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基于水解氨基酸￣同位素稀释质谱法的
酪蛋白磷酸肽特征肽段纯度定值研究

徐琪ꎬ李玲ꎬ杨梦瑞∗ꎬ周剑ꎬ李付凯ꎬ李亮

(中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所 农业农村部农产品质量安全重点实验室ꎬ北京　 １０００８１)

摘要:针对酪蛋白磷酸肽特征肽段 ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐＳＡＥＥＲꎬ建立了基于水解氨基酸￣同位素稀释质谱法(ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ /
ＭＳ)的纯度定值方法ꎮ 重点表征了特征肽段原料分子量、氨基酸序列等结构信息ꎬ优化了肽段氨基酸水解条件ꎬ讨论了

空间位阻对水解效率的影响ꎮ 选取脯氨酸、缬氨酸、亮氨酸以及异亮氨酸这 ４ 种氨基酸ꎬ运用建立的 ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ 方

法ꎬ对酪蛋白磷酸肽特征肽段原料展开纯度定值ꎮ 结果表明ꎬ基于 ４ 种不同氨基酸的肽段定值结果一致性良好ꎬ定值准

确可靠ꎬ最终肽段的定值结果为(０􀆰 ９１６±０􀆰 ０１６)ｇ / ｇꎮ 该方法的建立ꎬ为下一步特征肽段标准物质研制及酪蛋白磷酸肽的

准确测量奠定了基础ꎮ
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病因 子 生 物 活 性 评 价 计 量 技 术 和 标 准 物 质 研 究 ”
(２０２３ＹＦＦ０７２４５０３)ꎻ中国农业科学院科技创新工程项目

(ＣＡＡＳ￣ＡＳＴＩＰ￣２０２４￣ＩＱＳＴＡＰ)ꎮ
作者简介:徐琪(１９９９￣)ꎬ女ꎬ山东枣庄人ꎬ硕士生ꎬ主要研究

方向为食品安全风险与评估ꎮ
通讯作者:杨梦瑞ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｙａｎｇｍｅｎｇｒｕｉ２０１４＠ １６３.ｃｏｍꎮ

　 　 酪 蛋 白 磷 酸 肽 ( Ｃａｓｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓꎬ
ＣＰＰｓ)是源于酪蛋白ꎬ经特定蛋白酶水解得到的

含聚簇磷酸丝氨酸、可提高矿物质生物利用率的

生物活性肽ꎮ 相关研究显示ꎬ其生物活性的核心

结构为￣ＳｅｒＰ￣ＳｅｒＰ￣Ｇｌｕ￣Ｇｌｕ￣(其中 Ｓｅｒ 代表丝氨

酸ꎬＧｌｕ 代表谷氨酸ꎬＰ 代表磷酸基) [１ꎬ２]ꎬ该结构

中磷酸丝氨酸残基(￣Ｓｅｒ(Ｐ)￣)呈聚簇状态且带有

众多负电荷ꎬ能够在小肠 ｐＨ 处于中性或弱碱性

的环境下ꎬ有效阻止钙形成磷酸钙沉淀ꎬ进而促进

钙在小肠内的吸收[３￣５]ꎮ 此外ꎬ酪蛋白磷酸肽可应
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用于各类营养与保健食品当中ꎬ对人体吸收和利

用钙、铁、锌等二价矿物营养素起着切实有效的促

进作用ꎮ 此外ꎬＣＰＰｓ 还具有抗龋齿[６￣８]、增强精卵

结合受精[９￣１１]、抗氧化、免疫调节、抗辐射潜力、促
肿瘤细胞凋亡[１２ꎬ１３]以及促进尿酸降低等功能ꎮ

ＣＰＰｓ 是酪蛋白酶解后含成簇磷酸丝氨酸氨

基酸序列的一类多肽的总称ꎬ因此ꎬＣＰＰｓ 组成复

杂、检测难度较大、结果准确性不高ꎮ 常见的检测

方法包括氯化钡￣乙醇沉淀法、高效毛细管电泳法

(ＨＰＣＥ)、高效液相色谱￣质谱联用法(ＨＰＬＣ￣ＭＳ /
ＭＳ)、高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)以及酶联免疫吸附

测定法(ＥＬＩＳＡ)等[１４￣１６]ꎮ 然而ꎬ这些方法在准确

度、抗杂质干扰能力以及特异性等方面存在一定

局限性ꎮ 特征肽段指某一类蛋白质或者多肽所特

有的能够将其与其他蛋白质特异性区分的肽段序

列ꎬ在蛋白质组学研究中可作为区分物种属性的

生物标志物[１７ꎬ１８]ꎮ 蛋白质经过特定酶酶解后结

合蛋白质氨基酸序列筛选出特征肽段ꎬ基于特征

肽段检测来实现目标蛋白质定性和定量分析已成为

蛋白质或者多肽间接准确测量的一种新方法[１９]ꎮ
根据文献[２０]检索报道ꎬ酪蛋白磷酸肽经过动物源

酶酶解后获得的肽段 ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐＳＡＥＥＲꎬ具
有检测特异性ꎬ通过特征肽段测量可以实现对酪

