
 

 

肾透析患者血清多肽的分离富集与质谱分析鉴定
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摘要：肾脏疾病已成为影响我国国民健康的重大疾病，发现新的生物诊断标志物对肾病患者的早诊早治具有重

要意义。鉴于人血浆蛋白质组学研究和肽组学研究具有互补性，本研究基于本实验室此前发展的分离富集血清

中多肽的顺序沉淀和脱脂（sequential precipitation and delipidation，SPD）法，结合基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱（MALDI-TOF MS）技术分析比较了健康对照、肾透析患者透析前后血清中肽段的指纹图谱，并利用液相色

谱-质谱（LC-MS/MS）技术初步分析比较了肾透析患者和健康对照血清的肽组，分别鉴定到 8个和 17个特异肽

段，以及 8个差异表达肽段。本研究可为进一步大样本验证肾透析患者相关的潜在肽段生物标志物提供基础

数据。
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Abstract: Kidney  disease  has  high  incidence,  which  has  become  a  major  disease  affecting  people

health  nationwide.  The  discovery  of  new  biological  diagnostic  markers  is  of  great  significance  for

early diagnosis and treatment of kidney disease patients.  Mass spectrometry (MS)-based proteomics

and  peptidomics  have  become  essential  techniques  in  life  science  and  clinical  medicine,  and  have

been  powerful  tools  for  early  diagnosis,  molecular  typing,  drug  efficacy  prediction,  and  prognosis

assessment of diseases. Given that human plasma proteomics and peptidomics are complementary, in

this  study,  the  sequential  precipitation  and  delipidation  (SPD)  method  developed  in  our  laboratory

was  used  for  the  separation  and  enrichment  of  peptides  in  serum.  Matrix  assisted  laser  desorption

ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), which has fast, high sensitivity, and
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high-throughput characteristics, was used for the analysis of the peptides from serum of renal dialysis

patients before and after dialysis, and then compared with healthy controls. Liquid chromatography-

mass spectrometry (LC-MS/MS) was applied to analyze the peptidome of serum from renal dialysis

patients  and  healthy  controls.  Eight  and  seven specific  peptides  are  identified  in  the  serum of  renal

dialysis patients and healthy controls, respectively. And compared with the serum of healthy controls,

eight differentially expressed peptides in the serum of renal dialysis patients are also identified. The

specific  peptides  in  the  serum  of  patients  derive  from  fibrinogen  chain  α,  histone  H2B-1,  α-HS-

glycoprotein  and  coagulation  factor  XIII  chain  A,  and  the  differentially  expressed  peptides  mainly

derive from fibrinogen chain α and coagulation factor XIII chain A. This study provides basic data for

further validation of potential peptide biomarkers related to renal dialysis patients.
Key  words: mass  spectrometry； renal  dialysis； serum； peptidomics； sequential  precipitation  and
delipidation (SPD)

