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摘要：通过在肽段的 * 端引入磺酸基，从而使含组氨酸的肽段与其他肽段在 89 . $/ " 的条件下产生电荷差异，建立了
一种基于强阳离子交换色谱（:5;）结合生物质谱富集鉴定含组氨酸肽段的方法，并以含有组氨酸的标准蛋白质为模
型，进行了方法学考察。结果表明，经 * 端磺酸化后，含组氨酸的肽段能有效地被阳离子交换色谱富集，且在肽的 *
端引入磺酸基促进了肽的裂解，使之产生简单而信息丰富的二级质谱图，从而得到完美的质谱鉴定结果。这说明磺

化修饰结合强阳离子交换色谱用于含组氨酸肽段的富集鉴定是可行的，且具有在蛋白质组研究中应用的潜力。
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- - 随着电喷雾电离（-:F）和基质辅助激光解吸电
离（!7P=F）等软电离质谱技术的进步，生物质谱在

蛋白质组学研究中发挥着越来越重要的作用。但对

于复杂的生物样品，现有的质谱仪无法直接对其进
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行完全的分析，通常是通过预分离来降低体系的复

杂程度，以提高被鉴定蛋白质的数目。降低肽段混

合物复杂程度的策略主要有两种，一种是通过采用

多维色谱来提高分离效率，通常是阳离子交换色谱

结合反相液相色谱［#］。!"#$% 等［"］采用蛋白质多维

鉴定技术（&’()*+）分析了酵母的蛋白质组，从中
鉴定了 # $%$ 个蛋白质。但要进一步提高色谱的分
离效率还面临很多的挑战。据分析［&］，很多细胞类

型的蛋白质组经胰蛋白酶酶切可产生至少 #’( 个多

肽，而当前液相色谱,质谱联用仪的最好分辨能力只
能达到 #’$ 个多肽，比需要的水平低一个数量级。

然而，由于数据库和搜索软件的帮助，鉴定一个蛋白

质并不需要对其所有肽段进行鉴定。具有高度序列

特异性和一定长度的一个肽段往往就可以作为标签

肽，用于其母蛋白质的鉴定。第二种策略是采用标

签肽分离技术来减少待分析肽段的数目，通过选择

性分离含低丰度氨基酸残基的标签肽，可以大大降

低肽段混合物的复杂程度，提高标签肽的相对丰度

及被鉴定的机会。目前已经发展成熟的技术如蛋白

质 - 端肽的富集鉴定技术［$ ) *］、针对半胱氨酸残基

进行选择性富集的标签肽蛋白质组学方法（ %./0",
#’1$ 2$2#.($ 213#$34.5% 4$#63(%）［%］、广泛内标技

术（ /738"7 .0#$10"7 %#"0("1( #$560.9’$%）［+］和同位

素标记亲和标签技术（ .%3#32.5"77: 53($( ";;.0.#:
#"/%）［#’］等。

! ! 组氨酸是蛋白质中丰度相对较低的一种氨基
酸，因此含组氨酸肽段可被用作标签肽。已有文献

报道采用固相金属亲和色谱法（ *&<=）来富集含组
氨酸肽段［##，#"］。该方法利用结合在固相螯合剂上

的 =’（!）离子与组氨酸残基之间的亲和作用来选
择性捕获含组氨酸肽段［#&］。但 *&<= 柱对含组氨
酸肽段的亲和力与选择性都不是很强，不仅有些含

组氨酸肽段不能被有效捕获，而且有些不含组氨酸

肽段（如半胱氨酸肽和酪氨酸肽）也会与之结合［#$］。

>$/0.$1 等［#(］用标准蛋白质对 *&<= 柱的选择性、
回收率、柱寿命、重现性和结合特异性等进行了考

察，从多方面评价了 *&<= 柱对含组氨酸肽段的选
择性，结果发现，*&<= 柱的选择性、回收率和重现
性受洗脱条件的影响很大，只有约 %(? 的含组氨酸
肽段被有效捕获。该方法不仅存在一定程度的非特

