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蛋白质辅助基质提高激光解吸 /电离多肽离子

化率和绝对强度的研究
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摘要  人血清转铁蛋白 (H um an serum transfe rrin, HTF)、牛血清白蛋白 ( Bov ine serum a lbum in, BSA )、鲨鱼肝

铁蛋白 ( Sphy rna zygaena liver ferr itin, SZLF)、马脾铁蛋白 ( H orse sp leen ferr itin, H SF )均能辅助基质提高激光

解吸 /电离胰岛素 ( Insulin, INS)和海兔酸性多肽 (Ap ly sia acidic peptide, AP )离子化率和质谱峰的绝对强度

(简称为绝对强度 ), 其中绝对强度分别提高 10和 4倍, 这一现象不依赖于 INS浓度, 而与蛋白质类型和结

构有关. SZLF和脱铁核 SZLF ( apoSZLF)辅助基质提高 INS绝对强度的能力几乎相同, 蛋白质中的金属离子

含量对这种效应无明显影响, 主要取决于蛋白质的氨基酸组成与结构. 采用胶内酶解和肽指纹技术 ( PM F )

鉴定 HTF过程中, 发现基质中分别添加 SZLF, apoSZLF和 HSF后, HTF肽片段质谱检测的质谱峰数目及绝

对强度均有明显增加, 进一步提高了数据库鉴定 HTF的可信度.
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电喷雾电离质谱和基质辅助激光解吸电离 (MALDI)质谱是目前用于分析生物大分子过程中最常

用的软电离技术, 主要用于分析非挥发性、热不稳定性且相对分子质量较大的生物大分子, 并迅速成

为研究生物大分子的组成、结构与功能的关键性分析技术之一
[ 1, 2]

. MALD I-M S分析生物大分子中的一

个关键因素是选择合适的基质. 基质主要作用是将来自于 MALD I-M S的脉冲激光能量瞬时传递给待测

生物大分子形成分子离子或准分子离子, 并供质谱分析. 目前高效基质的种类很少, 常用于分析多肽

和蛋白质的酸性基质有 2, 5-二羟基苯甲酸 ( DH B)、芥子酸 ( SA )、肉桂酸衍生物 ( CHCA )等, 有关碱性

基质的研究也有报道
[ 3]

, 例如 2-氨基-5-硝基噻唑等. 目前, 已对数百种有机化合物进行基质功能的筛

选, 但只有少数化合物适合作为基质, 从而限制了通过选择不同基质的途径达到提高生物大分子离子

化率和绝对强度的效果. 尽管如此, 筛选或选择具有耐高盐浓度和高电离率特性的基质一直是提高

MALD I-M S检测多肽、蛋白质信噪比和质谱峰绝对强度的有效方法之一
[ 4 ~ 6]

.

在改善检测多肽与蛋白质分辨率和获得较高灵敏度等的诸多方法中, 去除高丰度蛋白质、降低盐

浓度干扰、选择最佳基质及实行表面增强等技术是目前 MALD I-M S的常用方法
[ 6 ~ 8 ]

. 在扩大检测范围

方面, 适当添加果糖、葡萄糖、海藻糖等有机糖能达到提高信噪比的效果, 并扩大基质 DHB检测多肽

与蛋白质的范围
[ 9]

; 选用聚四氟乙烯作为支撑物, 同样也可以提高 A-氰-4-羟基肉桂酸 ( CHCA )和 SA

检测蛋白质的范围
[ 10]

. 目前, 改善 MALDI-M S技术分析混合多肽和蛋白质分辨率、提高灵敏度或信噪

比仍然是生物质谱研究领域中的热点课题之一
[ 8, 9]

.

本文选用人血清转铁蛋白、牛血清白蛋白、鲨鱼肝铁蛋白辅助基质提高激光解吸 /电离多肽离子

化率和绝对强度, 增强 MALD I-M S检测多肽灵敏度和 PM F技术鉴定蛋白质的可信度, 这一研究具有重

要意义和科学价值.



