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摘要 综述了 ICP-MS法应用于蛋白质定量技术方面的研究进展．蛋白质定量研究已成为蛋白质组学研究领域的热点，它是
解析生物体蛋白质功能的重要途径．基于同位素标记和生物质谱分析技术是蛋白质定量最常用的方法之一，近年来，随着质

谱技术的发展，电感耦合等离子体质谱( ICP-MS)技术成为元素测量的重要手段，这使其在蛋白质定量中具一定的应用前景.
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随着人类基因组精确图谱的公布，基因组功能

的阐明已经成为生命科学研究中一项极重要的任

务．蛋白质是基因的最终产物同时也是基因功能的

最终执行体，为了充分了解蛋白质在细胞、组织以

及人体内的功能，就必须用量的信息来表征蛋白

质[1]．蛋白质定量在临床检验、生物医药等重要领

域起着关键作用，对于肿瘤标志物测定、临床疾病

的诊断和治疗、蛋白质和多肽药物的质量检验等具

有重要意义[2]．快速发展的质谱技术，为蛋白质定

量提供了关键的技术手段，也使规模化定量分析生

物样本包括细胞或组织内的蛋白质成为可能．随着

蛋白质组学研究的不断深入，蛋白质定量技术和方

法的研究正逐渐成为蛋白质研究领域的热点．近年

来，除了基于稳定同位素标记与 ESI-MS、MALDI-
TOF等生物质谱联用技术迅速发展之外，基于电
感耦合等离子体质谱(ICP-MS)的蛋白质定量新技术
新方法也不断涌现． ICP-MS是重要的无机多元素
分析手段，具有灵敏度高、检出限低、选择性好、

线性动态范围宽、能够进行多元素同时测定和同位

素分析等优点．自 20世纪 80年代第一台 ICP-MS
商品化的仪器问世以来，ICP-MS基础理论研究不
断深入，仪器性能日益改进，这些都极大地推动

了 ICP-MS 分析技术的应用和发展，使其已经成
为分析化学中重要的痕量元素分析技术[3-4]．随着

ICP-MS分析技术日趋成熟，应用领域也在不断拓
宽．当前，生命科学的迅猛发展极大地推动了

ICP-MS在蛋白质分析领域中的应用[5-6]．

本文对近年来基于 ICP-MS质谱的蛋白质定量
技术进行了综述，着重论述了电感耦合等离子体质

谱利用蛋白质结合的金属元素、内在元素和标记的

稀土金属元素进行蛋白质定量研究的几种技术方

法，并对方法的应用研究进行了讨论，以期为蛋

白质定量和蛋白质组学研究提供可以借鉴的研究

策略．

1 基于金属元素 ICP鄄MS测定的蛋白质定
量技术

作为无机元素分析的重要手段，ICP-MS在生
命科学领域中应用并不十分广泛．之前，ICP-MS
对生物大分子的分析主要集中在金属蛋白研究中，

人体内存在一些重要的金属蛋白，金属元素的存在

对保持这些蛋白质的功能、结构和稳定性是不可缺

少的．金属蛋白在人体各项生理活动中发挥着重要

作用[7-8]． ICP-MS对金属蛋白进行定量，是通过测
定金属元素的量，再根据每种蛋白质所含金属的计

量比，计算出蛋白质的绝对量．Harrington等[9]利
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用 65Cu作为稀释剂(spike)，采用 ICP-MS同位素稀
释法对含铜的金属蛋白进行了绝对定量．王萌等[10]

使用体积排阻色谱(size exclusion chromatography，
SEC)与 ICP-MS联用，结合柱后同位素稀释法，分
析了两种蛋白质———超氧化物歧化酶 Cu2Zn2-SOD
和金属硫蛋白 Zn7-MT的量．通过 ICP-MS检测得
到 63Cu、65Cu、66Zn和 67Zn四个核素的计数，经过
校正和计算，得到被测元素的绝对量．根据柱后同

