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基于精氨酸酶切的蛋白质 Ｃ 端肽段富集方法的优化及评估
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摘要：基于聚合物的蛋白质 Ｃ 端反向富集策略是用于研究蛋白质 Ｃ 端最为广泛的策略之一。 目前，基于胰蛋白酶

（ ｔｒｙｐｓｉｎ）切割精氨酸残基 Ｃ 端（ＡｒｇＣ 型酶切）的蛋白 Ｃ 端组学方法对蛋白质 Ｃ 端的鉴定深度仍有待提高。 为解

决这一问题，该研究对此方法进行了优化和评估：建立了基于“Ｖ 型”过滤装置的“一锅法”富集流程，避免了副反应

的干扰，缩短了样本的制备时间；优化了蛋白水平乙酰化反应条件，最大限度地降低了丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸残基

上的副反应，提高了肽段鉴定的可信性；优化了基于固相萃取枪头膜片过滤柱（ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱）的样品分离过程，使 Ｃ
端肽段的鉴定深度增加至原来的 ４ 倍。 通过以上优化，按照肽段水平错误发现率（ＦＤＲ） ＜０􀆰 ０１、离子分数（ ｉｏｎ
ｓｃｏｒｅ）≥２０，且 Ｃ 端带有乙醇胺修饰的数据筛选标准，从人 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中共鉴定出 ６９６ 个蛋白质 Ｃ 端。 若仅要

求肽段水平 ＦＤＲ＜０􀆰 ０１，鉴定数目进一步增加到 ９３３ 个，这是基于聚合物富集策略的蛋白质 Ｃ 端组学方法所得的最

大数据集之一。 探索了胰蛋白酶镜像酶（ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ）切割精氨酸残基 Ｎ 端（ＡｒｇＮ 型酶切）与不同肽段 Ｎ 端衍生

化修饰组合对蛋白质 Ｃ 端鉴定数目和种类的影响，“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切＋肽段 Ｎ 端乙酰化”新策略在原有“胰蛋白酶

酶切＋肽段 Ｎ 端二甲基化”策略的基础上将鉴定蛋白质 Ｃ 端的种类提升了 ４７％。 综上，该研究通过对基于 Ａｒｇ 型

酶切的蛋白 Ｃ 端组学方法的优化，提升了 Ｃ 端肽段的鉴定深度，扩大了 Ｃ 端肽段鉴定的覆盖范围。 该方法将有望

成为系统性表征蛋白质 Ｃ 端的有力工具。
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　 第 １ 期 赵晓晓，等：基于精氨酸酶切的蛋白质 Ｃ 端肽段富集方法的优化及评估

　 　 蛋白质 Ｃ 端及其翻译后修饰（ＰＴＭｓ，如脂质

化、乙酰化、磷酸化等）参与多种生物学过程，如蛋

白质定位、蛋白质相互作用、维持蛋白质稳定性

等［１－４］。 蛋白质 Ｃ 端异常会引起代谢性疾病、神经

退行性疾病、心血管疾病等［５－８］ 多种疾病。 因此，蛋
白质 Ｃ 端的系统性表征对于生物学机制的解析具

有重要意义。
　 　 尽管“鸟枪法”蛋白质组学在全蛋白质组分析

方面有很大优势，但由于 Ｃ 端肽段占比少、离子化

效率低，蛋白质 Ｃ 端的分析效率仍比较低。 近年

来，基于“鸟枪法”蛋白质组学发展形成的“蛋白质

Ｃ 端组学（Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｏｍｉｃｓ）”技术使系统表征蛋白

质 Ｃ 端成为可能。 该技术主要有两种策略：１）通过

对蛋白质 Ｃ 端羧基进行选择性标记并进行亲和富

集，直接捕获蛋白质 Ｃ 端的正向富集策略［９－１１］； ２）
通过化学衍生化和多种分离技术去除蛋白 Ｎ 端和

内部肽段，进一步洗脱获得蛋白质 Ｃ 端的反向富集

策略［１２，１３］。 后者不仅可以富集普通 Ｃ 端肽段，还可

同时富集蛋白质 Ｃ 端 α⁃ＣＯＯＨ 上含有 ＰＴＭｓ 的 Ｃ
端肽段。 尤其是利用基于聚合物的反向富集策

略［１４］进行蛋白质 Ｃ 端的研究，可以实现多个样本平

行操作，大大提高了样本的制备通量，并且不需专门

的仪器设备，在普通生化实验室即可完成，应用范围

更加广泛。
　 　 近年来，研究人员基于聚合物富集策略，发展了

多种相关方法，通过不断优化，改善了 Ｃ 端肽段的

鉴定深度［１５－２０］。 Ｚｈａｎｇ 等［１８］ 通过胰蛋白酶（ ｔｒｙｐ⁃
ｓｉｎ）切割精氨酸残基 Ｃ 端（ＡｒｇＣ 型酶切）的方式，
获得了 ３６９ 个蛋白质 Ｃ 端；Ｄｕ 等［１６］ 通过重组赖氨

酰肽链内切酶（ＬｙｓＣ）切割赖氨酸残基 Ｃ 端（ＬｙｓＣ
型酶切）的方式，获得了 ７８１ 个蛋白质 Ｃ 端；在本课

题组前期 ＬＡＡＣＴｅｒ 策略研究［１５］ 中，利用胰蛋白酶

镜像酶（ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ）切割赖氨酸和精氨酸残基 Ｎ
端（ＬｙｓＮ ／ ＡｒｇＮ 型酶切），获得了 ８３４ 个蛋白质 Ｃ
端。 这些方法使用不同的特异性酶切方式，因此理

