
２０２４ 年 ７ 月 Ｖｏｌ．４２ Ｎｏ．７
Ｊｕｌｙ ２０２４ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ７２１～７２９

研究论文 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２４．０２０１７

∗收稿日期：２０２４⁃０２⁃２２
∗通讯联系人．Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈａｎｙｉｃｈｕ＠ １６３．ｃｏｍ（单亦初）；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｙａｎｇ＠ ｎｂｕ．ｅｄｕ．ｃｎ（李洋） ．
基金项目：宁波市顶尖人才项目（２１５⁃４３２０９４２５０）；宁波大学王宽诚幸福基金．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｎｉｎｇｂｏ Ｔｏｐ Ｔａｌｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｎｏ． ２１５⁃４３２０９４２５０）； ｔｈｅ Ｋ． Ｃ． Ｗｏｎｇ Ｍａｇｎａ Ｆｕｎｄ ｉｎ Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ．

一种基于疏水基团标记和反相色谱分离的富集策略
及其在含赖氨酸多肽分析中的应用
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摘要：赖氨酸（Ｋ）已被广泛用于靶向赖氨酸的交联剂设计、蛋白质复合物的结构解析以及蛋白质⁃蛋白质相互作用

等研究领域。 在基于液相色谱⁃串联质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）联用技术的“鸟枪法”蛋白质组学研究中，复杂生物样品中

的蛋白质被酶切成上万条肽段，为直接分析含有 Ｋ 的肽段带来了巨大挑战。 鉴于目前缺乏针对含 Ｋ 多肽的有效富

集方法，本工作发展了一种基于疏水标记试剂 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 和反相色谱分离的方法（简称 ＨＹＴＡＲＰ），实现对复杂

样品中含 Ｋ 多肽的高效富集和鉴定。 合成的 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 试剂可以高效标记含不同数目 Ｋ 的标准肽段，且对

ＨｅＬａ 细胞蛋白酶解肽段的标记效率高达 ９６％。 通过考察标记肽段在反相色谱中的保留行为，发现大部分被标记

的含 Ｋ 肽段在流动相中乙腈比例升高至约 ５７􀆰 ６％ （ｖ ／ ｖ）时开始洗脱。 进一步优化色谱洗脱梯度，发现阶梯式洗脱

能够实现对复杂样品酶解肽段中标记的 Ｋ 肽段的高效分离和富集。 富集后样品中含 Ｋ 肽段的占比＞９０％，较富集

前提高了 ３５％。 富集的含 Ｋ 肽段对应蛋白质的丰度动态范围跨越了 ５～６ 个数量级，实现了对复杂样品中低丰度蛋

白质的鉴定。 综上，本工作发展的 ＨＹＴＡＲＰ 策略为降低样品复杂度、提高含 Ｋ 肽段及低丰度蛋白质的鉴定覆盖率

提供了一种简单、高效的方法。
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　 　 在蛋白质组学研究领域，由 Ｙａｔｅｓ 提出的“鸟枪

法”（ｓｈｏｔｇｕｎ）已被广泛用于蛋白质组的定性定量、
蛋白质的翻译后修饰以及蛋白质⁃蛋白质相互作用

等分析中［１－５］。 该方法首先将蛋白质混合物酶解成

多肽，再利用液相色谱⁃串联质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）技术

对多肽进行分离和鉴定。 然而，复杂样品中的蛋白

质丰度是高度动态的（高达 ９ 个数量级），蛋白质酶

解成肽段后进一步增加了样品的复杂程度，高丰度

蛋白质 ／肽段会严重影响对低丰度蛋白质 ／肽段的鉴

定［６］。 因此，对复杂样品中的蛋白质 ／肽段直接进行

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析难以实现对蛋白质组的深度覆盖。
　 　 为了解决这个问题，对蛋白质酶解肽段中含有

某类特征氨基酸残基的多肽进行富集和分析是降低

样品复杂度、提高蛋白质组鉴定覆盖度的有效手段。
目前已经发展了针对多种氨基酸残基的多肽富集策

略，如半胱氨酸［７－９］、赖氨酸（Ｋ） ［１０，１１］、色氨酸［１２，１３］、
甲硫氨酸［１４］、组氨酸［１５］ 以及 Ｎ 端丝氨酸、苏氨酸、
脯氨酸、甘氨酸［１６－１８］等。 这些方法主要利用可以特

