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摘要：氧连接氮乙酰葡萄糖胺（Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ）是一种重要的蛋白质翻译后修饰，它在维持机体正常的生命活动中发挥

着重要作用。 许多研究证实，Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰稳态的破坏与人类多种疾病的发生相关，大规模富集鉴定 Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白有助于发现新的临床疾病诊断标志物。 由于 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰丰度较低，形成的糖

苷键不稳定，Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白 ／肽段的富集鉴定面临一定挑战。 近年来，全乙酰化的非天然糖代谢标记

技术被广泛应用于 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白 ／肽段的富集鉴定。 然而，最新的研究发现，在细胞代谢标记过程中，
全乙酰化的非天然单糖会同时标记半胱氨酸的巯基而引入半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物。 该副反应在一定程

度上干扰了 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白 ／肽段的富集鉴定。 鉴于此，研究发展了一种通过三甲基苯磺酰羟胺

（ＭＳＨ）特异性氧化消除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的方法，进而显著提高 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰肽段的精

准鉴定。 该方法建立于温和的磷酸钠缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ＝ ８）体系，利用过量的 ＭＳＨ，于 ９５ ℃避光振荡反应

３０ ｍｉｎ，可完全消除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物。 该方法应用于 Ｈｅｌａ 细胞中，可有效消除叠氮全乙酰化半乳

糖胺（Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ）代谢产生的半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物，从而成功富集鉴定到 １５７ 条 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修

饰肽段，归属于 １３０ 个蛋白质。 该方法有效去除了半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物对代谢标记结果的干扰，为非

天然糖代谢标记技术在糖蛋白组学分析中的应用提供了新的研究策略。
关键词：富集鉴定；代谢标记；氧连接氮乙酰葡萄糖胺；半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物；三甲基苯磺酰羟胺
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ｈａｕｓｔｅｄ ｉｎ ｓｏｄｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ８ ０） ａｔ ９５ ℃ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｂｏｔｈ
Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｘｉｓｔ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｓｍ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｒｅｍｏｖｅ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｕｔ ａｌｓｏ
ｅｎｓｕｒｅ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｇｒｏｗｉｎｇ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｈａｔ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ
ｍａｉｎｌｙ ｏｃｃｕｒｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｕｓ， ａｎｄ ｔｈａｔ ｍｏｓｔ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｕ⁃
ｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｓｙｓｔｅｍ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｄ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐｅｐｔｉｄｅｓ， ＭＳＨ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｒｅｍｏｖｅ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃
ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ５１ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏ⁃
ｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＭＳＨ ｃａｎ ｒｅｍｏｖｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ
ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｂｉｏｔｉｎ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
ｄｙｎａｂｅａｄｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ｌａｂｅｌ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈ Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｚ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｓｍ． Ｆｉｎａｌｌｙ， １５７ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ １３０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｔｏ ｂｅｔｔｅｒ ｕｎｄｅｒ⁃
ｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｏｌｅｓ ｏｆ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｃｅｌｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ

引用本文：郭志新，李航，秦伟捷． 基于三甲基苯磺酰羟胺消除反应的氧连接氮乙酰葡萄糖胺修饰肽段的精准鉴定． 色谱，２０２１，３９
（１１）：１１８２－１１９０．
ＧＵＯ Ｚｈｉｘｉｎ， ＬＩ Ｈａｎｇ， ＱＩＮ Ｗｅｉｊｉｅ． Ｐｒｅｃｉｓｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏ⁃ｌｉｎｋｅｄ β⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｏ⁃ｍｅｓｉｔｙｌｅｎｅｓｕｌｆｏ⁃
ｎｙｌｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１１）：１１８２－１１９０．

ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ， ｃｙｔｏｐｌａｓｍ， ａｎｄ ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔｌｙ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ， ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ａｎｄ
ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ｂａｓｅｄ ｍｏｖｅｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ
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ａｃｙｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｈｉｓｔｏｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ，
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｄｅｖｅｌ⁃
ｏｐｅｄ ａｎ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｅｎｒｉｃｈ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｂｙ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｃｙｓ⁃
ｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＭＳＨ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｓｔｒａｔｅｇｙ
ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｕｎｎａｔｕｒａｌ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｉｎ ｇｌｙｃｏｐ⁃
ｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ； Ｏ⁃ｌｉｎｋｅｄ β⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ
（Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ）； ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｏ⁃ｍｅｓｉｔｙｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｈｙｄｒｏｘｙｌ⁃
ａｍｉｎｅ （ＭＳＨ）

