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摘要!174)是从中国南海软体动物芋螺的毒液中分离出的一种新的芋螺毒素&为了验证已得到的氨基酸序

列分析结果%利用纳升电喷雾四极杆飞行时间串联质谱对174)的碘代乙酰胺"SH=$衍生物进行了串联质谱

从头测序分析%采用 =)<<]@/UC04系统进行数据采集与处理%通过 =)<<>;Y软件提取串联质谱所得的氨基

酸序列&软件提取的序列99h[O[]B[99B’与B末端序列分析结果相符%使得174)的氨基酸序列得到进

一步验证&
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!!氨基酸的排列顺序!即一级结构决定了多肽
和蛋白质的高级结构与功能!因此!氨基酸序列
分析是进行多肽和蛋白质结构功能研究不可缺

少的组成部分"目前!多肽和蛋白质的氨基酸序
列分析方法主要采用B末端’L()/降解法#%$%

9末端化学降解法和9末端的羧肽酶酶解法等!
这些方法都存在一定的缺陷和局限性"如最常
用的B末端’L()/降解法测定速度较慢&每天
约4"个氨基酸残基’难于实现高通量(样品用量
相对较大&大于%"?(.+’!对低丰度蛋白质鉴定
上的灵敏度难于达到要求(对样品纯度要求较高
&大于&4e’(不适用于B末端封闭的多肽和蛋
白质以及环肽等(对侧链修饰的氨基酸辨认存在
困难(有时难以得到完整的多肽序列(对于衍生
得到DVJ$氨基酸分析谱的识别有时较为困难!
影响正确辨认等#!$"9末端化学降解法技术还
不尽完善!其应用还受到偶联试剂和裂解试剂等
限制#!$!灵敏度低!速度慢"9末端的羧肽酶酶
解法受所使用的羧肽酶种类和多肽%蛋白质的9
末端序列本身影响比较大!对不同的多肽或蛋白
质需要进行尝试!建立不同的方法"
串联质谱法是近些年发展起来的一种多肽

序列分析手段!它主要指生物质谱通过碰撞诱导
解离&1.++*<*./$*/L61;LL*<<.1*)-*./!9S\’#C$或
源后衰变&?.<-<.671;L;1)@!D>\’#I$等过程产
生一系列碎片离子&如酰胺键断裂产生的X$离
子和@$离子’!并通过对这些碎片离子的解析!
得到待测多肽分子的氨基酸序列信息"得到的
质谱数据既可以通过仪器提供的软件解析!也可
以进行手工解析!这种方法尤其适用于肽混合物
和B末端封闭的多肽序列分析!具有灵敏度高
&?(.+级甚至更低’%结果准确%易于操作和分析
快速等优点"
芋螺毒素是存在于海洋软体动物芋螺毒液

中的一类生物活性多肽#4$"芋螺毒素一般含有

%"!C4个氨基酸残基!大多数富含半胱氨酸并
形成有一定保守性的二硫键骨架"它们构象较
稳定!能选择性地作用于离子通道等蛋白受体!
从而影响神经传导!产生不同的生理作用"它既
为神经科学提供了有效工具!又拓宽了新药开发
的领域!具有较大的潜在应用价值"

174)是从中国南海独特芋螺&0)%=.0$/$0K
+,/’.+’0=.’毒液中分离得到的一种新的芋螺毒
素!通过氨基酸组成分析%B末端’L()/降解法

序列分析和9末端序列分析鉴定得到其氨基酸
序列"为了验证174)的氨基酸序列!本工作对
其进行了固相肽化学合成##$!并采用电喷雾飞行
时间串联质谱&’>S$VF[$=>)=>’对174)的碘
代乙酰胺&SH=’衍生物进行从头测序分析!进
一步验证其氨基酸序列"

=!实验部分
=>=!主要仪器
基质辅助激光解吸)电离飞行时间质谱仪

&=H]\S$VF[ =>’*英国 =*17.()<<公司产
品!配有 =)<<]@/UC04数据采集与处理系统(

O$VF[(*17.型正交加速电喷雾飞行时间串联
质谱仪*英国 =*17.()<<公司产品!配有纳升电
喷雾离子源&/)/.’>S’及 =)<<]@/UC04数据
采集与处理系统"

=>?!主要材料与试剂

174)是从独特芋螺毒液中经凝胶色谱!