蛋白磷酸肽的定量测定ꎬ利用该特异性肽段进行

ＣＰＰｓ 的检测具有准确性高、一致性好的应用效

果[２１ꎬ２２]ꎮ 目前ꎬ该方法已立项 ＣＰＰｓ 的食品安全

国家标准ꎬ但缺乏相应的标准物质作为标准实施

的技术支撑ꎮ
标准物质作为“砝码”对提高测量水平ꎬ保证

测量结果准确、可靠非常关键ꎮ ＣＰＰ 特征肽段纯

度有证标准物质的研制ꎬ对提高酪蛋白磷酸肽测

量准确性ꎬ建立结果计量溯源性ꎬ推动相关检测标

准有效实施尤为重要与迫切ꎮ 多肽纯度准确定值

是建立多肽测量溯源性与相关标准物质研制的基

础ꎮ 多肽纯度测量主要包括质量平衡法[２３￣２５]、同
位素稀释质谱法[２６￣２９]、定量核磁法[３０]、元素分析

法[３１]等ꎮ 质量平衡法属于一种间接测定主成分

纯度的方法ꎬ其原理是减去有机结构类似的杂质、
水分、挥发性溶剂以及无机元素等ꎮ 何程铖[３２]曾

运用质量平衡法对高纯度牛血清白蛋白和转铁蛋

白的纯度进行评估ꎮ 同位素稀释质谱技术以多肽

水解为氨基酸为基础原理ꎬ选取同位素标记的氨

基酸作为内标进行质谱测量ꎬ该技术被视作一种

高准确度定量多肽和蛋白质的方法ꎬ能够溯源到

国际单位制(ＳＩ)单位ꎬ因此在标准物质定值中得

到广泛应用ꎮ Ｙａｎ 等[３３] 使用水解氨基酸同位素

稀释质谱技术定值牛乳铁蛋白的纯度ꎬ评估结果

可根据已有的氨基酸纯度标准物质溯源至 ＳＩ 单

位ꎮ 通过核磁共振技术(ｑＮＭＲ)ꎬ可快速准确地

定量分析化合物ꎬＢｒａｄｌｅｙ 等[３４] 设计了针对蛋白

质浓度测量的新 ｑＮＭＲ 方法ꎬ具有用量少、快速、
高准确性等优点ꎮ 另外ꎬ对于包含半胱氨酸残基

的多肽ꎬ可以利用 ＩＣＰ￣ＭＳ 测定硫含量来实现对

待测样品的绝对定量ꎮ 陆艳丽[３５] 在研究中开发

了一种基于硫元素测定的微管相关蛋白￣ｔａｕ 蛋白

的准确定量实验方法ꎬ成功地确定了对 ｔａｕ 蛋白

的定值ꎮ
本研 究 针 对 固 相 合 成 获 得 的 特 征 肽 段

(ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐＳＡＥＥＲ)纯品原料定性鉴定后ꎬ
采用水解氨基酸同位素稀释质谱法测定ꎬ研究重

点在于优化水解液的酸度、温度和时间等条件ꎬ比
较了不同氨基酸对测量结果的影响ꎬ同时进行了

方法学研究ꎮ 最终成功构建了基于水解氨基酸￣
同位素稀释质谱技术的酪蛋白磷酸肽特征肽段纯

度定值方法ꎮ 本研究将酪蛋白磷酸肽特征肽段作

为研究对象ꎬ采用水解氨基酸同位素稀释质谱法

进行定值ꎬ为特征肽段标准物质的研制提供了技

术支撑ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＡＢ Ｔｒｉｐｌｅ ＱＵＡＤ ４５００ 型液质联用质谱仪、
Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ６６００ 型高分辨飞行时间质谱仪(美国

ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司)ꎻＬＣ￣２０ ＡＤ 型高效液相色谱仪

(日本岛津公司)ꎻＡＬ１０４ 型分析天平、ＸＳ１０５ 型分

析天平(瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司)ꎻＥＦＡＡ￣ＤＣ２４￣ＲＴ 型氮

吹仪(上海安谱实验科技股份有限公司)ꎻＴｏｕｃｈ
ｍｉｘｅｒ ＭＴ￣５１ 型涡旋振荡仪(日本 Ｙａｍａｔｏ 公司)ꎻ
Ｄ２０１２ｐｌｕｓ 型高速离心机 (美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ 公

司)ꎻＯＫＦＫＪ￣２ 型氢氧焰安瓿瓶熔封机(湖南沃克

能源科技有限公司)ꎮ
ＣＰＰ 特征肽段 ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐＳＡＥＥＲ 纯品

原料(中国南京金斯瑞生物科技有限公司)ꎻ国家

有证标准物质缬氨酸 ＧＢＷ ( Ｅ) １０００５５ (纯度

９７􀆰 ８％~ １０１％)、脯氨酸 ＧＢＷ(Ｅ) １０００８４ (纯度

９８􀆰 ４％ ~ １０１􀆰 ４％)、异亮氨酸 ＧＢＷ( Ｅ) １０００５７
(纯度 ９７􀆰 ９％~１００􀆰 ９％)、亮氨酸 ＧＢＷ(Ｅ)１０００５８
(纯度 ９７􀆰 ９％ ~ １００􀆰 ９％) (中国计量科学研究

