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基于母离子排除的串联质谱数据采集方法的研究
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摘　要　生物样本中的蛋白质复杂程度很高 ,尚无一种分析方法能够全面分析复杂生物样本中的所有蛋白

质。实验证明 : 重复的质谱分析能增加蛋白质的鉴定数量 ,但鉴定到的蛋白质冗余度很高 ,高丰度肽段被反

复检出。为了降低鉴定冗余度 ,提高鉴定效率 ,对线性离子阱 2傅立叶变换离子回旋共振质谱仪的串联质谱采
集方法进行了研究 ,建立了基于母离子排除的串联质谱采集方法。此方法能极大降低二级质谱采集的冗余

度 ,提高蛋白质的鉴定效率。
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1　引　言

蛋白质组采用高通量的蛋白质组学技术研究生物体内尽可能多乃至接近所有的蛋白质 ,从而获得

对生物体生理、病理等过程的全面认识 [ 1 ]。这种研究策略依赖于强大的分离和鉴定技术手段 [ 2, 3 ]。常

用的 22DE分离和质谱鉴定联用技术能实现对几千种蛋白的分离分析 [ 4, 5 ]。但由于其有限的动态范

围 [ 6 ]、对极端蛋白歧视等因素 [ 7 ]
,限制了该方法的进一步发展。随着液质联用技术的发展 ,基于多维液

相色谱 2串联质谱联用的 Shotgun技术迅速发展 [ 8, 9 ] ,并广泛应用于蛋白质表达谱、修饰谱等的研究 [ 10 ]。

随着质谱仪以及质谱分析技术的发展 ,串联质谱的数据采集效率得到了提高 ,例如线性离子阱增加

了采集到的二级质谱 (MS/MS)图谱数。液质联用质谱仪采用了智能化的数据采集模式 ,利用动态排除

技术能对一些低丰度离子进行多级质谱分析 [ 11, 12 ]。虽然这些技术能增加肽段的鉴定数 ,但随着待测生

物样本复杂程度的增加 ,串联质谱在有限的扫描时间内无法分析所有共洗脱肽段 ,质谱分析时的离子抑

制效应也越来越显著 [ 13 ]
,导致无法检测许多肽段。为提高蛋白的鉴定效率 ,采用多次重复 LC2MS实验

提高低丰度蛋白的鉴定率 [ 14 ]。虽然该方法在一定程度上能有效增加蛋白质鉴定数量 ,但冗余度很高 ,

高丰度蛋白被重复鉴定。有研究利用离子排除列表 [ 15 ] ,在 MALD I2TOF2TOF的分析中将一些已经鉴定

过的肽段列入排除列表 ,提高低丰度离子的鉴定率。

本研究以酵母蛋白酶切肽段为样本 ,利用高准确度的线性离子阱 2傅立叶变换离子回旋共振质谱
(LTQ2FT) ,采用母离子排除方式进行串联质谱采集。结果表明 ,这种采集方法能成功排除已经鉴定过

的肽段 ,避免了高丰度蛋白的重复鉴定 ,降低了重复实验的冗余度 ,提高了质谱的鉴定效率。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

电喷雾 2线性离子阱 2傅立叶变换离子回旋共振质谱仪 ( ESI2LTQ2FTICR2MS, Thermo Finnigan公司 ) ,

毛细管色谱由安捷伦 1100系统控制。乙腈 (色谱纯 ,美国 J T Baker公司 ) ;电泳试剂 ( GE公司 )。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　酵母蛋白样品制备 　称取 200 mg酵母粉于 1 mL裂解液 ( 50 mmol/L Tris2HCl, pH 7. 5, 5%

SDS, 5%甘油 , 50 mmol/L DTT, 蛋白酶抑制剂 )中 ,在冰浴上超声提取酵母蛋白。B radford法测定蛋白

浓度。样品置于 - 80 ℃保存。
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2. 2. 2　一维凝胶电泳实验 ( SD S2PAGE)　电泳条件为 4%浓缩胶 , 13%分离胶 ,先于 10 mA恒流运行

0. 5 h, 再于 20 mA运行至溴酚蓝前沿到达分离胶底部。染色方法为考马斯亮蓝 R2250染色。

2. 2. 3　蛋白质胶内酶切　用干净的解剖刀将胶粒切成 1～2 mm2的胶块。用胰酶进行胶内酶解 ,酶切

后提取肽段。

2. 2. 4　LC2M S2M S分析　色谱洗脱在二元泵系统进行 ,洗脱下来的组分经过 ESI离子源直接进入质

谱 ,流动相 A: 0. 1% 甲酸 298%水溶液 ;流动相 B: 0. 1% 甲酸 280%乙腈溶液。洗脱梯度为 : 5%～40%

B, 90 m in; 40%～100% B, 10 m in; 100% B , 5 m in; 100% A, 平衡 15 m in。上样体积为 20μL,流速为

