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卤化多肽真空紫外激光解离及蛋白质组学分析
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摘要：化学修饰在蛋白质组学定量和相互作用分析等研究领域应用广泛。 本工作发展了一种针对复杂组织提取蛋

白质酶解样品的多肽溴化、碘化光化学修饰新方法，实现了酪氨酸、组氨酸、色氨酸位点的高效溴化和酪氨酸、组氨

酸位点的高效碘化修饰。 进一步采用 １９３ ｎｍ 真空紫外激光解离（ＵＶＰＤ）串联质谱技术对光化学溴化和碘化标记

后的鼠肝酶解肽样品进行了序列、修饰位点和光解离机制分析。 由于 Ｂｒ 和 Ｉ 原子对 １９３ ｎｍ 紫外光子的强吸收特

性，１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 可引起卤化位点的 Ｃ－Ｂｒ ／ Ｃ－Ｉ 键断裂并产生多肽自由基离子，自由基迁移进一步引起多肽骨架

碎裂。 此外，１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 与常规的高能碰撞诱导解离（ＨＣＤ）模式结合可以提升蛋白质组学的卤化位点定位准

确性。 因此，整合光化学卤化修饰和 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 可引发新型自由基解离途径，提升蛋白质组学的分析性能。
关键词：蛋白质组学；光化学卤化；串联质谱；１９３ ｎｍ 紫外激光解离；自由基解离
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ｌａｒｇｅ ｐｈｏｔｏａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｔ １９３ ｎｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｈｉｇｈ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｅｎｅｒｇｙ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｃａｎ ｇｅｎｅｒａｔｅ ａｂｕｎｄａｎｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅ ｈｉｇｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ． Ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｃｅｌｌｅｎｔ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆｆｅｒｅｄ ｂｙ １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｈｉｇｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｃｏｖｅｒａｇｅ ａｎｄ ｌａｃｋ ｏｆ ｃｈａｒｇｅ⁃ｓｔａｔｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ， ｈａｓ ｍｏｔｉｖａｔｅｄ ｉｔｓ ｕｓｅ ｉｎ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｍｉｃｓ． Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｂｒｏｍｉｎａｔｅｄ ａｎｄ ｉｏｄｉｎａｔｅｄ ｍｏｕｓｅ⁃ｌｉｖｅｒ ｔｒｙｐｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅｓ， ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ， ａｎｄ ｐｈｏｔｏｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ． Ｂｒ ａｎｄ Ｉ ａｔｏｍｓ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ａｂｓｏｒｂ
１９３ ｎｍ ｐｈｏｔｏｎｓ； ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ＵＶＰＤ ｃａｎ ｃｌｅａｖｅ Ｃ－Ｂｒ ／ Ｃ－Ｉ ｂｏｎｄｓ ａｔ ｈａｌｏｇｅｎａｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ｔｏ ｇｅｎ⁃
ｅｒａｔｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒａｄｉｃａｌ ｉｏｎｓ， ｗｉｔｈ ｆｕｒｔｈｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｂａｃｋｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｒａｄｉｃａｌ ｍｉ⁃
ｇｒａｔｉｏｎ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ ｗｉｔｈ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｈｉｇｈ⁃ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ （ＨＣＤ） ｍｏｄｅ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈａｌｏｇｅｎａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｈａｌｏｇｅｎａｔｉｏｎ ａｎｄ １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ ｃａｎ ｔｒｉｇｇｅｒ
ｎｏｖｅｌ ｒａｄｉｃａｌ⁃ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ．

