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样品制备方法对高效液相色谱⁃串联质谱分析人乳内源肽的影响

于文皓１，　 于　 洋１，　 王雯丹２，　 李依彤２，　 司徒文佑２，　 靳　 艳１∗
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摘要：人乳内源肽是乳蛋白在乳腺中被降解形成的具有生理功能的肽，是人乳的重要组成部分，研究人乳内源肽对

于婴儿健康具有重要的意义。 高效液相色谱⁃串联质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）联用技术的应用，促使人乳内源肽的研究取得

了突破性的进展。 人乳中内源肽含量低、干扰组分多，样品制备方法是影响分析结果的关键步骤。 为了研究样品

制备方法对分析结果的影响，分别采用不变性超滤法（ＵＦ １）、热变性超滤法（ＵＦ ２）、化学变性超滤法（ＵＦ ３）、三氯

乙酸沉淀法（ＰＣＰＮ １）、乙醇沉淀法（ＰＣＰＮ ２）、强疏水性碳介孔材料（ｈｉｇｈｌｙ ｏｒｄｅｒｅｄ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｃａｒｂｏｎ， ＯＭＣ）
富集法等 ６ 种方法从人乳中提取内源肽，利用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 研究样品制备方法对人乳内源肽分析结果的影响。 结果

表明，ＵＦ １ 和 ＵＦ ２ 法制备的样品中可鉴定到的肽段数目分别为 １ １６１±８ 条和 １ ０１７±９１ 条，两种方法制备的样品

中肽序列的重合率大于 ７０％， ＵＦ １ 在所有方法中鉴定到的肽的数目最多。 ＵＦ ３ 法制备的样品所能鉴定到的肽段

数目最少，仅为 ３６６±１８ 条。 ＰＣＰＮ １ 和 ＰＣＰＮ ２ 两种沉淀法制备样品中的内源肽分别为 ７７９±６９ 和 ８７６±５５ 条，但
内源肽差异较大，仅有约 ５０％ 肽段序列重合。 ＯＭＣ 法制备样品中肽的数目为 ５４９±１５１ 条，与其他方法相比，虽然

鉴定的肽数量上没有优势，但该方法制备的样品中肽在等电点（ｐＩ）和亲水性平均系数（ＧＲＡＶＹ）等性质上没有偏

倚，说明该法可用于制备特定人乳内源肽。 ６ 种方法制备的样品中鉴定到来源于 β⁃酪蛋白、免疫球蛋白受体、骨桥

蛋白、αＳ１ ⁃酪蛋白、κ⁃酪蛋白和胆盐激活脂肪酶的肽，并且源于以上蛋白质的肽段总数在该样品中均超过 ８８％，说明

６ 种方法制备的样品都可以满足鉴定一般人乳内源肽的需求。 ＵＦ ２、ＵＦ ３ 和 ＯＭＣ 法制备的样品中鉴定到源于乳

铁蛋白的内源肽的数目分别为 ２１、３８ 和 １９ 条，内源肽在乳铁蛋白上的覆盖率分别为 １４％、１６％ 和 １９％，而文献常用

的 ＰＣＰＮ １ 法制备的样品则会丢失此类内源肽。 综上，ＵＦ ２ 法制备的样品不仅肽段数量多、母体蛋白质种类丰富，
还可鉴定到源于乳铁蛋白的肽，可作为人乳内源肽组学研究中的首选方法。
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ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌａｃｔｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｕｓｉｎｇ ＵＦ ２， ＵＦ ３， ａｎｄ ＯＭＣ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｌａｃｔｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｗｅｒｅ １４％， １６％， ａｎｄ １９％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃｏｕｌｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｔｈｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｌａｃｔｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｍｉｌｋ， ｂｕｔ ＰＣＰＮ １ ｔｈａｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ． Ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ β⁃ｃａｓｅｉｎ， ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉａ， αＳ１ ⁃ｃａｓｅｉｎ， κ⁃ｃａｓｅｉｎ， ａｎｄ ｂｉｌｅ
ｓａｌｔ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｌｉｐａｓｅ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｘ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，
ｔｈｅｓｅ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ８８％ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｘ ｍｅｔｈ⁃
ｏｄｓ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ＵＦ １ ａｎｄ ＵＦ ２ ｗｅｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ＵＦ ２ ｃｏｕｌｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｌａｃｔｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｈｏｉｃｅ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ＯＭＣ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｎｒｉｃｈ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ
ｍｉｌｋ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｃｓ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｔｒｏｎｇ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｕｎｉ⁃
ｆｏｒｍ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ａｎ ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｄｅｎａｔｕｒ⁃
ａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｍｏｒｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｏｕｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｅ⁃
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ， ｗａｓ ａｌｓｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｉｎ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＯＭＣ， ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｈｅｌｐ ｉｎ ａ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎｄ ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ ｕｎｄｅｒ⁃
ｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｏｍｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＬＣ）； ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＳ ／ ＭＳ）； ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
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　 　 人乳是婴儿最早的食物，不仅为婴儿提供生长

