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业于中国药科大学, 2001 级中

科院上海有机化学研究所分析

化学专业硕士研究生。主要进

行生物质谱方向的研究。在郭

寅龙研究员的指导下, 进行生

物样品微量分析的高灵敏间歇

电喷雾方法学研究, 在《化学学

报》等刊物上发表论文两篇。

摘要: 对傅立叶变换2离子回旋共振质谱 (FT öICRM S) 的
仪器特点及 FT öICRM S 在研究蛋白质结构鉴定、蛋白
质翻译后修饰和蛋白组学中的应用等方面进行了综述
和讨论。给出参考文献 45 篇。
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1　傅立叶变换-离子回旋共振质谱的仪器

特点
傅立叶变换2离子回旋共振质谱法 (FT ö

ICRM S) 是离子回旋共振波谱法与现代计算机

技术相结合的产物。傅立叶变换2离子回旋共振

质谱法是基于离子在均匀磁场中的回旋运动, 离

子的回旋频率、半径、速度和能量是离子质量和

离子电荷及磁场强度的函数, 当对离子施加与其

回旋频率相同的射频场作用时, 离子将同相位加

速至一较大的半径回旋, 从而产生可被接受的类

似电流的信号。傅立叶变换2离子回旋共振质谱

法所采用的射频范围覆盖了欲测定的质量范围,

所有离子同时被激发, 所检测的信号经过傅立叶

变换, 转换为质谱图。

傅立叶变换2离子回旋共振质谱仪的优点十

分突出[ 1 ] , 主要优点如下:

(1)容易获得高分辨率。FT öICRM S 的分辨

率在一个较宽的质荷比范围内极高, 远远超过其

它类型的质谱仪[ 2 ]。在一定的频率范围内, 只要

在足够长的时间内进行采样, 均可获得高分辨数

据, 这样就能获得高的质量准确性[ 3～ 5 ]。用 FT ö

ICRM S 可得到精度很高的精确质量数, 这对于

得到离子的元素组成是很重要的。Schu rch 等[ 6 ]

用 N 2羧基苯邻二甲酰亚胺标记, 鉴于 FT öI2
CRM S 的高分辨率, 鉴定肽段时质量误差仅为

0. 003 D。Kelleher 等[ 7 ]根据 FT öICRM S 的高分

辨率, 设计不用色谱分离直接鉴定出 CH 3öCD 32
标记的肽的方法;

(2)便于实现串极质谱分析。可完成多级 (时

间上) 串联质谱的操作, 由于它可提供高分辨的

数据, 因而信息量更丰富。多级串联质谱中采用

碰撞诱导解离 (Co llision2induced dissocia t ion,

C ID ) 技术, 将待分析的多肽离子在碰撞阱中分

离, 选中合适的离子碎成碎片, 并记录片段的离

子谱图。理论上, 任何一个多肽的C ID 谱包含了

鉴定该蛋白质足够的信息[ 8, 9 ] (主要指低碰撞能
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的C ID )。这种技术不仅可以用于纯蛋白的分析,

