
基于多种毛细管涂层技术的硫酸肝素
CZE-MS 分析方法

通过电渗流泵驱动同轴鞘流液 EMASS-Ⅱ 

型 CE-MS 联用离子源，建立 CE-MS 分析平

台，比较裸管、中性涂层毛细管和阳离子涂层毛

细管在对糖胺聚糖（GAGs）进行分离鉴定时的

性能表现。

目的

反极性毛细管区带电泳与负离子模式质谱联

用技术（CZE-MS）是糖胺聚糖混合物的理想分

析工具。通过对分离毛细管内表面共价涂布中性

物质或阳离子物质，可有效提高毛细管稳定性和

耐用性，从而获得重现性良好的分离效果。

在本实验中，通过阳离子涂层毛细管和鞘

流液泵驱动的离子源接口，建立了CZE-MS联

用方法，对硫酸寡糖中四聚体（dp4）到十二聚

体（dp12）进行快速可靠的分析。通过该方法实

现了对多个糖胺聚糖（GAGs）混合物的有效分

离和鉴定。该方法可以区分GAGs微弱的结构差

异，比如硫化位置以及糖醛酸差向异构的不同

等。

背景
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图 1. CZE-MS 分析中三种不同内表面的毛细管产

生的电渗流（EOF）和电泳力（EF）对分析物作用

的示意图。（A）裸管。（B）中性涂层毛细管。（C）

阳离子涂层毛细管。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
图 2. CZE-MS 分析中采用三种不同内表面的毛细

管对四糖标准品分析的电泳图比较。样品（1），（2）

和（3）为带有不同数目硫酸基团的四糖。样品（1）

为六硫酸化修饰，（2）为四硫酸化修饰，（3）为三

硫酸化修饰。 
 
 
 
 
 

图1. CZE-MS分析中三种不同内表面的毛细管产生的电渗流（EOF）和电

泳力（EF）对分析物作用的示意图。（A）裸管。（B）中性涂层毛细管。

（C）阳离子涂层毛细管。
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图2. CZE-MS分析中采用三种不同内表面的毛细管对四糖标准品分析的电泳

图比较。样品（1），（2）和（3）为带有不同数目硫酸基团的四糖。样品

（1）为六硫酸化修饰，（2）为四硫酸化修饰，（3）为三硫酸化修饰。



在本实验中，通过使用基于 ECE-001 型

毛细管电泳仪与 EMASS-II 型 CE-MS 联

用离子源的 CE-MS 平台，对三种不同内表面

的毛细管分析 GAGs 的性能进行比较，结果显

示三种 CZE-MS 条件下均可获得较好的分离

与鉴定效果。 其中阳离子涂层管在分离和鉴定

GAGs 时具有快速、稳定和重现性好等优势。

结论
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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

（CMPScientific，P/N：EM3001-T）。背景电

解质溶液（BGE）和鞘流液（SL）由25 mM 醋

酸铵和70% 甲醇组成。

实验方法：

喷针外径 1.0 mm，内径 0.75 mm，末

端开口30 μm。毛细管末端与喷针尖端距离为

0.3-0.5 mm。离子源电压 -1.8 kV。CE分离电

压 -30 kV。

质谱参数：

扫描范围为m/z 150–2,000，分辨率为

120,000。 S-lens RF level为 6，multiple 

offset为7.20 V。

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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解解决决方方案案 
 

仪仪器器试试剂剂：： 

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）。背景电解质溶液

（BGE）和鞘流液（SL）由 25 mM 醋酸铵和

70% 甲醇组成。 

 

实实验验方方法法：： 

喷针外径 1.0 mm，内径 0.75 mm，末端

开口 30 μm。毛细管末端与喷针尖端距离为

0.3-0.5 mm。离子源电压 -1.8 kV。CE分离电

压 -30 kV。 

 

质质谱谱参参数数：： 

扫描范围为 m/z 150–2,000，分辨率为

120,000。 S-lens RF level 为 6%， multipole 

offset为 7.20 V。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

 

图 3. 通过 CZE-MS 测试不同毛细管对依诺肝素的

分析效果。（A）MS 分析依诺肝素的质谱图。（B）

三种不同内表面毛细管分离依诺肝素的电泳图，其

中（1）裸管，（2）中性涂层毛细管，（3）阳离子涂

层毛细管。 
 

结结论论 
 

在本实验中，通过使用基于 ECE-001型
毛细管电泳仪与 EMASS-II 型 CE-MS 联用
离子源的 CE-MS 平台，对三种不同内表面
的毛细管分析 GAGs的性能进行比较，结果
显示三种 CZE-MS 条件下均可获得较好的
分离与鉴定效果。 其中阳离子涂层管在分
离和鉴定 GAGs时具有快速、稳定和重现性
好等优势。 
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图3. 通过CZE-MS测试不同毛细管对依诺肝素的分析效果。（A）MS分析

依诺肝素的质谱图。（B）三种不同内表面毛细管分离依诺肝素的电泳图，

其中（1）裸管，（2）中性涂层毛细管，（3）阳离子涂层毛细管。


