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摘   要 : 近年来质谱技术的持续进步促进了靶向蛋白质组的发展，在多反应监测  (Multiple reaction 

monitoring，MRM) 靶向蛋白质组定量方法的基础上衍生出平行反应监测 (Parallel reaction monitoring，PRM)

技术。该技术靶向定量灵敏度和通量更高，重现性也更好，但其对于高复杂性样本在定量速度和深度上均存在

一定的局限性。改善 PRM 定量的色谱方法包括：色谱柱的优化，增加色谱柱内径、降低柱长；色谱洗脱条件

的优化，提高液相洗脱流速、缩短洗脱时间；最终建立了一种简单高效的双反相色谱串联 PRM 靶向蛋白质组

定量平台。该平台使用 150 μm 内径和 8 cm 长的短色谱柱，在 800 nL/min 的高流速下和 35 min 有效洗脱梯度

内，可实现对 293T 全细胞裂解液蛋白样本中多达 400 条低丰度肽段的快速定量。该研究优化了 PRM 靶向定

量方法，将有利于 PRM 技术的推广，尤其为低丰度蛋白的精准定量提供了一种技术选择。 
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Abstract:  Steady improvement in mass spectrometers technology has transformed the targeted proteome analysis into a 

new stage. Parallel reaction monitoring (PRM) technology has evolved from the basic multiple reaction monitoring (MRM) 

targeted proteomics methods in recent years. PRM performs with a higher sensitivity, throughput and reproducibility in 

targeted quantification, however its limitations in effectiveness and accurate quantification of samples with higher 

complexity still remain unsolved. In this study through improving the chromatographic conditions of PRM we established a 

simple and robust platform for targeted proteomic quantification. The newly established PRM system is equipped with 

columns with increased inner diameter (150 μm) and decreased total length (8 cm); faster liquid phase elution rate (800 

nL/min) and shortened elution gradient (35 min). These modifications enable PRM platform to combine with dual reverse 

phase chromatography, to quantify up to 400 low abundance peptides in human 293T cells whole cell extract. Our findings 

would benefit the promotion of PRM technology, especially providing a technical option for accurate quantification of low 

abundance proteins. 

Keywords:  dual reverse phase chromatography, parallel reaction monitoring (PRM), targeted quantification 

近年来随着质谱技术的快速发展，蛋白质

组学越来越多地应用于各个领域。数据依赖性

采集方法 (Data dependent acquisition，DDA) 是

蛋白质组学无标定量的常用技术手段，该方法

采用的是基于一级色谱峰的定量方式，定量的

深度不足，尤其是对低丰度蛋白定量准确性差。

Ding 等[1]通过结合双反相色谱正交法，即 pH 10

的反相色谱降低样本复杂程度[2]后利用 pH 3 的

反相色谱串联高精度质谱仪进行样本鉴定[3]，通

过缩短洗脱梯度等提升了质谱检测深度，使得

质谱检测效率大大提高。 

多反应监测 (Multiple reaction monitoring，

MRM) 蛋白靶向定量方法得到广泛关注[4-5]，并

有取代实验室蛋白定量黄金标准 Western blotting

方法的势头[6]。该方法在一定时间窗口内对预设

的一系列母离子-子离子对进行定量检测[7-8]，检

测结果在一定动态范围内拥有较高的准确性。

随着蛋白质组学定量分析对通量要求的提升，

MRM 的灵敏度和分辨率成为离子对检测通量

的限制因素[9]。此外，基于三重四极杆的 MRM

方法，在高复杂性样本检测过程中由于分辨率

偏低对共洗脱肽段无法进行准确区分，容易造
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成目标肽段定量结果的假阳性[10-12]。MRM 方法

