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基于高分辨液质联用的双标记氨基酸同位素丰度测定方法研究
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(１.上海化工研究院有限公司ꎬ上海　 ２０００６２ꎻ２.上海市稳定同位素检测及应用研发专业技术服务平台ꎬ
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摘要:近年来ꎬ稳定同位素标记化合物ꎬ尤其是同位素标记氨基酸在合成生物学、蛋白质组学、代谢组学等前沿科学研究

中发挥着越来越重要的作用ꎮ 建立了一种基于高分辨液质联用的双标记氨基酸同位素丰度检测方法ꎬ以 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨

酸为例ꎬ考察了样品浓度、质谱扫描张数等影响因素对同位素丰度计算结果的影响ꎬ结果表明该方法具有良好的准确性

和稳定性ꎬ所需样品用量少ꎬ操作简单ꎬ有望成为一种简便、通用的同位素试剂质控方法ꎻ也将为代谢组学、海洋学等同位

素示踪技术应用研究提供数据支持ꎮ
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用的双标记氨基酸同位素丰度测定方法研究[ Ｊ] .化学试

剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):８３￣８８ꎮ

　 　 随着生命科学领域的迅速发展ꎬ稳定同位素

试剂尤其是同位素标记氨基酸在蛋白质组学、代
谢组学等前沿科学研究中发挥着越来越重要的作

用[１ꎬ２]ꎮ 以稳定同位素标记氨基酸如１３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２￣赖
氨酸等为核心试剂的 ＳＩＬＡＣ 技术是蛋白质定量

的重要手段ꎬ广泛应用于分子标志物筛选、蛋白质

翻译后修饰等研究[３￣５]ꎻ以 １３Ｃ５￣谷氨酰胺、１３Ｃ４￣天
冬氨酸等为示踪剂的代谢流分析技术可动态监测

代谢物转化过程ꎬ是近年来代谢机理研究的重要

工具[６￣８]ꎮ
同位素分布及丰度除了用于同位素试剂质量

评价外ꎬ其作为一个重要参数在代谢组学、发酵工

程等科学研究中发挥的作用也愈发重要[９￣１２]ꎮ 静

电轨道阱、离子淌度等质谱新技术和 Ｐｙｔｈｏｎ、Ｒ 语

言等编程语言的发展使得同位素分布及丰度的分

析方法日益简便[１３￣１５]ꎮ 有机质谱法是同位素分

布及丰度分析的重要工具[１６￣１８]ꎬ它是利用化合物

同位素质量数的差异ꎬ通过“质量簇”等算法完成

同位素丰度的计算ꎮ 郑波等[１９] 首次提出对质谱

数据进行“质量簇”法归类处理ꎬ计算得到了 １３Ｃ
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标记的美沙西汀同位素丰度ꎬ随后基于“质量簇

法”的有机质谱法发展成为同位素丰度分析的主

要方法ꎮ 雷雯等[１７]在此基础上ꎬ结合气质联用技

术开发了针对血液等生物样品中氨基酸 １５Ｎ 同位

素丰度的计算方法ꎮ 盛立彦等[２０] 通过将“质量

簇”法中的复杂计算步骤简化为线性方程式ꎬ建
立了一种基于液相色谱￣质谱联用仪的同位素丰

度快速测定计算方法ꎬ在样品浓度 ０􀆰 １ ｇ / Ｌ 以上

时ꎬ检测方法偏差≤０􀆰 ２％ ａｔｏｍ％ Ｄ(与标准方法

比)ꎬ重现性 ＲＳＤ≤０􀆰 １％ꎮ 高分辨质谱具有超高

分辨率ꎬ可实现多种同位素标记模式峰的分离ꎬ近
年来在同位素丰度计算方面的优势逐渐显现[２１]ꎮ
田甜等[２２]建立了基于四级杆轨道阱高分辨质谱

仪的氘标记化合物同位素分布与丰度检测方法ꎬ
能够快速检测氘标记同位素分布和丰度ꎬ且所需

试剂和分析物用量少ꎮ 近年来随着前沿科学的发

展ꎬ双标记化合物尤其是双标记氨基酸得以广泛

应用ꎮ 但目前国内双标记同位素试剂产品较少ꎬ
缺乏相关的同位素丰度分析检测方法和质量评价

方法ꎮ
以 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸( １３Ｃ２Ｈ５

１５ＮＯ２)为例ꎬ考察

样品浓度、质谱扫描次数等对同位素丰度测定的

影响ꎬ建立了稳定、准确的同位素丰度计算方法ꎬ
实现了 １３Ｃ 和 １５Ｎ 同位素丰度的同时测定ꎮ 此

外ꎬ还将其应用于标记形式更为复杂的 １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２￣
赖氨酸的同位素丰度计算ꎬ结果表明此方法具有

