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纳米二氧化硅影响人肺癌细胞的定量糖蛋白质组学研究 

胡争艳    孙珍    张轶    吴仁安*    邹汉法*  

(中国科学院大连化学物理研究所  中国科学院分离分析化学重点实验室  国家色谱研究分析中心  大连 116023) 

摘要  纳米二氧化硅(纳米 SiO2)是一种正在规模化生产的纳米材料, 无定型纳米 SiO2因其吸入和口服对生命体不会造

成直接的危害被认为是生物安全的纳米材料, 已被广泛用于疾病诊断、生物分析和成像、药物载体等的研究中, 导致

其进入人体的方式日益增多, 因此它对人体健康影响的研究对于其作为生物材料真正实现广泛应用尤为重要. 本文采

用肼化学方法为基础的定量蛋白质组学对无定型纳米 SiO2进入人肺癌细胞后产生的影响进行了分析, 结果表明其进入

细胞后, 导致细胞内的平衡状态发生变化, 从而影响了细胞内许多重要的蛋白质的表达水平. 部分跨膜蛋白质表达的

变化对纳米 SiO2进入细胞的途径的阐明有一定的指导意义. 
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Glycoproteome Quantification of Human Lung Cancer Cells Exposed to 
Amorphous Silica Nanoparticles 
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Abstract  Engineered nanopartilces (NPs) are beginning to be used in many areas as their uniqμe properties. Recent years, 
the safety concerns on engineered NPs have been increased as the absence of the systemic understanding of biological sys-
tems exposed to NPs. Although amorphous silica NPs are gradually used in cosmetics, foods and medicinal products, the 
potential biological effects of them exposed to biological systems are still not comprehensively elaborated. Herein, we stud-
ied the biological effects of silica NPs to human lung cancer cells by quantitative glycoproteomic strategy. A549 cells ex-
posed to silica NPs were incubated with sodium periodate oxidation buffer to oxidize glycoproteins and then the cells were 
collected and cell lysis was carried out with the aid of ultrasonication in ice bath. The protein concentration was determined 
with Commasie brilliant blue stain. For control experiment, normal A549 cells were disposed as above mentioned method. 
Then the same amount of proteins extracted from A549 cells exposed to silica NPs or not were incubated with hydrazide 
beads to capture glycosylated proteins, respectively. The captured glycoproteins were digested with trypsin and PNGase F 
sequentially and both the non-glycopeptides and glycopeptides were collected, respectively. The obtained glycopeptides were 
used for the identification of the captured glycoproteins in both groups. And the collected non-glycopeptides were used for 
quantification of the captured glycoproteins through stable isotope dimethyl labeling. Therefore, the identification and quan-
tification of glycoproteins was more reliable and sensitive for collecting both the information from non-glycopeptides and 
glycopeptides over only collecting the glycopeptides because of the quantification of glycoproteins with a large number of 
non-glycoproteins. The quantification results showed that the expression of several critical proteins relating to cellular car-
bohydrate metabolism, cell cycle, cell-cell signaling and interaction, cellular movement etc. have been changed significantly. 
Some of the differently expressed proteins are membrane proteins, which may relate with the cellular uptake of silica NPs. 
The proteomic platform is showing a promising power to quantitatively investigate the biological response of a biological 
system to NPs exposure. 
Keywords  silica NPs; hydrazide chemistry; quantitative glycoproteomics; cell membrane proteins; human lung cancer cells

   
1  引言 

近年来纳米材料因其显著的小体积效应、表面效

应、量子尺寸效应及宏观量子隧道效应等特性, 被逐步

应用到医学成像、疾病诊断、药物传输、癌症治疗和基

因治疗等各个领域[1～5]. 但与此同时, 这些特性使得它

们进入生命体后所产生的化学活性和生物活性较非纳

米级材料存在显著变化. 因此, 纳米材料的生物安全性

引起人们的广泛关注[6～9].  
纳米 SiO2 是目前进行规模化生产的纳米材料之一. 