位素稀释和已知金属蛋白的理论计量比计算出蛋白

质的量，与称量所得蛋白质质量相比，比值在

90%～120%之间．测量的精密度 RSD 小于 4%，
Cu和 Zn的检出限分别为 0.2 ng和 1.5 ng．结果证
明，ICP-MS可以定量分析金属结合蛋白，而且可
以得到金属蛋白所含金属离子的计量比．

2 基于硒元素 ICP鄄MS 测定的蛋白质定量
技术

近年来人们通过 ICP-MS测定蛋白质中含有的
硒元素对硒蛋白这一类功能特殊的蛋白质进行了研

究．硒在体内主要通过硒蛋白发挥作用，人体血液

中 96%～98%的硒是和蛋白质结合的，一般以硒代
半胱氨酸(Sec)、硒代甲硫氨酸的形式结合在蛋白
质中．由于细胞和组织中硒蛋白含量很低，而不含

硒的同源蛋白往往比硒蛋白丰度更高，因此含硒蛋

白在检测中很容易被同源蛋白所抑制． ICP-MS具
有高分辨率、高灵敏度的特点，它能灵敏高效地识

别硒，从而对硒蛋白进行测定[11]．

Nyman等[12]采用 HPLC-ICP-MS定量了血液和
前列腺癌组织蛋白酶切液中的硒代甲硫氨酸，绝对

检出限为 0.1 ng(硒)，但是该方法线性比较差．这
是因为样品量比较少、硒的含量比较低．另外，样

品基体的复杂性以及复杂的前处理包括多次液相分

离也影响了定量．采用同位素稀释法 (Isotope
dilution)应用于 ICP-MS，极大地提高了复杂基体样
品中硒蛋白分析的精确性．Encinar 等[13]采用这种

精确的方法对血液样品中的硒蛋白进行了定量．血

液样本用蛋白酶和脂肪酶混合酶切后，将硒代半胱

氨酸用碘乙酰胺烷基化，通过 SEC和毛细管高效
液相色谱(Cap- HPLC)对硒代甲硫氨酸和烷基化后
的硒代半胱氨酸组分进行分离．同位素稀释质谱

ICP-MS定量法利用标记 77Se的硒代甲硫氨酸作为
稀释剂，通过测定硒代甲硫氨酸 77Se和 80Se的丰度
比从而进行定量．这种方法的绝对检出限为 75 pg，
测量的精密度 RSD小于 5%，同位素稀释法校正了

样品处理过程以及分析过程的随机和系统误差，提

高了 ICP-MS定量的精确性．
Tastet等[14]将 Cap-HPLC-ICP-MS用于硒化酵母

中含硒蛋白的定量研究．用 8 mol/L尿素和 4%的
CHAPS通过超声将酵母中的蛋白质提取出来，蛋
白质进行二维凝胶电泳分离，胶上蛋白质点经胰酶

消化后进行 Cap HPLC-ICP-MS检测，硒的检测限可
以低于 pg水平．由于这种方法灵敏度高、无基质
抑制的效应，因此色谱图信噪比能达到 10∶1 000，
高于普通电喷雾四极杆飞行时间串联质谱 (ESI
Q-TOF MS/MS)的检测能力．另外，Tastet 等 [15]还

将 Cap-HPLC-ICP-MS 和 ESI Q-TOF MS/MS 结合
起来，通过 Cap-HPLC-ICP-MS检测提供元素信息
和 ESI Q-TOF MS/MS提供分子结构信息，这种将
ICP-MS质谱和分子质谱相结合的方法为 ICP-MS
进行蛋白质定量研究提供了新的思路．研究共鉴定

