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基于镜像酶正交酶切的蛋白质复合物规模化精准分析新方法
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摘要：蛋白质主要以复合物的形式参与各项生命活动。 化学交联质谱（ＣＸＭＳ）技术作为近年来新兴的蛋白质复合

物解析技术，不仅可实现蛋白质复合物规模化解析，而且普遍适用于任意相对分子质量和纯度的蛋白质复合物样

品，因此已成为 Ｘ⁃射线晶体衍射技术、冷冻电镜技术等蛋白质复合物解析经典技术的重要补充。 目前，ＣＸＭＳ 主要

采用胰蛋白酶将交联后的蛋白质复合物进行酶切，并进行质谱鉴定。 然而鉴定到的交联肽段谱图中 ｂ ／ ｙ 特征碎片

离子的鉴定数目不足，且因肽段序列匹配连续性较差导致谱图可信度相对较低，影响了蛋白质复合物交联位点的

鉴定精准度。 该文基于镜像酶正交切割的互补特性，采用胰蛋白酶镜像酶与胰蛋白酶联合酶切的方法，对交联后

的蛋白质复合物分别进行酶切，再利用液相色谱⁃质谱联用技术对酶解产生的交联肽段进行鉴定，进而实现蛋白质

复合物的组成、相互作用和结构位点距离约束的解析。 对牛血清白蛋白和大肠杆菌全蛋白的交联肽段的分析结果

表明，该方法通过增加交联肽段谱图中特征碎裂离子的数目和连续性，鉴定到的大肠杆菌全蛋白的交联位点，较单

一胰蛋白酶酶切，提高了 １６％。 因此，镜像酶正交酶切策略能有效提高交联肽段的鉴定准确度和覆盖度，有望为实

现规模化的蛋白质复合物精准解析提供新思路。
关键词：化学交联质谱；多酶酶切；蛋白质复合物；镜像酶
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　 　 蛋白质作为生命活动的执行者，通过自身结构

的动态改变，以及与其他蛋白质相互作用组装为蛋

白质复合物，调控各种生物学过程。 因此，如何实现

蛋白质复合物的精准解析已成为当前生命科学的研

究热点。 化学交联结合质谱（ＣＸＭＳ）技术作为蛋白

质复合物解析的新兴技术，利用化学交联剂将空间

距离足够接近的蛋白质分子内或分子间的氨基酸残

基以共价键连接起来，再利用液相色谱⁃质谱联用对

交联肽段进行鉴定，实现蛋白质复合物的组成、界面

和相互作用位点的解析。 该技术具有分析通量高、
灵敏度高、可提供蛋白质间相互作用的界面信息、普
遍适用于不同种类和复杂程度的生物样品等优势，
已成为 Ｘ 射线晶体衍射［１，２］、低温冷冻电镜［３，４］、免疫

