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摘要

20世纪中期以来，随着DNA双螺旋结构的提出和蛋白质空间结构的x射线解析，开始

了分子生物学时代，对遗传信息载体DNA并ql生命功能的主要体现者蛋白质的研究，成为

生命科学研究的主要内容。90年代中期，在人类基因组计划(human GenomicProjcct)研究

发展及功能基因组学的基础上，国际上萌发产生了一门在整体水平上研究细胞内蛋白质

的组成及其活动规律的新兴学科一蛋白质组学(Proteomics)，它以蛋白质组(Proteome)
为研究对象。蛋白质组学(protcomics)已经成为功能基因组学研究的重要领域，其重要性

和战略意义日益显著。

蛋白质组学研究主要有两种路线：第一种是传统的双向凝胶电泳(2-DE)分离技术。

但是双向凝胶电泳技术仍然存在许多不足和一些难以克服的缺陷，比如有限的动态范围，

分离样品中分子量差别较大的蛋白、低拷贝蛋白、疏水蛋白以及极酸极碱蛋白的分辨能

力比较差，而且其操作过程费时费力，自动化程度低。针对这些固有的技术上的缺陷，

具有快速，高效，自动化程度高等优点的液相色谱技术得到了长足发展，并成为蛋白质

组学研究的第二条技术路线。发展两维乃至多维色谱分离技术，提高峰容量和分离能力

是根本上解决复杂样品分离问题的方法。从理论上说，只要组合在一起的两种模式的分

离机理正交，整个二维系统的峰容量是每一维峰容量的乘积，特别适合于复杂样品的分

析。在过去的十几年中，已经出现了一些被认为是突破性的进展，Jorgenson(多维色谱一

电泳技术)，Yatcs(Shot．gun技术)，Aebersold(1CA臌术)等科学家在蛋白质组学新
方法的研究方面打开了一个崭新的局面。

目前，蛋白质组学面临的两大挑战是高丰度蛋白质压制低丰度蛋白质造成低丰度蛋白

质检测困难以及蛋白质的定量问题。Shot．gun为代表的bottom-up技术在分离之前将蛋白质

样品进行酶解，一个蛋白质酶解成多个肽段，这势必使原本就很复杂的样品变得更加复

杂，不仅给色谱的分离能力与质谱的扫描速度提出挑战，不利于低丰度蛋白质的检测，

而且将蛋白质酶解成肽段的同时又损失了完整蛋白质的信息。ICAT技术在蛋白质的相对

定量方面发挥了重大作用，然而已有的定量技术仅局限在相对定量方面。因此，现有的

多维色谱技术在解决蛋白质组学的两大问题上存在许多不足，本论文就是围绕当前蛋白

质组学研究中存在的问题开展工作的，建立发展多维色谱技术方法达到实现高丰度蛋白

质的去除以及完整蛋白质的分离鉴定以及定量等目的。

本论文共分五章。主要内容摘要如下：

第一章总结了蛋白质组学的现状与发展以及多维色谱与其相关技术在蛋白质组学中
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的应用与进展。介绍了二维／多维分离方法的理论依据，探讨了目前蛋白质组学研究使用

的技术模式的成功与不足。并介绍了本论文选题的目的和意义，着重在于如何利用多维

液相色谱的技术实现在完整蛋白水平上的分离，去除高丰度蛋白质以及利用多维液相色

谱技术同时实现对蛋白质的定性定量等问题。

第二章以鼠肝为研究对象比较了不同的提取环境对动物组织中蛋白质提取的影响。主

要研究了三种提取环境：酸性、中性和碱性环境。利用双向凝胶电泳分离成像技术比较

了在三种不同环境下提取的蛋白质的分布的差异性，通过实验证明了在不同的提取环境

下提取的蛋白质在种类和含量上都是不同的，同时也证明了在蛋白质组学的研究中不同

的分离路线或分离模式应该根据具体分离条件的酸碱度的不同选用不同的蛋白提取方

法，以避免在分离的过程中因沉淀问题而损失蛋白质，为后续工作打下基础。

第三章针对肝脏组织蛋白建立了反相高效液相色谱／X2向凝胶电泳(RPⅨ轮一DE)的

三维分离系统。2-DE技术是比较成熟的蛋白质分离手段，但是样品负载量低是影响中低

丰度蛋白检测的一个重要原因，同时2-DE技术对于复杂的蛋白质样品的分离能力是有限

的。RPLC是生物分析中常用的高效的分离模式，对蛋白或肽等有很好的分离能力，还具

有除盐纯化样品的能力。RPLC与2一DE的分离机理正交，两种技术联合使用能在很大程

度上提高样品的分辨率。本章工作以大鼠的肝脏组织蛋白为研究对象建立了实验路线并

确立了实验条件。研究表明，蛋白质样品经过RPLC预分离之后，不同的蛋白就被富集

浓缩到不同的馏份中，极大的提高了单个馏份中的蛋白在2-DE上的上样量和分辨率，这

一点在凝胶扫描图上可以直观的反映出来，同时，实验证明RPLC分离蛋白质有着很好

的重现性，据此可以对同一样品进行平行收集，以达到进一步增大单个馏份中蛋白的上

样量的目的。因此，将RPLC作为预分离手段用于2-DE之前对样品进行预分离可以提高

蛋白质在2-DE上的上样量和分辨率。这条技术路线已经在中国人肝项目表达谱的研究中

得到应用。

第四章直接采用多维液相色谱的方法通过多维色谱分离的手段去除生物样品中的高

丰度蛋白。中心思路就是：首先利用多维色谱技术对蛋白样品进行有效分离，在完整蛋

白分离的基础上，将高丰度蛋白质在酶解成更复杂的肽段之前除掉。这条技术路线目前

还没有类似报道。具体路线简述如下：

发展了强阳离子交换色谱／反相高效液相色谱(sa矾堙LC)分离系统，对鼠肝组织蛋

白进行高效的分离。使用连续地线性盐梯度将蛋白质从SCX色谱柱上洗脱下来，得到62

个馏份，每个馏份进一步使用常规的RPLC进行第二维地分离，整个分离过程使用紫外

信号对蛋白的色谱峰进行监测，在第二维的分离过程中将信号强也就是量大的高丰度蛋
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白单独收集，其余中低丰度的蛋白进行合并、浓缩和酶解，然后使用毛细管反相色谱

(cRPLC)进行分离，之后进行质谱鉴定，62个馏份分别如法炮制。结果表明，一次实

验流程可以去除77个高丰度蛋白，占总蛋白量的34．5％，与不经过去除高丰度蛋白的样

品进行比较，鉴定蛋白的数量提高了2到3倍之多。

在此基础上，我们进一步简化实验路线并提高方法地通量。来自SCX分离之后的62

个馏份经过RPLC进一步分离之后，我们将所有含有中低丰度蛋白的洗脱液合并浓缩到

一起，共同酶解之后使用在线的二维分离系统，即shot．gun技术对酶解之后的肽段进行

分析鉴定。简化后的实验路线对中国人肝样品进行了分析，58个高丰度蛋白质被去除，

共鉴定出1213个蛋白质。

总之，这套系统对降低蛋白质样品地复杂性，避免高丰度蛋白质在分离和质谱鉴定过

程中压制中低丰度蛋白提供了一个新的手段和思路。另外，通过多维液相色谱分离的方

法去除高丰度蛋白质，相对通常使用的免疫亲和的手段，无疑更具有通用性、灵活性、

低成本和周期短的优势。

第五章发展了多维液相色谱的Top．down技术路线，即SCX／cRPLC／靶上酶解

／MALDI-TOF-TOF分离鉴定系统。采用SCX／cRPLC分离系统，实现了在完整蛋白水平上

的两维分离，本实验室发展的新方法靶上酶解技术的采用将蛋白质分离与质谱鉴定有效

的结合起来，从而实现了蛋白从分离、酶解到鉴定这样一个完整的Top．down路线。蛋白
质样品经过常规柱SCX分离之后，得到62个馏份，每个馏份继续使用毛细管反相柱

cRPLC进行第二维分离，cRPLC作为第二维具有除盐和纯化样品的作用，为直接酶解提

供了可能，利用自动点样仪将经过cRPLC的洗脱液直接收集到标准的MALDI靶板上，

点样频率为30秒／，个，经过靶上单点酶解之后用MALDI-TOF-TOF鉴定。整个系统对中

国人肝蛋白进行了鉴定，共鉴定出3313个唯一蛋白。

与通常采用的shot．gun技术相比，我们发展的多维液相色谱的Top．down技术路线更
能充分的分离蛋白质，得到更多的包括肽谱和疏水性等有关蛋白质的信息。与2-DE相比

具有成本低和自动化高等优势。

在此基础上，我们进一步发展为三维蛋白分离系统，即SEC／SC)(／RPLC系统，对肝

脏蛋白进行更为完全的分离，利用紫外可见检测对蛋白峰进行归一化处理，迸一步计算

出蛋白的含量，相对应的蛋白质色谱峰同时进行浓缩、酶解、进而MALDI-TOF-TOF检

测定性分析，以达到对单个蛋白同时进行定性和定量的目的。这条路线已经进行了有成

效的探索，得到一些初步的结果，为蛋白质组学中的定量问题提供了一个可行的有价值
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的新思路。

总之，本论文围绕蛋白质组学的研究热点，以液相色谱分离系统为基础，发展了多种

有效的分离系统，以完整蛋白质的分离为指导思想，建立了反相色谱预分离结合双向凝

胶电泳的分离路线；开创了基于多维色谱分离为基础的高丰度蛋白质去除系统；发展了

多维液相色谱的Top．down技术路线，试图在蛋白质研究主流的2-DE—MS技术之外，另

辟蹊径，对蛋白组学新方法学的建立进行了有益的探索和研究，而且多数实验路线已经

在中国人肝项目中投入使用，贡献了大量的有价值的实验数据。

关键词：多维液相色谱，双向凝胶电泳，蛋白质组学，Top．down技术，完整蛋白质

4



复旦文学博士学位论文

Abstract

Since 1950’s，scientific interest has been increasingly shifting to molecular biology with

the accomplishment of the gene sequencing of Human Genome Project(HGP)．Proteomics has

been the focus due to the role of executor of the life function．Proteomics refers to the analysis

of all the proteins expressed in a cell or tissue．The investigation of functional proteome is of

great significance given that functions of most of genes are still not well undemtood．Presently

proteomic research focuses Oll differential proteome analysis of human diseases,which is

designed to find key proteins with potentials to be used as markers for diagnosis or targets for

medication．Proteomics is also becoming the spotlight of analytical chemistry．

2D PAGE is the most universal method for proteomics and posses high resolve power for

proteins．Some problems in 2D PAGE，however,are still difficult to be overcome such as

limited pH range，time-consuming and inefficient sensitivity for low abundant proteins．The

reality has motivated considerable effort in developing new technique to resolve proteomies as

alternative approach to 2D PAGE．

Liquid chromatography technologies are powerful technology to resolve proteins．But

conventional one dimensional LC systems arc incapable of completely resolving all the

components in a complex mixture due to insufficient peak capacity．The development of two-

or multi-dimensional column based separation techniques greatly improve the resolve power

and peak capacity．During the past decade，a lot of analysts contributed to this field，such as

Jorgenson’s multi-dimensional separation，Yates’shot-gun technique，Aebersold’s ICAT

technique and so on．

This dissertation is divided into 6 parts．

In the first chapter，advances in 2D and multidimensional separation techniques were

summarized with details．The theory basis of multidimensional separation techniques was

introduced and the advantages and shoncomings of existing technical modes were discussed．

The intention and meaning of this dissertation were explained．

In chapter 2，we used rat as animal model to compare the effect of different extmction

conditions on the extracted proteins．The extract methods of tissue sample at acidic，neutral and

basic pH were described and compared by using two—dimensional gel electrophoresis and

reversed-phase liquid chromatography．The images on gel and mass spectra showed that the

5
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different method c孤enrich proteins at different pH range．Different pH extract methods can be

applied into corresponding liquid chromatography mode with the compatible mobile phase so

that the loss and precipitation could be avoided．The good reproducibility enables the sample

preparation methods to be widely applied in proteomics analysis．

In chapter 3，wc describe an approach for fractionating complex protein samples from rat

liver prior to 2-DE using RPLC．The study indicated that RPLC prefractionation can provide

strong enrichment effect which enabled ns to visualize additional and less abundance proteins．

Chromatographic enrichment was also demonstrated by the peptide mass fingerprint data,

which gave mass spectra with increased number of detected peptide and improved signal

intensity．The reproducibility of this prefractionation technology allows pooling of several

consecutive rims of the same sample，resulting in a highly enrichment of low abundance

proteins．This technology route has been applied into the study of profiling mode of Chinese

Human Liver Proteomics Project(CHLPP)．

In chapter 4，for the first time a comprehensive two-dimensional(2D)liquid-phase

separation system，coupling s仃ong cation exchange chromatography(scx)to reversed—phase

high performance liquid chromatography(RPLC)，instead of immano—affinity chromatography，

was developed at the intact protein level for depletion of high abundance proteins from rat liver

The core idea was to deplete the high abundance proteins before the digestion．

Proteins bound to the SCX phase were eluted off using a consecutive linear salt gradient．

After salt fractionation，62 fractions were obtained．Every fraction was separated further by

RPLC．Ulta'aviolet signal was used to detect the separation process．The protein peaks with

signal intensity above 0．1 AU was defined as high abundance proteins，whereas the other was

defined as middle—or low hi【gh abundance protein．Then，the effluents contained high

abundance proteins were collected individually and other effluents were pooled together．The

combined middle-or low hirgh abundance proteins were lyophilized，digested and separated by

capillary reversed phase liquid chromatography(cRPLC)．Mass spccn蜘etry Was used to

analyze the protein．62 fractions were treated using the same method．The results were that 77

high abundance proteins were depleted in an experimental process and identified proteins

number was increased 2-3 times．

Based on the results，a simplified rapid—speed and high—throughput protocol was put

forward further．Instead of separating every fraction using cRPLC，all effluents containing

6
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middle-or low abundance protein were combined，enriched，digested and separated by online

shotgun technology．The simplified method was used to analyze Chinese liver sample．58 higll

abundance proteins were depleted and 1213 proteins were identified．

In summery,the system presented a novel idea about the depletion of hi曲abundance

proteins．In contrast with affinity technology,this strategy with the advantages of low-cost and

saving-time has no bias to any proteins and could realize the global proteins analysis．

In chapter 5，for the first time，the 2-D separation platform based on the liquid

chromatography combined with on—probe digestion technique and identification of mass

spectrometry was constructed in intact proteins level for separation and identification of

complex liver tissue proteins．The 2-D liquid chromatographic system Was constructed by

coupling SCX with cRPLC．Proteins were prefractionated by SCX according to charge in the

first dimensional separation．62 fractions eluting from the first dimension were subjected

automatically to cRPLC to separate similarly charged proteins on the basis of their various

hydrophobicities．A novel rapid on-target digestion technique was adopted to couple effectively

the separation technique and mass spectrometry technique．After digestion，the matrix was

deposited on the same spot，respectively．Then，the dried plate was analyzed by mass

spectrometry．This new technology coupled the top—down approach and bosom-up

technologies．The high efficiency of system Was demonstrated for analysis of intact proteins

from the soluble lysates of normal human liver．A total of 3313 proteins were identified．

We蛐er developed three·dimensional separation system combined SEC with the

SCX／RPLC mentioned above．This 3D system exhibited the potential of further high resolution

for extremely complicated mixture．The intention of 3D system was to realize the identification

and quantification of proteins．We had explored some relative experiments and made some

effective resuIts．

In a word，the main contributes of this dissertation is the development of effective

separation system based multi-dimensional system．We aim at exploring and finding out new

teclmolclgical systems for proteomics，SO that more breakthroughs can be obtained at the

qualitative analysis and quantification study．

Keyword：multi-dimensional separation，two·dimensional gel electrophoresis，proteomics，

Top-down，intact protein
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第一章蛋白质组学现状与发展以及多维色谱与其相关技
术在蛋白质组学中的应用与进展

1． 引言

随着人类基因组计划的完成，生命科学研究己进入了后基因组时代111。在这个时代，

生命科学的主要研究对象是功能基因组学，包括结构基因组研究和蛋白质组研究等12】。

尽管现在己有多个物种的基因组被测序，但在这些基因组中通常有一半以上基因的功能

是未知的。目前功能基因组中所采用的策略，如基因芯片、基因表达序列分析(Serial

analysisofgene expression，SAGE)等，都是从细胞中mRNA的角度来考虑的，其前提是细

胞中mRNA的水平反映了蛋白质表达的水平。但事实并不完全如此从DNA到蛋白质，存

在三个层次的调控，即转录水平调控(Transcriptional contr01)，翻译水平调控(Translational

contr01)，翻译后水平调控(Post．translational contr01)。从mRNA角度考虑，实际上仅包括了

转录水平调控，并不能全面代表蛋白质表达水平。实验也证明，组织中mRNA丰度与蛋

白质丰度的相关性并不好，尤其对于低丰度蛋白质来说，相关性更差f3】。更重要的是，

蛋白质复杂的翻译后修饰、蛋白质的亚细胞定位或迁移、蛋白质一蛋白质相互作用等几

乎无法从mRNA水平来判断。毋庸置疑，蛋白质是生理功能的执行者，是生命现象的直

接体现者，对蛋白质结构和功能的研究将直接阐明生命在生理或病理条件下的变化机制。

蛋白质本身的存在形式和活动规律，如翻译后修饰、蛋白质间相互作用以及蛋白质构象

等问题，仍依赖于直接对蛋白质的研究来解决。虽然蛋白质的可变性和多样性等特殊性

质导致了蛋白质研究技术远远比核酸技术要复杂和困难得多，但正是这些特性参与和影

响着整个生命过程。传统的对单个蛋白质进行研究的方式已无法满足后基因组时代的要

求。这是因为：(1)生命现象的发生往往是多因素影响的，必然涉及到多个蛋白质。(2)多个

蛋白质的参与是交织成网络的，或平行发生，或呈级联因果。(3)在执行生理功能时蛋白

质的表现是多样的、动态的，并不像基因组那样基本固定不变【2．4】。因此要对生命的复

杂活动有全面和深入的认识，必然要在整体、动态、网络的水平上对蛋白质进行研究。

因此，在上世纪90年代中期，国际上产生了一门新兴学科～蛋白质组学&roteomics)，

它以细胞内全部蛋白质的存在及其活动方式为研究对象【5】。可以说蛋白质组研究的开展

不仅是生命科学研究进入后基因组时代的里程碑，也是后基因组时代生命科学研究的核

心内容之一。

蛋白质组(proteome)--词是澳大利iIPMacquarie大学的Wilkins和Williams在1994年首次
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提出，最早见诸于文献是在1995年7月的((Electrophoresis))杂志上『6．71。它是指一个有机

体的全部蛋白质组成及其活动方式。他们认为，生命科学的重点将要转移到在蛋白质组

水平上揭示生命的活动规律。1997年举行了第一次国际性的“蛋白质组学”会议，并于同

年出版了第一部蛋白质组学的专著。现已不但开展了大肠杆菌、酵母等低等生物的蛋白

质图谱，而且也有进行人类细胞的蛋白质图谱研究报道，并均已着手建立蛋白质组数据

库。目前，澳大利亚、欧洲、日本和美国等已纷纷成立了有关的研究机构和公司，美国

各主要大学和药厂，均迅速启动了蛋白质组学研究。值得注意的是，公司和药厂等出于

筛选新药等应用前景的考虑，已经开始进行环境变化、病毒感染、药物应用等对细胞作

用的研究。这充分显示出，在蛋白质组学这个研究领域，基础研究与实际应用研究几乎

呈并驾齐驱的趋势。可以这样认为，蛋白质组学是研究细胞内所有蛋白质及其动态变化

规律的科学，它是从更为深入的一个层次上去认识生命活动的规律。自1995年蛋白质组

概念的提出到现在，虽然只有短短的十一年时间，蛋白质组学研究却已经得到了突飞猛

进的发展。在目前功能基因尚不很清楚的情况下，直接发现功能蛋白有重要的意义。蛋

白组学作为后基因组学中的重要组成部份的地位正在得到加强，蛋白质组学正在成为本

世纪科学研究的前沿。

2蛋白质组学及其发展现状【8．54】

2．1蛋白质组与基因组

基因组是指一个细胞或生物体所携带的全部遗传信息或整套基因。生物体基因数量很

多，单细胞的细菌的基因组约含有4000个基因，目前已确定人类基因组所包含的基因多

达10万个以上。如此众多的基因，在某一特定时期也只有一部分能产生蛋白质、多肽产

物。这就是说，不同品种、不同功能的基因产物分子数目差异很大。即使对同一分子而

言，其在细胞内的数量也会随时间、环境的变化而变化。

遗传信息从DNA(基因)转变为中间转载体mRNA，然后再合成各式各样的结构蛋白

质和功能蛋白质，构成一种有机体，完成生命的功能。基因一mRNA一蛋白质，三位一

体，构成了遗传信息的流程图，这即是传统的中心法则。现在已经证明，一个基因并不

只存在一个相应的蛋白质，可能会有几个，甚至几十个。什么情况下会有什么样的蛋白，

这不仅决定于基因，还与机体所处的周围环境以及机体本身的生理状态有关。并且，基

因也不能直接决定一个功能蛋白。实际上，往往是通过基因的转录、表达产生一个蛋白

质前体，在此基础上再进行加工、修饰，才成为一个具生物活性的蛋白质。这样的蛋白

质还通过一系列的运输过程，到组织细胞内适当的位置才能发挥正常的生理作用。基因

不能完全决定这样的蛋白质后期加工、修饰以及转运定位的全过程。而且，这些过程中

9



。

复旦大学博士学位论文

的任何一个步骤发生微细的差错即可导致机体的疾病。近些年来人们又发现蛋白质间亦

存在类似于mRNA分子内的剪切、拼接，具有自身特有的活动规律。这种自主性不能从

其基因编码序列中预测，而只能通过对其最终的功能蛋白进行分析。因此说，基因虽是

遗传信息的源头，而功能性蛋白是基因功能的执行体。基因组计划的实现固然为生物有

机体全体基因序列的确定、为未来生命科学研究奠定了坚实的基础，但是它并不能提供

认识各种生命活动直接的分子基础，其间必须研究生命活动的执行体一蛋白质这一重要

环节。

由此可知蛋白质组与基因组相对应，都是一个整体的概念，但二者又有根本不同之处。

一个有机体只有一个确定的基因组，组成该有机体的所有不同细胞都共享同一个基因组；

但基因组内各个基因表达的条件和表达的程度则随时间、地点和环境条件的不同而不同，

因而它们表达的模式，即表达产物的种类和数量随时间、地点和环境条件也是不同的。

所以，蛋白质组是一个动态的概念。它不仅在同一个机体的不同组织和不同细胞中不同；

在同一机体的不同发育阶段，直至最后消亡的全过程中也在不断变化；机体处于不同生

理状态下不同；在不同外界环境下也是不同的。正是这种复杂的基因表达模式，表现了

各种复杂的生命活动。实际上每一种生命运动形式，都是特定蛋白质群体在不同时间和

空间出现，并发挥功能的不同组合的结果。

2．2蛋白质组研究的主要技术手段

蛋白质组学的科学研究之所以能够取得蓬勃的发展，主要依赖于大规模高通量分离、

分析技术的突破性进步。在蛋白质组学研究中，目前最成熟、最有效的技术仍然是双向

凝胶电泳分离——生物质谱鉴定技术，即首先用双向凝胶电泳分离纯化蛋白质，结合计

算机定量分析得到的电泳图谱，再进一步用生物质谱技术对分离出的蛋白质进行鉴定，

并运用现代生物信息学的技术对所得到的天文数字的数据进行处理，对蛋白质以及它们

执行的生命活动做出尽可能精细、准确及本质的阐述。下面简要介绍一下目前蛋白质组

学主要技术的发展。

2．2．1双向凝胶电泳技术

双向凝胶电泳(Two．dimensional gel electrophoresis，2DE)在1975年由O’Farrell以及

Klose和Scheele等人提出。2DE的基本原理是，第一相为等电聚焦，基于蛋白质等电

点的不同进行分离，第二相为SDS．聚丙烯酰胺凝胶电泳，按分子量的不同进行分离。样

品经过电荷和质量两次分离后，可以得到分子的等电点和分子量两方面的信息，把复杂

混合物中的蛋白质在二维平面上展开，这是目前所有分离技术中分辨率最高，信息量最

多的技术。对分离蛋白质组所有蛋白质的两个关键参数是高分辨率和可重复性。高分辨
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率使更多的不同种类的蛋白质得以分开；而可重复性才能使不同批次的实验数据之间，