发育所需的营养，而且为人类提供构建最初免疫系

统的活性因子。 蛋白质是人乳中最重要的营养成分

之一，大部分蛋白质随乳汁分泌后被婴儿食用并消

化吸收，但是还有部分蛋白质在乳腺中就被乳汁中

的蛋白酶降解并泌出体外，形成了人乳的重要组分

内源肽。 人乳内源肽与婴儿生长发育密切相关。 研

究发现，母亲自身机能可根据婴儿健康调节内源肽

的产生［１］，早产儿的自身消化系统还不完善不能消

化大量蛋白质，需要更多内源肽满足早产儿的营养

需求，因此肽的浓度和丰度等指标在早产的人乳样

品中显著高于足月产的人乳样品［２］。 对人乳内源

肽功能研究发现，人乳内源肽具有抗菌［３，４］、免疫调

节和调节肠道菌群［５］ 等多种生理功能［６］，这些功能

对于婴儿免疫系统建立具有重要作用。 因此，研究

人乳内源肽对于婴儿的健康、成长发育以及婴儿配

方奶粉的研发具有重要意义。
　 　 基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的肽组学技术具有高效、高灵

敏度的特点，在对人体血清［７，８］、唾液［９］ 等组织的肽

组学研究中发挥重要作用，肽组学技术的应用也使

得人乳内源肽的研究取得突破性进展［１０］。 Ｄａｌｌａｓ
等［２］利用肽组学技术揭示了人乳内源肽在乳腺内

形成的机制。 Ｈｏｌｔｏｎ 等［１１］ 利用肽组学技术研究人

乳内源肽在消化过程中的变化。 Ｇａｎ 等［１２］ 利用肽

组学技术研究了 ｐＨ 对人乳中蛋白质和蛋白酶体系

的影响。 肽组学技术的应用揭示了人乳内源肽的产

生、消化过程以及与婴儿生长发育的关系。 但是内

源肽在人乳中的含量非常低，高丰度蛋白质及其他

成分干扰内源肽的分析检测，因此内源肽的分离制

备是研究人乳内源肽必不可少的关键步骤。 目前常

用的肽制备方法有三氯乙酸（ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＴＣＡ）沉淀法［２］、离心超滤法［１３，１４］、有机

溶剂沉淀法［１５－１７］，以及利用强疏水性碳介孔材料

（ｈｉｇｈｌｙ ｏｒｄｅｒｅｄ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｃａｒｂｏｎ， ＯＭＣ）富集

法［１８］。 目前文献报道的人乳内源肽研究中大多采

用 ＴＣＡ 沉淀法制备内源肽［１２，１９］，因此关于样品制

备方法对于人乳内源肽分析结果影响的研究非常少

见［２０］。 为了比较不同制备方法对人乳内源肽的影

响，本研究分别采用不变性、加热变性和化学变性后

超滤的超滤法、有机溶剂沉淀和酸沉淀的沉淀法以

及 ＯＭＣ 材料富集法共 ６ 种方法制备人乳内源肽，
利用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 研究样品制备方法对人乳内源肽

分析结果的影响。

１　 实验部分

１．１　 仪器、材料、试剂与样品

　 　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 系统由 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ ＨＰＬＣ 系统和

ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｖｅｌｏｓ 质谱仪（配有纳升电喷雾离子

源及 Ｘｃａｌｉｂｕｒ ２􀆰 １ 数据处理系统）组成。 ＳｐｅｅｄＶａｃ
真空冷冻干燥机，美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯

水一体机和超滤管 （ １０ ｋＤａ， ０􀆰 ５ ｍＬ） 购自美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。 Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ 台式高速冷冻离心机，
美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司。
　 　 石英毛细管购自美国 Ｐｏｌｙｍｉｃｒｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司。 Ｗａｔｅｒｓ Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取小柱购自美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司。 ＯＭＣ 材料为中国科学院分离分析重

点实验室自制。
　 　 甲酸（ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ， ＦＡ，色谱纯）购自美国 Ｆｌｕ⁃
ｋａ 公司；乙腈（ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ＡＣＮ，色谱纯）购自德

国 Ｍｅｒｃｋ 公司。 甲醇（色谱纯）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司。 三氟乙酸（ ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＴＦＡ）、三氯

乙酸（ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＴＣＡ）、脲、二
硫苏糖醇 （ ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ， ＤＴＴ） 等试剂购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司。 其他有机溶剂购自天津市科密欧化学

试剂有限公司。
　 　 人乳样品由北京伊利科技发展有限责任公司提

供，样品采自 ４５ 位居住于哈尔滨、青岛、呼和浩特 ３
个城市分娩后 ３ ～ １７ 天的母亲，乳母年龄为 ２３ ～ ３９
周岁。 样品采集后冷冻于－８０ ℃，本研究所使用的

样品是 ４５ 份样品的混合物。
１．２　 人乳内源肽的制备方法

　 　 采用了超滤法、沉淀法和 ＯＭＣ 材料富集法 ３
种方法制备人乳内源肽。 超滤法中分别考察了不变

性（ＵＦ １）、热变性（ＵＦ ２）和化学变性（ＵＦ ３）３ 种

变性方式对内源肽的影响；沉淀法中分别考察了酸

沉淀（ＰＣＰＮ １）和有机溶剂沉淀（ＰＣＰＮ ２）两种沉

淀方式的影响。 内源肽制备方法和编号见表 １。
表 １　 人乳内源肽的制备方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ

Ｎｏ．　 　 Ｍｅｔｈｏｄ
ＵＦ １ １０ ｋＤａ ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ＵＦ ２ ｈｅａｔ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ， １０ ｋＤａ ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ＵＦ ３ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ， １０ ｋＤａ ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ＰＣＰＮ １ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ＰＣＰＮ ２ ａｌｃｏｈｏｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ＯＭＣ ｈｉｇｈｌｙ ｏｒｄｅｒｅｄ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｃａｒｂｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
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１．２．１　 超滤法

　 　 不变性：取 ２００ μＬ 人乳用去离子水稀释 ５ 倍混

合均匀。 热变性：参考 Ｗａｎｇ 等［７］ 的方法，取 ２００
μＬ 人乳用去离子水稀释 ５ 倍混合均匀，稀释液在水

浴 ９５ ℃变性 ５ ｍｉｎ。 化学变性：参考 Ｗａｎ 等［２１］ 的

方法，取 ２００ μＬ 人乳加入 ８００ μＬ 蛋白质变性液（７
ｍｏｌ ／ Ｌ 脲、２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫脲、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ），混合均