了 17个硒蛋白，其中 12个是新发现的．
利用 ICP-MS对硒元素测定从而对硒蛋白进行

定量的研究已经取得了一些进展，但由于硒的电离

电位很高，以及由于 ICP源带来的各种干扰对硒同
位素的测量影响较大，自然环境中硒的含量低，以

及相关标准物质不足等因素，使依赖于硒准确测量

的硒蛋白定量依然面临许多挑战．

3 基于硫元素 ICP鄄MS 测定的蛋白质定量
技术

在 ICP-MS可以测量的所有元素中，硫(S)是最
适合作为蛋白质定量分析的内标元素[16]．这是由于

S是蛋白质中一种常见的元素，S原子多以共价键
稳定地存在于蛋白质分子中．蛋白质有两种氨基

酸，即蛋氨酸和半胱氨酸含有硫元素．根据统计分

析，SwissProt蛋白质数据库人的蛋白质数据库中
98.8%的蛋白质含有甲硫氨酸，96.6%的蛋白质含
有半胱氨酸[17]．几乎每一个蛋白质酶切后都至少有

一条包含硫元素的肽段．因此，硫元素在蛋白质定

量中发挥着重要的作用．许多经典的依赖于生物质

谱的蛋白质定量方法都是通过对半胱氨酸的巯基进

行同位素标记从而实现定量的[18-19]．如果某种蛋白

质已经由生物质谱鉴定，或者这种蛋白质分子的氨

基酸序列和其中含有的 S原子数已知，那么就可以
通过 ICP-MS直接测定半胱氨酸或甲硫氨酸中硫的
含量实现蛋白质的绝对定量．

因为硫的离子化效率低并且容易受到严重的谱

线干扰，ICP-MS 直接测量硫原子存在着一些困
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难．硫的第一电离能高达 10.36电子伏特，硫原子
不容易失去一个电子，即使在 7 500 K的等离子体
里，硫也只有 10%～14%的离子化效率，造成
ICP-MS检测灵敏度不高．另外，硫的测量还会受
到质谱中质荷比为 32和 34的多原子离子的干扰，
例如等离子体中 O2

+会对硫产生严重的谱线干扰．

采用双聚焦扇形磁场的高分辨 ICP-MSD代替四极
杆质量分析器的 ICP-MS可以比较好地解决这一问
题，但是这类仪器的价格昂贵，分析灵敏度也因为

分辨率的提高有所降低[20]．针对使用低分辨率的四

极杆 ICP-MS时产生的严重质谱谱线干扰问题，人
们发展了各种方法和技术，例如使用碰撞池(或反
应池)技术来克服这种谱线干扰[21-22]．一种方法是在

碰撞池中加入气体，例如氦气、氢气、氙气、或者

多种气体的混合，来减少对硫的干扰．实验证明，

氙气作为碰撞气体是最有效的，它通过电荷转移消

除 O2
+对 S+测量的干扰，能明显降低硫原子谱峰

的背景噪音；Pr觟frock等[23]利用氙气作为碰撞气，

使用毛细管电泳和电感耦合等离子体质谱，对金属

蛋白的硫原子进行了测量，32S和 34S的检测限能达
到 3.2 滋g/L和 1.3 滋g/L．另一种方法是加入 O2，将

S+氧化为 SO+，从而避开了 O2
+的干扰．Wang等[24]

采用向碰撞池中加入 O2的方法，使之与 S反应生
成 SO+，通过间接测定 32S16O+，避开了 O2

+等多原

子离子对 S测量的严重干扰，以 32S16O+的峰面积

进行定量．研究通过 SEC-ICP-MS联用，测定了牛
血清白蛋白、超氧化物歧化酶、金属硫蛋白等 3种
标准蛋白中的 S，根据每种蛋白质含有的 S原子
数，计算出了 3种蛋白质的摩尔比值．分析得到的
蛋白质比值与天平的称量结果相一致，结果证明该

方法的精密度好，峰面积的 RSD < 3% (n = 3).
Wind等[16]使用 ICP-MS和 ESI-MS 两种质谱，

利用硫作为内标元素对胰岛素和两个重组蛋白的混

合物进行了定量．每个胰岛素蛋白含有 6个硫原
子，通过对 32S 的测定实现了对蛋白质的绝对定
量．重组蛋白经过酶切后先用 ESI-MS对肽段进行
鉴定，然后再对含有硫的肽段进行 ICP-MS分析从
而进行了定量．实验中将 ESI-MS对蛋白质的结构
分析和 ICP-MS对蛋白质的定量分析结合起来，实
现了对蛋白质的定性和定量研究．

