
ＤＯＩ：10． 11895 ／ ｊ． ｉｓｓｎ． 0253－3820． 160176

基于温敏型材料的固定化酶的制备及其在

蛋白质组快速分析中的应用
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摘 要 蛋白质组学通过规模化鉴定、分析从细胞、组织或有机体中提取的蛋白质，从而获得蛋白表达、修饰、

组成和定量的变化信息。在目前最为有效的“鸟枪法”蛋白质组学策略中，固定化酶试剂基质常用固相载体

材料，该固定化酶试剂在酶解蛋白质时为异相体系，存在固液界面传质阻力和空间位阻，限制了酶解效率和样

品处理通量。针对这一技术瓶颈，本研究利用温敏聚合物对外界温度变化的响应能力，制备了一种新型的基

于可溶性温敏聚合物的固定化胰蛋白酶试剂。该固定化酶特有的温度敏感特性，使其具有“高温均相酶解，

低温异相分离”的特色，且兼具酶切时间显著缩短、酶可重复利用的优势。ＢＳＡ 1 ｍｉｎ 固定化酶解产物肽段的

氨基酸序列覆盖率可达 94％，高于传统溶液酶解 12 ｈ 所得覆盖率为（74％）。进一步将该固定化酶试剂应用

于 ＨｅＬａ 细胞全蛋白质组的酶解，其酶解效果与相同条件下溶液酶解 12 ｈ 相当。该固定化酶试剂对复杂蛋白

质的快速、高效酶解充分证明其在蛋白质组学研究中的应用潜力。
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1 引 言

蛋白质组学通过对从细胞、组织或有机体中提取的蛋白质进行规模化分析鉴定，系统性的获得蛋白

表达、修饰、组成和定量的变化信息［1，2］，已成为生物学和医学研究中的热点领域。目前，蛋白质组学中

应用最为广泛的研究策略是基于质谱的“鸟枪法”策略，该策略利用蛋白酶将蛋白样品酶解为肽段混合

物，然后通过液相色谱－质谱联用（ＬＣ－ＭＳ）分析鉴定肽段样品，最后将所得质谱数据在数据库中搜库检

索，从而获得相应蛋白质的详细信息［3，4］。在这一策略中，蛋白质的定性、定量信息都是通过对其酶解

肽段产物进行分析鉴定得到的，因此，蛋白质的酶解成为该研究策略中至关重要的一步。在“鸟枪法”
策略中，目前广泛使用的溶液酶解方法所需时间过长（12 ～ 24 ｈ），严重限制了样品的处理速度和通量。
而且溶液酶解中的蛋白酶只能单次使用，无法回收，导致使用成本较高。固定化蛋白酶试剂可避免蛋白

酶自身酶解效应，并且显著提高了酶与底物的投料比，缩短了反应时间，提高了酶解效率；另外，固定化

蛋白酶可回收重复使用，大大降低了蛋白酶的使用成本［5 ～ 7］。目前已报道了多种不同的蛋白酶固定化

方法及固定化载体材料，如介孔材料［8，9］、毛细管石英柱［10，11］、芯片材料［12，13］、二氧化硅材料［14，15］或磁

性纳米颗粒［16，17］。但是，目前所使用的固定化载体多为固相材料，固定化蛋白酶与溶液中的蛋白质底

物在异相体系中进行酶解反应，固液界面的传质阻力和固相材料的空间位阻限制了固定化酶与底物的

碰撞和酶解效率的进一步提高。
针对上述技术瓶颈，本研究提出并发展了基于温敏聚合物载体的固定化蛋白酶，利用温敏聚合物的

温度敏感特性，通过控制温敏聚合物固定化蛋白酶所处环境温度使其在溶解和不溶解间相互转换，从而

在溶液中呈现不同状态，以达到“均相酶解，异相分离”的目的。温度敏感型聚合物水溶液通常具有相

转变温度，其中一类为最高临界溶解温度（ＵＣＳＴ）型，当环境温度高于其相转变温度时，聚合物在水溶液

中呈完全溶解状态；当环境温度达到或低于该聚合物的相转变温度时，聚合物开始聚集，析出沉

淀［18，19］。本研究以 Ｎ－丙烯酰甘氨酰胺（ＮＡＧＡ）为温度响应基团，合成了具有 ＵＣＳＴ 温度响应能力的
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Ｎ－丙烯酰甘氨酰胺共聚十一烯醛（ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ））温敏聚合物，将该温敏聚合物作为载体材料，