共沉淀［５，６］等蛋白质复合物研究技术的重要补充。
　 　 化学交联位点的鉴定覆盖度和准确度决定着该

技术对于蛋白质复合物结构的解析能力。 目前，为
了实现蛋白质复合物的高覆盖度交联，研究人员发

展了可用于共价交联赖氨酸（Ｋ） 的氨基、谷氨酸

（Ｅ） ／天冬氨酸（Ｎ）的羧基［７］、精氨酸（Ｒ）的胍基［８］

以及半胱氨酸（Ｃ）的巯基［９］等多种活性基团的新型

交联剂。 进而，为了提高低丰度交联肽段的鉴定灵

敏度，体积排阻色谱法［１０］、 强阳离子交换色谱

法［１１］，及亲和基团富集策略被提出用于交联肽段的

高选择性富集，如可富集型化学可断裂交联剂———
Ｌｅｉｋｅｒ［１２］，与不具备富集功能的交联剂相比，通过

亲和富集可以将交联位点鉴定数目提高 ４ 倍以上。
此外，为了提高质谱对交联肽段的鉴定能力，解决由

于交联肽段长度过长以及多级交联导致的鉴定困难

的问题，Ｌｅｉｔｎｅｒ 等［１０］通过对 ８ 种标准蛋白质及 ２０Ｓ
蛋白酶体的交联实验，初步证明多酶酶切方法能够

有效提高交联位点的鉴定数目；Ｚｈａｏ 等［１３］ 提出了

基于“ｓｍａｒｔ ｃｕｔｔｅｒ”多种酶联用的原位顺序酶解策

略，将大肠杆菌中蛋白质复合物交联位点的鉴定数

目相对单一胰蛋白酶（ ｔｒｙｐｓｉｎ）酶切提高了 ５４％。
在交联数据分析方面，为提高交联位点的解析精度

和效率，一系列的 ＣＸＭＳ 数据解析软件被开发，包
括 ｘＱｕｅｓｔ［１４］、ＭａｓｓＭａｔｒｉｘ［１５］ 和 ｐＬｉｎｋ［１６，１７］ 等。 其

中 ｐＬｉｎｋ 在充分利用全部碎片离子的基础上提出了

粗细两步打分策略用来缩减候选肽段规模，使鉴定

速度得到了提高［１８］。
　 　 上述技术虽然在很大程度上推动了基于 ＣＸＭＳ
的蛋白质复合物的解析覆盖度，但是交联肽段在质

谱中存在多处碎裂，碎片离子形式多样，且存在交联

基团与肽段共价连接的特异离子，因此交联肽段二

级谱图的碎片离子比常规肽段的谱图在种类和数目

上更为复杂［１６］，会造成交联肽段鉴定谱图中碎片离

子的匹配数目较少和肽段序列匹配连续性较差，导
致谱图可信度较低，影响蛋白质复合物交联位点的

鉴定精准度。
　 　 胰蛋白酶镜像酶（ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ）的酶切位点与

胰蛋白酶互为镜像，可特异地切割赖氨酸和精氨酸

的 Ｎ 端。 由于 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 的 Ｎ 端酶切特点，电荷

主要分布在交联肽段的 Ｎ 端，在碰撞诱导裂解

（ＣＩＤ）和高能诱导裂解（ＨＣＤ）模式下产生以 ｂ 离

子为主的碎片离子，与胰蛋白酶酶切肽段以 ｙ 离子

为主的碎片离子互为镜像补充，为胰蛋白酶酶解肽

段在质谱鉴定中 ｂ 离子缺失严重的问题提供了很

好的解决办法［１９］。 由于具有较高的酶切特异性和

酶活性，镜像酶已经成功地应用于蛋白质 Ｃ 末端蛋

白质组鉴定［２０］、磷酸化蛋白质组研究［２１］、甲基化蛋

白质组鉴定等［２２］方面，然而在 ＣＸＭＳ 中的应用仍未

见报道。
　 　 为进一步提高对蛋白质复合物结构及相互作用

位点的解析能力，本文发展了 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋

白酶联合酶切的方法，基于镜像酶正交切割的互补

特性，通过产生赖氨酸及精氨酸镜像分布的交联肽

段，以增加特征碎片离子数量和肽段匹配连续性，从
而提升交联肽段的谱图鉴定质量，达到提高交联位

点的鉴定覆盖度和准确度的目的。 通过分别对牛血

清白蛋白及大肠杆菌全蛋白样品的交联位点鉴定结

果的考察，评价该策略对单一蛋白样品和复杂细胞

裂解液样品蛋白质复合物表征的应用潜力。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 蛋白酶抑制剂（ｃｏｃｋｔａｉｌ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、
三（２⁃羧乙基）膦（ＴＣＥＰ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）均

购于美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；二（磺基琥珀酰亚

胺）辛二酸酯（ＢＳ３）购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；
胰蛋白酶、胰蛋白酶镜像酶购于中国华利世公司；
ＢＣＡ 试剂盒购自中国碧云天公司；色谱纯乙腈

（ＡＣＮ）购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；所有实验用水均经过

美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司购买的 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系统纯化；其他试

剂均为分析纯。 用于质谱分析的分离柱（１５ ｃｍ， １５０
μｍ ｉ．ｄ．， ３６５ μｍ ｏ．ｄ．）中装有购于德国 Ｄｒ． Ｍａｉｓｃｈ
公司的 ＲｅｐｒｏＳｉｌ⁃Ｐｕｒ Ｃ１８⁃ＡＱ 颗粒（颗粒大小为 １􀆰 ９
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μｍ；孔径为 １２ ｎｍ）。 熔融石英毛细管 （ １５０ μｍ
ｉ．ｄ．， ３６５ μｍ ｏ．ｄ．）购于中国 Ｓｉｎｏ Ｓｕｍｔｅｃｈ 公司；
Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰ Ｃ１８ 硅胶填料（５ μｍ， １２ ｎｍ）购于中