当前，我国肾脏疾病防控面临严峻挑战。肾

脏疾病患病率高，已成为影响我国人民身体健康

的重大疾病 [1]。肾病末期患者需要进行肾透析

治疗，即利用半透膜扩散和渗透原理将血液中有

害的代谢物和过量的电解质排出体外，达到净化

血液和纠正电解质及酸碱平衡紊乱的目的，模拟

健康肾脏完成新陈代谢功能。因此，分析肾透析

前后血浆中成分的变化，并与健康对照血浆进行

比较，发现和鉴定其中的关键分子，对肾病患者

的早诊早治具有重要意义[2-7]。

人血浆和血清是人体内各种循环蛋白质和

代谢产物的集中地，其富含 RNA、蛋白质、多肽

和代谢物，是最常见的临床样本，其组成变化与

多种疾病的发生发展密切相关。蛋白质是生物

体内生物学功能的执行者，其异常表达、修饰或

降解与多种疾病密切相关。基于质谱的蛋白质

组学技术已成为生命科学研究和临床医学研究

不可或缺的关键技术，能够用于疾病的早期诊

断、分子分型、药效预判和预后判定[8]。然而，在

正常的生理和病理条件下，人血浆 /血清中的蛋

白质普遍存在酶促降解现象，会产生蛋白质降解

产物（如肽段等）。因此，仅开展疾病相关的蛋白

质组学研究存在一定的局限性。血浆/血清中的

多肽组包括生物体内源多肽、蛋白质降解产物

（多肽）和低分子质量蛋白质，富含蛋白质降解信

息。肽组学是蛋白质组学的重要补充，但目前关

于血浆与血清的肽组学研究相对滞后，且具有挑

战性，深入开展疾病相关的血浆 /血清中多肽的

分析鉴定和肽组学研究意义重大[9]。

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（MALDI-TOF MS）技术的原理是蛋白质与多肽

等分析物与芳香族有机酸等基质形成的共晶在

激光照射下，基质吸收激光能量而被加热、蒸发

和离子化，并通过气相质子转移使蛋白质与多肽

等分析物离子化；离子经加速电场加速后获得一

定的动能和速率，并进入且穿过飞行时间（TOF）

质量分析器到达检测器而被检测。MALDI-TOF

MS技术具有快速、高通量及高灵敏度的特点，

适用于蛋白质与多肽等生物分子的快速鉴定，在

药物分析和疾病诊断等生物医学领域得到广泛

应用 [10]。然而，该技术不具备色谱分离功能，在

分析复杂生物样品时，离子化过程存在不同分子

间的相互抑制，影响检测和鉴定。液相色谱-串

联质谱（LC-MS/MS）技术具有强大的分离和鉴定

能力，以及高通量的特点，已成为蛋白质组学、

修饰组学和代谢组学等组学研究的关键技术，广

泛应用于地中海贫血等相关疾病的血浆蛋白质

组学[11]和细胞外囊泡蛋白质组学等研究[12]。

本研究利用实验室此前提出的基于顺序沉

淀和脱脂（sequential precipitation and delipidation，

SPD）分离富集血浆/血清中多肽的技术 [13]，结合

MALDI-TOF MS技术系统分析比较 4例肾透析

患者透析前后血清中肽段指纹图谱的特征和差

异，并与 4例健康对照的血清进行比较，然后利

用 LC-MS/MS技术分析、鉴定和比较肾透析患

者和健康对照血清中的多肽，旨为进一步大样本

验证肾透析患者血清中的潜在多肽生物标志物

奠定基础。 
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1    实验部分 

1.1    主要仪器与装置

Eppendorf  5424R高 速 冷 冻 离 心 机 ： 德 国

Eppendorf公司产品；CV600冷冻离心浓缩仪：北

京吉艾姆科技有限公司产品；基质辅助激光解

吸电离飞行时间串联质谱仪：德国布鲁克公司产

品；纳升流速液相色谱-四极杆静电场轨道阱质

谱联用仪：美国 Thermo Fisher Scientific 公司产

品；反相 C18毛细管液相色谱柱（20 cm×75 μm，

3 μm）：实验室填制，填料为 Dr. Maisch GmbH 公

司产品 ；Welchrom  C18固相萃取柱 （SPE， C18，

50 g/L）：月旭科技（上海）股份有限公司产品。 

1.2    主要材料与试剂

健康对照（4例）和肾透析患者（4例）的血

清：由国家康复辅具研究中心附属医院提供，获

国家康复辅具研究中心附属康复医院伦理委员

会批准（伦理号：S20220203）和所有供试者的知

情同意。

甲基叔丁基醚（MTBE，纯度≥99.0%，HPLC级，

E127-4）、 甲 醇 （纯 度 ≥99.9%， HPLC级 ， A452-

4）、乙腈（ACN，纯度≥99.95%，HPLC级，A998-4）：

美国 Fisher Chemical公司产品；甲酸（FA，纯度≥

98.0%）：北京益利精细化学品有限公司产品；三

