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Abstract:【Objective】An absolute quantitative method for proteins in rice leaf based on multiple reaction monitoring 

(MRM) mass spectrometry was established.【Method】The proteins in rice leaf were extracted with PBS buffer containing 

1.0% sodium dodecyl sulfate(SDS), purified by acetone precipitation, and then digested by Trypsin. The enzymatic 

hydrolysate was separated by liquid chromatography, monitored by MRM mass spectrometry and quantified by external 

standard method.【Results】The addition of 1.0% SDS to the extraction buffer enhanced the extraction effect of 16 kinds 

of target proteins and total proteins in rice leaf. Total proteins precipitation with several solvents varied significantly 

(P<0.05), and the precipitation ability from strong to weak was acetonitrile>acetone>isopropanol>methanol>ethanol. 

Acetone performed best in the precipitation effect of 16 kinds of target proteins, followed by isopropanol and acetonitrile, 

and methanol and ethanol represented the worst precipitants. The relative standard deviations of the method were all less 

than 14% in three orders of magnitude range, with the quantification limit from 0.1 to 2.5 nmol/L, and the contents of 16 

kinds of proteins in rice leaf during the grain filling stage ranged from 6.0 to 2818.1 μg/g.【Conclusion】SDS could 

significantly improve the extraction effect of proteins in rice leaf. Acetone and acetonitrile addition generated excellent 

precipitation effects of proteins, with slight difference in various proteins. Combined with MRM mass spectrometry 

technology, the absolute quantification method for proteins in rice leaf is featured by wide-linear range, high sensitivity 

and good repeatability. 
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摘  要：【目的】建立水稻叶片蛋白的多反应监测(MRM)质谱绝对定量方法。【方法】水稻叶片蛋白经含 1.0%

十二烷基硫酸钠(SDS)的磷酸盐(PBS)缓冲液提取，丙酮沉淀除杂纯化、胰蛋白酶消化，酶解液经液相色谱分离，

MRM 质谱监测，外标法定量。【结果】向提取缓冲液中加入 1.0% SDS 可增强水稻叶片中 16 种靶蛋白和总蛋白

质的提取效果；不同有机试剂处理，总蛋白质沉淀量存在显著差异(P<0.05)，沉淀能力从强到弱依次为乙腈>丙酮>

异丙醇>甲醇>乙醇；对于 16 种目标蛋白，总体以丙酮沉淀效果最好，其次是异丙醇和乙腈，甲醇和乙醇效果较

差。该方法线性范围均达到 3 个数量级，定量限为 0.1~2.5 nmol/L，灌浆期 16 种水稻叶片蛋白质含量为 6.0~2818.1 

μg/g，相对标准偏差均小于 14%。【结论】SDS 可显著提高水稻叶片蛋白提取效果，采用丙酮或乙腈可获得较好

的蛋白沉淀效果，但不同蛋白质略有差异。结合 MRM 质谱监测技术可实现水稻叶片蛋白的绝对定量，方法线性

范围宽、敏度高、重复性好。 
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生物体内蛋白质丰度的动态变化对各种生命过

程有着重要影响[1]，准确测定不同状态下复杂生物

体内蛋白质表达量及量的变化，是定量蛋白质组学

研究的重要内容[2]。近年来，高分辨率、高扫描速

度生物质谱技术的进步，推动了蛋白绝对定量技术

的发展。其中，多反应监测 (multiple reaction 
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monitoring, MRM)质谱具有选择性强、灵敏度高、

