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引言

甲基化是最丰富和最常见的翻译后修饰之一，广泛参与细胞

中重要的生物学过程。组氨酸甲基化发生在咪唑环的N1或N3位

置，约占蛋白质甲基化修饰的13%，这种位置特异性是由不同家

族的组氨酸甲基转移酶所决定的。组氨酸甲基化在蛋白结合金属

离子方面具有潜在作用，能调控细胞内金属离子浓度平衡，因此

对于癌症机理的研究具有重要意义[1-2]。

本文建立了一种同时检测N1和N3位甲基化修饰组氨酸的快速

检测方案，方法的定量下限可低至0.2-0.5 nM，仪器灵敏度高，重

现性好，可以很好的满足蛋白质中修饰组氨酸的测定要求。

本实验方法特点：

1. 使用三重四极杆质谱（SCIEX Triple Quad™ 系统）测定2种甲基

化组氨酸，具有较好的色谱保留，且两种甲基化组氨酸也能实

现较好分离，见图1。

2. 本方法灵敏度低至0.2-0.5 nM，重现性好，很好的满足蛋白质中

修饰组氨酸的检测需求。
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仪器设备

Exion LC™ AD 系统 + SCIEX Triple Quad™ 系统
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图 1 两种甲基化组氨酸的典型色谱图 
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图1. 两种甲基化组氨酸的典型色谱图

液相方法

色谱柱：Luna Omega Polar C18 150×2.1mm, 5 μm          

流动相：A相：水（含0.001% 甲酸+ 1 mM 甲酸铵）

 B相：乙腈

进样体积：1 μL

柱温：40℃；

流动相梯度：

Time (min) Flow (ml/min) A (%) B (%)

0.00 0.3 99 1

2.00 0.3 99 1

3.00 0.5 10 90

4.50 0.5 10 90

5.00 0.5 99 1

6.00 0.5 99 1

6.10 0.3 99 1

7.00 0.3 99 1
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质谱方法

离子源：ESI源，正离子模式

离子源参数：

电喷雾电压 IS: 5500 V 气帘气 CUR: 35 psi

雾化气 GS1: 50 psi 辅助加热气 GS2: 50 psi

碰撞气 CAD: 8 源温度 TEM: 500℃       

表1. 两种甲基化组氨酸的质谱参数

化合物名称 Q1 Mass Q3 Mass DP CE

1甲基组氨酸(1MH) 170.1 96 40 27

3甲基组氨酸(3MH) 170 124 40 19

蛋白样品前处理：

SDS-PAGE胶分离蛋白质，考马斯染色切目的条带蛋白，进行

脱色胰酶消化，提取消化后的肽段；使用6M 盐酸 100℃酸解肽段

成氨基酸，1.5 mL溶液氮吹干燥，150 μL水复溶，10000 rpm离心

5 min，取上清进样分析

实验结果

1. 灵敏度和重复性：

两种甲基化组氨酸的最低定量下限为0.2-0.5 nM，典型色谱图

见图2；两种甲基化组氨酸连续进样六针RSD小于5%。
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图 2 两种甲基化组氨酸最低定量限色谱图 

 

表2. 两种甲基化组氨酸的定量下限、线性范围及重现性 

 LLOQ (定量下限) 线性范围 重现性 (RSD) 
1MH 0.2 nM 0.2-500 nM 4.94% 
3MH 0.5 nM 0.5-500 nM 3.18% 

图2. 两种甲基化组氨酸最低定量限色谱图

图3. 两种甲基化组氨酸的标准曲线图

表2. 两种甲基化组氨酸的定量下限、线性范围及重现性

LLOQ (定量下限) 线性范围 重现性 (RSD)

1MH 0.2 nM 0.2-500 nM 4.94%

3MH 0.5 nM 0.5-500 nM 3.18%

2.  线性范围：

两种甲基化组氨酸在线性范围内线性关系良好，相关系数大

于0.995（见图3），标曲各点准确度在90%-110%之间。
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图3.两种甲基化组氨酸的标准曲线图 

3. 样品检测：实际处理蛋白质样品中甲基化组氨酸结果见图 4，可以测到蛋白质中低含量的甲基化

修饰组氨酸，进而可以比较不同位点修饰的差异。 

 

图4.实际蛋白质样品中甲基化组氨酸检测结果图 
 

总结 

       本文使用SCIEX Triple QuadTM 系统建立了蛋白质中甲基修饰组氨酸的LC-MS/MS方法。结果表

明，本方法灵敏度高、重现性好，两个异构体能实现较好分离，能够满足蛋白质中甲基修饰组氨酸

的检测需求。 
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