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摘要

含有酸性残基的肽（例如磷酸化翻译后修饰）在液相⾊谱(LC)中通常难以回收，因为分析物会吸附在缺电⼦⾦

属表⾯（例如不锈钢）⽽损失。由于钛或⾦属合⾦制成的替代⾊谱柱硬件具有更⾼的耐腐蚀性，近年来，研究

⼈员将其应⽤于此类分析物。但是，这些材料仍然可能导致⾦属离⼦介导的样品损失，导致难以回收含有酸性

残基和修饰的低丰度物质或肽。

借助采⽤MaxPeak⾼性能表⾯的ACQUITY PREMIER C18肽分析专⽤柱这项新技术，现在可以更轻松地研究对

⾦属敏感的肽分析物。MaxPeak⾼性能表⾯可提供⼀层屏障，有效减少⾦属与分析物之间的相互作⽤以及由

吸附引起的任何相关的样品损失。本应⽤简报⽐较了Waters ACQUITY PREMIER CSH C18, 1.7 µm肽分析专⽤

柱与市售钛内衬C18, 1.6 µm⾊谱柱（表⾯带正电荷）。

本⽂重点介绍ACQUITY PREMIER C18肽分析专⽤柱在⾼质量分离磷酸肽及某些推断的序列变体⽅⾯的性能优

势，使⽤钛内衬C18⾊谱柱⽆法实现这些分离。对于这些磷酸肽，ACQUITY PREMIER C18肽分析专⽤柱可提供

更⾼的回收率、更出⾊的峰形并显著减少样品调节的需求。此外，PREMIER⾊谱柱在⾼压下具有更⾼的填充

床稳定性，因此⾮常适合⾼通量应⽤。 

优势

与替代⾊谱柱硬件相⽐，能够改善回收率和峰形■

具有更⾼的峰容量■

⼤幅减少⾊谱柱⽼化需求■

具有更⾼的填充床稳定性■

表现出更⾼的耐压能⼒，能够以更快的流速完成⾼通量应⽤■

简介

⻓期以来，分析物在⾦属表⾯的吸附⼀直是⾊谱分析领域的⼀道难题。之前的缓解策略包括表⾯钝化、使⽤流

动相添加剂以及掺⼊惰性硬件材料。这些策略虽然在⼀定程度上取得成功，但各有其缺点。通过强酸或样品和

/或基质⽼化对表⾯进⾏钝化⾮常耗时，由于需要使⽤强酸，因此⾊谱柱使⽤寿命不⻓1。流动相添加剂（例如

螯合剂）有助于防⽌分析物被⾦属吸附，但也存在离⼦抑制、可能的溶解度问题以及必须持续使⽤才能保持有

效等缺点2。 PEEK⾊谱柱或PEEK内衬不锈钢⾊谱柱⽤惰性材料替代⾦属表⾯，但单独使⽤PEEK⽆法耐受⾼压



，且PEEK材料的尺⼨差异性较⼤、筛板渗透性较低且与某些溶剂不兼容。

近年来，市场上出现采⽤钛硬件的⾊谱柱，其⽣物惰性更强，可作为传统不锈钢⾊谱柱的替代品。钛具有耐腐

蚀性，并且对某些化合物呈惰性。但是，由于其本质仍为⾦属，同样可能引起分析物吸附，从⽽造成样品损失

。此外，已有研究发现，与甲醇流动相配合使⽤时，钛会浸出⾦属离⼦3。

本应⽤简报⽐较了带有钛内衬和钛制筛板的市售⾊谱柱与采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY 

PREMIER C18肽分析专⽤柱。MaxPeak HPS是⼀种有机/⽆机杂化表⾯技术，已被证明可⽤于阻⽌分析物与⾦

属表⾯的相互作⽤。本研究表明，竞争产品钛内衬C18⾊谱柱对磷酸化肽的回收率明显低于ACQUITY 

PREMIER C18肽分析专⽤柱。我们从以下两⽅⾯⽐较了这两种⾊谱柱的性能：使⽤4组分磷酸肽混合物考察⾊

谱性能；通过填充床稳定性测试模拟⾊谱柱使⽤寿命。 

结果与讨论

本研究选择磷酸肽应⽤来展⽰ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱和市售钛内衬⾊谱柱的性能差异。磷酸肽含有

