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摘要：蛇毒血凝酶类药物是以蝮蛇蛇毒为原料制备的止血药，主要活性成分为蛇毒类凝血酶（ｓｖＴＬＥｓ）。 不同蛇种

来源的 ｓｖＴＬＥｓ 结构不同，止血机制不同，药理作用也存在差异，因此准确鉴别蛇毒种属来源和 ｓｖＴＬＥｓ 含量对于保

障该类产品的质量至关重要。 研究基于蛋白质组学技术，筛选出了具有种属特异性的矛头蝮蛇 ｓｖＴＬＥ 特征肽，并
建立了基于特征肽的超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）检测矛头蝮蛇蛇毒种属来源及类凝血酶含量的

方法。 采用胰蛋白酶对纯化的矛头蝮蛇 ｓｖＴＬＥ 进行酶解，利用纳升液相色谱⁃四极杆 ／静电场轨道阱高分辨质谱

（Ｎａｎｏ ＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ⁃ＭＳ）和 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２ ２ 软件分别进行多肽的检测和鉴定，通过 ＢＬＡＳＴ 搜索与

Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库对比分析，筛选出具有种属特异性的矛头蝮蛇 ｓｖＴＬＥｓ 特征肽“ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ”。 针对该特征肽对酶

解温度、酶解时间和酶用量等样品前处理方法进行了优化，利用超高效液相色谱⁃串联质谱，以 ｍ／ ｚ ４８１ ９＞３１５ ２
和 ４８１ ９＞４８５ ２ 作为检测离子对，采用 ＥＳＩ＋模式进行了多反应监测（ＭＲＭ）定性定量分析。 结果显示，特征肽在

２ ５～３０ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，相关系数（ｒ）大于 ０ ９９９ ６，多水平加标回收率范围为 ９５ ５％ ～ １０１ ９％，各水

平平行测定结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）为 １ １％ ～３ ２％，完全能够满足实际样品检测需求。 方法简便快捷，灵敏度

高，专属性强，可用于矛头蝮蛇蛇毒种属鉴别及 ｓｖＴＬＥ 含量测定，从源头保证血凝酶类产品的质量，并可为其他蛇

毒类产品的质量控制提供参考。
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ｔｕｒｅ， ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ ａｔ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ， ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＬＣ⁃ＭＳ． Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ

引用本文：咸瑞卿，杭宝建，巩丽萍，王聪聪，张迅杰，彭丽，石峰． 基于特征肽的超高效液相色谱⁃串联质谱法检测矛头蝮蛇蛇毒种属来

源及类凝血酶含量． 色谱，２０２２，４０（９）：８１０－８１６．
ＸＩＡＮ Ｒｕｉｑｉｎｇ， ＨＡＮＧ Ｂａｏｊｉａｎ， ＧＯＮＧ Ｌｉｐｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｃｏｎｇｃｏｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｘｕｎｊｉｅ， ＰＥＮＧ Ｌｉ， ＳＨＩ Ｆｅｎｇ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅ⁃
ｃｉｅｓ ｏｒｉｇｉｎ ａｎｄ ｔｈｒｏｍｂｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｂｏｔｈｒｏｐｓ ａｔｒｏｘ ｖｅｎｏｍ ｂｙ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（９）：８１０－８１６．

