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摘要：将已建立的 ) ?8 柱长的磷酸基团强阳离子交换富集整体柱与 $’ ?8 柱长的 B#! 烷基反相整体柱结合的在
线二维分离平台应用于软骨提取蛋白的蛋白质组分析。对 !" !C 软骨提取蛋白的酶解产物进行 #% 个盐梯度的分
级，然后对 #% 个馏分进行反相色谱梯度分离及串联质谱鉴定，成功地鉴定得到了 ) %(% 个独立肽段对应的 # *"# 个
非冗余蛋白质。对所鉴定到的蛋白质进行定位分类，结果表明鉴定到的大部分蛋白质是来自于软骨细胞内部的低

丰度蛋白质，这对于许多关节类疾病的研究有重要意义。
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! ! “鸟枪法”（!"#$%&’）蛋白质组学是将蛋白质混
合物先进行酶解，然后通过鉴定酶解后的肽段来鉴

定蛋白质的一种“从下至上”（(#$$#) &*）的蛋白质
组学研究策略［# $ %］。毛细管纳升液相色谱与串联质

谱联用（!+,-./0! 1 0!）是“鸟枪法”蛋白质组学
的技术核心，通过毛细管液相色谱对微量蛋白质酶

解样品的高效分离，极大地提高了质谱对复杂样品

进行蛋白质鉴定分析的能力［&］。在蛋白质组学样

品中具有重要生物学意义的蛋白质往往是低丰度蛋

白质，进一步提高毛细管液相色谱的分离能力对低

丰度蛋白质的质谱鉴定具有重要意义。多维液相色

谱分离是最强大的液相色谱分离模式［’ $ (］，而在线

多维液相色谱分离又具有高效快速、样品用量小、样

品损失少、无样品污染等诸多优点。在蛋白质组学

研究中，对于微量的蛋白质样品，在线多维分离具有

更大的优势［) $ #*］。

! ! 23$45 等［## $ #%］在同一根 #** !) 的毛细管中以
先后顺序分别填充了反相（6,）分离填料和强阳离
子交换（ !.7）填料，将蛋白质的酶解物先上样到
!.7 部分，然后通过不同的盐梯度将富集在 !.7 部
分的肽段分级冲洗到 6, 部分，再分别进行反相梯
度分离和串联质谱的检测，从而实现了在线二维分

