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摘要  研究了基体辅助激光解析飞行时间质谱法k � ��⁄�2× �ƒ � ≥l测定蛋白和糖蛋白的实验条件 o

实测了重组人白细胞介素 u !肿瘤坏死因子 !粒细胞巨噬细胞集落刺激因子 !白细胞干扰素 Αu¥!白细胞干

扰素 Αt !促红细胞生成素 !钙调蛋白及其片段 !大鼠脑型一氧化氮合成酶和天然牛精液蛋白提取物的分子

量和纯度 o鉴定了蛋白质混合物中各单个成分 o结果表明 � ��⁄�2× �ƒ � ≥可有效地研究基因工程蛋白质

和天然蛋白提取物等生物大分子的质量 ∀
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  自 t|{{年 �¬̄̄ ±̈®¤°³等≈t 首先报道用基

体辅助激光解析飞行时间质谱k°¤·µ¬¬2¤¶¶¬¶·̈§

¤̄¶̈µ §̈¶²µ³·¬²±r¬²±¬½¤·¬²± ·¬°¨ ²© ©̄¬ª«· °¤¶¶

¶³̈¦·µ²° ·̈µ¼ o简称 � ��⁄�2× �ƒ � ≥l分析分子

量超过 t1yx ≅ tsp us
ªkts ®⁄¤l的蛋白质以来 o

因其有精度高k在 s1t h ∗ t h 之间l !速度快

k几分钟测一个样l !对杂质的承受力高k允许一

定量的 ≥⁄≥ !难挥发性盐存在l等优点 o近年来

用于研究蛋白质 !核苷酸和多糖等生物大分子

的应用报道越来越多≈u ∗ x  ∀基因工程药物大

多是重组蛋白产品 o其常规质量控制主要是测

定基因序列 !�端部分氨基酸序列和分子量等 ∀

但仅凭这些手段还无法了解产品的准确分子

量 !糖基化程度 !二聚体形成及杂质信息等 ∀本

文系统研究了 � ��⁄�2× �ƒ � ≥最佳实验条件

的选择 o并用该法直接准确地测定了重组人白

细胞介素 uk��2ul !肿瘤坏死因子k× �ƒΑl !粒

细胞巨噬细胞集落刺激因子k� �2≤≥ƒl !白细

胞干扰素 Αu¥k��ƒΑu¥l !白细胞干扰素 Αt

k��ƒΑtl !促红细胞生成素k∞°�l !钙调蛋白

k≤¤� l及其片段 !大鼠脑型一氧化氮合成酶

本文于 t||z年 y月 t{日收到 ∀

本文为国家自然科学基金重点资助项目k�²qu|yvxsuusl

3通讯联系人

k±��≥l等 |种基因工程蛋白质和一种天然牛

精液蛋白提取物k�≥∞l的分子量和纯度 o同时

还研究了蛋白质混合物中单组分的测定方法 o

阐述了 � ��⁄�2× �ƒ � ≥法在生物活性蛋白质

量研究中的应用潜力 ∀

材 料 和 方 法

材料  ��2u o× �ƒΑo� �2≤≥ƒ o��ƒΑu¥o≤¤�

及其片段和 ±��≥均为大肠杆菌k Ε . χολιl表

达产物 o��ƒΑt为杆状病毒家蚕细胞表达产物 o

∞°�为中国仓鼠卵巢细胞k≤ � �l表达产物 o

�≥∞为新鲜牛精液蛋白提取物 o以上产品均为

实验室制备 ∀肌红蛋白 !Β2乳球蛋白 !碳酸酐酶

��和牛血清白蛋白购自 ≥¬ª°¤∀

ΜΑΛ∆Ι2ΤΟΦ ΜΣ靶的制备和测定法  所

有实验均在 ƒ¬±±¬ª¤± �¤¶̈µ � �× usss飞行时

间 质 谱 分 析 仪 k ƒ¬±±¬ª¤± � �× o �¨°¨̄

�¨°³¶·̈¤§o � µ̈·¶o ��l上完成 o采用 �u 激光

kvvz ±° ou ±¶脉冲l o正离子方式检测 o不锈钢

靶kƒ¬±±¬ª¤± � �×l的靶芯直径为 u °° o面积

约 v1tw °°u o使用 �¤¶̈µ �¤·软件调节激光辐

射的目标部位和次数 o激光能量和加速电压均

可用该软件调节到最优 ∀以肌红蛋白作外部校

准 ∀分别以芥子酸≈简称 ≥� o|s °°²̄#�p t o乙
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腈 ) 乙醇 ) 水kysΒwΒvyl溶解  !u ox2二羟基苯

