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摘要!建立了基于特征肽段的甲胎蛋白的液相色谱
K

同位素稀释串联质谱检测方法%选取
!

条同位素标

记的甲胎蛋白特征肽段作为内标"准确称其质量后与酶切后的甲胎蛋白样品定量混合"采取
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色谱柱分离"电喷雾三重四极杆串联质谱多反应监测模式!
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$测定"并对最优

酶切条件&酶切效率以及定值结果的不确定度进行了考察和评定"得到的甲胎蛋白标准物质的最终测量

结果为!
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甲胎蛋白是一种糖蛋白"其分子质量约为
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"主要在妊娠期产生于胎儿的肝脏%

通常情况下"其含量会在胎儿出生后急剧下降"

成年后人体将会抑制其合成"正常人体内血清

甲胎蛋白含量一般不超过
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"而大于
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的原发性肝癌患者会由于肿瘤分泌导致体

内血清甲胎蛋白含量异常升高"可达
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因此"甲胎蛋白被认为是原发性肝癌的标志

物-

!

.

"其含量检测在疾病临床诊断中起着重要

作用-

JK#
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%临床检测常用的免疫分析试剂产品

种类多"不同厂家的不同产品所得结果存在较

大偏差-

,

.

%为保证测量结果的可溯源性&准确

性和可比性"实现临床检验的标准化"有必要建

立准确可靠的参考方法"研制相关标准物质"以

满足临床检验的需求%
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蛋白!理论分子质量
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有限公司合成"纯度经同位素稀释质谱法准确

测定"具体实验条件参见
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#苯丙氨酸&丙

氨酸标准物质*中国计量科学研究院国家标准

物质研究中心提供#苯丙氨酸&丙氨酸同位素标

记物*美国剑桥同位素实验室提供%
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实验条件
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特征肽段的选择与纯度定值
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甲胎蛋

白经胰蛋白酶酶解后会在其特定位点断裂"形

成若干条肽段"通过采集酶解产物中的信号"与

数据库中的肽段信号进行比对和匹配"可得出

+J#

第
#

期
!!

刘
!

钰等*甲胎蛋白纯品的同位素稀释质谱法测定



样品定性鉴定信息%重复多次酶切实验"并以

BCW3KEK]GM89

检测酶切后产物"最终挑选

出能够稳定出现&质谱响应强度较高&无漏切位

点且序列长度适宜的至少
)

条肽段作为特征

肽段%

具体实验条件如下*
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由于用于定量的
!

条特征肽段并非已知纯

度的标准物质"所以必须经水解后"以同位素稀

释质谱法进行准确定值"才可保证最终结果量

值的可溯源性%选取同位素标记的亮氨酸&苯

丙氨酸和丙氨酸作为内标"分别按质量比约
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与待测肽段样品溶液混合"真空干燥"然后

加入
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浓盐酸混合均匀"通
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滤膜后

上机检测%液相色谱
K

质谱分析条件列于表
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水解定值的液相色谱
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标准溶液的配制
!

分别配制
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的储备液及其同位素标记肽段的储备

液"再由此储备液分别配制
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和
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的

混合标准溶液及其同位素标记肽段的混合

标准溶液"按照未标记肽段与标记肽段的质

量比为
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和
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分别配制低标溶液和高

标溶液%
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酶切条件
!

准确称取一定质量的甲胎

蛋白溶液"加入尿素!终浓度
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W
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变性
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$"避光反

应
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$稀释"
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以下"按照蛋白和胰

蛋白酶质量比
)*i+

加入一定量的胰蛋白酶溶

液"于
!,h

孵育
J*4

#取出"加入甲酸!终浓度
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$终止反应%根据免疫法粗测的甲胎蛋白浓

度添加含有等量混合标记肽段的溶液%
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质谱条件
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多反应监测模式!
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$"碰撞诱导解

离电压
+)*$

"碰撞能
"6$

#

.

,

JH"!_*

%

.

,

J

,J!_"

!

Mc

$"

.

,

JH"H_!

%

.

,

J,J!_"

!

