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纳升液相色谱鄄高分辨串联质谱研究
冻存条件对唾液多肽组的影响
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摘摇 要摇 唾液多肽组学为疾病相关的生物标记物研究提供了新方法,但冻存条件对分析结果的影响并不清

楚。 本研究采用氧化石墨烯鄄磷酸镧纳米复合材料分离富集唾液多肽,利用纳升液相色谱鄄高分辨串联质谱技

术, 考察唾液样品分别置于-80益与-20益冻存 6 个月后对唾液多肽组的影响。 结果表明,在-80益冻存条件

下的唾液样品中, 共鉴定出归属于 33 种蛋白的 429 条肽段;在-20益冻存条件下的唾液样品中, 鉴定出 595 条

肽段,对应 31 种蛋白。 实验结果表明,相比于-80益,唾液置于-20益条件下的新增加肽段主要来源于已有肽段

的降解,并且唾液中的蛋白质也发生了一定降解。 本研究在肽段序列水平上考察了冻存条件对多肽的影响,
结果表明,-20益冻存条件不适合长期保存用于多肽组分析的唾液样品。 本研究结果可为相关医学研究提供

借鉴。
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1摇 引摇 言

唾液是体液生物标志物的重要来源之一,具有易于采集和处理等优点[1 ~ 4]。 机体内的生物活性分

子可通过主动运输、被动运输或细胞外超滤作用进入到唾液,因此与血液类似,唾液中的成分也与人体

生理和病理状态有关,并且二者在组成上具有相关性[5]。 例如,血液蛋白中约 30%的蛋白质也存在于

唾液中,约 20% 唾液总蛋白在血浆中被发现[6]。
多肽组学是以机体中内源性多肽和低分子量蛋白质为研究对象,研究多肽组的成分、功能、变化规

律及其相关联系[7],与蛋白质组学不同,多肽组通常研究的是分子量小于 10 kDa 的肽段。 多肽组学技

术的应用之一是寻找生物标记物,例如,有些研究者利用基质辅助激光解吸电离质谱 MAIDI鄄TOF MS 在

膀胱癌[8]和 IgA 肾病[9]等疾病的早期诊断中寻找多肽生物标志物。 但是,由于不能给出肽段序列,以
上方法是主要通过比较不同体系中所检测的肽段分子量差异或者相同分子量肽段离子强度的差异寻找

多肽生物标志物,很难给出肽段序列及相应的蛋白质归属。 利用纳升液相色谱鄄高分辨串联质谱技术则

不仅可以鉴定肽段序列,还可以给出半定量信息[10]。 唾液多肽组学多与口腔疾病密切相关[11],例如,
唾液中低水平的富酪蛋白(Statherin)与龋齿易感性相关[12];口腔鳞状细胞癌患者唾液中多肽特性被用

于寻找早期的生物标志物[13]等,但是,唾液多肽组与其它疾病的关系尚需进一步研究。
在实际分析工作中,临床样品的取得和后继的分离分析通常存在一定时间间隔,因而需要冷冻保

存,唾液中多肽在保存过程中是否和如何发生变化是多肽组学中的一个基本问题。 多肽稳定性与冻存

条件有关,但是,冻存温度和时间对唾液多肽组的详细影响并不是十分清楚。 有研究者利用表面增强激

光解吸 /电离飞行时间质谱仪 SELDI鄄TOF MS,通过比较质谱峰及分子量的差异,发现在-20益条件下冻

存 1 个月后有些肽段离子强度开始下降,冻存 6 个月后降低更为明显,而在-80益条件下仅有一些很弱

的离子峰消失[14]。 de Jong 等将唾液样品分别置于-80益和-20益过夜,质谱鉴定到 41 条相同多肽,比
较这些目标肽段的强度,认为放置于-80益条件下唾液多肽丰度增加,而唾液采集后短时间(5,10 和

15 min)内多肽丰度水平几乎没有变化,置于室温 24 h 后,大多数唾液多肽丰度减少[15]。 但是该研究未
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分析肽段序列的定性变化,也未考察冻存时间的影响。 因此,目前冻存条件对唾液多肽组影响的研究主

要集中在肽段的强度变化,对肽段种类和序列的影响并不清楚。 本研究利用氧化石墨烯鄄磷酸镧纳米磁

性复合材料(LaGM)富集分离唾液中的多肽, LaGM 是由石墨烯、LaPO4 纳米棒和 Fe3O4 纳米粒子构成

的三重复合材料,能够应用于低丰度多肽的快速富集,基质辅助激光解吸鄄飞行时间质谱(MALDI鄄TOF)
证明该方法可有效富集唾液中的多肽[16]。 通过液相色谱串联质谱 LC鄄MS / MS 分析比较-20益及-80益
冻存 6 个月的唾液样品,探究冻存条件对唾液多肽组的影响。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