较高的准确性和稳定性ꎬ为双标记同位素试剂的

质量控制提供了一种准确、简便的方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ １２０ 型高分辨液质联用仪

(美国赛默飞世尔科技有限公司)ꎻＭＥＴＴＬＥＲ￣
ＸＰＥ 型电子天平(瑞士梅特勒托利多集团)ꎻＶｏｒ￣
ｔｅｘ￣５ 型涡旋仪(中国其林贝尔仪器制造有限公

司)ꎻＭｅｒｃｋ￣Ｍｉｌｉｐｏｒｅ ＳｉｍｏｌｉｃｉｔｙＴＭ型超纯水系统(德
国默克公司)ꎮ

１３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸(同位素丰度:９９％)、 １３Ｃ６ꎬ
１５Ｎ２￣赖氨酸(同位素丰度:９９􀆰 ２％) (美国剑桥实

验室)ꎻ甲醇、甲酸(ＬＣ￣ＭＳ 级ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
科技有限公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 标准溶液配制

准确称取 １􀆰 ０ ｍｇ 氨基酸样品ꎬ加入 １ ｍＬ
５０％甲醇水溶液ꎬ涡旋 ３０ ｓ 充分混匀ꎬ配成浓度为

１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 的储备液ꎮ 准确移取适量储备液ꎬ用
５０％甲醇水溶液稀释成 １００ ｎｇ / ｍＬ、２００ ｎｇ / ｍＬ、
５００ ｎｇ / ｍＬ、８００ ｎｇ / ｍＬ、１ μｇ / ｍＬ、２ μｇ / ｍＬ 的工作

标准溶液ꎮ 储备液和工作标准溶液均保存于

４ ℃ꎮ
１􀆰 ３ 　 实验条件

１􀆰 ３􀆰 １ 　 色谱条件

色谱柱:Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ ＶＡＮＱＵＩＳＨ 型色谱柱

(１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ１􀆰 ９ μｍ)ꎻ流动相:流动相 Ａ 为

甲醇ꎬ流动相 Ｂ 为含 ０􀆰 １％甲酸的水溶液ꎻ洗脱条

件:９０％ Ｂ 等度洗脱 ５ ｍｉｎꎻ流速:０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进
样量:１ μＬꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 质谱条件

离子源:ＥＳＩꎻ电喷雾电压(Ｉｏｎ Ｓｒａｙ Ｖｏｌｔａｇｅ):
３ ５００ Ｖꎻ鞘气( Ｓｈｅａｔｈ Ｇａｓ):５􀆰 ３４ Ｌ / ｍｉｎꎻ辅助气

(Ａｕｘ Ｇａｓ ): ９􀆰 ３５ Ｌ / ｍｉｎꎻ 离 子 传 输 管 温 度:
３２０ ℃ꎻ扫描模式:全扫描(Ｆｕｌｌ Ｓｃａｎ)模式下正离

子扫描ꎻ分辨率:１２ ０００ꎻ扫描质荷比范围:ｍ / ｚ
７０~５００ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 双标记氨基酸同位素丰度计算

在使用高分辨液质联用仪进行同位素丰度计

算前ꎬ首先需先确定仪器分辨率(式(１))是否满

足分离各种标记形式质谱峰的需求ꎮ 对于 １３Ｃꎬ
１５Ｎ 标记化合物ꎬ其质量差值最小为 １ 个 １３Ｃ 和 １
个 １５Ｎ 的精确质量数差(０􀆰 ００６ ３ Ｄａ)ꎬ所需的最

