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摘要!溶剂的组成影响电喷雾离子")AE#化效率%该研究观察了)AE溶剂体系中不同浓度的乙腈"F>C#对

@GHF’G0?043,10’#I64+*+4J&:!&’马肌球蛋白酶切肽段等标准物质的质谱信号响应强度的影响$发现在溶

剂体系中$F>C浓度达到("K时$上述物质的质谱信号强度具有最大值%根据这一现象$对传统的反相色

谱$电喷雾$质谱"GLI>$)AE$@A#系统进行管路改造$在分析柱后通过&个三通阀引入适当流速的有机溶剂

进行辅助喷雾%对马心肌蛋白酶切肽段混合物的分析表明$该方法可以有效提高酶切肽段的检出率$并提

高鉴定蛋白质的序列覆盖率%
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!!蛋白质组学是近年来兴起的一门交叉学科$
其主要目的是研究组织或细胞表达的全套蛋白

质%质谱用于分析生物活性分子$灵敏度高$并
能最有效的与色谱联用$适用于复杂体系中痕量



物质的鉴定或结构测定!因此它已经成为解决蛋
白质组分析研究的重要手段"&$!#$近年来随着电
喷雾电离技术的广泛应用!多肽与蛋白质分析取
得了相当大的成功!特别是以 GLI>$)AE$@A%

@A为主要技术手段的&?/562<1’策略!已经成
为蛋白质组学研究中的经典方法"9$’#$蛋白质%
肽段经色谱分离并离子化后进入质谱仪!经过惰
性气体或电子束的碰撞解离后!形成大小不等的
碎片离子!这些子离子由质量分析器分析后!生
成包含有蛋白质氨基酸序列信息的质谱图!通过
对质谱图的解析从而获得蛋白质的氨基酸序列$
很多研究表明!质谱图质量的好坏与鉴定结果的
可信与否密切相关!例如质谱峰的强度(信噪比(
母离子的碎裂程度等直接影响图谱的解析!因此
得到高质量的质谱图是正确解析蛋白质氨基酸

序列的前提"##$由于生物样品组成相当复杂!因
此如何提高色谱的分离效率和检测离子的质谱

响应强度成为蛋白质组学研究中需要解决的几

个基本问题$本研究通过在色谱分析柱后引入
有机溶剂进行辅助喷雾!以有效地提高肽段离子
的质谱信号响应强度和鉴定蛋白质的氨基酸序

列覆盖率$

A!材料与方法
ABA!主要仪器
毛细管高效液相色谱$电喷雾$线性离子阱

质谱仪)>+3I>$)AE$IWV*+美国W/04*5H,11,$
2+1公司产品!配备E51@+[W@ 源和 C+15?$
34+7,51,X+6,51)CAE*源,毛细管色谱系统由&
台H+*5<?自动上样系统(&台AY,6./?上样泵
)含&个十通阀*和&台 #I6,*+60二元洗脱泵
组成,反相色谱柱)>&’柱!303@+39""!%$*!

9""F*+\,510[公司产品$质谱数据采集和处
理系 统 为 S.+-,U<4&89 工 作 站 和 ],5Y54J?
9̂&AG&软件$

ABC!试剂
乙腈)F>C!色谱纯*+购自美国;W]+J04公

司,水)色谱纯*+购自美国 @,--,3540公司,二硫
苏糖醇)\WW*(碘乙酰胺)EFF*(碳酸氢铵(HF+
均购自美国A,2*+公司,胰酶)修饰(测序级*+
购自美国L45*02+公司,马心肌蛋白(G0?3,10
等+购于 F*04?/+* ],5?.,01.0公司,@GHF(

