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摘要：糖链结构的质谱解析是今后糖蛋白分析中的重要研究内容，其中完整糖肽的分析，由于可以同时获得糖基化

位点和对应糖链的结构信息，更具有重要意义和研究前景。本工作对质谱软电离技术在完整糖肽分析中的应用进

行了研究，其中包括了基质辅助激光解吸电离（7+B)8C6+??8?B’= #+?’) =’?")9B8": 8":8D+B8":，E@F-/）和电喷雾电离
（’#’>B)"?9)+, 8":8D+B8":，51/）技术。通过平行使用两种串联质谱（ B+:=’7 7+?? ?9’>B)"7’B),，E1 0 E1）分析策
略：E@F-/6E1 0 E1 和 51/6E1 0 E1 对目标糖蛋白———辣根过氧化物酶进行分析，并讨论了其互补性。结果表明，
E@F-/ 和 51/ 技术各有优劣，结合串联质谱分析，可获得糖肽的糖链结构信息；两条路线互补使用，在揭示蛋白质
糖基化修饰（位点和结构）的研究中十分必要。
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- - 蛋白质的糖基化是生物体中最普遍和最重要的
蛋白质翻译后修饰之一，人体中大约有 &"T 的蛋白

质发生糖基化［#］。糖基化与蛋白质的物理化学性

质、生物功能密切相关，涉及蛋白质折叠、定位、信号
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传导、细胞黏附等等生物过程的众多方面。一些疾

病也和蛋白质的糖基化水平、糖链结构的变化相

关［!，#］。糖蛋白的研究正得到越来越多的关注。

$ $ 目前研究较多的糖基化蛋白质主要是 !!链接
糖蛋白和 "!链接糖蛋白。前者的糖基化发生在氨
基酸序列 "#$!%&&!’() * +,)（%&&"-).）的 "#$ 残
基上，糖链具有由 ! 个乙酰葡糖胺（ !!/0(123435!
0.#/67$(，8309"0）和 # 个 甘 露 糖（ 6/$$.#(，
:/$）组成的五糖核心结构；后者发生在 ’() 或 +,)
残基上，没有明显的氨基酸序列特征，且糖链核心结

构不单一。蛋白质的糖基化具有宏观和微观的不均

一性，即糖基化位点的多样性以及同一位点糖链结

构的多样性，这都增加了糖蛋白研究的难度。

$ $ 质谱分析作为蛋白质组学的关键技术，同样可
为其重要分支 翻译后修饰蛋白质组学研究提供

大量的信息。两种软电离技术 电喷雾电离

（(3(01).#;)/2 7.$7</17.$，=’>）和基质辅助激光解
吸电离（6/1)7&!/##7#1(? 3/#() ?(#.);17.$ 7.$7</!
17.$，:"@A>）技术，分别和与其兼容的各种上游分
离纯化技术结合，成为蛋白质组学研究的重要路线。

尽管糖蛋白在生物体中比例较高，但是从肽段水平

上来看，糖肽的比例仅能占到 !B % &B［’］。由于大

量的非糖肽段的存在，并且非糖肽段的离子化效率远

远高于糖肽，所以导致在对复杂体系进行研究时，糖

肽的信号被严重抑制，大大降低了结构鉴定的可能。

因此，对于糖蛋白，一般在质谱分析时需要经过前期

的分离富集等处理。目前，结合各种富集方法，高通

量的糖蛋白鉴定已得到实现。糖基化位点，尤其是

!!糖基化位点的鉴定，也已通过糖链切除伴随位点标
记的方式（如 -98/#( C 酶切在 !!糖基化位点上引
起氨基酸残基 "#$ 到 "#; 的变化）实现了通量
化［& ( "］。

$ $ 糖链结构的质谱分析方式主要有两种：一种是
将已从蛋白质或肽段上切除的糖链进行衍生化，通

过凝集素、色谱、质谱等手段进行分析，即糖组学

（4320.670#）分析；另一种方式不将糖链与蛋白质或
肽段分离，直接进行完整的糖肽的串联质谱分析

（ 1/$?(6 6/## #;(01).6(1)2，:’ * :’），获得肽段
序列和糖链结构信息。前者可以针对性地对某类糖

型（;/11()$）进行研究，或者对整个体系中某些糖型
的变化趋势进行反映，现已形成大量的研究成

果［) ( **］；后 者 可 以 将 位 点 和 糖 链 结 构 对 应 起

来［*!，*#］，提供了解糖链与蛋白质功能关系的重要信

息，但是由于受到分离方式、富集特异性以及糖肽在

质谱中响应等的限制，目前该领域还处在不断的发

展之中，实现高通量的分析仍有距离［*’］。

$ $ 鉴于从完整糖肽获得糖基化位点和结构信息的
重要性，我们对最常用的两种软电离离子化方式在

完整糖肽分析中的应用进行了比较。采用 :"@A>!
:’ * :’ 和 @D * =’>!:’ * :’ 两条路线，用一个具有
多个糖基化位点的糖蛋白———辣根过氧化物酶

