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摘要 绝对定量蛋白质组是指基于蛋白质组学方法对细胞、组织或体液中的蛋白质进行绝对量或浓度测定．目前，常用的绝

对定量方法主要有基于同位素稀释法的蛋白质组学绝对定量方法和基于质谱数据统计分析的非标记方法．基于同位素稀释法

的绝对定量方法是用已知量的同位素标记物对与其混合的样本蛋白质浓度进行测定．常见的同位素标记物包括：由 AQUA
法、QconCAT法产生的特异性水解肽段，由 PSAQ法、Absolute SILAC法产生的标记蛋白和由 PrESTs-SILAC法产生的蛋白
抗原表位标签．由于同位素稀释法可以对蛋白质进行准确和精确定量，对于临床疾病的诊断和治疗具有明显的现实意义．本

文对同位素稀释法在绝对定量蛋白质组中的研究进展及其优缺点和最新应用进行了评述．
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随着定量蛋白质组研究的不断发展,尤其是差
异蛋白质组的研究进展，大量功能蛋白质和潜在的

疾病蛋白质标志物被鉴定，如何进一步测定这些蛋

白质的表达丰度，深入阐明其功能和在疾病研究中

的意义，变得越来越重要．目前，大多数蛋白质组

研究提供了不同条件下蛋白质表达水平的相对变化

数据[1-3]．但是，由于蛋白质的相对定量结果在不

同实验室间可比性差，这些数据在实际应用中受到

质疑，且不适用于相关数据库的构建[4]．绝对定量

可以克服相对定量目前存在的局限性[5-7]，由不同

实验室、不同实验批次得到的绝对定量实验数据

(不需要对照样品)均具有可比性．另外，为了充分
了解蛋白质在相互作用网络中的功能，也需要用量

的信息来表征蛋白质[8]．同时，绝对定量对于临床

疾病的诊断和治疗具有明显的现实意义[9]，蛋白质

生物标记物量的变化，可以直接反映疾病的发展状

况，通过对疾病不同时期生物标记物绝对量的监

测，可以直观地判断疾病的发展情况，制定相应的

治疗措施．因此，绝对定量蛋白质组技术和方法的

研究正逐渐成为蛋白质组学领域方法学研究的热点.
随着绝对定量蛋白质组学研究的深入，迫切需

要发展具有高精度和高准确度的绝对定量方法使测

定值与目标蛋白质的实际浓度尽可能一致[10]．同位

素稀释法作为一种权威计量方法，十几年前已应用

于基于质谱的小分子化合物的计量研究中[10]，现在

也广泛用于生物样本中蛋白质的绝对定量．同位素

标记肽段与目标蛋白质特异的水解肽段具有相同的

序列、液相色谱保留时间、质谱离子化效率及二级

碎裂离子，由于质量数不同，能在质谱上获得二者

峰强度的比值，进一步通过同位素标记肽段量计算

出样本中相应水解肽段的量，最后根据肽段的化学

计量值得到对应蛋白质的量．目前，同位素稀释法

在蛋白质组学上的应用主要是与质谱多反应监测

(mulitiple reaction monitoring，MRM)技术结合用于
蛋白质绝对定量[11]，本文就基于同位素稀释法在绝

对定量蛋白质组学中的最新研究进展进行综述．
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1 结合不同同位素稀释法的蛋白质绝对定

