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摘 要 电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）因具有灵敏度高、准确度好、抗干扰能力强和多元素检测等优

点，近年来在生物分子定量分析中显示出巨大的应用潜力。元素标签通过靶向基团与元素报告基团组装，实

现对目标生物分子的特异性标记和信号报告，对基于 ICP-MS的生物定量分析的性能具有至关重要的作用。

抗体可与细胞表面的抗原高度特异性结合，是最常用的靶向递送载体之一。传统的随机化学偶联方法难以

控制抗体的偶联位点和载荷数量，会增加抗体偶联物的异质性，影响抗体与抗原的特异性识别和结合能力，

降低元素标签的靶向能力、定量分析的准确性和标签稳定性。针对这些问题，本研究对抗体的定点偶联策

略进行了研究，采用多肽亲和标记技术，将一段短链 DNA定点偶联到免疫球蛋白 G（IgG）抗体 K248位，通过

DNA碱基互补配对，实现了单克隆抗体与稀土元素 Eu修饰的噬菌体MS2衣壳蛋白的精准组装，并基于此制

备了高灵敏度和高选择性的元素标签。本方法克服了随机偶联造成的元素标签的异质性问题，确保了元素

标签的靶向特异性、亲和力和信号放大能力。研究结果表明，此元素标签与癌细胞表面的表 皮生长

因子受体（Epidermal growth factor receptor， EGFR）特异性结合，利用单细胞 ICP-MS技术成功实现了癌细胞

表面抗原的单细胞分析检测。
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近年来，基于电感耦合等离子体质谱（Inductively coupled plasma mass spectrometry， ICP-MS）的生物

分析方法在生物医学研究领域得到了广泛应用[1-11]。ICP-MS可在痕量和超痕量浓度水平实现高灵敏的

元素分析，具有多元素/同位素分析以及元素信号强度与化学形态无关等优势[12-13]。元素标签的信号响

应强度与每个元素标签所携带的金属原子数量成正比，而纳米颗粒可一次性负载成千上万的金属原子，

因此，纳米颗粒是提高 ICP-MS生物测定灵敏度的有效载体之一，可实现对低丰度细胞标记物的高灵敏度

定量分析检测[14-18]。
抗体（Antibody），又称免疫球蛋白 G（Immunoglobulin， IgG），是一种由 B 细胞产生的 Y 形蛋白，能够

特异性识别并结合目标分子，是最常用的靶向递送载体之一。IgG由两条重链（Heavy chain）和两条轻链

（Light chain）构成，表面含有多种溶剂可及性的反应性氨基酸，例如赖氨酸和半胱氨酸等可用于化学修

饰，是一种常用的制备元素标签的靶向分子[19-21]。
目前，已经发展了多种基于金属螯合物、金属聚合物和金属纳米粒子的抗体元素标签，并被应用于

生物分子特异性识别和高灵敏定量分析[22-23]。2001年，张新荣研究组[24]首次报道了金属稳定同位素（Eu
同位素）抗体元素标签，并实现了对促甲状腺激素（TSH）的 ICP-MS 定量分析。2011 年， Bendall 等[25]使
用抗体聚合物元素标签，结合单细胞-质谱流式细胞技术，成功实现了对免疫细胞高达 34 个参数的高通
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量分析。金属稳定同位素标记和绝对定量分析策略在高灵敏度检测和多通道多参数生物分析等方面展

