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采用MS—Fit进行肽质量指纹谱鉴定蛋白质时主要参数的优化 

彭咏波 ，母昭德 ，马永平 ，夏永鹏 -一，邱宗荫- 

(1．重庆医科大学药学院药物分析教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学生物化学与分子生物学教研室，重庆 400016； 

3．重庆市食品药品监督管理局 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：为了优化肽质量指纹谱(Peptide mass fingerprinting，PMF)鉴定蛋白质时采用 Ms—Fit引擎搜索的分析参数。方 

法：将 2一DE分离后的 Carbonic anhydrase一2和 BSA进行胶内充分酶解，肽段经过 MALDI—TOF—Ms分析得到 PMF数据。选择 

Swissprot数据库 ，以 Carbonic anhydrase2为模型优化搜索参数 。结果 ：主要搜索参数 的最佳设置为 ：半胱氨酸修饰为 

Carbamidomethylation，肽质量容错模型为百分数，在研究中0．1％容错数为最好。结论：本文通过标准蛋白对搜索主要参数的优 

化，建立了方便、可靠的MS—Fit搜索参数模式。 
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Optimization of the major parameters of MS-Fit in peptide mass 

fingerprint identify proteins 
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【Abstract】Objective：To optimize the major parameters of bioinformatics analysis conditions in process of PMF(Peptide Mass 

Fingerprinting) identi~ target proteins．Methods：In this process of experiment design and analysis．we made the Bovine 

Carbonic anhydrase-2 and BSA from 2-DE gel，after proteolysis with porcine trypsin and gathered the peptides，subsequently 

identified with MALDI-TOF MS and g0t【he peptides mass data．Then，we selected database of Swissprot and MS—Fit search 

engine，【he standard Carbonic anhydrase-2 protein used as model to set up protein search standard conditions．Re,．c~ts：Our 

study showed that the cysteine Was modified by carbam idomethylation more convenient in protein search，at the same time，the 

better mode of mass tolerance Was percentage and 0。l％ Was suitable tolerance in our search．Th en we used BSA mass data to 

check the accuracy of MS search standard conditions。Conclusions：Resul~ show that the optimized param eters are reliable． 
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通过 PMF数据进行生物信息学分析是蛋白质 

组分析中关键的技术环节之一。由于质谱仪本身的 

分析精度存在差别，加上研究人员对生物信息学搜 

索软件的认识和掌握程度不一，导致搜索结果的差 

别很大，以致不同实验室所得到的结果难以相互认 

同，甚至还可能对同一个事件(如某一种病理过程 

的比较蛋白质组学研究结果)得 出完全不同的结 

论，这一事实已引起蛋白质组学研究人员越来越 
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多的的关注【】叫。本文以牛 Carbonic anhydrase一2蛋 

白为模型优化并建立搜索标准参数，最后用蛋白 

BSA确证优化参数 ，对采用 MS—Fit引擎进行 PMF 

鉴定蛋白途径的主要参数进行了较为全面的考 

究。 

1 材料与方法 

1．1 实验仪器、药品和试剂 

MALADI—TOF—Ms质谱仪(ABI Applied Biosystems，US— 

A)；双向电泳系统(PR01'EAN IEF Cell，PRPTEAN lI Xi Cel1) 

(Bio—Rad，USA)。 

牛碳酸酐酶 2(Bovine Carbonic anhydrase 2)(pI 6．4；MW 
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2 9 k u ) ；牛血清白蛋 白(B S A )(P I 5 _8 ；M w 6 9 k u )(D 5 3 2 3 A ，T a K a R a ，

大连 )；质谱用胰酶 V 5 2 8 0 (2 0 6 0 6 l O l ，P m m e 鼬 ， u s A ) ；N H 脚 c 0 3

( c A s l 0 0 6 — 3 3 — 7 ) ；N a §20 3 (c A s l o l 2 一 17 — 7 ) ；{贝0序级 K 3 F e ( c N )

6 ( c A s l 0 4 7 一 19 — 5 ) ；测 序级 0 【一 腈 0 一 羟基 肉桂酸 ( d —

c v a | 1 0 —

4 一 h y d I D x y c j n n a m j c a c i d ， c H c A ) ( C A s 2 2 0 1 一 0 9 — 1 ) ；色 谱 纯 三