（,.)#()/?7#, ;().&7?/#(，EF-）作为测试对象，目
标是准确、详尽地获得酶解产物中的糖基化信息，以

对实际样品中目标糖蛋白的研究进行指导。结果表

明，:"@A> 和 =’> 两种模式均有其优点，但要全面
获得糖肽信息，两种方法的结合使用是十分必要的。

!" 实验部分

! ! !" 试剂与仪器
$ $ 标准蛋白质辣根过氧化物酶、酶解用碳酸氢铵
（9E’EDG#）、!，& !二羟基苯甲酸（ !，& !?7,2?).&2!
H($<.70 /07?，AEI）均购自 ’746/!"3?)70, 公司。
测序级胰蛋白酶（ #(J5($07$4 4)/?( 6.?7K7(? 1)2;!
#7$）购自 -).6(4/ 公司。甲酸、三氟乙酸购自 C35!
L/ 公司。乙腈购自 C7#,() ’07($17K70 公司。实验用
水为 :7337!M C731)/17.$ ’2#1(6（:7337;.)( 公司）二次
纯化水。其他试剂若无特别说明均为国产分析纯。

$ $ "%>:"!M>++: :"@A> +GC :’ 购自 ’,76/?<5
I7.1(0, 公司（ N2.1.，O/;/$）。 @+M!G)H71)/; %@
’2#1(6 购自 +,()6. =3(01).$ 公司（I)(6($，8()!
6/$2）。
! ! #" 样品前处理
$ $ 标准蛋白质 EF- 溶解于 !& 66.3 * @ 9E’EDG#

中，使蛋白质的终质量浓度为 &+ % *++ $4 * !@，热变
性［*&］。溶液冷却后，加入胰蛋白酶（按照胰蛋白酶

与标准蛋白质质量比为 *, &+ 的比例加入），于 #- P
下酶解过夜。将酶解溶液真空离心干燥，以备后续

实验使用。

! ! $" 色谱和质谱条件
$ $ :"@A> 质谱分析在 "%>:"!M>++: :"@A> +GC
:’ 上进行。AEI 溶解于含 +. *B（体积分数，下
同）三氟乙酸的 #+B 乙腈水溶液中，终质量浓度为
*!. & 64 * 6@，作为基质。点样方式选择“基质!样
品!基质”式［*&］。另外，为了提高每次实验样品点之

间的重复性，在最后一层基质结晶以后，用小于基质

体积的乙醇对样品点进行重结晶，以提高结晶的均

一性［*/］。:"@A> 质量扫描范围分为 # $ % -&+ 0，
# $ % ! +++ 0，# $ % # +++ 0 几个区域，依据母离子
和碎片离子的质量选择最佳的质量扫描范围。

$ $ =’> 质谱分析在 @+M!G)H71)/; %@ ’2#1(6# 上

·/#*·
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进行。真空离心干燥的蛋白酶解肽段溶于 "# $! 甲
酸水溶液后上样，通过 "#$%&’ 公司的 (#()*+,-.
/01 -23+ 456 +$% 柱（!"" 77 & ’( !7，$# ’
!7）分离后，进行在线电喷雾串联质谱分析。流动
相 * 为含 "# $! 甲酸的水，流动相 4 为含 "# $! 甲
酸的乙腈，梯度洗脱程序为 (" 78( 内流动相 4 的体
积分数由初始的 (! 上升至最终的 ("!，流速为 )""
(3 9 78(。肽段串级分析为 :#$#.:%;%(:%($ 模式
（:#$#.:%;%(:%($ <= 9 <= #>?@8’8$8)(），选择信号强
度在前 * 位的母离子，动态排除 "# ( 78(。