匀变性 ３０ ｍｉｎ。 不变性、热变性和化学变性后的样

品分别用截留相对分子质量 １０ ｋＤａ 的超滤管在

１４ ０００ ｇ、２０ ℃条件下超滤 ３０ ｍｉｎ，收集超滤液分别

得到 ＵＦ １、ＵＦ ２ 和 ＵＦ ３ 法制备的样品，超滤液冷

冻干燥后进行后续处理。
１．２．２　 沉淀法

　 　 酸沉淀法：参考 Ｄａｌｌａｓ 等的方法［２，２２］，取 ２００
μＬ 人乳与 ２００ ｇ ／ Ｌ ＴＣＡ 以体积比 １ ∶１ 混合，充分混

匀后在 １４ ０００ ｇ、４ ℃条件下离心 ２０ ｍｉｎ，收集上清

液为 ＰＣＰＮ １ 样品。 有机溶剂沉淀法：取 ２００ μＬ 人

乳与 ８００ μＬ 有机溶剂（５０％ 乙醇＋５０％ 丙酮＋０􀆰 １％
醋酸） 混合，充分混匀后于 － ２０ ℃ 过夜沉淀，在

１４ ０００ ｇ、４ ℃ 条件下离心 ２０ ｍｉｎ，收集上清液为

ＰＣＰＮ ２ 样品。 酸沉淀法和有机溶剂沉淀法获得的

上清液冷冻干燥后进行后续处理。
１．２．３　 ＯＭＣ 富集法

　 　 取 ２０ μＬ 人乳，加入 １２０ μＬ ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ
水溶液，９５ ℃保温 ５ ｍｉｎ 后加入 ３０ μＬ 质量浓度为

３０ ｇ ／ Ｌ 的 ＯＭＣ 材料，振荡孵育 ３０ ｍｉｎ，在 ２０ ０００
ｇ、２０ ℃离心 ３ ｍｉｎ，弃去上清液，加入 １００ μＬ ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ） ＴＦＡ 水溶液混匀后离心弃去上清液，以上操

作重复两次。 加入 １００ μＬ ８０％ （ ｖ ／ ｖ） ＡＣＮ ／ ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ 水溶液混匀后离心收集上清液，以上操

作重复两次，合并收集到的上清液，即为 ＯＭＣ 样

品，冷冻干燥后用于后续处理。
１．３　 样品脱盐处理

　 　 经过 １􀆰 ２ 节不同方法处理的样品分别用 ＳＰＥ
柱除盐，步骤如下：ＳＰＥ 柱用 １􀆰 ５ ｍＬ 甲醇活化后加

入 １􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＴＦＡ 水溶液平衡，将样品以

０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ＴＦＡ 水溶液溶解后加入 ＳＰＥ
柱中， 以 １􀆰 ５ ｍＬ ８０％ （ ｖ ／ ｖ ） ＡＣＮ ／ ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ ）
ＴＦＡ⁃Ｈ２Ｏ 溶液进行洗脱，收集洗脱液冷冻干燥保存

于－８０ ℃。
１．４　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析

　 　 脱盐后的样品以 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液溶解

并制备成质量浓度为 ０􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ 的溶液，上样量为 ８

μＬ，加载到 １５ ｃｍ 毛细管分析柱（内径为 １８０ μｍ，
填充 Ｃ１８ ＡＱ 填料）中进行液相色谱⁃质谱分析。 流

动相 Ａ 为含 ０􀆰 １％ 甲酸的水溶液，流动相 Ｂ 为含

０􀆰 １％ 甲酸的 ９８％ 乙腈溶液。 梯度洗脱程序如下：０
～８０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ～ ２５％ Ｂ； ８０ ～ ９５ ｍｉｎ， ２５％ Ｂ～ ３５％
Ｂ； ９５～９７ ｍｉｎ， ３５％ Ｂ～ ９０％ Ｂ； ９７ ～ １０７ ｍｉｎ， ９０％
Ｂ； １０７～１０９ ｍｉｎ， ９０％ Ｂ～０％ Ｂ； １０９～１２６ ｍｉｎ， ０％
Ｂ；流速 ７０ μＬ ／ ｍｉｎ。 在 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 质量分析仪中以

６０ ０００ 的分辨率获得了完整的质谱扫描图 （ｍ／ ｚ
４００～２ ０００）。 对其中最强的 １５ 个离子进行离子碰

撞解离（ＣＩＤ），再进行 ＭＳ ／ ＭＳ 扫描，扫描范围在

ｍ／ ｚ ４００～２ ０００。 动态排除功能设置如下：重复 ２；
持续时间 ３０ ｓ；排除持续时间为 ６０ ｓ。 系统控制和

数据收集由 Ｘｃａｌｉｂｕｒ 软件进行。 每个样品进行 ３
次质谱分析。
１．５　 数据检索

　 　 Ｘｃａｌｉｂｕｒ 采集的∗． ＲＡＷ 文件用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ （ｖ１􀆰 ４）转换成∗． ＭＧＦ 格式，之
后用Ｍａｓｃｏｔ ２􀆰 ５􀆰 １ 软件在人蛋白质数据库（Ｈｕｍａｎ
ｓｐａｉｎｓ，蛋白质数目为 ２２ ４２７， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉ⁃
ｐｒｏｔ．ｏｒｇ ／ ）中进行检索。 搜库参数如下：不设置酶