中离子对选择[13]、碰撞能量等条件优化过程繁

琐，难以满足生物标志物和系统生物学等研究

中靶向定量蛋白质组的高通量需求[14-15]。 

在大规模靶向定量分析的实际应用中，基

于 MRM 发展而来的平行反应监测  (Parallel 

reaction monitoring，PRM) 蛋白靶向定量技术

不需筛选碎片离子，利用高分辨的轨道离子阱

对所有碎片离子进行检测，降低了干扰离子对

结果的影响。PRM 方法能够在高通量的检测过

程中保证定量的灵敏度和特异性[16-17]。Gallien

等利用 60 min 有效梯度鉴定了酵母全蛋白裂解

液中的 770 条肽段[18]；Kim 等将 PRM 技术用于

酪氨酸激酶的大规模定量分析，最终在 50 min 有

效梯度内准确定量了 83 种酪氨酸激酶受体的

308 条肽段 [19] 。在翻译后修饰的研究当中

Tsuchiya 等[20]和 Tang 等[21]均利用 PRM 技术进

行监测和定量。近期在羊绒分子标志物鉴定[22]

和单克隆抗体药物的表征研究 [23]中均利用了

PRM 检测技术。总之，PRM 渐渐成为靶向蛋白

质组学研究中广泛应用的方法之一。 

质谱技术的发展使得仪器灵敏度、分辨率

等均有提升，但对于高复杂性样本的鉴定效率

无明显提高，Shishkova 等通过对比近年已发表

文章的质谱数据，发现色谱条件可能是潜在的

制约因素[24]。为了提高 PRM 靶向定量检测的通

量和深度、准确性以及重复性，我们建立了一

种简单高效的双反相色谱串联 PRM 靶向蛋白质

组定量平台。相对于传统的定量方法，我们主

要优化了 PRM 定量的色谱方法，包括：1) 色

谱柱的优化：增加色谱柱内径、降低柱长；2) 色

谱洗脱条件的优化；3) 提高液相洗脱流速、缩

短洗脱时间。该研究提高了 PRM 蛋白质组靶向

定量的通量和深度，为其更广泛的应用提供了

技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

UltiMate 3000 纳升级液相色谱仪和 Q 

Exactive HF 质谱仪 (美国 Thermo Fisher 公司)。 

质谱级水、乙腈、甲醇 (J.T.Baker 公司)，

1.9 μm C18 粉末 (Dr. Maisch HPLC GmbH)，   

3 μm C18 粉末 (天津博纳艾杰尔科技有限公

司)，C18 膜 (固相萃取片，3M 公司)，二硫苏

糖 醇  (Dithiothreitol ， DTT ， 纯 度 ≥99.5% ，

Sigma-Aldrich 公司)，质谱级甲酸 (Formic acid，

FA，~98%，SigmaFluka 公司 )，脱氧胆酸钠 

(Sodium deoxycholate，DOC，国药集团化学试

剂有限公司)，质谱级胰蛋白酶 (Trypsin Gold，

Promega 公司)，0.5−20 μL 移液吸头 (T-400，

Axygen 公司)。 

1.2  标准液的配制 

细胞裂解液为 50 mmol/L 碳酸氢铵，体积

分数 2%的脱氧胆酸钠，25 mmol/L 氯化钠，pH 

8.5。精确称取一定量的 DTT 配制成 100 mmol/L

的 DTT 溶液，需现用现配。用水作为溶剂配制

10 mmol/L 的碳酸氢铵 (pH 10)。用水和甲酸配

制体积分数为 0.1%和 1%的 FA 溶液。利用乙腈

和 10 mmol/L 碳酸氢铵配制乙腈体积分数为

6%、9%、12%、15%、18%、21%、25%、30%

和 35%的反相分离流动相。 

1.3  293T 细胞样本制备 

新鲜培养的 293T 细胞 100 μL，加入 500 μL

细胞裂解液混匀并超声。每 50 μL 裂解产物加入

1 μL 的 100 mmol/L DTT，95 ℃加热 3 min，恢
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复室温后进行两次酶切 (1/50 用量，6 h 和过

