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"小肽是植物小肽激素中最大的家族%在调控植物

分生组织干细胞的分化和分裂中发挥着关键性作用'本工作采用超高效液相色谱
=

四极杆飞行时间质

谱法!

RJF1=QTM_67

"研究
@

种典型
1FL

小肽的质谱特征%并总结质谱碎裂行为的规律%即
1FL

小肽

的最强准分子离子峰带有
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个电荷%碰撞诱导解离!
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"主要产生
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型和
<

型离子*在
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最佳

碰撞电压下%最容易从脯$羟脯氨酸的氨基&甘氨酸的氨基和羧基端发生断裂形成高丰度的
D

"

和
<!

等

碎片离子'对合成的
1FL

类似肽!

1FLF

"的质谱碎裂行为进行预测和实验验证%结果表明%

1FLF

的质

谱碎裂行为与预期完全相符%表明该碎裂规律对
1FL

家族的小肽具有较强的适用性%可为
1FL

小肽激

素的定性和定量分析提供重要的数据参考'

1FL

家族结构具有高度保守性%通过对拟南芥中的
1FL

十

二肽基序的质谱碎裂方式和碎片离子进行预测%可根据这些数据信息构建非数据依赖的
1FL

小肽筛选

和鉴定方法%有助于生物学家探寻新的
1FL

小肽激素'
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植物小肽激素是植物激素研究领域的一个

新兴分支%是一类天然氨基酸以不同组成和排

列方式构成的活性生物分子%通常可以与周边

细胞膜表面的受体激酶!主要是富含亮氨酸的

类受体蛋白激酶"相互作用%在植物细胞间信息

交流中发挥着关键作用(

#=)

)

'随着技术手段的

快速发展和研究的不断深入%人们陆续在番茄

及其他植物中发现了与植物免疫&细胞分化&生

殖与发育等植物生理活动密切相关的系统素&

植物磺肽素&
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"和快速碱化因子等数十种小

肽激素(

#=)

)

%其中
1FL

作为维持干细胞增殖与

分化平衡的关键调控因子(

"

)

%在低等植物和高

等植物!包括单子叶植物和双子叶植物"中均有

分布'

1FL

小肽结构具有一定的保守性%其保

守序列由
#!

个氨基酸组成%其中
#)

个氨基酸

序列!十二肽基序"足以使
1FL

发挥其生理作

用(

!

)

'根据生物信息学预测%在拟南芥中有
")

个
1FL

成员(

@

)

%在水稻中有
!?

个
1FL

成

员(

Y

)

%其他物种中也含有类
1FL

同源基因(

?

)

'

在
1FL

家族中%目前研究较为透彻的只有

1F$"

&导管分化抑制因子!
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"等少数

成员%还有大量的预测小肽尚未得到证实'植

?@

第
#

期
!!

袁薪茹等#

1FL

家族植物小肽激素的质谱碎裂特征研究



物体内潜在的
1FL

小肽及其类似物的数量十

分庞大%因此
1FL

小肽的筛选与结构鉴定极具

挑战性'质谱技术具有准确性高&灵敏度高&选

择性强等优点%在
1FL

小肽的发现&结构鉴定

和定量分析中发挥着关键作用(

A=>

)

%小肽的质谱

碎裂规律和碎片信息是小肽定性&定量分析的

重要依据'

本工作拟采用超高效液相色谱
=

四极杆飞

行时间质谱法!

RJF1=QTM_67

"系统性地研

究
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&

1FL#>

&

1FL!*

&

THI_

和
P;\I1#

!

P&

<

93.4;/C\23B%D3/=3.X,94X1FL#

"

@

种典

型的
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小肽激素的质谱特征%并利用合成的

#

个
1FL

类似小肽!

1FLF

"对碎裂规律进行验

证'通过研究
1FL

小肽的碎裂规律和特点%提

出利用质谱手段对未知
1FL

小肽进行筛选与

结构鉴定的可能性思路%希望可以帮助生物学

家准确定量分析
1FL

小肽以及寻找和鉴定新

的
1FL

小肽'
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#由中国科学院遗传与发育生物学研究

所许操研究员实验室提供%各小肽标品的氨基

酸序列等信息列于表
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表示羟脯氨酸*
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"加粗表示响应最高的准分子离子
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B@*

!

