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中文摘要

随着蛋白质组学研究的不断深入和技术的不断发展，蛋白质组学研究的重点

从蛋白质鉴定、翻译后修饰和相互作用的定性研究，向不同生理和病理状态蛋白

质表达的差异变化及对关键的目标蛋白质含量测定转变，因此，定量蛋白质组学

已经成为目前蛋白组学研究的热点及难点。因此，本论文首先是针对定量蛋白质

组学研究中面临的问题，即对复杂生物样本进行高效分离，以实现对低丰度蛋白

质进行深度定性鉴定和定量分析中采用更长的毛细管色谱柱或采用装填更小粒径

填料的毛细管色谱柱时容易引起毛细管色谱柱柱压显著升高，从而引发液相色谱

仪中不同连接部位漏液问题，制备了一种简单的电加热装置，并对其性能进行了

评价.其次针对目前复杂生物样本中蛋白质或目标定量蛋白质组定量过程中定量

方法存在的缺陆，即准确度和灵敏度不高的问题， 发展了基于精氨酸化学标记新

方法。

本论文由三章组成.第一章首先概述了定量蛋白质组学的研究现状、高效液

相色谱分离的重要性、现状及存在问题。其次概述了标记定量在蛋白质组学中的

应用现状、药物代谢酶及其绝对含量测定的意义等内容。

第二章介绍了一种简单的毛细管色谱柱电加热装置制作方法，并将该毛细管

色谱柱电加热装置安装于液质联用系统，用牛血清蛋白酶切肤段混合物和酵母蛋

白酶切肤段混合物从柱压和柱效二方面来对该装置的性能进行了评价。实验结果

表明:我们制作的毛细管柱电加热装直用于装填粒径为 3μm反相色谱填料的毛细

管柱后， 在最佳电流(100 mA)下对牛血清蛋白酶切肤段混合物进行分离时的柱

压比不加电流分离时的柱压降低了 61%，覆盖率增加了 20%; 在该最佳电流下对

酵母蛋自酶切肤段混合物进行分离时，桂压降低了 50%，而柱效略有升高。这说

明我们制作的毛细管色谱柱电加热装能显著降低柱压，这为在较低的柱压条件下

选择更小颗粒色谱填料的毛细管色谱柱提供了一种有效途径。

第三章介绍了基于点击化学的精氨酸化学标记新方法的研究。基于唬泪酷亚
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胶基因与肤段 N-末段的反应以及施陶丁格反应的原理，将精氨酸作为标签加到肤

段的 N-末段，建立了精氨酸化学标记新方法。实验结果表明z 精氨酸化学标记能

够实现对肤段的高效的标记，满足了标记定量的要求:考察了随意选择的两种同

位素的标记肤段的色谱保留行为，保留时间完全一致，使得不同来源的同一肤段

可同时在质谱碰撞池碎裂和质谱分析，保证了定量结果的准确度。该方法的建立

为复杂生物样本中蛋白质或目标蛋自质组的定量分析提供了一种新的方法学选择。

关键词z 定量蛋白质组学毛细管高效液相色谱·质谱联用精氨酸标记毛细管色谱

柱电加热装置

2 
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Abstract 

Wi由 comprehensive protωmics research and 由e development of proteomics 

technologies, the pro峙。mics f4∞us has 阳med from qualitative research suchωprotein 

identification, post-translational modifiωltion and protein-protein interaction to 

quantitative studies including differential proteomes between different biologica1 states 

or healthy and pathologica1 sta伽部 well 部由e absolute detenninatiom of some key 

proteins. Accurate quantitation methods for a ta电et proteome have become the c町rent

research hot point and their development faces many challenges. To addr臼S 由e

problems in quantitative proteomics, such as highly efficient separation of a ∞mplex 

biological sarnple and deep ∞verage of proteins wi也 low abundance identified andl 

quantified, a longer capillary chromatographic column or a column packed wi由 packing

materials with smaller particle sÎZe is employed, but the colwnn back pressure rises 

notably which often cau四s liquid leak at connective ∞mponents. Therefore, in my 

thesis, a simple electrical heating apparatus was first designed and made, and its 

performanωevalua能d. 刀1钮， in order ωdete口nine the absolute quantities ofproteins in 

a biological 臼mple with high aω町acy and sensitivity二 a novel absolute quantitatioIl! 

method using arginine labeling combined wi由 multiple r倒.ction monitoring m创S

spectrome的'。假MMS) was developed. 

This thesis consists of 由四 chapters. In由e first chap缸瓦 an introduction to recent 

quantitative proteomics, the importance of HPLC 臼P缸ation and its present progress 

and problems were frrst described. Then, the current advance of labeling quantitation in 

proteomics, and 也e significance of the absolute quantitation of 由ug metabolizing 

e皿ymes were also reviewed. 

3 
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h 由e secood chap缸" a simple method of making an elec位ical heating apparatus for 

raising 也e 恒:mpera阳re of capill创y columns and its appliω，tiooωLC-MS sys能mw;路

proposed, and its per岛nnanωW部 evaluated wi由 bovine serum alburniA (BSA) 仕yptic

digl臼t and 配住yptic digest of y'回到 proteins in terms of ∞lumn press四、e and column 

efficiency. 币le results showed 由at at 由e op出n田n c町ent， our electric heating 

apparatus ∞uld reduce the column press町e of a c叩illary column packed wi由 3μm

packing ma位rials by at least 50% ∞mp缸'ed with the pressure without elec创cc町rent

appIied in the app町a阳s during 也e separation of BSA 句rptic digest and yeast 位yptic

digest, and the colurnn efficiency increased slightly. 百llS suggests 也就由e elec位ical

heating appar抽lS can significantly reduce the column back pressure, which provides us 

a practical way 臼山e a capill缸y chromaωgraphic column packed with packing 

materials with smaller particle size at a lower pressure. 

h由e 也ird chapter, a novel me曲。d of arginine labeling combined wi由 MRMMSw槌

established in which arginine w臼 attachedωthe N-termini of 也e peptides by 

S饱udinger reaction and the reaction between N-succinimidyl group and 由e N-termini. 

白le results showed 也at arginine Iabeling is highIy efficient and m臼ts the demand of 

也e establishrnent of a quantitation method. 80th isotope labeled peptides had the sarne 

chromatographic retention times and ap归宿ed in pairs 时也 the nearly same peak 

intensity. 咀le foundation of 由is me曲。d offers an alternative choiωfor protein and 

proteome qUaIltitation in complex 姐mples.

Key words qUaIltitative proteomicslcapillary high perfonnance Iiquid chromate-

ography-m槌sspectrome位y/arginine labeling!electric heating apparatus for capillary 

chromatogr叩hic columns 

4 
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第-章 前言

1 . 定量蛋白质组学

1994年，澳大利亚的科学家 Wilkins 首先提出蛋白质组概念[11 ， 1995 年， 蛋白

质组概念第一次在<<Electrophoresis)) 杂志出现(2]。蛋白质组是指基因、细胞或组

织所表达的全部蛋白质。随着蛋白质组学研究的深入和技术的不断发展，蛋白质

组学研究的重点已经从蛋白质组鉴定、翻译后修饰和相互作用的定性研究，向不

同生理和病理状态下蛋白质组表达的差异变化及对关键的目标蛋白质组含量测定

转变。蛋白质组定量俨然成为了解生命体活动的过程，实现对关键功能蛋白、蛋

白标志物及药物靶标验证的重要策略，因此蛋白质组学定量已经成为目前蛋白组

学研究的热点和难点[31.

根据蛋白质组定量目的不同，定量蛋白质组学分为相对定量和绝对定量研究

[4，匀。相对定量是指通过对不同生理和病理状态下的细胞、组织或者体液表达的蛋

白量进行相互比较，发现差异蛋白的分析方法。绝对定量是指对细胞、组织或者

体液中某一状态下蛋白绝对含量或者浓度的测定，从而实现对选定的生物标志物、

药物靶标或者功能蛋白的验证。

基于生物质谱技术的蛋白质组定量是目前蛋白质组定量的主要研究方法，主

要包括"鸟枪法"和多反应检测 (multiple reaction monitoring ，孔但M) 法。基于"鸟

枪法"的蛋白质组定量方法是先对不同状态生物样品中的蛋白质组进行酶解和标

记，然后将这些肤段混合物进行色谱分离， 最后进行串联质谱分析 (MSIMS) 分

析以及对质谱图中不同肤段碎片的离子强度进行比较，确定出差异蛋白质组。该

方法的优点是分析通量高，一次可定量上千个蛋白，但无法对多肤信号进行选择，

因此主要用于蛋白质组的相对定量，且受基质及其它组分干扰，灵敏度低(6]0 MRM 

方法是指根据目标蛋白质的氨基酸序列，预测并选择质谱信号强度高且可以唯一

确定目标蛋白的肤段作为特异性肤段，并将其对应的信号强度高的的肤段离子和

5 
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子离子对作为定量离子，即在三级四级杆质谱中通过设置 Ql 对母离子进行选择，

Q2 对选择的母离子进行碎裂， Q3 对子离子进行选择性扫描。通过这样的质量过

滤和离子检测，可以有效地去除干扰离子，提高定量方法的灵敏度问。

虽然上述方法具有高灵敏度及线性范围广等特点，但由于其低的质量分辨，

难以去除太过复杂的基质干扰，同时由于其监测的的离子对数量有限，难以满足

蛋白质组学高通量的要求，因此这成为定量蛋白质组学的困境。近年来，陆续出

现了一些新的技术，如同步母离子选择 (Synchronous prec山'SOr selection, SPS) 技

术、平行反应监测 (Parallel reaction monitoring, PRM)技术以及 SWA1H (sequential 

window acquisition of all theoretical fragmention spectra) 技术等。 SPS 技术是用多频

凹波的隔离波形 (MultiNo比h) 在离子阱中实现一次选择获得多个肤段离子的碎片

离子，将这一技术与 MS3 联用时可以通过离子的累积提高信号响应[8]0 PRM 用

Orbitrap 替代了 b但M 中的 Q3， 进而对 Q2碎裂的子离子进行高分辨率和精确质量

的分辨全扫描。与 MRM相比，提高了灵敏度、线性范围达到 5-6个数量级。但是，

PRM最多只能检测 15 个母离子，分析通量比 MRM低阴。 SWX四技术是在快速、

高分辨率的 Q-TOF质谱仪器上开发的一种高通量和高灵敏度的定量技术。采用该

方法时，首先将母离子的质荷比范围分成不同的质荷比区间，然后对不同质荷比

区间的母离子进行裂解和全扫描，根据这些碎片离子谱图来识别特定的肤段，并

通过碎片的离子强度对相应的肤段进行相对或绝对定量。 Gillet 等(10)通过实验验证

该方法的动态范围超过4 个数量级。

另外，根据是否对蛋白或者肤段进行标记，蛋白组定量方法主要包括标记定

量和非标记定量。由于标记定量既可用于相对定量又可以用于绝对定量[ll}。因此，

基于标记结合毛细管高效液相色谱-质谱联用的定量方法已经成为蛋白质组定量研

究的首选方法。

2. 毛细管高效液相色谱-质i普联用在蛋白质组定量方法中的色谱技术

6 
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随着蛋白质组学研究的深入，毛细管高效液相色谱.质谱联用技术已经成为蛋

白质、蛋白质组定性鉴定和定量分析的常用分析方法[1勾.由于生物样品如组织和

细胞中的蛋白质种类繁多，动态范围宽，难于实现蛋白质组的深度覆盖，特别是

难于实现对低丰度蛋白质的深度定性覆盖以及对其进行定量分析，而疾病相关的

蛋白质标志物通常以低丰度的形式存在，因此，发展高灵敏度和高通量的液质联

用方法显得非常迫切。另外，蛋白样品在质谱鉴定和定量前一般需要进行酶切，

产生更复杂的多肤混合物，而这样极端复杂的样品不仅会导致蛋白质鉴定结果的

低覆盖率和高假阳性率，也会使定量的准确度降低。降低生物样品复杂程度最有

效的方法之一是采用高效液相色谱分离方法对其进仔分离，如果不能有效分离排

除基质的干扰，定量结果将会受到很大的影响，产生"压缩效应"。因此，建立高

放的液相分离技术对蛋白质组的定性和定量都显得尤为重要[13， 1句。

目前为了实现对复杂生物样品的高效分离，常采用更长的毛细管色谱柱[15， 1句

或采用更小颗粒填料i】7-191已经成为解决这些问题的重要手段之一。例如， Marto 等

[151人用内径3阳填料填充100cm族的毛细管反相色谱柱实现了对小鼠胚胎干细胞

的 11352 个蛋白进行分离鉴定，并对鉴定蛋白中的中的 7仍也进仔定量;C町等(19)

