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尺寸排阻⁃反相液相色谱⁃质谱联用技术在大鼠肾脏
翻译后修饰蛋白质鉴定中的应用
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摘要：ＬＣ⁃ＭＳ 联用技术在蛋白质组学研究中具有重要的作用，但是在复杂的生物体系中，由于样品的高度复杂性和

其中蛋白质含量的巨大差异，执行全面且无倾向的蛋白质组分析是一项挑战。 因此，在液相色谱分离中采用基于

不同原理的色谱分离方法来降低蛋白质样本的复杂度，并对微量蛋白质进行富集，对后续采用质谱方法进行信息

的采集和深入分析至关重要。 在这里我们开发了一种基于尺寸排阻色谱（ＳＥＣ）与反相液相色谱（ＲＰＬＣ）结合的新

方法来进行复杂体系蛋白质的分离和鉴定，特别是对于微量蛋白质的分析。 首先使用 ＳＥＣ 对蛋白质进行分离和富

集，并酶解成多肽，再通过 ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 联用的方法对酶解后的多肽进行分离和鉴定。 结果显示使用上述方法可以有

效降低蛋白质样本的复杂度，并有效提高微量蛋白质的鉴定能力，可从大鼠肾脏鉴定出 ２３ ６２１ 个肽段及 １ ３４５ 个

蛋白质，比常规的二维强阳离子交换⁃反相液相色谱法（２Ｄ ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ）鉴定到的肽段及蛋白质分别多出 ６９％ 及

２７％。 此外，该方法对肾脏翻译后修饰（ＰＴＭ）蛋白质的鉴定显示出更多的优势，翻译后修饰的多肽鉴定率显著增

加，特别是磷酸化肽段的鉴定效率可达到靶向富集策略的水平。 在此展示的 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 可以更好地了解蛋白

质翻译后修饰对肾脏的影响，最终将有助于增加我们对正常的生理性肾功能以及病理过程机制的理解。
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ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐＩ ａｎｄ ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ （ＧＲＡＶＹ） ｖａｌｕｅｓ．
Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｅｌｌ ｃｏｍ⁃
ｐｏｎｅｎｔ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅｓ ｔｈａｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｗａｓ ａｌｓｏ ｉｍｐｒｏｖｅｄ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ｆｉｖｅ ｃｏｍｍｏｎ ＰＴＭｓ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ｉｎｃｌｕ⁃
ｄｉｎｇ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ， ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ， ｃａｒｂａｍｙｌａｔｉｏｎ， ｏｘｉｄａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ
ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ａｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｙ ｍｏｄｉ⁃
ｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ ｗｅｒｅ １ ７－１ ９ ｔｉｍｅｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ． Ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ，
ｗｅ ｃｏｕｌｄ ａｃｈｉｅｖｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ； ｈｏｗｅｖｅｒ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｓｅｒｉｎｅ， ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ， ａｎｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ．
Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｕｐｏｎ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ＳＥＣ ａｎｄ ＲＰＬＣ， ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓａｍｐｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｎｂｉ⁃
ａｓｅｄ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｋｉｄｎｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｓｐｅｃｔｒｉｎ， Ｌ⁃ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ａｎｄ ＡＴＰａｓｅｓ， ｗａｓ ｆｏｕｎｄ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｅ
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翻译后修饰蛋白质鉴定中的应用

ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ ａｐｐｒｏａｃｈ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｓ ｅｓｐｅ⁃
ｃｉａｌｌｙ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｆｏｒ ＰＴＭ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ
ｂｅｔｔｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＰＴＭ ｏｎ ｋｉｄｎｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｉｔｓ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＳＥＣ）； ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ （ＰＴＭ）

