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基于 ３ 种非天然糖代谢标记的分泌蛋白质组分析性能对比
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摘要：分泌蛋白质是调控细胞间信号转导的重要生物大分子。 由于分泌蛋白的丰度相比于胞内蛋白以及培养基添

加剂更低，因此分泌蛋白的高通量鉴定是目前蛋白质组学界研究的热点和难点。 目前，基于生物质谱的分泌蛋白

质组学分析一般均需要从无血清的条件培养基中获得分泌蛋白质，再对其进行富集和分析。 该流程操作步骤繁

琐，易造成分泌蛋白质的损失和降解。 本工作采用基于生物正交化学生物学技术实现对分泌蛋白质的高选择性标

记和高效富集。 通过结合点击化学技术，综合评估了分泌蛋白质分析中用于代谢标记的不同糖类似物。 采用 ３ 种

最常用的商品化糖类似物，Ｎ⁃叠氮乙酰甘露糖胺（ＭａｎＮＡｚ）、Ｎ⁃叠氮乙酰半乳糖胺（ＧａｌＮＡｚ）和 Ｎ⁃叠氮乙酰葡萄糖

胺（ＧｌｃＮＡｚ）分别对 ＨｅＬａ 细胞进行代谢标记，之后通过炔基生物素探针对条件培养基中的分泌蛋白进行富集，结
合质谱分析来对比 ３ 种糖类似物对分泌蛋白的标记效率。 最后通过无标定量蛋白质组学分析，系统评估了 ３ 种糖

类似物用于分泌蛋白质组分析的性能。 结果表明，基于 ＭａｎＮＡｚ 的分泌蛋白标记方法鉴定到了 ２８２ 个分泌蛋白、
２２４ 个细胞质膜蛋白以及 ８４６ 个 Ｎ⁃糖基化位点；对分泌蛋白的富集效率分别较 ＧａｌＮＡｚ 和 ＧｌｃＮＡｚ 提高了 １３０％ 和

６７ ２％；对细胞质膜蛋白的富集效率较 ＧａｌＮＡｚ 和 ＧｌｃＮＡｚ 分别提高了 ２７３ ３％ 和 １４８ ７％，体现出了明显的优势。
本研究的实验结果为分泌蛋白高选择性富集和系统分析提供了有益的对比分析和新技术策略。
关键词：液相色谱；串联质谱；分泌蛋白；点击化学；代谢标记；糖类似物
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ｃｈｅｍｉｃａｌ ｂｉｏｌｏｇｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．
Ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｇａｒ ａｎａｌｏｇｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｆｏｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ ＭａｎＮＡｚ， ＧａｌＮＡｚ， ａｎｄ
ＧｌｃＮＡｚ （ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｏｓｔ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｓｕｇａｒ ａｎａｌｏｇｕｅｓ） ． Ｔｈｅｓｅ ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ ｍａｒｋ⁃
ｅｒｓ ｃａｎ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｌａｂｅｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ． Ｆｏｒ ｅｘａｍｐｌｅ， ＭａｎＮＡｚ， ａｎ ａｎａｌｏｇｕｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｏｆ ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄ， Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｍａｎｎｏｓａｍｉｎｅ （ＭａｎＮＡｃ）， ｃａｎ ｌａｂｅｌ ｓｉａｌｙｌａｔｅｄ
Ｎ⁃ ｏｒ Ｏ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ． ＧａｌＮＡｚ， ａｎ ａｎａｌｏｇｕｅ ｏｆ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ （ＧａｌＮＡｃ）， ｃａｎ ｒｅｐｌａｃｅ
ＧａｌＮＡｃ ａｓ ａ ｃｏｒｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｏｆ ｍｕｃｉｎ⁃ｔｙｐｅ Ｏ⁃ｇｌｙｃａｎｓ ａｎｄ ｔｈｕｓ ｌａｂｅｌ Ｏ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｏｆ ＧａｌＮＡｚ （ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ） ＵＤＰ⁃ＧａｌＮＡｚ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｔｅｒ⁃
ｃｏｎｖｅｒｔｅｄ ｗｉｔｈ ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｚ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＵＤＰ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ⁃４⁃ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ （ＧＡＬＥ） ａｎｄ
ｔｈｕｓ ｃａｎ ａｌｓｏ ｌａｂｅｌ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｓｔｅａｄ ｏｆ ＧｌｃＮＡｃ． Ｔｈｅ ＧｌｃＮＡｚ
ａｎａｌｏｇｕｅ ｉｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ｌａｂｅｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ β⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ， ｂｕｔ ｃａｎ ａｌｓｏ ｌａｂｅｌ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｍｕｃｉｎ⁃ｔｙｐｅ Ｏ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ＧＡＬＥ ｔｏ ＧａｌＮＡｚ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｕｓｉｎｇ ａ ｂｉｏｔｉｎ⁃ａｌｋｙｎｙｌ ｐｒｏｂｅ． Ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅｉｒ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ． ＭａｎＮＡｚ⁃ｂａｓｅｄ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ２８２ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ２２４ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｎｄ ８４６ Ｎ⁃
ｇｌｙｃｏｓｉｔｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧａｌＮＡｚ ａｎｄ ＧｌｃＮＡｚ， ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １３０％ ａｎｄ ６７ ２％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２７３ ３％ ａｎｄ １４８ ７％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｕｓｅｆｕｌ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｎｄ ｎｅｗ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ．

