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细胞和组织的很多特定功能都由其在不同的生理条件下的生物分子含量决定!极少数分子的改变

就有可能影响细胞生物功能并触发疾病生理过程!因此高灵敏的生物分子检测技术在疾病机理研究和疾病

早期诊断方面具有重要作用$金属稳定同位素和放射同位素化学性质相近!借鉴放射同位素标记的成功经

验!通过金属稳定同位素标记多组分生物分子!可以用原子质谱高灵敏地检测多组分生物分子$作为灵敏准

确的金属元素检测工具!电感耦合等离子体质谱检出限低(基体效应低(线性范围广(同位素谱线分辨率

高!因此适用于金属元素标记生物分子检测$金属稳定同位素标记已经被广泛应用到蛋白质(核酸(酶活

性(生物小分子(甚至单个细胞的检测中!取得了一些可喜的进展!并展现了广阔未来应用前景$金属稳定

同位素标记生物分析方法有三个特性&高灵敏度
,

大多数金属的稳定同位素有较高的标记灵敏度!并且可以

通过纳米材料标记等方法实现信号放大'多组分同时分析
,

质谱仪同位素谱线高分辨率提供了多组分分析能

力'高准确度
,

同位素稀释法提供了可溯源到
.B

国际单位制的高准确度检测结果$为了更好的推动相关研

究!简要介绍金属稳定同位素标记生物分析的进展!主要内容包括以下几个部分&金属稳定同位素检测工

具
,

无机质谱(金属稳定同位素标记高灵敏度分析(金属稳定同位素标记多组分同时分析(金属稳定同位素

标记高准确度分析(金属稳定同位素标记单细胞分析的进展$
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细胞和组织的很多特定功能都由其在不同的生理条件下

的生物分子含量决定!极少数分子的改变就有可能影响细胞

生物功能并触发疾病生理过程!因此高灵敏的生物分子检测

技术在疾病机理研究和疾病早期诊断方面具有重要作用$由

于缺少可以被高灵敏检测的基团!生物分子的直接高灵敏检

测往往非常困难$

+-

世纪
#-

年代末!放射性同位素标记被

提出并应用于血清中胰岛素的放射免疫分析法测定!放射性

同位素标记的抗体可以被闪烁计数器高灵敏的检测)

*

*

$放射

性同位素标记可靠(准确(灵敏度高!但是由于身体危害(

废物处理等问题!促成了其他检测方法的发展$各种非放射

性同位素标记分析法被提出!包括酶联免疫分析法(荧光分

析法(时间分辨荧光分析法(化学发光分析法(电致化学发

光分析法(电化学分析法等!并在过去的半个世纪里获得了

巨大的成功$然而!分子光谱是带状谱线!分子中电子能级

的跃迁同时伴随着振动能级和转动能级的跃迁!谱线宽度一

般为几十纳米甚至上百纳米$由于所获得的信号谱线的相互

重叠干扰!多种生物分子同时标记定量检测往往成为一个很

大的挑战)

+

*

$

原子质谱是锐线谱线!并且金属稳定同位素和放射同位

素化学性质相近!是否可以通过金属稳定同位素标记多组分

生物分子!用原子质谱同时检测多组分生物分子确实可以$

无机质谱近年来被广泛用于测定各种金属和非金属元

素)

!,*=

*

!其优点包括检出限低"

)F

+

<N

^*级别#(基体效应

低(线性范围广"

"

个数量级#(同位素谱线分辨率高等!因

此适用于金属元素标记生物分子检测$自从金属稳定同位素

标记被清华大学张新荣教授课题组提出以来)

*#

*

!方法已经

被广泛应用到蛋白质(核酸(酶活性(生物小分子(甚至单

个细胞的检测中!取得了一些可喜的进展!并展现了未来广

阔应用前景$近年来!国内外科学家们已经对该方法做了很



好的综述)

*;,+=

*

!并且作者也曾参与总结此领域的发展)

+

!

+#

*

!

但是相关中文综述却较少)

+;,+>

*

$因此!为了更好地推动相关

研究!本文将简要介绍金属稳定同位素标记生物分析的进

展$

*

!

金属稳定同位素检测工具%无机质谱

!!

在无机元素质谱分析中!电感耦合等离子体质谱

"

BCD:.

#是目前最广泛应用的分析仪器$

BCD:.

发明于
+-

世纪
>-

年代早期)

+"

*

!并由
D/2M96?&</2

公司首先在
*">!

年

推出第一台商品化的仪器$样品到达
;---

%

>---[

高温等

离子体区域时!高温等离子体提供足够的能量使电子从原子

中脱离而成为离子!大量正离子的产生给予了
BCD:.

超痕

量分析的能力$如图
*

所示!

BCD:.

可以高灵敏和高分辨的

检测元素周期表中的大部分元素及其同位素$

图
$

!

