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基于ＳＩＳＣＡＰＡ技术的疾病标志物的转化医学研究

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　　基于蛋白质组学技术的基础生物研究筛选出了大量蛋白

候选标志物，由于缺乏有效的验证手段，阻碍了其在疾病诊断、

临床处理和疾病预后中的应用。目前，验证疾病候选标志蛋白

主要依赖于免疫学分析方法，如ＥＬＩＳＡ。但对所有候选标志

物都开发ＥＬＩＳＡ法，是不切合实际的，因为抗体开发费用高

昂，耗时长，成功率低［１３］。这些因素导致大量的蛋白质生物标

志物研究只能滞留在发现阶段而无法进入临床实践。现阶段

亟须开发一种低成本、耗时短的“桥梁”技术，填补生物标志物

发现和临床应用之间的空白［２］。多反应监测质谱技术

（ＭＲＭＭＳ）用于蛋白质标志物验证研究具有其独特的优势，

但是 ＭＲＭＭＳ的敏感性尚不能满足目前临床常用的标志物

检测的需求。近年来，基于 ＭＲＭＭＳ和同位素标记的标准肽

段的蛋白质定量技术得以建立并迅速发展。Ａｎｄｅｒｓｏｎ等
［２］开

发了稳定同位素标准和用抗肽抗体提取（ＳＩＳＣＡＰＡ）技术。这

项技术应用免疫亲和法富集和同位素稀释，并联合 ＭＲＭＭＳ

技术，达到候选标志物定量的目的［２，４］。ＳＩＳＣＡＰＡ已经被证实

具有高特异性，敏感性和准确性［５８］，同时保持了研发时间短、

成本低的特点，能有效弥补 ＭＲＭＭＳ和ＥＬＩＳＡ技术的不足，

在不久的将来，可能作为一种新型的蛋白质标志物转化医学研

究的手段。

１　ＳＩＳＣＡＰＡ技术的基本原理和特点

ＳＩＳＣＡＰＡ是一种复杂蛋白酶解产物中的多肽定量方法。

抗肽抗体富集特定的目标肽段，并加入与目标肽段有相同序列

的稳定同位素标记多肽作为内标；目标肽段从抗肽抗体上洗脱

下来后，用 ＭＲＭＭＳ方法定性并定量分析天然和标记形式的

目标肽段；根据测定出的天然和同位素标记的目标肽段的丰度

比值，得知目标肽段含量［２］。ＭＲＭＭＳ分析起到类似二抗的

作用，有高度特异性，大大减少了一抗交叉反应带来的弊端，也

降低了对一抗特异性的要求。

因为血清中许多候选标志蛋白在血清中天然以ｎｇ／ｍＬ甚

至ｐｇ／ｍＬ级别存在，远超出了传统质谱的检测范围。ＳＩＳＣＡ

ＰＡ利用抗肽抗体富集，能实现血清低丰度目标肽段平均１２０

倍富集。Ｗｈｉｔｅａｋｅｒ等
［４］用磁珠作为连接抗体的固相支持物，

使目标肽段的质谱检测离子信号增强超过１０３倍，足够定量分

析血清中ｎｇ／ｍＬ范围的生物标志物。

２　ＳＩＳＣＡＰＡ技术研发的关键节点

要开发针对一个蛋白质候选标志物的ＳＩＳＣＡＰＡＭＳ方

法，最关键的是“特征性肽段”［９］和质谱检测 ＭＲＭ离子对的选
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择。“特征性肽段”将作为抗原免疫动物，获得抗体；并以该序

