥孔气流速： 50 L/Hr

纳米流气流速： 关

碰撞能量：  根据目标分析物进行优化，见表1 

锥孔电压：  根据目标分析物进行优化，见表1 

数据管理

色谱软件： MassLynx 4.1版

定量软件： TargetLynx

样品前处理

 

肽段 母离子 子离子 CE 锥孔电压

氘代FSP 708.8 768.5 27 30

FSP 703.8 758.5 27 30

氘代FSP 708.8 697.4 27 30

FSP 703.8 687.4 27 30

氘代FSP 708.8 591.8 21 30

FSP 703.8 586.8 21 30

表1. 针对氘代和未氘代FSP优化后MRM通道参数。定性MRM以粗体显示。
使用Xevo TQ-S机载流体进样和iKey进样优化获得这些参数。

 

 

[ 应用纪要 ]

图1详细介绍了通用SISCAPA富集工作流程与ionKey/MS联

用的方法。本应用纪要涉及的详细样品前处理操作根据

SISCAPA Assay Technologies推荐步骤执行。

1. 使用胰蛋白酶酶解血浆样品

  所有可能存在的自身Tg抗体都会随目标Tg一起酶解为

  多肽肽段。

2. 将一种对Tg的特征性肽段(氨基酸序列FSPDDSAGASALLR，

  简称FSP)具有高选择性和高特异性的抗体偶联到

  载体上。

3. 将FSP肽段的稳定同位素标准品(SIS)和偶联抗体一起

  加入血浆酶解物中。

4. 在96孔板中，抗多肽抗体复合物自动对FSP肽段和SIS

  进行选择性富集。

5. 冲洗以去除未结合的基质，然后用酸性洗脱液洗脱

  结合的肽段。

6. 将所得洗脱液进行微流LC-MS分析，具体条件如下表1

  所示: 

通过结合SISCAPA富集和微流LC-MS改进临床研究中人血浆甲状腺球蛋白的检测

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006764
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仪器设置

 

图1. 可实现高灵敏度的Tg检测分析工作流程，该流程结合了SISCAPA
富集和使用ionKey/MS系统的微流LC-MS技术。

图2. 双泵捕集设置包括可将样品快速加载至定量环和捕集柱的专用
二元溶剂管理器以及专用的梯度洗脱泵。在这种管路设置中，T3的
内径为40 µm，可提供50 µL/min上样流速。梯度传输管路T2的内径保
持25 µm。

 
 

# 长度 ID 接头 部件号 订购号

T1 40" 40 µm V-F 430004188 700010399
T2 30" 25 µm M-V 430003619 700009872
T3 30" 40 µm M-V 430003620 700009873
T4 31" .01" PEEK 430004090 700009892
T5 26" 40 µm V-V 430003658 700009881
T6 6" 40 µm V-V 430003649 700009878

[ 应用纪要 ]

为了缩短系统运行时间并提高ionKey/MS系统的样品通量，

选择了如图2所示的双泵捕集配置。双泵捕集配置采用

内径大的管线与二元溶剂管理器连接(上样泵),并进行

样品捕集,而第二个二元溶剂管理器(洗脱泵)主要用于

洗脱目标物由于上样所用的泵与大内径管线相连，因此

可使用大流速上样,无需 担心系统压力超压。本方法的

上样流速经优化后为50 µL/min，可使用的最高流速可

达70 µL/min。此外，由于使用两个专用泵，因此上样泵

进行样品捕集及由梯度泵执行的分析iKey平衡步骤可同

时进行，有效缩短了总循环时间中的样品上样时间，从

而节省了系统的分析时间。在设定的上样时间之后，阀

被切换为如图2和图3所示的洗脱配置，通过洗脱泵将分

析物从捕集柱上反向洗脱并进入iKey中进行分离。在该

洗脱步骤中，上样泵与样品定量环位于同一流路中，因

此我们可采用任何的流动相混合物以高流速冲洗定量

环，有助于减小残留。

利用双泵捕集配置还可进行中心切割实验，在这类实验

中，最后一种目标分析物洗脱之后，阀立即切换回上样

配置，以断开捕集柱与分析iKey的连接。断开连接有助

于分析柱和质谱系统保持清洁，因为断开之后洗脱的任

何基质组分(如蛋白质和磷脂)都将直接被导入废液。

通过结合SISCAPA富集和微流LC-MS改进临床研究中人血浆甲状腺球蛋白的检测

内源性肽段

加标氘代肽段

非特异性背景肽段

将SIS肽段和

抗多肽抗体

加入样品酶

解物

温育 清洗1 清洗2 清洗3

洗脱

上样配置

洗脱配置

上样泵

上样泵

梯度泵

梯度泵

ionKey离子

ionKey离子源

300 �m 
捕集柱

300 �m
捕集柱
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结果与讨论

图3. 优化的双泵捕集工作流程中的事件时间表。

图4. 分析不同柱上进样量(amol)的合成标准品所得的未氘代和氘代FSP校准
曲线。

上样泵事件
时间
(min) 梯度泵事件

时间
(min)

0.95
iKey平衡 1.75

0.8
3.4 梯度 2.2
1.6 清洗iKey 1.2

延迟体积 1.35
流路冲洗 0.25

捕集平衡/样品
加载到定量环

捕集上样

清洗定量环

清洗捕集柱

循环时间 6.75 循环时间 6.75

[ 应用纪要 ]