!" 结果与讨论

+ + 由于研究目标是准确、详尽地获得目标蛋白的
糖基化信息以对实际样品的研究进行指导，因此在

对 6A2 进行分析时，将其看作一个经过分离得到
的、确定发生 !.糖基化的目标蛋白质，且蛋白质的
序列已知（质谱鉴定，此处略），后续的糖肽结构分

析在此基础上进行。

! ! #" "#$%&’"( ) "( 糖肽分析
+ + 对于已知蛋白质的糖肽，<*3B/.<= 9 <= 分析中
未进行糖肽水平上的富集，关键是在肽质谱指纹

（;%;$8:% 7#’’ C8(D%&;&8($，2<E）图谱中寻找糖肽并
手动进行串联质谱分析。研究从已知的蛋白质序列

入手，找出包含潜在糖基化位点的理论酶解肽段，在

大于这些理论肽段相对分子质量（" &）的范围内进行

2<E 的筛选。对于 !.糖基化，糖链的存在一般会造
成至少 %,!（五糖核心 " &）的 " & 增量。基于这种思

路，我们对大量的在一级谱图中有足够信号强度的质

谱峰进行了串联质谱分析。结果表明，具有特征糖链

碎裂的 <= 9 <= 谱图基本来自 # $ % ! """ -范围。值

得说明的是，6A2 无法用常见的糖苷酶 2FG#’% E
切除糖链的 !.糖蛋白，因此寻找它的糖肽比较繁琐
（或需选用其他的糖苷水解酶）。对于其他 2FG#’%
E 酶可以发挥作用的糖蛋白，对比其切除糖链前后
的 2<E 谱图，可以较快捷地寻找其糖肽。
+ + 在+/B（>)HH8’8)( 8(:@>%: :8’’)>8#$8)(）模式下，
糖苷键比肽键更易碎裂。糖肽的最终确定是根据

<*3B/.<= 9 <= 分 析 中 糖 链 的 碎 裂 特 征 实 现
的［$’ . $,］。图 $ 列举了两张糖肽串联质谱图，它们反
映了将 <*3B/.<= 9 <= 用于糖肽分析时产生的普遍
特征。组成糖链的单糖具有特定的 " &，产生了特征

质谱峰间距（!.乙酰葡萄糖胺（GH>F*>，!")），甘露
糖（7#(()’%，$*!），海藻糖（ C@>)’%，$/*），木糖（IJ.
H)’%，$)!）等），如图 $ 中两谱图峰间水平箭头上方数
值标示。与糖基化位点 *’( 直接连接的 GH>F*>

（ 8((%&.7)’$ GH>F*>），在串联质谱分析时发生跨环
断裂（>&)’’.&8(D >H%#K#D%）会形成具有特定的质量差
（%) 和 $!"）的 ) 个连续峰，如图 $ 中两谱图中标注为
2，2!，2.GH>F*> 的质谱峰，分别代表了上述 ) 个特
征连续峰。" & 最小者（2）即可指示该糖肽肽段部分
的 " &，若与预测的潜在糖基化位点所在肽段吻合，则

初步获得了糖基化位点的信息（一般适于只含有一个

潜在位点的肽段）。另外，在低 " & 段也能发现少量

对应于该肽段的部分酰胺键碎裂产生的离子（L 和 J
离子），可进一步地证实糖基化位点。

图 #" 糖肽（（*）! "# !$%#& ’ 和（+）! "# ’()#& #）的
"#$%&’"( ) "( 谱图

,-.! #" /*0123 3*44 452678* 9: 7;9 .<=695257-124
9:（*）! "# !$%#& ’ *01（ +）! "# ’()#& # +=
"#$%& *0*<=4-4

+ #GH>F*>；$ 7#(()’%（<#(）；% C@>)’%（E@>）；& IJH)’%
（MJH）N

! ! !" >?$@ ) A(&’"( ) "( 糖肽分析
+ + 3+ 连接 5=/ 质谱在线分析，理论上来说，只要
样品量足够多和液相色谱的分离效果足够好，自动

获取的串联质谱图中即包含了糖肽的信息。与

<*3B/.<= 9 <= 类似，+/B 模式下 5=/.<= 9 <= 分析
中的糖肽谱图也具有一定的特征，除了同样具有反

映组成糖链的单糖的 " & 的特征质谱峰间距之外，

·’)$·
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在谱图的低分子质量端，还具有特征地从糖肽主体

碎落的寡糖碎片离子（ !"#$%& ’(%!)*&+ ,-&.，如
［ /"$01$ # 2］#（ !$%），［ /"$01$3%& # 2］#

（&’’），［/"$01$3%&3%& # 2］#（(!"）等）。通过
提取离子色谱图（ *4+(%$+*5 ,-& $6(-)%+-!(%)，
789），可以初步确定糖肽的色谱保留时间，对产生
这些特征寡糖碎片离子的串联质谱图进行筛选，可