制备得到新型可溶性温敏固定化胰蛋白酶。通过控制反应体系温度使固定化酶对蛋白质样本实现了

“高温均相酶解，低温异相分离”，消除了固定化蛋白酶酶解时的固液界面传质阻力和空间位阻，大大缩

短了酶解时间，提高了酶解效率。常用的固定化酶方法大多用固相载体制备，酶解均在异相体系反应；

相较于此，本研究制备的固定化酶试剂，在 37℃超声溶解，与蛋白进行均相反应，置于冰水浴中，固定化

酶试剂团聚沉淀，与酶解肽段分离，达到异相分离，酶解效率提高，酶解效果比固相载体高。此固定化蛋

白酶试剂在标准蛋白和复杂样本中均取得良好效果，证明其在蛋白质组学研究中的应用潜力。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

基质辅助激光解析飞行时间质谱（Ｎｅｗ ｕｌｔｒａｆｌｅＸｔｒｅｍｅ ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ／ ＴＯＦ－ＭＳ），ＥＱＵＩＮＯＸ55 型傅里叶

红外光谱仪（ＦＴ－ＩＲ）均购自德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司；四极杆－静电场轨道阱组合高分辨串联质谱仪（Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ
Ｐｌｕｓ Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＭＳ），液相色谱（Ｅａｓｙ－ｎＬＣ 1000），均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。

牛血清白蛋白（ＢＳＡ，98％）、胰蛋白酶（90％）、甘氨酰胺盐酸盐（98％）、丙烯酰氯（98％）、10－十一

烯醛（ＵｎＡｌ，95％）、氰基硼氢化钠（99％）、偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ，99％），均购自美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；

实验用水为 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ 去离子水。
2． 2 实验方法

2． 2． 1 Ｎ－丙烯酰甘氨酰胺（ＮＡＧＡ）的合成 温敏单体 ＮＡＧＡ 的具体步骤参考文献［18］。
2． 2． 2 ＵＣＳＴ 温敏型共聚物 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）的合成 控制合成共聚物的单体的起始摩尔比为

ＮＡＧＡ ∶ ＵｎＡｌ＝4∶ 1，利用自由基聚合反应，合成 ＵＣＳＴ 温敏型共聚物 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）。步骤同文献

［18］。
2． 2． 3 胰蛋白酶在 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）上的固定 将 10 ｍｇ ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）共聚物溶解于

500 μＬ 磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ 7． 4）中，再依次加入 4 ｍｇ 胰蛋白酶与 5 ｍｇ 氰基硼氢化钠，将混合体系

在 24℃下 振 荡 反 应 3 ｈ。将 体 系 置 于 冰 水 浴 中 静 置 2 ｍｉｎ，待 体 系 出 现 明 显 浑 浊 后，在 4℃ 以

10000 ｒ ／ ｍｉｎ 离心 10 ｍｉｎ，收集上清液，将不溶物溶解于 1 ｍＬ 50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ4ＨＣＯ3 溶液中，再次置于冰

水浴中降温并高速离心进行分离，此过程重复 3 次，以洗去未固定的胰蛋白酶，得最终产物 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－
ｃｏ－ＵｎＡｌ）－ｔｒｙｐｓｉｎ 固定化酶。收集清洗过程中所有上清液，用于测定载体材料对胰蛋白酶的固载量。
2． 2． 4 Ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）－ｔｒｙｐｓｉｎ 固定化酶酶解标准蛋白 将 40 μｇ 牛血清白蛋白（ＢＳＡ）溶解于

50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ4ＨＣＯ3 溶液中至 1 μｇ ／ μＬ，加入二硫苏糖醇（ＤＴＴ）至终浓度为 10 ｍｍｏｌ ／ Ｌ，95℃ 下加热

10 ｍｉｎ，待冷却后加入碘乙酰胺（ＩＡＡ）至终浓度为 50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ，暗处放置 1 ｈ。
将变性后的 ＢＳＡ 溶液加入到 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）－ｔｒｙｐｓｉｎ 中充分混合，置于 37℃水浴中超声酶解

1 ｍｉｎ。然后迅速将混合物置于冰水浴中静置 2 ｍｉｎ 后，在 4℃以10000 ｒ ／ ｍｉｎ 离心 10 ｍｉｎ，收集上清液，

不溶物再用 50 μＬ 水清洗，将上清液与第一次的溶液混合，脱盐后用于质谱鉴定。不溶物用 50 ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＨ4ＨＣＯ3 溶液反复清洗后，于 4℃保存。
2． 2． 5 对标准蛋白 ＢＳＡ 酶解产物和人宫颈癌细胞（ＨｅＬａ）全蛋白的酶解的质谱鉴定 使用 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ ／ ＴＯＦ－ＭＳ 对 ＢＳＡ 酶解产物进行鉴定，并使用 Ｍｏｓｃｏｔ 在线搜库对所得数据进行肽指纹谱图分析。