氟 乙 酸 ( T F A ) ( C A S l l 5 7 — 2 5 — 7 ) ( S I G M A
， u S A ) ；色 谱 纯 无 水

c H ，c N ( 2 0 0 6 0 4 1 2 6 ， 江 苏汉 邦科 技 有 限 公 司 ) ；超 纯 水 ( M Il l i —

p o r e ， u s A ) ；碘 乙 酰 胺 ( 0 9 1 5 8 5 3 ， s A N G O N ， 上 海 ) ；二 硫 苏 糖

醇 ( 【J2 3 6 19 ， S A N G O N ， 上 海 ) ；低熔点琼脂糖 ( Y Y 0 1 1 8 B l o 【)7 Y ，

s A N G O N ， 上 海 ) 。

1 ． 2 实验 方 法

1 ． 2 ． I 对 标 准 蛋 白 C a r b o n i c a n h y d r a s e 2 和 B S A 的前 处 理

从 双 向电泳 分离后 的银 染凝 胶 上 用 硅 化 取 样管精 确取 得 。 进

行质 谱 分 析 前 ， 样 品 按 下 列 程 序 准 备 ：① 脱 色 ：将 胶 块 放 入

1 m l 规格 的硅烷化 E P 管 中。 胶块先用 超纯水 涡漩洗 涤 1 m i n ×

3 次 ；接 着 用 5 0 肛 l 3 0 m m o 儿 K 3 F e ( C N )6，10 0 m m 0 儿 N a2s 2 0 3

( 1 ： 1 )溶液 脱 色至 银 置 换 完 全 ；水洗 3 遍 至 透 明 ；用 5 倍 胶块

体积 的 C H ，C N 脱水 3 次 ， 弃去 C H 3 c N ， 以 5 0 p l ，酽 1 10 0 m m o l，L

N H 。H c 0 ， 使胶 块 溶胀 ， 时 间 为 2 0 m i n ，g e l ；吸 出液 体后 再 用 无

水 c H ，c N 脱水 完 全 ；最 后 将 E P 管 中胶 块 冰冻 干燥 。 ②酶解

和 萃 取 肽 段 ：将 冰 冻 干 燥 的 胶 块 在 4 ℃ 冰 浴 中 吸 收 2 0 “ 1

10 n ∥斗 l 的胰酶溶液 ，g e l ， 时 间为 1 h ；接 着 向每 一 胶 块 上 层 的

液 体 中加 入 3 0 斗 l 4 0 m m 0 帆 N H 。H c 0 托 H ，c N 溶 液 ( 9 ： l ，

v／v ) ， 在 3 7 ℃ 水 浴 中酶解 2 4 h ；吸 出上 清液 ， 在水 浴 中用 3 0 u l

5 0 ％ c H ，c N ，5 ％ T F A 水 溶 液 萃取 l h × 2 次 ；分 别将 萃 取 液

合并后 冰冻干燥 【4 15I
。

1 ． 2 ． 2 c H c A 饱 和溶液及 样 品／基 质 溶液 制 备 质谱分析 前 ，

以 5 0 ％ C H ￡N ／5 ％ T F A 水溶 液 ( 1 ： l ， v ，v )配 制 成 3 m 咖 l 。 用

l 斗 l 5 0 ％ c H 3c N ，5 ％ rr F A 水 溶 液 ( 1 ： l ， v ／v )将 肽 混 合物 溶解

并 与 C H C A 基 质饱 和 溶液 I u l 混 合 。

1 ． 2 3 点样 取 混 合均 匀 的样 品 ，基 质溶液 1 仙 l 点在 质谱 仪

样 品板上 ， 在 室 温 、 沽净 条件 室 下 自然 干 燥 8 h 后 再 对 样 品基

质结 晶进 行质 谱 分析 。

1 ． 2 ． 4 质谱分析条件 3 3 7 n m 氮激光 ， 强 度( I n t e n s 时 ) ：2 0 0 ()～

2 2 0 0 坎 德 拉 ；反 射模 式 ( R e n e c t m n M 0 d e l ) ；加 速 电 压 ( A c —

c e l e r a t i n g v o l t a g e ) ：2 0 0 0 0 V ；延 迟 提 取 时 间 ( D e l a y e x t m c t i o n

