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结果的影响"

陈蓉艳"

!林
!

青"

!郑
!

健8

%

"福建中医学院附属人民医院'

",

检验科&

8,

儿科!福建 福州
!

$+%%%#

#

!!

!摘要"

!

目的
!

采用标准化芯片操作规程比较弱电离子交换芯片"
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#%金属离子整合芯片"
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#对增强

激光解析电离飞行时间质谱"

Y)*029'1f Ỳ

#检测结果的影响$方法
!

收集
"

份健康体检者血清!每一个芯片类

型都检测
/

孔$分析质谱峰的数量"
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#!计算孔间变异系数"

%B

#!通过比较这两个指标

来评估两种芯片对血清蛋白组的检测能力$结果
!

在合适的激光能量强度下!

Y

(
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$

+

时!

2̀ ;R

所测得的质谱峰

有
8#-

个!

R̀ "%

所测得的质谱峰有
"&-

个!两者的质谱峰平均
%B

值相近!均在
8%.

左右$结论
!

2̀ ;R

有更好的

检测能力$
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表面增强激光解析电离飞行时间质谱&

Y)*029'1f Ỳ

'

是目前较广泛使用的蛋白质组学技术)常用的化学"色谱表面

有疏水芯片&

Y)(0

+

+̂%

+

#̂

'+弱阳离子交换芯片&

R̀ "%

+

URV

'+阴离子交换芯片&

Y;V8

+

h"%

'+金属离子螯合芯片

&

2̀ ;R

'以及正相亲水芯片&

(I8%

'#不同的芯片能结合不同的

蛋白质#降低样本复杂性#有利于检测出更多的蛋白质1

"

2

)血

清作为最常用的检测对象#包含了大量的蛋白质和多肽#提供

各种生理病理状态下的生物标志物)许多文献已报道了各种

芯片用于血清
Y)*02

分析#例如
\B7A=@B

等1

8

2采用
R̀ "%

#
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2采用
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<6M5

等1

#

2则采用
R̀ "%

及

2̀ ;R

)其中最常用的芯片类型为
R̀ "%

及
2̀ ;R

)本文主要

采用
R̀ "%

+

2̀ ;R

两种芯片类型对血清进行检测#通过获得

芯片内孔间变异+检测峰数量来评估两种芯片对血清标本的检

测能力)
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材料与方法
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'高效液相色谱法&
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胆固醇氨丙基'二甲基氨基2

c

丙磺酸内盐&
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硫苏糖醇&
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公司(蛋白质芯片
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'校正混合肽!均购自
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公司#浓度
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#用于仪器校正)&
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'仪器!
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仪为美国
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'产品)蛋白质

芯片采用
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"
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型读取数据#采用
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版本分析软件自动采集数据)
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方法
!

&
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'检测样本的采集和处理!本院健康体检者#处

于平静与空腹状态#用普通灭菌注射器采集血液标本#血标本

采集后即送达实验室&不抗凝')血液经冷冻离心机
# ]

+

$

+%%@

"

A57

离心
"+A57

后#立即分离血清用于检测)

R̀ "%

样

本经
!3

变性处理#于
#]

下摇育
$%A57
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+

2̀ ;R

芯片标准化操作规程!根据
R5

N

M>@
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6?>A6

公司提供的

芯片操作规程优化条件后进行#

2̀ ;R

需先活化芯片表面#加

入
"%%A R̀=Y1#

#置振荡器按
&%%@

"

A57

震荡
+A57

#并重复

一次#而后用
Î*R

水清洗
8

次#再用
(B;G

&

N

^#,%

'和

Î*R

水各清洗
"

次)其次#

R̀ "%

+

2̀ ;R

均加入结合缓冲

液#

R̀ "%

的结合缓冲液为
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^#,%
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2̀ ;R

的结合缓

冲液为
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'#震荡
+A57

#甩去后重复
"

次)而后#变性处理后的样

本#与
R̀ "%

结合缓冲液混匀后#加样于
R̀ "%

芯片孔中(未变

性样本#与
2̀ ;R

结合缓冲液混匀后#加样于
2̀ ;R

芯片孔

中#震荡
"M

#甩出样品后#每孔加入缓冲液#

#%%@

"

A57

震荡
+

A57

#重复
8

次)最后每孔加入高效液相色谱法&

Î*R

'水#甩
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检验医学与临床
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期
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干后从芯片处理器上取出芯片后#风干
8%A57

后#在每个孔上

加饱和
YI;

#

"+A57

后#上机测定)&

$

'数据获取和处理!
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检测芯片的参数设置#本次试验采用两种激光强

度#较低激光强度
"/+

#优化分子质量范围为
$%%%

!

"+%%%

#最

高分子质量为
"%%%%%

(较高激光强度
8%+

#优化分子质量范围

为
"%%%%

!

+%%%%

#最高分子质量为
8%%%%%

)检测敏感度为

-

#质量偏转为
3%%%%%

#检测器电压为
8-+%

)用两种不同的激

光强度分别在同一芯片孔的不同位点上各轰击一次)仪器用

;**92(91()

校准混合肽进行校准)

B,D

!

统计学方法
!

采用
_5<AB@J>@U5gB@D

&

_̀ U

'软件进行

数据分析#对图谱进行扣基线+总离子流标化之后#用软件获取

信噪比&

Y

"

(

'大于
+

的峰数量以及孔间变异数据)

C

!