征标记目标氨基酸残基的活性基团，并将其共价键

合于固相功能材料，从而实现对含特征氨基酸蛋白

质 ／多肽的选择性富集。 由于大部分蛋白质（超过

９６％）含有半胱氨酸残基，Ｌｉ 等［７］开发了基于固相烷

基化硅胶材料的蛋白质组样品制备方法，该方法对

含有半胱氨酸残基蛋白质的富集效率高达 ９３％，具
有较高的通量和抗基质干扰能力，提高了临床蛋白

质样品的回收率。 Ｑｉ 等［１０］ 发展了一种固定化蛋白

质的酶解方法，利用可以选择性标记氨基的三氟代

功能化微球对蛋白质进行快速固定和高效酶解，蛋
白质回收率＞９０％，显著提高了复杂样品中肽段的鉴

定数目和蛋白质序列覆盖率。 类似地，Ｓｈａｈ 等［１１］

将可与氨基反应的醛基基团键合于固相材料，并用

于福尔马林固定和石蜡包埋组织样品的蛋白质固

定、干扰物去除和蛋白质酶解，蛋白质回收率高达

９５％。 为了降低样品复杂度，Ｌｉ 等［１７］ 开发了一种选

择性富集 Ｎ 末端脯氨酸肽段的方法，首先采用邻苯

二甲醛封闭酶解肽段的伯胺基团，再采用戊二醛在

还原环境下标记肽段 Ｎ 末端的脯氨酸残基 仲

胺，利用固相酰肼微球选择性富集标记后的 Ｎ 末端

脯氨酸肽段，该方法对 Ｎ 末端脯氨酸肽段的富集效

率高达 ９３􀆰 ７％，提高了复杂样品中低丰度蛋白质的

鉴定。 以上方法均采用了功能化材料富集具有特定

氨基酸残基的蛋白质 ／肽段样品，然而由于蛋白质复

杂的空间结构引入的空间位阻效应和固⁃液反应效

率低等原因，样品中的蛋白质难以被完全捕获。 此

外，功能化材料表面存在大量的非特异性吸附位点，
导致样品损失和引入杂质。
　 　 Ｋ 由于在蛋白质中分布较广（约 ６％），侧链氨

基反应特异性高且广泛分布在溶剂可接触的蛋白质

表面，已被广泛用于 Ｋ 靶向的交联剂设计、蛋白质

复合物的结构解析以及蛋白质⁃蛋白质相互作用等

研究领域［１９－２１］。 能够与 Ｋ 侧链的伯胺发生反应的

试剂众多，包括卤化物［１０］、醛类［１１］、亚胺酸酯类［２２］、
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及其在含赖氨酸多肽分析中的应用

胍基类［２３］和琥珀酰化类［２４］ 等。 其中，琥珀酰化类

试剂由于反应特异性高、反应条件温和、生成物结构

稳定而被广泛用于化学交联蛋白质复合物的结构及

其相互作用研究［２５，２６］。 最常用的化学交联试剂，如
双琥珀酰亚胺辛二酸酯（ＤＳＳ）、二（磺基琥珀酰亚

胺）辛二酸酯 （ＢＳ３ ） 和双琥珀酰亚胺亚砜 （ＤＳ⁃
ＳＯ） ［２７］，均是由 Ｎ⁃羟基丁二酰亚胺（ＮＨＳ）官能团

组成的氨基靶向试剂。 然而，针对含 Ｋ 蛋白质 ／肽
段的选择性富集方法却鲜有报道。 一方面由于蛋白

质的 Ｋ 残基被大部分试剂标记后，由于空间位阻效

应，胰蛋白酶无法酶切标记后的 Ｋ 位点，导致酶解

肽段过长，不利于 ＭＳ 鉴定［２８］；另一方面可能由于

大部分氨基反应试剂可以同时标记蛋白质 ／肽段 Ｎ
末端的 α⁃氨基与 Ｋ 侧链的 ε⁃氨基，导致富集过程中

含 Ｋ 多肽与其他不含 Ｋ 多肽难以分离。
　 　 针对目前功能化富集材料存在的不足以及缺乏

可以有效富集含 Ｋ 多肽的方法，本工作发展了一种

基于疏水基团标记和反相色谱分离的方法（ｈｙｄｒｏ⁃
ｐｈｏｂｉｃ ｔａｇｇｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅｄ⁃ｐｈａｓｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，简称 ＨＹＴＡＲＰ），以实现对复杂样品

中含 Ｋ 多肽的高效富集和鉴定。 首先利用合成的

标记试剂 ２，５⁃二氧代吡咯烷⁃１⁃基⁃３⁃（癸基二硫代）
丙酸酯（Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ）对胰蛋白酶酶解肽段中的氨

基（包括肽段 Ｎ 末端和 Ｋ 的侧链氨基）进行 Ｃ１０ 疏

水基团标记。 由于含 Ｋ 肽段比不含 Ｋ 肽段多标记

至少一个 Ｃ１０ 烷基链，其在反相色谱中的保留将明

显增强。 通过优化反相色谱的洗脱梯度，实现了对

含 Ｋ 肽段的选择性富集。 再进一步断裂标记试剂

中的二硫键，释放被标记肽段的 Ｃ１０ 烷基链，保证

含 Ｋ 肽段在 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 中的高效分离和鉴定。 该

方法在肽段水平标记含 Ｋ 多肽，避免了胰蛋白酶的

漏切问题；并且利用具有高分辨率的反相色谱可以

有效提高对含 Ｋ 多肽的富集选择性，同时避免了大

量功能化材料的使用，提高了样品回收率。

１　 实验部分

１．１　 仪器、材料与试剂

　 　 用于反相色谱分离疏水标记多肽的 ＬＣ⁃２０ＡＤ
泵和 ＳＰＤ⁃２０Ａ 检测器构建的液相色谱仪购自日本

岛津公司。 Ａｓｃｅｎｄ ５００ ＭＨｚ 核磁共振仪和 Ｕｌｔｒａ⁃
ｆｌｅｘ Ⅲ型基质辅助激光解吸电离飞行时间（ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ） 质谱仪购自德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司。 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ
１０００ 色谱仪与 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪联用系统、Ｕｌｔｉ⁃

Ｍａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣ 色谱仪与 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ
Ｔｒｉｂｒｉｄ 质谱仪联用系统购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司； ０４７１４⁃５０ 细胞超声破碎仪购自美国 Ｃｏｌｅ⁃
Ｐａｒｍｅｒ 公司。 用于测定蛋白质浓度的全波长酶标

仪购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司。 用于 ｎａｎｏＲＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 分析的熔融石英毛细管（１５０ μｍ ｉ． ｄ．×３７５
μｍ ｏ． ｄ．）购自美国 Ｐｏｌｙｍｉｃｒｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司。
Ｒｅｐｒｏｓｉｌ⁃Ｐｕｒ Ｃ１８⁃ＡＱ 硅胶填料（１􀆰 ９ μｍ， １２ ｎｍ）
购自德国 Ｄｒ． Ｍａｉｓｃｈ 公司。 Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰ Ｃ１８ 硅胶

填料（５ μｍ， １２ ｎｍ）购自天津博纳艾杰尔公司。
　 　 尿素（ｕｒｅａ）、蛋白酶抑制剂（Ｃｏｃｋｔａｉｌ）、三（２⁃
羧乙基）膦盐酸盐（ＴＣＥＰ）、碘乙酰胺（ ＩＡＡ）、４⁃（２⁃
羟乙基）哌嗪⁃１⁃乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、甲酸（ＦＡ）、三氟