引用本文：罗盼，薛洁滢，刘哲益，王方军． 卤化多肽真空紫外激光解离及蛋白质组学分析． 色谱，２０２５，４３（２）：１３１－１３８．
ＬＵＯ Ｐａｎ， ＸＵＥ Ｊｉｅｙｉｎｇ， ＬＩＵ Ｚｈｅｙｉ， ＷＡＮＧ Ｆａｎｇｊｕｎ． Ｖａｃｕｕｍ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｌａｓｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈａｌｏｇｅｎａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（２）：１３１－１３８．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｈａｌｏｇｅｎａｔｉｏｎ； ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＳ ／ ＭＳ）；
１９３ ｎｍ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｐｈｏｔｏｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ （１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ）； ｒａｄｉｃａｌ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ

　 　 蛋白质组学是全面分析生物体内蛋白质组成、
功能和相互作用的学科，高分辨质谱是蛋白质组学

研究的核心技术。 除了通用的蛋白质组学工作流

程，利用化学修饰引入标签可以显著促进质谱法对

蛋白质组的全面解析。 化学修饰的目标可以大致分

为 ４ 类：引入同位素标签进行定量；通过共价标记或

交联来探测蛋白质的结构；引入标签以改善复杂混

合物中特征肽段的离子化或解离特性；亲和富集各

种低丰度的翻译后修饰（ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄ⁃
ｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ， ＰＴＭｓ） ［１］。 在蛋白质组学分析中化学修

饰方法应满足以下标准：反应简单高效、无需复杂的

标记试剂制备过程；高反应特异性以降低样品的复

杂性和假阳性；温和的反应条件以保留非共价相互

作用和结构信息；标签与质谱分析兼容，防止干扰离
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子化和解离过程。 常规＞２４０ ｎｍ 的光化学修饰方

法通常需要设计光化学探针并添加各种催化剂、氧
化剂，而 １９３ ｎｍ 脉冲光化学标记方法无需各种添

加剂，可在纳秒尺度实现肽段的高效光化学溴化和

碘化修饰。
　 　 基于质谱的蛋白质组学分析高度依赖蛋白质或

肽段离子的高效解离，以获取丰富的序列和结构信

息［２］。 质谱解离模式可以分为碰撞激活、电子激活

和光激活 ３ 种类型［３］。 碰撞激活是目前最常用的二

级质谱解离方法，主要包括碰撞诱导解离 （ ｃｏｌｌｉ⁃
ｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＣＩＤ）和高能碰撞诱导

解离（ｈｉｇｈ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＨＣＤ），被
广泛应用于商用串联质谱仪中。 反应机理是通过与

非反应性气体原子之间的碰撞将部分动能转变为内

能实现肽段离子的解离，主要断裂酰胺键产生 ｂ ／ ｙ
碎片离子，该方法的最大缺陷是易产生不稳定翻译

后修饰（如磷酸化和糖基化）的中性丢失而影响肽

段骨架的高效解离［４］。 基于电子激活的质谱解离

方法，例如电子捕获解离（ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ ｄｉｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｉｏｎ， ＥＣＤ） 和电子转移解离 （ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＥＴＤ），主要断裂酰胺键后的 Ｎ－Ｃ 键

产生 ｃ ／ ｚ 碎片离子，避免翻译后修饰的中性丢失，但
是对前体离子电荷态具有显著依赖性［５］。 光解离

通过气相离子吸收光子激发产生碎片离子，解离过

程可根据激光参数的变化进行调节，目前已在多种

波长下实现了气相离子的质谱解离，主要包括红外

多光子解离 （ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，
ＩＲＭＰＤ）和紫外激光解离（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｌａｓｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｉｏｎ， ＵＶＰＤ）。 ＵＶＰＤ 通过吸收高能紫外光子选