使用
#B;N6

可以检测的元素同位素以及其大致的检出限

=3

>

%$

!

G:8-

77

+)X35-289828423),.3532)/8.858,2A-,93A)2)

7

8A@

1

#B;N6

+

!

金属稳定同位素标记高灵敏度分析

!!

大多数金属稳定同位素在
BCD:.

中有非常高的灵敏度!

检出限低于
)F

+

<N

^*水平$张新荣教授课题组
+--*

年提出

了基于稀土元素铕大环化合物标记和
BCD:.

检测的免疫分

析方法!用于促甲状腺激素)

*#

*和总甲状腺素)

!-

*的检测$稀

土大环化合物用于生物大分子的标记检测有以下优势&稀土

元素在生物体内空白较低'电离能相近且在
BCD:.

中离子

化效率高'化学性质相似(便于合成和标记)

!*

*

$为了实现更

高灵敏度!加拿大多伦多大学
_9669M

教授等合成了一种多

聚大环高分子化合物)

!+

*

!每个分子上有
!-

%

V-

个稀土元素

标记物单元!从而实现灵敏度的增强)

!!

*

$金属纳米粒子中含

有大量金属原子!因此!使用金属纳米粒子标记来取代稀土

元素大环化合物!可以有效提高检测灵敏度)

!=,!#

*

$纳米

金)

!;,!V

*

(纳米银)

!>

*

(纳米铜)

!"

*

(掺
C3

的磁性纳米粒子)

=-

*

!

C7./

)

=*

*

!

C7U/

)

=+

*

!

C7.

)

=!

*

!

DK.

)

==

*

!

Q

F

.

)

=#

*等纳米粒子都

已被应用于金属稳定同位素标记生物分析中$将纳米粒子标

记与信号放大技术相结合!可以进一步降低检出限和提高检

测灵敏度$常采用的免疫信号放大系统包括免疫金银放

大)

=;,=V

*

(生物素
,

亲和素放大)

=>

*

(脂质体放大(酪胺信号放

大)

#-

*等!核酸信号放大系统常采用聚合酶链反应放大(滚环

放大)

#-,#*

*

(链式杂交反应放大)

#+,#=

*等$例如!纳米金粒子可

以催化银离子和对苯二酚之间的氧化还原反应!从而在表面

形成一层厚厚的银外壳!成长为一个大的复合纳米粒子$经

过
*#<96

的免疫金银放大过程!检测灵敏度提高了
;-

倍)

=;

*

$以人
C?8

抗原作为检测模型!方法检出限达到
-'-!

6

F

+

<N

^*

!对人血清样品的检测结果与化学发光免疫分析

结果吻合$使用链式杂交反应"图
+

#!可以实现
J(8

)

#+

*和

<9S(8

)

##

*的无酶放大高灵敏度分析$此外!双链
J(8

)

#;

*或

含有
D%&

4

U

)

#V

*的单链
J(8

能够作为模板有效地原位催化铜

还原形成纳米铜粒子)

#>

*

!经过链式杂交反应放大以后可以

实现目标
J(8

的无标记检测)

#;

*

$在细胞高灵敏度定量分析

方面!武汉大学胡斌教授课题组实现了基于金属纳米材料标

记及信号放大的血液中的细胞定量)

#"

*

!检出限低至
*#

个细

胞)

;-

*

!并可实现荧光和质谱的双模式检测"图
!

#

)

;*

*

$

V=!*
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图
&

!

基于链式杂交反应放大的
!?0

高灵敏检测方法

"

5

#&链式杂交放大反应过程'"

K

#&可行性实验结果)

#+

*
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>
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*

图
C

!

荧光和质谱双模式测定细胞*

Z$

+

=3

>

%C

!

!*-.5)989828423),)/48..@

1

/.*)+3582+

1

-,95-AAA

7

842+)582+

1

)

Z$

*

!!

采用单个纳米颗粒模式
BCD:.

检测!有望实现单分子

分析)

;+

*

$瞬态信号脉冲的频率与可检测到的纳米粒子个数

直接相关!因此纳米粒子标记的生物分子浓度可以通过瞬态

信号的频率定量$通过测量*"V

8@

脉冲信号的频率可进行甲

胎蛋白"

8PD

#

)

;!

*和免疫球蛋白"

B

F

I

#

)

;=

*定量分析$方法检测

金纳米粒子标记抗体的检出限为
-'-+

)F

+

<N

^*

)

;=

*

$这种计

数模式的单纳米颗粒分析方法在单生物分子检测方面具有很

大的潜力!并且不需要任何信号放大的操作)

;#

*

$在均相溶液

中!纳米颗粒的频率可以用来监测纳米粒子聚集引起的抗原

抗体复合物的形成或杂交产物的形成$例如!合成纳米金粒

子!制成两组单链
J(8

探针)

;;

*

$然后!目标物
J(8

与金纳

米粒子探针在缓冲溶液中进行杂交$

J(8

杂交会形成二聚

体!三聚体!甚至更大的金纳米颗粒聚集体$纳米粒子的聚

集导致信号脉冲的个数减少!并且每个信号脉冲的强度增

大$

>=!*
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!

