
应⽤纪要

结合低流速LC和串联四极杆(QqQ)质谱仪的
内源性激酶定量分析

Matthew E. Daly, Lisa Reid, Lee A. Gethings, Robert S. Plumb

Waters Corporation

仅供研究使⽤，不适⽤于诊断。

摘要

本研究针对27种⼈内源性激酶开发了⼀种特定的靶向分析⽅法（根据其⽣物学意义和普遍性来进⾏选择）。

该分析旨在评估每个酶类别的多个独特的靶向MS/MS通道，确保每种蛋⽩质的鉴定准确度。这些通道包括经实验

确认的天然肽的⺟离⼦和⼦离⼦质量数（使⽤纯标准品），以及理论推导的任何已知可能含有磷酸化残基的肽的

⺟离⼦和⼦离⼦质量数。通过选择使⽤每种⾮磷酸化肽的标准品来创建标准曲线，我们可能可以为每种肽⽣成半

定量浓度值，从⽽提⾼实验结果的可信度。 

⽅法优化和随后创建的标准曲线结果表明，有23种肽的柱上LOD < 100 pg，还有32种肽的柱上LOD < 1 ng。其余

25种肽的LOD范围为柱上1.1~28.9 ng。然后分析了⼀组由癌细胞系组成的样品组，作为可⾏性实验。结果表明

，该⽅法能够以与常规分析⼀致的⾊谱流速，使⽤多种肽段标记区分两种细胞系（即，有/⽆突变），⽽⽆需事先

进⾏样品富集。 

这种靶向激酶分析⽅法设计⽤于帮助蛋⽩质组学研究、制药药物发现项⽬、研究型临床医⽣以及其他从事疾病⽣

物标志物研究或定制化药物研究的⼈员。

优势
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快速、⾼通量采集■

基于多个独特的通道进⾏靶向蛋⽩分析■

使⽤定量曲线实现半定量分析■

提供可轻松定制的通道，⽀持客⼾根据需要修改⽬标■

数据可在MassLynx™、TargetLynx™中分析或导⼊SkyLine■

简介

激酶已被证明是不同⼈类疾病的重要⽣物标志物。尤其对于某些癌症，例如肾癌和肝细胞癌，其⽔平的升⾼可能

预⽰着有利或不利的预后结果1。因此，它们成为了转化医学中的有⽤靶点，有望为某些癌症的疾病发展提供预后

⽣物标志物。为此，可以追踪两条肽靶向途径：测量总激酶蛋⽩形态的表达，或磷酸化（活化）激酶蛋⽩形态的

表达。具体的疾病通路决定了哪种定量⽅法可以提供有关预后的最有⽤信息。然⽽，由于这些激酶在细胞质中的

相对浓度较低，可能难以实现定量，因此，⽬前的⽅法采⽤预先富集步骤来选择性地富集⽬标激酶，或者通过纳

升级⾊谱操作，但这不利于⾼通量分析。因此，我们推出了⼀套全⾯的肽段标记（结合实验中实际观察到的和理

论推断的标记⼦集），可⽤于鉴定特定的激酶类别，并且这些肽段标记可⽤于通过⽑细管级⾊谱区分两种癌细胞

，⽆需事先富集。

实验

本研究选购了28种⼈类激酶标准品，溶于UHQ⽔中，浓度在900 fmol/µL到25.4 pmol/µL之间。将含1 µg各标准

品的总混合物放在含有0.1% w/v RapiGest™的碳酸氢铵溶液（最终浓度为50 mM，pH 7.8）中，⽤⼆巯基苏糖醇

（最终浓度为5 mM）在60 °C下还原15分钟，⽤碘⼄酰胺（最终浓度为15 mM）进⾏烷基化反应30分钟，然后使

⽤测序级胰蛋⽩酶以1:50的蛋⽩酶:蛋⽩质⽐例极性酶解。加⼊甲酸⾄最终浓度为0.1% v/v来淬灭酶解。细胞系样

品也采⽤类似的制备⽅案。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ Premier FTN
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⾊谱柱： ACQUITY Premier Peptide CSH™ C18 (100 mm 

× 2.1 mm, 1.7 µm)

柱温： 40 ˚C

进样体积： 5 μL （标准曲线）或15 μL（癌细胞系样品）

流速： 0.5 mL/min

流动相A： ⽔ + 0.1%甲酸

流动相B： ⼄腈 + 0.1 %甲酸

梯度： 初始5%流动相B，0~2 min内5%流动相B，在2~25 

min从5%增加⾄30%，25~27 min从30%增加⾄

60%，27~29 min内60%流动相B，29~35 min重

新平衡初始条件。

质谱条件

质谱系统： Xevo™ TQ-XS

离⼦源： ZSpray™ ESI

电离模式： 正离⼦模式

⽑细管电压： 0.5 kV

采样锥孔电压： 35

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓温度： 500 °C
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锥孔⽓流速： 150 L/h

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

碰撞能量： 针对特定肽段在13.5~29.8 V之间

扫描时间： 根据特定肽段有所不同

图1.MS实验设置⽰例，其中显⽰了MassLynx实验⽂件中的MS/MS通道。
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结果与讨论