甲酸≈简称 ⁄��otss °°²̄#�pt o甲酸 ) 水k|Β

tl溶解  !Α2氰基2w2羟基肉桂酸≈简称 �2≤ �≤ o

us °ª# °̄ p t o乙腈 ) 乙醇 ) 水kwsΒtΒ|l溶解 

为基体 ∀测定时取样品 t Λ̄ !基体溶液 x Λ̄ 与

s1x h 三氟醋酸k×ƒ�l水溶液 t Λ̄ 混匀 o取混

合液 t Λ̄ 滴于靶片上 o在空气中室温吹干放入

质谱仪中测试 ∀

结 果 和 讨 论

1  实验条件的确定

1 .1  基体的选择  � ��⁄�2× �ƒr � ≥实验中 o

样品的制备非常重要 ∀由于基体辅助解吸的机

理尚不十分清楚 o故仅能凭经验选择合适的基

体 ∀本文选择 v种常用基体进行研究 o分别是

⁄��o≥� 及 �2≤ �≤ ∀在测定糖蛋白 ∞°� 时 o

发现 ⁄��基体给出的质谱峰宽 o信号弱 o二聚

体单电荷离子比例高 o峰不尖锐 o卫星峰很多 o

而 ≥� 和 �2≤ �≤ 基体给出的质谱峰明显优于

⁄��∀为验证这一结论 o用上述基体分别测定

了未知糖蛋白2牛精液提取物 o得出了类似的结

论 o进一步用非糖基化蛋白试验 ov种基体均可

给出较好的质谱峰 o但 ≥� 更好一些 o所以本文

以下实验均以 ≥�为基体 ∀

1 .2  样品的制备  为提高测定灵敏度 o本文在

制备样品时 o加入了适量的 × ƒ� ∀测定图谱的

好坏 o主要取决于样品与基体形成的晶型 o如果

样品中含有表面活性剂或其他难溶性盐 o则很

难产生好的结晶 ∀以 ��≥ 为例 o样品中含有

≥⁄≥ o不经处理测不出结果 o若在基体完成结晶

之前 o滴加冷水于靶上洗涤 o则可测出 � ≥图 ∀

所以制备未知样品时 o最好用显微镜监控晶型

形成情况 ∀在样品量少的情况下 o只要样品与

基体能形成好的晶型 o通过仪器的信号累加功

能 o同样可获得好的 � ≥图 ∀此外样品与基体

的比例对测定也会产生影响 o以未知牛精液蛋

白提取物为例 o将样品与基体的比例分别配成

tΒtsss和 tΒxsssk摩尔比l o均得出较好的结

果 o后者灵敏度较低 o但可通过仪器信号累加功

能加以调整 ∀实验中所需样品量极少 o通常样

品的浓度在 t °ª# °̄ p t左右 o若蛋白分子量为

t1yx ≅ tsp us
ªkts ®⁄¤l和 v1v ≅ tsp us

ªkus

®⁄¤l o则点样量分别为 y和 tu ³³° o由此说明

本法的灵敏度很高 ∀

1 .3  仪器参数的选择  样品制备是关键 o只有