Eksigent nanoLC鄄UltraTM 2D 二维纳升液相色谱系统、TripleTOF 5600 高分辨质谱仪、Protein Pilot 4. 5
软件(美国 AB SCIEX 公司);真空冷冻干燥机、超纯水仪(美国 Thermo 公司);C18 反相色谱捕集柱

(30 mm 伊 100 滋m, 3 滋m, 150 魡, 美国 Eksigent 公司);C18反相色谱分析柱(150 mm伊75 滋m, 3 滋m,
120 魡, 美国 Eksigent 公司)。

氧化石墨烯鄄磷酸镧纳米磁性复合材料(LaGM)按照文献[16]方法制备;纳升反相色谱流动相 A:
98%水、0. 1%甲酸和 2%乙腈,纳升反相色谱流动相 B:2%水、0. 1%甲酸、98%乙腈;所用试剂均为色谱

纯;实验用水为超纯水。
2. 2摇 唾液样品采集与多肽富集

唾液样品由 6 名健康捐献者饮食 2 h 后漱口采集,收集过程中保持冷藏,每人约 1 mL, 共收集 6 mL
唾液样品。 在 10 mL EP 管内混匀,收集时间控制在 15 min 内,迅速分装均等两份, 分别置于-20益和

-80益冻存 6 个月, 取出后置于冰上充分融化后,进行多肽富集,(1)各取 1. 5 mL 唾液样品,在 4益以

12000 r / min 离心 10 min;(2)按照健康捐献者唾液与 30 mg / mL 的 LaGM 复合材料体积比为 50颐 1 的比

例混合,涡旋振荡充分结合 15 min;(3)去离子水洗涤 LaGM 复合材料(磁珠)3 次,每次涡旋磁珠分离

5 min,将蛋白质成分去除;(4)用含 1% TFA、80%乙腈溶液洗脱两次,每次洗脱用量为 20 滋L,将洗脱的

多肽溶液冷冻干燥。
2. 3摇 纳升液相色谱鄄TripleTOF 质谱分析

将磁性材料 LaGM 分离后冻干的多肽样品重新溶解于 98% 水、2% 乙腈和 0. 1% 甲酸溶液中,在线

Nano鄄RPLC 液相色谱在 Eksigent nanoLC鄄UltraTM 2D 系统进行,溶解后的样品以 2 滋L / min 的流速上样到

C18反相色谱捕集柱(100 滋m 伊 3 cm,3 滋m,150 魡)上,然后保持流速冲洗脱盐 10 min。 分析柱是 C18反

相色谱柱(75 滋m 伊 15cm,3 滋m,120 魡),实验梯度为 0 ~ 42 min,5% ~ 25% B;42 ~ 56 min,25% ~ 40%
B;56 ~ 64 min,80% B;64 ~ 70 min,5% B。 质谱采用 TripleTOF 5600 系统(AB SCIEX),结合纳升喷雾

III 离子源,喷雾电压为 2. 4 kV,气帘气压为 30 psi,雾化气压为 5 psi,加热温度为 150益,一级 TOF鄄MS
单张图谱扫描时间为 250 ms,每次 IDA 循环下最多采集 35 个电荷为 2+ ~ 8+且单秒计数大于 100 的二

级图谱,每张二级图谱的累积时间为 80 ms。 每次循环时间固定为 2. 5 s,碰撞室能量设定适用于所有前

体离子碰撞诱导解离(CID),动态排除设置为 11 s。
2. 4摇 数据分析

质谱采集到的原始 wiff 图谱文件,采用 Protein Pilot Software v. 4. 5(AB SCIEX, USA)软件进行数

据加工处理和检索分析,数据库为 uniprot 库中的 Homo sapiens 人种专一数据库(包含 20210 条蛋白质

序列,2015 年 10 月 3 日下载),检索参数设置为非酶切、磷酸化强调和生物学修饰,检索方式为彻底分

析,假阳性率控制为 1% FDR。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 -20益与-80益冻存条件下多肽组结果的比较

唾液样品置于-20益条件下冻存 6 个月共鉴定到 31 种蛋白,595 条特异性肽段信息(这里视序列相

同,修饰不同的肽段为不同的肽段),-80益条件下冻存, 共鉴定到 33 种蛋白,429 条特异性肽段信息;
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图 1摇 -20益和-80益条件下唾液蛋白及其肽段数目

