
CE-MS 方法对组胺素-5 及其降解产物
的在线分析

采用基于电渗流驱动同轴鞘流液的MASS-

II 型 CE-MS 联用离子源，建立CE-MS方法

对组胺素-5及其降解产物实现在线分析。

目的

组胺素-5（Hst-5）是一种具有抗细菌和抗

真菌活性的人唾液肽，具有很强的抗念珠菌活

性，参与对白色念珠菌感染的防御。白色念珠菌

是一种导致人类念珠菌病的病原体，能产生分泌

型天冬氨酸蛋白酶 Saps，对组胺素-5（Hst-5)

进行降解。对 Hst-5 及其降解产物的表征和

定量分析，对于理解 Hst-5 的降解途径至关重

要。尽管已有采用 HPLC-UV、LC-MS 等方法

对 Hst-5 及降解产物进行分析的报道，但这些

方法均面临不小挑战。这是因为 Hst-5 及降解

产物碱性很强，跟色谱柱填料之间存在较强的相

互作用，会导致色谱峰展宽，分离度差和样品残

留严重等问题。

毛细管电泳与 HPLC 的分离机制有着本质

的不同。HPLC 的分析主要通过分析物与色谱

填料的相互作用而实现的，而毛细管电泳（CE)

是基于分子在电场下迁移率的差异进行分离的

方法。毛细管电泳具有 HPLC 无法替代的分离

优势。采用电渗流驱动鞘流液 EMASS-II 型离

子源，可以使 CE-MS 联用技术获得前所未有

的灵敏度和稳定性。离子源技术所带来的 CE-

MS 技术的突破，使 CE-MS 成为生物分子分

析的极具吸引力的分析平台。

背景
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本实验通过 CE-MS技 术对 Hst5 及其

Sap9 降解产物进行定性和定量分析。实验结果

具有很高的稳定性和重现性，未观察到样品残

留。
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图1. 连续进样 6 针 Hst-5 的总离子电泳图。

图2. 不同浓度下 Hst-5 的提取离子电泳图。

图3. Hst-5 峰面积和浓度间的线性关系，相关系数大于 

0.99。



本实验选择中性涂层的分离毛细管，减少毛

细管壁对样品的吸附。图1 显示为连续 6 针进

样 50μM 的 Hst-5，CE-MS 分析得到的结 

(图1)。结果显示 Hst-5 的迁移时间、峰高和峰

结果
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www.evergauge.cn
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永道致远科学技术有限公司

上海市浦东新区康新公路3399弄26号楼218室

仪器试剂：

CMP Scientific ECE-001型毛细管电泳

仪。EMASS-II 型 CE-MS 联用离子源（CMP 

Scientific，P/N: EM3001-TF）。75cm PS1

型中性涂层毛细管（CMP Scientific，P/N:E‐

SC‐PS1‐360/150‐50‐75‐B1）。BGE为 

20%乙酸。SL 为 15% 乙酸和 15% 乙腈。

实验方法：

样品在 2psi 压力下注入 7 秒（20 nL）

后，施加分离电压 30kV；ESI电压：2.0kV。喷

针尖端到质谱的距离：3mm。样品保持在  

10℃，缓冲液保持在 20℃。

质谱参数：

采集范围：250-1,400 m/z。Capillary 

voltage：0V。质谱分辨率：120,00。NCE：35。

其他质谱参数采用质谱仪的默认值。

解决方案

 
 

 
 

 

 
出 11 个电荷异质体。对电荷异质体深度的鉴定分析发

现，cetuximab 电荷异质性产生的主要原因是，1）Fc 亚
基 C 末端的赖氨酸（每个单链 Fc 上至多一个），2）Fd’
亚基上的 N-羟乙酰基神经氨酸（每个 Fd’亚基至多两

个），3）Fd’亚基上的脱乙酰氨修饰。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 2. 完整的和裂解的 cetuximab 质谱图。（a）完整 cetuximab，

（b）IdeS 酶解后的 F(ab’)2，（c）IdeS 酶解后的 scFc，（d）IdeS

酶解加 DTT 还原后的 LC 和 Fd’。 

 
解解决决方方案案  
电离电压由 EMASS-II 离子源（CMP Scientific Corp., 
Brooklyn, NY）附带外接高压电源提供，设定电压为 2kV。

电喷雾喷针型号为外径 1.0mm，内径 0.75mm，尖端开

口 30μm（CMP Scientific Corp., Brooklyn, NY）。中性涂

层毛细管 PS1 型号为，长度 75cm，外径 360μm，内径

50μm (CMP Scientific Corp., Brooklyn, NY)。阴极电解

液为 0.2 N 氢氧化铵溶液，阳极电解液为 1%甲酸，二

者都加入 15%甘油。鞘流液为 20%醋酸和 25%乙腈。

蛋白质样品（0.5mg/mL）中加入 1.5% Pharmalyte 和 20%
甘油。阴极电解液 950 mbar 注入 10s，样品 950 mbar
进样 75s。cIEF 电泳分离条件为 250V/cm，同时施加 10 
mbar 内部压力。 
  
 

 
总总结结  
本研究通过对 cetuximab 复杂的电

荷异质体的研究验证了 middle-up 
CIEF-M 方法的显著能力。这种新

型工作流程对带有复杂电荷异质性

蛋白的检测和解析具有巨大潜能。 
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图4. 与 Sap930 孵育 30 分钟和 90 分钟后 Hst-5 主要降解产物的提取

离子电泳图。

本实验采用 ECE-001 型毛细管电泳仪和

基于电渗流泵驱动同轴鞘流液的 EMASS-II 

型 CE-MS 联用离子源，建立 CE-MS 方法对 

Hst-5 及其降解产物实现在线的分离和鉴定。

本方法具有良好的稳定性和重现性，与 LC-MS 

方法相比，分离度更高，所需样品量更少，系统

的样品残留更低。

总结

面积重现性良好。值得注意的是，第 3 峰高明

显降低，可能是样品瓶中存在微小气泡所致。与 

LC-MS 相比，CE-MS 中的样品进样体积通常

要低 100 倍，因此微小气泡的存在可显著减少

样品的实际进样量。通过对不同浓度的 Hst-5 

的测试来考察 CE-MS 的定量能力，样品浓度

从 2.5µM 到 50µM 得到提取离子电泳图结

果如 图2。峰面积随浓度呈线性增加，R 2 值

为 0.995，线性结果见 图3。图2 中最后一个

电泳图是所有分析完成后的空白CE-MS电泳

图，未观察到样品残留。图4 显示的是 Hst-5 

与 Sap9 一起孵育 30 分钟、90 分钟后，主要

降解产物经 CE-MS 分析得到的提取离子电泳

图。分子在 CE 中的迁移时间是由荷质比决定

的，因此，CE 得到的迁移时间可以做为质谱信

息的佐证来辅助未知降解产物的鉴定。


