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二氧化钛富集磷酸肽方法优化及在腾冲嗜热厌氧菌

磷酸化蛋白质组分析中的应用

林　威１，２，３，　王京兰２，３，　应万涛２，３，　钱小红２，３＊

（１．北京工业大学生命科学与生物工程学院，北京１０００２２；２．蛋白质组学国家重点实验室，北京蛋白质组研究

中心，军事医学科学院放射与辐射医学研究所，北京１０２２０６；３．蛋白质药物国家工程研究中心，北京１０２２０６）

摘要：为了提高二氧化钛富集磷酸肽法对磷酸肽的富集效率，以６种标准蛋白酶切肽段混合物为研究对象，对二氧

化钛富集磷酸肽过程中的乙腈比例、三氟乙酸比例、二 氧 化 钛 用 量 等 条 件 分 别 进 行 了 优 化。结 果 表 明 在 乙 腈 含 量

为８０％（ｖ／ｖ），三氟乙酸含量为１％（ｖ／ｖ），二氧化钛用量与需要富集肽段的质量比为４０∶１的条件下，可以取得较好

的富集效果。将优化后的富集方法应用于腾冲嗜热厌氧菌磷酸化蛋白质的分析，初步鉴定到２５个磷酸化蛋白质，
为进一步研究这种极端环境下生存的低等生物的生命活动提供了参考信息。
关键词：液相色谱；质谱；二氧化钛；磷酸肽；富集；腾冲嗜热厌氧菌；蛋白质组

中图分类号：Ｏ６５８　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１０００－８７１３（２０１２）０８－０７６３－０７

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｉｔａｎｉｕｍ　ｄｉｏｘｉｄｅ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ
ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ
ｔｅｎｇｃｏｎｇｅｎｓｉｓ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

ＬＩＮ　Ｗｅｉ　１，２，３，ＷＡＮＧ　Ｊｉｎｇｌａｎ２，３，ＹＩＮＧ　Ｗａｎｔａｏ２，３，ＱＩＡＮ　Ｘｉａｏｈｏｎｇ２，３＊

（１．Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏ－Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０００２２，Ｃｈｉｎａ；

２．Ｓｔａｔｅ　Ｋｅｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ

Ｒａｄｉａｔｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０２２０６，Ｃｈｉｎａ；３．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｒｕｇｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０２２０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｕｓｉｎｇ　ｔｉｔａｎｉｕｍ　ｄｉｏｘｉｄｅ　ｉｓ　ａ　ｖｅｒｙ　ｇｏｏｄ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ．
Ｔｈｅｒｅ　ａｒｅ　ｍａｎｙ　ｏｔｈｅｒ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｃａｎ　ａｆｆｅｃｔ　ｔｈｅ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｗａｓ　ｎｅｅｄｅｄ　ｆｏｒ　ｂｅｔｔｅｒ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ．Ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ，ｔｈｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｓｉｘ
ｓｔａｎｄａｒｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｗｅｒｅ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｔｈｅ　ｍｏｄｅｌ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｔｏ　ｅｖａｌｕａｔｅ　ａｎｄ　ｏｐｔｉｍｉｚｅ　ｔｈｅ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｓｕｃｈ　ａｓ
ｔｈｅ　ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ　ａｎｄ　ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｉｎ　ｌｏａｄｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ＴｉＯ２－ｔｏ－ｐｅｐｔｉｄｅ　ｒａ－
ｔｉｏ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　８０％（ｖ／ｖ）ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，１％（ｖ／ｖ）ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ　ａｎｄ　４０∶１（ｍ／

ｍ）ＴｉＯ２－ｔｏ－ｐｅｐｔｉｄｅ　ｒａｔｉｏ　ｗｅｒｅ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｔｏ　ｏｂｔａｉｎ　ｔｈｅ　ｂｅｓｔ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ　ｍａｘｉｍｕｍ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｔｉｍｅ，ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｃｏｎｄｉ－
ｔｉｏｎｓ　ｗｅｒｅ　ａｐｐｌｉｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｔｅｎｇｃｏｎｇｅｎｓｉｓ，ａｎ
ａｎａｅｒｏｂｉｃ，ｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃ，ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ａ　ｈｏｔ　ｓｐｒｉｎｇ　ｉｎ　Ｔｅｎｇｃｈｏｎｇ，Ｃｈｉ－
ｎａ，ａｎｄ　２５ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｗｅｒｅ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ

ｐｒｏｖｉｄｅｄ　ａ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｆｕｒｔｈｅｒ　ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ｔｈｉｓ　ｏｒｇａｎｉｓｍ　ｓｕｒｖｉｖｅｄ　ｕｎｄｅｒ　ｅｘｔｒｅｍｅ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＬＣ）；ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＳ）；ｔｉｔａｎｉｕｍ　ｄｉｏｘｉｄｅ；ｐｈｏｓ－

ｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ；ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ；Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｔｅｎｇｃｏｎｇｅｎｓｉｓ；ｐｒｏｔｅｏｍｅ