　 　 蛋白质组学研究近年来引起了越来越多的关

注，并且处于技术发展阶段［１］。 蛋白质组学的主要

挑战是鉴定高度复杂、宽动态范围样品中的低丰度

蛋白质，由于样品的复杂性和广泛的动态范围，执行

无差别的蛋白质组分析是一项非凡的挑战。 传统的

一维液相色谱（１Ｄ⁃ＬＣ）通常无法为复杂样品的分析

提供足够的分离能力［２，３］，这激发了不同液相色谱

技术（例如二维液相色谱，２Ｄ⁃ＬＣ） ［４］ 组合的发展。
在 ２Ｄ⁃ＬＣ 中，收集来自第一维液相色谱（第一液相

色谱）的流分，然后将其重新注入第二维液相色谱

（第二液相色谱） ［５，６］，两种不同的分离方法相结合

可以获得更高的分离效率［７］。 如 ２Ｄ 强阳离子交

换⁃反相液相色谱法（２Ｄ ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ），由于 ＳＣＸ 色

谱柱上的静电相互作用和 Ｃ１８ 色谱柱上的疏水相

互作用相结合，具有较高的检测灵敏度和出色的分

离性能，广泛应用于自下而上的鸟枪法蛋白质组学

当中［８，９］。
　 　 尺寸排阻色谱法（ＳＥＣ）是一种广泛用于蛋白

质分离纯化的传统技术，该技术主要用于制备纯化

和脱盐，尤其是在分子生物学中，该技术被大量用于

生产纯净蛋白质［１０－１３］。 反相液相色谱（ＲＰＬＣ）由于

其多功能性、灵活性和耐用性，是分析多肽及蛋白质

的主要方法之一［１４］。 肽段进入反相色谱柱后，利用

肽段的疏水性，根据不同分配系数依次流出，实现肽

段分离。 利用 ＳＥＣ 对蛋白质进行分离纯化，不仅可

以降低样品复杂度，并且可以对复杂蛋白质样品中

的低丰度蛋白质进行富集，再结合 ＲＰＬＣ 进行肽段

分离实现肽段分析。
　 　 蛋白质的翻译后修饰（ＰＴＭ）是具有许多生物

学功能的细胞蛋白质的重要调控机制之一。 蛋白质

的翻译后修饰广泛存在于各种细胞器的蛋白质中，
并且在不同种类细胞器中具有不同的生物功能［１５］。
随着质谱技术的广泛应用，这些化学修饰在蛋白质

质量上的变化能被精确地检测到，并且能进行大规

模、全面的 ＰＴＭ 筛选，以实现对蛋白质生理研究以

及疾病预防治疗更深入的了解。 迄今为止，已鉴定

出超过 ４５０ 种独特的蛋白质修饰，包括磷酸化、乙酰

化、氨基甲酰化、氧化等，它们可以通过翻译后修饰

改变目标蛋白质的活性、分布、相互作用及寿命［１６］。
每个细胞当中具有翻译后修饰的蛋白质总量约占单

个细胞总蛋白质的 １％ ［１７－２０］，且蛋白质浓度的差异

甚至可以达到数百万至数十亿倍，所以鉴定低浓度

蛋白质及该类蛋白质的翻译后修饰需要更灵敏、准
确的分离及检测方法。 肾脏作为重要的排泄器官，
它的基本功能是生成尿液，借以清除体内代谢产物

及某些废物、毒物，同时经重吸收功能保留水分及其

他有用物质，而 ＰＴＭ 参与肾脏中各种细胞过程和信

号传导途径［２１－２７］。 最近的研究表明肾脏缝隙隔膜、
足细胞、神经节和足突的局部粘着可能存在蛋白质

修饰［２２－２６，２８］。 这些肾脏中的蛋白质修饰，不仅在肾

小球超滤功能中，而且在肾稳态调节过程中也起着

关键作用。 而磷酸化修饰作为最普遍的 ＰＴＭ，几乎

与每个细胞过程密切相关［２９］，它在调节多种代谢酶

的活性中起关键作用［３０］，如协调激活 ＡＴＰ 合酶为

细胞提供能量维持细胞正常运作等［３１］。
　 　 为了鉴定更多的大鼠肾脏蛋白质以及翻译后修

饰的蛋白质，我们构建了 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 系统，采用

ＳＥＣ 对肾脏蛋白质样品进行预分离，降低样品蛋白

质复杂度，并使用 ｎａｎｏ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 对预分离蛋白质

的胰蛋白酶解肽进行分离和鉴定。

１　 实验部分

１．１　 材料与仪器

　 　 醋酸铵、磷酸化盐、乙腈（均来自美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；二硫苏糖醇（ＤＴＴ），碘乙酰胺（ ＩＡＡ）
和尿素（来自美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）。 胰蛋白酶