引用本文：毛源，郑江南，封顺，田瑞军． 基于 ３ 种非天然糖代谢标记的分泌蛋白质组分析性能对比． 色谱，２０２１，３９（１０）：１０８６－１０９３．
ＭＡＯ Ｙｕａｎ， ＺＨＥＮＧ Ｊｉａｎｇｎａｎ， ＦＥＮＧ Ｓｈｕｎ， ＴＩＡＮ Ｒｕｉｊｕｎ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａ⁃
ｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｕｎｎａｔｕｒａｌ ｓｕｇａｒｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１０）：１０８６－１０９３．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＬＣ）； ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＳ ／ ＭＳ）； ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ； ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ； ｓｕｇａｒ ａｎａｌｏｇｕｅｓ
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色 谱 第 ３９ 卷

　 　 分泌蛋白质组（ ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ）是指细胞、组织等

分泌的全部蛋白质，广义的分泌蛋白组还包括从细

胞膜表面脱落（ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ ｓｈｅｄｄｉｎｇ）的细胞质膜

蛋白［１］。 许多分泌蛋白，如细胞因子、生长因子和

激素等，在细胞间信号转导等过程中发挥着关键的

功能。 分泌蛋白的动态变化通常反映了细胞的生长

情况和病理状态。 分泌蛋白构成了很大一部分药物

靶标，同时也是重要的生物标志物［２］。 细胞的条件

培养基是分泌蛋白质组研究的重要样本。 目前，基
于生物质谱的蛋白质组学分析可以实现对分泌蛋白

的系统研究［３］。 分析培养基中的分泌蛋白的主要

问题在于条件培养基中的分泌蛋白浓度较低［４－７］，
培养基中的血清、氨基酸和添加剂等的存在可能会

干扰后续的蛋白质分析。 常规的分泌蛋白质组分析

使用无血清细胞培养以降低样品的复杂性，一般先

采用超滤、透析、冻干和三氯乙酸（ＴＣＡ）或丙酮沉

淀进行蛋白质的浓缩、纯化和除盐，然后进行酶解和

质谱分析。 这一分析流程无法实现特异性的富集分

泌蛋白，从而导致分泌蛋白的鉴定数目较少。 此外，
长时间无血清培养细胞也容易导致其活性状态的意

外改变。 而基于生物正交的富集方式则可以有效避

免这个问题。
　 　 近年来，含有生物正交基团（如叠氮基）的非天

然糖已被用于代谢标记糖基化蛋白质［８，９］，从而实

现对糖蛋白的细胞成像或选择性富集并用于蛋白质

组学分析。 该策略分为两个步骤：叠氮基糖类似物

被添加到细胞培养基中，通过细胞内的聚糖生物合

成途径引入到糖蛋白上；然后通过点击化学反应特

异性地与成像探针或亲和探针进行共价标记。 由于

分泌蛋白通常是糖蛋白，这种糖代谢标记已被用于

分泌蛋白的标记和富集［１０］。 Ｎ⁃叠氮乙酰半乳糖胺

（ＧａｌＮＡｚ）、Ｎ⁃叠氮乙酰葡萄糖胺（ＧｌｃＮＡｚ）和 Ｎ⁃叠
氮乙酰甘露糖胺（ＭａｎＮＡｚ）是最经典的叠氮基糖类

似物［８，１１，１２］，有研究对比了它们对细胞质膜蛋白的

标记效果，然而，目前只有 ＭａｎＮＡｚ 被用来进行分

泌蛋白的代谢标记，尚未报道其他两种糖类似物用

于标记分泌蛋白。
　 　 本文通过结合糖代谢标记、点击化学和基于质

谱的蛋白质组学，系统地评估了 ＭａｎＮＡｚ、ＧａｌＮＡｚ
和 ＧｌｃＮＡｚ ３ 种非天然糖对分泌蛋白的标记情况。
通过无标定量（ＬＦＱ）蛋白质组学分析，探索最适合

的分泌蛋白的糖代谢标记方法。 这项工作提供了一