国博纳艾杰尔公司；Ｅｍｐｏｒｅ ｄｉｓｋ Ｃ１８ 固相萃取膜

片购于美国 ３Ｍ 公司；超声破碎仪购自美国 Ｃｏｌｅ⁃
Ｐａｒｍｅｒ 公司； 真空浓缩仪、 超微量分光光度计

（Ｎａｎｏｄｒｏｐ ｏｎｅ ）、 Ｅａｓｙ⁃ｎａｎｏ ＬＣ １０００ 系 统、 Ｑ⁃
Ｅｘａｃｔｉｖｅ质谱仪、Ｅａｓｙ⁃ｎａｎｏ ＬＣ １２００ 系统及 Ｏｒｂｉ⁃
ｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ 质谱仪均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司。
１．２　 实验方案

１．２．１　 蛋白质样品制备

　 　 称取牛血清白蛋白粉末，以 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃（２⁃羟
乙基） ⁃１⁃哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ， ｐＨ ７􀆰 ５）作为缓冲体

系，配制 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 牛血清白蛋白溶液。
　 　 大肠杆菌细胞 （种属 Ｋ１２） 在 ３７ ℃ 下采用

Ｌｕｒｉａ⁃Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）培养基培养 ２４ ｈ，然后于 ４ ℃以

４ ０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎ，收集细胞沉淀。 细胞沉淀采用

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗 ３ 遍后，悬浮于细胞裂解

液（含 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ 和 １％ （ｖ ／ ｖ）蛋白酶抑制

剂）中，冰浴超声破碎 １８０ ｓ（３０％ 能量，１０ ｓ 开，１０ ｓ
关）。 匀浆液于 ４ ℃以 ２０ ０００ ｇ 离心 ４０ ｍｉｎ，收集

上清，采用 ＢＣＡ 试剂盒测定所得蛋白质含量。 稀释

大肠杆菌蛋白裂解液至蛋白质含量为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ。
１．２．２　 化学交联样品制备

　 　 以 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ ７􀆰 ５）为溶剂配制浓

度为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＢＳ３ 交联剂母液；将交联剂母液

加入牛血清白蛋白的缓冲溶液及大肠杆菌蛋白裂解

液中，使交联剂的终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，在室温条件

下反应 １５ ｍｉｎ；通过添加终浓度为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的淬

灭溶液 ＮＨ４ＨＣＯ３ 进行交联反应淬灭，并在室温下

孵育 １５ ｍｉｎ；在冰浴条件下，将交联样品逐渐滴入 ８
倍体积的预冷丙酮中，于－２０ ℃静置过夜；在 ４ ℃条

件下，以 １６ ０００ ｇ 转速离心，去除丙酮，然后将交联

蛋白用预冷丙酮清洗 ２ 次，去除上清液后，于室温挥

发掉残余的丙酮；以 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶液复溶蛋白质

沉淀；将牛血清白蛋白交联样品以 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＣＥＰ
作为还原剂，于 ２５ ℃下反应 １ ｈ 进行变性和还原；
将大肠杆菌样品以 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ 作为还原剂，于
２５ ℃下反应 １ ｈ 进行变性和还原，避免大肠杆菌蛋

白在酸性条 件 下 发 生 变 性； 添 加 终 浓 度 为 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的碘乙酰胺（ ＩＡＡ），在黑暗中，于室温下反

应 ３０ ｍｉｎ；以 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 稀释样品至尿

素浓度为 ０􀆰 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 后，将样品均分为两份，一份以

蛋白样品与蛋白酶的质量比呈 ５０ ∶１ 的比例加入胰

蛋白酶，于 ３７ ℃酶解过夜，另一份加入终浓度为 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＣａＣｌ２，以蛋白样品与蛋白酶的质量比呈

２０ ∶１ 的比例加入 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ，并在 ３７ ℃温度下酶

解过夜。
１．２．３　 液相色谱⁃质谱鉴定及数据搜索

　 　 上述所有样品经过除盐，使用 ０􀆰 １％ 甲酸（ＦＡ）
溶液复溶，用超微量分光光度计测定肽段浓度，进行

反相高效色谱分离和质谱分析。
　 　 牛血清白蛋白样品采用 Ｅａｓｙ⁃ｎａｎｏ ＬＣ １０００ 系

统偶联 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪平台进行质谱分析。 流

动相 Ａ： ２％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ）；
流动相 Ｂ： ９８％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）
ＦＡ）。 梯度洗脱程序：０～１０ ｍｉｎ， ２％ Ｂ～７％ Ｂ； １０～
６０ ｍｉｎ， ７％ Ｂ～２３％ Ｂ； ６０～８０ ｍｉｎ， ２３％ Ｂ～４０％ Ｂ；
８０～ ８２ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ ～ ８０％ Ｂ； ８２ ～ ９５ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ。
Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪采用数据依赖性模式，Ｆｕｌｌ ＭＳ
扫描在 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 上实现，扫描范围为 ｍ／ ｚ ３００ ～
１ ８００，分辨率为 ７０ ０００（ｍ／ ｚ ＝ ２００），自动增益控制