对 ＨｅＬａ 细胞全蛋白的固定化酶解操作与上述对 ＢＳＡ 的步骤相同。所得酶解产物使用 ＬＣ－ＱＥｘａｃ－
ｔｉｖｅ Ｐｌｕｓ ＭＳ 鉴定后由软件 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ1． 3 搜库分析。

3 结果与讨论

本研究中的温敏聚合物 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）是通过 Ｎ－丙烯酰甘氨酰胺和十一烯醛的自由基聚合

反应得到的。其中，Ｎ－丙烯酰甘氨酰胺提供具有温度敏感特性的官能团，十一烯醛提供醛基官能团，通

过醛基与胰蛋白酶 Ｎ 端或氨基酸侧链的氨基反应将胰蛋白酶固定到温敏聚合物上。ＵＣＳＴ 温敏共聚物

固定化胰蛋白酶的制备流程如图 1 所示。
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图 1 最高临界溶解温度型温敏共聚合固定化胰蛋白酶的制备流程图

Ｆｉｇ． 1 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｕｐｐｅｒ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ＵＣＳＴ）ｔｈｅｒｍｏ－
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍａｔｒｉｘ－ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｔｒｙｐｓｉｎ

本研究制备的 ＵＣＳＴ 温敏聚合物固定化胰蛋白酶对蛋白质的酶解过程如图 2 所示。利用此温敏聚

合物的温度响应特性，即在体系温度高于 ＵＣＳＴ 时处于溶解状态，其与蛋白质样本形成均相体系，消除

了固－液界面的传质阻力，并降低了空间位阻，有效提高了固定化酶的酶解效率；在体系温度低于其

ＵＣＳＴ 时，团聚析出形成沉淀，便于与酶解产物的有效分离和酶的简便回收，从而实现了“高温均相酶

解－低温异相分离”的固定化酶解新策略。

样品蛋白
Proteins

固定化胰蛋白酶
Immobilized trypsin
酶解肽段
Digested peptides

３7℃ 超声
Ultrasonic

冰水浴，离心

0℃, Centrifuge

图 2 最高临界溶解温度型温敏型载体固定化胰蛋白酶的酶解示意图

Ｆｉｇ． 2 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣＳＴ ｔｈｅｒｍｏ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍａｔｒｉｘ－ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｔｒｙｐｓｉｎ
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图 3 （ａ）ＰＮＡＧＡ 均聚物，（ｂ）ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）
的红外吸收图谱

Ｆｉｇ． 3 ＦＴ－ＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ （ａ）ＰＮＡＧＡ ｈｏｍｏｐｏｌｙｍｅｒ ａｎｄ
（ｂ） ｐｏｌｙ （Ｎ－ａｃｒｙｌｏｙｌｇｌｙｃｉｎａｍｉｄｅ－10－ｕｎｄｃｅｎａｌ） （ｐｏｌｙ
（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ））

3． 1 ＵＣＳＴ 温敏共聚物的表征

3． 1． 1 红外光谱（ＦＴ－ＩＲ）测定 ＵＣＳＴ 温敏聚合物的化学结构 图 3 为温敏聚合物的 ＦＴ－ＩＲ 谱图，（ａ）

为 ＰＮＡＧＡ 均聚物，（ｂ）为 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）。两个红外谱图中均存在的 1550 和 1650 ｃｍ!1两处强烈

的吸收峰属于 ＮＡＧＡ 侧基上的 Ｎ Ｈ 伸缩振动和

Ｃ Ｏ 伸缩振动；2930 ｃｍ!1 处的吸收峰属于聚合物

骨架 上 的 ＣＨ 2 伸 缩 振 动；（ｂ）中 出 现 的

2850 ｃｍ!1处的吸收峰属于醛基的 Ｃ Ｈ 键特征吸

收峰，表明在与 ＵｎＡｌ 共聚合之后，醛基被成功引入。
上述结果证明所得聚合物由 ＮＡＧＡ 和 ＵｎＡｌ 两种单

体共聚所得，温敏聚合物同时具备温敏响应基团和

可用于胰蛋白酶固定的醛基官能团。
3． 1． 2 ＵＣＳＴ 温敏共聚物的温敏性能考察 ｐｏｌｙ
（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）在水溶液中的温敏性能如图 4 所

