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摘要：采用毛细管电泳技术研究了重组促红细胞生长素（ &’()*）的分离问题。用 !，!+二甲基六烷基溴化铵（6，6 +
,"-.-.）涂层的毛细管 测 定 了 &’()* 中 唾 液 酸 的 微 多 相 性，同 时 采 用 毛 细 管 电 泳 +质 谱（/(+01）联 用 技 术 在 !!
2,- 内鉴定了 &’()* !" 段胰酶消化肽中的 11 段。该方法简单快捷，重现性好，可用于蛋白质一级结构的测定。

关键词：毛细管电泳；毛细管电泳 +质谱联用；!，!+二甲基六烷基溴化铵涂层；重组促红细胞生长素；酶解产物；微多

相性；肽图
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3 3 人促红细胞生长素（=()*）是一种唾液酸化的

糖蛋白，作为一种主要由人肾脏细胞分泌的荷尔蒙，

对于调控红血球的形成和生长具有重要的作用［1］。

随着生物工程和基因技术的发展，已经实现了利用

动物细胞（ 如 仓 鼠 卵 巢 细 胞）构 筑 基 因 重 组 生 产 线

来制备重 组 促 红 细 胞 生 长 素（ &’()*）。 由 于 基 因

重组和天然内源性的促红细胞生长素的生物学活性

基本相同，而且理化性质也十分相近，因而被广泛用

于治疗贫血等 疾 病［! 0 -］。然 而，一 些 运 动 员 为 了 提

高自行车、长跑等耐力项目的比赛成绩，利用&’()*
的某些药用性能而将 &’()* 作为兴奋剂使用［# 0 /］。

3 3 医学和生物学方面的研究表明：促红细胞生长

素（()*）是高度糖基化的糖蛋白，唾液酸存在于糖

链的末端，()* 分 子 中 糖 基 化 程 度，特 别 是 唾 液 酸

含量的多少对其体内生物学活性高低起决定性的作

用［.］。而其中糖基化链的含量、结构、尺寸、唾液酸

化程度的差异使得 ()* 具有微多相性，这种微多相

性的存在为 ()* 的分离和检测提供了重要依据［$］。



色 谱 第 !" 卷

随着仪器科学的发展，采用现代化的仪器分析手段

分析 !"# 越来越受到生物医药界和兴奋剂检测界

的关注［#$］。关 于 $%!"# 的 毛 细 管 电 泳 分 离 检 测，

已有一些文献［## % #"］报道，其中采用未涂层毛细管大

多需要 较 长 的 平 衡 时 间［#&］，并 且 因 为 $%!"# 在 毛

细管壁的吸附问题而导致分辨率降低，结果的重现

性差；而采用涂层毛细管，例如腐胺动态涂层柱，虽

然可实现基线分离，但检测时间长，并且因为所用缓

冲溶液体系中尿素含量过高而无法采用质谱联用技

术［#’］。本 文 采 用 毛 细 管 电 泳 法（ &!），用 自 制 的

!，!’二甲基 六 烷 基 溴 化 铵（(，( ’()*+*+）涂 层 毛 细

管测定了影响 $%!"# 体 内 活 性 的 唾 液 酸 的 微 多 相

性，并 且 采 用 毛 细 管 电 泳’电 喷 雾 质 谱 联 用 技 术

（&!’!,-’.,）分析了 $%!"# 的胰蛋白酶消解肽图。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

