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2. 不同类型样本的前处理流程

1. 取样/送样要求、样本量要求



样本类型

胶条

蛋白液

动植物组织

细胞

细菌/真菌

血浆/血清

…

实验类型

蛋白鉴定

修饰位点鉴定

LFQ定量

标记定量

磷酸化定量



简单样品制备要求

单一条带 沿目的条带边缘切下，4℃保存。

混合条带 溴酚蓝跑入分离胶1 cm，将分离胶至溴酚蓝下沿全部切下，4℃保存。

要求 条带清晰可见

送样方式 用ddH2O清洗三遍，吸去液体，装入进口EP管。4℃保存；冰盒寄送。

注意事项 使用干净手套、刀具，在洁净玻璃板上切胶，确保无角蛋白污染。



简单样本 目的蛋白质溶液样本

复杂样本 经IP、Pull down等富集纯化的蛋白质混合溶液

要求
详细说明样本制备来源、溶剂组成、浓度、pH及体积，特别注明溶液内是否含有SDS、NP40、
Triton X-100等去污剂。

送样方式
液氮速冻，干冰环境送样。或测定蛋白浓度后，将蛋白通过TCA法或丙酮法沉淀，晾干后，
干冰或冰袋寄送

注意事项 确保运送环境能一直保持低温、做减震保护。

简单样品制备要求



复杂样品制备要求

样本类型 取样和运输指南

动物组织
性别、年龄、体重等指标相近的动物，精确取样，剥离血管、脂肪等，灌流法除血，剪成小
块，吸水纸吸干、液氮速冻后-80℃保存。足量干冰寄送

植物组织 新鲜采集，预冷PBS洗净、吸水纸吸干、液氮速冻后-80℃保存。足量干冰寄送

细胞样本
细胞培养好之后，用胰酶消化，预冷PBS洗涤3-5次，低速离心（1000 g，4℃，5 min），弃
上清。液氮速冻，-80℃保存。足量干冰寄送

细菌/真菌 收集细菌/真菌，预冷PBS洗3次左右，离心收沉淀，液氮速冻后-80℃保存。足量干冰寄送

血浆
采集血液样本，加入抗凝剂，轻轻上下颠倒混匀；4℃ 1300 g离心10 min；取上清，混匀，
瞬时离心，-80℃保存【灭活后干冰送样】

血清
收集全血至真空采血管，轻轻上下颠倒混匀；4℃放置30-45 min，4℃ 1300 g离心10 min；
取上清，混匀，瞬时离心。-80℃保存【灭活后干冰送样】



常规样品需求量

蛋白鉴定 标记定量 Label-free SWATH/DIA 磷酸化定量

胶条 条带清晰可见 N/A N/A N/A N/A

蛋白溶液 ≥10 μg ≥500 μg ≥100 μg ≥100 μg ≥5 mg

动物组织 ≥20 mg ≥100 mg ≥100 mg ≥100 mg ≥250 mg

植物组织 ≥50 mg ≥500 mg ≥500 mg ≥500 mg ≥2.5 g

真菌 ≥40 mg ≥400 mg ≥400 mg ≥400 mg ≥2.5 g

细菌 ≥20 mg ≥200 mg ≥200 mg ≥200 mg ≥500 mg

细胞样品 ≥1×106 ≥5×106 ≥5×106 ≥5×106 ≥5×107

血清/血浆
≥100 µL

无溶血

≥500 µL

无溶血

≥500 µL

无溶血

≥500 µL

无溶血
≥1 mL



常规样品的蛋白提取

还原烷基化、质控

酶解、除盐、标记

肽段分级、除盐

质谱检测



前处理的目的——尽可能准确地对尽可能多的蛋白

进行检测

前处理原则——减少在实验阶段对蛋白的人为降解

和修饰，释放尽可能多的肽段，送进质谱检测

目的和基本原则



常规样品蛋白提取

常用的破碎方法

 机械碎裂法：液氮研磨、匀浆、捣碎法

 物理破碎法：温差法，压力差、超声破碎法

 化学处理法：各种水解酶、1.5% SDS、8 M 尿素、6 M 盐酸胍等。



常规样品蛋白提取

 常用的抽提试剂

 变性剂：尿素（8 M）、硫脲（2 M）

 还原剂：DTT（二硫苏糖醇）、β-巯基乙醇

 去污剂：SDS

 蛋白酶抑制剂：PMSF、磷酸酶抑制剂

 有机试剂：丙酮、TCA



常规样品蛋白提取

动物组织 剪碎 SDS裂解 组织破碎 超声破碎 煮沸 离心 丙酮沉淀

植物组织 研磨 SDS裂解 组织破碎 超声破碎 煮沸 离心 丙酮沉淀

细胞/微生物 尿素裂解 超声破碎 离心

培养液/发酵液 离心 超滤 TCA沉淀



蛋白质控

 蛋白浓度测定：Bradford：与SDS 不兼容

BCA：与还原试剂不兼容

 SDS-PAGE：考染、银染



还原烷基化

打开二硫键 封闭巯基

IAADTT

目的是使球状蛋白变

成链状结构，暴露更

多的酶切位点，便于

酶切



酶解

酶解是整个样品制备过程的核心所在

酶解的关键在于缓冲体系、酶量及酶切时间：

 胰蛋白酶：切断赖氨酸（Lys/K）和精氨酸（Arg/R）C端肽键。

 缓冲体系：碳酸氢铵体系，TEAB



除盐

Step1：活化

Step2：平衡

Step3：上样

Step4：清洗

Step5：洗脱

Sep-pak 多肽

500 mg 10 mg

100 mg 1 mg

50 mg 500 μg

Sep-pak >500 μg

StageTip 30 μg



iTRAQ标记



TMT标记



HPLC分离

……..