#@**

"%毛细管电压
"K* $̂

%

样品锥孔电压
"*$

%离子源温度
#**c

%脱溶

剂气温度
"@*c

%样品载气流量
"*F

$

2

%脱溶

剂气流量
A**F

$

2

%采用亮氨酸脑啡肽为质量

校准溶液!浓度
#;

V

$

F

%流速
@

(

F

$

;3.

"'二

级质谱实验采用氩气作为碰撞气%碰撞诱导解

离!

1IH

"模式%除了设定碰撞电压外%其他实验

条件与一级质谱参数一致'

&

!

结果与讨论

&'A

!

=]S

家族小肽激素的一级质谱图分析

选取的
@

种典型
1FL

小肽激素均可检测

到多种多电荷离子%示于图
#

%

THI_

的最强准

分子离子为双电荷%而其他
!

种小肽的最强准

A@
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注#加粗表示准分子离子*

)

表示脱水离子

图
A

!

(

种
=]S

小肽的一级质谱图

B#

C

DA

!

%21

3

45.60"EE#H4=]S

3

4

3

.#!41

分子离子均为三电荷'结合小肽序列结构可知

!表
#

"%上述
@

种典型
1FL

小肽的最强准分子

离子携带电荷数与其碱性氨基酸残基的数目呈

正相关%小肽的质子化位点可能是空间上远离

的碱性氨基酸侧链及端氨基%这一规律可能同

样适用于其他
1FL

小肽'

从检测灵敏度的角度出发%最强准分子离

子占所有准分子离子的比例及其相关
1IH

碎

片离子是小肽定量分析的关键'除
1FL#>

外%

其余小肽的最强准分子离子峰比例大部分达到

>*g

以上%这有利于谱图解析和定量分析%示于

图
)/

'谱图分析过程中%除
THI_

外%其余小肽

均发生了脱水现象%脱水离子峰的产生可能主

要来源于氨基酸侧链!

M

&

7

&

T

&

Z

"上的羟基'

脱水离子的比例随着电荷数目的增加而增加%

1FL!*

和
1F$"

的四电荷准分子离子甚至接

近
#**g

%中性丢失形成了(

6e!N

/

N

)

M

)

!e

%示

于图
)D

'随着样品锥孔电压的增加%脱水离子

所占比例越来越大!结果未展示"%可见一级质

谱的脱水离子是源内碎裂的结果'因此%在对

1FL

家族进行分析尤其是定量分析时%需要特

别关注含有存在羟基的氨基酸残基的小肽%防

止源内碎裂给分析灵敏度带来不利的影响'另

一方面%该结果表明不同电荷的小肽离子稳定

性具有较大差异%电荷数越多越容易碎裂'不

同电荷的小肽准分子离子峰的碎裂特征将在下

文继续探讨'

小肽多电荷离子的分布情况是影响检测灵

敏度及谱图解析难度的重要因素'除小肽自身

的结构特征外%流动相组成及工作溶剂的选择

图
&

!

携带电荷数目对
=]S

小肽准分子离子强度"

0

#及脱水效率"

,

#的影响

B#

C

D&

!

*+E-<4+54"E.945906

C

41.0.4"E=]S

3

4

3

.#!41

3

064+.#"+1

"+5"6641

3

"+!#+

C

#"+0,<+!0+54

"

0

#

0+!!49

/

!60.#"+4EE#5#4+5

/

"

,

#
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也非常关键'

h4D/-&4

等(

#*

)研究发现%小肽离

子化后的电荷状态与工作溶剂密切相关'气相

状态下具有高质子亲和势的溶剂!乙腈&丙酮

等"会使小肽的电荷数减少%而具有低质子亲和

势的溶剂!如甲醇和水"对小肽离子的电荷状态

没有影响'为此%本研究将流动相
S

由乙腈换

为甲醇%以期减少低电荷离子丰度%提升最强准

分子离子峰的比例'然而%实验结果表明%甲醇

体系下各小肽最强准分子离子峰的比例变化不

显著%而且出现色谱峰变宽&峰分叉及灵敏度下

降等问题'故后续实验仍然采用乙腈
=

水溶液

作为流动相'

&'&

!