示，ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）温敏聚合物表现出了良好

的 ＵＣＳＴ 型温度响应能力。在温度处于共聚物的

ＵＣＳＴ 以上时，共聚物可完全溶解于水中，形成澄清

透明的溶液（图 4ａ）；而当温度冷却至其 ＵＣＳＴ 以下

时，共聚物分子发生缔合，从溶液中析出，体系出现明
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显的浑浊（图 4ｂ）；经高速离心后与溶液分离（图 4ｃ），从而达到“高温均相溶解，低温异相分离”的目的。

a b c

图 4 温敏聚合物 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）在水中不同

温度下呈现的不同状态（ａ）为加热后形成的澄清透明

溶液，（ｂ）为溶液冰水浴后形成的乳状悬浊液，（ｃ）为

乳状悬浊液经高速离心后形成的团聚沉淀

Ｆｉｇ． 4 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｍｓ ｏｆ ｐｏｌｙ （ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ） ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｗａｔｅｒ：（ａ）ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒ ｈｅａｔｉｎｇ，（ｂ） ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｃｅ－ｗａｔｅｒ
ｂａｔｈ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ，（ｃ） ａｇｇｌｏｍｅｒａｔｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ－
ｓｐｅｅｄ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｕｌｓｉｏｎ

3． 1． 3 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）的胰蛋白酶固载能力

测试 为考察 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）对胰蛋白酶的固

载能力，采用超微量分光光度计测定胰蛋白酶溶液

在固定前、后溶液中 Ａ280 处吸光值的变化，计算出胰

蛋白酶固定前、后的浓度差，再进一步计算得出一定

质量温敏聚合物的胰蛋白酶固载量，测定 ｐｏｌｙ（ＮＡ－
ＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）对蛋白酶的固载能力为247． 7 μｇ ／ ｍｇ。

继续考察温敏聚合物固定化胰蛋白酶的酶活

性，使 用 固 定 化 酶 酶 解 Ｎ－苯 甲 酰－Ｌ－精 氨 酸 乙 酯

（ＢＡＥＥ），通过测量不同时间酶解 ＢＡＥＥ 溶液的吸光

度，得 到 温 敏 聚 合 物 固 定 化 酶 的 酶 活 力 为

228． 3 Ｕ ／ ｍｇ，即单位质量的温敏聚合物上负载的酶

能够酶解228． 3 Ｕ ＢＡＥＥ。

计算公式： Ｐ ＝
Ａ1 － Ａ2

0． 001ＶＴＷ
其中，Ｐ 为每 1 ｍｇ 供试品中含胰蛋白酶的量；Ａ1 为

直线上终止的吸光度；Ａ2 为直线上开始的吸光度；

Ｔ 为 Ａ1 ～ Ａ2的读数时间（ｍｉｎ）；Ｗ 为测定液中含供试品的量（ｍｇ）；0． 001 为在上述条件下，1 ｍＬ 底物

的吸收度 1 ｍｉｎ 改变 0． 001，即相当于 1 个 ＢＡＥＥ 单位（Ｕ）；Ｖ 为底物体积（ｍＬ）。胰蛋白酶的单位定义

为：以 ＢＡＥＥ 为底物，在一定反应条件下，每分钟使 ΔＡ253ｎｍ增加 0． 001 的酶量为 1 Ｕ ＢＡＥＥ。
3． 2 ＵＣＳＴ 温敏共聚物固定化胰蛋白酶的应用

3． 2． 1 固定化胰蛋白酶的酶解效率 本实验分别使用 ＵＣＳＴ 温敏聚合物固定化胰蛋白酶及溶液酶对

牛血清白蛋白（ＢＳＡ）进行平行酶解实验，来考察固定化酶的酶解效率。固定化酶酶解的操作过程如

图 2 所示。酶解产物使用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ／ ＴＯＦ－ＭＳ 进行鉴定，一级质谱图如图 5 所示。1 ｍｉｎ 固定化酶解

ＢＳＡ，鉴定到 84 条肽段，氨基酸序列覆盖率可达 94％。而溶液酶解，虽然经过长达 12 ｈ 孵育，却只能鉴

定到 68 条肽段，达到 74％的氨基酸序列覆盖率，明显低于固定化酶解的结果（表 1）。相比于溶液酶解
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图 5 固定化酶解 ＢＳＡ 的 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ 谱图