Schauml觟ffel等[21]应用柱前同位素稀释法(post-
column isotope dilution)对人血清白蛋白和酵母蛋白
酶切后的含硫肽段进行了 ICP-MS 的精确定量研
究．与柱后同位素稀释法不同，样品在色谱分离前

加入硫元素的同位素稀释剂(Spike) 34S，然后进行
色谱分离再进入 ICP-MS检测．实验证明应用柱前
同位素稀释法，不但可以消除因仪器漂移而产生的

偏差，而且可以降低色谱峰的展宽，稳定稀释剂的

流速，质谱检测限可以达到 pg级．
利用 ICP-MS测定蛋白质和肽段中的硫元素进

行蛋白质定量不需要对蛋白质和肽段进行同位素标

记或者化学标记，与常规蛋白质定量方法相比，不

存在标记效率问题，通过直接测定蛋白质中甲硫氨

酸和半胱氨酸的硫，可以实现蛋白质的绝对定量．

但是利用硫元素对蛋白质定量还有许多局限．因为

进入到 ICP-MS进行测定时，蛋白质和肽段的任何
结构信息都将丢失，所以蛋白质和肽段在测定之前

要通过色谱或者电泳等分离手段实现基线分离，另

外利用 ICP-MS测定硫进行蛋白质定量还需要预先
知道蛋白质的结构，即含有硫原子的个数．最严重

的局限该方法广泛应用的原因还是由于硫原子在

ICP-MS测定中检测灵敏度低，背景噪音高．该方
法现在还只应用在一些简单的标准蛋白定量研究

中，例如定量血清白蛋白、胰岛素等．

4 基于磷元素 ICP鄄MS 测定的蛋白质定量
技术

磷是生物体中最重要的元素之一．磷酸化过程

是调节蛋白质活性的重要过程，揭示蛋白质磷酸化

修饰发生规律是理解生物体复杂多样的生物进程的

一个重要前提．磷酸化蛋白在样本中含量低且动态

范围广、蛋白质磷酸化水平不均一、磷酸化修饰类

型多，这些特点决定了对磷酸化蛋白的研究具有挑

战性．蛋白质分子中磷的测定可以对蛋白质的磷酸

化状态提供重要信息． ICP-MS对元素的测定与分
析物的结构无关，只与分析物中元素的含量有关，

因此 ICP-MS不仅能够鉴定蛋白质中磷的存在，而
且可准确测定蛋白质的磷酸化程度．

在前期的探索研究中，Wind 等 [25]用高分辨

滋LC-ICP-MS联用技术建立了对磷蛋白中的磷酸化
程度进行测定的方法，在实验中，通过同时测定
31P+和 32S+，再结合蛋白质的序列信息和 31P+/32S+的

比值(32S+作为测定 31P+的内标物质)可以得到蛋白质
的磷酸化信息．

Bandura等[22]报道了采用具有动态反应室的低

分辨四极杆 ICP-MS 测定痕量 S 和 P 的方法．以
O2作为反应气体在动态反应室中将 P+和 S+分别氧

化为 31P16O+和 32S16O+后同时进行测定，减小了直
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接测定 31P+和 32S+受到的质谱干扰，在 200 V最佳
轴场电压下，P和 S的检出限分别为 0.06 滋g/L和
0.2 滋g/L．采用此方法对 琢、茁-酪蛋白中的磷酸化
程度进行了测定，结果与蛋白质结构相符．