种对细胞分泌蛋白进行全局、位点特异性以及定量

研究的手段，并为分泌蛋白的糖代谢标记方法的选

择提供依据。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｅａｓｙ⁃ｎＬＣ １０００ 色谱系统（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ）；Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ 质谱仪 （Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。
　 　 高 糖 ＤＭＥＭ （ 达 尔 伯 克 改 良 伊 格 尔，
ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ’ ｓ ｍｅｄｉｕｍ）培养基、磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。 胎牛血清

（ＦＢＳ）购自 ＧＩＢＣＯ 公司。 ＧａｌＮＡｚ、ＧｌｃＮＡｚ、Ｍａｎ⁃
ＮＡｚ、三 （ ３⁃羟丙基⁃三唑甲基） 胺 （ ＴＨＰＴＡ） 购自

Ｃｌｉｃｋ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｔｏｏｌｓ 公司。 ０ ２２ μｍ 一次性无菌

过滤器、Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ 超滤管（１５ ｍＬ，截止相对分

子质量 ３ ｋＤ）购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。 盐酸氨基胍、五
水硫酸铜、三氟乙酸（ＴＦＡ）购自阿拉丁试剂有限公

司。 链霉亲和素 （ ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ） 琼脂糖微球购自

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ。 乙二胺四乙酸二钠 （ ＥＤＴＡ⁃
Ｎａ２）购自 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司。 苯基甲磺酰氟（ＰＭＳＦ）
购自 Ａｕｒａｇｅｎｅ 公司。 乙腈 （ＡＣＮ，色谱纯） 购自

ＢＣＲ 国际贸易公司。 甲醇（色谱纯）购自 Ｍｅｒｃｋ 公

司。 十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司。
抗坏血酸钠、氯乙酰胺（ＣＡＡ）、三羟甲基氨基甲烷

（Ｔｒｉｓ）、碳酸氢铵、尿素、三 （２⁃羧乙基） 膦盐酸盐

（ＴＣＥＰ）购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。 胰蛋白酶（测序

级）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。 Ｌｙｓ⁃Ｃ（测序级）购自Ｗａｋｏ
公司。 炔基生物素探针由本实验室合成。
１．２　 实验步骤

１．２．１　 细胞培养与代谢标记

　 　 将 ＨｅＬａ 细胞置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的加湿培养

箱中，在含（１０％ ， ｖ ／ ｖ）ＦＢＳ 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基

中培养。 待细胞生长至覆盖培养皿底部面积的

６０％ 时，用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次，然后分别向无血清

ＤＭＥＭ 培养基中添加 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭａｎＮＡｚ、Ｇａｌ⁃
ＮＡｚ 和 ＧｌｃＮＡｚ 进行代谢标记，细胞继续培养 ２４ ｈ
后完成代谢标记过程。
１．２．２　 条件培养基的收集