金属稳定同位素标记多组分同时分析

!!

多组分生物分子同时分析是一个重要的研究方向$多组

分同时分析具有诸多优势!如样品消耗低(分析时间短(减

少重复繁琐的程序(单个测试成本低等$文献已报道的多组

分生物分析方法面临两个重要挑战&有限的光谱分辨能力限

制了现有分子光谱分析方法的多组分同时分析能力'难以找

到大量合适的标记物用于编码识别并由同一检测技术分辨和

检测!且具有相似的灵敏度$然而!超过
*--

种金属稳定同

位素可以被
BCD:.

检测!并具有较高灵敏度$这些金属元

素及其稳定同位素!特别是在生物体内和自然环境中浓度低

的同位素!是金属稳定同位素标记分析的理想标记物$加拿

大多伦多大学
U566/2

教授课题组使用金纳米粒子和铕元素

大环化合物标记!用于
B

F

I

和
PN8I,L8D

两种蛋白的同时

检测)

;V

*

$使用
-'#<N

的样品量!测定两种蛋白质的浓度线

性响应范围为
+

%

*--6

F

+

<N

^*

$使用
?@

!̀ 和
.<

!̀ 标记!

可以实现人血清样品中
8PD

和
QCI

"人绒膜促性腺激素#的

同时测定)

;>

*

$测定
8PD

和
QCI

的线性范围分别为
=';

%

#--

和
#'-

%

*V-6

F

+

<N

^*

!检出限为
*'+

和
*'V6

F

+

<N

^*

$如图
=

所示!使用*=*

D2

!

*#*

?@

!

*#+

.<

!

*#!

?@

!

*#>

I7

!

*;!

J

4

!

*;#

Q%

!

*;;

?2

!

*;>

?2

!

*;"

U<

!

*V-

?2

!

*V#

N@

标记!可以实

现人血清中
*+

种疾病蛋白质标志物的同时检测!并且实验

结果与临床常用的时间分辨荧光免疫法数据很好地吻合)

;"

*

$

方法使用抗体标记的磁珠作为免疫反应载体!可以根据需要

为不同的疾病选择需要同时检测的参数!通过组合式免疫反

应为个体化医疗提供分析手段)

V-,V*

*

$通过>"

]

!

*!"

N5

!

*=-

C/

!

*=*

D2

!

*=;

(7

!

*=V

.<

!

*#!

?@

!

*#>

I7

!

*#"

UK

!

*;!

J

4

!

*;#

Q%

!

*;;

?2

!

*;"

U<

!

*V+

]K

!

*V#

N@

标记同样可以实现
*#

种
J(8

片

段的同时检测!检出限为
)

<%&

级别)

V+

*

$通过设计自动酶切

机制!可以实现多组分
<9S(8

的同时
O<%&

级别高灵敏检

测)

V!

*

$厦门大学王秋泉教授课题组通过设计合成一种含有

镧系离子的多肽
,

纳米粒子蛋白酶探针!实现了多种蛋白酶

活性的同时检测)

V=

*

$

图
D

!

基于金属稳定同位素标记的蛋白质分析

"

5

#&多个抗体的稀土元素大环化合物标记'"

K

#&多组分免疫分析反应过程)

;"

*

=3

>

%D

!

N*.23

7

.8X355*,)-AA-

1

@-A89),2:8582-.A2-@.83A)2)

7

82-

>>

3,

>

"

5

#&

N5K/&96

F

%O5619K%79/3G91H/&/</615&15

F

3

'"

K

#&

:@&19

)

&/X9<<@6%5335

4)

2%0/33

)

;"

*

=

!

金属稳定同位素标记高准确度分析

!!

同位素稀释绝对定量生物分子可以提供临床(环境和药

物开发实验室研究数据准确性和可追溯性)

V#

*

$通过测量重

和轻同位素的强度比!可以进行绝对定量$在采用同位素稀

释法定量之前!金属稳定同位素与被分析生物分子的化学计

量比必须是已知的)

V;

*

$稳定同位素编码的亲和标签是蛋白

质和多肽绝对定量的一个重要工具$蛋白质和多肽的绝对定

量首先由德国柏林洪堡大学
N9630H/97

教授课题组实现)

VV

*

!

通过稀土同位素标记(色谱分离和同位素稀释质谱检测!实

现了猪眼模型中蛋白和多肽绝对定量$除了含有镧系元素的

标签)

V>,>-

*

!其他杂原子如二茂铁)

>*

*

(碘)

>+

*

(镓)

>!

