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液质联用技术中不同蛋白质鉴定策略的比较
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摘要!在常用的多维液相色谱$质谱联用技术中%采取延长梯度洗脱时间#进行重复实验#采用质谱分段扫描

等多种方法%提高对蛋白质的鉴定效率&为了系统评价这些方法在复杂生物样本分析中的效果%应用酵母

的蛋白提取物作为样本%在JCb质谱仪上进行一系列的比较实验&结果表明%在一定范围内%随着梯度时间

的延长%被鉴定的非冗余肽段"570[5;G;G60>;$数量显著增加%相对应的蛋白质簇"=A35GGA36;07$数量也随之

增加&同样%进行重复实验和采用质谱分段扫描的方法均能提高蛋白鉴定的覆盖率%而采用质谱分段扫描

的策略具有更为显著的效果%因此在规模化蛋白质组分析中%应当选择更为合适的#互补的研究策略以提高

结果的完整性&
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!!蛋白质组学不仅研究特定细胞’组织’体液
及亚结构中的蛋白质!而且还研究蛋白质异构
体’翻译后修饰及其相互作用等!其中基因组’转
录组和蛋白质组之间的关联也是蛋白质组学研

究的一项重要内容(此项研究的前提之一是能
否有效地鉴定出高覆盖率的可靠蛋白质!而这与
目前所采用的分析策略息息相关!分析策略的改
进有助于提高蛋白质的鉴定效率)%$!*(虽然常用
的!$V-技术可以有效地结合胶上提取酶切和
质谱技术!实现对几千种蛋白的分离和分析)’$&*!
但是由于其有限的动态范围))*及对极端蛋白的

歧视)#$%"*等因素!限制了该方法的进一步发展(
因此!基于多维液相色谱$串联质谱联用的D<36$
=57技术)%%$%?*迅速发展!并广泛应用于蛋白质表
达谱’修饰谱及蛋白复合物等的研究中)%*$!%*(
在D<36=57技术应用中!随着待分析生物样

本复杂程度的增加!质谱分析时的离子抑制效
应)!!*越发明显!到一定程度时!许多肽段检测不
出来(为了解决这个问题!除采用复杂的多维液
相分离外)!’$!?*!还发展了许多方法以提高分离
和质谱检测的效率(这些方法包括延长梯度洗
脱时间)!*$!&*’进行重复实验)!)*’采用质谱分段扫
描等)!#$’?*!虽然这些方法在提高蛋白鉴定的效
率方面均有一定的作用!但究竟哪些方法在规模
化蛋白质组分析中更为有效!更有利于提高蛋白
鉴定的覆盖率和可靠性!它们之间系统性的比较
实验还未见报道(因此本实验应用酵母的蛋白
提取物作为样本!通过在JCb质谱仪上进行的
一系列比较实验!对上述三种分析策略在蛋白质
鉴定时的效率进行了评价(

B!实验部分
BCB!仪器和试剂
纳升级毛细管高效液相色谱$电喷雾离子阱

质谱仪"美国M<;A.3公司产品#超纯水由E0110$
G3A;纯水系统制备(
测序级胰蛋白酶$6A4GD07&’二硫苏糖醇

$VMM&"美 国 SA3.;=/ 公 司 产 品#乙 酰 胺
$LKK&"比利时 K9A3D公司产品#乙腈$+SJC
级&"美国@8M8Q/̂;A公司产品#甲酸$OK&"德
国O15̂/公司产品#I+?+CN’ 及尿素$分析
纯&"北京化工厂产品#酵母$D/99</A3.49;D9;A$
;Y0D0/;&"美国F0=./公司产品(

BCD!样本制备
将!"".=酵母置于%.J含*"..31+

J_%I+?+CN’ 的裂解液中!在冰浴上超声裂解

%"D$每超声"8%D!暂停!D!重复%""次&(室温
静置’".07后!将裂解液在?" =̂离心&".07!
接着再将上清液于?" =̂离心&".07(最后用

QA/>B3A>法测定蛋白浓度为%8?&=+J_%(
在蛋白提取物$%""$=!&#8?$J&中加入!*

$J溶于*"..31+J
_% I+?+CN’ 的#.31+

J_%尿素溶液!进行蛋白变性后!加入!8)#$J
%""..31+J_%的二硫苏糖醇!在’)e水浴中
反应?<!再加入%8?&$J%.31+J

_%碘乙酰胺!
在室温下置于暗处反应%<(再用*"..31+

J_%I+?+CN’ 溶液稀释!使脲的最终浓度小于

%.31+J_%!按照酶与蛋白的质量比为%g*"!
将胰蛋白酶加入到蛋白溶液中!在’)e水浴中
孵育过夜(酶解液经浓缩后重溶于!c乙腈’

"8%c甲酸溶液中!并使其最终浓度为"8!?=
+J_%(

BCE!纳升级SG0?69:分析
将!8?$=酵母蛋白提取物酶切混合物分别

进行%’!’’’?’*’)’%"<的梯度分离$其中经’<
梯度分离的实验重复两次&!线性梯度洗脱程序
为,*cK相$!c乙腈’"8%c甲酸溶液&_*"cQ
相$,#c乙腈’"8%c甲酸溶液&#流速"8!$J+