ｏｎ ｔｈｅ ＵＰＬＣ ｓｙｓｔｅｍ ｗｉｔｈ ａ Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， ３ ０ μｍ）
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０ １％ （ｖ ／ ｖ） ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ ０ １％ （ｖ ／ ｖ） ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ ０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ３０ ℃， ａｎｄ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ２ μＬ． Ｔｈｅ ｍａｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ （ＥＳＩ＋ ） ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ） ｍｏｄｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｃｕｒｖｅ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｍ／ ｚ ４８１ ９＞ ３１５ ２ ａｎｄ ４８１ ９＞ ４８５ ２． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｇｏｏｄ
ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２ ５ － ３０ ｎｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （ ｒ） ｗａｓ
０ ９９９ ６， Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （Ｓ ／ Ｎ＝ ３） ａｎｄ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （Ｓ ／ Ｎ＝ １０） ｗｅｒｅ ２ ５ ｍｇ ／ ｋｇ
ａｎｄ ６ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｔ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ４０， ８０， ａｎｄ １２０ ｍｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ９５ ５％ － １０１ ９％， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｐａｒａｌｌｅｌ ａｎａｌｙｓｅｓ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ １ １％ －３ ２％． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ａｎｄ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｔｈｒｏｐｓ
ａｔｒｏｘ ｖｅｎｏｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｖＴＬＥ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｏｕｌｄ
ｈｅｌｐ ｅｎｓｕｒｅ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｈｅｍｏｃｏａｇｕｌａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ； ｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ ｔｈｒｏｍｂｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｅｎｚｙｍｅｓ （ｓｖＴＬＥｓ）； Ｂｏｔｈｒｏｐｓ
ａｔｒｏｘ； ｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ

　 　 蛇毒血凝酶类药物是一类以蝮蛇蛇毒为原料制

备的 止 血 药， 主 要 活 性 成 分 为 蛇 毒 类 凝 血 酶

（ｓｖＴＬＥｓ），其在止血领域中占有重要地位，占止血

药市场份额近 ５０％ ［１，２］。 目前，已上市蛇毒血凝酶

类药物主要来源于矛头蝮蛇、尖吻蝮蛇、蝰蛇和白眉

蝮蛇等蛇种，不同蛇种来源的类凝血酶结构不同，其
作用机制不同，相应的药理作用也存在差异［３，４］，因
此准确鉴别蛇毒种属来源和 ｓｖＴＬＥｓ 含量对于保障

该类产品的质量至关重要。
　 　 现报道的蛇毒种属鉴别及蛋白质检测方法主要

为酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ） ［５］、液相色谱法（ＬＣ） ［６］

和电泳法等［６］，存在方法繁琐、灵敏度低、专属性差

等问题。 伴随着生物质谱技术的飞速发展，基于质

谱的蛋白质组学研究日渐成熟，以肽生物标志物为

基础的蛋白质组学技术为食品药品质量控制提供了

一种新思路，已成功应用于肉类产品成分鉴定、中药

掺伪筛查等方面［７－１７］，但在生化药物领域研究较少，
尚未见基于特征肽的蛇毒类凝血定性定量研究

报道。
　 　 本研究采用纳升液相色谱⁃四极杆 ／静电场轨道

阱高分辨质谱（Ｎａｎｏ ＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ⁃ＭＳ）筛选了矛

头蝮蛇类凝血酶特征肽，并采用超高效液相色谱⁃串
联质谱（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）建立了检测矛头蝮蛇蛇毒

种属来源及类凝血酶含量的方法。 与现有检测方法

相比，本研究所建立的方法分析时间短，专属性更

强，灵敏度更高，为从源头保证矛头蝮蛇蛇毒类产品

的质量及用药安全性提供了技术支持，并可为其他

蛇毒类产品的质量控制提供参考。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００ 纳升液相色谱联用 Ｑ⁃Ｅｘａｃ⁃
ｔｉｖｅ 高分辨质谱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），
Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ６５００＋型超高效液相色谱⁃三重四极杆

质谱联用仪（美国 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公司）， ＣＰ２２５Ｄ 电子

天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）， Ｓｉｇｍａ ３⁃３０ Ｋ 冷冻离

心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公司）， Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０
超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
　 　 乙腈（色谱纯，美国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ 公司），甲酸（色

谱纯，美国 ＡＣＳ 恩科化学公司），胰蛋白酶（序列分

析纯，德国 Ｓｉｇｍａ 公司），碘乙酰胺（分析纯，德国

Ｓｉｇｍａ 公司），三羟甲基氨基甲烷（分析纯，天津市

科密欧化学试剂有限公司），二硫苏糖醇（纯度≥
９９％，上海翌圣生物科技有限公司），特征肽 ＥＡＹＮ⁃
ＧＬＰＡＫ（纯度≥９８％，上海强耀生物科技有限公司）。
　 　 蛇 毒 ＳＶ１ ～ ＳＶ３、 矛 头 蝮 蛇 类 凝 血 酶

