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摘要：【目的】分析和评估两种蛋白质溶液酶解方法，为蛋白质组学研究中的大规模质谱鉴定分析建立一种稳定

的样品制备技术。【方法】分别使用TEAB法(实验组A)和TFE法(实验组B)对牛血清白蛋白(BSA)进行还原、

烷基化和溶液酶解，再用LTQ—Orbitrap高分辨率质谱仪采集BSA酶切肽段信息，比较两种方法得到的数据信

息，分析肽段数目、可变修饰位点和蛋白质覆盖率。【结果】实验组A(TEAB法)获得36个肽段、39个修饰位点，

蛋白质平均覆盖率为59．31％；实验组B(TFE法)获得27个肽段、27个修饰位点，蛋白质平均覆盖率为

47．83％，实验组A的数据指标与实验组B差异显著。【结论】采用TEAB法酶切体系能实现蛋白质高效率酶

切，达到获得较高肽段覆盖率的目的，可为蛋白质组学后期的质谱分析鉴定奠定实验基础。
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Abstract：【objective]Two methods of proteins in—solution enzymatic digestion were comDared

and evaluated to establish a reliable sample preparation protocol for large—scale identification in

proteomics research．【Methods]Bovine serum albumin(BSA)was reduced and alkylated，and

subsequently used for in—solution enzymatic digestion according to the protocols of group A

(TEAB method)and group B(TFE method)．LTQ—Orbitrap mass spectrometer was utilized to

obtaine the signal of enzymatic peptides．The data obtained from two groups were compared．

Peptide categories，variable modification si‘te and protein coverage were analyzed．[Results]A to—

tal of 36 peptides and 39 modification sites were acquired in group A(TEAB method)，and the

protein coverage was 59．31％；in group B(TFE method)，a total of 27 peptides and 27 modifi—

cation sites were Obtained，and the protein coverage was 47．83％．A11 the statistical compari一
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sons between groups A and B were significantly

different．[Conclusion]TEAB method provided a

high efficiency of enzymatic digestion with high—

er peptide coverage．This method can be served
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0 引言

【研究意义】蛋白质是基因功能的执行者，其表达

模式和功能分析已成为后基因组时代研究的核心内

容之一[1~3]。蛋白质组研究重点是针对一类细胞系、

一种器官或一个生物体内的所有蛋白质，致力于阐明

所有蛋白质种类信息和相互作用关系。通过蛋白质

组学研究，可以寻找高灵敏度的生物标记物，鉴定出

与疾病发生相关的新蛋白质靶点，再通过蛋白质相互

作用的研究，阐明和解释生命活动的分子机理。【前

人研究进展】生物体内蛋白质种类复杂，导致蛋白质

分离和分析存在诸多困难，因此，发展高通量、高灵敏

度、高精确度的多肽分析技术是蛋白质组学研究中面

临的主要挑战。用于蛋白质鉴定的主要手段是质谱

技术，主要借助两种质谱技术实现蛋白质分析和鉴

定：基质辅助激光解吸附飞行时间质谱(MAI。DI—

TOF MS)和电喷雾离子阱质谱(ESI MS)。蛋白质

或多肽通过质谱离子源发生电离后，经质量分析器得

出蛋白质的分子量或肽质量指纹图谱(PMF)，再使

用数据库检索出对应的蛋白质或多肽。目前，蛋白质

组学研究主要采用两种策略：Bottom—up(自下而上)