.07_%!毛细管柱为C%#反相柱$Q03Z/D09!%""a
"8%#..a*$.!’""l&(电喷雾电压’i!
Ĥ!正离子模式!毛细管温度%&"e!归一化碰
撞能量设置为’*c!质量扫描范围 ;%H’""!
%#""!在一级质谱图中选取最强的’个母离子
进行串级质谱分析!动态排除时间设为*.07(
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对照实验如下!"%#将等量样品分为’份$即每份

"8#$=$分别进行%<梯度分离%"!#将等量样品
分为’份$即每份"8#$=$分别进行%<梯度分
离$但在质谱分析时分别采用如下的质量扫描范
围;&H’""!#""’)""!%!""’%%""!%#""%
"’#最后将对照"!#的实验重复进行%次(

BCI!数据库检索
采集的质谱数据用Q03:3ÂD软件检索酵母

数据库(检索时$母离子质量容许误差%8?5$
子离子质量容许误差’8"5$漏切位点为%$半胱
氨酸设置为碘乙酰氨乙酰化可变修饰$蛋氨酸设
置为氧化可变修饰(蛋白质鉴定标准采用经正’
反库评价)’**后的,*c置信水平时的鉴定结果$

&97’"8%$PDG(?(

D!结果与讨论
DCB!数据置信水平的评价
假阳性率问题普遍存在于规模化蛋白鉴定

中)’&*$文献)’**报道假阳性率与许多因素相关$
如样品类型’实验条件’动态检测范围等(而在
比较性实验中$只有当不同数据间的假阳性率$
即对应的置信水平近似时$相应结果之间才具有
真正的可比性(因此本实验根据b0/7 )’**等发

展的方法$首先对不同实验条件下的鉴定结果进
行置信水平评价$即对质谱数据分别经正’反数
据库检索后$利用在一定过滤条件下得到的来自
正反库的肽段数目$按式"%#计算假阳性率$得到
相同置信水平下所对应的卡值"<93AA值#(
假阳性率f
鉴定到的来自反库的570[5;肽段数
鉴定到的来自正库的570[5;肽段数

"%#

采用不同梯度时间分离的d%’d!’d’电
荷肽段的<93AA值列于表%(可以看出$采用不
同梯度时间分离的相同样品$使得鉴定结果均在

,*c可信度时的卡值存在一些差别$这说明在比
较性实验中$有必要对不同结果的置信水平进行
严格的再评价(在相同置信水平下的蛋白鉴定
结果列于表!(

DCD!应用不同时间梯度洗脱时的蛋白质鉴定
结果

如表!所示$随着梯度时间的延长$鉴定的
非冗余肽段和蛋白簇的数量也随之显著增加(
当采用%<梯度时间分离时$鉴定了%?&个蛋白
簇%而当梯度时间为%"<时$可鉴定*%"个蛋白

表B!不同梯度时间分离的WB!WD!WE电荷

肽段的8<+..值"UÔ 可信度#

!&/’#B!8<+..H&’>#)+,*2#%1*,*#2;#;1*2#)

A*1"<"&.8#)WB$WD+.WE,+.(#&)1)&5;’#)

)#;&.&1#2A*1"2*,,#.#%18.&2*#%1#’>1*+%1*5#

&1<+%,*2#%<#’#H#’+,5+.#1"&%UÔ

梯度时间&<
电荷肽段的<93AA值

d% d! d’

% !8" !8? !8&

! %8# !8’ !8&

’ !8" !8! !8)

? %8) !8! !8)

* %8, !8’ !8)

) %8, !8! !8&

%" %8# !8! !8)

表D!不同梯度时间分离时的蛋白鉴定结果"UÔ 可信度#

!&/’#D!G#;1*2#)&%21"#<+..#);+%2*%8

;.+1#*%8.+>;)*2#%1*,*#2#5;’+(*%82*,,#.#%1

8.&2*#%1#’>1*+%1*5#&15+.#1"&%UÔ <+%,*2#%<#’#H#’

梯度时间

&<

570[5;
肽段

非冗余蛋白

=A35G

双肽段以上匹配的

蛋白=A35G的比例&c

% ’&, %?& ?&8*?

! ?&’ !%) ??8&)

’ *&% !’, ?&8"?

? ,&’ ’?? ?,8,&

* %"?, ’*) *?8#,

) %’’’ ?&" *’8"?