乙酸（ＴＦＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。 磷酸盐

缓冲液（１×ＰＢＳ）、细胞培养用的 ＭＥＭ 培养基、胎牛

血清（ ＦＢＳ） 和链霉素 （ １０ ｍｇ ／ ｍＬ） ／青霉素 （ １０
ｋＵ ／ ｍＬ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。 胰蛋白酶（ ｔｒｙｐｓｉｎ）
购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。 ２，２′⁃二吡啶二硫醚和 １⁃
癸硫醇购自日本 Ｔｏｋｙｏ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ 公司。
３⁃巯基丙酸购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司。 ＮＨＳ 和 Ｎ⁃（３⁃二甲氨基丙基） ⁃Ｎ′⁃乙基碳二亚

胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）购自北京百灵威科技有限公

司。 碳酸氢铵（ＮＨ４ＨＣＯ３）、二氯甲烷（ＤＣＭ）购自

天津科密欧化学试剂有限公司。 乙腈（ＡＣＮ， ＨＰＬＣ
级别）购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司。 ＢＣＡ 蛋白质浓度测定

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。 所有实

验用水均通过 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）纯
化。 其他化学品和溶剂均为分析级。 所有标准多肽

购自上海强耀生物科技有限公司。
１．２　 标记试剂 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 的合成

　 　 标记试剂 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 的合成步骤参考文献

［２９］。 主要合成过程如下：（１）氮气保护下，将２，２′⁃
二吡啶二硫醚（３􀆰 ３ ｇ， １５ ｍｍｏｌ）溶于 ２５ ｍＬ 无水

乙醇中，依次加入 １􀆰 ２５ ｍＬ 乙酸和 ３⁃巯基丙酸

（１􀆰 ０６ ｇ， １０ ｍｍｏｌ），室温搅拌过夜。 减压旋蒸去除

有机溶剂后，用碱性氧化铝层析柱纯化产物，先用

ＤＣＭ⁃ＥｔＯＨ（体积比 ３ ∶２）淋洗，再用 ＤＣＭ⁃ＥｔＯＨ⁃醋
酸（体积比 ３０ ∶２０ ∶２）洗脱并冻干，得目标产物 ３⁃（２⁃
吡啶二硫代）丙酸（２􀆰 １ ｇ，收率 ９８％）； （２）氮气保护

下，将 ３⁃（２⁃吡啶二硫代）丙酸（２ ｇ， ９􀆰 ３ ｍｍｏｌ）和

１⁃癸硫醇（１􀆰 ４６ ｇ， ８􀆰 ４ ｍｍｏｌ）加入 ２３ ｍＬ 甲醇中，
室温搅拌 １ ｈ。 减压旋蒸后，用硅胶层析柱纯化产

物，先用 ＤＣＭ 淋洗，再用 ＤＣＭ⁃乙酸乙酯（体积比

·３２７·
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１５ ∶１）洗脱并冻干，得目标产物 １⁃癸烷基二硫代丙

酸（淡黄色油状物，１􀆰 １５ ｇ，产率 ４９％）； （３）氮气保

护下，将 １⁃癸烷基二硫代丙酸（１􀆰 １５ ｇ， ４􀆰 １ ｍｍｏｌ）、
ＮＨＳ （０􀆰 ９５ ｇ， ８􀆰 ３ ｍｍｏｌ）和 ＥＤＣ·ＨＣｌ（１􀆰 ５８ ｇ，
８􀆰 ３ ｍｍｏｌ）依次加入 １８􀆰 ４ ｍＬ ＤＣＭ 中，室温搅拌过

夜。 饱和食盐水洗涤有机层后，用硫酸钠干燥。 减

压旋蒸后，用硅胶层析柱纯化产物，用 ＤＣＭ⁃石油醚

（体积比 ３ ∶２）洗脱并冻干，即得目标产物 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃
ＮＨＳ（淡黄色固体，０􀆰 ７２ ｇ，收率 ４６％）。
１．３　 细胞培养

　 　 用含有 １０％ ＦＢＳ 和 １％ 青霉素 ／链霉素的 ＭＥＭ
培养基复苏 ＨｅＬａ 细胞。 将复苏后的细胞置于 ３７
℃恒温培养箱中，５％ ＣＯ２ 气体条件下培养，每隔 ３
天传代一次。 细胞用预冷的 １×ＰＢＳ 清洗 ３ 次后，加
入含 ０􀆰 ０５％ 胰蛋白酶的 ＥＤＴＡ 溶液于 ３７ ℃消化 ５
ｍｉｎ，使贴壁细胞从培养皿上脱离，再加入含有血清

的培养基终止胰酶消化。 收集细胞悬液，于 ４ ℃以

５００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎ 收集细胞。 最后用预冷的 １×ＰＢＳ
清洗细胞 ３ 次。
１．４　 蛋白质提取和酶解

　 　 将 ＨｅＬａ 细胞悬浮于由 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素和 １％
（ｖ ／ ｖ） 蛋白酶抑制剂组成的细胞裂解液中 （ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３， ｐＨ ８􀆰 ０），并在冰浴下超声破碎

６０ ｓ（８０％ 能量，超声频率为 ５ ｓ 开，５ ｓ 关）。 匀浆液

在 ４ ℃下以１６ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ，收集上清。 采用

ＢＣＡ 法测定蛋白质浓度。 将提取的 ＨｅＬａ 细胞蛋白

质进行还原（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＣＥＰ， ５６ ℃， １ ｈ）和烷基

化（ ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＡＡ，室温遮光， ３０ ｍｉｎ）。 用 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液（ｐＨ ８􀆰 ０）将样品稀释 ８ 倍