策略和Top—down(白上而下)策略[4]。在Bottom—up

策略的蛋白质组研究中，第一步必须将蛋白质混合物

酶解成分子量较小的肽段，再用于多肽的多维色谱分

离嘲，因此，蛋白质酶解效率对于质谱数据的产出有

重要影响。【本研究切入点】针对蛋白质组学研究中

的多肽样品制备方法，对两种常用的酶切体系进行效

率评估，得到最适合液质联用(LC—MS)分析肽段所

用的酶切方法。【拟解决的关键问题】分实验组A(四

乙基溴化铵TEAB法)和实验组B(三氟乙醇TFE

法)对牛血清白蛋白(BSA)进行还原、烷基化和溶液

酶解，比较两种方法采集得到的数据信息，软件分析

肽段数目、可变修饰位点和蛋白质覆盖率。

1材料与方法

1．1试剂和仪器

乙腈(ACN)、(1-氰基一4一羟基肉桂酸(CHCA)、三

氟乙醇(TFE)、牛血清白蛋白(BSA)等购自Sigma—

Aldrich公司；四乙基溴化钱(TEAB)、三羰基乙基磷

盐酸盐(TCEP)购白Thermo Fisher公司；尿素(U—

rea)，二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺(IAA)购自Am—

erSCO公司，其他常规试剂均为进口或进口分装产品。

Ziptip C18脱盐吸头购自Millipore公司。LTQ—Or—

bitrap Elite液质联用质谱仪为美国Thermo Fisher

公司生产。
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1．2 BSA酶解

取BSA标准品溶液两份，每份50肛g，分别加入

3倍体积丙酮，一20℃沉淀过夜，8000×g，30 min离

心，弃去多余的丙酮，蛋白质沉淀分别用于以下两种

体系酶解处理。

实验组A用TEAB法：加人45 l上L 100 mM TE—

AB复溶BSA沉淀，待沉淀完全溶解后，补充H。O

至总体积100／aL，加人5／,L 200 mM TCEP完全还

原二硫键，55℃孵育1 h，再加入5 t,L 375 mM IAA

室温避光孵育1 h，加入6倍体积的丙酮沉淀2 h，将

BSA沉淀再次复溶于100 mM TEAB中，按1：25

比例加入胰蛋白酶，37℃酶解过夜。

实验组B用TFE法：25肚I。TFE复溶BSA沉

淀，加入2．5”I。DTT 200 mM，震荡混匀，60℃孵育

45 min，还原半胱氨酸，加入10肚L 200 mM IAA室

温孵育30 min，再加入2．5肚L DTT去除多余的

IAA，加入300 pI。H20稀释至总体积365肛L，再加

入100 ttL NH。HCO。将溶液pH值升高至7．5，按照

1：25比例加入胰蛋白酶，37℃酶切过夜；

1．3 LC—MS分析

将两组酶切后样品真空浓缩至20肛L左右，使用

ZipTip C18脱盐枪头纯化酶解后多肽，提取到的多

肽在真空抽于后复溶于流动相A(2％乙腈水溶液中

加入0．1％甲酸)中，经自动迸样器上样2／xg到Easy—

nLC纳升液相的预柱上，进行梯度洗脱，流动相B为

98％乙腈水溶液(加人0．1％甲酸)，流速250 nL／

min，洗脱梯度如下：1)0～5 rain，0％～5％B；2)5～

60 min，5％～35％B；3)60～65 min，35％～100％

B；4)65～70 min，100％B，等度洗脱。经色谱分离的

肽段经过nano ESI源送人高分辨率的LTQ—Orbi—

trap线性轨道阱组合式质谱仪中进行数据采集。质

谱条件：喷雾电压1．8 kV，质量扫描范围m／z 350～

1800；Orbitrap一级质谱扫描分辨率60000(m／z

400)；采用数据依赖的自动化二级分析模式，设置10

个I。TQ串联质谱扫描事件，碰撞能量为35％归一化

能量，动态排除次数2；重复计数30 S；持续排除时间

40 S。

1．4数据分析

3组处理样品所有串联谱图通过Proteome Dis—

coverer 1．3(Sequest算法)搜索引擎进行数据处理。

非冗余的Bovine数据库(Uniprot)作为数据库，搜库

参数设置如下：Trypsin酶切，最大允许2个漏切位

点，一级质谱质量偏差10 ppm，二级质谱质量偏差

0．6 Da，可变修饰设：半胱氨酸(C)脲甲基化(car—

bamidomethyl，+57 Da)、甲硫氨酸(M)氧化(Oxida一
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tion，+16 Da)，每张匹配的高置信度谱图通过人工

确认。

2结果与分析

2．1两种酶切体系的多肽总离子流

两种体系酶切后的BSA样品分别使用纳升液相

色谱分析。从图1可以看出，两次进样的色谱主要出

峰时间集中在10～50 min，对应的液相分离有机相

梯度约为lo％～30％，在此梯度内大部分肽段被均
1x i^

匀洗脱，总离子强度约为1×109；两种方法得到的肽

段在液相色谱峰上表现出较高的一致性，并且与

BSA标准品酶切产物的图谱较为接近，说明这些峰

均是BSA酶解后的多肽指纹图谱。将两种方法获得

的一级质谱峰提取，发现分离重现性和母离子的保留

时间基本一致。通过Sequest软件分析，两种方法均

能成功鉴定到由607个氨基酸组成的牛血清白蛋白

(Uniprot Accession No．P02769)。

i 2{) 2i 3() 35 4f}4i i() 5i f1() f、5

EIution time on gaNo—LC(min)

