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摘要

前列腺癌(PCa)是导致美国男性因癌症死亡的第⼆⼤原因，⼤约九分之⼀的男性确诊患有该疾病。⽬前已开展⼤量

组学(OMIC)研究，提出了该疾病的潜在标志物。为提供⼀个全⾯并且在统计学上有效的样品组，需要对⼤量个体

进⾏采样，最终带来分析挑战，尤其是在蛋⽩质组学研究中，此类研究通常采⽤纳升级⾊谱法。本应⽤纪要展⽰

了使⽤在SELECT SERIES Cyclic IMS（Q-Tof系列仪器新成员）上执⾏分析的⾼通量策略对来源于前列腺癌个体

的⾎浆进⾏蛋⽩质组学分析的潜⼒。

优势

稳定可靠的⾼通量分析■

分析级⾊谱■

离⼦淌度分辨率■

质量分辨率■
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动态范围■

简介

四极杆⻜⾏时间(Q-Tof)质谱仪是⼀种成熟的⼯具，适⽤于发现蛋⽩质组学实验。这些仪器表现出良好的灵敏度、

速度和⾼质量分辨率，这些特性对于成功分析难分析样品类型具有重要意义。临床蛋⽩质组学研究领域发展迅速

，通常涉及体液（例如⾎浆或⾎清）分析。在经典蛋⽩质组学实验中，疾病潜在⽣物标志物的含量虽然与⾼丰度

蛋⽩（例如⽩蛋⽩）相⽐可能⾮常低，但可⽤样品量却远远超过蛋⽩含量。因此，⾎浆/⾎清胰蛋⽩酶酶解物表现

出⾮常宽的肽丰度动态范围。

本应⽤纪要考察了SELECT SERIES Cyclic IMS在分析⾎浆胰蛋⽩酶酶解物样品中的分析级⾊谱应⽤，这些样品之

前使⽤替代Q-Tof质谱仪分析1。 Cyclic IMS是Q-Tof系列仪器的新成员，与之前的Q-Tof平台相⽐，具有更出⾊的

灵敏度、离⼦淌度分辨率和质量分辨率2。 此外，Cyclic IMS仪器采⽤了双增益检测系统，由于具有不同的检测器

特性⽽表现出更宽的动态范围。 

实验

样品描述

分析采⽤8个经胰蛋⽩酶酶解的表型库⾎清样品，包括7个不同的疾病状态/治疗组加⼀个包含所有7组样品的QC研

究组。分析的不同疾病状态组包括：(i)分配⾄接受主动监测的确诊PCa患者；(ii)治疗前的确诊PCa患者；(iii)接受

近距离放射治疗的PCa患者；(iv)接受激素疗法的PCa患者；(v)接受前列腺切除术治疗的PCa患者；(vi)接受激素和

放疗联合治疗的PCa患者；以及(vii)健康对照。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier系统

ACQUITY Premier CSH, 1.7 µm, 2.1 mm × 100 分析柱：
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mm（部件号：186009488）

柱温： 55 °C

样品温度： 10 °C

流速： 150 µL/min

流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度： 流动相B在15 min内从5%增加到35%

质谱条件

质谱系统： SELECT SERIES Cyclic IMS

电离模式： ESI+

质量分辨率： 50,000 FWHM

离⼦淌度分辨率： 单圈，65 FWHM

采集模式： HDMSE

采集质量数范围： 50‒2000 amu

积分时间： 0.15 s

参⽐物质： 每120 s采样⼀次Glu-⾎纤维蛋⽩肽B
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⽑细管电压： 2.2 kV

传输CE，功能通道2： 19‒45 V

锥孔电压： 30 V

数据管理

质谱软件： MassLynx

数据处理： 蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI (PQIP)、

Tibco Spotfire、Metaboanalyst

数据库： Uniprot⼈蛋⽩质 - 仅经过审查的序列

错误发现率： 1%

结果与讨论

研究设计⻅图1。在⼀个包含500多个样品的队列中，利⽤元数据将各种疾病状态/治疗分为七个表型组。此外，还

制备了⼀个包含所有七个表型组的研究组作为质控样品。胰蛋⽩酶过夜酶解后，测得样品浓度为约8 µg/µL。将样

品稀释8倍，取0.5 µL (500 ng)进样⾄⾊谱柱。每个样品重复采集三次，每组24次进样以随机⽅式运⾏。
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图1.⼤规模队列合并⾎浆组的分析研究设计

图2显⽰了⾎浆酶解物样品的典型⾊谱图，由整个分析过程中随机采集的10张⾊谱图叠加⽽成。成功分析临床蛋⽩

质组学样品的关键在于LC-MS系统的重现性和稳定性。
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图2.⾎浆酶解物样品的典型分析级⾊谱图

使⽤蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI处理原始数据，在整段洗脱时间内从三种不同蛋⽩质中提取五种不同

肽的处理后数据（图3），证明保留时间和信号强度具有优异的重现性。测得信号强度的变异系数(CV)上限为

13%，⽽保留时间的CV上限为0.18%。分析的8个样品在PQIP实验设置中指定，发现369种蛋⽩质得到可重现地定

量，如图4所⽰。此外，⾄少在⼀次进样中鉴定出551种蛋⽩质，且匹配的肽强度涵盖近5个数量级的动态范围，如

图5所⽰。将这些数据导出⾄Metabonanalyst进⾏额外的统计分析。⽆监督主成分分析(PCA)显⽰实验中的不同样

品组得到清晰分离，如图6所⽰。 
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图3.通过提取五种不同肽的保留时间和强度信息显⽰的实验稳定性
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图4.24个样品进样（8个样品组 × 3次进样）的PQIP蛋⽩质表
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图5.各蛋⽩质鉴定结果中匹配肽的强度动态范围
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图6.样品组的Metaboanalyst⽆监督PCA图，显⽰清晰分离
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结论

初步研究展⽰了在SELECT SERIES Cyclic IMS上开展分析级⾊谱、⾼通量⾎浆蛋⽩质组学实验的潜⼒。优异的⾊

谱性能与⾼性能Q-Tof分析相结合，对这⼀研究领域⾄关重要，ACQUITY Premier系统与Cyclic IMS联⽤已被证明

是⼀种可靠的组合。从PCA图可以看出，不同疾病状态或治疗组之间清晰分离，表明与之前的分析类似，有可能⽤

于⼤规模样品分析。
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