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人血清淀粉样蛋白 Ａ 纯品含量的同位素稀释质谱方法研究
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摘要:建立了人血清淀粉样蛋白 Ａ(ＳＡＡ)纯品的液相色谱￣同位素稀释串联质谱检测方法ꎮ 首先采用凝胶电泳和液相色

谱法对 ＳＡＡ 的纯度进行了表征ꎬ然后采用飞行时间质谱对 ＳＡＡ 的相对分子量和肽图进行了测定ꎬ最后利用氨基酸水解￣
同位素稀释串联质谱方法对 ＳＡＡ 含量进行了准确测定ꎮ 结果表明ꎬＳＡＡ 样品纯度为 ９９ ３９％ꎬ实测相对分子质量为

１１ ６７８ ７３ Ｄａꎬ与理论分子量 １１ ６８２ ７ Ｄａ 高度一致ꎬ氨基酸序列覆盖率 ９９ ０４％ꎬ氨基酸水解￣同位素稀释串联质谱法的

定量结果为 ８０ ９ μｇ / ｇꎬ扩展不确定度为 ２ ０ μｇ / ｇ (ｋ＝ ２)ꎮ 该方法具有较高的精密度和准确度ꎬ测量结果可溯源至 ＳＩ 单
位ꎬ为 ＳＡＡ 蛋白标准物质的研制奠定了基础ꎮ
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　 　 血清淀粉样蛋白 Ａ(Ｓｅｒｕｍ ａｍｙｌｏｉｄ ＡꎬＳＡＡ)
是机体急性期反应过程中产生的特定反应蛋白ꎮ
当人体受到细菌、病毒等病原体刺激后ꎬＳＡＡ 蛋

白浓度会迅速增加至正常水平的约 １ ０００ 倍[１ꎬ２]ꎮ
因此ꎬＳＡＡ 常被用于急性感染性疾病的早期诊

断、炎症反应的监测以及病情发展的标志物[３￣５]ꎮ
目前ꎬ临床上常用的 ＳＡＡ 的检测方法包括酶联免

疫吸附法、胶体金免疫层析法、化学发光免疫分析

法等[１ꎬ６]ꎬ这些方法具有简单、快速的特点ꎮ 然

而ꎬ缺乏 ＳＡＡ 标准物质使得临床实验室和诊断试

剂厂家难以对试剂产品进行校准ꎬ导致测量结果

的可比性不足ꎮ 为了实现对 ＳＡＡ 的标准化检测ꎬ
需要建立一个高准确度、可溯源至国际单位制

(ＳＩ) [７￣９]的定值方法ꎬ并研制相关的标准物质ꎮ
同位素稀释质谱法 ( Ｉｓｏｔｏｐｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＩＤＭＳ)具有高准确度、高灵敏度、检
测范围广和良好的重复性等优势ꎬ已成为国内外

计量机构用于蛋白质定量和相关标准物质研制的

首选方法[１０￣１２]ꎮ 蛋白质定量的同位素稀释质谱

法根据加入同位素内标的差异可分为氨基酸水

平、多肽水平和蛋白质水平的同位素稀释质谱

法[１３￣１５]ꎮ 其中ꎬ氨基酸水平同位素稀释质谱法将
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蛋白质完全水解成氨基酸ꎬ再加入已知质量的同

位素标记氨基酸作为内标ꎬ能够最大限度地消除

系统误差与随机误差ꎬ保持氨基酸及其同位素

标记氨基酸比例不变ꎬ从而获得高准确度的蛋

白质含量分析结果ꎬ特别适用于高纯度蛋白的

检测[１６￣１８] ꎮ
本研究首先采用凝胶电泳和液相色谱法对

ＳＡＡ 的纯度进行了表征ꎬ应用基质辅助激光解吸

离子化￣飞行时间质谱(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ)对蛋白

相对分子量和质量指纹图谱图进行测定ꎮ 最后ꎬ
建立基于氨基酸水解同位素稀释质谱法的 ＳＡＡ
样品绝对定量分析方法ꎬ并对方法的不确定度进

行评估ꎮ 方法的定量结果可溯源至 ＳＩ 单位ꎬ为
ＳＡＡ 纯度标准物质的研制以及参考测量方法的

建立奠定了基础ꎮ

１　 实验部分

１ １ 　 主要仪器与试剂

１２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ型高效液相色谱仪 (美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎻＡｃｑｕｉｔｙ Ｉ￣Ｃｌａｓｓ / ＸＥＶＯ ＴＱ￣Ｓ 型液质