大分辨率约为 ３２ Ｋ(按分子量最大的氨基酸色氨

酸计算)ꎮ 采用相同的计算方法对 Ｃ、Ｄ 标记及

Ｎ、Ｄ 标记氨基酸进行分辨率计算ꎬ所需最大分辨

率分别为 ７０ Ｋ 和 ２􀆰 ２ Ｋꎬ小于仪器实际分辨率

(１２０ Ｋ)ꎬ可以实现所有标记形式的分子离子峰

分离ꎬ满足同位素丰度计算的首要条件ꎮ
Ｒ ＝ [(ｍ１ ＋ ｍ２) / ２] / ( ｜ ｍ１ － ｍ２ ｜ ) (１)

　 　 式中ꎬｍ１ꎬｍ２ 分别代表对应化合物的质荷比ꎮ

此外ꎬ仪器质量轴偏差对于同位素丰度计算

结果也具有较大影响ꎮ 只有当仪器质量轴偏差小

于各同位素异数体的相对同位素偏差时[１４]ꎬ才能

确保相邻峰之间无干扰ꎬ仪器质量轴偏差( ＩＭＤ)
和相对同位素偏差(ＩＤ)的计算如式(２)所示ꎮ

ＩＭＤ ＝ [｜ Ｍｔｈｅｏｒ － Ｍｍａｘ ｜ /Ｍｔｈｅｏｒ] × １０６ (２)
　 　 式中ꎬＭｍａｘ为重复进样 ６ ~ ８ 针中实测值与理论值偏差最大

的质荷比ꎻＭｔｈｅｏｒ为待测化合物的理论质荷比ꎮ

ＩＤ ＝ [([ＭＡｍＢｎ ＋ Ｈ] ＋ － [ＭＡｍ－１Ｂｎ＋１ ＋ Ｈ] ＋ ) /

[ＭＡｍＢｎ ＋ Ｈ] ＋ ] × １０６ (３)

４８



第 ４６ 卷第 ６ 期 赵雅梦等:基于高分辨液质联用的双标记氨基酸同位素丰度测定方法研究

　 　 式中ꎬＡ 和 Ｂ 分别代表被标记的两种元素ꎻｍ、ｎ 代表同位素

标记个数ꎻ[ＭＡｍＢｎ＋Ｈ] ＋和[ＭＡｍ－１Ｂｎ＋１ ＋Ｈ] ＋ 即为化合物中质量

数最相近的两种同位素标记形式的质荷比ꎮ

根据式(３)计算可知对于 １３Ｃꎬ１５Ｎ 标记、Ｃ、Ｄ
标记及 Ｎ、Ｄ 标记氨基酸ꎬ其最大同位素偏差分别

为 ３０、１０ 和 ４００ μｇ / ｍＬꎬ满足偏差小于仪器质量

轴偏差(<５ μｇ / ｍＬ)的要求ꎬ可参照 ＨＧ / Ｔ ５９４２—
２０２１ 标准[２１]ꎬ直接根据双标记氨基酸各同位素

的信号强度进行丰度计算ꎬ如式(４)所示ꎮ
Ｅ ＝ ∑(ｎ􀅰ｘｎ) / ｎ (４)

　 　 式中ꎬｎ 为标记化合物同位素标记个数ꎻｘｎ 为标记化合物中

对应标记个数的同位素分布百分比ꎮ

尽管如此ꎬ在每次进样前仍需使用校正液对

质量轴进行校正ꎬ确保仪器质量轴稳定且仪器偏

差小于各同位素异数体的相对同位素偏差ꎮ
２􀆰 ２ 　 同位素丰度分析方法研究

以 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸为例ꎬ分别对样品浓度ꎬ
质谱扫描张数等可能影响同位素丰度检测结果的

