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电感耦合等离子体质谱联用测定

蛋白质中微量元素的应用进展
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摘
!

要
!

介绍了凝胶电泳%

P\

&和激光剥蚀
*

电感耦合等离子体质谱%

@7*XZK*Y-

&联用测定蛋白质中微量元

素的方法!对蛋白质分离"凝胶处理!包括染色及干燥!和检测过程中的定量校正等技术问题做了详述!并

综述了
@7*XZK*Y-

在硒蛋白"磷酸化蛋白及金属蛋白分析中的应用!指出了这种方法在蛋白质中微量元素

检测中存在的问题和发展方向$
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等&具有重要的生物学功

能!它们作为活性中心或结构中心!参与构成了三分之一左

右的蛋白质和
=,O

"

<,O

的酶而发挥元素主要的生理生化

功能!对保持蛋白的结构"功能和稳定性不可或缺*

#

!

"

+

$各

种微量元素在生物体内都具有一定的浓度范围!过量或缺乏

都对机体有害$随着分析技术的不断发展!可通过测定生物

组织或细胞中微量元素的含量及分布状况!从微观角度上获

取关于细胞代谢"疾病发生等过程整体而全面的认识!这引

起了研究者的广泛关注$

激光剥蚀
*

电感耦合等离子体质谱%

@7*XZK*Y-

&是
",

世

纪
E,

年代迅速发展起来的固体微区原位分析技术!可以对

固体样本中微量元素及超痕量元素直接进行定量分析并且提

供同位素组成信息$目前!此项技术已成功的应用于地质"

材料"环境"海洋"核工业研究及公安法医等领域*

!

+

!同时

也成为生命科学强有力的研究手段之一!可作为成像技术测

定生物组织和细胞中元素含量及分布状况*

>

+

!也可用于分析

头发*

=

+

"血液*

+

+

"牙齿*

<

+中的元素含量$

@7*XZK*Y-

技术分

析生物样本时的优点主要包括*

;

!

E

+

)%

#

&需要样品量少(%

"

&

可进行实时"快速检测(%

!

&检测限低%

,',,#

"

#

$

J

'

J

B#

&(

%

>

&空间分辨率较好!可达到微米级别$在蛋白质分析中!

@7*XZK*Y-

有望替代传统放射自显影技术!对经过一维

%

#[

&或二维%

"[

&凝胶电泳分离后的蛋白质条带或斑点进行

直接"快速地多元素测定!成为近年蛋白质检测技术的研究

热点$

#

!

@7*XZK*Y-

原理与仪器

!!

激光剥蚀
*

电感耦合等离子体质谱%

@7*XZK*Y-

&是将激

光剥蚀微量采样技术应用于
XZK*Y-

!可直接对固体样品采

样分析!突破了常规溶液样品
XZK*Y-

分析的局限性!消除

了水和酸所引起的多原子离子干扰!提高了进样效率!而且

可以对痕量样品准确取样!增强了
XZK*Y-

的实际检测能

力$其基本原理是将激光微束聚焦于样品表面使之熔蚀气

化!由载气将剥蚀下来的微粒载入到等离子体中电离!再经

质谱系统分析检测!如图
#

所示*

#,

+

$

在激光剥蚀
*

电感耦合等离子体质谱%

@7*XZK*Y-

&体系

中!根据应用范围及自身特点的不同可将常用的质谱仪分为

三种)四级杆质谱仪"扇形磁场质谱仪和飞行时间质谱仪$

四级杆分析器具有快的扫描时间和相对较小"低消耗及稳定



的分析系统!是生命科学研究中经常使用到的质谱仪$扇形

磁场
XZK*Y-

的最大优点是可以克服常规四级杆
XZK*Y-

中

存在的一些多原子离子干扰问题!其检出限一般比四级杆系

统低
#,

倍或更多!并且具有较高的灵敏度$飞行时间质谱仪

可以在不到
=,

$

2

内采集整个质量范围内的数据!因此适用

于对瞬时信号进行研究!灵敏度较四级杆质谱仪低$

使用最为广泛的激光器是钕钇铝石榴子石%

(6

)