　 　 收集条件培养基，以 ３００ ｇ 的转速离心 ５ ｍｉｎ，
取上清液再以 ３ ０００ ｇ 的转速离心 １０ ｍｉｎ，以去除

细胞碎片和死细胞。 之后收集上清液，用 ０ ２２ μｍ
滤膜过滤。 在滤液中加入 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ⁃Ｎａ２、１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡＡ 和 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＳＦ，然后使用 ３
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ｋＤａ 超滤管于 ４ ℃、４ ０００ ｇ 条件下将条件培养基浓

缩至约 ６００ μＬ。 向超滤管中加入 １２ ｍＬ ＰＢＳ，再将

其超滤浓缩至约 ６００ μＬ，重复此过程 ３ 次，使分泌

蛋白样品置换到 ＰＢＳ 中。 使用 Ｐｉｅｒｃｅ ６６０ 蛋白测

定试剂测定蛋白质浓度。
１．２．３　 利用点击化学探针进行铜催化的点击反应

　 　 铜 （Ⅰ） 催化的叠氮化物⁃炔烃环加成反应

（ＣｕＡＡＣ） ［１３，１４］是应用最广泛的点击反应。 将超滤

后的样品通过 ＣｕＡＡＣ 点击反应［１５］与炔基化试剂进

行反应。 我们在每个样品中依次加入 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
炔基生物探针、１３ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸氨基胍和催化剂

（０ ６７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸铜、３ ３８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＨＰＴＡ 和

新制的 １６ ９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 抗坏血酸钠的预混溶液） （均
为加入后的浓度），在常温下振荡反应 ２ ｈ。 通过氯

仿⁃甲醇蛋白沉淀法去除多余的探针。 之后将蛋白

沉淀 溶 解 于 尿 素 缓 冲 液 （ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿 素， ２００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ｐＨ ７ ４）中。
１．２．４　 生物素化蛋白的富集与酶解

　 　 将 １ ２ ３ 中得到的蛋白溶液与 １５ μＬ Ｓｔｒｅｐｔａ⁃
ｖｉｄｉｎ 琼脂糖微球置于旋转混匀仪上于 ４ ℃孵育 ２
ｈ。 依次使用 ０ ４ ｍＬ 尿素缓冲液（６ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素、
０ １％ ＳＤＳ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ｐＨ ７ ４）和 ０ ４ ｍＬ １
ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠溶液各洗涤 ３ 次。 然后向样品管中加

入 ３００ μＬ 的烷基化反应缓冲液（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＣＥＰ、
５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡＡ、０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵、０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
氯化钠），于 ３７ ℃振荡孵育 ３０ ｍｉｎ。 之后向样品管

中分 ３ 次加入 ０ ４ ｍＬ 的 ２０％ （ｖ ／ ｖ）乙醇水溶液洗

涤。 微球用胰蛋白酶（酶与底物质量比为 １ ∶２００）在
５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵和 ３７ ℃条件下酶解 １２ ｈ。 将

微球悬浊液离心后，收集上清液。 之后用 ＰＮＧａｓｅ
Ｆ（酶与底物质量比为 １ ∶２００）酶解 １２ ｈ；将微球悬浊

液离心后收集上清液。 将上清液用三氟乙酸

（ＴＦＡ）酸化至 ｐＨ＜３ 后使用 ＳｔａｇｅＴｉｐｓ 进行脱盐。
１．２．５　 液相色谱⁃串联质谱分析

　 　 液相色谱柱为 Ｃ１８ 毛细管填充柱（１５ ｃｍ×１００
μｍ， 粒径 １ ９ μｍ，孔径 １２ ｎｍ， Ｄｒ． Ｍａｉｓｃｈ 公司）。
流动相 Ａ 相为 ０ １％ （ ｖ ／ ｖ） 甲酸水溶液；Ｂ 相为

０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈溶液。 流速为 ２５０ ｎＬ ／ ｍｉｎ。
色谱有效梯度为 ７％ Ｂ 在 １００ ｍｉｎ 提高至 ２２％ Ｂ；
２２％ Ｂ 在 １００～１２０ ｍｉｎ 提高至 ３５％ Ｂ。 质谱使用数