后，以 １ ∶４０（ｍ／ ｍ）的酶⁃蛋白质比例加入胰蛋白酶，
３７ ℃反应 １２ ｈ。 向溶液中加入终体积分数为 １％ 的

ＴＦＡ，终止酶解反应。 将酶解产物上样到自制的

Ｃ１８ 捕集柱（１０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰ Ｃ１８ 硅

胶填料）上，去除溶液中过量的盐。 流动相 Ａ： ２％
（ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ），流动相 Ｂ：
９８％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ），流速

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度设置为阶梯式洗脱程序：０～５ ｍｉｎ，
２％ Ｂ； ５􀆰 ０１～ １５ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ；收集在 ８０％ Ｂ 相中不

保留的肽段洗脱液，即纯化后的 ＨｅＬａ 酶解肽段，冷
冻干燥。
１．５　 疏水基团标记

　 　 分 别 将 １０ μｇ 标 准 肽 段 ＬＶＶＳＴＱＴＡＬＡ、
ＭＩＦＶＧＩＫ 和 ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ 重溶于 １０ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

ＨＥＰＥＳ 缓冲液（ｐＨ ８􀆰 ３）中，加入 ４０ μＬ 含 ５ ｇ ／ Ｌ
Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 的 ＤＭＦ 溶液，４０ ℃反应 ２ ｈ。 将 ５０
μｇ ＨｅＬａ 酶 解 肽 段 重 溶 于 ２０ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＨＥＰＥＳ 缓冲液 （ ｐＨ ８􀆰 ３） 中，加入 ８０ μＬ 含 １２􀆰 ５
ｇ ／ Ｌ Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 的 ＤＭＦ 溶液，肽段的终质量浓度

为 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ， ４０ ℃ 反 应 ４ ｈ。 加 入 终 浓 度 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 终止标记反应。
１．６　 反相色谱分离

　 　 采用自制的 ＸＢＰ Ｃ１８ 分离柱（２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６
ｍｍ， ５ μｍ）对疏水基团标记的 ＨｅＬａ 酶解肽段进

行分级。 流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，紫外检测波长为 ２１４ ｎｍ。
　 　 采用线性洗脱程序时流动相 Ａ 为 ２％ （ｖ ／ ｖ）乙
腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ），流动相 Ｂ 为 ８０％
（ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ），梯度设置

如下：０～１５ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ； １５ ～ ２５ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ～ ７０％
Ｂ； ２５～５５ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ～８０％ Ｂ； ５５～７０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ
～９５％ Ｂ； ７０～８０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ。
　 　 采用阶梯式洗脱程序时流动相 Ａ 为 ２％ （ｖ ／ ｖ）
乙腈水溶液 （含 ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ＴＦＡ），流动相 Ｂ 为

９８％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ），梯度

设置如下：０ ～ １０ ｍｉｎ， ３２％ Ｂ； １０􀆰 １ ～ ２０ ｍｉｎ， ６０％
Ｂ； ２０􀆰 １～３０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ。 依据保留时间，收集肽段

流出液，并冷冻干燥。 将各个肽段级分重溶于含 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＣＥＰ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液中，５６
℃反应 １ ｈ。
１．７　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分析

　 　 将 １ μＬ 疏水标记前后的标准肽段与 １ μＬ 的

α⁃氰基⁃４⁃羟基肉桂酸基质（ＣＨＣＡ， ７ ｇ ／ Ｌ，溶于含

０􀆰 １％ ＴＦＡ 的 ６０％ ＡＣＮ 溶液中）依次点于 ＭＡＬＤＩ
靶板上。 采用固体激光 ＳｍａｒｔＢｅａｍ 技术（３５５ ｎｍ）
及正离子反射模式进行 ＭＳ 分析。 采用 ＦｌｅｘＣｏｎ⁃
ｔｒｏｌ（３􀆰 ０）采集 ＭＳ 数据，采用 ＦｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ（３􀆰 ０）提
取所有信噪比大于 ３ 的信号峰进行分析。
１．８　 ｎａｎｏＲＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析

　 　 采用 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００ 色谱仪与 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质

谱仪联用系统对采用反相色谱线性梯度分离的肽段

级分进行分析。 将肽段级分上样于自制的 Ｃ１８ 捕

集柱（３０ ｍｍ×１５０ μｍ， ５ μｍ），再通过自制 Ｃ１８ 分

离柱（１５０ ｍｍ×１５０ μｍ， １􀆰 ９ μｍ）进行分离，流速

为 ６００ ｎＬ ／ ｍｉｎ。 使用流动相 Ａ（２％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶

液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ））和 Ｂ（９８％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶

液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ））建立 ７５ ｍｉｎ 线性梯度（０ ～
４５ ｍｉｎ， ６％ Ｂ～２３％ Ｂ； ４５～６５ ｍｉｎ， ２３％ Ｂ～４０％ Ｂ；
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６５～７０ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ ～ ８０％ Ｂ； ７０ ～ ７５ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ）。
喷雾电压为 ２􀆰 ４ ｋＶ，离子传输管温度为 ２５０ ℃。 在

正离子模式下，采用数据依赖模式（ＤＤＡ）， ＭＳ 分

辨率设为 ７０ ０００，扫描范围为 ｍ／ ｚ ３００～１ ８００，自动

增益控制（ＡＧＣ）设为 ３􀆰 ０×１０６，离子最大注入时间

（Ｍ．Ｉ．Ｔ．）为 ６０ ｍｓ。 选择电荷价态从＋２ 到＋６ 的母

离子肽段，并采用高能碰撞碎裂模式（ＨＣＤ）对 ２０
个响应最强的母离子进行碎裂，碰撞能量设为 ２８。
ＭＳ２ 的分辨率设为 １７ ５００， ＡＧＣ 设为 ５􀆰 ０ × １０４，
Ｍ．Ｉ．Ｔ．设为 ６０ ｍｓ，动态排除窗口时间为 １２ ｓ。