而且可用于多种蛋白质的酶解混合物分析, 理论

上每个蛋白质如果至少能有一个多肽离子产生

C ID 谱, 就能鉴定出该蛋白质。因此, 可能简化蛋

白质水解前繁复的纯化步骤, 并且可以直接分析

蛋白质的混合样品, 这就恰好满足了蛋白组计划

分析大量蛋白质的需要。但到目前为止, C ID 谱

图的解析仍是蛋白组工作的一个瓶颈。

(3) 便于使用外电离源并与色谱仪器联用。

FT öICRM S 一般采用外离子化源, 便于与各种

色谱仪器联用。

除此之外, 灵敏度高[ 10 ]、质量范围宽、速度

快、性能可靠等也是 FT öICRM S 的优点。

许多研究证明了质谱成功用于蛋白质四种

结构的研究, 即一级结构 (氨基酸的线性序列)、

二级结构 (氨基酸折叠成定义好的形状)、三级结

构 (全部的三维折叠)及四级结构 (多蛋白复合物

中折叠多肽的空间安排)。但是到目前为止, 质谱

在蛋白组学中的应用主要还是集中于一级结构

的研究。

2　傅立叶变换2离子回旋共振质谱在蛋白

质一级结构分析中的应用
传统上, 蛋白质的鉴定是从头测序, 多数是

自动的, 逐步的化学降解 (Edm an 降解) 蛋白质,

然后分离多肽片段[ 11 ]。这些局部顺序依靠重叠

的片段拼装组合出整个蛋白质的顺序, 但是更多

的用于探针从基因库分离出编码该蛋白的基因。

随着序列数据库的增大, 很明显, 即使相对较短

或不完善的序列 (缺口, 模糊的残基)对蛋白质的

鉴定都是很有用的。当意识到质谱能比较理想的

产生期望的数据时, 用从蛋白质或多肽提取的信

息和序列数据库相关联的方法, 而不是从头测序

进行蛋白质鉴定的观念已经逐渐地深入人

心[ 12 ]。

2. 1　准确质量测定对蛋白质结构分析的应用价

值

氨基酸顺序测定的第一步就是蛋白质分子

量的确定, 这能为测定蛋白质分子中多肽链的数

目和用质谱方法测定各个肽段的氨基酸顺序提

供最基础的数据。质量准确性的提高不仅能提高

数据库搜索的速度, 还能大大提高鉴定的可信

度[ 13～ 15 ]。用丰度为 99% 的13C 标记物培养基培

养细菌, 使磷脂中的12C 被13C 所取代, 一旦 C 原

子数已知, 有 n 个碳原子质量数就会增加 n, 比

较分别用 ES IöFT öICRM S 和 (C ID ) FT öICRM S

测得的天然和 99% 丰度的13C 标记物培养基中

磷脂的谱图, 准确质量测定使其元素组成为唯一

的可能[ 16 ]。D em irev 等[ 17 ]组合使用完整蛋白质

的准确质量测定和蛋白组数据库, 显著提高了鉴

定微生物的特异性。H e 等[ 18 ]最近组合使用了高

的磁场 (9. 4 T ) , 大的 Penn ing 阱的直径 (101. 6

mm ) 及低的离子浓度, 用 Λ2ES IöFT öICRM S 检

测两种肽时质量分辨能力很高, 这有可能成为蛋

白组学研究的新突破点。ES IöFT öICRM S 的准

确质量测定还能可信的证实不确定的离子组

成[ 19 ]。

2. 2　蛋白质分子中氨基酸序列的测定

蛋白质一级结构测定的一个最灵敏和最普

遍的方式就是先用二维聚乙酰胺凝胶电泳分离

蛋白质混合物, 以胰蛋白酶消解, 质量分析 (分辨

和分离一个特别的肽段)并最终用质谱方法产生

一个至少是部分的氨基酸一级结构。肽质量图谱

(Pep t ide m ass m app ing)是蛋白质一级结构测定

一种最常用的手段。

肽质量图谱是基于序列特异性蛋白酶水解

蛋白质衍生出来的肽的一个基团的准确质量的

测定, 是蛋白质鉴定的一个高效的方法。不同氨

基酸序列的蛋白质用序列特异性的蛋白酶水解

后将会产生一系列该蛋白独特的质量指纹。因

此, 如果用选择好的质量数 (观察到的肽质量指

纹)在一个包含有该特异蛋白的序列数据库中搜

索, 该蛋白就能依赖这个数据库正确的鉴定了。

采用纳流量液相色谱与傅立叶变换2离子回

旋共振质谱联用, 提供了一系列的胰蛋白酶消解

后的母离子和子离子的质量, 质量的准确性达到

了 10- 6数量级, 从而进一步确证了人肝的三种

二乙酰基还原酶[ 20 ]。另外采用 n2ES IöFT ö

ICRM S在 pm o l 数量级的灵敏度上获得了蛋白

质消解物的准确的质量指纹图谱, 缩小了数据库

的搜索范围并降低了搜索的噪声, 测得了该种乙

醛氧化酶的序列[ 21 ]。应用 ES IöFT öICRM S 和红

外多光子解离 ( IR m u lt ipho ton dissocia t ion,

IRM PD ) 可对一种糖激酶进行分子量和肽的一

级结构的精确测定[ 22 ]。

2. 3　蛋白质分子中二硫键位置的确定

蛋白质分子中常有二硫键作为共价键交联
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一条多肽链链内或多条多肽链链间的两个半胱