好的晶型才有可能通过仪器参数的优化得出好

的 � ≥图 ∀实验中发现如在仪器自动设定条件

下观察不到质谱峰 o则靠仪器参数的调节也难

以奏效 o必须重新制样 o尤其是要考虑除去样品

中的缓冲盐和表面活性剂 ∀要获取最佳 � ≥

图 o经作者多次实验证明 }能量不宜设置过高 o

调至最大能量的 vs h左右为宜 ~叠加次数视情

况而定 o通常设在 us次左右 ∀

2  单一蛋白质的分子量测定

2 .1  非糖基化蛋白  采用 � ��⁄�2× �ƒ � ≥

测定了用大肠杆菌表达的非糖基化基因工程产

品 }��2u o× �ƒΑo� �2≤≥ƒ o��ƒΑu¥o≤¤� 片段

和 ±��≥的分子量 ∀其氨基酸数目 !理论分子

量 !测得分子量及测定误差见表 t ∀

Ταβ 1  Ρεσυλτσ οφ µεασυρεδ µ ολεχυλαρ ωειγητσ(ΜΩ) βψ µατριξ2ασσιστεδ λασερ δεσορπτιον

ιονιζατιον τιµε οφ φλιγητ µ ασσσπεχτροµετρψ(ΜΑΛ∆Ι2ΤΟΦ ΜΣ) φορ νον2γλψχοπροτεινσ

°µ²·̈¬± �∏°¥̈µ²©¤°¬±²¤¦¬§
×«̈ ²µ̈·¬¦¤̄ � •

k ≅ ts p us
ªl

� ¤̈¶∏µ̈§ � •

k ≅ ts p us
ªl

� ¨̄¤·¬√¨ µ̈µ²µ

k h l

��2u    tvw 3 u qy u qy    s q{

� �2≤≥ƒ tuz u qw u qx x qxy

× �ƒ2Α tx{ 3 u q| u q| s qt{

±��≥ t|| 3 v qz v qz s quy

�ƒ�2Αu¥ tyy 3 v qu v qu s qz|

≤¤� ©µ¤ª° ±̈· |x t q{ t q{ s qsx

3 �± ¤§§¬·¬²±¤̄ ° ·̈«¬²±¬±̈ ¬± ��u2·̈µ°¬±∏¶q ��2u } ¬±·̈µ̄̈ ∏®¬± u ~ � �2≤≥ƒ } ªµ¤±∏̄²¦¼·̈2
°¤¦µ²³«¤ª̈ ¦²̄²±¼ ¶·¬°∏̄¤·¬±ª©¤¦·²µ~ × �ƒ2Α}·∏°²µ±̈ ¦µ²¶¬¶©¤¦·²µΑ~ ±��≥ } ±̈ ∏µ¤̄ ±¬·µ¬¦²¬¬§̈

¶¼±·«¤¶̈ ~�ƒ�2Αu¥}¬±·̈µ©̈µ²± Αu¥~ ≤¤� }¦¤̄ °²§∏̄¬± q
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  从表 t 看出 } � �2≤≥ƒ 的测定误差为