（ＡＧＣ）为 ３×１０６，最大注入时间（ ＩＴ）为 ６０ ｍｓ，母离

子分离窗口为 ｍ／ ｚ ２。 ＭＳ ／ ＭＳ 扫描的分辨率为

１７ ５００（ｍ／ ｚ＝ ２００），碎裂模式为 ＨＣＤ，归一化碰撞

能量（ＮＣＥ）为 ３５％， ＭＳ２ 从 ｍ／ ｚ １１０ 开始采集，
ＭＳ２ 的 ＡＧＣ 为 ５×１０４， ＩＴ 为 ６０ ｍｓ，仅选择电荷值

为 ３～７ 且强度高于 １ ０００ 的母离子进行碎裂，并将

动态排除时间设置为 ２０ ｓ。 每个样品分析 ３ 遍。
　 　 大肠杆菌样品采用 ＥＡＳＹ⁃ｎａｎｏ ＬＣ １２００ 系统

偶联 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ 三合一质谱仪平台进

行质谱分析。 流动相 Ａ： ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液；
流动相 Ｂ： ８０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液（含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）
ＦＡ）。 梯度洗脱程序：０ ～ ２８ ｍｉｎ， ５％ Ｂ～ １６％ Ｂ； ２８
～５８ ｍｉｎ， １６％ Ｂ～３４％ Ｂ； ５８～７７ ｍｉｎ， ３４％ Ｂ～４８％
Ｂ； ７７ ～ ７８ ｍｉｎ， ４８％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； ７８ ～ ８５ ｍｉｎ， ９５％
Ｂ。 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ 三合一质谱仪采用数据

依赖性模式，Ｆｕｌｌ ＭＳ 扫描在 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 上实现，扫描

范围为 ｍ／ ｚ ３５０ ～ １ ５００，分辨率为 ６０ ０００ （ｍ／ ｚ ＝
２００）， ＡＧＣ 为 ４×１０５， ＩＴ 为 ５０ ｍｓ，母离子分离窗

口为 ｍ／ ｚ １􀆰 ６。 ＭＳ２ 扫描的分辨率为 １５ ０００（ｍ／ ｚ
＝ ２００），碎裂模式为 ＨＣＤ， ＮＣＥ 为 ３０％， ＭＳ２ 从

ｍ／ ｚ １１０ 开始采集，ＭＳ２ 的 ＡＧＣ 为 ５×１０４， ＩＴ 为 ６０
ｍｓ。 仅选择电荷值为 ３ ～ ７ 且强度高于 ２×１０４ 的母

离子进行碎裂，并将动态排除时间设置为 ２０ ｓ。 每

·７２２·
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个样品分析 ３ 遍。
　 　 质谱数据文件 （∗． ｒａｗ） 采用 ｐＬｉｎｋ ２ 软件

（２􀆰 ３􀆰 ９）对交联信息进行检索和鉴定。 使用从 Ｕｎｉ⁃
Ｐｒｏｔ 于 ２０１９ 年 ４ 月 ２７ 日下载的牛血清白蛋白序列

和大肠杆菌序列，搜索参数如下：酶切方式为胰蛋白

酶（酶切位置：Ｋ ／ Ｒ 的 Ｃ 端）、ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ（酶切位

置：Ｋ ／ Ｒ 的 Ｎ 端）；漏切位点个数为 ３；一级扫描容

忍（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ）２􀆰 ００×１０－５；二级扫描容忍

（ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ） ２􀆰 ００×１０－５；每条肽段的质量

范围为 ５００～１ ０００ Ｄａ；肽段长度的范围为 ５～１００ 个

氨基酸；固定修饰为半胱氨酸还原烷基化（ｃａｒｂａｍ⁃
ｉｄｏｍｅｔｈｙｌ ［Ｃ］）；可变修饰为甲硫氨酸氧化（ｏｘｉｄａ⁃
ｔｉｏｎ ［Ｍ］）、蛋白质 Ｎ 端乙酰化（ａｃｅｔｙｌ ［ｐｒｏｔｅｉｎ Ｎ⁃