量技术

结合同位素稀释法的蛋白质绝对定量主要经过

以下 3个步骤：a．通过实验或预测的方法得到目
标蛋白质的水解肽段，这些水解肽段具有目标蛋白

质的序列特异性和质谱可检测性的特点；b．在分
析样本中加入一定量的同位素标记物为内标，以减

小实验过程中由于基质效应、离子化效率和仪器响

应信号不稳定等引起的定量差异；c．通过标记 /
非标记肽段的比值及标记肽段的绝对量计算样本目

标蛋白质的量．目前，常用于获得同位素标记物的

方法有用绝对定量法 (absolute quantification，
AQUA)、定量串联体法(quantification concatamers,
QconCAT)、蛋白质标准物绝对定量法 (protein
standard absolute quantification， PSAQ)、细胞培养
条件下稳定同位素标记绝对定量技术法(abosolute
stable isotope labeling with amino acids in cell
culture，Abosolute SILAC)、蛋白抗原表位标签 -
细胞培养条件下稳定同位素标记技术法(protein
epitope signature tags-stable isotope labeling with
amino acids in cell culture，PrESTs-SILAC)．图 1
描述了这 5种方法和结合这些方法的蛋白质绝对定
量的工作流程．

1援1 AQUA法
1983年，Desiderio等 [12]首次使用化学合成的

同位素标记肽段定量蛋白质． 直到 2003 年，
Gerber 等 [13]进一步开发了这一技术并命名为

AQUA．AQUA技术指在样本经蛋白酶切后，以化
学合成的同位素标记肽段为内标，检测蛋白质绝对

量的方法．

AQUA肽段选择原则：a．肽段长度小于 15个
氨基酸；b．序列中不含有甲硫氨酸和半胱氨酸等
易发生化学修饰的位点；c．不含有肽键易酶解断
裂的天冬氨酸 -甘氨酸序列和脱酰胺的 N端谷氨酰
胺等特殊序列形式．AQUA方法可以精确、灵敏
地在不同样本和不同条件下检测中、高丰度蛋白

质，而且所需样本量少．对于一组动态范围较大的

蛋白质进行定量时，AQUA肽段可以按比例加入[4].
另外，AQUA 肽段可以商品化购买且使用简单，
使得不同实验室和不同仪器得到的定量数据具有可

比性[15]．AQUA法还可以用于翻译后修饰(如磷酸
化)蛋白质的绝对定量，例如磷酸化修饰，以无修
饰 / 磷酸化修饰的 AQUA 肽段各一条作为内标，
检测蛋白质的总表达量及发生磷酸化的蛋白丰度[14].
由于这些优点，AQUA方法深受广大研究者的欢
迎．AQUA法的不足体现在：a．严格的序列选择
标准降低了可选择肽段的范围；b．AQUA肽段是
以冻干状态提供的，溶解状态的差异可能导致实验

结果不稳定；c．AQUA肽段是在目标蛋白质酶解
之后加入，蛋白质酶切效率的变化可能导致检测结

果与实际值有一定偏差；d．AQUA肽段需要分别
合成、纯化和定量，进行大规模蛋白质定量时费用

昂贵．针对 AQUA的不足，研究者进行了方法改
进．Sturm 等 [16]用胰凝乳蛋白酶酶解蛋白质获得

AQUA肽段，这些肽段不含化学修饰位点且适用
于大部分哺乳类动物蛋白质的定量，有效增加了可

选择 AQUA 肽段的范围．Havlis 等 [17]发现，在

LC-MS分析前简单地预分离(如 SDS-PAGE)会显著
降低 AQUA方法定量的准确性，计算样本回收率
有助于提高定量准确性．总的来说，AQUA法用
于绝对定量简单易行，但是定量的准确性还有待提

高，且不适用于大规模的绝对定量实验．

1援2 QconCAT法
由于化学合成的同位素标记肽段费时费力，而

且定量准确性容易受合成的肽段纯度和目标蛋白质

酶解完全程度的影响，因此，为了克服 AQUA法

Fig. 1 Experimental workflow in MS鄄based
absolute quantitation of proteins

图 1 基于质谱的蛋白质绝对定量工作流程
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的这些缺点, Beynon等[18]使用人工合成的 QconCAT
质粒表达重标肽段用以代替化学合成的同位素标记

肽段．其基本流程为：根据一定的标准，选取目标

蛋白质的特异水解肽段，将这些肽段对应的基因插

入到含有标签的质粒中，转化到异源表达体系(如
大肠杆菌中)，在含有重标赖氨酸和精氨酸的缺陷
培养基中进行复制和表达，使重组 QconCAT蛋白
质中的所有肽段都得到同位素标记，将已知量的