论上对 Ｃ 端肽段有着各自独特的鉴定范围，具有一

定的互补性。 而相比之下，基于精氨酸切割（Ａｒｇ 型

酶切）的方法对 Ｃ 端肽段的鉴定深度仍有待提高。
随着蛋白质 Ｃ 端在疾病中的作用越来越受到关注，
为了鉴定一些重要的蛋白质 Ｃ 端，基于 Ａｒｇ 型酶切

的蛋白质 Ｃ 端组学方法在鉴定深度上亟待进一步

突破。
　 　 为解决这一问题，本研究对基于 Ａｒｇ 型酶切方

法进行了优化和评估。 建立了基于“Ｖ 型”过滤装

置的“一锅法”富集平台，并对蛋白水平乙酰化的反

应条件进行了系统性的优化。 提出了过量有机小分

子可能是聚合物反向富集策略中干扰 Ｃ 端肽段鉴

定的关键因素，针对性地优化了基于固相萃取枪头

膜片过滤柱（ＳｔａｇｅＴｉｐ）的样品分离过程，并和已报

道的研究结果进行了对比和评估；探索了使用不同

酶切方式与不同肽段衍生化修饰的组合对蛋白质 Ｃ
端鉴定数目和种类的影响，旨在利用“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ
酶切＋肽段 Ｎ 端乙酰化”策略进一步扩大蛋白质 Ｃ
端的鉴定范围。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＪＹ９２⁃ＩＩＮ 细胞粉碎机购于宁波新芝科技股份有

限公司；５４２４Ｒ 高速离心机购于德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＡＧ
公司；ＳＰＤ１１１Ｖ⁃２３０ 真空离心浓缩仪、Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ
质谱、Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ 质谱、纳升液相色谱 ＥＡＳＹ⁃
ｎＬＣ １０００ 购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
　 　 蛋白酶抑制剂购于瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司；Ｎ⁃羟基琥

珀酰亚胺乙酸酯（Ａｃ⁃ＮＨＳ）和乙醇胺（ＥＡ）购于北

京百灵威科技有限公司；ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 和胰蛋白酶购

于北京华利世科技有限公司；氯化钙（ＣａＣｌ２）、盐酸

胍（ＧｎＨＣｌ）、Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺 （ＮＨＳ） 和 Ｎ⁃（ ３⁃
（二甲基氨基）丙基） ⁃乙基二亚胺盐酸（ＥＤＣ）购于

国药集团化学试剂有限公司；４⁃（２⁃羟乙基）哌嗪⁃１⁃
乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、２⁃（Ｎ⁃吗啉代）乙磺酸（ＭＥＳ）、氰
基硼氢化钠（ＮａＢＨ３ＣＮ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙

酰胺（ ＩＡＡ）、三氟乙酸（ＴＦＡ）、聚丙烯基胺（ＰＡＡ）、
甲醛（ＨＣＨＯ）、甲酸铵（ＡＦ）均购于美国 Ｓｉｇｍａ 公

司。 Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 填料购于天津博纳艾杰尔科技

有限公司；Ｅｍｐｏｒｅ Ｃ１８ 固相萃取膜片购于美国 ３Ｍ
公司；Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ⁃０􀆰 ５ ｆｉｌｔｅｒｓ（１０ ｋＤａ 截止）超滤

管和 ＺｉｐＴｉｐ Ｃ１８ 脱盐柱购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。
１．２　 蛋白质提取与还原烷基化

　 　 将人 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞培养于含有 １０％ 胎牛血

清、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ ｍｇ ／ Ｌ 链霉素双抗的

ＤＭＥＭ 培养基中。 向获得的湿细胞沉淀中加入 １０
倍体 积 裂 解 液 （ ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＧｎＨＣｌ、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＨＥＰＥＳ、２％ （质量分数）蛋白酶抑制剂，ｐＨ ７􀆰 ０），冰
上静置 ３０ ｍｉｎ 后使用细胞破碎仪进行超声处理，以
１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，获取上清。 按照 ＢＣＡ 方

法进行蛋白质浓度定量。 加入终浓度为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
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的 ＤＴＴ，于 ５６ ℃反应 ３０ ｍｉｎ，最后加入终浓度为 １５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＡＡ，室温避光反应 ３０ ｍｉｎ。
１．３　 蛋白水平乙酰化

　 　 取 １００ μｇ 还原烷基化后的样本，用 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＧｎＨＣｌ 和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ，ｐＨ ７􀆰 ０ 的缓冲液将

样本 稀 释 至 １ μｇ ／ μＬ。 然 后 加 入 终 浓 度 为 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｃ⁃ＮＨＳ（ｐＨ ７􀆰 ０），室温反应 ３０ ｍｉｎ，重
复反应 ３ 次。 再加入终浓度为 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的氨水

（ＮＨ３·Ｈ２Ｏ），室温反应 １５ ｍｉｎ。 按蛋白质与酶的

质量比为 ５０ ∶１ 添加胰蛋白酶，调 ｐＨ ８􀆰 ０， 于 ３７ ℃孵

育 １６ ｈ。 样品转干后，取 １０ μｇ 样本用 ＺｉｐＴｉｐ Ｃ１８ 脱

盐柱进行除盐。 每组样本进行 ２ 次技术重复。
１．４　 蛋白水平酰胺化

　 　 取 ３００ μｇ 还原烷基化后的样本，置于 ０􀆰 ５ ｍＬ 超

滤管中，加入 缓 冲 液 Ａ （ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ、 ３
ｍｏｌ ／ Ｌ ＧｎＨＣｌ， ｐＨ ７􀆰 ０）至 ５００ μＬ，在 １１ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ
的转速下超滤至 ５０ μＬ，重复两次。 使用缓冲液 Ａ 调

节样本质量浓度至 １ μｇ ／ μＬ，加入终浓度为 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｃ⁃ＮＨＳ，室温反应 ３０ ｍｉｎ，重复反应 ３
次。 再加入缓冲液 Ｂ（１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＡ、２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＧｎＨＣｌ、
０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＥＳ， ｐＨ ６􀆰 ０）至 ５００ μＬ，在 １１ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ
的转速下超滤至 ５０ μＬ。 使用缓冲液 Ｂ 调节样本质