列为模板，制备同位素标记的标准肽段作为定量分析的内标；

ＭＲＭＭＳ模式下，“特征性肽段”作为母离子，与其特定的一个

或几个离子碎片作为离子对，根据每对离子对的信号做定量分

析。选择离子对时，要选择信号最强，重复性最好的离子碎片，

且能唯一代表目标肽段。

２．１　“特征性肽段”的筛选　“特征性肽段”肽段除了必须具备

序列唯一性及好的重现性外，也应该是每种蛋白质的质谱检测

中响应最高的肽段。首先可以参考蛋白质质谱原始数据，筛选

特征性肽段［５６］。但这种方法选择的“特征性肽段”在复杂样

本中的肽段检测的重现性不好［１０］。也可以在质谱试验数据库

中筛选［１１］，以及运用计算方法预测得到特征性肽段。

ＰｅｐｔｉｄｅＡｔｌａｓ，ＧＰＭ，ＳＢＥＡＭＳ，和ＰＲＩＤＥ等等数据库，近

年来随着 ＭＲＭＭＳ有很大发展而日益完善。ＰｅｐｔｉｄｅＡｔｌａｓ数

据库能鉴定适合的特征肽段，估测目标肽段的大概保留时间，

从而支持靶向蛋白质组学的工作流程如选择反应检测

（ＳＲＭ）／ＭＲＭ；也为ＳＲＭ／ＭＲＭ 选择高质量的离子对列表。

其长远目标是通过彻底的验证表达蛋白完成真核生物基因组

的完整注释［１２］。ＧＰＭ 数据库是１个开源式的系统，专为分

析、储存和确认串联质谱产生的蛋白质信息而设计。现有版本

的ＧＰＭ能有效确认多肽和蛋白质序列。ＳＢＥＡＭＳ可以看成

是收集、储存和访问数据的框架，允许用户在ＩＳＢ核心设备的

网络界面上提出一系列实验要求，储存各种类型的实验［１１］，也

能从中得到蛋白质特征性肽段的信息。ＰＲＩＤＥ是另一个关于

蛋白质识别的免费使用的开源数据库。它与人类蛋白质组学

研究组织的蛋白质组学标准先锋（ＨＵＰＯＰＳＩ）紧密联系，允许

使用者运用这套标准来传递数据。这个数据库还包括很多的

疾病中蛋白质是发生改变的相关信息。

决定能否成为特征性肽段的首要条件就是多肽的理化性

质［９］。将已知肽段的每个氨基酸的理化性质都用数值取代。

用ＫＳ距离和ＫＬ距离评价各个性质，那些能将特征肽段区分

出来的性质，则可作为预测特征肽段的“预报器”。Ｓａｎｄｅｒｓ

等［１３］为特定实验、仪器条件下的蛋白质组数据集建立了分选

器。这种有效的新方法，能够精确预测特征肽段被质谱仪检测

到的可能性。

２．２　ＭＲＭ离子对的选择　ＭＲＭ 分析之前要经历实验室的

发现阶段，根据观察到的肽段在 ＭＳ／ＭＳ的表现直接决定

ＭＲＭ离子对。这种凭经验的实验方法很有效，但是很主观，

又消耗时间和实验资源。现在有商业化的或供应商指定的软

件包可供使用，例如 ＭＲＭＰｉｌｏｔＴＭ 软件（ＡＢＳＣＩＥＸ，Ｆｏｓｔｅｒ

Ｃｉｔｙ，ＣＡ），专门为信号触发的检测和测序技术（ＭＩＤＡＳ）工作

流程设计理论肽段和相应离子对。根据用户指定的母离子，理

论上计算得到相应子离子，之后自动建立 ＭＩＤＡＳ获得方法。

联合ＱＴＲＡＰ 质谱仪，反复扫描优化，选择合适离子对。

ＭＲＭａｉｄ
［１４］是１种依据 ＧＡＰＰ数据库建立的模块工具，提供

了基于网络的离子对设计方法，同时预测该离子对的保留时

间。与其他软件相比，ＭＲＭａｉｄ省去了费时的预实验，不再需

要根据已报道试验数据整理候选离子对，而是采取一种特殊的

评分算法。ＴＩＱＡＭ工具从ＰｅｐｔｉｄｅＡｔｌａｓ提取数据，根据之前

的观察次数，决定候选离子对［１４１５］。如果数据库没有提供数

据，只使用理化性质计算理论肽段。ＴＩＱＡＭ与 ＭＲＭａｉｄ最根

本的区别是，需要用户用实验获得 ＭＳ／ＭＳ数据分离得到合适

的候选名单。

Ｓｈｅｒｗｏｏｄ等
［１６］为三重四级杆质谱仪开发一种软件工具

ＭａＲｉＭｂａ。ＭａＲｉＭｂａ依据下载的或是用户自己建立的谱图文

库，能自动化建立 ＭＲＭ离子对列表，同时能根据母离子和子

离子性质过滤，限制某些蛋白和肽段输出。ＭａＲｉＭｂａ也能建

立重同位素肽段的相应离子对列表并帮助用户以前所未有的

速度设计特定离子对。