择性激发肽段骨架或特征标签基团，可在纳秒甚至

更低的时间尺度激发和解离蛋白质离子，由于解离

可能直接从激发态产生，可以观察到广泛多样的碎

裂途径，从而获得高序列覆盖度和丰富的结构信息

且有助于翻译后修饰的保留［６］。
　 　 在 ＵＶＰＤ 解离中最常使用的激光波长是 １５７、
１９３ 或 ２６６ ｎｍ。 准分子激光器因产生的 １９３ ｎｍ 紫

外激光可选择性激发肽段骨架，且在空气中传输损

耗较小，已成功应用于蛋白质组学研究中，包括表征

磷酸化［７］、硫酸化［８］ 和糖基化修饰位点［９］，也被成

功应用于完整蛋白质和蛋白质复合物的结构分

析［１０，１１］，可实现对蛋白质序列、翻译后修饰及结构

的同时高精度解析。 近年来，我们实验室致力于真

空紫外激光解离质谱新仪器研制和相关应用研究，

在蛋白质序列和结构分析中取得了系列进展［１２－１６］。
１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 在蛋白质组学中的应用研究证明了

其可实现蛋白质序列鉴定覆盖率和可靠性的同时显

著提升［１７］。 通过化学修饰肽段引入光切割标签可

实现氨基酸选择性的质谱解离。 Ｊｕｌｉａｎ 等［１８］ 结合

４⁃碘苯甲酸修饰肽段和 ２６６ ｎｍ ＵＶＰＤ 开发了一种

自由基解离促进位点选择性键断裂的混合质谱策

略，芳香族基团可吸收 ２６６ ｎｍ 光子进而引发光不

稳定性 Ｃ－Ｉ 键高效和高选择性均裂生成自由基物

种，随后经碰撞活化进一步碎裂产生特殊诊断碎片

离子。

图 １　 （ａ）酪氨酸、组氨酸和色氨酸的主要卤化产物以及
（ｂ）卤化肽段的 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 解离示意图

Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｍａｉｎ ｈａｌｏｇｅｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｙｒｏｓｉｎｅ，
ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ， ａｎｄ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ａｎｄ （ ｂ） ａ ｓｃｈｅ⁃
ｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｈａｌｏｇｅｎａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｂｙ
ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　

　 Ｙ： ｔｙｒｏｓｉｎｅ； Ｈ： ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ； Ｗ： ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ． ＵＶＰＤ： ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ
ｐｈｏｔｏｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ．

　 　 本研究通过光化学标记方法实现了鼠肝酶解肽

酪氨酸、组氨酸、色氨酸位点的高效溴化和酪氨酸、
组氨酸位点的高效碘化修饰（图 １ａ），并通过 １９３
ｎｍ ＵＶＰＤ ／ ＨＣＤ 高分辨率质谱平台对光化学修饰

后的鼠肝多肽样品进行了串联质谱分析。 １９３ ｎｍ
ＵＶＰＤ 可引发卤化位点的 Ｃ－Ｂｒ 键或 Ｃ－Ｉ 键断裂产

生多肽自由基离子，并通过自由基迁移导致多肽骨

架进一步碎裂产生 Ｂｒ、Ｉ 丢失的碎片离子（图 １ｂ）。
组学分析发现 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 结合常规的 ＨＣＤ 解

离模式可以提高修饰位点的定位准确性。 本研究发
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展了一种光化学溴化、碘化修饰和 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 高

效整合的新型蛋白质组学质谱分析策略，１９３ ｎｍ 紫

外激光在真空条件下引发了新型自由基解离模式，
实现了卤化位点定位精度的同时提升。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｆｌｅｘ 超高效液相色谱系统和 Ｏｒｂｉ⁃
ｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ Ｔｒｉｂｒｉｄ 三合一超高分辨质谱分

析系统（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，美国）； １９３ ｎｍ ＡｒＦ 准分

子激光器 （Ｃｏｈｅｒｅｎｔ Ｌａｓｅｒ Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｇｍｂｈ ＆ Ｃｏ．
ＫＧ，德国）。
　 　 甲醇（色谱纯）和乙腈（色谱纯）购自 Ｍｅｒｃｋ 公

司（德国）。 牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、胰蛋白酶（ ｔｒｙｐ⁃
ｓｉｎ）、三（２⁃羧乙基）膦（ＴＣＥＰ）、碘乙酰胺（ ＩＡＡ）、
ＢＣＡ（二辛可宁酸）试剂盒、甲酸（ＦＡ）、三氟乙酸

