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摘要#液相色谱
I

串联质谱!

S2I78
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#技术具有高灵敏度*高特异性*高分辨率和高效率的优点$近年

来随着仪器灵敏度的提高"

S2I78

&

78

在常规临床检验中显示出极大的潜力"并在疾病早期预防和诊

断中发挥着不可替代的作用$本文对
S2I78

&

78

在新生儿疾病筛查*维生素
C

检测*内分泌激素检测*

肽类和蛋白质定量分析等临床检验方面的研究进展进行综述"并讨论了未来面临的挑战$

关键词#液相色谱
I
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#%临床检验%应用研究
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对临床实验室收集的患者血液*体液等样

品进行各项指标检测"可以提供对疾病预防*

诊断*治疗方案和预后判断的重要依据$传

统的检测方法!如基于抗原抗体结合的免疫

测定!

KD

##是常规临床检测方法之一(

+

)

"但临

床实践中发现"

KD

法会出现选择性差或假阳

性结果(

)

)

$液相色谱
I

串联质谱!

S2I78

&

78

#

技术凭借高灵敏度和高选择性的优点"可提

供更准确的分析结果"在临床检验中发挥着

重要作用$

质谱的电离模式通常可分为硬电离(

"

)和

软电离(

!I?

)

"其中硬电离模式目前仅限于分析

具有挥发性和热稳定的化合物(

#

)

"不适用于分

析临床样本%软电离允许样品分子在电离过

程中保持完整形态(

M

)

"有利于检测临床小分子

分析物"电喷雾电离是临床质谱最常见的电

离模式$完整的样品分子进入串联质谱后"

在一级质谱中选择特定化合物的母离子"在

碰撞池中将母离子碰撞裂解"随后采用二级

质谱的
7A7

或
8A7

模式获得对应的离子对

信息(

NIL

)

$相比于其他方法如紫外分光光度

法*荧光光谱法和免疫测定法等"串联质谱具

有更高的选择性*准确性*分辨率*灵敏度等

优势(

+*I++

)

"可通过
7A7

&

8A7

模式实现对多

种分析物的同时准确定量(

+)

)

$

基于液相色谱分离的
S2I78

&

78

是目前

临床实验室中最常用的检测方法(

+"I+?

)

$由于

临床检验的样本通常是基质复杂的生物液体

或固体"不适于直接通过质谱分析"须对样品

进行预处理和色谱分离$其中"预处理过程

中样品制备不仅会影响色谱的分离效果"还

会影响分析物信号强度$有时需要根据所采

用
S2I78

&

78

系统的检出限浓缩或稀释样

品"并通过优化液相色谱条件将目标物与干

扰成分分离(

++

"

+#I+M

)

$

本文基于
S2I78

&

78

在临床检验中的应

用研究进展进行综述"拟讨论
S2I78

&

78

在

新生儿筛查(

+N

)

*维生素
C

检测(

+L

)

*内分泌激

素检测(

)*

)

*血药浓度监测(

)+

)

*蛋白定量分

析(

))

)等应用中存在的独特优势和局限性"并

讨论目前临床实验室在
S2I78

&

78

应用中可

能面临的挑战"并对其发展趋势和应用前景

进行展望$

F

!

*̀=C!

&

C!

在临床检验的应用研究

进展

目前"

S2I78

&

78

在临床中可检测项目多

达
?**

余项"主要的检测项目列于表
+

$该技

术使多种疾病在早期得以被准确*快速*高灵敏

地诊断$

?*N

第
#

期
!!
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表
F

!

临床质谱检测项目

R:@8%F

!

(%/%6/:@8%#/%D9.5C!#268#2#6:8:

""

8#6:/#.2

序号

(%]

检测项目

X56;4;5<

项目数量

K;5<

Y

-0/;4;

=

疾病标志物

C465065<0.@5.