图 ２　 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋白酶酶解样品的交联位点对及单一交联位点的互补性
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ ｏｆ ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｓｉｔｅ ｐａｉｒｓ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｓｉｔｅｓ

　 ａ． ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｓｉｔｅｓ； ｂ． ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｓｉｔｅ ｐａｉｒｓ； ｃ． ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｓｉｔｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｅａｃｈ
ｓｉｎｇｌｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｓｉｔｅ， ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｓｉｎ．

ｔｅｒｍ］）；肽段谱图匹配错误发现率（ＦＤＲ）≤５％。

２　 结果与讨论

２．１　 标准蛋白质镜像酶正交酶切产物的交联质谱

分析

２．１．１　 基于镜像酶切的牛血清白蛋白交联位点鉴

定覆盖度

　 　 以 ＢＳ３ 作为交联剂对牛血清白蛋白单一模型

蛋白体系进行化学交联，并将交联样品分别采用胰

蛋白酶及胰蛋白酶镜像酶进行酶解，经过质谱鉴定

及数据分析，共得到了 ２９１ 对非冗余的交联位点信

息（见附表 １，详见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）。
将所鉴定的交联位点信息与牛血清白蛋白的晶体结

构（ＰＤＢ： ３Ｖ０３）进行映射，如图 １ 所示，两种酶切方

式鉴定到的交联位点存在一定互补性，初步表明基

于镜像酶正交酶切的交联质谱分析策略能提高牛血

清白蛋白交联位点的鉴定数目。

图 １　 胰蛋白酶与 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶解样品的交联位点在牛血清
白蛋白晶体结构（ＰＤＢ： ３Ｖ０３）的映射

Ｆｉｇ． １　 Ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｓｉｔｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｒｙｐｓｉｎ ａｎｄ ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
（ＰＤＢ： ３Ｖ０３）

　

　 　 如图 ２ａ 所示，胰蛋白酶酶解鉴定到的交联位点

的 ３８％ （８２ ／ ２１６）被 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 共同鉴定；此外，有
７５ 对交联位点被 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 补充鉴定，占胰蛋白

酶鉴定总数 ３５％ （７５ ／ ２１６）。 表明 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰

蛋白酶酶解产生的交联肽段具有优异的互补性。
　 　 对两种酶切方式鉴定到的交联位点的互补性进

行分析，统计交联位点对中的单一交联位点的鉴定

情况，发现 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋白酶对单一交联位

点的鉴定能力并没有明显差别，８３％ （４９ ／ ５９）的位点

被二者共同鉴定到（见图 ２ｂ）。 然而，单一交联位点

在不同酶切方式所产生的交联位点对的鉴定能力不

同（见图 ２ｃ）。 上述结果提示，两种酶切方式产生的

交联位点对的互补性很可能源于质谱鉴定过程中对

于二维交联肽段与线性常规肽段的不同信号响应。
由于交联肽段较长，其碎片离子响应相对较差，
ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ较胰蛋白酶酶切虽然产生肽段的长度

·８２２·
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相当，但是由于二者酶切原理不同，Ｋ ／ Ｒ 分别处在

交联肽段的 Ｎ 端和 Ｃ 端，使得产生的交联肽段的质

谱碎裂能力与响应不同，因此 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋

白酶联合正交酶切的方法，较胰蛋白酶酶解方法，能
显著提高交联肽段的鉴定覆盖度。

图 ４　 ｂ＋ ／ ＋＋与 ｙ＋ ／ ＋＋离子碎片分别在 α ／ β⁃肽段的碎片覆盖度

Ｆｉｇ． ４　 Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｃｏｖｅｒａｇｅｓ ｏｆ ｂ＋ ／ ＋＋ ａｎｄ ｙ＋ ／ ＋＋ ｉｏｎｓ ｏｆ α ／ β⁃ｐｅｐｔｉｄｅｓ

图 ３　 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋白酶酶解样品共同得到的
交联位点鉴定打分比较

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｓｃｏｒｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｂｏｔｈ ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ ａｎｄ ｔｒｙｐ⁃
ｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ

　

