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摘 要: 对近年来蛋白质组研究中的多维液相色谱技术进行了系统综述 , 详细介绍了在线及离线式阀切换接口

的 DALPC( direct analysis of large protein complexes)技术及整体式无接口的MudPIT( multidimensional protein identifica�

tion technology)系统, 也系统阐述了其在蛋白质组研究中的应用。 引用文献 50篇。
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Abstract: Multidimensional liquid chromatography technology in proteomics with 50 references was reviewed.

The technology of online and offline direct analysis of large protein complexes( DALPC) based on the valve in�
terface and the integrated multidimensional protein identification technology( MudPIT) with no interface and

their applications on proteomics were outlined.
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蛋白质组技术是后基因时代研究基因功能的重要内容
[ 1 ]
, 其中二维凝胶电泳( 2D- GE)结合质谱是

目前蛋白质组研究中分离和识别蛋白使用最广泛的方法 [ 2~ 7]。 在 2D- GE中, 蛋白质混合物首先根据

等电点的不同在第一维等电聚焦电泳中分离, 进而根据相对分子质量的大小在第二维中通过十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离, 虽然 2D- GE技术在一次分析中可以识别上千种蛋白质, 但整个过程

包括对 2D- GE分离的蛋白质点进行切割、蛋白水解提取多肽混合物、进一步质谱分析等多步手工操

作, 自动化程度低, 重复性较差且耗时长。 同时也较难识别极端等电点( PI)和相对分子质量( M r)、低

丰度及疏水性膜相关蛋白等。 而近年来在蛋白质组研究中新兴的多维液相色谱( MD- LC)技术, 因便于

接口控制、歧视效应小、易与质谱连接、自动化程度高等优势, 作为与 2D- GE互补的技术在大规模蛋

白质组研究中已发挥了重要作用。

多维液相色谱利用两种或多种不同分离机理组合不同模式的色谱进行样品的正交分离。 Giddings

等
[ 8 ~ 10 ]

指出, 多维液相色谱系统的峰容量是其构成的各个一维色谱峰容量的乘积, 因此能大大提高分

离复杂样品的能力。 不同的液相色谱模式如尺寸排阻色谱( SEC)、亲和色谱( AC)、离子交换色谱( IEC)

(包括阳离子交换色谱 SCX和阴离子交换色谱 AE)、疏水作用色谱( HIC)、反相色谱( RP)等都可以用来

组合、构建多维液相色谱。 在近年蛋白质组研究的多维液相色谱中, SEC常用于样品的预处理, AC较

多用于同位素亲和标记技术( ICAT)中特定组分的分离, 而常用的是 2D IEC/ RP模式, 其中 2D SCX/ RP

最为常见。

本文在介绍多维色谱原理的基础上, 主要针对近年来蛋白质组研究中大规模蛋白质混合物直接分析

技术( direct analysis of large protein complexes, DALPC)、多维蛋白质识别技术( multidimensional protein identifi�
cation technology, MudPIT)等多维液相色谱技术进展进行了系统综述, 详细介绍了常见的接口技术, 在线及

离线式阀切换接口的 DALPC技术及整体式无接口的 MudPIT系统, 并说明其在蛋白质组研究中的应用。
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1 多维液相色谱中的接口技术