QconCAT蛋白质与待测蛋白样品混合，胰酶酶切
后进行质谱分析．由于同位素标记肽段与未标记肽

段在质量数上有差异，可以在质谱图上被区分开，

因此可以根据各自的质谱信号强度对目标蛋白质进

行绝对定量．

QconCAT肽段选择原则：a．肽段长度为 8～
25个氨基酸；b．不含漏切位点；c．尽量避免疏
水性强的肽段和含有化学修饰位点的肽段．因此，

与 AQUA法相比，QconCAT方法可选择的肽段范
围较广．另外， QconCAT质粒构建时一般可整合
1500个外源核酸序列，即能表达 500个左右的氨
基酸(30～50个肽段)．调整肽段的连接顺序和优化
密码子序列将有助于减少 mRNA二级结构的生成
和增加重组 QconCAT蛋白质的表达量．QconCAT
方法的高通量特点，使大规模进行目标蛋白质的绝

对定量所需费用明显减少[19]．当目标蛋白质丰度动

态范围较大时，可以把丰度相近蛋白质中的肽段对

应的 DNA构建到一个 QConCAT质粒中，这样可
以针对不同丰度区段的蛋白质调整加入重标

QconCAT肽段的量[4]．另外，QconCAT质粒构建
成功后可长期储存，可以随时按需求扩增、标记目

的蛋白质的水解肽段用于绝对定量．

与 AQUA方法一样，QconCAT法也需要目标
蛋白质完全酶切才能得到精确的定量结果[20]．由于

QconCAT蛋白结构简单，酶切速率远远高于目标
蛋白质．为了使 QconCAT蛋白与目标蛋白质的酶
切效率一致，Kito 等[21]在构建 QconCAT 质粒时，
在每个水解肽段旁插入相应的旁侧序列以增加

QconCAT蛋白质的结构复杂性，尽量避免由于结
构复杂性不同导致的定量误差，结果显示这些水解

肽段定量真核细胞翻译起始因子第三亚单位

(eIF2Bgamma)的 CV 值小于 5%．Mirzaei等[22]为了

评估不同方法产生的同位素标记肽段对蛋白质绝对

定量的准确性，从线虫蛋白质组中随机选取了 25

个疏水性不同的肽段，采用 AQUA的轻标肽段与
QconCAT的重标肽段等摩尔混合进行 MRM分析，
结果显示，由于 QconCAT各肽段酶切效率不一致
导致的肽段轻标 / 重标的比值大于 1 的肽段有 6
条，由于 AQUA肽段的修饰和疏水性影响引起的
轻标 /重标的比值小于 1的肽段有 2条．QconCAT
的另一个关键步骤是肽段的选择，目标蛋白质与其

他蛋白质有较高的同源性或存在不可预测的漏切修

饰等情况会导致前期选择的水解肽段在质谱中无法

获得可靠的定量数据．Carroll等[19]构建了一个包含

27个蛋白质、59肽段的 QconCAT质粒对酵母蛋白
质进行绝对定量，结果表明，只有 25条肽段获得
了可靠的定量数据，3个蛋白质有 2条定量结果一
致的肽段(CV < 4%)，8个蛋白质只有 1条对应的
定量肽段，4个蛋白质有 2条定量结果不一致的肽
段．为了减少 2条肽段定量同一个蛋白质结果不一
致的情况，我们针对一个蛋白质至少选取 2～3条
水解肽段，构建了 4个包含目前已知的 41个肝脏
药物代谢酶 (CYP450s 和 UGT) 120 个肽段的
QconCAT质粒，其中 3个 QconCAT蛋白被成功纯
化，这 3个 QconCAT蛋白中包含的 87条肽段中
有 47条被检测到且重标标记效率大于 98%，有 12
个蛋白质的 2条水解肽段定量结果一致，定量结果
一致的比例有所增加．Chen等[23]采用了在水解肽