据依赖采集模式，循环时间为 ３ ｓ，一级质谱离子扫

描的 ｍ／ ｚ 范围为 ３５０ ～ １ ５５０，分辨率为 １２０ ０００，自
动增益控制（ＡＧＣ）为 ２×１０５，最大注入时间（ ＩＴ）为

１００ ｍｓ，分离窗口 １ ６ Ｄａ，离子价态限定为 ２～４，动
态排除时间为 ３０ ｓ。 二级质谱检测器类型为离子

阱，碎裂模式为 ＨＣＤ，最大 ＩＴ 为 ３５ ｍｓ，归一化碰撞

能（ＮＣＥ）为 ３０。
１．２．６　 数据分析

　 　 质谱数据使用 ＭａｘＱｕａｎｔ［１６］ 和 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 人

类蛋白质组数据库（２０２０ 年 １ 月发布，７４ ８２３ 个条

目，附加 １８８ 个高丰度牛血清蛋白序列）对质谱原

始数据进行检索。 酶的特异性设置为 Ｔｒｙｐｓｉｎ ／ Ｐ，
最多允许两个酶切遗漏点。 固定修饰设置为半胱氨

酸烷基化，可变修饰设置为甲硫氨酸氧化和天冬酰

胺脱 酰 胺 化。 ＬＦＱ 分 析 使 用 “ Ｍａｔｃｈ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｒｕｎｓ”功能，蛋白质和多肽鉴定的假阳性率（ＦＤＲ）
控制在 １％ 以内。
　 　 使用 Ｐｅｒｓｅｕｓ 软件（１ ６ １７ ０ 版） ［１７］ 进行统计

分析。 过滤掉反库序列、仅靠位点鉴定的蛋白和污

染蛋白。 鉴定的蛋白质至少在一组（每组 ３ 次生物

学独立重复）中有＞１ 个 ｕｎｉｑｕｅ 肽段并且拥有 ３ 个

有效值的蛋白质数据被保留做定量分析。 ＬＦＱ 强

度进行 ｌｏｇ２ 变换，缺失值依据正态分布替换 ｗｉｄｔｈ
（替换区间宽度）： ０ ３， ｄｏｗｎｓｈｉｆｔ（替换位置下调

度）： １ ８。 通过双侧 ｔ 检验分析两组之间的差异性

（基于置换检验的（ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ）ＦＤＲ＜０ ０５，
Ｓ０＝ ２）。 使用 ＤＡＶＩＤ（６ ８ 版） ［１８，１９］ 进行基因本体