以及不同实验室在相同条件下得到的数据可以相互比较。早期双相电泳中第一相用载体

两性电解质产生pH梯度，固相pH梯度(IPG)等电聚焦技术，即IPG胶条的商品化，

从根本上解决了双向凝胶电泳重复性的问题。为了提高电泳的分辨率，发展了窄IPG技

术，即把IPG胶条的pH梯度范围缩小至1～1．5 pH单位，通过多个连续pH范围的窄IPG

代替单个宽范围的IPG。利用这种技术，对于高等真核细胞，可以得到超过10，000个蛋白

质点。Klose报道了用增加分离距离的方法提高双向凝胶电泳的分辨能力。24 cm长的IPG

胶条已经得到成功应用，用24 cm的窄IPG胶条可以得到非常高的分辨率。另一种增加

分辨率的策略是对样品进行预分组。可以预先分离亚细胞结构或利用蛋白质的溶解性差

异用不同溶解能力的提取液分步提取，也可以用溶液等电聚焦进行预分离。在目前情况

下，双向凝胶电泳的的一块胶板(16x20锄)可分出3～4千个，甚至上万个可检测的蛋白质
斑点，使得双向凝胶电泳真正成为了蛋白质组分析的支撑技术之一。

但是双向凝胶电泳技术仍然存在许多不足。目前对双向凝胶电泳技术的改进主要集中

在憎水性蛋白质样品的制备，分离能力的改善，以及染色方法等方面。

2．2．2生物质谱技术

生物质谱(Bio．Mass Spectrometry)在最近20年间得到了迅猛发展。由于具有迅速、

灵敏、准确的优点，并能进行蛋白质序列分析和翻译后修饰分析，质谱已经无可争议地

成为蛋白质组学中分析与鉴定肽和蛋白质的最重要的手段。生物质谱技术在离子化方法

上主要有两种软电离技术，即基质辅助激光解吸电离(matrix-assisted laser desorption

ionization，MALDI)和电喷雾电离(Electro．spray ionization，ESI)。MALDI是在激光

的激发下，使样品从基质晶体中挥发并离子化，它可测的分子量高达30万，对盐和表面

活性剂有较强耐受力，适于分析简单的肽混合物，通量较高，因此在利用肽指纹图谱高

通量鉴定蛋白质方面有极其广泛的应用；ESI使分析物从溶液相中电离，适合与液相分

离等手段(如液相色谱和毛细管电泳)的在线联用(LC．ESI．MS)，适合复杂样品的分

析。软电离技术的出现大大拓展了质谱的应用空间，而质量分析器的改善也大大推动了

质谱仪器技术的发展。对于生物质谱来说，最重要的性能是灵敏度、分辨率、质量精度

和串级质谱能力。生物质谱的质量分析器主要有四种：离子阱(iontrap，IT)、飞行时间

(timeofflight，TOF)、四极杆(quadmpole，Q)和付立叶变换离子回旋共振(Fouriertransform

ion cyclotron resonance，FI'ICR)。它们的结构和性能各不相同，每一种都有自己的长处与

不足。它们可以单独使用，也可以互相组合形成功能更强大的仪器。离子阱质谱灵敏度

较高，性能稳定，具备多级质谱能力，因此被广泛应用于蛋白质组学研究，不足之处是

11



O

C

复旦文学博士学位论文

质量精度较低。最近发展起来的线性(或称两维)离子阱与传统的三维离子阱不同，离子可

储存在一个圆柱状的空问内，显著改善了离子阱质谱的灵敏度、分辨率和质量精度。与

离子阱相似，傅立叶变换离子回旋共振质谱也是一种可以“捕获”离子的仪器，但是其腔

体内部为高真空和高磁场环境。它具有高灵敏度宽动态范围、极好的分辨率和质量精度

(质量准确度可很容易地小于1 ppm)。这使得它可以在一次分析中对数百个完整蛋白质

的分子进行质量测定和定量。FTICR．MS的一个重要功能是多元串级质谱。与通常的一

次只能选一个母离子的串级质谱方式不同，FTICR．MS可以同时选择几个母离子进行解

离，这无疑可以大大增加蛋白质鉴定工作的通量。但是它的缺点也很明显：操作复杂、

肽段断裂效率低、价格昂贵等。这些缺点限制了它在蛋白质组学中的广泛应用。MALDI通

常与TOF质量分析器联用，以获得肽段的精确质量，而ESI常与离子阱或三级四极杆质

谱联用通过碰撞诱导解离(collision．induced dissociation，CD)获取肽段的碎片信息。

近年来新型的质谱技术层出不穷，对蛋白质组研究将产生潜在的深远影响MALDI—Q-TOF

这一先进平台的出现，为自动化高通量的应用提供了广阔的前景。O．TOF优异的质量精

度、灵敏度和碰撞伴随电离(CAD)能力改善了数据库搜索结果，并使其成为手工(de novo)

测序的有力工具。

2．2．3多维液相色谱分离技术

液相色谱Oiquid chromatography，LC)、毛细管电泳(capillary electrophoresis，CE)等

高效分离技术具有多种分离模式，其分离度高，耗样量少，且易于和质谱检测技术实现

在线联用，已成为生物大分子快速分离鉴定的有利工具。色谱技术近年来有了飞速的发

展，亲和色谱、反相色谱等技术随着色谱柱技术的完善，其分离时间和分离效率均有显

著的改善。毛细管电泳是另一种高效的分离技术，因其分离度高、分离速度快且易于和

电喷雾离子化质谱技术(ESI．MS)实现在线连接，在蛋白质分析中的应用也极为广泛。

确定蛋白质分子的性质，尤其是面对其复杂多变的翻译后修饰作用，就使得一维的分离

手段显得力不从心。两维分离(以shot．gun技术为代表)的结果明显优于一维，在复杂的

生物大分子的分析中具有应用前景。关于液相色谱研究现状与进展及其在蛋白质组学中

的应用在下面的内容将有详细介绍。

2．2．4蛋白质芯片技术

蛋白质芯片是将蛋白质排列在玻璃片(glass slide,s)，多孔胶片(porous gel pad slides)

或微井(microwells)上，将标记后的探针靶分子与微点阵(microartays)进行杂交，用

合适的检测系统即可确定蛋白质之间是否存在交互作用。确定蛋白质间的相互作用，可

以对细胞活动机制及功能有更深一层的了解。一个生命活动的发生，常常是多个蛋白质
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共同作用的结果。酵母双杂交系统是一种应用极为广泛的鉴定蛋白质相互作用的方法，

但操作复杂，而新兴的蛋白质芯片技术则是高通量分析蛋白质相互作用的有利工具。蛋

白质分离芯片是蛋白质芯片研究的另一个主要领域，是以玻璃、多孔硅或一些高分子材

料作为基质，通过一定的技术在基质上刻蚀出各种形式的孔道，通过色谱、电泳不同的

分离模式或不同方法和模式的组和，实现蛋白质或肽段的分离。蛋白质芯片以其上样量

小、分辨率高、设备简单、相对成本低等特点越来越引起广大研究者的关注。

2．3蛋白质组研究面临的挑战

首先，低丰度蛋白质难以检测。众所周知，蛋白质组具有多样性和可变性，即在同一

物种的不同细胞中或同一细胞在不同时期，其蛋白质组也是在不断的变化的，造成蛋白

质组异常复杂，同时由于蛋白质存在翻译后修饰，所以一个mI斟A往往对应多个蛋白质，

也就是说，蛋白质的数量远远多于基因的数量，对于人类，这个数目起码是三倍。蛋白

质在大小、相对丰度、酸碱度和疏水性方面差异很大，仅在相对丰度上，高丰度蛋白质

与低丰度蛋白质相差六个数量级甚至更高，而且，由于蛋白质无法像DNA一样被“扩增”，

这些都造成许多含量低的蛋白质在大规模的检测中很难被检测到。然而，那些对细胞功

能产生重大影响的蛋白质，其表达量往往是比较低的。因此，要从分子水平上，深入研

究生命过程的规律，探索生命现象的奥秘，必须对一些具有重要生理功能的低丰度蛋白

质进行分析监测，这对目前的分析技术和手段不能不说是一个严峻的挑战。

蛋白质的定量问题是目前蛋白质组学面临的又一个挑战。蛋白质组定量分析，即定量

蛋白质组学(Quantitative Proteomics)，是指通过某种方法或技术，对生物样品(细胞、

组织或体液等)中某些蛋白质的含量进行的比较分析。不同于基因组的普遍性和均一性，

蛋白质组存在着时间上和空间上的多样性，即在同一物种的不同细胞中或同一细胞的不

同生长时期，其蛋白质组是在不断变化着的。因此，精确地描述细胞内存在的全部蛋白

质的状态及相关的蛋白质组是很难实现的。目前，对疾病的研究主要是采用比较蛋白质

组学的方法，即通过比较某一生长阶段，正常与异常生物样品(细胞或组织)中蛋白质

表达水平的差异，进行初步筛选，进而找到与人类疾病密切相关的蛋白质，然后结合其

他生物学方法(如免疫组化、免疫印迹、聚合酶链反应及基因转录、转染等)进一步确

定其表达水平的差异，并进行功能验证，确定与疾病相关的目标靶分子，为临床诊断、

病理研究、药物筛选、新药开发、新陈代谢研究等提供理论依据和基础。因此蛋白质组

学中，定量分析的主要任务仅仅局限于解决不同条件下蛋白质表达水平的变化情况。

目前，比较蛋白质组学主要有两种定量分析技术，即基于双向聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离一质谱鉴定的定量分析技术和基于稳定同位素标记．质谱鉴定的定量分析技术。双向凝胶
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电泳比较蛋白质组学定量分析的准确程度很大程度上取决于凝胶染色的方法。凝胶上电

泳分离的蛋白质可通过不同的方法进行染色，有染色剂法、放射性检测方法以及荧光试

剂染色法等。稳定同位素标记技术(isotopelabelingtechnique)是目前比较蛋白质组学中

较新也是比较准确可靠的定量分析方法。根据标记过程的不同可以将稳定同位素标记技

术分为两大类，一类是提取前标记方法，又称为代谢标记方法：另一类为提取后标记方

法，又称为化学标记方法。但是无论哪种技术都存在着许多自身无法克服的局限性，不

涉及绝对定量问题，而且它不能分析组织中的蛋白质和一些低丰度的蛋白质，这是这些

低丰度蛋白质往往在体内发挥重要调节功能并参与一些重要的生理过程中。

从以上分析可以看出，无论是低丰度蛋白质的检测问题还是蛋白质定量问题，只有在

分析技术手段上有所突破才能从根本上解决这些蛋白质组学研究道路上的瓶颈。只有随

着新的研究方案也不断提出，检测灵敏度不断提高，才能准确找到那些对细胞功能产生

重大影响的蛋白质。因此如何检测这些蛋白质，并对其进行准确的定量分析，已成为蛋

白质组学研究中必须解决的两大难题，也将成为今后功能蛋白质组技术方法学上的研究

重点之一。

3多维色谱技术的发展及其在蛋白质组学中的应用

3．1理论基础

与一维分离模式相比，多维分离技术的最大特点是可极大地提高峰容量。Giddings【55】

指出峰容量的提高程度和样品组分分布的有序程度有着密切的关系。他还提出了样品维

数(sample dimensionality)(能够精确识别样品组分的变量数)的概念，并认为当样品维数

大于系统维数时，组分的峰分布是无序的，会限制分离的效果；如果样品的维数小于系

统维数，尽管组分的峰分布是有序的，但多维系统的高峰容量的性能并没有得到发挥；

只有当这两个维数相等时，才能充分发挥多维系统的分离能力。

根据Giddings建立的数学模型，多维分离模式的峰容量应为其构成的各个一维分离模

式的峰容量的乘积156]。然而由于溶质在多维分离模式下保留行为的相关性减少了在限制

性区域内的保留空间，该公式只能用来对多维模式的峰容量进行估计。Lin等【57】在考虑

各一维模式的峰容量、正交分离中峰展开角(spreading angle)和二维保留空间的基础上，

从理论上得到了二维分离模式下实际峰容量的计算公式。该表达式不仅能够评价多维分

离模式的性能，而且可以用于系统的条件优化。Slonecker等【58】也采用定性信息相似性技

术(qualitative informational similarity technique)，通过对信息熵、交互信息和信息相似性的

计算，根据46种不同性质的溶质在各种一维分离模式下(反相液相色谱、超临界色谱、气

14
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液色谱和胶束电动色谱)的保留时间推测出其在二维模式下信息的正交性。这种方法可以

在较短的时间内确定出适合溶质分离的二维系统。

在二维分离模式下，第二维的采样速度不仅决定了样品的分析时间，而且对系统的

选择性也有着至关重要的影响。Murphy等【59】从理论和实验上对二维色谱中采样速度的

影响进行了深入的研究。结果表明进入第二维分离的采样时间越短，整个系统的选择性

越高。为了获取最大的选择性，对于同步采样来说，进入第二维分离的每一个峰应该至

少采样3次；而对于非同步采样，采样的次数则应该增加到至少4次。这些结果为多维色

谱方法的发展奠定了理论基础。

3．2多维色谱分离技术的进展

人们对蛋白组的研究可以分为“全谱”(profilingmode)和“目标谱”(targetmode)两种

模式。前者是对于复杂混合物(如细胞的溶解产物)中所有蛋白质的分析；而后者则是对其

中一种或某一类组分的分离分析。针对不同的研究目的，在多维液相分离中采用的分离

模式也将不同。前者主要采用几种高分辨率的分离模式，而后者其中的一维通常是高选

择性的亲和分离模式。根据分离机理的不同，可以将多维分离模式大致分成多维tlPLC、

多维CE以及多维HPLC—CE三大类。此外，根据各维分离模式间连接方式的不同，也可以

分为在线分离和离线分离两类。由于在线分离具有分辨率高、无样品损失、快速、高通

量和易于实现自动化操作等优点收到广泛关注和应用，离线方式具有重复收集增大上样

量、重现性好、灵活性高等特点也发挥着重大作用。

近年来，高效液相色谱(HPLC)和毛细管电泳(c功的发展为蛋白质和多肽的分离分析

提供了新的手段【60】。然而一维分离模式所能提供的分辨率和峰容量往往十分有限。多维

HPLC方法可以采用多种不同的HPLC模式(交换色谱(IEq、亲和色谱(Ac)和反相液相色谱

(RPLC)等和cE模式(毛细管区带电泳(CZE)、毛细管凝胶电泳(CGE)、等电聚焦(CEF)、胶

束电动色谱(MEKC)和毛细管电色谱(CEC)等)通过在线或离线的方式进行偶联，从而实现

对复杂样品的分离。因此，作为和2D PAGE互补的一种分离模式，它在蛋白组学研究中

已开始发挥重要的作用。

目前多维HPLC在蛋白组学研究中占有十分重要的地位，是一种主导技术，因为

HPLC在可靠性、重现性和使用范围方面有优势。反相液相色谱具有分析速度快、分离效

率高、流动相组分与MS匹配等优点，通常被选为多维色谱分离中最后一维的分离模式。

而SEC，IEC和AC等可以作为样品的预分离模式。2D HPLC分离可分为两种方式：中

心切割(Heart．Cutting)和全二维(comprehensive 2D)方式。在中心切割方法中，经第
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一维分离后只有一部分流出物被选择性地转移到第二维进行再次分离；而全二维分离中

样品中的所有组分都经过了两维的分离，并且第一维的分离效率和分离度在后续分离中

得到保持，其峰容量高，不损失组分，是近年2DHPLC发展的热点。

图1-1全二维IEC-RPLC装置示意图

第一个真正意义上的全二维HPLC．HPLC于1990年由Jorgcnson【61】的小组完成，他

们通过八通阀IEC与SEC柱连接起来，八通阀上连接两根样品环，利用阀的切换将样品

环中的样品送入第二根柱子，两个环交替使用，利用此系统对血清样品进行分析，显示

了其对一维分离的优越性(图1．14，除MS部分)。1995年，Jorgenson[62]等又将微柱IEC

与微柱RPLC通过阀接口连接起来，实现对微量样品的分析。1997年，全二维ItPLC—HPLC

首次实现了MS的在线连接【63】(图1-1)，是二维分离的重要突破，该系统的第一维采

用了阳离子交换色谱(sCx)模式，第二维是RPLC分离，接口沿用了八通阀，3cm的

RPLC短柱加快了第二维的分离速度，在2小时内可以完成样品分离、脱盐和鉴定。

16
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图1-2 IEX／RPLC(2根平行柱)全二维系统

Opiteck和Jorgenson 164】还发展了另一种接口技术，该接口抛弃了样品环的使用，而

是使用了2根平行的RPLC柱子(图1．2)，通过两根柱子的交替使用完成样品的切换，

这种接口避免了大体积样品的收集，同时样品在第二维的柱头得以富集，但这种接口要

求2根柱子有完全一致的保留特性。在3h内，采用紫外fuⅥ可以检测到人血清白蛋白49

个胰蛋白酶酶解产物中的48个，而利用MS可以检测到58个肽(49个胰蛋白酶酶解肽和

9个非胰蛋白酶酶解肽)。为了缩短二维分离时间，Wagner[65]等在第二维使用14mm的

C18键合无孔硅胶RP柱，在20min内完成了快速全二维HPLC．HPLC分离。该系统的峰

容量可以达到600，蛋白质保留时间和峰面积的相对标准偏差分别在1％(1"1=10)和15％12

=15)以内；蛋白质的平均检测限可以达到300ng。他们进一步改善系统【66】，在第二维使

用4根平行柱，对快速2D HPLC进行了改进，将样品预处理与二维分离整合成一个整体，

分离能力更强大。系统包括2个梯度泵，2个uv检测器，1个等度泵，4根RP柱，一

根IEX柱，4个十通阀，1个进样阀，2个馏分收集器，整个系统由工作站自动控制。样

品首先经过带有离子交换功能团的RAM(Restricted Access Materials)柱进行预分离，得

到分子量小于20kDa的馏分。然后再进行SCX或SAX-．RPLC二维分离，两个梯度泵和

两个uV检测器同时工作，同时第三根RP柱进样，第四根RP柱平衡。在96分钟内分

离得到1000个峰。Vissers等【67】通过一维流出组分的收集和再进样的方式实现了不同

HPLC分离模式的在线偶联。这种方法不仅易于实现自动化，而且能够有效地避免一维和

二维分离中流动相的混合，大大优化了系统的设计。

Yates等【68】发明了一种双相柱(图1．3)(Biphasic Column)IEX／RPLC的二维方法，

称为MudPrr。双相柱是在线2D LC的新型技术，它将两种不同的固定相—scx和RPLC

17
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填料，分段装填在一根管柱内，避免了复杂的阀切换系，减少了系统的死体积。整个色

谱分离过程包括一系列依次增加的盐浓度台阶梯度洗脱和有机溶剂的线性梯度洗脱，多

肽流出RPLC填料后直接进入MS进行解析。样品在第一维SCX上被分步洗脱，洗脱

下的组分在第二维RPLC上进行分离，这种技术不是严格意义上的全二维HPLC分离，

但它利用了固定相本身的特性实现样品的转移，仪器和操作都非常简单，将该二维系统

与串级质谱(MS／MS)联用，是效率很高的蛋白组学研究技术，一次分析可同时鉴定288

种蛋白质。他们采用“shotgun”的实验方案，即总蛋白提取、酶切后用二维色谱．串级质谱

联用的方法分析蛋白质，将整体蛋白化为肽段，综合离子交换、反相色谱的分离能力和

质谱的质量分辨及序列分析能力可以大大提高蛋白质鉴定的通量和自动化程度。利用该

方法已成功地从酵母细胞中分离鉴定出近2000种蛋白质，其中包括低丰度蛋白(如转录因

子和蛋白激酶)和131个膜区域的蛋白质【69】。所有识别的蛋白跨越的动态范围至少可达

10000：1。最近他们还利用三固定相柱系统实现了3D RPLC．IEC．RPLC对在转录和后转

录阶段蛋白质修饰的研究。
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2l Equilibration

3l Salt Step

舢Wash
50tunSplit 5)RP Gradicalt

capnlal-y 6)Ooto#2

50 mFuagd 100mPacked
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碍；＆目一⋯···--___H：|越
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C_aoi妇-y Ow．ndaginto
M8∞帆昀m啦

图1-3双相柱侣CX-RPLC)与ESI的接El用于MudPIT

除在线偶联的多维HPLC分离模式外，一些离线的多维分离方式也被应用于蛋白组研

究。Zhang等【70】通过2D SEC-RPLC实现了对复杂样品中蛋白质变体的分析，Richter等

[71p1过2D IEC-RPLC-MS建立了血液滤液中肽的质量和序列数据库；而Chert等f72】也

通过2D RPLC．RPLC模式对人红白血病细胞的全细胞溶解产物中的蛋白质进行了快速的
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识别和扫描。尽管离线方式可能会导致样品在多维分离进样过程中部分损失等问题，但

它可以使整个系统得以简化。

最近Shcn等【81】采用超高效SCX-nanoRPLC—MS／MS分离鉴定了人血浆蛋白组。SCX

柱采用80 cm x320jum i．d．石英毛细管柱，内填3／．1m，300A孔径的SCX填料。采用连续

梯度进行SCX洗脱。NanoRPLC采用85 cm x30卢m i．d．石英毛细管柱和3／an，300A孔径

的C18填料。RPLC柱前连接一根4cmx75／*m的微SPE柱，SCX收集的馏分一lO#上样

在SPE柱(2rain内)，然后切换进行反相分离和ESI．MS／MS质谱鉴定。系统的峰容量

达到104，分析蛋白的动态线性范围达8个数量级，在35mg／ml的高浓度血清白蛋白存在

下，分离鉴定3"。pg／ml级的低丰度蛋白。图1-4是SCX／nanoRPLC／ESI．MS／MS分析结果，

使用36靴g样品，总共有800～1682种蛋白得到鉴定(根据鉴定标准的不同，蛋白鉴定数

也不同)。

㈣

””

】j_

忆。。土 霄 l稍{{。嫦《

图1．4高效SCX-nanoRPLC．ESI-MS／MS分离鉴定血浆蛋白组

邹汉法研究组与曾荣研究组【82】采用在线的SCX／RPLC多维系统对人血浆蛋白组进

行预分离，SCX柱采用10cmx4．6mmi．d．常规柱。采用台阶式梯度进行SCX洗脱，RPLC

采用10 cm×2．1mm i．d．柱，通过一个六通阀实现在线连接。SCX使用6个盐梯度，每个

盐梯度又经过RPLC分离之后得到5个馏份，一共有30馏份，蛋白质的分离色谱图如图
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1-5所示。每个馏份进行离线的酶解，酶解后的肽段进一步经过毛细管反相色谱柱分离，

在线的LTQ质谱检测，SEQUEST数据分析。一共得到1292个蛋白质，其中分离鉴定出

小于10ng／mL的蛋白质。
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图1．5 sa(／l冲LC多维系统对人血浆蛋白组进行预分离，SCX柱采用10 cnl x4．6 mill i．d．

常规柱。采用台阶式梯度进行SCX洗脱，RPLC采用10 cm×2．1mm i．d．柱，通过一个六

通阀实现在线连接。SCX使用6个盐梯度。

目前，各种不同的分离机理的分离模式包括双向凝胶电泳与液相色谱模式经常结合

使用以达到对蛋白质的有效分离的目的。曾荣研究组采用液相等电聚焦离线偶联一维或

二维的液相色谱用于蛋白质组学研究得到很好的效果[83．841。类似的典型的制各级等电

聚焦【85．921pS戈凝胶电泳【93．941作为第一维与第二维的RPLC联用实现对蛋白质的分离。

Lubman及其合作者将提取自细胞裂解液的大约10rag的蛋白质使用Rotofor一次性进行

等电聚焦【85．87】，然后使用RPLC作为第二维分离。他们实验组同时还开发了色谱聚焦

模式，即使用了阳离子交换柱子在pH4．7的范围内对蛋白质进行色谱聚焦。另外Kelleher

与其合作者开展了基于酸不稳定表面活性剂的制各级聚丙烯酰铵凝胶电泳用于分离酵母

蛋白193．94】。Lee等人构建了一个液相毛细管等电聚焦(CⅢF)作为第一维，纳升级的反

相液相色谱(nano—HPLC)作为第二维的这样一个二维系统[90—921。
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2D．AC．RPLC在蛋白质的目标谱研究中发挥了重要的作用。Apffel等【73】利用外源凝

集素柱与RPLC的在线连接以及MS检测对起源于重组DNA的糖蛋白水解后产生的不同

类型的糖基化肽进行了研究。Frank Hsieh等[741通过集成化的免疫亲和．离子交换一柱上酶

解一片段捕获和脱盐．RPLC．MS检测实现了蛋自质初级结构的自动化分析。此外，以外源

凝集素为基质的亲和色谱[751和固载化金属亲和色谱0MAC)[761分别与RPLC以及时间飞

行质谱TOF-MS联用技术也已被应用到肽的指纹分析中。Han等[77],tJ用IEC将细胞微粒

体中含有的蛋白质分离，收集出30个组分，接着将这些组分进行同位素编码亲和标记

(ICAT)，水解后再通过AC．RPLC．MS进行分析。利用这种方法可以确定出HL-60细胞微

粒体中491个蛋白质，并可以对它们在分化过程中的变化进行定量研究。Goshe等【78】也

采用类似的方法对低丰度的磷蛋白质进行富集和识别。Ficarro等179]采用IMAC-nano

flowHPLC．MS的多维分离模式在酵母细胞溶解产物中检测到1000多个磷酸化肽。

Gy百等[801建立了离线的SCX馏分_Ac．RPLC—MS多维系统对酵母蛋白组进行了分

析(图1—6)。他们认为离线系统在上样量、柱效优化及操作便利方面有优势。样品经过

ICAT试剂标记，进行定量蛋白组的研究。

1D

B懈帮
W,AT-labaled Imptida mixture -300,000

S

SCX caromatQgr印Vq

∽胃嗍

图1—6利用多维色谱和ICAT策略进行蛋白组分析

4．本论文选题目的和意义

蛋白组学研究必须建立在强大的分离分析技术平台基础上。多维色谱分离发展多年，

在技术多样性、峰容量、分辨率上有了很大的提高，在蛋白质组学研究中的实际样品分

耐啪№西忡艄’莒
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析上越来越多的得到应用。

本论文以目前蛋白质组学研究中面临的挑战等难点问题展开了一系列研究工作。以液

相色谱分离系统为基础，对比了目前的样品提取的方法提取蛋白质的种类的不同，发展

了多种有效的分离系统，以完整蛋白质的分离为指导思想，建立了反相色谱预分离结合

双向凝胶电泳的分离路线；开创了基于多维色谱分离为基础的高丰度蛋白质去除系统；

发展了多维液相色谱的Top—down技术路线，将液相色谱分离的优势及Top．down技术路线

的优势完美结合在一起，在蛋白质研究主流的2一DE．MS技术之外，另辟蹊径，对蛋白组

学新方法学的建立进行了有益的探索和研究。

尽管本论文针对蛋白质组学研究的热点问题，发展了相关的新技术新方法并进行了实

际的应用研究，取得了一定的阶段性的成果。但由于时间及各种条件的限制，仍有一些

工作需要进一步的优化和完善。
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第二章蛋白质提取方法对蛋白的预分离和富集效果的比
较研究

l引言

在蛋白质组学研究中，有效地和具有重现地样品准备方法是整个分离分析过程的第一

步，是成功分离样品的前提和关键。双向凝胶电泳中样品准备的目的是将原始的样品转

化成能够用于第一维IEF分离的合适的物理化学状态，同时还要保持样品中蛋白质的固

有的电荷和分子量不变。这就意味着样品中的蛋白质需要被做溶解、解离、变性和还原

处理，同时还要保证其固有的一些性质不变，否则影响等电聚焦的效果。特殊的样品准

备方法首先依据分离的目的的不同相应的选用不同的具有针对性的方法。蛋白质样品准

备方法【14】也多种多样，范围比较广，从提取比较简单的可溶性的蛋白到使用离液试剂、

表面活性剂和还原试剂等来提取复杂的蛋白质复合物，同时样品准备方法包括将复杂的

蛋白质混合物重现性分离到适当数量的馏份中，起到对不同目标的分类富集作用，一个

有效的样品准备过程能够重现性的溶解一定种类的蛋白质，包括亲水性和疏水性的蛋白，

阻止蛋白质的解离，防止聚焦过程中蛋白质因溶解性下降而丢失，避免样品提取后的化

学修饰包括因酶和化学反应造成的蛋白质降解，除此之外，一个有效的样品准备过程还

包括除去一些干扰分子比如除去干扰的高丰度蛋白或非相关种类的蛋白，使目标种类的

蛋白达到可以检测的水平。然而，大多数用于双向凝胶电泳的样品提取方法的目的是在

要求的pl／MW范围内尽量溶解更多的蛋白。常用的双向凝胶电泳的样品裂解液包括离液

试剂(urea,thiourea)，还原试剂(DTr)，表面活性剂(CHAPs)等【5-10】，而且这些裂解液通

常在中性范围内，这就导致在很多情况下，一些具有极算极碱等电点的蛋白因为不能溶

解在中性裂解液中而丢失。为了避免这种丢失，本工作提出使用酸碱不同的裂解液作为

现有中性裂解液的补充，这～想法运用到大鼠肝脏蛋白的提取。双向凝胶电泳分离之后

的胶上成像比较显示酸性裂解液能够更多的提取碱性蛋白质，与之相对的是碱性裂解液

能够更多的提取酸性蛋白质。换句话说，不同的裂解液能够提取不同等电点范围的蛋白

质，一定程度上对复杂的蛋白质起到了预分离的作用，对特定的蛋白质尤其是一些低丰

度蛋白质又起到了富集的作用，另外，不同的pn的提取方法提取的蛋白质还可以根据流

动相与裂解液pH的兼容性相应的运用到不同的液相色谱模式上。新的样品准备策略为找

到更多的有价值的蛋白或生物标记物提供了更多的机会。另外，匀浆法是机体软组织破

碎最常用的方法之一，其工作原理是通过固体剪切力破碎组织细胞，释放蛋白质进人溶

液。由于匀浆过程中蛋白质被酶解的可能性较小，所以匀浆法是一种简便、快速、风险
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小的组织破碎方法，是实验室首先考虑的方法之一，故本实验中选用匀浆法作为鼠肝组