段两边插入旁侧序列的方法构建了包含凝聚素

(clusterin)的 5 条特异性水解肽段的 QconCAT 质
粒，其中有 2条水解肽段由于响应信号低未能用于
定量，另外 3条定量结果一致(CV<25%)．针对目
前 QconCAT方法存在的问题，除了插入旁侧序列
增加 QconCAT蛋白质的结构复杂性和增加定量同
一个蛋白质的水解肽段外，我们可以通过选择高灵

敏度的定性检测仪器(如 TripleTOF 5600等)对目标
样本进行多次分析，选择重复鉴定到的响应信号强

的且不含漏切和修饰的水解肽段．只有选择合适的

水解肽段才能实现蛋白质规模化的绝对定量．

1援3 PrESTs鄄SILAC法
蛋白抗原表位标签 (protein epitope signature

tags，PrESTs)是由目标蛋白质一段较短的特异性肽
段加上纯化标签(His)及可溶性标签(albumin binding
protein，ABP)组成的，在大肠杆菌中表达．
PrESTs对应于蛋白质的抗原决定簇序列，最早用
于规模化的生产抗体．一般包含目标蛋白质特异的
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50～150个氨基酸区域，不含跨膜结构域和信号
肽序列[24-27]．在此基础上发展的 PrESTs-SILAC 方
法[28]，首先利用重标的缺陷型培养基表达含有 His
标签和 OneStrep标签的重标 ABP可溶性蛋白，用
C端 OneStrep标签纯化(如果纯度不能满足要求时，
可以采用基于 N端 His标签和 C端 OneStrep标签
进行两次亲和纯化，确保得到高纯度的全长 ABP
蛋白)，然后用氨基酸分析法得到重标 ABP蛋白的
浓度，用已知浓度的重标 ABP 蛋白定量出每个
PrEST，最后，将 SILAC重标培养得到的细胞蛋白
质样本与 PrESTs混合，通过质谱分析，计算出样
本中目标蛋白质的量．该方法同样适合于组织等不

容易重标的样本，只需要先定量出轻标的 ABP蛋
白，用轻标 ABP蛋白定量重标的 PrESTs，最后通
过重标的 PrESTs计算出样本中目标蛋白质的量．
目前，人类蛋白质组数据库中 80%的蛋白质

都有相应的 PrESTs[27]，并且对同一个蛋白提供了

至少 2条 PrESTs，如果第一个 PrEST不适用于蛋
白质的绝对定量，可以采用其他的 PrESTs．
PrESTs-SILAC方法中，包含 1～2个漏切位点的水
解肽段与其他未漏切的水解肽段定量同一个蛋白质

的结果一致，增加了绝对定量蛋白质的水解肽段．

Marlis等[28]用 PrESTs-SILAC对 HeLa细胞的 40个
蛋白质进行绝对定量．对同一个蛋白质的几个

PrESTs肽段得出的蛋白质绝对丰度的变异度进行
分析，平均 CV 值为 12%．为了评估绝对定量各步
骤引起的变异，研究者对整个实验流程 (包括
PrEST的定量、各 PrEST的混合、细胞内目标蛋白
质丰度的检测)均重复 3次．结果显示，各步骤标
准差的平均值是 20%，是目前为止针对细胞内蛋
白质表达水平的最精确测定．不同批次的 PrESTs
混合引起了最大的变异，自动化制备 PrESTs混合
物将有助于定量的进一步改善．与 QconCAT、
AQUA相比，PrESTs酶切效率与内源性蛋白更一
致，但是，如果待分析样本要进行预分离，还是会