异结合，而且金属离子的流失会导致保留时间的重

现性及柱结合容量的降低。

! ! 本研究通过在肽段的 - 端引入磺酸基，从而使
含组氨酸的肽段与其他肽段在 2@ , &- ’ 的条件下
产生电荷差异，建立了一种基于强阳离子交换色谱

和质谱富集鉴定组氨酸标签肽段的新方法。该方法

不仅可以有效地富集含组氨酸的肽段并对其进行鉴

定，而且通过在肽段的 - 端引入磺酸基，促进了肽
的裂解，使之产生简单而信息丰富的二级质谱图，甚

至不需要通过数据库检索即可进行从头测序［#.，#*］。

采用含有组氨酸的标准蛋白为样本对方法进行的评

价结果表明，本方法既可以降低肽段混合物的复杂

程度，又可以提高肽鉴定的可信度，在蛋白质组学研

究中具有一定的应用前景。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂
! ! 基质辅助激光解吸电离飞行时间串联质谱
（&<AB*,+CD &E F &E）仪（$*’’ )13#$34.5% <0"7:,
G$1，美国应用生物系统公司）。大连依利特公司
)"&’ 液相色谱系统，配备二元梯度泵、可变波长紫
外检测器。

! ! 肯普肽（ H$42#.($，A>><EAI）、马心肌红蛋
白、牛 !,乳球蛋白、鸡溶酶蛋白和 ",氰基,$ ,羟基肉
桂酸（=@=<）购自美国 E./4" 公司。二硫苏糖醇
（B++）和测序级胰蛋白酶购自美国 )134$/" 公司。
三氟乙酸、!,甲基异脲硫酸氢盐、碘乙酰胺（ *<<）和
四氢呋喃（ +@D）购自美国 <513% C1/"0.5% 公司，
" ,磺基苯甲酸环酐（E<=<）购自德国 <7(1.56 公司，
色谱纯乙腈和甲醇购自美国 JK +K L"H$1 公司。其
他试剂为分析纯，购自北京化学试剂公司。实验用

水经 &.77.231$ 公司 &.77.,M <#’ 型纯水仪制备。
! ! #" 实验方法
! ! # ! !" 蛋白质的还原烷基化及酶切
! ! 用 ’- " 437 F A 硼酸盐缓冲液（ 2@ %- ’，含
. 437 F A 盐酸胍）配制 # 4/ F 4A 的肌红蛋白、!,乳
球蛋白和溶酶蛋白溶液。各取 ’- # 4A，加入 " "A
#’ 4437 F A B++，于 &* N下反应 # 6。冷至室温后，
加入 " "A "’ 4437 F A *<<，室温下反应 # 6。所得
溶液用 ’- " 437 F A 硼酸盐缓冲液稀释 . 倍后，按
#/ (’ 的质量比加入胰蛋白酶，于 &* N下过夜。
! ! # ! #" 标准肽的磺化反应条件优化实验
! ! 取样品管两组，每组各 % 个，在管中各加 入
# 0437 标准肽肯普肽，再分别加入 2@ 值为 .- ’，
.- (，*- ’，*- (，%- ’，%- (，+- ’ 和 +- ( 的 #’’ "A ’- "
437 F A 缓冲液，混匀后两组分别加入 #’ 0437 和
"’’ 0437 的 E<=<（使 E<=< 分别过量 #’ 倍和 "’’
倍）。室温反应 $ 6 后，脱盐点靶，分别在正离子和
负离子模式下进行 &E 分析。根据峰高的比值
"+(. F（"+(. 0 "**"）（正离子模式下，"+(.代表磺化后

肯普肽的质谱峰强度，"**"代表原肯普肽的质谱峰

强度）和 "+($ F（"+($ 0 "**’）（负离子模式下，"+($代

·+(#·
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表磺化后肯普肽的质谱峰强度，!""#代表原肯普肽