x1xy h o不可能是由仪器误差引起的 o从其质谱

图看 o峰很尖锐 o而且产品很纯 ∀经 ∞§°¤±测

序 o发现 �端多 {个氨基酸 � � �≥⁄�≥� o将

这多出的氨基酸加入到理论氨基酸序列中 o得

到平均分子量为 u1x ≅ tsp us
ªktx1wu ®⁄¤l o与

测得分子量相比 o相对误差为 s1tu h ∀��2u与

��ƒΑu¥的测定误差接近 s1{ h o即比理论值大

约多一个氨基酸 o这可能是蛋白质被修饰了 o

如磷酸化 !半胱氨酸化等 o本文未作进一步确

证 ∀在 ��ƒΑu¥质谱图中k图 tl半峰宽较大 o峰

不对称 o可看出峰的左侧含有未分开的峰 o推测

是 �ƒ�Αu¥分子末端去除 � ∞× 引起的 ∀

2 .2  糖蛋白  在真核细胞内表达的蛋白 o通常

是糖蛋白 o由于糖的结构多样性 o使表达产物是

一个非均相性的混合物 o有些糖对蛋白的生物

学活性起重要作用 o如 ≤ � � 细胞表达的基因

工程人促红细胞生成素k∞°�l中的唾液酸就决

定着 ∞°�的体内生物学活性 o所以测定蛋白质

糖基化程度意义重大 ∀本文用 � ��⁄�2× �ƒ

� ≥法测定了 ∞°� o��ƒΑt o�≥∞ v种糖蛋白的

分子量 o并根据氨基酸序列计算了糖基化程度 o

结果见表 u ∀

图 u为 �≥∞的 � ��⁄�2× �ƒ � ≥图谱 ∀从

图 u可知 o� ≥峰很宽 o是一典型的非均一性糖

蛋白 o否则峰很尖锐 ∀由于本品是未知蛋白 o故

Ταβ 2  Ρεσυλτσ οφ µεασυρεδ µ ολεχυλαρ ωειγητσ

(ΜΩ) βψ ΜΑΛ∆Ι2ΤΟΦ ΜΣ φορ γλψχοπροτεινσ

°µ²·̈¬±
�∏°¥̈µ²©

¤°¬±²¤¦¬§

� ¤̈¶∏µ̈§ � •

k ≅ ts p us
ªl

≤²±·̈±·²©

¦¤µ¥²«¼§µ¤·̈k h l

∞°� tyy w qz   vx qz

�ƒ�Αt tyy v qw x qu

�≥∞ p v qz    p

 ∞°� } µ̈¼·«µ²³²¬̈·¬±~�≥∞}¥²√¬±̈ ¶̈ ° ±̈ ¬̈·µ¤¦·q

不能算出其糖基化程度 ∀ ∞°� 是一糖基化程

度很高的糖蛋白 o用 ≥⁄≥2°��∞和 �°≤2�°�≤

法测得其分子量约为 x1y ≅ tsp us
ªkvw ®⁄¤l o

而本文的 � ≥ 法测定结果为 w1z ≅ tsp us
ª

ku{1ys ®⁄¤l o两者相差达 {1| ≅ tsp ut
ªkx1w

®⁄¤l o由此提示 }≥⁄≥2°��∞和 �°≤2�°�≤ 两

种传统方法在测定糖基化程度较高的蛋白质分

子量时 o仅能给出表观分子量 o结果误差较大 ∀

家蚕细胞表达的生物分子 o其糖基化程度较低 o

从 ��ƒΑt 的测定结果看 o其糖的含量仅占

x1u h o理论推算和实测结果相一致 ∀由图 u和

∞°�的 � ≥ 图可知糖蛋白的 � ≥ 半峰宽很大

≈分别为 t1v ≅ tsp us
ªk{ ®⁄¤l和 w1| ≅ tsp ut

ª

kv ®⁄¤l  ∀通常 × �ƒ2 � ≥ 半峰宽是由同位素

引起的 o但并不会超过 {1v ≅ tsp uu
ªks1x

®⁄¤l o本文表 t !图 v和图 w中的非糖蛋白的测

定结果均证明了这一点 ∀故可用单电荷离子质

谱峰的半峰宽大于 {1v ≅ tsp uu
ªks1x ®⁄¤l作

为糖蛋白的一个判据 ∀

ƒ¬ª t  � ��⁄�2× �ƒ � ≥ ²© ¬±·̈µ©̈µ²± Αu¥q

≈ � � n } � ²̄ ¦̈∏̄¤µ¬²±~≈ ° � ±� u n } � ∏̄·¬³̄¼
¦«¤µª̈ § °²±²° µ̈²µ²̄¬ª²° µ̈o·«̈ ¶¤°¨¥̈ ²̄º q