夜)。加入 150 μL 0.1% FA 离心，取上清溶液进

行真空干燥。自制 C18 反相分离柱，以 T-400

移液吸头为容器，双层直径 1 mm 的 C18 膜对

吸头封口，填入耐高 pH 的 3 μm 粒径 C18 粉末

3 mg，利用 0.1% FA 对样品脱盐，利用反相分

离流动相洗脱对酶切产物预分离，脱盐及预分

离的馏分真空干燥后保存在–20 ℃，待用。 

1.4  大肠杆菌样本制备 

制备过程同 1.3。 

1.5  色谱方法 

色谱柱使用实验室自制分析柱 (规格为 1.9 μm 

C18，120 mm×150 μm，80 mm×150 μm)，流动

相 A 为水 (含体积分数为 0.2%的 FA)，流动相

B 为体积分数 80%的乙腈 (含体积分数为 0.2%

的 FA)。70 min 有效梯度：16 min，9%−14% B；

36 min，14%−32% B；15 min，32%−40% B；5 min，

40%−95% B并持续5 min。35 min有效梯度：22 min，

6%−25% B；12 min，25%−45% B；1 min，

45%−95% B 并持续 5 min。样品复溶溶液为体积分

数 5%甲醇水溶液 (含体积分数为 0.2%的 FA)。 

1.6  质谱方法 

质 谱 使 用 电 喷 雾 离 子 源  (Electrospray 

ionization，ESI 源)，正离子采集模式，离子传

输管温度为 320 ℃，喷雾电压 2 000 V。不同检

测模式下质谱参数详见表 1。 

1.7  数据处理 

DDA 采集数据利用 MaxQuant 软件进行数

据搜库，所用蛋白序列数据库来自 NCBI 网站，

更新于 2013 年 7 月 1 日。参数设定为默认参数，

母离子质量精度 10 (Parts per million，ppm)，子

离子质量精度 20 ppm。PRM 数据使用 Proteome 

Discoverer 1.4 软件进行搜库鉴定，母离子质量

精度：20 ppm，子离子质量精度：50 (Milli-mass 

units，mmu)。利用 Skyline 软件进行二级定量抽

提。母离子电荷数目设定为 2 和 3，质量偏差设

定为 0.05 m/z。抽提时间窗口设定为 0.2 min。

利用 Top 5 的碎片离子面积加和代表肽段定量

结果。 

 

表 1  质谱采集参数设置 

Table1  Mass spectrum acquisition parameters 

 
Data dependent 

acquisition  
Parallel reaction 

monitoring 

MS1 MS2 MS1 PRM 

Resolution 120 000 15 000 15 000 15 000

AGC target 3e6 2e4 5e5 1e5 

Maximum IT 80 ms 40 ms 80 ms 40 ms

Isolation 
window 

– 1.6 m/z 
 

– 1 m/z 

NCE/stepped – 27 – 27 

Dynamic 
exclusion 

12 s 
 

– 

Top N Top 30 20 

Time window – 1.5 min 

–Not covered. 

2  结果与讨论 

2.1  色谱柱和洗脱梯度条件测试 

首先检测了 293T 全细胞提取物样本，在 70 min

有效梯度内，8 cm 色谱柱检测蛋白数为 4 295，

肽段数为 23 709，与 12 cm 色谱柱的 4 455 个蛋

白和 24 369 条肽段相比，基本相当。该结果说

明 8 cm 色谱柱能够对复杂生物样品提供足够的

分离能力。同时短色谱柱能够承受更高流速，

色谱条件可优化参数范围更广。 

质谱检测效率与洗脱梯度时长紧密相关，

缩短洗脱梯度减少了检测时长，但加重肽段共

洗脱情况，影响质谱检测深度。为了权衡洗脱
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梯度与检测深度，我们利用预分离的 293T 样本，