e7P

&激

光器!它的基础波长为
#,+>5A

!由于红外激光技术存在精

密度差和元素分馏效应严重的缺点!研究发现可通过使用倍

频发生器将其波长二倍频%

=!"5A

&"四倍频%

"++5A

&或五倍

频%

"#!5A

&转化为紫外输出!从而大大改善了透明样品的剥

蚀能力!使激光器的分析性能有了显著的改善$目前使用较

多的是
(6̀ e7P

的四倍频%

"++5A

&%

(6̀ e7P>0QM41*

A%58/

&和
(6̀ e7P

的五倍频%

"#!5A

&%

(6̀ e7P=0QM41*

A%58/

&$准分子
#E!5A71N

激光系统在降低分馏效应等性

能上更为优越!实际样品测量精密度可达到
#O

"

#,O

$此

外!近几年发展起来的飞秒激光剥蚀系统%

R2@7*XZK*Y-

&具

有良好的剥蚀效率和极低的分馏效应!但因价格比较昂贵!

使其应用受到限制$

$%

&
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分离与检测

!!

@7*XZK*Y-

作为一种元素质谱技术!通常与凝胶电泳

%

P\

&联用来测定蛋白质中微量元素含量和同位素比值$图
"

为基于凝胶电泳分离蛋白质的元素质谱及生物质谱技术在分

析人类脑组织时的流程图*

##

+

)生物样本首先经过凝胶电泳

进行分离!对凝胶染色使蛋白质显现后!采用
@7*XZK*Y-

对凝胶中蛋白质条带或斑点进行直接"快速地多元素测定!

$%

&

'<

!

)*+5*.

&

%.@/0R4:#SQ:P)%2C+5%2+.@.5+->

再使用胰蛋白酶消解余下的蛋白质!联用生物质谱!如)基

质辅助激光解析,电离质谱%

Y7@[X*Y-

&或电喷雾质谱%

\-X*

Y-

&进行蛋白质的识别和测序$使用
P\*@7*XZK*Y-

法分析

蛋白质时!为使凝胶中的蛋白质条带或斑点具有样品代表

性!不仅需要在凝胶电泳分离过程中保持蛋白质的完整性!

而且应对分离后的凝胶进行适当处理!以使分析结果具有最

佳的准确度"灵敏度和分辨率$

<'(

!

凝胶电泳分离

一维%

#[

&或二维%

"[

&聚丙烯酰胺凝胶电泳%

K7P\

&可根

据蛋白质等电点和相对分子质量的不同分离蛋白质复合物!

能区分存在于一个样品中的几千种蛋白质!是目前最有效的

蛋白质分离技术*

#"

+

!已成功与
@7*XZK*Y-

联用!应用于蛋

白质中元素的定性或定量检测*

#!

!

#>

+

$

根据凝胶电泳分离蛋白质的效果及待测元素的不同!可

将蛋白质的分离方法大致分为两大类)一类是测定与蛋白质

以共价键相结合的原子%如
K

*

#=*#<

+和
-.

*

#;*"#

+

&时!由于其与蛋

白质间的键合能力较强!通常是在还原或非还原条件下使用

一维%

#[

&或二维%

"[

&十二烷基硫酸钠聚丙酰胺凝胶电泳

%

-[-*K7P\

&对生物样本进行分离$另外一类是分离金属蛋

白时!由于金属元素与蛋白质间的作用力相对较弱!在分离

过程中可能存在元素的流失!因此必须对分离条件加以严格

控制)首先!分离金属蛋白时!最好在非变性条件下进行!

故可采用非变性凝胶电泳法*

""*"=

+

!如蓝绿温和非变性凝胶电

泳%

T(*K7P\

&!这从很大程度上改善了变性凝胶电泳分离

大多数金属蛋白时元素流失较为严重的缺点(其次!

98Au5.c

*

">

+指出分离时使用的电流大小也会对结果产生影响)

电流越大!金属元素流失越严重(而且凝胶电泳电极缓冲液

中的尾随离子会影响分离时蛋白质的移动和金属离子的稳定

性$此外!分离过程中的其他因素%如环境因素)温度"蛋白

浓度"压力"

)

M

(蛋白质自身性质)一级结构"二硫键等&也

可能会对实验结果产生影响!需对其进一步研究!以获取使

用
P\*X7*XZK*Y-

分析蛋白质的最佳分离条件$

<'<

!