ƒ¬ª u  � ��⁄�2× �ƒ � ≥ ²© ¥²√¬±̈ ¶̈ ° ±̈

¬̈·µ¤¦·q
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3  混合蛋白质的测定

3 .1  已知标准混合物的测定  多种蛋白质的

混合物不需分离就可同时进行分子量测定 o对

实际应用很有价值 ∀ � ��⁄�2× �ƒ � ≥在混合

物的分析中有突出的优点 o可同时测出多组分

的分子量 ∀但在多种蛋白质存在下 o会出现多

电荷分子离子峰和多聚体分子离子峰 o使质谱

图变得复杂 o由于它们分子量之间具有倍数关

系 o故可确定其峰的归属 ∀

图 v为肌红蛋白 !Β2乳球蛋白 !碳酸酐酶 ��

和牛血清白蛋白 w种蛋白质混合物的 � ��⁄�2

× �ƒ � ≥图谱 o在图中不仅可观察到蛋白质的

分子离子峰 o还可观察到它们相应的多电荷和

多聚体的分子离子峰 ∀各峰的归属直接标注于

图上 ∀w 种蛋白的分子量测定准确度分别为

s1s h os1sw h os1tu h和 s1t{ h ∀

3 .2  混合物中目的蛋白质的确定  图 w为含

钙调蛋白的混合物质谱图 o已知钙调蛋白的理

论分子量约为 u1{ ≅ tsp us
ªktz ®⁄¤l o经测定

混合物中含有分子量为 u1{ ≅ tsp tz
ªkty|vw

®⁄¤l的蛋白 o并且在质谱图中出现双电荷分子

离子和单电荷二聚体离子峰 ∀在该混合物中 o

钙调蛋白的含量是主要的 o其它杂质的分子量

均小于钙调蛋白 ∀由于钙调蛋白很难形成二聚

体 o故二聚体离子峰极小 ∀

ƒ¬ªv  � ��⁄�2× �ƒ � ≥ ²© ³µ²·̈¬± °¬¬·∏µ̈¶q

� } °¼²ª̄²¥¬±~�}Β2̄ ¤¦·²ª̄²¥∏̄¬±~ ≤ }¦¤µ¥²±¬¦

¤±«¼§µ¤¶̈ ��~�}¥²√¬±̈ ¶̈µ∏° ¤̄¥∏°¬±q

ƒ¬ªw  � ��⁄�2× �ƒ � ≥ ²© °¬¬·∏µ̈¶¦²±·¤¬±¬±ª

¦¤̄ °²§∏̄¬±q

3 .3  表达产物纯度和杂质相对含量的测定  

由于 � ��⁄�2× �ƒ � ≥一次可测出混合物中所

有物质的分子量 o所以可用该法初步测定表达

产物的纯度 o同时可得到所含杂质的分子量信

息 ∀图 x为在大肠杆菌中表达的钙调蛋白片段

质谱图 ∀从图中可观察到本品含有分子量为

t1y ≅ tsp ut
ªk|1yw ®⁄¤l和 t1x ≅ tsp ut

ªk|1sz

®⁄¤l的杂质 o不过含量很少 ∀从图 u中可看到

牛精液提取物中含有分子量为 w1| ≅ tsp ut
ª

kv1st ®⁄¤l oz1{ ≅ tsp ut
ªkw1zv ®⁄¤l ot1x ≅

tsp ut
ªk{1|t ®⁄¤l和 u1v ≅ tsp ut

ªktv1yy

®⁄¤l的杂质 o除 w1| ≅ tsp ut
ªkv1st ®⁄¤l的含

量较高外 o其余含量很低 ∀此外在 ��2u o

× �ƒΑo� �2≤≥ƒ o��ƒΑu¥o±��≥ o��ƒΑt 和 ∞°�

的质谱图中未见明显杂质 ∀
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ƒ¬ª x  � ��⁄�2× �ƒ � ≥ ²© ¦¤̄ °²§∏̄¬±