分别用 35 min 和 70 min 有效洗脱梯度进行深度

覆盖检测。结果表明，前者 210 min 有效检测时

长鉴定到 6 916 种蛋白和 52 760 条肽段，与后者

420 min 有效检测时长的 7 126 种蛋白和 56 563 条

肽段鉴定结果相比，蛋白水平无差别，肽段水

平有一定程度降低 (图 1A)，这说明色谱梯度缩

短并未对蛋白鉴定深度造成明显影响，但缩短

洗脱梯度后质谱检测效率在蛋白和肽段水平提

升明显 (图 1B)。综合上述结果，缩短色谱柱长

和洗脱梯度后，能够满足预分离样本的分离能

力需求，明显提高质谱的检测效率。 

2.2  洗脱流速测试 

Shishkova 等的研究中[24]，常用色谱条件为

75 μm 内径色谱柱，1.7 μm 或 1.9 μm 粒径 C18

填料，柱长 10−50 cm，250−350 nL/min 的洗脱

流速。为了达到理想分离效果，需使用耐高压

设备和色谱柱加热装置等，增加检测平台的搭

建难度。本研究通过使用 150 μm 内径的毛细管

一体柱填充 1.9 μm 粒径的 C18 粉末，填充长度

为 8 cm，为保证色谱系统在 (低于 200 bar) 低

压力条件下即可达到理想分离效果，我们比较

了 400、600、800、1 000 nL/min 四种流速下 293T

预分离后的单一组分样本检测结果。四种流速下

有效梯度时长无明显变化，但相对于 1 000 nL/min

的流速条件，其他流速条件下肽段保留时间 

(Retention time，RT) 整体依次延后 4.7 min、  

2.2 min 和 0.8 min，其中 800 nL/min 的流速使样

本更好地分布在洗脱梯度中央 (图 2)；4 种流速

的鉴定结果在蛋白和肽段水平上无明显差别 

(表 2)；鉴定肽段的总离子流 (Total ion current，

TIC)，前两种低流速条件明显提高 (图 3A)。为

了探究 TIC 变化的原因，我们对不同流速条件

下鉴定肽段进行丰度分布统计。统计结果发现，

(e5−e6) 和 (e9−e10) 范围内肽段数目占总数的

0.6%左右，不影响整体结果，高流速条件下低

丰度肽段 (e6−e7) 数目明显增多，而对于中高

丰度肽段 (e7−e8，e8−e9) 数目减少 (图 3B)。

这说明流速的提高对整体定性结果无明显影

响，但对低丰度肽段检测的灵敏度有所提高，

这是高流速条件的潜在优势之一。同时考虑到

高流速会造成系统压力升高，综合分析后选用

800 nL/min 流速。 
 

 
 

 
图 1  不同色谱条件下 293T 预分离样本鉴定结果对

比 (A) 和检测效率对比 (B) 

Fig. 1  Evaluation of different chromatographic 
conditions. (A) Comparison of qualitative results of 293T 
pre-separation samples with different chromatographic 
gradient. (B) Comparison of detection efficiencies with 
different chromatographic gradient. 
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图 2  不同洗脱流速条件时色谱峰分布 

Fig. 2  Separation of chromatographic peaks with different flow rates. 
 

表 2  不同流速下鉴定数目 

Table 2  Identification number of different flow rates 

400 nL/min 600 nL/min 800 nL/min 1 000 nL/min 

Number of identified proteins 3 580/3 764/3 728 3 561/3 692/3 765 3 589/3 665/3 659 3 536/3 624/3 643

Number of identified peptides 8 859/8 666/8 900 8 648/8 989/8 609 8 688/8 600/8 326 8 495/8 598/8 337

 

