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利用CID MS3质谱的中性丢失分析 
多肽糖基化位点
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摘  要：蛋白质糖基化修饰位点的定位分析在糖基化蛋白质研究领域至关重要，本实验建立CID中性丢失引发的多

级质谱对多肽糖基化位点分析的方法。以糖基化多肽为研究对象，采用ESI CID MS对Amadori糖基化多肽进行CID 

多级激发裂解，MS3裂解分别可以由3H2O、3H2O＋HCHO的中性丢失引发，根据糖基化肽段的分析鉴定，均可完成

对糖基化修饰位点的定位分析，但是在多级质谱分析中，3H2O中性丢失引发的糖基化肽段的鉴定更加精确，且在

干热条件下，卵清蛋白中的K227相对K229更易发生糖基化修饰。综上分析，通过CID MS3多步激发质谱技术可以

对一糖多肽进行糖基化定位分析。
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Abstract：Identification of the glycated sites in proteins plays an important role in the field of protein glycation. In the 

present study, we have established a CID neutral-loss-triggered MS3 method to analyze the glycated sites in proteins. ESI-

CID-MS was used to stimulate multi-site cleavage in glycated Amadori peptides. MS3 scans triggered by neutral losses of 

3H2O and 3H2O + HCHO produced similar results in terms of glycated peptide identification. However, neutral loss of 3H2O 

resulted in more accurate glycated peptide identification in multi-stage activation experiments. The results showed that the 

K227 was more easily glycated by D-glucose when compared with the K229 in ovalbumin under dry heating conditions. 

Overall, the multi-stage activation approach could identify the glycation site in peptides with one glycosylation site.
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基于Maillard反应初级阶段的蛋白质糖基化修饰常被

用于食品蛋白质的糖基化改性[1-2]。Maillard反应是食品领

域比较常见的化学反应，由该反应引起的糖基化蛋白质

比其他化学修饰得到的蛋白质更安全[3]，且糖基化蛋白质

的乳化性、凝胶性较好[4-7]，具有改变食品芳香性、表面

活性和组织结构等功效[8-9]，另外，很多研究表明，Maillard

反应产物具有抗氧化[10-11]、抗菌[12-13]、抗高血压[14]、抗癌和

抗诱变[15]等生理活性。

蛋白质糖基化修饰位点定位为正确理解蛋白质功

能性质、抗氧化活性及营养特性变化机制提供了理论基

础。采用LC-MS技术可以很好的对蛋白质糖基化修饰进

行定位分析，就葡萄糖的修饰而言，其糖基化初级产物

的质谱峰会发生162u的偏移，通过观察质谱峰的偏移量

是否为162u的倍数就可以对糖基化多肽或蛋白质进行确

认[16-20]。但是，一级质谱只能确定多肽是否被糖基化修

饰，采用CID-MS/MS质谱可以对小分子质量的糖基化多

肽位点分析，但是，在CID裂解过程中，多肽修饰糖基

上产生的多项中性丢失(如H2O、2H2O、3H2O、4H2O、
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3H2O＋HCHO和C6H10O5)峰为MS-MS图谱中的主要质谱

峰，因此肽段裂解片段非常有限甚至很弱[21]。主要是由

于在CID-MS/MS过程中，蛋白质肽段裂解之前分子间的

振动能量会重新分配，因此，多肽侧链修饰基团上的最

弱的键很容易被打断，导致中性丢失的产生。但是特定

的中性丢失如3H2O＋HCHO的形成可以为糖基化肽段中

位点的确定提供帮助，即采用糖基化肽段的中性丢失触

发三级质谱，并通过中性丢失后结构进行糖基化位点的

定位分析[22-23]。一般来说，在CID的裂解过程中，修饰

糖基上会丢失[3H2O](中性丢失54u)，[3H2O＋HCHO](中

性丢失84u)，和丢失[3H2O＋H2C5O2](中性丢失150u)，

见图1。对于单纯的糖基化多肽而言，通过中性丢失在

多肽进行糖基化定位研究方面存在一定的优势，但是对

于在加热条件下产生的糖基化蛋白质来说，需要采用蛋

白酶进行适当的酶解后再通过在线质谱检测，才可能较

好地分析糖基化修饰位点，本实验利用非特异性胃蛋白

酶对糖基化卵清蛋白进行酶解，使其蛋白质覆盖率比

胰蛋白酶等其他特异性酶高出20%以上，采用中性丢失

的多级质谱技术对酶解后的糖基化肽m/z 9213+序列为：

FRVASMASEKMKILELPFASGTMSM进行定位和分析，从而

在精确分子水平上对肽段上的易感位点进行研究。

HO

HO

Amadori 化合物([M+H]+)

