
CZE-MS 方法实现对血红蛋白亚型的快
速在线分析

采用电渗流驱动鞘流液的 EMASS-II 型 

CE-MS 联用离子源，利用 CZE-MS 方法对血

红蛋白亚型进行快速的在线分析。

目的

对异常血红蛋白的检测和鉴定是临床研究

中的一个重要方向，因为携带某种类型的血液疾

病的个体（如地中海贫血）可能会发展为严重的

贫血，如果治疗不当，就会导致死亡。目前的检

测分析是基于等电聚焦或电泳的方法，在这些

方法中，CE-MS 作为一种准确和灵敏的检测方

法，可以快速发现患者血液中不同的血红蛋白的

变异。

毛细管区带电泳（CZE）是基于分子大小与

电荷比进行分离的，通过电渗流驱动鞘流液的

EMASS-II型离子源，实现CZE与高分辨质谱在

线联用。CZE-MS 可以对生物活性分子进行高

效分离和准确表征，作为重要的蛋白质组学分析

工具，适合于对具有翻译后修饰（PTMs）或发生

降解的蛋白质的分析，包括脱酰胺化、糖基化和

磷酸化。CZE-MS 也是一种有效的血红蛋白分

析方法，可用于异常的血红蛋白蛋白质形态的常

规检测。本实验采用 CZE-MS 方法，通过质谱

的多种碎裂方式，进行自上而下的蛋白质组学分

析以获得最佳的氨基酸序列覆盖，实现对血红蛋

白亚型的快速在线鉴定。

背景

1

应用简报

永道致远 | 应用简报 | 9556-9140CN

                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

!!""##

 
! "#$ %&'()*+)* ,-./01234567

89:;<=>?@A!BCDEFGDEH

IJKLM!N.!BOP!NQ!BCDE

FGDER STUV WX;YZ!P@$

!"#$%&'()*+,-./0123(

456789:;<=>?@AB($CDE(5F

GHI3JK$LMNOPQ<R6(K$:HSTU

VW:XOYZ[\]̂ _()*`a.bcdef

ghei(8j:klm8j3:nopqr s<4@t

u+vw()*8j:MxyzP{|}$C3V~

($%&'(�"]Ä

ÅÇÉÑ>eiÖnÜoá.bc`àâäãeå

çéè`ê(:ëíeìîïñóîC( oqòrrpôô

Bêàö:õ{ nÜo ãú`ùûük†°¢]nÜopqr

Mx!£§•¶`àéèúß`ê+tu®©:s<

67(&'û™´`a¨≠:ÆØc!≠∞±≤≥¥

µG∂∑q∏LhP£π∫(&'û(`a:ªºΩæø

¿¡¬b¿+√ƒ¿]nÜopqr ≈.4@∞ß($%&

'`a8j:M¢c"#($%&'&'û∆«(#

»)*]…õ À¢ nÜopqr 8j:ëíûü(Ã@

ÕŒ8œ:éè–—“”(&'û™´`ax‘’÷

◊(ÿbƒŸ⁄€‹:õ{!$%&'›B(yzk

†,-]Ä

Ä

 

$$%%&&''(()) **++,,--..//00112233445566778899::;;#

! [#$ \789:CDEFGDE]^+_$

`a"#bc F `bd#bef;OP!@$

<<55##

À¢eìîïñóîC(oqòrrpôôBnopqr

°¢êàö:fi¢ nÜopqr 8j!$%&'›Bé

èyz(k†`a]Ä

!! cc##$ g-Lhijklim; ')n**(oo p %'(

)* q-JKr@nF s!B ')n**(oo pJKrt

uvOPw;xyz{N%!BLhijklim

;JKr|}~�!NV!B234ÄÅÇÉÑÖ

ÜOP|};á5àâ;z{@$$

图1. 采用电渗流驱动鞘流液的 EMASS-II 型 CE-MS 联用离子源。A 和

B图 为 EMASS-II 型离子源安装在质谱上的实景照片；C图 为电渗流驱动

鞘流液的离子源接口示意图；D图 为毛细管蚀刻端与喷针及质谱接口的相对

位置的照片。
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图2. 牛血红蛋白α亚基和β亚基（m/z 753.61 和 760.69）的质谱图。