　　蛋白质磷酸化是生物体内一种非常重要的蛋白 质翻译后修饰方式，磷酸化与去磷酸化是可逆的双



色 谱 第３０卷

向调节过程，生物体通过这一过程调控多种生命活

动，不正常的磷酸化会使生命活动产生紊乱。在哺

乳动物生命过程中，非常多的蛋白质会发生磷酸化

修饰［１］。在真核生物中，蛋白质磷酸化修饰 绝 大 部

分发生在丝氨酸（占９０％）、苏氨酸（占９．９％）、酪氨

酸（占０．１％）这３种氨基酸残基 上［２］。研 究 一 度 认

为细菌中磷酸化修饰只发生在组氨酸和天冬氨酸残

基上，现在很多的证据表明细菌中同样存在丝氨酸、

苏氨酸、酪氨酸残基的磷酸化修饰［３］。

　　随着质谱技术的不断发展，磷酸化蛋白质的定

性、定量研究进步迅速。但在磷酸化蛋白质的质谱

分析过程中还存在许多问题，如：具有负电性的磷酸

化肽段在质谱正离子模式分析时，信号会受到抑制。

磷酸化肽段中的磷酰键比起肽键更容易断裂，使谱

图解析难度增大。磷酸化肽段的化学计 量 值 低［４］，

在质谱检测时，大量的非磷酸化肽段会对磷酸化肽

段的信号造成干扰和抑制。这些问题都给磷酸化肽

段的鉴定造成了困难，因而在对较为复杂的样本进

行分析时，磷酸化肽段的分离和富集过程就显得尤

为 重 要。目 前，固 相 金 属 离 子 亲 和 层 析 法

（ＩＭＡＣ）［５，６］、强阳 离 子 交 换 色 谱 法（ＳＣＸ）［７］、金 属

氧化物亲和色谱法［８，９］是几种常用的磷酸化肽段分

离和富集的方法。金属氧化物亲和色谱法中的二氧

化钛（ＴｉＯ２）法［８］因 具 有 操 作 简 单、富 集 效 果 好、成

本低等优点，得到了广泛的应用。二氧化钛富集磷

酸肽过程中会吸附一些特定的非磷酸肽，文献报道，

在上样缓冲液中加入谷氨酸［１０］或者天冬氨酸［１１］可

以有效地降低非特异性的吸附，提高磷酸肽的富集

效率，而且不会造成离子源的污染。在二氧化钛富

集磷酸肽的过程中，除了使用非特异性抑制剂外，其
他富集条件的改变也会对富集效果产生影响。为了

明确这些富集条件对富集效果的影响，筛选出最优

富集条件，提高富集效率，本文以６种标准蛋白质混

合物为研究对象，比较了二氧化钛富集过程中多种

因素对磷酸肽富集效果的影响，优化出较好的富集

条件，并将其应用于实际样品腾冲嗜热厌氧菌的磷

酸化蛋白质研究。腾冲嗜热厌氧菌是在云南腾冲热

泉中发现的厌氧、杆状、革兰氏阴性菌，生长环境在

５０～８０℃［１２］。Ｂａｏ等［１３］通 过 基 因 组 全 测 序 发 现：

基因组共编码２　５８８个基因序列，根据同源比对，其

中有１　７６４个蛋白质为功能已知蛋白质。目前文献

中未见有关腾冲嗜热厌氧菌磷酸化蛋白质的研究，

开展这方面的研究有助于增加对这种生命起源早期

生物的认识。

１　实验部分

１．１　仪器和试剂

　　Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００型 高 效 液 相 色 谱 仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公

司）；线性离 子 阱 傅 里 叶 变 换 离 子 回 旋 共 振 质 谱 仪

（ＬＴＱ－ＦＴＩＣＲ，Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｎｎｉｇａｎ公 司），配 纳 升 级

电喷雾源；超声破碎仪（宁波新芝生物科技股份有限

公司）；蛋 白 质 定 量 仪（Ｓｍａｒｔｓｐｅｃ　ｐｌｕｓ，Ｂｉｏ－Ｒａｄ公

司）；冷 冻 离 心 干 燥 机 （ＳＣ１１０Ａ Ｓｐｅｅｄｖａｃ　ｐｕｓ，

Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓａｖａｎｔ公司）；小型离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；

ＬＣ－１８固相亲和柱（Ｓｕｐｅｌｃｏ公 司）；纯 水 系 统（美 国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；恒 温 水 浴 箱 为 北 京 市 长 风 仪 器 仪

表公司产品。

　　６种标准蛋白质牛α－酪蛋白（α－ｃａｓｅｉｎ）、牛β－酪
蛋白（β－ｃａｓｅｉｎ）、鸡卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ）、马心肌红

蛋白（ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ）、牛α－乳 清 蛋 白（α－ｌａｃｔａｌｂｕｍｉｎ）、

