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糖蛋白结构质谱解析的样品前处理

周 * 玮，* 刘晓慧，* 周新文，* 申华莉，* 杨芃原

（ 复旦大学生物医学研究院，上海 !"""’!）

摘要：基于高分辨率、高精度、高灵敏度及良好表现力的多级质谱，以标准糖蛋白辣根过氧化物酶（?@A）、核糖核酸

酶 <（@,0=" <）为对象，探索了 糖 蛋 白 质 谱 分 析 前 样 品 处 理 的 技 术 流 程。通 过 对 糖 蛋 白 样 品 前 处 理 的 各 个 步 骤

（ 包括蛋白变性方法（@,0=" < 适合化学变性，?@A 适合热变性）、酶的选择及条件（@,0=" < 适用内蛋 白 酶 B7=-;
酶解，?@A 适用胰蛋白酶酶解，酶解时间控制在 )! ( )& 3）、提 肽 液 的 组 成（ 对 于 低 丰 度 糖 蛋 白 用 %"C 乙 腈 -%C 三

氟乙酸提取）、基质的组成、点样方法（“ 三明治”式））进行了优化，形成了简单易行、无需糖肽富集标记的糖蛋白溶

液酶解 -质谱分析和胶上分离酶解 -质谱分析的技术路线，为实际样品体系中糖蛋白的结构解析提供了可行的方法。
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* * 糖基化 是 蛋 白 质 的 一 种 重 要 的 翻 译 后 修 饰 方

式，约有一半以上的蛋白质发生糖基化。越来越多

的文献报道显示，糖基化对蛋白质的功能有着重要

的影响，如：对蛋白质的折叠、运输、定位起着重要的

作用［)］；免疫系统中几乎所有的关键分子都是糖蛋

白［!］；近来发现 蛋 白 质 丝 氨 酸、苏 氨 酸 残 基 的 乙 酰

氨基葡萄糖（D-L*2,>2）化与信号转导有密切的关

系［’］；而蛋白质的糖基化程度及糖链结构的异常变

化则常是癌症及其他疾病发生的标志［+ . &］。

* * 以往的糖基化研究多利用薄层色谱法、电泳法

结合凝集素进行。这些方法只能鉴定发生了糖基化

的蛋白，看到哪些蛋白发生了糖基化，或者粗略地看

到某些蛋白发生了哪一类糖基化，粗略地分析蛋白

质的糖基化类型，且存在一定的假阳性［# . ))］。对发

生糖基化 的 位 点 和 糖 链 结 构 没 有 进 行 研 究。 近 年

来，随着质谱仪器技术的不断发展，高灵敏度的多级

质谱（Q!" ）分 析 已 成 为 现 实。 这 些 仪 器（ 如 >IH-
Q>-OH.-Q!、Q>BRH-S.-Q!［)"］、Q>BRH-ON-.DS-
Q!［)!］）的发展 促 进 了 对 糖 基 化 位 点 和 糖 链 结 构 的

深入分析［)! . )$］。目前这些研究侧重 于 糖 链 部 分 的

分析，多采用繁琐复杂的糖肽富集方法和标记技术，

较少对实际样品直接进行胶上酶解和糖基化分析。

* * 本文通过实验建立了糖蛋白酶解后不经糖肽富

集标记、简单易操作的直接胶上酶解（ 或溶液酶解）-
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质谱分析糖蛋白结构的技术路线，并对质谱分析前

的样品前处理条件进行了优化，为天然实际样品的

分析做好了准备。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（!"#$
%&$’&($()*$!+）（",&!" ’&(，岛津公司）。

# # 尿素、十二烷基磺酸钠（+%+）、丙烯酰胺、!，!$
甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵和二硫苏糖醇（%((）均

购自 "-./012 公 司；三 氟 乙 酸（ (*"）和 碘 乙 酰 胺

（ &""）均 购 自 *3456 公 司；!，" $二 羟 基 苯 甲 酸

（%78）、标 准 糖 蛋 白 辣 根 过 氧 化 物 酶（ 92.0/.6:;09
</.2=;:60/，7>?）、核 糖 核 酸 酶 8（>@60/ 8）和 内

蛋白酶 #A0$B 均购自 +;C-6 公司；乙腈购自 !/.15
公司；测序级 胰 蛋 白 酶 购 自 ?.2-/C6 公 司；其 他 试

剂均为国产分析纯。

! ! #" 标准糖蛋白溶液的制备

# # $% $ !C D !# 的 >@60/ 8 溶液：将变性的 $% $ -C
>@60/ 8 溶 于 & -# 溶 解 液（ ’ -23 D # 尿 素$"(
--23 D # 三羟甲 基 氨 基 甲 烷（ (.;0）$7B3，<7 )% ( *
)% &）中即得。