这种靶向激酶分析⽅法可对⾎液制品、细胞系或组织匀浆中的27种激酶进⾏筛查和半定量分析。这些激酶的选择

依据是它们与⼈类⽣物学（特别是癌症诊断和预后）的相关性以及它们作为标准品的适⽤性。⽬前在该分析中可

⽤的27种激酶，通过实验得到的通道为：

PAK：1、2、3、4、5和6■

MAPK：1、3、7、8、9、10、11、12、13和14■

MAP2K：1、2、3、4、5、6和7■

MAP3K：1、2、3、8■

每种激酶标准品均以未活化的形式购买，并按照典型的蛋⽩质组学⼯作流程⽤胰蛋⽩酶进⾏酶解。每种酶解后的

激酶随后进样到与SELECT SERIES™ Cyclic™ IMS联⽤的ACQUITY™ M-Class系统中，进⾏所有肽的⾮靶向筛查。

将采集到的数据导⼊PLGS软件，进⾏肽鉴定、评估并获取碎⽚离⼦谱图信息（图2）。⽬标肽根据它们对单⼀激

酶蛋⽩形态的独特性，或对⼀类激酶（例如MAPK）的独特性进⾏了评估。 
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图2.PLGS视图⽰例：展⽰了单⼀激酶酶解肽(MAP3K1)的搜索⽰例，其中发现并鉴定出了其中7种单独的肽，突出

显⽰的肽（对应于(K)GANLLIDSTGQR(L)）的碎⽚离⼦（b和y离⼦）可在视图底部看到。

研究中根据最⼩序列⻓度等标准选择了⽬标肽，然后使⽤串联四极杆质谱仪进⾏进⼀步的⽅法开发。随后对肽进

⾏研究，确保每种肽都能被观察到，研究评估并选择了能产⽣最强信号的电荷态和碎⽚离⼦。图3展⽰了典型的肽

信号，其中显⽰了组合TIC（运⾏分析时的典型视图），以及以XIC形式显⽰的⽣成TIC所包含的三个通道。

对于每种肽，该⽅法都包含3到8个通道。该分析共包含47个⾮冗余单个实验衍⽣肽，总共80个⽬标（包括翻译后

修饰）。由于市售标准品为⾮活化形式，通常情况下，观察到的磷酸化残基（活化后）为⾮磷酸化状态。⽂献检

索结果表明，分析中包括的80种肽中，有26种可能会发⽣磷酸化（⼀个或多个残基）。磷酸化肽的理论通道也包

含在实验⽂件中。 
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图3.MassLynx视图⽰例：(A) 合并所有信号（三个选定的通道）产⽣的TIC，⽤于确认样品中是否存在MAP2K7。

(B) 三个单独通道的XIC。

仅使⽤纯化标准品创建标准曲线不⾜以模拟“现实”样品的复杂性，也没有考虑竞争性电离对肽响应的影响。因

此，为模拟“真实”样品，⽤MassPREP™⼤肠杆菌酶解物标准品（P/N：186003196 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186003196-massprep-e-coli-digest-

standard.html> ）连续稀释总激酶混标，获得总激酶柱上进样量范围为10.5 pg~210 ng的⼀系列样品。创建标准

曲线，并计算每种肽的检测限（空⽩值 + 3 × SD），其中，GANPLAIDLLGR肽（代表MAPK类别）的LOD最低

，为柱上35.38 pg (29 fmol)。这种肽的标准曲线在⾄少3.5个数量级范围内保持线性。总的来说，有23种肽的柱

上LOD < 100 pg，还有32种肽的柱上LOD < 1 ng。对于PAK肽段标记IGEGSTGIVCIATVR，其余25种肽的LOD范

围为柱上1.1~28.9 ng。

由于患者样本之间的异质性以及在复杂⽹络级联中的作⽤，很难将计算出的检测限与⽣理⽔平相互关联。此外

，疾病状态的变化不仅可以通过活性蛋⽩激酶（即，磷酸化）的增加或减少来显现，还可以通过总丰度的增加或

减少来揭⽰2,3。 因此，为了评估肽段标记在靶向分析中的适⽤性，我们在磷酸酶抑制剂存在的条件下裂解癌细胞

系并⽤胰蛋⽩酶进⾏了酶解。研究中未完成其他样品富集⼯作。 

使⽤上述⾊谱条件对细胞系进⾏分析，结果表明，四种肽段标记之间仅根据强度就可以区分所分析的细胞系（图

4）。因此，这项分析证明了该分析⽅法及相关肽段标记在相对定量⼀些与癌细胞系⼀致⽔平的蛋⽩激酶⽅⾯具有
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实⽤性。通过进⼀步的样品富集，有可能检测到其他肽段标记，并且通过磷酸肽特异性富集也可以提供相对活化

/磷酸化的测量值。 

图4.(A) PAK标记肽段LLQTSNITK的离⼦丰度⽐，展⽰了⾮突变细胞系（低丰度）、突变细胞系（⾼丰度）和两者

的混合物（中等丰度）之间的峰⾯积差异。(B) 突变细胞系分析监测的四种碎⽚离⼦中每⼀种的提取离⼦流⾊谱图

，其中每种碎⽚离⼦都在预期保留时间4.7分钟处洗脱。

结论

将Xevo TQ-XS与稳定的肽段标记相结合，⽆需样品富集即可在⾼⾊谱流速下对⽣理⽔平的蛋⽩激酶进⾏相对定量

，为常规分析开辟了新的可能。在定义的肽段标记中，有四种能够仅凭其丰度差异区分两种癌症细胞系，其中两

种标记的灵敏度位于前⼗，柱上LOD > 50 pg。本应⽤纪要中定义的肽段标记不仅可⽤于揭⽰总激酶丰度的差异

，还可⽤于测量磷酸化程度。
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