２．１．２　 基于镜像酶切的牛血清白蛋白交联位点鉴

定准确度

　 　 实验对胰蛋白酶与 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 两种酶切方式

共同鉴定到的交联位点对应肽段的谱图质量进行了

考察，以－ｌｇ（Ｅ⁃ｖａｌｕｅ）值作为打分标准，分值越高对

应的谱图鉴定的准确度越高，反之准确度越低，根据

共同鉴定的位点对应的 － ｌｇ ［Ｅ⁃ｖａｌｕｅ（ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ） ／ Ｅ⁃
ｖａｌｕｅ（ ｔｒｙｐｓｉｎ）］考察镜像酶正交酶切对质谱鉴定准确

度的影响。 如图 ３ 所示，在二者共同鉴定的交联位

点对中，３２％ （２５ ／ ７８）的交联位点对在 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ
的酶切结果中获得了比胰蛋白酶酶切结果更高的谱

图质量得分，初步显示了镜像酶正交酶切在提高交

联位点质谱鉴定准确度上的能力。
　 　 交联肽段是由交联剂共价连接的两条肽段（α ／

β）组成的，与普通肽段相比，其长度更长，理化性质

更加复杂，若无法产生足够的碎片离子（ｂ ／ ｙ），则无

法实现对交联位点的准确鉴定。 通过脚本处理搜库

结果文件，输出碎片离子鉴定信息，并统计了 α⁃肽
段与 β⁃肽段上 ｂ＋ ／ ＋＋及 ｙ＋ ／ ＋＋碎片离子的鉴定数目，如
图 ４ 所示，由 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切产生的交联肽段主

要以 ｂ＋ ／ ＋＋离子碎片为主，α⁃肽段的 ｂ＋ ／ ＋＋离子碎片数

目的平均值高于 β⁃肽段的 ｙ＋ ／ ＋＋离子，而 ｙ＋ ／ ＋＋离子在

α⁃肽段与 β⁃肽段的碎片数目基本相当；胰蛋白酶酶

解的交联肽段以 ｙ＋ ／ ＋＋离子为主，α⁃和 β⁃肽段中 ｙ＋ ／ ＋＋

和 ｂ＋ ／ ＋＋离子碎片数目相当。 该结果从碎片离子的

鉴定数目上初步显示了两种酶切方式产生的交联肽

段在质谱检测响应行为上的互补性。
　 　 为了进一步考察两种酶切方式鉴定到交联肽段

的谱图质量，即交联肽段与谱图匹配的准确度，我们

以胰蛋白酶酶解鉴定的交联肽段的－ｌｇ（Ｅ⁃ｖａｌｕｅ）分
值作为标准划分了低、中、高 ３ 个打分区间，分别为

［０， ４）、［４， ８）、［８， ∞ ）。 如图 ５ 所示，对于低打分

区间（见图 ５ａ）， 与胰蛋白酶相比，ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶

解所得到的交联肽段的谱图质量得到了显著提高，
不仅 ｂ ／ ｙ 离子的匹配数目增加，其连续性也得到了

提高；对于中、高打分区间内 （见图 ５ｂ 和 ５ｃ），
ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ的谱图质量提升效果同样被证明。 因

此，ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 较胰蛋白酶酶解，通过提高 ｂ＋ ／ ＋＋离

子检测效率，能够有效增加不同长度交联肽段在质

谱检测中碎片离子的鉴定数目和连续性，提高肽段

序列的谱图匹配质量，进而提升交联肽段的质谱鉴

定准确度。
２．２　 复杂交联样品镜像酶正交酶切产物的交联质

谱分析

２．２．１　 基于镜像酶切的大肠杆菌蛋白复合物交联

位点鉴定覆盖度

　 　 实验进而以大肠杆菌裂解液为样品，ＢＳ３ 为交

·９２２·
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联试剂考察镜像酶正交酶切策略对于复杂样品中蛋

图 ５　 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋白酶酶解的交联肽段质谱图
Ｆｉｇ． ５　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｓｉｎ

白质复合物交联信息的解析能力。 如附图 １ 所示，
采用镜像酶正交酶切共鉴定到 ７２６ 对交联位点，较

单一胰蛋白酶酶切交联位点数目提高了 １６％ （１０２ ／
６２４）；此外，有 １７２ 对交联位点被 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰

蛋白酶共同鉴定。 具体的交联位点信息见附表 ２。

·０３２·
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图 ５　 （续）
Ｆｉｇ． ５　 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