+

新生儿遗传代谢病筛查(

)"I)L

)

)**

余项 新生儿筛查"可一次性筛查
"*

"

!*

种遗传代谢病"包括氨基酸*肉

碱*有机酸*胆汁酸*脂肪酸及各种代谢物等的检测

)

维生素(

"*I"?

)

+*

余项
)?I

羟基维生素
C

)

&

C

"

*

+

"

)?I

双羟基维生素
C

)

&

C

"

*维生素
D

&

2

&

E

&

b

*

维生素
B

族等

"

治疗药物实时监测(

"#I"L

)

+**

余项 抗免疫排斥类药物*抗抑郁和抗精神病类药物*抗
WK$

药物*抗肿瘤

药物等*治疗浓度小需要需要精确定量的药物

!

疼痛药物管理(

"#

)

+)*

余项 镇静剂类*兴奋剂类*致幻剂类等

?

药物毒物滥用(

!*I!)

)

+*

余项 吗啡*芬太尼*可待因*氧可酮*生物碱等

#

内分泌&类固醇激素类(

!"I!N

)

M*

余项 睾酮*孕酮*雌酮*雌二醇*

+MI

羟孕酮*皮质醇等超过
+?

种类固醇"激

素类等免疫方法测量结果不准确的激素

M

神经递质类化合物(

!L

)

+*

余项 儿茶酚胺'多巴胺*去甲肾上腺素*肾上腺素%儿茶酚胺代谢产物'甲

氧基肾上腺素*甲氧基去甲肾上腺素

N

高血压&糖尿病(

?*

)

?*

余项 同型半胱氨酸*

+

"

?I

脱水葡萄糖醇*肾素活性
I

血管紧张素*醛固酮*

皮质醇*氨基酸*有机酸等

L

蛋白&多肽类(

?+I?#

)

+*

余项 胰岛素*

KGHI+

*甲状腺球蛋白*血红蛋白等

FGF

!

新生儿遗传代谢疾病筛查

先天性代谢缺陷!

KE7

#是一类罕见的遗传

疾病"其成因复杂"且多属于进行性疾病"病情

恶化后可导致新生儿严重的损伤甚至残疾"因

此早期筛查*诊断和治疗具有重要意义$

S2I

78

&

78

技术能够快速*准确地对新生儿筛查

中的多种疾病标志物进行定性*定量分析(

?MI?N

)

$

该技术可通过收集干血斑!

CB8

#制备样本"对

婴儿伤害小且简单(

?L

)

$通常直接用含有一定

量同位素内标的提取液从干血斑中提取目标

物"然后直接进行
S2I78

&

78

分析"预处理简

便*省时"

)<4/

内即可完成
+

个样本的检测"

具备极高的检测效率和通量$随着方法的不断

开发"单个样本中可同时检测的分析物种类不

断增加$目前"市售的试剂盒可以同时分析单

个样品中的
"*

多种标志物"如山东英盛的新生

儿遗传代谢病筛查试剂盒"可检测
+"

种氨基

酸*

"+

种肉碱和琥珀酰丙酮"列于表
)

$此外"

将高效液相色谱替换为超高效液相色谱"与串

联质谱联用"不仅扩大了疾病诊断的范围"还能

进一步提高仪器的灵敏度"一些标志物的检出

限可达
+/

V

&

<S

(

)?

"

)L

)

"为临床实验室提供了更

强大的分离各种疾病标志物的能力(

#*

)

$

S2I78

&

78

技术自
)*

世纪被用于新生儿

筛查"至今已经发展成熟"其缺点在于设备昂

贵*对实验室条件和技术人员的要求较高"且需

要实验室具有一定水平的质量控制能力$此

外"由于新生儿筛查临床样本中各分析物的浓

度受疾病和新生儿母亲营养水平影响较大"因

此各分析物具有较宽的参考范围$

KE7

患儿

出生后"短时间内一些代谢物可能保持在正常

水平"但随年龄增长后出现变化"有时仅依靠

S2I78

&

78

的定量结果不足以构成诊断的充

分条件$目前"第二代测序技术作为
S2I

78

&

78

的二级诊断方式或二者组合的形式被

广泛使用"这种组合策略可降低
S2I78

&

78

的误诊风险(

#+

)

$

FG,

!