1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

ReflexⅢ型 MALD I-TOF质谱仪 (德国 Bruker公司 ); SPECTRA MAX M 2多功能酶标仪; OLYMPUS

荧光显微镜.

人血清转铁蛋白 (HTF)、人胰岛素 ( INS)和马脾铁蛋白 (H SF)购于 S igm a公司; 质谱纯的鲨鱼肝铁

蛋白 ( SZLF)由本实验室自行制备; 海兔酸性多肽 (Aply sia acidic pept ide, AP)由美国伊利诺依大学生物

技术中心合成; A-氰-4-羟基肉桂酸 ( CH CA )购自于美国 ICN生物医学公司; 三氟乙酸、乙腈 (纯度为

99% )、连二亚硫酸钠 (N a2 S2O 4 )等其它试剂均为国产分析纯.

1. 2 实验方法

1. 2. 1 基质和样品配制 CH CA饱和溶液  将 CHCA溶于质量分数为 011%的三氟乙酸和乙腈的混合

溶液 (体积比 1B1)至过饱和, 经过超声和离心处理各 5 m in, 收集上清液. 用 pH = 615的二次蒸馏水配

制 10 pm o l/LL胰岛素 (分子量 577315)母液, 使用前按 10, 15, 20, 25, 30, 35倍稀释; 将粉状的 AP

(分子量 296118)配成浓度为 1000 pm o l/LL的溶液, 使用前经 26, 30, 34, 38, 42, 46, 58, 60倍稀释.

HTF( 1 m g /m L) , BSA ( 1 mg /mL) , H SF( 77 m g /mL) , SZLF( 77 mg /mL) , apoSZLF( 77 m g /mL )均用二

次蒸馏水配制, PEG 20000( 77 m g /mL)用乙腈配制. 脱铁核铁蛋白 ( apoSZLF)参照文献 [ 11]方法制备,

铁释放结束后, 选用截留分子量为 100000的超滤管反复超滤混合液, 得到去铁铁蛋白.

基质 1: 由 CHCA饱和溶液与二次蒸馏水按 5B1体积比混匀. 基质 2: 由 CH CA饱和溶液分别与各

种按上述浓度配制的添加蛋白溶液 ( HTF, BSA, SZLF, apoSZLF), 按 5B1体积比混匀. 结晶形态在

OLYMPUS荧光显微镜下观察.

1. 2. 2 多肽质谱分析  将待测样品和基质 1或 2以 1B1体积比混匀后, 取 018 LL混合物直接点滴于

样品靶上, 待样品于室温干燥后, 把样品靶放入质谱仪上检测. 选用配置脉冲氮激光 ( 337 nm )离子源

的 ReflexⅢ型 MALDI-TOF质谱仪, 线性模式, 加速电压控制在 20 kV, 脉冲宽度 2 ns, 离子延迟时间

20000 ns, 真空度 5133 @ 10
- 5

Pa, 正离子谱测定, 每个样品随机选择 30个不同的点 (如果待测样品有

质谱峰, 则累积有检测信号的 30个点, 质谱信号单次扫描累加 10次 ) , 平均激光脉冲次数在 120次,

相对激光强度为 50%, 采用外标法标定多肽质谱峰峰位. 分别用相对激光强度为 70%, 65%, 60%,

55%, 50% , 45%, 40%的样品进行结晶状况分析.

1. 2. 3 胶内酶解后的肽片段的质谱分析  通过预实验, 选择胶内酶解结果较稳定的转铁蛋白进行酶

解及质谱分析. 采用常规方法进行 SDS-PAGE分析, 转铁蛋白上样量为 100, 50, 20, 10 Lg, 每个样品

重复操作 2次. 银染后, 切下条带进行胶内酶解
[ 12]

, 收集转铁蛋白肽片段. 同样选择基质 1和分别含

有添加蛋白 SZLF, H SF, apoSZLF的基质 2与肽片段提取液混合, 得到共结晶. 采用高分辨率反射模

式, 脉冲宽度 015 ns, 其它参数设置同线性模式, 数据库在 MASCOT ( http: / /www. m atrixscience. com )

检索网站检索, 检索参数: 最大允许肽质量误差 015, 允许有 1个不完全裂解位点, 需要考虑羟甲基

(H ydroxym ethy l)和氧化 ( Ox idation)修饰
[ 13]

.