) ) /0(1+*2 3""4 &!，/0(1+*2 5$67’8&5 离 子 阱 质

谱仪，采用电喷雾离子源，配有 &!’!,-’., 接口，以

及相应的毛细管电泳’质谱工作站。

) ) 醋酸（3/9）、氨水、二甲基甲酰胺（4.:）、乙二

醇和氢氧化钠（;6#3）均 为 分 析 纯，购 于 北 京 化 学

试剂厂；乙腈（.+&;）为色谱纯，购于 :(<%+$ 公司；

醋酸 铵（ ;3&/&，**+ **’= ）、#，( ’二 溴 己 烷（ 分 析

纯）和胰蛋 白 酶 均 购 于 /1>$(9% 公 司。四 甲 基 己 二

胺为分析纯，购于 /9$)< 公司。实验室用水全 部 采

用经 /?@67$) 纯化系统（ 重庆艾科普仪器公司）重

新纯化过的 去 离 子 水（ 电 阻 率 大 于 #, .!·9A）。

$%!"# 购于宝依朴生化公司，质量浓度为 #+ ’ 0 B C，

纯度大于 *,+ ’=。未涂层的弹性石英毛细管由河北

永年锐沣色谱器件公司提供。

! ! #" 聚阳离子 $，$"#$%&%& 的合成

) ) 本 实 验 所 用 毛 细 管 涂 层 (，( ’()*+*+ 是 通 过

4.:’3!# 混合溶剂中四甲基己二胺和 #，( ’二溴己

烷 的 连 续 .+*<9%@2D(* 反 应 制 备 的［#(，#-］。 具 体 条

件是：4.:’3!#（ 体积比为 ,$. !$）的混合溶剂中加

入等物质的量的四甲基己二胺和 #，( ’二溴己烷，浓

度为 #+ " A)1 B C，于 ’$ E 下 反 应 &, %，以 丙 酮 为 沉

淀剂将聚合物沉淀出来。用丙酮洗 " 次，真空干燥，

产率约 ,’=。

) ) (，( ’()*+*+ 的聚合反应式为：

所合成的 (，( ’()*+*+ 的重均分子质量（"F ）由凝胶

渗透色谱（G"&，H62+$< !$,）测定，结果约为 # I * /
#$& ) 0 B A)1。
! ! %" ’()*+ 的胰酶消化

) ) 将 ! A0 胰 蛋 白 酶 溶 于 ’$ AC 水 中，然 后 移 取

#$$ "C 注入 $+ # AC 质量浓度为 #+ ’ 0 B C 的 $%!"#
样品中，于 "- E 条 件 下 恒 温 消 解 !$ % 后，再 注 入

#$$ "C 上述胰 蛋 白 酶 溶 液，恒 温 消 解 & % 后，取 出

置于 0 -$ E冰箱中 # %，中止反应，然后于 & E条件

下冷藏备用。

! ! &" 毛细管电泳操作条件

) ) 实 验 前，将 未 涂 层 的 毛 细 管（’- 9A / ’$ "A
(+ >+ ，有效长度 &,+ ’ 9A）先用 # A)1 B C ;6#3 冲洗

"$ A(* 后，再用水冲 洗 "$ A(*，然 后 用 涂 层 液 和 分

离缓 冲 溶 液 先 后 冲 洗 各 &’ A(*，压 力 进 样（" I "’
D"6，’ <）。分 离 电 压 0 #$ DJ，毛 细 管 柱 温 !’ E。

涂层液由质量浓度为 ’$ 0 B C 的 (，( ’()*+*+ 和体积

分数为 != 的 乙 二 醇 组 成。 分 离 缓 冲 溶 液 为 "$$
AA)1 B C 3/9’;3&/&，73 为 &+ ,$。紫 外 检 测 波 长

!#& *A。

! ! ’" 毛细管电泳"质谱联用条件

) ) 毛细管尺寸 为 -* 9A / ’$ "A (+ >+ ，紫 外 检 测

窗口 开 在 距 离 入 口 端 !#+ ’ 9A 处，压 力 进 样（ ’
D"6，#$ <），分 离 电 压 0 #’ DJ，毛 细 管 柱 温 !’ E。

质谱分 析 采 用 负 离 子 模 式 检 测，毛 细 管 电 压 &+ ’
DJ，碎 裂 电 压 0 &$ J，质 谱 扫 描 范 围 # $ % "$$ %
! !$$。雾化气（;! ）压力 (, I *’ D"6，流量 & C B A(*，