８７
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院)ꎻ缬氨酸标记物(Ｕ￣１３Ｃ５ꎬ纯度为 ９９％ꎻ１５Ｎꎬ同
位素丰度为 ９９％)、脯氨酸标记物(Ｕ￣１３Ｃ９ꎬ纯度为

９９％ꎻ１５Ｎꎬ同位素丰度为 ９９％)ꎬ异亮氨酸标记物

(Ｕ￣１３Ｃ６ꎬ纯度为 ９９％ꎻ １５Ｎꎬ同位素丰度为 ９９％)
(美国剑桥同位素实验室)ꎻ亮氨酸标记物(Ｄ３ꎬ氘
代率为 ９９􀆰 ９３％ꎬ纯度为 ９６％ ~ １００％ꎬ 加拿大

Ｔｏｒｏｎｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ 公司)ꎻ其他试剂均为

色谱纯ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 液相纯度分析

取 １ ｍｇ 酪蛋白磷酸肽特征肽段样品溶于

１ ｍＬ 纯水中ꎬ混匀后待测ꎮ
色谱条件:色谱柱为 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ( ４􀆰 ６

ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相 Ａ 为体积分数是

０􀆰 ０５％的三氟乙酸￣水混合溶液ꎻ流动相 Ｂ 为体积

分数是 ０􀆰 ０５％的三氟乙酸￣乙腈混合溶液ꎻ梯度洗

脱程序:０ ~ ２５ ｍｉｎꎬ５％ Ｂꎻ２５ ~ ２５􀆰 ０１ ｍｉｎꎬ５％ ~
６５％ Ｂꎻ２５􀆰 ０１ ~ ２７ ｍｉｎꎬ９５％ Ｂꎻ２７ ~ ２７􀆰 ０１ ｍｉｎꎬ
９５％~５％ Ｂꎻ２７􀆰 ０１~３５ ｍｉｎꎬ５％ Ｂꎮ 流速 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ
进样量 １０ μＬꎬ洗脱时间 ３５ ｍｉｎꎮ 紫外检测器波

长 ２２０ ｎｍꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 质谱定性分析

色谱条件:Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱

(２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)ꎻ柱温:２５ ℃ꎻ流动相

Ａ:体积分数是 ０􀆰 １％的甲酸水溶液ꎬ流动相 Ｂ:乙
腈溶液ꎻ流速:０􀆰 ４ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进样体积:５ μＬꎮ 梯度

洗脱程序:０ ~ ５ ｍｉｎꎬ２％ Ｂꎻ５ ~ １５ ｍｉｎꎬ２％ ~ ９８％
Ｂꎻ１５~１７ ｍｉｎꎬ９８％ Ｂꎻ１７~１７􀆰 １ ｍｉｎꎬ９８％~２％ Ｂꎻ
１７􀆰 １~２０ ｍｉｎꎬ２％ Ｂꎮ

质谱条件:质谱采用热电喷雾离子源ꎬ正离子

模式ꎬ全扫描模式ꎬＡＧＣ ｔａｒｇｅｔ:３×１０６ꎻ扫描范围:
５０~４ ０００ ｍ / ｚꎻ分辨率:７×１０４ ＦＷＨＭꎻ最大积分时

间:１００ ｍｓꎻ喷雾电压: ３ ０００ Ｖꎻ毛细管温度:
３２０ ℃ꎻ气化温度:３００ ℃ꎬ鞘气流速:４０ ａｒｂꎻＳ￣
ｌｅｎｓ 电压:５５ Ｖꎻ辅助气流速:１２ ａｒｂꎻ辅助气加热

温度:３００ ℃ꎮ ＭＳ２ 分辨率:７×１０４ ＦＷＨＭꎻ自动增

益控制目标值:１×１０５ꎻ最大积分时间:５０ ｍｓꎻ隔离

窗口:４􀆰 ０ ｍ / ｚꎻＮＣＥ:３０％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 定值分析

氨基酸综合标准液配制:将脯氨酸、缬氨酸、
亮氨酸和异亮氨酸样品精确称取至百万分之一的

天平中ꎬ然后置于深褐色玻瓶内ꎮ 注入 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
盐酸水溶液ꎬ充分振荡深褐色玻瓶以完全溶解样