２０１０年，美国系统生物学研究所与 ＡＢＳＣＩＥＸ公司合作，

使用新一代ＱＴＲＡＰ质谱技术测定了近２０，０００个人体蛋白

质，继ＰｅｐｔｉｄｅＡｔｌａｓ之后，又首创全球第一个数据共享的人类

多反应监测数据库 ＭＲＭ Ａｔｌａｓ，提供了大量基于质谱的人类

蛋白质组信息，使得研究者能够尽可能缩短冗长的开发时间。

筛选出的候选离子对，很多不能直接用于定量分析，还需通过

ＭＩＤＡＳ工作流程去检验和优化 ＭＲＭ 离子对，包括优化每个

肽段的 ＭＲＭＭＳ离子对质谱分析条件，去除不具备特异性的

离子对，检验离子对重复性等［５，１５］。但很多筛选出的肽段实际

定量过程中不一定适合成为特征性肽段，因此实验室通常针对

每种蛋白质评估３～５种离子对，确保每个蛋白至少有一个合

适的肽段用作定量分析［５６］。

２．３　同位素标记肽段　一般，可以直接以特征肽段序列为模

板，人工合成含有稳定同位素标记的肽段。也可以使用稳定同

位素标记试剂标记目标肽段，常用的稳定同位素方法包括体内

通过代谢标记和体外通过化学反应标记两种。体内通过代谢

的稳定同位素标记定量方法常用的如细胞培养氨基酸稳定同

位素标记（ＳＩＬＡＣ）
［１７］。直接在含有稳定同位素标记的氨基酸

的培养基中培养细胞，细胞在生长过程中细胞内的蛋白质被标

记。这种方法不适用于分析组织和体液等生物样品。体外化

学标记技术可以标记在蛋白质或多肽的特殊氨基酸上。如同

位素标记亲和标签技术（ＩＣＡＴ）
［１８］，即用稳定同位素标记含有

半胱氨酸的多肽或蛋白质。但ＩＣＡＴ不适用于少数不含半胱

氨酸的蛋白质。为了应用更广泛的稳定同位素标记应在多肽

Ｎ端或Ｃ端。ＡＢＳＣＩＥＸ公司开发了同位素标记相对和绝对

定量（ｉＴＲＡＱ）试剂可以同时标记４个多肽，能弥补ＩＣＡＴ技术

的不足［１９］，具有很好的精确性和重复性。近年，ＡＢ公司又推

出的ｍＴＲＡＱ试剂，能同时标记８个样品。

由于稳定同位素标记方法耗费较高，且需要额外步骤将稳

定同位素引入样品，非标记定量分析法近来迅速兴起，获得广

泛关注。该方法直接利用蛋白质鉴定中产生的数据进行研究。

有两类非标记定量方法：基于多肽串联质谱计数的定量方法和

基于多肽质谱峰离子强度的定量方法［２０］。一般情况下两种方

法结果基本一致，比较而言，前者灵敏性更好，后者定量更

准确。

３　ＳＩＳＣＡＰＡ技术的应用及展望

人白细胞介素３３（ＩＬ３３）是１种新兴的心血管疾病的潜

在标志物，由于血清中含量较低，目前尚缺乏适当的免疫学检

验方法。Ｋｕｈｎ等
［２１］运用ＳＩＳＣＡＰＡ 策略，同时用１３Ｃ５Ｖ 或

１３Ｃ６Ｌ同位素标记选择的序列作为内标肽。检成功检测了血

清中低丰度的ＩＬ３３，线性范围为１．５～５０００μｇ／Ｌ，犆犞＜

１３％，结果相关性良好（狉＝０．８９）。

甲状腺球蛋白是甲状腺癌的肿瘤标志物，由于患者自身抗

·５２５２·国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２０



体和异嗜性抗原影响，其免疫学检测一直很不理想，影响了其

临床应用。Ｈｏｏｆｎａｇｌｅ等
［２２］用多克隆抗体发展了第一个基于

临床实验室的ＳＩＳＣＡＰＡ技术，分离血清中的肿瘤标志甲状腺

球蛋白，定量限（ＬＯＱ）达到μｇ／Ｌ级的水平，犆犞＜２０％。

蛋白质的异常糖基化可以作为癌症的生物标志物，如金属

蛋白酶组织抑制因子１（ＴＩＭＰ１）的异常糖基化见于很多肿瘤

细胞，但一直缺乏有效分析手段。Ａｈｎ等
［２３］根据糖基化蛋白

Ｎ端多聚糖β１，６ＧｌｃＮＡｃ尾部，能够被白细胞凝集素（Ｌ

ＰＨＡ）富集，建立了基于 ＭＲＭＭＳ的ＳＩＳＣＡＰＡ技术，可检测

到０．８μｇ／Ｌ的异常糖基化的ＴＩＭＰ１。

就目前而言，基于 ＭＲＭＭＳ的ＳＩＳＣＡＰＡ技术拥有充分

的敏感性、精确性、高效性和重现性，通量高，能有效弥补

ＭＲＭＭＳ和ＥＬＩＳＡ技术的不足，填补生物标志物从发现到临

床应用之间的鸿沟，对生物标志物的转化医学研究有重要的借