以石英为代表的晶体 SiO2 对人体危害很大, 吸入体内
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可导致组织纤维化、慢性阻塞型肺病、肺癌等[10,11]. 而
无定形纳米 SiO2 却因为吸入和口服对生命体没有造成

直接的危害被认为是安全的纳米材料, 因而被美国食

品药物管理局批准可作为食物及动物饲料的添加剂

使用. 但近年来无定形纳米 SiO2 被广泛用于疾病诊

断、生物分析和成像、药物及基因载体等的研究[12～15], 
使得其进入人体的方式日益增多, 因此无定型纳米

SiO2 材料对人体健康的影响的深入研究对于其作为

生物材料获得广泛应用显得尤为重要.  
目前对于无定型纳米 SiO2 对人体的潜在的影响研

究存在一定的差异, 研究结果不尽一致. Jin 等[16]的研究

表明纳米SiO2在其浓度低于0.1 mg/mL时对人肺癌细胞

不会造成明显的毒性. 而 Chang 等研究发现无定型纳米

SiO2 的毒性与细胞的代谢活性有关, 即在相同的处理条

件下, 倍增时间长的正常细胞比癌症细胞的受损程度要

大[17]. 同时, Ye 等[18]研究发现 21 和 48 nm SiO2在进入

H9c2(2-1)细胞后导致细胞内活性氧含量的增加, 从而

对心肌细胞造成了一定的毒性.  
由于纳米 SiO2 材料能够通过呼吸道等方式进入人

体到达肺部, 因此本文对人肺癌细胞(A549细胞)进行纳

米 SiO2暴露后, 利用肼化学法富集细胞糖蛋白, 然后通

过定量蛋白质组学的方法对纳米 SiO2 引起的细胞膜表

面的糖蛋白的变化进行测定, 从而在蛋白质水平上对纳

米 SiO2的潜在生物学效应进行考察.  

2  结果和讨论 

2.1  细胞毒性测试 

SiO2 纳米材料与细胞进行孵育后, 其光学显微镜和

透射电镜表征如图 1 所示, 材料进入细胞内部, 在透射

电镜下可以看出其在细胞内以囊泡的形式存在. 不同浓

度的纳米 SiO2分别作用于 A549 细胞 24, 48 h 后, 细胞

的存活率如图 2 所示. 在 SiO2处理 24 h 时, 低浓度 SiO2

毒性较小, 但处理时间到 48 h 时, 细胞毒性明显比 24 h
时有所增加, 并随着材料用量的增加而增大. 在 SiO2浓

度为 200 μg/mL 时, 细胞成活率已降至 50%左右. 而在

材料浓度为 50 μg/mL 下培养 A549 细胞 48 h 时, 细胞成

活率在 70%左右, 此时 SiO2 对细胞有一定程度的伤害, 
又可以保证多数细胞仍然存活. 因此提取细胞的蛋白作

蛋白质组学研究.  

