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质谱技术在筛选肺癌血清差异多肽与蛋白质的应用
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摘要 :采用凝胶排阻层析 ( SEC)与 MALD I2TOF质谱非在线联用技术研究男性血清中多肽与蛋白质的组成与分布. 实验

结果表明 ,分离介质 Sephadex G275比 Sephadex G250和 Sephadex G2100更加适合血清多肽与蛋白质的预分离. 男性血清

经 Sephadex G275层析柱预分离和 MALD I2TOF质谱分析后 ,可获得 56个多肽与蛋白质的分子离子峰 . 差异比对实验表

明 ,在正常人与患有肺癌疾病的男性血清中 ,正常男性血清存在着 7种不同质荷比 (m / z)的差异多肽与蛋白质 ,其 m / z

的比值分别为 4 808, 6 867, 6 912, 7 036, 27 990, 28 120, 50 687;反之 ,在肺癌患者血清中发现差异的 m / z值为 6 139,

6 544, 8 417, 8 480, 11 109. 这些差异多肽与蛋白质为临床诊断正常人和患有肺癌疾病患者的标记物提供一条途径.
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　　MALD I2TOF质谱具有高通量、高灵敏度和简易测

定的优势 ,是人血清蛋白质组学研究的主要分析技术

之一. 至今 ,已报道了许多潜在的诊断疾病的标记物

的研究均采用 MALD I2TOF质谱技术. 由于人血清蛋

白含有 6～8种高丰度蛋白质 ,例如白蛋白、铁传递蛋

白、免疫球蛋白、脂蛋白、结合珠蛋白等 ,它们占血清蛋

白和多肽总量的 90%以上 [ 1 ] ,加上血清盐的干扰 ,使

直接采用 MALD I2TOF质谱分析血清中的多肽与蛋白

质受到限制. 去除高丰度蛋白是提供 MALD I2TOF质

谱分析人血清中低丰度蛋白质 ,筛选诊断各类疾病标

记物的最有效的样品前处理方法之一. 相关的研究报

道也陆续发表 ,但仍然存在许多缺陷 ,例如 :许多干扰

蛋白质仍然覆盖相当数量的低丰度蛋白所产生的质谱

峰 ,导致难于发现一些有价值的低丰度蛋白质 ,从中限

制人血清蛋白组技术在人类各类重大疾病临床诊断领

域中的应用 [ 1, 2 ]
. 显然提高与改善 MALD I2TOF质谱

分析人血清中多肽与蛋白质的种类与灵敏度潜在着科

学意义及价值. 本论文采用不同筛孔的凝胶作为分离

介质 ,借助 MALD I2TOF质谱作为检测手段 ,用于筛选

诊断健康人群和患有肺癌疾病男性的血清多肽与蛋白

质研究 ,其拓展的分析技术和所发现的诊断标记物 ,具

有临床诊断与应用价值.

1　材料与方法

1. 1　仪器与试剂

REFLEX Ⅲ型 MALD I2TOF质谱 (德国 BRUKER

公司 ) ,蛋白质核酸监测器 HD 21C2A (上海康华仪器

厂 ).葡聚糖凝胶 Sephadex G250, G275和 G2100 ( Phar2
macia公司 ) ,介子酸 ( SA )、2, 52二羟基苯甲酸 (DHB )

( Sigma公司 ) ,乙腈、三氟乙酸 (美国 TED IA公司 ).

1. 2　样品制备

血清样品制备 :实验中的血液样品由厦门市中山

医院和厦门市检验检疫局提供 ,分别取自 12位健康男

性和 5位男性肺癌患者 ,志愿者的年龄在 20～70岁之

间. 将每个血样置于 4 ℃下凝结 30 m in,然后在 3 500

g离心 10 m in,所得的上清液便为实验所需的血清 ,置

于 - 70 ℃保存. 血清使用前事先在 4 000 g的条件下

离心 10 m in,取上清.

质谱分析前的样品制备 :将 SA加入到基质溶液 V

(乙腈 )∶V (水 )∶V (三氟乙酸 ) = 3∶7∶0. 01)中 ,直至饱

和为止 ;同样 ,将 DHB直接加入去离子水中 ,直至饱

和 ,配制成 DHB基质溶液. 将样品 V (溶液 )∶V (基质 )

= 1∶1混匀后 ,取 1μL的混和液点于样品靶上 ,置于室

温下晾干 ,之后放入 MALD I2TOF质谱仪中分析.