维生素
(

维生素
C

!

$C

#的缺乏会导致少儿佝偻病

和成年人的软骨病"是一个世界性的健康问题"

对
$C

的浓度水平检测具有诊断意义(

#)

)

$

$C

在肝脏中转化为
)?I

羟基维生素
C

!

)?

!

JW

#

C

#"

#*N
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表
,

!

氨基酸$肉碱和琥珀酰丙酮的
*̀=C!

&

C!

测定试剂盒

R:@8%,

!

*̀=C!

&

C!$#/5.<-%/%<D#2:/#.2.5:D#2.:6#-9

%

6:<2#/#2%:2-9066#2

1

8:6%/.2%

分析物

D/0&

=

;5

缩写

DRR.5>40;4%/

灵敏度

85/64;4>4;

=

&

!
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其中
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羟基维生素
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"
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C

"

#是主要的存

在形式"同时也存在少量
)?I

羟基维生素
C

)

!

)?

!

JW

#

C

)

#$由于
)?

!

JW

#

C

总含量高于其

他任何
$C

代谢物且相对稳定"临床通过检测

)?

!

JW

#

C

作为评价人体
$C

营养水平的可靠指

标"将
)?

!

JW

#

C

低于
)*/

V

&

<S

!

?*/<%&
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S

#定

义为
$C

缺乏(

#L

)

$目前"血清样品中
)?

!

JW

#

C

的

检测主要采用基于抗原与抗体特异性结合的

KD

法或
S2I78

&

78

法"

KD

法成本低廉"预处

理过程易于自动化和高通量检测"但其主要缺

点是抗体与
)?

!

JW

#

C

代谢物之间存在交叉反

应"并且检测容易受到温度*基质*抗体状态等条

件影响(

M*

)

$此外"该方法仅能得到
)?

!

JW

#

C

总

含量"无法分别定量
)?

!

JW

#

C

)

和
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C

"

$

S2I78
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技术不仅能区分微量复杂样本中

)?

!

JW

#

C

)

和
)?

!

JW

#

C

"

"同时具有很高的灵

敏度"这是由于通过色谱分离或同位素标记法

来筛选候选的生物标记物"解决了同分异构体

干扰的问题(

#"

)

"因此"

S2I78

&

78

被国际公认

为测定
)?

!

JW

#

C

的+金标准,

(

#!

)

$

然而"在临床实践中发现"

$C

存在少量差

向异构体的类似物"差向异构体在一些人群如

婴儿体内的含量足以影响诊断结果"需要进行

长时间的色谱分离才能得到满意的分离效果$

此外"由于
)?

!

JW

#

C

为甾体类化合物"除
2

*

W

*

J

外只含有较少的其他原子"因此电离效率

较低"且电离后表现出较差的*非特征性的碎裂

特性(

#?

)

"限制了
$C

临床检测的灵敏度$一些

研究(

##I#M

)使用样品衍生化或在流动相中添加盐

来提高灵敏度"但衍生化步骤繁琐*耗时且不便

于大规模分析应用$

X04

等(

#N

)开发了一种基于
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&
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的测定人血清中
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!

JW

#
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的参

考测量测序程序"采用
SSE

预处理样品"不经

过衍生化"分析时长为
!?<4/

"
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JW

#

C

的检

出限为
*]"M?/<%&
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S

$

S45R46:3

等(
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)改进了

该方法后"使分析时间缩短至
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$
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等(

M*

)开发了一种基于衍生化的检测血清中
+)

种
$C

代谢物的
S2I78

&

78

方法"分析时间长

达
"! <4/

"但检出限可达
1<%&

水平$
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等(

M+

)基于衍生化开发了检测
$C

代谢物的新

方法"同时采用液液萃取
I

固相萃取!