因素进行考察ꎬ确定同位素标记氨基酸样品的最

佳检测条件ꎻ通过多次进样分析等对方法的准确

性和稳定性进行考察ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １ 　 ＬＣ￣ＨＲＭＳ 谱图分析

在正离子模式下对 １３Ｃ２ꎬ １５Ｎ￣甘氨酸进行液

质联用分析ꎬ质谱图如图 １ 所示ꎬ由于双标记化合

物可能存在未完全标记的情况ꎬ因此在 ＥＳＩ＋质谱

图中可能存在[ １３Ｃ２Ｈ５
１５ＮＯ２＋Ｈ] ＋、[ １３ＣＣＨ５

１５ＮＯ２＋
Ｈ] ＋、 [ １３ Ｃ２Ｈ５ＮＯ２ ＋ Ｈ] ＋、 [ １３ ＣＣＨ５ＮＯ２ ＋ Ｈ] ＋、
[Ｃ２Ｈ５

１５ＮＯ２＋Ｈ] ＋、[Ｃ２Ｈ５ＮＯ２＋Ｈ] ＋这 ６ 种分子离

子峰ꎬ其精确质荷比可通过软件或原子精确质量

计算ꎮ 根据化合物的质谱图ꎬ结合同位素丰度的

计算方法即可完成同位素丰度的计算ꎮ

图 １　 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸质谱图

Ｆｉｇ.１　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

２􀆰 ２􀆰 ２ 　 峰面积 /峰强度计算对比

由式(４)可知同位素丰度是由同位素分布百

分比和标记个数计算得到的ꎬ峰面积和峰强度均

可代表化合物的质谱响应ꎬ进而得到不同同位素

标记模式分子离子峰的百分比用于同位素丰度的

计算ꎬ不同方式的计算结果可能存在较大差异ꎬ因
此考察了峰面积和峰强度两种不同标记形式百分

比计算形式下双标记甘氨酸的同位素丰度ꎬ重复

测量 ３ 次考察计算方法的稳定性ꎮ
表 １ 　 以峰面积和峰强度计算 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸

同位素丰度的结果对比

Ｔａｂ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ｉｓｏｔｏｐｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｓ ｐｅａｋ ａｒｅａ ａｎｄ ｐｅａｋ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

检测次数
计算依据

峰强度 峰面积

１ ９８􀆰 ９３ ９９􀆰 ０４

２ ９９􀆰 ０７ ９９􀆰 １８

３ ９９􀆰 ２６ ９８􀆰 ９９

同位素丰度 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ０８ ９９􀆰 ０７

相对标准偏差(ｎ＝ ３) / ％ ０􀆰 １４ ０􀆰 ０８

　 　 结果如表 １ 所示ꎬ以峰强度计算得到的同位

素丰度为 ９９􀆰 ０８％ꎬ相对标准偏差为 ０􀆰 １４％ꎬ以峰

面积计算得到的同位素丰度为 ９９􀆰 ０７％ꎬ相对标

准偏差为 ０􀆰 ０８％ꎮ 两种计算方式得到的结果基

本一致ꎬ相对标准偏差均小于 ０􀆰 ２％ꎬ说明稳定性

良好ꎮ 以峰强度计算简单便捷ꎬ不需要对不同形

式的分子离子峰进行提取、积分等步骤ꎮ 因此ꎬ后
续实验中同位素丰度计算以峰强度为计算依据ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３ 　 样品浓度

样品浓度是影响同位素丰度检测准确性和稳

定性的关键因素ꎬ选择合适的样品浓度十分重要ꎮ
当样品浓度较低时ꎬ部分标记形式的分子离子峰

可能达不到检测阈值ꎬ从而导致同位素丰度计算

结果偏低ꎻ而过高的样品浓度则容易造成质谱污

染ꎬ影响后续样品检测ꎮ 分别对 ０􀆰 １、０􀆰 ２、０􀆰 ５、
０􀆰 ８、１、２ μｇ / ｍＬ 的 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸进行液质联用

分析ꎬ重复测量 ３ 次ꎬ根据同位素丰度值及相对标

准偏差确定样品的最佳分析浓度ꎮ
如图 ２ 和表 ２ 所示ꎬ当 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸浓度

为 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬ计算得到的同位素丰度值为

９８􀆰 ２１％ꎬ相对标准偏差为 ０􀆰 ２８％ꎬ这可能是由于

样品浓度较低时ꎬ含量较低的未完全标记化合物

可能存在检测不到的情况ꎬ从而影响同位素丰度

的准确计算ꎻ随着样品浓度增加ꎬ同位素丰度计算

值也随之增加ꎻ当浓度增加至 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬ同位

素丰度计算值趋于稳定(９９􀆰 ０３％)ꎬ相对标准偏差

小( ０􀆰 ０１％)ꎬ 且与试剂标示值 (同位素丰度:
９９％)基本一致ꎮ 因此后续实验选择样品浓度为

５８
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１ μｇ / ｍＬꎮ

图 ２　 不同浓度下 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸同位素丰度

Ｆｉｇ.２　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

表 ２ 　 不同浓度下 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸同位素丰度值及其

相对标准偏差

Ｔａｂ.２　 Ｉｓｏｔｏｐｉｃ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

样品浓度 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

同位素丰度值 /
(ａｔｏｍ％)