Fig. 1 摇 Number of salivary proteins and peptides stored at
-20益and -80益

其中相同蛋白 15 种,相同肽段 278 条, -20益条

件下多检出肽段 166 条。 如图 1 所示,在两种

条件下均检出的蛋白质为富组蛋白 1、粘蛋白

7、富酪蛋白和基础唾液富脯氨酸 1 等蛋白质,
均为唾液中高丰度多肽或蛋白[17],而且所检出

肽段数目很多;相反,两种温度下不同的蛋白质

所对应肽段数目多只有一条。 值得注意的是,
尽管两种条件下检出的蛋白质数目相近,但是

-20益条件下检出的肽段数目明显增加,换言

之,-20益 条件下检出肽段数目的增加并未相

应提高它们所归属的蛋白质的数目。 进一步比较了两组中肽段数排名前 9 种的相同高丰度蛋白,发现

-20益条件下这 9 种蛋白对应肽段数目合计 556 条,而-80益条件下合计为 368 条(表 1),-20益条件下

多检出 188 条。 以上结果说明-20益条件下增加的肽段来源于上述 9 种高丰度蛋白,并且在 -20益条件

下这9 种蛋白质的肽段数目均多于-80益,但程度相差较大。
表 1摇 -80益与-20益条件下前 9 种相同蛋白质的检出肽段数目
Table 1摇 Number of detected peptides for the top nine proteins stored at -80益 and -20益

蛋白序列号
Accession

蛋白质名称
Protein name

-80益肽段数
-80益 #peptides

-20益肽段数
-20益 #peptides

P15515 富组蛋白 1 Histatin鄄1 113 128
Q8TAX7 粘蛋白 7 Mucin鄄7 59 105
P04280 基础富脯氨酸蛋白 1 Basic Salivary proline鄄rich protein 1 54 58
P02810 唾液酸富磷蛋白 1 / 2 Salivary acidic proline鄄rich phosphoprotein 1 / 2 38 64
P02814 颌下腺雄激素调节蛋白 3B Submaxillary gland androgen鄄regulated protein 3B 24 43
P02808 富酪蛋白 Statherin 21 58
Q6MZM9 未知蛋白 C4orf40 Uncharacterized protein C4orf40 19 50
P02812 基础富脯氨酸蛋白 2 Basic salivary proline鄄rich protein 2 18 19
Q16378 富脯氨酸蛋白 4 Proline鄄rich protein 4 22 30

总计 Total 368 556

表 2摇 -20益富酪蛋白增加的肽段序列
Table 2摇 Increased peptide sequences of statherin stored at -20益

蛋白名称
Protein name

肽段序列
Peptide sequences

富酪蛋白
Statherin

LRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQYTF
LRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQY
IGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQY
RIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQ
IGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQ
LRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQ
IGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQ
GYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQ
GYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQ
FGYGYGPYQPVPEQPL
IGRFGYGYGP
LRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQY
LRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPY
IGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPY
RFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPY
FGYGYGPYQPVPEQPLYPQPY
GYGYGPYQPVPEQPLYPQPY

3. 2摇 -20益冻存条件下肽段检出数目增加的

原因

以肽 段 数 目 差 异 明 显 的 富 酪 蛋 白

(Statherin)为例,分析-20益条件下高丰度蛋

白的肽段数目增加的原因。 首先将两种冻存

条件下的富酪蛋白对应肽段序列进行比较,找
出了相同的肽段序列和不同的肽段序列,两种

条件下相同的肽段序列 17 条,在-20益条件下

存在而-80益中不存在的肽段数目为 38 条,而
只在-80益条件下特有的肽段数目有 4 条,推
测可根据肽段序列的特点分析-20益条件下的

肽段增加的原因。 -20益和-80益条件下富酪

蛋白的最长肽段均为: LRRIGRFGYGYG鄄
PYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQYTF, 而-20益
冻存条件下观察到了一系列序列更短数量更

多的该肽段的衍生肽段,均由该最长肽段降

解产生,这些衍生的肽段序列之间相差一个

或者多个氨基酸,在较长肽段的氨基端和羧基端均可能发生氨基酸的降解和丢失 (表 2)。 例如
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GYGYGPYQPVPEQPLYPQPY 为以上最长肽段在氨基端丢失 7 个氨基酸,在羧基端丢失 9 个氨基酸所