织细胞的破碎方法研究蛋白质的提取。

2实验部分

2．1试剂与材料

乙腈(CAN，高效液相色谱纯，Merck Co)，三氟乙酸(TFA，高效液相色谱纯，

Tcdia company．inc．)，丙烯酰胺、苯甲磺酰氟(PMSF)、考马斯亮蓝R一250、二硫苏糖醇

(DTr)、3-【(3．胆酰胺丙基)一二乙胺卜丙磺酸(CHAPS)(上海华瞬生物工程有限公司)，双

丙烯酰胺(bis，Fluka BioChemika)，甘氨酸(上海生工生物工程有限公司)，N，N，N，N，-

四甲基乙烯胺(TEMED)、溴酚蓝(Pharmacia Biotcch)，尿素、柠檬酸铵(华美生物工程

公司)，十二烷基硫酸钠(SDS，上海生工生物工程有限公司)，Ⅸ．氰基4-羟基-肉桂酸

(CHCA，Sigma Chemical Co)，测序级胰蛋白酶为Roche公司产品；甘油、丙酮、甲

醇、乙酸、碳酸氢铵等为国产分析纯试剂，实验中所用水为MiUi．Q去离子水。

健康大鼠肝组织样品由复旦大学中山医院肝癌研究所提供，所有样品都在-80"(2保存

以防止蛋白质降解。

2．2样品制备

鼠肝组织被切成小块，用冰生理盐水(0．9％NaCl溶液)清洗三次以除去体液及血液中

一些可能的污染物。接着称重，均分成三份(O．19／／ti})，以1：5(g：mL)的比例分别加

入不同的提取液，提取液1为：1 mM PMSF，0．1％(v／v)TFA，pH 2．8；solution 2．-9 M urea，

2％(w／v)CHAPS，50 mM DTT，1 mM PMSF，pH 6．2；solution 3：9 M urea，2％(w／v)

CHAPS，50 toni DTr，1 mM PMSF，40 mbt Tris，pH 9．5。然后置于玻璃匀浆器内进行

手动匀浆，直至组织完全破碎，整个匀浆过程在冰浴中进行。匀浆液混旋20分钟，在铲c

条件下18000 g离心15 mill，取上清液即为提取蛋白，依次命名为：S1，s2，s3。一80"C

保存备用，蛋白质提取液用修饰改进过的Bradford法定量【12】，三种提取液的浓度依次分

别为3．8，10．2，8．3mg／mL。

方法的重现性通过蛋白浓度的相对标准偏差(RSDs)进行考察，不同的裂解液平行5次

提取蛋白，测量的浓度的相对标准偏差小于2．1％，表明方法有良好的重现性，详细的结

果列在表2．1中。

2．3蛋白质的双向凝胶电泳分离

采用IPGphor(Amersham Pharmacia公司)电聚焦仪。所有的样品均采用水化泡涨上
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样方式。样品的体积依IPG胶条长度而异，7 cm为120～140／．LL，18 cm为340～370弘L，

24cm为450N480ⅣL，本实验中鼠肝提取的蛋白样品均采用7 cm，pa3～10的非线性胶

条进行等电聚焦，将适量体积的样品与水化液(8M尿素，2％CHAPS，50raM DTr，lmM

PMSF,两性电解质)混合加入等电聚焦槽，对于s1需要另外加入Tris至30mM调节pH值至

中性，否则会使两性电解质失去失去作用。每种提取液的上样量均为7靴g。取胶条胶面

向下覆盖在样品上，检查胶条下不能有气泡，也不能使样品浸没胶条上面。然后在胶条

上覆盖一层矿物油以防止水化液挥发。设置仪器控温为20℃，低压水化12 h，其中保持30

v电压6个小时，然后50 v电压6d,时。水化结束后，进行梯度升压，对于7 cm，升压程序

为250V，1h，500、啦h，1000"W1 h，2000V／1 h，4000V／6h，500V／12h。

等电聚焦结束后，将胶条从聚焦槽内取出，在两层湿的厚滤纸之间轻压吸去其表面的

残留的矿物油以及其他残留杂质或者存放在．20℃以便等待后续的分离。平衡管内加入平

衡缓冲液I：50mmoFLTfis-HCI，pH8．8，6mol／L尿素，30％甘油，2％SDS，10mg／ml

IYlT。将胶条背面贴管壁置于平衡管内，摇床上摇动平衡15min，取出胶条，倒出平衡液，

加入平衡缓冲液Ⅱ：50 mmol／L Tris．HCl，pH 8．8，6 mol／L尿素，30％甘油，2％SDS，

12．5 mg／ml碘乙酰胺，摇床上摇动平衡15min。

双向凝胶电泳的第二维采用Bio．Rad公司的Mini．Protean(7cm)SDS．PAGE电泳仪。凝

胶为手工灌制的12％的非梯度胶，大小为7锄×5 cm(1 111111厚)，顶部留1 cm左右空间

用于放置IPG胶条。用镊子夹住胶条一端倾斜插入放入制胶的玻璃板内，使其贴紧凝胶

上端面，加满已加热(--75"C)融化的琼脂糖封胶溶液(25 mmol／LTfis，HCl 0H 8．3)，192

mmoI／L甘氨酸，0．1％SDS，0．5％琼脂糖，痕量溴酚蓝)。注意此过程尽量不要引入气泡。

等封胶溶液凝固后，将胶板安装至电泳仪上，打开电泳仪，调节电流，每块胶约10 mA，

以恒电流方式开始电泳。待电泳前沿(溴酚蓝)移动至分离胶时，调节电流到每块胶20 mA，

继续电泳。当前沿达到胶的底端，调节电流到0，关闭电泳仪总开关。取下玻板，用塑料

片小心撬开两玻板，以去离子水不断冲洗胶面，至胶与玻板分离。

电泳后的7cm的凝胶用考马斯亮蓝R．250染色法进行染色5d,时或过夜，然后用脱色

液(10％乙醇+10％乙酸)脱色直至背景完全清晰为止。凝胶的扫描使用ImageScarmer扫

描仪(Amersham Pharmacia公司)，图像分析软件为ImageMaster2D version 3．01

(Amersham Pharmacia)。

2．4胶上酶解与质谱鉴定

因为只进行验证实验并不进行大规模的全蛋白的鉴定，所以只对小部分蛋白点进行了
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鉴定，采用了手工切胶和酶解的方式。把蛋白质点切下，移入96孔板内，对于考马斯亮

蓝染色的胶的酶解，采用如下步骤：1，移去96孔板内的液体；2，加入100Ⅳ瑚t色液(50

mmol／L NH4HC03溶液／50％乙腈)脱色15 rain，弃上清液，重复两次，至凝胶变为无色透

明；3，加入100I,L100％乙腈使胶粒脱水10rain，移去乙腈，放入37℃烘箱中10mill以确

保干胶；4，在干燥的凝胶颗粒中加入3口L胰蛋白酶液，酶液用25 mmol／LNI}14HC03溶液

配制，浓度为12．5 ng似L，于4"C放置30 rain使胶粒完全泡胀，取出后于37℃恒温酶解3 h

或者过夜；5，酶解完毕，每孔加入60ⅣL提取液(0．I％TFA／50％乙腈)，放置30 rain，将

孔内溶液转移到另一个96孔板，重复两次，将提取液合并。提取液在N2流保护下，40℃

浓缩至千。

将干燥的肽段重新溶解于0．8埘5 mg／mL CHCA溶液(溶剂：O．1％TFA／50％乙腈∞．3

mg／mI持檬酸铵)中，并将其全部点样到MALDI靶板上。使用4700串联飞行时间质谱仪
进行质谱分析(美国应用生物系统公司，Applied Biosystera)。采用MALDI离子源，飞行

时间分析器，由4700 ExplomrTM软件控制。激采用337mn，200Hz。采用正离子反射模式

fReflector Positive Acquisition／processing Method)。质谱加速电压为20kV，串级质谱加速

电压为8kV。质量范围设置为800—3200Da。选择每个PMFi著中前6个强度最大的且信噪比

大于35的肽段作串级谱。

用GPS软件(version 1．0，Applied Biosystems，USA)，Mascot(version 1．6，

httrl：／／www．matrixseience．com，Matrix Science，London，UK)搜索引擎。检索数据库：NCBI；

检索种属：鼠(rat)，可变修饰选为C端的脲甲基化(Carbamidomethy(C))和甲硫氨酸的

氧化(Oxidation(hD)。肽质量误差范围设置：±0．3Da；串联质谱质量误差范围设置为：±

0．4Da。将马肌红蛋白配成溶液，热变性之后，加入胰蛋白酶(trypsin：蛋白质=1：35，质

量比)进行酶解，所酶解的肽段对仪器进行质量校正，仪器校准之后方可进行蛋白质鉴

定。

2．5蛋白质的反相液相色谱分离

色谱系统由LC．2010分离装置和FRC．10A馏份收集装置组成(Shimadzu Corp．，

Japan)。LC．2010系统是一套高集成的色谱分离系统，它由一个低压四元梯度泵，自动进

样器，在线脱气系统，恒温系统和一个双波长的紫外可见监测器组成。系统自带的Class-VP

工作站负责记录和处理数据，FRC．10A馏份收集系统由SCL-10A控制器进行控制

(Shimadzu Corp．，Japan)。

色谱柱采用C18的反相柱(大连依利特分析仪器有限公司，中国)，内径是4．6mm，
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20era长，采用51tm，300A，Hypersil填料，分析柱前加一个2cm长内径为4．6ram的保

护柱以防止污染或堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。上样量为100／Mg，上样前分别

用流动相r1：1，v／v)稀释样品S2和s3避免体系不兼容造成沉淀堵塞柱子。

梯度洗脱溶剂为：A：100％水一O．I％TFA；B：100％乙腈．0．1％TFA。流动相洗脱梯度

为：0％B15分钟，30分钟线性上升至30％B，接着又用30分钟时间从30％B线性上升

至50％B，然后20分钟内升至80％B，保持5分钟，2分钟内降至O％B。流速为1．O

ml_／min，紫外检测波长为215rim。

3结果与讨论

3．1双向凝胶电泳法对不同环境下提取的蛋白质的比较研究

三种方法提取的不同的蛋白质样品S1，s2和s3分别使用双向凝胶电泳的方法进行

分离，图2-1(A-C)给出了双向凝胶电泳图谱，从这三张谱图的对比可以明显看出蛋白质

的分布存在着很大的差异。中性条件下提取的蛋白质种类主要集中在等电点5．7的范围

内，酸性条件下提取的蛋白质偏碱性的多，与之相对，碱性条件下提取的蛋白质偏酸性

的多。根据谱图的两维坐标部分蛋白质的点被选取，进行切胶、酶解和MALDI-TOF-TOF

质谱鉴定，鉴定结果列于表2-2中，在酸性条件下提取的蛋白用S1作为前缀，类似的中

性和碱性条件下提取的蛋白质分别用s2和s3作为前缀来区分。

Table 2-1不同方法提取鼠肝组织蛋白质的结果比较
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图2-1鼠肝组织提取的蛋白质的双向凝胶电泳谱图。(S1)酸性裂解液，(s2)中性裂解液，

(S31碱性裂解液(详细的实验条件见实验部分)。

从图2．1和鉴定的实验结果可以看出不同的提取方法可以一定程度上简化整个组织样

品的复杂程度，而且对某些蛋白质可以起到富集的效果。下面举例说明，过氧化氢酶

(Catalase)在酸性条件下被富集成为一个比较大和颜色深的蛋白染色点(Sl中的NO．11)，

在中性和碱性条件下含量却比较少，表现在谱图上就是一个比较小的蛋白点(s2中的NO．

71和(s3中的NO．10)。反丁烯二酸的乙酰乙酸水化酶(Fumarylacetoacetate hydrolase)在酸

性提取物分离的谱图中表现的蛋白点(Sl中的NO．9)远强于其在碱性提取物分离的谱图

中表现的蛋白点(s3中的NO．趵。类似的情况，蛋白的二硫异构酶A3前驱体(Protein

disulfide isomerase A3 precursor)在碱性提取样品的2一DE谱图上的蛋白点(s3中的NO．61

强于其在中性提取样品的2-DE谱图上的蛋白点(s2中的NO．51。
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图2．2过氧化氢酶(Catalase)的质谱图分别来自(A)S1中的NO．11 03)s2中的NO．7。

这种策略能分别富集不同的蛋白，进而提高了质谱的质量，比如提高了谱图的信号强

度与信躁比而且提高了可以用于做串极鉴定的肽段的数量。以过氧化氢酶(Catalase)为例，

经过鉴定，s1中的NO．11与s2中的NO．7都为同一蛋白过氧化氢酶，其序列为：

NFlDⅥ口DYGAR，但是比较二者的质谱图(图2-2)可以看出，S1．11的肽谱的信号强度

和信躁比都明显强于s2—7，这归因于提高了可以用于酶解的蛋白的量。对于点S1．11肽

谱图上有27条肽段得到匹配，而点s2．7匹配的肽段只有12条，而且点s2．7匹配的肽段

都包含在s1—11中，因此相对点S2．7来讲，点S1．11有更多的肽段用于蛋白鉴定，很大

程度上提高了蛋白质鉴定的可靠性，提高用于蛋白鉴定的肽段数量对一些低丰度蛋白质

的鉴定更为重要。

低丰度蛋白质是蛋白质组学研究中的热点，目前来讲提高蛋白质在分离过程中的上样

量是使低丰度蛋白质达到可以观测的水平的一个有效手段。根据本论文的实验结果，采

用不同的pH提取蛋白质也是对部分蛋白的一个富集过程。由ImageMaster 5．0分析软件

对双向胶S1一S3上的蛋白质点的数量进行了计算统计，分别为1050，1260，980，由此可

见，可以观察到的总蛋白质点的数量远多于单纯一种方法所能分辨的蛋白质点的数量，

也就是说，三种裂解液的联合使用比单独使用标准方法或中性提取方法能够提取更多的

蛋白质，提取更多的蛋白质为发现更多的有价值的生物标记物提供了条件和前提。另外，

蛋白质组重叠群方法的应用在一定程度上提高了二维凝胶电泳的分离能力，主要是利用

墓自i§
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多块在不同pn梯度或分子量上相互重叠的双向电泳图谱，结合图像分析技术拼接成一张

完整的双向电泳图谱，其实质是使每一块凝胶在较窄的pH梯度和分子量范围内分离蛋白

质，以提高分辨率。现在国外的主要趋势有第一维电泳采用窄pH梯度胶分离。窄的pH

梯度的IPGs胶条的出现为通过提高第一维的分辨率达到提高鉴定蛋白质的数量提供了机

会[11，17]。已经有文章【17l报道碱性pH范围的胶条，如pH 6-11和9_12，适合有效的

重现性的分离等电点在9．o_10．5这一范围的碱性蛋白。常用的胶条一般为7 pH单位(pH

3-10)，采用窄pH胶条之后，相同的长度上的pH范围缩小，有的降低为3个pH单位，

有的甚至仅为1个pH单位，那么多个连续窄pH梯度的胶条的联用(如pH4-7，6_11和

9-12)相比一个宽范围的胶条其上样量就显著提高，相应的分辨率也会得到很大提高。

因此，如果将本工作提出的蛋白质样品提取策略与使用窄的pH梯度的IPG-s胶条结合起

来，即酸性环境提取的富含碱性蛋白的样品使用多个碱性范围窄的pH梯度的IPGS胶条，

反之，碱性环境提取的富含酸性蛋白的样品使用多个酸性范围窄的pH梯度的口GS胶条，

那么将会迸一步增大上样量和分离效率，为检测更多的蛋白质尤其是中低丰度蛋白提供

了可能性和更多机会。

3．2反相液相色谱法分离比较不同提取条件下提取的蛋白质

液相色谱以其不同的分离机理、高自动化程度、高灵敏度和良好的重现性等优势越来

越成为继双向凝胶电泳之后蛋白质组学研究中又一重要的研究手段或重要的技术补充

『13．15]。然而，如果液相色谱流动相的酸碱度与蛋白质的裂解缓冲液的酸碱度不匹配，

那么许多蛋白就很容易发生沉淀现象，一旦在柱子内部发生沉淀，柱子就会被堵塞分离

过程就不能完成。例如反相液相色谱和强阳离子交换色谱这二者因为流动相中使用三氟

乙酸(TFA)所以流动相呈强酸性，但是如果样品使用本工作所推荐的酸性提取方法，

那么就不存在流动相与样品缓冲不兼容而沉淀的问题。TFA是液相色谱流动相中常用的

添加剂，在蛋白质的分离过程中可以作为流动相的改进剂改善色谱峰的峰形和提高回收

率，同时TFA又有很强的挥发性在后续的处理过程中容易除掉，所以TFA在液相色谱实

验中得到广泛的应用。另外在样品提取过程中，加入TFA意在利用其离子对的效应增加

对小分子量蛋白质的溶解。Scheffier实验组【18】报道通过使用0．1％TFA的提取液提高小

分子量蛋白质或肽的溶解度的一个高产率的提取方法。类似的报道【15】还有使用0．05％

TFA作为裂解液来富集心脏肌肉组织中的肌丝蛋白，另外也有报道使用乙腈和0．1％TFA

的变性条件提取血清中的蛋白【2】。图2．3给出了使用反相液相色谱分离三种提取物的色

谱图，其中图2-3(A)是s1的色谱图，同时使用相同的梯度对平行三次提取的s1分别进

行分离所得谱图如图2-3(A)所示，从这三张色谱图可以看出这种提取方法有很好的重现
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性。另外，s2和s3也使用RPLC进行了分离，相应的色谱图如图2-3(1q})(c)所示，为了

避免分离过程中的沉淀，进样之前先用流动相A相对样品进行稀释。与图2-3(A)相比，

图2．3(B)(c)上的色谱峰明显减少。两方面的理由解释了为什么生物组织蛋白能够在低的

pH条件下提取。首先，在酸性条件下，很多酶包括蛋白酶、激酶和磷酸酶等处于比较稳

定的状态同时发生后翻译修饰的可能性比较小，同时为巯基和二硫化合物提供了相对稳

定的环境【16】。其次，在相对高的pH条件下容易发生的巯基氧化和thiol--disulfide的交换

反应在酸性条件下也得到抑制，在中性条件下，这些反应将会导致蛋白质之间的共价耦

联进而发生蛋白聚集现象。中性和碱性裂解液提取的蛋白质不仅适合使用双向凝胶电泳

分离，而且也适合使用阴离子交换色谱或疏水性色谱等分离手段。因此，根据分离使用

的具体的分离方法和分离体系相应的选择合适的样品准备方法是非常必要的，同理不同

的样品应该根据其具体的生物及物理化学性质相应的选择最佳的分离方法和相兼容匹配

的分离体系以达到最佳的分离效果。总之，液相色谱和以凝胶为基础的分离方法相互补

充，为蛋白质组学的研究提供了高的峰容量和分辨率，为找到有价值的目标蛋白进行后

续的深入研究提供了分离技术平台。
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图2．3鼠肝组织蛋白的RPLC分离的色谱图。(A)S1的RPLC分离的色谱图，平行三次提

取的样品分别经RPLC分离的色谱图。(B)s2的RPLC分离的色谱图(C)s3的RPLC分离

的色谱图。(详细的实验条件见实验部分)

4结论
本工作首次对鼠肝组织蛋白在不同pH条件下的提取方法和效果进行了研究，利用双

向凝胶电泳和反相液相色谱两种手段对其进行比较研究，并提出了合理的解释和建议。

双向凝胶电泳的谱图及质谱信号表明这种提取策略能富集不同pH范围的蛋白质，如果能

够进一步结合相应的窄的IPGs胶条进行分离实验，将会很大程度上提高样品的负载量和

分离时的分辨率，提高对中低丰度蛋白的检测能力。不同的提取方法还可以运用到相应

的与之兼容的液相色谱模式中，增加分离手段的多样性和提高分离效率。实验证明样品

准备方法具有良好的重现性，使之能够在蛋白质组学研究中广泛应用。
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第三章 反相液相色谱／双向凝胶电泳分离系统的建立及
其在蛋白质组学研究中的应用

1引言

传统的二维凝胶屯泳技术历经了四分之一个世纪的完善，目前仍然是蛋白质组学研

究中的广泛使用的技术[14]，鉴于蛋白质组高度的复杂性，质谱分析前，对复杂的蛋白

体系进行有效地分离是很重要也是非常必要的。第一，可以对复杂体系中某一类的目标

蛋白质进行专门研究；第二，可以大大简化分析体系的复杂程度，从而增加鉴定的确定

性。目前主要采用预分离的手段简化复杂的蛋白质组体系，主要方法有，亲和色谱分离

法f5．9】、亚细胞器的提取、电泳分离及色谱分离等。

生物体中的许多高分子化合物具有和某些相对应的专一分子可逆结合的特性，这种特

异性结合能力称为亲和力，根据生物分子间亲和吸附和解离的原理，而建立的色谱法称

为亲和色谱法。亲和色谱是吸附色谱的发展。亲和色谱可用于任何两种有特异性相互作

用的生物大分子之间。目前亲和色谱技术在蛋白质和生物活性物质的分离纯化应用方面

十分广泛，总的说来，主要有利用生物大分子之间亲和力的亲和色谱分离和金属螯合亲

和色谱【8】，前者利用抗体来选择某类特定的蛋白质，即利用抗原、抗体间的特异性反应

来有针对性地选择分离出某一种蛋白质或翻译后修饰的蛋白质，而使分析体系得以简化，

后者以普通凝胶作为载体，连接上金属离子制成螯合吸附剂，用于分离纯化蛋白质，蛋

白质中某些官能团对某种金属离子具有亲和力是这种方法的理论依据。亲和色谱的优点

是操作条件温和，步骤简单，效率高，特别对分离含量极少而又不稳定的活性物质最为

有效。这种技术也有局限性，即不是任何生物分子都有其特定的配基，且针对某一特定

的分离对象，就需要制各专一的配基并选择特定的色谱条件，同时专一配基的制备需要

较高的成本和时间，所以亲和色谱柱使用率较低。

根据细胞(或组织)中各亚细胞器密度的不同，进行亚细胞器的提取t18]。提取方法

主要有两种，一是利用不同浓度蔗糖溶液密度的差异进行的密度梯度离心法，一是利用

密度不同的亚细胞器的沉降系数的差异进行的差速离心技术。利用提取不同的亚细胞器

对生物样品中的蛋白质进行预分离，不仅可以简化复杂的蛋白质组体系，还可以对鉴定

出的蛋白质进行细胞定位。目前对提取细胞核、细胞膜、线粒体等亚细胞器已有比较成

熟的方法。但是利用提取亚细胞器对蛋自质组进行预分组的方法往往需要的样品量较大，

且样品利用率低，即很难一次提取出几种亚细胞器，另外有些亚细胞器目前还没有办法
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提到，造成蛋白质在提取过程中的损失。

制各级等电聚焦f13．17]也是常用的一种预分离手段，这种方法很大程度上依赖于仪器

设备，代表性的设备有：Rotofor(rotationally stabilized focusing apparatus)[13]，continuous

free—flow IEF[141，Gradflow(multi_functional electrokinetie membrane apparatus)[15]等。高

的上样量是这种方法的主要优点，这种方法不可避免的需要大量使用两性电解质，大量

两性电解质的存在就会干扰下游的分离和分析，给后续的分离和分析工作造成困难，目

前没有一种很好的方法能够有效的除去两性电解质同时保证较高的蛋白回收率，因此，

此方法的推广有待于一些技术环节的突破。

常规液相色谱是一种最常用的分离模式，如反相液相色谱(RPLC)【10．111，离子交

换色谱(IEC)f12]，体积排阻色谱(SEC)和疏水，亲水作用色谱(I-IIC)等一般用来对

样品进行预处理，也就是说作为正式分析前的粗分。一维的色谱模式的峰容量是有限的，

对于蛋白组等非常复杂的体系一维色谱不能满足完全分离要求。多种分离模式的连用，

是人们掌握的对复杂混合物分离效率最高的方法。提高分离系统的峰容量是解决复杂体

系分离问题的根本途径，将多种基于不同机理的分离模式联合使用成为最佳的选择。常

规色谱和传统的二维凝胶电泳连用为解决复杂体系的高效分离提供了可能性。

本工作以肝组织为研究对象采用离线的方式建立了反相液相色谱与二维凝胶电泳联

用的分离系统。反相液相色谱首先对样品进行预分离，根据疏水作用力的不同将蛋白进

行粗分，利用色谱良好的重现性对同一样品进行平行收集，从而大大提高了蛋白的上样

量，尤其是低丰度蛋白的上样量，为检测出更多的蛋白提供了机会，同时反相液相色谱

与二维凝胶电泳具有正交的分离机理，极大的提高了系统的峰容量，进而也很大程度上

提高了对蛋白的样品的分辨能力。啮齿类动物，以大鼠为例，因为这一物种与人类具有

很高的相似性，所以广泛地作为实验动物模型应用于生物学及病理学上地研究。本实验

首先以鼠肝蛋白为对象建立了多维分离系统并优化了实验条件，继而将此实验路线运用

到人肝蛋白质组表达谱的项目中。

2实验部分

2．1试剂与材料

乙腈(ACN,高效液相色谱纯，Merck Co)，三氟乙酸(TFA,高效液相色谱纯，Tedia

company．inc．)，丙烯酰胺、苯甲磺酰氟(PMSF)、考马斯亮蓝R-250、二硫苏糖醇(OTT)、

31(3．胆酰胺丙基)．二乙胺】．丙磺酸(CHAPS)(上海华瞬生物工程有限公司)，双丙烯酰胺

(Fluka BioChemika)，甘氨酸(上海生工生物工程有限公司)，N，N，N，N，-四甲基乙烯胺
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(TEMED)、溴酚蓝(Pharmacia Biotech)，尿素、柠檬酸铵(华美生物工程公司)，十二