染色

使用
@7*XZK*Y-

分析蛋白质中以共价键结合的原子

时!通常先需使用染色技术对经凝胶电泳分离的聚丙烯酰胺

凝胶进行染色!使其中的蛋白质条带或斑点显现出来再进行

检测$目前!采用的方法主要包括考马斯亮蓝染色和银染$

然而!近期的研究表明!染色过程中会造成蛋白质中金

属元素的流失!这可能因染色过程使用的强酸所引起*

"!

+

$图

!

*

"=

+分别比较了对非变性凝胶电泳分离后的凝胶进行染色

%考马斯亮蓝染色和银染&和不经过染色的碳酸酐酶%

Z7

&中

+;

k5

!超氧化物歧化酶%

-U[

&中的+=

Z:

!转铁蛋白%

CN

&"血

红蛋白%

MH

&和肌红蛋白%

Y

3

%

&中的=<

N.

的
@7*XZK*Y-

检测

结果!可以看到经染色后的蛋白质中金属元素均会出现不同

程度的流失$因此!

b44H

等*

">

!

"=

+均建议在使用
@7*XZK*Y-

测定金属蛋白前不对聚丙烯酰胺凝胶进行染色!但是这也对

蛋白质的检测带来了困难$对此!可采取如下方案进行解

决)对于
#[

凝胶电泳而言!可将待测样品重复两份进行分

离!对其中一份进行染色!确定凝胶中蛋白质条带的位置!

使用
@7*XZK*Y-

采用线性扫描模式对未经染色的另一聚丙
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酰胺凝胶进行分析*

"+

+

$或者是对整个凝胶剥蚀分析!进行金

属成像!这种方法将在
"'!

节阐述!其缺点是分析过程花费

时间相对较长$
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凝胶干燥

分离蛋白质复合物后的聚丙烯酰胺凝胶约含水
+=O

!为

防止
@7*XZK*Y-

分析过程中由于水分子不断挥发引起凝胶

的变形或破裂而导致样品剥蚀的重现性降低!文献*

"<*"E

+

指出在对蛋白质条带或斑点剥蚀采样前需先对凝胶进行干

燥$

通常采用以下方法对分离蛋白质后的凝胶进行必要的处

理)%

#

&将凝胶置于两块玻璃板间干燥后!移去上层玻璃进

行
@7*XZK*Y-

分析*

!,

+

(%

"

&在分析金属蛋白时!

b44H

*

"=

+使

用
#,,O

甘油将凝胶浸泡一小段时间后!于
<=W

干燥后进行

分析!以使金属元素流失程度达到最小!得到的实验结果具

有较好的灵敏度与较低的
b-[

值(%

!

&采用电印迹法或直接

将已经分离的蛋白质转移至固相薄膜上*

"#

!

"E

!

!#

!

!"

+

!对薄膜

进行剥蚀取样分析!省略掉凝胶干燥的步骤$%

>

&使用凝胶

干燥机对凝胶进行处理*

!!

+

$

<'8

!

校正

校正问题一直是
@7*XZK*Y-

进行定量分析时遇到的难

点问题之一$使用
P\*@7*XZK*Y-

测定蛋白质中微量元素

时!使用的校正方法包括外标法!内标法及具有应用前景的

同位素稀释法$

外标校正法是
@7*XZK*Y-

测定未知样品元素浓度的常

用方法$虽然目前国际公认的校正校准很多!如
h-P-

系列

玻璃标准参考物质及
(X-C

人工合成硅酸盐玻璃标准参考物

质等!但如果将其用于凝胶中元素的定量检测中会存在基体

不匹配的问题$为消除基体效应的干扰!

ZQu1

3

*

!!

+将空白凝

胶浸泡于待测元素标准溶液中!制备了一系列浓度不同的凝

胶!并将其作为外标!测定了红细胞及酵母中
-.