（质谱纯） （来自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。
Ｄｉｏｎｅｘ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣ ＵＰＬＣ ＆ Ｂｒｕｋｅｒ ｍａＸｉｓ
Ｉｍｐａｃｔ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 串联质谱；ＳＴ⁃１６Ｒ 型高速冷冻

离心 机 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 ）； 水 由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
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Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）生产。
１．２　 样品制备

　 　 实验大鼠是购自香港中文大学的 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃
Ｄａｗｌｅｙ （ＳＤ）大鼠，并在澳门科技大学的动物房中

繁殖。 选用 ８ 周龄的雄性 ＳＤ 大鼠（２２５ ｇ），麻醉后

生理盐水腹腔主静脉灌注洗净血液，取出肾脏用磷

酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）洗净。 横向切取右肾组织 １００
ｍｇ，加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 匀浆，离心后取上清液。 ３００
μＬ 上清液加入 １ ２００ μＬ 冷丙酮沉淀，６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
下离心 ５ ｍｉｎ，取蛋白质沉淀。 蛋白质沉淀加入 ３００
μＬ ＰＢＳ 复溶，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ 后取 ２９０
μＬ 上清液待用。
１．３　 肾脏蛋白质 ＳＥＣ 预分离

　 　 收集肾蛋白质上清液采用 ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ）方法测定蛋白质浓度后，使用 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００
ｓｙｓｔｅｍ 制备液相系统将 ２９０ μＬ （８２７ ５ μｇ）肾蛋白

质溶液进行 ＳＥＣ 预分离。 对于 ＳＥＣ，使用 Ｐｈｅ⁃
ｎｏｍｅｎｅｘ （美国 Ｔｏｒｒａｎｃｅ 公司） 的 ＢｉｏＳｅｐ⁃ＳＥＣ⁃
３０００ 色谱柱（３００ ｍｍ×７ ８ ｍｍ）、Ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ ＧＦＣ
３０００ 保护柱 （ ３ ０ ｍｍ × ４ ｍｍ）。 流动相为 ３０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵（ｐＨ 值调至 ７），流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
在 ２８０ ｎｍ 处进行吸光度检测，依次收集蛋白质流

分。 回收的蛋白质流分使用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超滤离心管

（３ Ｋ， １５ ｍＬ）在 ４ ０００ ｇ 下离心浓缩 ４５ ｍｉｎ，转移

浓缩液至离心管内。 冷冻后，使用冷冻离心干燥机

除去剩余的液体，收集蛋白质粉末。
１．４　 蛋白质酶解

　 　 收集的预分离肾脏蛋白质粉末加入 １００ μＬ ８
ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素进行复溶，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ５ ｍｉｎ
后取上清液，使用 ＢＣＡ 方法测定蛋白质浓度。 取总

蛋白质质量为 １００ μｇ 的上清，在室温下用 ＤＴＴ
（２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）还原 ６０ ｍｉｎ。 加入 ＩＡＡ（１ ｍｏｌ ／ Ｌ），
转移至黑暗中孵育 ６０ ｍｉｎ。 反应混合物在室温下

用 ＤＴＴ （ ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ） 淬 灭 ６０ ｍｉｎ。 加 入 ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的碳酸铵溶液， 直到 尿 素 浓 度 低 于 １
ｍｏｌ ／ Ｌ。 最后，加入 ２ μｇ 胰蛋白酶，在 ３７ ℃烘箱消

化过夜。 用 ＳＰＥ Ｃ１８ 柱实现消化液除盐，洗脱液在

氮气下干燥。
１．５　 ｎａｎｏ⁃ＲＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
　 　 用 ５０ μＬ ２％ 乙腈（含 ０ １％ 三氟乙酸， ｖ ／ ｖ）溶
解胰蛋白酶解肽，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ 后取

上清液进样。 使用 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣ ＵＰＬＣ（Ｄｉ⁃
ｏｎｅｘ）与 ｍａＸｉｓ Ｉｍｐａｃｔ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ（Ｂｒｕｋｅｒ）串联