2 结果与讨论

2. 1 蛋白质辅助基质提高多肽质谱峰的绝对强度
将 HTF, BSA, SZLF和 apoSZLF蛋白溶液分别与 INS( 10 pm ol /uL)混匀, 不加入 CHCA等现有基

质的质谱分析发现, 在不同激光强度下, 未检测到 INS的质谱信号, 所以这些蛋白本身并不具备作为

基质的条件, 但可作为 CHCA辅助剂发挥作用. 图 1谱线 a是 INS ( 01667 pm ol /LL)质谱图, INS质荷

比 (m /z )为 577315, 绝对强度约为 1370. 在相同 INS浓度条件下, 在基质按 5B1体积比添加 SZLF后,

INS的绝对强度提高到 116019 @ 10
4
(图 1谱线 b ), 比未添加 SZLF的 INS的绝对强度高 10倍左右. 进

一步的实验结果表明, 当 INS母液依次经 10, 15, 20, 25, 30, 35倍稀释后, 添加 SZLF组中系列浓度

的 INS绝对强度较加入同体积二次蒸馏水的对照组均有明显提高, 推测这一现象与 INS样品的浓度无
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F ig. 1 Comparison abso lu te in tensity of INS (a) in

th e presence of SZLF(b)

关, 可能与添加 SZLF的特殊组成与结构有关. 当

INS浓度低于 01286 pm ol /LL时, 在相同条件下

MALD I-M S几乎无法检测到 INS的质谱峰; 但添加

SZLF的组中, INS的绝对强度达到 962910左右,

SZLF不仅可以提高 INS的绝对强度, 同时还提高

INS的灵敏度和信噪比, 适合于采用 MALD I-M S技

术检测 10
- 12
数量级或更低浓度的 INS样品.

为了证实上述论点, 选择大分子蛋白质 BSA,

HTF, apoSZLF和 SZLF作为基质辅助剂, 进一步证

实蛋白质能够用于提高 INS的绝对强度和检测灵敏度. 图 2( A )表明, 将 INS浓度控制在 01286~ 110

pm o l/LL范围内, INS离子化率和绝对强度都很低; 随着 INS浓度的递增, INS绝对强度亦递增, 但速

率仍然呈平缓趋势. 当分别添加 H TF, BSA, SZLF和 apoSZLF后, INS的绝对强度均明显提高, 其中

HTF提高 INS绝对强度的效果最为显著.这一现象说明, 这些蛋白质具有明显改善 INS离子化率和提

高 INS绝对强度的能力. 在几种蛋白中 HTF和 SZLF均属于金属蛋白质类, 为了进一步了解蛋白质中

的金属离子是否参与激光能量的接受和传递, 分别研究 SZLF和 apoSZLF对基质的辅助作用. 图 2( B )

为不同 INS浓度下, INS + ddw, INS + SZLF和 INS + apoSZLF 3组之间的对比, 可以看出, SZLF和

apoSZLF均能提高 INS的离子化率和绝对强度, 两者增加的幅度和趋势较为相似. SZLF分子结构由铁

核和蛋白壳构成, 位于蛋白壳中心的铁核由数千个铁离子和数百个磷酸盐分子组成, 铁蛋白和脱铁核

铁蛋白电泳迁移率均相同, 与铁蛋白是否存在铁核组成无关
[ 14]

. 实验结果已表明, 铁蛋白中铁核存在

与否对 INS绝对强度的提高并无明显影响 [图 2( B ) ] , 即铁蛋白铁核中的铁离子和无机磷酸盐组分与

改善 INS离子化率无关,可能与蛋白质特殊亚基组成和结构有关. 由此看来, 多肽绝对强度提高的起因

与铁蛋白壳外表层氨基酸残基辅助基质吸收激光能量, 并迅速传递给 INS形成分子离子的能力有联

系.