现了巨大的应用潜力，为生物分子研究和临床诊断带来了技术革新[26]。
目前，抗体元素标签多采用随机偶联的方式制备，即通过抗体表面广泛的游离氨基或者巯基，与目标

载体的反应官能团随机碰撞，实现抗体与纳米载体的共价偶联[27-28]。这种随机偶联会导致抗体偶联位点

和偶联比例的不可控。偶联位点的不确定性可能会阻塞抗体的抗原结合位点，降低其特异性结合目标的

能力，影响元素标签的专一性和亲和力；偶联比例无法控制会导致制备的元素标签无法进行准确的定量

分析，增加元素标签异质性，影响标签的稳定性。随着 Thiomab工程、非天然氨基酸插入等技术的发展，

研究者可采用这些技术实现抗体位点特异性偶联[29-32]。但是，这些技术路线需要通过复杂的基因工程技

术，将具有反应性的氨基酸引入到抗体的目标位点，技术要求高，生产过程周期长，并且价格昂贵。

多肽介导的亲和标记技术是一种利用多肽作为桥梁，特异性地将标记物结合到目标生物分子（如蛋

白质、核酸和细胞表面受体等）上的方法。Delano 等[33]通过建立环肽文库，筛选出可与 IgG 抗体的

Fc片段特异性结合的亲和多肽 Fc-Ⅲ（DCAWHLGELVWCT-NH2），并以 2.7 Å的分辨率确定了 Fc-Ⅲ肽与

Fc片段复合物的 X射线晶体结构，证明了 Fc-Ⅲ肽与 Fc片段的 CH2和 CH3区域的交界面结合。在此基

础上， Kishimoto 等[34]结合之前的工作，通过空间结构分析，确定了序列为 GPDCAYHKGELVWCTFH的

环肽的第 8 位赖氨酸与抗体 Fc 片段的 K248 位赖氨酸距离仅为 6.1 Å，并在该多肽的第 8 位赖氨酸的氨

基上修饰了一条碳链长度为 7.1 Å、末端带有甲基丙烯酸 N-琥珀酰亚胺酯（N-Hydroxysuccinimide ester，
NHS）的 Linker。在亲和标记过程中，游离的亲和多肽分子首先与抗体的 CH2和 CH3区域发生非共价特

异性结合（图 1）。这种非共价的结合拉近了抗体上 K248的氨基和多肽上的 NHS酯之间的距离，从而使

得氨基亲和进攻羰基，形成酰胺键，实现抗体的位点特异性偶联；然后，通过多肽上的马来酰亚胺基团与

巯基化 DNA偶联，得到化学计量比为 1∶1的抗体-DNA偶联物；最后，通过 IgG与修饰了 Eu的MS2蛋白

纳米颗粒[35-36]之间的 DNA 杂交，实现元素标签的精准组装。这种元素标签制备技术可实现抗体的位点

特异性偶联和化学计量比 1∶1 的精确偶联，无需对抗体进行工程改造，具备更强的通用性。本研究采用

图1 基于多肽亲和标记策略的抗体元素标签 IgG-MS2-Eu的制备及应用示意图
Fig.1 Schematic diagram of preparation and application of antibody element tag (IgG-MS2-Eu) based on
peptide affinity-mediated site-specific labeling strategy
BP, 亲和多肽（Binding peptide）；ssDNA：单链脱氧核糖核酸（Single-stranded deoxyribonucleic acid）；DOTA：轮环藤宁四乙

酸 （1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid）
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多肽介导的亲和标记技术，实现了抗体与修饰稀土元素 Eu 的 MS2 衣壳蛋白纳米颗粒定点偶联，构建了

一种高灵敏和高亲和力的元素标签，并利用单细胞-电感耦合等离子体质谱（Single cell inductively coupled
plasma mass spectrometry， SC-ICP-MS）技术对此元素标签的专一性和灵敏度进行了评价。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

LC-20AD高效液相色谱仪和LC-16P制备液相色谱系统（日本 Shimadzu公司）；XBridge Protein BEH尺

寸排阻色谱柱（SEC， 7.8 mm×300 mm， 3.5 μm，美国Waters公司）；制备色谱柱 C18（10 mm×150 mm， 5 μm，

日本 Shimadzu公司）；分析色谱柱 C18（4.6 mm×150 mm， 5 μm，日本 Shimadzu公司）；NexION®2000 ICP
Mass Spectrometer（美国 PerkinElmer公司）；autoflex®maX基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（MALDI-
TOF MS，美国 Bruker公司）；JEM1400透射电镜（日本 JEOL公司）；PowerPac™基础电泳仪电源、Mini-
PROTEAN®Tetra电泳槽（美国 Bio-Rad 公司）；UVP GelStudio PLUS多功能凝胶成像系统（德国 Analytik
Jena公司）；DYCP-31BN型琼脂糖水平电泳仪（北京六一生物公司）。

NexION Setup Solution 调谐液（TruQ™ms， 500 mL，美国 PerkinElmer 公司）；四元素微球校准液

（TruQ™ms， 100 mL，美国 Fluidigm公司）；西妥昔单抗（Cetuximab，厦门大学国家传染病诊断试剂与疫苗

工程技术研究中心）；氯化铕（Ⅲ）六水合物（25 g，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；DOTA-马来酰亚