离和串联质谱检测联用，对蛋白质样品具有强大的

分离鉴定能力。这种方法也被称为“多维蛋白质鉴

定技术（0&8,9:）”的方法，在蛋白质组学研究中得
到了广泛的应用。但是由于 23$45 等人应用的是毛
细管填充柱，分离柱的反压大，上样速度慢；而且为

了保证反相部分的分离能力，强阳离子交换填料填

充部分不能太长，上样能力受到限制的同时也降低

了第一维的分级分辨率［#&］。相对于填充柱而言，整

体柱具有的多孔结构使其具有很高的渗透性和传质

速率，从而实现高效快速分离。近年来，毛细管整体

柱已经被广泛地应用到纳升毛细管液相色谱中，极

大地推动了蛋白质组学的发展［#’ $ "#］。

! ! 关节软骨包括软骨细胞（ + #;，体积分数）和细
胞外基质（<.0），其中 <.0 的主要组成部分包括
胶原蛋白和蛋白聚糖。由于大量细胞外基质的存

在，要对软骨细胞中的蛋白质进行充分的提取就必

须对软骨组织进行充分的切片或研磨。但软骨组织

被充分破坏后将导致大量的胶原和蛋白聚糖进入提

取液，由于其丰度非常高，将极大地影响液相色谱/
质谱联用对蛋白质样品中低丰度蛋白质的分析鉴

定［""］。现阶段人们对软骨组织蛋白质的组成了解

不多，对软骨蛋白的大规模鉴定到现在为止还是一

个难题。在已有的文献报道中，采用双向电泳方法

的软骨蛋白质组分析只鉴定了不到 "** 个蛋白
质［"%，"&］。

! ! 我们以带有磷酸基团的 !.7 整体柱为富集柱，
以带有 .#" 基团的整体柱为反相分离柱组成二维
分离系统，以串联质谱作为检测手段构建了一套自

动在线多维分离/串联质谱联用系统［#&，"’，",］。本文

将该系统应用于软骨蛋白质组分分析，通过对 "*
!% 软骨提取蛋白质的胰蛋白酶酶解物进行分析，在
假阳性率（ =,6）小于 #; 的情况下共鉴定得到了
( &%& 个独立肽段（ &’>?&4 *4*$>@4），对应于 # -*#
个非冗余蛋白质。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! " /（甲基丙烯酰氧）乙基磷酸酯（<A0,）、亚甲
基双丙烯酰胺（ (>5/3BCDE3)>@4）、二甲基亚砜（80/
!F）、十二醇、二甲基甲酰胺（80=）、十二烷基甲基
丙烯酸酯（-0G）、二甲基丙烯酸乙二酯（<80G）和
!/甲基丙烯酰氧基丙基三甲氧基硅烷（ !/0G,!）均
购于美国 !>%)3 公司；偶氮二异丁腈（G9HI）购于
上海第四试剂厂；胰蛋白酶购于美国 ,C#)4%3 公
司；二硫苏糖醇（8::）、碘代乙酰胺（ 9GG）和蛋白酶
抑制剂购于北京 !>’#/G)4C>B3’ 生物技术公司；(’
!) 和 #’* !) 内径毛细管购于美国 ,#ED)>BC# 公
司；乙腈为色谱纯，购于美国 04CBJ 公司；实验用水
为 0>EE>/K 超纯水。
! ! !&CL4D#C +,-. 液相色谱系统（美国热电公
司），配有脱气机和四元液相泵。% 种分离流动相
为：流动相 G，*. #; 甲酸水溶液；流动相 H，*. #;
甲酸乙腈溶液；流动相 .，# )#E 1 - 醋酸铵溶液（*+
%）。流动相从液相色谱流出后通过一个三通阀分
流，使其达到分离所需的 "** ’- 1 )>’ 的流速。-:K
线性离子阱质谱（美国热电公司），配有纳升电喷雾

离子源和一个六通阀。

! ! #" 软骨蛋白的提取和酶解
! ! #** )% 人体软骨（上海第九人民医院提供）放
置于研钵中，加入液氮，充分多次研磨。然后将研磨

后的软骨粉末转移到 #. ’ )- 的离心管中，加入
# )- 含有 , )#E 1 - 盐酸胍、*. # )#E 1 - :C>5 和蛋白
酶抑制剂的蛋白质提取液（*+ (. &），在室温下充分
振荡 " "。将离心管在 - #** C 1 )>’（, *** %）离心
’ )>’，上清液转移到 #* )- 离心管中并用氯仿 1甲
醇沉淀法将上清液中的蛋白质沉淀出来。离心出来

的沉淀物在用甲醇清洗后复溶于 # )-含 ) )#E 1 -
尿素和 *. *’ )#E 1 - :C>5（ *+ ). #）的变性试剂中，

·#&#·



色 谱 第 !" 卷

蛋白质浓度通过 !"#$%&"$ 方法进行测定。然后该
蛋白质样品在 #$ ’用 ()) 还原 ! *，并在避光的环
境下用 +,, 对打开的二硫键进行封端 %& -./。随
后用 &’ &( -&0 1 2 的 )".3 溶液（45 "’ )）将溶液的尿
素浓度稀释到 ) -&0 1 2。最后加入胰蛋白酶（其质
量为蛋白质总量的 ) 1 !(），并在 #$ ’下保持 !% *。
所得到的胰蛋白酶酶解物用实验室自制的 6)" 固
相萃取柱进行除盐纯化并复溶于 &’ )7 的甲酸水溶
液中。该样品储存于 * !& ’冰箱中待用。
! ! "# 整体柱的制备
+ + 两种整体柱的制作与以前报道的方法一
致［)%，),，!(］。制作强阳离子交换毛细管整体柱时，将