线性宽等技术优势[3]，被视为靶向蛋白绝对定量的

重要手段，并已应用于特异性生物标志物筛的选验

证[4-5]、食物过敏源的痕量检测[6-7]及植物中重要功

能蛋白质的定量分析[8]等领域。 

尽管 MRM 质谱技术具有诸多技术优势，但研

究发现，目标蛋白提取效果、非蛋白组分干扰等因

素均会严重影响方法准确度和重复性[9]，这给现有

的蛋白样本制备手段带来巨大挑战。由于生物基质

极为复杂，尤其是植物组织中存在大量蛋白酶、厚

壁细胞和次生代谢化合物 (如酚类和色素物质

等)[10]，严重影响蛋白的提取率和质谱分析。现有

的植物蛋白质提取方法如酚法、三氯乙酸

(trichloroacetic acid, TCA)-丙酮沉淀法等均存在蛋

白质提取步骤繁琐，耗时长，沉淀后蛋白复溶不完

全等问题[11-12]，难以满足定量分析的要求。此外，

传统样品制备过程中的内源共提物和外源变性剂

等对质谱的离子碎片采集带来干扰，进而对方法准

确度和精密度造成不利影响[13]。因此，建立高效的

蛋白样品制备方法成为 MRM 质谱蛋白定量技术的

核心内容。 

水稻(Oryza sativa L.)是最重要的粮食作物之

一，准确测定不同生理或病理条件下蛋白质表达量

的变化，对于阐明自身防御系统的分子机制，增强

作物抗逆能力及提高籽粒产量与品质等具有重要

意义[8,14]。截至目前，有关水稻蛋白质的绝对定量

技术却鲜有报道。本研究根据特异性肽段的疏水

性、等电点、肽段长度及在色谱中的保留行为等特

征，选择 16 种典型肽段对应的水稻叶片蛋白为研

究对象 [15]，采用表面活性剂辅助沉淀/颗粒酶解

(surfactant aided precipitation/on pellet digestion, 

SOD)蛋白提取、有机试剂沉淀除杂等系列技术，建

立了适用于水稻叶片蛋白的绝对定量方法。该方法

的建立，将为水稻 MRM 质谱定量蛋白组学研究提

供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器设备与试剂 

LC-20ADXR 液相色谱仪(日本岛津公司)；AB 

SCIEX QTRAP 5500 质谱仪(美国 AB Sciex 公司)；

Poroshell 120 EC-C18 色谱柱(150 mm×2.1 mm, 2.7 

μm, 美国 Agilent 公司)；UV-2600 紫外分光光度计

(日本岛津公司)；SD-C18 固相萃取小柱(美国 3M 公

司)；Milli-Q 超纯水系统(美国 Millipore 公司)。 

乙腈、甲醇、丙酮、乙醇和异丙醇(德国 Merck

公司)；十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, 

SDS)残留试剂盒、20×PBS 缓冲液、牛血清蛋白和

BCA 蛋白质定量试剂盒(上海 Sangon 公司)；乙二

胺四乙酸、碳酸氢铵(NH4HCO3，Acros Organics 公

司)；甲酸(美国 Fluka 公司)；蔗糖(纯度≥99%，阿

拉丁试剂有限公司)；SDS、碘乙酰胺(iodoacetamide, 

IAA)、胰蛋白酶、尿素、蛋白酶抑制剂(美国 Sigma

公司)；3-[3-(胆酰胺丙基)二甲氨基]丙磺酸内盐

{3-[3-(cholamidopropyl)dimethylamino]propanesulfo

nic acid inner salt, CHAPS} 、 二 硫 苏 糖 醇

(dithiothreitol, DTT，Promega 公司)，以上试剂均为

分析纯或色谱纯。16 种特征肽段标准品(纯度≥

95%)均由上海强耀生物科技公司合成。 

1.2  水稻叶片总蛋白质样品制备及酶解 

1.2.1  SOD 法 

供试水稻品种为 9311，于 2018 年 5 月 10 日播

种并按大田常规水肥管理，待水稻生长至灌浆期，

取剑叶叶片，剪去中脉后置于−80℃冰箱冻藏。称

取 0.5 g 经液氮研磨后的水稻叶片样品置于 50 mL

离心管中，加入 5 mL 含 1.0% SDS 的 PBS 缓冲液

(100 mmol/L, pH 7.4)，冰浴中高速匀浆超声 30 s，

于 4℃、10 000×g 条件下离心 30 min。取上清液分

别加入 50 μL 1 mol/L DTT 使其终浓度为 10 

mmol/L，于 56 ℃条件下反应 30 min；加入 125 μL 1 

mol/L IAA 使其终浓度为 25 mmol/L，于 37 ℃条件

下避光孵化 30 min。加入等体积(5 mL)的预冷丙酮

混匀，再加入 5 倍体积的预冷丙酮剧烈震荡，置于

−20 ℃条件下静置 3 h。取出于 4 ℃、10 000×g 离心

45 min，弃去上清液。加入等体积的丙酮/水混合液