切、最大漏切数和固定修饰，可变修饰设置为甲硫氨

酸的氧化（ ＋１５􀆰 ９９４ ９ Ｄａ）。 母离子的质量容忍偏

差为 ２０ ｐｐｍ，碎片离子为 ０􀆰 ８ Ｄａ。 导出肽段时控

制假阳性率（ＦＤＲ）＜１％，对导出结果 Ｓｃｏｒｅ ＞ ２０ 的

肽段视为有效数据进行分析。

２　 结果与讨论

２．１　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析内源肽的基峰色谱图

　 　 将人乳样品分别经过表 １ 所列的方法处理后进

行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，图 １ 为在相同分析条件下不同

方法制备的人乳内源肽的基峰色谱图。 ＵＦ １、ＵＦ
２、ＵＦ ３ 与 ＯＭＣ 法制备的样品的色谱峰在 １０ ～ １００
ｍｉｎ 的时间内均有分布，说明超滤法和 ＯＭＣ 法制

备的样品中肽段极性较宽泛。 经 ＰＣＰＮ １ 和 ＰＣＰＮ
２ 两种沉淀法制备的样品显示出较大差别，其中

ＰＣＰＮ １ 法制备的样品谱峰主要集中在 １０～７０ ｍｉｎ，
说明该样品中亲水性肽较多；ＰＣＰＮ ２ 法制备的样

品的谱峰主要集中在 ５０～１００ ｍｉｎ，说明该样品中疏

水性肽段较多。
２．２　 不同方法制备的人乳内源肽及其母体蛋白质

　 　 每个样品经过 ３ 次平行实验，在 ３ 次实验结果

中均被鉴定到的肽视为共有肽段；３ 次结果鉴定到
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图 １　 不同方法制备的人乳内源肽的 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 基峰色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

的所有肽段合并删除重复肽段后得到的肽段为该方

法的总肽段鉴定结果；共有肽段数占总肽段数的百

分比为共有肽段百分比。 母体蛋白质为释放内源肽

的蛋白质，其数据处理与肽的处理方法一致。

表 ２　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定的不同方法制备的人乳内源肽及其母体蛋白质数目（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ

ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ （ｎ＝３）

Ｍｅｔｈｏｄ
Ｐｅｐｔｉｄｅ

Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＤ ／ ％
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ
Ｐｅｒｃｅｎｔ

ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ ／ ％

Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＤ ／ ％
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ
Ｐｅｒｃｅｎｔ

ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ ／ ％
ＵＦ １ １１６１±８ ０．６５ ７９５ ５１．４９ ２７±１ ２．１７ ２２ ６８．７５
ＵＦ ２ １０１７±９１ ８．９８ ５７３ ３８．４８ ２６±２ ７．９１ １６ ４２．１１
ＵＦ ３ ３６６±１８ ４．８９ ２２２ ４２．３７ １１±２ ２１．６５ ７ ４６．６７
ＰＣＰＮ １ ７７９±６９ ８．８４ ４８４ ４４．００ １５±２ １３．５８ １１ ５２．３８
ＰＣＰＮ ２ ８７６±５５ ６．２９ ５４２ ４４．２８ １８±３ １４．７０ １３ ５９．０９
ＯＭＣ ５４９±１５１ ２７．５５ ２８０ ３１．８２ １４±３ ２１．１２ ８ ４４．４４