（ＴＦＡ）、溴化钠（ＮａＢｒ）、碘化钠（ＮａＩ）、磷酸一氢钠

（Ｎａ２ＨＰＯ４）、磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４）、尿素、三羟甲

基氨基甲烷盐酸盐 （Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ）、十二烷基硫酸钠

（ＳＤＳ）、蛋白酶抑制剂 ｃｏｃｋｔａｉｌ 和其他未经标注的

化学试剂均购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司（美国）。 熔融

石英毛细管购自 Ｐｏｌｙｍｉｃｒｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司（美
国）。 Ｃ１８ ＡＱ ｂｅａｄｓ （ ３ μｍ， １２ ｎｍ ） 购 自

Ｓｕｎｃｈｒｏｍ 公司（德国）。 实验中所用到的去离子水

均由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯水系统（美国）制备。 鼠肝组织严格

按照欧盟动物管理规范（１９８６）的要求从大连医科

大学获取。
１．２　 鼠肝酶解肽和 ＢＳＡ 酶解肽制备

　 　 将老鼠肝脏切成小块，用预冷的 ＰＢＳ 缓冲液冲

洗 ３ 次后悬浮于自制的裂解液（含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素、５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、 ２％ ＳＤＳ 和 １％ ｃｏｃｋｔａｉｌ， ｐＨ
８􀆰 ０）中混合均匀。 在冰浴中进行超声破碎（２００ Ｗ，
５ ｓ×５ ｓ×３０ 次），并在 ４ ℃下超速离心（２０ ０００ ｇ， ３０
ｍｉｎ）去除碎片。 最后加入 ５ 倍体积的蛋白质沉淀

液（丙酮⁃乙醇⁃乙酸，５０ ∶ ５０ ∶ ０􀆰 １， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）来提取蛋

白质并在－２０ ℃下保存过夜。 在 ４ ℃下超速离心

（２０ ０００ ｇ， ３０ ｍｉｎ）收集蛋白质，并用预冷好的乙醇

洗涤。 鼠肝蛋白样品复溶于缓冲液中（含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３， ｐＨ ８􀆰 ０） 并通过

ＢＣＡ 法测定蛋白质样品的浓度。 １０ ｍｇ 蛋白样品

分别用 ＴＣＥＰ 还原和 ＩＡＡ 烷基化。 然后，通过添加

４ 倍体积的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 来稀释蛋白质

溶液。 再通过添加了质量比 １ ∶５０ 的酶⁃蛋白质的胰

蛋白酶在 ３７ ℃下过夜酶解。 最后酶解肽利用 Ｃ１８
ＳＰＥ 柱除盐，冻干，存储于－８０ ℃冰箱中待用。
１．３　 紫外光化学溴化和碘化标记

　 　 鼠肝酶解肽样品以 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的质量浓度溶于

磷 酸 盐 缓 冲 液 （ 含 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４、 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ 和 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＢｒ ／ ＮａＩ， ｐＨ＝
７􀆰 ４）中并使用实验室之前搭建的单脉冲毛细管反

应器进行光化学溴化和碘化标记［１９，２０］。 标记完成

后的鼠肝酶解肽样品通过 Ｃ１８ ＳＰＥ 柱除盐后冻干

存储于－８０ ℃冰箱中，等待进行后续的 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
分析。
１．４　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析