阴离⼦磷酸基团，据了解，该基团会吸附到⾦属的缺电⼦表⾯4。因此选择Waters MassPREP磷酸肽标准品

（部件号：186003285 <https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003285> 

）来评估回收率，该标准品是由四种合成烯醇酶磷酸肽组成的混合物，其中⼀种磷酸肽含有两个磷酸基团(

T43pp)。

使⽤经0.1%甲酸改性的流动相，通过表⾯携带正电荷的钛内衬C18, 1.6 µm, 2.1×50 mm⾊谱柱或ACQUITY 

PREMIER CSH C18, 1.7 µm, 2.1×50 mm肽分析专⽤柱进⾏分离。以三次重复进样评估每种⾊谱柱的初始性

能。通过UV峰⾯积确定磷酸肽的回收率，并在每次破坏性试验（对⾊谱柱进⾏压⼒循环以模拟加速条件下的

⾊谱柱使⽤寿命）后观察峰形、峰容量和⾊谱柱性能。

⾊谱性能

图1展⽰了在每种⾊谱柱上分离得到的UV⾊谱图，图2⽐较了MassPREP磷酸肽标准品中T43pp肽的UV峰⾯积

以及所有四种肽的峰⾯积总和。在最初的三次进样中，使⽤PREMIER⾊谱柱时所有⾊谱峰的回收率更⾼且更

⼀致。⽽使⽤钛内衬⾊谱柱时，由于双磷酸化肽(T43pp)具有额外的酸性磷酸基团，回收⾮常困难，在第⼀次

进样中⼏乎未得到回收。T43pp回收率仅为由PREMIER⾊谱柱所得回收率的5%。虽然钛内衬⾊谱柱的性能的

确随时间推移⽽有所改善，表明需要进⾏⽼化，但T43pp肽的回收率似乎稳定在⽐PREMIER⾊谱柱低65%的

⽔平。 

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003285
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003285
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003285
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003285


图1.使⽤经0.1%甲酸改性的流动相和(A)填充有带正电C18, 1.6 µm固定相的竞争产品钛内衬2.1×50 mm⾊谱柱

或(B) ACQUITY PREMIER CSH C18, 1.7 µm, 2.1×50 mm肽分析专⽤柱分离MassPREP磷酸肽标准品，在220 nm

下测得的UV⾊谱图。分离采⽤ACQUITY UPLC H-Class Bio系统进⾏，流速0.6 mL/min，柱温60 °C，梯度为⼄

腈在5 min内由0.7%增加⾄25%，载样量200 pmol。 

图2.(A)肽T43PP的UV峰⾯积和(B) MassPREP磷酸肽标准品的峰⾯积总和。分析采⽤ACQUITY UPLC H-Class 

Bio系统和经0.1%甲酸改性的流动相，在填充有带正电C18, 1.6 µm固定相的竞争产品钛内衬2.1×50 mm⾊谱柱

或ACQUITY PREMIER CSH C18, 1.7 µm, 2.1×50 mm肽分析专⽤柱上运⾏。分离条件包括：流速0.6 mL/min，柱

温60 °C，梯度为⼄腈在5 min内由0.7%增加⾄25%，检测波⻓220 nm，载样量200 pmol。 

当使⽤每种⾊谱柱上的第三次进样⽐较四种肽的峰⾯积总和时，观察到钛内衬⾊谱柱得到的峰⾯积相⽐

PREMIER⾊谱柱得到的结果少10%。利⽤钛内衬⾊谱柱进⾏三次额外进样后，峰⾯积总和仍然⽐PREMIER⾊

谱柱得到的结果低14%。总体⽽⾔，ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱的峰容量⽐钛内衬⾊谱柱⾼出约20%。



此外，使⽤PREMIER⾊谱柱更容易观察到丰度较低的肽。这些肽很可能是标准品中的合成肽在⽣产过程中得

到的序列变体，亦或是稳定性相关的降解物。PREMIER⾊谱柱在⾊谱图中提供了更多详细信息，预⽰其在多

种不同分析（包括治疗性肽的杂质分析）中具有良好的应⽤前景。

与钛内衬C18⾊谱柱相⽐，ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱还表现出优异的峰形。每种⾊谱柱的拖尾因⼦如