联用仪(ＬＣ ＭＳ / ＭＳꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎻＡｕｔｏｆｌｅｘ
Ｍａｘ 型飞行时间质谱仪 (德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻ
ＸＰＲ２０５ 型电子天平(瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司)ꎻ
Ｎ￣ＥＶＡＰ １１２ 型氮吹仪 ( 美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公

司)ꎻ５８１０ 型高速离心机(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ
Ｍｉｎｉ￣ＰＲＯＴＥＡＮ® Ｔｅｔｒａ 型电泳槽、ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ型基

础电泳仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎮ
脯氨酸纯度标准物质(ＰｒｏꎬＧＢＷ(Ｅ)１０００８４ꎬ

９９ ０％)、苯丙氨酸纯度标准物质(ＰｈｅꎬＧＢＷ(Ｅ)
１０００６１ꎬ９９ ９％)、异亮氨酸纯度标准物质 ( Ｉｌｅꎬ
ＧＢＷ(Ｅ)１０００５７ꎬ９９ ７％)、牛血清白蛋白含量标

准物质( ＢＳＡꎬＧＢＷ０９８１５) (中国计量科学研究

院)ꎻ１３Ｃ５￣脯氨酸(Ｐｒｏ∗)、１３Ｃ９￣苯丙氨酸(Ｐｈｅ∗)、
１３Ｃ６￣异亮氨酸(Ｉｌｅ∗)(９９％ꎬ美国剑桥同位素实验

室)ꎻ重组人血清淀粉样蛋白 Ａ(重组人 ＳＡＡꎬ上
海甄融生物科技有限公司)ꎻ 盐酸 (优级纯ꎬ
３７ｗｔ％ꎬ国药集团化学试剂有限公司)ꎻ 苯酚

(９９ ９％ꎬ上海阿达玛斯试剂有限公司)ꎻ甲酸(质
谱纯ꎬ美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻ其余试剂均为色谱纯ꎬ实
验用水为超纯水ꎮ
１ ２ 　 仪器分析条件

１ ２ １ 　 色谱条件

Ｗａｔｅｒｓ Ｈｓｓ Ｔ３ 色谱柱(１５０ ｍｍ×２ １ ｍｍꎬ１ ７
μｍ)ꎻ进样量:２ μＬꎻ流速:０ ２ ｍＬ / ｍｉｎꎻ流动相:Ａ

相为 ０ １％甲酸水溶液ꎬＢ 相为 ０ １％甲酸乙腈溶

液ꎻ梯度条件:０~ １０ ｍｉｎꎬ２％ Ｂꎻ１０ ~ １１ ｍｉｎꎬ２％ ~
９５％ Ｂꎻ１１~ １４ ｍｉｎꎬ９５％ Ｂꎻ１４ ~ １４ １ ｍｉｎꎬ９５％ ~
２％ Ｂꎻ１４ １~１８ ｍｉｎꎬ２％ Ｂꎮ
１ ２ ２ 　 质谱条件

电离方式:电喷雾正离子模式(ＥＳＩ＋ )ꎻ监测

模式: 多 反 应 监 测 模 式 ( ＭＲＭ)ꎻ 喷 雾 电 压:
１ ０ ｋＶꎻ离子源温度: １５０ ℃ꎻ 脱溶剂气温度:
５００ ℃ꎻ脱溶剂气流速:９００ Ｌ / ｈꎻ锥孔气路流速:
１５０ Ｌ / ｈꎮ 各氨基酸的定量离子对、锥孔电压、碰
撞能量信息见表 １ꎮ

表 １ 　 质谱监测氨基酸信息

Ｔａｂ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ

ｐａｉｒ ｍ / ｚ
([Ｍ＋Ｈ] ＋)

Ｃｏｎｅ
ｖｏｌｔａｇｅ /

Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｖｏｌｔａｇｅ /

Ｖ

Ｐｒｏｌｉｎｅ(Ｐｒｏ) １１６ １>７０ ０ ３０ １２

Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ(Ｐｈｅ) １６６ １>１２０ １ ２５ １２

Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ(Ｉｌｅ) １３２ １>８６ ０ ２５ １０
１３Ｃ５ ￣Ｐｒｏｌｉｎｅ(Ｐｒｏ∗) １２１ ０>７４ １ ３０ １２
１３Ｃ９ ￣Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ(Ｐｈｅ∗) １７５ １>１２８ １ ２５ １２
１３Ｃ６ ￣Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ(Ｉｌｅ∗) １３８ １>９１ ０ ２５ １０