WKMc

$"

碰撞诱导解离电压
+)*$

"碰撞能
+!6$

#

.

,

J

JH#_J

%

.

,

J#H+_!

!

M\

$"

.

,

JJHL_L

%

.

,

J

#H"_H

!

WKM\

$"碰撞诱导解离电压
L*$

"碰撞

能
+*6$

%

=>I

!

结果计算

按照低标
K

样品
K

高标
K

样品
K

低标的顺序测

定"同位素比例分别为
*_L

和
+_+

%

由各特征肽段求得蛋白样品浓度"如式!

+

$*

0

/

P

--

[

.

A9

-

6

7

!

9

+

Q

9

)

$

Q

!

9

+

6

)

Q

9

)

6

+

$.

</

<

!

6

+

Q

6

)

$

</

/

!

+

$

式中"

/k(\

&

M\

&

Mc

#

</

为甲胎蛋白的理论

相对分子质量#

</

/

为各特征肽段的理论相对

)J#
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分子质量#

-

为合成非标记肽段的纯度#

-

[

为

酶切效率#

.

A9

为加入样品中的标记肽段的质量

!

Y

$#

6

7

为样品中非标记肽段与标记肽段的峰

面积比#

9

+

为高标溶液中非标记肽段与标记肽

段的质量比#

9

)

为低标溶液中非标记肽段与标

记肽段的质量比#

6

+

为高标溶液中非标记肽段

与标记肽段的峰面积比#

6

)

为低标溶液中非标

记肽段与标记肽段的峰面积比#

<

为样品质

量!

Y

$%

取
!

条肽段所得甲胎蛋白浓度的平均值作

为甲胎蛋白的最终浓度"如式!

)

$*

8

P

8

(\

R

8

M\

R

8

Mc

!

!

)

$

?

!

结果与讨论

?>=

!

特征肽段的选择及纯度定值结果

本实验最终选择的特征肽段信息列于

表
)

"

!

条特征肽段的纯度定值结果列于表
!

%

表
?

!

甲胎蛋白定量所用特征肽段信息

L%:5(?

!

O2."&'%)#"2".1#

0

2%)4&(

,

(

,

)#!(141(!)"

E

4%2)#.

6

+@$

序列

96

T

.60;6

位置

C%75<5%0

理论分子质量

]46%/6<5;1&=%&6;.&1/P65

Y

4<

溶剂

9%&?60<

MAaOAI\ +#)K+#" L++_#

超纯水

MAaOAI\MAaO

2

A&6

!

+!

3

#

"

+H

(

$3

I\ L+"_*H

超纯水

MWXF\FM(EM99XOc !!!K!J, +,J#_"J

超纯水

M

2

W6.

!

+!

3

#

"

+H

(

$3

XF\FM(EM99XOc +,H!_"!

超纯水

(AMWI9M$[Oa9\ !J"K!#* +H")_,# F89G

(AM

2

W6.

!

+!

3

#

"

+H

(

$3

I9M$[Oa9\ +H"L_,# F89G

表
B

!

@;

%

@/

%

Y/

纯度定值结果

L%:5(B

!

/(145)1".)-(

,

4&#)

6

'(%14&('(2)

."&@;

&

@/%2!Y/

肽段

C6

:

<5R6

纯度

C./5<

>

,

^

相对标准偏差

\9F

,

^

Mc "+_"J +_*"

M\ ,J_#! *_LH

(\ #)_+L )_#!

?>?

!

样品测量结果

添加同位素标记肽段后的
IMC

酶切样品

8\8

谱图示于图
+

%采用同位素稀释质谱法

的测量结果列于表
J

%

?>B

!

测量结果不确定度评价

根据式!

)

$"甲胎蛋白的合成不确定度
:

;

可由式!

!

$计算*

:

;

P

:

(\

)

R

:

M\

)

R

:

Mc

)

槡 !

!

!

$

!!

以
(\

为例"测量结果的
I

类不确定度
:

I

用多次重复测量的标准偏差表示%在本实验

中"对相同样品分
!

组测量"每组重复测定
!