胺（100 mg，陕西新研博美生物科技有限公司）；三氟乙酸（TFA， 500 mL，上海麦克林生化科技股份有限

公司）；N,N-二甲基甲酰胺（DMF， 500 mL，国药集团化学试剂有限公司）；超滤管（30和100 kDa， 0.5 mL，
美国Millipore公司）；双琥珀酰亚胺戊二酸酯（Diosuccinimidyl glutamate， DSG， 50 mg，上海麦克林生化

科技股份有限公司）；亲和多肽（BP）、ssDNA、BCA 试剂盒、SDS预制胶和Protein Ladder（生工生物工

程（上海）股份有限公司）；尼龙筛网（300目，孔径约为 48 μm，北京索莱宝科技股份有限公司）；非小细

胞肺癌细胞系 A549和人乳腺癌细胞MDA-MB-231来自 American Type Culture Collection。
1.2 实验方法

1.2.1 基于多肽亲和标记策略的元素标签 IgG-MS2-Eu的制备

BP-NHS的制备 BP的NHS修饰反应在DMF中进行。在终浓度为 0.5 mmol/L的多肽中加入 100倍当

量的双琥珀酰亚胺戊二酸酯（DSG），于 37 ℃中振荡反应 5 h。采用制备色谱仪进行纯化，流动相由 A 相

（TFA/H2O， 0.1%， V/V）和 B相（TFA/ACN， 0.1%， V/V）组成。以 0.5 mL/min的流速洗脱，洗脱程序为：0~
5 min， 5% B，用于样品的加载及系统平衡；5~15 min， 5%~90% B，实现目标多肽的逐步分离；15~20 min，
90% B，用于快速洗脱未完全分离的杂质或高极性组分。

IgG-BP 的制备 IgG 与 BP的亲和偶联反应在磷酸盐缓冲溶液（PBS， pH=7.5）中进行。在终浓度为

7 μmol/L 的西妥昔单抗中加入 5 倍当量的亲和多肽 NHS-BP-MAL，室温反应 1 h。采用超滤管（MWCO=
30 kDa）在 4℃下超滤纯化 5 min，共超滤 4次，得到抗体多肽偶联物 IgG-BP。

IgG-BP-ssDNA的制备 向反应终浓度为 10 μmol/L的 IgG-BP偶联物中加入 20倍当量的 ssDNA-SH，

于 4 ℃下过夜反应。采用超滤管（MWCO=30 kDa）滤除小分子，并将溶剂置换为 4-羟乙基哌嗪乙磺酸

（Hepes）缓冲溶液，最终得到 IgG-BP-ssDNA偶联物。

ssDNA-MS2-DOTA-Eu的制备 在噬菌体MS2衣壳蛋白表面修饰 DOTA-Eu和 ssDNA。首先将噬菌体

MS2衣壳蛋白内外表面的氨基转化为巯基，然后在噬菌体MS2衣壳蛋白中加入 20倍当量的 2-亚氨基硫

烷 Traut′s试剂，在 5 mmol/L的乙二胺四乙酸（EDTA）和 pH=8.0的 NaHCO3 溶液中室温振荡反应 3 h。采

用超滤管（MWCO=100 kDa）纯化，得到巯基化MS2衣壳蛋白（MS2-SH）。

对MS2-SH进行 DNA和 Eu元素的组装 在 MS2-SH 中加入 9倍当量的 ssDNA-MAL，于 4 ℃过夜反

应。然后继续加入巯基 50 倍当量的MAL-DOTA-Eu，振荡反应 2 h。采用超滤管（MWCO=100 kDa）超滤

3次，得到 ssDNA-MS2-DOTA-Eu。
IgG-BP-DNA-MS2-DOTA-Eu元素标签的组装　反应在 50 mmol/L Hepes（pH=7.0）缓冲溶液中进行，

将 IgG-BP-ssDNA与 ssDNA-MS2-DOTA-Eu 偶联物以 2∶1 的比例混合，即可组装得到 IgG-BP-DNA-MS2-
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DOTA-Eu元素标签。