牛血清白蛋 白（ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ）均 购 自 美 国

Ｓｉｇｍａ公 司；６５ ℃腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌（华 大 基 因 提

供）；甲酸 和 碳 酸 氢 铵 购 自 Ｆｌｕｋａ公 司；胰 蛋 白 酶

（ｔｒｙｐｓｉｎ，美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；谷氨酸（北京拜尔迪

生物 公 司）；色 谱 纯 乙 腈（ＡＣＮ，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公

司）；三氟乙酸（ＴＦＡ，纯度为９９％，比利时 Ａｃｒｏｓ公

司）；分析纯矾酸钠和尿素购自北京化学试剂公司；

分析纯焦磷酸钠和氟化钠购自国药集团化学试剂有

限公司；蛋 白 质 抑 制 剂 鸡 尾 酒 片 剂（德 国 Ｒｏｃｈｅ公

司）；碘乙酰胺（ＩＡＡ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）购自美国

Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；二氧化钛颗粒（ＴｉＯ２，２０μｍ／３０ｎｍ，

德国Ｓａｃｈｔｌｅｂｅｎ　Ｃｈｅｍｉｅ公司）。

１．２　样品制备

１．２．１　标准蛋白质酶切混合物的制备

　　将α－酪蛋 白、β－酪 蛋 白、卵 清 蛋 白、马 心 肌 红 蛋

白、α－乳清蛋白、牛血清白蛋白这６种标准蛋白质分

别溶于５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 碳 酸 氢 铵 溶 液 中，各 加 入１０
ｍｍｏｌ／Ｌ（终 浓 度）的ＤＴＴ，沸 水 浴１０ｍｉｎ，然 后 于

５６℃水 浴１ｈ。之 后 加 入５０ｍｍｏｌ／Ｌ（终 浓 度）

ＩＡＡ，室温暗处放置反应１ｈ，按酶与蛋白质的质量

比１∶５０加入胰蛋白酶，３７℃水浴酶切１２ｈ。６种标

准蛋白质分别酶切后，将酶切液均配成１ｇ／Ｌ，之后

等体积混合，形成蛋白酶切混合液备用。

１．２．２　腾冲嗜热厌氧菌蛋白的制备

　　取 适 量 腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌 置 于１．５ｍＬ离 心 管

中，加入６００μＬ裂解液溶解。裂解液的组成如下：

９．５ ｍｏｌ／Ｌ 尿 素、１％ＤＴＴ、磷 酸 酶 抑 制 剂 （１
ｍｍｏｌ／Ｌ矾 酸 钠、１０ｍｍｏｌ／Ｌ焦 磷 酸 钠、５ｍｍｏｌ／Ｌ

·４６７·
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氟化钠）、蛋白酶抑制剂鸡尾酒（１ｍＬ裂解液中加入

２０μＬ鸡 尾 酒）。混 匀，室 温 混 合１５ｍｉｎ，先 后 用

０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸、０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠、超纯水洗净

超声破碎仪的探针并用无尘纸擦干，将溶解有样品

的离心管放置于冰浴的环境，探针深入样品，超声功

率设置为满量程 的２２％，超 声１ｍｉｎ（超 声１ｓ停１
ｓ，共计２ｍｉｎ），冰浴１ｍｉｎ，重复８次。超声完成后

将样品在４℃、２０　０００ｇ的条件下离心３０ｍｉｎ，取上

清液，并用考马斯亮蓝法（Ｂｒａｄｆｏｒｄ法）对所得的蛋

白质进行定量，然后将提取的蛋白质分装，置于－８０
℃冰箱冷冻保存备用。

１．２．３　腾冲嗜热厌氧菌蛋白的酶切

　　向需要酶切的样品中加入适量的碳酸氢铵，使

样品中的 碳 酸 氢 铵 终 浓 度 为５０ｍｍｏｌ／Ｌ，加 入１０
ｍｍｏｌ／Ｌ（终浓度）的ＤＴＴ，５６℃水浴４ｈ。然后加

入５５ｍｍｏｌ／Ｌ（终浓度）ＩＡＡ，室温避光反应１ｈ，之

后用５０ｍｍｏｌ／Ｌ的碳酸氢铵溶液将样品中含有的

尿素浓度稀释到１ｍｏｌ／Ｌ以下，按酶与蛋白质的质

量比１∶５０加入胰蛋白酶，３７℃水浴酶切１６ｈ。

１．２．４　腾冲嗜热厌氧菌蛋白酶切液脱盐

　　用ＬＣ－１８固相 亲 和 柱 对 酶 切 样 品 脱 盐，先 用１
ｍＬ乙腈 活 化 亲 和 柱，接 着 用１ｍＬ　０．１％（体 积 分

数，以下无特殊说明的均同此）三氟乙酸溶液冲洗，
然后将酶切样品溶液的ｐＨ值用三氟乙酸调整到３
左右，将样品溶液过脱盐柱，再次用１ｍＬ　０．１％三

氟乙酸溶液冲洗，最后用５００μＬ　８０％乙腈／０．１％三

氟乙酸溶液洗脱肽段。以上步骤重复３次。

１．３　实验方法

１．３．１　磷酸肽富集方法

　　首先向需要富集的蛋白质样品酶切液中加入适

量乙 腈 和 三 氟 乙 酸，将 酶 切 液 配 成５０％乙 腈 和

２．５％三氟乙酸溶液。加入适量谷氨酸充分振荡溶

解至饱和，用以抑制磷酸肽富集过程中可能发生的

非特异性吸附作用。然后弃去沉淀，按富集肽段溶

液理论蛋白质２０倍的质量加入二氧化钛颗粒，室温

混合６０ｍｉｎ，使得磷酸化肽段与二氧化钛颗粒充分

结合。之后弃去上清液，沉淀先后用２００μＬ　５０％乙

腈和０．１％三氟乙酸、２００μＬ　５０％乙腈各洗３遍，洗
去二氧化钛颗粒上残留的非磷酸肽。弃去上清液，
用１００μＬ　０．３ｍｍｏｌ／Ｌ的氨水（ｐＨ 值１０左 右）与