量浓度至 １ μｇ ／ μＬ，加入终浓度为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮＨＳ 和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥＤＣ，于 ３７ ℃反应 ２ ｈ。 再

次补加相同终浓度的 ＥＤＣ，反应 ２ ｈ。
１．５　 酶切消化

　 　 在上述样本中加入胰蛋白酶酶切体系 （ ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ、 ０􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＧｎＨＣｌ， ｐＨ ８􀆰 ０） 至

５００ μＬ，在 １１ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速下超滤至 ５０ μＬ，重
复 ３ 次。 使用酶切体系调节样本质量浓度至 １
μｇ ／ μＬ，按蛋白质与酶的质量比为 ５０ ∶１ 添加胰蛋白

酶，于 ３７ ℃孵育 １６ ｈ。 再按蛋白质与酶的质量比为

１００ ∶１ 添加胰蛋白酶，于 ３７ ℃孵育 ４ ｈ。
　 　 在研究不同酶切方式和不同肽段衍生化修饰的

组合对 Ｃ 端肽段鉴定数目和种类影响的实验中，引
入 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 代替胰蛋白酶进行酶切消化，其酶

切体系为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ 和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２，
ｐＨ ８􀆰 ０，其他条件与胰蛋白酶酶切处理方式相同。
１．６　 肽段水平衍生化修饰与蛋白质 Ｃ 端富集

　 　 对胰蛋白酶酶切消化产生的肽段分别进行乙酰

化和二甲基化反应。 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切后的样本进

行同样的修饰反应。 对于乙酰化修饰，加入终浓度

为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｃ⁃ＮＨＳ， ｐＨ ７􀆰 ０，室温反应 ３０

ｍｉｎ，重复反应 ３ 次；对于二甲基化修饰，加入终浓

度为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＨＣＨＯ 和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮａＢＨ３ＣＮ，调节 ｐＨ ６􀆰 ０，于 ３７ ℃反应 ２ ｈ，再次加

入相同浓度的 ＨＣＨＯ 和 ＮａＢＨ３ＣＮ，反应 ２ ｈ。 每组

样本进行 ２ 次技术重复。
　 　 将反应完毕后的样本在 ＳＰＤ１１１Ｖ⁃２３０ 真空离

心浓缩仪中浓缩至 １５０ μＬ，各自加入 １５０ μＬ ２
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡＡ、５０ μＬ 乙腈以及终浓度为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＮＨＳ 和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥＤＣ，于 ３７ ℃反应 ２ ｈ，
补加相同终浓度的 ＥＤＣ， 反应 ２ ｈ。 在 １１ ６００
ｒ ／ ｍｉｎ 的转速下离心收集滤液，加入 １５％ （ ｖ ／ ｖ）乙

腈水溶液至 ３００ μＬ，相同转速下离心收集滤液，重
复两次。 将滤液合并转干冻存。
１．７　 基于 ＳｔａｇｅＴｉｐ 的样品分离

　 　 配制碱性溶液体系：溶液 Ａ 为 ９８％ （ｖ ／ ｖ）乙腈

水溶液（含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＦ），溶液 Ｂ 为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＦ
水溶液（ｐＨ １０􀆰 ０）。
　 　 碱性 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱的制备：将Ｅｍｐｏｒｅ Ｃ１８ 固相萃

取膜片置于 ２００ μＬ 枪头底部，称取 ６ ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ
Ｃ１８ 填料，用 ２００ μＬ 溶液 Ｂ 混匀，加入上述枪头内，
以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，制成 ＳｔａｇｅＴｉｐ。 然后加

入 ２００ μＬ 溶液 Ｂ，以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 洗涤

ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱，再加入溶液 Ａ⁃溶液 Ｂ （１ ∶１， ｖ ／ ｖ）的混

合液 ２００ μＬ， 以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 洗涤

ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱，最后加入 ２００ μＬ 溶液 Ａ，以 １ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 洗涤 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱。
　 　 基于 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱的样品分离：将胰蛋白酶酶切

后进行二甲基化修饰的样本用 ２００ μＬ 溶液 Ａ 溶解

后，加入碱性 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱，以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，使样本充分结合在 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱中的 Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ
Ｃ１８ 填料上。 最后使用 ５％、１０％、１５％、２０％、２５％、
３０％ 和 ８０％ （ｖ ／ ｖ）的乙腈水溶液（均含 ０􀆰 １％ ＴＦＡ）
各 ２００ μＬ 进行洗脱，将收集的滤液转干后，用 Ｚｉｐ⁃
Ｔｉｐ Ｃ１８ 脱盐柱进行除盐。
１．８　 液相色谱⁃质谱分析

１．８．１　 乙酰化优化实验

　 　 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００ 高效液相色谱串联 Ｑ⁃Ｅｘａｃ⁃
ｔｉｖｅ 用于乙酰化优化实验中的质谱检测。 自制 Ｃ１８
（粒径 ３ μｍ，孔径 ９ ｎｍ，美国 Ｄｉｋｍａ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司）毛细管柱（１００ ｍｍ×７５ μｍ）。 流动相 Ａ：２％
（ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ）；流动相 Ｂ：
９０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ）；流速：
３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～ ５０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～
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２８％ Ｂ； ５０ ～ ５３ ｍｉｎ， ２８％ Ｂ ～ ４８％ Ｂ； ５３ ～ ５６ ｍｉｎ，
４８％ Ｂ～８０％ Ｂ； ５６～６０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ。 将 １􀆰 ３ 节中除

盐转干后的样本溶于 １０ μＬ 流动相 Ａ 中， 以 １５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心，取 ４􀆰 ２ μＬ 上清进行上样分析。
　 　 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱参数为：一级分辨率为 ７０ ０００
（ｍ／ ｚ ２００）；一级自动增益控制（ＡＧＣ）为 １×１０６；二
级自动增益控制为 １×１０６；最大注射时间为 ６０ ｍｓ；
扫描范围为 ｍ／ ｚ ３５０ ～ １ ３００；电荷状态 ２ ～ ５ 价；碰
撞归一化能量为 ３０％；动态排除时间 ６０ ｓ；数据依赖