相对标准偏差
(ｎ＝ ３) / ％

０􀆰 １ ９８􀆰 ２１ ０􀆰 ２８
０􀆰 ３ ９８􀆰 ７０ ０􀆰 ０３
０􀆰 ５ ９８􀆰 ７９ ０􀆰 ０４
０􀆰 ８ ９８􀆰 ８４ ０􀆰 ０７
１􀆰 ０ ９９􀆰 ０３ ０􀆰 ０１
２􀆰 ０ ９９􀆰 ００ ０􀆰 ０５

２􀆰 ２􀆰 ４ 　 质谱图扫描张数

质谱图扫描张数对于丰度计算结果准确性也

可能存在一定影响ꎬ对浓度为 １ μｇ / ｍＬ 的 １３Ｃ２ꎬ
１５Ｎ￣甘氨酸进行同位素丰度分析ꎬ分别取包含峰
顶点在内的不同时间窗口ꎬ如图 ３ 中所标识窗口ꎬ
质谱图叠加进行同位素丰度计算ꎬ结果见表 ３ꎬ不
同时间窗口下同位素丰度计算值相对标准偏差为

０􀆰 ０２％ꎬ平均丰度为 ９９􀆰 ０８％ꎬ说明质谱图扫描张

数对同位素丰度计算值的影响不大ꎮ 田甜等[２２]

研究表明ꎬ当质谱图分析数量为 １０ 时ꎬ结果的精

密度和准确度可满足同位素丰度计算要求ꎮ 因

此本文中ꎬ质谱图选取条件为在包含峰顶点在

内的时间窗口内随机取 １０ 张或以上质谱图进

行叠加分析ꎮ

图 ３　 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸提取离子流图

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

表 ３ 　 不同时间窗口下 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸丰度值

Ｔａｂ.３　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ｗｉｔｈｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｗｉｎｄｏｗｓ

　 时间窗口 / ｍｉｎ 扫描张数 同位素丰度值 / (ａｔｏｍ％)

１ ０􀆰 ７４ １ ９９􀆰 ０６

２ ０􀆰 ７３~０􀆰 ７５ ５ ９９􀆰 ０６

３ ０􀆰 ７１~０􀆰 ７６ １５ ９９􀆰 ０８

４ ０􀆰 ６９~０􀆰 ７８ ２１ ９９􀆰 １１

５ ０􀆰 ７０~０􀆰 ８１ ２６ ９９􀆰 ０９

平均值 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ０８

相对标准偏差 / ％ ０􀆰 ０２

２􀆰 ２􀆰 ５ 　 分子离子峰信号响应

各标记形式化合物的质谱峰强度与同位素丰

度计算值的准确性密切相关ꎬ而质谱仪的质量歧

视效应[２３]可能会导致某些标记形式化合物的分

子离子峰强度降低或未检出ꎬ从而影响同位素丰

度值计算ꎮ 由于质量歧视效应客观存在且无法被

消除ꎬ因此拟通过对 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸天然同位素

(即 Ｍ＋１ꎬＭ＋２)分子离子峰的理论峰强度占比和

实测值的比较ꎬ间接考察了高分辨的质量歧视效

应ꎮ 如表 ４ 所示ꎬ理论同位素峰强度占比和实测

值的偏差<５％ꎬ间接说明质谱仪器的质量歧视效

应较小ꎬ对于同位素丰度的计算影响较小[２４]ꎮ 因

此ꎬ在同位素丰度计算时可忽略质量歧视效应ꎬ直
接利用公式进行丰度计算ꎮ

表 ４ 　 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸天然同位素峰强度对比

Ｔａｂ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｉｓｏｔｏｐｅ ｐｅａｋ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ
１３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