#I64+*+4J&:!&为仪器自带标准品,其他所用
试剂均为色谱纯或分析纯$

ABD!样品准备

@GHF储备液+准确称取!8:*2@GHF
样品!溶于&*I?)甲醇*_?)水*‘%"_%"的
溶液中!得%1*5--Ia&溶液!取%"$I该溶液
于&8N%*I?)甲醇*_?)水*‘%"_%"的溶液
中!得&::8(3*5--Ia&储液,#I64+*+4J&:!&
储液+取&"$I*5--I

a&I64+*+4J原液溶于&"
*IF>C 中!得"8&K *5--Ia&I64+*+4J储
液,G0?043,10储液+称取"8&*2样品溶于&*I
甲醇溶液中,工作液+取 @GHF(G0?043,10(

#I64+*+4J&:!&储液分别溶于"K(&"K(9"K(

%"K(("K(#"K(&""K F>C中)含"8&KHF*$
马肌球蛋白进行溶液酶切获得肽段混合物$

酶切条件+蛋白质样品溶于&""$I%"**5--

Ia&CONO>M9 中!加入&*5--Ia&\WW使浓
度达到:%**5--Ia&!于9(b水浴N/!然后加
入&*5--Ia&EFF!使浓度达到%"**5--

Ia&!于室温下暗处放置&/!再加入&"KF>C
和%"**5--Ia&CONO>M9!以&""_&加入胰
酶!混匀!9(b温浴$为了保证酶切效果!!/后
按&""_&再加入胰酶!混匀后继续水浴保温&:
/$酶切完成后!反应液用%KHF酸化!酶切混
合物冷冻干燥!并于a!"b保存!待用$

ABE!实验条件

ABEBA!微喷雾离子源!配备E51@+[W@ 源$
通过蠕动泵由注射器直接上样!流速为%$I-

*,1a&!?/0+6/2+?为&"个单位!F<[2+?为%
个单位!喷雾电压98:JB!毛细管温度!(%b$

A8E8C!纳喷雾离子源!配备C+15?34+7,51,X+$
6,51源$通过蠕动泵由注射器进样!流速为!""
1I-*,1a&!喷雾电压&8’JB!毛细管温度

!""b$

A8E8D!柱后有机溶剂辅助喷雾!配备 C+15?$
34+7,51,X+6,51源$通过I>$L+J,12?高压液相
系统上样!上样体积为&#$I!上样流速为&"

$I-*,1
a&,色谱洗脱在 #I6,*+60系统上进行$

流动相F+"8&KHF$!KF>C水溶液,流动相]+

"̂&KHF$’"KF>C 溶液$洗脱条件+"!9"
*,1!流动相比例由!K]线性升至N"K],9"!
N"*,1!流动相比例由N"K]线性升至&""K],
维持&"*,1后!以&""K 流动相F平衡色谱柱

!"*,1$流动相流速为!""1I-*,1a&$在分
析柱后接三通阀!引入适当流速的#"KF>C)含

"8&KHF*溶液进行辅助喷雾$从反相柱流出的
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洗脱组分由纳升级电喷雾接口喷出!电喷雾电压

&8’JB!离子传输毛细管温度!""b!质谱采用
全扫描"3#@9%"!&:""$一级质谱数据依赖的
二级质谱扫描模式"Z+6+Z0301Z016@A#@A
?.+1$!依次选取一级质谱中离子强度最强的%
个离子进行>E\串联质谱!归一化碰撞能量为

9%K!采用串联质谱扫描的动态排除功能"Z7$
1+*,.0[.-<?,51$!设置排除时间为#"?%

ABF!数据库检索
二级 质 谱 图 的 数 据 库 检 索 通 过 ],5$

Y54J?9̂&软件的A)Vc)AW 引擎进行%所用
数据库为加入马肌球蛋白质序列的&!种标准蛋
白质数据库%检索设定肽序列氨基酸可变修饰
为>"d%(8"!<$&@"d&%8##<$!肽质量误差
为&8%<%用]<,-ZA<**+47软件对得到的A)$
Vc)AW检索结果进行整合和比较%数据过滤
参数设置为’A.544"&8#!&d(A.544"!8!!!d!