# # & !C D !# 的 7>? 溶 液：将 & -C 7>? 溶 于

& -# 水中即得。

! ! $" 溶液酶解糖蛋白

# # 糖蛋白溶液的还原：于 $% $ !C D !# 的 >@60/ 8
溶液中加入 %(( &( -C，于 "+ E 下反应 (% " * & 9。

糖蛋白的烷基化：将 !" -C &"" 加至上述溶液中，于

$, E下避光反应 $( -;F。透析：将 &(( !# 上述溶

液加至透析袋中，分 $ 步透析（ 用 "(( -# 预冷的水

透析，每次 &% " 9，透析 ! 次；用 "(( -# !" --23 D #
碳酸氢铵透析，每次 ! 9，透析 & 次）。酶解：按内蛋

白酶 #A0$B 与蛋白质的质量比为 &- "( 的比例配料，

酶解 &! * &+ 9。

! ! %" 胶上酶解糖蛋白

# # 使用 !;F; ?.2G/;F "电泳仪（8;2$>6: 公 司）、

&!H +%+$聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（ +%+$?"IJ）进 行

糖蛋白的胶上酶解。样品为标准糖蛋白辣根过氧化

物酶，上样 量 分 别 为 "，&，(% "，(% !"，(% &，(% (" !C。

考马斯 亮 蓝 染 色 后 取 下 条 带，置 于 J? 管 中。 用

"(H 乙腈$!" --23 D # 碳酸氢铵（ <7 ’% )）脱色。还

原：加入 适 量 的 &( --23 D # %((，于 $, E 下 反 应

(% " * & 9。烷基 化：加 入 "" --23 D # &""，于 $, E
下避光反应 (% " 9。水洗 ! * $ 次，用乙腈干胶后，于

测序级胰蛋白酶胶内过夜（&! * &+ 9）。用提肽液 &
（"(H 乙 腈$"H (*"）或 提 肽 液 !（ "H (*"）萃 取

7>? 酶解后的胶粒，冻干萃取液，待分析。

! ! &" "#$%&’(&)’"* 分析

! ! & ! !" 分析基质的制备

# # 分 别 配 制 !(H 乙 腈$(% &H 三 氟 乙 酸$&!% "
-C D -# %78 和 "(H 乙 腈$(% &H 三 氟 乙 酸$&!% "
-C D -# %78 溶液，涡旋 $( 0 后静置$( 0，取上层清

液作分析基质（ 新配的基质分装后置于 . !( E 冰箱

中保存）。

! ! & ! #" 点样

# # 方法一（ 基 质$样 品$基 质，即“ 三 明 治 ”式 ）：在

靶板上点上 ( K " !# 基 质（ 点 越 小 越 好），干 燥 后 取

( K " !# 样品点在靶板上，待样品干燥后再点上 ( K "
!# 基质，在干燥仪中或真空条件下快速干燥。

# # 方法二（ 样品$基质）：取 ( K " !# 样品点在靶板

上（ 点越小越好），待样品干燥后，再点上 ( K " !# 基

质，在干燥仪中或真空条件下快速干燥。

! ! & ! $" 质谱分析

# # 根据不同的需要选择仪器的操作参数，激光强

度范围为 +( * &&(；质 量 扫 描 范 围 分 为 几 个 区 域：

,"( / ，! ((( / ，$ ((( / ，依据母离子和碎片离子 质

量选择最佳的质量扫描范围；!+" 碰撞诱导解离强

度：&!( * &0(。

#" 结果与讨论

# ! !" 标准糖蛋白的溶液酶解’质谱分析条件的选择

# ! ! ! !" 蛋白变性方法及 >@60/ 8 糖链结构的解析

# # 对于已经商业化且可以得到数量较多、纯度很

高 的 标 准 糖 蛋 白 可 直 接 进 行 溶 液 酶 解$质 谱 分 析。

为了在质谱分析时得到更多的结构信息，首先要对

蛋白进行变性，破坏其二级、三级结构，使蛋白质被

更好地打开。蛋白质变性的方法很多，应依据不同

的蛋白质选择合适的变性方法，所选择的方法应尽

量不影响后面的实验操作（ 主要是盐分对质谱的影

响）。对 7>? 采 取 热 变 性 的 方 法 较 为 合 适；>@60/
8 由于其结构对热稳定，故采用溶解液（’ -23 D # 尿

素$"( --23 D # (.;0$7B3，<7 )% ( * )% &）进行化学变

性；对于不熟悉的蛋白质，要采用理论与试验相结合

的方法找到合适的变性方法。

# # >@60/ 8 通 过 #A0$B 酶 解、四 极 杆 离 子 阱

（’&(）质谱分析，得到了较好的质谱图（ 见图 & 和图

!），可 用 于 糖 蛋 白 结 构 的 解 析。 由 于 糖 的 不 均 一

性，其分子离子峰在肽质量指纹谱质谱图上表现为

一簇峰，各峰 之 间 约 相 差 一 个 糖 基（ 相 对 分 子 质 量

为 &+!，代表 甘 露 糖）。对 >@60/ 酶 8 的 肽 质 量 指

纹谱中的含糖肽段进行了串联质谱测定。首先从一

级质 谱 图 中 选 择# $ % & )$0% ’, 离 子 在 ’&( 中 碰 撞

·0!+·
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产生碎片，从碎片的质荷比推算出此肽段中糖链的