烷基硫酸钠(SDS，上海生工生物工程有限公司)，俚-氰基-4一羟基．肉桂酸(CHCA，Sigma

Chemical Co)，测序级胰蛋白酶为Roche公司产品；甘油、丙酮、甲醇、乙酸、甲醛、

硫代硫酸钠、硝酸银、过硫酸铵、碳酸氢铵、氯化钠、铁氰化钾、无水硫酸铜和碳酸钠

等为国产分析纯试剂，实验中所用水为MnH．Q去离子水。

健康大鼠肝组织样品由复旦大学中山医院肝癌研究所提供，健康的法国人肝组织由

国际人肝组织提供。所有样品都在．80℃保存以防止蛋白质降解。

2．2样品制备

鼠肝组织被切成小块，用冰生理盐水(0．9％NaCl溶液)清洗三次以除去体液及血液中

一些可能的污染物。接着称重，以1：8(g：mL)的比例加入提取液(8mol／L尿素，2％(w／v)

CHAPS，50raM DTT，和1 mmol／LPMSF)，然后置于玻璃匀浆器内进行手动匀浆，直至

组织完全破碎，整个匀浆过程在冰浴中进行。匀浆液混旋20分钟，在40c条件下15000 g

离4M0 rain，取上清液即为提取蛋白，一80℃保存备用，蛋白质提取液用Bradford法定量。

法国人肝组织样品在分发到各个实验室之前，已经统一在液氮冷却的条件下处理成

粉末，所以直接以1：8(g：mL)的比例加入上述相同的提取液并进行手动匀浆，直至组

织完全破碎，整个匀浆过程同样在冰浴中进行。然后混旋20分钟，在舻c条件下15000 g

离心10 rain，取上清液即为提取蛋白，一80℃保存备用，蛋白质提取液用Bradford法定量

【191。

2．3蛋白质的反相液相色谱的预分离

色谱系统由LC-2010分离装置和FRC-10A馏份收集装置组成(Shimadzu Corp．，

Japan)。LC-2010系统是一套高集成的色谱分离系统，它由一个低压四元梯度泵，自动进

样器，在线脱气系统，恒温系统和一个双波长的紫外可见监测器组成。系统自带的Class-VP

工作站负责记录和处理数据，FRC一10A馏份收集系统由SCL-10A控制器进行控制

(Shimadzu Corp．，Japan)。

色谱柱采用C18的反相柱(大连依利特分析仪器有限公司，中国)，内径是4．6mm，

25cm长，采用5ttm，300A,Hypersil填料，分析柱前加一个2cm长内径为4．6mm的保护

柱以防止污染或堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。为避免体系不兼容，上样前用

流动相稀释样品，离心取上清，再次测定浓度， 取30叫g上样。

梯度洗脱溶剂为：A：100％H20．0．I％TFA；B：100％乙腈-0．19mA。流动相洗脱梯
度为：0％B10分钟，20分钟内线性上升至30％B，80分钟内升至90％B，保持5分钟，

48
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5分钟内降至0％B。考虑到系统压力的问题将流速设为0．8 mL／min，紫外检测波长为

215rim。

当盐峰过去后，利用馏份收集装置开始连续收集LC的馏份，在5分钟至131分钟的

时间区间内每3分钟收集一次，然后将所有馏份用冻干机冻成粉末，接着每相邻的6个

馏份进行再次溶解合并，总共得到7个馏份。这7个馏份在进行双向凝胶电泳之前再次

用Bradford法进行定量。

2．4蛋白质的双向凝胶电泳分离

采用IPGphor(Amersham Pharmaeia公司)电聚焦仪。所有的样品均采用水化泡涨上

样方式。样品的体积依IPG胶条长度而异，7锄为120～140阻。18 cm为340～370肚，
24 cm为450～480ⅣL，本实验中鼠肝提取的蛋白样品均采用7 cm，pH 3～10的非线性胶

条进行等电聚焦，将50肛L样品与85 pL水化液(8M尿素，2％CHAPS，50raM DTT,1raM

PMSF,两性电解质)混合加入等电聚焦槽。反相液相色谱预分离的鼠肝蛋白馏份中除了

第一个馏份因为蛋白量比较低的缘故所以上样量为50／tg，其余馏份的上样量均为75肛g。

法国人肝提取的蛋白样品均采用18 cm，pH 4～7的非线性胶条进行等电聚焦，每个馏份

的上样量均为12叽g。取胶条胶面向下覆盖在样品上，检查胶条下不能有气泡，也不能使

样品浸没胶条上面。然后在胶条上覆盖一层矿物油以防止水化液挥发。设置仪器控温为

20℃，低压水化12 h，其中保持30 v电压6个小时，然后50 v电压6小时。水化结束后，进

行梯度升压，对于7 cm，升压程序为250 V／lh，500 W1 h，1000 V／1 h，2000 W1 h，4000

W6 h，500 W12 h，对于18 Clli，升压程序为250 V／lh，500 W1 h，1000 V／1 h，2000W1 h，

4000V／2h，6000V／2h，8000V／5 h。

等电聚焦结束后，将胶条从聚焦槽内取出，在两层湿的厚滤纸之间轻压吸去其表面的

残留的矿物油以及其他残留杂质或者存放在-20℃以便等待后续的分离。平衡管内加入平

衡缓冲液I：50mmol／L"Iris．HCl，pH 8．8，6 mol／L尿素，30％甘油，2％SDS，10 mg／ml

DTr。将胶条背面贴管壁置于平衡管内，摇床上摇动平衡15rain，取出胶条，倒出平衡液，

加入平衡缓冲液Ⅱ：50 mmol／L Tris．HCI，pH 8．8，6 mol／L尿素，30％甘油，2％SDS，

12．5 mg／ml碘乙酰胺，摇床上摇动平衡15rain。

双向凝胶电泳的第二维采用Bio-Rad公司的Mini-Protean f7era)或Protean 11 08cm)

SDS．PAGE电泳仪。凝胶为手工灌制的12％的非梯度胶，大小为7 em×5 cm或18 cmX 16

ella(1 mm厚)，项部留1 cm左右空间用于放置IPG胶条。用镊子夹住胶条一端倾斜插入

放入制胶的玻璃板内，使其贴紧凝胶上端面，加满已加热(～75"C)融化的琼脂糖封胶
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溶液(25 mmol／L Tris．HCl①H 8．3)，192 mmol／L甘氨酸，0．1％SDS，0．5％琼脂糖，痕

量溴酚蓝)。注意此过程尽量不要引入气泡。等封胶溶液凝固后，将胶板安装至电泳仪上，

打开电泳仪，调节电流，每块胶约10 mA，以恒电流方式开始电泳。待电泳前沿(溴酚蓝)

移动至分离胶时，调节电流到每块胶20 mA，继续电泳。当前沿达到胶的底端，调节电流

到O，关闭电泳仪总开关。取下玻板，用塑料片小心撬开两玻板，以去离子水不断冲洗胶

面，至胶与玻板分离。

电泳后的7cm的凝胶用考马斯亮蓝R．250染色法进行染色5d,时或过夜，然后用脱色

液(10％乙醇+10％乙酸)脱色直至背景完全清晰为止。18cm的凝胶采用快速银染的方法

进行染色：50％乙醇．5％乙酸固定20min；50％甲醇水溶液洗10m／n，再水洗10rain；用0．02％

的Na2S203敏化1～2 rain；水洗2次，1 min／次；浸入预冷的0．I％AgN03中，4"C放置30 rain：

水洗3次，1 rain／次；加入显影液(40¨L甲醛，100 ml 2％Na2C03溶液)，显影至蛋白

质点清晰可见；倒出显影液，用5％乙酸停止显色，并将凝胶保存在其中。凝胶的扫描使

用ImageScanner扫描仪(Amersham Pharmacia公司)，图像分析软件为ImageMaster2D

version 3．0．1(Amersham Pharmacia)。

2．5胶上酶解

对于鼠肝蛋白样品，因为只进行实验路线的可行性验证和相应的条件实验并不进行大

规模的全蛋白的鉴定，所以只对小部分蛋白点进行了鉴定，采用了手工切胶和酶解的方

式。把蛋白质点切下，移入96孔板内，对于考马斯亮蓝染色的胶的酶解，采用如下步骤：

1，移去96孔板内的液体：2，加入100 aLR色液(50 mmol／L NH4HC03溶液／50％乙腈)脱

色15 mill，弃上清液，重复两次，至凝胶变为无色透明；3，加入100ⅣL100％乙腈使胶粒

脱水10 mill，移去乙腈，放入37℃烘箱中10 rain以确保干胶；4，在干燥的凝胶颗粒中加

入3m胰蛋白酶液，酶液用25 mmol／LNH4HC03溶液配制，浓度为12．5 ng／#L，于4"C放

置30 rain使胶粒完全泡胀，取出后于37℃恒温酶解3 h或着过夜；5，酶解完毕，每孔加

入60砧L提取液(O．1％TFA／50％乙腈)，放置30 min，将孔内溶液转移到另一个96孔板，

重复两次，将提取液合并。提取液在N2流保护下，40℃浓缩至干。

对于快速银染的胶的酶解，除了脱色方法不同外，其余步骤相同，快速银染的胶的脱

色液由15 mlllOl，L欲氰化钾与50 inlnol／埘％代硫酸钠溶液按照体积比1：1混合而成，加入

脱色液脱色15 rain，弃上清液，重复两次，然后加入100ⅣL水放置15rain洗涤，重复两次，

直至凝胶胶粒由黄色变为无色透明。接下来的干胶、酶解、肽段提取、吹干备用的步骤

与考马斯亮蓝染色的胶的处理方法相同。另外，由于法国人肝蛋白样品需要进行全蛋白

的鉴定，为了降低工作量和劳动强度，所以采用了半自动胶上酶解的方式，使用Ettan切
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胶仪(AmershamPharmacia)将某些蛋白质点切割下来，置96孔板中。使用Ettan自动酶解

仪(Amersham Pharmacia)：进行胶上酶解，酶解过程程序设计如上描述的5个步骤，考马斯

亮蓝染色的胶与快速银染的胶的酶解差别就在脱色步骤上，分别采用不同的脱色液。

2．6质谱鉴定

将干燥的肽段重新溶解于0．8肛l 5 mg／mL CHCA溶液(溶剂：0．1％TFA／50％7-腈／0．3

mg／m睹檬酸铵1中，并将其全部点样到MAI DI靶板上。使用4700串联飞行时间质谱仪

进行质谱分析(美国应用生物系统公司，Applied Biosystem)。采用MALDI离子源，飞行

时问分析器，由4700 ExplorerTM软件控制。激采用337nm，200 I-Iz。采用正离子反射模

式(Reflector Positive Acquisition／processing Method)。质谱加速电压为20kV，串级质谱加

速电压为8kV。质量范围设置为800—3200Da。选择每个PMVi普中前6个强度最大的且信噪

比大于35的肽段作串级谱。

用GPS软件(version 1．0，Applied Biosystems，USA)，Mascot(version 1．6，

http：／脚．matrixscience．tom，Matrix Science，London，UK)搜索引擎。检索数据库：NCBI；

检索种属：(rattus)(鼠肝样品)，人(human[homo sapianl)(人肝样品)，可变修饰选

为C端的脲甲基化(Carbamidomethy(C))和甲硫氨酸的氧化(Oxidation(M))。肽质量误差范

围设置：±0．3Da；串联质谱质量误差范围设置为：±0．4Da。将马肌红蛋白配成溶液，热

变性之后，加入胰蛋白酶(trypsin：蛋白质=1：35，质量比)进行酶解，所酶解的肽段对仪

器进行质量校正，仪器校准之后方可进行蛋白鉴定。

3结果与讨论

3．1反相高效液相色谱预分离实验、条件优化及重现性考察

图3-1给出了整个实验方案的流程图，3-1(B)是传统的组织蛋白的分析路线，与此

相对照的3-1(A)是本工作的具体实验路线。首先，我们对RPLC的洗脱梯度进行了优

化。图3．2(A)给出了使用一步线性梯度时的色谱图，具体洗脱梯度是；0％B相10rain，

90mill内线性上升至90％B，然后2mill内降至0％B。从此图可以看出，大多数蛋白聚

集在一起，一起被洗脱下来形成比较集中的一个大包峰。而与此形成鲜明对照的是图3-2

(B)，色谱图3-2(A)采用的是经过优化的多步线性梯度，具体的洗脱梯度在本章中的

2．3节有详细的介绍。众所周知，肝脏蛋白是非常复杂的蛋白质混合体其分布不均匀。根

据我们的经验，大多数蛋白集中在乙腈浓度30％到50％这一区间被洗脱下来，因此为了

提高分辨率就需要适当的延长这一区间的洗脱时间，相应地其它区间的洗脱时间可以适

当缩短以便节省总的分析所用时间。从图3．2(A)与(B)这两个色谱峰可以明显看出
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多步线性梯度优于一步线性梯度。因此，在本文中，所有的复杂蛋白样品的色谱洗脱梯

度均采用多步线性梯度。
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图3-1实验流程图 (A)预分离的流程图(B)传统的路线
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图3．2鼠肝蛋白的RPLC分离图(A)一步线性梯度的RPLC分离图；(B)多步线

性梯度的RPLC分离图；色谱条件见实验部分。

蛋白预分离的重现性是至关重要的，为此我们以同一鼠肝蛋白样品为研究对象，在

相同的实验条件下做了3次连续实验，图3-2(A)给出了这三次洗脱的色谱图，从图上

色谱峰的峰形和保留时间我们可以明显看出RPLC分离肝脏蛋白样品是相当重现的。有

了良好的重现性，我们就可以对同一样品进行多次平行分离，对相同的馏份进行合并，

这样就可以克服一次上样量有限的局限性，从而增大了后续分离的上样量，尤其对那些

中低丰度蛋白，经过多次合并富集之后极大的增加了达到被检测的数量级的可能性。另

外，良好的重现性也为定量地比较洗脱馏份中地蛋白表达水平提供了可能和基础。在本

实验中，RPLC每次的上样量是300 ug，平行三次实验，相应地馏份被合并，进一步经过



复旦大学博士学位论文

冷冻干燥浓缩成粉末。

实验中选择TFA作为流动相地添加剂主要是因为TFA在蛋白质的分离中能提高色谱

峰的峰形、提高回收率而且它具有高的挥发性容易除去等优点120]。选择RPLC作为第一

维对样品进行预分离是因为RPLC能够起到对样品进行预处理即纯化的作用。在进行双

向凝胶电泳之前，RPLC有效地除去了样品中可能的污染物，包括可能影响等电聚焦的各

种盐类小分子等，因此可以免去再次除盐的步骤，简化了实验操作。另外RPLC对蛋白

具有较好的分辨能力，这一点正如图3．2(A)所示，同时在梯度洗脱时能承受较大的上

样量。

在本工作中，我们的目的是针对肝脏蛋白样品评价RPLC作为预分离手段是否可行，

并且进一步验证预分离中富集效应的存在，而不是进行全蛋白鉴定，因此，实验中相邻

的馏份进行合并，最后合成7个馏份进行后续地双向凝胶电泳实验，从而牺牲了第一维

中的分辨率。当然，如果具体实验需要可以提高收集的馏份数量以便保留高的分辨率和

峰容量。同样的原因，对于后续的双向凝胶上显色的蛋白点我们并没有全部进行切胶、

酶解和鉴定，而是有针对地选择了部分点进行鉴定来说明问题。
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图3-3鼠肝蛋白的双向凝胶的电泳图，考马斯亮蓝染色。(A)75,ug全蛋白的双向凝胶
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的电泳图(B-H)经过RPLC预分离之后所得馏份的双向凝胶的电泳图，B的上样量为

5099，C-H的上样量分别为75／zg。

表3-1双向凝胶电泳图3-2(A-H)上显色的蛋白质点的统计(蛋白质点的数量由

ImageMaster 5．0分析软件计算统计)

Spot ntmaber

3．2双向凝胶电泳分离

RPLC预分离所得的7个馏份分别进行双向凝胶电泳分离，所得谱图如图3．3(B-H)

所示，未经过预分离的鼠肝全蛋白样品的双向凝胶电泳分离图如图3．3(A)所示。从图

3．3A与B-H的比较可以看出，在图3．3(B．H)显色的很多蛋白点是图3-3(A)上观察

不到的，这说明RPLC预分离起到了富集的作用，同时，预分离后的馏份采用相对较低

灵敏度的考马斯亮蓝染色而不是较高灵敏度的银染染色也说明了RPLC预分离起到了富

集的作用，正是富集作用的存在使那些原来观察不到的中低丰度的蛋白能够富集到被染

色观察的量级。
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图3—4标记的蛋白被MALDI．TOF-TOF鉴定，鉴定结果列于表3．2中

另外，使用计算机辅助计算对图3-2A与B-H上的蛋白质点进行了统计，统计结果列

于表1中。从表1中，不难发现图3—2B．H上的蛋白质点的总数几乎是图3．2A上蛋白质

点的5倍，也就是说，经过预分离后能够观察检测的蛋白质点的数量提高了近5倍。众

所周知，任何凝胶对样品的负载量都有一定的范围，超过了最大负载量就会导致分辨率

的丢失，在本实验中，图3-2A的上样量仅为RPLC上样量的25％，不难推测，如果使用

RPLC同样的上样量，那么染色后的凝胶将被高丰度蛋白点所占据，严重干扰其它蛋白的

显色。然而，采用RPLC预分离之后，根据疏水作用力的不同将蛋白质先进行粗分，对

分组后的蛋白分别通过冷冻干燥浓缩之后再进行双向凝胶电泳，进而可以增大每个组份

中的蛋白的上样量。因此，预分离的手段也是一个对不同蛋白质的富集的方法，这样既

可以避免一次上样量过大损失分辨率的问题，又可以提高不同蛋白质的上样量，尤其是

被高丰度蛋白掩盖的中低丰度蛋白经过富集之后被显色鉴定的几率明显提高。
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表3-2鉴定的蛋白列表

!型里型塑里垒!堡型!璺型Q：丝 型
0-1． ATP syoth弱e subunit d #19506411 18751．6 6．17

4．4

0-2，

2—7

0-3，

24

0-4，

5—1

0—5

0—6

0—7

0-8

0·9

2-1

2—2

2-3

2—5

2-6

2-8

2—9

2-10

2—11

4·1

4．2

cu—Zn superoxide dismutase(EC 1．15．1．11 #1203658 15699．7 5．88

carboamyl-phosphate synthetase 1 到8393186 164475．5 6．33

arginase 1；arginase 1，liver #18392920 34977．3 6．76

glutathione peroxidase #12654236 22252．3 7．7

出yceraldehyde．3-phosphate dehydrogenase #18393418 35805．2 8．14

Protein disulfide isomeraseA3 precursor #11352384 56587．7 5．88

aldehyde dehydrogenase #116073616 48239．5 6．06

fatty acid binding protein 1，liver #16978825 14263．3 7．79

similar to aldolase B #127714457 39500．2 8．66

AldM勰e B，fructose-biphosphate #127476059 39593．2 8．66

aldo—keto reduetase family 1．memberD1 #120302063 37354．1 6．18

glutathione peroxidase(EC 1．11．1．外 #166313 22258．4 7．66

subunit d of mitochondrial H-ATP synthase #1220904 18769．6 5．78

phosphatidylethanolamine binding protein #18393910 20788．4 5．48

cyclophilin D #127721223 20542．2 5

ThiosMfate sulfurtransferase(Rhodanese) #1135826 33155．7 7．84

Glutathione S-Transferase(Isoenzyme 3-3) gi]442967 25766．1 8．42

cI)，stal Structure Of The H141c Arginase #113786702 34925．2 6．72

protein disulfide-isomerase fEC 5．3．4．11 #191897 56587．6 6．38

ER60

4—3 Cryaal Structure OfA Mammalian 2-Cys #16435547 22079．3 8．34

5-2 myosin heavy chain，polypeptide 6 #18393804 223369．6 5．59

11旦翌!!垡堕型!竺!丝!竺!垒堡堕 垒垣塑!!!! !!!鲤：! !：!兰

为了验证色谱预分离对蛋白的富集效应，在所得的凝胶上根据二维坐标选取了一些典

58
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型的蛋白点进行切胶、酶解和鉴定。总共有32个点被选取做MALDI-TOF-TOF质谱鉴定，

得到27个可信蛋白。在这27个蛋白中，不同的蛋白是23个，分别列在表3．2中。初提

的蛋白样品标记为F0，来自反相色谱的馏份用其馏份号作为标记前缀。下面用几个具体

的蛋白例子说明反相色谱预分离在简化蛋白的复杂性和富集方面的作用。ATP合成酶亚

体O^皿synthase subunit d)(4号馏份中的No．4)，铜一锌超氧化物岐化酶(cu．Zn superoxide

dismutase)(2号馏份中的№．7)，碳戊基磷酸盐合成酶(cat．amyl．phosphate synthetase)(2

号馏份中的No．4)，精铵酸酶(arginase)(5号馏份中的№．1)在经过预分离之后的凝胶上
都是比较强的蛋白点，然而这些蛋白点在相应地未经预分馏的样品的凝胶上明显比较弱。

色谱的富集效应也体现在提高质谱信号上，图3-5给出了一个代表性的质谱图，来自ATP

合成酶亚体的肽谱图和串极图，比较图3-5(A)、03)与(C)、(D)可以看出，部分蛋白经过

预分离富集之后的可以被检测的肽段个数、质谱信号强度以及信躁比都相应提高，为得

到更可信的蛋白提供了机会，这点对低丰度蛋白的鉴定将更为重要。

3．3癌症相关蛋白质举例

众所周知，人类大约三万种基因调控了大约几十万种蛋白质，这些蛋白质是生物信号

和功能的直接执行者，因此，生物体的状态最终反映在蛋白质组学而不是基因组学。目

前肝癌是世界范围内最致病的疾病之一，在中国因为肝癌造成的死亡率在恶性肿瘤中已

经上升到第二位。因此研究与疾病相关的蛋白是研究肝癌致病机理的关键。分析表明，

一些蛋白直接与病理机制相关，可以作为诊断疾病发生和发展的信号。含巯基的肝肽过

氧化物酶(1utathione peroxidase)可以作为肝脏肿瘤发生的临床参数【21，22]，ATP合成酶亚

体(ATe synthase subunit d)被发现是与细胞压力、细胞信号和细胞骨架功能相关的蛋白经

常被用来辅助做为肺部腺瘤的诊断的潜在生物标记物之一【23，24】，磷酸甘油醛脱氢酶

(Glyceraldehyde一3-phosphate dehydrogenase)[25]，铜一锌超氧化物岐化酶(Cu-Zn superoxide

dismutase)[26]等与细胞剧烈繁殖相关也可以作为肝癌诊断的标记之一。寻找研究这些疾

病的生物标记物有利于在疾病发生早期作出判断，以便及早进行相应的治疗，因此具有

重大的理论和实际意义。为那些生物学家和医务专家提供强大的样品分离能力，帮助他

们找到有价值的生物标记物是我们作技术的人员的义务所在和工作意义所在，本工作也

正是围绕这一主题思想开展工作，开创性的提出并建立了多种分离鉴定体系，希望为肝

脏蛋白质组学的技术发展作出贡献。

3．4人肝蛋白的砌阻C，2-DE分离结果

本系统对来自法国的人肝蛋白样品进行了分离，实验结果如图所示。图3．5(舢是一

维RPLC的分离图，图3．5(B．1)是经过RPLC分离后所得馏份的双向凝胶电泳的分离
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图。从图上我们可以看到，尽管相邻的2-DE的凝胶图之间有重叠的蛋白质点，但是总

体而言RPLC／2．DE的三维分离得到较好的分离效果。对其中两千多个中低丰度蛋白斑点

进行切腋、酶解及质谱鉴定，结果得到812中不同的蛋白，数据已经上报汇总到中国肝

脏蛋白质组学项目中。
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图3-5(A)法国人肝蛋白的RPLC分离色谱图，(B—I)经RPLC分馏所得馏份的双向凝

胶的电泳图。(实验条件详见实验部分)

4结论

我们首先以鼠肝为研究对象对RPLC／2．DE分离系统的可行性进行了验证，并对液相

色谱条件进行了优化和重复性验证，实验结果表明，经过色谱预分离之后，每个馏份中

的蛋白质种类相比未分离之前得到简化和富集，尤其是良好的色谱重现性允许对同一样

品进行重复收集，可以进一步提高样品的上样量。我们又将优化后的方法运用到法国人

肝样品的分离鉴定中，得到较好的实验效果。可以认为这样液相色谱和二维凝胶电泳偶

合的分离体系经过进一步的完善和发展，将成为蛋白组学研究中的一个有力的技术平台，

能够进行高效和高通量的蛋白组学研究，是对现有的研究方法和技术路线的有效地补充。
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第四章多维液相色谱法去除高丰度蛋白质的策略研究