1. 3　透析除盐

根据黄河清等人 [ 3 ]所提的透析方法 ,取 1. 0 mL

血清置于封闭透析袋 (截留分子量为 3 000 u)中 ,再放

入装有蒸馏水的容器中进行透析除盐 ,透析时间为 24

h. 所收集的样品直接用于质谱分析.

1. 4　凝胶柱层析分离

选用规格为 10 mm ×500 mm的玻璃层析柱 ,分离
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介质为 3种不同筛孔的葡聚糖凝胶 ,即分别为 Sepha2
dex G250, G275和 G2100. 分离胶高度分别为 15 cm, 20

cm以及 25 cm. 取 0. 3 mL血清样品 ,以蒸馏水作为洗

脱液 ,控制流速为 0. 5 mL /m in,蛋白质核酸检测器在

280 nm波长下检测蛋白质. 用 0. 5 mL的离心管收集

样品 ,并保存于 4 ℃冰箱中备用.

1. 5　质谱分析基本条件

利用 MALD I2TOF质谱分析血清收集液中多肽与

蛋白的分子量. 仪器分析条件综合参考相关文献资

料 [ 4 ]
. 最后确定优化条件是 :激光波长 337 nm,所有

数据均以正离子方式采集 ,加速电压 23 kV,延迟时间

40 000～1 400 ns之间. 质谱分析选用线性模式进行

分析 ,并采用外标法进行校正. 校正所采用的标准蛋

白为 :牛泛蛋白 ( 8 565 u) ,马脱辅基红蛋白 ( 16 952

u) ,牛胰蛋白酶原 (23 979 u) ,兔醛缩酶 A (39 218 u).

2　结果与讨论

2. 1　血清直接质谱分析结果

不同来源的血清经透析袋透析后 ,直接与基质混

合 ,进行质谱分析 ,可获得图 1结果.在图中 , m / z值测

m / z (103 )　　　　　　　　　 m / z (103 )

　图 1　MALD I2TOF质谱直接分析血清中多肽与蛋白质的质

谱图

测定范围 : A: 4 000～20 000 m / z; B: 20 000～80 000

m / z

　Fig. 1　Mass spectra of pep tides and p roteins measured with the

technique ofMALD I2TOF MS directly

定范围位于在 4 000～80 000之间 ,只显示了 21个质

谱峰 ,说明采用直接 MALD I2TOF质谱只能分析血清中

少部分蛋白和多肽组成 ,与血清含有大量的高丰度蛋

白质和各种无机盐有关 ,例如 :白蛋白和转铁蛋白质

等. 分析前 ,去除血清中的高丰度蛋白质和无机盐是

目前采用 MALD I2TOF质谱直接分析血清中多肽与蛋

白质最有效的措施之一 ,也是寻找一些具有诊断各种

疾病标记物的最佳做法之一. 因而 ,优化一种能够降

低血清组分的复杂程度 ,避免高丰度蛋白干扰样品的

方法是采用 MALD I2TOF质谱筛选人血清疾病诊断标

记物的基本条件之一 ,具有重要的意义.

人血清白蛋白是血清中丰度最高的蛋白质 ,它的

分子量大约为 66 500 u,由一个具有 585个氨基酸残

基的蛋白质亚基构成 [ 5 ]
. Flensburg等 [ 6 ]发现人血清

白蛋白经 MALD I2TOF质谱分析后 ,其分子量为

66 671 u. 而在图 1B中 ,有一个信号峰的 m / z值为

66 540,它与前人报道的分子量很接近 ,而且具有高丰

度特点 ,因而推测该质谱峰对应的蛋白质是人血清白

蛋白.

2. 2　凝胶排阻层析 -质谱非在线联用分析的

结果
　　为了提高血清中多肽和蛋白的质谱检出率和灵敏

度 ,本实验采用凝胶排阻层析结合 MALD I2TOF MS质

谱的分离与分析方法 ,分析血清中的多肽与蛋白质.