=]S

家族小肽激素的二级质谱图分析

在相同的质谱条件下%

P;\I1#

的双电荷&

三电荷和四电荷准分子离子的二级质谱图示于

图
"

'可以看出%在
)*$

碰撞电压下%(

6e

)N

)

)e基本未碎裂%(

6e"N

)

"e 大部分被裂

解%而(

6e!N

)

!e几乎完全碎裂成子离子%特

征碎片离子峰较少'可见%小肽准分子离子所

带电荷越多%越容易发生碎裂%此结果与一级质

谱研究中的脱水程度与所带电荷数的关系相

符%也与文献(

##

)报道一致'进一步分析表明%

最强准分子离子(

6e"N

)

"e产生的碎片离子

最丰富且强度较高%更适合用于小肽结构鉴定'

另一方面%小肽的定量分析时%为了获得最佳的

分析效果%一般选择最强的准分子离子为母离

子%选择丰度高的特征碎片离子为子离子'因

此%本实验选择每个
1FL

小肽最强的准分子离

子探索
1IH

碎裂规律'

在
1IH

碎裂模式下%碰撞能量是影响二

级质谱图质量的主要因素'在低碰撞电压

!

#*$

$

#@$

"下%小肽
1F$"

无法有效裂解%

可获取的子离子信息较少*当碰撞电压升高

!

#A$

$

)*$

"%小肽产生的碎片离子峰较多%

强度高且稳定%适合对其进行定性定量分析*继

续升高碰撞电压至
)@$

时%特征碎片离子峰减

少且强度降低%示于图
!

'综合对比%

1F$"

&

1FL#>

&

1FL!*

&

THI_

以及
P;\I1#

的最佳碰

撞能量分别为
#A

&

#@

&

#A

&

)*

&

#A$

'双电荷

THI_

需要的碰撞能量比三电荷的其他小肽

高%这进一步表明%小肽准分子离子碎裂程度与

其所带电荷的数目正相关'鉴于
1FL

家族小

肽的高度结构保守性%其他
1FL

小肽的最佳碰

撞能量可能也在
#@

!

)*$

之间%实际应用时需

要考虑最强准分子离子的电荷数%电荷数越多%

能量越低'

在最佳碰撞能量下%

1FL

家族
@

种小肽激

素的二级质谱图示于图
@

'可以看出%在
1IH

模式下%

1FL

小肽主要产生
D

型和
<

型碎片离

子%还有少量的
/

型离子'

1F$"

的碎片离子

注#

/K

(

6e)N

)

)e

*

DK

(

6e"N

)

"e

*

9K

(

6e!N

)

!e

图
I

!

在
&JV

碰撞电压下'

T7F*=A

不同电荷准分子离子的二级质谱图

B#

C

DI

!

%2

&

%21

3

45.60"E!#EE464+.

3

064+.#"+1"ET7F*=A0.&JV5"--#1#"+H"-.0

C

4
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注#

/K#*$

*

DK#@$

*

9K#A$

*

XK)*$

*

4K)@$

图
K

!

在
AJ

!

&(V

碰撞电压下'

=]VI

准分子离子$

%_IL

%

I_的二级质谱图

B#

C

DK

!

%2

&

%21

3

45.60"E

$

%_IL

%

I_

"E=]VI0.AJ)&(V5"--#1#"+H"-.0

C

4

中%

D

"

&

D

Y

&

<

!

的相对丰度最高%

D

@

&

<

Y

&

<

?

次之%

表明
"

位缬氨酸和
!

位脯氨酸&

Y

位甘氨酸和
?

位脯氨酸以及
A

位天冬氨酸和
>

位脯氨酸之间

的肽键最容易断裂%

@

位丝氨酸和
Y

位甘氨酸

之间的酰胺键次之'

1FL#>

的碎片离子中%

D

"

&

<

Y

的相对强度最高%

D

@

&

<

!

&

<

?

次之%表明
"

位异亮氨酸和
!

位脯氨酸&

Y

位甘氨酸和
?

位

脯氨酸的肽键最容易断裂%

@

位苏氨酸和
Y

位

#Y
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注#

/K1F$"

*

DK1FL#>

*

9K1FL!*

*

XKTHI_

*

4KP;\I1#

图
(

!

在最优碰撞电压下'

(

种
=]S

小肽的特征碎片离子图

B#

C

D(

!

=90605.46#1.#5E60

C

74+.#"+1"EE#H4=]S

3

4

3

.#!41<+!46.94"

3

.#7#>4!5"--#1#"+4+46

C/

甘氨酸以及
A

位天冬酰胺和
>

位脯氨酸之间的

肽键次之'

1FL!*

的碎片离子中%

D

"

&

<

!