氟乙酸 （TFA，纯度≥99%，T6508）、α-氰基 -4-羟

基 肉 桂 酸 （CHCA， 纯 度 ≥98%， C2020）： 美 国

Sigma-Aldrich公司产品；纯净水：杭州娃哈哈集

团有限公司产品。 

1.3    实验条件 

1.3.1    溶液配制　流动相 A：取 100 µL FA加入

100 mL水，配制成 0.1%FA溶液；流动相 B：取

80 mL ACN和 20 mL水，混匀后加入 100 µL FA，

配制成 80%ACN-0.1%FA溶液；基质溶液：称取

10 mg CHCA粉末于 1.5 mL微型离心管（EP）中，

加入 600 µL ACN和 400 µL水，再加入 1 µL TFA，

混匀后配制成 10 g/L CHCA-60%ACN-0.1%TFA

溶液。 

1.3.2    质谱条件　MALDI-TOF MS反射正离子

模式：质量扫描范围 m/z 700～5 000，激光强度

95%， 离 子 源 1电 压 20.00  kV， 离 子 源 2电 压

17.75 kV，透镜电压 7.6 kV，检测器电压 2 127 V，

脉冲离子引出时间 180 ns；线性正离子模式：质

量扫描范围 m/z 700～15 000，激光强度 95%，离

子源 1电压 20.00 kV，离子源 2电压 18.85 kV，透

镜电压 5.62 kV，检测器电压 2 924 V，脉冲离子

引出时间 270 ns。

LC-MS/MS：反相 C18毛细管液相色谱柱

（20 cm×75 μm，3 μm），柱箱温度 55 ℃，电喷雾电

压 2.0  kV，毛细管温度 320 ℃，质量扫描范围

m/z 300～1 600，动态排除时间 40 s，数据采集模

式 1拖 20（即 1次完整的 MS1 扫描后接 20个最

高丰度离子的MS2 分析采集）。 

1.4    实验过程 

1.4.1    SPD法分离富集血清多肽　将血清样本

从−80 ℃ 冰箱取出并置于 4 ℃ 保存，融化后置于

冰上。取 50 µL血清，加入 50 µL纯净水和 250 µL

MTBE，涡旋后加入 150 µL甲醇，再次涡旋振荡

均匀后快速离心 30 s。此时，溶剂为甲基叔丁基

醚-甲醇-水（5:3:1，V/V/V），溶液为单一相，此过程

利用有机溶剂沉淀去除血清中的高丰度蛋白

和大分子蛋白。将样品溶液置于 4 ℃ 静止沉淀

30 min，于 4 ℃ 以 15 000 r/min离心 30 min，取上

清液于另一 EP管中，操作过程中避免吸入沉

淀。向上清液中加入 100 µL纯净水和 500 µL

MTBE，使溶剂为甲基叔丁基醚 -甲醇 -水（5:1:1，

V/V/V）。涡旋混匀后，于 4 ℃ 以 3 500 r/min离心

10 min，溶液分成上部含脂质的有机相和下部含

多肽的水相。取出有机相，另存，收集水相于

4 ℃ 离心浓缩仪中，真空浓缩至干，备用。 

1.4.2    基于反相 C18固相萃取柱脱盐　将上述

SPD法获得的多肽样本重溶于 200 µL 0.1%FA

溶剂中，涡旋混匀。取 200 µL流动相 B清洗活

化柱，重复 2次；取 100 µL流动相 A洗涤平衡

SPE柱，重复 3次；取 200 µL 0.1%FA重溶 SPD

法富集得到的多肽样本，上样 SPE柱；用 200 µL

0.1%FA清洗 SPE柱以脱盐，重复 3次；然后用

200 µL 流动相 B洗脱 3次；收集合并多肽样品溶

液，并于 4 ℃ 离心浓缩仪中浓缩抽干，备用。 

1.4.3    MALDI-TOF MS分析检测　将 1.4.2节获

得的多肽样品溶解于 20 µL 0.1%TFA溶液中，取

1.5 µL多肽溶液和 1.5 µL 10 g/L CHCA基质溶

液，按体积比 1:1混合均匀后，取 2 µL溶液点在

靶板上，室温挥发至干，多肽和基质形成共晶。

将靶板置于 MALDI-TOF MS后，在线性正离子

模式、反射正离子模式下分析测试样品，并采集
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质谱图。 

1.4.4    LC-MS/MS分析　反相 C18 Trap柱（100 µm×

2  cm， 5  µm）和反相 C18分析柱 （75  µm×20  cm，

3 µm）；流动相 A为 0.1%FA溶液 ，流动相 B为

0.1%FA-ACN溶液；流速 310 nL/min；梯度洗脱程

序：0～4 min（3%～9%B），4～32 min （9%～16%B），

32～61  min  （16%～24%B）， 61～88  min  （24%～

33%B）， 88～93  min （33%～80%B）， 93～103  min

