
Key Word: SWATH, Proteomics, Precision Medicine Research

蛋白质组学是精准医疗研究板块中不可或缺的一部分。使用

纳升液相的传统科研型蛋白质组学解决方案在面对大批量临床样

本的数据采集任务时往往会遇到稳定性差的问题。而基于iTRAQ®

的定量方式也存在通量不足的问题。SCIEX针对这些难题推出的

搭载微升流速液相的SWATH®蛋白质组学解决方案（MicroFlow-

SWATH®），在稳定性上明显优于纳升液相，在通量上远超iTRAQ®

蛋白质组学方案[1,2]。为精准医疗的蛋白质组学项目提供了一套能

够长期稳定产出高质量蛋白质组学数据的液质联用平台[3,4]。

 SWATH®（Sequential Window Acquisition of all THeoretical 

Mass Spectra）采集模式通过超高速扫描来获得扫描范围内全部离

子的所有碎片信息：首先将一级扫描范围分成最多100个质荷比窗

口，每次扫描一个窗口肽段的二级信息，一个扫描循环能够保证

该事件内所有肽段信息都被采集到。使用SWATH® 2.0，即可变窗

口的算法，使得各窗口宽度根据离子密度变化，确保每个窗口的

离子密度相当，提高数据质量。

本实验利用SWATH®技术进行了32例人源肺癌腺癌组织和癌旁

组织的差异蛋白质组学研究。采用Eksigent® 415 MicroFlow-LC进

行肽段分离，搭配Turbo V™离子源的SCIEX TripleTOF® 5600系统

进行SWATH®质谱数据采集。

方法具有一下特点：

1、 从蛋白鉴定和定量数目上看，在相同上样量、相同梯度的条件

下， SWATH®相比于传统的IDA方法能够定量到更多的蛋白，本

实验中单次IDA采集鉴定到约2100种蛋白，而单次SWATH®采集

可以获得6557种蛋白的定量信息。

2、 从通量上看，传统蛋白质组学，一个样品需要分级后分成十多
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个样品分别采集，SWATH®采集模式对每个样品仅需一针采集

就可以获得大量的蛋白和肽段信息，通量大大提高。

3、 从数据重现性上看，相比于蛋白质组研究中比较常用的Nano系

统来说，Micro系统的色谱柱寿命更长、保留时间更稳定；整体

液相梯度时间缩短；喷针在完全解决喷雾不稳这一问题的同时

使用更加便捷、寿命更久，因此更适合于大批量样本数据的工

业化产出。

仪器设备

Eksigent® 415 MicroFlow液相系统 + TripleTOF® 5600+高分辨

质谱系统

样本前处理

蛋白样本由32对肺癌腺癌病人的癌和癌旁组织（共64份组织

样本）中分别提取。每个样本中分别取150 µg 蛋白进行FASP法

酶解[5]。所得的64份肽段样本分成癌和癌旁两组，每组中的32个

肽段样本中各取出13 µg 混合进行分级，从第6分钟开始收集流

出液，每1 min收集一管，共48管，抽干后合并成12个组分进行

IDA数据采集，通过ProteinPilot™分析后将结果建立为SWATH®的
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Library。剩余的样本配制成0.5 mg/mL溶液，分别进行SWATH®数