温度 "!’ E。鞘液为含 ’ AA)1 B C ;3&/& 的乙腈’
水（ 体积比为 #. #）溶液，流速 #$ "C B A(*。

#" 结果与讨论

# ! !" 毛细管电泳分析 ’()*+ 样品

) ) 为了减少 $%!"# 样 品 在 裸 露 的 毛 细 管 壁 上 的

吸附，按“# I !”节 所 述 合 成 (，( ’()*+*+ 作 为 涂 层。

(，( ’()*+*+ 作为一种聚电解质，在 主 链 上 含 有 大 量

的铵正离子，因而可以稳定地吸附在带负电的毛细

管内壁上，形成永久涂层。这种带有正电荷的涂层

会使电渗流（!#:）的方向发生反转从而指向正极，

因而毛细管入口端为负极，出口端为正极［#, % !$］。由

于在 73 值 为 &+ ,$ 时，$%!"# 的 各 糖 化 体 均 带 负

电，并且所带的负电荷数随唾液酸化程度的增加而

增加，故可根据唾液酸含量的多少，通过电泳加以分

离［!# % !"］。如图 # 所示，根据糖蛋白中唾液酸的微多

相性，利用 (，( ’()*+*+ 涂层毛细管在 #’ A(* 之内分

离出了 $%!"# 的 - 个峰，它们均在 !#: 标志峰（ 图

# 中较大的负峰）之前通过检测窗口。

·,,&·
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图 !" !"#$% 在 #，# &’()*)* 涂层的毛细管柱上的

电泳分离图（+）及其局部放大图（,）

-’./ !" 0+1’22+!3 *2*45!(1"*!(.!+6 (7 !"#$% .234(7(!68
98’). + 4+1’22+!3 1*!6+)*)523 4(+5*: ;’5" #，# &’()*)*（+）

+): ’58 1+!5’+2 *)2+!.*: :!+;’).（,）

"# $%&%’&()* +,-%.%*/&0：#$% *12

" " 此外，利 用 同 一 根 &，& !()*%*% 涂 层 毛 细 管，连

续 ’ $ 每天进样 & 次，测定 ( 个 峰 的 迁 移 时 间 的 相

对标准偏差（345）。结果 日 内 345 均 小 于 )* #6，

日间 345 均小 于 )* !6，说 明 该 检 测 方 法 的 重 现 性

较好。与 文 献［$$ + $!］方 法 相 比，本 文 所 采 用 的

&，& ! ()*%*% 涂 层 毛 细 管 的 方 法，可 以 有 效 地 减 少

7089:在毛细管壁上的吸附，因而具有检测时间短、

重现性好的特点，并且因为使用了低盐含量的缓冲

溶液，可以实现与质谱的联用。

$ / $" !"#$% 的胰蛋白酶消解肽图分析

" " 7089: 是 由 $&& 个 氨 基 酸 残 基 组 成 的 糖 基 化

蛋白质，有 两 对 由 半 胱 ( !半 胱 $&$ 和 半 胱 #, !半 胱

’’ 组成的二 硫 键，糖 基 化 位 点 为 天 胺 #%、天 胺 ’-、

天胺 -’ 和丝 $#&［#%］。图 # 所示为 7089: 的预测结

构。由于胰蛋白酶可特异性断裂精氨酸（3）和赖氨

酸（;）所形成的肽键，故 7089: 经胰蛋白酶消化后

的产物从理论上讲由 #) 个肽段组成。其 中 <!，<,
和 <$’ 是糖基化肽，<# 和 <! 肽段中包含二硫键。

" " 图 ’ 是 7089: 的胰蛋白酶消解产物的 =8!84>!
?4 图谱。从质谱的总离子流图（<>=）上 检 测 到 了

从 , 至 0 共 - 个产物峰（ 见图 ’ 上图），它们分别对

应于电泳紫外检测器检测到的 , 至 0 峰（ 见图 ’ 下

图）。因为电泳紫外检测窗口在距离毛细管入口端

#$* ! ’1 处，有效分离距离较短，致使 ,，@ 和 /，0 峰

图 $" 重组促红细胞生成素的预测结构

-’./ $" $!*:’45*: 85!9459!* (7 !"#$%
<$ . <#) ,7% A%A&($%B /%*%7,&%$ @C &7CAB(*2 <0% ,1(*)