1.2.2 基于氨基随机偶联策略的元素标签 IgG-PEG-MS2-Eu的制备

通过抗体上的赖氨酸侧链上的氨基或 N 端的氨基实现偶联。为了将西妥昔单抗与 MS2-SH 偶联，

需要在西妥昔单抗上偶联一端带有马来酰亚胺基团的连接子。西妥昔单抗和 MAL-PEG-NHS连接子通

过 NHS 酯与氨基发生酰胺化反应，生成 IgG-PEG-MAL 偶联物。此反应在含有 10%（V/V）二甲基亚砜

（Dimethyl sulfoxide， DMSO）的 PBS 缓冲溶液中进行，在终浓度为 3 μmol/L 的西妥昔单抗中加入 4 倍当

量的 NHS-PEG-MAL，室温下反应 2 h。采用超滤管（MWCO=30 kDa）于 4 ℃以 4500 g的离心力超滤纯化

5 min，共超滤 4次，得到抗体偶联物。通过 BCA微量蛋白定量试剂盒定量分析抗体偶联物的蛋白浓度。

通过巯基和马来酰亚胺的迈克尔加成反应，将抗体偶联物与 MS2-SH 偶联，并在标签上修饰 Eu，制
备 lgG-PEG-MS2-DOTA-Eu 元素标签，此反应在 10 mmol/L Hepes 缓冲溶液（pH=7.0）中进行。在终浓度

为 2 μmol/L 的抗体偶联物中加入 2 倍当量的巯基化 MS2，室温反应 2 h，加入 5 倍巯基当量的 MAL-
DOTA-Eu，室温反应 2 h。采用超滤管（MWCO=100 kDa）于 4 ℃以 3500 g离心超滤纯化 3 min，共超滤

4次，得到元素标签 IgG-PEG-MS2-Eu。
1.2.3 元素标签中 Eu含量的定量分析

采用柱后同位素稀释法测定元素标签中 Eu 的总量[37-38]。在每次测定前，采用含有 1 μg/L 的 Be、
Ce、Fe、In、Li、Mg、Pb和 U的调谐液对 ICP-MS 进行调谐，以达到最大灵敏度。在测试样品前，使用

2% HNO3 溶液冲洗 ICP-MS的雾化室 5 min。搭建尺寸排阻色谱/非形态特异同位素稀释电感耦合等离子

体质谱法（Size exclusion chromatography/species-unspecific isotope dilution inductively coupled plasma mass
spectrometry， SEC/SUID-ICP-MS）平台，以三通接口连接高效液相色谱（High-performance liquid chromato-
graphy， HPLC）的流动相出口和注射泵上的注射器口，使得两股液流混合，共同进入 ICP-MS 进行检测。

通过 SEC 柱分离蛋白样品，色谱流速为 0.3 mL/min，注射泵以 0.06 mL/min 的流速注入 1 μg/L 153Eu 标准

品溶液。通过色谱和质谱的信息对元素标签中 Eu的含量进行绝对定量分析。

1.2.4 元素标签的单细胞 ICP-MS分析[30]

贴壁细胞用胰蛋白酶处理后收集，悬浮细胞通过离心收集，然后采用预冷的 Hepes溶液置换细胞培

养液。在每组 100 μL的 2×106 个细胞中，加入不同浓度元素标签，在 4 ℃下孵育 30 min，期间将样品缓慢

旋转混匀。采用预冷的 Hepes 缓冲溶液洗涤 3 次，在室温下加入 4%通用多聚甲醛固定液并放置 15 min
以固定细胞。固定操作结束后，继续使用预冷的 Hepes缓冲溶液洗涤 3 次，除去多余的元素标签。细胞

样品测试前通过 300目（孔径 48 μm）的尼龙筛网过滤，防止粘连的细胞进入装置堵塞管路。采用 SC-ICP-
MS对细胞样品进行测试。

2 结果与讨论

2.1 IgG-MS2-Eu元素标签的制备及表征

2.1.1 BP-NHS的制备及表征

BP的NHS修饰反应如图 2A所示， BP的第 8位赖氨酸与 DSG发生酰胺缩合，引入NHS官能团，用于

后续与抗体的亲和交联反应。采用HPLC以及基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry，MALDI-TOF-MS）对 BP-NHS产物进行了纯化和表征

（图 2B和2C），测得分子量（[M+H]+）为 2572.1290 Da，与理论分子量结果吻合，说明成功实现了多肽的NHS
修饰（1∶1），得到目标物 BP-NHS。
2.1.2 IgG-BP的制备及表征