300 nL /m in。

从反相柱流出的洗脱组分由纳升级电喷雾接口喷出 ,电喷雾电压 1. 8 kV,离子传输毛细管温度

200 ℃;串联质谱分析采用全扫描 (Mass range, m / z 400～2000)一级质谱数据依赖的二级质谱扫描模式

(Data dependentMS/MS scan) ,依次选取一级质谱中离子强度最强的 5个离子进行 C ID串联质谱 ,归一

化碰撞能量为 35% ;采用串联质谱扫描的动态排除功能 (Dynam ic exclusion) ,设置排除时间为 60 s。

2. 2. 5　数据库检索　原始文件通过软件 DTASuperCharge合并成 mgf文件 ,使用 Mascot(版本 1. 9)检索

mgf文件。检索参数 :数据库为 Swiss2Prot database,物种为酵母 ( Saccharomyces cerevisiae) ;半胱氨酸烷

基化修饰 ( + 57. 0214 Da) ,甲硫氨酸 (Met)氧化 ( + 15. 99 Da)设置为可变修饰。最大漏切位点为 1个 ,

一级母离子误差 20 ×10
- 6

,二级碎片离子误差 0. 8 Da。

3　结果与讨论

3. 1　制备母离子排除实验样品

样品为经过预分离的酵母蛋白酶切肽段。预分离方法是将酵母蛋白提取物进行电泳分离 (图 1) ,

考马斯亮蓝染色后选取中间 4条泳道 ,每个泳道切取 7个条带 ,相同位置的条带合并。酶切后样品用于

质谱分析。

3. 2　母离子排除法方法的建立

重复的 LC2MS/MS能增加肽段的鉴定数量 ,但大部分高丰度肽段被反复测定 ,冗余度高 ,而低丰度

肽段的检出率却没有明显增加。LTQ2FT系统能够根据一级扫描选择母离子进行二级质谱分析 ,这种母

离子选择可以根据离子排除列表进行。因此 ,基于高可信度的鉴定结果 ,设计了应用于线性离子阱 2离
子回旋共振质谱 (LTQ2FT)的母离子排除串联质谱采集方法 ,具体的流程如图 2所示。排除列表中母离

子选择的是第一次 LC2MS/MS鉴定到的高可信度肽段 (置信度 95% ) ,以肽段的质荷比 (m / z)形式表

示 ,并且设定误差范围。

　图 1　酵母提取蛋白的 SDS2PAGE电泳图

Fig. 1　SDS2PAGE of yeast p roteins

　图 2　母离子排除法流程图

Fig. 2　Workflow of exclusion list strategy

242　　 分 析 化 学 第 38卷



选取合适的误差范围是基于母离子排除的串联质谱采集方法的关键因素。本研究对 LTQ2FT的数

　图 3　LTQ2FT质谱扫描鉴定的肽段的质荷比准确度分布

Fig. 3　Mass accuracy distribution of pep tides identified by linear

ion trap2Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectro2
metry(LTQ2FT)

据进行了分析 ,大部分肽段的误差范围在

±5 ×10
- 6
以内 (图 3) ,这依赖于 LTQ2FT质谱

的高准确度。比较排除列表和用母离子排除

后的质谱鉴定结果发现 ,当误差范围设定为

±5 ×10
- 6时 ,排除列表中 297个母离子中只

有 41%成功排除 ,而 59% (即 175个母离子 )

被重复鉴定。这可能由于误差范围窗口太窄 ,

不利于母离子排除。而当误差范围设定为

±20 ×10
- 6时 , 297 个母离子中 87% (即

258个 )成功排除 (图 4)。分析没有被排除的

40个母离子的质荷比 (m / z) ,有 33个是由于

母离子电荷状态发生变化造成的。这是因为

排除列表中的 m / z是按照第一次鉴定结果设定的 ,少部分肽段在第二次质谱分析时带电状态发生了变

化。本研究将排除列表中母离子误差范围设定为 ±20 ×10
- 6

,建立了母离子排除的质谱采集方法。实

验表明 ,列表中的离子基本上能得到成功排除 ,鉴定冗余度降低。

3. 3　母离子排除法质谱扫描方式与重复 LC2M S /M S法的比较

对酵母肽段的一个组分进行了 LC2MS/MS、母离子排除实验和重复实验 (图 4)。结果表明 ,第一次

　图 4　母离子排除实验与重复实验的效率比较

Fig. 4　Comparisons of identification efficiency by emp lo2
ying differentMS/MS acuquisition method