图3所⽰。在第⼀次进样中，使⽤钛内衬⾊谱柱得到的平均拖尾因⼦⽐ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱⾼

63%。经过10次后续进样后，所有四种肽的平均拖尾因⼦⾼出25%。同时，使⽤钛内衬⾊谱柱时，T43pp肽

的拖尾因⼦仍⾼出54%。这表明尽管经过额外进样，但为了使钛内衬⾊谱柱得到的拖尾因⼦降低⾄接近

ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱的结果，可能需要进⾏更极端的样品调节。

图3.肽T43PP的USP拖尾因⼦。分析采⽤ACQUITY UPLC H-Class Bio系统和经0.1%甲酸改性的流动相，在填

充有带正电C18, 1.6 µm固定相的竞争产品钛内衬2.1×50 mm⾊谱柱或ACQUITY PREMIER CSH C18, 1.7 µm, 

2.1×50 mm肽分析专⽤柱上运⾏。分离条件包括：流速0.6 mL/min，柱温60 °C，梯度为⼄腈在5 min内由

0.7%增加⾄25%，检测波⻓220 nm，载样量200 pmol。 

填充床稳定性

研究还⽐较了填充床稳定性。虽然填充床稳定性机械测试可能⽆法直接说明⾊谱柱在正常操作参数下的使⽤寿



命，但它可以评估⾊谱柱的性能上限。

本研究对每种⾊谱柱均施以⾼流速(1.5 mL/min)运⾏，使在柱头产⽣的压⼒超过11,000 psi。除施以该流速外

，还对每种⾊谱柱进⾏多次停⽌液流再恢复的反复操作。对于钛内衬⾊谱柱，观察到在经过不到200次压⼒循

环后，柱效和峰拖尾迅速下降，如苊的等度分离结果所⽰。相⽐之下，ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱经过

1000多次压⼒循环后，未产⽣不利影响。图4展⽰了在整个稳定性测试过程中观察到的苊的塔板数（柱效）和

拖尾因⼦变化。结果表明，ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱相⽐市售的钛内衬⾊谱柱能够承受更⾼的压⼒

，因此⾮常适合⾼压、⾼流速的⾼通量应⽤。尽管两种⾊谱柱的额定耐压上限均为15,000 psi，但发现

ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱与钛内衬⾊谱柱相⽐，在填充床稳定性⽅⾯具有显著优势。 

图4.在填充床稳定性测试的1000次⾼压循环中，ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱与竞争产品钛内衬⾊谱柱的(

A)柱效和(B)拖尾因⼦变化，在流速0.35 mL/min、柱温30 °C和75%⼄腈流动相条件下对苊进⾏等度分离测得

。 

结论

采⽤MaxPeak⾼性能表⾯技术的ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱能够显著提⾼回收率，从⽽改善磷酸肽和低

丰度肽的分离度和峰形。MaxPeak HPS的有机/⽆机杂化技术可防⽌分析物被⾦属吸附，进⼀步提⾼样品回收

率。使⽤钛内衬⾊谱柱进⾏多次进样后，可以看到双磷酸化T43pp肽的回收率有所提⾼。这表明需要进⾏样品

调节。使⽤PREMIER⾊谱柱时未观察到此类性能问题，从第⼀次进样开始，研究的所有四种肽即表现出⼀致

的回收率。Waters ACQUITY PREMIER CSH C18肽分析专⽤柱⽆需针对磷酸化肽分析应⽤进⾏⼤量⽼化⼯作

，开箱即可直接使⽤。

根据这些结果，我们可以得出以下结论：PREMIER⾊谱柱凭借着MaxPeak⾼性能表⾯技术实现了全新的惰性



⽔平，能够⼤幅减少棘⼿肽（例如含有磷酸化氨基酸残基的肽）的吸附。因此，⽆论是以磷酸化蛋⽩质组学技

术进⾏药⽤靶点研究，还是检测合成肽制剂中的杂质，在多种不同的分离应⽤中，PREMIER⾊谱柱都能产⽣

⾮常可靠的⾊谱数据，表现出良好的应⽤前景。
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