利用多肽配体对单克隆抗体的亲和性，实现抗体与目标多肽之间的共价结合，最终完成对抗体 Fc片
段的定向修饰，具体的反应过程如图 3A所示。使用MALDI-TOF-MS对产物进行表征分析，结果如图 3B
所示。抗体多肽偶联物（IgG-BP）的分子量为 153820.6 Da，而 IgG的分子量为 151409.3 Da，表明西妥昔单

抗均与 BP-NHS 成功偶联，并且平均每个单克隆抗体上偶联了一条目标多肽。利用十二烷基磺酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）对产物进行分析，如图 3C所示，随着 BP-NHS加入剂量增加，抗体的重链
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图2 BP-甲基丙烯酸 N-琥珀酰亚胺酯(NHS)的合成反应、纯化及表征：（A）BP-NHS 的合成路线；
（B）BP-NHS 的高效液相色谱紫外检测（HPLC-UV）（214 nm）图；（C）BP-NHS 的基质辅助激光解吸电
离飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）图，质谱中的 DM 和 TM 分别表示检测分子量和理论分子量
Fig.2 Synthesis, purification and characterization of binding peptide N-hydroxysuccinimide ester (BP-NHS):
(A) Synthesis route of BP-NHS; (B) Separation of BP-NHS by high performance liquid chromatography with
ultraviolet detection (HPLC-UV); (C) Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS) characterization of the purified BP-NHS. DM and TM in the MS spectra denote
deconvolution and theoretical molecular weight, respectively

图3 西妥昔单抗（IgG）-BP偶联物的合成及表征：（A） lgG-BP的合成反应；（B） IgG-BP的MALDI-TOF-MS
表征；（C） 还原后的 IgG-BP的 10%十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）表征
Fig.3 Synthesis and characterization of cetuximab-binding peptide (IgG-BP): (A) Synthesis route of IgG-BP;
(B) MALDI-TOF-MS characterization of the IgG-BP; (C) 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) characterization of reduced IgG-BP
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逐渐上移，轻链无反应，表明此亲和标记反应仅发生在抗体的重链位置，与预期相符。

2.1.3 IgG-BP-ssDNA的制备及表征

IgG-BP与巯基化单链 DNA（ssDNA-SH）的反应过程如图 4A所示， IgG-BP上的亲和肽 C端的马来酰

亚胺官能团与 ssDNA-SH反应形成稳定的硫醚键，实现 IgG-BP和 ssDNA-SH的共价偶联。如图 4B所示，

完整的 IgG-BP-ssDNA条带存在明显上移，证实抗体与 DNA成功结合。对产物 IgG-BP-ssDNA进行还原

处理，结果如图 4C所示，抗体重链的条带出现上移，而轻链无变化，证实 ssDNA-SH与抗体的共价反应仅

发生在抗体的重链部位，而且每个抗体上仅偶联一条 ssDNA，证明发展的亲和介导的位点特异性偶联技

术可实现对抗体的化学计量比修饰。

2.1.4 ssDNA-MS2-DOTA-Eu的制备及表征

利用 Traut′s 试剂对噬菌体 MS2 衣壳蛋白纳米颗粒表面的赖氨酸残基进行化学改造[36]，将噬菌体

MS2 衣壳蛋白中的天然氨基转化为巯基，再通过巯基与马来酰亚胺的反应分别在 MS2 的表面修饰

ssDNA 及 DOTA-Eu，反应路线图如图 5A所示。为了监测反应过程中 MS2纳米颗粒的完整性，使用透射

电镜对产物进行表征，结果如图 5B所示，经由多步偶联反应制得的元素标签仍保持完整形态，具有良好

的稳定性，元素标签颗粒尺寸均一，并且分散性良好。采用 MALDI-TOF-MS 对 MS2-SH 表征，结果如

图 5C所示，MS2-SH亚基分子量约为 14349 Da，而噬菌体MS2衣壳蛋白亚基分子量为 13760 Da，此结果

表明 MS2 表面的氨基被成功转换成游离巯基，并且平均每个 MS2 亚基上修饰 6 个巯基。通过麦克加成

反应实现 MS2-SH表面的 DNA偶联，利用 SDS-PAGE对样品进行分析。如图 5D所示，随着 ssDNA-MAL
剂量增加， ssDNA-MS2的条带逐渐加深，表明MS2-SH与 ssDNA-MAL成功偶联。