复杂样品体系指组分种类多、含量差别大、已知信息量少的混合物。从组织和细胞中

直接提取的蛋白质，以人类细胞为例，种类高达上万种，而高丰度蛋白质与低丰度蛋白

质在浓度范围上相差六个数量级甚至更高，样品中低丰度蛋白质含量太少，低于仪器的

最低检测限，造成低丰度蛋白质难以检测，增大上样量是解决该问题的最直接的方法。

但是增大上样量的同时，样品中高丰度蛋白质的信号就会压制低丰度蛋白质的信号，损

失了仪器的分辨能力，实验证明如果不将高丰度蛋白质在检测之前除掉，中低丰度蛋白

质在其信号压制下很难检测。因此从复杂样品中将高丰度蛋白质去除是检测低丰度蛋白

质的一个前提条件。

一个理想的去除高丰度蛋白质的研究技术平台应当具有三方面的功能：(1)最大限度

的除去高丰度蛋白。(2)富集检测中低丰度蛋白质。(3)具有通用性、低成本和快速灵

活的特点。目前蛋白组通常所采用的免疫亲和技术因其可作用的对象范围窄而且成本高

等局限性远不能满足以上需要，只有靠新的技术和方法的突破才能解决。本工作以上述

原则为指导思想，提出并建立了基于多维色谱分离的方法去除高丰度蛋白质的新的技术

平台。在本章第一节使用鼠肝中的可溶性的蛋白质样品对系统的可行性进行了验证和初

步优化等实验性工作，在第二节将此策略进一步运用到人肝蛋白质中高丰度蛋白质的除

去工作中。

第一节鼠肝蛋白质组中去除高丰度蛋白的方法研究

1引言

肝癌是世界上最致命的疾病之一，在中国肝癌的致死率在恶性肿瘤中已经上升至第二

位，因此研究肝脏蛋白质组学有着重大的理论和实际意义。目前，因为高丰度蛋白质压

制中低丰度蛋白质的检测，进而严重影响了生物标记物的寻找和研究，所以高丰度蛋白

质的去除问题已经成为构成蛋白质组学研究中的瓶颈之一。据估计，一个细胞中至少含

有一万到三万个不同的蛋白质【1】，这些蛋白质在大小、相对丰度、酸碱度和疏水性方面

差异很大，仅在相对丰度上，高丰度蛋白质与低丰度蛋白质相差六个数量级甚至更高，

在如此大的差别情况下要提高对中低丰度蛋白质检测的灵敏度和检测的数量，增大上样

量是最直接的方法。
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传统的双向凝胶电泳引进使用以来已经有四分之一个世纪之久，现在仍然在蛋白质组

学的分离技术中被广泛的使用着【2卅。然而，这项技术最大的缺点就是在高丰度蛋ca质
存在下不能很好的检测中低丰度蛋白质，即使提高了样品的上样量，因为高的上样量会

损失分辨率，出现高丰度蛋白质掩盖中低丰度蛋白质点的现象。随着技术的发展与进步，

以鸟枪法(shot—gun technology)为代表的多维液相色谱技术17-12】成为蛋白质组学中新兴的

补充技术。shot．gun技术的中心思想就是先将蛋白质酶解成肽段，然后使用二维的液相色

谱进行分离，分离之后使用质谱进行鉴定。这种方法在大规模鉴定蛋白质方面发挥了重

大作用，然而这用方法的样品处理结果是将原本就很复杂的蛋白质酶解成更为复杂的肽

段，而且这种复杂性相比蛋白质的复杂性几乎成指数增长肽段的数量超过几百万，因此

分离如此庞大数量的肽段对现有多维色谱的分离能力是一个很大的挑战。在现有技术的

分离能力没有突破性提高的前提下，研究人员在简化样品复杂程度及富集中低丰度蛋白

方面做了很多工作，目前多采用预分馏的方法『1，13-211。

常用的几种典型的预分馏方法有以下几种，首先是经典的亚细胞器的提取[13，14]，

该法是基于不同有机体在大小和密度上的差异采用密度梯度离心或差速离心的方法使之

分离，但是利用提取亚细胞器对蛋白质组进行预分组的方法往往需要的样品量较大，从

而限制了该方法的广泛使用。制备级等电聚焦也是常用的一种预分离手段[15—181，这种

方法很大程度上依赖于仪器设备，高的上样量是这种方法的主要优点，这种方法所使用

的大量的两性电解质就会干扰下游的分离和分析，给后续的分离和分析工作造成困难。

最近有报道使用反相液相色谱【1，19，411和离子交换色谱【20】用于蛋白质预分离。然而，仅

靠简单的预分离是不够的，实验发现只有当高丰度蛋白质从样品中除去之后，中低丰度

蛋白质的上样量才能从根本上得到提高。

亲和色谱利用特异性反应来有针对性地选择分离除去某一种或多种高丰度或特定的

蛋白质，而使分析体系得以简化[22．261。Carrie Greenough研究组报道从人的血浆中特异

性的除去98％白蛋白和80％的免疫球蛋13123]，也有报道利用一种多组成的免疫亲和色谱

一次可以去除十几种蛋白【27】，安捷伦技术曾经介绍了一种多目标的免疫亲和柱子，从人

的血清中可以一次性去除六种高丰度蛋白质。然而，这种亲和技术只适用于包含少数集

中高丰度蛋白质的的样品，例如血清或血浆，在血清中六种高丰度蛋白质就占了蛋白质

总量的85％．90％。然而，在很多复杂的生物样品中，高丰度蛋白质并不如此集中，往往

含有十几或几十甚至更多种高丰度蛋白质，例如肝脏组织蛋白质。在这种情况下，亲和

色谱就不用了。因此寻找一种去除高丰度蛋白质的比较通用的分析方法成为蛋白质研究

中一个新的热点。



复旦大学博士学位论文

在本工作中，我们首次提出了一个全新的策略，使用二维液相色谱系统在完整蛋白

质水平上去除高丰度蛋白质。常规的强阳离子交换色谱和反相液相色谱联用构成二维去

除平台，在本章第一节我们使用鼠肝中的可溶性的蛋白质样品对系统的可行性进行了验

证和初步优化，对系统构建和高丰度蛋白质的去除效率进行了评估，在此基础上进一步

提出一个简单、快速和高通量的平台。实验说明本测略对蛋白没有歧视效应，可以广泛

应用。

2实验部分

2．1试剂与材料

乙腈(ACN，高效液相色谱纯，Merck Co)，三氟乙酸(TFA,高效液相色谱纯，Tcdia

comp．any．inc．)，苯甲磺酰氟(PMSn(上海华瞬生物工程有限公司)，a·氰基_4-羟基-肉

桂酸(CHCA，Sigma Chemical Co)，测序级胰蛋白酶为Roche公司产品；碳酸氢铵、

氯化铵等为国产分析纯试剂，熔融石英毛细管(250／75岸mi．d．，380／zmo,d．)购自河北永

年锐泽色谱器件有限公司(河北，中国)。Zorbax 300SB C8液相色谱填料(5肛m，300 A，

Agilent Technologies，Waldbronn，Germany)和Zorbax BP-SIL硅胶(7／*m，80 A，DuPont，

Wilmington，DE，USA)分别用来装填液相分析柱和制备毛细管柱塞。实验中所用水为

Milli．Q去离子水。

健康大鼠肝组织样品由复旦大学动物实验房提供。所有样品都在．80℃保存以防止蛋

白质降解。

2．2样品制备

鼠肝组织被切成小块，用冰生理盐水(0．9％NaCl溶液)清洗三次以除去体液及血液中

一些可能的污染物。接着称重，以1：8(g：mL)的比例加入提取液(1 mmol／LPMSF，

O．2 mM Na3V04，1 mM NaF，cocktail试剂(Roche，Basel，Switzerland)和0．1％(v／v)TFA)，

然后置于玻璃匀浆器内进行手动匀浆，直至组织完全破碎，整个匀浆过程在冰浴中进行。

匀浆液混旋30分钟，在铲c条件下18000 g离一t),15 rain，取上清液即为提取蛋白，．80℃保

存备用，蛋白质提取液用SQu等改进的Bradford法定量【”】。

2．3 SCX与IuPLC的二维系统

常规柱分离的色谱系统由LC一2010分离装置和FRC．10A馏份收集装置组成(Shimadzu

Carp．，Japan)。LC．2010系统是一套高集成的色谱分离系统，它由一个低压四元梯度泵，

自动进样器的最大进样量为两毫升，在线脱气系统，恒温系统和～个双波长的紫外可见

检测器组成。系统自带的Class．VP工作站负责记录和处理数据，FRC一10A馏份收集系统
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由SCL-10A控制器进行控制(Shimadzu Corp．，Japan)。本章使用的常规二维分离系统是

采用离线的方式对样品进行两维切换。

SCX色谱柱采用C18的反相柱(AgnentTechnologies，USA)，内径是4．6mm，25cm

长，采用5tun，300A,Zorbax填料，分析柱前加一个1．2cm长内径为4．6ram的保护柱以防

止污染或堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。

SCX梯度洗脱溶剂为：A：0．1％TFA．100％It20；B：1M氯化铵．10％乙腈．0．I％TFA。流

动相洗脱梯度为：0％B 15分钟，70分钟内线性上升至50％B，25分钟内从50％上升至

100％B，保持10分钟，1分钟内降至0％B。考虑到系统压力的问题将流速设为0．8

mIdmin，紫外检测波长为215nm。馏份采用自动收集，从3分钟到127分钟每2分钟收

集为一个馏份，一共收集了62个馏份。

从第一维SCX上收集的馏份依次再经过第二维反相色谱柱分离，RPLC色谱柱采用

C18的反相柱(大连依利特分析仪器有限公司，中国)，内径是4．6mm，25cm长，采用

5pan，300X,Hypcrsil填料，分析柱前加一个2cm长内径为4．6ram的保护柱以防止污染或

堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。

RPLC梯度洗脱溶剂为：C：98％H20-2％乙腈一0．1％TFA；D：98％乙腈-2％H20

-0．I％TFA。流动相洗脱梯度为：0％D 5分钟，55分钟内线性上升至30％D，10分钟内由

30％线性上升至45％D，10分钟内由45％线性升至80％D，保持5分钟，2分钟内降至

O％D。流速设为0．8 mL／min，紫外检测波长为215nm。

紫外光谱信号作为判断依据来决定这一维的馏份收集的节点。信号强度0．1吸收单位

(Au)作为标准，这个数值要依据具体实验中样品量的高低相应的信号强弱不同来决定，

本实验中选用0,1 AU作为标准，本实验中根据色谱峰的峰面积比可以推算出信号强度为

0．1 AU的蛋白质色谱峰的对应的蛋白质的量约为5．0∥g，相应的在组织中的浓度约为25

#g／g。接下来我们就把信号强度大于0．1 AU所对应的蛋白质色谱峰称之为高丰度蛋白质，

反之称之为中低丰度蛋白质。有了这个标准之后，我们就对洗脱液进行区别收集，包含

高丰度蛋白质的洗脱液分别收集，其它的部分合并到一起，如此以来经过RPLC之后的

馏份体积从0．4毫升到40毫升不等，接着将这些馏份使用冷冻干燥机将其冻干成粉末。

测序级的修饰酶溶解在20raM的碳酸氢铵溶液中，按照酶和蛋白质的质量比1：50往

每个馏份中加入酶溶液，37。c保温，酶解过夜。接下来如法炮制，来自第一维SCx的

62个馏份都用相同的方法进行处理，即首先经过RPLC分离，分别收集高丰度蛋白质和

中低丰度蛋白质，冻干成粉末，酶解，待用。最后，得到79个不同的高丰度蛋白质馏份
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和62个不同含有中低丰度蛋白质的馏份。

分别取1．0微升的不同高丰度蛋白质的酶解产物依次点在标准的4700质谱仪所配的靶

板(the 192well-AB-type，AppliedBiosystcmsl的不同的靶点上，等液滴干了之后，在液

滴上分别再滴加一层0．3微升的基质溶液，基质CHCA提前溶解在50％ACN．0．1％TFA中最

后浓度为5 mg／mL，等液滴再次干了之后就可以使用4700蛋白质组学分析仪

MALDI．TOF／TOF(Applied Biosystems)J差行鉴定分析。由中低丰度酶解的肽段将需要进一

步使用毛细管反相液相色谱(cRPLC)进一步分离。

对照实验除了下面一点其余的处理方法与上面描述的相同，不同的地方就是经过第一

维收集到的62个馏份进一步使用RPLC分离之后，无需针对色谱峰的信号强忍区别对待，

而是将每个馏份中盐峰之后的所有的洗脱液合并到一起，然后冻干成粉末，得到62个脱

盐后的馏份，接下来酶解，等待cRPLC的进一步分离和后续的质谱鉴定。

2．4 cIuPLC．自动点样系统

2．4．I色谱柱的填装

柱上塞子用sol—gel法制作【28】，采用高压匀浆法将填料填充入内径为250∥m，长为

25cm的毛细管内。将5／zmZorbax 300SB反相硅胶填料溶于甲醇中，在超声波中振荡，使

填料颗粒高度分散成匀浆。以甲醇为顶替剂，将此匀浆液在高压泵的驱动下灌入毛细管

柱内。保持300-400bar的装填压力，同时毛细管柱放在超声中振荡半小时，保证固定相颗

粒均匀紧密装填于柱内。然后逐渐降低压力，匀速降至常压后，卸下柱子。

2．4．2 c即LC分离肽段
Agilent 1100高效液相色谱仪，配有四元梯度泵和化学工作站(Agilent Technologies．

Inc．，Palo Alto，CA)用来形成洗脱梯度。cRPLC梯度洗脱溶剂为：C：98％H20．2％乙腈

．0．I％TFA；D：98％乙腈．2％H20．0．I％TFA。流动相洗脱梯度为：O％D 5分钟，60分钟内线

性上升至50％D，0．1分钟内由50％线性上升至100％D，保持5分钟，1分钟内降至0％D。

流速设为1．7#L／rain。洗脱液直接通过一个微型的T型不锈钢三通装置(Upchurch Scientific,

OakHarbor，WA)与MALDI的基质溶液相混合，然后点在MALDI标准靶板上，点样采用隔

行点的方式，便于质谱解析，整个点样过程使用全自动的点样系统(Probot(LCPackings，

Dionex)micro sporing system)完成。点样频率为25秒／点，六个校准点手动点在靶板上，

液滴干燥后待用。

2．5质谱和数据检索



C

复旦文学博士学位论文

点样完毕，沉积在靶上的样品完全干燥后送入MALDI-TOF-TOF-MS(Applied

Biosystem，USA)。该质谱仪采用MALDI离子源，串级飞行时间分析器，由4700

ExplorerTM软件控制。激光波长337nm，频率200 Hz。采用正离子反射模式。质谱加速

电压为20kV，串级质谱加速电压为8kV。质量扫描范围设置为800．3500Da，在1800Da

附近分辨率最高。选择每个MS谱中前6个强度最大的且信噪比大于40的肽段作串级谱。

Trypsin酶解的马肌红蛋白的肽段用来校准仪器，仪器校准之后再对其它样品进行检测。

用GPS软件(version 1．0，Applied Biosystems，USA)，Mascot(version 1．6，

http：／／www．matdxscienee．COl，Matrix Science，London，UK)搜索引擎，NCBI数据库中的

rattus亚库搜索，可变修饰选为C端的脲甲基化(Carbamidomethy(C)1和甲硫氨酸的氧化

(Oxidation(M))。肽质量误差范围设置：+o．3Da；串联质谱质量误差范围设置为：±0．4Da，

允许一个漏切位点。使用GPS软件对数据进行自动搜索和分析，最好离子得分大于29

分同时满足置信度大于95的蛋白认为是可信的。

3结果与讨论

3．1 SCX／RPLC系统建立及蛋白质水平上去除高丰度蛋白

众所周知，在蛋白质组学研究中高丰度蛋白质总是压制中低丰度蛋白质的信号，而且

只要高丰度蛋白质存在，其自身的信号或酶解之后的肽段的信号就会相应的压制中低丰

度蛋白质或其相应肽段的信号。面对这一技术挑战，我们提出使用多维液相色谱的方法

在酶解过程之前以完整蛋白质的状态将高丰度蛋白质除去，避免酶解成更复杂的肽段之

后造成分离上的困难。

强阳离子交换色谱通常因为其潜在的高的上样量而经常用作多维液相分离中的第二

维，反相色谱以其正交的分离机理、高分辨率和脱盐去杂质的能力或特性而经常被用作

多维液相色谱的第二维，与质谱联用时一般作为与质谱相连的一维。本实验就是将这两

种分离模式联合使用，达到对完整蛋白质的充分的分离。

目前，强阳离子交换色谱的盐洗脱方式一般分为两种，一种是台阶式，另一种是连续

梯度式。台阶式的盐洗脱方式对泵和系统的腐蚀性很低，有利于保护仪器不被腐蚀，而

连续梯度式因为其充分的交换时间所以能够得到很好的分辨率有利于样品的分离，本论

选用的是后者连续梯度式，同时注意实验结束时的对仪器和柱子中存在盐的除去工作，

做好维护。另外，可用于盐洗脱的盐种类很多，常用的醋酸铵因为其在所用波长下吸收

很强，压制住了蛋白质的色谱峰而放弃使用，本文选用背景吸收少洗脱能力强的氯化铵

作为洗脱的盐溶液。同时我们也考虑了馏份收集的时间节点问题，选择2分钟的时间问
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隔主要是依据色谱峰的峰宽来定，一般比较好的分辨率的色谱峰的峰宽大约为1分钟，2

分钟的时间间隔收集馏份显然损失了分辨率但相应的节省了分离时间，如果实验需要，

可以采取缩短馏份收集时间保持分辨率增加收集的馏份数量，但同时后一维的分离所需

时间相应延长。

图4—1A给出了一个详细的实验过程及方案的流程图。简而言之，组织经过裂解之后

提取蛋白质样品，样品经过SCX分离之后，得到62个馏份，将这62个馏份进一步使用

RPLC分离，然后根据实验部分所述的对高丰度蛋白质的定义，一共找到79个紫外信号

高于0．1的蛋白质的色谱峰，经过质谱鉴定之后，得到77个可信蛋白这些蛋白质分别分

布在24个馏份中，接着这77个高丰度蛋白质色谱峰被去除。其余的中低丰度蛋白质的

洗脱液进行合并。鉴定的这些高丰度蛋白质列在表4-1中。

图4-2给出了整个实验流程包括分离和高丰度蛋白质的去除的一个例子。图4-2(a)给

出了鼠肝可溶性蛋白质的SCX的紫外分离的色谱图，放大部分展示了馏份收集的时间节

点，图4-2('o)展示的是来自SCX的第三个馏份经过RPLC分离的色谱图，图上箭头所标

记的色谱峰作为高丰度蛋白质的峰分别除去、酶解和质谱鉴定。图4-2(0展示了

sCx．RPLC两维分离的三维立体图，其中部分高丰度蛋白质的色谱峰被标记其上。将高

丰度蛋白质去除之后所得的SCX-RPLC两维分离的三维立体图如图4．2(d)所示。比较色

谱INc)与(d)上可以看出，没有了高丰度蛋白质色谱峰的压制，中低丰度的蛋白质就得到

很好的分辨，如果不事先将高丰度蛋白质去除，那么势必造成这些中低丰度蛋白质很难

检测。图4-2(e)是每8分钟收集一次SCX的洗脱液作为一个馏份，共得到15个馏份，经

过冷冻干燥浓缩之后，经过RPLC分离的色谱图，从图上可以看出由于前一维收集的时

间间隔过长，造成后一维RPLC的分辨率比较低，蛋白质分不开，对确定高丰度蛋白质

的位置及除去造成困难，因此，在后续的实验工作中，我们选择2分钟的时间间隔，共

得到62个组分，这样就很大程度上减轻了第二维蛋白质分离的压力，得到较高的分辨率。
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图4-2(a1鼠肝组织可溶性蛋白质的一维SCX分离的色谱图。馏份收集从3 min到127 mill，

每2mill收集一份，放大部分为馏份收集的部分示意图。(b)显示的是来自SCX的第三个

馏份经过RPLC的分离色谱图。∽展示了SCX．RPLC两维分离的三维立体图，62个SCX

馏份被RPLC进一步分离，其中部分高丰度蛋白质的色谱峰被标记其上。(d)去除高丰度

蛋白质后所得的SCX-RPLC两维分离的三维立体图。(e)鼠肝组织可溶性蛋白质的一维

SCX分离后，馏份收集从3min到124min，每8min收集一份，得到15个馏份经过RPLC

分离的色谱图。详细的实验条件在本章的实验部分。

表4-1本系统鉴定的大鼠肝脏组织蛋白样品中的高丰度蛋白质列表。在坐标(Fx，ts)中，

Fx代表从SCX洗脱下来的馏份收集的序号，tR代表Fx馏份经过RPLC分离时的保留时

间。c以g／g)代表高丰度蛋白质在组织中的浓度。

Rank Coordinatio C AccessiOil Protein Name MW

ns mg／g)Number ∞a)

1 伊1，5．0) 72．65 gll310177 muscle glycogen phosphorylase 8083．3 10．35

2(F1，5．o) 72．90 glll399026 serotonin 5-HT2c 33630．5 9．52

3(F1，8．5)40．10 9111943485 Structure of The pleckstrin homology 15408．8 8．62

domain from phospbolipase c delta In

complex
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4 伊1，10．5) 56．15#]19173796 zinc finger protein HIT-10 84137．2 9．21

5 (F1，17．5) 30．10#131543764 alpha-spectrin 2；inhibitory protein 284420．1 5．19

factor

6 fFl,18．5) 70．65#117380501 Spectrin alpha chain 284462．3 5．2

7 fFl，19．5) 72，30#肛7679730 similar to KOX31qike zinc finger 112945．4 8．5

protein

8 (Vl，22．5) 28．90#116758820 regulating syaaptic membrane 175803．8 9．45

exocytnsis 2

9 fFl，24．2)40．20#t7804749

lO

11

12

13

14

15

16

18

19

20

21

22

23

24

if'2，5．o) 50．65西19506903

fP2，10．11 58．40#[12718814

if2，18．升 90．51 #[13592137

(F2，22．5)

(F2，31，7)

(F2，31．7)

if2，36．o)

60．42#11098563

86．75 gil203734

102．5#139986017

54．21 gil206671

if2,37．m 56．11 #p21311

∞，19．5) 56．65 giJ2047333

(F3，34．8) 36．7 #111560048

0r3，37．6) 38．75#122138113

(f3，39．2)

∞，39．8)

∞，43．3)

(F3，46．2)

25．15#113540714

25．55#仁1743784

62．0 #1112465

26．15 #116555340

voltage gated N-type caldum channel 11461．8 9．36

alphalB

beta-microseminoprotein 12741．3 8．85

huntingtin interacting protein 1 related 120497．1 6．12

suppressor of profilin／p41 of 41572．7 8．46

aetin-related complex 2／3

type I hexokinase 2487．3 5．91

cytokeratin 8 polypeptide 52677．6 5．49

cytokeratin 8 53985．3 5．83

type II cAMP-dependent protein kinase 45962．9 4．9

regulatory subunit

H一2 class II histocompatibility antigen 27380 8．86

RTl．B-mu beta chain precursor

putative RNA binding protein 1 15117．6 9．04

RAD50 homolog 153688．4 6．64

CASTl 110549．9 6．62

9

pleetin 533213．5 5．71

filamin A interacting protein 1 137667．3 8．25

UBF transcription factor，short form 84914．75 5．43

liprin Mpha 3 115970．9 5．39

9

25(F3，47．4) 26．55#11791243 ORF2 consensus sequence encoding 152666．1 9．76

一一堡!：竺：竺 !唑!型!坚型堡翌!塑竺塑型垡堂
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47(F15，29，5)25．15 gil38382858 Glucose regulated protein 56587·7 5·88

48

49

50

51

52

53

(F15，31．7) 26．0 #113540663 betaine—homocysteine methyltiansferase 44947·8 8．02

ffl5，37．2)26．21 gil202549 iodothyronine 5’monodeiodinase 54033．2 4．87

(F16,23．乃62．55#137748075 Hemoglobin alpha，adult chain 1 15318．8 7．82

(F16，45．1) 58．22#1119596 Liver carboxylesterase 10 precursor 62104·9 6．34

(F16，52．8) 72．15#156385 Hsc70-psl 70884．2 5．43

(F17，26．9)46．45#r／188365 glutathione S-transferase aipha 25971．7 8．98

(F18，26．9)

(F17，32．5) 25．83#16981324 prolyl 4-hydroxylase，beta polypeptide；56828·6 4．82

Ptotein disulfide isomerase

(F17,35．鼬 25．41#1350611 O'ansaminase,Glu oxaloacetic 44279．3 8．52

(F17，43．7) 27．05#16978483 aminolevulinate，delta-，dehydratase 36008·4 6．32

fFl7,48．劭46．65#f38382858 Glucose regulated protein，58 kDa 56587．7 5．88

(F18，32．9) 66，30#125742763 heat shock 70kD protein 5 72302·4 5．07

(F19，30．9) 70，41#臣96485 chaperonin 10 10894·9 8．89

(F19，33．0) 58．25#111560024 heat shock protein 60(1iver) 60927-4 5．91

(F20，41．8)42．6 #1118543 Glutamate dehydrogenase，61389．3 8．05

(F21，41．8) mitochondrial precursor(GDH)

(F22，41．8)

(F20，58．3) 25．8 #166507

63(F21，43．o) 66．55#11226240

64

65

66

67

68

69

acetyl-CoA C-aeyltransferase

2．3．1．16)precursor

eytochrome P450 Cyp7bl

(Ec 43792．7 8．53

48196 8．39

(F22，43·0)

(F33，47．5) 25．71 gi眇88098 RNA binding protein p42 AUFl 35993．2 8．14

(F33，47．5) 29．75#|9588100 RNA binding protein p40 AUFl 32626 8．23

(F33，47．5)30．3 #19588102 RNA binding protein p37 AUFl 30451 8．53

(F33，52．8) 36．35 gil38373984 ubiquilin 8559．6 6．56

ff33，60．1) 28．85#114269572 heat-responsive protein 12 14280·5 6．21

ff34，52．8) 30．10 gi口118151 proteasome endopepfidase complex(Ec 28308-9 8．8

3．4．25．1、

70(F34，56．6)32．75 gil48597082 40S ribosomal protein$28 7836·2 10-7

——7—1——————(—F—3—8—,—5—0—．2—)————4—4—．—8—2———gi——11—0—8—3—5—7—3—————1—-p—hosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
133043．6

5．97—一

80

跖靳卯鼹卯∞缸
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72(F38，54．3) 30．45 gilll560030 protein kinase inhibitor p58