采集模式为“ＴＯＰ Ｎ”（Ｎ＝ １６）。
１．８．２　 蛋白质 Ｃ 端富集实验

　 　 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００ 高效液相色谱⁃串联 Ｏｒｂｉｔｒａｐ
Ｆｕｓｉｏｎ 用于蛋白质 Ｃ 端富集实验中的质谱检测。
流速 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０～１３ ｍｉｎ， ５％ Ｂ
～７％ Ｂ； １３ ～ ３３ ｍｉｎ， ７％ Ｂ ～ １０％ Ｂ； ３３ ～ ８８ ｍｉｎ，
１０％ Ｂ～２５％ Ｂ； ８８～ １１０ ｍｉｎ， ２５％ Ｂ～ ４５％ Ｂ； １１０ ～
１１３ ｍｉｎ， ４５％ Ｂ～８０％ Ｂ； １１３～１２０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ。 将

１􀆰 ７ 节中除盐转干后的样本溶于 １０ μＬ 流动相 Ａ
中，以 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心，取 ４􀆰 ２ μＬ 上清进行

上样分析。
　 　 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ 质谱参数为：一级分辨率为

１２０ ０００（ｍ／ ｚ ２００）；一级自动增益控制（ＡＧＣ）为 ５
×１０５；二级自动增益控制为 ７×１０３；最大注射时间为

５０ ｍｓ；扫描范围为 ｍ／ ｚ ３００ ～ １ ３００；电荷状态 １ ～ ６
价；碰撞归一化能量为 ３２％；动态排除时间 ６０ ｓ；数
据依赖采集模式为“ＴＯＰ ｓｐｅｅｄ”（循环时间 ３ ｓ）。
１．９　 数据分析

　 　 质谱产生的原始数据由可以调用 Ｍａｓｃｏｔ
２􀆰 ３􀆰 ０ 搜索引擎的 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２􀆰 ２ 按照

ＵｎｉＰｒｏｔ （ ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） 数据库 （版本 ２０１８􀆰 ７，
９５ １２８ 条序列）进行搜库。
　 　 乙酰化优化实验中，统计乙酰化标记效率的搜

库参数设置：酶切方式为胰蛋白酶，最大漏切位点为

３ 个，固定修饰为 Ｃｙｓ 还原烷基化，可变修饰为 Ｌｙｓ ／
Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ ／ Ｔｙｒ 乙酰化、蛋白质 Ｎ 端乙酰化、Ｍｅｔ 氧

化。 统计蛋白质 Ｃ 端数目的搜库参数设置如下：酶
切方式 ＡｒｇＣ，最大漏切位点为 ２ 个，固定修饰为 Ｃｙｓ
还原烷基化、Ｌｙｓ 乙酰化，可变修饰为蛋白质 Ｎ 端乙

酰化、Ｍｅｔ 氧化。 其他参数均为一级离子质量偏差

２０ ｐｐｍ（１０－６），二级碎片离子的质量偏差 ０􀆰 ０２ Ｄａ。
　 　 蛋白质 Ｃ 端富集实验中，搜库参数设置如下：
“胰蛋白酶酶切＋二甲基化”策略酶切方式为 ＡｒｇＣ，
“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切 ＋二甲基化” 策略酶切方式为

ＡｒｇＮ，两者的固定修饰均为 Ｍｅｔ 还原烷基化、Ａｓｐ ／
Ｇｌｕ 乙醇胺修饰、Ｌｙｓ 乙酰化、肽段 Ｎ 端二甲基化。
“胰蛋白酶酶切＋乙酰化”策略酶切方式为 ＡｒｇＣ，
“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切＋乙酰化”策略酶切方式为 ＡｒｇＮ，
两者的固定修饰均为 Ｍｅｔ 还原烷基化、Ａｓｐ ／ Ｇｌｕ 乙醇

胺修饰、Ｌｙｓ 乙酰化、肽段 Ｎ 端乙酰化。 以上 ４ 种策

略中，可变修饰均为蛋白质 Ｎ 端乙醇胺修饰、Ｍｅｔ 氧
化，最大漏切位点为 ２ 个，肽段一级离子的质量偏差

设为 １０ ｐｐｍ，碎片离子的质量偏差设为 ０􀆰 ０２ Ｄａ。
　 　 数据筛选标准：肽谱匹配、肽段及蛋白水平错误

发现率（ＦＤＲ）＜０􀆰 ０１，离子分数（ ｉｏｎ ｓｃｏｒｅ）≥２０；乙
酰化 标 记 实 验 中， 通 过 磷 酸 化 修 饰 功 能 节 点

（ｐｔｍＲＳ）≥０􀆰 ７５ 的标准筛选总肽谱匹配（ｐｅｐｔｉｄｅ⁃

图 １　 （ａ）基于聚合物的反向富集流程及（ｂ）Ｃ 端肽段的
“一锅法”富集平台

Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ （ｂ） ｐｌａｔｆｏｒｍ ｏｆ ｏｎｅ⁃ｐｏｔ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

　

ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｍａｔｃｈｅｓ， ＰＳＭｓ）计算标记效率。

２　 结果与讨论

２．１　 基于“Ｖ 型”过滤装置的“一锅法”样品制备流

程的建立

　 　 基于聚合物的蛋白质 Ｃ 端组学工作流程涉及

多个化学衍生化步骤（见图 １ａ），过量的化学试剂能
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够保证反应完全进行，但可能也会影响后续反应。
为了避免反应之间的交叉干扰，通过对 Ｚｈａｎｇ 等［１８］