取 0. 3 mL的血清样品 ,加到 10 mm ×180 mm的葡聚

糖 G275的凝胶柱上 ,并进行凝胶排阻层析预分离. 随

后采用蒸馏水洗脱 ,总共收集到 18管 ( 0. 5 mL的 EP

管 )样品. 分别取出少量样品与基质相混合 ,进行

MALD I2TOF质谱分析 ,所得的结果如图 2所示.

m / z (103 )

　图 2　血清经 Sephadex G275凝胶柱层析分离后 ,用 MALD I2
TOF质谱分别检测所得的 5张质谱图 (编号为 2, 5,

12, 17, 18) ,检测范围为 4 000～20 000 (A)和 20 000～

80 000 (B)

　Fig. 2　MALD I2TOF mass spectra obtained after separating ser2
um by Sephadex G275 column. The pep tide and p rotein

ion signals observed in the m / z range in 4 000～20 000

(A) and 20 000～80 000 (B ) for five of 18 tubes

( tube 2, 5, 12, 17, 18) are overlaied

图 3是血清经 Sephadex G275凝胶排阻层析所得

到的色谱图.图中主要有 4个吸收峰 ,并且每个吸收峰

上都有几个小峰 ,特别是第 2个吸收峰上有 5个小峰.

这种现象表明每个吸收峰可能均由几种蛋白和多肽组
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成. 此外 ,还有一些低丰度蛋白由于含量太低而无法

被检测 (280 nm). 因此 ,我们必需采用 MALD I2TOF质

谱对这 18管样品进行逐一分析.

图 2是 18管收集液的质谱分析图中具有代表性

的 5张质谱图. 从图中可以看出几乎每一管的质谱分

析图的信号峰数都是 30～40个 ,而且每张图中均有不

同 m / z值的信号峰. 经统计 ,在这 18管收集液中 ,总

共显示出 56个不同 m / z值的信号峰. 这就说明了血

清中至少有 56种蛋白和多肽可以被 MALD I2TOF质谱

检测出来. 经比较 ,作者发现经凝胶柱层析分离后的

血清样品所显示的质谱峰数明显高于未经凝胶预分离

的 ,这说明凝胶排阻层析 -质谱非线性联用技术确实

可以提高血清多肽与蛋白质组分的检出率.

　图 3　利用 Sephadex G275分离男性血清所得的色谱图

Fig. 3 　 Chromatographic separation chart of male serum

equipped with Sephadex G275 column

2. 3　凝胶分离介质的选择

表 1　人血清在不同分离条件下所得的质谱峰数

Tab. 1　The numbers of mass peaks obtained by detecting sera

under different conditions of separation

填装料
柱长 / cm

15 20 25

Sephadex G50 26 24 32

Sephadex G75 61 22 58

Sephadex G100 42 22 45

　　通常凝胶分离介质适合除盐和分级分离 ,例如 :人
血清白蛋白、免疫球蛋白、铁蛋白等 [ 3, 4 ] . 选择适合的
凝胶分离介质预分离血清蛋白质 ,有效分离干扰质谱
检测因素是至关重要的. 本实验从排阻层析的柱长、
凝胶种类来考虑 ,分别选用了 3种不同柱长 (15、20、25

cm)、3种不同种类的凝胶 ( Sephadex G250、Sephadex

G275、Sephadex G2100)对同一血清样品进行分离 ,并
进一步采用质谱进行检测. 实验中我们发现这 3种添

装料都适合用于分离血清蛋白. 血清经过 3种不同添
装料、柱长的葡聚糖凝胶柱分离 ,再用 MALD I2TOF质

谱分析其组分 ,得到不同的质谱图. 表 1的数据是分

别对这些质谱图进行质谱峰统计所得到的结果.

表 1结果表明 ,从凝胶种类来看 ,血清经 Sephadex

G275凝胶柱处理后 ,再用质谱分析可以得到较多的质
谱峰数. 可见 , Sephadex G275比较适合用来分离血清

样品. 从排阻层析柱的柱长来看 ,柱长在 15～25 cm

这个范围内变化对凝胶排阻层析的效果影响不大. 但

从表 1的数据 ,我们可以初步判定血清经 15 cm长的
Sephadex G275凝胶柱层析后 ,再进行 MALD I2TOF质

谱分析 ,可以得到较大的分辨率 ,总共有 61个质谱峰.