１ ３ 　 标准溶液配制

氨基酸及氨基酸同位素内标母液的配制:采
用重量法配制 ３ 种氨基酸及 ３ 种同位素内标母

液ꎬ用电子天平精密称取氨基酸和氨基酸同位素

内标固体粉末ꎬ分别用体积分数为 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ 盐

酸溶液溶解ꎬ分别得到 ０ ２ ｍｇ / ｇ ３ 种氨基酸母液

和 ３ 种氨基酸同位素内标母液ꎬ置于 ４ ℃冰箱避

光保存待用ꎮ
氨基酸混合标准溶液的配制:采用重量法精

密称取一定量的 ３ 种氨基酸母液ꎬ加入 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ
盐酸稀释得到氨基酸混合标准溶液ꎮ

氨基酸同位素内标混合标准溶液的配制:采
用重量法精密称取一定量的 ３ 种氨基酸同位素内

标母液ꎬ加入 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸稀释得到氨基酸同

位素内标混合标准溶液ꎮ
低浓度、高浓度混合溶液的配制:按照 ＳＡＡ

蛋白质完全水解产物氨基酸含量比例的 ０ ９ 和

１ １ 倍ꎬ分别用电子天平精密称取氨基酸混合标

准溶液(低浓度 ９０ μＬ、高浓度 １１０ μＬ)和 １００ μＬ
氨基酸同位素内标混合标准溶液ꎬ补加超纯水至

１ ｍＬꎬ混合配制得到低浓度、高浓度混合溶液ꎬ其
中氨基酸与氨基酸同位素内标的浓度比分别为

２２
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０ ９(低浓度)和 １ １(高浓度)ꎮ
１ ４ 　 蛋白质样品的水解

将重组人 ＳＡＡ 冻干粉溶于超纯水中ꎬ用电子

天平精密称量ꎬ配制成浓度约为 １００ μｇ / ｇ 的蛋白

溶液ꎬ置于－８０ ℃低温保存ꎮ
水解前将重组人 ＳＡＡ 蛋白溶液从－８０ ℃冰

箱取出ꎬ 平衡至室温ꎮ 用电子天平精密称取

５０ μＬ 待测蛋白样品和 １００ μＬ 氨基酸同位素内

标混合标准溶液至水解管中ꎬ使得氨基酸同位素

内标浓度与蛋白质完全水解后氨基酸的理论浓度

相一致ꎮ 氮气吹干后ꎬ加入 ４００ μＬ(６ ｍｏｌ / Ｌ)含

有 ０ ５％苯酚的盐酸溶液ꎬ涡旋混匀并氮吹除氧

２ ｍｉｎ 后ꎬ置于 １１０ ℃ 恒温水解 ４０ ｈꎮ 水解完成

后ꎬ将水解管取出并用氮气吹干ꎬ加入 １ ｍＬ ０ １％
甲酸水溶液ꎬ涡旋混匀并经过 ０ ２２ μｍ 滤膜过滤

后ꎬ待进行 ＬＣ ＭＳ / ＭＳ 分析ꎮ
１ ５ 　 蛋白质含量计算

采用括号法对蛋白质的含量进行定量测定ꎬ
根据式(１)、(２)计算得到重组人 ＳＡＡ 蛋白水解

后 Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ ３ 种氨基酸的浓度ꎬ再根据式(３)
分别以每种氨基酸浓度计算蛋白浓度ꎮ

ＩＲ ＝ [ＲＳＡＡ( Ｉ２ － Ｉ１) － ( Ｉ１Ｒ２ － Ｉ２Ｒ１)] / (Ｒ２ － Ｒ１) (１)
　 　 式中ꎬＩＲ 是蛋白样品中氨基酸质量比(非标记 / 标记)ꎻＲＳＡＡ

是样品中氨基酸色谱峰面积比(非标记 / 标记)ꎻＩ１ 和 Ｉ２ 分别是低

浓度和高浓度混合溶液中氨基酸质量比(非标记 / 标记)ꎻＲ１ 和

Ｒ２ 分别是低浓度和高浓度混合溶液中氨基酸色谱峰面积比(非
标记 / 标记)ꎮ

ｃＡＡ ＝ (ｍＩＳ ｃＩＳ ＩＲ) / ｍＳＡＡ (２)
　 　 式中ꎬｃＡＡ是蛋白样品中 Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ 的浓度ꎬμｇ / ｇꎻｍＩＳ 是蛋