多维液相色谱依次使用几种不同分离机理的色谱模式。 SCX因高柱容量常作为第一维系统, 根据

样品组分带电性质的差异进行分离; 由于 RP色谱与 SCX的流动相兼容, 对第一维洗脱产物脱盐后方便

与质谱连接, 因此常作为第二维系统, 根据样品极性的差异进一步分离。 多维液相色谱技术的核心是

将第一维洗脱的样品有效导入到第二维中, 因此切换接口是整个系统的关键。 王智聪等 [ 11 ]对二维液相

色谱中常用的样品环储存、平行柱分析以及捕集柱捕集等接口技术进行了比较。 使用两个样品环储存

及平行柱分析形式接口的关键是交替储存、分析第一维洗脱产物, 其中一只样品环(或分析柱)在储存

(或捕集)第一维洗脱产物的同时, 另一只样品环(或分析柱)内储存的一维洗脱产物进行第二维分析, 通

过切换阀进行控制, 实现样品的有效转移。 在这两种接口技术中, 第二维色谱的总分析时间不能大于

储存或捕集第一维洗脱产物的时间, 因此要求第二维色谱实现快速分析。 而第二维的高速分析又不利

于提高峰容量, 因此导致整个系统峰容量偏低, 虽然理论峰容量能达到 2 500, 但实际上识别的蛋白质

数目一般小于 50 [ 12 ~ 15 ]。 在大规模、高通量蛋白质组分析中, 样品环储存及平行柱分析这两种接口构成

的二维液相色谱因较低的系统峰容量限制了其应用。

而使用较多的 DALPC技术通常使用捕集柱形式的接口, 将第一维洗脱产物捕集并储存, 脱盐后进

一步导入第二维色谱中继续分析。 第二维色谱不受分析速度的限制, 也可以使用较缓的梯度速率进行

低流速洗脱分析, 并且易与质谱连接, 大大提高了整个系统的分辨率和峰容量。 同时捕集柱形式的接

口也使不同规格的SCX和 RP更容易匹配, 第一维 SCX可以采用柱容量较大的色谱柱(如 2. 1mm I. D. ) ,

有利于提高低丰度蛋白的检测能力, 样品通过捕集柱接口转移进入第二维系统, 第二维色谱柱可以采用

内径较细的色谱柱以提高检出限。另外, DALPC技术中可以采用将 SCX洗脱产物直接导入捕集柱及 RP

进行分析的在线方式, 也可以采用收集 SCX洗脱的产物之后再进入 RP 分析的离线方式, 方法灵活方

便。 近年来也出现了整体式无接口的 MudPIT系统, 其关键是在一支色谱柱内依次填充两种或多种不同

分离机理的色谱填料, 不需要切换阀等, 简化了仪器设备。 本文根据接口形式的不同将蛋白质组中的

多维液相色谱技术分为 DALPC和 MudPIT来讨论。

2 DALPC技术

2. 1 在线式 DALPC技术

DALPC技术分别以 SCX(或 AE)及 RP作第一和第二维色谱系统, 接口采用带捕集柱形式的 10通、8

通、6通等切换阀。 在 DALPC分析中, 经过预处理的蛋白水解液进入 SCX中, 采用多步台阶式或较缓

的线性梯度逐步增加盐的浓度对 SCX吸附的肽进行多步洗脱, 并将洗脱产物捕集在捕集柱中, 每一步

捕集的肽片断脱盐后再进行乙腈梯度洗脱分离, 质谱检测。 整个系统自动化程度较高, 样品进入 SCX

后无需切割或收集而直接在线分析。 根据样品的复杂程度决定盐洗脱的次数, 一般进行 5~ 20次的多

步洗脱。

Schwartz等 [ 16] 第一维采用 50 mm� 1 mm I. D. 的 SCX, 第二维采用 150 mm� 0. 075 mm I. D. 的反相

柱, 捕集柱采用 1 mm� 0. 3 mm I. D. 的反相柱, 识别出 47个 39S线粒体核糖蛋白中的 46个。 通过调整

该 2D系统分析 S. oneidensis 蛋白质组, 第一维使用 15 mm� 0. 5 mm I. D. 的 SCX, 增加盐浓度方式以 15

步洗脱到捕集柱( 5 mm� 0. 3 mm I. D. ) , 每步通过切换阀将样品导入反相柱( 150 mm� 0. 075 mm I. D. )分

离, 识别出 1 819个蛋白
[ 17]
。 Mitulovic等

[ 18]
也使用 UltiMate

TM
二维系统分析 Jurkat 细胞提取蛋白的水解

产物, 识别出 174个蛋白, 而 2D- GE的方法只识别出 94个。 Link等
[ 19]
使用 DALPC技术识别出 78个

80S核糖体蛋白中的 75个, 而 1D RP只能识别出 56个。 采用 21步增加盐浓度的洗脱方式对总酵母细

胞提取物进行分析, 识别出 78个 80S核糖体蛋白中的 71个。

Maynard等
[ 20 ]
使用 DALPC技术分析 Saccharomyces cerevisiae蛋白质组, 仅用 20 �g样品就识别出 459

个蛋白。 样品经预处理后进入 SCX, 6步盐溶液洗脱, 使用六路切换阀分别捕集在 6个捕集柱( 0. 5

mm� 2 mm I. D. )中, 脱盐后进入 RP及质谱分析、检测。 实验比较了不同进样量对识别肽数的影响, 在
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小于 20 �g的进样量时, 识别的肽数随着进样量的增加而增加, 而当进样量大于 20 �g时, 识别的肽数