Amadori 化合物([M+H]+)

H3O
+([M+H]+ 18)

亚胺离子([M+H]+ 150)

C5H5O
+([M+H]+ 54)

HO

HO

HO

HO

H2O

150u

2H2O CH2O

2H2O

CH2 N+HR

HO HO

HO
OHOH+

OH+

O+

O+

O+

NHR

NHR

NHR

NHR

NHR

OH

OH

图 1 糖基化修饰在CID MS/MS质谱检测过程中的中性丢失

Fig.1 Neutral loss of glycation modification in CID-MS/MS analysis

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

糖基化多肽，糖基化卵清蛋白经胃蛋白酶酶解所

得，为卵清蛋白上的AA218～AA242，其序列为：F R V A S M 

A S E K M K I L E L P F AS G T M S M。

卵清蛋白Ⅳ、D-葡萄糖、胃蛋白酶 美国Sigma公

司；乙腈、甲酸(色谱纯) 美国Fisher公司；其他试剂为

分析纯。

1.2 仪器与设备

配两个LC-10AD泵的液相色谱仪 日本岛津公司；

LTQ-ESI CID MS 美国Thermo Scientific公司；C3柱子

(1.0mm×50mm) 美国Micro-Tech Scientific公司。

1.3 方法

1.3.1 糖基化多肽的制备及分离

将卵清蛋白和葡萄糖按质量比1:1溶于Tris缓冲液

(pH7.8)中，取100μL混合液移至0.5mL的离心管中，冷

冻干燥。干燥样品置80℃条件下加热30min，加入200μL

超纯水于干热后的糖基化样品管中，使完全溶解，采用

5000u分子质量滤膜除去多余葡萄糖。

糖基化卵清蛋白经二硫苏糖醇(DTT)还原后，移取

0.5μL样品溶液于20μL、pH2.2的盐酸溶液中，添加5μL 

1%的胃蛋白酶溶液，在0℃条件下酶解10min，移取20μL

酶解液上样，采用LC FT-ICR MS检测和分离，得到肽段

m/z 9213+及其糖基化多肽。

1.3.2 LC FT-ICR MS检测分析

采用双泵微米级液相进行梯度洗脱，流动相A：

5%乙腈水溶液、0.1%甲酸水溶液；流动相B：95%乙腈溶

液。洗脱梯度为：0～5min，98% A，2% B；6min，85% A，

15% B；15min，70% A，30% B；16min，50% A， 

50% B；17～22min，5% A，95% B；23min，95% A，

5% B；28min，STOP。流速为0.05mL/min，进样量

20μL，液相设备与FT-ICR MS 设备直接相连，在6min时

采集图谱，采集时间为15min[24]。选取目标肽段，并进行

相对糖基化程度计算和收集。参照Kislinger等[25]的方法，

进行适当修改，用下式计算。

/% = ∑                                                                                        100

1.3.3 LTQ-CID MS3检测分析

采用LTQ-CID MS 3对目标肽段进行多级质谱检

测。借助哥伦比亚大学的蛋白质分析工具网站http:/ /

prospector.ucsf.edu/prospector /mshome.htm 进行分析。

2 结果与分析

2.1 FT-ICR MS对糖基化肽的检测分析

通过LC FT-ICR MS对糖基化卵清蛋白的胃蛋白酶

酶解也进行分离纯化，在保留时间9min左右出现多肽 

m/z 9213+(FRVASMASEKMKILELPFASGTMSM)的洗脱峰，

质谱图如图2所示，多肽m/z9213+的质谱峰非常明显，同

时出现了分别增加162u和324u的新的质谱峰m/z9753+和 

m /z 10293+，因此可以初步判断，该部分肽段在加热

30min条件下，发生了部分糖基化，分别存在一糖肽、二

糖肽两个主要糖基化片段，根据糖基化肽段的离子峰丰

度，利用1.3.2节计算肽段的糖基化程度为28%。由于该

肽段中含有易发生N-糖基化的氨基酸：两个LYS和一个

ARG，同时还存在易发生O-端糖基化的SER和THR，而

质谱分析得出，经过糖基化修饰后，分别被一个和两个

糖基修饰，可能在该条件下存在糖基化敏感和非敏感位

点，对糖基化修饰位点的定位分析至关重要。
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Fig.2 FT-ICR MS spectrum of m/z 9213+ peptide and glycated peptide