人用内径1.8 阳E填料填充 30 cm长毛细管反相色谱柱，使定量方法的灵敏度提高

了 2 倍。但是，在使用更长毛细管色谱柱或采用更小颗粒填料会造成色谱柱的柱

压显著升高，这又成了制约其应用的瓶颈问题。虽然现在己有商品化的超高效微

升和纳升级毛细管色谱仪可以提供高的流动相输出压力，有效地解决毛细管色谱

柱柱压高的问题，但在超高压色谱柱条件下运行时，在毛细管色谱仪的不同连接

部位常常出现漏液现象，因而造成分析进程的中断及样品的浪费。因此，降低毛细

管色谱柱的反向柱压就成为目前毛细管高效液相色谱·质谱联用用于蛋白质、蛋白

质组定性鉴定和定量分析的主要问题之一。

为了有效解决采用长毛细管色谱柱和装填更小颗粒填料，如亚 2 微米反相色

谱填料毛细管色谱柱时反向柱压太高的问题，提高色谱柱的使用温度是一种可行

的手段。温度升高，流动相的粘度降低，不仅降低了溶质在流动相和固定相之间
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的传质阻力，提高色谱柱分离的柱效，而且系统的压力会随着温度的升高而降低[20，

21)。早在 20 世纪 80 年代，高温液相色谱技术就得到研究人员的高度重视[22) 0 1987 

年 Warren 等[23)验证了温度对反相液相色谱柱柱效的影响。 1988 年， Horvath 等[24)1

通过对高效液相色谱分离过程中溶质输运特征的分析认为提高色谱柱的柱温是提

高其分离能力的有效途径之一。 Yan 等[25)提出了一种新型液相系统，在研究高温

快速分离的同时考察了系统压力随着温度的变化情况，证实随着温度的升高，系

统的压力会逐渐降低。 Yang 等[26)探讨了温度对塔板高度的影响，并且建立了温度

与塔板高度之间的的数学关系。成洪达等[27]就温度对高效液相色谱分离性能的影

响进行了全面的总结。 2011 年， Rogeberg等[28J对 C18-硅胶杂化整体柱用于蛋白酶

解液的 cLC 分离时温度对分离效率影响进行了考察。将温度从 20 'C升到 120 'C , 

实验表明硅胶整体柱可以通过升高温度来提高分离效率。以上研究人员的工作都

表明一定范围内提高色谱柱温度有利于提高色谱柱的分离性能。

对于电喷雾离子化源质谱的电喷雾离子化源外毛细管色谱柱可采用毛细管色

谱仪自带的柱温箱实现加热。为了减小毛细管色谱柱的柱后效应，提高色谱分离

度和电喷雾离子源的雾化效率，在大多数液质联用系统的电喷雾离子化源内中，

选用并安装带直喷头的毛细管色谱柱(直喷毛细管色谱柱) ，并通过联通件(如

四通、三通或二通等〉将其与色谱系统和高压电极连接。但由此带来的问题是不

易实现对直喷毛细管色谱柱的加热。虽然也有带加热套并已经商业化的直喷毛细

管色谱柱，但是一次性的，不能重复使用，使其使用成本显著升高。这使得发展

可以重复使用的对直喷毛细管色谱柱进行加热的装置显得非常迫切。

由于在分析型高效液相色谱仪上配置柱温箱是采取电加热方式，因此采用电

加热是一种可行的选择，而在毛细管色谱柱外面再套上毛细管不影响其正常使用。

基于此，我们发展了一种简单的毛细管色谱柱电加热装置的制作方法，该制作方

法的步骤为:首先选取一种内径大于毛细管色谱柱的毛细管，在其外表面缠绕直

径为 0.1-0.2 mm 的镇恪电阻丝，然后在缠绕电阻丝毛细管的外表面外套另→种内

径大于缠绕电阻丝的毛细管，用绝缘胶布固定毛细管两端并留出一定长度的电阻
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丝，通过两根连接线分别将电阻丝的两端与可调直流电源的正负极连接，在 24 V 

安全电压条件下采用调节电流方式调节电加热装置的温度进而实现加热毛细管色

谱柱，以达到降低毛细管色谱柱柱压和增加柱效的目的.该装置可以直接安装在

毛细管直喷柱的外面，可方便在电喷雾源内实现对毛细管色谱柱的加热，以达到

降低毛细管色谱柱柱压和增加柱效的目的。由于在分析型高效液相色谱仪上配直

的大多数柱温箱是采取电加热方式，因此采用电加热是一种可行的选择，而在毛

细管色谱柱外面再套上毛细管不影响其正常使用。我们所研发的电加热装置，制

作简单，价格低廉，操作方便，适用于毛细管液相色谱与不同类型电喷雾源质谱

联用时毛细管色谱柱的加热，在基于液质联用的蛋白质和蛋白质组研究和应用中

具有广阔的应用前景。

3. 毛细管高效液相色谱-质谱联用在蛋白组定量方法中的化学标记方法

基于稳定同位素标记结合液相色谱·质谱的蛋白质组定量方法已经成为生命科

学研究中的一种重要支撑技术，己有发展了适应不同生物样本类型的多种方法[29]。

根据不同标记方法原理，标记方法分为体内代谢标记、酶促180标记和化学标记等。

在代谢标记中最常用的是细胞培养氨基酸稳定同位素标记技术(Stable isotope 

labeling by amino acids, SILAC) ，该技术是2002年由Ong等[30， 31]在Zhu等[32]提出的

AAC (Tam恤10 acid coded m部sta路ing) 的基础上发展而来的，其原理是首先利用

重同位素标记的必需氨基酸替换正常的必需氨基酸加入到细胞培养液中，在经过

多代的细胞培养和代谢过程后使细胞内新合成蛋白中的必需氨基酸被其重同位素

标记的氨基酸替代，然后将含轻、重同位素氨基酸标记的蛋白按照不同比例混合

和酶切，经液质联用分析后经过不同同位素氨基酸标记后的同一肤段在一级质谱

上的峰就会成对出现，最后通过比较这些峰的强度或者面积来对蛋白进行定量。

其优势是标记效率高，标记是在蛋白合成过程中完成，无需加入额外的实验操作;

定量准确:根据同位素氨基酸的自由组合，能够实现多重标记。缺点是该方法只
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适用于能够进行细胞培养的样品，对于生物医学研究中常用的组织、体液等不适

用，而且价格昂贵[33]0 2010年， Neube此等问发展了一种Super-SCILAC技术，用

SCILAC标记培养细胞，将培养后的细胞酶切后产生的内标肤在质谱分析中作为内

标加入到肿瘤组织样本中来对肿瘤组织进行定量，这一技术将SCILAC技术的适用

范围增加到了组织。

酶促180标记是肤段在H2180环境中基于腆蛋白酶的催化作用将肤段C端竣基

上的160 置换成18002∞1年， Fenselau等问最先将其用于蛋白质的相对定量研究。

该技术的优点是实验操作简单，反应条件温和，价格低廉:缺点是标记有偏性，标

记效率因多肤性质不同差异较大且标记的稳定性差，且易发生回交[36]。之后，赵

激等问使用助溶剂Rapigest1M SF和微波辅助来提高肤段的分散度使反应效率有

所提高。与此同时，还用高浓度还原剂和统基化试剂对溶液中残留的膜蛋白酶进

行化学方法的彻底灭活，从而阻断了180标记肤段回交的发生，使标记肤段的稳定

性增强.但180标记依然存在对肤段有标记歧视、且仅能实现两个样品的定量等问

题。宋子凤等[3句基于原子转移自由基聚合反应 (Þ\四p) 的方法制备了固定化酶硅

胶填料和固定化酶磁性纳米颗粒两种固定化酶，并将固定化酶、 180标记及质谱多

反应监测 (1\但M) 技术结合起来用于目标蛋白质绝对定量，实现了快速酶解，解

决了180标记肤段的目标，提高了定量的准确性。

化学标记主要有同位素亲和标签 (isotope coded affmity tagS, ICAT) 、等重同

位素标签标记定量法 (isobaric tagS for relative and absolute quantitation, iTRAQ) 、

串联质量标签( tandem mass 吨， TMT)等。ICAT试剂是1999年由Gygi等[39]提出的，

随后Aebersold等问将该技术与串联质谱结合用于蛋白质组的定量分析中。 ICAT试

剂主要由反应基团、连接基团和生物素标签三部分组成.其原理是将不同生长状

态下的细胞裂解后分别加入不同标记〈连接基团部分质量数不同〉的 ICAT试剂，

通过反应基因与蛋白质或肤段的半脱氨酸的就基发生化学键合反应将不同类别同

位素标记上去，一起酶解后利用生物素标签亲和分离将蛋白或者肤段纯化出来再

进入质谱分析，按照不同比例混合，最后根据同位素峰的相对强度进仔相对定量。
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其特点是不仅特异性地标记半脱氨酸的琉基 (-SH) ，而且在质谱分析前可以将标

记-SH 的肤段与其他没有标记的肤段进行亲和分离，降低了样本的复杂程度，但

也因此只能对含就基的多肤或蛋白进行标记。

iTRAQ阳，明试剂包括报告基因、平衡基团和肤反应基团三部分Ie 其原理主要

是反应基团 (PRG) 特异地与肤段的N-端氨基和Lys的ε·氨基结合，平衡基团与不

同质量的报告基团组合为肤段质量数加上144 Da，保证iTRAQ标记的同一肤段的质

荷比相同，从而在一级质谱图上显示为一个峰。在二级质谱图上，报告基团特异

性地断裂，平衡基团发生中性丢失，最后产生的多个报告基团的峰面积比值即为

样本间蛋白含量或者浓度的比值。 TMT试剂[43]与iTRAQ标记试剂的化学反应原理

相似，只是化学结构式略有不同。且iTRAQ试剂有8个不同的标记标签，可同时标

记并混合8个样品进行定量检测，而TMT仅有6个不同的标记标签，只可同时标记

和混合6个样品进行定量检测。它们的特点是都能标记所有的肤段，提高蛋白质标

记的覆盖率及定量的准确性，并能实现多重标记定量，提高定量分析的通量。但这

类标记试剂昂贵、操作过程繁琐，可选择的定量离子受到限制且在多个平行样品

的预处理和酶解操作过程易产生偏差，在进行质谱分析时引入较大误差等问题问。

为此， Liu等[45)利用基于恶瞠翻反应的精氨酸稳定同位素标记实现C端的快速鉴定

和定量。 Zhou等问利用I3CDzO和NaαB陀、 CD20和NaCNBD3的组合对肤段的N

端以及C端赖氨酸侧链氨基二甲基化，实现一级等重标记并用于定量.为了进一步

解决现存标记试存在的不足， Pan等问利用膜蛋白酶催化的方法将稳定同位素亲和

标签连接到肤段的N端，这不仅可用于定量，而且连接上的短序列标签可以提高蛋

白质组分析的覆盖率。其原因是精氨酸为碱性氨基酸，可以提高质子化效率，标

记肤段的b离子可以提高b离子在质谱中的检测灵敏度，有利于基于b离子的定量分

析，但该方法对反应条件要求严格[48)。

为了充分发挥精氨酸标记的优势，在邹汉法等问人工作的基础上，我们利用

唬躏酷亚胶基团与肤段N端的反应以及叠氮试剂与有机麟试剂的施陶丁格反应将

精氨酸标记到肤段的N端，建立了一种新的化学标记方法。我们的化学标记具有
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试剂低廉，反应条件温和，标记效率高，后处理简单等特点。此外通过将不同的