氨酸, 确定二硫键的位置对于鉴定蛋白质一级结

构有着重要意义。近来 Ge Y ing 等[ 23 ]用电子捕

获解离 (E lectron cap tu re d issocia t ion, ECD ) 技

术成功地对大肠杆菌的细胞抽提物中催化维生

素B 1 生物合成的几种酶进行了二硫键等全面

的结构鉴定。

2. 4　在分析蛋白质表达上的应用

获得蛋白质表达程度方面的信息是很有价

值的, 因为这是一个给定细胞的特征状态, 直接

反映了该细胞的生理功能, 并且和信使核糖核酸

(M essager ribonucleic acid,m RNA )表达的程度

不直接相关。常用的方法是用稳定性同位素标记

(如2H , 13C, 15N 等)。样品中所有的肽以相同的序

列对出现, 但是质量不同。因为这些肽对有相同

的物化性质, 它们在分离和离子化时就能表现相

同的性质。因此, 低质量和高质量成分的信号强

度的比就能提供一个可信的准确的这两种肽的

相对比例。Sm ith 等[ 24 ]用贫化天然丰度极低的同

位素 (如贫化13C, 15N , 2H ) 标记的培养基和普通

培养基培养细胞, 为所有待检测的蛋白质提供了

“内标”。将用普通的细胞与标记的细胞在样品处

理过程前混合, 这样就排除了细胞裂解、分离和

质谱分析引入的实验误差。最后, 用 FT öICRM S

检测并比较了 200 种不同的蛋白质。后来发展了

更高效方便的定量方法——同位素编码亲和标

记法 ( Iso tope2coded affin ity tags, ICA T ) [ 25 ]。这

种方法是用重的同位素试剂 (d8) 和一般试剂

(d0) 对半胱氨酸选择性烷基化。混合两种蛋白

质的混合物, 用胰蛋白酶水解, 通过一个单体抗

生物素蛋白的琼脂糖柱子, 富集有生物素标记的

蛋白质。用微毛细管液相色谱2电喷雾电离串级

质谱 (L C2ES I2M SöM S)选择性分离, ICA T 2标记

的肽对的离子信号强度就可以精确的提供两种

蛋白的定量信息, 随后的M SöM S 可以用来鉴定

该种蛋白质。ICA T 试剂的使用同时实现了蛋白

质的定性和相对定量[ 26 ]。

3　傅立叶变换2离子回旋共振质谱在研究
蛋白质翻译后修饰中的应用

生物活性的肽要表达它们的生物活力, 就要

在细胞中通过一系列的生物过程来合成, 这一系

列的过程起始于转录, 然后翻译成前体蛋白。新

生的前体蛋白再通过内质网, 高尔基复合体等转

运时发生蛋白水解和翻译后修饰生成有活力的

肽。重要的翻译后修饰包括蛋白质水解、酰基化、

羧基化、糖基化、脂化、胺化、磷酸化和硫酸化。蛋

白质经过这样的修饰, 在结合、催化、调节以及物

理性质等方面都被赋予了新的功能。

3. 1　蛋白质分子中磷酸化肽的序列的分析

仅次于蛋白质水解, 蛋白质磷酸化是最重要

和独特的一种翻译后修饰。能进行磷酸化的氨基

酸有丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸。蛋白质磷酸化和

去磷酸化的重要性在于在细胞信号传递过程中

的作用及对许多蛋白质、激素、神经递质和肽等

保持生物功能的关键性作用。传统的确定磷酸化

位点的方法是用32P2同位素标记, 然后用免疫沉

淀或酸提取ö沉淀, 再用十二烷基硫酸钠2聚丙烯

酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE) 或其它色谱技术分

离。分离得到的标记后的蛋白质用化学法或酶法

断裂成小肽, 用 Edm an 降解法进行磷酸化的蛋

白质的鉴定。这样的传统方法既有放射线的危

险, 又容易损失样品, 对磷酸化蛋白质的精确定

位很容易失败。质谱方法, 以其无法超越的分子

特异性, 极高的检测灵敏性和无法比拟的通用性

特别适合该项鉴定。Sten sba lle 等[ 27 ]用纳电喷雾

电离2傅立叶变换2离子回旋共振质谱的 ECD 技

术建立了可行的磷酸肽顺序分析的方法。合成或

自然的磷酸肽的 ECD 谱比碰撞活化解离 (Co lli2
sion act iva ted d issocia t ion, CAD ) 谱的复杂性要

小得多, 且没有水, 磷酸盐基团或磷酸从完整的

磷酸肽离子或多质子化的磷酸肽离子 ECD 产生

的 c2, z2型片段离子上丢失。

3. 2　在糖蛋白分析中的应用

蛋白质的糖基化是真核细胞中最常见的翻

译后修饰中的一种。曾经有人估计过 60%～

90% 的哺乳动物的蛋白质在某个位置是被糖基

化的[ 28 ]。这些糖链修饰在无数的生物体系中起

着关键性的作用[ 28, 29 ]。糖蛋白的糖链的功能是

作为细胞2细胞和细胞2分子相互作用的识别标

记。因此, 糖蛋白是许多生物过程的基本物质, 这

些过程包括了免疫应答、受精、细胞生长、细胞2
细胞的粘着、凝血块的降解、病毒增殖、寄生虫感

染和炎症反应等[ 29, 30 ]。

为了推导出糖蛋白的一级结构, 必须先确定

以下的信息: (1) 糖基化的位置和糖苷的连接方

式 (N 2连接或O 2连接) ; (2) 不同的糖残基的顺

序, 包括它们的分枝点; (3)糖苷连接的位置; (4)