　 　 从－８０ ℃冰箱中取出鼠肝酶解肽样品，以 ０􀆰 １
μｇ ／ μＬ 的质量浓度复溶于 ０􀆰 １％ ＦＡ 水溶液中。
　 　 将 １０ μＬ 样品上样到自制的 ３ ｃｍ×１５０ μｍ ｉ．ｄ．
的 Ｃ１８（３ μｍ， １２ ｎｍ）预柱上，再使用 １５ ｃｍ×７５
μｍ ｉ． ｄ． 的 Ｃ１８ （ ３ μｍ， １２ ｎｍ） 分析柱以 ２００
ｎＬ ／ ｍｉｎ 的流速进行分离；流动相 Ａ 相为 ０􀆰 １％ ＦＡ
水溶液，Ｂ 相为 ０􀆰 １％ ＡＣＮ 水溶液，分离梯度为 Ｂ
相在 ７０ ｍｉｎ 内从 ５％ 升到 ３５％。
　 　 在正离子模式下采集数据。 一级质谱参数：电
喷雾电压为 ２􀆰 ３ ｋＶ，离子传输毛细管温度为 ２７５
℃， Ｏｒｂｉｔｒａｐ 分辨率为 １２０ ０００。 二级质谱使用

ＨＣＤ 和 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 两种解离模式，具体参数：在
ＨＣＤ 解离模式中，Ｏｒｂｉｔｒａｐ 中以“ ｔｏｐ⁃ｓｐｅｅｄ”方式

（３ ｓ）采集，自动增益控制（ＡＧＣ）为 ３×１０４，最长离

子注射时间为 ２２ ｍｓ，分辨率为 １５ ０００，解离的归一

化碰撞能量（ＮＣＥ）为 ２８％；在 ＵＶＰＤ 解离模式中，
１９３ ｎｍ 激光能量 １􀆰 ５ ｍＪ，脉冲为 １ ｐｕｌｓｅ，二级碎片

离子同样在 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 中以“ ｔｏｐ⁃ｓｐｅｅｄ”方式（３ ｓ）采
集，激发时间为 １ ｍｓ， ＡＧＣ 为 ３×１０４，最长离子注射

时间为 ５４ ｍｓ，分辨率为 １５ ０００。
１．５　 质谱数据分析

　 　 实验采集的 ｒａｗ 文件数据在 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓ⁃
ｃｏｖｅｒｅｒ ２􀆰 ４ 软件中进行进一步数据库检索分析。
检索参数设置如下：氨甲酰甲基化（ ｃａｒｂａｍｉｄｏｍ⁃
ｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ， Ｃ）被设置为固定修饰；光化学溴化标记

样品中 Ｂｒ１（ＹＨ） ＋７７􀆰 ９ Ｄａ、Ｂｒ２（ＹＨ） ＋ １５５􀆰 ８ Ｄａ、
Ｂｒ１Ｏ１（Ｗ）＋９３􀆰 ９ Ｄａ、Ｂｒ２Ｏ１（Ｗ） ＋１７１􀆰 ８ Ｄａ、Ｂｒ１Ｏ２
（Ｗ）＋１０９􀆰 ９ Ｄａ 和 Ｏｘｉ（ＭＷ）＋１５􀆰 ９９ Ｄａ 被设置为可

变修饰；光化学碘化标记样品中 Ｉ１（ＹＨ）＋１２５􀆰 ９ Ｄａ，
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Ｉ２（ＹＨ）＋２５１􀆰 ８ Ｄａ 和 Ｏｘｉ（Ｍ）＋１５􀆰 ９９ Ｄａ 被设置为

可变修饰；ａ、ｂ、ｃ、ｘ、ｙ 和 ｚ 系列碎片离子权重值均

被设置为 １。 结果与讨论部分的 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 二

级图谱均进行了 ｙ 轴放大处理以更加清晰地展示产

图 ２　 ＨＣＤ 和 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 解离鉴定到的溴化肽段二级质谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒｏｍｉｎａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ （ＨＣＤ）