（纯度 ９８ ５％）（蓬莱诺康药业有限公司），蛇毒 ＳＶ４
～ＳＶ６（锦州奥鸿药业有限责任公司）。
１．２　 Ｎａｎｏ ＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ⁃ＭＳ 条件

　 　 采用 Ｔｈｅｒｍｏ ＲｅｐｒｏＳｉｌ⁃Ｐｕｒ Ｃ１８⁃ＡＱ Ｔｒａｐ 柱

（３５ ｍｍ×０ ２ ｍｍ， ５ μｍ）脱盐富集，采用 Ｔｈｅｒｍｏ
ＲｅｐｒｏＳｉｌ⁃Ｐｕｒ Ｃ１８⁃ＡＱ 纳升分析柱 （ ２５０ ｍｍ × ７５
μｍ， ３ μｍ）进行分离。 流动相 Ａ： ０ １％ 甲酸水⁃乙
腈（９８ ∶２， ｖ ／ ｖ）；流动相 Ｂ： ０ １％ 甲酸水⁃乙腈（２ ∶
９８， ｖ ／ ｖ）。 纳升分离泵流速：３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗

脱程序： ０ ～ ５ ０ ｍｉｎ， １００％ Ａ； ５ ０ ～ ２０ ０ ｍｉｎ，
１００％ Ａ～ ９０％ Ａ； ２０ ０ ～ ７５ ０ ｍｉｎ， ９０％ Ａ ～ ６８％ Ａ；
７５ ０～９５ ０ ｍｉｎ， ６８％ Ａ～５０％ Ａ； ９５ ０ ～ １００ ０ ｍｉｎ，
５０％ Ａ～１００％ Ａ。
　 　 电喷雾电离（ＥＳＩ）源，正离子模式，喷雾电压为

２ ０ ｋＶ，离子传输毛细管温度为 ２７５ ℃，离子传输透

镜（Ｓ⁃Ｌｅｎｓ）传输效率设置为 ６０％。 一级质谱采用

静电场轨道阱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）作为质量分析器，分辨率

为 ６０ ０００，采集范围为 ３５０ ～ １ ６５０。 二级质谱采用

Ｔｏｐ２０ 数据依赖模式进行母离子选择，采用高能诱

导裂解 （ＨＣＤ） 模式进行碎裂，归一化碰撞能量

（ＮＣＥ）设置为 ３５％。
１．３　 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件

　 　 色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８ 色谱柱

（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， ３ μｍ）；柱温：４０ ℃；流速：０ ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ；流动相 Ａ： ０ １％ 甲酸水溶液，流动相 Ｂ：
０ １％ 甲酸乙腈。 梯度洗脱程序：０ ～ ２ ０ ｍｉｎ， １０％
Ｂ； ２ ０ ～ ６ ０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ ～ ４０％ Ｂ； ６ ０ ～ ６ １ ｍｉｎ，
４０％ Ｂ ～ ７０％ Ｂ； ６ １ ～ ８ ０ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ； ８ ０ ～ ８ １
ｍｉｎ， ７０％ Ｂ～１０％ Ｂ； ８ １ ～ １０ ０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ。 进样

量：１０ μＬ。
　 　 ＥＳＩ 源，正离子扫描模式，多反应监测（ＭＲＭ）
模式；离子源温度：５００ ℃。 定性、定量离子对（双电
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咸瑞卿，等：基于特征肽的超高效液相色谱⁃串联质谱法检测

矛头蝮蛇蛇毒种属来源及类凝血酶含量

荷）、锥孔电压、碰撞能量见表 １。
表 １　 特征肽的质谱采集离子信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ
ａｃｑｕｉｒｅｄ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｍａｒｋｅｒ
ｐｅｐｔｉｄｅ

Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ
（ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ
（ｍ／ ｚ）

Ｃｏｎｅ
ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ ４８１．９ ３１５．２∗ ８０ ２２
４８５．２ ８０ ２０

∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

１．４　 溶液的制备

１．４．１　 特征肽筛选溶液

　 　 取矛头蝮蛇类凝血酶 ５ ｍｇ，置于 １０ ｍＬ 量瓶

中，加 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵溶液溶解并定容；精密

量取 ２００ μＬ，加 ０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 二硫苏糖醇溶液 １０ μＬ，
混匀，６０ ℃反应 １ ｈ，加 ０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 碘乙酰胺溶液 ２０
μＬ，避光放置 ３０ ｍｉｎ，加 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵溶液

７６０ μＬ 和 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 胰蛋白酶溶液 １０ μＬ， ３７ ℃反

应 ９０ ｍｉｎ， ９０ ℃灭活 １０ ｍｉｎ，放冷至室温，１２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液作为特征肽筛选用溶

液，按 １ ２ 节条件进行检测。
１．４．２　 特征肽对照品储备液

　 　 取约 １０ ｍｇ 特征肽对照品，精密称定，置于 １００
ｍＬ 量瓶中，加 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵溶液并定容至

刻度，摇匀，精密量取上述溶液（１００ μｇ ／ ｍＬ）适量，
用 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵溶液稀释制得质量浓度为

１００ ｎｇ ／ ｍＬ 特征肽对照品储备液。
１．４．３　 特征肽系列标准溶液

　 　 取 １ ４ ２ 节特征肽对照品储备液适量，用 ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵溶液稀释制得质量浓度分别为

２ ５、５、８、１０、１２、２０ 和 ３０ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准溶液，
按 １ ３ 节条件进行检测。
１．４．４　 供试品溶液

　 　 取供试品 ２０ ｍｇ，置于 １００ ｍＬ 容量瓶中，然后

加入浓度为 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的碳酸氢铵溶液定容，摇
匀；精密量取上述溶液 １ ｍＬ，加入质量浓度为 １０
ｍｇ ／ ｍＬ 的胰蛋白酶溶液 １０ μＬ，在 ３７ ℃下反应 ４
ｈ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液作为供试品

溶液，按 １ ３ 节条件进行检测。
１．４．５　 空白溶液

　 　 精密量取浓度为 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的碳酸氢铵溶液 １
ｍＬ，加入 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 胰蛋白酶溶液 １０ μＬ， ３７ ℃下

反应 ４ ｈ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液作为

空白溶液，按 １ ３ 节条件进行检测。

２　 结果与讨论

２．１　 实验条件考察

２．１．１　 特征肽的筛选

　 　 特征肽的选择是开发液相色谱⁃串联质谱法，进
行蛋白质定性定量分析的关键和难点，直接决定了

后续建立方法的特异性、灵敏度和稳定性。 本研究

采用普适性强的酶解条件，对纯化的矛头蝮蛇类凝

血酶进行酶解，以获得丰富的酶解肽段，并采用纳升

液相色谱⁃串联高分辨质谱进行分析，采集了高质量

的质谱数据。 使用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２ ２ 软件

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）对质谱数据进行分

析，初步筛选出了矛头蝮蛇类凝血酶的备用多肽序

列 ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ、ＮＶＩＴＤＫＤＩＭＬＩＲ、ＦＩＣＰＮ、ＫＮＶＩＴ⁃
ＤＫＤＩＭＬＩＲ，进一步参考特征肽筛选一般原则［１８］，
选择“ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ”作为矛头蝮蛇类凝血酶的特征

肽。 为进一步验证该特征肽的种属特异性，在 ＮＣ⁃
ＢＩ 数据库里对特征肽“ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ”进行 ＢＬＡＳＴ
比对分析，确认其为矛头蝮蛇毒类凝血酶特有，具有

种属特异性。 根据 ＮＣＢＩ 数据库中矛头蝮蛇类凝血

氨基酸序列（ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ ／ Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｒｏｔ： Ｐ０４９７１ １）可