沉淀室温混合１５ｍｉｎ，洗脱与二氧化钛颗粒结合的

磷酸肽。为使磷酸肽能够得到充分洗脱，此过程重

复３次。

１．３．２　分析条件

　　标准蛋白质酶切混合物的色谱条件：流动相 Ａ

为含有２％乙腈和０．１％甲酸的水溶液；流动相Ｂ为

含有８０％乙 腈 和０．１％甲 酸 的 水 溶 液，流 速 为３００
ｎＬ／ｍｉｎ。梯 度 设 置：０～１４ｍｉｎ，１００％Ａ；１４～１５
ｍｉｎ，１００％Ａ～５％Ｂ；１５～４５ｍｉｎ，５％Ｂ～５０％Ｂ；

４５～５０ ｍｉｎ，５０％Ｂ～１００％Ｂ；５０～５５ ｍｉｎ，

１００％Ｂ；５５～５６ｍｉｎ，１００％Ｂ～１００％Ａ；５６～６５
ｍｉｎ，１００％Ａ。色 谱 仪 预 柱 是Ｃ１８柱（５ｍｍ×１００

μｍ，５μｍ），分 析 柱 为 美 国 Ｎｅｗ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ公 司 的

ＰｉｃｏＦｒｉｔ　ＴＭ反相 色 谱 柱（ＢｉｏＢａｓｉｃ　Ｃ１８，１０ｃｍ×７５

μｍ，５μｍ）。

　　腾冲嗜 热 厌 氧 菌 蛋 白 酶 切 产 物 的 色 谱 分 析 条

件：除梯度设置外，其余条件均与标准蛋白酶切混合

物色谱条件一致。梯度设置：０～１４ｍｉｎ，１００％Ａ；

１４～１５ｍｉｎ，１００％Ａ～５％Ｂ；１５～１０５ｍｉｎ，５％Ｂ
～５０％Ｂ；１０５～１１５ｍｉｎ，５０％Ｂ～１００％Ｂ；１１５～
１２５ ｍｉｎ，１００％Ｂ；１２５～１２６ ｍｉｎ，１００％Ｂ～
１００％Ａ；１２６～１３６ｍｉｎ，１００％Ａ。

　　共同的质谱分析条件：正离子扫描模式；一级质

谱全扫描质荷比范围为３７５～１　５００，二级质谱为数

据依赖型模式，选取所得一级图谱中１０个离子信号

最强的离子做二级质谱检测；动态排除时间设置为

３０ｓ。实验重复３次。

１．３．３　数据库检索条件

　　标准蛋白质数据检索条件：运用Ｂｉｏｗｏｒｋｓ　３．２
软件的ＳＥＱＵＥＳＴ引擎对串联质谱数据进行检索，
数据库由６个标准蛋白质的序列构成，蛋白酶切类

型选择ｔｒｙｐｓｉｎ，允许酶切的肽段漏切位点数设为２
个。固定修 饰 选 择 半 胱 氨 酸 的 脲 甲 基 化，即 Ｃａｒ－
ｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ（Ｃ）；可变修饰选择甲硫氨酸氧化，丝
氨酸、苏 氨 酸、酪 氨 酸 磷 酸 化，即 Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ（Ｍ），

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（ＳＴ）和Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（Ｙ）。肽

段质量允许偏差选择±１０×１０－６（±１０ｐｐｍ），碎片

离子质量允许偏差选择±０．８Ｄａ。将 单 电 荷、二 电

荷、三电荷肽段 的Ｘｃｏｒｒ值 分 别 设 置 为１．５、２．０、２．５
以及ΔＣｎ（打 分 排 名 前 两 位 肽 段 得 分 的 差 值）设 为

０．１对结果进行过滤。

　　腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌 数 据 检 索 条 件：运 用 Ｍａｓｃｏｔ
搜索引擎对数据进 行 检 索，数 据 库 为 ＮＣＢＩ数 据 库

的ＮＣ＿００３８６９．ｆａｓｔａ，肽 段 质 量 允 许 偏 差 选 择±１０
×１０－６（±１０ｐｐｍ），碎 片 离 子 质 量 允 许 偏 差 选 择

±０．８Ｄａ。固 定 修 饰 选 择 Ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ（Ｃ）；
可 变 修 饰 选 择 Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ （Ｍ），Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
（ＳＴ）和Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（Ｙ）。腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌 数