据采集。

色谱分级方法

色谱柱：XBridge BEH C18 peptide column, 4.6×150 mm, 5 m

流动相：A: 2% ACN, 20 mM甲酸铵 pH10；

 B: 80%ACN,  20 mM甲酸铵 pH10

流速：0.8 mL/min

 质谱方法

离子源：ESI源，正离子模式

离子源参数：

IS电压: 5500 V                            气帘气 CUR: 30 psi

雾化气 GS1: 17 psi                      辅助气 GS2: 13 psi

源温度 TEM: 330℃                    

SWATH®数据采集将肽段离子质荷比分成100个窗口，每个窗

口的宽度由SWATH® Variable Window Calculator计算得出。所有

数据采集均使用Analyst TF 1.7软件进行，所得到的IDA数据使用

ProteinPilot™软件进行搜库，SWATH®数据使用PeakView™内的

SWATH® Acquisition™ MicroApp和MarkerView™软件进行处理。

实验结果

经过优化，本实验采用70 min的总梯度来进行肽段的分离。

由图1可以观察到10针重复进样得到了非常好的信号强度和保留时

间的重现性。按照这一梯度，每天可以采集18个左右的样本，连

续运行两周，所得到的数据具有非常好的稳定性。

时间（min） A% B%

0 92 8

5 90 10

37 65 35

45 45 55

48 10 90

53 10 90

54 95 5

62 95 5

时间（min） A% B%

0 95 5

0.5 95 5

45 75 25

55 45 35

60 45 55

60.5 20 80

65 20 80

65.5 95 5

70 95 5

MicroFlow-LC液相方法

色谱柱：Eksigent® 300 µm×15 cm ChromXP C18CL 3 µm 

 120 Å, P/N: 5022436

流动相：A: 2% ACN, 0.1% 甲酸；

 B: 98 %ACN, 0.1% 甲酸

流速：5 µL/min

 

图 1. 重复采集 10 针 SWATH 数据的 TIC 总离子色谱图（A）和不同时间段洗脱的肽段的保留时间

稳定性对比（B）。 
 
        在 SWATH 建库过程中， 经过分级，64 个肽段样本分为癌和癌旁两组，每组各 12 个组分。将

这 24 个组分进行 IDA 数据采集后，使用 ProteinPilot 软件分析，共鉴定到 124153 条肽段，8466 种

蛋白（FDR=1%）。 对 64 个样本进行 SWATH 数据采集，使用 SWATH Acquisition™ MicroApp 分

析后，在每个样品中定量到 6557 种蛋白。对这一定量结果使用 MarkerView™软件进行样本的 PCA
分析，如图 3 所示，癌（红色）和癌旁（蓝色）被明显地分为两个区域，我们能够从基于 SWATH
定量的数据结果中看到癌症和癌旁组织在定量信息上呈现明显的差异趋势。  在得到的定量结果

中 ，定量差异 Fold Change ≥ 1.5 或者 ≤ 0.67），p 值≤ 0.05，共找到 1965 种差异蛋白，其中 765
种蛋白上调，1230 种蛋白下调。 
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图1. 重复采集10针SWATH®数据的TIC总离子色谱图（A）和不同时间段洗

脱的肽段的保留时间稳定性对比（B）。
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在SWATH®建库过程中， 经过分级，64个肽段样本分为癌

和癌旁两组，每组各12个组分。将这24个组分进行IDA数据采集

后，使用ProteinPilot™软件分析，共鉴定到124153条肽段，8466

种蛋白（FDR=1%）。对64个样本进行SWATH®数据采集，使用

SWATH® Acquisition™ MicroApp分析后，在每个样品中定量到

6557种蛋白。对这一定量结果使用MarkerView™软件进行样本的

PCA分析，如图3所示，癌（红色）和癌旁（蓝色）被明显地分为

两个区域，我们能够从基于SWATH®定量的数据结果中看到癌症和

癌旁组织在定量信息上呈现明显的差异趋势。在得到的定量结果

中 ，定量差异 Fold Change ≥ 1.5或者 ≤ 0.67），p值≤ 0.05，共

找到1965种差异蛋白，其中765种蛋白上调，1230种蛋白下调。

结论

基于TripleTOF® 5600+质谱平台的MicroFlow-SWATH®精准医疗

解决方案在采集大批量病理样本时具有高通量、高蛋白覆盖度、

重现性好、定量准确等优点。能够非常好的胜任精准医疗项目中

对于大批量样本的高通量数据采集的任务，在长期的运行中提供

稳定且高质量的定量数据，实现工业化的数据产出，有力推进精

准医疗版块中蛋白质组学科研任务的进程。
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图 3. 32 对肺腺癌组织（红色）和癌旁组织（蓝色）蛋白组学相对定量的 PCA 分析结果。 
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图3. 32对肺腺癌组织（红色）和癌旁组织（蓝色）蛋白组学相对定量的

PCA分析结果。
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