品ꎬ制备出分别为 ０􀆰 １１８ ０、０􀆰 １２０ ０、０􀆰 ０６７ ２ 和

０􀆰 ０６７ ２ ｍｇ / ｇ 浓度的混合标准液ꎮ 将预先混合好

的氨基酸标准溶液倒入小瓶中ꎬ置于温度为－２０ ℃
的冰箱储存ꎮ

同位素标记的氨基酸混合标准溶液配制:用
百万分之一天平准确分别称取脯氨酸标记物、缬
氨酸标记物、亮氨酸标记物和异亮氨酸标记物样

品置于棕色玻璃瓶中ꎬ并加入采用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐

酸水溶液ꎬ通过彻底震荡棕色玻瓶以实现完全溶

解ꎬ配制成浓度分别为 ０􀆰 １２５ １、０􀆰 １２７ ２、０􀆰 ０６８ 和

０􀆰 ０７０ ３ ｍｇ / ｇ 的同位素标记的氨基酸混合标准溶

液ꎮ 将预先混合好的氨基酸标准溶液倒入小瓶

中ꎬ置于温度为－２０ ℃的冰箱储存ꎮ
准确称量 ５０ ｍｇ ＣＰＰ 特征肽段水溶液及

５０ ｍｇ 氨基酸标记物工作液ꎬ倒入干净安瓿瓶内ꎬ
混匀后加入 １ ｍＬ(６ ｍｏｌ / Ｌ)盐酸水溶液ꎬ充分混

合ꎮ 随后持续通入氮气至安瓿瓶内约 ４０ ｓ 以排

除空气ꎬ随即使用热封机对安瓿瓶进行即时热熔

封ꎮ 样品熔封后置于 １５０ ℃的烘箱中水解 ４８ ｈꎬ
水解结束后ꎬ取出样品进行氮吹干燥ꎬ随后使用

１ ｍＬ(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ)ＨＣｌ 重新溶解样品ꎬ搅拌均匀后

采用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤至进样小瓶ꎬ进行后续仪

器分析ꎮ
色谱条件:ＫＩＮＥＴＥＸ Ｃ１８ 色谱柱(２􀆰 １ ｍｍ×

１５０ ｍｍꎬ２􀆰 ６ μｍ)ꎻ流动相 Ａ 为体积分数是 ０􀆰 ２％的

甲酸水溶液ꎬ流动相 Ｂ 为乙腈ꎻ流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ
样品进样量为 １ μＬꎬ等度洗脱程序为 Ｖ ( Ａ) ∶
Ｖ(Ｂ)＝ ９８ ∶２ꎬ洗脱时间为 ５ ｍｉｎꎮ

质谱条件为电喷雾正离子模式ꎬ采用多反应

监测扫描(ＭＲＭ)ꎻ离子源电压 ５ ５００ Ｖꎻ离子源温

度 ５５０ ℃ꎻ雾化器压力 ３７９􀆰 ２１ ｋＰａꎻ辅助气压力

３７９􀆰 ２１ ｋＰａꎻ气帘气压力 ２４１􀆰 ３２ ｋＰａꎻ离子驻留时

间 １００ ｍｓꎮ ＭＲＭ 监测离子对信息为脯氨酸

(１１６􀆰 ３>７０􀆰 ０)、脯氨酸￣１３Ｃ９(１２５􀆰 １>７０􀆰 ２)ꎬ缬氨

酸(１１８􀆰 ３>７２􀆰 ３)、缬氨酸￣１３Ｃ５(１２３􀆰 ２>７２􀆰 １)ꎬ异
亮氨酸 ( １３２􀆰 ２ > ８６􀆰 ３)、异亮氨酸￣１３Ｃ６ ( １３８􀆰 ０ >
８６􀆰 １)ꎬ亮氨酸(１３２􀆰 １>８６􀆰 ２)、亮氨酸￣Ｄ３(１３５􀆰 １>
８９􀆰 １)ꎮ

采用公式(１)进行结果计算ꎮ
Ｃ ＝ (ｍＬ样 × ＩＬ标 × ＩＸ样 × ｍＮ标 × Ｍ) /
( ＩＮ标 × ＩＬ样 × ｍＬ标 × ｎ × ＭＡＡ × ｍ) (１)

　 　 式中ꎬＣ 为样品中 ＣＰＰ 特征肽段的纯度ꎬｇ / ｇꎻｍＬ样 为样品溶

液中标记的氨基酸的质量ꎬｇꎻｍＬ标为标准溶液中标记的氨基酸的

质量ꎬｇꎻｍＮ标为标准溶液中氨基酸的质量ꎬｇꎻＩＸ样为样品溶液中氨

基酸的峰面积ꎻＩＬ样为样品溶液中标记的氨基酸的峰面积ꎻＩＬ标为

标准溶液中标记的氨基酸的峰面积ꎻＩＮ标为标准溶液中氨基酸的

９７



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４７ 卷第 ３ 期

峰面积ꎻＭＡＡ为 ＣＰＰ 特征肽段的相对分子质量ꎻｎ 为 ＣＰＰ 特征肽

段中含有该氨基酸的个数ꎻＭＡＡ 为该氨基酸的相对分子质量ꎻｍ
为 ＣＰＰ 特征肽段样品称样量ꎬｇꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 液相纯度测定