563　第 2 期　　　　　　　刘晗青等: 傅立叶变换2离子回旋共振质谱法在蛋白质分析中的应用

© 1994-2006 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



每个糖的端基异构 (A nom eric)型 (Α或 Β) ; (5)每

个糖的鉴定。糖蛋白的分析一般分为三步: 一, 完

整的糖蛋白的分子量的测定; 二, 糖蛋白的多肽

骨架用酶裂解、分离和鉴定酶解后的糖肽; 三, 进

行一系列的内2或外2糖苷酶消解, 决定糖基侧链

的一级结构。

Cancilla 等[ 31 ] 用碱降解寡糖和 M ALD I2
FT öICRM S 的方法成功地测定了寡糖的顺序和

连接。这种碱降解技术是一种化学降解技术, 它

只在还原端以 Β2消去方式切断糖苷键产生一个

新的还原端。反应产物只需进行很少的处理即可

作为M ALD I2FT öICRM S 的样品来鉴定寡糖的

顺序。有关连接的信息则通过新的还原端裂解片

段来提供, 片段化可以通过M ALD I源的片段化

或 SOR I2C ID 来实现。M irgo rodskaya 等[ 32 ] 在

1999 年首次将 ECD 技术用于鉴定糖肽的O 2糖
基化位置, 克服了源后裂解 (Po st2sou rce decay,

PSD ) 和 CAD 技术中糖苷键比多肽键更不稳定

且更易片段化的缺点。PSD 和CAD 技术常常导

致信号强度很低或带有多糖的片段离子的信号

丢失。而 ECD 技术是基于多肽的多质子化和热

电子 (< 0. 2 eV )的部分重组。由于释放到片段里

的内能很少, ECD 是一个很温和的片段化技术。

Budn ik 等[ 33 ]用 2. 94 Λm IR ( IR 2M ALD I) 取代

原来的 337 nm UV (UV 2M ALD I) , 新技术更适

合于研究翻译后修饰的多肽。它是以琥珀酸为基

质, 经实验证实灵敏度提高到了 fm o l 级, 且离子

化更“软”了, 即离子的断裂减少了。O 2糖基化和

硫酸化的多肽的完整的分子离子都可以在新技

术下检测出来, 这为糖蛋白的分析提供了很多方

便。

3. 3　在蛋白质其它翻译后修饰中的应用

H aselm ann 等[ 34 ] 以外部累积的 ECD 技术

成功的对 60 个氨基酸残基中的 6 个 GalNA C

(N 乙酰半乳糖胺) , 25 个氨基酸残基中的 5 个

唾液酸和 6 个O 2连接的 GalNA C 及 11 个氨基

酸残基中的硫酸基团均进行了准确的定位。

4　傅立叶变换2离子回旋共振质谱法在研
究蛋白组学中的应用

蛋白质组的概念是 1995 年由 W asinger

等[ 35 ]首先提出来的, 它是指一个基因组、一个细

胞或一种组织所表达的全部蛋白质。蛋白质组研

究是一种基因组后的研究, 蛋白质是基因通过转

录、翻译和翻译后修饰的表达产物, 是在分子水

平上研究基因的功能, 是从基因组到功能的研

究[ 36 ]。蛋白质组计划要求大规模的蛋白质鉴定,

典型的蛋白组鉴定计划的靶蛋白的数量大大超

过了传统化学测序方法的容量, 质谱技术相对而

言更适合于高通量的蛋白组测序, 然而质谱作为

快速产生完整蛋白质的氨基酸序列信息仍是需

要进一步发展的[ 37～ 39 ]。Kelleher 等[ 40 ] 用 AL S

(A cid lab ile su rfactan t, 酸不稳定的表面活性

剂) 2PA GEöH PL C 的方法分离大小不同的蛋白