的质谱峰强度）来评估磺化反应的完全程度。

! ! " ! #$ 肽段的胍基化及磺化与含组氨酸肽段的色
谱富集及质谱鉴定

$ $ 蛋白质酶切肽段在 !" %% 的 #& % #$% & ’ "(甲基
异脲中于 ’" )下反应 ( * 后，调 !" 至 )，加入 !#
##$% & ’ +,-,，于室温下反应 % *。参照 ./012(
3$450 等［%)］的方法，稍作修改，通过强阳离子交换色

谱法富集含组氨酸肽段。通过反相液相色谱柱（粒

度 * !#，孔径 ’# 2#（’## 6），!## ## + (& , ##）
分离并脱盐后，把强阳离子交换色谱柱（粒度 *
!#，孔径 !# 2#（ !## 6），!## ## + (& , ##，
7$%8+9’:;<=">’ ,，7$%8’-）接到反相液相色谱
柱后，用流动相 , 相（,#? 甲醇水溶液，含 %? 乙酸）
冲洗 %# #@2，去除不保留组分；用流动相 . 相（,#?
甲醇水溶液，含 %? 乙酸和 #& * #$% & ’ A1-% 溶液）
洗脱，收集馏分并进行质谱分析。

$ $ 根据常规方法［%-］稍作改动，在 B,’CD(=;:
B+ & B+ 仪上对样品进行质谱分析。用氮气吹去馏分
中的甲醇后，取 , !’ 用 -%) E@! =@! 小柱（美国密里
博公司）脱盐，用 , !’ 基质溶液（* #F & #’ -"-, 溶
于含 #& %? =:, 的 *#? 乙腈水溶液中）洗脱，取
# & ,!’洗脱液（约含#& %!F肽段）点靶。用标准多

肽混合物进行质谱仪的外标校正。在正离子或负离

子反射模式下采集一级质谱图，在正离子反射模式下

采集二级质谱图，加速电压为 % GH，碰撞诱导裂解
（-DC）功能设置为关闭。所有质谱图用 ("## <I!%$5(
/5H !& # 软件（美国应用生物系统公司）进行分析。

"$ 结果与讨论

" ! !$ 方法的原理
$ $ 本方法的原理如图 % 所示：首先对蛋白质进行
还原烷基化和酶切，再通过胍基化反应保护肽段中

赖氨酸侧链的氨基，通过酰化反应在其 A 端引入磺
酸基，然后通过反相液相色谱脱盐和强阳离子交换

色谱分离富集含组氨酸肽段，最后通过质谱进行肽

段的序列分析。根据 ./14J$%/@% 等［!#］的报道，在

!" !& " 时，只有 !(氨基、"(氨基、胍基和咪唑基带有
电荷。胰蛋白酶酶切产生的肽段（除部分末端肽

外）几乎都有 A 端的一个 !(氨基和 - 端的一个"(氨
基或胍基，所以绝大多数肽都带有 ! 个以上的正电
荷。当肽的 A 端氨基上引入带负电荷的磺酸基后，
其 - 端的正电荷即被中和，所以只有含组氨酸的肽
会带上与其所含组氨酸残基数相同的正电荷，不含

组氨酸的肽段所带的净电荷数为零。因此，可以通

过阳离子交换色谱来分离富集含组氨酸肽段。

图 !$ 磺化修饰辅助的含组氨酸肽段的富集鉴定方法的原理示意图
"#$! !$ %&#’(#)*+ ,-& ./+ +’&#(/0+’. 1’2 #2+’.#,#(1.#-’ -, 34*,-’1.+2 /#3.#2#’+5(-’.1#’#’$ )+).#2+3

67 89: (/&-01.-$&1)/#( (-*40’