"& !2 89:;、,& -< 亚甲基双丙烯酰胺、!$& !2
(:=>、!&& !2 十二醇、(& !2 (:? 和 ! -< ,+!@
混合并超声振荡 )( -./。配制的聚合溶液通过虹
吸进入 )(& !- 内径毛细管，将毛细管两端用硅橡
胶封口，然后放入 ,& ’水浴反应 )! *；最后用甲醇
冲洗出未反应的聚合单体及致孔剂即可。制作反相

毛细管整体柱时，将 )&& !2 2:,、)&& !2 8(:,、
)$& !2 正丙醇、)#& !2 )，% A丁二醇、!& !2 水和 !
-< ,+!@ 混合，然后通过虹吸进入 $( !- 内径毛细
管，其余步骤与 =6B 整体柱制作步骤相同。对于反
相毛细管整体柱，在制作完成后还要在冲水的情况

下在柱子的出水端用丁烷焰拉制一个内径约为 (
!- 的电喷雾针头。

图 !# 整体柱在线二维分离系统示意图
"#$! !# %&’()*+#& ,#*$-*) ./ +’( .01#0( )21+#,#)(03#.0*1

3(4*-*+#.0 353+() 23#0$ ).0.1#+’#& &*4#11*-5 &.16
2)03

#

! ! $# 样品自动进样及液相色谱分离
+ + 样品自动进样及在线二维分离系统如图 ) 所
示。$ C- 长的 )(& !- 内径 =6B 整体柱通过四通
阀和六通阀与 "( C- 长的 $( !- 内径 D; 柱相连，
D; 分离柱通过电喷雾针头直接与质谱偶联，电喷雾
的电压通过铂丝加在四通阀的一个出口上。在上样

时，六通阀处于实线位置，蛋白酶解样品以 )&
!2 1 -./ 的流速上样到 =6B 整体柱上，废液通过六

通阀排出；分析时六通阀切换至虚线位置开启分流

通路，流动相通过三通阀分流后以 !&& /2 1 -./ 的流
速通过两种整体柱进行分离。

+ + 在进行在线二维分离时，先将 !& !< 软骨提取
蛋白的胰蛋白酶酶解物自动上样到 =6B 整体柱上，
然后将流动相 ,（&’ )7 甲酸水溶液）和流动相 6
（45 值为 # 的 ) -&0 1 2 醋酸铵水溶液）以不同的比
例混合得到不同浓度的 @5%,C 盐溶液流动相，)%
种不同浓度的盐溶液以 !&& /2 1 -./ 的流速将 =6B
整体柱上富集的肽段分级洗脱到 D; 整体柱上。分
离梯度设置：循环 ) 由流动相 , 和流动相 ! 组成的
混合流动相以 &7 ! 到 "7 ! 洗脱 ! -./，从 "7 !
到 #&7 ! 洗脱 -& -./，从 #&7 ! 到 &7 ! 洗脱
! -./，然后整个系统用 )&&7 , 平衡 !( -./。接下
来的 )! 个分离循环都为 !(& -./，其设置如下：先
用 !7（以流动相 6 比例计）的混合流动相（由流动
相 , 和 6 混合所得）冲洗 ( -./，)&&7 , 平衡 )&
-./，然后由流动相 , 和 ! 组成的 D; 分离梯度进
行分离，其梯度程序为：从 &7 ! 到 "7 ! 洗脱
( -./，从 "7 ! 到 #&7 ! 洗脱 !&( -./，从 #&7 ! 到
&7 ! 洗脱 ( -./，然后整个系统用 )&&7 , 平衡 !&
-./；其中 ( 分钟的 !7 设置为：循环 !，(7；循环 #，
)&7；循环 %，)(7；循环 (，!&7；循环 ,，!(7；循环 $，
#&7；循环 "，#(7；循环 -，%&7；循环 )&，%(7；循环
))，(&7；循环 )!，,&7；循环 )#，"&7。最后一个分
离循环设置为：)&&7 6 冲洗 )& -./，)&&7 , 平衡
)& -./，然后由流动相 , 和 ! 组成的 D; 分离梯度
进行分离，其梯度程序为：从 &7 ! 到 "7 ! 洗脱
( -./，从 "7 ! 到 #&7 ! 洗脱 !&( -./，从 #&7 ! 到
"&7 ! 洗脱 )& -./，保持 "&7 ! 冲洗 )& -./，然后
整个系统用 )&&7 , 平衡 !( -./［)%，!(］。