系统实现肽段分离和鉴定，正离子模式使用 Ｂｒｕｋｅｒ
Ａｄｖａｎｃｅ ＣａｐｔｉｖｅＳｐｒａｙ 离 子 源。 上 清 液 上 样 到

Ａｃｃｌａｉｍ ＰｅｐＭａｐ １００ ｎａｎｏＶｉｐｅｒ Ｃ１８ 捕获柱（２ ｃｍ
×７５ μｍ， ３ μｍ， Ｔｈｅｒｍｏ）。 然后在 Ａｃｃｌａｉｍ Ｐｅｐ⁃
Ｍａｐ ＲＳＬＣ ｎａｎｏＶｉｐｅｒ Ｃ１８ 分析柱（１５ ｃｍ×７５ μｍ，
２ μｍ， Ｔｈｅｒｍｏ）上以 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ 的流速分离肽段。
流动相由（Ａ）水中含 ０ １％ 甲酸（ＦＡ）和（Ｂ）乙腈中

含 ０ １％ ＦＡ 组成，梯度如下：０～８ ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ； ８ ０
～１１０ ０ ｍｉｎ， Ｂ 从 ５％ 线性增加到 ４０％； １１０ ０ ～
１１０ １ ｍｉｎ， Ｂ 从 ４０％ 线性增加到 ８０％； １１０ １ ～
１１５ ０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ； １１５ ０ ～ １１５ １ ｍｉｎ，恢复至 ５％
Ｂ； １１５ １ ～ １２０ ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ。 进样量为 １ μＬ。 质

谱用正离子模式下的 Ｂｒｕｋｅｒ Ａｄｖａｎｃｅ ＣａｐｔｉｖｅＳ⁃
ｐｒａｙ 离子源。 干燥气的温度为 １６０ ℃，流速为 ４ ０
Ｌ ／ ｍｉｎ。 端板偏移和毛细管电压分别设置为 ５００ Ｖ
和 １ ４００ Ｖ。 在 ｍ／ ｚ ３３０ 和 １ ４００ 之间的范围内选

择了前 １０ 个前体离子，并且排除了带单电荷的离

子，而 ＭＳ ／ ＭＳ 分析首选带电状态为＋２、＋３ 和＋４ 的

前体离子。
１．６　 蛋白质鉴定

　 　 使用 Ｄａｔａ Ａｎａｌｙｓｉｓ 软件处理 ＭＳ 数据导出的．
ｍｇｆ 文件，将该． ｍｇｆ 数据导入 ＭＡＳＣＯＴ 搜索引擎

中，数据库为 Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｒｏｔ ５１ ６。 选择胰蛋白酶作为

酶；固定修饰为 ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ （Ｃ），可变修饰为

Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｓ、 Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｔ、 Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｙ、 Ａｃｅｔｙｌ⁃Ｋ、
Ｃａｒｂａｍｙｌ⁃Ｋ、Ｍｅｔｈｙｌ⁃ＤＥ、Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ⁃Ｍ 等 ７ 个修饰；
前体离子和 ＭＳ ／ ＭＳ 允许误差范围分别设定为 ３０×
１０－６（３０ ｐｐｍ）和 ０ ２ Ｄａ；肽电荷为 ２＋、３＋和 ４＋。

２　 结果与讨论

　 　 我们了构建 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 系统，采用 ＳＥＣ 对肾脏

蛋白质样品进行预分离，降低样品蛋白质复杂度，从
而提高低丰度蛋白质的检测灵敏度。
２．１　 ＳＥＣ 流动相优化及流分浓缩

２．１．１　 ＳＥＣ 流动相优化

　 　 为提高尺寸排阻色谱对蛋白质的分离能力，首
先对流动相进行了优化。 ２０ μＬ 肾脏蛋白质溶液

（２ ８５ μｇ ／ μＬ）进样，分别使用 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵、
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 或 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 水作为流动相进行分

离，检测波长为 ２８０ ｎｍ。 在尺寸排阻色谱柱中，蛋
白质是根据其在流动相中流体动力学体积的差异，
通过扩散进出停滞的孔而分离出来的。 具有中等离

子强度的非变性水性缓冲液（如醋酸铵、磷酸缓冲
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翻译后修饰蛋白质鉴定中的应用