%" %&*? *%" *)8?&

簇(同样鉴定的非冗余肽段也显著增加$这表明
延长梯度时间能够显著提高蛋白鉴定的覆盖率(
同时随着梯度时间的延长$双肽段以上匹配蛋白
簇的比例也随之增加$从%<梯度分离时的

?&i*?c增加到%"<梯度分离时的*)8?&c$这
同样表明梯度时间的延长有助于提高蛋白鉴定

的覆盖率(虽然如此$但也不能断定这种趋势会
无限发展下去$这是由于梯度时间的延长并不能
带来柱容量的无限增加$同时$梯度时间延长造
成被质谱瞬间采集的样品浓度的递减(虽然在
一定限度内对蛋白鉴定效率没有显著影响$但由
于质谱仪灵敏度的限制$也会显著影响梯度时间
的继续延长(
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DCE!不同分析策略间的比较
不同分析策略的蛋白鉴定结果列于表’!可

以看出!使用"8#$=样本的’次实验平均鉴定

’,%个肽段!对应于%**个蛋白簇!而采用相同
的梯度时间分析!8?$=样本鉴定了’&,个肽
段!对应于%?&个蛋白簇!两者之间没有显著差
别!这样就消除了对鉴定结果可能的影响!增强
了比较结果的可信度"

表E!不同分析策略的蛋白鉴定结果

!&/’#E!G#;1*2#&%2;.+1#*%8.+>;*2#%1*,*<&1*+%)

&12*,,#.#%1&%&’(1*<&’;&.&5#1#.)

样品量

#$=

梯度时间

#<

质量扫描范围

#$;#H%
570[5;
肽段

非冗余蛋白

=A35G

!8? % ’""!%#"" ’&, %?&

!8? ’ ’""!%#"" *&% !’,

"8# % ’""!%#"" ’#* %*?

"8# % ’""!%#"" ’,? %&&

"8# % ’""!%#"" ’,* %?*

三次重复总的鉴定肽段数 &", _

"8# % ’""!#"" ’*? %,’

"8# % )""!%!"" ?&? !%’

"8# % %%""!%#"" ’"’ %*"

三次分段扫描实验总的鉴定肽段数 #,? _

!!同时!将!8?$=样本经’<梯度分析鉴定
的*&%个肽段!与上述’次重复实验总的鉴定肽
段数$&",个%相比!两者之间的差别也不显著!
这说明将固定量样品平分!并进行简单重复实验
的方法!并不能显著提高蛋白的鉴定效率"而在
上述重复实验的基础上!将质量扫描范围分为

;#H’""!#""&)""!%!""和%%""!%#""分
析时!’次实验总的鉴定肽段数$#,?个%有了明
显的增加!这说明采用质谱分段扫描的策略在提
高蛋白鉴定效率方面具有更为显著的效果!这可
能与质量扫描范围细分后!致使质谱扫描速度相
对增加有关"另外!与简单重复实验相比!每个
分段扫描实验鉴定结果之间的差别十分明显!尤
其是当采用质量扫描范围;#H)""!%!""进行
分析时!鉴定的肽段数量最多!这可能与大部分
肽段的质荷比正好分布在此范围之间有关"

E!结!论
由D8E中的比较可以看出!采用质谱分段扫

描的策略在提高蛋白鉴定效率方面具有更为明

显的效果’同时!将’次质谱分段扫描实验总的
鉴定肽段数$#,?个%与采用较长梯度时间$’<%
分析时的鉴定肽段数$*&%个%进行比较!同样可
以看出前者具有更为明显的效果’而当将’次简
单重复实验总的肽段鉴定情况与采用较长梯度

时间分析的肽段鉴定情况进行比较时!发现两者
之间没有显著差别!这充分说明在这些提高蛋白
鉴定效率的常用策略中!采用质谱分段扫描的策
略具有更为显著的效果"尽管如此!互补的研究
策略依然是十分必要的"不同分析策略间蛋白
鉴定效率的比较示意图示于图%"从图中可以
看出!任何一种分析策略的鉴定结果都没有完全
覆盖另外一种的鉴定结果!这种互补性有利于提
高分析的完整性"因此!在规模化蛋白质组分析
中!本着节约时间&提高效率的原则!应当选择更
为合适的&互补的研究策略以充分提高分析的完
整性"

/8三次重复实验$各%<%总的鉴定肽段$左%与三次分段扫描实验$各%<!质量扫描范围不同%总的鉴定肽段$右%的比较示意图’

Z8一次’<实验的鉴定肽段$左%与三次分段扫描实验$同上%总的鉴定肽段$右%的比较示意图’

98一次’<实验的鉴定肽段$左%与三次重复实验$同上%总的鉴定肽段$右%的比较示意图

图B!不同分析策略间蛋白鉴定效率的比较示意图
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的产地!采收期!药材生长时期的气候以及分析
测试条件的不同所引起的"
此外#超临界CN! 萃取的荜茇挥发油#运用

MJC及 +SJC法均能检测出药效成分胡椒碱#
采用PC$EF法同样能检测出胡椒碱的存在#且
含量占整个挥发油组分的!,8!)?c"由于胡椒
碱对强光!高温均不稳定#易分解散失#这可能也
是FV法提取的荜茇挥发油中未能检测到胡椒
碱存在的原因之一"

I!结!论
超临界 CN! 萃取时间短!温度低!出油率

高!无溶剂残留#是提取荜茇挥发油的理想方法"
但根据目标产物的不同#可采取不同的提取方法
对荜茇中的某些成分进行选择性提取"
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