2.2  SiO2纳米材料影响细胞的定量糖蛋白质组学分析 

实验组在对 A549 细胞进行 SiO2孵育后, 提取细胞

蛋白, 与正常 A549 细胞(对照组)提取蛋白比较进行定

量糖蛋白质组学分析, 其实验流程分别如图 3 和图 4 所

示. 使用肼微球分别富集实验组和对照组细胞提取蛋白

的糖蛋白, 然后通过胰蛋白酶酶解得到所富集糖蛋白的

非糖肽肽段 , 对其进行二甲基同位素标记, 通过 2D 
LC-MS/MS 分析即可得到蛋白质准确的定量结果, 定量

实验重复分析三次.  
实验中多维分析获得的 MS/MS 数据使用 DTA 

Supercharge (v2.0a7)软件转化成与 MASCOT 兼容的数

据模式, 用 MASCOT Version 2.1 (Matrix Science)软件

检索数据 . 数据库为加入反库的 IPI human V3. 52. 
faster, 用来评价鉴定的假阳性率(FDR). 搜库参数设置

如下[19]: 固定修饰为半胱氨酸残基＋57.0215, 可变修

饰甲硫氨酸残基＋15.9949, 发生在肽段 N-端和赖氨酸

上的二甲基修饰的轻、中标分子质量分别为＋28.0313, 
＋32.0564. 胰蛋白酶完全酶解(含 2 个漏切位点), 一级

谱的质量偏差为 10 ppm, 二级谱的质量偏差为 0.8 Da. 
保留打分值(MASCOT score)≥25 (rank1, P≤0.05)的肽

段进行蛋白定量 . 采用二甲基标记定量兼容的软件

MSQuant(v2.0a81)进行蛋白定量. 肽段的比值通过计算

轻、中标肽段的单同位素峰的离子强度(XIC), 蛋白的定

量结果取其所有定量到的肽段的平均值. 在同一次多维

分析中的所有定量结果通过软件 StatQuant(v 1.2.2)整合

并进行归一化处理. 经分析, 三次重复定量实验共鉴定

到 1702个蛋白. 为保证结果的可靠性, 只保留三次平行

分析中至少被定量到两次的蛋白, 满足此条件的蛋白共

有 1321 个, 结果如图 5(A)所示. 

 

图 1  纳米 SiO2处理前后 A549 细胞的光学相差显微镜及透射电镜扫描图. (A)光学相差显微镜下正常 A549 细胞(放大 200 倍); (B)光学相差显微

镜(放大 200 倍)和(C)透射电镜下 50 μg/mL SiO2处理 12 h 的 A549 细胞 
Figure 1  Images of A549 cells before (A) and after (B, C) SiO2 exposure. (A) Optical phase contrast microscope images of A549 cells in control group 
(200 times magnification); (B) Optical phase contrast Microsope (200 times magnification) and TEM (C) images of A549 cells treated with 50 μg/mL SiO2 
for 12 h 
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图 2  经 SiO2纳米颗粒处理的 A549 细胞的毒性测试结果 
Figure 2  Cellular viabilities of A549 cells treated with SiO2 nanoparti-
cles. 

 

图 3  A549 细胞培养及蛋白提取过程示意图 
Figure 3  Scheme of A549 cell culture and protein extraction 

由 PNGase F 酶酶解得到实验组和对照组细胞蛋白

中被富集糖蛋白之所对应的糖肽, 然后通过一维分析得

到准确鉴定, 每个样品重复分析三次. 一维分析得到的

MS/MS 数据与多维分析数据相同, 用 DTA Supercharge 
(v2.0a7)软件转化成与 MASCOT 兼容的数据模式, 用
MASCOT Version 2.1 软件检索数据. 搜库设置为: 固定

修饰为半胱氨酸残基＋57.0215, 可变修饰为甲硫氨酸

残基＋15.9949, 天冬酰胺残基＋0.9848; 其余搜库设置

与多维分析相同. 导出搜库结果后, 利用实验室研发的

Armone[20]软件整合糖蛋白鉴定结果, 设置假阳性率

FDR＜1%. 经分析, 实验组和对照组共鉴定到 656 个蛋

白质, 经 Armone 软件进行糖蛋白含量分析, 发现共鉴

定到 447 个糖蛋白, 而其中实验组样品共鉴定到 366 个 

 

图 4  基于肼化学富集过程的定量糖蛋白质方法流程示意图 
Figure 4  Scheme of hydrazide chemistry based quantitative glycopro-
teomics. 

 

图 5  数据处理结果. (A)三次二维分析蛋白的重复性分析; (B)一维分

析与二维分析中鉴定糖蛋白的结果比较; (C)糖肽一维分析结果比较 
Figure 5  Data processing results. (A) The overlap among the quantified 
glycoproteins by triplicates 2 D LC-MS/MS analysis. (B) The overlap of 
the glycoproteins identified by 1 D and 2 D LC-MS/MS analysis. (C) The 
overlap of glycoproteins identified with glycopeptides from control and 
experimental cells 

糖蛋白, 对照组样品共鉴定到 336 个糖蛋白, 结果如图

5(C)所示. 其中共有 254 个在两组样品中被重复鉴定. 
通过软件 TMHMM server2.0 分析后, 发现鉴定得到的

447 个糖蛋白中含有至少一个跨膜区域的有 284 个, 占
总鉴定糖蛋白的 63.31%, 占总鉴定蛋白数目的 43.14%.  