的相

对强度最高%

D

@

&

D

Y

&

<

?

次之%说明
"

位缬氨酸和

!

位脯氨酸&

A

位天冬氨酸和
>

位脯氨酸之间的

肽键最容易断裂%

@

位苏氨酸和
Y

位甘氨酸以

及
Y

位甘氨酸和
?

位苏氨酸之间的肽键次之'

)Y
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P;\I1#

的碎片离子中相对强度最高的为
D

"

&

D

@

&

D

Y

&

<

!

%说明酰胺键的断裂容易发生在
"

位

丙氨酸和
!

位脯氨酸&

@

位谷氨酸和
Y

位甘氨

酸&

Y

位甘氨酸和
?

位脯氨酸以及
A

位天冬氨

酸和
>

位脯氨酸'

THI_

的碎片离子中%

D

A

&

D

>

&

D

#*

&

D

##

&

<

)

的相对强度最高%

D

"

&

<

!

次之%说明

末端
@

个氨基酸之间的肽键均容易断裂%

"

位

缬氨酸与
!

位羟脯氨酸之间的肽键次之'综合

对比分析%

1FL

小肽
(

端的精氨酸或组氨酸的

羧基位置很难碎裂%均未检测到
D

#

离子%而
<

#

&

<

!

&

<

?

和
D

"

离子则普遍存在于各
1FL

标品的

二级质谱图中%尤其以
<

!

和
D

"

离子丰度较高'

在
1FL

小肽结构中%脯$羟脯氨酸的氨基!特别

是氨端起
!

位和
>

位脯$羟脯氨酸"以及甘氨酸

的氨基和羧基端最容易发生断裂'根据自由移

动质子引发的电荷诱导碎裂模型%

D

$

<

离子形

成的主要驱动力是电荷在肽段上的转移'在外

界能量激发下%电荷向热力学更稳定的位置移

动%当电荷移动到肽键上的氮原子时%酰胺键的

电子云密度分布发生改变%从而使肽键键能减

弱而更容易碎裂(

#)

)

'因此%肽键碎裂难易的关

键因素是肽键中氮原子的质子亲和势'脯氨酸

作为唯一的环状氨基酸%其氮原子的
8

h/

!

#*KY

"大于其他氨基酸%更容易结合质子'在

这种情况下%小肽链中脯氨酸的氨基侧肽键比

其他位置更容易发生断裂%从而产生相应的高

丰度
D

$

<

离子'文献(

##

)报道表明%烟草系统素

也容易在脯氨酸的氨基端发生断裂'可见%脯

氨酸氨基侧肽键容易碎裂形成相应的
<

离子及

互补
D

离子这一规律可能具有普适性%可用于

其他活性小肽的定性定量分析'目标小肽中都

存在相对强度较高的
D

@

&

<

?

以及
D

Y

&

<

Y

互补离

子对%对于
1FL

家族其他小肽激素的定量分析

具有重要的参考意义'

1FL

家族的小肽激素具有特定的保守结

构域%这些保守结构提供了受体结合和信号

转导的关键作用位点%是该家族成员间具有

显著功能冗余性的重要原因'

Y

位甘氨酸在

中心区域扭折结构的形成中发挥着关键作

用'

!

&

?

&

>

位脯氨酸构成了典型的聚脯氨酸

结构域%通常形成刚性的螺旋结构%能够用作

蛋白
=

蛋白作用域或组装多肽链'

#

位精氨酸

或组氨酸对前体蛋白剪切定位及成熟小肽的

形成十分重要%

#)

位组氨酸或天冬酰胺则普

遍存在于拟南芥&水稻等物种的
1FL

结构中'

这些保守结构的存在与否可以作为
1FL

小肽

激素筛选的重要判断依据'结合前述质谱碎

裂特点%

1FL

小肽激素定性分析的关键碎片

离子为
<

#

!

#)

位组氨酸或天冬酰胺"&

D

#

!

#

位

精氨酸或组氨酸"&

D

!

!包含
!

位脯氨酸"&

<

"

!包含
>

位脯氨酸"'在现有条件下%

D

#

离子

难以检出%而
D

!

和
<

"

离子的质荷比可能性太

多!包含可变氨基酸"%使用价值有限'综合

判断%

<

#

离子是
1FL

分析的关键离子之一'

Y

位甘氨酸位于肽链中间%无法直接通过
D

和

<

型离子判断其存在与否'而甘氨酸两端的

肽键容易碎裂%可以通过中性丢失分析%间接

推测
Y

位甘氨酸的存在!