2.1.5 IgG-BP-DNA-MS2-DOTA-Eu(IgG-MS2-Eu)标签的制备及表征

将上述纯化后的 IgG-BP-ssDNA和 ssDNA-MS2-DOTA-Eu在 50 mmol/L Hepes缓冲溶液中混匀，抗体

图4 西妥昔单抗-亲和多肽-单链 DNA偶联物(IgG-BP-ssDNA)的合成路线及表征：（A）IgG-BP-ssDNA
的合成路线；（B） IgG-BP-ssDNA（完整）的 6% SDS-PAGE表征；（C） IgG-BP-ssDNA（还原）的 10% SDS-
PAGE表征。
Fig.4 Synthesis and characterization of the cetuximab-binding peptide-ssDNA coupling (IgG-BP-ssDNA):
(A) Synthesis route of IgG-BP-ssDNA; (B) 6% SDS-PAGE characterization of the IgG-BP-ssDNA (Intact);
(C) 10% SDS-PAGE characterization of the IgG-BP-ssDNA (Reduced)
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与 MS2 在 DNA 的杂交作用下实现精准组装，反应过程如图 6A 所示。采用琼脂糖凝胶电泳对反应过程

进行检测，结果如图 6B 所示，反应物条带消失，并且出现了全新的条带，表明 IgG-BP-ssDNA 和 MS2-
ssDNA经由单链 DNA 的碱基互补配对杂交成功。采用柱后同位素稀释法对元素标签 IgG-MS2-Eu的 Eu
含量进行定量分析。将元素标签稀释 104 倍，采用 SEC/SUID-ICP-MS对样品中 Eu进行定量检测，结果见

图 6C。计算结果表明，平均每个MS2颗粒上携带了 800个 Eu原子。

为获得最佳标记细胞的元素标签浓度，考察了不同浓度的 IgG-MS2-Eu标签对 A549肺癌细胞的标记

效果，建立了标签浓度与细胞信号强度的关系。如图 6D 所示，随着元素标签孵育浓度增加，细胞的 Eu
信号强度逐渐增强。当元素标签的浓度为 40 nmol/L时， Eu的检测值达到最大。因此，最佳的元素标签

孵育浓度为 40 nmol/L。
2.2 IgG-BP-DNA-MS2-Eu的 SC-ICP-MS分析

为了检测元素标签 IgG-BP-DNA-MS2-Eu在细胞标记实验中的靶向性能以及评价其非特异性吸附情

况，选择 A549 细胞（表皮生长因子受体（EGFR）阳性）和MDA-MB-231 细胞（EGFR 阴性）作为对照样品，

利用 SC-ICP-MS进行单细胞分析，并通过产生的元素单细胞信号响应强度进行对比分析。

如图 7A所示，未标记 A549细胞没有 Eu元素的信号，说明 A549细胞中 Eu元素背景很低。如图 7B
所示， A549细胞与MS2-DOTA-Eu孵育后，仅存在微弱的脉冲信号，说明元素标签对 A549细胞没有非特

异性吸附。如图 7C所示，在 IgG-BP-DNA-MS2-Eu标记 A549细胞 30 min后，得到很强的 Eu 元素信号响

图5 ssDNA-MS2-DOTA-Eu的合成路线及表征：（A） ssDNA-MS2-DOTA-Eu的合成路线；（B） MS2-NH2、
MS2-SH、ssDNA-MS2 和 ssDNA-MS2-DOTA-Eu 的透射电镜(TEM)表征；（C） MS2-NH2 和 MS2-SH 的
MALDI-TOF-MS表征；（D） ssDNA-MS2-DOTA-Eu的 12% SDS-PAGE表征
Fig.5 Synthesis and characterization of ssDNA-MS2-DOTA-Eu: (A) Synthesis route of ssDNA-MS2-DOTA-
Eu; (B) Transmission electron microscope (TEM) characterization of MS2-NH2, MS2-SH, ssDNA-MS2 and
ssDNA-MS2-DOTA-Eu; (C) MALDI-TOF-MS characterization of MS2-NH2 and MS2-SH; (D) 12% SDS-PAGE
characterization of ssDNA-MS2-DOTA-Eu
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应，说明元素标签具有高灵敏性，并且标记作用来自标签与 A549细胞表面 EGFR抗原之间的特异性相互