ａｎｄ １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

生的碎片离子峰。

２　 结果与讨论

２．１　 新型自由基解离模式

　 　 通过实验室之前开发的光化学溴化和碘化修饰

方法可在温和的实验条件下对复杂鼠肝组织提取蛋

白质酶解多肽的特定芳香和芳杂环氨基酸进行修饰

从而引入独特的光切割标签，溴化标记的位点为酪

氨酸、组氨酸、色氨酸，碘化标记的位点为酪氨酸、组

氨酸［２０］。 ２６６ ｎｍ 光子已被证实在气相条件下可引

发碘化酪氨酸和组氨酸的 Ｃ－Ｉ 键均裂产生自由基

离子，随后进行碰撞活化以产生诊断片段离子［１８］。
文献报道 Ｂｒ、 Ｉ 原子在 １９３ ｎｍ 处具有强紫外吸

收［２１，２２］，因此具有更高单光子能量的 １９３ ｎｍ 紫外

光子在气相条件下有望引发溴化和碘化肽段修饰位

点的 Ｃ－Ｂｒ ／ Ｃ－Ｉ 键断裂产生肽段自由基。 实验通过

电喷雾离子化将光化学溴化和碘化标记后的鼠肝酶

解肽转移到气相条件中，并基于同时配备 １９３ ｎｍ
ＵＶＰＤ 和常规 ＨＣＤ 两种解离模式的高分辨质谱平

台对溴化和碘化标记后的鼠肝多肽样品进行蛋白质

组学 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析和数据库检索。
　 　 如图 ２ 所示，为了考察溴化修饰肽段的 １９３ ｎｍ
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ＵＶＰＤ 解离机制，实验选取了分别含有溴化酪氨酸、
组氨酸、色氨酸位点的 ３ 条肽段 ＶＶＥＩＡＰＡＴＨ（Ｂｒ）
ＬＤＰＱＬＲ、ＫＰＥＥＶＤＤＥＶＦＹ （ Ｂｒ２ ） ＳＰＲ、 ＡＰＭ （ Ｏ ）
ＦＳＷ（ＢｒＯ）ＰＲ 进一步分析其碎片离子峰。 对数据

库中未匹配到的碎片离子通过单同位素质量手动匹

配发现，母离子经 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 解离后均产生了与

Ｂｒ 丢失对应的质谱峰。 将结果与同一峰的 ＨＣＤ 解

离图谱进行比较，证实了通过 Ｃ－Ｂｒ 键的直接解离

形成了 Ｂｒ 丢失的肽段自由基。 在 ＨＣＤ 解离图谱

中没有观察到母离子的 Ｂｒ 丢失，可以证明 Ｃ－Ｂｒ 键

的裂解与 ２６６ ｎｍ 下的 Ｃ－Ｉ 键的裂解相似，均通过

区别于常规碰撞解离模式的高能解离途径进行［１８］，
Ｃ－Ｂｒ 键的光解离也必须从解离的激发电子态迅速

发生。
　 　 如图 ３ 所示，进一步对含有碘化酪氨酸、组氨酸

位点的两条肽段ＧＶＳＥＩＶＨ（ Ｉ）ＥＧＫ、ＡＡＤＴＩＧＹ （ Ｉ）
ＰＶＭＩＲ 的二级图谱分析以考察碘化修饰肽段的 １９３
ｎｍ ＵＶＰＤ 解离机制。 母离子经 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 解

离后均产生了与 Ｉ 丢失对应的质谱峰，且在同一峰

的 ＨＣＤ 解离图谱中没有观察到母离子的 Ｉ 丢失，证
实了 １９３ ｎｍ 紫外光子引发了Ｃ－Ｉ键的直接解离形

成了 Ｉ 丢失的肽段自由基。

图 ３　 ＨＣＤ 和 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 解离鉴定到的碘化肽段二级质谱图
Ｆｉｇ． ３　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｉｏｄｉｎａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＨＣＤ ａｎｄ １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