图 １　 基于 ＨＹＴＡＲＰ 策略的含 Ｋ 多肽的富集流程示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｌｙｓｉｎｅ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｔａｇｇｉｎｇ

ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅｄ⁃ｐｈａｓｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ （ＨＹＴＡＲＰ） ｓｔｒａｔｅｇｙ

　 　 采用 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣ 色谱仪与 Ｏｒｂｉｔｒａｐ
Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ Ｔｒｉｂｒｉｄ 质谱仪构建的纳升级系统对

采用反相色谱阶梯式梯度分离的肽段级分进行分

析。 将肽段上样于 Ｃ１８ 捕集柱（２０ ｍｍ×７５ μｍ， ５
μｍ ），再通过 Ｃ１８ 分离柱（２５０ ｍｍ × ７５ μｍ，１􀆰 ９
μｍ）进行分离，流速为 ３５０ ｎＬ ／ ｍｉｎ。 使用流动相 Ａ
（２％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ＦＡ））和 Ｂ
（８０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ））建立

６０ ｍｉｎ 线性梯度（０ ～ ６ ｍｉｎ， ２％ Ｂ ～ ５％ Ｂ； ６ ～ ４３
ｍｉｎ， ５％ Ｂ～１８％ Ｂ； ４３～４８ ｍｉｎ， １８％ Ｂ～２２％ Ｂ； ４８
～５１ ｍｉｎ， ２２％ Ｂ～３５％ Ｂ； ５１～５４ ｍｉｎ， ３５％ Ｂ～９５％
Ｂ； ５４～６０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ）。 喷雾电压为 ２􀆰 １ ｋＶ，离子

传输管温度为 ３２０ ℃。 在正离子模式下，采用 ＤＤＡ
模式每 ３ ｓ 完成一次全扫描循环。 选择轨道阱

（ＯＴ）采集 ＭＳ 数据，分辨率设为 ６０ ０００。 扫描范围

为 ｍ／ ｚ ３５０～ １ ８００， ＡＧＣ 设为 ４􀆰 ０×１０５， Ｍ．Ｉ．Ｔ．为
５０ ｍｓ。 选择电荷价态从＋１ 到＋７ 的母离子肽段，并
采用 ＨＣＤ 模式对其进行碎裂，碰撞能量设为 ３０。
ＯＴ 采集 ＭＳ２ 数据，分辨率设为 １５ ０００， ＡＧＣ 设为

５􀆰 ０×１０４， Ｍ．Ｉ．Ｔ．设为 ３０ ｍｓ，动态排除窗口时间为

２０ ｓ。
１．９　 数据分析

　 　 将质谱数据文件（∗． ｒａｗ）采用嵌入了 Ｍａｓｃｏｔ
（版本 ２􀆰 ３􀆰 ２） 搜索引擎的 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ
（ＰＤ）（版本 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２１）软件进行二级质谱数据库搜

索，数据库为从 Ｕｎｉｐｒｏｔ 网站下载的人源蛋白质数

据库（共 ２０ ３６０ 个蛋白质条目）。 检索参数设置如

下：胰蛋白酶完全酶切，最多允许 ２ 个漏切位点；固
定修饰为半胱氨酸的还原烷基化，可变修饰有 Ｋ 和

肽段 Ｎ 末端的硫酰化，蛋氨酸的氧化和蛋白质 Ｎ 末

端的乙酰化；一级母离子质量允许偏差为 １０×１０－６

（１０ ｐｐｍ），二级碎片离子的质量偏差为 ０􀆰 ０２ Ｄａ。
检索结果控制蛋白质和肽段的假阳性率不大于 １％；
蛋白质鉴定至少包含一个唯一性肽段。 采用 Ｍａｘ⁃
ＬＦＱ 算法结合 ＭａｘＱｕａｎｔ（ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ６􀆰 ５􀆰 ０）搜索引

擎用于蛋白质的无标记定量分析，搜库条件与 ＰＤ
保持一致。

２　 结果与讨论

２．１　 基于 ＨＹＴＡＲＰ 策略的富集流程

　 　 基于 ＨＹＴＡＲＰ 策略富集含 Ｋ 多肽的流程如图

１ 所示，首先采用试剂 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 对胰蛋白酶酶

解肽段中 Ｋ 侧链的自由氨基进行疏水基团 Ｃ１０ 烷

基链的标记，同时肽段 Ｎ 末端的自由氨基也会被标

记。 采用反相色谱对标记后的肽段进行分离，由于

Ｃ１０ 疏水链的引入，酶解肽段在 Ｃ１８ 柱上的保留较

标记前将整体增强。 通过优化反相色谱的分离梯

度，实现对含 Ｋ 肽段的选择性富集。 再通过二硫键
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还原反应，释放 Ｋ 侧链和肽段 Ｎ 末端的疏水基团

Ｃ１０ 烷基链，保证肽段的离子化效率，从而提高

ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对含 Ｋ 肽段的分析和鉴定能力。

图 ２　 标记试剂 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 的合成
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ２，５⁃ｄｉｏｘｏｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎ⁃１⁃ｙｌ⁃３⁃（ｄｅｃｙｌｄｉｓｕｌｆａｎｙｌ）ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ （Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ）

ＥＤＣ： Ｎ⁃（３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ） ⁃Ｎ′⁃ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏ．

图 ３　 标准肽段被 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 标记前后的 ＭＡＬＤＩ ／ ＴＯＦ ＭＳ 图
Ｆｉｇ． ３　 ＭＡＬＤＩ ／ ＴＯＦ ＭＳ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ ｌａｂｅｌｉｎｇ