73(F51，53．0) 35．51 gi|31542604 Rab6 interacting protein 2

74(F5l，65．9) 36．65 gil61557085 spectrin beta 2

75(FSl，70．4) 37．34 gil6981616 synaptonemal complex protein 1

76 (F56，64．9) 39+25 百127682913 similar to NADH dehydrogenase

(ubiquinone)1 alpha

5．56

6．2

5．5

5，56

9．75

77 (F56，68．8) 36．80 gill9705431 albumin 68674 6．09

(F57,68．81

在完整蛋白质水平上的二维系统分离的重现性对分离是至关重要的，它决定着能否准

确的除去高丰度蛋白质。2D．SCX／RPLC分离的重现性使用色谱峰的保留时间和峰高的相

对标准偏差进行了评价。为此我们用同一种鼠肝提取样品为研究对象，做五次连续实验，

对其中8个分辨率较高的色谱峰的保留时间和峰高的相对标准偏差进行了计算统计，结

果发现保留时间的相对标准偏差小于1．9％同时峰高的相对标准偏差小于2．8％。进一步将

来自SCX的3号馏份(图4-2(b))作为例子相应的进行5次RPLC分离，然后我们针对图中

所标记的色谱峰进行统计，发现其保留时间的相对标准偏差小于4．3％峰高的相对标准偏

差小于8．1％。全自动的进样系统和馏份收集系统以及良好的色谱柱容量和性能为二维系

统良好的重现性提供了保障。

定量蛋白组学是近年来非常重要的蛋白组学分支。Coomassie亮蓝染色是最常用的方

法，但它的灵敏度太低，对低拷贝蛋白组分不适用。虽然银染灵敏度较高，但其动态线

性范围太窄，也不适合定量蛋白组的分析。目前，不同的稳定同位素标记技术结合生物

质谱技术的出现很大程度上提高了蛋白质定量的效率和准确度[26，38．40l。高效液相色谱

技术结合光谱是对蛋白质进行定量的常用方法之-[33．37]。紫外光谱是相对比较灵敏而

且相对线性范围比较宽的有效的可用于定量的依据之一。在本节工作中，我们根据紫外

光谱中蛋白质色谱峰的峰面积比对高丰度蛋白质的浓度进行了估算，结果列在表4．1中。

3．2 c砌PLC分离中低丰度蛋白质的酶解肽段以及高丰度蛋白质去
除策略效果的对照比较

高丰度蛋白移走之后，其余含有中低丰度蛋白质的洗脱液合并酶解然后经过cRPLC

分离，最后质谱鉴定数据搜索分析。cRPLC．MALDI系统的实验条件也被优化。为了最大

限度的减少分辨率的损失，流动相的流速和点样频率都进行了优化，安捷伦微泵的流速

设为1．弘I．／min，点样频率为25秒／，个。基质溶液(5 rag／mE)通过一个不锈钢的三通其内部

是一个同轴套管直接与洗脱液混合点在MALDI靶板上，传递基质的流速为0．6肛I．／min，

8

2

3

2
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这样设置既满足了最少程度的损失分辨率，同时保证液滴大小合适，液滴体积如果太大

就可能因为表面张力不够大而容易造成液滴坍塌而混在一起。

为了比较说明我们提出的高丰度蛋白质去除策略的有效性，我们针对这77个高丰度

蛋白质所在的24个馏份进行了对照研究，具体的实验方法在实验部分有详细地叙述，不

同馏份中鉴定的蛋白质数量列在表4．2中。从表上可以看出，与对照实验结果相比，使用

新策略除去高丰度蛋白质之后鉴定地蛋白质数量提高了2到3倍，一共有1530个蛋白质

被鉴定，590个蛋白质被鉴定在对照实验中。文献报道229个蛋白质被鉴定通过使用纳升

级的2D—SCX／cRPLC．MS／MS系统[321。鉴定蛋白质数量的提高得益于除去高丰度蛋白质

之后中低丰度蛋白质有机会得到富集进而上样量相对增大的结果。同时高丰度蛋白质的

去除效率也通过测定蛋白质的浓度进行了估算，去除的高丰度蛋白质的总量约为1．38

mg，因此大约34．5％的高丰度蛋白质在一次实验流程中被去除。

表4．2高丰度蛋白质去除策略效果与非去除实验的对照。
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目前，亲和技术仍然是最广泛使用的去除高丰度蛋白质的技术，在本论文中，我们开

创性的提出了使用强阳离子交换色谱和高效反相色谱联用的多维色谱模式用于去除复杂

样品中的高丰度蛋白质，此系统在以下几个方面优于亲和色谱[22．26】，从而可以作为辅

助技术。首先，我们提出的策略对所有的蛋白质没有歧视效应，77个高丰度蛋白质被一

次除去，相比之下，亲和技术指针对那些有特异性作用的蛋白质起作用。其次， 在很多

复杂的生物样品中高丰度蛋白质并不像血清或血浆样品那样集中，对于存在多种甚至几

十种高丰度蛋白质的样品，有针对性的培养多抗体是很花时间和成本的。因此，低成本

和周期短是本策略的又一个优势。另外，灵活性也是本策略的优点之一，可以根据实验

需要灵活的某一个或多个馏份用于分离感兴趣的蛋白质。

3．3存在的问题和解决方法以及下一步的工作设想

本人所在的实验室在多维色谱系统的构建和实现自动化方面做了大量的有价值的工

作[29—321，基于已有的实验结果，一个快速而且高通量的实验方案被提出。实验方案的

流程图如图4．1B所示。从已有的实验数据可以看出，77个高丰度蛋白质并不是平均的分
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布在每个馏份中，而是集中在24个馏份中，因此，这就意味着不是所有的SCX馏份都

需要进一步使用RPLC分离，而是只要对其中24个包括中低丰度蛋白质的馏份进行RPLC

分离，除去其中的高丰度蛋白质，其它的SCX馏份可以直接的进行合并、除盐，然后这

两部分中低丰度蛋白质合并到一起进行酶解，酶解所得的肽段使用微升级或纳升级的2D．

SCX／cRPLC-ESI／MALDI系统进行分离和鉴定。纳升级的2D．SCX，cRPLC-ESI系统的实

验条件已经得到优化1321，如果使用11个台阶式盐梯度，肽段的二维分离质谱鉴定时间

将小于35小时，加上蛋白质水平上的分离时间总时间将不会超过50小时，因此如果采

用上述设计的简化的实验方案，就可以实现一个实验流程除掉77个高丰度蛋白质，同时

在保证鉴定蛋白质数量的前提下很大程度上缩短了工作时间和降低了工作量。如果肽段

分离的过程中采用3肼m填料的无孔的快速分析柱子，那么分离所用时间将会进一步缩短。

当然，本章提出的多维色谱除去高丰度蛋白质的策略也存在一些不足，从我们的实

验步骤可以看出，针对不同的复杂样品需要花费相对长的时间去对样品进行分离从而确

定其高丰度蛋白质的保留时间或色谱峰的位置。然而，一旦实验条件确定，因为完整蛋

白质的分离具有良好的重现性而且就某个特定的样品而言其高丰度蛋白质的种类相对稳

定，所以在以后的实验就可以如上面所述得到简化。

另外，尽管新策略在很大程度上去除了高丰度蛋白质并且提高了鉴定蛋白质的数目，

但是有一点值得注意和改进，我们所用于研究的蛋白质样品是在酸性条件下提取的可溶

性鼠肝组织蛋白质，也就是说，样品中不包括所有的肝脏蛋白质而是其中某一部分，因

此，造成有些高丰度蛋白质甚至一些经典的肝脏蛋白质没有被提取和检测。在未来的工

作中，阴离子交换色谱柱将取代强阳离子交换色谱柱用于分离中性或碱性条件下提取的

蛋白质样品。届时两种路线从不同的角度互相补充，为进～步研究蛋白质组学提供技术

上的服务。

4结论

本工作首次从一个完全不同于传统思想的～个崭新的角度开创性地提出了新的从复

杂样品中去除高丰度蛋白质的策略，即使用多维液相色谱的方法通过对完整蛋白质的分

离达到去除高丰度蛋白质的目的。本节对新策略的可行性进行了探索研究，一个实验流

程可以除去77种高丰度蛋自质约占蛋白质总量的34．5％，进而通过比较去除策略和非去

除策略在鉴定蛋白质数量上的差异对有效性进行了评价，实验结果是前者在鉴定蛋白质

数量上是后者的两倍多，是文献报道的六倍多。实验证明本策略可以用于蛋白质组学的

研究中。
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第二节多维液相色谱法去除高丰度蛋白的策略在人肝蛋白质组学
中的应用

1引言

癌症是蛋白质组学疾病研究的最大热点。癌症是一种复杂的多因素导致的疾病，必

然有许多蛋白参与其发生和发展，而蛋白质组学的大规模高通量的技术特点正好能适应

多个甚至多组蛋白质的筛选[421。

近年来，复旦大学肝癌研究所通过组织同位移植建立了人肝癌的高、低转移裸鼠模

型【43．45】：LCI—D20(高转移)和LCI．D35(低转移)。LCI-D20表现出100％的转移能力，

而LCI-D35不发生肝内和邻近器官的转移。该模型为研究肝癌的转移奠定了良好的基础，

它已经被用于肝癌转移机制的研究和肝癌转移复发的实验性干预研究【46】。

目前几乎所有疾病蛋白质组研究均以细胞系作为研究对象，因为其均一性较好。但

是细胞系与实际生物体存在明显的差异，只有组织才能最真实地反映生物体内的实际生

理情况，以组织为对象才能得到最有意义的结果，所以最终疾病蛋白质组学必然以组织

为研究对象。虽然蛋白质组是由人类基因组编码而来，但是蛋白质的许多方面，从结构、

功能到与疾病有关的变化，都不能由基因组的分析简单推断得到。揭示在疾病状态下蛋

白质的变化对于疾病的预防、诊断和治疗都有重要意义，所以人们有必要先建立一个正

常人类蛋白质组的知识库。现在一个与基因组计划类似的人类蛋白质组计划(Human

Proteome Project)正在开展中。2001年4月，美国成立了“人类蛋白质组研究组织”(Human

Proteome Organization，HUPO)，随后欧洲、亚太地区都成立了区域性蛋白质组研究组织，

试图通过合作的方式融合各方面的力量，完成人类蛋白质组计划。此项计划的主要目标

就是表征由人类基因组编码的所有蛋白质，并且测定在正常和疾病状态下的变化程度

【47]。

中国是肝病多发大国，肝炎是我国第一大疾病，肝癌是是我国恶性肿瘤中的二号杀手。

重大肝病的发生发展无法归咎于少数几个基因或蛋白质所呈现的功能状态和信号通路。

人肝蛋白质组全谱的表征是人类蛋白质组计划中的一个重要组成部分，特别是对亚洲这

样一个肝病高发地区来说更是尤为重要。从蛋白质层面上“全景式”揭示肝脏疾病的生理

病理是解决重大肝病的全新策略。从这个意义上说，开展肝脏蛋白质组研究对肝病的实

际诊断治疗有重要现实意义。

为了得到一张全面的肝脏组织蛋白的表达谱，中国科学届所有参与此项目的实验组和
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科研人员都付出的很大的努力，中国政府也给予了大力支持，同时取得了令世界同行瞩

目的成就。本章上一节我们以大鼠肝脏组织蛋白质为研究对象，探索了利用多维液相色

谱的方法去除高丰度蛋白质的可行性，对实验条件进行了优化，本节将进一步将此方法

推广到人肝蛋白质组学的研究中。

2实验部分

2．1试剂与材料

乙腈(ACN，高效液相色谱纯，Merck Co)，三氟乙酸(TFA，高效液相色谱纯，Tedia

company．inc．)，苯甲磺酰氟(PMSF)(上海华瞬生物工程有限公司)，a-氰基．4-羟基-肉

桂酸(CHCA，Sigma Chemical Co)，柠檬酸铵，测序级胰蛋白酶为Roche公司产品；

碳酸氢铵、氯化铵等为国产分析纯试剂，熔融石英毛细管(250／759ini．d．，380／tino．d．)

购自河北永年锐泽色谱器件有限公司(河北，中国)。Zorbax 300SBC8液相色谱填料(5／,m，

300 A，Agilent Technologies,Waldbronn，Germany)和Zorbax BP-SIL硅胶(7胛，80 A，

DuPont，Wilmington，DE，USA)分别用来装填液相分析柱和制备毛细管柱塞。实验中所用

水为Milli。Q去离子水。

健康的中国人肝组织由中国人肝项目组织提供。所有样品都在．80。C保存以防止蛋白

质降解。

2．2样品制备

中国人肝组织样品在分发到各个实验室之前，已经统一在液氮冷却的条件下处理成粉

末，所以直接以1：8(g：mL)的比例加入上述相同的提取液并进行手动匀浆，直至组织

完全破碎，整个匀浆过程同样在冰浴中进行。然后混旋30分钟，在49C条件下18000 g

离心15 rain，取上清液即为提取蛋白，．80"C保存备用，蛋白质提取液用由Qu等改进的

Bradford法定量[271。

2．3 SCX与RPLC的二维系统

常规柱分离的色谱系统由LC．2010分离装置和FRC．10A馏份收集装置组成(Shimadzu

Corp．，Japan)。LC-2010系统是一套高集成的色谱分离系统，它由一个低压四元梯度泵，

自动进样器的最大迸样量为两毫升，在线脱气系统，恒温系统和一个双波长的紫外可见

检测器组成。系统自带的Class-VP工作站负责记录和处理数据，FRC一10A馏份收集系统

由SCL-10A控制器进行控制(Shimadzu Corp．，Japan)。本章使用的常规二维分离系统是

采用离线的方式对样品进行两维切换。
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SCX色谱柱采用C18的反相柱(AgilentTechnologies，USA)，内径是4．6mm，25cm

长，采用51un，300A，Zorbax填料，分析柱前加～个1．20n长内径为4．6ram的保护柱以防

止污染或堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。

SCX梯度洗脱溶剂为：A：0．I％TFA-100％I-120；B：1M氯化铵一10％乙腈-0．I％TFA。流

动相洗脱梯度为：O％B 15分钟，40分钟内线性上升至20％B，30分钟内从20％上升至

50％B，25分钟内从50％上升至100％B，保持10分钟，1分钟内降至0％B。考虑到系

统压力的问题将流速设为0．8mL／min，紫外检测波长为215rim。馏份采用自动收集，从4

分钟到128分钟每2分钟收集为一个馏份，一共收集了62个馏份。

从第一维SCX上收集的馏份依次再经过第二维反相色谱柱分离，RPLC色谱柱采用

C18的反相柱(大连依利特分析仪器有限公司，中国)，内径是4．6mm，25cm长，采用

51Jm，300／鼙,Hypersil填料，分析柱前加一个2cm长内径为4．6mm的保护柱以防止污染或

堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。

RPLC梯度洗脱溶剂为：C：98％H20-2％乙腈．0．1％TFA；D：98％乙腈-2％H20

．0．1％TFA。流动相洗脱梯度为：0％D 5分钟，50分钟内线性上升至30％D，15分钟内由

30％线性上升至45％D，10分钟内由45％线性升至80％D，保持5分钟，2分钟内降至

0％D。流速设为0．8 ml_／min，紫外检测波长为214rim。

紫外光谱信号作为判断依据来决定这一维的馏份收集的节点。信号强度0．1吸收单位

(Au)作为标准，这个数值要依据具体实验中样品量的高低相应的信号强弱不同来决定，

本实验中选用0．1 AU作为标准，接下来我们就把信号强度大于0．1 AU所对应的蛋白质

色谱峰称之为高丰度蛋白质，反之称之为中低丰度蛋白质。有了这个标准之后，我们就

对洗脱液进行区别收集，包含高丰度蛋白质的洗脱液分别收集并且合并到一起，其它的

部分合并到一起，接着将这些馏份使用冷冻干燥机将其冻干成粉末。

接下来如法炮制，来自第一维SCX的62个馏份都用相同的方法进行处理，即首先经

过RPLC分离，分别收集高丰度蛋白质和中低丰度蛋白质，冻干成粉末，然后将62个冻

千的高丰度蛋白质馏份合并成一份，将62个冻干的中低丰度蛋白质馏份合并成另外一份。

测序级的修饰酶溶解在20mM的碳酸氢铵溶液中，按照酶和蛋白质的质量比1：50往每个

馏份中加入酶溶液，37。C保温，酶解过夜，一加℃保存待用。

2．4在线微升级SCX-cRPLC二维液相色谱系统

2．4．1色谱柱的填装

柱上塞子用sol—gel法制作【28】，采用高压匀浆法将填料填充入内径为250,am，长为

87
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25cm的毛细管内。将5／zmZorbax300SB反相硅胶填料溶于甲醇中，在超声波中振荡，使

填料颗粒高度分散成匀浆。以甲醇为顶替剂，将此匀浆液在高压泵的驱动下灌入毛细管

柱内。保持300．400bar的装填压力，同时毛细管柱放在超声中振荡半小时，保证固定相颗

粒均匀紧密装填于柱内。然后逐渐降低压力，匀速降至常压后，卸下柱子。

2．4．2微升级SCX--cRPLC二维液相色谱系统

在线两维液相分离系统由FAMOS自动进样阀，UltiMateTM微升级液相色谱系统及

SWITCHOS阀切换系统组成。FAMOS微型自动进样器进行自动进样操作，强阳离子柱

(SCXcolumn)洗脱，两维间样品转移，富集，去盐由SWITCHOS中的辅助四元等梯度

泵完成。UltiMaterM微升级四元梯度泵用于毛细管反相液相色谱分离。

2D．micro．LC的工作原理及流程类似文献报道的纳升级的2D．SCX／cRPLC系统[321。

简单描述如下，样品由Famos自动进样仪上带的针形泵吸入样品环中，此时SCX柱与捕

集柱相连。当样品被吸入样品环中后，由四元辅助泵以一定流速将样品环中的样品送入

SCX柱上。样品中那些能被SCX柱吸附的组份会吸附在scx柱头上，而不能被SCX柱吸附

的组份则会被RP捕集柱捕获。上样结束后，切换阀被切换到清洗和除盐的模式。洗脱液

成分与上样液相同，由辅助泵以一定流速泵过捕集柱进行清洗和除盐。在上样和清洗阶

段，反相分析柱由流动相AS]z衡。清洗完成后，与分析柱相连的切换阀发生切换进入分析

模式，RP捕集柱与RP分析柱在线连接，吸附在捕集柱上的肽段被反冲入反相柱中进行梯

度分离，洗脱下来的肽段点样NMALD]靶板上作离线分析。整个两维分析即是上述过程

的循环，不同浓度的盐溶液会依次进样蛰Jscx柱上洗脱带不同电荷的肽段每次洗脱都伴

随反相分离和离线的质谱检测，直至所有的肽段都被洗脱和分析，分离过程才终止。

Micro．SCX--cRPI．C-MAI_D1．MS／MS系统中，SCX柱为lmm内：径d150nun长(Bio．SCX，

300／zmi．d．，150nun)；弹筒状预柱(C18PepMapTM，300口mi．d，5mm)购白戴安公司

(Amsterdam，TheNetherlands)；反相柱为自制的250#m内径／300nun长。上样及冲洗流速

为4qul／min，上样及冲洗时间皆为6min，sCx采用台阶式盐梯度的洗脱方式，盐梯度为：

0mM，20mM，40raM，80raM 160raM，320raM，640mM，1000ram，1500mM and 2000raM醋酸

铵溶液，原始的醋酸铵储备溶液使用前需要使用0．22#m水相膜进行过滤。反相流动相：

A：0．1％TFA一98％水．2％乙腈，B：0．1％TFA．2％水．98％乙腈，反相洗脱梯度：0％B等度冲

洗5rain，5min内快速增至10％B，随后70min内缓慢线性增自nN50％B，0．1min内突变为

95％B，保持5rain，3min内快速降至0％B以平衡系统，等待下一次分离。流速设为1．8

#L／rain。洗脱液直接通过一个微型的T型不锈钢三通装置(Upchurch Scientific，Oak Harbor，

WA)与MALDI的基质f5 mg／mL CHCA diluted in 50％ACN-50％H20-0．1％TFA-0．3 mg／mL
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柠檬酸铵1溶液相混合，然后点在MALDI标准靶板上，点样采用隔行点的方式，便于质谱

解析，整个点样过程使用全自动的点样系统(Probotmicro spotting system)完成。点样频

率为30秒／点，六个校准点手动点在靶板上，液滴干燥后待用。

2．5质谱和数据检索

点样完毕，沉积在靶上的样品完全干燥后送入MALDI-TOF-TOF．MS(Applied

Biosystem，USA)。该质谱仪采用MALDI离子源，串级飞行时间分析器，由4700

ExplorerTM软件控制。激光波长337nm，频率200 Hz。采用正离子反射模式。质谱加速

电压为20kV，串级质谱加速电压为8kV。质量扫描范围设置为800-3500Da，在1800Da

附近分辨率最高。选择每个MS谱中前8个强度最大的且信噪比大于40的肽段作串级谱。

Trypsin酶解的马肌红蛋白的肽段用来校准仪器，仪器校准之后再对其它样品进行检测。

用GPS软件(version 1．0，Applied Biosystems，USA)，Mascot(version 1．6，

http：／／www．matrixscience．com，Matrix Sciellce,London，UK)搜索引擎，IPI数据库(version

2．3．3)中的Homo sapiens(Human)亚库搜索，肽质量误差范围设置：-+0．3Da；串联质谱质量

误差范围设置为：±0．4Da，允许一个漏切位点。使用GPS软件对数据进行自动搜索和分

析，最好离子得分大于29分同时满足置信度大于95的蛋白认为是可信的。

3结果与讨论

3．1人肝蛋白质中高丰度蛋白质的去除结果

根据Giddings提出的数学模型，如果所联用的多维色谱的分离机理正交，那么多维色

谱分离模式的峰容量应为构成其的各个一维分离模式的峰容量的乘积。离子交换色谱依

据物质所带电荷进行分离，RPLC根据疏水性分离，两者机理正交，另外离子交换色谱所

采用的盐流动相对于反相分离无影响，两者适于联用，之所以将反相作为第二维主要考

虑其流动相主要由水和非极性挥发性有机溶剂构成容易除掉，同时还有脱盐纯化样品的

能力，当与质谱联用时，RPLC这些特性尤为重要。离子交换的分离效果不如反相色谱，

但其上样量较大适用于作为两维分离的第一维。强阳离子交换色谱与阴离子交换色谱相

比因其流动相的酸碱度与反相色谱兼容所以二者经常被联用，达到对蛋白质的高分辨的

分离的效果。

图4．3给出了人的肝脏组织可溶性蛋白质的SCX的紫外分离的色谱图，图中虚线展示了

馏份收集的起始时间以及每个馏份的时间节点，每一个sCx馏份进～步使用RPLC分离。

图4-4(A)展示了SCX-RPLC两维分离的三维立体图，从给出的色谱图上可以看出，

SCX-RPLC系统在分离可溶性人肝蛋白质方面展示了很高的分辨率，根据实验部分描述的
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去除高丰度蛋白质的标准，53个高丰度色谱峰被确定并且主要集中在馏份1．3和15．18这几

个少数的馏份中。在这些高丰度蛋白质色谱峰的压制下，其它的色谱峰就显褥很弱。图

4-4(B)展示了在除去馏份1-3和15-18这几个馏份之后scx-RPLC两维分离的三维立体

图。比较图4-4㈥和㈣可以看出，如果在高丰度蛋白质被酶解之前将其从中低丰度蛋白
中分离出去，那么中低丰度的蛋白质被检出的几率就大大提高。
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图4-4(A)展示TSCX-RPLC两维分离的三维立体图，∞)展示了在除去馏份1·3和15，18这_fL

个馏份之后的SCX．RPLC两维分离的三维立体图。
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同时从色谱图上也注意到，在相邻的几个SCX馏份经过RPLC分离后在相近的位置上

有相似的色谱峰出现，导致这一现象的可能的原因经过分析得出主要有以下两点，在第

一维分离时较大的蛋白质的色谱峰被分成两段或多段收集到不同的馏份中，另外也可能

是因为蛋白质样品比较复杂，具有不同的静电作用力的蛋白质却有着相似的疏水相互作

用力，导致在SCX分离时具有不同的保留时间却在RPLC分离时色谱峰的位置相近，这也

正是多维色谱分离模式的优势所在，不同分离机理模式的色谱方法联用，会达到更大的

峰容量和分辨率。

Time fmin)

图4-5 RPLC分离来自SCX不同批次的28号馏份的色谱图，平行分离了三次。

常规的离线的21)．SCX／RPLC系统分离的重现性使用色谱峰的保留时间和峰高的相对

标准偏差进行了评价。为此我们用同一种人肝提取样品为研究对象，做五次连续SCX实

验，对其中8个分辨率较高的色谱峰的保留时间和峰高的相对标准偏差进行了计算统计，

结果发现保留时间的相对标准偏差小于2．6％同时峰高的相对标准偏差小于43％。进一步

将来自sCx的28号馏份作为例子相应的进行3次RPLC分离，分离所得的谱图如图4．5所示，

从图上可以看出色谱峰的峰形尤其是吸收比较强的色谱峰的峰形和保留时间都比较相

似，显示了蛋白质水平上分离的良好的重现性，全自动的进样系统和馏份收集系统以及

一昌盎=z)净‘鼍；8蓦童暮魄二《
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良好的色谱柱容量和性能为二维系统良好的重现性提供了保障。