+ + 图 ! 是 !& !< 软骨提取蛋白的胰蛋白酶酶解物
经 )% 个盐梯度分级后反相色谱梯度分离的质谱检
测基峰图。

! ! %# 质谱检测条件及数据库搜索
+ + 2)E 质谱在正离子模式下操作，离子传输毛细
管的温度为 !&& ’，喷雾电压为 )’ " FG，归一化碰
撞能量为 #(7。所有一级谱（:=）和二级谱（:= 1
:=）在 (#H# (I4I/$I/H ,/#0J3.3（((,）模式下操
作。一个一级谱扫描后对其中强度最高的 , 个峰进
行二级质谱分析。系统的操作和数据的采集都使用

BC#0.KL" 软件（M)’ %，热电公司）完成。
+ + 所收集的 := 1 := 谱图通过 =8EN8=) 程序
（!.&O&"F3 #’ !，热电公司）进行数据库检索。为了
评价检索结果的假阳性率，将人 +;+（ +/HI"/#H.&/#0
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图 !" !# !! 软骨提取蛋白质的胰蛋白酶酶解物 $% 个循环在线二维色谱分离的纳升电喷雾质谱检测基峰图
"#!$ !" %&’( )(&* +,-./&0.!-&/’ .1 & $% 2+3+4( .54#5( 06.27#/(5’#.5&4 &5&43’#’ .1 !# !! +&-0#4&!( )-.0(#5’ 0-3)0#+ 7#!(’0

! !"#$%&%"#’：()* &)+** ,-..*+ ’"/-&%"#’ -’*$ ."+ &)* 0)+"12&"3+24)5 6*+* #$ %7 ."+1%0 20%$ 28-*"-’ ’"/-&%"#（,-..*+ 9），#$ %7 ."+:
1%0 20%$ 20*&"#%&+%/* ’"/-&%"#（,-..*+ ;），2#$ % 1"/ < = 211"#%-1 20*&2&* 2& 4> &（ ,-..*+ !）? !50/* % 0"#’%’&*$ ". 2 " :1%# 3+2$%*#&
.+"1 # &" ’7 ,-..*+ ;，2 (# :1%# 3+2$%*#& .+"1 ’7 &" &#7 ,-..*+ ;，2#$ 2.&*+ 2 " :1%# 3+2$%*#& .+"1 &#7 &" # ,-..*+ ;，&)* ’5’&*1 62’
*8-%/%,+2&*$ 6%&) %##7 ,-..*+ 9 ."+ ") 1%#? @20) ". &)* #*A& %" 050/*’ 62’ ")# 1%# 6%&) &)* ."//"6%#3 4+"0*$-+*’：) 1%# ". !7 ,-..*+
! %# &)* 1%A&-+* ". ,-..*+ 9 2#$ ,-..*+ !，%# 1%# ". %##7 ,-..*+ 9，&)*# &)* ’*42+2&%"# 3+2$%*#& 62’ ’*& .+"1 # &" ’7 ,-..*+ ; ."+
) 1%#，.+"1 ’7 &" &#7 ,-..*+ ; ."+ "#) 1%#，2#$ 2.&*+ 2 ) :1%# 3+2$%*#& .+"1 &#7 &" # ,-..*+ ;，&)* ’5’&*1 62’ *8-%/%,+2&*$ 6%&) %##7
,-..*+ 9 ."+ "# 1%#? ()* ) :1%# ,-..*+ ! %# 050/* " * %& 62’ 2’ ."//"6’：050/* "，)7；050/* &，%#7；050/* +，%)7；050/* )，"#7；050/* ,，
")7；050/* -，&#7；050/* ’，&)7；050/* (，+#7；050/* %#，+)7；050/* %%，)#7；050/* %"，,#7；050/* %&，’#7 ? !50/* %+ 0"#’%’&*$ ". 2
%# :1%# %##7 ,-..*+ ! 62’) ."//"6*$ ,5 2 %# :1%# %##7 ,-..*+ 9 62’)，2#$ &)* ’*42+2&%"# 3+2$%*#& 62’ ’*& .+"1 # &" ’7 ,-..*+ ; ."+
) 1%#，.+"1 ’7 &" &#7 ,-..*+ ; ."+ "#) 1%#，.+"1 &#7 &" ’#7 ,-..*+ ; ."+ %# 1%#，2#$ 2.&*+ &)* 2 %# :1%# )"/$%#3 2& ’#7 ,-..*+ ;，
&)* ’5’&*1 62’ *8-%/%,+2&*$ 6%&) %##7 ,-..*+ 9 ."+ ") 1%#?
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色 谱 第 !" 卷