总体来看，ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶解样品交联位点的鉴定总

数明显低于胰蛋白酶酶切样品，可能的原因包括以

下 ３ 个方面：（１）由于交联反应主要发生于蛋白质

表面，所产生的交联肽段的丰度较低，在质谱检测过

程中存在随机性，尤其对于复杂样品表现得更为明

显［２３］； （２）胰蛋白酶作为蛋白质组学研究中最常用

的蛋白酶，可以高效、特异地切割赖氨酸和精氨酸的

Ｃ 端。 尽管 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 被证明具有较高的酶活性

和酶切特异性，其酶活较胰蛋白酶相对较低［２０］，产
生 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切的交联肽段由于长度过长而难

以被质谱检测，尤其是在复杂样品的应用中［２０，２４，２５］；
（３）由胰蛋白酶酶切的交联肽段除 Ｎ 端外，由于酶

切发生在 Ｋ ／ Ｒ 的 Ｃ 端，所以电荷在 Ｎ 端与 Ｃ 端都

有分布，而 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 的酶切位点在 Ｋ ／ Ｒ 的 Ｎ
端，电荷主要分布在 Ｎ 端，肽段整体的带电性略低

于胰蛋白酶酶切的肽段，导致 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切的

肽段在质谱中离子化效率及碎裂效率相对低于胰蛋

白酶酶切产生的肽段，最终降低了 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶

切的交联肽段在质谱中的检出率。 因此，上述因素

制约了 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切的交联肽段的质谱鉴定能

力，从而导致其鉴定的交联位点数目少于胰蛋白酶。

２．２．２　 基于镜像酶切的大肠杆菌蛋白复合物交联

位点鉴定准确度

　 　 对 二 者 共 同 鉴 定 到 的 交 联 位 点 的 最 大

－ｌｇ（Ｅ⁃ｖａｌｕｅ） 值进行 统 计， 计 算 各 交 联 位 点 的

－ｌｇ［Ｅ⁃ｖａｌｕｅ（ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ） ／ Ｅ⁃ｖａｌｕｅ（ ｔｒｙｐｓｉｎ）］， 用 于 评 价

ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶切对于胰蛋白酶酶切交联位点鉴定

准确度的贡献，结果显示 ３５％ （４８ ／ １３７）的交联位点

获得了更高的鉴定得分值（见附图 ２）。 通过考察 α⁃
肽段与 β⁃肽段上 ｂ＋ ／ ＋＋及 ｙ＋ ／ ＋＋碎片离子的检测覆盖

度，再次证实了该策略是基于交联肽段碎片离子匹

配及质谱碎裂行为上的镜像互补实现了对谱图质量

的提高（见附图 ３）。 对于两种酶切产生的交联肽段

的谱图进行比较，进一步证明了 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 无论

在低、中、高打分区间（［０， ４）、［４， ８）、［８， ∞ ）），
均可以通过提高交联肽段的碎片离子鉴定数目和连

续性达到谱图质量提升的效果（见附图 ４），从而实

现复杂蛋白体系中交联肽段的高可信度质谱鉴定。
２．３　 大肠杆菌蛋白质复合物交联鉴定结果分析

　 　 综合 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋白酶两种酶切方式所

鉴定的大肠杆菌中交联位点信息，我们共鉴定到 ２９
对蛋白质分子间的相互作用，对应 １１９ 对交联位点

·１３２·
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（见图 ６ａ），以及 ２４２ 个蛋白质分子内的 ６０７ 对交联

位点信息。 在已鉴定的 ２９ 对蛋白质相互作用中，１２
对已被大肠杆菌整合蛋白质相互作用数据库（ｈｔｔｐ：
／ ／ ｗｗｗ．ｂａｃｔｅｒｉｏｍｅ．ｏｒｇ）所报道［２６］，此外，有 １０ 对

相互作用与已报道的化学交联蛋白互作数据相吻

合［１３］，证实了本方法所获得的分子间交联信息的可

靠性。 另外，还有 ７ 组蛋白质间相互作用未见报道，
有望为大肠杆菌中的蛋白质互作谱图的全面绘制提

供重要的数据参考。

图 ６　 大肠杆菌样品中 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋白酶酶切鉴定蛋白质复合物信息互补性
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ ａｎｄ

ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓａｍｐｌｅｓ
ａ． ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ； ｂ． ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｏｆ ｉｎｔｒａ⁃ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