（ＧＯ）富集分析，分类的 ｐ 值＜０ ０５。 对于 Ｎ⁃糖基化

位点分析，仅保留符合 Ｎ⁃Ｘ⁃Ｓ ／ Ｔ ／ Ｃ（Ｘ≠Ｐ）序列的

肽段，并筛选出位点定位得分≥５０、定位概率≥０ ８
的数据进行分析。

２　 结果与讨论

２．１　 实验设计与可行性讨论

　 　 糖代谢标记可以选择性地标记特定的糖基化类

型（见图 １ａ） ［２０］。 例如 ＭａｎＮＡｚ 是唾液酸的生物合

成前体 Ｎ⁃乙酰甘露糖胺（ＭａｎＮＡｃ）的类似物，可以

标记唾液酸化的 Ｎ⁃或 Ｏ⁃糖蛋白［２０，２１］。 ＧａｌＮＡｚ 是

Ｎ⁃乙酰半乳糖胺 （ＧａｌＮＡｃ） 的类似物，可以替代

ＧａｌＮＡｃ 成为黏蛋白型 Ｏ⁃聚糖的核心残基从而标记

Ｏ⁃糖蛋白［２０，２１］。 此外，ＧａｌＮＡｚ 在细胞内的代谢中

间体尿苷二磷酸（ＵＤＰ） ⁃ＧａｌＮＡｚ 可经过 ＵＤＰ⁃半乳

糖⁃４⁃差向异构酶（ＧＡＬＥ）催化而与 ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｚ 相

互转化［２２］，因此也可替代 ＧｌｃＮＡｃ 对 Ｎ⁃糖蛋白和

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖蛋白进行标记。 Ｎ⁃乙酰葡萄糖胺

（ＧｌｃＮＡｃ） 的类似物 ＧｌｃＮＡｚ 通常用于标记带有
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图 １　 基于质谱分析的分泌蛋白富集
Ｆｉｇ． １　 Ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 ａ． ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｕｇａｒ ａｎａｌｏｇｕｅｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄ， ＧｌｃＮＡｃ， ＧａｌＮＡｃ， ｍａｎｎｏｓｅ， ｇａ⁃
ｌａｃｔｏｓｅ， ａｎｄ ｆｕｃｏｓｅ； ｂ． ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｗｏｒｋｆｌｏｗ．
　 ＵＤＰ： ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｏｓｐｈａｔｅ； ＧＡＬＥ： ｇａｌａｃｔｏｓｅ⁃４⁃ｅｐｉｍｅｒａｓｅ； ＰＮＧａｓｅ Ｆ： ｐｅｐｔｉｄｅ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ Ｆ； ＧｌｃＮＡｃ： Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ； Ｇａｌ⁃
ＮＡｃ： Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ； ＨｅｘＮＡｚ： ｓｉｘ ｃａｒｂｏｎ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ａｎａｌｏｇｕｅｓ．

β⁃Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ残基的核糖蛋白和细胞质糖蛋白，但是

也能通过 ＧＡＬＥ 转化为 ＧａｌＮＡｚ 从而标记 Ｎ⁃糖蛋白

与黏蛋白型 Ｏ⁃糖蛋白［２０，２１］。
　 　 因此，我们选择使用 ＭａｎＮＡｚ、ＧａｌＮＡｚ 和 Ｇｌｃ⁃
ＮＡｚ ３ 种最常用的叠氮基糖类似物对 ＨｅＬａ 细胞的

分泌蛋白进行代谢标记。 收集条件培养基中的叠氮

标记的分泌蛋白，通过 ＣｕＡＡＣ 与炔基生物素反应，
再用 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ 微球富集生物素化的蛋白质。 使

用胰蛋白酶（ ｔｒｙｐｓｉｎ）对富集到的蛋白质进行酶解，
再将酶解下来的肽段进行 ＬＣ⁃ＭＳ 检测。 之后通过

Ｎ⁃糖酰胺酶 Ｆ（ＰＮＧａｓｅ Ｆ）酶切释放微球上保留的

Ｎ⁃糖肽，将得到的去糖基化肽段进行质谱分析，以
获得 Ｎ⁃糖基化位点信息（见图 １ｂ）。
２．２　 不同糖类似物标记的细胞中分泌蛋白的鉴定

分析

　 　 将基于 ３ 种糖类似物标记的方法在 ３ 次重复实

验中富集到的蛋白质组和特异性肽段（ｕｎｉｑｕｅ ｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ）筛选出来进行对比分析。 ＧａｌＮＡｚ 组鉴定到了

１ ４８７ 个蛋白和 １１ ５２０ 个特异性肽段；ＧｌｃＮＡｚ 组鉴

定到了 １ ４６２ 个蛋白和 １１ ６１２ 个特异性肽段；Ｍａｎ⁃
ＮＡｚ 组鉴定到了 １ ５９１ 个蛋白以及 １２ １８７ 个特异性

肽段（见图 ２ａ）。 进一步对各平行实验进行定量重

复性评估，各平行实验间的皮尔逊相关系数都大于

０ ９４，表现出了良好的生物学重复性（见图 ２ｂ）。 ３
组实验鉴定到的共有蛋白超过了 ８０％。 我们将 ３ 组

实验中鉴定到的蛋白与 Ｕｎｉｐｒｏｔ 的蛋白数据库进行

对比，结果表明 ＭａｎＮＡｚ 组检测到的 １ ５９１ 个蛋白

中有 ２８２ 个蛋白被 Ｕｎｉｐｒｏｔ 注释为分泌蛋白，２２４ 个

蛋白被注释为细胞质膜蛋白；ＧａｌＮＡｚ 组鉴定到的

１ ４８７ 个蛋白中有 ２７１ 个蛋白被注释为分泌蛋白，
２０４ 个蛋白被注释为细胞质膜蛋白；ＧｌｃＮＡｚ 组鉴定

到的 １ ４６２ 个蛋白中有 ２７６ 个蛋白被注释为分泌蛋

白，１９２ 个蛋白被注释为细胞质膜蛋白（见图 ２ｃ 与

图 ２ｄ）。 我们也使用传统方法对无血清培养的

ＨｅＬａ 细胞条件培养基进行了直接分析，３ 次重复实

验中共鉴定到了 １ ４７３ 个蛋白，其中 ２４９ 个为分泌

·０９０１·
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图 ２　 基于 ３ 种糖类似物的分泌蛋白质分析结果
Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｕｇａｒ ａｎａｌｏｇｕｅｓ