作用，表明 IgG-BP-DNA-MS2-Eu能够与 A549 细胞特异性结合，并且这种结合能力来源于西妥昔单抗的

靶向特异性。

以低表达 EGFR的MDA-MB-231细胞作为阴性对照，测试结果见图 7D~7F。如图 7D所示，未标记的

MDA-MB-231细胞没有 Eu元素的脉冲信号，说明MDA-MB-231细胞中 Eu元素背景很低。如图 7E所示，

MS2-DOTA-Eu孵育后的 MDA-MB-231细胞仅存在少量脉冲信号，说明元素标签对MDA-MB-231细胞的

非特异性吸附也很少。利用相同浓度的元素标签 IgG-BP-DNA-MS2-Eu 进行标记实验后， MDA-MB-231
的信号强度远低于 A549细胞。此结果再次说明标记作用是来自标签与 A549细胞表面 EGFR抗原之间

的特异性相互作用。以上结果表明，亲和标记技术制备得到的 IgG-BP-DNA-MS2-Eu 元素标签能够与目

标细胞表面的 EGFR特异性结合，并具有低的非特异性吸附和高灵敏度的优势。

2.3 基于随机偶联技术制备的元素标签的 SC-ICP-MS分析

为比较亲和标记技术和通过随机偶联技术制备的元素标签的差异，利用 NHS-PEG-MAL将 IgG抗体

的氨基与MS2-SH的巯基通过随机偶联，合成了 IgG-PEG-MS2-Eu标签（图 8A）。采用相同浓度的元素标

签对 A549细胞进行标记和 SC-ICP-MS分析，结果如图 8B和图 8C所示，在 A549单细胞检测分析中，使用

基于随机偶联方法得到的 IgG-PEG-MS2-Eu元素标签，其细胞上几乎没有 Eu的信号；而基于亲和标记制

备的元素标签 Eu信号良好，说明采用随机偶联得到的元素标签几乎未靶向定位到细胞表面 EGFR受体。

这可能是因为 NHS-PEG-MAL与抗体的随机偶联发生在抗体轻链的抗原识别区，导致标签无法特异性识

图6 IgG-BP-DNA-MS2-DOTA-Eu 的合成路线及表征：（A） IgG-BP-DNA-MS2-DOTA-Eu 的合成路线；
（B） IgG-BP-DNA-MS2的 1%琼脂糖凝胶电泳表征；（C） 153Eu/151Eu的尺寸排阻色谱/非形态特异同位素
稀释电感耦合等离子体质谱（SEC/SUID-ICP-MS）图；（D） 不同浓度的 IgG-BP-DNA-MS2-Eu 标记 A549
细胞的信号强度结果图
Fig.6 Synthesis and characterization of IgG-BP-DNA-MS2-DOTA-Eu: (A) Synthesis route of IgG-BP-DNA-
MS2-DOTA-Eu; (B) 1% agarose gel electrophoresis characterization of IgG-BP-DNA-MS2; (C) Size exclusion
chromatography/species-unspecific isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry (SEC/SUID-
ICP-MS) analysis of 153Eu and 151Eu isotopes in IgG-BP-DNA-MS2; (D) Signal intensity of A549 cells labeled
with different concentrations of IgG-BP-DNA-MS2-Eu tag
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图7 A549（EGFR阳性）和MDA-MB-231（EGFR阴性）两种癌细胞在不同标记条件下的 SC-ICP-MS分析
结果：（A） 未标记的 A549 细胞；（B） 与 MS2-DOTA-Eu 孵育后的 A549 细胞；（C） IgG-BP-DNA-MS2-
Eu 标记的 A549 细胞；（D） 未标记的 MDA-MB-231 细胞；（E） MS2-DOTA-Eu 孵育后的 MDA-MB-231
细胞；（F） IgG-BP-DNA-MS2-Eu标记的MDA-MB-231细胞
Fig.7 SC-ICP-MS results of (A) unlabeled A549 cells, (B) A549 cells after incubation with MS2-DOTA-Eu, (C)
A549 cells labeled with IgG-BP-DNA-MS2-Eu, (D) unlabeled MDA-MB-231 cells, (E) MDA-MB-231 cells after
incubation with MS2-DOTA-Eu, and (F) MDA-MB-231 cells labeled with IgG-BP-DNA-MS2-Eu