鉴定蛋白质 Ｃ 端实验流程的改进，建立了“一锅法”
的富集平台（见图 １ｂ），即在还原烷基化后立即应用

超滤辅助样品制备方法（ＦＡＳＰ［２１］ ）来取代猝灭步

骤，从而避免过量的淬灭剂（如二硫苏糖醇或半胱

氨酸等）对下一步乙酰化反应的影响。
　 　 为了提高样本的制备效率，尝试使用滤膜面积

更大的“Ｖ 型”过滤装置代替原本的平底过滤装置。
当样本体积较大（如 ５００ μＬ），使用原本的平底过滤

装置，单次溶剂交换过程需要 ４０～５０ ｍｉｎ，并且浓缩

过程中产生的絮状物或沉淀容易造成滤膜堵塞。 而

使用“Ｖ 型”过滤装置，单次溶剂交换过程仅需约 １０
ｍｉｎ，从而将整个样品制备时间缩短了 ４～５ ｈ。 并且

滤膜位于装置侧壁，样本制备过程中不易发生堵塞。
对于 ２００ ～ ４００ μｇ 的蛋白质组，两种装置可以提供

相似的回收率［２１，２２］。 因此，以下整个研究过程中使

用基于“Ｖ 型”过滤装置的“一锅法”样品制备流程。
２．２　 乙酰化反应条件优化

　 　 蛋白质水平赖氨酸乙酰化反应是本研究重要的

步骤之一，丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸残基上的副反应

会导致较高的样品复杂度和错误鉴定率。 为了降低

副反应的发生并提高肽段的鉴定数目，考虑从以下

几个方面对乙酰化反应条件进行系统性优化：１）通
过减少反应中 Ａｃ⁃ＮＨＳ 的用量以降低副反应的标记

效率；２）根据以往的报道，蛋白水平乙酰化标记均

是在 ｐＨ ８􀆰 ０ 的条件下进行，而碱性条件中组氨酸可

能会促进相邻的羟基与 Ａｃ⁃ＮＨＳ 发生反应［２３］，尝试

调节反应的 ｐＨ 值，以减少副反应的干扰；３）通过在

乙酰 化 标 记 后 加 入 终 浓 度 为 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮＨ３·Ｈ２Ｏ进行淬灭反应，在碱性较强的条件下逆

转副反应的标记。 基于以上思路，在进行乙酰化反

应时，分别加入终浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｃ⁃ＮＨＳ
（ｐＨ ８􀆰 ０） （条件 Ａ）、终浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｃ⁃
ＮＨＳ（ｐＨ ７􀆰 ０） （条件 Ｂ）和终浓度为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

Ａｃ⁃ＮＨＳ（ｐＨ ７􀆰 ０） （条件 Ｃ）。 结果表明，在条件 Ｂ
和条件 Ｃ 中，通过将反应 ｐＨ 调至 ７􀆰 ０，并使用

ＮＨ３·Ｈ２Ｏ进行淬灭反应，能够在保持 Ｌｙｓ 较高标记

效率（＞９８％）（见图 ２ａ）的同时，大幅降低副反应的

发生（＜ ４％） （见图 ２ｂ ～ ２ｄ）。 由于条件 Ｃ 的 Ａｃ⁃
ＮＨＳ 用量相对较少，因此后续实验选择条件 Ｃ 作为

乙酰化修饰的条件。
　 　 此外，与以往报道［１５，１８，２４］ 中将 Ａｃ⁃ＮＨＳ 作为乙

图 ２　 （ａ～ ｄ）氨基酸残基上的乙酰化标记效率以及（ｅ）ＰＳＭｓ 与
（ｆ）蛋白质 Ｃ 端的鉴定数目

Ｆｉｇ． ２　 （ａ－ｄ） Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｎ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ （ｅ） ｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ⁃ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｍａｔｃｈｅｓ （ＰＳＭｓ） ａｎｄ （ ｆ） ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｉ

　

　 Ａ： １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ａｃ⁃ＮＨＳ， ｐＨ ８􀆰 ０； Ｂ： １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ａｃ⁃ＮＨＳ， ｐＨ
７􀆰 ０； Ｃ： ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ａｃ⁃ＮＨＳ， ｐＨ ７􀆰 ０． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｉｎ ｅｎｔｒｙ
Ｒｅｆ． ［１８］， ［１５］， ａｎｄ ［２４］ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｕｄｙ．

·２２·
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酰化修饰试剂的方案进行了比较（见图 ２ｂ ～ ２ｄ）。
结果显示，ＬＡＡＣＴｅｒ 方法［１５］ 和 Ｚｈａｎｇ 等［１８］ 方法中

乙酰化的副反应标记效率均较高，尤其是 Ｓｅｒ 的标

记效率高达 ８％ ～１２％。 Ｚｈｏｕ 等［２４］方法中乙酰化的

副反应标记效率较低，但 ＰＳＭｓ 数目明显减少（见图

２ｅ）。 并且使用条件 Ｃ 进行乙酰化反应比 ３ 种已报

道的方案多鉴定到约 １５％ 的 ＰＳＭｓ，比 Ｚｈｏｕ 等［２４］

的方法多鉴定到约 ５０％ 的蛋白质 Ｃ 端（见图 ２ｆ）。
优化后的条件能够使副反应的标记效率降到最低，
且不会影响肽段的鉴定。 值得注意的是，这一优化

不仅有助于 Ｃ 端肽段的可靠鉴定，而且有助于其他

Ｌｙｓ 酰化的研究，如 Ｎ 端组学［２５，２６］、乙酰化位点占

据率计算［２７，２８］、全局组蛋白修饰分析［２９，３０］，以及使

用胰蛋白酶进行 ＡｒｇＣ 型酶切的蛋白质组学研

究［３１，３２］等。
２．３　 样品分离过程的优化

　 　 为了提高富集样本中蛋白质 Ｃ 端的鉴定深度，
在乙酰化优化结果的基础上，以 ３００ μｇ 蛋白质为起

始量对基于 ＳｔａｇｅＴｉｐ 样品分离的过程进行了优化。
首先用 ２００ μＬ 含 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 的水溶液（ｐＨ ３􀆰 ０）溶
解富集后的样本，加至含 ０􀆰 ６ ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 填