　 ａ， ｂ． ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ＬＡ⁃１０ （ｓｅｑｕｅｎｃｅ： ＬＶＶＳＴＱＴＡＬＡ） ｂｅｆｏｒｅ （ａ， ｍ／ ｚ １０２４􀆰 ８） ａｎｄ ａｆｔｅｒ （ｂ， ｍ／ ｚ １２８４􀆰 ５） ｌａｂｅｌｉｎｇ； ｃ， ｄ． ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ＭＫ⁃
７ （ｓｅｑｕｅｎｃｅ： ＭＩＦＶＧＩＫ） ｂｅｆｏｒｅ （ｃ， ｍ／ ｚ ８０７􀆰 ７） ａｎｄ ａｆｔｅｒ （ｄ， ｍ／ ｚ １３５０􀆰 ２， Ｎａ＋） ｌａｂｅｌｉｎｇ； ｅ， ｆ． ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ＫＫ⁃９ （ ｓｅｑｕｅｎｃｅ： ＫＳＬＳＬ⁃
ＳＰＧＫ） ｂｅｆｏｒｅ （ｅ， ｍ／ ｚ ９１６􀆰 ７） ａｎｄ ａｆｔｅｒ （ ｆ， ｍ／ ｚ １７２０􀆰 １， Ｎａ＋） ｌａｂｅｌｉｎｇ．

　 　 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 的合成路线如图 ２ 所示（Ｃ１０⁃Ｓ⁃
Ｓ⁃ＮＨＳ 及中间产物的核磁共振氢谱表征见附图 １，
ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ），其主要包含 ３ 个功能基

团：可以高效且特异标记酶解肽段中游离氨基的

ＮＨＳ、可以提高肽段疏水性的长碳链（Ｃ１０）以及通

过还原反应释放 Ｃ１０ 疏水链的二硫键（Ｓ－Ｓ）。
２．２　 标记效率考察

　 　 为了考察 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 的标记效率，选取 ３ 条

含有不同数目 Ｋ 的标准肽段，包括不含 Ｋ 的肽段

ＬＡ⁃１０（序列 ＬＶＶＳＴＱＴＡＬＡ），含有一个 Ｋ 的肽段

ＭＫ⁃７（序列 ＭＩＦＶＧＩＫ），以及含有两个 Ｋ 的肽段

ＫＫ⁃９（序列 ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ）。 采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ
对标记前后肽段的相对分子质量进行分析，结果如

图 ３ 所示，标记后原始的 ＬＶ⁃１０ 肽段质谱峰（ｍ／ ｚ
１ ０２４􀆰 ８，图 ３ａ） 消失，同时产生新的肽段质谱峰

（ｍ／ ｚ １ ２８４􀆰 ５，图 ３ｂ），增加了一个 Ｃ１０ 链的相对分

子质量（Δｍ ＝ ２６０ Ｄａ），表明 ＬＶ⁃１０ 肽段的 Ｎ 末端

氨基被 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 完全标记。 同样地，标记后的

ＭＫ⁃７ 和 ＫＫ⁃９ 的原始肽段（ｍ／ ｚ ８０７􀆰 ７，图 ３ｃ； ｍ／ ｚ
９１６􀆰 ７，图 ３ｅ）都几乎消失，且新生成的肽段分别被

标记上 ２ 个和 ３ 个 Ｃ１０ 链 （ｍ／ ｚ １ ３５０􀆰 ２，图 ３ｄ；
ｍ／ ｚ １ ７２０􀆰 １，图 ３ｆ，＋Ｎａ 峰），表明 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 试

剂可以高效标记肽段Ｎ末端和Ｋ侧链的自由氨基。
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图 ５　 （ａ） ＨｅＬａ 酶解肽段被 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 标记后的反相分离色谱图， （ｂ）各级分中被标记 ０ 个、１ 个和≥２ 个
Ｃ１０ 链的肽段数（堆积柱形图）以及含 Ｋ 肽段所占百分比（折线图）

Ｆｉｇ． ５　 （ａ） ＲＰ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＨｅＬａ ｄｉｇｅｓｔｓ ａｆｔｅｒ Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ ｌａｂｅｌｉｎｇ， （ｂ） ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ ｚｅｒｏ， ｏｎｅ， ｔｗｏ ｏｒ ｍｏｒｅ Ｃ１０ ｃｈａｉｎｓ （ｓｔａｃｋｅｄ ｂａｒ ｃｈａｒｔ） ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｃｏｎｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ Ｋ （ ｌｉｎｅ ｃｈａｒｔ） ｉｎ ｅａｃｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ

　

　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ： ０－１５ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ； １５－２５ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ－７０％ Ｂ； ２５－５５ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ－８０％ Ｂ； ５５－７０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ－９５％ Ｂ； ７０－８０ ｍｉｎ，
９５％ Ｂ （ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ： ２％ （ｖ ／ ｖ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （ＴＦＡ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ： ８０％ （ｖ ／
ｖ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ ＴＦＡ）； Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ： ２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅ⁃
ｌｅｎｇｔｈ： ２１４ ｎｍ．

图 ４　 ＨｅＬａ酶解肽段标记 ０、１、２和 ３个 Ｃ１０烷基链的百分比分布
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅＬａ ｄｉｇｅｓｔｓ ｌａｂｅｌｅｄ

ｂｙ ｚｅｒｏ， ｏｎｅ， ｔｗｏ， ａｎｄ ｔｈｒｅｅ Ｃ１０ ａｌｋｙｌ ｃｈａｉｎｓ
ｗ ／ ｏ： ｗｉｔｈｏｕｔ．

　 　 进一步考察了 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 对复杂样品 ＨｅＬａ
酶解肽段的标记效率。 将二硫键断裂释放 Ｃ１０ 链

后， 标 记 肽 段 上 的 氨 基 生 成 一 个 硫 酰 基

（－ＣＯＣＨ２ＣＨ２ＳＨ）修饰。 通过统计标记后肽段样品

中氨基被硫酰基修饰的比例，得到 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 对

ＨｅＬａ 酶解肽段的标记效率为 ９６􀆰 ２％，其中被标记 １
个、２ 个、３ 个 Ｃ１０ 链的肽段比例分别为 ４６􀆰 ６％、
４９􀆰 １％、０􀆰 ６％ （图 ４）。 分别选取被标记 １ 个、２ 个、３
个 Ｃ１０ 链肽段的 ＭＳ ／ ＭＳ 图（附图 ２），发现肽段的