JD]9分离得到"H!C$二巯苏糖醇&\VV’*上
海丽珠东风生物技术有限公司产品(盐酸胍
&bG’*华美生物工程公司产品(碘代乙酰胺
&SH=’*[+6Z)b*.1:;(*Z)公司产品("$氰基$I$
羟基肉桂酸&99H’*>*M()公司产品(其余试剂
均为分析纯"

=>@!实验条件

=0@0=!174)的还原与衍生 !将约%/(.+174)
样品溶于4#]%=V7*<$JFH1&含"0"%=’\$
VH’缓冲液中&?J204’!加入!0&(M盐酸胍!

C3_下保温%04:"加入"0%4(MH!C$二巯苏
糖醇!充入B! 后!在C3_下反应4:!冷却至室
温!加入"04(M碘代乙酰胺!在暗处反应!"
(*/后!用 9%2N*?$V*?&美国 =*++*?.7;公司产
品’脱盐"对所得衍生物的混合物进行 =H]\S$
VF[和’>S$VF[质谱分析"

=0@0?!=H]\S$VF[质谱条件!氮激光器!波
长CC3/(!加速电压%4ZA!脉冲电压!&4"A!
反射电压 4"" A!检测电压 %24" A"采用

=)<<]@/UC04系统进行数据采集与处理"

=0@0@!’>S$VF[$=>&=>)=>’质谱条件!利
用O$VF[(*17.型串联质谱的纳升喷雾&B)/.$
>?7)@’方式对!#]174)的碘代乙酰胺衍生物进
行分析"采用 =)<<]@/UC04系统进行数据采
集与处理!通过 =)<<>;Y软件提取串联质谱所
得到的氨基酸序列"
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采用正离子检测方式!用E+6$8*X串联质谱
碎片进行仪器校正"雾化气为氮气#碰撞气为氩
气"源温2"_#锥孔电压4"A左右"VF[加速
电压为&0%ZA"=9D检测器电压为!!""A"毛
细管电压为2""!%"""A$通过实时质谱检测
选择母离子后#切入串联质谱方式#调节碰撞能
量%约C"A&可以得到合适的串联质谱图$

?!结果与讨论
通过氨基酸组成分析’B末端序列分析和9

末端序列分析得到的174)氨基酸序列是99h$
[O[]B[99B’$为了进一步验证174)的序列
信息#对其SH=衍生物进行了串联质谱分析$

?>=!:-I2及其碘代乙酰胺!B94"衍生物的

49NPB!A[)质谱分析
图%是174)%图 H&及其SH= 衍生物174)

%SH=&%图b&的 =H]\S$VF[质谱图#二者的
(=jJ)j分别是%4&I0IC和%2!#0#2#相差

!C!0!4#正好约是*9J!9FBJ!%SH= 的衍生
基团&相对分子质量420"C的I倍#这进一步证
实了174)序列中存在I个形成二硫键的9@<残
基$此外#174)质谱图中还有(=jB))j 峰
%?+@%#%#0I!&和(=jh)j峰%?+@%#C!0C&&#

174)%SH=&质谱图中的(=jB))j 峰和(=j
h)j峰分别为?+@%2C20#4和?+@%2#I0##$

图%b中出现174)的系列质谱峰#说明174)的
还原与衍生反应未进行完全$

?>?!:-I2衍生物的X"B!A[)质谱分析

174)SH=衍生物的’>S$VF[质谱图示于
图!#其中%H&是原始的多电荷质谱图#%b&是经

=)U’/-C软件转换后的质谱图$图%H&中主要
有174)SH= 衍 生 物 的 (= j!J)!j %?+@
&%C02#&’(=jB)jJ)!j%?+@&!I024&和(=j
hjJ)!j %?+@&I!0C#&等质谱峰#另外还有

174)的(=j!J)!j%?+@3&302"&等质谱峰#其
结果与 =H]\S$VF[质谱分析结果一致$选择
双电荷?+@&%C02#离子进行进一步的串联质谱
分析$

