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蛋白质多肽酶解及分离新技术的改进
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要"目的
!

探讨新型蛋白质多肽酶解和分离技术!以此提高蛋白质的质谱鉴定水平!使其适用于更复

杂生物样品!从而弥补传统蛋白质组学利用的二维电泳
9

质谱技术所产生的不足&方法
!

利用美国
P

KGL#

7

%

和

自主修饰
=#I69GO5#3

胰蛋白酶!酶解浓度不同的牛血清清蛋白测定总离子流图"

F/!

%并通过
0KG$#GL#S:;<GH9

#K#K

软件进行数据分析!测定牛血清清蛋白覆盖率&利用
=#I69GO5#3

胰蛋白酶酶解牛血清清蛋白!其中酶切液

用自制的二维一体毛细管色谱柱进行分离!通过高效液相色谱与质谱技术平台!通过对
F/!

'信号强度和保留

时间"

>F

%!观察毛细管色谱柱分离性能和重复性&结果
!

美国
P

KGL#
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和
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胰蛋白酶酶解浓度不同

的牛血清清蛋白结果显示!

=#I69GO5#3

胰蛋白酶在高效液相色谱与质谱技术鉴定高'中'低浓度牛血清清蛋白

覆盖率分别为
(A)''Z
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'A)(*Z
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&()&AZ

#而美国
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KGL#
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胰蛋白酶酶解牛血清清蛋白覆盖率分别为
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胰蛋白酶和自制的二维一体毛细管色谱柱联用!用于牛血清清蛋白分析!通过

质谱分析!结果显示!在极低浓度条件下!牛血清清蛋白的覆盖率是
'*)''Z

&在相同的实验条件下重复进行两

次实验!观察自制的二维一体毛细管色谱柱的重复性!结果显示选用牛血清清蛋白酶切的肽段混合物中质荷比
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为强度较高的特征肽段!两次的
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是
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胰蛋白酶拥有高催化活性!自制的二维一体毛细管色谱柱具有较高的分离性能和重复性!将

两者联合应用于蛋白质组学技术中!可以显著增高蛋白质数量的检出率&

关键词"蛋白质组学#
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蛋白质组是指*由一个细胞或一个组织的基因组

所表达的全部蛋白质+

,

&

-

(蛋白质组学是以蛋白质组

为研究对象#分析细胞内的蛋白质组成成分和表达水

平#进一步认识生命活动规律(蛋白质组学分析不仅

仅是一种方法学#而是各种分离技术)鉴定技术)生物

信息学技术的有机整合(因此如何提高分离技术#是

进行蛋白质组学研究的重要环节(本研究将
=#I69

GO5#3

胰蛋白酶)强阳离子交换与反相
!&A

二维一体

毛细管色谱柱联合用于蛋白质组学技术中#旨在探讨

其在蛋白质组分析和表达方面的优势#现将结果报道

如下(

$
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材料与方法
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!

材料
!

选择不同浓度的牛血清清蛋白$
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分为高浓度$
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LQ

&)中浓度$

,)Ci&+
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LQ

&)低浓度$
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LQ

&及极低浓度$

,)Ci

&+

[A

+

7

"

LQ
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实验仪器
!

纳升级高效液相色谱仪$美国
FJ#K9

LG :̀;J#K

公司&%

QFD9?K2:$K%

P

aQ

质谱仪$美国

FJ#KLG :̀;J#K

公司&%强阳离子交换与
!&A

反相二维

一体毛细管色谱柱$北京谱之源公司&(

$)'

!

方法
!

分别用
0KGL#

7

%

和自主修饰的
=#I69

GO5#3

的胰蛋白酶酶解不同浓度的
=̂E

#观察其不同

胰蛋白酶的酶解效能(采用强阳离子交换与反相

!&A

二维一体毛细管色谱柱#将不同分离模式的色谱

柱以串联方式合并于同一色谱柱中#即在同一色谱柱

的前部分填装强阳离子色谱材料#后部分填装
!&A

反

相液相色谱材料(将所制备的二维一体毛细管色谱

柱用于分离标准
=̂E

提取液的分离分析#并以峰容

量)

=̂E

鉴定的覆盖率及信号强度作为特征参数#观

察其色谱柱的性能差异#评价二维一体毛细管色谱柱

的柱能(

/

!

结
!!

果

/)$

!

=#I69GO5#3

自主修饰胰蛋白酶的性能

/)$)$

!

高活性
!

经过修饰的高活性)稳定的分子#无

自催化作用#减少自水解产生多余肽段(

*

种不同型

号的胰蛋白酶$

$K

MP

2

%1$G

为国产任一品牌#

0KG

2

&+

为

美国
0KGL#

7

%

公司生产#

bQ=

2

&+

及
bQ=

2

C

均为自

修饰&无论从蛋白鉴定种类及不同胰酶间鉴定结果相

互覆盖的角度#自主修饰的胰蛋白酶酶解效能均好于

其他种类胰酶(见图
&

(

/)$)/

!

不自残
!

经
Q9&

$对
9

甲苯磺酰&苯丙胺酰氯甲

酮$

F0!.

&处理#灭活了残留的胰凝乳蛋白酶活性(

/)$)'

!

高纯度
!

经多次色谱系统纯化纯度达到最

优#其自主修饰
=#I69GO5#3

的胰蛋白酶的杂峰远少于

0KGL#

7
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胰蛋白酶(

/)/

!

5%5Gb0Q!9"=

技术平台
!

利用
&S

分离技术

获取由自主修饰
=#I69GO5#3

与
0KGL#

7

%

胰蛋白酶酶

解不同浓度
=̂E

的总离子流图$

F/!

