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〔摘要〕质谱蛋白全谱分析和指纹分析可用于鉴别蛋白。应用酶或化学切解、修饰

及序列反应, 并与液相色谱或串级质谱联用, 可给出进一步的结构信息, 从而测

定蛋白的组分、蛋白一级结构、表征序列、测定蛋白修饰位、基因变异位及缺失

位, 这两种方法可用于医疗诊断、蛋白的功能分析和蛋白组学研究中。
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1　引言

近几年来, 随着质谱技术的发展和新型高性能仪器的出现, 在生物学领域中, 生物质

谱代替一些传统的分析手段, 在常规生物分析方面显示出越来越大的优越性。本文主要介

绍在蛋白质和DNA 分析中的两种质谱方法: 质谱蛋白全谱 (M S chart ing) 和质谱指纹

(M S m app ing)分析。

首先, 我们通过比较这两种方法来定义这两个概念[ 1 ]。质谱蛋白全谱分析指的是组分

(com ponen t ia l)分析, 它的对象是完整的组织、体液或其提取物, 其目的在于识别出尽可

能多的肽和蛋白混合物中的组分。质谱指纹分析指的是组成 (com po sit iona l)分析, 它的对

象是单个的、纯化后的肽或蛋白, 其目的在于测定它们的一级结构、蛋白修饰和鉴别遗传

差异等。蛋白全谱分析中, 测得未破坏的组分的分子质量, 并和已知或预期的蛋白分解产

物的相应分子质量比较。而指纹分析中, 测得酶解或化学方法降解后的产物的分子质量,

并和已知或预期的蛋白分解产物的相应分子质量比较。两种方法都包含一个数据库搜索

过程, 即将实验数据同蛋白或DNA 数据库中的氨基酸或核酸序列比较、匹配。显然, 两种

方法是互补的。比如, 蛋白全谱分析可以鉴别脑垂体中预测的神经肽, 然后, 再用指纹分析

来研究脑垂体中每个独立组分的结构。

2　质谱蛋白全谱分析

九年前, Go t tfried 等人最早使用质谱分析内分泌组织中的神经肽[ 1 ]。通常, 质谱蛋白

全谱分析并不要求将蛋白样品从混合物中分离出来, 这样, 便可节省大量的时间和精力。

因为, 理想上, 研究人员都想不经任何分离, 用组织或组织切片直接做质谱蛋白全谱分析。

质谱蛋白全谱分析只要求提取或简单地分馏组分。它的适用范围远远超过放射性免疫检
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定[ 2, 3 ]和化学检定[ 4 ]的范围, 这两种方法都只局限于特异系列的肽和蛋白。放射性免疫检

定还要求至少知道分析物的部分一级结构, 特别是在特异的抗原测定中。另外, 在原则上,

质谱蛋白全谱分析可在许多方面代替二维电泳 (2D PA GE) , 并且由于质谱提供精确的分

子量信息, 所以又具有双向电泳所不具备的优点。

在应用上, 质谱蛋白全谱分析可分为两大类。第一类, 它可用来定性鉴别给定组织的

肽和蛋白, 从而可以检测出肽和蛋白的变异和缺失。这种技术在生物工程方面非常有用。

例如, 由于不同基因型的变异, 可能产生一种被抑制的或缺失的酶, 用蛋白全谱分析的方

法可以检测到这种酶[ 5 ]。

质谱蛋白全谱分析的第二类用途是定量研究在对疾病、药物治疗、内源调节子或环境

压抑 (化学、物理或社会的)的响应中, 肽或蛋白的整体响应轮廓的规则。对神经免疫内分

泌复合物来说, 其中的神经、免疫、内分泌系统共同形成一个错综复杂的通讯网络[ 6- 9 ] , 通

过整个网络, 响应可被单一的、局域的、规则的事件触发, 因此, 响应过程中需监测所有的

肽和蛋白, 而不仅仅是监测个别的组分。定量的质谱蛋白全谱分析可用以建立未鉴别组分

在不同实验条件下的上限和下限规则, 这样的信息有助于决定: 应对哪一种未鉴别的肽和

蛋白进行更深入的研究。这在蛋白组学研究中是极其有用的。

211　质谱蛋白全谱分析的步骤

质谱蛋白全谱分析通过测定肽和蛋白的分子量, 加上已知蛋白和DNA 序列的信息,

来试探性地确认给定组织或体液中存在的肽和蛋白。通常, 质谱蛋白全谱分析可分为四

步: (1)从生物组织提取多肽和蛋白并分馏提取液; (2)测定提取液中各组分的分子量; (3)