D

?

=D

Y

或
<

A

=

<

?

"'同

样的%脯氨酸氨基侧的肽链容易碎裂%也可通

过类似的思路间接解析'因此%上述保守离

子可作为小肽筛选的依据%构建合适的质谱

筛选方法!数据依赖或非数据依赖"%帮助研

究人员探寻新的
1FL

小肽激素'

&'I

!

=]S

家族小肽质谱碎裂规律验证

为了检验上述总结的规律%实验合成了
#

个与
1FL

结构十分相似的小肽
1FLF

%其基本

信息列于表
#

'根据上文研究%

1FL

小肽的质

谱特征为#

#

"最强准分子离子峰携带的电荷数

目为空间分散的碱性氨基酸个数加
#

*

)

"最强

准分子离子峰的最佳碰撞能量在
#@

!

)*$

之

间%双电荷需要
)*$

左右%三电荷需要
#A$

左

右%四电荷的最佳碰撞能量更低*

"

"在
1IH

模

式下%主要产生
<

#

&

<

!

&

<

?

和
D

"

离子%其中
D

"

和

<

!

为高丰度离子'据此%推测
1FLF

的最强准

分子离子为三电荷离子%最佳碰撞能量为
#@

!

)*$

%容易在脯氨酸氨基侧及甘氨酸两侧断裂

形成
D

"

&

<

>

&

<

!

&

<

A

&

D

@

&

<

?

&

D

Y

和
<

Y

离子'

1FLF

的最强准分子离子为(

6e"N

)

"e

%最佳碰撞电

压为
#A$

%碎片离子中
D

"

&

D

@

&

D

Y

&

<

!

&

<

Y

的丰度

最高%示于图
Y

%该结果与推测结果完全契合'

上述质谱碎裂规律对
1FL

小肽的相关研究具

有较强的实用性'

&'K

!

=]S

家族小肽质谱碎裂规律的应用

在拟南芥的
1FL

十二肽基序中(

#"

)

%

(

端

为组氨酸或精氨酸%中间大多含有
JCCJCJ

!

J

表示脯氨酸%

C

表示可变氨基酸残基"片段%

"Y
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图
N

!

在最优碰撞电压"

AMV

#下'

=]S]

的一级质谱图"

0

#和准分子离子$

%_IL

%

I_的二级质谱图"

,

#

B#

C

DN

!

%21

3

45.6<7"E

$

%_IL

%

I_

"

0

#

0+!%2

&

%21

3

45.6<7"E=]S]

"

,

#

<+!46.94"

3

.#7#>4!5"--#1#"+4+46

C/

"

AMV

#

1

端为天冬酰胺或组氨酸%

Y

号位置为甘氨酸'

根据出现频次%最普遍的保守序列为
\=C=C=J=

C=P=J=H

$

(=J=F=N=N

$

(

'可见%对未知
1FL

小肽筛选与鉴定最有价值的是保守性极强的

D

#

&

<

#

&

<

)

&

<

"

&

<

!

离子'结合
1FL

小肽的质谱

碎裂特点和碎片离子的丰度分布%适合未知小

肽筛选标准的子离子为
<

#

和
<

!

'基于上述依

据%可对拟南芥
)Y

个十二肽基序以及其他物种

中未知
1FL

小肽的质谱行为进行预测%结果列

于表
)

'可以看出%由于结构的保守性%

1FL

小

肽的子离子分布具有很大的相似性%因此可以

提出
#

种基于质谱的未知
1FL

小肽的筛选策

略'以
7

<

./

8

:P)QTM_=67

的
67

L

!一种非

数据依赖采集模式"为例%同时以低能量和高能

量进行质谱扫描%典型条件如下#

#

"低能量扫

描%正离子扫描模式!

L7I

e

%

0

$

B#**

!

A**

"%碰

撞能量
*$

%可采集一级质谱图*

)

"高能量扫

描%正离子扫描模式!

L7I

e

%

0

$

B#**

!

#@**

"%

碰撞能量
#A$

%可采集二级质谱图'数据采集

后%在高能量总离子流图!

TI1

"中采用表中预

测的
<

#

!

#""K*Y#

$

#@YK*??

"和
<

!

!