本工作所提出的高丰度蛋白质去除策略是基于完整蛋白质分离的基础上的。Lescuyer

『48]等人对目前用于蛋白质分离的不同的色谱技术进行了综述，从中得出结论：色谱技术

因为其能将高丰度蛋白质通过分离而使其聚集到少数几个或多个馏份中，从而越来越成

为一种强大的富集低丰度蛋白质的工具或手段。在本工作中，使用的两根色谱柱在分离

机理上完全正交，提供了很高的峰容量和分辨率，因此，高丰度蛋白质不仅能够被洗脱

到少数几个或多个馏份中而且得到了有效的分离，这就为在完整蛋白质水平上去除高丰

度蛋白质提供了机会，同时本工作的蛋白质在SCX柱子的上样量为4mg，如此大的上样量

更有利于中低丰度蛋白质富集。另外，目前有文献报道的基于蛋白质分离的多维液相色

谱系统仅限于对蛋白质质量的检测，对未知蛋白质的定性方面就显得无能为力，为了做

到定性和定量兼顾，很多研究组做了大量的努力，最普遍的方法就是在分离末尾使用一

个分离器，例如，在Iju等的工作中，在线SCX／RPLC分离酵母核糖体蛋白样品时就是在

柱后使用了～个分馏器，一部分通过SCX／RPLC系统的洗脱液被分离，同时在线的与

ESI-TOF-MS相连，直接进行蛋白质质量的检测，另一部分馏份被收集后经过冻干、酶解

进而使用MALDI质谱对蛋白质进行定性分析。类似这样的操作步骤冗长且工作量大，相

比之下，目前常用的“shot．gun”技术在对未知蛋白质的检测方面有着绝对的优势，因此本

工作在除去高丰度蛋白质之后仍然采用“shot．gun”技术对蛋白质进行定性分析，在没有了

高丰度蛋白质的压制的情况下中低丰度蛋白质的绝对上样量就得到很大提高，相应的检

出几率也会很大提高。

3．2在线2D．micro．SCⅪc砌}LC分离以及MALDI检测

CHCA是常用的进行肽分析的MALDI基质。对于大多种类的肽，它能产生较强的质谱

信号，但在实验过程中发现在某些质量范围内，如800--900Da之间，CHCA会形成簇峰

影响该范围样品信号的解读。为了减少基质簇峰的影响，我们根据其他实验组的经验在

基质溶液@自IAT0．3mg／ml的柠檬酸铵以抑制基质信号，效果明显。
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图4。6其中一个馏份在线两维分离质谱鉴定的三维立体图，肽段洗脱I自micro．SCX柱子，

洗脱的盐梯度是的160 mM NH4AC。
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图4．7A肽谱图，箭头标识的母离子(m／z=1695．80)的串级谱图列于B，氨基酸序列为：

IsGGSwEMQGDE姗t，鉴定蛋白质为Tax_Id=9606细胞质的异柠檬酸脱氢酶。
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酶解的肽段依次使用在线的2D-micro—SCX／cRPLC系统进行分离然后MALDI质谱检

测。含有高丰度蛋白质的馏份分离检测的结果列在表4．3，可能是分离时共洗脱的原因造

成检测到58个蛋白质超过除去的色谱峰的个数。含有中低丰度蛋白质的馏份经过酶解之

后，进一步由在线微升级两维系统进行分离，然后质谱鉴定，图4—6展示了～个例子，160

mM NH4AC将肽段从micro．SCX柱子上洗脱下来后直接在线脱盐，接着cRPLC分离质谱检

测，从而得到这个馏份的三维立体图。从图上可以看出大量的信号比较强的肽指纹谱被

检测，这就为得到有价值的串极信息提供了前提，因为众所周知，有价值的串极信息是

鉴定可靠蛋白质的关键。图4．7A是其中一点的肽谱图及从该点选出的箭头标识的母离子

(m／z=1695．80)的串级谱图列于图4．7B。从图中标记的离子碎片可读出该前体离子的

氨基酸序列为：ISGGSVVEMQGDEMTR，经过软件分析鉴定为Tax 胞质的异_Id=9606细

柠檬酸脱氢酶。经过分离总共鉴定了1213个蛋白质。

表4．3本系统鉴定的中国人肝组织中强的紫外信号对应的高丰度蛋白质。



复旦太学博士学位论文

14 IPl00298057

15 JPl00477166

16 IPl00220521

17 lPl00478625

18 IPl00396977

20 IPI00473011

21 IPl00023711

22 IPl00004233

Tax_Id=9606 Splice Isoform 1 of 531412 5．73

Plectin 1

Tax__Id=9606 Periplakin 204525．9 5．44

Tax_ld=9606 Centromere protein E 357305．87 5．05

350＼／400ka

Tax_Id=9606 Splice Isoform 4 of Go]罾260790．62 5．32

autoantigen， golgin subfamily A

member4

Tax_Id=9606 152 kDa protein 151903．64 5．76

Tax_Id=9606 splice Isoform 7 of 642270．75 5．59

Nesprin 1

Tax Id=9606 P】良EDICIED：similar to 741434．43 9．06

Centromeric protein E(CENP-E

protein)

Tax_Id=9606 Hemoglobin delta chain 15914．25 7．96

Tax_Id=9606 Envoplakin 231477 6．55

Tax_Id=9606 Splice Isoform Long of 358525．56 9．44

Antigen KI·67

Tax_Id=9606 Eukaryotic translation 166468．31 6．38

inifiation factor 3 subunit 1

Tax_Id=9606 Antigen identified by 358473．68 9．48

monoclonal antibody Ki-67

Tax Id=9606 Splice Isoforill 2 of 236387．29 5．63

Nuclear mitotic apparatus protein 1

26 IPl00550910 Tax_Id=9606 Hypothetical protein 196977．28 9．22

DKFZp451G165

27 IPl00174574 Tax Id=9606 Novelprotein 103353．56 8．43

28 IPKl0398776 Tax Id=9606 PIectin 7 512291．81 5．61

29 IPl00479143 Tax Id=9606 Pericentrin 2 377849．5 5．38

30 IPl00376383 Tax Id=9606 centriolin 268733．65 5．44

31 IPl00305282 Tax Id=9606 Splice Isoform 1 of DNA 153796．56 6．48

repair protein RAD50
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当然，如同上一节所述，多维色谱除去高丰度蛋白质的策略也存在一些不足，对一

个陌生的样品需要较长的繁琐的条件实验，但这相比抗体的培养周期还是短很多，而且

成本很低，另一点就是因为存在一个酸碱度匹配的问题导致本系统面对的样品范围比较

窄，造成有些高丰度蛋白质甚至一些经典的肝脏蛋白质没有被提取和检测。另外该法与

双向凝胶电泳方法得出的结果需要进一步的比对研究。在未来的工作中，阴离子交换色

谱柱将取代强阳离子交换色谱柱用于分离中性或碱性条件下提取的蛋白质样品。届时两

种路线从不同的角度互相补充，为进一步研究蛋白质组学提供技术上的服务。

4结论

本节工作主要是将我们发展的多维液相色谱去除高丰度蛋白质的策略运用到人类肝

脏蛋白质组学的研究中，共鉴定了1213中蛋白质，进一步验证了这一全新的观点的可行

性和有效性，尽管如文中所述还有一些地方需要改进和进一步研究，但是不能比承认本

章所做工作为蛋白质组学新技术的发展提供了一个新的思路和看问题的一个新的角度。

98
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第五章多维液相色谱的Top—down技术路线的探索研究

大量生物体全基因序列的获得，特别是人类基因组序列草图的完成【1．2】，为人们了解

细胞中蛋白质表达图谱和基因与蛋白质的功能关系奠定了基NI[31，也为研究人类基因活

性与疾病的相关性提供了有力根据。但是，由于基因表达往往是通过基因的转录、表达

产生一个蛋白质前体，在此基础上再进行加工、修饰，才成为一个具有生物活性的蛋白

质，所以同样的一个基因在不同条件、不同时间和空间可能不只有一种相应的蛋白质，

可能会有几种，甚至几十种对应的蛋白质存在。另外，这样的蛋白质还需要通过一系列

的运输过程，到达细胞内适当的位置才能发挥正常的生理作用。在如此错综复杂的表达

过程中，任何一个步骤发生细微的差错即可导致肌体发生疾病。研究表明，基因不能完

全决定蛋白质的后期加工、修饰以及转运定位的全过程。近年来人们又发现蛋白质间亦

存在类似于信使核糖核酸(mRNA)分子内的剪切、拼接，具有自身特有的活动规律。这

种自主性不能从其基因编码序列中预测，只能通过对其最终的功能蛋白进行分析才能了

解蛋白质在肌体中发挥的不同作用。正是由于基因组学无法回答这些问题，所以，在人

类基因组计划完成后，科学家们又进一步提出了后基因组计划，蛋白质!Jt(proteomel研究

便是其中一个很重要的内容。蛋白质组学也正是作为功能基因组学的重要支柱在应运而

生【4】。

目前，用于复杂的蛋白质混合物的高效分离方法主要有双向凝胶电泳(2．DE)和高效液

相色谱(HPLC)两种方法。其中因分离度高并具有直观图谱而被普遍采用的方法为二维凝

胶电泳(top．down技术)。二维凝胶电泳与质谱联用技术已经成为蛋白质组学研究中一个较

为成熟的技术平台，被广泛应用于蛋白质组学研究的各个方面【5】。但由于该技术伴随其

诞生所固有的缺陷，比如有限的动态范围和分离样品中分子量差别较大的蛋白，低含量

的蛋白、以及疏水蛋白的能力较差，另外其操作过程费时费力，自动化程度低。为了解

决这种方法存在的问题，另一种高效分离方法，即高效液相色谱方法(HPLC)获得了愈来

愈多的应用。

液相色谱和毛细管电泳(Capillary Electrophoresis，简称CE)【6l也是蛋自质组学研究中

常用的分离分析手段。但是一维系统的分离能力十分有限，往往不能满足复杂蛋白质混

合物的分析需要。Oiddings[7]指出，多维联用系统的总分辨率约等于各维分辨率平方和的

平方根，总峰容量约等于各维峰容量的乘积。根据这一理论，多维分离系统可以减少峰

重叠【8—9】，提高系统的分辨率和峰容量，为样品的定性提供更多的数据信息。此外，它

还具有分离速度快、重现性好、自动化程度高的优点。因此，发展多维液相分离技术对
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于蛋自质组学的研究至关重要110—131。

鉴于目前使用的shot。gun(bottom-up)技术存在的一些问题，我们开创性的提出了多维

液相色谱的top．down技术路线，新的技术路线兼容了原始的“bosom-up”和“top-down”

二者的优势。在本章第～节，将这条技术路线运用到中国人肝样品的分析检测中，在第

二节中，我们继续将第一节中的两维系统进一步扩展到三维，希望在对蛋白质充分分离

的基础上，同时实现对蛋白质的定性和定量检测。

第一节SCⅪcIuPLC／靶上酶解，Ms分离鉴定系统的建立

1引言

蛋白质组学研究的中心任务之一就是对蛋白质表达谱的研究，也就是从蛋白质复杂的

混合物中鉴定未知蛋白质。目前，对复杂的蛋白质样品的分析一般有两条路线，分别是

“bottom．uD”和“top—down”。“bottom-up”这条蛋白质组学分析路线通常指“鸟枪法”

(shotgun)技术114-231，这条技术路线在蛋白质组学研究中起到了重要作用，尤其是在大规

模鉴定未知蛋白质方面作用突出。“boRom-up”路线的核心或中心指导思想就是，先将整

个蛋白质混合样品进行酶解，得到数以百万计的肽段，然后使用多维液相色谱技术将其

分离，接着进行质谱鉴定，得到的质谱数据在相应的数据库搜索，从而完成对未知蛋白

质的鉴定。尽管“boRom—up”技术路线相对双向凝胶电泳技术对分析低丰度蛋白质有很

强的优势，但是这项技术提供了非常有限的关于完整蛋白质的分子信息，尤其在后修饰

(PTMs)方面提供的信息量过少【24】，在这种基于肽段分离的技术在分析中忽略了很多修

饰。为了祢补或提高此路线对后修饰的检测能力，Yates与其合作者们采用了一些在蛋白

质酶解方面的新方法，即采用多种不同的酶对蛋白质进行酶解从而产生重叠的肽段[251。

在这样的实验中，蛋白质混合物通常被三种不同的酶来酶解：胰蛋白酶对蛋白质进行特

定位点的酶解，而其它两种酶(subtilisin和elastase)进行非特异性的酶解。这种使用多种

酶来提高蛋白质序列覆盖度的方法被Choudhary研究组【26】以人的血浆为研究对象进行了

进一步的研究。

相比之下，“top．down”所代表的蛋白质组学研究路线，在蛋白质的一些特性研究方

面有着特有的优势，例如：蛋白质的分子量、等电点、疏水性以及结合特性等，因为这

种实验思路是以复杂混合物中完整的蛋白质分离为基础。双向凝胶电泳技术是最成熟和

最经典的“top—down”技术，第一维根据等电点不同，第二维根据分子量的不同实现对蛋
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白质的分离。然而，这项技术有着固有的缺点，例如对低丰度蛋白质的检出能力不够，

成本高，费时费力，自动化程度低等，因此，开拓研究新的经济、快速、重现的分离技

术成为当前的需要，多维高效液相色谱(Mud．HPLC)越来越多的应用到蛋白质组学分离平

台中。理想的情况是寻找到类似双向凝胶电泳的色谱技术，即使用正交的色谱模式在完

整蛋白质水平上实现对蛋白质的分离，达到利用低成本、高效且快速的液相色谱完成2一DE

的分离工作，并且取得更好的分离鉴定效果。

最近，基于多维色谱分离蛋白质这方面主要采用离线的方式，典型的是制各级等电聚

焦【27．34]或凝胶电泳135．36]作为第一维与第二维的RPLC联用实现对蛋白质的分离。

Lubman及其合作者将提取自细胞裂解液的大约10mg的蛋白质使用Rotofor--次性进行等

电聚焦[27．29]，然后使用RPLC作为第二维分离。他们实验组同时还开发了色谱聚焦模式，

即使用了阳离子交换柱子在pH4．7的范围内对蛋白质进行色谱聚焦。另外Kelleher与其合

作者开展了基于酸不稳定表面活性剂的制各级聚丙烯酰铵凝胶电泳用于分离酵母蛋白

『35．361。Lee等人构建了一个液相毛细管等电聚焦(CIEF)作为第一维，纳升级的反相液相

色谱(nano．HPLC)作为第二维的这样一个二维系统[32．341，用于浓缩和分离完整蛋白质。

在这个系统中，电动聚焦，样品堆积导致高的样品浓缩加上系统高的分辨能力这些都为得

到超高的灵敏度和较宽的动态范围提供了前提和基础。所有这些系统一般都是以质谱检

测蛋白质的分子质量为最终结果。从这些系统可以看出，相比2一DE而言，Mud．HPLC具

有经济、快速、易于自动化的优势。

“top．down”技术在对研究蛋白质性质方面比“bottom．up”技术有明显的优势，但是

现有的液相色谱模式的“top．down”路线虽然保存了对蛋白质一些物理化学性质研究的优
势，同时却牺牲了对未知蛋白质鉴定的能力，尤其是不便于进行大规模的鉴定。因此，

更为理想的液相色谱模式的“top-down”路线最好还要能够产生蛋白质碎片信息最终实现
蛋白的定性。产生蛋白质碎片即肽段可以通过化学或蛋白酶水解的方法得到，然后利用

质谱对肽段进行分析从而鉴定未知蛋白。为了既得到完整蛋白质的信息包括物理化学性

质及定量信息有能够实现对未知蛋白质的定性，有些研究组对现有的液相色谱模式的

“top．down”路线进行了改进，一般在分离系统之后采用离线的传统酶解的方式[21，
27-31]，即分离系统之后，使用一个分流器，一部分流动相直接进如质谱测量分子量，相

应地分流后的流动相冻干、酶解进行定性分析。这些方法因为其多个转移步骤和低的灵

敏度要求高的样品量所以没有得到广泛应用。最近，很多离线或在线的使用固定化胰蛋

白酶进行及时酶解的研究越来越多，Ericson等人[42，491发展了一种自动的非接触式的点

样界面，通过一个脉冲电场将来自并行柱子的洗脱液直接点到MALDI靶板上。David C．
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Schriemer等人[43．441展示了在水相一有机相溶液中的蛋白质的在线酶解系统，它通过一

个固定化的胰蛋白酶微柱直接与RPLC相连而实现的。这些方法已经证明对于多维无胶系

统是有效地。然而，固定化的酶技术对酶解时间要求非常短，另外市场上还没有商品化

的固定化的酶的产品可用，目前实验室使用的固定化的酶的柱子经不起重复使用，再生

困难，因此很难在实际应用中推广。

因此，如何让液相色谱模式的“top．down”技术既能保留其固有的测定蛋白质物理化

学性质的优势，又能够兼具对未知蛋白质的鉴定尤其是规模鉴定的“bottom—up”技术的

优势，这将是蛋白质组学研究的技术领域的又一大挑战。我们的研究组在构建多维色谱

系统和实现自动化方面做了很多有意义的工作150-53]，积累了大量的经验。在本章工作

中，我们构建TSCX／cRPLC的一个全二维的液相色谱系统用于完整蛋白质的分离，同时，

基于已有的直接在MALDI靶板上的酶解[45-47]和双层样品准备方法【48】，我们实验室进

一步将其发展为靶上酶解技术。这～新的酶解技术的使用完美的克服了固定化酶的技术

的缺陷，实现了快速的在线酶解。这新的SCX／cRPLC／靶上酶解儡4AI DI-MS系统不仅能够

完成对未知蛋白质的规模鉴定而且保留了完整蛋白质的很多信息，真正意义上实现了

“top．down”与“bottom．up”的完美结合。这个新的策略已经运用到中国人肝蛋白的测

定中，一共检测蛰13313个唯一蛋白质。实验证明该系统是对2-DE的有效的补充，丰富了

蛋白质组学研究的技术手段。

2实验部分

2．1试剂与材料

乙腈(ACN，高效液相色谱纯，Merck Co)，三氟乙酸(矸A高效液相色谱纯，Tedia

company．inc．)，苯甲磺酰氟(I'MSn(上海华瞬生物工程有限公司)，a．氰基-4．羟基．肉

桂酸(CHCA，Sigma Chemical Co)，柠檬酸铵，测序级胰蛋白酶为Roche公司产品：

碳酸氢铵、氯化铵等为国产分析纯试剂，熔融石英毛细管(250／zm i．d．，380 pan o．d．)购

自河北永年锐泽色谱器件有限公司觎北，中国)。Zorbax 300SB C8液相色谱填料(5／zm，

300 A，Agilent Technologies，Waldbronn，Germany)和Zorbax BP—SIL硅胶(7胂，80 A，

DuPont，Wilmington，DE，USA)分别用来装填液相分析柱和制各毛细管柱塞。实验中所用

水为MiUi．Q去离子水。

健康的中国人肝组织由中国人肝组织提供。所有样品都在。80。C保存以防止蛋白质降

解。

2．2样品制备
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中国人肝组织样品在分发到各个实验室之前，已经统一在液氮冷却的条件下处理成粉

末，所以直接以1：8(g：mL)的比例加入上述相同的提取液并进行手动匀浆，直至组织

完全破碎，整个匀浆过程同样在冰浴中进行。然后混旋30分钟，在4aC条件下18000 g

离心15 mill，取上清液即为提取蛋白，一80℃保存备用，蛋白质提取液用由Qu等改进的

Bradford法定量1541。

2．3 SCX-cRPLC系统

常规柱分离的色谱系统由LC-2010分离装置和FRC-10A馏份收集装置组成(Shimadzu

Corp．，Japan)。LC一2010系统是一套高集成的色谱分离系统，它由一个低压四元梯度泵，

自动迸样器的最大进样量为两毫升，在线脱气系统，恒温系统和一个双波长的紫外可见

检测器组成。系统自带的Class-VP工作站负责记录和处理数据，FRC-10A馏份收集系统

由SCL-10A控制器进行控制(Shimadzu C0rp．，Japan)。本章使用的常规二维分离系统是

采用离线的方式对样品进行两维切换。

SCX色谱柱采用C18的反相柱(AgilentTeehnolcIgies，USA)，内径是4．6mm，25cm

长，采用51xm,300A,Zorbax填料，分析柱前加～个1．2cm长内径为4．6mm的保护柱以防

止污染或堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。

SCX梯度洗脱溶剂为：A：0．I％TFA-100％H20；B：1M氯化铵．10％乙腈-0．I％TFA。流

动相洗脱梯度为：O％B 15分钟，40分钟内线性上升至20％13,30分钟内从20％上升至

50％B，25分钟内从50％上升至100％B，保持10分钟，1分钟内降至O％B。考虑到系

统压力的问题将流速设为0．8 mlJmin，紫外检测波长为214nm。馏份采用自动收集，从4

分钟到128分钟每2分钟收集为一个馏份，一共收集了62个馏份。

毛细管反相色谱柱子(cRPI．,C)自行填充，柱上塞子用sol—gel法制作【55】，采用高压匀

浆法将填料填充入内径为2509m，长为25cm的毛细管内。将5,um Zorbax 300SB反相硅胶

填料溶于甲醇中，在超声波中振荡，使填料颗粒高度分散成匀浆。以甲醇为顶替剂，将

此匀浆液在高压泵的驱动下灌入毛细管柱内。保持300．400 bar的装填压力，同时毛细管柱

放在超声中振荡半小时，保证固定相颗粒均匀紧密装填于柱内。然后逐渐降低压力，匀

速降至常压后，卸下柱子。

Agilent 1100高效液相色谱仪，配有四元梯度泵和化学工作站(Agilent Technolo百es．

1nc．，Palo Alto，CA)用来形成洗脱梯度。cRPLC梯度洗脱溶剂为：C：98％H20．2％乙腈

一0．I％TFA；D：98％乙腈．2％H20一0．1％TFA。流动相洗脱梯度为：O％D 5分钟，20分钟内线

性上升至20％D，60分钟内flj20％线性上升至50％D，0．1分钟内由50％线性上升至100％D，
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保持5分钟，1分钟内降至0％D。流速设为2．0／ⅢIJmin。以Waters 484可调波长紫外检测器

进行紫外吸收柱上检测，检测波长214 am，数据采集和处理由Echrom98色谱工作站完成

(依利特，大连，中国)。从分离柱末端出来的洗脱液直接利用全自动的点样系统(Probot(LC

Packings,Dionex)micro spottingsystem)三维平台，点在MALDI标准靶板上，点样频率为

30秒，点，六个校准点手动点在靶板上，液滴干燥后待用。

2．4洗脱蛋白质的靶上酶解

靶上酶解技术是直接采用由本实验室发展的具有专利保护的新技术。实验步骤简单

描述如下：测序级的胰蛋白酶溶液使用10mM的碳酸氢铵溶液稀释成1 ng／tuL，使用全

自动的馏份收集器(Probotmicm sponing system)的三维平台结合其自备的针泵系统将

稀释后的酶溶液点到已经干了的靶板的样品点上，流速为1铆1．／min，每5秒点一个点，

完成之后，将靶板迅速放入一个相对密封而且潮湿的恒温箱中，50℃酶解15分钟，酶

解完成之后，将靶板拿出来，室温下利用强风将靶板吹干。然后将馏份收集器的针泵部

分中的储存容器中的溶液部分换掉，由原来的酶溶液换成MALDI基质溶液(5 m咖L
CHCA diluted in 50％ACN一0．1％TFA一0．3 mg／mL citrate ammonium)，同样的操作，将基

质溶液点到每个点的上部，然后室温风干待用。

2．5标准蛋白质的靶上酶解

靶上酶解的灵敏度使用三个标准蛋白质进行验证：肌红蛋白(myogiobin)，细胞色素

C(cytochrome c)，B-酪蛋白(B-casein)。这三种蛋白质分别点在MALDI靶板上，点样的量

依次是0．07，0．07，7 ng，酶解过程如上所述，先覆盖一层酶溶液，50℃酶解15分钟，

干了之后点上适当的基质溶液。因为仅是几个标准样品点，所以采用手动点样即可。

2．6质谱和数据检索

点样完毕，沉积在靶上的样品完全干燥后送入MALDI-TOF-TOF-MS(Applied

Biosystem，USA)。该质谱仪采用MALDI离子源，串级飞行时间分析器，由4700

ExplorerTM软件控制。激光波长337nm，频率200Hz。采用正离子反射模式。质谱加速

电压为20kV，串级质谱加速电压为8kV。质量扫描范围设置为800-4000Da，在1800Da

附近分辨率最高。选择每个MS谱中前8个强度最大的且信噪比大于40的肽段作串级谱。

Tryps／n酶解的马肌红蛋白的肽段用来校准仪器，仪器校准之后再对其它样品进行检测。

用GPS软件(version 1．0，Applied Biosystems，USA)，Mascot(version 1．6，

h郇：／／www．matrixscience．tom，Matrix Science，London，UK)搜索引擎，IPl数据库(version

2．3．31中的Homo sapiens(Human)亚库搜索，肽质量误差范围设置：±O．1Da；串联质谱质
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量误差范围设置为：---0．2Da，允许一个漏切位点。使用GPS软件对数据进行自动搜索和

分析。

3结果与讨论

3．1蛋白质水平上的二维分离平台／靶上酶解／MALDI鉴定系统的
构建

本章在前几章研究的基础上构建了一个二维分离平台结合靶上酶解技术以及质谱鉴

定技术形成一整套的融合了“bottom-up”和“top-down”技术优势的全新的分离鉴定系

统。简而言之，可溶性的蛋白质首先经过强阳离子交换柱分离，同时进行馏份收集，得

到62个馏份，然后这些馏份依次经过毛细管反相液相色谱分离，同样使用微馏份收集器

对分离后的洗脱液进行收集，并且直接收集到MALDI靶板上，干燥之后在其上面点上一

层酶溶液进行靶上酶解，其方法在实验部分有详细叙述，酶解完成之后，再在其上点上

基质溶液，干燥之后可用于质谱检测。经过检测肽谱与串极谱之后，将数据使用特定软

件自动搜索，搜索时采用通用的肽谱和串极联合搜索的方式，最后经过去除冗余等生物

信息学的筛除总共得到3313个可靠蛋白质。

图5．1给出了蛋白质分离鉴定的流程的举例。可溶性蛋白质的SCX分离图如上一节图

4，3所示，馏份收集的起始与结束时间以及每个馏份的时间节点在图上都有明确的标识。

cRPLC分离SCX的17-21号馏份的色谱图如图5．1似)所示，图上的箭头指示的是cRPLC色

谱图上的保留时间为45至1145．5分钟之一区间的色谱峰，相应的蛋白质的肽谱图在图5．1(B)

中给出，从中选出的母离子(m／z 1477．75)的串极谱如图5．1(C)所示，其上标记的是鉴定的b、

Y离子碎片。鉴定的结果是四羟酮醇脱氢酶(flavin reductase)，序列为：

NDLSFITVMSEGAR。图5．2显示的是一张人肝可溶性蛋白质经过SCX／cRPLC两维分离之

后的两维图，使用灰度值表示紫外信号的强弱，图中x轴方向每一个条带分别表示的是来

自SCX的馏份，Y轴方向表示RPLC分离蛋白质的保留时间。我们将62个馏份分别经过

cRPLC分离、靶上酶解、质谱鉴定后所得的肽谱图分别使用Matlab软件作图，相应的得到

62张三维谱图(图5．3)，从图中很清楚的显示出这条技术路线可以将蛋白质充分酶解得到

大量的信号比较强的肽谱信息，便于质谱进行串极的检测，从另外的层面提高了蛋白质

鉴定的几率。在图5．4中，0．07 ngg红蛋白的酶解产物经过靶上酶解之后质谱鉴定产生7

个肽段相应的得至1J52％的序列覆盖度(m5．4a)，0．07 ng的细胞色素c的酶解产物中有5个肽

段相应的46％的序列覆盖度(图5．4b)，同样的7 ng的8．酪蛋白酶解产物中对应了8个肽段和

25％的序列覆盖度(图5—4c)。这些结果都证明了同一现象，即靶上酶解技术能够很好的酶

解低含量的蛋白质，然而，我们也观察到在低浓度的蛋白质酶解的肽段碎片谱图上有胰

110
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蛋白酶的碎片峰出现，但是这些碎片并不干扰其它蛋白质的检测。总之，从上述这些图