据库为含有反转序列的全库，数据过滤的标准是在

图谱水平（ｓｐｅｃｔｒａ）假 阳 性 率（ＦＤＲ）≤１％，ΔＣｎ 设

·５６７·
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为０．１。

２　结果与讨论

２．１　二氧化钛富集磷酸肽条件的考察

　　二氧化钛是一种两性物质，在酸性条件下表现

为路易斯酸，钛原子与阴离子结合；在碱性条件下，
表现为路易斯碱，钛原子与阳离子结合。因此可以

通过对ｐＨ值的调节，让磷酸根与钛原子结合，从而

达到富集磷 酸 肽 的 目 的，操 作 简 单 方 便。实 验 以６
种标准蛋白酶切混合液为实验样品，通过对富集体

系中乙腈的比例、三氟乙酸的比例以及二氧化钛的

用量这３个因素的改变，考察对富集效果产生的影

响，从而确定较好的富集条件。在考察过程中，只改

变一个被考察条件，保持其他因素不变。以下实验

结果均为３次重复试验的平均值。

２．１．１　乙腈比例的考察

　　乙腈是一种非常好用的有机溶剂，能够帮助酶

切肽段更好的溶解以及结构的舒展，在磷酸化富集

过程中较为常用。但在二氧化钛富集的过程中，乙

腈比例的选择并不固定。为了找出较好的乙腈体积

比例，选 取 乙 腈 含 量 在１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、

６０％、７０％、８０％、９０％、９７．５％共１０个体积比例 组 别

进行考察，磷酸化肽段富集鉴定结果见图１，图中的

“Ｕｎｉｑｕｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ”表 示 鉴 定 到 的 非 冗 余 的

磷酸化肽段数。从图１可以看出，乙腈比例从４０％
到８０％，非冗余磷酸肽数具有明显的上升趋势，且在

８０％时达到最大值。实验结果表明在相同的样本条

件下，用８０％的 乙 腈 来 富 集 磷 酸 肽，质 谱 分 析 时 能

鉴定到更多的磷酸肽。

２．１．２　三氟乙酸用量的考察

　　二氧化 钛 富 集 过 程 可 以 简 单 地 表 述 为 酸 性 富

集，碱性洗脱。在富集过程中，由三氟乙酸提供样品

体系的酸性环境。在实际操作中，与二氧化钛混合

时，富集体系中三氟乙酸比例的选择并不固定，如：

Ｂａｈｌ等［１４］认为５％的ＴＦＡ比较合适，Ｌｉ等［１５］则选

用了２％的ＴＦＡ。为了考察酸性对二氧化钛富集效

果的影响，实 验 选 取 三 氟 乙 酸 比 例１％、２．５％、５％、

７．５％、１０％共５个体积比例组别来进行考察。平均

富集鉴定结果见图２，结果发现，三氟乙酸的体积分

数从１％上升到１０％这一过程中，鉴定到的磷酸化

肽段数呈现下降趋势。这表明富集体系中三氟乙酸

比例在１％时富集效果更好。

２．１．３　二氧化钛用量的考察

　　二氧化钛富集过程中，除了二氧化钛自身的规

格差异外，二氧化钛的用量也可能对富集效果产生

图１　不同乙腈比例条件下磷酸化肽段的质谱鉴定结果统计

Ｆｉｇ．１　Ｕｎｉｑｕｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｂｙ
ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ

　

图２　不同三氟乙酸比例条件下磷酸化肽段质谱鉴定结果统计

Ｆｉｇ．２　Ｕｎｉｑｕｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅ－
ｔｉｃ　ａｃｉｄ（ＴＦＡ）ｃｏｎｔｅｎｔｓ

一定的影响。Ｌｉ等［１５］以 ＨｅＬａ细 胞 全 蛋 白 为 研 究

对象，考察 了 富 集 过 程 中 不 同 的 样 品 肽 段 与 ＴｉＯ２
的质量比对富集 效 果 的 影 响，发 现 最 佳 比 例 为１∶２
～１∶８，但同时也指出对于不同的样本，这种比例也

会有所不同，需要通过预实验进行考察与评价。我

们曾依据文献［１５］中 的 条 件 选 用５倍 于 肽 段 质 量 的

二氧化钛来富集标准蛋白质混合液样品，但发现富

集效果不太理想，因此本实验选取二氧化钛与富集

样品肽段量的质量比２０倍、４０倍、６０倍、８０倍、１００
倍共５个组 别 来 进 行 考 察。实 验 结 果 见 图３，可 以

看出，二氧化钛在４０倍用量时能够取得较好的富集

效果。

２．１．４　样品复杂性对富集效果的影响

　　以上对于乙腈、三氟乙酸、二氧化钛用量条件的

考察，是以α－酪蛋白、β－酪蛋白等６种标准蛋白质的

等比例酶切肽段混合物作为研究对象，磷酸肽富集

特异性较为理想，各考察组鉴定到的磷酸化肽段图

谱数占总肽段图谱数的比例平均大于９０％。本工作

也曾以混有１０倍 量ＢＳＡ酶 切 肽 段 的α－酪 蛋 白、β－

·６６７·
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图３　不同二氧化钛用量条件下磷酸化肽段质谱鉴定结果统计

Ｆｉｇ．３　Ｕｎｉｑｕｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｂｙ
ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＴｉＯ２－ｔｏ－ｐｅｐｔｉｄｅ　ｒａｔｉｏｓ

酪蛋白酶切肽段混合物为研究对象，结果发现富集

后存在较多 非 磷 酸 化 肽 段，富 集 特 异 性 不 太 理 想。
分析其原因可能是样品中高浓度的ＢＳＡ作 为 高 丰

度蛋白质存在，导致了富集过程中非特异性吸附增

加造成的。在实际样本中，如果存在某几种较高丰

度的蛋白质的干扰，势必也会影响磷酸肽富集的特

异性，这种情况下应当考虑高丰度蛋白质去除或增

加预分离步骤。

图４　肽段ＩＡＶＧＭＡＴ＠ＣＧＩＡＡＧＡＲ的二级图谱匹配情况

Ｆｉｇ．４　ＭＳ２　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ＩＡＶＧＭＡＴ＠ＣＧＩＡＡＧＡＲ　ｆｒｏｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ

２．２　腾冲嗜热厌氧菌磷酸化蛋白质分析

　　腾冲嗜热厌氧菌是一种在极端环境下生存的低

等生物，对于这种生物的蛋白质磷酸化修饰情况之

前很少有文献报导。研究腾冲嗜热厌氧菌体内的蛋

白质磷酸化修饰情况，对于进一步了解这种生物的

生命活动具有重要的意义。

　　磷酸肽富集方法使用二氧化钛富集法。通过以

上标准蛋白质考察实验，发现在８０％乙腈、１％三氟

乙酸、４０倍二氧化钛用量条件下不仅鉴定到的磷酸

化肽段数较多，且按冗余磷酸化肽段图谱数计算，富
集特异性可达到９０％以上，富集效果较好。我们将

这一优化的富集条件 用 于 腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌（６５℃）
磷酸化蛋白质修饰情况的研究。由于腾冲嗜热厌氧

菌蛋白酶切液中含有尿素，富集前需要预先脱盐，考
虑到脱盐、冻干浓缩可能造成的样品损失，实际实验

中二氧化钛用量选择理论酶切蛋白量的２０倍，从而

可以保证二氧化钛用量与实际富集蛋白量比例维持

在４０倍左右。富集后的肽段经ＬＣ－ＬＴＱ　ＦＴＩＣＲ串

联质谱分析，Ｍａｓｃｏｔ检索鉴定，共鉴定到２５个磷酸

化蛋白质、２７个磷酸化肽段、３６个磷酸化位点，鉴定

到的磷酸化蛋白质情况见表１。

　　通过对磷酸肽的质谱图分析发现，磷酸化肽段

的二级图谱中第一强信号峰通常为母离子失去磷酸

分子的中性丢失峰，部分ｂ，ｙ离子由于失去磷酸分

子的影响，也存在中性丢失峰的形式，这一现象符合

在离子阱型质谱仪中磷酸肽的裂解规律。图４为鉴

定到的磷 酸 化 蛋 白Ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ的 肽 段ＩＡＶＧＭＡＴ
＠ＣＧＩＡＡＧＡＲ（２８～４３）的二 级 质 谱 图，其 中３４位

苏氨酸残基是一个磷酸化修饰位点。如图４所示，
肽段的ｂ、ｙ离子匹配情况良好，ｙ２～ｙ１３以及ｂ８～
ｂ１４出 现 了 连 续 匹 配。图 谱 中 的 第 一 强 峰 ｍ／ｚ
７００．９８为二电荷母离子ｍ／ｚ７４９．８６失去一分子磷

酸的中性丢失峰。由于发生了β消除反应，部 分 苏

氨酸残基失去一分子Ｈ３ＰＯ４，从而使得部分ｂ８、ｂ９、

ｂ１２、ｙ９、ｙ１０等离子也发生了９８的 质 量 偏 移，以 中

性丢失峰的形式存在。

·７６７·
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表１　腾冲嗜热厌氧菌中鉴定到的磷酸化蛋白质

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｆｒｏｍＴｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｔｅｎｇｃｏｎｇｅｎｓｉｓ

ｇｉ　ｎｕｍｂｅｒ　 Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｎａｍｅ　 Ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ１）
Ｎｏ．ｏｆ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ－
ｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ

ｇｉ｜２０８０６５４８ α－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ，ｆａｍｉｌｙ　３１ｏｆ　ｇｌｙｃｏｓｙｌ　ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ　 ＤＫＹＧＩＴｐＹＶＧＫ（３３０－３３９） １

ｇｉ｜２０８０６５６９ ｃａｔｉｏｎ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ＡＴＰａｓｅｓ　 ＲＰＩＦＤＭＦＭＴｐＡＶＳＬＡＶＡＡＩＰＥＧＬＰＡＩＩＴＩＴＬＡＬＧＶＱＫＭ－
ＳｐＫ（２６６－３０４）

２

ＲＰＩＦＤＭＦＭ＊ＴＡＶＳＬＡＶＡＡＩＰＥＧＬＰＡＩＩＴＩＴｐＬＡＬＧＶＱＫＭ－
ＳｐＫ（２６６－３０４）

２

ｇｉ｜２０８０６７５９ ｐｕｔａｔｉｖｅ　ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　 ＥＶＩＥＥＦＴｐＳＰＫＳｐＡＰＳＳＷＮＡＹｐＫ（９－２８） ３

ｇｉ｜２０８０６７８０ ｈｅｍｅｒｙｔｈｒｉｎ　 ＶＶＥＶＭＱＦＬＫＤＹｐＴｐＶＫ（４２－５５） ２

ｇｉ｜２０８０６９４５ ＡＢＣ－ｔｙｐｅ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ｓｙｓｔｅｍ，ＡＴＰａｓｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ＧＱＫＴＬＩＬＡＩＬＡＦＳＴＮＡＫＬＩＩＬＤＥＰＴｐＱＨＬＤＰＡＴＲ
（１３０－１６２）