Navaza等[26]应用 ICP-MS对蛋白质组中的磷酸
化蛋白进行了定量研究，其基本策略是:在酶切后
的磷酸化肽段混合物中加入一适当的磷酸化合物

BNPP 作为内标，经 滋HPLC 分离后，在 ICP-MS
中检测磷元素的质谱峰强度，同时在同样的色谱条

件下用 ESI-MS进行定性鉴定肽段的氨基酸序列，
通过内标的峰强度和已知的加入量，以及每个肽段

含磷酸残基的个数，就可以计算出含磷酸肽段的绝

对量．

用 ICP-MS对磷酸化蛋白和肽段进行定量有许
多优势：a．通过内标例如 BNPP能实现对磷酸化
蛋白和肽段的绝对定量；b．因为 ICP-MS具有灵
敏度高、动态范围大的特点，它能够对蛋白质磷酸

化的动态变化过程进行定量研究；c．因为 ICP-MS
是对磷元素进行测定，与分子结构无关，提高了磷

酸化蛋白定量研究的速度和精确度．然而，用

ICP-MS测定磷进行磷酸化蛋白定量仍然面临许多
问题．首先磷和硫一样，具有较高的第一电离能

(10.48 电子伏特)，在 ICP - MS 中的检测灵敏度
低．此外，空气和样品基体中的多原子离子，如
15N16O+、14N17O+等，会严重干扰 ICP- MS对磷的测
定．另外磷只有单同位素 31P，无法选择其他同位
素峰或用同位素稀释法进行分析．

5 基于标记的稀土金属 ICP鄄MS 测定的蛋
白质定量技术

虽然 ICP-MS已经很成功地应用到金属蛋白分
析中，但是多数蛋白质主要是由 C、H、O等元素
组成，采用 ICP-MS无法通过直接测定对它们进行
定量．另外， ICP-MS可以通过对硫、磷等蛋白质
中的常见原子进行测定从而实现蛋白质定量，但是

由于硫、磷原子在 ICP-MS测定中检测灵敏度低、
背景噪音高、应用难度较大．长期以来，人们普遍

认为，如果生物大分子不含有金属原子，就不能采

用诸如 ICP-MS 等无机元素分析法进行测定．然
而，近来的研究表明，ICP-MS同样可以作为高灵
敏度的检测手段用于不含金属原子的蛋白质的定量

分析．

2004年，Meares等避开以稳定同位素为质量
标签，而以化学性质很相近的稀土金属元素作为质

量标签，提出了“元素标记亲和标签”(element-
coded affinity tags，ECAT)的新方法，在该方法中
通过四氮杂环十二烷四乙酸(DOTA)作为螯合试剂，
螯合不同的稀土金属元素作为质量标签，通过与巯

基的特异性反应，标记了一个含有巯基的标准肽

段，对标记有稀土元素钇和铽的肽段混合物的色谱

行为和质谱中的裂解行为做了初步的验证[27]．稀土

金属元素的化学物理性质非常相近，在液相上能共

洗脱．与硫、磷等元素相比，稀土金属元素在

ICP-MS中质谱响应更强，受到的同量异位素干扰
较少，更容易检测．因此，利用 ICP-MS检测蛋白
质标记的稀土金属从而进行蛋白质定量的方法具有

很大的应用前景．

Liu等[28]采用了酸酐类双功能试剂二乙三胺五

乙酸双酸酐(DTPAA)作为螯合剂对蛋白质的 N端
进行了酰化衍生．DTPAA是一种多氨基多羧基类
螯合剂，可以与肽段或蛋白质的 N 端和 Lys残基
侧链上氨基基团发生酰基化反应，同时它含有多个

氮原子和氧原子，能与稀土金属有很强的螯合力，

形成很稳定的螯合物．这种标记试剂是针对蛋白质

的 N端或肽段伯氨基的普遍性标记，这使得标记
反应不再局限于含有巯基的蛋白质和肽段．

Patel 等 [29]采用循环二乙三胺五乙酸酸酐

(cDTPA)作为螯合剂，衍生缓激肽和 P物质，螯合
Eu3+，通过 HPLC-ICP-MS检测金属元素和对多肽
进行定量，并测定 151Eu/153Eu同位素比值用来校正
肽段的原始比例，这种方法实现了肽段的绝对定