基本不再增加。 4次进样肽保留时间的相对标准偏差在 0. 5% ~ 2%之间, 系统重现性较好。

根据样品带电性质的情况, 也可以组建 AE/ RP 模式的二维液相色谱。 Mawuenyega等
[ 21] 采用 35

mm� 2 mm I. D. 的阴离子交换色谱柱作第一维, 100 mm� 0. 32 mm I. D. 的反相色谱柱作第二维, 捕集柱

尺寸为 5 mm� 1. 0 mm I. D. , 分 10步增加盐浓度洗脱的方式利用 DALPC技术分析 Caenorhabditis elegans

蛋白质组, 识别出 1 616个蛋白, 其中包括 242个常规方法较难识别的不溶性的转膜蛋白。 采用 2D-

GE技术识别的蛋白质相对分子质量和等电点范围为 6~ 139 ku和 3. 48~ 12. 41, 而 DALPC技术无上述歧

视效应, 比 2D- GE技术宽。 2D- GE技术也不能识别低丰度的蛋白, 而 DALPC技术识别了 549个 CAI

( Codon adaptation index)值小于 0. 5的低丰度蛋白, 占 3. 4% 。 同时, DALPC技术也识别了一些后转移修

饰的肽, 如 N端乙酰化作用和磷酸化作用的肽。

Jiang 等
[ 22] 构建的 2D- LC- MS/ MS系统分析鼠肝亚细胞蛋白质组, 共识别出 564个蛋白, 识别的蛋

白中无论相对分子质量还是等电点范围均比 2D- GE技术宽, 其中 M r< 10 ku的占 3. 2% , 最小的为 1. 3

ku, 而 M r> 100 ku的占 8. 5% ; 等电点范围在 3. 6~ 12. 6之间, 其中 PI< 4. 3的蛋白有 2. 5% , PI> 10

的蛋白有 11. 5% 。 Zeng等
[ 23 ] 使用 DALPC技术和 1D- GE分析 SARS病毒蛋白质结构, 识别了 Nucleo�

capsid( N) , Spike( S) , Membrane( M)和 Envolope( E)等共 4种病毒蛋白。 比较两种技术发现, 在病毒感染

细胞及原细胞溶液中使用 DALPC技术能识别 M、S和 N蛋白, 而没有检测到低丰度、疏水性较强的 E蛋

白。 在识别 N蛋白中, 2D方法达到 85. 03%的序列匹配, 而 1D方法只获得 68. 41%。 结合两种方法,

获得了 S蛋白氨基酸 30. 19%的序列信息。 2D方法能识别 M蛋白的全部 6个肽, 而 1D的方法只能识别

2个, 进一步证实了两种方法是蛋白质组研究中相互补充的技术。

Vollmer等
[ 24]
分析乳糖和葡萄糖提取的 E. coli 蛋白质组, 分别识别出 305和 450个蛋白。 而Nagele

等 [ 25] 分析 E. coli 蛋白质组, 也识别出 500多个蛋白, 其中包括疏水性的膜蛋白、相对分子质量极大和

极小的蛋白, 以及极端酸性和碱性蛋白。

2. 2 离线式 DALPC技术

在线式 DALPC技术是将 SCX洗脱的肽片断直接捕集在捕集柱上再反冲进入 RP进一步分析, 大多

采用台阶式逐步增加盐浓度洗脱的方式, 实现对 SCX的多步切割, 其最大的优点是易于自动化。 而离

线式 DALPC技术是收集 SCX洗脱液 , 然后再进样到 RP 柱上继续分析。 与在线方式相比, 离线式

DALPC技术中 SCX可以采用大于 20%乙腈的缓冲液进行洗脱, 同时可以采用线性梯度方式洗脱, 可以