　 　 氧连接氮乙酰葡萄糖胺（Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ）是一种重

要的蛋白质翻译后修饰，它广泛参与机体的众多生

命活动，而其稳态的破坏与人类多种疾病的发生发

展密切相关，如糖尿病、神经退行性疾病、癌症

等［１－７］。 大规模富集鉴定 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰蛋白有助

于深度挖掘其生物学功能及相关疾病机制。 由于

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰丰度低、形成的糖苷键不稳

定等［８］， Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白 ／肽段的富集鉴

定面临一定挑战。 因此，发展高效的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖

基化修饰蛋白 ／肽段富集鉴定新方法是对其深入研

究的关键。
　 　 非天然糖代谢标记技术作为蛋白质糖基化研究

的通用技术被广泛应用于 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋

白 ／肽段的富集鉴定［９－１２］。 非天然糖通常携带一个

生物正交化学报告基团（如叠氮），其亲水性羟基常

以疏水性的乙酰基包裹保护，从而增强非天然糖的

细胞摄取。 全乙酰化的非天然糖进入细胞后通过细

胞内糖代谢途径转化为相应底物尿苷二磷酸⁃氮乙

酰葡糖胺（ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｚ），进而被 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 转移

酶（ＯＧＴ）识别并整合在目标蛋白质的丝氨酸或苏

氨酸羟基上，随后可通过特异性的生物素探针捕捉

目标蛋白质，实现 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白 ／肽段

的富集鉴定［１３］。 然而，最新研究表明，在细胞代谢

标记过程中，全乙酰化的非天然糖会同时标记半胱

氨酸的巯基而产生半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰

物［１４－１７］，并且在蛋白质或肽段层面的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖

基化修饰鉴定结果中，难以排除副反应产物半胱氨

酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的干扰。 因此，建立一种

特异性去除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的方

法具有十分重要的意义。
　 　 近年来，三甲基苯磺酰羟胺（ＭＳＨ）被广泛应用

于蛋白质半胱氨酸巯基修饰物的氧化消除。 ＭＳＨ
是一种氧化及胺化试剂，它可以提供游离的氨基以

进攻硫醚中的亲核性硫原子，在一定碱性条件下转

化为亚硫亚胺中间体，进而发生消除反应生成烯烃

产物［１８］。 Ｄａｖｉｓ 课题组［１９］在 ｐＨ＝ ８ 的温和体系下，
利用 ＭＳＨ 氧化消除丝氨酸蛋白酶突变体 Ｓ⁃乙基半

胱氨酸中的硫醚键，成功将其转化为脱氢丙氨酸。
随后，ＭＳＨ 氧化消除法又被成功应用于半胱氨酸巯

基⁃微囊藻毒素修饰物中硫醚键的断裂［２０］。 在此基

础上，本研究发展了 ＭＳＨ 特异性消除半胱氨酸巯

基⁃叠氮糖人为修饰物的方法，实现了细胞中 Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ糖基化修饰肽段的精准鉴定，为非天然糖代

谢标记技术在糖蛋白组学分析中的应用提供了新的

研究策略。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｕｌｔｒａｆｌｅ Ｘｔｒｅｍｅ ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ ／ ＴＯＦ 基质辅助激

光解析飞行时间质谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ 公司，德国）， ＥＡＳＹ
Ｎｌｃ １ ２００ Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ 质谱仪、ＨＥＲＡｃｅｌｌ
ＶＩＯＳ １６０ｉ 细胞培养箱、ＭＳＣ⁃１００ Ｔｈｅｒｍｏ⁃Ｓｈａｋｅｒ 恒

温振荡金属浴、Ｍｉｃｒｏ ２１ 微量离心机、Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ
２０００Ｃ 超微量分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司，美国）， Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ Ｐｌｕｓ 真空离心浓缩仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，德国）， Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＰ２１１ｄ 分析天

平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司，德国）， ＬＸ⁃２００ 型迷你离心机（海
门市其林贝尔仪器制造有限公司，江苏）。
　 　 细胞低糖培养基购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ 水解酶抑制剂（Ｔｈｉａｍｅｔ Ｇ）购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。 磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）
购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自