量．但是采用稀土金属标记蛋白的 ICP-MS定量技
术关键在于肽段的衍生和金属标记的特异性和效

率，如果反应的特异性和效率不高，衍生和标记后

的产物就不能反应蛋白质和肽段的真实量．

为了提高蛋白质金属标记的效率和特异性，

Rappel和 Schauml觟ffel[30]优化了酸酐类双功能试剂

标记蛋白，肽段的反应步骤和反应缓冲液，提高了

蛋白质和肽段稀土金属标记的反应效率，发展了一

种高效的 ICP-MS定量检测稀土金属标记蛋白的技
术．他们用螯合稀土金属镥的二乙三胺五乙酸酸酐

(Lu-DTPA)对肽段进行了标记，通过 ESI-MS检测
验证标记反应的特异性，标记后的肽段回收率可以

达到 100%，方法的精密度为 4.9%．Lu-DTPA 标
记的肽段检测限可以达到 179 amol，比通过检测蛋
白质的硫、磷原子进行 ICP-MS定量的灵敏度高 4
个数量级．

利用稀土金属元素标记进行蛋白质 ICP-MS定
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量研究具有许多优点：a．这种定量方式元素专一
性强、检测灵敏度高、动态范围大、受化合物本身

的性质影响较小；b．通过 ICP-MS测定稀土金属，
可以实现溯源，测定结果具有可比性；c．与同位
素试剂相比，稀土金属价格便宜，并且螯合可以选

择的稀土元素范围比较广，大大扩展了蛋白质金属

标记的选择范围，可以进行多元素多同位素检测．

但是该方法也存在一些不足：首先由于蛋白质需要

进行标记反应，会存在标记效率的问题；另外螯合

剂螯合金属需要考察它的稳定性，在前处理过程中

可能会存在金属原子的交换；最关键的是被定量的

肽段与其他被定量的肽段要能实现基线分离，同时

需要利用其他质谱方法例如 ESI-MS、MALDI-TOF
等对其序列进行鉴定，确定蛋白质和肽段的结构才

能实现定量．

6 结论与展望

ICP-MS技术因其灵敏度高、准确度和精确度
好、本底效应低等特点为蛋白质定量研究提供了新

的思路和新的方法．随着质谱技术、高效的分离手

段包括多维色谱分离技术和 2-DE等技术的不断发
展，以及对蛋白质金属标记等相关新技术、新方法

研究的不断深入，基于 ICP-MS的蛋白质定量研究
已经取得了较大的发展．但现阶段 ICP-MS的蛋白
质定量方法主要还是集中在对标准样品和简单蛋白

质样品的应用上．为了实现对复杂蛋白质样品的定

量，需要发展强有力的高分辨率分离技术与高灵敏

度的 ICP-MS联用，将不同机理和模式的分离技术
(如各种电泳技术、色谱技术)有效组合，进行多维
分离，以获得对蛋白质或多肽混合物的基线分离．

另外， ICP-MS 作为元素的分析手段，需要
ESI-MS、MALDI-TOF等生物质谱提供蛋白质结构
信息，将元素定量分析的无机质谱和蛋白质结构分

析的生物质谱有机地结合．基于分离技术的发展和

其他质谱技术的辅助，蛋白质的 ICP-MS定量技术
在生物样本的蛋白质定量和蛋白质组学研究中会具

有潜在广泛的应用价值．
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Abstract Protein quantitative research has become a hot topic in proteomics and a main approach to discover
biological protein functions. The technique based on isotope labeling and biological mass spectrometry analysis is
one of the most commonly used strategies for protein quantification. In recent years, with the development of mass
spectrometry techniques, inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) becomes a powerful tool for
research and measurement of elements, and may be enabling new insights and broad application in protein
quantification. The advance of ICP-MS based techniques in the research of protein quantification was reviewed.
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