Group A：TEAB enzymatic digestion；Group B：TFE enzymatic digestion

图1 两种酶切体系的总离子流

Fig．1 The total ion current(TIC)from two methods of enzymatic digestion

2．2两种酶切体系得到的多肽数目和覆盖率

溶液酶切方法效率的最重要判断条件是质谱鉴

定的肽段覆盖率。TEAB酶切体系(实验组A)3次

重复获得的肽段覆盖率分别为58．65％，65．24％和

54．04％；TFE酶切体系(实验组B)3次重复获得的

肽段覆盖率分别为42．17％，46．79％和54．53％，经

统计分析，两组的肽段覆盖率差异显著(P d0．05)，

如图2。

对两种酶切产物的多肽数目比较发现，实验组A

(TEAB法)鉴定得到平均36条肽段信息，实验组B

(TFE法)平均采集到27条肽段信息，两种酶切体系

共同鉴定到的肽段数为23条，占总肽段数的56％，

且两种酶切方法获得的肽段信息差异显著。鉴定的

修饰位点数量表明，实验组A平均检测到38．67个

氧化修饰位点(Oxidation)，实验组B平均检测到

26．67个修饰位点，差异极显著(图3)。实验组A和

实验组B的胰酶漏切位点平均数目为14个和12个，

差异不显著(表1)。以上结果表明，实验组A(TEAB
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法)采用的酶切体系在采集的肽段数量、肽段覆盖率

和修饰位点数目上均比实验组B(TFE法)有显著提

高。蛋白质的酶切更完全，实现了更高的肽段覆盖

率，有助于发现较多的修饰位点．

OroupA O roup B

Group A：TEAB enzymatic digestion；Group B：TFE en—

zymatic digestion

图2两种酶切体系的肽段覆盖率比较

Fig．2 The comparison of peptide coverage from two

methods of enzymatic digestion
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表1 两种酶切体系鉴定得到的蛋白质信息

Table 1 Information of protein identification obtained from two methods of enzymatic digestion

注：a，b代表差异显著；a7，bt代表差异极显著。

Note：a and b denote significant difference；a and b’denote extremely significant difference．

I’o p11 d o， Modli】ca【rnll、117‘＼II、、L。Li o{e LI、。l；o

Group A：TEAB enzymatic digestion；Group B：TFE an—

zymatic digestion

图3两种酶切方法获得的肽段数目、修饰位点数目和

漏切位点

Fig．3 The number of peptides，modification sites and

missed cleavage obtained from tWO methods of enzymatic di—

gestion

3讨论

近年来，蛋白质组学的研究手段逐渐由传统的双

向电泳法(2一DE)转向多维液相色谱(MDLC)，其中

具有代表性的方式是Top—down(自上而下)策略和

Bottom—up(自下而上)策略。Top—down策略是指以

完整蛋白质混合物为研究对象，通过多种组合式手段

分离，然后对单个蛋白质进行酶解和质谱分析[6’7]。

Bottom-up策略是将蛋白质首先酶解成20个氨基酸

长度的多肽，形成比蛋白质更为复杂的多肽混合物，

经过多维液相色谱正交分离后用于串联质谱鉴定，获

得多肽序列，再搜索蛋白质数据库确定最后的鉴定结

果[8]。在实际的蛋白质组学实验中，不管采用哪种分

析策略，都包含蛋白质酶解这一步骤，目前，针对蛋白

质分离和鉴定都已有效率可控的程序化方案，但对于

蛋白质酶解等样品制备工作缺少评估手段，严重影响

蛋白质大规模鉴定的速度。本实验室前期已开展过

基于胶内酶解的方法优化研究，已显著提高了双向电

泳凝胶的蛋白质鉴定率[9]，但是，实验中常用的溶液

酶解方法容易受酶解环境、酶活等各个因素影响，需

要给方法优化建立稳定可靠的蛋白质酶解方法。
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本文评估两种常用的溶液酶解方法，并对酶切肽

段的覆盖率进行分析和评估，筛选出适合高通量的蛋

白质鉴定的样品制备方法。在酶切反应中，增加了还

原烷基化步骤，旨在通过还原剂(DTT或TECP)对

蛋白质二硫键进行还原，打开二硫键后，为防止二硫

键重新结合，再用碘乙酰胺(IAA)进行烷基化加合，

从而充满暴露出蛋白质的酶切位点，以保证酶切效

率。实验组A采用TEAB(四乙基溴化铵)为溶剂，

该溶剂常用于有机合成上的相转移催化剂，具有较好

的pH稳定性，在高温作用下仍可以保持pH值在

7．5～8，为胰酶提供合适的缓冲液环境。TFE(三氟

乙醇)是有机化合物，具有醇类的典型性质，具备极好

的物理性质和热力学性质，能充分溶解多肽，不会破

坏多肽的一级结构，但三氟乙醇溶液呈酸性，需要使

用NH。HCO。缓冲液保持溶液的pH值为7～8。

TEAB法和TFE法是蛋白质组学研究中液体酶解经

常使用的溶剂，但TEAB法无需介入NH。HCO。控

制pH值，在定量标记蛋白质的研究中应用更为广

泛。本实验中发现，使用TEAB法的酶解体系获得

的肽段数量和肽段覆盖率更高。

4 结论

本研究结果表明，在两种常用的溶液酶解方法

TEAB法与TFE法中，TEAB法能获得更多的肽段

信息和修饰位点信息，肽段覆盖率提高至50％以上，

能实现多肽样品的高效率酶解制备。
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