从肽或蛋白的计算机库中搜索被测的分子量是否符合特定的肽或蛋白的质量; (4)再确认

分析, 如部分的N 2或C2端的测序分析, 氨基酸分析, 或反应M SöM S 分析。这些再确认分

析的对象应是那些在 (1) - (3)步中仍不能十分确认的特定肽或蛋白。

212　对仪器的要求

质谱蛋白全谱分析对仪器有一定的要求: 离子源应当能提供非破坏性的、气态的、包

含提取物中的所有多肽和蛋白的质量信息, 最好在物种间没有歧视效应, 及不形成碎片离

子。离子化中质量的上限及质量分析器的质量上限必须超过待测物可能的最大质量。定

量M S 的离子化过程必须足够稳定, 质荷比信号波动< 10%。目前, 基体辅助激光解析

(M ALD I) 和电喷雾电离 (ES I) 作为质谱蛋白全谱分析的新型离子源, 具有令人满意的性

能。

对实验室质谱而言, 要完成蛋白全谱分析, 仪器的质量范围、分辨率、质量精度和灵敏

度必须满足一定的标准。在实际操作中, 测定还受被分析样品的自然状况、进样方式、离子

化方式、电荷状态等条件影响。多年来, 质谱蛋白全谱分析已在实践上获得了关于上述条

件的一些经验。仪器的质量上限以 100, 000- 200, 000 为佳, 可用于大多数神经肽、激素、

抗体和其它有信号响应的分子。在现有的几种质谱仪中, 离子源的组合有效性、质量分析

器的性能和检出器的响应可给出 pm o l 级 (或更低) 样品量的响应灵敏度。傅里叶质谱仪

已可获得相当于分子同位素轮廓宽度的质量分辨率, 即在半峰高处大约 011% 的相对分

子质量 (RMM ) , 或相当于在最大质荷比 (m öz)处 1000 左右的分辨能力。

由于蛋白或DNA 数据库的不断丰富, 原则上, 将实验得到的质量同库中数据对照便
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可推断未知的肽或蛋白。但一般来讲, 数据库也许永远不可能完备, 因为作为一个理想的

数据库, 应没有错误的DNA 和蛋白信息, 有所有最终产物的信息, 所有相关的转译后修

饰和所有相关的人工修饰信息。而且, 即使经过搜索后“匹配”了分子质量, 也不能保证分

子的确认, 因两种肽或蛋白可能有相同的分子质量。可幸的是, 如果除了分子量的信息之

外还有一些结构信息的话, 搜索问题就不是那么复杂。例如, 如果 2- 5 个氨基酸序列及位

置是知道的话, 搜索的准确度会提高几个数量级。[ 10, 11 ]这需要利用串级质谱 (M SöM S) 的

功能, 在不影响质谱蛋白全谱分析的情况下, 来获得部分结构信息。另外, 色谱- 串级质谱

联用 (L CöM SöM S)的方法可以测定氨基酸序列, 并与蛋白库中的数据很好吻合。当然, 有

条件的话, 总可以事先用酶切、碎片、测序反应的方法加上蛋白全谱质量谱来获得结构信

息。

213　质谱蛋白全谱分析的应用

J im enez 等将已知的蜗牛的单个神经元放在M ALD I 基体液中, 并将单元粉碎, 不再

经其它处理, 用于M ALD I- TO FM S 分析, 发现了一些新的神经肽的表达和操作模式。这

个例子表明M ALD I 灵敏度高、适用性强, 可以成功地用于全谱分析。但只用M AL F I-

TO FM S, 给出的信息较少。

较之只显示单电荷离子峰的M ALD I- M S, ES I- M S 谱图显示的是多电荷离子峰,

谱图较难解释。但 ES I- M S 易与H PL C 在线连接, 故先用 H PL C 对样品进行一定分离

后, 用 ES I- M S 分析, 成为蛋白全谱分析的标准方法。此外, ES I离子源非常稳定, 分析离

子信号与分析物浓度成正比, 所以可用毛细管液相色谱 (cL C) 获得超低检出限, 并适用于

高精度的定量差分蛋白全谱分析。

考察一下可分析的最低浓度和检出限, cL C 可分析 lpm o l 的肽和蛋白流出液, 用这种

方法 (cL CöES I2M S) 已经分析了鼠脑垂体和脑提取液中 100 多种肽。质谱蛋白全谱分析

中, 只需用单个脑垂体提取液的 1ö10- 1ö20, 就催乳素和生长激素而言, 只要 1% 的提取

液, 就可得到清晰的谱图 (图 1) [ 1 ]。

图 1　鼠的催乳激素的 cL CöES I2M S 谱, 样品是从一只成年母鼠的脑垂体前叶中得到的提取液的 1%
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定量的差分 (d ifferen t ia l) 质谱蛋白全谱分析和在线L CöM SöM S 可挑选出那些未知