SSEI8FE

#

联用的预处理方法"与单独的
8FE

相比"降低

了
)

"
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倍的离子抑制"分析时间为
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"定

量限为
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"
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等(
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)

基于二维液相色谱!

)CS2

#提出了
8FEI)CS2I
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&
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方法"用于人血清中
$C

代谢物的绝对定

量分析"

)CS2

可以分离
)?

!

JW

#

C

"

和差向异构

体"检出限范围在
*]*)"

"

*]))?/<%&
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"
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小

于
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$最近"

b0664<

等(
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)报道了在不使用衍

生化的情况下"
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和
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"

的检出限

分别达到
*]*+)

和
*]*"M/<%&
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S

"由于采用了

在线
8FE

方法"进一步纯化提取物需要较长时

间"总分析时长为
"?<4/

$因此"开发更短时

间和少量样本即可同时分析
$C

及其代谢物的

新方法"将有助于
$C

缺乏相关疾病的临床诊

断$通过
S2I78

&

78

同时检测维生素
C

和其

代谢物的相关信息列于表
"

$
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内分泌激素

人体内某种激素浓度发生变化可能会对其

他激素产生影响"因此"同时测量多种内源性激

素在临床和生理学研究中具有重要意义(

M"

)

$

但许多激素具有相似的分子结构"且激素含量

较低"样品受性别*年龄等因素影响较大(

M!IM#

)

"

准确定量分析内分泌激素是目前临床最具挑战

性的问题之一$以临床中常见的肾上腺皮质癌

为例"其病理特征是在男性和绝经后女性体内

过量分泌雌激素"而且患者的
+MI

羟基孕酮*雄

烯二酮和硫酸脱氢表雄酮等多种激素也在生理

周期内异常上升(

MM

)

"须在
+

次检测中同时筛选

多种激素才能分析诊断"常规检测涉及激素种

类有限"难以满足要求$采用
S2I78

&

78

法

能同时检测这些激素含量"通过色谱分离"使具

有相似化学结构的类固醇得到优异的纯化效

果"同时缩短了分析时间"能快速得到高重现性

的结果"这对揭示内分泌失调等疾病的发病机

理"疾病诊断或预防的标志物以及相关治疗方

案具有巨大潜力(

MN

)

$

目前"

S2I78

&
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已用于测量几乎所有类别

的内分泌激素(
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)
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等(
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)采用
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建

立了婴儿肾上腺激素含量的参考范围"可检测

+!

种内分泌激素$
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+*L*!

份血清样本"认为男性雄

激素水平受到年龄*身高和体重等因素的影

响"男性的睾酮及其
)

种生物活性代谢物双氢

睾酮和雌二醇等内分泌激素水平呈现从
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岁

逐渐下降"
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岁后下降更显著的年龄特征$然
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表示单位为
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%

''

表示结果为
SJa

而"

S2I78

&

78

在检测内分泌激素方面存在一

些缺点$首先"检测样本时会受到基质效应和

离子抑制等现象的影响"如来自不同人群的血

液样本基质成分不同"显示出不同的离子抑制

效果"同时"由于样本基质复杂"可能会发生同

量异位素干扰导致定量误差"造成误诊$其次"

雌激素离子化效率低"虽然通过衍生化引入带

电部分能提高离子化效率"但许多雌激素衍生

物会产生非特异性产物离子(

)*

)

$近年来"有报

道(

N)

)采用
S2I78

&

78

法测定人血清中包含雌

激素在内的类固醇"通过在流动相中添加氟化

铵盐来替代衍生化"但该方法仅限于检测孕

妇体内几种高表达的内源性雌激素"尚不适

用于检测低含量的类固醇化合物$此外"

S2I

78

&

78

在内分泌激素检测的应用时间相对

较短"实验室内部方法的开发具有一定难度"

实验室建立的各分析物参考范围仍需要经过

实践检验"实现标准化以尽量减少实验室内

和实验室间的差异问题(

N"

)

$

FGI

!

血药浓度监测

血药浓度监测包括治疗药物检测!