中可以看出SCX／cRPLC两维分离系统在分离完整蛋白质方面展现了很高的分辨率，靶上

酶解技术的采用又使分离后的蛋白质可直接酶解并用于质谱鉴定，在保留酶解前的蛋白

质的信息的同时实现蛋白质的定性。

|
}
薹
；
{
毒

n加

Time(rain)

净一c

^Inss驯对
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图5．1给出了蛋白质分离鉴定的流程的举例。可溶性蛋白质的SCX分离图参看上一节图

4-3所示，馏份收集的起始与结束时间以及每个馏份的时间节点在图上都有明确的标识。

cRPLC'分离scx的17_21号馏份的色谱图如(A1所示，图上的箭头指示的是cRPLC色谱图上

的保留时间为45到45．5分钟之一区间的色谱峰，相应的蛋白质的肚谱图在(B)中给出，从

中选出的母离了(卅肛1477．75)的串极谱如(q所示，其上标记的是鉴定的b、y离子碎片。

鉴定的结果是四羟酮醇脱氢酶(navin rtxluctase)，序列为：NDLSPTI'VMSEGAR

图5．2人肝可溶性蛋白质经过SCX／cRPI．．C两维分离之后的两维图。图中横轴方向每一个

条带分别表示的是来自scx的馏份01)，纵轴方向表示RPLC分离蛋白质的保留时间。
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图5．3人肝蛋白质经过SCX分离之后所得62个馏份，进一步经过cRPLC／靶上酶解

／MALDI．MS分离鉴定后的三维谱图。
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图5．4，标准蛋白质经过靶上酶解之后所得肽段的质谱鉴定图。(a)0．07 ng肌红蛋白，

(b)0．07ng的细胞色素C，(c)7ng的8一酪蛋白。
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蛋白质酶解成肽段，然后对混合的肽段进行分离的shotgun技术路线为蛋白质组学研究中

低丰度蛋白质的检测提供了很大的潜力发挥了重要作用。然而，在这个过程中很容易丢

失完整蛋白质的信息，而且酶解后的肽段数以百万计，其复杂性远超过了蛋白质的复杂

性，直接的结果就是对多维色谱的分离能力以及现有的质谱的扫描速度提出了严峻的挑

战，在当前质谱的扫描速度没有突破性提高的前提下，肽段如果不能充分分离就会导致

一个色谱峰中共洗脱下来的肽段的串极信息的丢失，从而降低蛋白质鉴定的数量。

为了得到完整蛋白质的信息，很多研究人员作出了大量的努力，制备级等电聚焦与液

相毛细管等电聚焦分离通过一个腔体形成溶液pH梯度[27．31】，微型阴离子交换色谱构筑

pH梯度洗脱【30】，类似的还有凝胶膜内含不同的pH梯度[56．571，这些模式一般都作为第

一维，后面紧接RPLC作为第二维进行蛋白质的分离。这些“top．down”技术显示了获取

蛋白质水平上的物理化学性质的优势同时却损失了对未知蛋白质的鉴定能力。实现对未

知蛋白质的规模鉴定仍然是蛋白质组学研究中的重要方面，所以，如何将“top—down”和

“bottom-up”路线的优势融合到一起将是蛋白质组学中的一个挑战。在本章的工作中，

构建的SCX／cRPLC／靶上酶解／MALDI．MS系统正如前面所给出的实验结果那样很完美的

解决了这个问题或矛盾。其中的关键技术之一就是本组发展的靶上酶解技术，正如图5．4

中所显示的，0．07 ng的标准蛋白质能够很好的被酶解鉴定，就有很高的灵敏度，可以用

来批量的酶解液相分离出来的蛋白质样品，将蛋白质的二维液相分离与酶解肽段的质谱

鉴定很好的结合起来，解决了液相色谱分离时存在的蛋白质定性与蛋白质相关信息的获

取相互矛盾的问题，丰富了蛋白质组学研究中的技术方法。

SCX偶合cRPLC是蛋白质组学中常用的分离模式，SCX具有上样量大的优势，而

cRPLC具备高的分辨率和小的稀释因子的优势，而且反相色谱还具有在柱头富集样品的

能力能够承受样品较大的稀释比，另外，cRPLC具有除盐的能力，这一点对cRPLC之后

的质谱分析非常有益，因为大量盐的存在既会影响酶解的效率又会影响质谱的信号。

正如图5．1和图5．2所示，系统显示了很高的分辨能力，蛋白质从cRPLC洗脱时的平均

峰宽大约为0．6分钟，如果采用Rs=1．5，那么在有效的分离时间(60min)内的峰容量为67，

另外，SCX与cRPLC的分离机理完全正交，所以系统的峰容量就估算为4154(62个SCX

馏份×第二维cRPLC的峰容量67)。在本文选用2分钟的馏份收集时间节省了分离时间却

损失了分辨率，因此，如果实验需要可以适当增加馏份数量，尽管牺牲了一些分离时间

但是相应的提高了分辨率和系统的峰容量。

另外，靶上的样品酶解是非常方便的，因为来自上游的流动相，例如：乙腈和TFA，

都是在空气中就可以挥发除去的，溶解蛋白质的溶剂挥发掉的同时蛋白质就在靶板上得

120
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到了富集。50℃这样相对高的酶解温度在一定程度上对蛋白质起到了变性的效果，有利

于加速酶解缩短酶解的过程。这种直接将馏份收集到用于质谱鉴定的靶板上并在其上进

行酶解，避免了其它的繁琐的样品准备、纯化或转移步骤，大大减少了样品损失。众所

周知，胶上酶解之后肽段的转移率相当低，使原本含量就很少的低丰度蛋白又在转移过

程中大量损失，造成质谱检测的困难。因此，相比之下，这种直接酶解的方法有富集、

时问短、效率高等优势便于大规模的对由毛细管液相色谱洗脱的蛋白质进行酶解，实现

了高通量。

3．2系统重现性考察

SCX／cRPLd靶上酶解／MALDI．MS分离鉴定系统的重现性经过了考察。同一样品经过

SCX平行分离三次，然后以32号馏份为例进一步使用cRPLC分离，所得谱图列于图5．5，

从色谱图上可以看出色谱峰的峰形和保留时间都非常相近表现了良好的重现性，其中对

图中标记的五个色谱峰使用靶上酶解的方法进行了鉴定，结果发现不同批次的相同的保

留时间的色谱峰鉴定为同一蛋白质，分别为ga]actose-1-phosphateuridylyltransferase，splice

Isoform 1 of Abnormal spi，alcohol dehydrogcnase beta chain，myosin heavy chain，

hydroxymethylglutaryl-CoA synthase。全自动的进样系统和馏份收集系统以及良好的色谱

柱容量和性能为二维系统良好的重现性提供了保障。良好的重现性使这个新方法可以运

用到差异蛋白质组学中，而且离线的方式可以允许灵活的针对某一馏份的进行分析，具

有灵活性。

图5．5 cRPLC对来自SCX相同样品的不同批次的第32号馏份进行分离的色谱图，图中

标记的色谱峰使用分别使用靶上酶解的技术进行鉴定，结果展示了良好的重现性。

一

一
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3．3鉴定的人肝蛋白质的等电点与分子量的分布统计

图5-6展示了这种新策略所鉴定蛋白质的等电点(曲和分子量(M哪的分布图。在这些
鉴定的蛋白质中，分子量最大的是Tax ID=9606Titin，分子量为3．81E+6，最小的分子量

为Tax ID=9606 ORFl，其分子量为4335。同时，统计发现，在鉴定的蛋白质中有60．4％

的蛋白质的分子量集中在20，000与100，000Da之间，8．5％的蛋白质的分子量低于20，000，

另有31．1％的蛋白质的分子量高于100，000Da。鉴定的蛋白质的等电点范围主要集中在

4．37与13．07之间，其中有11．4％的蛋白质属于碱性蛋白质其等电点大于10。实际上，对

于极端的蛋白质，例如分子量小于20，000或大于100，000，或者极碱的蛋白质等，对于双

向凝胶电泳技术都是比较难以检出的蛋白质。另外，本实验鉴定的等电点范围还宽于已

经有报道的Rotofor的pH梯度[27．31】，液相毛细管电泳等电聚焦【32．34]，固定pH梯度

的凝胶膜技术[56．571，也明显宽于阴离子交换色谱的pH洗脱范围。从以上结果来看，

SCX／cRPLC／靶上酶解／MAI DI鉴定这条技术路线是分离复杂样品的理想平台。

10∞

8∞

g 600

Y

圣400

2∞

O

4 6 8 10 12 14

PI

图5-6新策略所鉴定蛋白质的等电点0D和分子量(Mw)的分布图。

3．4定量分析
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■帅o(ram)

图5．7来自SCX的42号馏份经cRPLC分离的色谱图，图上的标识为色谱峰的保留时间，部

分标记的色谱峰被作定量分析。

蛋白质组学研究的一个重要方面是定量分析，目前，在这方面的技术还并不成熟，还

处于研究阶段。考马斯亮蓝与银染是传统的对聚丙烯酰铵凝胶的染色方法经常被用于蛋

白质的定量，利用凝胶上染色斑点的深浅来相对判断蛋白质含量的高低，但是因为其相

对较窄的动态范围所以并不是非常适合对蛋白质定量，银染的方法的检测限大约为1．10

ng，考马斯亮蓝的染色一般可以检测到100 ng，另外文献报道标准蛋白质的紫外检测可达

到10 ng到20屹【271。紫外检测是高效液相色谱上常用的检测手段，其灵敏度与银染相

当，定量操作相对简单，所以高效液相色谱与紫外检测越来越多的被用在蛋白质定量分

析上【29，62-66]。

本工作以42号馏份作为一个例子来对定量分析进行说明。这个馏份的蛋白质的上样量

为23．7№，同时对色谱峰的峰面积进行积分，总面积为1．99×105，相应地单个色谱峰4纨
42B，42C和42D的峰面积分别为：1．43×104，0．98×104，1．06x 104，3．31x 104，那么单个

色谱峰的峰面积与总的色谱峰的峰面积的比例就是这个对应的蛋白质在总的上样量的比

例。因此，如果假定回收率是100％，那么鉴定的蛋白质的量分别为sorbitol dchydrogenase

(42A，tR----51．76)是1．70 vg,DLNB07 protein(42B，tR=57．63)是1．17Vg,phosphoenolpyruvate

carboxykinase(42C，tx=62．76)是1．26心，centromeric protein E(42D，tR=74．43)是3．94瞻。

然而在一般的反相色谱的回收率为70％与95％之间【67】，那么如果假定回收率为80％，上

舛

呛

m

m

(I看=3》'Ⅲ)8量七0sq《
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述几种蛋白质的量分别为1．36，0．94，1-01，3．15瞻。另外本工作采用的是214nm的检测波

长，此波长是对氨基之间的作用力进行检测因此提供了相对低的检测灵敏度，能对蛋白

质进行比较全的检测而不管蛋白质的种类如何127]。

当然，无论液相色谱紫外检测还是双向凝胶电泳加上染色定量都面临同样一个问题，

就是如果一个色谱峰或是胶上的一个蛋白质染色点包含两个或两个以上的蛋白质那么就

不能很严格的进行定量。对于这种问题，更进一步的分离工作将蛋白质尽量分开可以在

一定程度上解决这个问题，目前，不同的同位素标记技术的出现结合质谱技术提高了蛋

白质定量的效率和准确性[20，58-611。然而，二维液相谱图仍然能够提供大量的有关蛋

白质定量的信息。

4结论

在本节工作中，我们突破了现在流行的shot-gun技术先将蛋白质酶解成肽段然后分离

比蛋白质更加复杂的肽段的这主流思想的限制，开创性的提出了两维完整蛋白质分离／靶

上酶解／质谱鉴定这样一个全新的思路。这一新思想的可行性和有效性在人肝蛋白质组学

中得到验证。然而在蛋白质定量方面，因为有些蛋白质峰分离的不够充分造成定量上的

困难，所以在下一节的工作中，我们将尝试使用三维的分离的方法希望将蛋白质更充分

的分离以达到对更多的蛋白质进行准确的定量的目的。
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第二节sEc／scx／RPLC三维分离定性与定量系统的探索

1引言

定量蛋白质组学是指通过某种方法或技术，对生物样品(细胞、组织或体液等)在某些

过程中蛋白质的含量进行比较分析。从蛋白质组水平上对基因表达进行准确的定量分析，

是比较蛋白质组学的重要内容，是研究重大疾病致病机制以及药理控制机制的必要手段。

目前，在这方面的技术还并不成熟，还处于研究阶段。考马斯亮蓝与银染是传统的对

聚丙烯酰铵凝胶的染色方法经常被用于蛋白质的定量，利用凝胶上染色斑点的深浅来相

对判断蛋白质含量的高低，但是因为其相对较窄的动态范围所以并不是非常适合对蛋白

质定量，银染的方法的检测限大约为1．10 ng，考马斯亮蓝的染色一般可以检i则Naoo ng，

另外文献报道标准蛋白质的紫外检测可达到10 ng到20 vg【27】。紫外检测是高效液相色

谱上常用的检测手段，其灵敏度与银染相当，定量操作相对简单，所以高效液相色谱与

紫外检测越来越多的被用在蛋白质定量分析29_[29，62．66]。

另外，不同的同位素标记技术的出现结合质谱技术[20，58．611提高了蛋白质相对定量

的效率和准确性。同位素标记不同于一般的内标法，是一种“多”内标技术，或称“广泛”

内标技术，而且这种技术只能确定内标肽段与分析肽段在量上的相对关系，不能像一般

分析化学中的内标法一样给出被分析物的绝对含量。

无论液相色谱紫外检测还是双向凝胶电泳加上染色定量都面临同样一个问题，就是如

果一个色谱峰或是胶上的一个蛋白质染色点包含两个或两个以上的蛋白质那么就不能很

严格的进行定量。对于这种问题，更进一步的分离工作将蛋白质尽量分开可以在一定程

度上解决这个问题。。随着分析化学方法和技术的不断发展，必将为日益深入的蛋白质

组学研究搭建更为有效的技术平台，为人类从蛋白质水平上揭开生命活动的规律，征服

疾病，并最终摆脱疾病的威胁提供强有力的武器。

本节工作的主要思路就是希望通过对蛋白质的复杂体系进行完整蛋白质的三维分离

以达到对蛋白质的充分分离的目的，结合紫外检测对蛋白质色谱峰进行检测，利用归一

法对蛋白质的峰面积作统计处理，从而根据单个蛋白质的峰面积比求得其相应的含量。

同时将分离后的蛋白质进行酶解、质谱鉴定从而实现对蛋白质的定性分析。

2实验部分

2．1试剂与材料
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乙腈(J蜒N，高效液相色谱纯，Merck Co)，三氟乙酸(TEA,高效液相色谱纯，Tedia

company．inc．)，苯甲磺酰氟(PMSFl(上海华瞬生物工程有限公司)，a．氰基．4．羟基-肉

桂酸(CHCA，Sigma Chemical Co)，柠檬酸铵，、预4序级胰蛋白酶为Roche公司产品；

碳酸氢铵、氯化铵等为国产分析纯试剂，熔融石英毛细管(250／zm i．d．，380脚O．d．)购
自河北永年锐泽色谱器件有限公司(河北，中国)。Zorbax 300SB C8液相色谱填料(5∥m，

300 A，Agilant Technologies，Waldbronn，Germany)和Zorbax BP-SIL硅胶(7／zm，80 A，

DuPont，Wilmington，DE，USA)分别用来装填液相分析柱和制备毛细管柱塞。实验中所用

水为Milli．Q去离子水。

健康大鼠肝组织样品由复旦大学动物实验房提供。所有样品都在一80℃保存以防止蛋

白质降解。

2．2样品制备

鼠肝组织被切成小块，用冰生理盐水(0．9％NaCI溶液)清洗三次以除去体液及血液中

一些可能的污染物。接着称重，以1：8(g：mL)的比例加入提取液(1 mmol／LPMSF，

0．2 mM Na3V04，1 mM NaF，cocktail试剂(Roche，Basel，Switzerland)和0．1％(v，v)TFA)，

然后置于玻璃匀浆器内进行手动匀浆，直至组织完全破碎，整个匀浆过程在冰浴中进行。

匀浆液混旋30分钟，在49C条件下18000 g离心15 mill，取上清液即为提取蛋白，．80

℃保存备用，蛋白质提取液用由Qu等改进的Bradford法定量【54】。

2．3 SEC／SCX／砒·LC系统

常规柱分离的色谱系统由LC．2010分离装置和FRC．10A馏份收集装置组成(Shimadzu

Corp．，Japan)。LC-2010系统是一套高集成的色谱分离系统，它由一个低压四元梯度泵，

自动进样器的最大进样量为两毫升，在线脱气系统，恒温系统和一个双波长的紫外可见

检测器组成。系统自带的Class-VP工作站负责记录和处理数据，FRC．10A馏份收集系统

由SCL-10A控制器进行控制(Shimadzu Corp．，Japan)，紫外检测波长为215nm。本章使

用的常规三维分离系统是采用离线的方式对样品进行多维切换。

蛋白质体积排阻柱：ShodexPROTEINKW-803，8mm×300ram(东京，日本)，流动相：

100％水，流动相流速：O．3 nd．／min，等度洗脱，SEC的馏份收集如图5-8(1)所示，时间节

点分别是：(A)41min之前，03)41-42rain，(C)42-43min，(D)43—47rain，(E)47-51min，

(F)51．60min。进行6次平行收集，上样量为：400ttg／次，以评价SEC分离重现性如图5—8(2)

所示。

SCX色谱柱(Agilent Technologies，USA)，内径是4．6ram，25cm长，采用5tun，300A，
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Zorbax填料，分析柱前加一个1．2cm长内径为4．6ram的保护柱以防止污染或堵塞主柱，

保护柱的填料与分析柱相同。

SCx梯度洗脱溶剂为：A：0．1％TFA．100％I{20；B：1M氯化铵．10％乙腈一0．1％TFA。流

动相洗脱梯度为：0％B 15分钟，20分钟内线性上升至100％B，保持5分钟，1分钟内

降至O％B。流速设为0．8 mtdmin，每一个SEC的馏份经过SCX进一步分离，从4分钟

到49分钟每1分钟收集为一个馏份，得到45个亚馏份。6个SEC馏份经过SCX进一步

分离之后总共有270个亚馏份，这些亚馏份等待RPLC的第三维的分离进而定性与定量。

RPLC色谱柱采用C18的反相柱(大连依利特分析仪器有限公司，中国)，内径是

4．6mm，2．Scra长，采用5p．m,300L Hypersil填料，分析柱前加一个2cm长内径为4．6mm

的保护柱以防止污染或堵塞主柱，保护柱的填料与分析柱相同。

RPLC梯度洗脱溶剂为：c：98％H20-2％乙腈．0．1％TFA；D：98％乙腈．2％1t20

一0．1％TFA。流动相洗脱梯度为：O％D5分钟，65分钟内线性上升至50％D'5分钟内由50％

线性升至100％D，保持5分钟，5分钟内降至O％D。流速设为0．7mL／min。

RPLC分离后的洗脱液每分钟收集为一个馏份，冷冻干燥后，加入适量的酶溶液(测

序级的修饰酶溶解在20raM的碳酸氢铵溶液中)，37。C保温，酶解过夜。手动的方式使

用移液枪加入基质溶液佑mg／mL CHCA diluted in 50％ACN-50％H20-0．1％TFA一0．3

mg／mL柠檬酸铵)将肽段溶解下来进行点样。定量方法同上节所述，使用面积归一法。

2．4质谱和数据检索

点样完毕，沉积在靶上的样品完全干燥后送入MALDI．TOF-TOF．MS(Applied

Biosystem，USA)。该质谱仪采用MALDI离子源，串级飞行时间分析器，由4700

ExplorerTM软件控制。激光波长337nm，频率200 Hz。采用正离子反射模式。质谱加速

电压为20kV，串级质谱加速电压为8kV。质量扫描范围设置为800．3500Da，在1800Da

附近分辨率最高。选择每个MS谱中前6个强度最大的且信噪比大于40的肽段作串级谱。

Trypsin酶解的马肌红蛋白的肽段用来校准仪器，仪器校准之后再对其它样品进行检测。

用GPS软件(version 1．o'Applied Biosystems，USA)，Mascot(version 1．6，

httrl：／／www．matrixscience．com，Matrix Science，London，UK)搜索引擎，IPI数据库(version

2．3．3)中的rattus亚库搜索。肽质量误差范围设置：±O．3Da；串联质谱质量误差范围设置

为：±O．4Da，允许一个漏切位点。使用GPS软件对数据进行自动搜索和分析。

3结果与讨论
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3．1对三维分离体系的考虑

在上一节的工作中，我们发展了全新的SCX／cRPLd靶上酶解／MALDI-MS系统，对

人肝组织进行了高效的分离。在这个工作的基础上，我们加入第三维体积排组色谱SEC，

希望进一步提高峰容量和分辨能力，以期达到对蛋白质的充分分离进而实现定性检测与

定量分析。从色谱分离的机理来看，SEC、SCX与RPLC三者是完全正交的，SEC根据

分子量的大小对蛋白质进行分离，SCX依据静电作用力不同分离蛋白质，RPLC则是按

照疏水作用力的不同实现分离的。

SEC／sC)(／I：PIc／三维分离的峰容量可进行估算，大约有36000(6个SEC馏分x45个

SCX馏分x45个RPLC馏份=12150)。随着对scⅪRPIC二维分离的优化，整个三维分离

系统将会达到理想的分辨能力，更适合于蛋白组样品的定性与定量分析。

3．2鼠肝组织蛋白的SEC／SCX／RPLC三维分离结果

图5-8(1)是鼠肝组织蛋白质的SEC的分离色谱图，图中虚线标明了馏份收集的时间节

点，共有6个馏份用于下一维的分离，图5_8(2)平行六次的色谱图，表现了很好的重现

性。图5-9(A-n是SCX分离上一维的馏份的色谱图，这一维的馏份收集是按照每分钟一

个馏份进行收集的，图5—10是将SCX中的D号分离时的所得的31．32min这个区间的馏

份中进行了RPLC分离，我们将其作为例子进行定性与定量的实验演示。

30

25

2．O

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Time(mill)

12

佃

晒

∞

oo葺矗盎．Io∞盎《



复旦文学博士学位论文

(2)

Time(min)

图5．8鼠肝组织蛋白质的SEC的分离色谱图，(1)馏份收集的时间节点分别是：(A)41min

之前，(B)41．42rain，(C)42-43min，(D)43-47min，(E)47-51min，(F)51-60min。(2)平行六

次的色谱图，表现了很好的重现性。
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O 20 40

Tmie(rain)

图5-9(A-n SCX分离来自上一维SEC的馏份的色谱图。从4分钟到49分钟每1分钟收

集为一个馏份，得到45个亚馏份。6个SEC馏份经过SCX进一步分离之后总共有270

个亚馏份，有效的亚馏份为210个等待RPLC的第三维的分离进而定性与定量分析。

矗
二

宝o 05

五
《

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 “ 48

Time(min)

图5．10将SCX中的D号分离所得的31．32min的馏份进行了RPLC分离，从4min到49min

之间，每分钟收集一个馏份，冻干，酶解，质谱鉴定。鉴定结果如表5．1所示。
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表5-1 SCX中的D号分离所得的31．32rain的馏份进行了RPLC分离后鉴定的蛋白质列表。
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3．3实验结果分析

从三维分离的色谱图可以看出，复杂的蛋白质样品经过了三维分离之后，分辨率在很

大程度上得到提高，提高了蛋白质的分离程度，有利于蛋白质的定量分析，同时得到了

部分定量数据。对当前蛋白质组学面对的定量问题的挑战提供了一个新的思路和借鉴的

方法。

但是从数据结果也可以看出，实验还需要进一步改进的地方。首先，分离实验之后的

处理步骤过多，容易造成蛋白质的损失，导致图中部分蛋白质没有鉴定出来。其次，实

验的通量需要提高，如果第三维的RPLC的分离采用阵列方式结合阵列的检测器，可以

很大程度上提高实验通量，缩短时间。再次，一些实验环节需要进一步的优化或改进。

第三维的馏份收集时间段过长，应该根据峰宽来决定收集时间，因为实验发现，时间段

过长会导致一个馏份中包含两个或两个以上的蛋白质，多个蛋白质在一个点会干扰质谱

的检测。同时酶解的时间，酶溶液的用量都需要进一步的优化。

同时，我们也注意到，尽管三维分离之后，色谱峰的分辨率在很大程度上得到提高，

相比前一章的两维分离，系统的峰容量也有很大提高，就估算为12150(6个SEC馏份

×第二维45个SCX馏份×第三维45个RPLC馏份)，但是仍然有部分蛋白质的色谱

峰没有得到充分的分离，对蛋白质进行准确定量仍然存在一定难度。另外，紫外光谱定

量的灵敏度仍然不够，下一步可能结合高灵敏度的激光诱导荧光检测对蛋白质进行定量

分析。

下一步工作将会对这方面工作做进一步研究、优化和改进，发展自动化的分析平台，

由于时间关系对于这个技术平台本论文没有做进一步的工作，但随着各种实验条件的改

进和优化，在前几章基于多维分离技术的基础上，应该说这个方法在蛋白组学研究方面

将有很大的作为。

4．结论

多维色谱分离与一维分离技术相比，峰容量得到了极大的提高，而与传统的双相凝胶

电泳比较，操作简单、分离时间短，有着显著的优越性。但也存在着一些局限性，如灵

敏度、通量等问题。因此发展新的多维柱分离技术平台，高效、高通量、高灵敏地分析

复杂样品，成为蛋白组研究的当务之急。本章在这方面做了一些有益的探索，尝试基于

三维分离对蛋白质同时进行定量与定性分析，为更进一步的优化完善工作打下了基础。
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