(V 丙酮∶V 水=6∶1)清洗沉淀一次，离心 30 min 后弃

去上清液在空气中自然晾干。用 1 mL 50 mmol/L 

NH4HCO3(pH 8.0)充分溶解蛋白质，于 4℃、10 000×g

条件下离心 30 min，取上清液采用 BCA 试剂盒测

定蛋白质浓度。酶解参照 Kilambi 等[12]的方法。 

1.2.2  酚法 

参照高欢欢等[15]报道的方法进行。 
1.2.3  TCA/丙酮沉淀法 

参照 Ippoushi 等[16]报道的方法进行。 

1.3  水稻叶片蛋白质酶解液净化 

按 Wisniewski 等[17]的方法将上述 1.2 中 3 种方

法获得的酶解样品经 SD-C18 柱吸附净化。具体净

化步骤如下：依次用 1 mL 甲醇、0.5 mL 70%乙腈

水溶液(含 0.1%甲酸)和 0.5 mL 0.1%甲酸溶液活化

平衡 SD-C18 固相萃取小柱；将酶解液装载于小柱
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中，在 4 ℃、300×g 下离心 3 min；加入 0.5 mL 0.1%

甲酸溶液冲洗小柱后，用 0.5 mL 70%乙腈水溶液(含

0.1%甲酸)洗脱，并重复洗脱一次。将两次洗脱液混

匀过 0.22 μm 滤膜后上 LC-MS/MS 分析。 

1.4  仪器采集条件 

液相色谱条件：流动相分别为 0.1%甲酸溶液

(A)和乙腈(B)，洗脱梯度为：0~30 min，5%~90% B；

30~35 min，90% B；35~35.1 min, 90%~5% B；35.1 

~40 min，5% B。流速为 0.2 mL/min，柱温为 40℃。 

质谱条件：电喷雾正离子模式(ESI+)；气帘气

压力为 25 psi；离子源温度为 500 ℃；Gas1 和 Gas2

的压力均为 30 psi；MRM 模式采集。 

1.5  数据分析 

QTRAP 5500 数据分析在 Ananlyst 1.6.2 软件处

理系统上进行。采用 SPSS Statistics 19.0 软件

(Chicago, Illinois, USA)进行对数据进行统计分析，

统计学显著性水平为 95%(P<0.05)，采用 OriginPro 

8.5(美国 OriginLab 公司)作图。 

2  结果与分析 

2.1  MRM 采集方法的建立 

MRM 定量蛋白的技术核心是对靶标蛋白酶解

产生的特异性肽段进行质谱监测，但肽段产生的碎

片离子通常比药物或小分子代谢物更为复杂，需选

择优化合适的离子对和质谱采集参数[18]。为此，实

验取 16 种特征肽段的单一母液，用 50%乙腈水溶

液(含 0.1%甲酸)配制成浓度为 100.0 μg/L 的混合标

准溶液。将该溶液引入质谱，利用 Skyline 软件对

16 种特征肽段的质谱参数(去簇电压、碰撞池出口

电压和入口电压)进行预测和优化，并获得相应 42

组离子对的 MRM 采集参数。 

实验以 0.1%甲酸水溶液和乙腈分别为 A 相和

B 相，优化洗脱梯度。结果表明，16 种特征肽段均

在反相色谱柱上获得较好的保留和良好的分离效

果，且单次运行时间小于 30 min(16 种特征肽段的

总离子流见图 1)。通过连续 50 次进样发现，各肽段

色谱峰面积的相对标准偏差(RSD)均在 10%以内，保

留时间 RSD 均小于 1.1%。由此说明，该 MRM 采

集方法具有分离效果好、分析速度快、重复性好等

特点，能满足同时分析 16 种目标蛋白质的技术要

求。 

将 16 种特征肽段单储备液用 5%乙腈水溶液

(含 0.1%甲酸)配制成 5 个不同浓度水平的混合标准

溶液，每个浓度标液重复测定 3 次，外标法定量。

分别以16种特征肽段峰面积(y)对质量浓度(x, μg/L)

绘制标准曲线。由表 1 可知，各肽段线性关系良好

(相关系数均大于 0.99)，线性范围均达到 3 个数量

级。以信噪比(S/N)分别≥3∶1 和≥10∶1 计算得到

的浓度表示仪器检出限(limits of detection, LOD)和

定量限(limits of quantification, LOQ)。16 种特征肽

段的仪器 LOD 和 LOQ 范围分别为 0.03~0.8 nmol/L

和 0.1~2.5 nmol/L，可用于水稻叶片中 16 种功能蛋

白质的定量分析。 

1, P12085; 2, Q40677; 3, P0C2Z6; 4, Q8H8D6; 5, Q8GTK4; 6, A3BLC3; 7, Q650W6; 8, Q9ZP20; 9, Q0D5P8; 10, Q948T6; 11, Q8S718; 12, Q7X8A1; 13,

Q0DEU8; 14, Q7XV11; 15, Q7XZW5; 16, Q69S39. 