精氨酸同位素 (1~4、 134、 E~4J3C6) 作为标签加到肤段的N-末段，可以实现样

品肤段的不同标记组合。我们将精氨酸化学标记与液质联用结合用于的目标蛋白

质组定量，对该定量方法进行了方法学考察并将该方法药物代谢酶蛋白的绝对定

量分析。

4. 药物代谢酶及其绝对含量测定的意义

药物代谢酶也称药酶，是肝微粒体混合功能氧化酶，主要存在于肝脏细胞内

质网内，由血红素蛋白 (P450)、黄素蛋白及磷脂组成。 1958年， Klingberg和Co面业le

发现了细胞色素P450，由于它在还原状态下可与一氧化碳结合，且在450nm波长

处有最大吸收峰，因此被称为细胞色素P450 (CYP450) 问。 CYP450是机体内药物

转化的主要酶系，参与药物代谢的很多关键步骤，作为药物代谢的主要途径，承

担超过80%的药物代谢[50]。在临床上，已经证实90%以上的药物都是经过CYP亚酶

如CYPIA2， CYP2A6、 CYP2El 和CYP2C9等的代谢[坷，同时这些蛋白参与各种

致癌物的激活，介导产生毒性物质，因此有着重要的研究意义I坷。此外，药物半

衰期、药物相互作用肝脏首关效应、清除率和生物利用度等许多药动学特征都和

细胞色素P450有关[53] 。

目前对CYP450的研究主要是利用蛋白免疫印迹 (Westem blotting) [54， 55]、

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gelelectrophoresis) 网、化学探

针底物法[57，58}及反转录聚合酶链式反应 (reverse transcription polymerase chain 

reaction, R'下PCR) [59.ω]对CYP450酶活性及功能等进行研究和鉴定，但是对酶表达

量进行研究的还比较少例。然而药物的不良反应，毒性作用及个体差异在很大程

度上与该药物代谢的细胞色素P450的表达量有关，因此实现对细胞色素P450的定

量对于药物安全有效的使用、临床合理的用药、药物不良反应的避免和个体化给

药等都具有重要的理论依据和实际应用价值[62}。基于药物代谢酶定量的以上重要
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意义，我们将发展的精氨酸化学标记与药物代谢酶含量测定结合到一起，用

QconCAT中的合成肤段对我们的化学标记结果进行考察。

5. 本论文研究内容

在总结以前研究人员工作的基础上， 为了有效低降低复杂生物样本的复杂程

度，实现对其中蛋白质进行准确定量，本论文开展了两部分工作。在第一部分工

作中，针对采用长毛细管色谱柱或装填更小颗粒填料时导致的柱压过高问题，发

明了一种简单的毛细管色谱柱电加热装置，并将该毛细管色谱柱电加热装置安装

于液质联用系统，用牛血清蛋白酶切肤段混合物和酵母蛋白酶切肤段混合物从柱

压和柱效二方面来对该装置的性能进行了评价。

在第二部分工作中， 为了充分发挥精氨酸标记的优势，在邹汉法等问人工作

的基础上，我们利用琉泪欧亚胶基团与肤段N端的反应以及叠氮与有机鳞的施陶

丁格反应将肤段与精氨酸连接起来，建立了一种新的化学标记方法。该化学标记

方法可以将不同的精氨酸同位素 (1~4、 13C6、 1~413C6) 作为标签加到肤段的N­

末段，实现样品肤段的标记和不同组合，并对不同的精氨酸稳定同位素的标签的

色谱及质谱行为进行了考察。
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第二章-种简单的毛细瞥色谱柱电加热装置的制作方

法及其性能评价

由于生物样品中蛋白质种类繁多、动态范围宽，难于实现蛋白质组的深度覆盖，

特别是难于实现对低丰度蛋白质的定性鉴定和定量分析。目前解决上述问题的常用

方法是采用更长的毛细管色谱柱或采用装填更小粒径填料的毛细管色谱柱。然而这

些方法带来的主要问题是容易造成毛细管色谱柱柱压显著升高，引发液相色谱仪中

不同连接部位漏液问题。针对在使用超长毛细管色谱柱或采用装填小粒径填料的毛

细管色谱柱时造成的色谱柱柱压显著升高的问题，我们发展了一种简单的毛细管色

谱柱电加热装置制作方法，并将基于该方法制作的毛细管色谱柱电加热装置安装于

液质联用系统，用牛血清蛋白酶切肤段混合物和酵母蛋白酶切肤段混合物从柱压和

柱效二方面来对该装置的性能进行了评价。

1.实验部分

1. 1 仪器与试剂

毛细管高效液相色谱·电喷雾·线性离子阱质谱仪 (HPLC-ESI-LTQ MS，美国

Thermo Fisher Scientific 公司) ;阳GOLL-3000 高效液相色谱仪(北京普源精电科

技有限公司) ; Eksigent nanoLC-2D 高效液相色谱仪〈美国 AB SCIEX) ;真空冰

冻干燥机(SC 100A Speedvac Plus，美国Thermo Savant 公司) ; Sartorius BP211d分

析天平(瑞士 Sarωrius 公司) ;高速离心机(美国白lennoFish町 Scientific 公司) ; 

町:..n 超声波细胞粉碎机〈宁波新芝生物科技股份有限公司) ; C18 zip t协脱盐柱、

FASP 管(10 K) 和 Milli2QAIO 型纯水仪〈美国 Millipore 公司) ;可调直流电源

(EPS 301, Amersham Pharmacia Biotech 公司) ;直径 0.1 mm，电阻为 200 .0的镰

(20%) 络 (80%) 合金电阻丝(上海舰凡电器有限公司) ;内径 530 Jlm，外径

为 690μm 和内径1.1 mm，外径为 2.6 mm 的毛细管(郑州英诺高科有限公司) ; 

14 
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15 cmx75μm i.d.的直喷头空管柱(美国 New Objective 公司) ;直径 3μm. 孔径

10nm 的 Cl8 填料(北京金欧亚公司〉。

酵母细胞由清华大学戴俊彪实验室赠送:尿素 (Urea) 购于 A岛rmetnx 公司 z

1 M Tris.HCl (pH 8.0) 、 NP-40 购于 United States Bi∞hemical 公司:乙二肢囚乙

酸二锅购于国药集团化学试剂有限公司:蛋白酶抑制剂购于罗氏公司:二硫苏糖

醇 (DIT) 、腆乙酿胶〈队A) 、碳酸氢镀、乙腊购于美国 Sigma公司:测序级膜

蛋白酶购于美国 Promega 公司:牛血清蛋白购于北京迪拜尔生物技术有限公司:

实验用水为超纯水，经Millipore 纯水系统纯化，电阻率达到 18.2 Mn'cm。

1. 2 实验方法

1.2. 1 毛细管色谱柱电力日热装置的制作方法

为了实现对我们实验中使用的 15 cmx75μm i.d.直喷毛细管色谱柱进行加热，

如图 2.1 所示，选取内径 530 ~m. 外径为 690μm 的毛细管(内径大于毛细管色谱

柱) .在其外表面缠绕直径为 O.lmm 的镰络电阻丝，然后在缠绕电阻丝毛细管的

外表面套上内径 1. 1 mm. 外径为 2.6mm 的毛细管，用绝缘胶布固定毛细管两端并

留出一定长度的电阻丝，通过两根连接线分别将电阻丝的两端与可调直流电源的

正负极连接，在24V安全电压条件下采用调节电流方式，调节电加热装置的温度

进而实现加热毛细管色谱柱，以达到降低毛细管色谱柱柱压和增加柱效的目的。

15 
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内经到阻，外勘690JUIl铺管 I I 内径LIIDlD.o 她为::.6，_毛蜻

1 ~1JlJt 1 

....... l ........ 

可i用直流电潭

图 2-1 毛细管色谱柱电加热装置的结构示意图

Fig.2-1 A schematic dia伊m ofanel即回ch侃出19 appar就出 forbeating臼pillary

chromatographic columns 

1.2.2 酵母蛋白的提取及酶切

将酵母细胞在 14000 g 离心 5min后弃上清，加入裂解液 NETN( 0.5% NP-40, 

100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl , 1 mM EDTA纳盐〉及蛋白酶抑制剂进行超声破

碎，破碎后于 14000 g 离心 20 min 取上清。将上清液分装到孔径为 10 K 的 FASP

管中， 14000 g 离心 15 min。 加入 8 mol1L尿素， 14000 g 离心 15 min (重复一次)。

再加入 50 mmoLIL ~HC03' 在 14000 g 离心 15 min (重复二次〉。离心后加入

50 mmoL/L NH.aHCÛ3' 加入 DTT (终浓度 10 mmoL/L) , 37.C水浴 4h。 再加入

IAA(终浓度 50mmoLι)，避光反应 1 h 后按照酶与蛋白质量比 1:50 加入膜酶后，

在 37.C环境中酶切 18 h。酶切后在 14000 g离心 15 min，将所得溶液干燥后用流

动相 A液 (2% 乙腊、 0.1% 甲酸水溶液〉重溶。

1.2.3 牛血清蛋白蛋白的提取及酶切

称取一定量的牛血清蛋白，用 50mmoLι~HC03溶解，终浓度 1μg/μL。

加入 DTT(终浓度 10mmoL瓜)， 37 .C水浴 4h。再加入队A(终浓度 50mmoL/L)，

避光反应 1 ho 1 h 后按照酶与蛋白质量比 1:50 加入膜酶在 37.C环境中酶切 18 h , 

16 
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脱盐，干燥后用流动相A液重溶。

1. 2. 4 RIGOι液相分析条件

将 Agela Venusi1 XBP C18 (L) ( 4.6x250 mm, 5μm， 150 A) 色谱柱安装在

R1GOL L-30∞液相色谱仪上.在检测波长为 214 run、流速为 0.7 mUmin 的条件

下，采用流动相 AC2%ACN 和 O.1%FA 的水溶液)和流动相 BC98%ACN和 0.1%

FA 的水酒液〉组成的。洗脱梯度为: 0-5 m丽， 5~也-8% B: 5-26 min, 8号~18% B: 

26-40 min, 180/0-32% B; 40-42 min, 320/0-95% B: 42-47 min, 95% B; 47-49 m恤，

95%-5% B: 49-55 min, 5% B，对样品进行分离.

1.2. 5 HPlC-ESI-LTQ 邸分析条件

毛细管液相色谱仪为Eksigent nanoLC-2D，毛细管反相色谱柱实验室自行制备，

所用直喷头空管柱C 15 cmx75 ~m i.d') , C18 填料为 3 阳， 10 run，流速为 300 nUmin，

上样体积为 5μ10 流动相 A: 2% ACN 和 O.L% FA水洛液: 流动相 B: 98%ACN 

和 0.1% FA水溶液:短洗脱梯度为: 0-5 min. 5~也，仍也 B: 5-30 min. 8%-40% B; 

30-35 min, 40%-95% B; 35-40 min, 95% B; 40-42 min , 95~也-5% B; 42-52 min, 

5%Bo 长洗脱梯度为: 0-5 min，到兮8% B; 5-91 min, 8%-40% B; 91-110 min, 

4仍命..90% B: 110-120 min. 90% B; 120-125 min. 95~伽5% B, 125-135 min, 5% Bo 

质谱条件:选用正离子模式采集数据，质谱扫描范围设为m1z 400.0-1600.0，采集

时间分别设为 52 mÌn 和 135 mino 在采用数据依赖模式 (DDA) 进行串联质谱分

析肘，选取一级质谱中 10个信号最强的离子进行二级质谱分析，其碰撞能量设为

35 V. 动态排除 (dynamic exclusion) 时间为 30 秒。

1.2. 6 质谱数据的数据库搜索

将质谱采集后产生的 raw 文件通过Thenno protωme Discoverer 1.3.0.339 的

M创∞t对质谱数据进行检索，参数设置=母离子质量偏差 (Precursor Toleranω〉

为 0.5 Da; 碎片离子质量偏差 (Fra伊lent Tolerance) 为 0.8 Da; 假阳性率 (FDR)

为 1%: 蛋白质酶解选用膜蛋白酶，选择 2个漏切位点:固定修饰:半肮氨酸的烧

基化修饰:可变修饰z 甲硫氨酸氧化修饰:蛋白质数据库分别为牛血清蛋白数据

17 
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库 (2014年 12 月 30 号从h句://附w.ncbi.nlm.nih.gov /proteinl?term=b阅下载〉和酵