!"#$%&’ (’)%*）蛋白质数据库（ +#$ %&）（包含 ’( !#’
个蛋白质条目）的反库与正库合并。半胱氨酸残基

在数据库搜索过程中带有 )&$ (!% ) ,- 的固定修
饰；甲硫氨酸残基在数据 库 搜 索 过 程 中 带 有

%)$ **+ * ,- 的可变修饰。肽段在数据库搜索中应
用两端完全酶解限制，允许 ! 个漏切位点。对母离
子的质量偏差允许为 ! ,-，对碎片离子的质量偏差
允许为 % ,-。! .#""函数值设定为对于单电荷肽段

大于 %$ *，双电荷肽段大于 !$ !，三电荷肽段大于
#$ &)。!"’值设置为 ($ #，保证鉴定的 /!0 小于 % 1。

!" 结果与讨论

! ! #" 色谱分离与蛋白质鉴定效果
, , 从图 ! 中可以看出富集于 234 整体柱上的肽
段被充分地分级为 %+ 个馏分，每个馏分肽段的基峰
强度都是较为一致的，证明了在线二维色谱分离的

有效性。另外也可以看到，当用 % 5#6 7 8 的醋酸铵
冲洗时（图 ! 循环 %+）所得到的峰的数目明显比其
他组分少，说明富集到 234 整体柱上的肽段已经基
本上被完全洗脱下来了。将所收集到的串联质谱数

据用 29:;92< 按照实验部分所述的方法进行数据
库检索，最后鉴定得到了 & +#+ 个独立肽段和 % *(%
个非冗余蛋白质（蛋白质簇，每一个蛋白质簇中包

含的多个可能蛋白质只记为一个鉴定到的非冗余蛋

白质）。其中，由两段或两段以上肽段所鉴定到的

蛋白质有 % %%! 个，占鉴定蛋白质总数的 )"$ )1。
该数目远远多于以往文献所报道的已鉴定得到的软

骨蛋白质数目，充分证明了该在线二维分离系统在

大规模蛋白质组学鉴定中的优势。为了证明该在线

二维分离串联质谱检测系统的重现性，相同的实验

又重复进行了一次。在相同的数据筛选条件下，成

功鉴定到了 & +"& 个独立肽段和 ! (%+ 个非冗余蛋
白质（蛋白质簇）。由两段或两段以上肽段所鉴定

到的蛋白质有 % %!* 个，占鉴定蛋白质总数的
)’$ %1。在两次实验中都得到鉴定的独立肽段和非
冗余蛋白质的数目分别为 ) !!* 和 % +)" 个，占到了
实验鉴定总数的 &($ #1 和 &’$ &1。
, , 图 # 是 %+ 个盐梯度上新鉴定到的独立肽段和
非冗余蛋白质数目的分布情况，从中可以看出实验

中鉴定到的肽段和蛋白质充分对称地分布于 %+ 个
盐梯度上。最后一个 % 5#6 7 8 的盐梯度上鉴定到的
蛋白质和肽段数目都明显变少，再次证明了富集到

的肽段已经基本上洗脱完全了。%+ 个盐梯度上肽
段和蛋白质的分布结果与图 ! 中所得到的基峰图的
分布结果是一致的，也说明了该在线二维分离的有

效性，234 整体柱与 0! 整体柱良好的正交性对肽
段和蛋白质的鉴定有很大的帮助。

图 $" 经 #% 个盐梯度在线二维分离新鉴定到的
（"）肽段和（#）蛋白质的分布图

$%&! $" ’%()*%#+)%,- ,. )/0 -0123 %40-)%.%04（"）+-%5+0
606)%40( "-4（ #） 4%()%-7) 6*,)0%-( #3 )/0 #%
("2) ()06( %- ,-2%-0 )1,84%90-(%,-"2 (06"*")%,-