白样品中加入氨基酸同位素内标溶液的质量ꎬｍｇꎻｃＩＳ是氨基酸同

位素内标混合标准溶液的浓度ꎬμｇ / ｇꎻｍＳＡＡ是重组人 ＳＡＡ 蛋白样

品的质量ꎬｍｇꎮ

ｃＳＡＡ ＝ (ｃＡＡＭＳＡＡ) / (ＭＡＡｎ) (３)
　 　 式中ꎬｃＳＡＡ是重组人 ＳＡＡ 蛋白样品的浓度ꎬμｇ / ｇꎻＭＳＡＡ和 ＭＡＡ

分别是重组人 ＳＡＡ 蛋白和氨基酸的分子量ꎬＤａꎻｎ 是蛋白样品中

氨基酸个数ꎮ

由 ３ 种氨基酸含量计算得到的蛋白质浓度

结果ꎬ取平均值作为重组人 ＳＡＡ 蛋白的含量定

量结果ꎮ

２　 结果与讨论

２ １ 　 蛋白质样品纯度分析

采用 ４％~２０％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 预制胶在 １００ Ｖ
电泳电压下进行分离ꎬ电泳时间 ６０ ｍｉｎꎮ 测定结

果如图 １ 所示ꎬ重组人 ＳＡＡ 蛋白条带位于 １２ ｋＤａ
左右ꎬ与理论 １１ ６８２ ７ Ｄａ 分子量相吻合ꎬ泳道无

杂带ꎬ说明蛋白纯度较高ꎮ

图 １　 重组人 ＳＡＡ 蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 纯度分析结果

Ｆｉｇ.１　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｐｕｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎ ＳＡＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

应用 ＨＰＬＣ 进一步验证重组人 ＳＡＡ 蛋白的

纯度ꎮ 将重组人 ＳＡＡ 冻干粉溶于超纯水中配制

成浓度约为 １ ｍｇ / ｍＬ 的溶液ꎬ分别进行凝胶排阻

色谱(ＳＥＣ￣ＨＰＬＣ)和反相色谱(ＲＰ￣ＨＰＬＣ)分析ꎮ
(１)ＳＥＣ￣ＨＰＬＣ 色谱分析

色谱条件:Ｙａｒｒａ ＳＥＣ￣４０００ 色谱柱(３００ ｍｍ×
７ ８ ｍｍꎬ３ μｍ)ꎻ进样量:１０ μＬꎻ流速:０ ５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ流
动相:含有 ０ ３ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐

缓冲液(ｐＨ ６ ８)ꎻ等度洗脱ꎮ ＳＥＣ￣ＨＰＬＣ 纯度分

析结果如图 ２ａ 所示ꎬ二极管阵列检测器(ＤＡＤ)
监测样品在 ２２０ ｎｍ 处的响应值ꎬ对样品进行峰面

积归一化计算ꎬ得到样品中 ＳＡＡ 纯度为 ９９ ３９％ꎮ
(２)ＲＰ￣ＨＰＬＣ 色谱分析

色谱条件:Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８ 色谱柱(１５０ ｍｍ×
４ ６ ｍｍ)ꎻ进样量:２５ μＬꎻ流速:０ ６ ｍＬ / ｍｉｎꎻ流动

相:Ａ:０ １％三氟乙酸￣水溶液ꎬＢ:０ １％三氟乙酸￣
乙腈溶液ꎻ梯度条件:０ ~ １８ ｍｉｎꎬ９５％ Ａ~ ３０％ Ａꎻ
１８~ １８ １ ｍｉｎꎬ３０％ Ａ ~ ５％ Ａꎻ１８ １ ~ ２０ ｍｉｎꎬ５％
Ａꎻ２０ ~ ２０ １ ｍｉｎꎬ５％ Ａ ~ ９５％ Ａꎻ２０ １ ~ ２５ ｍｉｎꎬ
９５％ Ａꎻ检测波长:２１４ ｎｍꎮ ＲＰ￣ＨＰＬＣ 纯度分析

结果如图 ２ｂ 所示ꎬ样品中未发现除 ＳＡＡ 以外的

杂质ꎮ

ａ.ＳＥＣ￣ＨＰＬＣꎻｂ.ＲＰ￣ＨＰＬＣ

图 ２　 重组人 ＳＡＡ 蛋白的 ＨＰＬＣ 纯度分析结果

Ｆｉｇ.２　 ＨＰＬＣ ｐｕｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎ ＳＡＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ２ 　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 分子量测定

重组人 ＳＡＡ 蛋白经过 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 分析

３２
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测定其分子量ꎬ得到 １１ ６７８ ７３ Ｄａ 单电荷母离子

峰和 ５ ８４１ ４３ Ｄａ 双电荷离子峰ꎬ结果如图 ３ 所

示ꎬ与理论 １１ ６８２ ７ Ｄａ 分子量吻合ꎮ

图 ３　 重组人 ＳＡＡ 蛋白 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 分子量

测定结果

Ｆｉｇ.３　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ＳＡＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ３ 　 质量指纹图谱分析