结
!!

果

比较
R̀ "%

和
2̀ ;R

血清图谱可以看出#

2̀ ;R

峰个数明

显多于
R̀ "%

&图
"

'#特别是在小分子质量范围内)通过

_̀ U

软件计算#在
"

!

"%%\0

相对分子质量范围内#

Y

"

(

$

+

#

低能量激光强度条件下
R̀ "%

峰个数为
"&-

个#

2̀ ;R

峰个数

为
8#&

个#高能量激光强度条件下
R̀ "%

峰个数为
"3"

个#

2̀ ;R

峰个数为
3-

个(

Y

"

(

$

8,+

#低能量激光强度条件下

R̀ "%

峰个数为
$8/

个#

2̀ ;R

峰个数为
##+

个#高能量激光强

度条件下
R̀ "%

峰个数为
#%#

个#

2̀ ;R

峰个数为
"8+

个(

Y

"

(

$

"%

#低能量激光强度条件下
R̀ "%

峰个数为
-/

个#

2̀ ;R

峰

个数为
""3

个#高能量激光强度条件下
R̀ "%

峰个数为
&+

个#

2̀ ;R

峰个数为
#3

个)另外#高信噪比的峰数量越多#峰之间

的变异越小#相对来说#芯片检测结果就越可靠和稳定#在一定

信噪比参数设定下&设为
Y

"

(

$

+

'#在重复检测同一样本的
/

个质谱中都能检测出质谱峰#信噪比都较高#通过
_̀ U

软件#

可以分别测算两种芯片在
/

个质谱中全部出现的质谱峰数量

占测得的所有质谱峰数量的百分数来评价两种芯片检测结果

的可靠性#通过简单的
)EG>C

表格函数运算#计算出这些质谱

峰的平均
%B

值来评估孔间变异#见图
"

)

!!

注!&

;

'低能量激光强度时
R̀ "%

芯片血清质谱图(&

_

'低能量激

光强度时
2̀ ;R

芯片血清质谱图(&

R

'高能量激光强度时
R̀ "%

芯片

血清质谱图(&

0

'高能量激光强度时
2̀ ;R

芯片血清质谱图)

图
"

!

R̀ "%

'

2̀ ;R

芯片类型在相对分子质量为
"%%%

!

"%%%%%

的血清图谱(

D

!

讨
!!

论

在本次研究中#

2̀ ;R

在低能量激光强度所得到的峰个

数最多#以下依次为
R̀ "%

与高能量激光强度的组合+

R̀ "%

与低能量激光强度的组合+

2̀ ;R

与高能量激光强度的组合)

进一步分析图谱发现#高能量激光强度所获得的图谱中#低质

荷比范围的质谱峰明显少于低能量激光强度#但高质荷比范围

不论在峰个数以及峰高上都优于低能量激光强度#可见激光强

度能激发高分子质量蛋白质或多肽在电压场中飞行#而低分子

质量蛋白质或多肽则有可能被高能量的激光破坏而不能到达

检测器#由于许多有意义的差异性蛋白都在较小的分子质量范

围内#激光强度高不利于这些有意义的标志物的发现#当然#高

分子质量范围内也不能排除有意义的标志物的存在#因而#高

能量激光强度应作为补充进一步完善操作流程1

+

2

)

在低能量激光强度下#

2̀ ;R

所得质谱峰个数明显多于

R̀ "%

#分析其原因#

R̀ "%

几乎让所有的多肽和蛋白质带上正

电荷#质谱中所得的高丰度多肽及蛋白质多#低丰度蛋白质容

易被高丰度蛋白所掩盖#而
2̀ ;R

捕获的是金属螯合的多肽

及蛋白质#螯合在芯片上的高丰度的多肽和蛋白质很少#对低

丰度蛋白质的掩盖效应低#检测出的低丰度的多肽和蛋白质就

多)如图
"

所示#相对分子质量为
+38"b"%

的峰&箭头所示'

在
R̀ "%

中峰值达
-",$

#这种蛋白质在人群中高表达#而在

2̀ ;R

芯片上捕获得相对少#峰值只有
&%

#减少了其对低丰度

蛋白的掩盖效应#因而在这方面
2̀ ;R

优于
R̀ "%

)另一方

面#

2̀ ;R

在重复检测同一样本的
/

个质谱图中有
&%,&.

的峰

的信噪比均大于设定参数
+

#与
R̀ "%

的
+&,8.

相比#也有优

势#提示
2̀ ;R

所测得峰的信噪比孔间变异较小#所得出的检

测结果更稳定+可靠)由这些峰得出的峰值平均
%B

值#

2̀ ;R

略高于
R̀ "%

#显示孔间峰值平均
%B

相差不大#均在
8%.

之

间#与相关文献报道一致1

&9-

2

)综合以上#作者认为
2̀ ;R

对

血清蛋白组有更好的检测能力)

从质谱图中本研究还发现#

2̀ ;R

与
R̀ "%

有互补的检测

峰)比如#

2̀ ;R

在相对分子质量
$%%%

!

&%%%

范围内#质谱

峰多且峰值高#而
R̀ "%

缺如或峰值低(在有些质量范围内则

相反)因此#实验条件有限时#首选检测能力高的
2̀ ;R

#而在

条件许可的情况下#芯片的组合无疑更有利于生物标志物的

发现)
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