*

(联吡啶

钌)

>=

*和汞)

>#

*等!也被用于金属同位素标记的准确定量方法

研究中$由于以质量为基础的质谱信号与金属同位素的化学

形态几乎是无关的!生物分子的绝对量可以通过金属元素溶

液来标定)

>;

*

$使用
]

元素标记捕捉抗体!

.<

元素标记报告

探针!可以通过
.<

和
]

元素稳定同位素的信号比值来实现

血清中
#

+,:I

抗原的准确免疫分析)

>V

*

$

J(8

也可以用金属

稳定同位素标记的方法实现绝对定量$首先分别设计稀释探

针!捕获探针和报告探针)

V+

*

$稀释探针标记富集的同位素!

可以直接与固定在磁性微球上的捕获探针反应$标记天然稀

土元素同位素的报告探针通过靶
J(8

杂交与稀释探针连

接$在恒定量的稀释探针和过量报告探针的条件下!目标

J(8

由杂交复合物上报告探针,稀释探针比值决定$因此!

可以根据同位素比值计算出目标
J(8

的含量$利用标记的

*;*

J

4

和*;>

?2

浓缩同位素稀释探针!可以实现多个目标
J(8

的同时绝对定量分析!获得了较高的化学计量精度$

#

!

金属稳定同位素标记单细胞分析

!!

单细胞水平上的多种生物标志物的同时检测可以清楚明

"=!*

第
#

期
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图
E

!

质谱流式细胞仪中使用的金属稳定同位素标记物*

[C

+

%

包括
$E

种稀土元素 #

S

以及从
P-

到
P*

%

;5

除外$%

D

种贵金属 #

F:

%

;9

%

#+

和
;2

$%

&

种后过渡金属 #

#,

和

<3

$和
$

种卤素#
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)A2K2+-,A323),582-.A
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#!
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>

8,

"

#

#

确地鉴定细胞的功能和表型)

>>,"-

*

$荧光流式细胞仪是临床研

究中的重要方法!在基因组学和蛋白组学研究中有重要意

义!可以更好地解释基因(蛋白以及小分子之间的相互作

用$由于信号重叠和细胞自体荧光的问题!需要繁复的光谱

校正来实现荧光细胞仪的多组分同时分析$

U566/2

教授课

题组设计了基于飞行时间
BCD:.

的质谱流式细胞仪)

"*

*

$常

用的
BCD:.

仪器一般使用四级杆分析器!其在切换测定不

同的同位素时需要
#-

%

!--

$

3

稳定时间$此稳定时间和单个

细胞或者颗粒在
82

等离子体中的滞留时间相当$因此!扫

描型的质谱仪器如四级杆质谱和扫描扇形磁场质谱难以用于

单细胞多组分同时测定!而飞行时间质谱仪可以提供迅速同

时的多元素检测$质谱细胞仪被认为是开启后荧光时代的新

型流式细胞仪$美国斯坦福大学的
(%&56

教授课题组使用质

谱细胞仪同时测量单细胞中
!=

种参数"

!*

种抗体(活性(

J(8

含量和细胞大小#

)

"+

*

!研究了健康人骨髓造血细胞的多

样性$参照细胞表面抗原表达的数据!得出了药物抑制和细

胞信号反应的谱图$如图
#

所示!该课题组最近详细描述了

使用
=>

种金属稳定同位素"

!>

种稀土金属(铟的
+

个同位

素(钇的
*

个同位素(钯的
;

个同位素和铋的
*

个同位素#标

记单克隆抗体的操作方法)

"!

*

!为后续的研究提供了重要的

参考$该方法对于疾病机理研究(造血(免疫(药物筛选等

领域都具有重要意义$与激光烧蚀
)

"=

*

和二次离子源)

"#

*联用!

无机质谱可以用于微阵列定量)

";

*

(免疫组织成像和单细胞

分析)

"V,""

*

$

;

!

总结与展望

!!

总结了基于金属稳定同位素标记的生物分析方法的发展

情况$金属稳定同位素标记生物分析方法有三个特性&高灵

敏度
,

大多数金属的稳定同位素有非常高的灵敏度!可以在

)F

+

<N

^*以下水平检测!并且可以容易地实现更高灵敏度

标记检测"聚合物(纳米颗粒(信号放大(单颗粒分析等#'

多组分同时分析
,

质谱仪同位素谱线高分辨率提供了生物分

子的多组分分析能力'高准确度
,

同位素稀释法提供了高的

精度和准确度!其检测结果可溯源到
.B

国际单位制!可用于

实验室间比对和质量控制$金属稳定同位素标记在生物分析

化学研究仍有很大的发展空间!有待分析化学和生命科学研

究人员的进一步携手共同探索$
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