2.3  PRM 参数优化 

PRM 检测涉及的主要参数中，扫描分辨率、

自动增益控制 (Automatic gain control，AGC)、

目标离子注入时间、扫描周期时间以及目标肽

段时间窗口都能够直接影响检测效果。通过调

整各项参数，最终确定了相对最优的 PRM 检测

参数 (表 1)。 

在参数调整过程中发现，当肽段时间窗口放

大，肽段检测比例及扫描点数明显减少，而时间

窗口大小直接受肽段 RT 偏移影响。将不同梯度

时长的数据进行 RT 偏移分析，利用偏移时间与

相应有效梯度时长之比作为标准化后的偏移率 

(图 4)，结果显示短梯度 (35 min 有效梯度) 相对

于长梯度 (70 min有效梯度) 肽段RT偏移率更低

且色谱表现更稳定。证明本研究所优化后的色谱

体系不仅能够保证色谱分离能力，提高质谱的检

测效率，还能够为 PRM 靶向定量检测提供一个更

加稳定的色谱条件，有利于提高 PRM 的通量。 
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图 3  不同流速条件下 TIC 对比 (A) 和肽段丰度分布对比 (B) 

Fig. 3  Evaluation of different flow rates. (A) Comparison of total ion current (TIC). (B) Comparison of peptide 
intensity distribution. 

 

 
图 4  不同色谱条件下 RT 偏移情况对比. (A) RT 偏

移情况 (B) 标准化的 RT 偏移 

Fig. 4  Evaluation of RT shift with different 
chromatographic conditions. (A) Distribution of RT 
shift; (B) Normalized RT shift. 

2.4  PRM 检测 

首先，我们对 293T 预分离样本采用 35 min

有效梯度进行深度覆盖检测；其次，在深度覆

盖鉴定到的 6 870 蛋白结果中，保留拥有 2 条以

上特异性肽段的蛋白，按照蛋白丰度进行排序，

选取丰度最低的 1 000 种蛋白作为靶向定量的

目标蛋白；最后，我们筛选各组分中对应目标

蛋白的肽段进行 PRM 定量分析。肽段筛选条件

包括：无修饰，无漏切，肽段长度 8–25 个氨基

酸，图谱评分 (Ion score) 不低于 20，所带电荷

数目为 2 或 3 等条件。各组分最终分别筛选出

337、305、283、335、323 和 330 条目的肽段。

最终 PRM 定量结果中对目的肽段的鉴定率均在

93%以上，个别组分高达 99%。如果放宽肽段筛

选条件，我们在第 6 个组分中共筛选出了 501 条

目标肽段，其鉴定率为 97%。 

随后对 PRM 定量结果进行了评估，包括对

低丰度肽段定量的准确性 (定义二级碎片离子

对应点数大于 7 为可定量肽段) 与稳定性 (重

复检测的变异系数，Coefficient of variation，CV)。

碎片离子对应点数=肽段峰宽 (通过 Skyline 软

件抽提获得)/扫描周期时长 (通过计算相邻一级

谱图时间之差获得)。计算后，扫描周期在 1.35 s

左右，抽提点数中位数在 10 个点，CV 中位数

在 10%以内 (表 3)。说明优化过后的 PRM 检测
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体系能够在 35 min 有效梯度内对高达 400 条低

丰度肽段进行快速准确定量。 

对 150 种低丰度目标蛋白 (400 条肽段)的结

果进行分析发现：1) 修饰肽段的检测比例 42%，

远低于无修饰肽段的检测比例 95%，挑选肽段

应优先挑选非修饰肽段；2) 肽段所带电荷数目

为 2 (占比 60%) 或 3 (占比 40%)，检测比例无

明显差别；3) 目标肽段长度在 7−15 个氨基酸 

(占比 57%)、16−25 个氨基酸 (占比 36%) 和

26−34 个氨基酸 (占比 7%)，三者被检测比例相

当，均为 92%，氨基酸序列长短对检测效率无

明显影响；4) 对全部目标肽段的 RT 分布情况进

行观察，发现在洗脱时间内肽段分布均匀；5) 在

Skyline 抽提结果中，Top 5 的碎片离子以 y 离子

居多，占碎片离子总数的 80%左右，这种结果

应 该 与 PRM 检 测 时 选 用 高 能 碰 撞 破 碎 

(High-energy collision-induced dissociation，HCD) 