Zhang 等[21]通过肼微球富集糖蛋白后, 通过得到的

糖肽样品实现了糖蛋白的定量分析, 但这种方法的灵敏
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度和准确度都不够高. 因为对于只含有一个糖基化位点

的糖蛋白来说, 若用糖肽的同位素标记进行定量分析, 
则定量结果的准确性会受到不同样品标记效率的影响; 
而对于含有多个糖基化位点的糖蛋白来说, 则不同糖基

化位点的占有率的不同则也会影响标记结果准确性. 为
保证糖蛋白定量结果的可靠性, 我们将一维分析糖肽得

到的糖蛋白准确鉴定结果与多维分析非糖肽得到的定

量结果进行整合, 这是由于非糖肽的鉴定数目比糖肽

多, 定量结果会更加准确可信, 同时降低了定量结果的

随机误差, 结果如图 5(B)所示. 认为在一维分析和多维

分析中均被准确鉴定得到的糖蛋白视为准确定量的糖

蛋白, 符合此条件的蛋白共有 132 个, 其中膜蛋白有 70

个. 用 IPA (ingenuity systems)软件对其功能进行分析, 
结果表明被定量的糖蛋白主要与细胞分子之间相互作

用及细胞迁移、细胞形貌等相关, 同时还参与了细胞内

的多个作用网络的构成和调控.  
表 1 列出 SiO2 纳米颗粒孵育的细胞导致明显变化

(1.8 倍及以上, 且 RSD＜1)的 12 个糖蛋白, 其功能分布

用 IPA 软件进行分析, 结果如表 2 所示. 图 6 也列出了

差异表达的糖蛋白部分主要功能, 其中包括碳水化合物

代谢、细胞间信号传导及相互作用、细胞周期、细胞迁

移、代谢疾病、分子迁移和细胞死亡等, 说明 SiO2纳米

材料对细胞的正常生命活动产生了重要影响. 

 

图 6  差异表达糖蛋白的部分主要功能分布(p＜0.05)  
Figure 6  Several critical functional distributions (p＜0.05) of differently expressed glycoproteins analyzed with IPA software 

表 1  主要表达差异蛋白的变化倍数及其主要功能 
Table 1  Critical differently expressed proteins and their functions 

IPI 号 Swiss-Prot 表达差异倍数 RSD 主要功能 

IPI00012503 P07602 3.69 0.3 enzyme activator activity; lipid binding 

IPI00217766 Q14108 2.4 0.09 enzyme binding; receptor activity 

IPI00009111 Q13641 2.29 0.088 cell adhesion 

IPI00015842 Q15293 2.2 0.018 calcium ion binding; protein binding 

IPI00789155 B3KPG9 2.64 0.13 calcium ion binding 
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续表 

IPI 号 Swiss-Prot 表达差异倍数 RSD 主要功能 

IPI00045396 O43852 2.5 0.21 calcium ion binding; protein binding 

IPI00000877 Q9Y4L1 1.98 0.12 
activation of signaling protein activity involved in unfolded protein response;  
ATP binding 

IPI00027078 O75976 0.54 0.039 
metallocarboxypeptidase activity;  
serine-type carboxypeptidase activity; zinc ion binding 

IPI00025049 P20645 2.76 0.25 
mannose binding; mannose transmembrane transporter activity;  
transmembrane signaling receptor activity 

IPI00003813 Q9BY67 0.5 0.23 
positive regulation of cytokine secretion;  
susceptibility to natural killer cell mediated cytotoxicity;  
cell recognition; apoptotic process 