©µ¤ª° ±̈·q

4  结论

本文研究了 � ��⁄�2× �ƒr � ≥法在测定蛋

白质时的基体选择 !样品制备和仪器参数选择

方法 o并用于 y种非糖蛋白 !v种糖蛋白的分子

量测定 !混合物中各组分的鉴别 !表达产物中目

的蛋白质的纯度和杂质含量的确定等工作中 ∀

� ��⁄�2× �ƒ � ≥ 的实验结果证实了 ≥⁄≥2

°��∞和 �°≤2�°�≤ 法在测定糖蛋白分子量

时存在误差 o提出用质谱峰半峰宽大于 {1v ≅

tsp uu
ªks1x ®⁄¤l作为糖蛋白的一个判据 ∀本

文通过大量的应用实例证明 � ��⁄�2× �ƒ � ≥

法在蛋白质分子量 !纯度和杂质测定中具有结

果准确 !速度快 !样品消耗少等优点 ∀适用于研

究初期测定表达产物的分子量 !纯度和杂质情

况 o是测定稀少样品或昂贵样品的经济方法 ∀

作者认为从事基因工程产品开发和蛋白提取 !

纯化研究时 o� ��⁄�2× �ƒ � ≥ 是首选的检测

工具 ∀但由于 � ��⁄�2× �ƒ � ≥是新近出现的

技术 o到目前为止 o我国新生物制品报批工作中

还未对此作出要求 o相信将来会成为我国分子

生物学研究和蛋白质纯化监控的重要手段 ∀
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5中国学术期刊k光盘版l6简介

5中国学术期刊k光盘版l6是我国第一部具有权威性 !集成化 !多功能的中英文学术电子期刊 ∀本刊由光盘国

家工程研究中心 !北京清华信息系统工程公司联合组建的学术电子出版物编辑部主办 o清华大学出版社出版 ∀本

刊以现代信息技术手段为支撑 o以全面 !系统 !集中地反映我国各学科领域的科学研究成果和发展动态为宗旨 o通

过全文现刊 !全文过刊与详细摘要索引相结合的方式 o分理工 !医疗卫生 !农业 !经济法律 !教育 !政治 !文史哲和社

科综合八个专辑 o按月定期向社会出版发行 ∀

5中国学术期刊k光盘版l6各专辑均将包含国内优秀学术期刊五百余种 o每期总文字量计 t亿以上 ∀每类专辑

既保证各学科专业文献的相对集中 o又考虑了相关专业之间 !科研与应用之间的交叉关联 o使其既便于专业研究 o

又便于边缘学科研究和了解相关学科的发展动态 ∀现刊光盘既容纳了当月各期刊全文 o保证了信息传播的及时

性 o又配置了各期刊前五年过刊文献的摘要索引 o实现了在现刊光盘中对过刊的追溯式查询 ∀而过刊光盘可实现

全文可追溯查询与阅读 ∀

本刊以/清华全文光盘检索管理系统0为支撑软件 o且有全文检索 !多窗口编辑 !传真 !打印 !计时 !自动收费 !无

人值守自动查询打印等多项查阅管理功能 ∀该软件可在单机 !局域网 !广域网多种环境下运行 o从而可适用于大 !

中 !小各类图书资料单位 o并可为国际国内科研教育网k如 ��× ∞� �∞× 和 ≤ �����∞×l提供在线服务k�± p �¬±̈

≥ µ̈√¬¦̈l ∀

本刊将对我国科学研究 !技术开发及其管理手段的高度信息化 o对图书情报和新闻出版管理手段的现代化 o对

促进我国学术期刊国际地位的提高产生重大影响 o并必将对学术领域信息高速公路的建设和国民经济信息化建设

产生积极的推动作用 ∀
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