盐溶液等），通常用于最大程度减少蛋白质与固定

相表面的非特异性相互作用［３２，３３］。 ＰＢＳ 因能有效

提高蛋白质在 ＳＥＣ 的分离效率而被广泛应用［３４］，
但缺点是非挥发性盐的残留在后续的质谱检测时会

导致质谱损伤；醋酸铵作为挥发性盐被广泛应用到

ＬＣ⁃ＭＳ 串联质谱上，可在提高 ＳＥＣ 蛋白质分离效率

的同时保证蛋白质结构及活性［３５］，且作为挥发性盐

可避免对仪器的损伤。 我们的结果表明，使用醋酸

铵的液相色谱图可显示更多的单独色谱峰，峰形更

完整，具有更高的分离效率（见图 １ａ），故采用质谱

兼容的醋酸铵作为流动相盐。

图 １　 尺寸排阻色谱流动相的优化
Ｆｉｇ． １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

（ＳＥＣ） ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ
　 ａ． ｂｕｆｆｅｒｓ； ｂ． ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｕｆｆｅｒ．
　 ＨＡｃ： ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ； ＰＢＳ： ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

　 　 接下来，对流动相的盐浓度进行了优化，醋酸铵

浓度分别为 １０、３０ 和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 结果显示 ３０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵分离效率高于 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵，
提示适当提高盐浓度可减少蛋白质表面的电荷数

量，减少蛋白质与填料表面可能的吸附［３６］。 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的分离效果却低于 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵的

分离效果（见图 １ｂ）。 虽然缓冲盐能抑制蛋白质与

填料之间的静电效应，但提高盐浓度也会增强蛋白

质与色谱柱填料的疏水相互作用（通常在高盐浓度

下占主导地位），影响蛋白质分离效果［３６，３７］。 为了

最佳的分离效率，及减少盐浓度便于后续实验处理，

采用 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵作为流动相。
２．１．２　 蛋白质流分的浓缩

　 　 在 ＳＥＣ 分离肾脏蛋白质前及浓缩富集后，分别

测定蛋白质的量并计算回收率。 常规的流分浓缩方

法是 收 集 流 分 后 进 行 冷 冻 干 燥， 回 收 率 仅 为

７５ ７４％，其可能由于样品较大的体积，在处理过程

中与容器壁接触面积较大导致样品损失严重；并且

该方法所需时间过长，每次冷冻干燥需要 ２０ ｈ 以

上。 为了降低蛋白质损失及减少所需时间，先使用

超滤离心管（３ Ｋ）对样品进行浓缩，将浓缩的蛋白

质溶液进行冷冻干燥，可将浓缩时间降至 ６ ～ ７ ｈ。
使用超滤离心管⁃冷冻干燥方法的蛋白质回收率可

以达到 ８９ ６７％，高于仅使用冷冻干燥浓缩的方法

（７５ ７４％）。 后续实验均采用超滤离心管⁃冷冻干燥

的方法进行流分浓缩。
２．２　 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 方法

２．２．１　 样品复杂度分析

　 　 组织蛋白质组成较血清、细胞蛋白质更为复杂，
在当前的研究中，我们测试了使用 ＳＥＣ 对组织来源

的蛋白质进行预分流来降低样品复杂性的效率。
　 　 为了确定尺寸排阻色谱的分离效果，经过 ＳＥＣ
分离的蛋白质流分用尿素复溶后，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
（ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｐｈａｔｅ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）分析。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ（见图 ２ａ）
发现 ５ 个流分中的蛋白质相对分子质量分布呈阶梯

状下降，表明使用 ＳＥＣ 可通过蛋白质相对分子质量

大小进行分离，从而有效降低组织蛋白质样品的复

杂度，且多次进样分离，可对低丰度蛋白质进行富

集，有效提高低丰度蛋白质的含量。 经过 ＲＰＬＣ⁃ＭＳ
分析后，对各个流分中鉴定的蛋白质相对分子质量

分布进行分析，可发现蛋白质相对分子质量分布范

围与 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果相似，呈阶梯状下降，且各流

分中蛋白质相对分子质量的中位数亦呈梯度下降

（５０、８１８～ ３９、９６３ Ｄａ） （见图 ２ｂ）。 这说明 ＳＥＣ 可

降低蛋白质样品复杂度，多次进样收集流分可有效

富集低丰度蛋白质。
２．２．２　 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 提高蛋白质及肽段鉴定效率