IPI00386755 Q96HE7 1.98 0.004 
flavin adenine dinucleotide binding; oxidoreductase activity, 
acting on a sulfur group of donors,  
disulfide as acceptor; electron transport chain 

IPI00301021 P43307 2.23 0.009 
SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane; 
activation of signaling protein activity involved in unfolded protein response; 
positive regulation of cell proliferation; translation 

 

表 2  IPA 软件分析得到的差异表达的糖蛋白的功能分布(p-value＜
0.05) 
Table 2  Functional distributions of differently expressed glycoproteins 
analyzed with IPA software (p-value＜0.05) 

Category p-value Molecule

Carbohydrate Metabolism 5.59E-04 PSAP 

Cell Cycle 5.59E-04 PSAP 

Cell-To-Cell Signaling and Interaction 5.59E-04 CADM1

Cellular Movement 5.59E-04 CADM1

Genetic Disorder 5.59E-04 PSAP 

Lipid Metabolism 5.59E-04 PSAP 

Metabolic Disease 5.59E-04 PSAP 

Molecular Transport 5.59E-04 PSAP 

Nervous System Development and Function 5.59E-04 PSAP 

Neurological Disease 5.59E-04 PSAP 

Organ Morphology 5.59E-04 PSAP 

Renal and Urological Disease 5.59E-04 PSAP 

Small Molecule Biochemistry 5.59E-04 PSAP 

Cellular Function and Maintenance 9.01E-04 
ERO1L, 
HYOU1

Cell Death 1.12E-03 CADM1

Cellular Compromise 1.12E-03 CADM1

Cellular Development 1.12E-03 CADM1

Embryonic Development 1.12E-03 TPBG 

Reproductive System Development and Function 1.12E-03 CADM1

Tumor Morphology 1.12E-03 HYOU1

Reproductive System Disease 1.68E-03 CADM1

Cardiovascular System Development and Function 2.79E-03 HYOU1

Organismal Development 2.79E-03 HYOU1
Renal and Urological System Development and  
Function 

3.35E-03 CADM1

Tissue Development 3.35E-03 CADM1

Organ Development 6.13E-03 PSAP 

续表 

Category p-value Molecule

Tissue Morphology 6.13E-03 PSAP 

Cell Morphology 7.24E-03 CADM1

Drug Metabolism 7.24E-03 ERO1L
Skeletal and Muscular System Development 
and Function 

8.91E-03 SCARB2

Endocrine System Development and Function 1.11E-02 HYOU1

Cellular Growth and Proliferation 1.33E-02 CADM1

Connective Tissue Development and Function 1.61E-02 ERO1L

Cellular Assembly and Organization 1.66E-02 CADM1

Inflammatory Response 1.72E-02 CADM1

Cardiovascular Disease 2.27E-02 SCARB2

Cancer 2.32E-02 HYOU1

Organismal Injury and Abnormalities 2.32E-02 SCARB2

Hematological System Development and Function 2.38E-02 PSAP 

Digestive System Development and Function 4.01E-02 CADM1

Hepatic System Development and Function 4.01E-02 CADM1

Post-Translational Modification 4.06E-02 ERO1L

Protein Folding 4.06E-02 ERO1L

Endocrine System Disorders 4.71E-02 HYOU1

 
而且这些差异表达的糖蛋白中, 经 TMHMM 软件

分析发现有 7 个糖蛋白存在 1 个以上的跨膜区域, 即膜

蛋白的比例占 58.33%. 差异变化的膜蛋白主要是

SCARB2, M6PR, CALU 等与细胞生命活动关系密切的

蛋白质. 经 Gominer 软件分析, 发现 M6PR 与跨膜信号

传导的受体活性及细胞的转运活性相关, SCARB2 与细

胞的粘附相关并且是溶酶体表面的一种受体蛋白, 而
CALU 则与 Ca2＋的结合等相关. 因此这些具有重要生物

学功能的膜蛋白可能与胞外 SiO2 进入细胞内部的过程

存在一定的关系, 对于纳米材料进入细胞的方式的研究

具有一定的指导作用.  