料的酸性 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱（以 ９８％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液 Ａ′
和 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液 Ｂ′代替溶液 Ａ、Ｂ 制备的

ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱）进行蛋白质 Ｃ 端的鉴定实验。 利用

２００ μＬ ２０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ ＴＦＡ）将肽

段从 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱中洗脱，在两次重复实验中，Ｃ 端

肽段富集效率达 ８０％ 和 ７３％，平均鉴定出 １３３ 条 Ｃ
端肽段，对应于 １１３ 个蛋白质 Ｃ 端（见图 ３ａ 中 ＴＦＡ⁃
０􀆰 ６ ｗ ／ ｏ ａ⁃ｉｏｎ）。 通过添加 ａ 离子进行搜库（该方

式已被证明可以提高 Ｃ 端肽段的鉴定数目［１５，３３］ ），
蛋白质 Ｃ 端的鉴定数目有所增加（见图 ３ａ 中 ＴＦＡ⁃
０􀆰 ６），因此后续的数据分析中均考虑添加 ａ 离子进

行搜库，但对比 ＬＡＡＣＴｅｒ［１５］ 和 Ｄｕ 等［１６］ 的报道，以
此方法鉴定的蛋白质 Ｃ 端数目仍然较少。
　 　 考虑到肽段水平反应中积累了大量有机物（包
括乙酰化试剂、有机缓冲剂及其他副产物），尤其是

用于肽段与聚合物偶联的 ＥＤＣ 总量达 １０ ～ ２０ ｍｇ，
这些有机物对肽段的鉴定可能存在多方面的影响，
如：１）在脱盐和 ｎａｎｏ⁃ＬＣ 分离过程中，与 Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ
Ｃ１８ 填料竞争性结合，从而导致样本的严重损失；２）
碱性 ＥＤＣ 会对肽段信号产生压制，从而影响检测灵

敏度；３）在数据依赖的采集模式中通过占据 ＭＳ２ 的

扫描时间，从而减少对肽段的扫描。 因此，需要通过

对样品分离过程进行优化以减轻这些非肽有机物造

成的影响。
　 　 由于蛋白质 Ｃ 端的 α⁃ＣＯＯＨ 被酰胺化修饰，推
测在碱性环境中进行样品分离，Ｃ 端肽段去质子化

而极性变小，可能与 Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 填料有更高的

亲和力，因此在洗脱的滤液中能够鉴定到更多的 Ｃ
端肽段。 结果表明，在 １􀆰 ７ 节描述的碱性环境下进

行样品分离，Ｃ 端肽段的鉴定数目约比酸性环境增

加了 ４４％ （见图 ３ａ 中 ＡＦ⁃０􀆰 ６ 与 ＴＦＡ⁃０􀆰 ６），因此后

续基于 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱的样本分离过程均在碱性环境

条件下进行。
　 　 为了实现肽段和非肽类物质更好的分离，同时

提升蛋白质 Ｃ 端的鉴定数目， 进一步优 化 了

ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱的 Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 填料用量。 结果表

明，相比于使用 ０􀆰 ６ ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 柱填料进行

样品分离，在使用 ６ ｍｇ 柱填料时，蛋白 Ｃ 端的鉴定

数目没有明显减少（见图 ３ａ， ＡＦ⁃６），且填料柱体积

相对较大，更利于进行将样本洗脱为多个组分的实

验操作；而使用 １８ ｍｇ 柱填料时，大量填料可能由

于非特异性吸附作用引起样品损失，蛋白质 Ｃ 端的

鉴定数目约下降了 ４３％ （见图 ３ａ， ＡＦ⁃１８），不利于

后续进一步的优化实验。
　 　 因此，通过使用含 ６ ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 填料的

ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱，将样本依次用 ５％、 １０％、 １５％、 ２０％、
２５％、３０％ 和 ８０％ （ ｖ ／ ｖ） 乙腈水溶液 （均含 ０􀆰 １％
ＴＦＡ）各 ２００ μＬ 洗脱为 ７ 个组分，约 ９３％ 的蛋白质

Ｃ 端仅在一个或两个组分中鉴定到，表明将样本洗

脱为多个组分后，降低了样品的复杂度，达到了比较

好的分离效果，更加利于蛋白质 Ｃ 端的鉴定。 两次

重复实验中平均鉴定到 ６１６ 条 Ｃ 端肽段，对应 ５４７
个蛋白质 Ｃ 端（见图 ３ｂ 中 ７Ｆｒ），总数目约为酸性条

件下的 ４ 倍。 在两次重复实验中，约 ７３％ 的蛋白质

Ｃ 端被鉴定到两次，皮尔森相关系数达 ０􀆰 ９１，表明

实验的重复性较好。 考虑到蛋白质 Ｃ 端数目约占

总 ＰＳＭｓ 的 １％ （见图 ２ｅ 和 ２ｆ），以 ３００ μｇ 的蛋白质

组为起始量进行样品分离过程的优化实验，估计 Ｃ
端肽段仅约为 １～３ μｇ，但将洗脱后的 ７ 个组分组合

成 ４ 个组分（５％、１０％ ＋２５％、１５％ ＋３０％、２０％ ＋８０％）
后进行质谱分析，鉴定数目约下降了 ３０％ （见图 ３ｂ
中 ４Ｆｒ），证明了富集后样本的仍具有较高的复杂性

及需要更高分离度的必要性。
　 　 综上所述，通过将 ３００ μｇ 蛋白质组富集的样品

洗脱为 ７ 个组分，在两次重复实验中共鉴定出 ７３２

·３２·
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图 ３　 （ａ、ｂ）不同条件下 Ｃ 端肽段和蛋白质 Ｃ 端的鉴定数目

以及（ｃ、ｄ）不同策略之间的互补性分析

Ｆｉｇ． ３　 （ａ， ｂ） Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ （ ｃ， ｄ） Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｉ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅ⁃
ｍｅｎｔａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

　