XC7

#*

疼痛药物管理(

N!IN?

)和毒理学检测(

N#

)等"其中

XC7

是血药浓度监测在临床中最常见的应

用$在临床实践中"由于免疫抑制药物的治疗

窗口狭窄且患者个体差异较大"须准确测量血

液中的免疫抑制药物浓度来确定给药窗口"以

制定个性化给药方案"从而避免药物副作用$

S2I78

&

78

方法可在单个血样常规分析中对

任意免疫抑制剂的组合方案进行准确定量"是

目前实现
XC7

的最佳选择(

NM

)

$

XC7

中常用的免疫抑制剂包括他克莫司

!

XD2

#*西罗莫司!

8KA

#*依维莫司!

E>E

#和环

孢素
D

!

26D

#等"药物中约
M?i

"

L?i

的成分

会与红细胞结合"所以目前
XC7

的临床实践

主要基于全血样本"其他非常规临床材料!如组

织*细胞*尿液和其他体液的基质#也可用于

XC7

"但应用较少$此外"由于全血样本储存

时间短"将全血制备成
CB8

为临床提供了一种

简单的样本基质替代方案"

80P4&@%>0

等(

NN

)研

究表明"通过
S2I78

&

78

在
CB8

和全血中进行

免疫抑制剂测量的结果具有良好的相关性$

在样本前处理阶段"由于全血样本中血细胞

和蛋白质含量较高"大分子蛋白质和细胞会堵塞

色谱柱"无法直接注入色谱柱进行分离$此外"

全血样本中药物浓度通常较低"且存在大量干扰

物质"导致基质干扰严重"因此"为提高方法的灵

敏度"有必要去除干扰物质来净化样品"并通过

浓缩分析物来增强信号$蛋白质沉淀!

FF

#*液

液萃取!

SSE

#和固相萃取!

8FE

#是常用于
XC7

的样品预处理方法"

FF

使用有机溶剂如甲醇*乙

腈*丙酮或这些溶剂的混合物沉淀全血中的蛋白

质"将硫酸锌添加到全血样本中进行溶血可以辅

助沉淀蛋白质$

SSE

通常使用甲醇*乙腈和叔

丁基甲醚或它们的混合物萃取样品"但蒸发和复

溶步骤可能会导致分析物的损失$

8FE

无需蒸

发和复溶步骤"减少了分析时间"但成本较高$

临床实验室需要根据具体分析目标优化合适的

预处理方案或组合方案"具体报道列于表
!

$

L*N

第
#

期
!!

易可可等'液相色谱
I

串联质谱技术在临床检验中的应用研究进展



表
I

!

免疫抑制剂的
*̀=C!

&

C!

定量分析

R:@8%I

!

^

0:2/#5#6:/#.2.5#DD02.90

""

<%99:2/:<%@

1

*̀=C!

&

C!

分析物

D/0&

=

;5

预处理方法

F.5;.50;<5/;

<5;3%P

定量限

SJa

&

!

/

V

&

<S

#

线性范围

A515.5/:5

.0/

V

5

&

!

/

V

&

<S

#

分析时间

D/0&

=

646

P-.0;4%/

&

<4/

参考文献

A515.5/:5

XD2

*

8KA

*

E>E

*

26D FF

&乙腈
*]+

"

+ *]+

"

?** N

(

L*

)

XD2

*

8KA

*

E>E

*

26D FF

&甲醇"硫酸锌
*]?

"

? *]?

"

)*** "]?

(

L+

)

XD2

*

8KA

*

E>E

*

26D FF

&甲醇
I

硫酸锌!

#*_"*

"

O

&

O

#

)
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L )

"

+*** )]?

(

L)

)

XD2

*

26D FF

&乙腈"硫酸锌
+!]#

"

+M]? +*

"

+LM! M

(
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)

XD2

*

8KA
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E>E

*

26D FF

&硫酸锌
+
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,-&40/0

等(

NL

)采用
S2I78

&

78

同时分析了

全血样本中
!