引起较大的定量差异．另外，相对于 QconCAT，
PrESTs的制备比较繁琐，同时增加了分析样本的
复杂度，正因为这些局限性，限制其广泛应用，目

前没有关于这个方法更新的应用报道．

1援4 基于稳定同位素标记的全长蛋白质绝对定量法

重标全长蛋白质绝对定量法是指体外合成

(protein standard absolute quantification， PSAQ [29] /
full-length expressed stable isotope-labeled proteins
for quantification, FlexiQuant[30])或体内合成(absolute
SILAC[31])的同位素重标全长蛋白对目标蛋白质进行
定量的方法．PSAQ和 FlexiQuant法是在麦芽提取
物或细菌细胞提取物反应体系中加入重标的赖氨酸

和精氨酸体外合成重标全长蛋白，Absolute SILAC
是在质粒中插入目的蛋白质的全长 DNA，转化大
肠杆菌，在重标的缺陷培养基中诱导表达获得重标

全长蛋白质． Ivan等 [31]为了增加同位素标记的效

率，构建了赖氨酸和精氨酸的缺陷型菌株 BL21
(DE3)，用该菌株纯化的同位素标记蛋白的标记效
率达到 99.9%，而用常规的 BL21(DE3)菌株获得的
内标蛋白标记效率只有 70% [32]．

在这类绝对定量法中，由于蛋白全序列覆盖所

有被检测到的肽段，因此可以提供较多的定量肽

段，有效提高了绝对定量的精确性和准确性．

Picard等[33]采用 PSAQ法结合 MRM方法绝对定量
生物标志物 IGF-1，通过 IGF-1的 3条特异性水解
肽段得到定量准确度为 108%、CV 值小于 10%．
在一个复杂样本中，即使有些水解肽段不能被检测

到，但是基于重标的全长蛋白的绝对定量法还是可

以提供其他水解肽段用于该蛋白定量．该方法的另

一个优点是样本与内标是在蛋白质层面混合并进行

后续实验，有效减少了由于样本预分离和酶切等步

骤造成定量误差． 已有报道证实 PSAQ 法与
SDS-PAGE[34]和免疫捕获[35]相结合不会引起定量偏

差．Brun等[29]在尿样本中加入人工重组的 SEA和
TSST-1 蛋白质，分别用 PSAQ 法、AQUA 法和
QconCAT法对其进行绝对定量，结果证明 PSAQ
法定量的准确性最高．并且，除胰酶外，还可以用