　 　 不同方法制备的样品经 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，所鉴

定到的肽及其母体蛋白质的数目结果见表 ２。 由表

２ 可见，不同方法制备的样品中所能鉴定到的肽段

数目存在很大差别，其中 ＵＦ １ 法和 ＵＦ ２ 法制备的

样品鉴定到的肽段数目最多，分别为 １ １６１±８ 条和

１ ０１７±９１ 条；化学变性法 ＵＦ ３ 鉴定的肽段数目最

少，只有 ３６６±１８ 条。 两种沉淀法 ＰＣＰＮ １ 和 ＰＣＰＮ

２ 鉴定的肽段数目非常接近，分别为 ７７９±６９ 和 ８７６
±５５ 条。 ＯＭＣ 法制备的样品中鉴定到的肽段数目

为 ５４９±１５１ 条。 样品中鉴定的内源肽的母体蛋白

质数目与内源肽数目表现出类似的规律。
　 　 共有肽段百分比和肽段数目的相对标准偏差

（ＲＳＤ）反映了样品数据的稳定性。 ＵＦ １ 法制备的

样品中共有肽段百分比最高为 ５１􀆰 ４９％， ＯＭＣ 法制

备的样品中共有肽段百分比最低仅为 ３１􀆰 ８２％，其他

４ 种方法制备的样品百分比比较接近，为 ３８􀆰 ４８％ ～
４４􀆰 ２８％。 同一样品 ３ 次重复实验的结果中肽段数

目的 ＲＳＤ 顺序依次为：ＵＦ １ 法制备的样品中鉴定
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到肽段数目的 ＲＳＤ 最低为 ０􀆰 ６５％， ＯＭＣ 法制备的

样品中鉴定到肽段数目的 ＲＳＤ 最高为 ２７􀆰 ５５％，其
他 ３ 种方法制备的样品中鉴定到肽段数目的 ＲＳＤ
均小于 １０％。 每种样品中鉴定到的母体蛋白质中共

有蛋白质的百分比与共有肽段的百分比显示出相似

的变化规律。
　 　 以上结果说明，ＵＦ １ 法制备的样品所能鉴定到

肽段数目最多，数据的稳定性最好；ＵＦ ２ 法制备的

样品所能鉴定到的肽段数目与 ＵＦ １ 法制备的样品

的数目最接近，但稳定性较差；ＵＦ ３ 法制备的样品

所能鉴定到的肽段数目最少；ＰＣＰＮ １ 法制备的样

品和 ＰＣＰＮ ２ 法制备的样品所能鉴定到的肽段数目

和数据稳定性都接近；ＯＭＣ 法制备的样品的数据稳

定性最差。 目前人乳内源肽组学研究的文献

中［２，２２，２３］常采用 ＰＣＰＮ １ 方法制备的内源肽，从以

上结果来看该方法制备的样品在鉴定肽段数目、数
据稳定性等方面均不占优势。
２．３　 不同方法制备的人乳内源肽的性质

　 　 将 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定到的内源肽的长度、等电点

（ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ， ｐＩ）及亲水性平均系数（ ｇｒａｎｄ
ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ， ＧＲＡＶＹ）等性质进行计

算，不同性质的肽段占比的统计结果见图 ２。 ６ 种方

法制备的样品所鉴定到的肽的氨基酸数目为 ６～４５，
其中 １１～２０ 个氨基酸的肽占比最大，其次是 ２１ ～ ３０
个氨基酸的肽和氨基酸数≤１０ 个的肽，不同方法制