t i m e ) ：1 2 0 n s ；栅 格 电 压 ( G r i d v o l t a 即 ) ：7 5 ％ ；导 向 网 ( G u i d e

w i r e ) ：0 -3 ％ ；质谱 图肽段 质量 范 围 8 0 ()～ 6 0 0 0 l J 。

2 结 果

2 ． 1 质 谱 数 据 的 获 得

2 ． 1 ． 1 质 谱 数据 校 正 由于 随 着 肽 段 质 量 数 的 增

加 ， 质谱分辨率 明显 下 降 ， 峰变 宽 ， 精确度 也 随之 下

降㈣
， 为 了 保 证 l 2 0 0 ～ 2 5 0 0 坎 德 拉 范 围 内肽段 质

荷 比 的 准 确 性 ， 采 用 c a l i h r a t i o n M i x 2 肽 混 合物 『血

管 紧张素 I ( 1 2 9 7 -3 ) ， 促 肾上 腺皮质激素片段 l ～ 1 7

( 2 0 9 3 ． 2 ) ， 促 肾上 腺皮质激 素片段 1 8 ～ 3 9 ( 2 4 6 5 ． 2 ) ，

促皮 质激素片段 7 。 3 8 ( 3 6 5 7 ． 5 ) ， 牛胰 岛素 ( 5 7 3 0 ． 9 ；

2 8 6 7 ． 0 )】外 标 校 正 ；同 时用 胰 酶 自切 峰【8 4 2 ． 5 】做 内

标校 正 以保证 数据 的可 靠性 。

2 ． 1 ． 2 标 准 蛋 白 c a r h o n i c a n h v d r a s e 2 和 B s A 的 质

谱分 析 把制 备好 的肽 混 合 物 ／c H c A 基 质 溶 液点

上 样 品 板 ， 经 过 M A L A D I — T O F — M s 分 析 获 得 如 下

M S 结果 ( 图 1 ) 。 将处 理 后 得 到 的 M S 原 始数据经 过

质 量 校 正 、 扣 除 角 蛋 白峰 污 染 峰 和 胰 酶 自切 峰后 ，

获得用 于 数据库搜索 的 M S 数据 。

2 ． 2 P M F 搜 索条 件 的 优 化

2 ． 2 ． 1 稳定参数 的设 置 在 使用 M s — n t 搜 索时 ， 选

择 具 有 蛋 白专 一 性 的 s w i s s p m t 作 为 筛选 数 据 库 ；

P e p t i d e m a s s e s 模 式根 据数据 处 理 时采 用 同位 素校

正 故 设 置 为 同位 素 ( M 0 n o n i s o t o p i c ) ；种 属 按 蛋 白来

源 选 择 牛 ( B 0 s t a u m s ) ；P I 设 置 6 ． 2 。 6 ． 6 ；M w 设 置 为

2 6 — 3 2 k u ；我 们参 考 猪 胰 蛋 白酶 的 酶解 充 分 时 间 条

件 ， 故漏 切位 点数选 择 1 个 ；H o m o l o g y M o d e 设 置 为

h o m o l o g )r ；可 能 的化 学 修饰 选 择 默认 模 式 下 的 P e p
—

t i d e N — t e 肿 i n a l G l n t 0 p y I ．0 G l u l O x id a t i o n 0 f M l

P r o t e i n N — t e r r n i n u s A c e t y l a t e d l 。

2 ． 2 ． 2 主 要 参数 的设 置 在 质 量 容错 ( M a s s T 0 l e 卜

a n c e )模 式 下 ， 引 擎 提 供 了 4 种 选 择 ， 按 大 小 依 次 为

u 、 ％ 、 p p m 和 m m u ， 我 们 分 别设 置 了 0 ． 1 u ( ％ ) 、 0 ． 5 u

图 l C a rb o n i c a n h y d r a s e 2 和 B S A 的 M S 图
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说明 ：1、2、3编码 的是对应 acrylamide修饰 ；4、5、6编码的是 对应 carboxymethylation修饰 ；7、8、9编码的是对应 Ca 

bamidomethylation修饰。 

表 3 BSA MS—FIT检测结果 

(％)、1．0u(％)、lOOppm(mmu)、500ppm(mmu)、1 000 

ppm(mmu)值来考察对搜索的影响；同时，考察了半 

胱氨酸 acrylamide、carboxymethylation、Carbamido— 

methylation修饰对搜索结果产生的影响。具体参 

数设置见表 1。 

2-3 PMF搜索结果 

2．3．1 MS—Fit的搜索结果 对 Bovine carbonic an— 

hydrase 2(CA—II)的PMF数据，按照表 1所列的各 

种不同的筛选参数组合在 Swissprot数据库中进行 

搜索的结果列于表 2。36种组合中，当半胱氨酸修 

饰设为acrylamide修饰时，在质量容错值很小的条 

件下，有 9种(D1、D4、D7、P1、P4、P7、M1、M4、M7)没 

搜索到蛋白数据；同时 Carbamidomethylation比ca卜 

boxymethylation更利于检索蛋白数据；根据序列覆 

盖率、肽段覆盖率以及检出候选蛋白数等结果表明， 

容错值 0．1％为最佳，其次是 1u和 500ppm(mml1)。 

此外，我们还得出选择百分数作为质量容错模式 

时，肽段匹配率和序列覆盖率均获得了很好的结 

果。 

2．3．2 MS—Fit搜索的优化参数 根据以上研究结 

果可知：(1)当对胶块充分酶解，漏切位点设为 1，选 

择 Swissprot数据库做蛋 白质 PMF分析时 ，Mass 

tolerance采用百分数时比较方便筛选候选蛋白。(2) 

在选择半胱氨酸的修饰时，Carbamidomethylation比 

carboxymethylation和 acrylamide相对要容易筛选出 

候选蛋白。 

2．4 蛋白BSA检验优化参数结果 

将 MS—Fit搜索条件下的 MW设为 68—72ku，PI 

设为 5．6 6．0。然后使用优化好的参数设置筛选 

BSA，均得到了很好的结果，证明了优化的参数是可 

靠、便捷的。结果见表 3。 

3 讨 论 
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蛋白质组学研究中的标准化问题已引起研究 

人员的高度重视。如果不同实验室间的数据不能互 

认，其研究结果是没有意义的。为此，人类蛋白质组 

组织(HUPO)于 2002年专门成立 了一个委员会 

(HUPO Proteomics standards initiative，PSI)来研究 

和解决这些问题l1'2]。与经典的蛋白质研究不同，在 

蛋白质组学的研究工作中，是通过质谱数据与蛋白 

(下转第787页) 
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续鉴定蛋白质的筛选提供了可靠、快捷 、高效的保 

证 。 
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