　 　 此外，在肽段溴化和碘化修饰后的 １９３ ｎｍ

ＵＶＰＤ 二级谱图发现了一些明显的 Ｂｒ、Ｉ 丢失的 ｙ
系列碎片离子峰：ＶＶＥＩＡＰＡＴＨ（Ｂｒ） ＬＤＰＱＬＲ 中的

ｙ１０－Ｂｒ·、ｙ１１－Ｂｒ·、ｙ１３－Ｂｒ·， ＫＰＥＥＶＤＤＥＶＦＹ（Ｂｒ２）
ＳＰＲ 中的 ｙ５－Ｂｒ·， ＡＰＭ（Ｏ）ＦＳＷ（ＢｒＯ）ＰＲ 中的 ｙ５

－Ｂｒ·、 ｙ７ － Ｂｒ·， ＧＶＳＥＩＶＨ （ Ｉ） ＥＧＫ 中的 ｙ４－Ｉ·、
ｙ５－Ｉ·、ｙ６ － Ｉ·， ＡＡＤＴＩＧＹ （ Ｉ） ＰＶＭＩＲ 中的 ｙ７－Ｉ·、
ｙ８－Ｉ·。芳香族 Ｃ－Ｂｒ 键的解离能约为 ３５１ ｋＪ ／ ｍｏｌ，
Ｃ－Ｉ 键的解离能约为 ２８０ ｋＪ ／ ｍｏｌ， １９３ ｎｍ 紫外光

子的 能 量 相 比 ２６６ ｎｍ 光 子 更 高， 约 为 ６２０
ｋＪ ／ ｍｏｌ［１８］。 上述结果证明高能 １９３ ｎｍ 紫外光子

激发卤化肽段到激发电子态，进而通过区别于常规

碰撞解离模式的高能解离途径导致溴化酪氨酸、组
氨酸、色氨酸的 Ｃ－Ｂｒ 键断裂和碘化酪氨酸、组氨酸

的 Ｃ－Ｉ 键断裂。 这种光活化过程类似于 ２６６ ｎｍ 光

子引发的碘化酪氨酸和组氨酸的 Ｃ－Ｉ 键断裂，是一

种选择性产生自由基位点的有效方法，然后肽段自

由基的迁移引发了多肽骨架断裂产生了 Ｂｒ、Ｉ 丢失

的碎片离子。
２．２　 卤化位点定位准确性提升

　 　 卤化修饰位点的精确定位需要依赖于修饰残基

两侧骨架裂解所产生的 Ｎ 端和 Ｃ 端碎片离子的包

围与标识。 在对复杂组织样品酶解肽进行蛋白质组

学分析时，常规的 ＨＣＤ 解离模式可以实现大多数
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卤化肽段修饰位点的精确定位，但由于肽段数量众

多，仍存在修饰位点定位不精确甚至于错误定位的

情况。 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 作为一种补充解离模式可一

定程度提高卤化位点的定位准确性，这两种解离模

式的结合可以提高蛋白质组学的分析性能。

图 ５　 溴化 ＳＬＧＱＷＬＱＥＥＫ 肽段经（ａ）ＨＣＤ 和（ｂ）１９３ ｎｍ
ＵＶＰＤ 解离模式鉴定的二级质谱图

Ｆｉｇ． ５　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒｏｍｉｎａｔｅｄ ＳＬＧＱＷＬＱＥＥＫ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ （ａ） ＨＣＤ ａｎｄ （ｂ） １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ
ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

　

　 　 以单碘化修饰肽段 ＤＩＶＥＡＨＹＲ 为例，肽段上有

两个相邻的可修饰组氨酸和酪氨酸位点，要实现单

碘化修饰的精确定位需要组氨酸和酪氨酸残基两侧

图 ４　 碘化 ＤＩＶＥＡＨＹＲ 肽段经（ａ）ＨＣＤ 和（ｂ）１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ
解离模式鉴定的二级质谱图

Ｆｉｇ． ４　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｉｏｄｉｎａｔｅｄ ＤＩＶＥＡＨＹＲ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ （ａ） ＨＣＤ ａｎｄ （ｂ） １９３ ｎｍ
ＵＶＰＤ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

　