首先采用原有分析参数，使用双泵捕集配置的ionKey/MS系统分析了未氘代和氘代FSP肽段的合成标

准品，以此评估分析灵敏度。使用溶于0.1%甲酸的3%乙腈溶液对样品进行连续稀释，然后使用这

些样品绘制样品浓度范围为2,000 amol/µL至0.64 amol/µL的6点校准曲线。每个校准点重复进样3次，

在整个校准范围内观察到了出色的线性响应和重现性(如图4所示)，这些数据证明此方法可用于分

析Tg酶解后的标准品。

通过结合SISCAPA富集和微流LC-MS改进临床研究中人血浆甲状腺球蛋白的检测

经优化的双泵捕集方法

流动相B在2.2 min内从9.9%升至27.5%，流速为3 �L/min
捕集上样流速为50 �L/min，持续0.8 min

5.2 min时断开连接

上样泵

梯度泵

轻质肽段
平均峰面积

轻质肽段
平均峰面积CV CV

40000 1343852.3 4.9% 1181870.0 4.4%
8000 267515.0 1.1% 234463.0 0.8%
1600 43533.7 4.8% 39211.7 1.5%
320 8312.3 2.0% 7147.7 2.6%
64 1681.0 4.9% 1614.0 1.3%

12.8 246.0 16.3% 254.0 16.4%

柱上进样量
(amol)

峰
面
积
的
对
数
转
换
值

峰
面
积
的
对
数
转
换
值

FSP(未氘代)

FSP(氘代)

柱上进样量(amol)

柱上进样量(amol)
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通过结合SISCAPA富集和微流LC-MS改进临床研究中人血浆甲状腺球蛋白的检测

图5. 在低至40 µL的混合人血浆样品量范围内，获得了线性的响应且未观察到反压
波动，表明ionKey/MS平台如前文所述，对SISCAPA洗脱物具有出色的兼容性、分析
稳定性和分析灵敏度。

PA
R(
轻
质
/重

质
)

血浆样品量(µL)

�BSM系统压力范围:1442

为了确定此平台的LLOD和LLOQ，从而进一步研

究其分析灵敏度，我们向人血浆样品中加入

浓度范围为5000 amol/µL至0.75 amol/µL的氘代

FSP肽段，并向其中加标恒定量的合成未氘代

肽段，然后使用上述样品创建了反向曲线。

本实验的LLOD定义为可保证FSP测定值的变异

系数(CV)不低于30%的最低浓度，实验测得的

LLOD为15 amol柱上进样量。本实验的LLOQ定

义为可保证FSP测定值的CV不低于20%的最低

浓度，实验测得的LLOQ为45 amol柱上进样量。

图8显示了LLOD和LLOQ的代表色谱图以及反向

曲线。

图7. Bland-Altman图，图中显示了采用标准流方法和微流方法测得的FSP PAR值的差异，
由图可见，所有差异均在置信区间的上下限范围内。因此，预计95%的样品都可获
得一致的测定结果。

两种方法的平均值，PAR值

方
法
间
的
差
异
，
PA
R值

平均值：0.011
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通过结合SISCAPA富集和微流LC-MS改进临床研究中人血浆甲状腺球蛋白的检测

图8. 为确定肽段测量的LLOD和LLOQ近似值而创建的反向曲线。LLOD为15 amol 
FSP柱上进样量。LLOQ为45 amol FSP柱上进样量。

不同加标水平(amol)

(
重

质
/
轻

质
)

我们将纯化后的Tg蛋白质加入不含Tg的牛血浆

中，制成浓度在152至0.152 amol/µL范围内的样

品，然后对其进行SISCAPA富集，最后使用所

得样品建立最终曲线，以此评估整个分析过程

(包括酶解步骤在内)的LLOQ值。如图9所示，

仅使用50 µL血浆所得的方法LLOQ值约为1.18 

amol/µL (0.78 ng/mL)。因此，采用该方法可轻松

分析牛血清中浓度为1.52 amol/µL (1 ng/mL)的Tg。

图9. 将纯化后的Tg滴加入牛血浆中制成浓度在152至0.152 amol/µL范围内的样
品，然后采用所得样品建立的曲线。使用50 mL样品进行该分析(包括酶解步
骤)时，其LLOQ预计为1.2 amol/µL (0.78 ng/mL)。

 

TG加标浓度(ng/mL)

PA
R(
轻

质
/重

质
)
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对Tg特征肽段具有高度特异性的优化SISCAPA富集技术与具有经验证的双

泵捕集ionKey/MS配置的LC/MS系统相结合，可将Tg蛋白的定量限降至1.52 

amol/µL (1 ng/mL)以下，分析时间缩短为6.75 min。该定量限与文献报道的

标准流方法所能达到的最低定量限相当，但与标准流方法相比，上述

ionKey/MS方法具有以下显著优势：富集步骤更简单、富集前的起始血浆

样品量仅为标准流方法的十分之一、进样量减少一半以及溶剂消耗量显

著减少等。此外，直接比较结果表明，微流方法可获得与标准流方法高

度一致的PAR测量结果，且4次重复进样所得结果的精密度显著更高。

综合上所述，采用双泵捕集配置的ionKey/MS系统能够获得可接受的Tg LLOQ

水平，并且所需的血浆样品量显著更少，同时还能在维持标准流LC-MS方

法准确度的同时达到更高的精密度和通量水平。因此，微流技术对于临

床研究领域而言是一项非常实用且极具潜力的解决方案。