图 1  16 种特征肽段的总离子流 
Fig. 1. Total ion chromatogram of 16 kinds of signature peptides. 
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2.2  蛋白质 SOD 提取方法的建立 

2.2.1  表面活性剂的选择 

表面活性剂可使内源性蛋白质酶抑制剂失效，

促进样品中蛋白质的变性、还原和烷基化，有助于

去除影响胰蛋白酶水解和 LC-MS 分析的小分子杂

质(如磷脂)[19]。实验研究了不同 SDS 浓度(0%、

0.1%、0.5%、1.0%、2.0%、4.0%)对 16 种目标蛋白

质和总蛋白质提取量的影响。结果(图 2)表明，

Q0D5P8 等 13 种目标蛋白提取量随着 SDS 浓度的

增加呈先上升后降低的变化趋势，在 SDS 含量为

1.0%或 2.0%时达到峰值；总蛋白随着提取液中 SDS

浓度的增加而提高，但当表面活性浓度大于 1.0%

时，总蛋白浓度趋于饱和。因此，含 1.0%SDS 的

PBS 缓冲液(100 mmol/L, pH 7.4)可获得较高浓度的

蛋白质。 

此外，我们还考查了其他表面活性剂对水稻叶

片蛋白的提取效果。首先，向 PBS 提取缓冲液(100 

mmol/L, pH 7.4)中加入相同浓度(1.0%)的 CHAPS

和 SDS，并以 PBS 提取缓冲液为对照，采用已建立

的 MRM 质谱法对 16 种目标蛋白提取量进行比较。

结果表明，使用 CHAPS 和 SDS 均有利于促进目标

蛋白的提取，但使用后者的效果更好。其中，使用

SDS 获得的 12 种目标蛋白提取浓度显著高于

CHAPS 和对照(P<0.05)，增幅分别达 14.2%~80.7%

和 23.4%~138.6%，其余 4 种蛋白提取量则无明显

差异。与上述 16 种目标蛋白实验结果类似，对 3

种提取液获得的总蛋白考查结果表明，提取液中加

入 SDS 获得的蛋白总量最高为 9.9±0.7 mg/mL，分

别较 CHAPS 和对照高 59.6%和 83.3%。上述结果表

明，SDS 是促进水稻叶片蛋白提取的有效手段。 

2.2.2  不同种类有机试剂的沉淀效果比较 

使用有机试剂不仅可去除粗蛋白中可溶性盐、

脂类、核酸等杂质，也能有效去除提取步骤引入的

SDS[20]。蛋白质的沉淀效果不仅受蛋白质种类、分

子量的影响，也与沉淀试剂种类密切相关。因此，

实验考查了乙腈、乙醇、丙酮、甲醇和异丙醇 5 种

有机溶剂对蛋白质的沉淀效果和 SDS 的去除作用。 

实验结果表明，5 种有机试剂处理，总蛋白质

沉淀量从高到低依次为乙腈>丙酮>异丙醇>甲醇>

乙醇(P<0.05)。但从图 3 可以看出，11 种目标蛋白

采用丙酮沉淀效果最好，少数(如 Q9ZP20、Q0D5P8、

Q8H8D6)采用异丙醇或乙腈可获得最佳沉淀效果。

但总体而言，以丙酮效果最好，其次是乙腈和异丙

醇，甲醇和乙醇则效果较差。这与不同有机试剂沉

淀总蛋白效果略有差异，说明沉淀试剂对蛋白沉淀

效果具有一定选择性。 

Bereman 等[13]研究表明，过高浓度的 SDS 会抑制

胰蛋白酶活性，干扰 RPLC 的分离和 MS 分析。因此，

SDS 残留量可作为粗蛋白沉淀除杂的一项重要指

标。实验结果显示，采用上述 5 种有机试剂对 SDS

的去除率均可达 94.2%以上，均能保证样品中 SDS

浓度低于0.01%，符合HPLC和LC/MS分析条件[21]。 

表 1  16 种特征肽段的线性方程、相关系数及仪器检出限与定量限 
Table 1. Linear equations, correlation coeffcients(r), limits of detection(LOD) and limits of quantification (LOQ) of the 16

kinds of signature peptides. 