Ｎ 末端和 Ｋ 侧链的氨基均被标记上硫酰基，且匹配

到了大部分 ｂ、ｙ 离子，表明标记后的含 Ｋ 多肽可以

被 ＭＳ 高效鉴定。 值得一提的是，在 ３􀆰 ８％ 未被标记

的酶解肽段中，有 ８５􀆰 ７％ 的氨基位于蛋白质的 Ｎ 末

端且发生了乙酰化修饰，进一步说明了 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃
ＮＨＳ 对复杂样品中自由氨基的高效标记，为含 Ｋ 多

肽与不含 Ｋ 多肽在后续反相色谱中的有效分离提

供保障。

２．３　 分离梯度考察

　 　 将 ＨｅＬａ 酶解肽段采用 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 进行疏水

基团标记后进行反相色谱分离。 首先采用线性梯度

洗脱，收集不同保留时间的肽段流出液，并将二硫键

还原释放 Ｃ１０ 链后，进行 ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 色

谱分离图如图 ５ａ 所示，由于标记 Ｃ１０ 链后酶解肽

段的疏水性整体增强，选择流动相中 ＡＣＮ 含量为

４８％ （ｖ ／ ｖ）作为初始洗脱浓度（即 ６０％ Ｂ，流动相 Ｂ
为 ８０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液），此时样品中不保留的肽

段主要为未被 Ｃ１０ 标记和 Ｎ 端被标记一个 Ｃ１０（即
不含 Ｋ）的肽段（占比 ９９􀆰 １％， ０～１７ ｍｉｎ，图 ５ｂ）；当
升高 ＡＣＮ 浓度至约 ５７􀆰 ６％ （７２％ Ｂ， ３５ ｍｉｎ），不保

留肽段开始以被标记 ２ 个及以上 Ｃ１０ 的含 Ｋ 肽段

为主（＞５０％），并且含 Ｋ 肽段的比例随着洗脱浓度

升高呈递增趋势。 当 ＡＣＮ 浓度增加至 ６２􀆰 ４％ （７８％
Ｂ， ４８ ｍｉｎ）时含 Ｋ 肽段的比例＞９０％。 样品中的标

记试剂 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 由于过量且疏水性较强，在约

４６ ｍｉｎ 时产生较强的紫外吸收峰；部分 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃
ＮＨＳ 水解后，疏水的 ＮＨＳ 基团变成亲水的羧基

（ＣＯＯＨ），由于疏水性降低，在 Ｃ１８ 色谱柱中的保

留前移了 ８ ｍｉｎ（约 ３８ ｍｉｎ）。 综上，以 ４８％ ＡＣＮ
（ｖ ／ ｖ）为初始洗脱浓度，此时未被 Ｃ１０ 标记的肽段

可以被完全洗脱；逐渐升高洗脱浓度至约 ５７􀆰 ６％
ＡＣＮ，大部分 Ｎ 端被标记一个 Ｃ１０ 的不含 Ｋ 肽段被

洗脱，此后洗脱的肽段以被标记 ２ 个 Ｃ１０ 及以上的

含 Ｋ 肽段为主，以上结果表明含 Ｋ 肽段在反相色谱

中可以与不含 Ｋ 肽段实现有效分离。

·７２７·
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图 ６　 （ａ）各级分中被标记 ０ 个、１ 个、２ 个和 ２ 个以上 Ｃ１０ 链的肽段数（堆积柱形图）以及含 Ｋ 肽段所占百分比（折线图），
（ｂ）各级分间含 Ｋ 肽段的鉴定结果 Ｖｅｎｎ 图，（ｃ）富集的含 Ｋ 肽段的序列特征，（ｄ）定量到的全部（蓝色圆圈）以及
含有被 Ｃ１０ 标记的 Ｋ 的（红色圆圈）Ｈｅｌａ 细胞蛋白质的丰度范围

　

Ｆｉｇ． ６　 （ａ） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ ｚｅｒｏ， ｏｎｅ， ｔｗｏ ｏｒ ｍｏｒｅ Ｃ１０ ｃｈａｉｎｓ （ｓｔａｃｋｅｄ ｂａｒ ｃｈａｒｔ） ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｋ （ ｌｉｎｅ ｃｈａｒｔ） ｉｎ ｅａｃｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ， （ｂ） Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｋ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ
ｅａｃｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ， （ｃ） ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｏｇｏ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｅｄ Ｋ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅｓ， （ｄ） ｄｙｎａｍｉｃ ｒａｎｇｅ ｏｆ ａｌｌ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ＨｅＬａ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｂｌｕｅ ｃｉｒｃｌｅｓ） ａｎｄ Ｋ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ Ｃ１０ （ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ）

ｉＢＡＱ： ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｂａｓｅｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．
　

　 　 根据上述考察的分离梯度，进一步考察采用阶

梯式梯度的洗脱方式对 ＨｅＬａ 酶解肽段中含 Ｋ 多肽

的富集效果。 流动相 Ａ 为 ２％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含
０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ），流动相 Ｂ 为 ９８％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶

液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ）。 ４ 个梯度设置如下， ＃１：
０～１０ ｍｉｎ， ３２％ Ｂ； １０􀆰 １～２０ ｍｉｎ， ５６％ Ｂ； ２０􀆰 １～３０
ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ＃２： ０～１０ ｍｉｎ， ３２％ Ｂ； １０􀆰 １～２０ ｍｉｎ，
６０％ Ｂ； ２０􀆰 １～３０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ＃３： ０～１０ ｍｉｎ， ３２％
Ｂ； １０􀆰 １ ～ ２０ ｍｉｎ， ６４％ Ｂ； ２０􀆰 １ ～ ３０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ；
＃４： ０～１０ ｍｉｎ， ３２％ Ｂ； １０􀆰 １～２０ ｍｉｎ， ６８％ Ｂ； ２０􀆰 １
～３０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ。
　 　 收集 ４ 个洗脱梯度下的不保留肽段馏分，还原