　 ａ． ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｕｎｉｑｕｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ （ｎ＝ ３）； ｂ． ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｃ． ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓ； ｄ．
ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓ．

蛋白。 将传统方法与 ３ 种糖代谢标记方法鉴定到的

分泌蛋白进行 ＬＦＱ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ 的对比，可以看出，基
于直接分析的传统方法，经过 ３ 次重复实验鉴定到

的所有分泌蛋白的总 ＬＦＱ 强度（３ 次重复实验的平

均值）显著低于代谢标记方法（见表 １）。 该结果表

明，基于代谢标记的方式可以鉴定到更多的分泌蛋

白。 其中基于 ＭａｎＮＡｚ 的代谢标记在分泌蛋白质

的富集中具有一定的优势，其富集到的分泌蛋白质

数与细胞质膜蛋白质数多于其他两组，三者间的总

体差异不大。 共有的分泌蛋白质数为 ２６１ 个，在 ３
组中的占比超过了 ９０％；共有的细胞质膜蛋白数为

１７９ 个，在 ３ 组中的占比超过了 ７０％。

表 １　 直接鉴定与基于代谢标记方式的富集结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｒｅｃｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ

Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＬＦＱ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｄｉｒｅｃｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ １４７３ ２４９ ４．３８×１０１０

ＧａｌＮＡｚ １４８７ ２７１ １．０４×１０１１

ＧｌｃＮＡｚ １４６２ ２７６ １．４４×１０１１

ＭａｎＮＡｚ １５９１ ２８２ ２．４０×１０１１

ＬＦＱ： ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

２．３　 分泌蛋白的定量分析与糖基化位点鉴定分析

　 　 对 ３ 组糖类似物鉴定到的蛋白质进行进一步的

无标定量分析。 ＭａｎＮＡｚ 组在分泌蛋白的定量富集

中鉴定到的 ＬＦＱ 强度值相比于 ＧａｌＮＡｚ 组与 Ｇｌｃ⁃
ＮＡｚ 组分别提高了 １３０％ 与 ６７ ２％；在细胞质膜蛋

白的定量富集中鉴定到的 ＬＦＱ 强度值相比于其他

两组分别提高了 ２７３ ３％ 与 １４８ ７％ （见图 ３ａ）。 三

者在分泌蛋白和细胞质膜蛋白的定量富集中存在着

显著的差异。 分析其原因可能是因为分泌蛋白在进

行糖基化修饰时通常更多地利用唾液酸进行修饰，
而 ＭａｎＮＡｚ 在进入细胞后会转化为 Ｎ⁃乙酰叠氮唾

液酸，从而被有效地结合到分泌蛋白上。
　 　 图 ３ｂ 展示了 ３ 种糖类似物分别鉴定到的糖蛋

白、糖肽以及糖基化位点的结果。 ＭａｎＮＡｚ 组鉴定

到 ３５２ 个糖蛋白、７５４ 个糖肽以及 ８４６ 个糖基化位

点；ＧａｌＮＡｚ 组鉴定到 ２９０ 个糖蛋白、４６０ 个糖肽以

及 ５１２ 个糖基化位点；ＧｌｃＮＡｚ 组鉴定到 ３０２ 个糖蛋

白、５１１ 个糖肽以及 ５６３ 个糖基化位点。 ＭａｎＮＡｚ
组的糖蛋白、糖肽与糖基化位点数目相比于 ＧａｌＮＡｚ
组分别提高了 ２１ ４％、６３ ９％ 以及 ６５ ２％；相比于