的含量$

随着生物质谱技术%

Y7@[X*NCXZb*Y-

&与元素质谱

%

@7*XZK*Y-

&的成功联用!使用蛋白质中天然存在的
-

作为

内标元素的内标校正法!已经被用于蛋白质中微量元素的定

量检测中*

!>*!+

+

$即在分析含硫的蛋白质时!可先使用
Y7@*

[X*NCXZb*Y-

测定蛋白质中半胱氨酸残基的数量获取
-

的

浓度!将
-

作为内标元素!根据
@7*XZK*Y-

结果中待测元

素与
-

信号强度的比值计算得到蛋白质中元素的含量$这种

校正方法不但可以补偿激光剥蚀过程中的一些不稳定因素的

影响!而且还可以校正
XZK*Y-

中的基体效应和信号漂移的

问题!在蛋白质分析中得到广泛应用$

同位素稀释法%

X[

&是准确度非常高的一种校准方法!在

定量分析样品中元素含量时具有许多优点!如分析结果很少

受到信号漂移或基体效应的影响!样品制备期间元素的部分

损失也不会影响结果的可靠性等!已被广泛用于检测地

质*

!<

+

"材料*

!;

+

"土壤*

!E

+中元素含量$

[.8018/Q

等*

"+

!

>,

+采用

=""

第
#
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特异性同位素稀释法%

--*X[Y-

&通过
#[P\*@7*XZK*Y-

技

术测定了生物样本中超氧物歧化酶%

-U[

&的含量$实验中将

+=

Z:

和+;

k5

富集的
-U[

标准作为示踪剂!加至待测生物样

本中!通过测定标准
-U[

及牛肝脏提取物
-U[

中
Z:

和
k5

同位素比值%

Z:

)

+=

,

+!

(

k5

)

+;

,

+>

&!对其含量进行了测定$

尽管目前这种方法是被用于蛋白质的定量检测中!但这对使

用同位素稀释法测定蛋白质中微量元素提供了一种新的思

路$采用同位素稀释法对蛋白质分析时仍具有一定的局限

性)首先!应确保富含同位素蛋白质的结构"化合价没有发

生变化!在整个实验过程中与天然蛋白质具有相似的行为(

同时!在待测蛋白质样本中!富含同位素蛋白质的待测元素

与其他蛋白质不发生离子交换(此外!经凝胶电泳分离后的

两个相邻的蛋白质条带间不会发生相互干扰和交叉污染$

!

!

应
!

用

!!

随着新仪器的开发及理论研究的不断深入!

P\*@7*

XZK*Y-

被广泛应用于硒蛋白"磷酸化蛋白及金属蛋白中元

素的定性与定量检测中$

7'(

!

硒蛋白

硒是生物体必须的微量元素!主要以硒蛋白的形式参与

调节各种生理环节"发挥不同生物功能$由于过量硒具有毒

性!而适量硒则具有营养作用和对癌症的预防功能!使其正

成为金属蛋白质组学中最受关注的研究方向之一$将凝胶电

泳与激光剥蚀
*

电感耦合等离子体质谱技术%

@7*XZK*Y-

&相

结合已经成为一种高分辨率"高灵敏度的微量含硒蛋白的分

离检测技术*

>#

+

$

N45

*

>"

+使用
@7*XZK*Y-

测定了污染场所水鸟胚胎和鱼

卵的硒蛋白$此后!该技术又与一维或二维凝胶电泳技术结

合用于酵母及非洲鲶鱼中硒含量的测定*

#E

!

"#

+

$为保证凝胶

中蛋白质条带过斑点具有样品代表性!防止含硒蛋白中硒代

氨基酸尤其是硒代半胱氨酸%

-./

&链的降解!在对生物样本

进行凝胶电泳分离前!需先进行
-[-

变性和碘乙酸衍生化处

理$在
@7*XZK*Y-

测定过程中作为载气的氩气%

>,

71

>,

71

&

也会干扰;,

-.

及其同位素的测定!应用动态反应池%

[bZ

&能

有效解决这一问题$此外!由于蛋白质中硒含量较低而且硒

化合物电离能相对较高!会导致硒的检测限不理想!

T4&&8*

Q4:0

*

>!

+提出使用
R2@7*XZK*Y-

对硒蛋白进行检测!随着到

达
XZK

中蛋白质样品量的显著增多!其信号的灵敏度与
52

@7*XZK*Y-

相比增加了
>,

倍$在采用
@7*XZK*Y-

测定凝

胶中硒蛋白质时!可通过检测#!