次"所以
!

次测量的合并样本标准差可由式!

J

$

计算-

"

.

*

1

:

P

$

)

R

)

)

R

0

)

槡 !

P

*_**J)=

Y

,

Y

!

J

$

!!

实验共进行了
L

次测定"所以
I

类不确定

度
:

I

k

1

:

槡L
k*_**+J=

Y

,

Y

%

以
N

类评定的不确定度主要来源于以下

几个方面*

+

$肽段
(\

纯品纯度的不确定度
:

:

"按照

水解
K

同位素稀释质谱法定值"根据本实验室以

往定值经验-

LK+*

.

"水解法的标准不确定度保守

估计为
:

:

k+_Ĥ

%

)

$

(\

&

WK(\

固体称量引入的不确定度

:

.

*

"按照天平制造商给出的线性分量折算成标

准不确定度!矩形分布$*

:

.

*

k*_**+=

Y

,槡!k

H_,,g+*

jJ

=

Y

%

!

$所有溶液称量引入的不确定度
:

8

k

*_*+=

Y

,槡!kH_,,g+*

j!

=

Y

%

J

$由酶解效率引入的不确定度
:

[

"按照

免疫法对酶解前后样品浓度进行测量"可认为

本研究中酶解效率等于
+**̂

"标准不确定度

保守估计为
:

[

k+̂

%

!J#

第
#

期
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图
=

!

+@$

酶切样品的定量
8/8

谱图

@#

0

A=

!

8/8*-&"'%)"

0

&%'1".

,

(

,

)#!(1%2!

#1")"

,

(5%:(5(!

,

(

,

)#!(1".(2Z

6

'(!#

0

(1)#"2+@$

H

$由空气浮力&分子质量&温度&湿度等引

入的测量不确定度可忽略不计%

#

$由酶解过程引入的不确定度已经包含

在测定结果中"并以
I

类不确定度评价方法进

行了评定"因此不再考虑%

,

$将以上各不确定度分量合成%

由式!

+

$可知"这是一个非线性模型"由于

称量的不确定度很小"所以
9

+

&

9

)

被认为是常

数"且与
.

不相关"同时
6

+

&

6

)

&

6

7

均按常数处

理-

++

.

"并将相应的值代入式!

+

$中"则*

8

(\

P

+_H)

S

-

S

-

[

S

.

A9

S

</

<

S

</

(\

!

H

$

!!

对相同含量的
IMC

样品分
!

组"

.

A9

为
!

组加入
(\

标记物质量的平均值*

.

A9

P

.

*

S

.

)

S

.

J

.

+

S

.

!

!

#

$

其中*

.

*

为
WK(\

固体的质量#

.

+

为溶解
WK(\

所加溶剂的质量#

.

)

为称取该储备液的质量#

.

!

为配制标记肽段混合标准溶液加入的溶剂

质量#

.

J

为加入样品中的标记肽段混合标准溶

液质量%因此"由
.

A9

引入的相对标准不确定

度可以通过这
H

项分量的相对标准不确定度合

成!因篇幅所限"此处省略了具体计算过程$"最

终求得
:

=

.

A9

k*_***,,

#

<

为
!

组样品质量的平

均值
+**_***=

Y

%因此
N

类不确定度
:

N

可以

表示为*

:

N

8

(\

!

P

:

-

$

-

)

!

R

:

.

.

$

A9

)

!

Q

:

<

$

<

)

!

R

:

[

-

$

[槡
)

P

*_*)#

!

,

$

:

N

P

*_**",=

Y

,

Y

:

(\

P

:

)

I

R

:

)

槡 9

P

*_**""=

Y

,

Y

!

"

$

!!

同理"分别计算出肽段
M\

和
Mc

的不确

定度
:

M\

k*_**"*=

Y

,

Y

&

:

Mc

k*_**#,=

Y

,

Y

"

根据公式!

!

$"将各个不确定度分量合成"得到

合成标准不确定度*

:

;

P

:

(\

)

R

:

M\

)

R

:

Mc

)

槡 !