                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

!!""##

 
! "#$ %&'()*+)* ,-./01234567

89:;<=>?@A!BCDEFGDEH

IJKLM!N.!BOP!NQ!BCDE

FGDER STUV WX;YZ!P@$

!"#$%&'()*+,-./0123(

456789:;<=>?@AB($CDE(5F

GHI3JK$LMNOPQ<R6(K$:HSTU

VW:XOYZ[\]̂ _()*`a.bcdef

ghei(8j:klm8j3:nopqr s<4@t

u+vw()*8j:MxyzP{|}$C3V~

($%&'(�"]Ä

ÅÇÉÑ>eiÖnÜoá.bc`àâäãeå

çéè`ê(:ëíeìîïñóîC( oqòrrpôô

Bêàö:õ{ nÜo ãú`ùûük†°¢]nÜopqr

Mx!£§•¶`àéèúß`ê+tu®©:s<

67(&'û™´`a¨≠:ÆØc!≠∞±≤≥¥

µG∂∑q∏LhP£π∫(&'û(`a:ªºΩæø

¿¡¬b¿+√ƒ¿]nÜopqr ≈.4@∞ß($%&

'`a8j:M¢c"#($%&'&'û∆«(#

»)*]…õ À¢ nÜopqr 8j:ëíûü(Ã@

ÕŒ8œ:éè–—“”(&'û™´`ax‘’÷

◊(ÿbƒŸ⁄€‹:õ{!$%&'›B(yzk

†,-]Ä

Ä

 

$$%%&&''(()) **++,,--..//00112233445566778899::;;#

! [#$ \789:CDEFGDE]^+_$

`a"#bc F `bd#bef;OP!@$

<<55##

À¢eìîïñóîC(oqòrrpôôBnopqr

°¢êàö:fi¢ nÜopqr 8j!$%&'›Bé

èyz(k†`a]Ä

!! cc##$ g-Lhijklim; ')n**(oo p %'(

)* q-JKr@nF s!B ')n**(oo pJKrt

uvOPw;xyz{N%!BLhijklim

;JKr|}~�!NV!B234ÄÅÇÉÑÖ

ÜOP|};á5àâ;z{@$$

图3. CZE-MS/MS 使用中性涂层毛细管对人血红蛋白的分析结果。左图为

α亚基和β亚基提取离子电泳图；中图为质谱图；右图为α亚基和β亚基经 

UVPD 碎裂的二级图谱。



采用直接进样的方式，对牛血红蛋白样品进

行分析，不经过 CE 分离，结果如 图2。在质谱

图中可以同时观察到牛血红蛋白 α 亚基和β 

亚基的带多电荷的峰。图3 为采用中性涂层毛

细管通过 CZE-MS 对牛血红蛋白进行分析的

结果，从提取离子电泳图可以观察到 α 亚基和 

β 亚基迁移时间非常接近。另外，本方法使用

还包括 UVPD、ETD 或 ETDciD 等多种碎裂

方式，对牛血红蛋白亚基的序列覆盖率进行了比

较。图4 为使用中性涂层毛细管对人血红蛋白进

行分析的结果。 通过比较可知，在CZE-MS对

血红蛋白亚基的分析中，阳离子涂层分离毛细管

的分离效果更好，两个亚基可以被很好地分开，

分离窗口时间大于1分钟。

结果
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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-T）。100cm CC1 

型分离毛细管（CMP Scientific, P/N：E-SC-

CC1-360/150-50-100-B1）。100cm PS2 型

分离毛细管（CMP Scientific，P/N：E-SC-

PS2-360/150-50-100-B1）；SL 为甲酸和甲

醇。

实验方法：

样品在 13.5psi 压力下注入 3 秒后，施加

分离电压大小为 30kV，依据选用的不同涂层分

离毛细管选择正负电压。

质谱参数：

质谱分辨率：120,000。使用 ETD、 

EThcD、HCD 或 UVPD 片段实现 MS/MS 采

集，其他质谱仪采集参数设置为质谱仪的默认值

或参考文献具体设置。

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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在本方法中，使用 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，成功地将

CZE 与 MS 联用，实现了对血红蛋白亚基的快

速在线分析。利用 CZE-MS 方法的高效分离

能力和高分辨率的质量测定，结合多样的碎裂模

式，本方法可以对不同血红蛋白的蛋白质形态进

行快速鉴定，可用于异常血红蛋白的快速检测。

总结
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图4. CZE-MS/MS 使用阳离子涂层毛细管对人血红蛋白的

分析结果。由下图可以看出 α 亚基和 β 亚基能够得到很

好的分离。