Z

_

!

"!

(4

_和#,<

7

J

_的变化

来示踪样品剥蚀过程)样品中高#,+

7

J

_信号来源于银染!可

证明剥蚀发生在蛋白质位点(由于二维凝胶塑料衬背中#!

Z

_

和"!

(4

_的密度较凝胶中低!其信号强度的降低则表明凝胶

已被完全剥蚀$在对硒蛋白进行定量测定时!可采用标准溶

液法进行校准*

>!

+

!也可使用经硒标准溶液浸泡过的凝胶作

为标准物质定量测定生物样品中的硒*

!!

+

$

7'<

!

磷酸化蛋白

蛋白质磷酸化是生物体内最为普遍的调节方式!其磷酸

化和去磷酸化这一可逆过程在许多生物学过程!如细胞信号

转导"细胞分化和细胞生长等的调控中起着重要的作用!被

形象的描述为细胞生理活动的分子开关$蛋白质磷酸化的分

子机制几乎涉及到所有的生理病理过程!如光合作用"细胞

的生长发育"糖代谢"神经递质的合成与释放"包括癌变等!

使之当之无愧地成为了生命科学研究及医药领域中的热点$

与传统检测磷酸化蛋白的放射性标记法相比!

P\*@7*

XZK*Y-

具有所需样品量少!灵敏度与精确度高等优点$使

用
P\*@7*XZK*Y-

测定蛋白质中磷含量时!为防止磷酸酶的

去磷酸化作用!通常要在生物样本的离析和裂解过程中加入

磷酸酶抑制剂$在
XZK*Y-

分析!#

K

时!遇到的最大问题是多

原子粒子干扰!如=

(

#+

U

_

!

#>

(

#<

U

_

!

#>

(

#+

U

#

M

_在
@

,

?

为

!#

处都具有较高的信号强度!为分离这些干扰!需要采用分

辨能力较高%

@

,

/

@

"

>,,,

&的双聚焦扇形磁场电感耦合等离

子体质谱%

XZK*-NY-

&

*

!+

+

!或使用动态反应池%

[bZ

&技术!

通过检测!#

K

#+

U

_分子离子来对
K

含量进行测定*

>>

+

$在量化

@7*XZKY-

数据时!可采用
-

作为内标元素!通过内标校正

法测定蛋白质中
K

和其他元素的含量*

#E

+

$联用
Y7@[X*NCX*

Zb*Y-

对凝胶中经酶解后的蛋白质进行检测!可进一步研

究其结构和磷酸化位置$

@7*XZK*Y-

可直接快速对凝胶中蛋白质条带或斑点中

元素进行定量分析!但是由于凝胶及试剂中杂质
K

的背景信

号强度相对较高!有时候很难识别蛋白质中磷的元素信号!

使检测受到限制$

7'7

!

金属蛋白

除了测定与蛋白质以共价键相结合的元素
K

和
-.

外!

@7*XZK*Y-

也可被用于检测金属蛋白中的金属元素%如)

Z:

!

N.

!

k5

!

Y5

!

Z%

!

Z1

!

Z6

等&!引起了金属蛋白质组学

研究者的广泛关注$

目前!

@7*XZK*Y-

已经被广泛用于动植物组织内金属

蛋白的测量中$如将
P\*@7*XZK*Y-

与
Y7@[X*NCXZb*Y-

联用!使用
-

作内标元素!可用于检测阿尔茨海默病患者及

正常人脑蛋白样本中的
Z:

!

k5

!

7&

!

N.

!

-

!

-8

和
K

含

量*

!=

!

>=

+

$使用富集稳定同位素+=

Z:

!

+<

k5

和=>

N.

作为示踪

剂!则可进一步对阿尔茨海默患者脑蛋白中含有
Z:

!

k5

!

N.

的蛋白形成进行分析*

>+

!

><

+

$此外!