骨架裂解的 Ｎ 端和 Ｃ 端碎片离子的包围与标识。
如图 ４ 所示，对比肽段的 ＨＣＤ 和 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 二

级谱图发现，１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 相比于 ＨＣＤ 解离模式

产生了更丰富的碎片离子数量并具有更高的打分

（Ｘｃｏｒｒ）值。 在 ＨＣＤ 解离图谱中仅匹配到了 ｙ１ 和

ｙ３ 碎片离子峰，在数据库检索结果中自动将该肽段

的碘化修饰位点定位到了组氨酸残基，导致了碘化

位点的定位错误（图 ４ａ）。 相比之下，在该肽段的

１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 解离图谱中额外鉴定到了 ｙ２ 碎片离

子峰，ｙ１ 的单同位素质量没有碘修饰的偏移，而 ｙ２

相比未修饰的碎片离子峰偏移了一个碘的质量（图
４ｂ）。 这表明 ＤＩＶＥＡＨＹＲ 肽段的单碘化修饰发生在

酪氨酸而不是组氨酸残基，实现了碘化修饰位点的

精确定位。 此外，在 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 图谱中也匹配到

了 Ｉ 丢失的肽段自由基质谱峰和 ｙ 系列碎片离

子峰。
　 　 肽段 ＳＬＧＱＷＬＱＥＥＫ 根据一级质谱中母离子的

单同位素质量匹配表明发生了溴氧化修饰，对于这

种仅含有一个理论上可修饰位点的肽段，卤化位点

的精确定位仍然需要修饰残基两侧骨架碎裂产生的

丰富碎片离子以提高修饰位点定位的可信度。 如图

５ 所示，１９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 相比于 ＨＣＤ 解离模式观察

到了 Ｂｒ 丢失的肽段自由基质谱峰，在色氨酸的周围

骨架发生了广泛的解离并提供了丰富的碎片离子，
从而提供了更高的 Ｘｃｏｒｒ 值。 在 ＨＣＤ 解离图谱中

色氨酸和亮氨酸之间没有鉴定到骨架碎裂产生的 Ｎ
端或 Ｃ 端碎片离子（图 ５ａ）。 相比之下，在该肽段

的 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 解离图谱中鉴定到了对应于色氨

酸残基两侧骨架裂解的 Ｎ 端碎片离子峰 ａ４、ｂ４、ｃ４

和 Ｃ 端碎片离子峰的 ｙ５、ｙ６－Ｈ２Ｏ、ｚ６、ｚ６－１（图 ５ｂ）。
其中 ａ４、ｂ４、ｃ４、ｙ５ 的单同位素质量没有溴氧化修饰

的偏移，而 ｙ６－Ｈ２Ｏ、ｚ６、ｚ６ －１ 的单同位素质量发生

了溴氧化修饰的偏移，实现了溴氧化修饰位点的精

确定位。

·７３１·
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３　 结论

　 　 本研究利用光化学标记方法实现了鼠肝酶解肽

样品的高效率溴化和碘化修饰，并通过 １９３ ｎｍ
ＵＶＰＤ 结合常规的 ＨＣＤ 解离模式对光化学溴化和

碘化标记后的组学样品进行了光解离机制和序列、
修饰位点分析。 卤化修饰赋予了肽段独特的光切割

标签，在真空条件下利用 １９３ ｎｍ 高能紫外激光激

发卤化肽段引发了新型自由基解离途径，卤化位点

的 Ｃ－Ｂｒ 键或 Ｃ－Ｉ 键断裂产生多肽自由基离子，通
过自由基的迁移进一步引起多肽骨架碎裂产生 Ｂｒ、
Ｉ 丢失的碎片离子。 组学分析发现常规的 ＨＣＤ 解

离模式结合 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 可以提高鼠肝酶解肽卤

化标记后的位点定位准确性。 这种光化学溴化、碘
化修饰和 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 高效整合的新型蛋白质组

学质谱分析策略在蛋白质组学分析中具有广阔的应

用前景。
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