蛋白质序列号 

Accession 

线性方程 

Linear equation 

相关系数 

r 

线性范围 

Linear range/(nmol·L−1) 

检出限 

LOD/(nmol·L−1) 

定量限 

LOQ/(nmol·L−1) 

Q40677 y=1.97e4 x + 5.21e5 0.9965 0.5~250.0 0.17 0.5 

P12085 y=1.75e4 x + 3.11e5 0.9990 0.6~300.0 0.20 0.6 

A3BLC3 y=0.98e4 x + 5.47e5 0.9974 0.3~200.0 0.10 0.3 

Q9ZP20 y=3.25e3 x + 2.94e5 0.9983 1.0~1000.0 0.33 1.0 

Q0D5P8 y=4.14e3 x + 6.54e5 0.9909 2.5~1000.0 0.80 2.5 

Q7X8A1 y=8.59e4 x + 2.95e6 0.9993 0.5~250.0 0.17 0.5 

Q0DEU8 y=2.14e3 x + 4.87e5 0.9974 0.5~250.0 0.17 0.5 

Q7XV11 y=4.59e3 x + 2.65e5 0.9986 0.1~100.0 0.03 0.1 

Q7XZW5 y=2.56e3 x + 2.46e5 0.9959 0.5~250.0 0.17 0.5 

P0C2Z6 y=9.13e3 x + 4.48e4 0.9967 0.7~300.0 0.23 0.7 

Q650W6 y=7.54e3 x + 6.21e5 0.9987 0.4~200.0 0.13 0.4 

Q69S39 y=1.58e3 x + 4.64e5 0.9988 1.7~1000.0 0.56 1.7 

Q8GTK4 y=2.51e4 x + 3.36e6 0.9989 1.8~1000.0 0.60 1.8 

Q8H8D6 y=5.57e4 x + 3.78e5 0.9991 0.4~200.0 0.13 0.4 

Q8S718 y=3.45e4 x + 2.49e5 0.9988 0.3~200.0 0.10 0.3 

Q948T6 y=4.44e3 x + 4.25e5 0.9982 0.4~200.0 0.13 0.4 

 



282                                                                   中国水稻科学(Chin J Rice Sci) 第 34卷第 3期(2020年 5月) 

  

图中数据为均值±标准差（n=3）；不同字母表示在 0.05 水平上有显著性差异，而具相同字母表示无显著性差异。纵坐标为蛋白质相对提取百分比，

以未加 SDS 的提取液对应的各目标蛋白提取量为 100%计算。 

The data in the figure are mean ± SD (n=3), and different letters indicate significant differences at P<0.05, while the same letters mean no significant

difference. The ordinate is the relative extraction percentage of protein with the SDS-free extraction amount of each target protein as 100%. 

图 2  提取缓冲液中不同浓度 SDS 对 16 种水稻叶片蛋白提取效果影响 

Fig. 2. Influence of different concentrations of SDS in extraction buffer on the extraction effects of 16 kinds of proteins in rice

leaves. 
 

图中数据为均值±标准差（n=3），不同字母表示在 0.05 水平上有显著性差异，而具相同字母表示无显著性差异。纵坐标为蛋白质相对提取百分比，

以乙腈沉淀对应的各目标蛋白提取量为 100%计。 

The data in the figure are mean ± SD (n=3), and different letters indicate significant differences at P<0.05, while the same letters mean no significant

difference. The ordinate is the relative extraction percentage of target protein using various precipitation reagents, with acetonitrile-precipitated protein amount

as 100%. 