备的肽在氨基酸数目分布方面没有明显差别。 ６ 种

方法制备的人乳内源肽的等电点范围为 ２􀆰 ００ ～
１３􀆰 ００，除了 ＯＭＣ 法外其他 ５ 种方法制备的样品的

肽的等电点分布非常类似，即 ｐＩ 为 ４􀆰 ０１～５􀆰 ００ 的肽

占比最大。 而 ＯＭＣ 法制备的肽在不同 ｐＩ 间的百分

比非常接近，说明 ＯＭＣ 法富集内源肽时对 ｐＩ 没有

偏倚。 ６ 种方法制备的肽的 ＧＲＡＶＹ 在－３􀆰 ００～ ２􀆰 ００
的范围，所有的样品中 ＧＲＡＶＹ 在－０􀆰 ９９～０􀆰 ００ 内的

肽占比都最大，６ 种方法制备的样品中 ＧＲＡＶＹ 为

０􀆰 ０１～１ 的肽占比 ＯＭＣ 法最高。 以上结果说明，除
ＯＭＣ 法外其他 ５ 种方法制备的人乳内源肽的物理

性质差别不大，ＯＭＣ 法制备的人乳内源肽的 ｐＩ 和
ＧＲＡＶＹ 均显示与其他 ５ 种方法存在差别，说明

ＯＭＣ 法制备的样品结果显示一定的特异性。
２．４　 不同方法制备的人乳内源肽的差异

　 　 为了比较不同方法制备的样品中所鉴定到的肽

段的差异，对同一肽段在不同样品中鉴定到的次数

进行统计，结果见图 ３。 图 ３ 中的 ６ 个色块分别代

图 ２　 不同方法制备的人乳内源肽的性质
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ

ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ
　 ａ． ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｂ． ｐＩ ｏｆ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｃ． ＧＲＡＶＹ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ．

图 ３　 不同方法制备的样品中鉴定到的肽段的个数及频次
Ｆｉｇ． ３　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ

ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ
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表同一肽段在６ 种方法制备的样品被鉴定的次数，
例如 ６ 表示同一个肽段在 ６ 个样品中均被鉴定到，５
表示同一肽段在 ５ 个样品中鉴定到，以此类推。 ６
个样品中都能鉴定到的共有肽段有 ２０５ 条，分别是

来源于 β⁃酪蛋白的 １７１ 条、αｓ１ ⁃酪蛋白的 １４ 条、免疫

球蛋白受体的 ９ 条、骨桥蛋白的 ６ 条和 κ⁃酪蛋白的

５ 条。 共有肽段数占各样品总肽段数的百分比分别

为 １３％ （ＵＦ １）、１４％ （ＵＦ ２）、３９％ （ＵＦ ３）、１９％
（ＰＣＰＮ １）、１７％ （ＰＣＰＮ ２）和 ２３％ （ＯＭＣ）。 虽然

ＵＦ ３ 法和 ＯＭＣ 法制备的样品中鉴定到的总肽段数

目较少，但共有肽段占比较高。 图 ３ 中 １ 表示某个

样品中所能鉴定到的独有肽段，６ 个样品独有肽段

占比在 １１％ ～１６％ 的范围内，ＵＦ １ 法和 ＵＦ ２ 法制备

的样品中鉴定到的独有肽段数目最多分别为 ２２６ 和

２２８ 条。 ＵＦ １ 和 ＵＦ ２ 制备的样品中不仅肽的总数

最高而且独有肽段数目最多。

图 ５　 不同方法制备的样品中释放肽段数目最多的前 １０ 个母体蛋白质
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｏｐ １０ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ａｂｕｎｄａｎｔ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