模式有关，最终出现 y 离子的偏向性。 

为了进一步验证本研究所优化的 PRM 检测

体系的准确性与稳定性，我们进行了倍比稀释

定量实验。选取 293T 双反相预分离后的单一组

分样本，按照 1:3 稀释后用大肠杆菌蛋白作为背

景补齐总量。配合实验室先前研究中所创建的

肽段线性情况评分数据库筛选出 300 条目标肽

段，覆盖高中低各丰度蛋白。通过比较 DDA 和

PRM 的定量结果，发现 PRM 定量结果中，定

量倍数结果以 3 倍为中心呈正态分布，且 77%

的肽段倍数在 2.5−3.5 倍之间；而 DDA 定量结

果中偏离 3 倍的肽段数量明显偏高 (图 5A)。这说

明优化后的 PRM 检测体系在定量上更加准确。 
 

表 3  293T 低丰度蛋白目标肽段 PRM 检测结果 

Table 3  PRM targeted peptides quantification results of 293T low abundance proteins 

Fraction F1 F2 F3 F4 F5 F6 F6-More 

Number of target peptides 337 305 283 335 323 330 501 

Number of identified peptides 329 (97%) 303 (99%) 278 (98%) 313 (93%) 319 (99%) 327 (99%) 487 (97%)

Number of quantitative 
peptides (points>7) 

314 (93%) 278 (91%) 260 (92%) 299 (89%) 305 (94%) 315 (95%) 445 (89%)

Median CV 9% 9% 6% 8% 5% 9% 
 

    
图 5  倍数稀释实验目标肽段 PRM 定量结果 (A：PRM 与 DDA 定量比例分布情况对比；B：PRM 重复定量 CV 值) 

Fig. 5  PRM targeted peptide quantification results of rate dilution test. (A) Comparison of peptide ratio distribution 
from PRM and DDA quantification. (B) CV of PRM quantitative repeatability.  
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随后对定量肽段的 CV 值进行了统计。300

条肽段中 95%的肽段 CV 稳定在 20%以内，且

以 7%为中心呈正态分布 (图 5B)。定量稳定性

的确定，需根据具体实验情况进行 CV 选取，若

肽段丰度高可以选取 5%，若丰度极低或通量

高，选择 20%的情况也会存在[25-26]。说明本实

验肽段鉴定稳定性在可接受范围。 

综上所述，本研究通过双反相高效液相色

谱串联 PRM 靶向定量技术，能够在 35 min 有效

梯度内对 150 种低丰度目标蛋白 (400 条肽段) 

进行快速准确定量，对于不同丰度的蛋白同样

能够在单一检测中实现快速准确定量。 

3  结论 

通过质谱参数的优化能够实现 PRM 检测灵

敏度的提升，但高复杂性样本中共洗脱肽段的

干扰是质谱靶向定量检测时的主要限制因素，

因此 PRM 技术需要更加高效稳定的色谱系统，

这也是该研究的初衷。本研究所创建的双反相

高效液相色谱串联 PRM 靶向定量检测系统，通

过降低色谱柱柱长、提高液相洗脱流速、缩短

色谱洗脱梯度等方法，提高了色谱系统的稳定性，

能够在 35 min 有效梯度内完成高达 400 条低丰度

肽段的快速准确定量。同时，该系统在相对较低

的液相压力条件下也具有理想分离效果，避免了

耐高压设备以及色谱柱加热装置等苛刻条件，使

检测平台更易搭建。相信更高效、更精准的蛋白

质组靶向定量平台的建立，将为进一步推动蛋白

质组学从基础研究走向临床转化奠定基础。 
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