种免疫抑制药物的
)"?

种组合方

案"以探究器官移植后患者的最佳免疫抑制剂

给药量"体现了
S2I78

&

78

在临床中为患者

提供准确的个性化诊疗方案的巨大优势$然

而"

S2I78

&

78

存在设备较昂贵*只能在具备

条件的实验室使用等缺点$未来"随着质谱仪

更加自动化*小型化"使
XC7

从实验室分析走

向现场快速分析成为可能$

FGW

!

肽类和蛋白质定量分析

蛋白质是生命过程的关键角色"定量检测

蛋白质对于疾病的预防*诊断和治疗至关重要$

目前"质谱已成为蛋白质定量分析必不可少的

工具"其应用包括肿瘤标志物检测(

L?

)

*蛋白质

或肽类药物定量(

L#

)和靶向蛋白质组学分析(

LMILN

)

"

80RR0

V

3

等(

LL

)对蛋白质定量分析适用方法进

行了概述$

基于质谱的蛋白质定量分析要求检测结果

具有高灵敏度*高稳定性*高通量以及良好的重

复性"挑战性较高$首先"由于蛋白质在体外条

件下易被降解"对样本基质的稳定性具有更严

格的要求"预处理方法时长须小于
#3

(

+**

)

$其

次"不同蛋白质在血清或血浆样本中丰度具有

较大差异"须通过液相分离*使用
8FE

富集*适

配体亲和富集或使用包括修饰的磁性纳米材料

等技术富集含量较低的蛋白质$此外"不同于

临床其他分析物"蛋白质属于大分子化合物"实

验室常用的三重四极杆质谱无法直接定量分析

其天然存在形式"需使用胰蛋白酶进行消化处

理生成特征肽段"然后将这些特征肽段作为目

标分析物"并严格优化包括孵育时间*反应温度

以及蛋白酶用量在内的消化条件"以确保特征

肽段与目标蛋白质的物质的量比例接近$可通

过不同类型的质谱仪实现肽类和蛋白质的定量

分析"包括基质辅助激光解吸
I

飞行时间质谱

!

7DSCKIXJH78

#*离子阱质谱*单四极杆质

谱*四极杆
I

飞行时间串联质谱*三重四极杆质

谱以及高分辨质谱$大多数情况下使用三重四

极杆的
8A7

&

7A7

模式即可实现对多个目标

物的高度并行分析(

+*+

)

$

目前"基于质谱的蛋白质定量分析方法日

趋成熟"然而也存在不足'长时间的色谱分离和

有限的通量限制了该方法进一步发展%样品制

备中胰蛋白酶消化和低丰度蛋白质的富集"大

大延长了分析时间%大多数易于定量的蛋白质

尚未建立各自的参考范围(

+*)

)

"由于蛋白质丰

度的变化可能受多种非疾病因素影响"因此定

量结果还需要其他技术印证$

,

!

结论与展望

基于
S2I78

&

78

的定量分析方法在临床检

验中变得越来越重要"目前"已建立了
S2I78

&

78

对氨基酸*肉碱*

$C

*一些内分泌激素和蛋白质

等分析物定量检测的参考测量程序"并提供了可

溯源至国际单位制的标准物质"随着标准化规模

的扩大"

S2I78

&

78

在临床分析中将得到更多

认可$目前面临的主要挑战有'

+

#受限于现有

仪器的灵敏度"一些分析物的定量分析需要提前

进行衍生化处理"增加了分析时间和使用成本"

不利于临床大规模分析应用%

)

#由于临床样本

基质的复杂性"大多数分析物尚不明确其定量参

考范围"或缺少相应的
S2I78

&

78

参考测量测

序程序"不同个体间的定量差异须受到重视%

"

#

S2I78

&

78

设备昂贵"开发新方法的成本较

高"因此分析物的定量分析通常仅限于实验室

内"限制了临床应用的进一步发展$未来"随着
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质谱仪器小型化"仪器成本将得到控制"现场
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检测将成为可能$
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