组成。由于 !!糖 蛋 白 壳 二 糖 核 心 中 与 天 冬 酰 胺 连

接的乙酰葡萄糖胺残基会在碰撞过程中发生跨环断

裂，先后产生质荷比相差 #$%，&’ 的中 性 碎 片 丢 失，

因此这两个碎片是发现糖基化位点及糖肽的氨基酸

序列的标志。通过对糖肽段三级质谱图的分析，可

推断出糖肽的理论氨基酸序列（ 见图 ’）。

图 !" !"#$% & 的一级质谱图

’()* !" +,% -#$$ $.%/012- 34 !"#$% &
"#$ %&’($)* )+ ,)-$+($, ./ 0/+!12 "#$ %$34+ 5)(# " # $

# (’)* &+，$ %(,* (’，$ $"&* ((，$ )$#* %#，$ "&’* %( 3&$ (#$ -6/7’!
%$%(),$+2

图 #" !"#$% & 的二级质谱图

’()* #" 56 7 56 $.%/012- 34 !"#$% &
"#$ %3&$*( )’* )+ " # $ # (’)* &+ )* 8)-2 # 2 8&’9 (#$ ,)::$&!

$*7$ .$(5$$* (#$ %$34+，(#$ -6/73* +(&;7(;&$ 73* .$ )*:$&&$,2

# * ! * #" 酶解效率

! ! 糖蛋白的酶解效率要高。不同蛋白质应选择最

适合的 蛋 白 酶 来 酶 解。对 于 <=3+$ >，0/+!1 要 比

胰蛋白酶的酶 解 效 果 好（ 图 ) !3）；用 胰 蛋 白 酶 酶 解

找不到明显的糖肽峰（" # $ # (’)* &+）（ 图 ) !.）。推

" . !! !!6%1 81) 8$9

（:;/"8/）#（5#9）
""

$

!! !!<%2 +,1 <=$" >!! ?

图 %" （#）!"#$% & 的三级质谱图和（@）!"#$% & 的糖肽结构

’()* %" （#）56% $.%/012- 34 !"#$% & #9A
（@）0,% (94%11%A );=/3.%.0(A%$ $012/021%

"#$ %3&$*( )’*+ ’: ?@$ 3*, ?@’ 3&$ # (’)* &+ )* 8)-2 # 3*,
($#* "$ )* 8)-2 $，&$+%$7()A$6/2

测这是由于 0/+!1 的酶切位点 为 B，胰 蛋 白 酶 的 酶

切位点为 B 和 <。结合 <=3+$ 的蛋白质序列（ 见图

"），糖基化位点附近有较多的 B 和 < 氨基酸，胰蛋

白酶酶解的肽段可能太小，不利于鉴定，而且由于空

间位阻的关 系，还 会 影 响 到 胰 蛋 白 酶 的 酶 切 效 率。

使用 0/+!1 酶解更有利于糖肽的产生和糖肽信号的

检出。所以对于一个样品，需要衡量蛋白质序列、空

间位阻及酶切位点，有时需要选择不同的蛋白酶或

者将几个蛋白酶结合在一起相互印证。蛋白质鉴定

所需酶解时间 一 般 在 ’ - " #。对 于 糖 蛋 白 的 结 构

分析，为了得 到 更 多 的 质 谱 信 息，应 使 酶 解 尽 量 充

分，因此将酶解时间控制在 #$ - #, #。过长的酶解

时间会产生酶的自降解峰，从而干扰解析。

# * #" 标准糖蛋白胶上酶解B质谱分析条件的选择

# * # * !" 胶上酶解提肽液的选择

! ! 为了实现天然糖蛋白凝胶电泳分离!胶上酶解!
质谱分析结构的技术路线，探索了标准糖蛋白胶上

酶解!质谱分析的技术流程。首先，进行胶上酶解提

肽液组成的优化。蛋白酶解后的肽段是疏水的，而

糖肽由于含羟基是亲水的，故选择组成分别为 "%C
乙腈!"C "8D 和 "C "8D 的 两 种 提 肽 液，在 其 他 条

件相同的情况下比较了它们对糖蛋白酶解产物的提

糖肽效果，即胶上酶解的 E<F 的最大峰强度和糖肽

锋相对强度（ 见表 # 和表 $）。" # $（’ ,+# . #）是其

糖肽峰［##］，其一级质谱图见图 ,。选择的质谱条件

为激光强度 &%；质量扫描范围 $ %%% / 。

·"$,·
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图 !" （!）"#$%& 酶解 ’(!$) * 和（+）胰蛋白酶酶解