  
化 学 学 报 研究论文  

 
2064   http://sioc-journal.cn © 2012 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences Acta Chim. Sinica 2012, 70, 2059—2065
 

结果表明 SiO2 纳米材料进入细胞后引起细胞内微

平衡的改变, 细胞内部进行了一定的调整, 差异蛋白质

组学的分析结果表明细胞内发生了一系列细胞响应. 这
为纳米材料的生物学效应表征提供了新的方法和视角.  

3  结论 

本文利用基于肼化学富集糖蛋白的方法, 通过定量

蛋白质组学分析了 SiO2 纳米颗粒诱导的人肺癌细胞膜

糖蛋白表达的变化, 得到了较好的结果. 纳米 SiO2在刺

激人肺癌细胞后, 引起细胞内一些具有重要功能的糖蛋

白的差异表达, 从而为在分子水平上理解其对于细胞的

重要影响提供了可能性. 经 SiO2刺激后, 发生差异表达

的糖蛋白中有部分是含有至少一个跨膜区域的细胞膜

蛋白, 而细胞膜是直接与胞外 SiO2 纳米颗粒发生作用

的部位, 这一结果也为纳米颗粒进入细胞的方式的研究

提供了新的策略.  

4  实验部分 

4.1  试剂与仪器 

纳米 SiO2 材料、碘代乙酰胺(IAA)、二硫苏糖醇

(DTT)、TEAB(四乙基溴化铵)和 cocktail 试剂购自 Sigma
公司(St. Louis, MO, USA). A549 细胞购于中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心(Cell bank of type cul-
ture collection of Chinese Academy of Sciences). 肼微球、

尿素、NH4HCO3 等试剂均购自 Bio-Rad 公司(Hercules, 
CA). 甲酸购自 Fluka 公司 (Buches, Germany). 乙腈

(ACN, HPLC 级)购自 Merk 公司(Darmstadt, Germany). 
所有药品和试剂均为分析纯或色谱纯. CCK-8 试剂(cell 
counting kit-8)购于日本同仁化学研究所. 实验用水均为

Mill-Q (Millipore, Bedford, MA, MSA)系统纯化水. 分析

仪器为 LTQ 线性离子阱-静电场轨道场组合质谱

(LTQ-Orbitrap)购自 Thermo Fisher (San Jose, CA).  

4.2  细胞培养 

A549 细胞被放入 37 ℃含 5% CO2环境的培养箱中

进行培养, 培养液为含 10%小牛血清、100 unit/mL 青霉

素和链霉素的 RPMI 1640 培养基.  

4.3  纳米 SiO2悬液的制备 

称取一定质量的纳米 SiO2 颗粒, 用 PBS 溶液配制

浓度为1 mg/mL的纳米SiO2悬浮液, 超声分散后高压灭

菌消毒. 在使用前用RPMI 1640培养液分散成所需浓度

的材料悬浮液.  

4.4  细胞活性测试 

0.25%的胰酶消化液消化收集处于对数生长期的

A549细胞, 分散于RPMI 1640培养液中, 调整细胞浓度

至 40000 个细胞/mL, 接种于 96 孔板, 对照组和实验组

分别每孔 100 μL 细胞悬浮液, 空白组每孔 100 μL RPMI 

1640 培养液. 待细胞贴壁 12 h, 对照组换 200 μL RPMI 
1640 细胞培养液, 实验组和空白组换用含 SiO2 纳米颗

粒终浓度分别为10, 30, 50, 100和200 μg/mL RPMI 1640
培养液, 分别培养 24, 48 h. 到达培养时间后, 弃去培养

液, 用 PBS 吹洗 2～3 次, 每孔加入 100 μL 不含小牛血

清的培养基和 10 μL CCK-8 试剂, 避光 37 ℃孵育 1～2 
h, 然后用酶标仪测定 450 nm 下吸光度值(A). 以细胞活

性百分比作为 SiO2 纳米颗粒对细胞活性影响的评价指

标, 对照组细胞活性百分比为 100%, 其计算公式为:  
细胞活性百分比(%)＝(A 实验组平均值－A 空白组平均值)/ 
(A 对照组平均值－A 空白组平均值)×100% 