F ig. 2 P lot of absolute in tensity vs. IN S concen tration in th e p resen ce of protein in tensif iers

( A ) s : ) INS+ H2O; p : ) INS + PEG; u : ) INS+ H TF; w : ) INS+ BSA;

( B) s : ) INS + H 2O; u : ) INS+ SZLF; w : ) INS+ apoSZLF.

当使用聚合物 PEG 20000作为添加物与蛋白添加剂进行对照时, 发现 PEG 20000提高 INS质谱峰

绝对强度与 INS浓度递增并无明显相关, 即在不同 INS浓度下, 其绝对强度均保持在一个相似的强度,

INS+ PEG组的曲线变化趋于平缓. 由于 PEG的强吸水性, 使 PEG、基质和样品混合物在靶上的晶体

较厚且集中, 一定程度上提高了 INS的相对浓度, 有利于质谱检测信号的增强, 但这种浓缩作用对 INS

各个浓度的影响效果相近, 因此 INS绝对强度的增强曲线趋于平缓, 同时也说明晶体结构的改善可能

有助于提高 INS的绝对强度. 然而, PEG作为添加剂时, PEG本身的结晶及质谱检测峰会干扰 INS的

检测, 且 INS在结晶中分布不均匀, 因而 PEG与其它蛋白添加剂对比, 并不适合作为 INS增强剂.

2. 2 INS、基质和蛋白质混合物晶体

CH CA已被广泛地用作质谱分析的基质, 是因其内部含有 P体系, 可吸收激光能量形成分子离

子. 而基质形成结晶是链内、链间氢键等的作用下, 构成有规则的晶体结构, 有利于吸收激光能量和
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传递给多肽与蛋白质形成分子离子,供 MALDI-M S检测
[ 15]

. 图 3是基质、蛋白质和 INS混合晶体图.

从图 3(A ) ~ ( D)可看出, CH CA分别与 BSA, H SF和 HTF形成不同的晶体结构; CHCA、不同蛋白质

和 INS混合后的晶体 [图 3( E) ~ (H ) ]均与图 3( A )明显不同, 基质晶体形状更不规则, 晶体表面积增

大. 在图 3( H )中, 成片紧密相连的晶体薄层提高了能量接受和传递效率, 最终达到提高 INS绝对强度

和灵敏度的效果. 通过一系列激光强度的比对, 发现图 3( E) ~ (H )形成的致密、均匀的结晶均可接受

更高强度的激光, 并提高多肽样品检测的灵敏度. 因此提高 INS离子信号强度的基本要素之一在于基

质、 INS和蛋白质均要形成均匀的共晶体, 使蛋白质更有效地辅助基质接受和传递能量给 INS.

Fig. 3 Im ages of d eposited drop lets

(A ) CH CA; ( B ) CH CA + BSA; ( C ) CH CA + H SF; ( D) CHCA + HTF; ( E) CHCA+ INS;

( F) CH CA + INS+ BSA; ( G) CHCA + INS+ HSF; (H ) CHCA+ INS + HTF.

2. 3 不同蛋白质增强酸性多肽的离子化效率

Fig. 4 P lot of ab solu te in tensity vs. AP concentra-

tion in th e p re sence of p rotein in tensif iers

s : AP+ H2 O; w : AP+ BSA; u : AP+ HTF;

p : AP+ SZLF.