母蛋自数据库( 1741650 个蛋白. 2014 年 12 月 26 号从

http://www .ncbi.nlm.nih.gov /proteinl?term弓re创下载〉。

2. 结果与讨论

2.1 色谱桂温度对色谱桂柱压和柱效影晌的考察

当温度升高时，流动相粘度降低，从而降低色谱柱的柱压。另外，由VanDeem臼r

方程H=A+B/u+Cu (u为流动相线速度.A为径向扩散系数.8为纵向扩散系数，

C为传质阻力系数〉可知，流动相的粘度降低会使流动相和溶质分子扩散增强，既加

快了流动相和分析物分子的混合，也增加溶质的传质速度，增加溶质与固定相作

用的几率，因而也会增加色谱柱的柱效。尽管从VanD臼m臼r方程可以得到这些结

论，但温度对包谱柱柱压和柱效的影响程度没有确切的数据，为了考察增加色谱

柱的温度时柱压降低和柱效增加的程度，我们首先在带有易于控制温度的柱温箱

的R1GOL L-3000液相色谱仪上，用牛血清蛋白酶切肤段混合物对温度对分析型色

谱柱柱压和柱效的影响进行定量考察。分别选定不同温度的空白以及上样量为10

μgBSA酶切肤段进行色谱实验。如图2-2所示，当柱温从25 "c升高到70 "c时，色

谱柱反向压力从1200 Psi降低到650 Psi. 降低了46%。我们统计不同柱温下分离10

问 BSA酶切肤段混合物时的峰容量，由表2-1可以看出，当柱温从25 .C升高到70.C

时，分离10 陪BSA酶切肤段混合物的峰容量从63个色谱峰上升到71个色谱峰，增

加了8个色谱峰，即柱效随着柱温提高而提高。该实验结果表明升高色谱柱的温度

可显著降低柱压，柱效也略有提高。

18 
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图 2~2 不同耀度下空白的柱压随时间变化曲线仙，25 'C; B, 35 'C; C, 45 'C; 0 , 55 'C; E, 70 .c) 

Fig.2-2 Change traces ofthe column pressure ofa blank臼mple over time at different temperatures 

(A, 25 'C; B, 35 'C; C, 45 'C; 0 , 55 'C; E. 70 'C ) 

Chromatographic conditions: Agela Venusil XBP C18 (L) column (4.6250 mm, 5μm， 150 A). LC 

conditíons were as follows: mobile phase A: 2% ACN, 0.1 % FA and 2% water; mobile phase B: 98% 

ACN, 0.1% FA, and 2% water. Elution gradients were as follows: 0-5 min, 5%-8% B; 5-26 m函， 8%

-18% B; 26-40 min, 18% ~32% B; 40-42 roin, 32%-95% B; 42-47 min, 95% B; 47-49 min, 95%~5% 

B; 49-55 min, 5% B; loading volume: 20μL; f10w rate: 0.7 mUmin; wavelength: 214 nm. 

表 2-1 不同柱温下分离 10 J.lg BSA 酶切肤段混合物得到的峰容量

Table 2-1 Peak capacity of 10 μg BSA digestion sepru飞出d at different column temperatures 

Peak capacity (n) Column temperatures('C) 

63 25 

68 35 

76 45 

65 

19 

71 

55 

70 
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2.2 毛细管色谱柱电加热装置的制作及应用

基于上述色谱柱温度对柱压及柱效影响程度考察结果，我们发展了一种简单

毛细管色谱柱电加热装置制作方法，并将该装置与将质谱仪、毛细管色谱色谱仪

进行连接，构成液质联用系统。如图2-3所示，选取内径530 Jlm，外径为690μm的

毛细管(内径大于毛细管色谱柱) ，在其外表面缠绕直径为O.lmm的镇络电阻丝，

然后在缠绕电阻丝毛细管的外表面套上内径1 .1 mm，外径为2.6mm的毛细管(保

温与保护作用) ，用绝缘胶布固定毛细管两端并留出一定长度的电阻丝，通过两

根连接线分别将电阻丝的两端与可调直流电源的正负极连接。由于毛细管内部温

度不易测定，但根据焦耳定律Q=eRt，在电阻恒定的条件下，电流越大，产生的热

量越大:时间越长，产生的热量越多。但在对毛细管色谱柱加热过程中流动相会

带走产生的热量，达到一定的平衡。因此，在可调直流电源的输出为小于或等于

24 V的情况下，通过改变输出电流来调节内径530μm，外径为690μm的毛细管内

部的温度，以达到降低毛细管色谱柱柱压和增加柱效的目的。

、

.•...• 

、

----~ 

图2-3 毛细管色谱柱电力日热装置及在毛细管液相色谱与不同类型电喷雾源质谱联用时使用示

意图

Fig.2-3 The schematic diagram ofan electric h铺位19 ap严ratus for heating capiU组γ

chromatographic columns coupled ωdifferent kinds of el四位。spray ion sources mass spectrometry 
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2.. 3 毛细管色谱桂电加热装置的性能评价

为了测定毛细管色谱柱温度升高时对柱压及柱效的影响程度，我们采用实验

室装填的带喷头的毛细管色谱柱进行实验。在电加热装置上分别施加OmA、 60 mA、

80mA、 100mA、 120mA、 140 mA和160mA电流下对牛血清蛋白酶切肤段混合物

进行HPLC-ESI-LTQ MS分析，并对重复一次实验。

14α卫自

12α:0 

俨，2，，、『、 10ω 

× 
~ 8)∞ 0.. 
、"-"

鱼kFzaJd b ω∞ ----2 40∞ 
0.. 
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。
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Time (nùn) 
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-叫o ::虱-1

60 以.-1

SO 01.-1 
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一-120 1:";.-1

-140 1::乱-1

1600 01,- 1 

ω 

图2-4在电力日热装置上施加不同电流时采用毛细管色谱柱分离BSA酶切肤段混合物的柱压随

保留时间变化曲线

Fig.2-4 Chromatogr叩hic colwnn back pressure curves to retention 白ne when separating a BSA 

digest on a capillary chromatographic column heated by the elec时c heating app缸atus at different 

electric currents 

如图2-4所示，由在电加热装置上施加不同电流分离BSA酶切肤段混合物时的

柱压随电流变化曲线可以看出，电流从O mA加到160 mA时，柱压从1.24 10 7Pa降

到4.83 10 6Pa• 降低幅度接近61%。
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圈 2-5 对电加热装直施加 100 mA电流时分离 BSA酶切肤段混合物的基峰色谱图

。 5 " 15 20 35 40 45 50 

Fig. 2-5 Base院ak chromatograms of a BSA digestion separated wi曲也e el民住ic heating apparatus 

at el即位ic c\盯ents 1∞mA 

Chromaωgrapbic∞nditions: C 18 ∞lumn (15 cmx75μm i.d， 3 阳， 10 nm); mobile phaseA: 2% 

ACN, 0.1 % FA and 2% water; mobile phase B: 9鹏也 ACN， 0.1% FA and 2% water;四川ion gradients: 

0-5 min, 5%-8% B; 5-30 min, 80/0-40% B; 30-35 min, 40~也-95% B; 35-40 m讪， 95% B; 40-42 min, 

95~也-5% B; 42-52 min, 5% B; loading volume: 5μL. flow rate: 0.3 mUmin. 

如图2-5所示，进一步通过考察对电加热装置施加1∞mA电流分离BSA酶切肤

段混合物时二次实验的基峰色谱图， 由分离结果看出色谱保留时间基本一致，表

明我们制作的电加热装置的性能是稳定的。我们将施加不同电流条件下二次实验

结果所得基峰色谱图中的色谱峰峰宽进行统计，取平均值后根据公式

CPç=I+[ (2.35/4) (t幅度/Wh平拙)J)计算峰容量，结果列于表2-2 0 由表2-2可以看出，

当电流从OmA升高到100 mA时，分离BSA酶切肤段混合物的峰容量从51个色谱峰

上升到68个色谱峰，增加了17个色谱峰，而当电流增加到160mA时峰容量下降到

25个色谱峰，表明在一定电流范围内柱效随着柱温提高而提高。

22 
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表2-2 不同电流下分离BSA酶切肤段混合物得到的峰容量

Bble2-2 P钝kωpacÌty ofBSA digest s部m时 at different el部副c currents 

Elec时ccurrents(mA) P田k 臼pacity_(n}

。 51 

60 56 

80 58 

100 68 

120 54 

140 41 

160 25 

我们将所得质谱数据经过Mascot搜库后统计了不同电流下分离鉴定BSA酶切

肤段混合物时的肤段数及覆盖率， 将二次实验结果取平均值后做折线图，结果如

图 2-6 及图 2-7 所示。从图 2-6及图 2-7 可以看出，电流从 OmA开到 100mA电流

的过程中，肤段数基本维持在 44 个左右，覆盖率在从 72%增加到 90%。当电流增

加到 140mA时肤段数略有下降，而当电流增加到 160 rnA时肤段数下降到 20 个，

覆盖率降低到 34%。另外，我们提取了部分电流 (O mA、 100 mA、 160 mA)下的

基峰色谱图，如图 2-8 所示，当加上电流，即加热后色谱峰的出峰时间有所提前，

但当电流加到 160mA时色谱峰过度分散且信号强度降低，可能是流动相因温度过

高气化所致，因此，应选择最佳柱温， 即最佳电流。
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图 2-6 对电加热装置施加不同电流时鉴定的 8S八 酶切肤段泪合物中的肤段数

Fig.2-6 Peptide number of identified in a 8SA digest with the eJectric heating apparatus at different 

eleclric currenls 
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因 2-7 在电加热装置施加不同电流时毛细管高效液相·质谱联用鉴定 BSA 酶切肤段泪合物的

覆盖率

Fig.2-7 Coverage of a BSA digest analyzed by cHPLC-MS with the electric heating apparatus at 

different electric cu町ents
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图2-8 对电加热装置分别施加电流o mA(a)、 100 rnA(b)和 160 mA(c)时分离BSA酶切肤段混合物

的基峰色谱图

Fig. 2-8 Base peak chromatograms of a BSA digest separated with tbe elec时c heating apparatus at 

electric currents 0 mA (a), 100 mA (b) and 160 mA(c), respectively 

Cbromatographic conditions: C 18 column (15 cmx75μm i.d. ， 3 μm， 10 nm); mobile phase A: 2% 

ACN, 0.1 % FA and 2% water; mobile phase B: 98% ACN, 0.1% FA and 2% water; Elution gradients: 

0-5 min, 5%-8% B; 5-30 min, 8%-40% B; 30-35 min, 40% -95% B; 35-40 min, 95% B; 

40-42 min, 95% -5% B; 42-52 min, 5% B; loading volume: 5 1lL. flow rate: 0.3 mL/min. 

综上可以看出 ， 利用毛细管色谱柱电加热装置对 BSA 酶切肤段混合物进行

HPLC-ESI-LTQ 分析时可以有效的降低柱压，在一定程度上可以提高柱效，并且需

要选择最佳柱温，即最佳电流。

2. 4 装有毛细管色谱柱电加热装置液质联用在复杂样本分析中的应用
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为了对毛细管电加热装置的性能进行进一步的评价， 我们将其应用到酵母蛋

白质组表达谱的分析中， 即将酵母细胞提取的蛋白酶切后， 直接在装有毛细管电

加热管的 HPLC-ESI-LTQ 仪器上进行电流为O mA和 IOO mA条件下的液质联用分

析，并对实验重复一次。图 2-9 是对电加热装置施加 100 mA 电流分离酵母蛋白酶

切肤段混合物时二次实验的基峰色谱图， 由分离结果看出色谱保留时间基本一致，

表明我们制作的电加热装置的性能是稳定的。
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图 2-9 对电加热装置施加 100mA 电流时，分离 yeast酶切肤段混合物的基峰色谱图

Fig. 2-9 Base peak chromatograms of a yeast digestion separated wi白白e elec位ic beating apparatus 

at electric cuπents 100 mA 

Chromatographic conditions: C18 column (15 cmx75 μm i.d.， 3 μm， 10 nm); mobile phase A: 2% 

ACN, 0.1 % FA and 2% water; mobile phase B: 98% ACN, 0.1 % FA and 2% water; Elution gradients: 

0-5 min, 5%-8% B; 5-91 min, 8% -40% B; 91-110 min, 40%-95% B; 110-120 min, 95% B; 120-125 

min, 95%-5% B; 125-135 min, 5% B; loading volume: 5μL. f10w rate: 0.3 mUmin. 