2.2 糖基化肽中性丢失162u的ESI-CID MS3分析

采用中性丢失CID MS2进行糖基化肽裂解，选择

理想的中性丢失离子－162u (C6H10O5)，－84u(3H2O＋

HCHO)，－54u(－H2O)分别进行CID MS3检测，通过数

据库工具和多肽序列的综合分析和计算，可以确定糖基

化修饰位点。本实验采用LTQ-MS/MS技术对各肽段进行

裂解，得到m/z 9213+肽段的CID MS/MS裂解碎片，首先

采用ESI-CID MS/MS对m/z 9213+的序列进行确认(质谱图

3A)，其CID裂解碎片质谱图上可以与网站数据库上得到

的裂解片段基本完全吻合，因此可以断定m/z 9213+的蛋白

质序列为FRVASMASEKMKILELPFASGTMSM。

通过图2可以确定，m/z 9753+和m/z 10293+比m/z 9213+

增加了162.05u和324.1u，根据计算可以确定这两个质谱

峰为m/z 9213+的一糖多肽和二糖多肽，但是为了进一步确

定是否为m/z 9213+的糖基化肽，需要MS3的质谱分析，如

图3B所示。
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图 3 m/z 9213+的CID MS2裂解片段(A)和m/z 9753+中性丢失162u 

离子峰9213+的CID MS3裂解片段(B)

Fig.3 CID MS2 spectrum of m/z 9213+ (A) and CID MS3 spectrum of  

m/z 9753+ (B) with neutral loss 162 u

图3是m/z 9753+中性丢失162u的离子峰m/z 9213+的CID 

MS3 裂解片段，可以看出，m/z 9213+的三级质谱离子峰碎

片与m/z 9213+的CID MS2相同，图3A质谱图清晰明了，母

离子的裂解片段基本上都可以找到，图3B为糖基化肽在

MS-MS过程中中性丢失峰9213+的裂解片段，可以看出，

其裂解片段可以在图谱中找到大部分，但是，图谱非常

复杂，杂峰很多，如果用此质谱图来分析蛋白质氨基

酸序列非常困难，但是通过图3B的分析，可以确定

m /z  9753+为m/z 9213+糖基化修饰的质谱峰。由于该序列

中含有两个K和1个R，因此，为了对该序列中的糖基化

位点进行确定，本研究通过对糖基化肽CID MS2中性丢失

(54u和84u)片段的MS3检测，利用蛋白质组学数据库网站

和质谱数据的人工分析，可以对糖基化肽修饰位点进行

确定。

2.3 糖基化肽中性丢失54u的ESI-CID MS3分析
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Fig.4 CID MS3 spectrum of m/z 9753+ with neutral loss 54 u

由图 4 的裂解碎片可以看出，虽然中性丢失

的 质 谱 图 中 杂 峰 较 多 ， 但 是 主 要 峰 值 仍 然 为 肽

FRVASMASEKMKILELPFASGTMSM的主要裂解片段，

较为清晰，在质谱图中将找到的主要片段已经标出，其

中，K227被糖基化修饰的特征峰为b10
2+(608)、b11

2+(673)、

y15
2+(828)非常明显，但是，K229被糖基化修饰的特征峰只

能找到b10(1107)，且峰值较小，信号较弱，综上分析，在

该条件下，卵清蛋白中的K227相对K229更易发生糖基化

修饰。

2.4 糖基化肽中性丢失84u的ESI-CID MS3分析
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Fig.5 CID MS3 spectrum of m/z 9753+ with neutral loss 84 u

由图5可知，与中性丢失5 4 u的质谱图相似，肽

FRVASMASEKMKILELPFASGTMSM的主要裂解片段
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较为清晰，在质谱图中将找到的主要片段已经标出，其

中，K227被糖基化修饰的特征峰为b10
2+(593)、b11

2+(658)、

y15
2+(828)非常明显，但是，K229被糖基化修饰的特征峰仅

b10(1107)，且峰值较小，信号较弱，综上分析，在该条件

下，卵清蛋白中的K227相对K229更易发生糖基化修饰。

3 结 论

FT-ICR MS可以很好地对糖基化多肽进行识别和定

量分析；对于m/z9753+的两个中性丢失(－54u和－84u)质

谱峰的分析可以发现，两种分析结果得到相同的糖基化

修饰位点的结论，即卵清蛋白中的K227相对K229更易发

生糖基化修饰；CID MS3可以对一糖多肽进行糖基化定位

分析，但是二糖多肽很难进行定位分析，可能使用ETD 

MS等技术可以实现。
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