１

ｇｉ｜２０８０７１９２ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　ｓｉｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｎｔｅｇｒａｓｅ－ｒｅｓｏｌｖａｓｅ　 ＭＬＬＳｐＭ＊ＱＫＶＫ（１－９） １
ｇｉ｜２０８０７３５８ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　 ＬＤＴＰＳｐＥＲＧＧＶＴＰＤＬＶＹＥＬＲ（２４６－２６４） １
ｇｉ｜２０８０７３７１ ＮＡＤＨ：ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ　ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ　２４ｋＤ　ｓｕｂｕｎｉｔ　 ＩＮＬＣＭＧＴｐＡＣＹＶＲ（９２－１０３） １

ＩＮＬＣＭ＊ＧＴｐＡＣＹＶＲ（９２－１０３） １
ｇｉ｜２０８０７３７３ ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ　 ＩＡＶＧＭＡＴｐＣＧＩＡＡＧＡＲ（２８－４３） １

ＩＡＶＧＭ＊ＡＴｐＣＧＩＡＡＧＡＲ（２８－４３） １

ｇｉ｜２０８０７４６１ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ／ｐｙｒｕｖａｔｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｉｋｉｎａｓｅ

ＧＧＭＴｐＳＨＡＡＶＶＡＲ（４５０－４６１）

ＧＧＭＴＳｐＨＡＡＶＶＡＲ（４５０－４６１）
１
１

ＧＧＭ＊ＴｐＳＨＡＡＶＶＡＲ（４５０－４６１） １
ＧＧＭ＊ＴＳｐＨＡＡＶＶＡＲ（４５０－４６１） １

ｇｉ｜２０８０７４７０　 ４Ｆｅ－４Ｓｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　 ＦＫＡＦＲＶＩＬＧＴＳｐＦＲ（４３－５５） １

ｇｉ｜２０８０７５９５ ｐｒｏｂａｂｌｅ　 ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　 ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　 ｐｒｏｔｅｉｎ
ＴＴＥ１１３５

ＨＩＦＤＲＮＧＧＴｐＬＧＡＡＧＳｐＶＴＷＭ＊ＦＤＫＶＧＶＩＶＶＥＫ
（１１５－１４４）

２

ｇｉ｜２０８０７６９８ ＵＰＦ０２９７ｐｒｏｔｅｉｎ　ＴＴＥ１２４９ ＮＥＱＴｐＩＫＹＴＶＳＫ（１３－２３） １

ｇｉ｜２０８０７７４３ ｅｘｏｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　７ｌａｒｇｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　 ＲＮＰＴＶＤＩＭ ＊ＶＶＰＶＬＶＱＧＳＳｐＡＡＤＥＩＳＮＡＬＲＩＬＮＫ
（１６０－１９１）

１

ｇｉ｜２０８０７９５６ ｄｉａｍｉｎｏｐｉｍｅｌａｔｅ　ｅｐｉｍｅｒａｓｅ　 ＹＶＹｐＥＫＧＩＶＳＫ（７９－８８） １

ｇｉ｜２０８０８０７３ ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　 ＱＬＶＷＡＩＬＧＦＦＡＭ ＊ＶＦＴｐＭ ＊ＮＶＤＹＬＷＦＫＲ（４８－
７２）

１

ｇｉ｜２０８０８１０７ ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ　ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ　ａ　ＣｈｅＹ－ｌｉｋｅ　ｒｅ－
ｃｅｉｖｅｒ　ｄｏｍａｉｎ　ａｎｄ　ａ　ＨＴＨ　ＤＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ

ＶＩＳＱＡＳｐＮＧＥＥＡＹＲ（２９－４１）

ＶＩＳｐＱＡＳＮＧＥＥＡＹＲ（２９－４１）
１
１

ｇｉ｜２０８０８１７８ ｅｎｏｌａｓｅ　 ＡＭＩＥＬＤＧＴＰＮＫＳｐＫ（９３－１０５） １

ｇｉ｜２０８０８１８１ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　 ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ／

ｅｒｙｔｈｒｏｓｅ－４－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ＡＡＡＶＳＩＩＰＴＴＴｐＧＡＡＫ（２０１－２１５） １

ｇｉ｜２０８０８２３７ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ｓｙｓｔｅｍ，ＨＰｒ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　 ＳｐＩＭ＊ＧＩＭ＊ＳＬＧＶＳＱＧＮＶＶＫ（４６－６２） １
ＫＶＮＡＫＳＩＭ＊ＧＩＭ＊ＳｐＬＧＶＳＱＧＮＶＶＫ（４１－６２） １
ＳｐＩＭＧＩＭＳＬＧＶＳＱＧＮＶＶＫ（４６－６２） １

ｇｉ｜２０８０８３４８ ｐｕｔａｔｉｖｅ　ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　 ＬＳＬＨＳｐＧＳＤＫＦＳＩＹＫ（１９５－２０４） １
ＬＳＬＨＳＧＳｐＤＫＦＳＩＹＫ（１９５－２０４） １

ｇｉ｜２０８０８３８３ ＡＢＣ－ｔｙｐｅ　ｓｕｇａｒ／ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ／ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ／ｉｒｏｎ／ｔｈｉａ－
ｍｉｎｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ｓｙｓｔｅｍｓ，ＡＴＰａｓｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ＥＳＰＶＩＩＡＤＫＴＡＳＳｐ（３７５－３８７）