重组人 ＳＡＡ 蛋白经过胰蛋白酶酶切后ꎬ进行

ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 检测ꎬ结果通过 Ｍａｓｃｏｔ 蛋白鉴定

软件进行分析ꎬ检索结果如图 ４ 所示ꎬ与重组人

ＳＡＡ 蛋白的序列覆盖率为 ９９ ０４％[１９]ꎬ氨基酸序

列的高度匹配说明重组人 ＳＡＡ 蛋白的序列与理

论一致ꎮ

图 ４　 重组人 ＳＡＡ 蛋白酶解产物的质量指纹图谱

分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎ ＳＡＡ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ

２ ４ 　 蛋白水解条件优化

为确保蛋白质能完全酸水解成游离氨基酸ꎬ
保证定量的准确性和重复性ꎬ对影响蛋白质水解

效率的水解温度、水解时间、盐酸浓度、水解试剂

用量等多种因素进行优化ꎮ 选择较为稳定的

Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ ３ 种氨基酸作为 ＳＡＡ 蛋白定量分析

对象ꎬ并对水解条件进行优化ꎮ 为避免氮吹过程

不能完全将水解体系中氧气除尽ꎬ在水解试剂中

添加 ０ ５％苯酚作为化学除氧剂ꎬ保证氨基酸不

会在水解过程中氧化分解[２０]ꎮ
分别考察水解温度 ９０、１１０ 和 １３０ ℃ꎬ水解时

间 ２~８８ ｈ 时ꎬ水解后 ３ 种氨基酸及其对应同位素

内标的质谱峰峰面积比变化趋势ꎬ如图 ５ 所示ꎮ
水解温度超过 １１０ ℃ꎬ水解时间达到 ４０ ｈ 后ꎬ氨
基酸及其内标的含量没有明显变化ꎬ说明 ＳＡＡ 水

解反应到达平台期ꎬ选择 １１０ ℃和 ４０ ｈ 作为最优

水解条件ꎮ

ａ.水解温度ꎻｂ.水解时间

图 ５　 水解体系条件优化

Ｆｉｇ.５　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

蛋白质酸水解常用盐酸作为水解试剂ꎬ在液

相水解体系中盐酸浓度和用量与蛋白是否能完全

水解密切相关ꎬ通过对不同浓度盐酸(２、４、６ 和

８ ｍｏｌ / Ｌ)和盐酸用量(１００、２００、４００ 和 ８００ μＬ)的
考察表明ꎬ 当盐酸浓度 > ６ ｍｏｌ / Ｌ、 盐酸用量

>４００ μＬ 时蛋白质水解后氨基酸含量趋于一致ꎬ
水解体系中过低的酸浓度和体积都会影响水解进

程和效率ꎬ因此选择 ４００ μＬ(６ ｍｏｌ / Ｌ)盐酸作为

蛋白水解试剂ꎮ

ａ.盐酸浓度优化ꎻｂ.盐酸用量优化

图 ６　 水解试剂盐酸优化

Ｆｉｇ.６　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｒｅａｇｅｎｔ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃ ａｃｉｄ

２ ５ 　 线性范围、检出限和定量限

分别移取 ２、５、１０、２０、５０、１００、２００、５００ μＬ 氨

基酸混合标准溶液和 １００ μＬ 氨基酸同位素内标

混合标准溶液ꎬ混合配制得到 ８ 个不同浓度的标

准系列工作液ꎬ其中氨基酸及其对应同位素内标

的浓度比分别为 ０ ０２ ∶１、０ ０５ ∶１、０ １ ∶ １、０ ２ ∶ １、
０ ５ ∶１、１ ∶１、２ ∶１、５ ∶１ꎬ进行 ＬＣ ＭＳ / ＭＳ 分析ꎮ 以氨

基酸及其对应同位素内标的浓度比为横坐标ꎬ质
　 　 　 　 　 　表 ２ 　 氨基酸的线性方程、相关系数、检出限、定量限

Ｔａｂ.２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓꎬｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓꎬ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓꎬａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｆｏｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

Ｌｉｎｅａｒ
ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
(Ｒ２)

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｌｉｍｉｔ /

(ｎｇｇ－１)

Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｌｉｍｉｔ /

(ｎｇｇ－１)