上述 4种蛋白质对提高多肽绝对强度效果不仅

仅局限于胰岛素, 同样也适合其它多肽. 选择海兔

酸性多肽 (Ap lysia acid ic pep tide, AP), 采用类似的

分析方法, 同样也能获得很相似的实验现象

(图 4) , 其增强 AP绝对强度幅度平均提升到 2~ 4

倍, 但几种蛋白的增强趋势较为相似, 尤其是在 AP

浓度较低时, 3种蛋白的增强作用极为相似. 在不

添加任何蛋白质时, 当 AP浓度低于 171241 pm o l/

LL时, 已无法检测到 AP的信号强度; 但分别添加

HTF, BSA, SZLF时, AP质谱峰绝对强度均有较大

幅度的提高. 当 AP浓度降为 161667 pm ol /LL并含

有 BSA时, 其 AP质谱峰的绝对强度仍然可高达 301318.

2. 4 肽指纹技术鉴定转铁蛋白

运用蛋白质组学技术对转铁蛋白进行肽指纹分析时, 分别选择基质 1和基质 2, 得到一系列肽指

纹信息并用于数据库检索, 相应的检索分值、序列覆盖率及匹配峰数目列于表 1.

Tab le 1 D atabase search resu lts of transferr in ana lyzed w ith pept ide mass fingerpr in ting( PM F)

in th e p resen ce of prote in in ten sif ier s*

Loading am ount /Lg
Score

A /B /C /D

Sequence coverage(% )

A /B /C /D

M atched No. /Search ed No.

A /B /C /D

100 96 /103 /121 /105 27 /27 /26 /25 ( 18 /45) / ( 19 /50) / ( 20 /47) / ( 17 /36)

50 70 /84 /118 /130 24 /25 /28 /37 ( 12 /29) / ( 16 /45) / ( 17 /33) / ( 20 /44)

20 62 /86 /75 /76 22 /25 /26 /19 ( 13 /38) / ( 19 /56) / ( 16 /47) / ( 15 /39)

10 64 /110 /82 /82 22 /27 /24 /28 ( 10 /26) / ( 18 /39) / ( 14 /32) / ( 15 /37)

  * The m ark ers: H
2
O (A ) , HSF( B ) , SZLF( C ) and apoSZLF(D ).

通过纵向比较发现随着 HTF上样量的减小, A组 HTF肽片段的检索分值、覆盖率和匹配峰的数目

均呈下降趋势, 说明在一定范围内低浓度的蛋白样品不利于肽指纹鉴定, 这与繁琐的步骤造成的蛋白
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损失及最后获得的部分肽片段浓度过低有关. 在 B~ D各组分中别添加 H SF, SZLF, apoSZLF, 发现即

使在上样量低时仍能获得很好的检索结果, 即肽片段信息较稳定, 受上样量的多少影响较小; 在同一

上样量的各组中, 含有蛋白添加剂的各组蛋白的检索分值、覆盖率、m /z峰的匹配数目均比 A组有明

显的提高. 因此, H SF, SZLF, apoSZLF作为蛋白添加剂可有效地提高数据库鉴定蛋白质的可信度.

参  考  文  献

[ 1 ]  V estalM. L. , Cam pbell J. M. . M ethod sE nzym o.l [ J] , 2005, 402: 79) 108

[ 2 ]  EnsW. , S tanding K. G. . M ethod sE nzym o.l [ J] , 2005, 402: 49) 78

[ 3 ]  ZHOU L-iH ua(周丽华 ) , DENG H u-iM in(邓慧敏 ) , DENG Q in-Y ing(邓芹英 ) , et al. . Chem. J. Ch in ese Un iversit ies(高等学校化

学学报 ) [ J] , 2004, 25( 12 ) : 2242) 2246

[ 4 ]  Q in S. , Feridnand A. S. , R ich ie J. P. , et a l. . Proteom ics[ J] , 2005, 5: 3183) 3192

[ 5 ]  H u Y. , Zhang S. , Yu J. , et al. . Breas t[ J] , 2005, 14 ( 4) : 250) 255