4.5  细胞蛋白提取、酶解及二甲基同位素标记处理 

0.25%的胰酶消化液消化收集处于对数生长期的

A549 细胞, 分散于 RPMI 1640 培养液中, 分散成 40000
个细胞/mL, 接种于直径为 15 cm 的含有 15 mL RPMI 
1640 培养液的细胞培养皿中, 待细胞贴壁 12 h后, 换成

含 0.1%小牛血清的 RPMI 1640 培养液在饥饿状态下培

养 12 h. 然后, 对照组细胞换 20 mL 含 10%小牛血清的

RPMI 1640 培养液继续培养, 实验组细胞则换 20 mL 分

散 SiO2的 RPMI 1640 培养液继续培养(SiO2的浓度则通

过细胞活性测试选取, 最终选取 50 μg/mL), 48 h 后细胞

长至大于 85%的融合度后收集细胞.  
弃去细胞培养液, PBS 洗涤三次后, 对照组与试验

组每块培养皿分别加入 2 mL 含 5 mmol/L NaIO4 的氧化

缓冲液(150 mmol/L NaCl, 100 mmol/L CH3COONa, pH 
5.5), 用锡箔纸包裹在 25 ℃摇床上反应 1 h 氧化细胞膜

表面糖蛋白[22]. 然后用细胞刮刀沿一个方向刮下细胞, 
分别收集对照组和实验组细胞, 并用氧化缓冲液洗涤细

胞两次, 低速离心收集细胞. 对照组和实验组细胞分别

用 4 mL 细胞裂解液分散, 然后冰浴超声裂解细胞, 具
体方法为: 超声功率 400 W, 超声 3 s, 间歇 3 s, 共超声

180 s. 超声破碎细胞后, 在 4 ℃下 13000 g 离心 1 h 除

去细胞碎片, 收集上清, 考马斯亮蓝法测定蛋白浓度.  
取两份 100 μL 肼微球颗粒, 用氧化缓冲液(pH 5.5)

洗涤两次后, 分别与 1 mg 对照组和实验组蛋白提取液

在 25 ℃下摇床孵育过夜富集糖蛋白[23]. 然后分别依次

用 1 mL 1.5 mol/L NaCl 溶液, 甲醇和 100 mmol/L 
NH4HCO3溶液洗涤三次, 每次洗涤后保持 25 ℃摇床继

续震荡 1 h 后进行下次洗涤 , 最后一次洗涤用 100 
mmol/L NH4HCO3 溶液孵育过夜后弃去溶液, 加入 500 
μL 8 mol/L Urea-100 mmol/L NH4HCO3溶液(pH 8.1)分
散肼微球, 然后加入 20 mmol/L DTT, 37 ℃摇床反应 2 
h. 然后加入 40 mmol/L IAA 在室温下避光反应 40 min, 
离心弃去上清, 加入 500 μL 100 mmol/L TEAB 溶液(pH 
8.0), 按 1∶25 加入胰蛋白酶酶解肼微球上富集的糖蛋

白, 37 ℃摇床反应过夜. 离心并收集胰蛋白酶酶解液, 
并用 100 mmol/L TEAB 溶液洗涤一次肼微球, 与酶解

液混合, 保存于－30 ℃待标记. 然后将肼微球用 100 



  
化 学 学 报 研究论文  

  
 
Acta Chim. Sinica 2012, 70, 2059—2065 © 2012 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    2065 

μL 100 mmol/L NH4HCO3溶液洗涤一次后, 分散在 100 
μL 100 mmol/L NH4HCO3溶液中, 加入 1 μL PNGase F
酶, 释放出 N-连接糖肽, 37 ℃过夜酶解后, 离心收集

PNGase F 酶解肽段, 并用 100 μL 100 mmol/L NH4HCO3

溶液洗涤一次与上述酶解液混合, 用 10% TFA 溶液调

节pH至2～3后, 将样品分别上载到经甲醇活化和0.1% 
TFA 溶液洗涤后的 C18 SPE 柱除盐, 然后用 80%乙腈- 
0.1% TFA 溶液洗脱肽段, 冻干, －30 ℃保存待检测.  