（80%B）。 

1.4.5      数据库检索　所采集的质谱数据使用

Sequest  HT搜 索 引 擎 和 Proteome  Discoverer

v.1.4（PD1.4）软件进行检索，使用的人蛋白质组

数据库于 2022年 8月 22日从 Uniport网站下载

并更新。检索参数：蛋白水解酶为非酶切，母离

子质量误差 10×10−6，子离子质量误差 0.02 u，可

变修饰为甲硫氨酸氧化（+15.994 9 u），肽段水平

和蛋白水平均为高可信度，蛋白质和肽段的假阳

性率（false discovery rate，FDR）均设置为 0.01（即

整体的 FDR＜1%）。 

2    结果与讨论 

2.1    血清多肽 MALDI-TOF MS 分析结果

在反射正离子模式下，健康对照人群和肾透

析患者人群透析前后血清多肽的 MALDI-TOF

MS分析结果示于图 1。与肾透析患者相比，健

康人群血清中有 2个特征肽段 ，即 m/z  1  865、

2 021。与健康对照相比，肾透析患者血清中有

4个特征肽段 ，即 m/z  1  015、 1  260.5、 1  465.7、

2 602。

在线性正离子模式下，健康对照人群和肾透

析患者人群透析前后血清多肽的 MALDI-TOF

MS分析结果示于图 2。与肾透析患者相比，健

康人群血清中有 3个特征肽段 ，即 m/z  2  018、

3 273、4 282。

由于在 MALDI源中肽段的离子化效率受肽

段分子之间的相互抑制 ，使 MALDI-TOF  MS

技术在分析复杂肽组学样品时的检测深度明显

偏低，且不能给出肽段峰的氨基酸序列。MALDI-

TOF MS分析结果未能发现肾透析患者血清中

肽段在透析前后的明显变化。因此，下面将采

用 LC-MS/MS分析健康对照和肾透析患者的血

清多肽。 

2.2    血清多肽 LC-MS/MS 分析结果

基于 MALDI-TOF MS分析结果，进一步利

用 LC-MS/MS鉴定肾透析患者和健康对照的血

清多肽，其代表性色谱图示于图 3。结果表明，

从肾透析患者和健康对照的血清多肽样品中累

计鉴定 468个肽段，分别有 8个和 17个特异肽段，

列于表 1。肾透析患者和健康对照血清中鉴定

到的 8个差异表达肽段（通过色谱峰面积归一化

计算，p＜0.05, 比值＞2及比值＜0.5），列于表 2。

进一步的生物信息学分析发现，在肾透析患

者血清中鉴定到的 8个特异肽段分别来源于纤

维蛋白原 α链（1）、组蛋白 H2B 1-O型（1）、组蛋

白 H2B 1-K型（1）、α-2-HS-糖蛋白（1）、斑联蛋白

（1）、凝血因子XIII A链（2）、补体 C3（Complement

C3，C3）（1）；而在健康对照组血清中鉴定到的

17个特异肽段主要来源于凝血因子 XIII A链

（3）、补体 C3（5）、补体 C4A（4）、α-胰蛋白酶抑

制因子重链 4（7）、载脂蛋白 A-I（1）。在肾透析

患者和健康对照组血清中鉴定到的 8个差异肽

段中 ， 2个低表达差异肽段均来源于补体 C3，

6个高表达差异肽段分别来源于纤维蛋白原

α链 （4）、纤维蛋白原 β链 （1）和凝血因子 XIII

A链（1）。

补体系统是一个蛋白质网络，通过识别致病

物质、激活促炎途径以及诱导已识别病原体的

调节作用来桥接先天免疫和适应性免疫，其活性

主要由替代途径驱动，该途径通过补体 3的自发

水解不断激活 [14]。补体替代途径的失调直接或

间接导致各种肾脏疾病 ，如 C3肾小球病 （C3

glomerulopathy，C3G）[15]、抗中性粒细胞胞浆抗体

（ANCA）相关肾血管炎、感染相关性肾小球肾炎

（IRGN）及由其引起的慢性肾脏病（CKD）等[16-17]。

2013年，C3G被肾病共识定义为一种肾小球疾

病，主要是由于过量的 C3沉积于肾小球基底膜

（GBM）中 ，其含量比其他免疫复合物至少高

2倍，因缺乏针对该病的治疗方法，大约 50%患

者在诊断后 10年内发生终末期肾病 [18]。血清

C3处于低水平，C3作为肾小球沉积的主要补体

在 C3G肾脏病理免疫荧光中的明显增加已成为

诊断该病的依据之一。本研究中来自 C3的 2条

肽段在肾透析患者透析前的血清样本中显著降

低，这与文献[16]报道结果一致。 
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图 1    反射正离子模式下，健康对照组（a）和肾透析患者（b）透析前（501、504、506）后（516、524、525）
血清多肽的 MALDI-TOF MS 分析结果