物进行进一步的细致分析。cL CöES I2M S 和 cL CöES I2M SöM S 的灵敏度相当高, 可以利用

老鼠模型定量研究人类疾病[ 12- 14 ]。对照正常的和非正常的鼠的质谱, 只选择那些在生物

上相关的未知肽作细致分析。另外, 质谱蛋白全谱分析在鉴定未知肽或蛋白方面的作用被

日益重视。Feistner 鉴别了鼠 Χ2L PH 的两种未知的变异体[ 1 ]。

3　质谱指纹分析

指纹分析广泛地用于肽、蛋白和DNA 的鉴别。原先使用毛细管电泳 (CE) [ 15 ] , 现在,

质谱由于其灵敏、通用、高产率等特点, 正日益成为指纹分析强有力的工具。纯化后的蛋白

被酶或化学裂解成肽片段, 根据蛋白一级结构和所用裂解试剂, 给出不同蛋白的特征性指

纹图谱, 用作鉴别的依据。指纹分析可用来测定蛋白的一级结构、表征氨基酸序列、测定一

些位点和转译后修饰位和氨基酸变异位、缺失位。利用不同物种的保留特性可作功能分

析, 还可用于基因诊断。

311 质谱仪器要求

指纹分析可用激光解析 (PD )、离子喷雾电离 (ES I)、基体辅助激光解析 (M ALD I) 做

离子源[ 16 ] , 采用多种模式, 如线性质谱、反射质谱、正离子或负离子质谱等[ 17 ]。相比其它离

子化方法,M ALD I 有以下几个优点: (1) 制样简便, 对纯化的要求低; (2) 可与时间飞行质

谱 (TO F- M S)联用; (3)宽的质量范围 (> 400kD a) ; (4) 灵敏; (5) 快速; (6) 采用延迟采样

D E 技术后, 更大大提高了分辨率和质量精度, 使蛋白和DNA 的识别更容易。

312　分析步骤

质谱指纹分析一般包括以下几步: (1) 纯化蛋白或DNA 样品; (2) 用酶或化学的方法

切解蛋白或DNA ; (3)用质谱分析切解后的产物; (4)用质谱数据进行数据库搜索,“匹配”

的数据作为识别的依据,“非匹配”的数据可鉴定一些结构的变化。 (5)对各个多肽片断进

行M SöM S 分析, 获得序列信息。

纯化最常用的方法是十二烷基磺酸钠- 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S- PA GE)。但是,

SD S- PA GE 由于其有限的分辨率常导致蛋白谱带的相对位移或重叠。即使应用双向电

泳, 由于分子大小、电荷相近, 蛋白的转译后修饰或疏水蛋白的“条纹”会使蛋白点模糊, 也

给分析带来了蛋白混合物的问题。解决这个问题要求获得大量的肽的序列信息, 这些序列

分别在质量指纹谱和序列数据库中寻找。另外一种解决方法是提高质谱的质量精度 (<

30ppm ) , Perk in- E lm er (PE) 公司的质谱仪已可获得几个 ppm 的质量精度, 并应用延迟

取样 (D elayed Ex tract ion 或D E) 技术[ 18 ] , 大大增强了质谱方法在指纹分析中的应用能

力。

Jen sen [ 19 ] 等推荐使用非冗余的蛋白序列数据库, 它允许的最大质量错误率为

50ppm , 识别一个蛋白至少要求匹配 7 个肽质量, 并考虑每个肽的两种不完全断裂, 对蛋

白的等电点无限制。找到的假设蛋白按所匹配的肽质量数排序, 然后列表分析。

313　指纹分析的应用

Jen sen 提出蛋白混合物分析的几点规则: (1) 质谱测得的肽质量有多少符合数据库

中的肽质量? (2) 匹配过程中质量精度如何? (3) 匹配中覆盖整个序列的百分比是多少?
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(4)匹配中同背景有多大差别? (5)匹配后是否有所期望的蛋白及期望的分子量? (6)匹配

得到的蛋白序列是否重复出现? 是否有不完全的末端 ( ragged end)形式? 大多数的离子信

号是否得到了匹配?

从数据库中获得一个假定的匹配物后, J en sen 提出一个“二次路径搜索”( second

pass search)策略, 即在测得的和推测的肽分子量间进行细节比较。在这一步中, 应考虑不

完全的断裂和肽修饰, 如甲硫氨酸及 s2脲基甲基半胱氨酸的氧化。二次路径搜索能给出匹

配肽的一些重要信息, 比如它们在蛋白序列中的分布。经实践证明, 这种方法非常直接, 在

识别蛋白混合物方面很有用。Jen sen 用此法识别了多组蛋白的混合物, 并指出, 质量精度

越高, 搜索的确定性越高。例如, 在识别两个 280kD a 的蛋白混合物中,M ALD I肽质量指

纹谱共有 143 个信号 (见图 2) , 第一次搜索得到鼠的 Α2spectrin, 对应 68 个肽质量, 二次

路径搜索对应 89 个肽质量, 覆盖率 39% , 则 Α2spectrin 被识别。第二次搜索得到鼠的 Β2
spectrin, 对应 28 个肽质量, 二次路径搜索对应 34 个肽质量, 覆盖率 17% , 则 Β2spectrin