　 ａ． ＴＦＡ⁃０􀆰 ６ ｗ ／ ｏ ａ⁃ｉｏｎ： ０􀆰 １％ ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （ＴＦＡ）， ０􀆰 ６
ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８， ｗｉｔｈｏｕｔ ａ⁃ｉｏｎ； ＴＦＡ⁃６： ０􀆰 １％ ＴＦＡ， ０􀆰 ６ ｍｇ
Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８， ｗｉｔｈ ａ⁃ｉｏｎ； ＡＦ⁃０􀆰 ６： ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒ⁃
ｍａｔｅ （ ＡＦ ）， ０􀆰 ６ ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８， ｗｉｔｈ ａ⁃ｉｏｎ； ＡＦ⁃６： ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＦ， ６ ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８， ｗｉｔｈ ａ⁃ｉｏｎ； ＡＦ⁃１８： ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＦ， １８ ｍｇ Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ Ｃ１８， ｗｉｔｈ ａ⁃ｉｏｎ． ｂ． ５％ －８０％ ： ５％
－８０％ （ｖ ／ ｖ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （０􀆰 １％ ＴＦＡ）； ７Ｆｒ：
ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｓｅｖｅｎ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ； ４Ｆｒ： ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ （ ５％， １０％ ＋ ２５％， １５％ ＋ ３０％， ２０％ ＋ ８０％）；
７Ｆｒ∗： ｏｎｌｙ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ （ＦＤＲ） ＜０􀆰 ０１ ｗａｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
ｓｅｖｅｎ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ． ｃ． ｏｖｅｒｌａｐ ｏｆ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｉ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ａｎｄ ＬＡＡＣＴｅｒ［１５］ ； ｄ． ｏｖｅｒｌａｐ ｏｆ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｉ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ａｎｄ Ｄｕ’ｓ ｓｔｕｄｙ［１６］ ．

条 Ｃ 端肽段，对应 ６９６ 个蛋白质 Ｃ 端，达到本课题

组前期 ＬＡＡＣＴｅｒ 方法［１５］ 和 Ｄｕ 等［１６］ 的鉴定深度

（分别鉴定到 ８３４ 和 ７８１ 个蛋白质 Ｃ 端）。
　 　 与 ＬＡＡＣＴｅｒ 策略［１５］（切割 Ｌｙｓ ／ Ａｒｇ 残基 Ｎ 端，
产生以 Ｌｙｓ 或 Ａｒｇ 开头且 α⁃Ｎ 端带有乙酰化修饰

的 Ｃ 端肽段）的研究结果相比，本研究的策略（切割

Ａｒｇ 残基 Ｃ 端，产生 α⁃Ｎ 端带有二甲基化修饰的 Ｃ
端肽段）鉴定到的蛋白质 Ｃ 端种类新增约 ５３％，且
重叠部分低于 ２０％，两者总数目达 １ ２００ 以上（见图

３ｃ）；与 Ｄｕ 等［１６］ 的策略（切割 Ｌｙｓ 残基 Ｃ 端，产生

α⁃Ｎ 端带有二甲基化修饰的 Ｃ 端肽段）相比，本研

究鉴定到的蛋白质 Ｃ 端新增约 ７７％，重叠部分低于

７％，两者总数目达 １ ３８０ 以上（见图 ３ｄ）。 与 Ｄｕ
等［１６］的研究（先将蛋白质组进行样品分离，再对每

个组分进行富集）相比，本研究中的策略是先进行

目的肽段富集再完成样品分离，避免了样品损失，大
大简化了操作流程。 不同策略中使用不同的蛋白质

水平衍生化修饰、酶切方式以及肽段 Ｎ 端衍生化方

式，产生了含不同 α⁃Ｎ 末端结构的 Ｃ 段肽段，因此

理论上不同策略对蛋白质 Ｃ 端的鉴定有着各自独

特的偏好性，两两之间的鉴定结果有所不同，这不仅

实现了对蛋白质 Ｃ 端的深度鉴定，而且在鉴定范围

上具有独特性，将为蛋白质 Ｃ 端机制的深入研究提

供新的有力工具。
　 　 值得注意的是，６９６ 个蛋白质 Ｃ 端是经过严格

的数据筛选得到，即 １）肽段水平 ＦＤＲ＜０􀆰 ０１； ２） ｉｏｎ
ｓｃｏｒｅ≥２０； ３） Ｃ 端带有乙醇胺修饰。 若按 Ｄｕ
等［１６］所报道的 ＦＤＲ＜０􀆰 ０１ 的置信标准，两个重复实

验中平均鉴定到 ７６６ 个蛋白质 Ｃ 端，总数目可达

９３３ 个（见图 ３ｂ， ７Ｆｒ∗），这是基于聚合物富集 Ｃ 端

肽段策略获得的最大数据集之一［１５－２０］。
２．４　 利用新型 ＡｒｇＮ 型酶切与肽段 Ｎ 端衍生化进

一步扩大蛋白质 Ｃ 端鉴定范围

　 　 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 是一种可以特异性切割 Ａｒｇ 和

Ｌｙｓ 残基 Ｎ 端的胰蛋白酶镜像酶［３４］，可以在酶切所

得的肽段 Ｎ 端留下两种碱性氨基酸。 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ
与胰蛋白酶在全蛋白质组肽段的鉴定覆盖范围具有

一定的互补性［３４，３５］，但二者在鉴定 Ａｒｇ 特异性酶切

所产生的 Ｃ 端肽段上的互补性鲜有研究。 同时，考
虑到肽段 Ｎ 端的化学保护基会影响肽段的色谱保

留和质谱检测，推测 Ｃ 端肽段 Ｎ 端上不同的衍生化

修饰在进行蛋白质 Ｃ 端鉴定时可能会存在一定的

互补性。
　 　 因此，为了进一步扩大蛋白质 Ｃ 端鉴定范围，
本研究探索了两种酶（ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 和胰蛋白酶）和
两种肽段 Ｎ 端衍生化修饰的组合对 Ｃ 端肽段鉴定