　 　 如何在高度复杂的宽动态范围样品中鉴定低丰

度蛋白质是当今蛋白质组学的主要挑战，在这种宽

动态范围下，高丰度蛋白质与低丰度蛋白质的浓度

差异极大，高丰度蛋白质的酶解肽段广泛存在，导致

该类肽段过度采集，最终使得低丰度蛋白质的肽段

信号被掩盖或忽略。
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图 ２　 各流分蛋白质的相对分子质量分布
Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ
　 ａ． ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｉｚｅ ｅｘ⁃
ｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ｂ． ｍｅｄｉａｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ．

图 ４　 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 和 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定蛋白质及肽段的物理性质及细胞成分分析
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ ａｎｄ ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ

ａ． ｐＩ ｖａｌｕｅ； ｂ． ＧＲＡＶＹ ｖａｌｕｅ； ｃ． ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ．

　 　 本文所建立的 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 方法与平行实验

的 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 方法［３８］ 进行比 较， 可 以 发 现

ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 方法中的色谱图响应高达 ２ × １０７ 而

ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 仅能达到 ２×１０６。 将各流分蛋白质数据

合并重复项并去除冗余后，ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 鉴定出 １ ３４５
个蛋白质和 ２３ ６２１ 个肽段；ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 可鉴定出

１ ０５３ 个蛋白质和 １３ ９３５ 个肽段，即 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 较

ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 可显著提升肽段鉴定数量（１ ６９ 倍）及

蛋白质鉴定数量（１ ２８ 倍）（见图 ３）。

图 ３　 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 和 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定的蛋白质及肽段数量
Ｆｉｇ． ３　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ｂｙ ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｃａｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ
（ＳＣＸ） ⁃ＲＰＬＣ

　

　 　 对蛋白质及肽段的 ｐＩ 值及 ＧＲＡＶＹ （ ｇｒａｎｄ
ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ）值进行比较（见图 ４ａ，
４ｂ），在 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 与 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 方法之间均无显

著性差异，其符合 ＳＥＣ 通过蛋白质大小进行分离蛋

白质的物理性质而无倾向性。
　 　 对蛋白质鉴定结果进行蛋白质 ＧＯ （ ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ） 分析及分类，分析结果见图 ４ｃ， ＳＥＣ⁃
ＲＰＬＣ 各细胞成分蛋白质鉴定数均高于 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ
方法。 通过降低蛋白质样品的复杂度，减少质谱对

高丰度蛋白质肽段的过度采集，提高低丰度蛋白质

的浓度，最终增加细胞各成分低丰度蛋白质肽段鉴

定的可能性。 其中，膜蛋白质鉴定数有显著提高

（ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ： ６４； ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ： １５）；虽然该方法在

膜蛋白质的鉴定方面较商业专用试剂盒的鉴定数量

（８００～１ ０００）仍有较大差距，但商用试剂盒及传统

膜蛋白质提取方法需要 １ ｇ 以上的样品，且多需使

用专属的去污剂对膜蛋白进行提取，导致非膜蛋白

质变性，无法与膜蛋白质共同检测［３９，４０］。
２．２．３　 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 对 ＰＴＭ 修饰蛋白质的鉴定

　 　 蛋白质的翻译后修饰参与调控多种蛋白质的生

物学功能，但翻译后修饰的蛋白质量仅占单个细胞

蛋白质总量的 １％，使其难以被鉴定［１７－１９］。 ＳＥＣ⁃

·２９·
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ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 方法鉴定的肽段数量较 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ
方法提升程度显著，但蛋白质鉴定数增加相对较少，
说明该方法可以提高蛋白质鉴定的覆盖率，进而可

能使更多潜在的翻译后修饰位点被检测，从而提高

翻译后修饰被检测的可能性。
　 　 为了确定 ＳＥＣ 预分离技术鉴定潜在 ＰＴＭ 蛋白

质的能力，我们比较了使用 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 及 ＳＣＸ⁃
ＲＰＬＣ 分析的同一组肾脏蛋白质复溶液。 如图 ５ 所

示，在没有预分离的情况下直接进行分析，ＳＣＸ⁃ＲＰ
方法鉴定出 ９ １３６ 个 ＰＴＭ 肽段，而 ＳＥＣ⁃ＲＰ 方法鉴

定出 １７ ６５６ 个修饰肽段，提高了近一倍。

图 ５　 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 和 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定到的总肽段、
修饰肽段和未修饰肽段的比较