致,而 IGRFGYGYGP 则是在 N 端丢失 3 个氨基酸,C 端丢失 23 个氨基酸。 表 2 结果说明,在-20益冻存

条件下富酪蛋白增加的肽段来源于已有肽段的降解,而不是来源于富酪蛋白的其它序列,例如,由于富

酪蛋白基因多态性所导致氨基酸缺失[18];类似地,表 1 中其它蛋白质在-20益下增加的肽段也均来自于

最长肽段的降解,因此,-20益冻存条件下肽段检出数目增加的原因是已有肽段的降解。 de Jong 等[15]

发现,在-20益下一些质谱峰消失,这可能是由于肽段降解导致多肽含量降低,且低于 SELDI鄄TOF 质谱

仪的检出限。
3. 3摇 -20益冻存条件下不同蛋白质来源分析

与-80益相比,-20益条件下也出现一些“新冶蛋白质的降解肽段,这些蛋白质包括:脂肪酸结合蛋白

(Fatty acid鄄binding protein)、琢 淀粉酶 1(琢鄄Amylase 1)、桥粒胶蛋白(Desmocollin鄄2)、6 磷酸葡萄糖脱氢

酶(6鄄Phosphogluconate dehydrogenase)、载脂蛋白(Apolipoprotein A鄄I)和 琢1 抗胰蛋白酶(琢鄄1鄄Antitryp鄄
sin)。 为确定这些蛋白质的来源,对相同唾液样品进行了蛋白质组学分析,发现它们均是唾液蛋白质组

的成分,特别 琢 淀粉酶 1(琢鄄Amylase 1)是唾液成分中最主要的蛋白质,唾液淀粉酶含有 496 个氨基酸残

基[18],是一种稳定而又复杂的蛋白质[19],鉴定到在-20益冻存条件下该蛋白对应肽段数目为 3 条,但在

-80益冻存条件下未检测到该蛋白,此结果提示这可能是由于-20益冻存条件下长时间保存使唾液淀粉

酶发生降解。 进一步推测在-20益冻存条件下,除了已有长肽段发生降解外,唾液中的其它蛋白质也可

能发生降解。 由于这些蛋白质所检出的肽段数目较少,信号强度也较低,可能其降解程度并不高。

4摇 结 论

本研究表明,样品冻存条件显著影响唾液多肽组学的分析结果,与-80益相比,在-20益条件下冻存

6 个月的唾液中会发生肽段和蛋白质的降解,进而改变了唾液多肽组的组成和含量。 肽段降解后不仅

会导致样品中低含量肽段的减少,甚至消失,也增加了一系列序列相关的、更短的冗余肽段。 因此,在进

行多肽组学研究时最好采用新鲜样品,否则可能导致多肽组学结果失真。 如条件不允许,样品需放置在

-80益保存,但时间也不宜过长,-80益冻存条件下时间的影响尚需进一步研究。
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Study of Frozen Storage Conditions Impacting on Salivary
Peptidomic by High Resolution Tandem Mass Spectrometry

XU Jin鄄Ling1, HONG Xiao鄄Yu1, LI Shui鄄Ming2, WANG Yong*2

(College of Life and Ocean Science, Shenzhen Key Laboratory of Microbial Genetic Engineering1,
Shenzhen Key Laboratory of Marine Bioresources and Ecology2, Shenzhen University, Shenzhen 518060, China)

Abstract摇 The salivary peptidomics provides a new method for study of disease biomarkers, but the effect of
frozen storage conditions on analysis results is not very clear. In this study, we separated and enriched these
peptides in human saliva by graphene鄄lanthanide phosphate composite nanomaterial (LaGM), then identified
them by nano鄄liquid chromatography鄄high resolution tandem mass spectrometry. The salivary samples were
analyzed after these samples were stored at -20益 and -80益 for six months respectively. We identified 429
peptides which belong to 33 proteins at -80益 and 595 peptides corresponding to 31 proteins at -20益 . In
comparison with the sample stored at -80益, the " new" saliva peptides were mainly from the degradation of
existing peptides. In addition, some salivary proteins also had a degree of degradation after stored at -20益 .
In peptide sequence level, this study illustrated that frozen storage conditions had effects on salivary
peptidome, suggesting that saliva sample should not be stored at -20益 for long time when used to analyze
peptidomics. This method can provide reference for relevant medical research.
Keywords 摇 Saliva; Peptidomic; Nano鄄liquid chromatography鄄high resolution tandem mass spectrometry;
Peptide sequence
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