其他酶进行酶切产生更多的定量肽段，使不同的蛋

白亚型和蛋白突变体也可被区别鉴定[35]．因此，采

用重标全长蛋白作为内标的绝对定量法适于在复

杂的生物样本中精确定量目标蛋白质，同时也适合

候选蛋白标志物的定量和治疗类蛋白的药动学研

究．但是，全长蛋白重标的费用大、通量低，而且

只可以定量可溶性蛋白，因此限制了其规模化的

应用．
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2 同位素稀释法在绝对定量蛋白质组学上

的应用

2援1 结合MRM技术的蛋白质绝对定量
质谱多反应监测(mulitiple reaction monitoring，

MRM)是一种质谱工作模式，是基于已知信息或假
定信息设定质谱检测规则，对符合规则的离子进行

信号记录，去除大量不符合规则离子信号的干扰，

从而得到质谱信息的一种数据获取方式[3]．它作为

一种高特异性、高灵敏度的质谱数据获取方式，逐

步受到生物标志物研究者们关注，成为定量蛋白质

组学研究中的重要技术[36]．基于质谱的蛋白质绝对

定量是通过比较作为内标的同位素标记肽段与相应

的目的蛋白水解肽段的离子信号(峰高或峰面积)来
进行的．为了得到可靠的定量信息，重复的分析检

测和不同的水解肽段定量同一个蛋白质是必要的．

在分析化学领域，这种质谱扫描模式已成熟地用于

复杂体系中小分子化合物的分析，如环境分析、毒

物分析、药物代谢物分析等[37]．MRM技术有以下
几个特点：a．灵敏度高．通过两级离子选择，排
除了大量干扰离子，使质谱的化学背景大大降低．

b．重现性好．降低了复杂生物样本基体和共流出
组分对待测分子离子化、质谱信号的抑制及源内碰

撞碎裂过程的影响，提高了重现性． c．准确度高.
对各离子对进行检测，并且进一步进行增强产物扫

描分析，得到高分辨的串联质谱(MS/MS)碎片数
据，使分析过程中的假阳性率大大降低．d．通量
高．使用目前最先进的质谱系统，每个工作循环能

处理多达 300对母离子 /子离子．e．线性动态范
围广．定量范围可扩大到 4～5个数量级，而鸟枪
法的线性动态范围只有 1～2 个数量级 [38]．正是

MRM技术的这些特异性优点，使其广泛应用于蛋
白质的绝对定量．

2援2 同位素稀释法在翻译后修饰蛋白研究中的

应用

对于蛋白质组科研工作者来说，蛋白质翻译后

修饰的鉴定一直是一项极大的挑战．蛋白质的磷酸

化和去磷酸化是目前所知道的最主要的信号传导调

节方式，也是分子生物学家和药理学家的研究热

点，因此，对磷酸化蛋白质进行定量对于理解蛋白

质的相互作用网络是必需的．Kettenbach等[39]联合

AQUA 与 SRM/SIM(selected ion monitoring)法对多
种肺癌细胞系中 Polo 样激酶 1(Polo-like kinase 1,
PLK1)和从 S期释放的发生 210位苏氨酸(T210)磷
酸化的 PLK1 蛋白质进行绝对定量．结果表明，
H23细胞中含有最高丰度的 PLK1(每 20 滋g总蛋白
中含 6.7 fmol)，H1650 含有最低丰度的 PLK1(每
20 滋g 总蛋白中含 0.95 fmol)，此结果与 Western
blot结果一致．另外，T210磷酸化的 PLK1蛋白的
增加与进入分裂期的细胞增加相关，这与基于流式

细胞仪的分析结果也是一致的．Hannah等[40]利用

QconCAT 方法分别获得目标蛋白质的非磷酸化 /
磷酸化肽段，用非磷酸化肽段得到目标蛋白的绝对

量，用磷酸化肽段得到磷酸化修饰的蛋白量，进而

得到目标蛋白质被磷酸化修饰的比例，为定量已知

位点的磷酸化蛋白提供了一种新方法．

AQUA QconCAT PrESTs-SILAC PSAQ/Absolute SILAC

肽段的选择范围 非常窄 较窄 较广 非常广

费用 非常高 非常低 较低 较高

制备过程 简单 较简单 复杂 较简单

通量 较低 非常高 非常高 非常低

准确性 非常差 较差 较好 非常好

精确性 非常好 非常好 非常好 非常好

酶切完全的评估 需要 需要 需要 不需要

与样品预分离的兼容性 非常差 较差 较好 非常好

翻译后修饰蛋白的定量 可以 可以 不可以 不可以

Table 1 Isotope dilution strategies for absolute quantitative proteomics
表 1 绝对定量蛋白质组学中的各种同位素标记物的优缺点

1援5 各种方法的优缺点比较

上述几种方法的优缺点比较见表 1．
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2援3 同位素稀释法在生物标志物研究中的应用

生物标志物的研究是医学领域关注的热点，同

位素稀释法与MRM结合大大加快了临床确证阶段
的研究进程，对筛选出来的标记物进行定量，能进

行与同一疾病相关的多个标记物同时测定而不需要

制备其相应的抗体．Huillet 等 [41]采用 PSAQ 与
MRM结合的方法，绝对定量了心肌梗塞患者血清
样本中已知的临床心血管标志物(LDH-B、CKMB、
myoglobin、 troponin玉 )，结果与 ELISA 实验一
致．Adrait等[42]对败血症患者的血清采用免疫捕获