北京百灵威科技有限公司。 叠氮全乙酰化半乳糖胺

（Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ）、核质蛋白提取试剂盒、三苯基磷⁃生
物素探针、链霉亲和素磁珠和表面活性剂去除柱均

购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。 十二烷基
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郭志新，等：基于三甲基苯磺酰羟胺消除反应的氧连接

氮乙酰葡萄糖胺修饰肽段的精准鉴定

磺酸钠（ＳＤＳ）购自美国 ＵＳＢ 公司。 ＭＳＨ 购自上海

易恩化学技术有限公司。 盐酸三（羟甲基）氨基甲烷

（Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， １ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ＝７ ４）购自北京索莱宝科技

有限公司。 碳酸氢铵（ＮＨ４ＨＣＯ３）、甲酸（ＦＡ）、乙腈

（ＡＣＮ）、三氟乙酸（ＴＦＡ）、２，５⁃二羟基苯甲酸（ＤＨＢ）
和乙基苯基聚乙二醇（ＮＰ⁃４０）均购自德国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。 磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４）、磷酸氢二钠

（Ｎａ２ＨＰＯ４）、碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）、氯化钠（ＮａＣｌ）、
碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）和 Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）均购

自上海国药集团化学试剂有限公司。 所有化学试剂

均为分析级或 ＨＰＬＣ 级，不经额外纯化直接使用。
１．２　 ＭＳＨ 氧化消除反应的建立

１．２．１　 半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的制备

　 　 首先取 ３０ μｇ 巯基标准肽段溶于 ２３ μＬ 碳酸钠

缓冲液（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ １０）中，然后加入终浓度

２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ，于 ３７ ℃ 恒温箱孵育 ９０
ｍｉｎ，然后经 Ｃ１８ 柱脱盐热干备用，待 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ
ＭＳ 分析。
１．２．２　 ＭＳＨ 氧化消除

　 　 将上述制备的半胱氨酸巯基人为修饰物复溶于

１５ μＬ 磷酸钠缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ８），测定浓

度后取出 ４ μｇ 加入磷酸钠缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ
＝８）至终体积 ４０ μＬ，取出 ５ μＬ 作为实验对照组备用。
　 　 将 １ μｇ 叠氮标记的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ（Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ）
标准肽段溶于磷酸钠缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ８）
中，配至终体积 ４０ μＬ，取出 ５ μＬ 作为实验对照组

备用。
　 　 剩余样品中分别加入终浓度 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＭＳＨ，于室温快速涡旋 １ ｍｉｎ 后，随后置于 ９５ ℃避

光振荡反应 ３０ ｍｉｎ，反应前后均采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ
ＭＳ 进行分析。
１．３　 Ｈｅｌａ 细胞中 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰肽段的富集

１．３．１　 Ｈｅｌａ 细胞代谢培养

　 　 待 Ｈｅｌａ 细胞生长状态良好时进行代谢培养：在
１０ ｍＬ 细胞低糖培养基中加入终浓度 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ，再加入终浓度 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｔｈｉａ⁃
ｍｅｔ Ｇ 备用。 移去 Ｈｅｌａ 细胞的原培养基，用 ＰＢＳ
清洗细胞两次，加入配制的低糖培养基于 ３７ ℃培养

箱培养 ２４ ｈ。
１．３．２　 核质蛋白提取及酶切

　 　 收集的细胞于 ４ ℃以 ２ ０００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎ 后移

去上清液，使用核质蛋白提取试剂盒提取核质蛋白。
首先向细胞加入 １ ０００ μＬ 细胞质蛋白提取试剂 Ｉ，

以 ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 涡旋 １５ ｓ 悬浮沉淀，于冰上放置 １０
ｍｉｎ 后加入 ５５ μＬ 细胞质蛋白提取试剂 ＩＩ，以 ２ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ 涡旋 ５ ｓ，再于冰上放置 １ ｍｉｎ， 以 ２ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ 涡旋 ５ ｓ，随后于 ４ ℃以 １６ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，
转移上清胞质提取物至离心管。 在剩下的组分中加

入 ５００ μＬ 细胞核蛋白提取试剂，以 ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 涡

旋 １５ ｓ，冰上放置 １０ ｍｉｎ，重复操作 ４ 次，于 ４ ℃以

１６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，转移上清至离心管，合并两次

上清液，即为核质蛋白。
　 　 将提取的核质蛋白转移至 １０ ｋＤａ 超滤管，以
１４ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶

液清洗 ４ 次，检测蛋白质浓度。 在核质蛋白中加入

胰蛋白酶（胰蛋白酶与蛋白质的质量比为 １ ∶５０），于
３７ ℃恒温箱酶切 １６ ｈ，酶切后以 １４ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎ，收集肽段，并用水清洗超滤管两次。 收集的肽

段于 ４５ ℃真空热干后置于－８０ ℃冰箱储存备用。
１．３．３　 酶切肽段的氧化消除

　 　 热干的肽段用磷酸钠缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ
＝ ８）复溶，并测定其浓度。 随后将肽段溶液稀释至

１ μｇ ／ μＬ，取 ４００ μＬ 加入终浓度 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＭＳＨ，室温快速涡旋 １ ｍｉｎ 后于 ９５ ℃避光振荡反应

３０ ｍｉｎ。 反应完成后用 Ｃ１８ 柱脱盐，于 ４５ ℃真空热

干备用。
１．３．４　 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰肽段的富集及洗脱

　 　 取链霉亲和素磁珠 ５０ μＬ，弃去保护液，用 ３００
μＬ ＰＢＳ 清洗 ４ 次，备用。 热干的肽段用 １００ μＬ
ＰＢＳ 复溶，加入终浓度 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的三苯基磷⁃生
物素探针于 ３７ ℃ 恒温箱孵育过夜，标记 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ修饰肽段。 使用 ０ ５ ｍＬ 表面活性剂去除柱

去除未反应的三苯基磷⁃生物素探针。 生物素标记

后的肽段补加 ＰＢＳ 至终体积 ６７２ μＬ，并加入 ２８ μＬ
含 １００ ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ 的水溶液，然后将其全部转移至磁

珠中，室温旋转孵育 １ ｈ，孵育结束后，弃去上清液。
　 　 称取 １４６ ２ ｍｇ ＮａＣｌ 和 ７０ ９ ｍｇ Ｎａ２ＨＰＯ４，溶
于 ２５ ｍＬ 水中，并加入 ２５ ｍＬ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，配制为缓冲

液 Ａ；依次使用 ３００ μＬ 含 ０ ２％ （ｖ ／ ｖ）ＮＰ⁃４０ 的缓

冲液 Ａ、３００ μＬ 缓冲液 Ａ 及 ３００ μＬ 水分别清洗磁

珠 ２ 次；然后加入 ８０ μＬ 含 ０ １５％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ 的水

溶液，于 ９５ ℃煮 １０ ｍｉｎ，取洗脱液于离心管中；继
续用 ８０ μＬ 含 ０ １５％ （ ｖ ／ ｖ） ＴＦＡ 的水溶液及 ８０
μＬ 洗脱液 ＴＦＡ⁃ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ（１ ∶ ５０ ∶ ４９， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）分别

清洗磁珠 １ 次；洗脱液合并过 Ｃ８ 膜后于 ４５ ℃真空

热干，热干后置于－８０ ℃冰箱储存备用。

·５８１１·
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１．４　 分析条件

１．４．１　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ
　 　 将 ＤＨＢ 溶于 Ｈ３ＰＯ４⁃ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ（１ ∶２９ ∶７０， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）
溶液，配制成 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＤＨＢ 基质溶液。 将 １
μＬ 样品及 １ μＬ ＤＨＢ 基质溶液混合点于靶板上后

室温干燥，采用阳离子反射模式在 ２０ ｋＶ 加速电压

下进行谱图采集。
１．４．２　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
　 　 流动相 Ａ 和 Ｂ 分别为含 ０ １％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ 的水

溶液和 ＦＡ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＡＣＮ （１ ∶１９ ∶８０， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）。 富集的

肽段用流动相 Ａ 复溶，以 ６００ ｎＬ ／ ｍｉｎ 通过 Ｃ１８ 反

相分析柱（１５０ ｍｍ×０ １５ ｍｍ， １ ９ μｍ）实现样品

分离。 洗脱程序为：０ ～ ８ ｍｉｎ， ６％ Ｂ～ １２％ Ｂ； ８ ～ ５８
ｍｉｎ， １２％ Ｂ ～ ３０％ Ｂ； ５８ ～ ７０ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ ～ ４０％ Ｂ；
７０～７１ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ～９５％ Ｂ； ７１～７８ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ。
　 　 喷雾电压设定为 ２ ３ ｋＶ，质谱分析的一级扫描