!*YK))*

$

"A"K)*!

$

!)#K#>@

$

"*"K#Y?

$

"""K#??

$

!!>K)"?

"

离子提取色谱图!

LI1

"%筛选出保留时间相同

的谱峰%即同时具有
<

#

和
<

!

子离子的化合物%

然后运用
6/55F

<

.C

软件的谱图合并!

9%;D3.4

5

8

49:-,;

"功能分别提取这些化合物的一级和二

级质谱图%分析母离子和子离子分布%推测小肽

序列'为了考察这一策略的可行性%本文假定

1FLF

是一种未知
1FL

小肽%利用
67

L 方法进

行搜寻和序列鉴定%最终软件预测该化合物的

小肽序列为
\P$JEPMHNJFN

'

1FLF

的真

实序列为
\P$JEPMHJFNN

%预测的氨基酸

组成与实际氨基酸组成基本相符%仅
1

端
!

个

氨基酸的排列顺序有差异'可见%该筛选策略

对未知
1FL

小肽的筛选和结构鉴定具有潜在

的应用价值'

由于
1FL

家族的小肽激素内源含量低&数

量庞大%而且具有一定的物种差异性%其筛选和

鉴定是一项极富挑战性的工作'本文提供的筛

选策略可用于
1FL

家族小肽的初步筛选%后期

!Y
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表
&

!

拟南芥中已知
=]S

十二肽基序的质谱行为预测

80,-4&

!

$64!#5.4!70111

3

45.6"74.6#5590605.46#1.#51"E=]S!"!450

3

4

3

.#!47".#E#+:60,#!"

3

1#1

小肽

J4

8

:3X4

序列

74

]

,4.94

准分子离子

Q,/53=;%&49,&/-

3%.

!

0

$

B

"

/

电荷数

12/-

V

4

.,;D4-

典型碎片离子质荷比

T

<8

39/&0-/

V

;4.:3%.;/55

!

0

$

B

"

<

#

<

!

<

?

D

"

1FL#" \F$J7PJ(JFNN !!#K>#@ " #@YK*?? !*YK))* ?#!K"Y> "Y>K)Y#

1FL## \$$J7PJ(JFNN !"?K)!" " #@YK*?? !*YK))* ?#!K"Y> "@@K)!Y

61F$" \T$J7PJHJFNN !"AK)"# " #@YK*?? !*YK))* ?#@K"@" "@?K))@

1FLA \\$JTPJ(JFNN !Y*K>)Y " #@YK*?? !*YK))* ?#!K"Y> !#)K)?A

1FL#) \\$J7PJ(JFNN !@YK)@! " #@YK*?? !*YK))* ?#!K"Y> !#)K)?A

1FL!* \Q$JTP7HJFNN !!AK@YY " #@YK*?? !*YK))* ?*@K"") "A!K)"Y

1FL!@ \\$\\P7HJINN "?)K)#) ! #@YK*?? !*YK))* ?*@K"") !#)K)?A

1FL? \_7JPPJHJQNN !!!K@!? " #@YK*?? !)#K#>@ ?"*K")? ">#K)*>

1FL@

$

Y \$7JPPJHJQNN !)AK@!? " #@YK*?? !)#K#>@ ?"*K")? "!"K)*>

1FL) \F7JPPJHJQNN !""K)#> " #@YK*?? !)#K#>@ ?"*K")? "@?K))@

1FL#

$

"

$

! \F7JPPJHJ\NN "")K#?? ! #@YK*?? !!>K)"? ?@AK"?* "@?K))@

1FL#Y \F$NTPJ(JFN( "">K!!* ! #""K*Y# "A"K)*! Y>#K"@" "Y>K)Y#

1FL)) \\$_TPJ(JFN( !Y>K>)Y " #""K*Y# "A"K)*! Y>#K"@" !#)K)?A

1FL#! \F$JhPJ(JFN( !!?K>"* " #""K*Y# "A"K)*! Y>#K"@" "Y>K)Y#

1FL>

$

#* \F$J7PJ(JFN( !"!K)!" " #""K*Y# "A"K)*! Y>#K"@" "Y>K)Y#

1FL#> \$IJTPJ(JFN( !"AK>#@ " #""K*Y# "A"K)*! Y>#K"@" "Y>K)Y#

1FL)# \7IJTPJ(JFN( !"!K>*" " #""K*Y# "A"K)*! Y>#K"@" "@?K))@

1FL#? \$$NTPJ(JFN( ""@K>"Y ! #""K*Y# "A"K)*! Y>#K"@" "@@K)!Y

1FL)* \h$hTP7(JFN( ""AK!!Y ! #""K*Y# "A"K)*! YA#K"") "A!K)?)