知，其序列中仅存在唯一的 ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ 肽段，可以

直接用特征肽的含量表征矛头蝮蛇蛇毒中类凝血酶

的含量。 该特征肽的一级和二级质谱如图 １ 所示。
２．１．２　 特征肽 ＭＳ ／ ＭＳ 参数的优化

　 　 为保证方法的实用性和可推广性，本研究采用

ＭＲＭ 模式监测特征肽的碎片离子，以实现复杂基

质中目标蛋白质的精确定量。 为获得合适的离子对

和质谱采集参数，提高检测灵敏度和特异性，本实验

采用蠕动泵（流速 １０ μＬ ／ ｍｉｎ）向三重四极杆质谱

中引入人工合成特征肽（ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ）标准溶液

（１００ ｎｇ ／ ｍＬ）。 通过一级全扫描找到特征肽的母离

子，再分别以一级母离子通过二级全扫描找到二级

碎片离子，并通过不断改变碰撞能使碎片离子响应

增强，通过优化获得最佳离子源参数，确定锥孔电压

及碰撞能量。
２．１．３　 酶解条件的优化

　 　 二硫键还原条件的考察：固定酶解温度 （ ３７
℃）、酶用量（１０ μＬ）、酶解时间（４ ｈ），考察了二硫

苏糖醇和碘乙酰胺对特征肽量的影响。 结果显示，
酶解体系中是否加入二硫苏糖醇和碘乙酰胺对产生

的特征肽量无显著影响，因此选择无还原剂的直接

酶解条件。
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图 １　 特征肽（ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ）的一级和二级质谱图
Ｆｉｇ． １　 ＭＳ ａｎｄ ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ （ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ）

　 　 酶解时间的考察：固定酶解温度（３７ ℃）、酶用

量（１０ μＬ），考察酶解时间对测定结果的影响。 比

较了不同酶解时间（０ ５、１、２、４、６、８、１２ ｈ）产生的特

征肽峰面积。 由图 ２ 可以看出，随着酶解时间的延

长，特征肽的含量逐渐升高，当酶解时间超过 ４ ｈ 以

后，结果趋于稳定，说明酶解反应趋于完全，因此本

方法选择酶解时间为 ４ ｈ。
　 　 酶的用量：固定酶解温度（３７ ℃）和酶解时间

（４ ｈ），考察酶的用量对测定结果的影响。 由图 ３ 可

以看出，在胰蛋白酶质量浓度为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 时，酶的

用量超过 １０ μＬ 以后，结果趋于稳定，说明当酶的用

量为 １０ μＬ 时，足以完全酶解样品，因此本方法选择

酶的用量为 １０ μＬ。
２．２　 方法学验证

２．２．１　 专属性

　 　 取 １ ４ 节 制 备 的 特 征 肽 对 照 品 溶 液 （ １０
ｎｇ ／ ｍＬ）、空白溶液及阴性样品溶液（取 ＳＶ３ 蛇毒样

品按 １ ４ ４ 节方法制备），按 １ ３ 节 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
进行分析。 结果显示空白溶液和阴性样品溶液在特

征肽对照品溶液出峰位置无干扰峰出现，特征肽峰

形良好，ＭＲＭ 色谱图见图 ４，表明该方法专属性

良好。

图 ２　 不同酶解时间下监测离子的峰面积
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｏｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅｓ

图 ３　 不同酶用量下监测离子的峰面积
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｏｎｓ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ｄｏｓａｇｅｓ
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矛头蝮蛇蛇毒种属来源及类凝血酶含量

图 ４　 特征肽对照品溶液（１０ ｎｇ ／ ｍＬ）、空白溶液及阴性样品溶液的 ＭＲＭ 色谱图
Ｆｉｇ． ４　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （１０ ｎｇ ／ ｍＬ），

ｂｌａｎｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２．２．２　 标准曲线与线性范围

　 　 取系列标准溶液，按 １ ３ 节 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条

件采集质谱数据。 以定量离子对 ｍ／ ｚ ４８１ ９＞３１５ ２
的峰面积为纵坐标（ｙ），以对照品溶液中特征肽的

质量浓度为横坐标（ｘ， ｎｇ ／ ｍＬ），绘制标准曲线，得
到线性回归方程 ｙ＝ １４３ ８６８ｘ－５４ ７７９（ｒ＝ ０ ９９９ ６），
在 ２～３０ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内，特征肽的质量浓度与色谱