范围设置为 ３００～１ ４００ Ｄａ，分辨率为 １２０ ０００；质谱

的二级谱图以数据依赖型扫描模式（ＤＤＡ）进行采

集，二级碎裂方式为高能诱导解离（ＨＣＤ），能量设

置为 ３５％，离子注入时间为 ５０ ｍｓ。

图 １　 （ａ）Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ 孵育巯基肽段的反应式和（ｂ）反应产物的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱图

Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｉｏｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｅｔｒａａｃｅｔｙｌａｔｅｄ Ｎ⁃ａｚｉｄｏａｃｅｔｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ
（Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ） ａｎｄ （ｂ） ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

１．５　 数据检索

　 　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 数据（Ｒａｗ 文件）使用 ＭａｘＱｕａｎｔ
（版本 １ ６ １７ ０）以 ＵｎｉＰｒｏｔ 人类蛋白质组数据库

（２０２０７⁃２０１５ ７ ２１）为参考进行检索，检索条件设置

如下：蛋白水解酶设置为胰蛋白酶，最多允许两个漏

切位点。 甲硫氨酸氧化（Ｍ），蛋白质 Ｎ⁃末端乙酰

化， 生 物 素 标 签 （ Ｂｉｏｔｉｎ⁃Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ， ｍ／ ｚ ＝
９９４ ３９１ １） 以及半胱氨酸巯基人为修饰物消除

（－Ｈ２Ｓ， ｍ／ ｚ ＝ －３３ ９８７ ７）均设置为可变修饰。 母

离子的最大质量容差设置为 ２ ０×１０－５ ｍｇ ／ Ｌ，碎片

离子的最大质量容差设置为 ０ ５ Ｄａ，蛋白质和肽段

谱图匹配的假阳性率（ＦＤＲ）水平均设置为 １％。

２　 结果与讨论

２．１　 半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的构建

　 　 研究表明［１４］，在碱性条件下，全乙酰化的非天

然单糖可基于迈克尔加成原理与半胱氨酸的巯基发

生反应，生成半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物。 基

于此，实验采用碳酸钠缓冲液（２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝
１０），利用 Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ 于 ３７ ℃孵育巯基标准肽段

９０ ｍｉｎ，构建半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物（见
图 １ａ）。 孵育产物的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分析结果如

图 １ｂ 所示，半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物（ｍ／ ｚ
＝ １ ４６４ ６９４ 和 ｍ／ ｚ ＝ １ ４２２ ６８３）被成功检测。 通

常，Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ 体外孵育巯基标准肽段的产物多为

二乙酰化半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物（ｍ ／ ｚ ＝

·６８１１·
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图 ２　 ＭＳＨ 氧化消除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物机理
Ｆｉｇ． ２　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｅ

ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｏ⁃
ｍｅｓｉｔｙｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ （ＭＳＨ）

　

１ ４６４ ６９４），在碱性条件下乙酰基发生部分水解，而
产生单乙酰化的半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物

（ｍ／ ｚ＝ １ ４２２ ６８３）。 以上结果表明半胱氨酸巯基⁃
叠氮糖人为修饰物的成功构建。
２．２　 半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的氧化消除

　 　 ＭＳＨ 作为一种氧化及胺化试剂，可潜在用于半

胱氨酸巯基修饰物的氧化消除。 在此基础上，实验

将上述构建的半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物作

为底物，探究 ＭＳＨ 氧化消除反应的最佳反应条件。
如图 ２ 所示，在适宜的反应条件下，ＭＳＨ 可进攻半

胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的亲核性硫原子，引
发氧化消除反应， 生成目标消除产物 （ｍ／ ｚ ＝
１ １０２ ６０４）。 为了避免强烈的碱性条件对 Ｏ⁃Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ 糖基化修饰的破坏，实验首先确定了温和的磷

酸钠缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ８）体系，并且 ＭＳＨ
在该体系下具有较高的热稳定性［２１］。 由于升高反

应温度有利于反应物分子吸收能量、促进反应的快

速进行，实验考察了不同反应温度对 ＭＳＨ 氧化消

除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的影响。 实验

利用过量的 ＭＳＨ 分别于 ４、２０、５０、８０ 及 ９５ ℃条件

下处理半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物 ３０ ｍｉｎ
（见表 １）。 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分析结果（见附表 １，详
见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ． ｃｏｍ） 显示，在 ４、２０
和 ５０ ℃反应 ３０ ｍｉｎ 后，半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为