Ｐｒｏ ｙ＝ ０ ６８２ ４ｘ＋０ ００１ ６ １ ０００ ０ ０ ０７ ０ ２４

Ｐｈｅ ｙ＝ ０ ７４８ ８ｘ＋０ ００７ ５ ０ ９９９ ９ ０ ０１ ０ ０３

Ｉｌｅ ｙ＝ ０ ７３７ ７ｘ＋０ ０００ ８ １ ０００ ０ ０ ０５ ０ １５

４２
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谱峰面积比为纵坐标ꎬ作线性回归得到线性方程

和相关系数ꎬ分别以 ３ 倍和 １０ 倍信噪比计算方法

的检出限和定量限ꎬ结果见表 ２ꎮ
２ ６ 　 方法正确度验证

为了进一步验证本方法的准确可靠ꎬ选择

ＧＢＷ０９８１５ 牛血清白蛋白含量标准物质进行测

试ꎮ 采用 １ ４ 中建立的测试方法ꎬ将该标准物质

平行处理 ３ 份ꎬ每份重复检测 ３ 次ꎬ根据 Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、
Ｉｌｅ ３ 种氨基酸测得值分别计算蛋白浓度ꎬ取平均

值得到 ＢＳＡ 蛋白浓度为 ０ ８９３ ｇ / ｇꎬ测定结果在

标准物质证书所示标准物质(０ ９０３±０ ０３８) ｇ / ｇ
参考值范围内ꎬ进一步证明所建立方法具有良好

的正确度ꎮ
２ ７ 　 定量分析重组人 ＳＡＡ 蛋白

采用建立的方法ꎬ测定重组人 ＳＡＡ 蛋白水解

产物中 ３ 种氨基酸及 ３ 种同位素内标的质谱峰面

积ꎬ总离子流图见图 ７ꎮ 取 ６ 个平行样品ꎬ每份重

复检测 ３ 次ꎬ结果见表 ３ꎮ 测量得到重组人 ＳＡＡ
蛋白含量为 ８０ ８７ μｇ / ｇꎬ测定结果的相对标准偏

差为 １ ７９％ꎬ表明该方法测定重组人 ＳＡＡ 蛋白样

品浓度具有良好的重复性ꎮ

图 ７　 ３ 种氨基酸及 ３ 种同位素内标的总离子流图

Ｆｉｇ.７　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ
ｔｈｒｅｅ ｉｓｏｔｏｐｉｃ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

表 ３ 　 重组人 ＳＡＡ 蛋白定量分析结果

Ｔａｂ.３　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎ ＳＡＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｎｏ.
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ / (μｇｇ－１)

Ｐｒｏ Ｐｈｅ Ｉｌｅ Ａｖｅｒａｇｅ

１ ８０ ８０ ７８ ４９ ８１ ８７ ８０ ３９

２ ８３ １８ ７８ ９８ ８３ ９０ ８２ ０２

３ ８４ ７２ ７９ １８ ８５ ４７ ８３ １２

４ ８１ ８６ ７６ １９ ７９ ４８ ７９ １８

５ ８２ ２９ ７７ １１ ８０ ３１ ７９ ９０

６ ８１ ６１ ７８ １９ ８２ ０６ ８０ ６２

Ａｖｅｒａｇｅ ８２ ４１ ７８ ０２ ８２ １８ ８０ ８７

ＲＳＤ / ％ １ ６７ １ ４８ ２ ７０ １ ７９

３　 测量结果的不确定度评定

根据 １ ５ 中式(１)、(２)、(３)ꎬ分别计算每一

种氨基酸定量 ＳＡＡ 的不确定度主要来源于:蛋白

样品中氨基酸质量比(非标记 /标记)、ＳＡＡ 样品

的质量、样品中加入氨基酸同位素内标的质量、方
法测量的重复性、水解效率引入的不确定度ꎮ
３ １ 　 蛋白样品中氨基酸质量比(非标记 /标记)
引入的不确定度

根据括号法得到蛋白样品中氨基酸质量比

(非标 记 /标 记 ) 引 入 的 不 确 定 度 ｕ ( ＩＲ ) ＝

∑(ｃｉｕｉ) ２ ꎬ其中 ｃｉ 为各分量的灵敏系数ꎬｕｉ 为

各分量的不确定度ꎮ 其不确定度由低浓度(高浓

度)混合溶液中氨基酸质量比(非标记 /标记)、低
浓度(高浓度)混合溶液中氨基酸色谱峰面积比

(非标记 /标记)、样品中氨基酸色谱峰面积比(非
标记 /标记)５ 个分量引入的不确定度分量合并得

到ꎬ各分量的灵敏系数和不确定度分量见表 ４ꎮ

表 ４ 　 蛋白样品中氨基酸质量比(非标记 /标记)引入的不确定度

Ｔａｂ.４　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ (ｕｎｌａｂｅｌｅｄ / ｌａｂｅｌｅｄ) ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ

不确定度来源
Ｐｒｏ Ｐｈｅ Ｉｌｅ

灵敏系数 不确定度 灵敏系数 不确定度 灵敏系数 不确定度

低浓度混合溶液中氨基酸质量比(非标记 / 标记) ０ ８９２ ０ ００７ ９５ １ １６０ ０ ００２ ８７ ０ ８４７ ０ ００７ ９０

高浓度混合溶液中氨基酸质量比(非标记 / 标记) ０ １０８ ０ ００９ ７３ －０ １５６ ０ ００９ ５９ ０ １５３ ０ ００９ ６６

低浓度混合溶液中氨基酸色谱峰面积比(非标记 / 标记) －１ １０７ ０ ００８ ２１ －１ ３１３ ０ ００２ ８７ －１ ０９７ ０ ００３ ４５

高浓度混合溶液中氨基酸色谱峰面积比(非标记 / 标记) ０ １３４ ０ ００８ ２１ －０ １７７ ０ ００２ ８７ ０ １９９ ０ ００３ ４５

样品中氨基酸色谱峰面积比(非标记 / 标记) １ ２４１ ０ ００６ ２９ １ １３６ ０ ００６ ２０ １ ２９６ ０ ００５ ９２

蛋白样品中氨基酸质量比(非标记 / 标记) 　 ０ ０１４ ００ 　 ０ ０１２ ２０ 　 ０ ０１１ ００

３ １ １ 　 低浓度(高浓度)混合溶液中氨基酸质量

比(非标记 /标记)引入的不确定度

混合溶液中氨基酸与同位素内标的质量比

Ｉ＝(ｍＡＡｃＡＡ) / (ｍＩＳ ｃＩＳ)ꎬ其中 ｍＡＡ、ｍＩＳ分别为移取

的氨基酸混合标准溶液和氨基酸同位素内标混合

标准溶液的质量ꎬｃＡＡ、ｃＩＳ分别为移取的氨基酸混

５２
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合标准溶液和氨基酸同位素内标混合标准溶液的

浓度ꎮ 由于测量结果与同位素内标混合标准溶液

的浓度无关ꎬ在计算过程中会抵消ꎬ因此氨基酸混

合标准溶液中氨基酸与同位素内标的质量比引入

的不确定度仅与另外 ３ 个分量相关ꎮ
(１)氨基酸混合标准溶液的浓度引入的不确

定度:氨基酸混合标准溶液由 ０ ２ ｍｇ / ｇ 氨基酸母

液按重量法配制得到ꎬ其不确定度由氨基酸母液

配制过程、移取氨基酸母液的质量、氨基酸混合标

准溶液总质量 ３ 个不确定度分量组成ꎬ其中氨基

酸母液配制过程引入的不确定度由氨基酸标准物

质的纯度、氨基酸标准物质的质量和氨基酸母液

总质量组成ꎮ
在称量氨基酸混合标准溶液总质量、氨基酸

母液总质量时ꎬ天平在该量程的最大允许误差为

±０ ５ ｍｇꎮ 而在称量移取氨基酸母液的质量、氨
基酸标准物质的质量时ꎬ天平在该量程的最大允

许误差为±０ ０５ ｍｇꎮ 分别计算得到相对标准不

确定度ꎬ合成得到氨基酸混合标准溶液的浓度引

入的相对标准不确定度ꎮ
(２)移取的氨基酸混合标准溶液和氨基酸同

位素内标混合标准溶液的质量引入的不确定度:
天平在该量程的最大允许误差为±０ ０５ ｍｇꎬ计算

得到称量引入的相对标准不确定度ꎮ
采用方和根合成分别得到低浓度(高浓度)