&(高)中浓度

=̂E

经酶解后的
F/!

#其两种酶效能持平#具有较好

的重复性%在低浓度的
=̂E

中发现自主修饰
=#I69
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胰蛋白酶的检出信号要优于
0KGL#

7

%

胰蛋

白酶(

图
&

!!

不同种类胰蛋白酶酶解效能统计图

/)'

!

鉴定不同浓度
=̂E

的覆盖率
!

利用
0KG$#GL#

S:;<GH#K#K

软件分析经胰蛋白酶酶解后不同浓度

=̂E

的覆盖率#其经自主修饰
=#I69GO5#3

胰蛋白酶

酶解的
=̂E

的覆盖率略高于
0KGL#

7

%

胰蛋白酶(见

表
&

(

表
&

!!

不同浓度
=̂E

的覆盖率#

Z

%

=̂E

浓度
=#I69GO5#3

胰蛋白酶
0KGL#

7

%

胰蛋白酶

高浓度
(A)'+ (*)B(

中浓度
'A)(* ',)(,

低浓度
&()&A &+)'&

/)1

!

不同胰蛋白酶酶解不同浓度
=̂E

的覆盖率
!

用二维一体毛细管色谱柱将不同胰蛋白酶酶解不同

浓度
=̂E

酶切液进行分离#即在完全相同的实验条

件下#实验结果表明将自主修饰
=#I69GO5#3

胰蛋白酶

与二维一体毛细管色谱柱整合后#其分离效果更好#

具有较高的灵敏度#特别是在上样量极低的情况下(

见表
'

(

表
'

!!

不同胰蛋白酶酶解不同浓度
=̂E

的覆盖率#

Z

%

=̂E

浓度
自主修饰
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胰蛋白酶

0KGL#

7

%

胰蛋白酶

中浓度
*()(( (+)(&

极低浓度
'*)'' @)B&

表
(
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二维一体毛细管色谱柱的重复性

重复次数
>F

$
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&

第
&

次
C&)B+ ,)@@

第
'

次
C&)BC @)*'

/)2

!

二维一体毛细管色谱柱的重复性
!

分别依照完

全相同的分离条件#分析经自主修饰
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白酶酶解的
=̂E

酶切液#重复做两次#选取
=̂E

酶切

的肽段混合物中相应强度较高的质荷比$

L

"

X

&

@*+)*

为特征肽段#分别记录其保留时间$

>F

&及信号强度

$

Eb

&#作为考察色谱柱重复性的指标#结果显示所制

备的二维一体毛细管色谱柱具有良好的重复性(见

表
(

(

'

!

讨
!!

论

!!

蛋白质组研究的关键技术包括蛋白质分离)鉴定

及蛋白质数据库匹配(传统的蛋白质组研究方法是

将二维凝胶电泳技术和质谱技术联合起来,

'9(

-

(其中

蛋白质分离技术包括双向电泳和色谱技术#双向电泳

操作简便)快速但也存在诸多缺点#例如拷贝数较低

的蛋白质不容易检测)过大或过小的蛋白质分子不容

易分离和手工操作不稳定等,

*

-

(由于双向电泳技术

存在的缺陷#科研中需要升级和探索更好的蛋白质分

离和鉴定技术(因此越来越多的高效分离技术#如高

效液相色谱和毛细管电泳等应用于蛋白质组学研

究中,

C

-

(

胰蛋白酶作为蛋白质组学研究的一部分#其高效

和完整的蛋白水解在蛋白质组研究中非常重要,

,

-

(

胰蛋白酶主要由猪或牛胰脏中获取#但胰蛋白酶和胰

凝乳蛋白酶均从胰脏制备#通常不容易完全分开#专

一性不好(但经对甲苯磺酰氯甲烷$

F!0.

&修饰后的

胰蛋白酶#可以抑制残留的胰凝乳蛋白酶活性提高纯

度,

@

-

(本研究所用的
=#I69GO5#3

胰蛋白酶灭活了残

留的胰凝乳蛋白酶活性#减少自消化#提高了酶的纯

度和催化活性#其充分的酶解更有利于分离技术的提

高(蛋白质组学研究的关键技术之一就是高效分离#

这也是蛋白质组学研究中需要继续追寻的目标,

A

-

(

基于液相色谱
9

质谱联用的蛋白质组研究分析方法中#

大多采用的是毛细管液相色谱分离系统#为此目前研

究的关键技术就在于毛细管色谱柱的选择和制

备,

B9&+

-

(本研究中自制的二维一体毛细管色谱柱#可

以消除键合缺陷造成的样品污染并具有超高分辨率

和重复性#目的是有效提高蛋白质组鉴定覆盖率和蛋

白质鉴定序列覆盖率(结果表明自制二维一体毛细

管色谱柱#具有较高的稳定性和重复性#可以高效

分离(

蛋白质组学的研究需要高效分离)高灵敏度)高

通量和动态范围宽的分析技术平台(本研究首先利

用
=#I69GO5#3

胰蛋白酶酶解
=̂E

#结果证明其酶解效

能良好#再利用自制二维一体毛细管色谱柱分离
=̂E

观察柱效#经过比较结果表明自制二维一体毛细管色

谱柱具有超高分辨率和重复性(

综上所述#将
=#I69GO5#3

胰蛋白酶和自制二维一

体毛细管色谱柱联合用于蛋白质组学技术中#可以显

著增加蛋白质数量的检出率#有助于蛋白质组学的研

究#利于大规模高通量蛋白质分析和鉴定(
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