图 3  五种有机试剂对 16 种水稻叶片蛋白沉淀效果比较 

Fig. 3. Comparison of precipitation effects of 16 kinds of proteins in rice leaves among five different organic reagents. 
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综上，实验选择丙酮作为 16 种目标蛋白的沉淀剂。 

2.2.3  SOD 法与酚法、TCA-丙酮沉淀法比较 

将已建立的 SOD 法与传统酚法和 TCA-丙酮沉

淀法对 16 种目标蛋白质和总蛋白的提取效果进行

比较(图 4)。由图 4可以看出，采用 SOD法对Q40667

等 9 种蛋白的提取量均显著高于另两种方法

(P<0.05)，对应提取量分别比酚法和 TCA-丙酮沉淀

法高 24.7%~96.5%和 15.6%~84.7%；TCA-丙酮沉淀

法仅对 P12085 等 4 种蛋白质的提取量显著高于

SOD 法和酚法(P<0.05)；相对而言，酚法的提取效

果最差。总蛋白提取量显示，SOD 法提取的总蛋白

与酚法无显著差异，但均显著高于 TCA-丙酮沉淀

法(P<0.05)。综合考虑，与酚法和 TCA-丙酮沉淀法

相比，SOD 法更适用于水稻叶片中 16 种重要功能

蛋白质定量分析的样品制备。 

2.3  方法应用 

按上述 1.2.1 SOD 法重复制备蛋白质样品

(n=6)，采用 LC-MS/MS 和外标法测定 16 种水稻叶

片蛋白含量。结果如表 2 所示，灌浆期 16 种叶片

蛋白质的含量范围在 6.0~2818.1 μg/g，相对标准偏

差均在 13.9%以下。其中，Q69S39 含量最高

(2818.1±219.9 μg/g)，该蛋白是位于叶绿体类囊体膜

上，参与光合作用的细胞色素b6-f复合物重要组分，

但还未见对其绝对含量的相关报道。因此，本实验

所建立的 SOD 法能有效地提取水稻叶片中蛋白质，

并结合 MRM 质谱技术和外标法，实现水稻灌浆期

16 种叶片蛋白质的绝对定量。 

图中数据为均值±标准差（n=3），不同字母表示在 0.05 水平上有显著性差异，而具相同字母表示无显著性差异。纵坐标为蛋白质相对提取量，以

酚法对应的各目标蛋白提取量为 100%计。 

The data in the figure are as mean ± SD (n=3), and different letters indicate significant differences at P<0.05, while the same letters mean no significant

difference. The ordinate is the relative extraction percentage of target protein by various methods, with protein amount extracted by phenol method as 100%. 

图 4  SOD 法、酚法和 TCA-丙酮沉淀法对 16 种水稻叶片蛋白的提取效果比较 

Fig. 4. Comparison of extraction effects of 16 proteins in rice leaves by SOD, phenol and TCA-acetone precipitation methods.
 

表 2  SOD 法测定水稻 16 种叶片蛋白质绝对含量(n=6) 

Table 2. Determination of absolute contents of 16 kinds of

proteins in rice leaves by SOD method(n=6). 

蛋白序列号

Accession 

 测定含量 

 Measured content/(μg·g−1) 

相对标准偏差  

RSD/% 

Q40677 589.5±57.5 9.8 

P12085 28.5±2.3 8.2 

A3BLC3 43.3±3.9 8.9 

Q9ZP20 50.2±3.6 7.1 

Q0D5P8 606.9±56.0 9.2 

Q7X8A1 328.3±27.1 8.3 

Q0DEU8 285.8±30.1 10.5 

Q7XV11 20.6±1.7 8.2 

Q7XZW5 153.2±14.0 9.1 

P0C2Z6 67.9±4.8 7.0 

Q650W6 25.5±2.9 11.3 

Q69S39 2818.1±219.9 7.8 

Q8GTK4 109.6±8.1 7.4 

Q8H8D6 6.0±0.4 6.2 

Q8S718 11.7±0.9 7.4 

Q948T6 11.8±1.7 13.9 

RSD, Relative standard deviation. 
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3  讨论 