A.544"98(%!9d!\0-6;1""8&(=?3#N%

C!结果与讨论
CBA!离子在不同浓度有机体系中的质谱信号响
应强度

为了观察离子在不同浓度有机体系下质谱

信号响应强度的变化!选用了质谱分析中常用的

9种标准物质进行实验%@GHF为N个氨基酸
组成的小肽"@06$F42$L/0$F-+$!其相对分子质
量为%!98:%(G0?043,10是一种生物碱!临床上
常用作降压药!其相对分子质量为:"’8:’(如图

&+!&U所示!将 @GHF和G0?043,10分别溶于不

同浓度的F>C中进行质谱全扫描分析!对3#@
%!98:%和3#@:"’8:’的质谱峰强度进行统计!
发现离子的质谱峰强度随着溶剂中 F>C浓度
的升高而升高%当溶剂体系中 F>C的百分比
浓度达到("K时!两者的峰强度达到最高值!此
时的质谱峰强度是F>C浓度为&"K时的&"倍
左右(当溶剂体系中 F>C 的百分比浓度大于

("K时!质谱峰强度反而开始下降%这说明在液
相体系中!适当增加有机溶剂的浓度可以提高检
测峰的强度!从而提高质谱检测的灵敏度%

!!为了进一步观察混合物在不同浓度有机体
系中的质谱响应行为!选用 #I64+*+4J&:!&作
为标准品进行观测%#I64+*+4J&:!&是具有质
量差为&""的氟化物混合物!其质量范围为

&"!&!&#!&%#I64+*+4J&:!&在有机相浓度
为&"K时的质谱图示于图!+!图中3#@&"!&!
&#!&的峰均可被检测到!其归一化的峰强度为

%̂#e&"!%有机相浓度为("K时的质谱图示于
图!U!此时归一化的峰强度为:8&:e&"%!可以
看出有机相浓度为("K时的峰强度比&"K时增
加了近9个数量级%对各个质量峰强度的统计
也表明!溶剂中有机相浓度小于9"K时!对

#I64+*+4J&:!&各质量峰强度几乎无影响(当
有机相浓度在%"K!("K时!对峰强度的影响
最大(当有机相浓度大于("K时!质谱峰开始受
到明显抑制!示于图!.%以上结果进一步说明!
进行质谱分析时!在溶剂体系中添加适当浓度的
有机相的必要性%

注’微喷源!通过蠕动泵由注射器直接上样!流速为%$I)*,1a&!上样体积为%"$I!共上样&"*,1

图A!有机体系中不同浓度的(6G对检测物质谱强度的影响

H+9BA!"##$%&’#(6G’28-0001$%&.)80+92-,+2&$20+&/
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注!微喷源"通过蠕动泵由注射器直接上样"流速为%$I#*,1a&"上样体积为%"$I"共上样&"*,1

图C!有机体系中不同浓度的(6G对 !3&.-8-.IAJCA质谱强度的影响

-BAKL (6G时的质谱图!>BMKL (6G时的质谱图!%B!3&.-8-.IAJCA各质量峰在(6G浓度为

KL"AKKL有机相中的强度变化曲线

H+9BC!"##$%&’#(6G’28-0001$%&.)80+92-,+2&$20+&/’#!3&.-8-.IAJCA

-B8-0001$%&.-’#!3&.-8-.IAJCA+2AKL (6G!>B8-0001$%&.-’#!3&.-8-.IAJCA+2MKL (6G!