进一步缩小寻找范围。

) ) 图 ! 列举了两张糖肽 :;8<3; = 3; 串联质谱
图。带多电荷的母离子在碎裂过程中大致产生了两

类容易识别的子离子，即寡糖碎片离子和糖肽相关

离子（包括丢失部分寡糖的糖肽）。前者（图 ! 中实
线方框标识部分）即用作 789 筛选，后者在谱图中
表现为具有单糖特征的质量差值的一组质谱峰（图

! 中虚线方框标识部分）。另外，仅带最内侧乙酰葡
糖胺的糖肽峰（图 ! 中椭圆框标识部分）在实验中
往往呈现出较高的峰强，该离子常被挑选作为第三

级质谱分析对象，以进一步确定糖基化位点。

图 !" 糖肽（（!）! "# #!!$% !，正三价离子（& ’ ）和（"）! "#
#()*% !，正二价离子（! ’ ））的 #$%&’$ ( ’$ 谱图

)*+, !" -!./01 1!22 230456! 78 597 +:;473035*/02 78
（!）! "# #!!$% !，4<!6+0 25!50 & ’ !./（"）! "#
#()*% !，4<!6+0 25!50 ! ’ "; #$% !.!:;2*2
>6* .#)?-". %(* +6* .%)* %. ,& @,!A * A

! , &" ’=>?% 和 #$%&’$ ( ’$ 解析糖肽的比较
) ) 我们对两种方式产生的串联质谱图进行了详尽
的筛选和确认，以尽可能获得全面的目标蛋白质的

糖基化信息，结果如表 * 所示，得到确认的位点（包
括其糖链结构）为 + 个。根据 0*+0/"#$（蛋白质的
!<型糖基化位点预测软件（ 6++B：= = CCCA $?.A 5+DA
5E = .*(F,$*. = 0*+0/"#$ =）的预测，2GH 氨基酸序列
中的 , 个 07; = > 结构发生糖基化的可能性（表 * 中
的 B-+*&+,%"）各有不同，例如，0!"+在进行蛋白质鉴

定时即已被覆盖，说明其未发生糖基化（或仅部分

发生糖基化），这与预测结果相符（“ - ”），表现合
理。另外，位点 0*"+（“ # #”）所在糖肽实际上也被
检测到，但是由于该糖肽包含两个发生糖基化的位

点（另一个为 0*,,），我们未能通过手工分析从其谱

图中获取足够的信息说明该位点的糖链结构。

表 #" @AB 糖基化位点和相应的糖链结构及 C05CD:;4 预测结果!

-!":0 #" D:;472*502 !./ 47660237./*.+ +:;4!. 256E45E602
!./ 360/*45*7. 602E:52 "; C05CD:;4!