有效提高 SCX的分离能力; 另外, 离线方式不受切割次数的限制(如 10~ 150次) , 能够任意切割 SCX洗

脱产物或选择分析其中感兴趣的部分, 也可以对收集洗脱液进一步处理。 此外, 离线式 DALPC技术可

以不使用捕集柱或切换阀, 将收集的 SCX肽片断直接进入 RP分析, 进一步简化了仪器设备。

Davis等
[ 26]
使用常规尺寸的色谱柱组成二维系统, 分析人肺纤维原细胞及人脑神经胶质瘤细胞提取

蛋白的水解物, 一维 SCX( 50 mm� 2. 1 mm I. D. )洗脱的产物捕集在捕集柱( 50 mm� 2. 1 mm I. D. )中, 离

线收集捕集柱洗脱的产物, 再进入第二维 RP( 250mm� 1. 0 mm I. D. )分析, 2D DALPC技术比 1D RP的方

法多识别 43. 9%的蛋白。

Blonder等
[ 27]
利用离线式 DALPC技术分析 Murine Natural Killer Cell Microsomal蛋白, 经处理后的样品

首先进入 SCX( 200 mm� 2. 1 mm I. D. ) , 盐溶液线性梯度洗脱并切割成 96个部分, 收集切割部分并离线

处理, 再进入反相柱( 100 mm� 0. 075 mm I. D. )及质谱分析检测, 整个系统识别出 2 563个蛋白, 其中含

有 34% ( 876)的膜或膜相关蛋白, 而传统的 2D- GE的方法较难识别这些蛋白。

Fujii等
[ 28]
首先进样到SCX( 25 mm� 0. 5 � 2. 0 mm I. D. ) , 再以 8步增加盐浓度的缓冲液洗脱, 分别

收集 SCX洗脱液再进样到捕集柱( 2. 0 mm� 0. 5 mm I. D. )脱盐, 利用 10通阀切换进入 RP( 50 mm� 0. 2

mm I. D. )梯度分析。 用该系统对去除人血清白蛋白( HSA)和免疫球蛋白 G( IgG)的血浆样品进行分析,

仅用 1�L血浆样品检测出 174个蛋白。 Adkins等
[ 29]
对人血浆蛋白质组进行了研究, 首先使用蛋白A/ G

去除血浆样品中的免疫球蛋白, 再水解样品, 经 SCX分离, 离线收集 120个切割部分, 再进样到 600

mm� 0. 15 mm I. D. 的 RP 分析柱, 质谱检测, 识别出 490个蛋白, 占人类蛋白质组组织( the human pro�
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teomics organization, UHPO)计划的 5 000个目标蛋白质的近 10%。

Peng等
[ 30 ] 利用离线 2D DALPC技术分析酵母 S. cerevisiae 蛋白质组。 首先进样到 200 mm� 2. 1 mm

I. D. 的 SCX, 洗脱收集得到 80个切割片断, 然后真空浓缩, 再对每一部分进行 RP分析。 当对 80个片

断全部分析时, 总共可以识别 1 504个蛋白。 同时也证明随着对 SCX切割片断数目的增加, 识别的蛋白

数目也增加。 当只分析其中一半的收集片断时, 虽然节省了一半的分析时间但只能识别其中 84% 的蛋

白, 如只分析其中三分之一的片断时, 能节省三分之二的分析时间但只能识别其中 74% 的蛋白。

Vollmer等
[ 31]
分析 E. coli蛋白质组, 进一步证实了这个结论, SCX切割成 49个片断( SCX 120 min梯度)