P

*_**,L=

Y

,

Y

!

L

$

取包含因子
Tk)

"则扩展不确定度为
IkT

1

:

;

k*_*+#=

Y

,

Y

"测定结果为!

*_!)L`*_*+#

$

=

Y

,

Y

%

?>I

!

酶切条件优化及酶切效率考察

有研究表明"甲胎蛋白在尿素浓度低于

,_H=%&

,

W

时仍具有稳定的天然结构-

+)

.

"因此

JJ#
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表
I

!

甲胎蛋白同位素稀释质谱法的定值结果

L%:5(I

!

7(&)#.#*%)#"2&(145)1".+@$!()(&'#2(!:

6

T7POC89

样品

序号

(%_

(\ Mc M\

三条肽段汇总信息

9.==1/

>

502%/=1<5%0

8

IMC

,

!

=

Y

,

Y

$

9F

8

IMC

,

!

=

Y

,

Y

$

9F

8

IMC

,

!

=

Y

,

Y

$

9F

平均值

I?6/1

Y

6

\9F

,

^

总平均值

]%<1&1?6/1

Y

6

+ *_!!,) *_**HH *_!*!# *_**#J *_!#*# *_**H) *_!!!" "_H, *_!)"#

) *_!!H" *_**J+ *_!*#L *_**#! *_!HHJ *_**!J *_!!), ,_!)

! *_!+"" *_**)J *_)L"J *_**J) *_!J*" *_**+H *_!+LJ #_#J

!!

注*

9F

为标准偏差

本实验在大于
"=%&

,

W

的尿素浓度下使甲胎蛋

白变性"并确保加入的
F]]

&

AII

和胰蛋白酶

过量"在此基础上"主要优化变性时间和酶解时

间这两个变量"实验结果示于图
)

&图
!

%

图
?

!

甲胎蛋白变性时间优化

@#

0

A?

!

J

,

)#'#Z%)#"2".)-(!(2%)4&%)#"2)#'(

图
B

!

甲胎蛋白酶解时间优化

@#

0

AB

!

J

,

)#'#Z%)#"2".)-(!#

0

(1)#"2)#'(

酶切效率的考察委托北京航天总医院完

成"以电化学发光免疫分析法为原理"分别测量

酶切前后样品中甲胎蛋白的含量"实验结果列

于表
H

%

表
K

!

甲胎蛋白的酶切效率

L%:5(K

!

U..#*#(2*

6

".(2Z

6

'%)#*-

6

!&"5

6

1#1".+@$

样品

91=

:

&67

甲胎蛋白含量

8

IMC

,!

'

Y

,

W

$

相对标准偏差

\9F

,

^

酶切
!*4 +*_!+ )_"#

酶切
J*4

$

*_#+ (I

酶切前!稀释约
)*

倍$

+"))*_#, "_*)

根据表
H

中的结果可以看出"酶切
!*4

后"肽段含量的增加趋于平缓#

J*4

后的酶切

效率可认为达到
+**̂

%因此"本研究最终选

择变性时间
#4

"酶切时间
J*4

作为甲胎蛋白

的最优酶切条件%

B

!

结论

以同位素稀释质谱法为基本原理"对多肽

及蛋白类生物大分子进行准确定量已经受到了

广泛关注"并在实现化学测量国际溯源中起到

重要的作用%其中"以同位素标记氨基酸作为

内标的蛋白水解
K

同位素稀释质谱法发展最为

成熟"但该方法的最大缺陷是会受到来自目标

蛋白!如含有定量氨基酸的杂质肽或杂质蛋白$

以外定量氨基酸的干扰"进而严重影响测量结

果的准确性%因此"特异性更强&准确度更高的

蛋白酶解
K

同位素稀释质谱法和全蛋白
K

同位素

稀释质谱法应运而生%本研究以蛋白酶解后的

特征肽段为测量对象"对所有不确定度来源进

行了讨论和评定"建立了一种高准确度的甲胎

蛋白定值方法"为研制甲胎蛋白纯品及血清标

准物质奠定了基础%

HJ#

第
#

期
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