ＧｌｃＮＡｚ 组 则 分 别 提 高 了 １６ ６％、 ４７ ６％ 以 及

５０ ３％。 Ｎ⁃糖肽与 Ｎ⁃糖基化位点的显著差异结果

进一步表明 ＭａｎＮＡｚ 组定量富集分泌蛋白的优势

可能来源于 ＭａｎＮＡｚ 对糖基化位点的高效标记。
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图 ３　 分泌蛋白的定量富集与糖基化鉴定结果（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｎ＝３）

　 ａ． ＬＦＱ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ； ｂ． ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ， ａｎｄ ｇｌｙ⁃
ｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ．

图 ４　 差异化蛋白分析
Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　 ａ． ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭａｎＮＡｚ⁃ ａｎｄ ＧａｌＮＡｚ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ｄｏｔｓ ｄｅｎｏｔｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅ⁃
ｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． ｂ． ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭａｎＮＡｚ⁃ ａｎｄ ＧｌｃＮＡｚ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ｄｏｔｓ ｄｅｎｏｔｅ
ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． ｃ． ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧａｌＮＡｚ⁃ ａｎｄ ＧｌｃＮＡｚ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． ｄ． ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＭａｎＮＡｚ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．

２．４　 分泌蛋白的差异化分析

　 　 对 ＧａｌＮＡｚ、ＧｌｃＮＡｚ 与 ＭａｎＮＡｚ ３ 个实验组中

鉴定到的分泌蛋白质进行差异化分析，其结果以火

山图的形式表现。 相比于 ＧａｌＮＡｚ 组，ＭａｎＮＡｚ 组

存在着 １ ０１８ 个显著增加的蛋白与 ９ 个显著减少的

蛋白，其中有 １４１ 个被鉴定为显著增加的分泌蛋白

（红点表示）（见图 ４ａ）；相比于 ＧｌｃＮＡｚ 组，ＭａｎＮＡｚ
组存在着 １２１ 个显著增加的蛋白，其中有 １８ 个被鉴
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定为分泌蛋白（见图 ４ｂ）。 上述结果表明，ＭａｎＮＡｚ
相比于 ＧａｌＮＡｚ 与 ＧｌｃＮＡｚ 具有更好的标记分泌蛋

白的能力。 图 ４ｃ 展示了 ＧａｌＮＡｚ 与 ＧｌｃＮＡｚ 之间的

差异蛋白火山图，可以看出两种糖之间并无显著性

差异的分泌蛋白，这可能是由于二者可以在细胞内

相互转化，能够以相同的形式标记到蛋白质上，从而

导致了它们的标记效率没有明显差异［２０，２１］。 之后

对图 ４ 中 ＭａｎＮＡｚ 组中显著增加的 １ ０１８ 个蛋白做

了 ＧＯ 分析。 结果表明，这些差异化的蛋白主要分

布在细胞外区域，与分泌蛋白的分布情况相符（见
图 ４ｄ）。 上述结果表明 ＭａｎＮＡｚ 组相比于其他两组

对分泌蛋白的定量富集具有高选择性。

３　 结论

　 　 分泌蛋白是许多疾病发生过程中的重要标志

物，对于分泌蛋白的系统研究是目前的难点与热点。
在这项工作中，我们将 ３ 种糖类似物 （ＧａｌＮＡｚ、
ＭａｎＮＡｚ 和 ＧｌｃＮＡｚ）进行了系统的比较，结合代谢

标记、点击化学以及质谱检测对分泌蛋白进行了富

集与分析。 实验结果表明 ＭａｎＮＡｚ 对于分泌蛋白

及相关蛋白的定量富集效果显著强于另外两种糖类

似物。 我们还发现基于 ＭａｎＮＡｚ 的代谢标记能鉴

定到更多的糖基化位点，体现了 ＭａｎＮＡｚ 在分泌蛋

白糖基化修饰过程中的巨大优势。 本研究结果证明

了 ＭａｎＮＡｚ 是研究基于糖代谢标记与点击化学相

结合的分泌蛋白质组学的优秀工具，为分泌蛋白高

选择性富集和系统分析提供了有益的对比分析和新

技术策略。
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