混合溶液中氨基酸质量比(非标记 /标记)引入的

不确定度ꎬ计算结果见表 ４ꎮ
３ １ ２ 　 低浓度(高浓度)混合溶液中氨基酸色谱

峰面积比(非标记 /标记)引入的不确定度

仪器测量过程中氨基酸色谱峰面积比(非标

记 /标记)引入的不确定度主要由仪器的重复性

引入[２１]ꎮ 用仪器重复测量低浓度混合溶液 ９ 次ꎬ
得到 ９ 组峰面积比并计算标准偏差 ＳＤ１ 实际定值

过程中混合溶液重复测量 ３ 次取平均值ꎬ则低浓

度混合溶液中氨基酸色谱峰面积比(非标记 /标

记)引入的标准不确定度为:ｕ(Ｒ１)＝ ＳＤ１ / ３ ꎮ 由

于低浓度和高浓度混合溶液的进样浓度较为接

近ꎬ两者引入的标准不确定度相同ꎮ
３ １ ３ 　 样品中氨基酸色谱峰面积比(非标记 /标
记)引入的不确定度

与 ３ １ ２ 中不确定度评定方法类似ꎬ用仪器

重复测量样品溶液 ９ 次ꎬ得到 ９ 组峰面积比并计

算标准偏差 ＳＤＳＡＡꎬ引入的标准不确定度为:
ｕ(ＲＳＡＡ)＝ ＳＤＳＡＡ / ３ ꎮ

３ ２ 　 ＳＡＡ 样品的质量、样品中加入氨基酸同位

素内标的质量引入的不确定度

天平在该量程的最大允许误差为±０ ０５ ｍｇꎬ
分别计算得到 ＳＡＡ 样品的质量和样品中加入氨

基酸同位素内标混合标准溶液的质量引入的相对

标准不确定度ꎮ
３ ３ 　 方法测量的重复性引入的不确定度

根据 Ａ 类不确定度评估方法ꎬ由样品重复测

定结果的相对标准偏差计算 ｕｒｅｌ(ＲＳＤ) ＝ ＲＳＤ /

１８ ꎮ
３ ４ 　 水解效率引入的不确定度

根据文献和前期定值经验[２２ꎬ２３]ꎬ水解效率引

入不确定度估计为 １ ５％ꎮ
分别计算得到 ３ 种氨基酸定量 ＳＡＡ 的标准

不确定度ꎬｕＰｒｏ ＝ １ ８５ μｇ / ｇ、ｕＰｈｅ ＝ １ ６７ μｇ / ｇ、ｕｅ
Ｉｌｅ ＝

１ ６９ μｇ / ｇꎬ合成得到血清淀粉样蛋白 Ａ 定量方法

的标准不确定度 ｕＳＡＡ ＝ (ｕ２
Ｐｒｏ＋ｕ２

Ｐｈｅ＋ｕ２
Ｉｌｅ) / ３２ ＝

１ ００ μｇ / ｇꎬ结果的扩展不确定 Ｕ ＝ ２ ０ μｇ / ｇ( ｋ ＝
２)ꎬ重组人 ＳＡＡ 蛋白含量的检测结果为(８０ ９±
２ ０) μｇ / ｇꎮ

表 ５ 　 ＳＡＡ 定量分析结果的不确定度汇总

Ｔａｂ.５　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｆｒｏｍ ＳＡＡ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ

不确定度来源
相对标准不确定度

Ｐｒｏ Ｐｈｅ Ｉｌｅ

标准物质纯度 ０ ８８％ ０ ８８％ ０ ８７％

氨基酸混合标准溶液中氨基酸的浓度 ０ ９２％ ０ ９１％ ０ ９２％

低浓度混合液配制过程中移取的氨基
酸混合标准溶液质量

０ ０３２％

高浓度混合液配制过程中移取的氨基
酸混合标准溶液质量

０ ０２６％

低浓度(高浓度)配制过程中移取的
氨基酸同位素内标混合标准溶液质量

０ ０２９％

ＳＡＡ 样品的质量 ０ ０５８％

样品中加入氨基酸同位素内标混合
标准溶液的质量

０ １２％

水解效率 １ ５％

蛋白样品中氨基酸质量比(非标记 /
标记) １ ６３％ １ ４８％ １ ２６％

方法测量的重复性 ０ ３９％ ０ ３５％ ０ ６４％

氨基酸定量 ＳＡＡ ２ ２５％ ２ １４％ ２ ０６％

４　 结论

本研究采用氨基酸同位素标记物作为内标ꎬ
在经过优化蛋白质样品酸水解过程中各影响因素

６２
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的基础上ꎬ建立了基于氨基酸水解同位素稀释质

谱法的血清淀粉样蛋白 Ａ 定量分析方法ꎮ 通过

对蛋白质水解产物中 Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ ３ 种氨基酸的

定量和不确定度评定ꎬ得到样品中 ＳＡＡ 蛋白含量

为(８０ ９±２ ０) μｇ / ｇꎮ 经验证ꎬ该方法的测定结

果准确可靠ꎬ具有较高的精密度和准确度ꎬ测量结

果可溯源至 ＳＩ 单位ꎬ为 ＳＡＡ 纯度标准物质的研

制以及参考测量方法的建立奠定了基础ꎮ
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