图 2- 10所示的电流为 O mA和 IOO mA条件下分离酵母蛋白酶切肤段混合物时
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的柱压随时间变化曲线可以看出， 0 mA 下柱压约为 1.3810 7 阳， 100 mA 下柱压

约为 6.90 10 6pa，相比 OmA 时的柱压降低了 50%。
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图2- 10 对电加热装置分别施加O mA和 100mA电流时分离酵母蛋白酶切肤段混合物的柱压随

保留时间变化曲线

f'ig.2-IO Chromatographic column back pressure curves to retention tìme for separating a yeast 

protein digest with the electric heating apparatus at the electric cuπents 0 mA and 100 mA, 

respectively 
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图2-11 对电加热装置分别施加OmA(a)和100 mA(b)电流时分离酵母酶切肤段混合物的基峰色

谱图

Fig.2-11 Base peak chromatogr租ms of a yeast digestion sφ缸atedwi曲也eelec创ch臼ting app缸划出

at the electric curren也 OmA (a) and1∞mA (b), respectiveJy 

Chromato伊.phic∞nditions: C18 column (15 cmx 75 J.lIIl i.d, 3 阳， 10 nm); mobile phase A: 2% 

ACN, 0.1 % FA and 2% water; mobile ph路eB: 98% ACN, 0.1% FA and 2% water; Elution gradients: 

0-5 min, 5%-8% B; 5-91 m面， 8%40%B; 91-IIO min, 40~合~95% B; 110-120 min, 95% B; 120-125 

m面， 95%-5% B; 125-135 m恤， 5% B; loading volume: 5 ~L. flow mte: 0.3 mUmin. 

表2-3 在OmA和1∞mA电流时分离酵母酶切肤段混合物得到的峰容量

Table 2-3 Peak capaci钞 ofyeast digestion separ划ed at the el回住ic currents of 0 mA and 100 

mA, respectively 

P臼kcapacity (n) 

63 

100 81 
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我们提取了 o mA 及 100 mA电流下分离的 yeast 蛋白酶切混合物基峰色谱图

(见图 2-11) ，将二次实验结果所得基峰色谱图中的色谱峰峰宽进衍统计，取平

均值后根据公式 (Pc=l+[ (2.35凡) (t 阳/Wh平均值)])计算峰容量，结果如表 2-3。由

表 2-3 可以看出，当电流从 OmA升高到 100 mA时，分离 ye臼t 酶切肤段混合物的

峰容量从 63 个色谱峰上升到 81 个色谱峰，增加了 18 个色谱峰，表明增加加热电

流(即柱温〉可使柱效略有增加。
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图2-12 对电加热装置分别施加O mA(a)和 100 mA(b)电流时鉴定酵母蛋白酶切肤段混合物中的

肤段数和蛋白数

Fig.2-12 Peptide number and protein number in a ye臼t digestion identified wi也 the electric heating 

apparatus at the electric cuηents 0 mA (a) and 100 mA (b), respectively 

图 2-11 所示结果与前述的牛血清蛋白酶切物分离结果一致，即色谱峰保留时

间提前。将所得质谱数据进衍 Mas∞t 搜库，二次实验所得结果取均值后如图 2-12

所示。 由图 2-12 可以看出，施加电流后从酵母蛋白酶切肤段混合物中鉴定到的蛋

白数从 145 个增加到 154 个，肤段数从 292 个增加到 310 个。无论是蛋白数还是

肤段数皆有所增加， 而压力显著降低，这与我们分离标准蛋白时评价的结果相同，

即进一步证实毛细管色谱柱电加热装置对柱压的降低和柱效提高有作用。这些结
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果表明通过我们发展的毛细管色谱柱电加热装置制作方法可为液质联用系统的电

喷雾离子化源内直喷毛细管色谱柱加热提供一种简单、可靠的装置，为选择使用

更小颗粒色谱填料，如亚 2 微米色谱填料的毛细管色谱柱提供了一种降低柱压的

有效手段。

3. 结论

本文发展了一种简单的毛细管色谱柱电加热装置的制作方法，并将基于该方

法制作的毛细管色谱柱电加热装置与 HPLC-MS 联用，分别用牛血清蛋白酶切肤段

混合物和酵母蛋白酶切肤段混合物从柱压和柱效二方面来对该装置进行了性能评

价。实验结果表明无论对简单体生物样本还是复杂生物样本，我们的毛细管柱电

加热管与 3μm填料的毛细管柱联用可以在最佳(100 mA)电流下对酶切肤段进行

分离时的柱压比不加电流分离时的柱压降低 50%左右，而且柱效也相应有所增加，

这为我们发展在低柱压条件下选择更小颗粒色谱填料的毛细管色谱柱奠定了基础。
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第三章基于点击化学的精氨醺标记新方法研究

为了充分发挥精氨酸标记的优势，在邹汉法等[叫人工作的基础上，我们利用

唬甜酸亚胶基团与肤段N端的反应以及叠氮试剂与有机麟试剂的施陶丁格反应将

精氨酸标记到肤段的N端，发展了一种新的化学标记方法.

1.实验部分

1. 1 仪器与试剂

48∞Pro忧。mics Analyzer 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪

CMALDI-TOF-MS，美国 AB SCIEX 公司) ;毛细管高效液相色谱.电喷雾.线性

离子阱·傅里叶变换离子回旋共振质谱仪 CHPLC-ESI-LTQ-FT MS，美国Thenno

Fisher Scientific 公司) ;纳升级高效液相色谱.电喷雾·三级四级杆·离子阱混合型质

谱仪 CNanoLC-ESI-4000Qtrap MS , AB SC1EX，美国) ; Eksigent nanoLC-2D C美

国 Eksigent 公司); Sarωrius BP211d 分析天平〈瑞士 Sarωrius 公司); Thenno Orion 

MODEL 818 型 pH计〈美国白1ermo 公司) ; C18 zip tip 脱盐柱 (Millipore) ; 

高速离心机(美国Thermo Fisher Scientific 公司) ; DHG-9240A 型电热恒温鼓风

干燥箱购自上海浦东荣丰科学仪器有限公司 z 真空冰凉干燥机 CSCl OOASpeedvac 

Plus，美国ThermoSavant 公司) ; 0.22 阳1孔径的滤膜购自北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司; Milli2QAlO 型纯水仪(美国 Millipore 公司)。

腾冲嗜热菌标准蛋白的合成肤段和QconCAT蛋白的合成肤段均购自上海吉尔

生化有限公司:苯丙氨酸 (Phe) 、精氨酸(Arg) 、绩氨酸 (Val)标准物质购自

中国计量科学研究院:苯芮氨酸(I3C铲Phe)、精氨酸(13α，-Arg) 、缴氨酸(13Cs-VaI)

购自美国剑桥同位素实验室:测序级膜蛋白酶购于美国 promega公司;细胞色素 C、

马心肌红蛋白、二硫苏糖醇 (Dπ〉、破乙酿胶(认A) 、碳酸氢镀、乙腊、 α·佩

基牛经基肉桂酸 (CHCA，纯度 95%) 均购于 Si伊1a 公司(美国) ;有机腾试剂
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NHS-Phosphine 与叠氮试剂 NHS-Azide 购自美国Thermo Fisher Scientific 公司;氧

.甲基异服硫酸盐购于比利时 Acros 公司:三氟乙酸〈π'A) 购自美国 Acros 公司:

甲酸 (FA) 购自德国 Fluka 公司:全氟庚酸(纯度 98%) 购自百灵威科技有限公

司; PBS购于上海立菲生物科技公司:实验用水为超纯水，经Millipore 纯水系统

纯化，电阻率达到 18.2Mn'cm; 其它试剂均为国产分析纯〈国药集团化学试剂有

限公司〉。

1. 2 实验方法

1.2.1 合成肢段的含量测定

Q∞nCAT蛋白的合成肤段由上海吉尔生化有限公司合成，用于化学标记定量

前需要进行含量测定。肤段含量测定的方法参照王雪颖色谱[63]文章及李楠楠的毕

业论文[制]第三章。

1. 2. 1. 1 溶液的配置

将标准氨基酸 (P挝、 Val、Arg) 放置在干燥箱中， 10S.C干燥3 h. 转移至干

燥皿内，冷却至室温后称量，配成lmg/ml母液。再将合成肤段标准氨基酸 (Phe、

Val、Arg) 及其重标氨基酸分别配制成1 mglml母液。再按照下述方法配制溶液1 、

溶液2及溶液3.

溶液 1: 合成肤段的溶液配制

1#肤段 (IGSPVLVLSR，分子量 1141.39) :取浓度 1 mg/mL的肤段母液 141.53μ1

补充水使其终体积均为 2.侧，终浓度 0.062阳oVmL。

2#肤段 (GDLPAFHAHR，分子量 1120.25) :取浓度 1 mg/mL的肤段母液 139.91μ1

补充水使其终体积均为 2.伽11，终浓度 0.062 JlIDoVmL。

溶液 2: 重标氨基酸溶液配制

1#肤段=分别取浓度 1 mg旭L的重标Val、Arg母液 152.52μl、 11 1.60μl于 15 ml 

离心管中，加水到终体积为 10.0 ml，终浓度 0.062μnoν'ml。

2#肤段=分别取浓度 1 mg/mL的重标Arg、 Phe 母液 11 1.60μ1、 107.88μl 于 15 ml 

离心管中，加水到终体积为 10.0时，终浓度 0.062阳oVmL。
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溶液 3: 标准氨基酸溶液配制

1#肤段:分别取浓度 1 mglmL的标准 Va1、Arg母液 146.43μ1、 108.00 ~l 于 15 ml 

离心管中，加水到终体积为 10.0 时，终浓度 0.062 阳noν'mLo

2#肤段:分别取浓度 1 mglmL的标准Arg.. Phe 母液 108.00μ1、 102.40μl 于 15 ml 

离心管中，加水到终体积为 10.0 ml. 终浓度 0.062 阳noVmL。

1. 2. 1. 2 标准曲线的制备

将标准氨基酸溶液(溶液 3) 分别取 ω.00、 120.00、 180.00、 240.00、 360.00、

480.00. 600.00μ1，各加入 160.00μ1 的 13C标记的氨基酸溶液(溶液 2) ，再用流

动相 A液(含 0.8 mmol/L全氟庚酸〉补体积至 1 时，稀释成一系列浓度梯度，混

匀后各取出 20.00μl 上样，进行 HPLC-ESI-4000 Qtrap MS 检测。

1. 2. 1.3 肤段水解

在 2mL安部瓶中分别加入 80μl 溶液 1 和 80μl 的溶液 2. 加入 300μ16 mol/L 

HCl 溶液，平行三份，通入氮气排出氧气后用酒精喷灯封口，干燥箱中 150 .C水

解 5 h. 室温下氮气吹干，用 500μl 的流动相A液 CA液含 0.8mmo旺，全氟庚酸、

0.05%πA 和 2%ACN水溶液)复溶，过 0.22 阳滤膜后进行即LC-ESI-4000 Qtrap 

MS 检测，每个样品重复二次。

1.2.2标准蛋白的酶切

取一定量的标准蛋白，溶于含 50 mmoVL NH.HC03缓冲液中，蛋白质终浓度

为 1μw~L.加入终浓度为 10mmoVLDTI洛液，在 95.C 水裕 10 m.in，再加入终

浓度为 50mmoVL 的队A溶液，室温下置于暗处反应 1 h。按照酶与蛋白质量比

1: 50 量加入膜蛋白酶混匀， 37.C 孵育 16 h。孵育后离心取上清液点靶进行

MALDI-TOF MS 鉴定，确定洛液酶切的完全程度。

1.2.3 肤段的朋基化修饰

将酶切后肤段或以K结尾的合成肤段用水溶解成终浓度 1 阳/μ...，加入终浓度

1.5 mmol/L氧·甲基异服的氨水溶液 CpH 12) ，微波辅助反应 10min 后脱盐，脱

盐后离心取上清液点靶进行 MALDI-TOF MS 鉴定，剩余的溶液脱盐后干燥备用。
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1.2.4肤段的化学标记