Ｆｉｇ． 5 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｔｒｙｐｓｉｎ

所需的孵育时间 12 ｈ，固定化酶酶解仅需 1 ｍｉｎ 即可完成酶解，具有极大的效率和通量优势。这是由于

ＵＣＳＴ 温敏共聚物固定化酶在 37℃条件下可完全溶解于溶液中，形成均相体系，消除了固－液界面的传

质阻力并降低了空间位阻，有效促进了酶与底物蛋白的碰撞。同时，固定化酶具有超高的酶固载量，使

得体系内的酶－底物蛋白比例远远高于溶液酶解中酶与蛋白比，在等量蛋白底物存在的情况下，固定化

酶的量远远高于溶液酶的量，在固定化酶解过程中，酶与底物蛋白的碰撞几率成倍提高，从而大大加快

了酶解反应的进行。

表 1 固定化酶解与溶液酶解 ＢＳＡ 鉴定肽段数量及序列覆盖
率的比较
Ｔａｂｌｅ 1 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ＢＳＡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ－ｔｒｙｐｓｉｎ
ｏｒ ｆｒｅｅ ｔｒｙｐｓｉｎ

牛血清白蛋白
ＢＳＡ

固定化酶
Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ－

ｔｒｙｐｓｉｎ
溶液酶

Ｆｒｅｅ ｔｒｙｐｓｉｎ

鉴定到的肽段数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ 84 68

序列覆盖率
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｃｏｖｅｒａｇｅ 94％ 74％

3． 2． 2 固定化胰蛋白酶酶解的稳定性和重现性

称量 10 ｍｇ 温敏聚合物 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ），将其

00��第 11 期 张 倩等：基于温敏型材料的固定化酶的制备及其在蛋白质组快速分析中的应用



Number of digestion times

Se
qu

en
ce

co
ve
ra
ge

（ ％
）

６０

0 4 8 12
0

２0

４0

８０

１００

16

图 6 固定化酶解的稳定性、重现性测试

Ｆｉｇ． 6 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ－
ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

固定上胰蛋白酶。将此固定化酶在一个月内重复

15 次酶解 40 μｇ ＢＳＡ。每次 所 得 ＢＳＡ 酶 解 产 物 经

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ 质谱鉴定，15 次酶解所得氨基酸序列覆

盖率在 82％ ～ 94％ 之间（均高于溶液酶解 74％ 的序

列覆 盖 率），波 动 范 围 小 于 10％，平 均 覆 盖 率 达

89％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为 3． 9％，如图 6 所示。
结果表明，此固定化酶能够多次重复使用，且表现出

良好的稳定性和重现性。
3． 2． 3 ＨｅＬａ 细胞全蛋白酶解产物质谱鉴定 本实

验对 ＨｅＬａ 细胞全蛋白的固定化酶解操作与上述对

ＢＳＡ 的步骤相同，固定化酶解产物以及溶液酶解产

物均经 ＬＣ－ＱＥｘａｃｔｉｖｅ Ｐｌｕｓ ＭＳ 质谱鉴定一次，搜库后

结果如表 2 所示。经 1 ｍｉｎ 固定化酶解后鉴定到

15012 条肽段，归属于 2659 个蛋白。其中 368 条肽段含两个漏切位点，含 1 个漏切位点的肽段有

3191 条。经 12 ｈ 溶液酶解后鉴定到 16215 条肽段，归属于2754个蛋白。其中566条肽段含两个漏切

表 2 ＨｅＬａ 细胞全蛋白经溶液酶解或固定化酶解后鉴定到
的蛋白及肽段数量
Ｔａｂｌｅ 2 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ＨｅＬａ
ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ｆｒｅｅ ｔｒｙｐｓｉｎ ｏｒ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ－ｔｒｙｐｓｉｎ

溶液酶
Ｆｒｅｅ ｔｒｙｐｓｉｎ

固定化酶
Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ－

ｔｒｙｐｓｉｎ

鉴定到的蛋白质数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ 2754 2659

鉴定到的肽段数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ 16215 15012

含一个漏切位点的肽段数
Ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｍｉｓｓｅｄ

ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ
3624 3191

含两个漏切位点的肽段数
Ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｍｉｓｓｅｄ

ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ
566 368

位点，含 1 个漏切位点的肽段有 3624 条。综上

可知，固定化酶具备快速、高效酶解的能力，而

且酶解产物鉴定蛋白和肽段数量与溶液酶解

相当，但酶解时间缩短 720 倍，同时带有漏切位

点的肽段数量也有所降低。
通过合成 ｐｏｌｙ（ＮＡＧＡ－ｃｏ－ＵｎＡｌ）温敏聚合

物，成功制备出 ＵＣＳＴ 温敏聚合物固定化胰蛋

白酶。该温敏聚合物特有的温度响应特性，使

制备的温敏聚合物固定化胰蛋白酶具有“高温

均相酶解，低温异相分离”的特色和优势，可以

很好地满足当前蛋白质组学研究中，快速、高

效、高通量的鉴定需求；同时，作为一种新型通

用型载体材料，其在固定化酶领域具有广阔的

应用前景。
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