A.一次 LC2MS/MS(左 )与母离子排除实验鉴定的非冗余肽

段 (右 )的比较示意 ( The comparison of the unique pep tides

identified by a LC2MS/MS analysis( left) and an exclusion of p re2

cursor ions analysis ( right) , respectively) ; B. 一次 LC2MS/MS

(左 )与重复 LC2MS/MS实验鉴定的非冗余肽段 (右 )的比较

示意 ( The comparison of unique pep tides identified by a LC2MS/

MS analysis( left) and a rep licate LC2MS/MS analysis ( right) ,

respectively) ; C和 D分别为 A和 B的重复实验 ( C and D

were the rep licate MS/MS analysis of A and B)。

LC2MS/MS鉴定了非冗余肽段 420个 ,在母离子排除

实验中鉴定了非冗余肽段 202个 ,与第一次结果合

并除去重复鉴定到的 50个肽段 ,总共鉴定到非冗余

肽段 572个。而重复 LC2MS/MS实验鉴定到了

425个非冗余肽段 ,与第一次 LC2MS/MS结果合并 ,

共鉴定非冗余肽段 517个。实验发现 ,重复 LC2MS/

MS实验鉴定到 338个重复肽段占质谱鉴定肽段数

的 80% ,冗余度非常高 ,一次重复实验只增加了 20%

的肽段数。而母离子排除实验鉴定的冗余肽段很

少 ,只占 12% ,肽段数增加了 36% ,重复上述比较实

验 ,得出结果类似。可见基于母离子排除的串联质

谱采集方式与重复 LC2MS/MS实验的效率相比较 ,

前者更高一些。

3. 4　小结

采用酵母蛋白酶切肽段为样本 ,利用高准确度

的 LTQ2FT对串联质谱的采集方法进行了研究。根

据第一次质谱分析鉴定到的高可信度肽段 m / z值生

成母离子排除列表 ,第二次质谱分析根据列表进行

选择性的二级质谱数据采集。比较了误差范围对母

离子排除实验的影响 ,确定了 ±20 ×10 - 6的误差范围。采用此误差范围 ,母离子排除列表中的离子能成

功排除。另外还比较了母离子排除实验与重复 LC2MS/MS实验的质谱鉴定效率 ,结果表明 ,采用母离子

排除列表进行串联质谱采集能降低重复实验带来的高冗余度 ,可提高蛋白的鉴定效率和序列覆盖率。

基于母离子排除的串联质谱数据采集方法可应用于低丰度蛋白以及翻译后修饰蛋白的研究。然而 ,此

方法只利用了母离子的 m / z值进行肽段排除 ,可能会造成一些 m / z值相同的不同肽段未被质谱采集。

在以后的研究中 ,可发展相应软件加入液相保留时间参数 ,利用高可信度肽段的保留时间和 m / z值两

个参数进行母离子排除 ,将会提高该方法的准确性和应用性。
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Tandem M a ss Spectrom etry Acqu isition Stra tegy

Ba sed on Exclusion of Precursor Ion s

M IW ei1 , WANG J ing1 , YING W an2Tao2 , J IA W ei2 , CA I Yun2 , Q IAN Xiao2Hong3 2

1 (N ationa l Institu te of M etrology, D ivision of B iolog ica l, Energy and Environm ent M easurem ent, B eijing 100013)
2 (S tate Key L abora tory of Proteom ics, B eijing Proteom e R esearch Cen ter,

B eijing Institu te of Rad iation M edicine, B eijing 102206)

Abstract　Due to the comp lexity of p roteome samp les, comp rehensive analysis to characterize all p roteins was

still not possible with p resent methodologies. It has been shown that rep licate runs could increase the number

of identified p roteins. However, the redundancy of p rotein identifications was high. H igh2abundant pep tides

tended to be analyzed repeatedly in different runs. To reduce the redundancy and imp rove the efficiency of

identification, we studied the MS/MS acquisition method of linear ion trap Fourier transform ion cyclotron

resonance2mass spectrometry (LTQ2FT) and an acquisition strategy based on exclusion of p recursor ions was

developed. It p roved that the strategy could extremely reduce the redundancy of MS/MS acquisition and

imp rove the efficiency of p rotein identifications.

Keywords　L iquid chromatography2electrosp ray ionization mass spectrometry /mass spectrometry; Precursor

ion exclusion list, Tandem mass spectrometry acquisition
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