Fig. 1    MALDI-TOF MS results of serum peptides from healthy control groups (a) and renal dialysis patients（b）
before (501, 504, 506) and after (516, 524, 525) dialysis under reflection and positive ion mode
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图 2    线性正离子模式下，健康对照组（a）和肾透析患者（b）在透析前（501、504、506）与后（516、524、525）
血清多肽的 MALDI-TOF MS 分析结果

Fig. 2    MALDI-TOF MS results of serum peptides from healthy control groups (a) and renal dialysis
patients (b) before (501, 504, 506) and after (516, 524, 525) dialysis under linear and positive ion mode
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图 3    血清多肽的 LC-MS/MS 色谱图

Fig. 3    Chromatogram of serum peptides by LC-MS/MS

 

表 1    肾透析患者和健康对照组血清中鉴定的特异肽段

Table 1    Specific peptide segments identified in the serum of renal dialysis patients and healthy control groups

肽段序列
Peptide sequence

前体蛋白质
Preprotein

肾透析患者
Renal dialysis patient

健康对照
Healthy control

DEAGSEADHEGTHSTKRGHAKSRPV 纤维蛋白原α链 + + + + − − − −

PDPAKSAPAPK 组蛋白H2B 1-O型
或1-H型

+ + + + − − − −

PEPAKSAPAPK 组蛋白H2B 1-K型 + + + + − − − −

SLGSPSGEVSHPRKT α-2-HS-糖蛋白 + + + + − − − −

VNPFRPGDSEPPPAPGAQRAQ 斑联蛋白 + + + + − − − −

RAVPPNNSNAAEDDLPTVELQGVVPR 凝血因子XIII A链 + + + + − − − −

TAFGGRRAVPPNNSNAAEDDLPTVELQGVVPR + + + + − − − −

DLPTVELQGVVPR − − − − + + + +

NNSNAAEDDLPTVELQGVVPR − − − − + + + +

PPNNSNAAEDDLPTVELQGVVPR − − − − + + + +

SEETKENEGFTVTAEGK 补体C3 + + + + − − − −

HRIHWESASLLR − − − − + + + +

ITHRIHWESASLLR − − − − + + + +

SKITHRIHWESASLLR − − − − + + + +

SSKITHRIHWESASLLR − − − − + + + +

THRIHWESASLLR − − − − + + + +

GLEEELQFSLGSK 补体C4A或C4B − − − − + + + +

mNFRPGVLSSRQLGLPGPPDVPDHAAYHPF α-胰蛋白酶抑制因子
重链4

− − − − + + + +

FRPGVLSSRQLGLPGPPDVPDHAAYHPF − − − − + + + +

MNFRPGVLSSRQLGLPGPPDVPDHAAYHPF − − − − + + + +

LGLPGPPDVPDH − − − − + + + +

LQGAKIPKPGLDHTEASFSPR − − − − + + + +

NVHSAGAAGSRMNFRPGVLSSRQLGLPGPPDVPD-HAAYHPF − − − − + + + +

NVHSGSTFFKYYLQGAKIPKPEASFSPR − − − − + + + +

QGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ 载脂蛋白A-I − − − − + + + +
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3    结论
本研究利用顺序沉淀和脱脂法分离富集健

康对照组和肾透析患者血清中的多肽 ，采用

MALDI-TOF MS技术初步分析了健康对照组和

肾透析患者在透析前后血清肽段指纹图谱的特

征与差异，然后使用 LC-MS/MS技术分析鉴定肾

透析患者和健康对照血清的肽组，发现了来源

于 C3、纤维蛋白原和凝血因子 XIII等蛋白质降

解产生的特异多肽和差异表达多肽，为进一步开

展大样本验证具有临床诊断价值的肾病相关的

多肽生物标志物提供了基础数据。
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