$ $ 通过对人类蛋白质数据库（ +K@JJ 75$0 (,& #
版）中 %% -’, 个蛋白质的统计分析表明，-"& %? 的
蛋白质都含有组氨酸，而只有 %)& ’?（ %!" %(’ &
,-( *)(）的肽段含有组氨酸，平均每个蛋白质含有
%% 个含组氨酸肽段，而大多数（*!& "?）的蛋白质含
有 ! 至 - 个含组氨酸肽段。也就是说，通过富集含
组氨酸肽段既可以大大降低肽段混合物的复杂程度

（降低 )%& "?），又可以留下足够数量的肽段用于蛋
白质的鉴定。而且，如果数据库检索时限定为含组

氨酸肽段，就可以大大地减少搜库所需的时间。据

统计，蛋白质组中含组氨酸的肽段与含半胱氨酸的

肽段 在 蛋 白 质 覆 盖 率 方 面 很 接 近（ -"& ’? 和
-,& %?）［!%］。因此，用本方法富集含组氨酸肽段与

用 D-,= 法（ @J$0$!/ 3$L/L 1MM@2@08 01F）富集含半胱
氨酸肽段的作用是相当的。

" ! "$ 肽的磺化反应条件的优化
$ $ 肯普肽含有 ! 个精氨酸残基，被磺基化后仍带正
电荷，易于在正离子模式下被质谱检测，因此可作为

·#,%·
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观察磺化反应程度的模型肽。但相对于正离子模式

而言，磺化的肯普肽在负离子模式下更易于电离。因

此，在负离子模式下测出的转化率稍高于正离子模式

下测得的转化率（见图 "）。图 " 中曲线分别表示
!"#" 过量 "## 倍和 $# 倍时，在正、负离子检测模式
下肽的磺化反应产率随溶液 $% 值的变化。肯普肽
的 "&磺基苯甲酰化反应的实质是氨基与酸酐的酰胺
化反应，其反应程度主要受溶液 $% 值的影响。当
!"#" 量较少（过量 $# 倍）时表现得更为明显：$% 为
%& ’ 时转化率最高，当 $% 大于 (& # 时几乎不反应。
当 !"#" 量较多（过量 "## 倍）时 $% 造成的这种影
响在一定程度上被掩盖，在 $% )& # * +& ’ 范围内转化
率都很高，但 $% 为 (& # 时转化率较低（见图 "）。这
是由于 "&磺基苯甲酸环酐在溶液中存在胺解与水解
两个竞争反应。在 $% )& # * %& ’ 范围内以胺解反应
为主，$% 值的升高有利于 ’ 端氨基的解离（$!( 约

为 %& ’），从而有利于胺解反应的进行。但随着 $% 值
的继续升高，水解反应逐渐占优。在所试验的条件

下，未见侧链羟基的 "&磺基苯甲酰化反应。

表 !" # 种模型蛋白质中含组氨酸肽段的富集
!"#$% !" &’()*+,%’- +).-)/)’%0*1’-")’)’2 3%3-)/%. )’ -+(%% ,1/%$ 3(1-%)’.

)*+,- $.*/,01
’234,. *5 /.6$/07

$,$/0+,8$）
’234,. *5 ,9$,7/,+ :08/0+01,&

7*1/(0101; $,$/0+,8
" . <8*-(/,+ $,$/0+,8（1,/ 7:(.;,"））

)6*;-*401 $" ) $(,) = ) ->?@A4BC@>CD（ . $）
$)#/ = + -4A@EE>@">AA<>D（ . $）
$%"% = ) -4BAF?A"F"GA")@D（ . $）
$%+( = + -EC"F<"A4AGCE><H（ . $）
"$$# = # -I>C?<!F"<<4E>4!D（ . "）
"#"# = ( -A44C"C>DB>"G!4"@D（ . ,）
$##" = , -4D<B<D（ . "）
(’$ = / -?FD?D（ . $）