ＴＶＫＥＳＰＶＩＩＡＤＫＴｐＡＳＳ（３７２－３８７）
１
１

ｇｉ｜２０８０８６５６　 ３０Ｓｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓ１９ ＧＨＡＧＳｐＥＫ（８２－８８） １

ｇｉ｜２０８０８８９０ ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ　 ＤＭ＊ＮＰＦＬＳＴＭ＊ＲＦＶＬＰＡＭＴＹＬＴｐＧＦＥＬＶＡＶＬＡＥＥ－
ＡＮＭ＊ＰＶＲ（２００－２３６）

１

ｇｉ｜２０８０９０４７ ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｍｕｔａｓｅ　 ＡＴＡＧＩＭＩＴＡＳｐＨＮＰＰＥＹＮＧＹＫ（１３５－１５４） １

　１）Ｍ＊ ｍｅａｎｓ　ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ　ｏｘｉｄａｔｉｏｎ．

　　目前对于腾冲嗜热厌氧菌蛋白质的功能研究报

道较少，我们鉴定的２５个磷酸化蛋白质在 ＵｎｉＰｒｏｔ
数据库中只有３种蛋白质具有明确的功能表述。编

号ｇｉ｜２０８０７７４３的 蛋 白 质 名 称 是“ｅｘｏｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕ－
ｃｌｅａｓｅ　７ｌａｒｇｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ”，为 一 种 脱 氧 核 糖 核 酸 外 切

酶，可以降解 单 链 脱 氧 核 糖 核 酸（ＤＮＡ），最 终 形 成

小的寡核苷酸。编号ｇｉ｜２０８０８６５６的蛋白质名称为

“３０Ｓｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓ１９”，可 以 与 强 烈 结 合 在

１６Ｓ核糖体 核 糖 核 酸（ＲＮＡ）上 的 蛋 白 质Ｓ１３组 成

复合物。编号ｇｉ｜２０８０８１７８的 蛋 白 质 名 称 是“ｅｎｏ－
ｌａｓｅ”，在ＵｎｉＰｒｏｔ数据库中的功能描述是催化２－磷

酸甘油酸形成磷酸烯醇丙酮酸的可逆反应，这一反
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林　威，等：二氧化钛富集磷酸肽方法优化及在腾冲嗜热

厌氧菌磷酸化蛋白质组分析中的应用

应是碳水化 合 物 经 过 糖 酵 解 过 程 降 解 所 必 需 的 过

程。任何 有 机 体 的 生 存 都 需 要 能 量，三 磷 酸 腺 苷

（ＡＴＰ）是主要的功能物质。产生ＡＴＰ的途径主要

分为有氧条件及无氧条件两种情况。对于腾冲嗜热

厌氧菌，无需氧分子参加的情况下降解葡萄糖产生

ＡＴＰ的糖酵解 过 程 显 得 尤 为 重 要。能 量 的 代 谢 是

各种生命活 动 的 基 础，因 此ｅｎｏｌａｓｅ蛋 白 在 腾 冲 嗜

热厌氧菌体内发挥着重要的作用。

　　目前我们在腾冲嗜热厌氧菌中一共鉴定出２５
个磷酸化蛋白质，这个数字和已发表的真核生物磷

酸化蛋白质组数据相比数量是非常少的，分析可能

有以下两方面的原因：首先，腾冲嗜热厌氧菌是一种

简单的原核生物，原核生物相对于真核生物而言修

饰更加的保守，因此含有的磷酸化修饰偏少［１６］。而

且原核生物中磷酸化修饰很多发生在组氨酸和天冬

氨酸残基上，这种类型的磷酸化修饰在色谱分析的

酸性条件下易水解，不易被检测出来。近些年逐渐

有研究证据表明细菌中同样存在丝氨酸、苏氨酸、酪
氨酸残基的磷酸化修饰［３］，但从规模和数量上看还

是比较少的。另一方面，从技术策略上来看，对于复

杂的实际样本中的磷酸化修饰分析，任何一种单一

的富集、分离手段都是不能满足要求的，为了获得更

完整的腾冲嗜热厌氧菌磷酸化修饰蛋白质谱，今后

要考虑在磷酸肽的亲和富集前增加蛋白质水平或肽

段水平的预分离步骤，以降低每一组分的复杂程度，
使富集更有效率。

３　结论

　　二氧化钛富集法以其操作简便、成本低廉的优

势得到了广泛的应用，通过选择适当的富集条件，可
以得到较好的富集效果。以６种标准蛋白酶切肽段

混合物为研究对象，对二氧化钛富集法中的乙腈比

例、三氟乙酸比例、二氧化钛用量进行了系统考察。
结果表明８０％乙腈、１％三氟乙酸、４０倍二氧化钛用

量时可以取得较好的富集效果。同时将优化后的富

集方法应用 于 腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌 磷 酸 化 蛋 白 质 的 分

析，初步鉴定到２５个磷酸化蛋白质。本实验可以为

富集样品量不在商品化富集小柱载量范围内或者需

要灵活变换样品量且用二氧化钛颗粒直接富集的实

验提供一定的参考和借鉴。
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