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ， ｍｏｄｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｎｏｎ⁃
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ
ａｎｄ ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ

　

　 　 ５ 种常见翻译后修饰的比较显示（见图 ６ｂ），使
用 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 方法鉴定的最多的修饰是甲基化修

饰肽段为 ９ ５９９ 个，是 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定数目的 １ ９
倍；乙酰化修饰肽段鉴定 ５ ４３０ 个，是 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴

定数目的 １ ９ 倍；氨基甲酰化修饰肽段鉴定 ３ ５５３
个，是 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定数目的 １ ７ 倍。 位于蛋氨酸

的氧化修饰肽段鉴定 ３ ６３６ 个，是 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定

数目的 １ ９ 倍。
　 　 与未分离样品（含磷酸化修饰的蛋白质 ８３８
个）相比，进行预分离的样品鉴定到的含磷酸化修

饰的蛋白质数（１ １７１ 个）是 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定数目的

１ ４ 倍（见图 ６ａ）。 先前的研究［４１，４２］表明，使用 ＳＣＸ
或 ＥＲＬＩＣ（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｒｅｐｕｌｓｉｏｎ⁃ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒ⁃
ａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）进行磷酸化修饰肽分级分

离，然后进行 ＩＭＡＣ（ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）或 ＴｉＯ２ 纯化，可以富集 ６ ０００ 多

种磷酸化修饰肽段。 在这里我们在丝氨酸、苏氨酸

或酪氨酸上鉴定了磷酸化修饰的肽段共 ６ ６６５ 个，

图 ６　 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 和 ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ 鉴定的大鼠肾脏
翻译后修饰肽段

Ｆｉｇ． ６　 Ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｆｒｏｍ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ｂｙ ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ ａｎｄ ＳＣＸ⁃ＲＰＬＣ

　 ａ． ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｂ． ｃｏｍｍｏｎ ｐｏｓｔ⁃
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ．

而在未分离的蛋白质样品中仅鉴定到 ３ ４１５ 个磷酸

化修饰肽段，增长近 ２ 倍。 且丝氨酸、苏氨酸、酪氨

酸上修饰的肽段鉴定比例无显著倾向性，这种改进

可能是由于降低了蛋白质样品的复杂性，从而提高

了在 ＭＳ 级别上的鉴定效率。 我们的结果表明，
ＳＥＣ 预分离与富集策略相结合，是鉴定蛋白质修饰

的有力方法，且对于不同的 ＰＴＭ 修饰均有作用。
２．２．４　 主要肾脏蛋白质的翻译后修饰研究

　 　 该项研究中，我们发现的多种被修饰的蛋白质

参与了肾脏关键生理功能的调节。 我们将以 ３ 个磷

酸化修饰蛋白质为例进行介绍，它们是磷酸化的血

影蛋白（ＳＰＴＮ１＿ＲＡＴ）， Ｌ⁃乳酸脱氢酶 Ａ 链（ＬＤＨＡ
＿ＲＡＴ）和过渡性内质网 ＡＴＰ 酶（ＴＥＲＡ＿ＲＡＴ）。 如

图 ７ 所示，血影蛋白的修饰肽段６５３ ＭＮＥＶＩＳＬＷＫ６６１

的母离子双电荷峰为［Ｍ＋２Ｈ］ ２＋ｍ／ ｚ ６００ ２７２ ４，比
相应未修饰的肽段多 ７９ Ｄａ，其中碎片离子 ｂ１ ～ ｂ７、
ｙ１ 未被修饰，ｙ６ ～ ｙ８ 的碎片离子相对分子质量增加

了 ７９ Ｄａ，结合二级质谱推断被修饰的位点为 Ｓ６５８
（见 图 ７ａ ）。 Ｌ⁃乳 酸 脱 氢 酶 Ａ 链 的 修 饰 肽 段
３１８ＫＳＡＤＴＬＷＧＩＱＫ３２８ 的母离子双电荷峰为 ［ Ｍ ＋
２Ｈ］ ２＋ｍ／ ｚ ６７０ ８４８ ００，比相应未修饰的肽段多 ９４
Ｄａ，肽段碎片 ｂ１ ～ ｂ３ 相对分子质量未增加，ｂ４ 相对