, , 第一维分离与第二维分离的正交性是决定二维
分离能力的关键因素。在以往的研究中，234 与
0! 的填充柱被广泛地应用于离线和在线多维分离
中，取得了很好的结果［) - %(］。在本工作中，我们应

用了 & .5 长的 234 整体柱，提高了分级的分辨
率［!&］。基峰图和鉴定到的肽段和蛋白质在 %+ 个盐
梯度上的对称分布都很好地说明了这一点。另外，

由于整体柱良好的渗透性，在反相梯度分离中应用

了 ") .5 长的 3%! 有机整体柱，保证了第二维的分
离能力，这也是该系统能很好地分离肽段、鉴定得到

% *(% 个软骨蛋白质的原因之一。
! ! !" 蛋白质分类分析
, , 软骨组织中存在着大量的细胞外介质，其中主
要是胶原蛋白和蛋白聚糖，它们是提取出来的蛋白

质中的主要成分。大量的高丰度蛋白质极大地阻碍

了广泛存在的低丰度蛋白质的鉴定，这也是软骨蛋

白鉴定的难点所在。在本工作中，我们通过整体柱

和在线二维分离的应用极大地提高了系统的分离能

力，从而成功地鉴定到了 % *(% 个软骨蛋白质。采
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用蛋白质分类软件 !"#" $#%&’&()（!$）对所鉴定
到的蛋白质按其来源进行分类，结果见表 #。可以
看出，丰度排名前 $% 位的高丰度蛋白质来自于细胞
外基质的有 #& 种而只有 ’ 种来自软骨细胞内，说明
细胞外基质中的高丰度蛋白质在样品中是大量存在

的；但对所鉴定得到的所有软骨蛋白来说，有 ’$( 种
蛋白质来自于软骨细胞内部，只有 &( 种来自于细胞
外基质。该表充分说明了虽然高丰度的蛋白质大量

存在，但是由于该二维系统的分离能力，软骨细胞内

部的低丰度蛋白质也得到了充分的鉴定，这对于研

究许多软骨疾病如关节炎等都是非常有帮助

的［"" ) "*］。

表 !" 蛋白质在软骨组织中的来源分类表
!"#$% !" &"’%()*+,"’+)- ). ’/% +0%-’+.+%0 1"*’+$"(%

2*)’%+-3 #"3%0 )- 1%$$4$"* 1)52)-%-’

*"’’+’,- .&/0&#"#% , 1
*"’’ ’ ’$(
23%-,."’’+’,- /,%-43 #& &(
23%-,."’’+’,- -"(4&# #+ #$%
$-(,#"’’" * &&$
5-&%"4# .&/0’"3 * "+#

! ,6 !$ .,%"(&-47,%4&# &8 %9" $% /&:% ,1+#;,#% 0-&%"4#:
1,:"; &# ."’’+’,- .&/0&#"#%:6 16 !$ .,%"(&-47,%4&# &8 ,’’ %9"
4;"#%484"; 0-&%"4#: 1,:"; &# ."’’+’,- .&/0&#"#%:6

#" 结论

! ! 本文将 + ./ 长的 <*= 整体柱和 (, ./ 长的
>5 整体柱所构建的在线自动二维分离平台应用于
软骨蛋白质组分析。"% !( 软骨提取蛋白质的胰蛋
白酶酶解产物经 !?*@A< B A< 分离鉴定分析，最后
成功地鉴定得到了 + *$* 个独立肽段和 # ’%# 个非
冗余蛋白质。据我们的文献调研，这是迄今有关软

骨蛋白质组学大规模鉴定的最好结果。根据生物信

息学的分析，大部分鉴定到的蛋白质都是来自于软

骨细胞内部的低丰度蛋白质，这对于许多关节类疾

病的研究有重要意义。
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