K%&404

F

L%

*

>E

+也将非变性

凝胶电泳与
@7*XZK*Y-

联用检测了植物
-

)

854/84%&.14/.4

@'

中含有
Z6

和
k5

的金属蛋白!研究了在
-

)

854/84%&.14/.4

@'

内重金属元素的运输及其与蛋白质的键合能力$

正如上文所提到的!由于金属蛋白中金属元素与蛋白质

的键合能力较差!文献*

>E

!

=,

+已经指出在使用
P\*@7*

XZK*Y-

检测金属蛋白质时可能存在元素的流失!使对金属

蛋白的检测受到限制$研究表明!使用非变性凝胶电泳是分

离蛋白质复合物的有效方法$

98Au5.c

*

">

+分别对含
Z:

和
k5

的超氧化物歧化酶%

-U[

&和含
k5

的乙醇脱氢酶%

7[M

&在变

性%

-[-*K7P\

&和非变性凝胶电泳%

T(*K7P\

&下进行分离

并对
@7*XZK*Y-

结果比较后!证实了使用变性凝胶电泳分

离蛋白质时存在金属元素的流失$

T./L.1

*

=#

+使用非变性凝胶

电泳技术%

T(*K7P\

&对小鼠肾脏及肝脏样品中的金属蛋白

进行了分离!使用
@7*XZK*Y-

定性检测了蛋白质中的
k5

!

Z:

!

N.

!

(8

!

Z1

!

Z6

!

KH

!并使用
Y7@[X*CUN*Y-

进行了蛋

+""
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白质的识别$对凝胶进行金属成像也是解决元素流失问题的

方法之一$

T./L.1

*

"!

+首次通过使用
@7*XZK*Y-

对凝胶进行

成像!检测了小鼠肾脏组织蛋白中金属元素$蛋白质提取物

经
"[*T(*K7P\

分离及银染后!采用双聚焦扇形磁场电感

耦合等离子体质谱对选择的凝胶碎片%大约为几平方厘米&的

整个表面进行连续的线剥蚀采样$采用
-

作为内标元素!对

蛋白质中+>

k5

_

!

+!

Z:

_

!

=<

N.

_

!

",;

KH

_

!

==

Y5

_进行了测定!

以等电点和分子量分别作为
;

和
X

轴!使用
Y7C@7T+'=

软件根据元素的
@7*XZK*Y-

信号强度绘制图像$图
>

展示

了凝胶中的两个富含
Z:

和
k5

凝胶的元素分布状况$检测发

现凝胶中金属元素的分布大部分与蛋白质斑点存在一定联

$%

&

'8

!

S,:526h2:-/2*5%2%2

&B

+/*.%2@

B

/*@%2@.-*%/2

(/0<!:3N

&

.?/0+5*W%62.

E

K5*.+.J*+5-*

系!但并不完全重叠$使用凝胶成像法可对蛋白质中金属元

素进行全面分析!而无需考虑凝胶中蛋白质的含量及分布状

况$

>

!

结论与展望

!!

激光剥蚀
*

电感耦合等离子体质谱%

@7*XZK*Y-

&作为一

种无机元素分析技术!具有原位"实时"快速的分析优势和

多元素同时检测"灵敏度高"空间分辨率好等特点!同凝胶

电泳%

P\

&联用后!可对蛋白质中微量元素含量和同位素比

值进行测定$目前!已被用于硒蛋白"磷酸化蛋白及金属蛋

白分析检测中$与生物质谱%基质辅助激光解析,电离质谱

%

Y7@[X*Y-

&或电喷雾质谱%

\-X*Y-

&&结合!可进一步对蛋

白质进行识别和多肽序列测定!这将在蛋白质组学研究中具

有潜在广泛的应用价值$

尽管如此!在使用
@7*XZK*Y-

测定蛋白质过程中仍然

存在一些问题!如在检测前需要对生物样本中蛋白质提取物

进行凝胶电泳分离"染色"干燥等一系列预处理!在这些过

程中可能会造成元素的损失和凝胶表面断裂等$特别是对于

金属元素而言!由于其与蛋白质间的键合作用较小!损失程

度可能更为严重!这就需要对影响因素进一步研究!对实验

方法进行优化$另外!由于一些蛋白质中待测元素含量极

低!要谨防来自缓冲溶液和凝胶的污染!以保障所获得信息

的质量$
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