%B+’20+2&$20+&/+25+##$.$2&%’2%$2&.-&+’2’#(6G

CBC!柱后辅助有机溶剂对蛋白质鉴定的影响
为了验证以上观察结果"以马肌球蛋白的胰

酶酶切肽段混合物为研究对象"观察有机溶剂浓
度对相对复杂的肽段混合物质谱响应强度的影

响$在溶剂体系中加入("K的F>C后"各肽段
离子的质谱强度响应值至少提高了&个数量级"
示于图9$

!!进一步对马肌球蛋白酶切肽段混合物进行

GLI>$)AE$@A%@A分析"并在分析柱后通过&
个三通阀"分别引入流速为9""1I#*,1a&的

&""KF>C和F相溶液进行辅助喷雾$对各离
子进行检测的结果表明"引进F>C辅助喷雾的
各离子质谱响应强度均比不引进有机相和引进

F液做对照组的要高9!%倍"示于图N$从表&
可以看出"有机相辅助喷雾后质谱鉴定的马肌球
蛋白的冗余肽段数和非冗余肽段数以及对鉴定

蛋白质的序列覆盖率均比对照组要高$

表A!柱后辅助喷雾NO36!"=:!<="<=

分析鉴定的肽段数及其蛋白质覆盖率

P->,$A!O$1&+5$%’)2&0-25&7$0$4)$2%$

.$%’Q$./.-&$’#+5$2&+#+%-&+’2>/-)*+,+-./

$,$%&.’01.-/NO36!"=:!<="<=

分析样品 冗余肽段 非冗余肽段 序列覆盖率

+ZZ＿F>C＿& N&’ !: ’:8#9K
+ZZ＿F>C＿! N&9 !% ’N8"’K
+ZZ＿F>C＿9 N!! !% ’%8!&K
+ZZ＿F＿3/+?0＿& !N% !" (#8"’K
+ZZ＿F＿3/+?0＿! !&’ &# (%8&:K
+ZZ＿F＿3/+?0＿9 !!: !& ’98"&K
.51645-＿& !N% !" (#8"’K
.51645-＿! !&N &# (%8&:K
.51645-＿9 !&N !" (#8"’K

!!在蛋白质组学研究中"I>$@A%@A已经成
为常规分析技术"分析的对象是蛋白质或多肽"
特别是当反相色谱技术与质谱联用"体系中有机
溶剂达到9"K!N"K时"#"K以上肽段均可以

N!9 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第9"卷!



注!纳喷源"通过蠕动泵由注射器直接上样"流速为!""1I#*,1a&"上样体积为!$I"共上样&"*,1

图D!有机体系中不同浓度的(6G对马肌球蛋白酶切肽段离子质谱强度的影响

-BAKL (6G时的质谱图!>BMKL (6G时的质谱图!

%B肽段混合物各质量峰在(6G浓度为KL"AKKL的有机相中的强度变化曲线

H+9BD!"##$%&’#(6G’28-0001$%&.)80+92-,+2&$20+&/’#1$1&+5$0#.’88/’9,’>+2

-B8-0001$%&.-’#1$1&+5$08+*&).$+2AKL (6G!>B8-0001$%&.-’#1$1&+5$08+*&).$+2MKL (6G!

%B1$1&+5$0+’20+2&$20+&/+25+##$.$2&%’2%$2&.-&+’2’#(6G

从反相柱上完全洗脱$&"$&&%&在应用I>$@A’@A
进行肽段分析时"如果洗脱的有机相浓度太高则
容易造成肽段的共流出"使反相分离的效率降
低"从而影响质谱鉴定"同时也造成低丰度肽段
的检出困难&本研究应用柱后有机溶剂辅助喷
雾技术很好的解决了这一问题"通过柱后有机溶
剂辅助喷雾技术"既不影响分析柱的分离"同时
也提高了各肽段离子的质谱检测响应值"一方面
提高了谱图的质量"另一方面也可以提高低丰度

肽段的检出率&但是同时也出现一些不得不注
意的问题"例如"柱后有机溶剂辅助喷雾导致的
色谱峰扩散问题和样品稀释问题"因此推测柱后
有机溶剂辅助喷雾后鉴定肽段的冗余肽段数量

的明显增加可能与色谱峰的扩散有关&

D!结!论
本研究对各种离子在不同浓度的有机溶剂

中的质谱响应情况进行了考察"发现在("K
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图E!柱后辅助喷雾对马肌球蛋白

酶切肽段离子质谱强度的影响
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F>C溶剂中!各离子具有最高的质谱峰响应值"
根据这一现象!对传统的GLI>$)AE$@A#@A进
行管路改造!在分析柱后通过&个三通阀引入适
当流速的有机溶剂进行辅助喷雾!该方法可以显
著提高酶切肽段的检出率和鉴定蛋白质的序列
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