通过高效液相色谱面积归一化法对 ＣＰＰ 特

征肽段原料纯度进行检测ꎬ结果如图 １ 所示ꎬＣＰＰ
特征肽段液相纯度为 ９９􀆰 ２４％ꎬ可以使用水解氨

基酸同位素稀释质谱法对 ＣＰＰ 特征肽段进行定

值分析ꎮ

图 １　 ＣＰＰ 特征肽段样品色谱图

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＰＰ

２􀆰 ２ 　 质谱定性分析

利用高分辨率质谱法对固相合成获得的

ＣＰＰ 特征肽段样品进行定性分析ꎮ 结果如图 ２ 所

示ꎬ检测到质荷比 ｍ / ｚ 为 １ ９５３􀆰 １、９７６􀆰 ５ 和 ６５１􀆰 ３
这 ３ 个典型离子ꎬ分析可知 ｍ / ｚ ＝ １ ９５３􀆰 １ 为

ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐＳＡＥＥＲ 的 分 子 离 子 峰ꎬ ｍ / ｚ ＝
９７６􀆰 ５ 和 ｍ / ｚ ＝ ６５１􀆰 ３ 分别 ＣＰＰ 特征肽段多电荷
离子[Ｍ＋ ２Ｈ] ２＋、[Ｍ ＋ ３Ｈ] ３＋ꎮ 同时也检出 ｍ / ｚ
１ ３０２􀆰 ３ 的质谱峰ꎮ 对主要未知峰 ｍ / ｚ ＝ １ ３０２􀆰 ３
进行分析ꎬ认为其可能是[２Ｍ＋３Ｈ] ３＋聚合物质谱
峰ꎬ其他响应较低的峰为特征肽段经 ＥＳＩ 源电离

后的碎片峰ꎮ 此外ꎬ采用二级质谱测定肽段氨基

酸序列ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 经过分析得到的二级碎

片信息与 ＣＰＰ 特征肽段 ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐＳＡＥＥＲ
一一对应ꎮ

图 ２　 ＣＰＰ 特征肽段样品的高分辨质谱图

Ｆｉｇ.２　 Ｈｉｇｈ￣ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＰＰ

图 ３　 ＣＰＰ 特征肽段样品的 ｂꎬｙ 离子和氨基酸

序列对应图

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｍａｐ ｏｆ ｂꎬｙ ｉｏｎｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＰＰ

２􀆰 ３ 　 前处理优化与 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 方法测定

２􀆰 ３􀆰 １ 　 前处理优化

目前ꎬ氨基酸水解与同位素稀释质谱技术相

结合是对蛋白质和多肽进行准确度定量的主要方

法ꎮ 氨基酸的种类众多ꎬ在定量中通常主要用到

脯氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、丙氨酸等[３６]ꎮ
从氨基酸序列 ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐＳＡＥＥＲ 来看ꎬ缬氨