二硫键释放 Ｃ１０ 链后，进行 ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
如附图 ３ａ 所示，在 ３２％ Ｂ 洗脱条件下，鉴定到的肽

段以未被 Ｃ１０ 标记的肽段为主，其中 Ｎ 端被乙酰化

等修饰的肽段占比 ８８􀆰 ９％，含 Ｋ 肽段仅占 ０􀆰 ４％。 当

Ｂ 相浓度分别提高至 ５６％ ～６８％ （＃１～ ＃４），鉴定到的

肽段均以 Ｎ 端被标记 １ 个 Ｃ１０ 的肽段为主 （ ＞
９７􀆰 ５％）。 当继续提高 Ｂ 相浓度至 ９５％ （附图 ３ｂ），
鉴定到的肽段以被标记 ２ 个及以上 Ｃ１０ 的含 Ｋ 肽

段为主，且含 Ｋ 肽段的比例在＃３ 条件下最高（占比

８５􀆰 ９％），其次为＃２、＃１ 和＃４（含 Ｋ 肽段占比分别为

８４􀆰 ７％、７４􀆰 ３％ 和 ７２􀆰 ５％），以上结果说明采用阶梯

式洗脱梯度可以实现对复杂酶解肽段样品中含 Ｋ
多肽的有效富集。 由于鉴定到的含 Ｋ 肽段在＃２ 条

件下最多，后续将采用＃２ 的洗脱梯度作为含 Ｋ 多肽

的富集条件。
２．４　 ＨｅＬａ 酶解肽段中含 Ｋ 多肽的富集及分析

　 　 综上，为了实现对 ＨｅＬａ 酶解肽段中含 Ｋ 多肽

的高效富集，将 ＨｅＬａ 酶解肽段进行 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ
疏水基团标记后，采用＃２ 阶梯式梯度进行反相色谱

分离，收集不同洗脱浓度下的不保留肽段级分，将标

记肽 段 上 的 二 硫 键 还 原 释 放 Ｃ１０ 链 后， 进 行

ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 由于氨基被硫酰基修饰，肽
段的带电数目可能降低。 为了提高对含 Ｋ 肽段的

鉴定覆盖度，在质谱采集时将携带＋１ 价及以上电荷

的母离子进行二级碎裂。 鉴定结果如图 ６ａ 所示，在
３２％ ＡＣＮ 洗脱条件下，不保留肽段以未被 Ｃ１０ 标

记的肽段为主（占比 ９５􀆰 ７％），其中含 Ｋ 肽段仅占

０􀆰 ０４％。 当洗脱梯度升高至 ６０％ ＡＣＮ，高达 ９９􀆰 ０％
肽段为 Ｎ 端被标记一个 Ｃ１０ 的不含 Ｋ 肽段，含 Ｋ
肽段比例仅为 ０􀆰 ６％。 继续升高梯度至 ９５％ ＡＣＮ，

·８２７·
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不保留肽段以被标记 ２ 个及以上 Ｃ１０ 的含 Ｋ 肽段

为主，占比为 ９０􀆰 ２％，较富集前提高了 ３５％。 在平行

两次的 ９５％ ＡＣＮ 中共鉴定到 ４ ５６８ 条含 Ｋ 肽段，序
列重合度为 ６２􀆰 ９％ （附图 ４）。 对不同洗脱梯度下鉴

定到的含 Ｋ 肽段的序列重合度进行比较（图 ６ｂ），
发现 ９５％ ＡＣＮ 下单独鉴定到的含 Ｋ 肽段占总含 Ｋ
肽段的 ９９􀆰 ０％ （４ ５６１ ／ ４ ６０６），表明高分辨率的反相

色谱对复杂样品酶解肽段中的含 Ｋ 肽段实现了高

效分离和富集。 进一步对富集的含 Ｋ 肽段的序列

进行特征分析，如图 ６ｃ 所示，Ｋ 位点附近的氨基酸

分布以酸性氨基酸谷氨酸和侧链为非极性的氨基酸

丙氨酸、亮氨酸为主，反映了含 Ｋ 肽段具有一定的

序列一致性。 对富集的含 Ｋ 肽段定量到的蛋白质

丰度分布进行分析，如图 ６ｄ 所示，含 Ｋ 肽段定量到

的蛋白质丰度动态范围（红色圆圈）跨越了 ５ ～ ６ 个

数量级，几乎覆盖了全部肽段定量到的所有蛋白质

（蓝色圆圈），且能够鉴定到更多低丰度的蛋白质。

３　 结论

　 　 本工作发展了一种基于疏水基团标记和反相色

谱分离的方法，对复杂样品中含 Ｋ 多肽进行高效富

集和鉴定。 合成的试剂 Ｃ１０⁃Ｓ⁃Ｓ⁃ＮＨＳ 对 ＨｅＬａ 细胞

酶解肽段的标记效率高达 ９６％。 标记后的含 Ｋ 肽

段与不含 Ｋ 肽段在反相色谱实现了高效分离。 富

集后样品中含 Ｋ 肽段的比例高达 ９０％，较富集前提

高了 ３５％，对应蛋白质的丰度动态范围几乎覆盖了

全部肽段定量到的蛋白质，且能够鉴定到更多低丰

度的蛋白质。 本文发展的 ＨＹＴＡＲＰ 策略为降低样

品复杂度，提高对含 Ｋ 肽段和低丰度蛋白质的鉴定

覆盖率提供了一种简单、高效的方法。
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