识别的肽数是 SCX切割成 7个片断( SCX 15 min梯度)识别肽数的 2. 22倍, 说明在分析复杂样品时, 随

着 SCX切割片断数目的增加, 2D方法识别的肽数也增加。

Jacobs等 [ 32] 利用 DALPC技术组建了三维色谱, 首先用 SEC对整体蛋白进行分离, 对切割收集的部

分( 5~ 6个)进一步水解, 再进入 SCX分析, 根据 SEC产物的复杂程度, 对 SCX洗脱产物再进行 15~ 30

次的切割, 总共得到 114个馏分, 然后进行 RP分析。 分析人记忆上皮细胞( HMEC) , 共识别出 1 574个

蛋白。

3 MudPIT技术

灵活方便的 DALPC技术在蛋白质组的大规模、高通量分析中显示出了优越的分离能力, 但是离线

式 DALPC技术中样品容易受到污染和浪费, 同时操作费时费力; 在线式 DALPC技术虽然容易自动化控

制, 但有系统复杂等缺点。 近年出现的多维蛋白质组识别技术( MudPIT) , 不需要切换阀, 采用无接口的

整体模式实现自动化分析。 MudPIT采用两相或多相式色谱柱, 即在一支色谱柱内依次填充两种或多种

不同分离机理的色谱填料, 如填充 SCX和 RP填料实现正交的二维分离。 色谱柱的末端经过特殊处理

直接与质谱连接, 减小了与质谱接口的死体积, 由于采用取消了切换阀和柱间连接的无接口模式也进一

步减小了系统的死体积, 降低了系统的检出限。 同 DALPC技术一样, MudPIT也采用增加盐浓度洗脱

SCX、脱盐、梯度 RP分析的多步洗脱技术。 MudPIT系统不使用捕集柱接口, SCX洗脱的流动相经过 RP

分析柱, 因此不仅要注意流动相的兼容情况, 也要保证 SCX洗脱的同时不影响 RP 的捕集, 因此精确控

制流动相洗脱是 MudPIT的关键。 Wolters等 [ 33] 在使用 MudPIT系统分析 S. cerevisiae蛋白质组中, 验证

了 SCX根据电荷作用分离机理的特性, 通过分析磷酸化酶 B多肽的数据, 结果显示 PI 值低的肽在盐浓

度较低的 SCX洗脱液中出现, 而 PI 值高的肽在盐浓度较高的 SCX洗脱液中出现, 说明可以通过逐步增

加盐浓度洗脱的方法实现对 SCX的切割分离。 Lin等 [ 34 ]描述 MudPIT试验主要由 4步组成, 一是样品预

处理, 二是两相式毛细管色谱柱的制作及搭建二维分析平台, 三是 2D- LC- MS/ MS分离样品, 四是数

据分析处理。其中 2D分离又包括进样、平衡色谱柱、盐洗脱SCX、脱盐、反相梯度分析、平衡色谱柱等

6步, 每次逐步增加盐浓度, 多步洗脱完成 2D分离。

Link等 [ 19] 在 DALPC技术的基础上, 首次使用 MudPIT系统识别了 32个 40S核醣体蛋白中的 30个,

与 1D RP 相比, 2D MudPIT系统识别的肽数增加, 与 DALPC技术相比, 检出限由 1 000 fmol降低到 10

fmol。 Wolters 等
[ 33]
改进了 Link等

[ 19 ]
的 MudPIT 系统 , 用醋酸铵代替 KCl, 用离子对试剂七氟丁酸

( HFBA)代替醋酸, 分析 S. cerevisiae 蛋白质组, 识别出 630个蛋白。 Washburn等 [ 35] 进一步改进了该系

统, 将样品分成 3部分, 分别进行 2D分析, 从 5 540个肽中识别出 1 484个蛋白。 而使用 2D- GE技术

最多只能识别 279个蛋白
[ 36 ]
。 其中极端 PI 值(如 PI> 10)及极端相对分子质量(如 M r> 180 ku)的蛋白、