’(!$) * 的肽质量指纹谱图

,-./ !" 0)12-3) 4!$$ 5-6.)717-62-6. $1)827! 95
（!）’(!$) * 3-.)$2)3 :-2; "#$%& !63

（+）’(!$) * 3-.)$2)3 :-2; 27#1$-6

" # <=>???<,=’@ABCDD>D??DDD(E&(@BB $%

$# <D’("><C’&<0F(>,FA=D"?CF@?F&D@ &%

&# <(F?&<(G@>(&E@DED>BDH>C&’=>GDD ’%

’# <E0(&?E<>>@?(<AHHF?&=G(0EF0FA,

图 (" ’(!$) * 蛋白质序列及糖肽序列

,-./ (" >;) 1)12-3) $)IJ)68) :-2; .K#89$#K!2)3 493-5-8!2-96
!"# $%&’()#)*+,# +- "+$"%+$"*#, .-+/$ ##“ ”，0/, *"# $%&1

’(-&%0*+(/ -+*# +- 2034#, .-+/$“ ”5

图 &" 胰蛋白酶酶解 A’0 的肽质量指纹谱图

,-./ &" 0)12-3) 4!$$ 5-6.)717-62-6. $1)827J4 95
A’0 3-.)$2)3 :-2; 27#1$-6

表 #" 采用提肽液 # 和提肽液 ) 提取的糖肽的质谱最大峰强度的比较

>!+K) #" &941!7-$96 95 2;) K!7.)$2 1)!L -62)6$-2-)$
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表 )" 采用提肽液 # 和提肽液 ) 提取的糖肽的

质谱相对峰强度（ 糖肽峰强 N 最高峰强）的比较
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* * 从表 # 和表 ! 可以发现对于量比较大的蛋白质

（$ 5 !" - " !$），使用不含乙腈的提肽液有利于对糖

肽信号 的 检 出。 而 对 于 量 少 的 蛋 白 质（ 低 于$ 5 !"
!$），用含有乙 腈 和 三 氟 乙 酸 的 提 肽 液 更 有 利 于 增

强糖肽的信号强度。而通常富集出来的有意义的天

然蛋白质量都是很少的。这意味着对于天然蛋白质

采用含有乙腈和三氟乙酸的提肽液更合适。

* * 在噪声方面，一般是采用提肽液 ! 得到的样品

的噪声会高于提肽液 #（ 图略）。

) / $" B?"CH%@H>%BD 条件的选择

) / $ / #" 基质的选择

* * 对 比 了 两 种 基 质（"$> 乙 腈1$. #> 三 氟 乙 酸1
#!. " 2$ ; 2@ A8B 和 !$> 乙 腈1$. #> 三 氟 乙 酸1
#!. " 2$ ; 2@ A8B）对质谱效果的影响，其他条件相

同。对比了几组实验数据，发现基质中 "$>和 !$>
的乙腈对质谱效果的影响不是很明显（ 数据略）。

) / ) / $" 点样方式的影响

* * 对比了基质1样品、基质1样品1基 质 点 样 方 式 的

影响，其他操作条件相同。后者的质谱效果优于前

者（ 见图 ’）。从图 ’ 可以清晰地看到糖肽峰相对强

度明显增强，同 时 最 大 强 度 也 有 明 显 增 强（ 前 者 为

% 5 # 2C，后者为 &#$ 2C）。这可能是由于最后覆盖

的一层基质有利于样品1基质的重结晶，使基质更好
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地传递能量，提高样品的离子化效率。样品一般在

干燥仪中干燥或真空下干燥。真空干燥更有利于结

晶均匀。

图 !" !"#$% & 溶液酶解点样方式的质谱效果对比

’()* !" +,% -#$$ $.%/01# 23 !"#$% & 4(0,
5(33%1%60 $.200(6) -%0,25$

!" #$%$&!’ ()*++,%# -$+.*/，+.$ ’!&#$(+ ,%+$%(,+0，# " $ -1；

2" +.$ (!%/3,4. ()*++,%# -$+.*/， +.$ ’!&#$(+ ,%+$%(,+0，%$&
-1"

#" 结论

! ! 通过实验建立了简单易行的、不经糖肽富集标

记的糖蛋白溶液酶解5质谱结构分析和胶上酶解5质
谱结构分析的技术路线，并对质谱分析前的样品前

处理条件进行了探索。按本文建立的流程对糖蛋白

进行处理得到了良好的质谱结果。
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