　 　 蛋白质复合物在执行其功能的过程中依赖蛋白

质分子的结构调控蛋白质相互作用的动态组装，交
联位点的高准确度和高覆盖度鉴定对于揭示蛋白质

复合物功能具有重要的作用。 我们对获得的大肠杆

菌体系中 ２４２ 个蛋白质的 ６０７ 个分子内交联位点信

息进行分析。 其中，由胰蛋白酶单独鉴定到的分子

内交联位点数目为 ３６４ 个，由胰蛋白酶与 ＬｙｓａｒｇｉＮ⁃
ａｓｅ 共同鉴定到的分子内交联位点数目为 １４９ 个，
由 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 单独鉴定到的为 ９４ 个。 对于共同

鉴定到的蛋白质，其交联位点鉴定数目较单一胰蛋

白酶酶切，平均提高了 ３４％ （见附表 ３），表明镜像酶

正交酶切策略能显著提高蛋白质结构交联位点的鉴

定覆 盖 度。 进 一 步， 我 们 以 丙 酮 酸 激 酶 ＩＩ
（ＫＰＹＫ２）、谷氨酰胺结合周质蛋白（ＧＬＮＨ）、核糖

导入结合蛋白（ＲＢＳＢ）为例，说明该方法在蛋白质

复合物结构位点分析中的优势（见图 ６ｂ，具体交联

位点信息见附表 ４）。
　 　 丙酮酸激酶 ＩＩ 蛋白在糖酵解的最后一步催化

丙酮酸的形成，在生理条件下是不可逆的，对于糖酵

解第二部分中代谢通量的控制至关重要。 通过

ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ与胰蛋白酶联用的镜像酶正交酶切策

略我们获得了与 ＫＰＹＫ２ 相关的 ８ 组交联位点信息，
将交联位点信息映射到先前发布的 ＫＰＹＫ２（ＰＤＢ：
６Ｋ０Ｋ）结构上，两个交联位点之间的直线距离均在

ＢＳ３ 的最大交联距离限制之内（２􀆰 ４ ｎｍ），满足结构

兼容性要求，证实了交联数据的可靠性。 其中，由胰

蛋白酶酶解样品单独提供的交联位点信息有 １ 组，
有 ３ 组交联位点信息只被 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶解的样品

鉴定到，有 ４ 组交联位点信息被胰蛋白酶与 Ｌｙｓａｒ⁃
ｇｉＮａｓｅ 共同鉴定，证明了该策略具有提高交联位点

信息准确度及覆盖度的能力。
　 　 谷氨酰胺结合周质蛋白在谷氨酰胺转运系统中

发挥作用，对于谷氨酰胺通透酶活性是必不可少的，
通过镜像酶正交酶切策略，我们获得了 ７ 组交联位

点数据，其中由胰蛋白酶酶解的交联样品单独提供

的交联位点有 １ 组，而由 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 酶解的样品

单独提供的有 ３ 组，两种酶解样品共同提供的位点

·２３２·
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信息有 ３ 组。 将交联信息映射到先前发布的 ＧＬＮＨ
的晶体结构上（ＰＤＢ： １ＧＧＧ），有 ５ 组交联位点信

息能够与该晶体结构匹配，且各交联位点之间的直

线距离均小于交联剂最大交联距离约束，证实了交

联结果具有高可靠性，未匹配的交联信息有可能完

善 ＧＬＮＨ 的结构分析。
　 　 核糖导入结合蛋白的交联质谱分析结果也同样

证明了该方法对鉴定覆盖度的提高。 该蛋白质为

ＡＢＣ 转运蛋白复合物 ＲｂｓＡＢＣ 的一部分，涉及核糖

的结合与引入，同时也作为趋化性的主要化学感受

器。 通过镜像酶正交酶切策略，我们总计获得 １１ 组

交联位点数据，其中由胰蛋白酶酶解单独提供的交

联位点有 ５ 组，由胰蛋白酶与 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 共同提

供的有 ３ 组，由 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 单独提供的有 ３ 组；并
且得到的交联位点在晶体结构（ＰＤＢ： ２ＧＸ６）中的

直线距离均符合交联剂的距离约束，再次证实了该

方法得到的交联位点的可信性。

３　 结论

　 　 本文提出了一种基于 ＬｙｓａｒｇｉＮａｓｅ 与胰蛋白酶

镜像酶正交酶切的化学交联质谱技术。 对牛血清白

蛋白和大肠杆菌裂解液蛋白的分析结果表明，该方

法从酶切的角度出发，以镜像互补的方式显著增加

了肽段特征碎片离子的鉴定数目和匹配连续性，提
升了交联肽段与谱图匹配的准确度，提高了交联位

点鉴定准确度及覆盖度，有望为实现规模化的蛋白

质复合物精准解析提供新思路。
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