酸和脯氨酸各有两个ꎬ异亮氨酸和亮氨酸各有一

个ꎬ选取这 ４ 种氨基酸进行定量分析能够增强测

定的准确性并且具有代表性ꎮ 为实现准确测定ꎬ
肽段需要充分水解ꎬ而酸的使用量、水解温度以及

水解时间通常是影响水解效率的关键要素ꎮ 所

以ꎬ本研究把重点放在对这 ３ 个因素的优化上ꎬ以
提升水解条件ꎮ 根据文献[３７]报道ꎬ蛋白质通常

以 ６ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸水解为主ꎬ本研究采用相同浓度

的盐酸ꎬ研究了 ０􀆰 ４、０􀆰 ６、０􀆰 ８、１􀆰 ０ 和 １􀆰 ２ ｍＬ 等不

同用量对水解产率的影响ꎬ具体数据详见图 ４ａꎮ
根据图 ４ａ 的数据显示ꎬ加入不同量的盐酸水溶液

对水解效果影响较小ꎬ当添加 １ ｍＬ(６ ｍｏｌ / Ｌ)盐
酸水溶液时ꎬ水解效果最佳ꎮ 然而ꎬ缬氨酸和异亮

氨酸的水解效率较为有限ꎮ 同时ꎬ对肽段在 １１０~
１７０ ℃的温度区间内的水解效率进行了研究ꎬ具
体结果可参考图 ４ｂꎮ 温度达到 １３０ ℃时ꎬ缬氨酸

和异亮氨酸的水解效率仍低ꎬ与脯氨酸和亮氨酸

相比ꎬ缬氨酸(Ｖ)和异亮氨酸( Ｉ)可能未完全水

解ꎮ 据文献[３８ꎬ３９]指出ꎬ氨基酸排列顺序对水

解效果至关重要ꎮ 当脂族氨基酸位于支链上时ꎬ
可能产生位阻ꎬ从而影响水解效率ꎮ 脂肪族氨基

酸间的化学键ꎬ例如 Ｉ—Ｉ、Ｖ—Ｖ、Ｉ—Ｖ 之间的肽

键ꎬ很难被水解ꎮ 经过对比分析ꎬ发现在目标特征

肽段中也有 Ｉ—Ｖ 的氨基酸残基结构存在ꎬ因此选

择通过升高温度来增强水解的效率ꎮ 从图 ４ｂ 可

以观察到ꎬ在温度升至 １５０℃之后ꎬ４ 种氨基酸的

０８
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水解效能都已经接近平衡状态ꎬ因此最终决定以

１５０℃作为最佳的水解温度ꎮ 除此之外ꎬ还研究了

水解时间对结果的影响ꎬ具体结果可参见图 ４ｃꎮ
经过 ４８ ｈ 的水解ꎬ其效率达到了顶峰ꎬ因此ꎬ４８ ｈ
可以被视为特征肽段中 ４ 种氨基酸得到充分水解

的最佳时间ꎮ

图 ４　 盐酸添加量(ａ)、水解温度(ｂ)和水解时间(ｃ)
对 ＣＰＰ 特征肽段样品中氨基酸水解效率的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃ
ａｃｉｄ (ａ)ꎬｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (ｂ) ａｎｄ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ｔｉｍｅ (ｃ) ｏｎ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＰＰ

２􀆰 ３􀆰 ２ 　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 方法优化

为了确保目标氨基酸能够做出良好的响应ꎬ
对氨基酸和同位素标记的氨基酸质谱条件进行了

优化ꎮ 在对目标物进行电离模式的扫描时ꎬ观察

到目标氨基酸在正离子模式下容易获得电子ꎬ从
而形成稳定的准分子离子峰ꎬ因此ꎬ本次实验选择

了正离子模式进行扫描ꎮ 通过对各种氨基酸离子

碎片的扫描ꎬ确定了相应的离子对ꎬ以便进行定性

和定量分析ꎮ 在多重反应监测模式(ＭＲＭ)的指

导下ꎬ进一步对去簇电压(ＤＰ)和碰撞能(ＣＥ)进
行了优化ꎬ确保氨基酸在质谱分析中展现出优良

响应ꎮ 流动相的 ｐＨ 对氨基酸的保留时间以及不

同氨基酸之间的分离度有着显著的影响ꎮ 在之前

的实验研究基础上ꎬ选择了体积分数是 ０􀆰 ２％的

甲酸水溶液和乙腈作为流动的相对目标氨基酸进

行洗脱处理ꎮ 为了最大化氨基酸的分离效果ꎬ对
体积分数是 ０􀆰 ２％的甲酸溶液与乙腈的比例进行

了调整和优化ꎮ 研究结果显示ꎬ在体积分数是

０􀆰 ２％的 Ｖ (甲酸水) ∶ Ｖ (乙腈) ＝ ９８ ∶ ２、流速为

０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎ 的条件下ꎬ质谱的反应更为明显ꎬ色

谱的分离效果也更为出色ꎬ达到了最优效果ꎮ 图

５ａ、５ｂ 呈现了氨基酸标准溶液与样本水解后氨基

酸的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 结果ꎮ

图 ５　 标准溶液(ａ)与 ＣＰＰ 特征肽段水解成氨基酸的

样品(ｂ)中氨基酸及其同位素内标的 ＬＣ￣ＭＳＭＳ 质谱图

Ｆｉｇ.５　 ＬＣ￣ＭＳＭＳ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｉｓｏｔｏｐｉｃ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｉｎ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ (ａ)
ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ＣＰＰ (ｂ)

２􀆰 ４ 　 方法学评价

２􀆰 ４􀆰 １ 　 线性考察

制备了浓度为 １０、２５、４０、５０、７０、９０、１２０ ｍｇ / ｇ
的氨基酸标准溶液系列ꎬ并在每一种标准溶液中

加入了 ５０ ｍｇ 的同位素内标ꎮ 使用 ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ /
ＭＳ 方法进行了测定ꎮ 根据测得的峰面积比( ｙ)
和质量浓度比(ｘ)的数值ꎬ绘制标准曲线ꎬ并将其

拟合成图 ６ 所示的曲线ꎮ 研究结果揭示ꎬ所有氨

基酸的线性相关系数都超过了 ０􀆰 ９９９ꎬ这表明该

测量方法适用于浓度在这一范围内的样本含量

分析ꎮ

ａ.Ｖａｌꎻｂ.Ｉｌｅꎻｃ.Ｐｒｏꎻｄ.Ｌｅｕ

图 ６　 氨基酸标准曲线

Ｆｉｇ.６　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

１８
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２􀆰 ４􀆰 ２ 　 重复性和精密度评价

平行称量 ３ 份样品ꎬ充分水解后用 ＬＣ￣ＩＤＭＳ /
ＭＳ 法准确测定 ４ 种目标氨基酸ꎬ每份样品测 ３ 次

取平均值为测定结果ꎬ再由氨基酸测定结果算特

征肽段纯度ꎮ 由表 １ 可知ꎬ各测量结果的标准偏

差不超过 ２％ꎬ表明其精密度较为良好ꎮ
表 １ 　 ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ 对 ＣＰＰ 特征肽段纯度的

定值结果

Ｔａｂ.１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＰＰ ｂｙ ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ

Ｎａｍｅ Ｓａｍｐｌｅ
Ｐｕｒｉｔｙ /
(ｇ􀅰ｇ－１)

Ａｖｅｒａｇｅ /
(ｇ􀅰ｇ－１)