1FL)@ \h$J(PJHJIN( !!AK@?A " #""K*Y# "A"K)*! Y>)K""? "A!K)?)

1FL)Y \h$J\PJHJIN( "!?K)** ! #""K*Y# "A"K)*! Y>)K""? "A!K)?)

1FL#A \QIJTPJHJFN( !!AK>*Y " #""K*Y# "A"K)*! Y>)K""? ">AK)@)

1FL)? \I$J71JHJFN( !!>K>** " #""K*Y# "A"K)*! Y>)K""? "Y>K)Y#

1FL!Y NhNJ7PJ(JIP( !#AKAA" " #""K*Y# "*"K#Y? Y##K"#@ !*"K))#

THI_

D

NL$J7PJ(JI7( Y)!K"*@ ) #""K*Y# """K#?? Y!#K")Y "YYK#?A

1FL!) NP$J7PJ(JI7( @AAK)>! ) #""K*Y# """K#?? Y!#K")Y )>!K#@?

注#

/

表示最强准分子离子的质荷比*

D

表示此处的
THI_

序列为拟南芥十二肽基序%未经过翻译后修饰%如无特殊说明%正文中的

THI_

均为羟基化修饰的成熟小肽%其序列结构列于表
#

的工作可以从以下几个方面进行深入研究'首

先%可根据需要进一步挖掘
1FL

小肽的保守性

质谱特征%提高筛选的靶向性'通过提高碰撞

能量&改变惰性气体&综合运用多种碎裂方式

!如主要产生
9

型和
B

型子离子的电子转移碎

裂%改善低质量碎片丢失效应的高能诱导裂解

等"等方法获得
1FL

保守氨基酸残基!

Y

位甘

氨酸%

!

&

?

&

>

位脯氨酸%

#

位精氨酸$组氨酸"相

关的高丰度碎片离子'其次%可利用高灵敏的

多反应监测!

6\6

"模式作为辅助提高筛选效

率'通过质谱碎裂规律和生物信息学预测的

1FL

结构可以推算出典型的子离子%从而给出

6\6

检测的离子对%设置合适的信号阈值触

发二级质谱扫描%从而实现对可能真实存在的

1FL

小肽的检测和结构确定'最后%与生物学

家合作%结合遗传学研究%发现和鉴定不同物种

中的
1FL

小肽激素'

I

!

结论

本工作采用
RJF1=QTM_ 67

联用技术

研究了
@

种典型
1FL

小肽激素的一级质谱特

征和最强准分子离子的
1IH

碎裂规律%发现

@Y
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1FL

小肽的质谱行为具有较高的相似性'在

L7I

离子化方式下%

@

种
1FL

小肽的最强准分

子离子携带的电荷均等于空间分散的碱性氨基

酸残基数目加
#

'

1IH

模式下进行二级质谱碎

裂%最佳碰撞能量与母离子的电荷数相关%所带

电荷数越高%需要的最佳碰撞能量越低%双电荷

与三电荷的最佳碰撞能量分别约为
)*$

&

#@

!

#A$

'最强准分子离子主要产生
D

型和
<

型碎

片%也会产生少量的
/

型碎片'从碎裂位置看%

脯$羟脯氨酸的氨基!特别是氨端起
!

位和
>

位

脯$羟脯氨酸"以及甘氨酸的氨基和羧基端最容

易发生断裂%从而形成高丰度的
D

"

和
<

!

离子'

人工合成的
1FL

类似肽的质谱碎裂与上述规

律完美契合%可为
1FL

小肽激素的定性定量分

析提供科学依据'结合
1FL

的结构特点和质

谱碎裂规律对拟南芥十二肽基序的质谱行为进

行预测%提出一种非数据依赖的
1FL

筛选思

路%有可能应用于新
1FL

小肽激素的发现与结

构鉴定中'

致谢!感谢中国科学院遗传与发育生物学研究

所许操研究员实验室提供的人工合成
1FL

类

似肽标准品!

1FLF

"%感谢本实验室辛培勇博

士对实验和数据分析提供的帮助和建议'
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