　 　 为了比较不变性、热变性和化学变性对超滤结

果的影响，ＵＦ １、ＵＦ ２ 和 ＵＦ ３ 法制备的样品中鉴定

到的总肽段结果的维恩图见图 ４ａ。 ３ 种超滤样品的

共有肽段数目占其总肽段数目的百分比分别为

６８％、７１％ 和 ８３％，说明 ３ 种方法均能鉴定到人乳中

大部分的内源肽，虽然化学变性的 ＵＦ ３ 能鉴定到

的肽段数目少，但该样品中 ８３％ 的肽和另外两个样

品中鉴定到的相同。 ＵＦ １ 和 ＵＦ ２ 中所鉴定到的肽

段的数目接近，两种方法制备的样品中共有肽段分

别占其鉴定肽段的百分比为 ７０％ 和 ７３％，说明两种

方法制备的肽非常接近，变性与否对所制备的肽影

响不大，这个结果与 Ｄａｌｌａｓ 证明不变性和热变性对

三氯乙酸沉淀制备人乳内源肽没有影响的结论一

致［２２］。 两种沉淀法 ＰＣＰＮ １ 和 ＰＣＰＮ ２ 制备的样品

的总肽段数目的维恩图见图 ４ｂ，两种方法共有肽段

数目占其总肽段数目的百分比分别是 ５４％ 和 ４９％，
说明不同沉淀方法所制备的人乳内源肽差异较大。
２．５　 人乳内源肽的母体蛋白质

　 　 不同方法制备的样品中释放内源肽数目最多的

前十个母体蛋白质列于图 ５。 ６ 种方法制备的样品

中均能鉴定到的母体蛋白质有：β⁃酪蛋白，免疫球蛋

白受体、骨桥蛋白、αＳ１ ⁃酪蛋白、κ⁃酪蛋白和胆盐激活

脂肪酶，来源于共有的母体蛋白质的肽段数目在该

样品中占比均超过 ８８％，说明 ６ 种方法制备的样品

都可以满足鉴定一般人乳内源性多肽的要求。
　 　 乳铁蛋白是人乳中重要的糖蛋白，对于婴儿胃

肠系统具有重要的作用，已证实乳铁蛋白释放的肽

具有抗菌等作用，因此检测人乳中的乳铁蛋白及其

肽段对于婴儿健康的研究非常重要。 现有的人乳内

图 ４　 （ａ）超滤法和（ｂ）沉淀法制备的样品中人乳内源肽的维恩图
Ｆｉｇ． ４　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ （ ａ ） ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ （ｂ） ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
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源肽的研究采用三氯乙酸沉淀法处理样品，报道的

结果中均未检测到来源于乳铁蛋白的内源性肽

段［２２，２３］。 由图 ５ 可见，ＵＦ ２、ＵＦ ３ 和 ＯＭＣ 法制备

的样品中均鉴定到乳铁蛋白释放的内源肽，分别为

２１、３８ 和 １９ 条，而其他 ３ 种方法制备的样品未检测

到源于乳铁蛋白的内源肽。 说明不同样品制备方法

可能导致源于乳铁蛋白的特异性肽段丢失。
　 　 图 ６ 展示了所鉴定到的内源肽在母体蛋白质上

的覆盖率，β⁃酪蛋白释放的内源肽数目最多，肽段在

β⁃酪蛋白上的覆盖率也最高，这与 β⁃酪蛋白结构疏

松、亲水性强的特点相关［２４］。 免疫球蛋白受体蛋白

释放的内源肽数目较多，但蛋白质覆盖率相对较低，
说明免疫球蛋白受体蛋白释放内源肽的区域相对较

集中。 所有样品中内源肽在骨桥蛋白和 αｓ１ ⁃酪蛋白

的覆盖率较高，ＵＦ １、ＵＦ ２ 和 ＰＣＰＮ １ 法制备的样

品中内源肽在骨桥蛋白和 αｓ１ ⁃酪蛋白的覆盖率均超

过 ７０％。 ＵＦ ２、ＵＦ ３ 和 ＯＭＣ 法制备的样品中检测

到来源于乳铁蛋白的内源肽在乳铁蛋白上的覆盖率

分别为 １４％、１６％ 和 １９％，说明源于乳铁蛋白的内源

肽不是偶然检测到的，而是以上 ３ 种制备方法有利

于这类肽的富集。 ＯＭＣ 法制备的样品中来源于 κ⁃
酪蛋白的肽段数目最多为 ８４ 条，蛋白质覆盖率也最

高为 ５５％；该样品也是唯一鉴定到 ６ 条来源于组蛋

白 Ｈ２Ｂ１⁃Ｏ 型的内源肽，蛋白质覆盖率为 ４１％。 以

上结果说明，不同的样品制备方法直接影响特异性

肽的富集，可根据研究目的选择合适的制备方法。

图 ６　 内源肽在母体蛋白质上的覆盖率
Ｆｉｇ． ６　 Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｌｋ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　 结论

　 　 人乳成分复杂多变且样品珍贵，样品制备方法

对人乳内源肽研究有决定性的影响。 本研究系统比

较了不同样品制备方法对于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析人乳

内源肽的影响，结果表明热变性超滤法制备的样品

中内源肽的数目多，可富集到源于乳铁蛋白的内源

肽，是较理想的制备人乳内源肽的方法。 本文的研

究结果表明人乳中存在对于婴儿健康重要的源于乳

铁蛋白的内源肽，文献常用的样品制备方法导致这

类内源肽丢失而未被检测到。 因此，统一和规范样

品制备方法对于研究结果的可比性具有重要的意

义，本研究可为人乳内源肽的样品制备方法的选择

提供借鉴。
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