组合成15个样本分别上机检测

按每分钟一管收集60管 流动相

A相 20 mM HCOONH4 pH=10

B相 20 mM HCOONH4    80% ACN

注意：高pH和低pH二维液相

搭配，保证具有很好正交性
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MS spectrum

MS/MS spectrum

TIC

质谱检测

0.1% FA
复溶肽段



质谱检测

21

模拟酶切 ……

NQWFFSK

……

模拟碎裂

b1 N——QWFFSK    y1

b2 NQ——WFFSK y2

b3 NQW——FFSK y3

b4 NQWF——FSK y4

b5 NQWFF——SK y5

b6 NQWFFS——K y6 推
测
图
谱

比对匹配

Protein

database

数据库检索比对

蛋白鉴定

肽段鉴定

相对定量



常用定量方法实验流程图

• 蛋白提取

• 蛋白定量

• 还原烷基化

• 酶解

• 除盐

• 质谱检测

• 蛋白提取

• 蛋白定量

• 还原烷基化

• 酶解

• 除盐

• 标记、除盐

• HPLC分级

• 除盐

• 质谱检测

LFQ iTRAQ/TMT

定量类型 样本复杂性 分析深度 重复性 定量准确性 实验成本 样本数目

LFQ ++ ++ ++ ++ ++ 无限制

iTRAQ/TMT +++ +++ +++ +++ +++ 局限性

SWATH/DIA ++ ++- ++++ ++++ +++ 无限制

• 蛋白提取

• 蛋白定量

• 还原烷基化

• 酶解

• 除盐

• 质谱检测

SWATH/DIA



案例：斑马鱼组织样本TMT定量分析

适量蛋白质

还原烷基化

粗蛋白液

Bradford定量

胰酶37℃过夜、除盐

原始组织样本

裂解、超声

还烷前蛋白

丙酮沉淀、复溶



样本 混样1 1 2 3 4 5 6

标记 126 127N 127C 128N 128C 129N 129C

样本 混样2 7 8 9 10 11 12

标记 126 127N 127C 128N 128C 129N 129C

TMT标记

案例：斑马鱼组织样本TMT定量分析

proteins 6075

Peptide groups 42665

PSMs 171858

MS/MS spectrum Info 653965

Quan spectra 653787

结果



样本类型 所需最少样本量 样品准备要点

胶条样品* 染色条带肉眼可见 避免污染；去除多余胶块

蛋白溶液 ≥20 μg 标明溶液成分

细胞 5*106细胞数或细胞沉淀30 μL 保持冷冻，避免冻融

细菌/真菌 ≥200 mg/≥400 mg 避免培养基中蛋白污染

动物组织* 鲜重≥100 mg 剥离血管、脂肪；除血

植物组织 鲜重≥200 mg 新鲜取样，避免污染

培养液 ≥5 mL 避免培养基中蛋白污染

血清/血浆 ≥500 μL 快速处理，避免溶血或凝血

总结：样品准备注意事项
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陈希，武汉大学博士，
高级工程师，蛋白质
组学技术专家，在蛋
白质组及生物质谱领
域有14年专业积淀，
发表SCI论文30余篇，
申请发明专利5项，实
用新型专利2项，软件
著作权8项，主持多项
国家及省市基金。

王敏，中国药科大学
硕士，实验师，具有
丰富的液质管理经验，
能够熟练操作使用多
种液质系统及进行相
关维护，熟练掌握蛋
白质样品提取、胶内
酶解、溶液内酶解、
肽段脱盐、分离等样
品前处理方法。

贾书召，华中农业大
学硕士，助理工程师，
主要负责蛋白质组样
本前处理、质谱上机、
数据分析等，在鉴定
蛋白质组学、定量蛋
白质组学、蛋白质的
翻译后修饰及其定量
等研究领域积累了大
量经验。

胶内蛋白质鉴定
SDS-PAGE电泳得到的条带，经胶内酶解后用于质谱分析以获得蛋白质信息。此外，蛋白的翻译后修饰位点（如磷

酸化、泛素化、乙酰化等）也可以通过该方法进行检测。

溶液内蛋白质鉴定 复杂的全细胞裂解液、IP洗脱液、蛋白纯化产物，通过质谱检测，可以得到样品中蛋白的鉴定结果。

非标记定量蛋白质组学分析 无需标记，操作简单，不受比较样品数限制。对实验过程的操作和质谱仪的状态要求较高。

标记定量蛋白质组学分析 利用化学标记如TMT、iTRAQ、Dimethylation；代谢标记如SILAC。可同时比较多种样品之间的蛋白表达量。

磷酸化位点鉴定和定量分析
蛋白质磷酸化修饰是生物体内普遍存在的调节机制。目前，基于IMAC/TiO2的磷酸化肽段富集技术，结合高通量液

相色谱质谱联用技术，成为高通量定性和定量研究蛋白质磷酸化修饰的最有效手段。

核心成员及服务内容
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