峰面积呈良好的线性关系。
２．２．３　 检出限与定量限

　 　 取 １ ４ ３ 节 ２ ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的特征肽对照品溶液

适量，用 １ ４ ５ 节的空白溶液稀释制得不同浓度的

特征肽溶液，进样测定。 当特征肽质量浓度为 ０ ５
ｎｇ ／ ｍＬ 和 １ ２５ ｎｇ ／ ｍＬ时，对应的峰高信噪比分别

为约 １ ∶３ 和 １ ∶１０，按 １ ４ ４ 节供试品取样量和稀释

倍数计算，本方法的检出限和定量限分别为 ２ ５
ｍｇ ／ ｋｇ 和 ６ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ。

表 ２　 ３ 个水平下的加标回收率及 ＲＳＤ（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝６）
Ａｄｄｅｄ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） Ｆｏｕｎｄ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

４０ ３８．２１ ９５．５ ３．２
８０ ７８．５５ ９８．２ １．１

１２０ １２２．２９ １０１．９ ２．５

２．２．４　 回收率

　 　 本方法通过向空白样品中添加低、中、高 ３ 个水

平的特征肽标准溶液，每个水平进行 ６ 次平行试验，
计算方法回收率。 结果见表 ２，回收率为 ９５ ５％ ～

１０１ ９％，各水平平行测定测定结果的相对标准偏差

（ＲＳＤ）为 １ １％ ～ ３ ２％，完全能够满足实际样品的

检测需求。
２．２．５　 精密度

　 　 取 １ ４ ３ 节 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 的特征肽对照品溶液，
重复进样 ６ 次，计算定量离子对所对应峰面积的

ＲＳＤ，结果为 １ ２％，显示仪器精密度良好。
２．２．６　 稳定性

　 　 取 １ ４ ４ 节的供试品溶液，置于 ８ ℃，分别于

０、２、４、６、８、１６ 及 ２４ ｈ 进样测定，计算定量离子对所

对应峰面积的 ＲＳＤ，结果为 ２ ６％，说明供试品溶液

中特征肽在 ８ ℃下 ２４ ｈ 内稳定。
２．２．７　 重复性

　 　 精密称取 ＳＶ１ 蛇毒样品 ６ 份，每份 ２０ ｍｇ，按
１ ４ ４ 节方法，制备供试品溶液，同上进样分析，结
果 ６ 份样品的平均含量为 １０２ ５１ ｍｇ ／ ｋｇ， ＲＳＤ 为

３ ３％，显示本方法重复性良好。
２．３　 实际样品测定

　 　 采用本方法对收集到的 ６ 批蛇毒样品进行测定，
结果显示，ＳＶ１ ～ ＳＶ３ 样品均呈现与对照特征肽

ＥＡＹＮＧＬＰＡＫ 色谱保留时间一致的色谱峰，确认其来

源于矛头蝮蛇，采用外标法定量，结果显示其特征肽

含量范围为 １０２ ５１～１０５ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ。 ＳＶ４～ＳＶ６ 样品

在对照特征肽色谱保留时间处均未提取到色谱峰，显
示未检测到该特征肽，因此为非矛头蝮蛇来源蛇毒。
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３　 结论

　 　 本研究针对矛头蝮蛇蛇毒，采用普适性强的酶

解条件，对纯化的目标蛋白质进行酶解，获得的目标

蛋白特征肽靶向性更强，且避免了其他蛋白质的干

扰，数据分析简单且准确性高。 为保证方法的实用

性和可推广性，本研究进一步针对所选特征肽优化

了样品前处理方法、色谱和质谱条件，建立了基于特

征肽的超高效液相色谱⁃串联质谱检测矛头蝮蛇蛇

毒种属来源及类凝血酶含量的方法。 本方法为追溯

蛇毒的物种来源提供了一种快速、稳定、灵敏、特异

的检测技术，也可应用于矛头蝮蛇蛇毒、矛头蛇毒血

凝酶及其制剂中类凝血酶的含量检测，对于优选蛇

毒原料、优化生产工艺、提高产品安全性具有重要

意义。
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