质, 再以 ES IöFT öICRM S 分析鉴定了 13 种完

整蛋白的混合物, 以M SöM S 选择离子使其片段

化, 最后进行数据分析鉴定蛋白质, 这种高通量

的方法很适合于蛋白组的研究。Ge 等[ 23 ]用 ECD

技术提高了蛋白组学中大的蛋白质的细节结构

鉴定。

另外, 蛋白2蛋白复合物的研究也是现今蛋

白组学的一大热点, 因为细胞行使生理功能多数

是通过多蛋白复合物进行的, 很少由单个蛋白质

独立行使功能。通常我们认为相互作用的蛋白质

可能在生物过程中起同样作用。与此研究类似,

研究蛋白质与其它生命物质的复合物也是具有

重要意义的。傅立叶变换2离子回旋共振质谱在

研究非共价复合物中显示了极高的灵敏度 (低于

pm o l 到 fm o l 数量级) [ 41 ]。N ou sia inen 等[ 42 ] 以

SOR I2C ID 和电喷雾2傅立叶变换2离子回旋共振

质谱研究了钙调蛋白2R S202Ca4 复合物的气相

解离, 发现了复合物中可能有非共价的蛋白质相

互作用和盐桥的存在。Budn ik 等[ 33 ] 首次用

M ALD I2FT öICRM S 观察到了非共价复合物

(万古霉素和二乙酰2L 2L ys2D 2A la2D 2A la) 的存

在。另外, 最近有人 n2ES IöFT öICRM S 检测到了

毫克分子级的寡糖2蛋白的复合物, 并证实了该

项技术是用于定量研究寡糖和蛋白单价或多价

连接的一个好方法[ 43 ]。

5　结　论
后基因组时代, 整合了生物信息学的生物分

析质谱, 将在细胞蛋白组的鉴定和概述分子阶段

的活细胞的功能和动力学方面起到一个轴心作

用[ 11, 36, 44, 45 ]。傅立叶变换2离子回旋共振质谱以

其高分辨率, 易于质谱串联, 便于色谱联用, 高灵

敏度等优势, 必将在蛋白质分析鉴定领域起到关

键性作用, 推动蛋白质分析鉴定技术的发展。
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Abstract: T he review w ith 45 references is focu sed on characterist ics of Fou rier t ran sfo rm öion cy2
clo tron resonance m ass spectrom eter (FT öICRM S) and app lica t ion s of FT öICRM S in p ro tein iden t i2
f ica t ion. A pp lica t ion s in ana lysis of p rim ary structu res of p ro tein s, po st2t ran sla t iona l m odifica t ion s

and p ro teom es are d iscu ssed and review ed in deta il.

Key words: m ass spectrom etry; p ro tein ana lysis; review ; fou rier t ran sfo rm öion cyclo tron resonance

m ass spectrom etry (FT öICRM S)

963　第 2 期　　　　　　　刘晗青等: 傅立叶变换2离子回旋共振质谱法在蛋白质分析中的应用

© 1994-2006 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