ＳＤ /
％

ＲＳＤ /
％

Ｖａｌ
１
２
３

０􀆰 ９１９
０􀆰 ９２０
０􀆰 ９０８

０􀆰 ９１６ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ７３

Ｐｒｏ
１
２
３

０􀆰 ８９３
０􀆰 ９２３
０􀆰 ８９８

０􀆰 ９０５ １􀆰 ６１ １􀆰 ７８

Ｉｌｅ
１
２
３

０􀆰 ９２０
０􀆰 ９３１
０􀆰 ９２３

０􀆰 ９２５ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ６１

Ｌｅｕ
１
２
３

０􀆰 ９２４
０􀆰 ９１７
０􀆰 ９２２

０􀆰 ９２１ ０􀆰 ３６ ０􀆰 ３９

２􀆰 ４􀆰 ３ 　 基质效应评价

本研究开展了基质效应考察ꎬ将空白水解液

按照水解 ＣＰＰ 特征肽段的方法进行水解模拟ꎬ实
验结束后向其中添加与标准溶液相同浓度的氨基

酸及其内标ꎬ按照优化后的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 方法上机

检测ꎬ通过比较水解氮吹复溶后的氨基酸和标准

溶液中离子峰面积ꎬ进而计算二者的比值ꎬ以此来

考察样品的基质效应ꎮ 如表 ２ 所示ꎬ各氨基酸及

其同位素内标的 ＭＥ 值均接近等于 １ꎬ说明基质

效应影响可以忽略不计ꎮ
表 ２ 　 ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ 对 ＣＰＰ 特征肽段纯度的

定值结果

Ｔａｂ.２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＰＰ ｂｙ ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｑｕａｎｔｉｔｙ

Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ(Ａ)

Ｈｙｄｒｏｌｙｓｅｄ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｐｅａｋ ａｒｅａ (Ｂ) ＭＥ＝Ｂ / Ａ

Ｖａｌ １ ３８２ ０４９ １ ３６８ ６１８ ０􀆰 ９９

Ｖａｌ(Ｕ￣１３Ｃ５) ３ ５８３ ３１１ ３ ８９７ ９３９ １􀆰 ０９

Ｐｒｏ ２ ２５６ ９０３ ２ ２１７ ６８５ ０􀆰 ９８

Ｐｒｏ(Ｕ￣１３Ｃ９) ４ ０８６ ６３１ ４ １９２ ６４５ １􀆰 ０３

Ｉｌｅ ３ ６４１ ８５４ ３ ８１８ ０７４ １􀆰 ０５

Ｉｌｅ(Ｕ￣１３Ｃ６) ５ ０８１ ５７８ ５ ９０３ ７５７ １􀆰 １６

Ｌｅｕ ４ ４８５ １６２ ４ ４２５ ２００ ０􀆰 ９９
Ｌｅｕ(Ｄ３) ５ ４０２ ３１２ ５ ６２７ ２３９ １􀆰 ０４

２􀆰 ４􀆰 ４ 　 检出限和定量限

将水解后特征肽段样品溶液按优化后的液相

色谱同位素稀释质谱法上机检测ꎬ根据质谱图得

到该浓度的信噪比ꎬ通过计算得出 ３ 倍信噪比和

１０ 倍信噪比下对应的各种氨基酸的浓度ꎬ结果见

表 ３ꎮ
表 ３ 　 氨基酸的检出限与定量限

Ｔａｂ.３　 Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ＬＯＤ / (μｇ􀅰ｋｇ－１) ＬＯＱ / (μｇ􀅰ｋｇ－１)
Ｖａｌ １６􀆰 ６５ ５５􀆰 ４６

Ｐｒｏ １４􀆰 ７８ ４９􀆰 ２１

Ｉｌｅ ２􀆰 ７８ ９􀆰 ２６

Ｌｅｕ ８􀆰 ４１ ２８􀆰 ００

２􀆰 ５ 　 定值结果

平行准确称取 ６ 份样品ꎬ采用建立的水解氨

基酸￣同位素稀释质谱法测定ꎬ每个样品平行测定

３ 次ꎬ基于测定的氨基酸含量ꎬ根据公式(１)计算

ＣＰＰ 特征肽段纯度ꎬ定值结果见表 ４ꎮ
表 ４ 　 ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ 对 ＣＰＰ 特征肽段的定值结果

Ｔａｂ.４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ
ＣＰＰ ｂｙ ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ

Ｎｕｍｂｅｒ(ｎ＝６) １ ２ ３ ４ ５ ６

Ｖａｌ ０􀆰 ９０６ ０ ０􀆰 ９１４ ０ ０􀆰 ９１５ ０ ０􀆰 ９２７ ０ ０􀆰 ９２９ ０ ０􀆰 ９１５ ０

Ｐｒｏ ０􀆰 ９２７ ０ ０􀆰 ９２３ ０ ０􀆰 ９１６ ０ ０􀆰 ９１５ ０ ０􀆰 ９１７ ０ ０􀆰 ９１２ ０

Ｉｌｅ ０􀆰 ８９７ ０ ０􀆰 ９１３ ０ ０􀆰 ９１７ ０ ０􀆰 ９１１ ０ ０􀆰 ９１２ ０ ０􀆰 ９００ ０

Ｌｅｕ ０􀆰 ９２５ ０ ０􀆰 ９２０ ０ ０􀆰 ９２１ ０ ０􀆰 ９１８ ０ ０􀆰 ９１９ ０ ０􀆰 ９２２ ０

ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ /
ＭＳ / (ｇ􀅰ｇ－１)