!&>(7/*;-*42-01 $/ ! $/） $#"# = , -">B)4<H（ . $）
>68*J63, $# $ $#’% = , -4A>F’IH（ . $）

+/$ = / -DE?AH（ . $）
$’’+ = ) -#DA@FEG"K<H（ . $）

! $）@:, 1234,. *5 /:,*.,/07(- /.6$/07 $,$/0+,8 L0/: " . 0 ’## = "）/:, 1,/ 7:(.;, *5 $,$/0+,8 01 $% 1 /& # 8*-2/0*1= /）@:, :08/0+01,&

7*1/(0101; $,$/0+,（>!?’B@G>CCG#%<）08 #&/,.301(- *5 !&-(7/*;-*42-01，(1+ +*,8 1*/ 7*1/(01 -6801, *. (.;0101,，/:, 1,/ 7:(.;, *5
/:08 $,$/0+, 08 J,.*，1*/ ,1.07:,+ 46 *2. 3,/:*+=

图 $" 溶液 34 值对肽的磺化反应的影响
5)26 $" &77%*- 17 34 1’ -+% .8$71’"-)1’

,1/)7)*"-)1’ 17 3%3-)/%.
! ! "## /03,8 !"#" ,97,88 /* M,3$/0+,：$ = 01 1,;(/0N, 3*+,；
" = 01 $*80/0N, 3*+,= $# /03,8 !"#" ,97,88 /* M,3$/0+,：/ = 01
1,;(/0N, 3*+,；, = 01 $*80/0N, 3*+,=

$ 6 #" 含组氨酸肽段的色谱分离与质谱鉴定
! ! 阳离子交换色谱分离主要是基于被分析物所带
的净电荷数［""］，所以净电荷数为零的不含组氨酸肽

段在阳离子交换色谱柱上几乎不保留，而带有正的净

电荷的含组氨酸肽段则保留（见图 /），所以可通过阳
离子交换色谱对含组氨酸肽段进行分离富集。结果

表明，含组氨酸肽段被有效富集（见表 $ 和图 ,）。
! ! 值得一提的是，本实验发现，除了含组氨酸肽
段，含有漏切位点因而带有正的净电荷的不含组氨

酸肽段也被富集。这一现象提示通过优化酶切条件

减少漏切位点，可以提高本方法富集含组氨酸肽段

的特异性。对于简单样品，为了减少馏分数和缩短

分离时间，可以采用图 / 所示的阶梯梯度进行含组
氨酸肽段的洗脱；但对于复杂样品，应采用较缓慢的

线性盐梯度对含组氨酸肽段进行洗脱与分离。

图 #" 胍基化和磺化修饰后的肌红蛋白酶切肽段
的强阳离子交换色谱图

5)26 #" 9:; *+(1,"-12(", 17 28"’)/)’"-%/ "’/
.8$71’"-%/ -(<3-)* 3%3-)/%. 17 ,<12$1#)’

! ! C9$,.03,1/(- 7*1+0/0*18：8/.*1; 7(/0*1 ,97:(1;, 7:.*3(&
/*;.($:07 7*-231（’ !3，"# 13（"## O），"## 33 2 ,& ) 33，
B*-6!P>?QC@%I> "，B*-6>#）；3*40-, $:(8,8："，)#R ),Q%
7*1/(0101; $R (7,/07 (70+；S，)#R ),Q% 7*1/(0101; $R (7,/07
(70+ (1+ #& ’ 3*- T > ’(#- 8*-2/0*1；5-*L .(/,：$ 3> T 301；+,/,7&
/0*1 L(N,-,1;/:："$, 13=
! ! %= :08/0+01,&7*1/(0101; $,$/0+,8；’= 1*1&:08/0+01,&7*1/(0&
101; $,$/0+,8=
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图 !" 胍基化和磺化的肌红蛋白酶切肽段在离子交换色谱（!）分离前与（"）分离后负离子模式检测的质谱图比较
#$%& !" ’!(( ()*+,-! ./ %0!1$2$1!,*2 !12 (03/.1!,*2 ,-4),$+ )*),$2*( ./ 54.%3."$1
（!）"*/.-* 678 (*)!-!,$.1 !12（"）!/,*- 678 (*)!-!,$.1 $1 1*%!,$9* 5.2*