鉴意义。新时代要求转化医学的核心任务之一是建立低成本、

高通量、重复性高的技术体系，以患者的需求为导向，开展医学

实践，在实验室与临床间建立起双向、开放的模式，更精准的预

警、诊断和治疗疾病，提高人民的健康水平和生活质量。在今

后的研究中，ＳＩＳＣＡＰＡ技术的发展可能突破生物标志物在发

现、验证和确认过程中存在的瓶颈，真正使基础研究成果以工

业化的规模实现临床验证和确认，推动研究成果从实验室及论

文走向企业的生产车间，走进临床和千家万户，为转化医学的

发展带来根本性改变。
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ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｕｓｉｎｇａｍｉｎｅｒｅａｃｔｉｖｅｉｓｏ

ｂａｒｉｃｔａｇｇｉｎｇｒｅａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００４，３（１２）：

１１５４１１６９．

［２０］ＯｌｄＷＭ，ＭｅｙｅｒＡｒｅｎｄｔＫ，ＡｖｅｌｉｎｅＷｏｌｆＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ

ｌａｂｅｌｆｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙｓｈｏｔｇｕｎ

ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００５，４（１０）：１４８７１５０２．

［２１］ＫｕｈｎＥ，ＡｄｄｏｎａＴ，ＫｅｓｈｉｓｈｉａｎＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ

ａｓｓａｙｓｆｏｒｔｒｏｐｏｎｉｎＩａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３３ｉｎｐｌａｓｍａｂｙｐｅｐｔｉｄｅｉｍ

ｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎｄｔａｒｇｅｔｅｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２００９，５５（６）：１１０８１１１７．

［２２］ＨｏｏｆｎａｇｌｅＡＮ，ＢｅｃｋｅｒＪＯ，ＷｅｎｅｒＭＨ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ａｌｏｗａｂｕｎｄａｎｃｅｓｅｒｕｍｐｒｏｔｅｉｎ，ｂｙｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ

ｐｅｐｔｉｄｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎｄｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２００８，５４（１１）：１７９６１８０４．

［２３］ＡｈｎＹＨ，ＬｅｅＪＹ，ＫｉｍＹＳ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎａｂｅｒ

ｒａｎｔｇｌｙｃｏｆｏｒｍｏｆＴＩＭＰ１ｆｒｏｍｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｓｅｒｕｍｂｙＬＰＨＡｅｎ

ｒｉｃｈｍｅｎｔａｎｄＳＩＳＣＡＰＡｗｉｔｈＭＲＭｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＰｒｏ

ｔｅｏｍｅＲｅｓ，２００９，８（９）：４２１６４２２４．

（收稿日期：２０１２０１０９）

·６２５２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２０