?>@!:-I2衍生物的X"B!A[)串联质谱分析
双电荷离子?+@&%C02#的串联质谱图示于

图C#经 =)<<’/-C转换并经 =)<<>;Y软件解析
出其部分序列#配合手工解析得到序列99h[\$
[]B[99\’#该序列的相对分子质量计算值为

%2!403"\)#与测得值%2!403#\)吻合$分析
其图谱#除@$离子系列的@%’@%!离子和X$离子
系列的X%离子无信号外#其余都有信号出现#并
且大部分都是谱图中信号强度大的峰#说明图谱
解析是正确的$因此174)的氨基酸序列通过串
联质谱分析得到进一步确认$

图=!:-I2!图9"及其B94衍生物!图R"的 49NPB!A[)质谱图

)*+>=!49NPB!A[)!4"’/:-I2!9"2(%*#6B94%,-*G2#*G,!R"
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图?!:-I2B94衍生物的X"B!A[)!4"图
!H"多电荷质谱图#!b"=)U’/-C软件转换后的质谱图

)*+>?!X"B!A[)!4"’/:-I2B94%,-*G2#*G,
!H"=)<<<?;1-76(.8(6+-*?+@1:)7M;L*./<#!b"=)<<<?;1-76(.8=)U’/-C-7)/<8.7(

图@!双电荷离子+!,\=@>]U的X"B!A[)!4"!4"图

)*+>@!X"B!A[)!4"!4"’/+!,\=@>]U
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!!与B末端序列分析!9末端序列分析和9
末端的羧肽酶酶解法序列分析等几种方法相比"
串联质谱法具有灵敏度高!结果准确!易于操作
和分析快速等优点"而且还适用于肽混合物和B
末端封闭的多肽序列分析#同时"它也存在一些
不足之处"主要表现在以下几点$%%对于部分分
子量较大&如大于I04Z\)%或其中含有难以解
离序列的多肽分子"不能得到理想的碎裂片段信
息’!%对于具有相同相对分子质量的];6和S+;
&都是%%C0"2I"#\)%或相对分子质量相近的
]@<&%!20"&I&#\)%和E+/&%!20"4242\)%残
基难以区别’C%有时需要人工解析补充软件解析
才能得到理想的结果#在实际工作中"可以根据
研究对象的不同选用某种方法或某几种手段结

合的方式"以达到氨基酸序列分析的目的#

参考文献!
(%)!’L()/D0=;-:.L8.7L;-;7(*/)-*/.8-:;)(*/.

)1*L<;Y6;/1;*/?;?-*L;<(5)0H1-)9:;(>1)/L"

%&4""I$!2C$!&"0
(!)!夏其昌0蛋白质化学研究技术与进展(=)0北京$
科学出版社"%&&3$2"$&40

(C)!hHVVHA"9JFK\JPGT>h"9JHSVbV0
P<;.8)<*/M+;$Y6)L76?.+;()<<<?;1-7.(;-;78.7
1.++*<*./$*/L61;LL*<<.1*)-*./<-6L*;<.8(6+-*?+@
1:)7M;L?;?-*L;*./<?7.L61;LX@;+;1-7.<?7)@*./$
*R)-*./(5)0H/)+9:;("%&&%"#C&!%$%3I$%320

(I)!9JHPGHB\D"]P’VN’BhSG9J’B[">D’$
BE]’Gb0D;?-*L;)/L?7.-;*/*L;/-*8*1)-*./X@
()-7*U$)<<*<-;L+)<;7L;<.7?-*./*./*R)-*./&=H]$
\S%)/L =H]\S$?.<-$<.671;L;1)@-*(;$.8$8+*M:-
()<<<?;1-7.(;-7@(5)05H(>.1=)<<>?;1-7.("

%&&&"%"&!%$&%$%"C0
(4)!EGHT K G"F]SA’GHb="9GPN]50D;?$

-*L;-.U*/<87.(W;/.(.6<1./6<</)*+<(5)0H//6
G;Wb*.1:;("%&22"43$##4$3""0

(#)!刘尚义"曹!瑛"赵听友"等0一种新型独特芋螺
毒素的分离与结构鉴定研究(5)0高等学校化学学
报"!""#"!3&2%$

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

%I2!$%I2I0
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林!化学化工领域的质谱应用研究’I!能源!材料领域的质谱应用研究’4!食品安全!毒物分析和兴奋
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