修饰物（ｍ／ ｚ ＝ １ ４６４ ６９４ 和 ｍ／ ｚ ＝ １ ４２２ ６８３）依旧

有较高的信号强度，且未发现产物峰，说明反应未发

生；在 ８０ ℃反应 ３０ ｍｉｎ 后，目标消除产物峰（ｍ／ ｚ
＝ １ １０２ ６０４）部分生成，但半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人

为修饰物（ｍ／ ｚ ＝ １ ４６４ ６９４ 和 ｍ／ ｚ ＝ １ ４２２ ６８３）仍
存在，表明氧化消除反应不完全；而在 ９５ ℃反应 ３０
ｍｉｎ 后，半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物峰（ｍ／ ｚ＝
１ ４６４ ６９４ 和 ｍ／ ｚ ＝ １ ４２２ ６８３）完全消失，并且目标

消除产物峰（ｍ／ ｚ ＝ １ １０２ ６０４）显示较高的信号强

度，表明该半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物（ｍ／ ｚ
＝ １ ４６４ ６９４ 和 ｍ／ ｚ ＝ １ ４２２ ６８３）已被完全氧化消

除。 上述实验结果表明，当温度达 ９５ ℃时，ＭＳＨ 可

较完全氧化消除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物。
实验进一步在 ９５ ℃条件下评估了ＭＳＨ 氧化消除反

应的反应时长（见表 １）。 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分析结果

显示，在 ９５ ℃条件下缩短反应时间，目标消除产物

（ｍ／ ｚ＝ １ １０２ ６０４）部分生成，但半胱氨酸巯基⁃叠氮

糖人为修饰物（ｍ／ ｚ ＝ １ ４６４ ６９４ 和 ｍ／ ｚ ＝ １ ４２２ ６８３）
仍存在，消除不完全（见附表 ２）。 综上，实验采用 ９５
℃反应 ３０ ｍｉｎ 的条件实现 ＭＳＨ 快速高效地氧化消

除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物。

表 １　 ＭＳＨ 于不同条件下氧化消除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖
人为修饰物的反应结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＭＳＨ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　

ｐＨ
ＭＳＨ ／

（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／
℃

Ｒｅａｃｔｉｏｎ

８．０ １５ ３０ ４ ｎｏ
８．０ １５ ３０ ２０ ｎｏ
８．０ １５ ３０ ５０ ｎｏ
８．０ １５ ３０ ８０ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ
８．０ １５ ３０ ９５ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
８．０ １５ ２０ ９５ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ
８．０ １５ １０ ９５ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ

　 　 为了进一步验证 ＭＳＨ 氧化消除法的可行性，
实验制备了另一个半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰

物（ｍ／ ｚ＝ １ ８１７ ７５０） （见附图 １），并利用 ＭＳＨ 于

９５ ℃避光处理该半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物

３０ ｍｉｎ，理论反应式如图 ３ａ 所示；反应后的谱图如

图 ３ｂ 所示，半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物（ｍ／ ｚ
＝ １ ８１７ ７５０）完全消失，并生成目标消除产物（ｍ／ ｚ
＝ １ ４５５ ６６１）。 除此之外，图 ３ｂ 显示有未知峰（ｍ／ ｚ
＝１ ６２５ ２６７）的生成，该物质与推测的实验潜在副产

物的相对分子质量均不匹配（见附图 ２）。 由于反应

体系复杂，未知峰（ｍ／ ｚ ＝ １ ６２５ ２６７）的化学分子式
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图 ３　 （ａ）ＭＳＨ 氧化消除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物的反应式和（ｂ）反应产物的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱图
Ｆｉｇ． ３　 （ａ） Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｔｈｉｏｌ⁃ａｚｉｄｏｓｕｇａｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＭＳＨ ａｎｄ

（ｂ） ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

难以确定，猜测其是由消除产物衍生形成的副产物。
但是，由于未知物（ｍ／ ｚ ＝ １ ６２５ ２６７）的相对分子质

量与半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物及相关乙酰

基水解峰的相对分子质量均不相同（见附图 ３），该
未知物的存在并不会干扰 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰的

质谱鉴定。 综上，ＭＳＨ 氧化消除法简单可行，可高

效去除半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物。

图 ４　 两条 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 肽段在 ＭＳＨ 处理前、后的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱图

Ｆｉｇ． ４　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｗｏ Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＳＨ

２．３　 Ｎ３⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰肽段的稳定性考察

　 　 为了考察 ＭＳＨ 氧化消除反应是否会同时破坏

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰，实验选用了两条含 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ 修饰的标准肽段（ｍ／ ｚ ＝ １ ３３３ ７５８ 和 ｍ／ ｚ
＝ １ ３５４ ７０７） （见附图 ４） 进行测试。 两条 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ标准肽段分别经 ＭＳＨ 在 ９５ ℃条件下避光

处理 ３０ ｍｉｎ，并采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分析。 对比
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反应前、后的质谱图（见图 ４），两条 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ
标准肽段峰经 ＭＳＨ 处理后仍稳定存在，表明 ＭＳＨ
氧化消除反应不会破坏 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰。
在后续复杂的生物代谢样本中，半胱氨酸巯基⁃叠氮

糖人为修饰物与 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰肽段同时存

在，该策略可在消除巯基⁃叠氮糖人为修饰物的同

时，进一步保证内源 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰肽段在

ＭＳＨ 氧化消除反应中的稳定性。 因此，ＭＳＨ 氧化

消除法可以应用于细胞中 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰肽

段的富集鉴定。

图 ５　 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白的基因本体分析
Ｆｉｇ． ５　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ： ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ．

２．４　 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰肽段的精准鉴定

　 　 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰是一种动态可逆的翻译

后修饰，它参与许多重要的生物信号通路。 研究表

明，细胞质和细胞核中的多种蛋白质会发生 Ｏ⁃Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ 糖基化修饰［２２，２３］。 为了深入了解 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ
糖基 化 修 饰 蛋 白 的 生 物 学 功 能， 实 验 选 取

Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ 代谢 Ｈｅｌａ 细胞后的核质蛋白作为研究

对象。 基于简单肽段层面，ＭＳＨ 特异性氧化消除半

胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修饰物方法的成功构建，实
验利用 ＭＳＨ 氧化消除核质蛋白中的半胱氨酸巯基⁃
叠氮糖人为修饰物，并鉴定到 ５１ 条半胱氨酸巯基人

为修饰消除产物肽段。 该鉴定结果证明，在细胞代

谢样本中，ＭＳＨ 氧化消除法可以去除半胱氨酸巯

基⁃叠氮糖人为修饰物的假阳性干扰，从而实现 Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ 糖基化肽段的精准鉴定。 最终，实验利用

生物素探针以及链霉亲和素磁珠富集鉴定核质蛋白

中的 Ｎ３ ⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰肽段。 通过质谱鉴

定分析，在 ３ 次重复实验中成功富集鉴定到 １５７ 条

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰肽段，归属于 １３０ 个蛋白质。 进一

步的基因本体分析显示（见图 ５），富集的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ
糖基化修饰蛋白主要分布于突触后密度、细胞质以

及核染色体，主要参与细胞分裂、兴奋性突触后电位

及微管运动等通路。 其中，与转移酶活性、组蛋白乙

酰转移酶活性以及微管结合等功能相关的 Ｏ⁃Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ 糖基化修饰蛋白被显著富集，与文献［８，２４，２５］ 相

符。 以上结果表明，Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰蛋白广

泛分布于细胞不同区室，在机体的多项生命活动中

发挥着重要作用。

３　 结论

　 　 本研究发展了 ＭＳＨ 特异性氧化消除半胱氨酸

巯基⁃叠氮糖人为修饰物的方法，在保护 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ
糖基化修饰肽段的同时，特异性消除半胱氨酸巯基⁃
叠氮糖人为修饰物。 ＭＳＨ 氧化消除法操作简单，反
应高效。 该方法被成功应用于消除 Ａｃ４ＧａｌＮＡｚ 代

谢 Ｈｅｌａ 细胞中产生的半胱氨酸巯基⁃叠氮糖人为修

饰物，最终在 Ｈｅｌａ 细胞核质蛋白中成功富集鉴定到

１５７ 条 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰肽段，归属于 １３０ 个蛋白质，
并通过基因本体分析获取了 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰

蛋白潜在的生物学功能。 本研究成功消除了全乙酰

化非天然单糖细胞代谢产物中的副产物，去除了其

对 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰肽段富集鉴定的干扰，实
现了细胞中 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰肽段的精准富集

鉴定，为非天然糖代谢标记技术在糖蛋白组学分析

中的应用提供了新的研究策略。
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