# # !" #$%&$’$()*+,(&-$($(. /)/&$’)%；0" (,(*#$%&$’$()*+,(&-$($(. /)/&$’)%" ! " 1$%%)’ +2)-3-.) %$&)%*+,(&-$($(. /)/&$’)%"

图 #" 胍基化和磺化的含组氨酸肽段在正离子模式下的二级质谱图
#$%& #" ’6$ ()*+,-05 ./ ! %0!1$2$1!,*2 !12 (03/.1!,*2 :$(,$2$1*;+.1,!$1$1% )*),$2* $1 ).($,$9* 5.2*
!$%&$’$()*+,(&-$($(. /)/&$’)：$4567869!9:54;8<，=#$+# =-% ’,1$(-&)’ >? - %)@$)% ,A +,(%)+B&$3) ? $,(%"

# # 如图 % 所示，0 端磺化后，含组氨酸肽段的二级
质谱图表现为强而连续的 ? 离子，非常有利于对其进
行从头测序［!& ’ !%］。含组氨酸肽段的二级质谱图之所

以以强而连续的 ? 离子为主，主要有两方面的原因。
一方面，根据移动质子模型（1,>$2) /@,&,( 1,’*
)2）［!(，!"］，当肽段 C 端碱性氨基酸的正电荷被中和
后，来自磺酸基的游离质子更容易与肽键上的酰胺基

随机结合，并诱导质子化位点处的酰胺键的裂解，从

而使肽链骨架的断裂更随机；另一方面，由于磺酸基

的引入，使得 > 离子的电正性降低，很难被质谱检测。

由于 C 端的正电荷被强酸性磺酸基的负电荷中和，磺
化肽段在正离子模式下的离子化效率不如在负离子

模式下高，但在负离子模式下其二级裂解又很差，所

以可以先在负离子模式下采集一级质谱数据，识别磺

化肽段，然后切换到正离子模式下采集磺化肽段的二

级质谱数据。与不含组氨酸的肽段相比，由于组氨酸

残基具有一定的质子亲和力，因此含组氨酸肽段即使

被磺化后在正离子模式下仍具有较好的离子化效率

（见图 (）。这非常有利于在正离子模式下对含组氨
酸肽段进行质谱测序和鉴定。

·!()·
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图 !" 胍基化和磺化后肌红蛋白酶切肽段在（!）负离子模式和（"）正离子模式下的质谱图比较
#$%& !" ’()*!+$,(- (. )!,, ,*/01+! (. %2!-$3$-!1/3 !-3 ,24.(-!1/3 1+5*1$0 */*1$3/, (. )5(%4("$-
（!）$- -/%!1$6/ )(3/ !-3（"）$- *(,$1$6/ )(3/

!"# $，% &’( !，)** !+,- # -

#" 结论

! ! 本文选择适当的蛋白质和多肽作为模型，对肽
段磺化反应的条件进行了优化，并在此基础上提出

了一种从蛋白质混合物中富集鉴定含组氨酸肽段的

新方法，且通过 $ 种模型蛋白质对此方法进行了验
证。结果发现，溶液 .$ 值为 % 左右时，有利于肽段
% 端氨基的磺化反应。胰蛋白酶酶切肽段 % 端的
磺化修饰，不仅有助于阳离子交换色谱法对肽段混

合物中含组氨酸肽段的富集，降低肽段混合物的复

杂程度，还有利于含组氨酸肽段的质谱从头测序，提

高序列分析及蛋白质鉴定的可信度。对 $ 种模型蛋
白质的分析表明，本方法可以有效地富集鉴定含组

氨酸肽段，具有在蛋白质组学中应用的潜力。
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