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蛋白质靶上快速酶解与生物质谱鉴定技术
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!!目前#质谱尚不能对大多数分离的蛋白质进

行直接结构鉴定#通常采用蛋白质酶解方法得到

特定的肽段#再通过串级质谱和碰撞诱导断裂等

技术获得肽段的氨基酸序列#进而鉴定(确认蛋

白质序列结构信息$因此#蛋白质的高 效(快 速

酶解一直是研究的热点技术$胶上酶解(溶液中

酶解有系统研究报道)’*#将酶固定在特定的载体

材料上#对蛋白质进行在线或离线酶解有大量研

究工作)%+!*$然而#靶 板 上 的 快 速 酶 解 仍 然 有 很

大优势#蛋白质经过分离后直接点到靶板上#酶

解可以同时批量(规模化进行#酶解后的蛋白质&
肽不会造成交叉污染#同时#靶上酶解还可以进

行除盐操作#对毛细管电泳分离蛋白质样品有独

特效果$本研究采用多维高效液相色谱或毛细

管电泳分离数以千计的蛋白质馏分#在线点样到

质谱靶板上#进而采用发展的快速靶板上酶解和

除 盐 技 术 进 行 批 量 酶 解#随 后 通 过 ,DFZ(+
UK_&UK_,-鉴定其中的蛋白质组分#获得了

从数百到数千种蛋白质不等的鉴定结果$

C!实验部分

!’"试剂%S8Q1<?4?;3/02S3/1<!X-D"等

蛋 白 质 标 准 样 品 均 购 自 -1E/0 !-A6F8314#

,K#G-D"’,DFZ(基 质1+7B0<8+&+>BJ;8\B+
71<<0/17071J !)H)D"购 自 D2J;17> !-A?1<+
>?1/#N?;/0<B"$U_D和色谱流动相用乙腈等

购于_14>?;-71?<A1=17!_01;F0R<#M:#G-D"6
,8J1=1?J@8;71<?A;B@41< !测 序 级"购 于 *;8+



/?E0!,0J148<"O(#$纯水采用 ,1221+a,1221+
@8;?!X?J=8;J",D#系统新鲜制备$

!%#靶上酶解 方 法%’#F样 品 溶 液!%Y/,
MH&H)K!#与A;B@41<混 合 点 到 不 锈 钢 靶 板 上

!’"%孔板#"放置于饱和水蒸气的恒温箱中保持

’Y/1<后取出"室温下干燥"放置于点样器中每

个样品点加$6!#FY/E&/F 的)H)D!’l’
D)M&$6%e U_D#溶 液"自 然 挥 发’干 燥"即 可

,DFZ(+,-鉴定$
!!#靶板上除盐%实验中采用毛细管等电聚

焦分离蛋白质后"流出液在酶解前必须进行除盐

!两性电解 质#处 理"否 则 会 严 重 干 扰 质 谱 图 质

量$具体方法是"毛细管流出液点样到靶板上后

挥发至干"然后整块靶板分别放入$6’e U_D’
水和$6’eMH&KH水溶液中’$4取出晾干"在
进行上述的靶上酶解操作$

K!结果讨论

!’#温度对酶解效率的影响!首先考察了温

度对 酶 解 效 率 的 影 响"考 虑 到 生 物 酶 的 作 用 环

境"通常蛋白质在溶液或胶中酶解时"保持在!#
f约5!’%>$靶上酶解保持数小时比较困难"

需要加快 酶 解 反 应 的 速 度$实 验 表 明"U;B@41<
的工作温度可达Y$!5$f"但在5$f时该酶很

容易热变性"因此本实验选择Y$f进行酶解"在
该温度下A;B@41<可以在数小时内保持正常的酶

结构状态和生物活性$
!%#酶解时间!提高酶解温度会加快酶解效

率"缩短酶解时间$在Y$f的实验条件下"靶上

酶解在’Y/1<时基本达到通常胶上或溶液中5
>以 上 的 酶 解 效 果"因 此 实 验 采 用 了Y$f"’Y
/1<作为酶 解 条 件$为 了 保 持 酶 解 过 程 靶 上 水

溶剂的蒸发"酶解过程放置在Y$f饱和水蒸气

的容器中进行$反应完成后立即取出自然挥发

至干$
!!#酶与蛋白质比 例!实 验 对 不 同 的A;B@+

41<酶加入浓度进行了考察$通常蛋白质酶解时

酶的用量在Y$!’$$l’!蛋白l酶#的比例"靶

上酶解基本沿用该比例仍然可以获得较好的效

果$但是在蛋白质含量较低时!’$<E以下#"蛋

白%酶的比例#l’可以仍可获得较好的实验结

果$图’为$6’<EXD-靶上酶解结果"其中肽

段覆盖率为’9e$

图C!Y?@靶上酶解肽指纹图谱

X(XD-酶解肽段峰)U(A;B@41<自酶解肽段峰)插图为放大的前部分质谱图
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