图8 IgG-PEG-MS2-Eu的合成路线及表征：（A） IgG-PEG-MS2-Eu的合成路线；（B） IgG-BP-DNA-MS2-
Eu标记 A549的 SC-ICP-MS结果；（C）随机反应得到的 IgG-PEG-MS2-Eu标签标记 A549的 SC-ICP-MS
结果
Fig.8 Synthesis and characterization of IgG-PEG-MS2-Eu: (A) Synthesis route of IgG-PEG-MS2-Eu; SC-ICP-
MS results of (B) IgG-PEG-MS2-Eu labeled A549 cells and (C) IgG-BP-DNA-MS2-Eu labeled A549 cells
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别细胞表面抗原，进而无法实现对细胞的标记和定量分析；也可能是在反应的过程中，多个抗体和多个

巯基化MS2之间发生交联，阻碍了抗体与抗原的特异性识别与结合，最终导致标签无法正常标记细胞。

3 结论

建立了一种通过多肽介导的亲和标记策略，实现了抗体的定点偶联与噬菌体 MS2 衣壳蛋白纳米颗

粒元素标签的组装。此亲和标记策略避免了随机偶联造成的元素标签的异质性和无法正常标记的问题，

制备得到的抗体纳米元素标签具有偶联位点精确、化学计量比可控、专一性好以及灵敏度高等优势，已

成功用于癌细胞表面生物标志物的高灵敏度、高特异性单细胞分析。此外，该策略无需对抗体进行基因

工程改造，可用于天然抗体的偶联，具有很好的普适性；可用于快速精准地合成不同类型天然抗体元素

标签，通过对不同细胞生物标志物的靶向标记检测，实现对低丰度蛋白的定性和定量分析，以及对疾病的

诊断和不同类型癌症的诊断、分型和预后分析。然而，该策略仅在 IgG1抗体上验证了其可行性，存在偶

联步骤较复杂的问题。在此基础上，未来可研究蛋白纳米颗粒与不同类型的抗体偶联，简化偶联步骤，实

现模块化组装，形成标准的纯化工艺，发展成为质谱流式细胞仪的配套试剂盒。此外，基于此偶联策略，

可在MS2蛋白纳米颗粒上偶联/组装药物，构建抗体-药物偶联物（Antibody-drug conjugate， ADC），用于药

物的靶向递送。
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Synthesis and Single-cell Analysis Application of Antibody-Element-Tag
Based on Peptide Affinity-mediated Site-specific Labeling Strategy

WANG Lei#1, YI Li#1, LI Hua-Min1, CHEN Shi1, YANG Li-Min1,
YAN Xiao-Wen*1,2, WANG Qiu-Quan*1

1(MOE Key Laboratory of Spectrochemical Analysis & Instrumentation, Department of Chemistry,
College of Chemistry and Chemical Engineering, Xiamen University, Xiamen 361005, China)

2(Innovation Laboratory for Sciences and Technologies of Energy Materials of Fujian Province (IKKEM),
Xiamen 361005, China)

Abstract Recently, inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) has shown great potential in the
quantitative analysis of biomolecules due to its high sensitivity, high accuracy, anti-interference ability and multi-
element detection capability. Elemental tags enable specific labeling of target biomolecules with element-reporter
groups, playing a critical role in the performance of bioanalysis using ICP-MS. Antibodies are highly specific to
antigens on cell surfaces and are one of the most commonly used targeted delivery vehicles. Traditional random
chemical coupling methods are difficult to control the coupling sites and loading numbers of element reporters,
which lead to heterogeneity of antibody conjugates, affecting the specific recognition and binding ability of
antibodies and antigens, and thus reducing the targeting ability and quantitative accuracy. To solve these issues,
site-specific coupling of antibodies with element reporter was studied in this work. By using peptide-mediated
affinity labeling technology, a short chain DNA was specifically labeled to immunoglobulin G (IgG) antibody K248,
and then DNA base complementary pairing was used to realize accurate assembly of monoclonal antibodies and
Eu-modified phage MS2 capsid, resulting in the preparation of highly sensitive and selective element tags. This
method overcame the heterogeneity problem of element tags caused by random coupling, and ensured the targeting
specificity, affinity and signal amplification ability of element tags. The element tag prepared here showed a
specificity to bind/label with epidermal growth factor receptor (EGFR) biomarker on the surface of cancer cells,
realizing single cancer cell analysis using ICP-MS.
Keywords Peptide mediated affinity labeling; Site-selective conjugation; Antibodies; Element tags; Single cell
inductively coupled plasma mass spectrometry.
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