SDS 阴离子变性剂一方面破坏蛋白质的二级

和三级结构，提高蛋白质溶解度和酶解，在蛋白质

(特别是膜蛋白)测定和蛋白质组的全面表征中有所

应用[22]。另一方面，Ilavenil 等[23]研究表明浓度过

高(>1.0%)时也会抑制胰蛋白酶活性，过量的 SDS

会产生 DS−，抑制离子电离，影响质谱分析结果。

实验对提取液中 SDS 浓度优化结果发现，SDS 浓度

在 1.0%以内，16 种目标蛋白和总蛋白提取量随浓

度增大而增加，但超过 1.0%后逐渐趋于饱和甚至呈

下降趋势。该结果与 An 等[19]研究 SDS 对血浆中治

疗蛋白提取效率影响的结果一致。因此，SDS 可作

为一种通用技术，用于生物组织中蛋白质的提取。 

有机试剂一方面能降低溶液的电解常数，导致

溶解度下降；另一方面与水作用，破坏蛋白颗粒的

水化膜，使大部分蛋白质变性聚集沉淀。实验研究

不同种类有机试剂对水稻叶片蛋白的沉淀效果发

现，乙腈、甲醇、丙酮等 5 种有机试剂对总蛋白和

16 种目标蛋白沉淀效果存在差异。总蛋白质沉淀量

从高到低依次为乙腈>丙酮>异丙醇>甲醇>乙醇，但

绝大多数目标蛋白则采用丙酮沉淀可获得最高丰

度，少数(如 Q9ZP20、Q0D5P8、Q8H8D6)采用异

丙醇或乙腈可获得最佳沉淀效果。这种现象说明不

同沉淀剂对蛋白质具有一定的选择性。如Ouyang[24]

比较多种试剂对血浆中治疗蛋白的沉淀效果发现，

尽管乙腈沉淀可得到最大蛋白浓度，但甲醇沉淀更

利于目标蛋白后续复溶和酶解研究。对于烟曲霉的

分泌蛋白而言，氯仿/甲醇沉淀后能获得最高的蛋白

质回收率[25]，但海马等中药材中的功能蛋白质在丙

酮沉淀下能获得较为全面的蛋白质表达谱[26]。因

此，针对基质背景各异和种类特性不同的蛋白质，

需合理选择有机试剂沉淀以达到高效提取。 

此外，丙酮沉淀既能浓缩蛋白，也可以除去粗

提液中的可溶性杂质，起到纯化蛋白的作用。尽管

去垢小柱、FASP 和 MOFs 材料等方法被用于去除

样品中残留的 SDS，但存在成本高，操作步骤繁琐

等问题。Santa 等[20]采用丙酮沉淀去除提取液中

SDS，有效避免残留SDS对酶解和定量分析的干扰，

提高了蛋白质的回收率和重现性。 

复杂组分共存干扰物和待测蛋白丰度差异大，

一直是影响生物体中蛋白准确定量的关键因素。尽

管人们尝试多种方法，如提高混合组分分离，去除

干扰物等，但对低丰度蛋白质的检测灵敏度和精密

度仍不能满足分析的要求。MRM 质谱技术则通过

特征肽段离子对的选择性监测，降低了复杂组分的

背景信号干扰，从而提高了对低丰度靶标蛋白的分

析灵敏度，延伸了定量的动态范围。如 Rezeli 等[27]

采用 MRM 技术对人体血浆中 87 个心血管等疾病

相关蛋白标志物进行定量检测，最大线性动态范围

达4到5个数量级，定量结果精密度RSD小于4.7%。

此外，Hoofnagle 等[28]从方法验证学上，对 MRM

技术和传统的免疫分析法进行系统比较，结果发

现，两者的分析结果相关性达到 0.61~0.96，并提出

MRM 技术可作为传统蛋白定量的替代技术，具有

很大的应用价值。本研究结果表明，尽管样品基质

较为复杂，但 16 种目标蛋白的线性范围仍超过 2

个数量级。此外，虽实际样品中各蛋白丰度差异也

非常大(各蛋白含量水平为 6.0~2818.1 μg/g)，但仍

可获得良好的重复性，即各蛋白的分析精密度均小

于 13.9%。 

目前基于 MRM 质谱技术的蛋白定量方法主要

应用于动物组织或细胞中蛋白标志物分析，在植物

蛋白组学研究应用较少，其原因主要是缺乏标准化

操作流程。此外，该技术需要较高的专业技能、分

析成本等也是阻碍其快速发展的重要因素。本研究

以水稻叶片中相关蛋白为研究对象，采用 SOD 蛋

白制备方法和 MRM 质谱分析技术，建立一种通用

的目标蛋白绝对定量技术流程，以期促进该分析技

术在植物蛋白组学中的推广和运用。 
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