分子质量增加了 １４ Ｄａ，可推测在 Ｄ３２１ 上存在甲基

·３９·
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化修饰，剩余相对分子质量增加了 ７９ Ｄａ，可推测存

在磷酸化修饰，通过二级质谱比对肽段碎片 ｂ１ ～ ｂ３、
ｙ１、ｙ３ 相对分子质量未增加，修饰肽段碎片 ｂ７、ｙ８ ～
ｙ９ 的相对分子质量均增加了 ９４ Ｄａ，由此进一步推

图 ７　 磷酸化修饰肽段二级质谱图
Ｆｉｇ． ７　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｆｏｒ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

　 ａ． ＳＰＴＮ１＿ＲＡＴ Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｓｅｒｉｎｅ （Ｓ） （ｍ／ ｚ ６００ ２７２４０）； ｂ． ＬＤＨＡ＿ＲＡＴ Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ （Ｔ） ＆ Ｍｅｔｈｙｌ⁃Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ （Ｄ） （ｍ／ ｚ
６７０ ８４８００）； ｃ． ＴＥＲＡ＿ＲＡＴ Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｔｙｒｏｓｉｎｅ （Ｙ） （ｍ／ ｚ ８１８ ８９５７９） ．

断其被磷酸化修饰的位点为 Ｔ３２２（见图 ７ｂ）。 过渡

性内质网 ＡＴＰ 酶的修饰肽段６３９ＬＤＱＬＩＹＩＰＬＰＤＥＫ６５１

的母离子双电荷峰为［Ｍ＋２Ｈ］ ２＋ｍ／ ｚ ８１８ ８９５ ７９，比
相应未修饰肽段多 ７９ Ｄａ，其中 ｂ１ ～ ｂ４、ｙ１、ｙ４ ～ｙ６ 未

修饰，修饰肽段 ｙ８ ～ｙ１２的碎片离子相对分子质量增

加了 ７９ Ｄａ，推断磷酸化修饰位点为 Ｙ６４４（见图 ７ｃ）。
　 　 血影蛋白是肾素多蛋白复合物的重要组成部

分，在肾脏细胞中起到调节膜蛋白质及细胞完整性

的作用［４３］； Ｌ⁃乳酸脱氢酶 Ａ 链参与丙酮酸合成

（Ｓ） ⁃乳酸途径，从而影响肾脏细胞中 ＡＴＰ 含量及能

量供给［４４］；过渡性内质网 ＡＴＰ 酶为囊泡的形成提

供 ＡＴＰ［４５］。 这些蛋白质经磷酸化后显示出生理活

性［４３，４４］，且参与到肾脏的关键生理活性及功能中。
除磷酸化修饰蛋白质外，我们也鉴定出乙酰化、氨基

甲酰化、甲基化、氧化等 ４ 种蛋白质修饰，已有相关

文献［４６－４９］表明以上修饰与蛋白质的代谢及稳定性

有关，氧化修饰更可能导致蛋白质活性大变，并参与

某些疾病的发展。 利用 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 对蛋白质翻

译后修饰进行研究，可鉴定到参与肾脏关键生理活

性及功能的蛋白质及修饰肽段，有利于更好地了解

蛋白质修饰，并有助于我们了解肾脏蛋白质的正常

生理功能及病理机理。

·４９·
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３　 结论

　 　 我们的研究提出了 ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ⁃ＭＳ 二维分离系

统，以鉴定大鼠肾脏蛋白质中的微量蛋白质及翻译

后修饰的蛋白质。 此处报告的数据表明， ＳＥＣ⁃
ＲＰＬＣ 二维分离系统可显著增强肾脏蛋白质及肽段

的鉴定，提高了蛋白质覆盖率。 我们还展示了通过

ＳＥＣ⁃ＲＰＬＣ 预分离技术提高 ＰＴＭ 鉴定效率的可行

性，特别是对磷酸化肽段的检测。 此方法可应用于

大鼠肾脏蛋白质组分析，更好地了解蛋白质修饰，并
最终有助于我们解释这些修饰在肾脏的正常生理功

能维持和疾病发生中的潜在作用。
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