[ 6 ]  FANG C a-iYun(方彩云 ) , ZHA I Jian-Jun (翟建军 ) , LIU Feng(刘峰 ) , et al. . Chem. J. Ch in ese Un ivers it ies(高等学校化学学报 )

[ J] , 2005, 26 ( 4) : 660) 662

[ 7 ]  YAN L i(颜利 ) , HUANG H e-Q ing(黄河清 ) , JIN H ong-W ei(金宏伟 ) , e t a l. . Ch em. J. Ch inese U n ivers ities(高等学校化学学报 )

[ J] , 2004, 25 ( 10) : 1889) 1892

[ 8 ]  XIONG Shao-X iang(熊少祥 ), CHEN W en-Zhang(陈文章 ) , PU Dan (蒲丹 ) , et al. . Ch em. J. Ch in eseUn ivers ities(高等学校化学学

报 ) [ J] , 2002, 23( 10) : 1868) 1872

[ 9 ]  Tsarbopou losA. , KarasM. , S trup at K. , e t al. . Ana.l Ch em. [ J] , 1994, 66: 2062) 2070

[ 10 ]  Bott ing C. H. . Rap id C ommun. M ass Spectrum [ J] , 2003, 17: 598) 602

[ 11 ]  H uang H. Q. , X iao Z. Q. , L in Q. M. , et a l. . B iophysicalC hem istry[ J] , 2004, 111( 1 ): 213) 222

[ 12 ]  Zhu J. Y. , H uang H. Q. , B ao X. D. , et a l. . Aquatic Tox icology[ J] , 2006, 78( 2) : 127) 135

[ 13 ]  Y ing T. Y. , W ang H. L. , L iM. , et a l. . Proteom ics[ J] , 2005, 5: 4777) 4793

[ 14 ]  K ong B. , H uang H. Q. , L in Q. M. , et al. . Jou rnal of Protein C hem istry[ J] , 2003, 22: 61) 70

[ 15 ]  Q ian H u -i fen, H uangW e.i Mo lecu lar S tructu re[ J] , 2005, 743: 191) 195

Ionization Rate and Absolute Intensity of Peptides Enhanced w ith M atrix-

assisted Laser D esorption / Ionization in the Presence of Proteins

ZHUO H u-iQ in
1, 2

, HUANG H e-Q ing
1, 2*

, W ENG Lu-Na
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, HUANG H u-iY ing
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( 1. K ey Laboratory of the MOD for Cell B io logy and Tum or Cell E ngineer ing, School of L ife Sciences,

2. The K ey Laboratory of Chem ical B iology of Fujian P rovince, Co llege Chem istry& Chem ical Eng ineering,

X iam en University, X iam en 361005, China )

Abstract H um an serum transferrin( HTF) , bov ine serum album in( BSA ) , and horse spleen ferritin (H SF)

have capac it ies o f assisting them atrix to enhance ion ization rate and abso lute intensity both insulin( INS) and

ap ly sia acidic peptide ( AP ) by laser deso rpt ion / ionization, and th is enhancem ent can be up to 10 and 4

tim es, respectively. This phenom enon w as independen t on the concentration of INS, but dependen t on these

intensifiers strong ly. M oreover, the sim ilar enhanc ing rate of abso lute intensity o f INS w as observed by both

SZLF- and apoSZLF-assisted m atrix, ind icat ing that th is e ffect w as not relative to the m etal ions o f prote ins,

but the ir com positions and structures. The fragm ent num bers ofHTF lysised w ith endopeptidease and m atching

ratew ith re ference transferrin w ere greatly improved in the presence o f SZLF, apoSZLF and H SF, when HTF

w as identif ied by a com b ined techniques, lysis enzym e and pept ide m ass fingerprin ting ( PM F) . Th is nove l

effectm ight play an im portant ro le in enhancing the re liab ility for ident ify ing pro te in.

K eywords MALD I-TOF M S; Peptide; Absolute intensity; Prote in-assisted m a trix; PMF
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