,’($ 7%B($D% *D1@%7B ,7% (*$(’,&%$ (* A,7%*&0%B%B2

未能在 "# 检测 窗 口 处 分 开，但 在 质 谱 检 测 窗 口 处

（(, ’1）可以实现较好的分离检测效果。

" " 图 ’ 中 , + 0 各电泳峰所对应的质谱图分别如

图 % !, + 0 所示，表 $ 为 7089: 胰 蛋 白 酶 消 解 肽 段

的理论相对分子质量（" 7）与图 % 对 应 的 各 峰 的 质

荷比（# $ %）的 汇 总 数 据。结 合 表 $ 可 看 出，图 % !,
和 @ 确证了糖 肽 <$’ 的 微 多 相 性 及 在 肽 图 中 的 位

置：根据文献［#%］报道，<$’ 主 要 含 有（E%DF’）# ·

G%H·G%HEF’ 和 E%DF’·G%H·G%HEF’ 两 种 糖

基，其 " 7 分别为# %$#和# $#$；我们分别在图 ’ 流出

峰 , 和 @ 的质谱图（ 即图 % !, 和 @）中检测到了其双

电荷分子离子峰$ #)!* $和$ )!,* !。依此类推，图 % !
’ 和 $ 确证了 <#，<’，<% 和 <$% 肽段在肽图中的位

置，它们对应于图 ’ 中的流出峰 ’ 和 $。图 % !% 确证

了 <$$ 和 <$( 肽段在肽图中的位置，它们对应于图

’ 中的流出峰 %。图 % !I 确 证 了 <$) 和 <$# 肽 段 在

肽图中的位置，它们对应于图 ’ 中的流出峰 I。图 % !
/ 和 0 分别确证了 <$& 和 <$ 肽段在肽图中的位置，

它们分别对应于图 ’ 中的流出峰 / 和 0。

" " 由于 <! 和 <, 糖肽的糖基部分结构复杂、形式

多，并且 <! 中含有两个糖基化位 点，故 其 =8 流 出

峰和质谱 图 难 以 解 析。 在 =8!?4 联 用 技 术 中，由

于样品的进样量很小（ 纳升级），加之 ?4 的检测灵

敏度有限，所以未检 测 到 <& 和 <#) 肽 段。<(，<-，

<$!，<$- 和 <$, 肽段则是因其 " 7 超出了质谱扫描

范围（ # $ % ’)) + # #))），因而也未能检测到。除上

述肽段外，其余肽段均用该方法得到了确证。

·,-%·
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图 !" 重组促红细胞生成素的胰蛋白酶消解产物的总离子流电泳图（ 上图）和紫外检测电泳图（ 下图）

!"#$ !" %&’() "&* +,--.*’ .).+’-&/0.-&#-(1（ ’&/）(*2 34 .).+’-&/0.-&#-(1（5&’’&1）&6 -0789 ’-:/’"+ 2"#.;’;
!"#$%&"’( &")*+ ’, &-* .*%/+ "( 012：%3 #" 3 # $ #" 3 " )"(；43 #" 3 % $ #" 3 & )"(；53 #’ 3 ! $ #’ 3 ( )"(；63 #’ 3 ( $ #% 3 ) )"(；*3 #* 3 & $ #& 3 #
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于 " 冰等：用 !，!!二甲基六烷基溴化铵涂层的毛细管对重组促红细胞生长素及其

酶解产物进行毛细管电泳和毛细管电泳!电喷雾质谱分析

表 !" !"#"$%#&$ 分析 ’(")* 胰蛋白酶消解产物的结果
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#" 结论

" " 综 上 所 述，本 文 利 用 *，* !&)+#+# 涂 层 毛 细 管，

采用 CG 法在 &! 6&+ 之内测定了 5@G"8 中唾液酸

的微多相性，按 5@G"8 唾 液 酸 含 量 的 多 少，将 其 分

离成 , 个峰，具有检测时间短，重现性好，分辨率高，

能实现质谱联用的特点。并利用该涂层毛细管，采

用 CG!G.B!2. 法 在 ## 6&+ 之 内 鉴 定 了 5@G"8 #+
段胰酶消化肽中的 && 段，表明该法是快速而又有效

的蛋白质一级结构测定方法。

致谢 " 感谢安捷伦科技有限公司为本研究工作提供

CG!G.B!2. 仪器。
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