2. 4　血清差异蛋白质
利用上述优化分离条件 ,作者选用分离介质高度

为 15 cm,添装料为 Sephadex G275的层析柱分别对正
常人血清 (7个血清样品的混合液 )和肺癌患者血清 (5

个血清样品的混合液 )进行分离 ,并选用 MALD I2TOF

质谱进行检测 ,其测定结果进行比对和统计. 实验结
果表明 ,在正常人群血清中表现出典型差异的质谱峰

的 m / z值为 4 808, 6 867, 6 912, 7 036, 27 990, 28 120,

50 687. 进一步分析 ,在患有肺癌疾病的人群血清中

表现出的典型差异的质谱峰的 m / z值为 6 139, 6 544,

8 417, 8 480, 11 109. 从正常人与肺癌患者人群中的典

型差异的 m / z质谱峰 ,反映出健康人群和患有肺癌疾
病的特征多肽组成. 因而 ,作者认为这些差异多肽之

间的 m / z比值是典型特征性质 ,推测可作为诊断人是
否患有肺癌或者是否健康的多肽标记物.
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K in e t ic C ha rac te r is t ics of I ron and Ph osp h a te R e lease

f rom the P ig Panc reas Fe r r it in

L IN Zhi2chao, CH EN Ping, HU X iao2hu i, HUAN G H ui2y ing, HUAN G H e2q ing
3

(D epartm ent of B iochem is try and B iotechnology, School of L ife Sciences, X iam en U nivers ity, X iam en 361005, Ch ina)

A b s t ra c t: The iron core of p ig pancreas fe rritin ( PPF) is com posed of 179 phospha tes and 1698 Fe3 + per m olecu la r PPF. The ratio of

phosphate to iron w ithin the PFF core is de te rm ined to be 1∶9. 5. The ratio on the surface of the iron core in PPF is higher than that in the

ins ide of the core. A com p le te p rocess of iron and phospha te re leas ing from the PPF is observed using e lec tron spec tra technique. The re2

su lts show ed tha t both the iron and phosphate ve leas ing p resented tw o diffe ren t ra tes. In w eak acid m edium , the re leas ing ra te of iron in

PPF is m uch fas te r than that in w eak basic m edium.

K e y w o rd s: ferritin; p ig pancreas; iron release; kine tics; phospha te; iron; re leas ing rate
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　　 human serum album in using matrix2assisted laser desorp tion

ionization time2of2flight mass spectrometry [ J ]. J. Chroma2
torgra. A. , 2003, 1009: 111 - 117.

The A pp lica t ion of M ALD I2TO F M S in M in ing D iffe ren t Pep t ides

and P ro te in s f rom the S e ra of L u ng2cance r Pa t ien ts

CH EN D ong2sh i, J IN H ong2w ei, HUAN G H ui2y ing, W EN G L u2na, HUAN G H e2q ing
3

( Key L abora to ry of the M in is try of Education fo r Cell B io logy and Tum or Cell Engineering,

School of L ife Sciences, X iam en U niversity, X iam en 361005, China)

A b s t ra c t: A com bined technology of sim p le co lum n of size exc lus ion chrom atography (SEC ) and M ALD I2TO F M S w as adop ted to an2
a lyze the pep tides and p rote ins of hum an m ale serum (HM S ) . The experim enta l resu lts show ed tha t the separation co lum n of Sephadex G 2
75 separa ted LA P in the HM S m ore effectivelie r than Sephadex G 250 and G 2100, and 56 p roteins and pep tides w ith differen t m ass / charge

(m / z) from the HM S w ere direc tly m easured by M ALD I2TO F M S afte r the serum w as separa ted by Spehadex G 275 co lum n. The d iscrep2
ancy of LA P betw een HM S and serum of hum an m ale w ith lung2 cancer (LCHM S ) are direc tly com pared by M ALD I2TO F M S, respec2
tively. It is found tha t the m olecula r m ass of diffe rentia l p rote ins w ith m / z 4 808, 6 867, 6 912, 6 867, 7 036, 27 990, 28 120, 50 687

from the HM S and 6 139, 6 544, 8 417, 8 480, 11 109 from the L CHM S, ind ica ting that differen t p ro te ins of bo th HM S and LCHM S

m igh t be used as the specif ic biom arkers fo r diagnosing the diseases of lung2cancer in c lin ic.

K e y w o rd s: Sephadex G 275; M ALD I2TO F M S; serum; lung cancer; clin ic diagnosis; d ifferen tia l pep tides