1.2.4.1 精氨酸与有机麟试剂的反应

称一定量的精氨酸，溶于 PBS (pH9) 磷酸盐缓冲溶液中，终浓度为 1 问lJÚ..o

在磷酸盐缓冲溶液和乙腊比例为 1: 3 体系中，按精氨酸与有机麟试剂

(NHS-Phosphine) 摩尔比 10: 1 加入有机麟试剂， 37.C孵育 2 h，反应后离心取

上清液点靶进行 MALDI-TOF MS 鉴定，确定反应完全后干燥备用。

1.2.4.2肤段与叠氯试剂的反应

肤段溶于 PBS (pH 9) 磷酸盐缓冲溶液中， 终浓度 1μ.gI~。在磷酸盐缓冲溶

液和乙膀比例为 1: 3 体系中，按照肤段与叠氮试剂 NHS-Azide 摩尔比 1:35 加入叠

氮试剂， 37.C 孵育 2-4 h，反应后离心取上清液点靶进行 MALDI-TOF MS 鉴定，

确定反应完全后脱盐，脱盐后干燥备用。

1.2.4.3施陶丁格反应

在磷酸盐缓冲溶液 (PBS ， pH 9) 和乙腊比例为 1: 3 的溶液中，按照摩尔比

1: 5 将叠氮产物和有机腾产物混合，在 37 .C 孵育 3-6 h 后取上清液点靶进行

MALDI-TOFMS 鉴定，确定最佳反应条件，对肤段标记脱盐、干燥备用。

1. 2. 5 MALDI-TOF MS 分析

取 1 J.ll 待分析的样品，点到靶上，室温干燥后，加入 1 J.ll 的 CHCA 基质溶液

C5mglmL 50%ACN, O.l%TFA) ，干燥后进行 MALDI-TOF MS 分析。在进行

MALDI一TOF MS 时，首先用膜蛋白酶酶切的马心肌红蛋白多肤混合物对质谱仪的进

行校正，校准至误差三10 ppm。一级质谱数据采集使用 MS-2 KV反射模式，加速

电压设为 20 KV，扫描范围设为mJz 170-3000，激光能量设为 45000 二级图谱数

据采集使用 MSIMS2KV反射模式，从一级谱图中选取质谱峰(信噪比大于 20 的

肤段离子〉进行串联质谱分析，激光能量设置为 6500。所得质谱数据用美国应用

生物系统公司的 GPSso御的软件进行数据分析。

1.2. 6 HPLC-ESI-LTQ-FT MS 分析

高效液相色谱分离采用 AgiIlent 11 00 毛细管液相色谱仪，反相色谱柱采用
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MagicTMC18 柱 (10 cmx75μm i.d., 5μm) 。自动进样器上样后通过色谱系统梯

度洗脱将样品组分进行色谱分离，再经 ESI 离子源进行雾化后进入质谱仪进行质

谱数据采集。液相色谱条件为: 流动相 A: 2% ACN +0.1 % F A :流动相 B: 80% 

ACN+O.l%FA。洗脱梯度为: 0-35 min, 0% B; 35-125 min, 00/0-36% B; 125-135 

min, 36~午100%B; 135-145 min, 100% B: 145 -146 min, 100%B-0% B: 146-150 

min, lOO%A平衡柱子。上样体积为 20μ.L.流动相流速为 300 nUmin。质谱条件:

选用正离子模式采集数据，质谱扫描范围设为rnIz 375.()-1500.0，采集时间设为 110

mino 仪器参数设置: IonSpray Voltage: 1.5 KV; Spray Current: 0.76μA: 侃侃也 G部

Flow Rate: 1.48; Aux Gas Flow Rate: 1.15; Sweep Gas Flow Rat后: 0.79: Capillary 

Voltage: 34.94 V; Capillary Temp~ 199.99.C; Tube Lens: 99.79 V; 在采用数据

依赖模式 (DDA) 进行串联质谱分析时，选取一级质谱中 10 个信号强度最高的离

子进行二级MS品1S 质谱分析，碰撞能量设为 35 V，活化时间设置为 25 秒，动态

排除 (dynamic exclusion) 时间设置为 10 秒。

1.2.7 HPLC-ESI-4000 Qtrap MS 分析

液相采用 Agilent 1260: Agilent SB-Aq 色谱柱 (4.6x250 mm, 5 ~m); 上样体

积 10μ1;流动相 A:98%水+2%ACN+O.05%TFA+O.8 mmol/L全氟庚酸z流动相 B:

98%ACN+2%水:流速: 0.5 mν'min: 洗脱梯度: 0-2 min, 0-16%B: 2-7 m泪， 16%B: 

7-12 min, 16号也-50%B: 12-15 min, 50%B; 15-16 min, 50~也-90%B; 16-20 min, 90%B; 

20-21 min, 900/0-2%B: 21-30 min, 2%B。质谱分析:采用微升级电喷雾电离方式，

正离子模式的多反应监测CMRM)。仪器参数设置如下:电喷雾电压(Sprayvoltage)

为 2000 V; 帘气 (Curtain G部， GUR) 为 20.00 Umin; 雾化气 (Nebulizer G部)

为 15.00 Umin;接口温度(Interface heater temperature)为 150.C:碰撞气体(Collision

g邸， CAD) 设置为中等:每对离子对的处理时间为 100 ms，选择目标离子的传输

窗口设置为 0.7 Da: 所使用的气体均为氮气。

2. 结果讨论
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2. 1 合成肤段定量

选择 F、 R、 V 氨基酸作为定量的氨基酸测定，在多反应监测扫描模式下，仪

器参数如碰撞能量 CCE) 、去簇电压 (DP)、 入口电压 CEP) 和碰撞池出口电压

(CXP) 等参照王雪颖色谱文章及李楠摘毕业论文，详见表 3-10

表 3-1 被测氨基酸选择的离子及质谱检测条件

Table 3-1 Tránsitions u始d forMRManabrsis and 0ptima1 plarameters of mass sp配trometer

Amino acid Precursor ion Product ion 
DP (V) CE (V) EP (V) CXP (V) 

(m1z) (m1z) 

Val 118 72 35 17 10 10 

13Cs-Val 118 72 15 17 10 10 

Pbe 166 120 45 20 7 19 

13C铲Pbe 175 128 45 20 7 19 

Arg 175 70 55 27 8 9 

13C丛墨 181 74 55 27 8 9 

标准曲线的制作=将二次实验所得的峰面积比取平均值，以标准氨基酸与重

标氨基酸的浓度比值为横坐标， 峰面积比值为纵坐标，二条肤段的每条被测氨基

酸标准曲线分别如图 3-1 和 3-2 所示，线性方程及相关系数见表 3-2。结果表明被

测氨基酸的峰面积比与浓度比呈良好的线性关系，线性相关系数R与0.98。
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. R 

. F 

1 2 3 4 
concentr画tion rltío 

图 3-1 ;被测 PrO 和 Arg 的定量标准曲线

Fig.3-1 calibration curve by using Pro and Arg 

2 3 4 

concentr画tion rltio 

图 3-2 被测 Val 和 Arg 的定:fi!标准曲线

Fig.3-2 calibration curve by using Yal and Arg 

37 



安徽医科大学项士学位论文

表 3-2 肤段中被测氨基酸定量的线性方程和相关系数

Tàble 3-2 The lin臼r饲ua由'DS and correlatioD C侃fficients of measmed amino acid旭 peptide

Peptidesequ钮臼 Aminoacids Lin部呵uation R2 

Val y = 0.6762x + 0.3362 0.9864 

IGSPVLVLSR 阳:g y = 1.0285x + 0.2191 0.9976 

Lue y = 0.4875x + 0.3353 0.9828 

Phe y = 1.0701x + 0.1173 0.9951 
GDLPAFHAHR 

Arg y = 1.125x + 0.2127 0.9940 

注: y值代表标准氨基酸与重标氨基酸的峰面积比值. x值代表标准氨基酸与重标氨基酸的浓

度比值

将肤段水解的三份样品所得数据取平均值，然后将测定的水解肤段氨基酸的

峰面积与重标氨基酸峰面积的比值代入线性方程，即可得出每个被测肤段的含量，

将二种氨基酸的定量结果去平均值即为该肤段的含量，由表 3-3 及 3-4 可以得出 1#

肤段<IGSPVLVLSR)的含量为 71.08%，即 0.7108 μ6此.2#肤段(GDLPAFHAHR) 

的含量为 84.98%， 0.8498 μ.gIμL。
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表 3-3 1 #肤段(IGSPVLVLSR)中 Val 和 Arg 的含量

Table 3-3 Contents ofVal and Arg in peptide 1#(IGSPVLVLSR) 

标准Arg峰 标准 Val 峰 测定氨
样品 测定氨基 均值 均值

面积/重标 RSD(%) 面积/重标 基酸 RSD(%) 
名称 酸(Arg)% (%) (%) 

Arg 峰面积 Val 峰面积 坠!2经

sl I 1.017 77.57 0.7738 64.71 

sl 2 0.8853 64.77 74.52 11.59 0.7993 68.48 67.64 3.880 

sl 3 1.054 81.22 0.8079 69.76 

表 3-4 2#肤段(GDLPAFHAHR) 中 Phe 和Arg 的含量

Table 3-4 Contents of Phe andh-g in peptide 2#(GDLPAFHAHR) 

标准 Phe
标准Arg 峰

样品 峰面积/重 测定氨基 均值 测定氨基 均值

RSD(%) 面积/重标 RSD(%) 
名称 标 Phe峰 酸(Phe)% (%) 酸(Arg)% (%) 

Arg 峰面积
面积

52 1 1.213 88.91 0.9323 0.7616 

s2 2 1.290 95.72 0.9406 0.7693 
92.3 1 7.726& 77.65 2 .5 10 

103.75 
s2 3 1.380 0.9718 0.7985 

{舍弃〉

2. 2 精氨酸标记的原理

肤段的精氨酸化学标记由二步组成，首先利用玻目酷亚胶与氨基的反应分别

将肤段与叠氮试剂、精氨酸与有机麟试剂连接起来，然后利用叠氮与有机腾的施

陶丁格反应将精氨酸连接到肤段的N端，其实验原理如图 3-3 所示。
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图 3-3 基于点击化学的梢氨酸标记原理示意图

Fig. 3-3 A schernatic diagram ofthe principle ofarginine labeling by click chernistry 

2 . 3 实验条件优化

我们的实验政切的实验设计如图 3-4 所示，将叠氮试剂与精氨酸反应，有机

麟试剂与肤段反应，最后利用施陶丁格反应将肤段和精氨酸连接起来。

中

…与YO苦Arg 中 çr:;_Nl 
U 

N3-① 

NHS.似de

( Arg 

① Peptide 

图 3-4精氨酸标记原理示意图

Fig. 3-4 A schernatic diagram for the principle ofarginine labeling 
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我们还从溶剂、反应温度、反应时间、反应物比例四个方面对实验条件进行

了考察，得出最佳实验条件如表 3-5 。

表 3-5 精氨酸标记最佳反应条件

Table 3-6 Optimal reaction conditions of arginine labelíng 

反应体系 反应比例 反应时间

Arg: NHS-Azide=10: 1 

水相z 有机相=1: 3 P叩，tide: NHS-Phosphine= 1: 40 2-4 h 

NHS也ide: NHS-Phosphine= 1 0: 1 

但是在实验中我们发现为了保证肤段反应完全，需要加入过量的有机麟试剂，

但反应结束后过量的有机瞬试剂需要除去，否则会影响下一步反应。而有机麟试

剂通过脱盐无法除去，故我们调整了实验方案，即用叠氮试剂与肤段反应，这样

过量的叠氮可以通过脱盐除去，保证后续实验的顺利进行。

2.3.1 精氨酸与有机腾试剂的反应效率

+ 

广
再54.4

"ggl (的什12.3E+4
8~ ß l 
7 0 
60 
5 0 
40 
3 0 
20 
咽。

"e9. 0 241 . 6 314.2 386.8 459.4 532.0 

图 3-5 NHS-Phosphíne (461Da) 与精氨酸(l74Da) 反应

前 (a)、后 (b) 的 MALDI-TOFMS 质谱图

Fig. 3-5 MALDI-TOF MS s严~仕a ofNHS-Phosphine reacted with arginine 
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如图 3-5 所示，在有机麟试剂与精氨酸反应前后的 MALDI-TOF MS 质谱图中，