将胰蛋白酶酶解得到的 100 mmol/L TEAB 酶解液

(非糖肽样品)稀释到浓度约 25 μg 蛋白/100 μL, 按照每

100 μL 样品对照组加入 4 μL 4% CH2O, 4 μL 0.6 mol/L 
NaBH3CN, 实验组加入 4 μL 4% CD2O, 4 μL 0.6 mol/L 
NaBH3CN 进行标记反应[24]. 室温震荡反应 1 h 后, 实验

组和对照组分别加入 1% NH4OH 16 μL/25 μg 蛋白, 继
续室温震荡反应 15 min, 然后用甲酸酸化反应溶液调节

pH 至 2～3, 将实验组和对照组样品混合过 SPE 柱除盐, 
用 80% ACN/0.1% TFA 将肽段洗脱下来, 冻干, 在－30 
℃保存待分析检测.  

4.6  质谱鉴定 

微柱液相色谱-串联质谱联用系统(μHPLC/MS/MS)
由四元梯度泵、自动进样器和线性离子阱-静电场轨道

场组合质谱(LTQ-Orbitrap, 配纳升级电喷雾源)组成 . 
分离毛细管柱(75 μm i.d.)的一端在高温下拉制成内径约

5 μm 的尖头, 然后使用气压法将 C18(粒径 5 μm, 孔径

12 nm)装填至毛细管中, 装填高度为 12 cm 左右. 所使

用的流动相分别为 0.1%甲酸(FA)水溶液(A), 0.1%FA 乙

腈溶液(B), pH 为 2.7 的 1000 mmol/L NH4Ac 水溶液(C). 
质谱分辨率为 100000, 离子传输毛细管的温度为 200 
℃, 电喷雾电压为 1.8 kV, 归一化碰撞能量为 35.0%. 
MS 和 MS/MS 谱图采集使用数据依赖模式(data de-
pendent mode). 质谱扫描条件设置为一次从 400～2000 
Da 的全扫描紧接着 6 个最高峰的 MS/MS 扫描.  

在线多维的μHPLC/MS/MS分析方法为将标记后混

合好的非糖肽样品用 0.1%FA 溶液复溶, 通过自动进样

器上载到强阳离子交换(SCX)整体柱上(150 μm×7 cm 
i.d.). 然后分别用 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 
500 及 1000 mmol/L 的 C 相溶液将吸附在 SCX 预柱上

的肽段样品洗脱到反相(RP)分析柱上. 在每个盐梯度洗

脱后, 两根柱子用流动相 A 溶液平衡 10 min. 然后, 保
留在分离柱上的样品在下列梯度下进行反相分离 : 
0%～5% B 溶液, 5 min; 5%～35% B 溶液, 100 min; 80% 
B 溶液, 10 min. 然后样品被更高的盐梯度从 SCX 柱上

洗脱到分离柱, 一个新的反相分离循环开始, 分析柱流

动相流速约 200 nL/min. 标记样品被重复分析三次. 而
PNGase F 酶酶解得到的糖肽样品用 0.1%FA 溶液复溶

后, 一维反相分离分析, 具体方法为: 将样品手动上样

到 C18 分析柱上, 分离梯度设置为: 0%～5% B 溶液, 5 
min; 5%～35% B 溶液, 120 min; 80% B 溶液, 10 min; 最
后用流动相 A 平衡分离柱 10 min, 进行下一个样品分

析. 
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