H-.,+,-& H-+*&+,%"
ID(#

%!(**)*&+
!</"#$
(*.D"+

/"#$%& .+(D$+D(*

0*% J;0 $ A +,"* , = , # # #

0(" >>; $ A ++*, , = , # # #

0*(,G;; $ A +**! , = , # #

0*"+ @;0 $ A ’’(+ , = , # # 01

0*,, >>K $ A %,’, % = , -

0!*( L;1 $ A ’((, , = , # #

0!(’1>M $ A ’*$* + = , #

0!’, ;>N $ A ’*$, + = , #

0!"+ 8>H $ A *(%% , = , - - - 01

) ! 1&# B-+*&+,%" $(-..,&! +6* 5*’%D"+ +6(*.6-"5 -’ $. (，(*<
B(*.*&+. % B(*5,$+*5 !"#$-.#"%+*5 .,+*A >6*“ B-+*&+,%"”.$-(*
,. +6* %F*(%!*5 -D+BD+ -’ &,&* &*D(%" &*+C-(E.A @-( ’D(+6*(
,&’-()%+,-&，+6* ID(# %!(**)*&+ $-"D)& ,&5,$%+*. 6-C )%&#
-’ +6* &,&* &*+C-(E. .DBB-(+ +6* B(*5,$+,-&A >6* !</"#$ (*<
.D"+ $-"D)& .6-C. -&* -’ +6* ’-""-C,&! -D+BD+. ’-( +6* B(*5,$<
+,-&. ,&5,$%+,&! !"#$-.#"%+*5 .,+*.： #，H-+*&+,%" / $. (； # #，
H-+*&+,%" / $. ( %&5 ID(# %!(**)*&+（, = ,）-( H-+*&+,%" / $. +(；
# # #，H-+*&+,%" / $. +( %&5 ID(# %!(**)*&+； # # # #，H-+*&<
+,%" / $. ,$ %&5 ID(# %!(**)*&+ %&5 &-&<!"#$-.#"%+*5 .,+*.；-，
H-+*&+,%" 0 $. (； - -，H-+*&+,%" 0 $. ( %&5 ID(# %!(**)*&+
（H-+*&+,%" 0 $. ( ’-( %"" +6* &,&*）；- - -，H-+*&+,%" 0 $. &! %&5
ID(# %!(**)*&+；01，&-+ %F%,"%?"*A >6* .#)?-". %(* +6* .%)*
%. ,& @,!A * A
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" " !"#$% 和 &’% 质谱在 (%$ 模式下产生的糖肽
串联质谱图均主要表现为糖链的碎裂，而肽段部分

碎裂处于次要。在涉及具体的结构解析和位点确定

时，两种方式各有优劣。首先，对于未在肽段水平上

进行富集的样品，在定位糖肽方面，#()&’% 方式较
!"#$% 更客观、方便：&’%)!’ * !’ 低分子质量端呈
现的寡糖碎片是对糖肽进行定位和确认的重要依据

之一，+%( 方式可便捷地提供这样的信息，这较于
!"#$% 方式（受到基质峰和扫描范围限制）只能在
,!- 中手工寻找更为方便。其次，对于糖链结构的
解析，&’% 方式提供的糖链组成信息更完全：糖肽相
关峰特别是糖链最内侧 ./01"0 后端糖链丢失后的
相关的质谱峰（如图 # 中虚线框内部分），在 &’%)
!’ * !’ 中表现为有特征质量差值的峰连续出现
（如图 ! 虚线框标识）；而 !"#$%)!’ * !’ 中呈现出
一个断层（如图 $ 中 %&’ 的质量差），虽然单糖有特
征质量，可以从质量差上面推导出其组成，但若遭遇

结构比较复杂的糖肽其可靠性则有待考察。再次，

对于糖基化位点的确定，!"#$% 方式能较为准确地
指示肽段的 ! 2：!"#$%)!’ * !’ 引起最内侧 ./0)
1"0 跨环断裂，产生具有特征质量差值的 # 个连续
峰（,，,!，,)./01"0）是 ")糖基化肽碎裂的普遍
特征，而 &’% 方式在肽段部分虽然也有一定的规律
（如图 !），在实验中 ,)./01"0 均表现为强度最强
的峰，但仅凭强度来判断比较牵强，易受干扰，一般

需要三级质谱确定（三级谱图中会出现类似 !"#$%
二级谱图的 # 个特征连续峰，图略）。

图 !" !"# 糖链结构示意图
$%&’ !" ()*+,- ./01+/102 34 !"#

345 6789:/6 ;25 <45 6;85 ;6 => -=?@ $ @

" " 另外，两者同样都遇到谱图解析的问题：首先，
此处 AB, 糖链较短，结构容易根据生物学合成方式
推断，对于其他带较长糖链的肽段，连接方式的各种

可能性大量增加，仅靠串联质谱图中的单糖特征质

量差来判断，信息量显然不足，这需要软件的协助以

及结合其他分析手段（如气相色谱)质谱联用等）；其
次，谱图中存在的可以进一步证明肽段来源和糖基

化位点的 9 和 7 离子（包括带糖链或不完整糖链的
9 和 7 离子），在人工分析不完善的情况下，若有软
件协助挖掘，则可充分利用串联质谱图获得更可靠

的糖基化信息。

!" 结论

" " 完整糖肽结构的分析因其重要性备受科研工作
者的关注。由于目前没有一种方法能全面地获得糖

肽结构的所有信息，所以各种手段的联合使用显得

尤为重要。除了互补地使用 !"#$% 和 &’% 两种软
电离技术之外，负离子检测模式［!(］以及 (%$ 和
&3$（ 5/50<2:> <2;>6C52 D=66:0=;<=:>）两种离子化
方式的联合［!$］，虽还未形成通量化的成果，但也正

在越来越多地应用到这个领域。另外，糖肽解析软

件也亟待开发完善，以便快速、客观、全面地获得糖

肽结构信息。
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