技术制备样本，然后采用 PSAQ与MRM结合的方
法对败血症的候选标志物葡萄球菌肠毒素 A(SEA)
进行绝对定量，不仅首次成功鉴定到该蛋白，而且

确定最低检测限和最低定量限分别为 352 ng/L、
1057 ng/L．Pannee 等 [43]采用 AQUA 结合 MRM技
术对老年性痴呆病人和正常人脑脊液中的生物标志

物(A茁38、A茁40、A茁42)进行绝对定量，结果显
示，A茁42的定量下限为 62.5 ng/L，而且 CV 值小
于 10%．同时，初步证明在阿尔茨海默病患者中
的 A茁42蛋白量低于正常人，此结果与 ELISA 实
验结果一致．因此，采用同位素稀释法 -SRM显著
改善了蛋白质定量的灵敏性、精确度和通量性，将

有助于生物标志物的研究进展．

2援4 同位素稀释法在定量高度同源性蛋白同工酶

上的应用

高度同源性蛋白同工酶指的是氨基酸序列比较

接近，一般用特异性的抗体也无法区别鉴定的酶．

例如，CYP3A4和 CYP3A5都属于相同的亚族，氨
基酸序列中有 84%相同，CYP4F2和 CYP4F3也属
于相同的亚族，氨基酸序列中有 93%相同，像这
样高度同源性的蛋白用特异性抗体是无法分别鉴定

的．但是，用同位素稀释法结合MRM技术可以很
好地区分并分别进行绝对定量．在 CYP2C9 与
CYP2C19的氨基酸序列中只有一个氨基酸不同，
仅仅根据这个不同氨基酸位点所在的特异性肽段，

Hirotaka等[44]利用 AQUA方法成功定量人肝微粒体
中 CYP2C9和 CYP2C19的蛋白表达水平，也同时
定量了其他 9种细胞色素 P450．我们的研究首次
采用 QconCAT 方法定量人肝微粒体中细胞色素
P450 和 UGT，可以定量数十个肝脏药物代谢酶，
这为药物代谢性相互作用的研究提供了一种新的高

通量研究方法．

2援5 同位素稀释法在检测低丰度蛋白上的应用

同位素稀释法结合MRM技术在一定程度上提

高了测定的动态范围，其原因一方面是因为离子对

的选择性检出，更容易被捕捉到，另一方面是因为

加入了内标使内源性肽段在质谱图上更容易被区

分，因此，降低了复杂组分的背景信号，同时增强

了一些低丰度蛋白质的检测灵敏度．对于血浆中的

低丰度蛋白质，Keshishian 等 [45]也采用 MRM 和
AQUA方法进行了定量分析．在未进行蛋白质或
多肽亲和富集的条件下，去除血浆 6种高丰度蛋白
质后，低丰度蛋白质的检测限是 1～10 mg/L，CV
值是 3%～15%，与质谱直接检测血浆蛋白的方法
相比，灵敏度增加了 1000倍．

3 结 语

目前，随着质谱仪器的不断发展，在复杂样本

中鉴定和定量蛋白质已完全可以实现，但是，随着

蛋白质组全覆盖计划的进一步实施，规模化蛋白质

组的绝对定量迫在眉睫．从目前的研究报道来看，

绝对定量主要是针对一个或几个感兴趣的蛋白质进

行，大规模定量还有困难，而且由于肽段响应信号

不同、色谱分离行为不同、内标肽段合成困难、质

谱分析软件评价标准不同等因素也制约着蛋白质绝

对定量的发展．利用 QconCAT法可以进行大规模
定量，但是由于水解肽段的不可预知的修饰和漏切

等原因，导致不同肽段定量的同一蛋白结果不一

致．SILAC-PrEST法可以改善 QconCAT法的一些
缺点，但是 PrEST和分析样品的预处理与酶切并
不完全一致，新的适用于大规模定量的同位素稀释

法急需产生．随着质谱仪的不断更新换代，同位素

稀释法的不断优化和更新及MRM方法的进一步优
化，可以预见规模化定量蛋白质将很快能够实现．
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