被识别。第三次搜索没有显著匹配的蛋白。这样, 解释了 143 个信号中的 123 个 (89+ 34

= 123) , 并且所有的强信号都得到对应。

图 2　两个分子量约为 280kD a 的鼠蛋白混合物的M ALD I肽质量指纹图谱

直接用肽的质量与序列库比较, 识别或表征蛋白结构, 有时仍有混淆, 比如两个肽有

非常相近的质量, 同时酶解也会产生未预期的断裂。用M SöM S 可解决这类问题。K. H i2
ayam a [ 20 ]等在作鼠的单克隆免疫球蛋白 ( IgG2b)的指纹谱时, 对酶解后的一段肽段无法区

分 是 TD SFSCNV RH EGL KN YYL K (平 均 分 子 量 233216u ) 还 是 GLV RA PQV Y2
IL PPPA EQL SR K (平均分子量 233218u) , 做此肽段的M SöM S 谱 (见图 3) , 根据断裂的

序列信息, 可推知其为后者。在指纹谱中, 由于酶解产生未预期的断裂, 这类肽段很难在序

列库中找到匹配的质量。M SöM S 分析, 可得到正确的序列, 并指出酶切的又一个可能点。

质谱指纹分析还可测定不同物种间的保留特性, 从而推断分子的功能[ 21 ]。由生物多

样性和进化上远离引起的氨基酸残基取代, 显示了蛋白中的特征功能区。Co rdw ell 等用

延伸因子 (EF) , 比较不同物种的肽片段, 检测分子的氨基酸序列同一性。这里, 指纹被用
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图 3

于识别不同物种的保留蛋白全谱质量和蛋白全谱邻近区域的序列, 将这些质量和序列同

现有的数据库比较, 从而识别出保留的氨基酸序列。一旦观察到这个序列在三个以上物种

中出现, 即假设已检测到可能与功能相关的一个保留特性。除了在基因组测序中将推测的

功能与检测到的蛋白对应起来, 这种方法还可能在变异基因研究中识别分子内的变异区

域。

在一个蛋白消解物中, 质谱指纹分析可用来检测在化学或酶处理前后的“非匹配”(即

和预测片段不符)的肽, 从而表征蛋白的修饰。例如, 用特殊的内ö外糖苷酶分解糖蛋白, 然

后用质量指纹谱检测相对于假定的糖基化肽的质量位移, 可以测出聚糖结构的位置和形

式。并且, 比较D T T 还原前后的指纹谱能表征蛋白中的二硫键。Ku ssm ann [ 17 ]等人分别用

正离子、负离子、线性和反射模式, 研究了在 in situ (直接在模上或凝胶中的消解) 条件下

和溶液中的 neu ro lin 的 cDNA 序列和 neu ro lin 的氨基酸序列同一性, 并检出了糖基化

位。

W ade [ 22 ]等用质量指纹图谱对比分析了正常人和先天脑积水病人限制性酶解前后的

DNA 互补链, 并检测到病人L 1CAM 基因的变异。

Zhao 和Chait [ 23 ]利用质谱作单元性抗体的线性抗原决定基的快速指纹谱, 在抗原保

持原始构型的条件下, 测定了构型非连续的抗原决定基。

4　总结与展望

质谱蛋白全谱分析和指纹分析目前的主要限制是: 数据库的错误和不完全, 以及目前

仪器的质量范围和分辨率的限制。随着数据库的迅速扩充和完善, 以及仪器性能的提高

(PE 公司报道其质谱的质量精度已可达 1ppm ) , 这两种技术一定会在生物领域中发挥越

来越大的作用。
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M S Charting and M app ing
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Abstract

M S chart ing and m app ing can be u sed in iden t ifying p ro tein. By u sing enzym atic o r

chem ica l cleavage, m odifica t ion and sequencing react ion , w ith L C - M S o r L C - M Sö

M S, scien t ists can gain m o re structu ra l info rm at ion so as to detect the com po sit ion and

p rim ary structu re of p ro tein, the sites of deco ra t ion in p ro tein, m u ta t ion and delet ion in

genes. T hese tw o m ethods can be u sed in m edica l d iagno sis and funct iona l ana lysis of

p ro tein, as w ell as in p ro teom e study.

Key W o rds: m ass spectrom etry o r M S,M S chart ing,M S m app ing.
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