低丰度蛋白、膜蛋白在 2D- GE技术中报道较少。 而Washburn等
[ 35]
的 MudPIT系统没有这些歧视效应,

识别了 12个 PI< 4. 3的酸性蛋白, 最低的 RPPIA( YDLO81C)蛋白的 PI 值是 3. 82; 识别了 29个 PI> 11

的碱性蛋白, 最高的 RPL39( YJL189W)蛋白的 PI 值是 12. 55; 另外, 也识别了 M r< 10 000和 M r> 190 000

的蛋白, 如相对分子质量高达 558 942的 YLR106C蛋白; 同时识别了 72个膜蛋白; 识别了 791个 CAI

< 0. 2的低丰度蛋白, 而近来的研究也表明单独使用 2D- PAGE不能检测这些低丰度的蛋白 [ 37]。

近年 Kislinger等
[ 38 ]组建了哺乳动物细胞、组织蛋白质组大规模分析的系统平台 PRISM( proteomic in�

vestigation strategy for mammals) , 其中 2D MudPIT是分离复杂组分的核心技术。 他们对成年鼠肺及鼠肝蛋
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白质组进行研究, 共识别出 2 106个蛋白, 其中鼠肺中识别出 1 460个, 鼠肝中识别出 1 358个。 Wenner

等 [ 39 ] 使用 MudPIT系统分析人脑室的脑脊髓流体( CSF)蛋白质组, 利用 13步增加盐浓度的洗脱方式进

行二维分析, 识别出 249个蛋白。 此外, Koller 等
[ 40]
利用 MudPIT系统在稻米蛋白质组中识别出 2 363

个蛋白, Florens等
[ 41 ]
在 Plasmodium蛋白质组中识别出 2 415个蛋白。

McDonald等 [ 42] 结合 DALPC技术中捕集柱接口脱盐方便的特点, 改进了 2D MudPIT 系统, 在一支色

谱柱内依次填充 RP、SCX、RP填料( 6. 5 cm RP+ 3. 0 cm SCX+ 3. 0 cm RP, 新增加的 3. 0 cm RP起到脱盐

的作用) , 组成三相式 MudPIT 系统, 分析 bovine brain microtubules, 并与 1D RP及 2D MudPIT系统进行了

比较。 1D RP及 2D MudPIT系统分别识别出 26与 55个蛋白, 而三相式 MudPIT系统识别了 62个蛋白,

显示出在复杂组分分析中的优势。

4 展 望

多维液相色谱技术因其分辨率高、歧视效应小、应用范围广、自动化程度高等优势正在成为继 2D-

GE技术之后蛋白质组研究的最重要的方法。 多维液相色谱中实现样品的有效切割转移是关键, 因此优

化接口设计、完善切换控制及其自动化对于改善多维系统性能至关重要; 除了目前应用较多的 SCX/ RP

模式外, 针对样品特点建立其它模式也是目前多维色谱研究的重点, 如亲和色谱与多维分离的偶联也将

进一步扩展到蛋白质组的应用
[ 43~ 45 ]

, 而同位素亲和标记法( ICAT)选择分析蛋白质组中某些特定的目标

组分, 可以大大降低样品基质的干扰; 多维色谱因歧视效应小, 在膜蛋白及膜相关蛋白分析的应用也会

越来越广泛
[ 46~ 48]

。 另外, 作为多维色谱最重要的检测手段, 质谱与色谱的结合及色谱流动相与质谱检

测器兼容性问题的研究, 在蛋白质组研究中也越来越重要
[ 48~ 50]

。
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