０􀆰 ９１３ ８ ０􀆰 ９１７ ５ ０􀆰 ９１７ ３ ０􀆰 ９１７ ８ ０􀆰 ９１９ ３ ０􀆰 ９１２ ３

Ｏｖｅｒａｌｌ ａｖｅｒａｇｅ /
(ｇ􀅰ｇ－１)

０􀆰 ９１６ ０

ＳＤ/ (ｇ􀅰ｇ－１) ０􀆰 ００８ ０

　 　 针对上述测定结果ꎬ进行统计分析ꎬ采用

Ｄｉｘｏｎ 检验定值结果中的异常值ꎬ科克伦检验平

均值的一致性ꎮ
首先针对各氨基酸定值结果的异常值展开

Ｄｉｘｏｎ 检验ꎮ 其结果如表 ５ 所示ꎮ
表 ５ 　 ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ 对 ＣＰＰ 特征肽段的定值结果

Ｔａｂ.５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ
ＣＰＰ ｂｙ ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ

　 Ｖａｌ Ｐｒｏ Ｉｌｅ Ｌｅｕ ＡＡ￣ＬＣ￣ＩＤＭＳ / ＭＳ
ｒ１ ０􀆰 ３８１ ０􀆰 ２７３ ０􀆰 １８８ ０􀆰 ２５０ ０􀆰 ２７３
ｒｎ ０􀆰 １３３ ０􀆰 ３３３ ０􀆰 ２３５ ０􀆰 ５００ ０􀆰 ２７３

　 　 依据数值从小到大的顺序对测定结果予以

排序ꎮ
ｘ(１) ≤ ｘ(２) ≤ 􀆺 ≤ ｘ(ｎ－１) ≤ ｘ(ｎ)

　 　 当 ｎ＝ ６ 时ꎬ

２８
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ｒ１ ＝ (ｘ(２) － ｘ(１) ) / (ｘ(ｎ－１) － ｘ(１) )
ｒｎ ＝ (ｘ(ｎ) － ｘ(ｎ－１) ) / (ｘ(ｎ) － ｘ(２) )

　 　 由 Ｄｉｘｏｎ 检验可知ꎬ各氨基酸测定结果的 ｒ１
和 ｒｎ 均小于 ｆ(０􀆰 ０５ꎬ６)＝ ０􀆰 ５６０ꎬ表明各氨基酸测量结

果均通过检验ꎬ均无异常值ꎬ测量结果保留ꎮ
采用科克伦检验各氨基酸定值结果平均值的

一致性ꎮ
计算公式如公式(２)所示ꎮ

Ｃ ＝ [∑
ｋ

ｉ ＝ １
(􀭰ｘｉ － 􀭰ｘ) ２] / (ｋ􀭰ｘ２) (２)

　 　 根据科克伦检验计算公式ꎬ可得出结果为

０􀆰 ４２５ꎬ在自由度为 ３ꎬ显著性水平 ɑ＝ ０􀆰 ０５ 的情况

下ꎬ科克伦检验的临界值大致为 ０􀆰 ４８１ꎮ 鉴于该

测定结果<０􀆰 ４８１ 这一临界值ꎬ所以在显著性水平

ɑ＝ ０􀆰 ０５ 的情况下ꎬ这 ４ 组数据的方差具有一致

性ꎬ这也就表明各氨基酸测量结果的平均值呈现

出一致性ꎮ 因此ꎬ取 Ｖａｌ、Ｐｒｏ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ 的定值结果

平均值 ０􀆰 ９１６ ｇ / ｇꎬ作为该方法的最终定值结果ꎬ
标准偏差为 ０􀆰 ００８ ０ ｇ / ｇꎮ

３　 结论

本研究针对 ＣＰＰ 特征肽段 ＹＫＶＰＱＬＥＩＶＰＮｐ￣
ＳＡＥＥＲ 进行了定值探究ꎬ着重对水解条件予以优

化ꎬ实施了方法学考察ꎬ构建了基于 ４ 种氨基酸的

水解氨基酸同位素稀释质谱法ꎮ 基于 ４ 种不同氨

基酸的肽段定值结果具有良好的一致性ꎬ定值准

确且可靠ꎬ 最终肽段的定值结果是 ( ０􀆰 ９１６ ±
０􀆰 ０１６)ｇ / ｇꎮ 此外ꎬ这里的 ０􀆰 ０１６ 仅考虑了重复性

引入的分量ꎮ 该方法的构建ꎬ为后续特征肽段标

准物质的研制打下了基础ꎮ
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