图 3-5 (a) 是有机麟试 NHS-Phosphine C分子量 461 Da) 单独点靶的 MALDI-TOF

MS质谱图，图 3-5 (b) 是精氨酸与有机腾试剂反应后产物〈分子量 520 Da) 的

MALDI-TOF MS质谱图，由 3-5 可知有机瞬试剂反应完全，反应效率达到 100%。

2.3.2标准肤段标记效率

我们分别选取以 K和 R结尾的合成肤段，对其进行标记效率的查考，并重复

该实验三次。

首先我们选取了以 R 结尾的腾冲嗜热菌蛋自的肤段 (AGYTANSHR)及

QconCAT蛋白的肤段(TILDELVQR)的化学标记结果，分别如图 3-6和图 3-7所示，

其中图 3-6 (a) 和 3-7 (a) 是肤段的 MALDI-TOF MS 质谱图:图 3-6 (b) 和 3-7

(b) 是相应肤段与叠氮试剂反应的 MALDI-TOF MS质谱图，图 3-5 Cb) 和图 3-6

(b) 中无肤段峰，说明肤段反应完全:图 3-6 (c) 和 3-7 (c) 是叠氮产物与有机

腾产物的施陶丁格反应的 MALDI-TOF MS 质谱图。由图 3-6 和图 3-7 可以看出随

机选取的肤段与叠氮试剂反应完全，说明化学标记能实现对以 R 结尾的腾冲嗜热

菌及 QconCAT 合成肤段的高效标记，且标记无偏性。

ii飞

..宝安1 ( C) 

芋gl… 
… ZEgl 

..........-.- 唱 -一…-，--， .，，~-

[= -一­

m51 |… 

图 3-6肤段 AGYTAIVSHR (1073 Da) 的 MALDI-TQF MS质谱图

(a) 未反应肤段 (b) 中间产物 (c) 精氨酸标记终产物

Fig.3-6 MALDI-TQF MS sp回回ofp臼'ptide AGYTANSHR labeled with 缸ginine

(功 original peptide (b) intermediate product (c) pr<叫uct
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图 3-7 肤段 T且DELVQR ( 1086 Da) 精氨酸标记的 MALDI-TOFMS质谱圄

(a) 未反应肤段 (b) 中间产物 (c) 精氨酸标记终产物

Fig.3-7 MALDI-TOF MS 叩ectra ofpe叩.tide TILDELVQR labeled wi也缸-ginine

(a) original p叩tide (b) intermediate product ( c) product 

图 3-8 是以 K 结尾的肤段 (LADLFYQSK) 标记反应结果，其中图 3-8 (a) 

是肤段LADLFYQSK (分子量 1083 Da) MALDI-TOF MS质谱图:图 3-8 (b) 是

肤段肌基化反应后的 MALDI-TOF MS 质谱图，图 3-8 (b) 中已无肤段峰，说明眼

基化反应完全:图 3-8 (c) 肌基化肤段与叠氮反应的 MALDI-TOF MS，图 3-8 (c) 

中有少量的肌基化肤段，叠氮标记的效率约为 97%: 图 3-8 (d) 是叠氮产物与有

机麟产物施陶丁格反应的 MALDI-TOFMS质谱图，由图 3-8 (d) 可以看出叠氮产

物完全反应，由此说明化学标记能实现对以 K 结尾的肤段高效标记，满足定量分

析要求。
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图 3-8 肤段 LADLFYQSK ( 1083 Da)精氨酸标记的 MALDI-TOF MS质谱图

(a) 未反应肤段 (b) 肌基化修饰 (c) 中间产物 (d) 精氨酸标记终产物

Fig .3-8 MALDI-TOFMS spe出'll ofpeptide AGYτ:AIVSI亚 labeled wi也 arginine

(a) underiv甜zed peptide (b) guanidyl modified (c) intermediate product (d) final product 

2.3.3 标准蛋白的标记效率

为了在比较复杂的样本中考察标记效率，选择细胞色素 C 为为模型蛋白质。

图 3-9 是细胞色素 C 酶切、肌基化及施陶丁格反应的结果，其中图 3-9 (a) 是细

胞色素 C 酶切肤段的 MALDI-TOF MS 质谱图。图中星号标注的是零漏切的肤段:

图 3-9 (b) 是酶切后肤段腻基化的 MALDI-TOF MS质谱图，图 3-9 (c) 是服基化

后的肤段与叠氮试剂反应的 MALDI-TOF MS质谱图:图 3-9 Cd) 是叠氮产物与有

机麟产物的施陶丁格反应的 MALDI-TOF MS质谱图。我们对肤段的标记效率进行

了统计，化学标记对于细胞色素 c标准蛋白酶切肤段的标记效率均到达 95%以上，

满足定量分析的要求。
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(a) 

ztl i l t f) t J 喻户

图 3-9 细胞色素 C酶切肤段精氨酸标记的 MALDI-TOF MS质谱图

(a) 未反应肤段; (b) 肌基化修饰; (c) 中间产物; (d) 终产物

Fig. 3-9 MALDI-TOF MS sp臼恼。fpeptides of a cyωchrome c labeled wi也 arginine

。)und缸ivatized peptides; (b) guanidyl modified; (c) interm创iateproduc巳 (d) final pr，创.uct

另外，选择马心肌红对标记效率进一步考察。 图 3-10 是马心肌红蛋白酶切、

肌基化及施陶丁格反应的 MALDI-TOF MS质谱图，其中图 3-10 ( a) 是马心肌红

蛋白酶切的 MALDI-TOF MS 质谱图，图中星号标注的是零漏切的肤段:图 3-10

Cb) 是酶切后肤段肌基化后的 MALDI-TOF MS质谱图，图 3-10 (c) 是服基化后

的肤段与叠氮试剂反应的 MALDI-TOF MS 质谱图:图 3-10 (d) 是叠氮产物与有

机瞬产物的施陶丁格反应的 MALDI-TOF MS 质谱图。每一步反应的反应效率及最

终的化学标记效率结果的统计结果显示，标记效率最低的为 95.43%，最高可到

100%。
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图3-10 马心肌红蛋白酶切肤段精氨酸标记的 MALDI-TOF MS质谱图:

(a) 未反应肤段 (b) 肌基化修饰 (c) 中间产物 (d) 终产物

Fig. 3-10 MALDI-TOF MS s严C回ofpeptides of a myoglobin labeled with arginine 

(a) underivatized peptide (b) guanidyl modified (c) intermediate product (d) final product 

除了对单个的标准蛋白进行酶切标记外，我们还对标准蛋白的混合酶切物进

行了化学标记效率的考察。表 3-6 是对混合蛋白中每一步反应的反应效率及最终的

化学标记效率结果的列表。由表 3-6 可以看出，化学标记对于标准蛋白混合物酶切

肤段的标记效率较高，可以满足定量分析的要求。
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表 3-6马心肌红蛋白与细胞色素 C混合酶切后臆段的标记妓率

Table 3-6 Labeling e伍ciencies ()f the peptides of町pticd艳ested myoglobin and cytocbrome c 

m仄ture

肤段序列 M+Hσ叩dde) M+H(Guanidina M+H(NHS-A) M+H例HS-P) 标记

tiOD ofK) 效率

GITWK 547.27 646.32 729.11 1207.42 1ω.0% 

IFVQK 604.34 676.37 759.36 1237.46 loo.~也

YIPGTK. 634.39 720.34 803.34(98.92%) 128].44 98.7仍也

ALELFR 678.38 831.40 1309.48 99.43% 

MIFAGIK 779.45 821.30 904.42 138256 100.0"10 

EDUAYLK. 964.53 1006.43 1089.47 1567.S7 100.0"10 

TGPNLHGLFGR 1168.62 1251.52 1729.61 98川%

LFTGHPE1LEK 1271.66 1313.59 1396.56 1874.65(96.68%) 1ω.例也

HG1VVLTAlβGD.J{ 1378.84 1420.73 1503.80 1981.82 1∞'.0% 

HPGDFGADAQGAMTK 15但.67 1544.53 1627.55 2105.66 100.0% 

VEADIAGHGQEVLIR 1606.85 1689.69 2167.79 100.0010 

注: M+H处未标明的反应效率均为 100.0%

2. 3.4 化学标记陈段的色谱和质谱行为

为了考察化学标记对肤段在色谱和质谱行为上是否有影响，我们对细胞色素 C

蛋白酶切和肌基化修饰后肤段分别进行了+4Da和+lODa精氨酸标记，并将标记

后的肤段按照 1: 1 混合，考察其色谱保留时间和质谱响应行为。 图3--11 是提取的

细胞色素 C 酶切肤段精氨酸标记+40a 和+100a (1: 1)混合的 XIC 色谱图，其中

图 3-11 (a) 和图 3-10 (b) 是肤段进行精氨酸+40a和+100a 不同标记后色谱图，

图中二者的保留时间均为 64.09 min，而峰的强度分别为 3.54 E6 和 3.68 E6; 图 3-11

Cc) 和图 3-10 Cd) 是肤段进行精氨酸+4Da和+100a不同标记后色谱图，图中
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二者的保留时间均为 65.88 min，而峰的强度分别为 6.32 日和 7.2 1 E6。
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图 3-门细胞色素 C 酶切肤段精氨酸标记+4Da和+lODa ( 1: 1 ) 混合的泪C色谱图

Fig.3-门 XJC chromatograms ofthe peptide mixture of digested cytochrome c labeled by arginine 

+4 Da and + 10 Da (1: 1), respectively 

图 3- 1 2 是提取的细胞色素 C酶切肤段精氨酸标记+4 Da 和+1 0 Da ( 1: 1) 混合

的 MALDI-TOF MS 质谱图的一部分，由图可以看出，细胞色素 C酶切后的肤段用

不同的精氨酸稳定同位素进行标记， 1: 1 混合后的峰面积比基本为 1: 1 。综上可以

说明:同一条肤段经不同精氨酸稳定同位素标记后，无论是色谱保留时间还是峰

面积都基本相同。这些实验结果证明我们的实验方案可行，可以用于对合成的定

量肤段及实际生物样本中蛋白酶切肤段的化学标记。
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图 3-12 细胞色素C 酶切肤段精氨酸标记+4Da和+10 Da{l: 1 )MALDI-TOF MS 质谱图

Fig.3-12 MALDI-TOF spectra ofthe peptide mixture of digested cytochrome c labeled byarginine 

+4 Da and + 1 0 Da (l: 1), respectively 

2.3.5 定量肤段的二级碎裂
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图 3-)3 l# ClGSPVLVLSR)肤段精氨酸标记前(c)、后 (+0 Da ( a)和+10 Da ( b) )的 MALDl-TOF

MS岛1S 质谱图

Fig.3-13 MALDI-TOF MSIMS spectra of 1# (IGSPVLVLSR) peptide before (吵 and after arginine 

labeling +0 Oa( a) and + 10 Da(b), respectively 
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图 3.14 2#(GDLPAFHAHR)肤段精氨酸标记前(c)、后(+OOa(a)和+IOOa(b) )的 MALDI-TOF

MSIMS 质谱图

Fig.3-14 MALDl-丁'OF MSIMS spectra of2# (GDLPAFHAHR) peptide befor (c) and after arginine 

labeling +0 Da(a) and H O Da(b), respectively 

我们将含量测定后的肤段分别进行了精氨酸 (+10 Da) 和 (+0 Da ) 化学标记，

并用 MADIL 进行二级碎裂。 图 3- 13 (a) 和图 3- 14 ( a ) 分别是 1 # 、 2#肤段精氨

酸(+ 0 Da) 标记的 MALDI-TOF MS岛1S 质谱图， 图 3-13 ( b ) 和图 3-] 4 ( b) 分

别是 1#、 2#肤段精氨酸 (+10 Da) 标记的 MALDI-TOF MS加IS 质谱图， 图 3- 13

( c) 和图 3-1 4 ( c ) 分别是 1 #、 2#肤段本身的 MALDI-TOF MS品4S 质谱图。 从图

中可以看出， 二条肤段虽然不同， 但其精氨酸+O Da 的标记总会产生 505 峰， 而精

氨酸+100a标记皆会产生 515 峰，且肤段本身的碎裂均无这些峰。 因此， 这些碎

片峰皆来自标记到肤段上的标签，可以用于肤段的定量。
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3. 结论

本章首先根据氨基酸.稳定同位素稀释质谱法对合成肤段的含量进行测定，再

根据挂基班用酷亚胶与氨基的反应及施陶丁格反应将精氨酸稳定同位素标记到合

成肤段上，对精氨酸化学标记的效率等进行了考察。实验结果表明z 我们的精氨

酸化学标记效率无论是对于腾冲嗜热菌蛋白的合成肤段还是Q∞nCAT蛋白的合成

肤段均高于 95%. 能够实现对对肤段的高效标记且标记物偏性:两种同位素标记

的肤段在色谱和质谱中的行为完全一致，说明我们的精氨酸标记可以用于液质联

用中.同时，我们的精氨酸标记在二级碎裂时，对任何一条肤段进仔相同的精氨

酸标记时，产生相同的碎片峰，该碎片峰可以用于定量。
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综述

基于生物质谱的蛋白质组学及其标记定量方法新进展

中文摘要

随着蛋白质组学研究的深入和技术的不断发展，蛋白质组学研究的重点从蛋

白质鉴定、翻译后修饰和相互作用的定性研究，向不同生理和病理状态蛋白质表

达的差异变化及对关键的目标蛋白质含量测定转变， 因此， 定量蛋白质组学已经

成为目前蛋白组学研究的热点及难点。本文首介绍了定量蛋白质组学的研究方法

及定量蛋白质组学中标记方法的研究进展。

关键词:生物质谱定量蛋白质组学化学标记
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New progress of proteomics based on bio-mass spectrometη 

and its labeling quantitation method 

Abstract 

wi由∞mprehensive proteomics research and the development of protωmics 

technologies，也e proteomics focus h饵 turned 企om quali阳ive research such 挝 pro臼h

identification, post-translational modification and protein-protein interaction to 

qu缸ltitative studies including differential pro忧。mes between different biological s饱，tes

or healthy and pathological statesωwell as the absolute detennination of some key 

proteÏns. This paper mainly introduces 也e pro阱55 research methods of quantitative 

proteomics and quantitative proteomics in labeling method. 