数目和种类的影响。 在两次重复实验中，通过对未

分级分离的 Ｃ 端肽段样品进行单针质谱分析，即仅

使用 ２００ μＬ ２０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ ＴＦＡ）
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将富集后的样品从 ＳｔａｇｅＴｉｐ 柱洗脱。 在两次重复

图 ４　 不同蛋白酶和 Ｎ 端衍生化组合对鉴定蛋白质 Ｃ 端的互补性分析
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｎ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 ａ． ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｉ ｂｙ ｔｗｏ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ； ｂ． ｏｖｅｒｌａｐ ｏｆ ｔｏｔａｌｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｉ； ｃ． ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ； ｄ． ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｆｏｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｅ． ｔｈｅ
ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＲＬＡＣＧＶＩＧＡＩＱ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ “ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ＋ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ （Ａｃ）”； ｆ． ｔｈｅ ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＬＡＣＧＶＩＧＡＩＱ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ “ ｔｒｙｐｓｉｎ
＋ｄｉｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ （Ｄｉｍｅ）”； ｇ． ｔｈｅ ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＲＴＬＬＥＱＬＤＤＤＱ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ “ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ＋Ａｃ”； ｈ． ｔｈｅ ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＴＬＬＥＱＬＤＤＤＱ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ “ ｔｒｙｐｓｉｎ＋Ｄｉｍｅ”； ｉ． ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｃｈａｒｇｅ ｓｔａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｊ． ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ；
ｋ． ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ＧＲＡＶＹ ｓｃｏｒｅ （ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｙ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｖａｌｕｅ） ｏｆ ｔｈｅ
Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｌ． ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ．

实验中，４ 种策略共鉴定到 ３７２ 个蛋白质 Ｃ 端。 其

中“胰蛋白酶＋二甲基化”策略鉴定到的蛋白质 Ｃ 端

数目共计 ２２０ 个（见图 ４ａ 和 ４ｂ）。 新型“ＬｙｓａｒｇｉＮ⁃
ａｓｅ＋乙酰化”策略在前者策略的基础上，鉴定到的

蛋白质 Ｃ 端种类新增 １０５ 个（见图 ４ｂ），两种策略鉴
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定的蛋白质 Ｃ 端数目占总数目的 ８７％，且两种策略

鉴定蛋白质 Ｃ 端种类的重叠部分仅为 ２０％ （见图

４ｂ），说明两种策略对于蛋白质 Ｃ 端的鉴定范围具

有很强的互补性。
　 　 对两种策略下鉴定到的 Ｃ 端肽段进行对比分

析，发现共有肽段的强度相关性较差（见图 ４ｃ），且
离子分数差异较大（见图 ４ｄ），表明两种方法对序列

相同的 Ｃ 端肽段具有不同的偏好性。 这种偏好性

可归因于两种方法产生了不同的 Ｎ 末端结构：乙酰

化的 α⁃Ｎ 端（由“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ＋乙酰化”策略产生）
和二甲基化的 α⁃Ｎ 端（由“胰蛋白酶＋二甲基化”策
略产生）。 一方面，“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ＋乙酰化”策略中，
Ａｒｇ 上胍基强碱性的优势在于较高的离子化效率利

于肽段的检测［３６］；但该基团的局限可能在于碱性太

强而更难碎裂［３７，３８］，从而影响 Ｃ 端肽段的鉴定（见
图 ４ｅ 和 ４ｆ）。 另一方面，“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ＋乙酰化”策
略中 α⁃Ｎ 端上的乙酰化修饰通过增强肽段主链解

离和稳定 Ｎ 端碎片离子［３９，４０］，能产生更多的 ａ 离子

和 ｂ 离子（见图 ４ｇ 和 ４ｈ）。 此外，乙酰化的 α⁃Ｎ 端

Ａｒｇ 基团的疏水性远低于二甲基化的 α⁃Ｎ 端

（ＸＬＯＧＰ３［４１］值分别为－２􀆰 ８４ 和－０􀆰 ２），这在很大程

度上影响了肽段的色谱保留，从而影响了对蛋白质

Ｃ 端的鉴定。
　 　 为了深入了解两种策略对鉴定蛋白质 Ｃ 端的

偏好性，分析了两种策略各自“特有的”Ｃ 端肽段的

特征。 结果显示，“胰蛋白酶＋二甲基化”策略更倾

向于鉴定长度为 １１ ～ １５ 的 ２＋肽段（见图 ４ｉ 和 ４ｊ）。
而“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ＋乙酰化”策略更倾向于鉴定长度为

６～１５ 的 ２＋肽段，以及疏水性较低且含有较多酸性

残基的肽段（见图 ４ｋ 和 ４ｌ）。
　 　 综上所述，通过使用基于 Ａｒｇ 型酶切的新策略

“ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ＋乙酰化”，在原有策略“胰蛋白酶＋二
甲基化”的基础上进一步扩大了蛋白质 Ｃ 端的覆盖

范围。

３　 结论

　 　 本研究通过对基于 Ａｒｇ 型酶切的反向富集策略

的系统性优化，缩短了样本准备时间，提升了 Ｃ 端

肽段的鉴定深度，并扩大了 Ｃ 端肽段的鉴定范围。
此外，通过与其他鉴定 Ｃ 端肽段的策略相比，本研

究在鉴定范围上具有独特性，进一步提示，可以采用

多种策略联用的方式进行蛋白质 Ｃ 端的鉴定，用以

提升蛋白质 Ｃ 端的鉴定“深度”和“广度”。 通过将

优化后的方法与其他策略结合，不仅可以高效地用

于基于 Ａｒｇ 型酶切的蛋白质 Ｃ 端组学深度分析，还
可以对不同细胞、组织来源的蛋白质 Ｃ 端状态进行

系统表征，获得蛋白质 Ｃ 端状态的全景，将为蛋白

质 Ｃ 端在生理病理中的分子机制研究提供新的

信息。
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