精确
质量数

理论峰
强度

理论峰强度
占比 / ％

实测峰
强度

实测峰强度
占比 / ％

偏差 /
％

７９􀆰 ０４３ １ １００ ９９􀆰 １０ １００ ９９􀆰 １４ —

８０􀆰 ０４８ ８ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ５９ ３􀆰 ２８

８１􀆰 ０４７ ８ ０􀆰 ２９ ０􀆰 ２９ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ２８ ３􀆰 ４５

２􀆰 ２􀆰 ６ 　 方法精密度

对浓度为 １ μｇ / ｍＬ 的 １３Ｃ２ꎬ １５Ｎ￣甘氨酸重复

进样 ６ 次进行同位素丰度计算考察方法的稳定

性ꎮ 结果如表 ５ 所示ꎬ 计算得到 １３Ｃ 丰度为

９８􀆰 ８８％ꎬ １５Ｎ 丰 度 为 ９９􀆰 ３０％ꎬ 相 对 标 准 偏 差

(ＲＳＤ) 均为 ０􀆰 ０６％ꎬ总同位素丰度为 ９９􀆰 ０２％ꎬ
ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０５％ꎬ说明该方法精密度良好ꎮ

３　 方法应用

为考察方法的普适性ꎬ还对标记形式更为复

杂的 １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２￣赖氨酸进行丰度计算ꎮ 如表 ６ 所

示ꎬ重复进样 ３ 次得到 １３Ｃ 平均丰度为 ９９􀆰 １７％ꎬ

６８
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　 　 　 　 　 　表 ５ 　 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸丰度值计算

Ｔａｂ.５　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

分析次数
总丰度 /
(ａｔｏｍ％)

１３Ｃ /
(ａｔｏｍ％)

１５Ｎ /
(ａｔｏｍ％)

１ ９９􀆰 ０４ ９８􀆰 ８７ ９９􀆰 ３６

２ ９９􀆰 ０５ ９８􀆰 ９１ ９９􀆰 ３３

３ ９９􀆰 ０２ ９８􀆰 ８９ ９９􀆰 ２７

４ ９８􀆰 ９６ ９８􀆰 ８２ ９９􀆰 ２３

５ ９９􀆰 １０ ９８􀆰 ９８ ９９􀆰 ３４

６ ９８􀆰 ９７ ９８􀆰 ８３ ９９􀆰 ２６

丰度平均值 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ０２ ９８􀆰 ８８ ９９􀆰 ３０

相对标准偏差 / ％ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６

１５Ｎ 平 均 丰 度 为 ９９􀆰 ３１％ꎬ 总 同 位 素 丰 度 为

９９􀆰 ２１％ꎬ与试剂同位素丰度标示值(同位素丰度

值>９９􀆰 ２％)基本一致ꎬ相对标准偏差<０􀆰 ０４％ꎬ进
一步说明方法具有较高的准确性和稳定性ꎬ适用

于双标记氨基酸的丰度计算ꎬ也将为双标记同位

素试剂提供了一种新的质量控制方法ꎮ
表 ６ 　 １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２ ￣赖氨酸丰度值计算

Ｔａｂ.６　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２ ￣Ｌｙｓｉｎｅ

　 总丰度 /
(ａｔｏｍ％)

１３Ｃ /
(ａｔｏｍ％)

１５Ｎ /
(ａｔｏｍ％)

１ ９９􀆰 ２０ ９９􀆰 １６ ９９􀆰 ３２

２ ９９􀆰 １９ ９９􀆰 １７ ９９􀆰 ２７

３ ９９􀆰 ２３ ９９􀆰 １９ ９９􀆰 ３４

丰度平均值 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ２１ ９９􀆰 １７ ９９􀆰 ３１

相对标准偏差 / ％ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０２

４　 结论

本文建立了基于高分辨液质联用的双标记氨

基酸同位素丰度检测方法ꎻ通过考察样品浓度、扫
描张数、信号响应等条件ꎬ对同位素丰度的分析方

法进行了系统研究ꎬ结果表明该方法具有良好的

准确性和稳定性ꎬ适用于双标记氨基酸的丰度测

定ꎮ 此外ꎬ该方法所需样品用量少ꎬ无需衍生化等

前处理ꎬ操作简便ꎬ可同时得到多种同位素丰度ꎬ
对于稳定同位素试剂质量控制、同位素示踪技术

研究等应用具有一定的指导作用ꎮ
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