Key words Proteomics!Mass spcctrome町'IChemicallabeling

62 



安徽医科大学项士学位论文

在 (Elecωphoresis>> 杂志出现例。锺臼质组是指基因、细胞或组织所表达的全部

蛋白质。随着蛋白质组学研究的深入和技术的不断发展，蛋白质组学研究的重点

已经从蛋白质组鉴定、翻译后修饰和相互作用的定性研究，向不同生理和病理状

态下蛋白质组表达的差异变化及对关键的目标蛋白质组含量测定转变。蛋白质组

定量俨然成为了解生命体活动的过程i 实现对关键功能蛋白、蛋臼标志物及药物

靶标验证的重要策略，因此蛋白质组学定量已经成为目前蛋白组学研究的热点和

难点I匀。

根据蛋白质组定量目的不同，定量蛋臼质组学分为相对定量和绝对定量研究[4，

S) 。相对定量是指通过对不同生理和病理状态下的细胞、组织或者体液表达的蛋

白量进行相互比较，发现差异蛋白的分析方法。绝对定量是指对细胞、组织或者

体液中某一状态下蛋白绝对含量或者浓度的测定，从而实现对选定的生物标志物、

药物靶标或者功能蛋白的验证。

基于生物质谱技术的蛋白质组定量是目前蛋白质组定量的主要研究方法，主

要包括"鸟枪法"和多反应检测 (multiple reaction moniωring，如但M) 法。基于"乌

枪法"的蛋白质组定量方法是先对不同状态生物样品中的蛋白质组进行酶解和标

记，然后将这些肤段混合物进行色谱分离，最后进行串联质谱分析 (MSIMS) 分

析以及对质谱图中不同肤段碎片的离子强度进行比较，确定出差异蛋白质组。该

方法的优点是分析通量高，一次可定量上千个蛋白，但无法对多肤信号进行选择，

因此主要用于蛋白质组的相对定量，且受基质及其它组分干扰，灵敏度低[句.MRM

方法是指根据目标蛋白质的氨基酸序列，预测并选择质谱信号强度高且可以唯一

确定目标蛋白的肤段作为特异性肤段，并将其对应的信号强度高的的肤段离子和

子离子对作为定量离子，即在三级四级杆质谱中通过设置 Ql 对母离子进行选择，

Q2 对选择的母离子进行碎裂， Q3 对子离子进行选择性扫描。通过这样的质量过
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滤和离子检测，可以有效地去除干扰离子，提高定量方法的灵敏度问。

虽然上述方法具有高灵敏度及线性范圄广等特点，但由于其低的质量分辨，

难以去除太过复杂的基质干扰，同时由于其监测的的离子对数量有限，难以满足

蛋白质组学高通量的要求，因此这成为定量蛋白质组学的困境。近年来，陆续出

现了一些新的技术，如同步母离子选择(Synchronous prec山sor selection, SPS) 技

术、平行反应监测 (Parallel reaction monitoring, PRM)技术以及 SWA1H (sequential 

window acquisition of aU也ωretical fra伊lention Spectra) 技术等。 SPS 技术是用多频

凹波的隔离波形 (MultiNotch) 在离子阱中实现一次选择获得多个肤段离子的碎片

离子， .将这一技术与 MS3 联用时可以通过离子的累积提高信号响应闷。 PRM 用

Orbitrap 替代了:MRM中的 Q3，进而对 Q2 碎裂的子离子进行高分辨率和精确质量

的分辨全扫描。与MRM 相比，提高了灵敏度、线性范围达到 5-6个数量级。但是，

PRM最多只能检测 15个母离子，分析通量比 MRM低问。 SWÞl四技术是在快速、

高分辨率的 Q-TOF 质谱仪器上开发的一种高通量和高灵敏度的定量技术。采用该

方法时，首先将母离子的质荷比范围分成不同的质荷比区间，然后对不同质荷比

区间的母离子进行裂解和全扫描，从这些碎片离子谱图来识别特定的肤段， 并通

过碎片的离子强度对相应的肤段进行相对或绝对定量。 Gillet等问通过实验验证该

方法的动态范围超过4个数量级。

另外，根据是否对蛋白或者肤段进行标记，蛋白组定量方法主要包括标记定

量和非标记定量。由于标记定量既可用于相对定量又可以用于绝对定量[11]。因此，

基于标记结合毛细管高效液相色谱.质谱联用的定量方法已经成为蛋白质组定量研

究的首选方法。而在标记定量中，基于稳定同位素标记结合液相色谱-质谱的蛋白

质组定量方法已经成为生命科学研究中的一种重要支撑技术[12]，己有发展了适应

不同生物样本类型的多种方法。根据不同标记方法原理，标记方法分为体内代谢

标记、酶促 180标记和化学标记等。

在代谢标记中最常用的是细胞培养氨基酸稳定同位素标记技术 (Stable isoωpe 

labeling by amioo acids. SILAC) ，该技术是2002年由Ong等[13， 14]在Zhu等[15]提出
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的AACT ( amimo acid coded mass tagging) 的基础上发展而来的，其原理是首先利

用重同位素标记的必需氨基酸替换正常的必需氨基酸加入到细胞培养液中，在经

过多代的细胞培养和代谢过程后使细胞内新合成蛋白中的必需氨基酸被其重同位

素标记的氨基酸替代，然后将含轻、重同位素氨基酸标记的蛋白按照不同比例混

合和酶切，经液质联用分析后经过不同同位素氨基酸标记后的同一肤段在一级质

谱上的峰就会成对出现， 最后通过比较这些峰的强度或者面积来对蛋白进行定量。

其优势是标记效率高，标记是在蛋白合成过程中完成， 无需加入额外的实验操作:

定量准确: 根据同位素氨基酸的自由组合， 能够实现多重标记。缺点是该方法只

适用于能够进行细胞培养的样品 ， 对于生物医学研究中常用的组织、体液等不适

用 ， 而且价格昂贵[16) 0 2010年 ， Neubert等[1 7)发展了一种Super-SCILAC技术，用

SCILAC标记培养细胞， 将培养后的细胞酶切后产生的内标肤在质谱分析中作为内

标加入到肿瘤组织样本中来对肿瘤组织进行定量， 这一技术将SCILAC技术的适用

范围增加到了组织。

酶促180标记是肤段在H21 80环境中基于膜蛋白酶的催化作用将肤段C端竣基上

的 160 置换成1800 2001年， Fenselau等[18)最先将其用于蛋臼质的相对定量研究。

该技术的优点是实验操作简单反应条件温和价格低廉: 缺点是标记有偏性，标

记效率因多肤性质不同差异较大且标记的稳定性差，且易发生回交[19)。之后，赵

毅等[20)使用助溶剂RapigestTM SF和微波辅助来提高肤段的分散度使反应效率有

所提高。 与此同时，还用高浓度还原剂和;皖基化试剂对溶液中残留的膜蛋白酶进

行化学方法的彻底灭活， 从而阻断了 1 80标记肤段回交的发生，使标记肤段的稳定

性增强。 但180标记依然存在对肤段有标记歧视、且仅能实现两个样品的定量等问

题。宋子凤等[21]基于原子转移自由基聚合反应 (A顶p) 的方法制备了固定化酶硅

胶填料和固定化酶磁性纳米颗粒两种固定化酶，并将固定化酶、 180标记及质谱多

反应监测(~仅M) 技术结合起来用于目标蛋白质绝对定量，实现了快速酶解，解

决了 180标记肤段的回标， 提高了定量的准确性。近日 ， Pan[22. 23)等利用酶促反应

对肤段标记后再冻干将体系转换成含有少量水的乙醇体系中，在膜蛋白酶的催化
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下成功将精氨酸稳定同位素连接到肤段N端。该方法的优点是反应条件温、引入的

精氨酸标签质量差大，可以有效的避免同位素峰的重叠。

化学标记主要有同位素亲和标签( isotope coded affinity tags, 1 CA T) 、等重同

位素标签标记定量法 ( isobaric tags for relative and absolute quantitation, iTRAQ ) 、

串联质量标签( tandem mass tag, TMT)等。 ICAT试剂是1999年由Gygi等[24)提出的，

随后Aebersold等[25]将该技术与串联质谱结合用于蛋臼质组的定量分析中。 ICAT试

剂主要由反应基团、连接基团和生物素标签三部分组成。其原理是将不同生长状

态下的细胞裂解后分别加入不同标记(连接基团部分质量数不同〉的 ICAT试剂，

通过反应基团与蛋白质或肤段的半肮氨酸的琉基发生化学键合反应将不同类别同

位素标记上去， 一起酶解后利用生物素标签亲和分离将蛋白或者肤段纯化出来再

进入质谱分析， 按照不同比例混合，最后根据同位素峰的相对强度进行相对定量。

其特点是不仅特异性地标记半脱氨酸的疏基 ( -SH) ， 而且在质谱分析前可以将标

记-SH 的肤段与其他没有标记的肤段进行亲和分离， 降低了样本的复杂程度，但

也因此只能对含琉基的多肤或蛋白进行标记。

iTRAQ[26.2η 试剂包括报告基团、 平衡基团和肤反应基团三部分。其原理主要

是反应基团 (PRG ) 特异地与肤段的N-端氨基和Lys的ε·氨基结合， 平衡基团与不

同质量的报告基团组合为肤段质量数加上144Da，保证iTRAQ标记的同一肤段的质

荷比相同，从而在一级质谱图上显示为一个峰。在二级质谱图上，报告基团特异

性地断裂，平衡基团发生中性丢失，最后产生的多个报告基团的峰面积比值即为

样本间蛋白含量或者浓度的比值。 TMT[28)与iTRAQ标记试剂的化学反应原理相似，

只是化学结构式略有不同。且iTRAQ试剂有8个不同的标记标签， 可同时标记并混

合8个样品进行定量检测，而TMT仅有6个不同的标记标签，只可同时标记和混合6

个样品进行定量检测。他们的特点是都能标记所有的肤段，提高蛋白质标记的覆

盖率及定量的准确性，并能实现多重标记定量， 提高定量分析的通量。但这类标记

试剂昂贵、操作过程繁琐，可选择的定量离子受到限制且在多个平行样品的预处

理和酶解操作过程易产生偏差，在进行质谱分析时引入较大误差等问题(29J。为此，
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Liu等[30]利用基于恶瞠酣反应的精氨酸稳定同位素标记实现C端的快速鉴定和定量。

Zhou等[31]利用13CD20和NaCNBH3、 C~O和NaαBD3的组合对肤段的N端以及C端

赖氨酸侧链氨基二甲基化，实现一级等重标记并用于定量。为了进一步解决现存

标记试存在的不足， Pan等[32J利用膜蛋白酶催化的方法将稳定同位素亲和标签连接

到肤段的N端，这不仅可用于定量，而且连接上的短序列标签可以提高蛋白质组分

析的覆盖率。其原因是精氨酸为碱性氨基酸，可以提高质子化效率，标记肤段的b

离子可以提高b离子在质谱中的检测灵敏度，有利于基于b离子的定量分析[331，但

该方法对反应条件要求严格。
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