
CZE-MS 联用技术对非变性蛋白质组学
的分析

采用 PS2 型中性涂层毛细管，通过电渗

流驱动的同轴鞘流液 EMASS-II 型 CE-MS 

联用离子源，对大肠杆菌蛋白组进行非变性的 

CZE-MS 分析。

目的

非变性蛋白组学旨在天然条件下表征复杂

的蛋白质组，并最终对来自于细胞的内源蛋白复

合物进行详细分析。这需要新型的分析平台对蛋

白复合物先进行高效分离，之后通过高分辨质谱

（MS）对分离产物进行鉴定。

在本实验中，我们构建了体积排阻色谱-毛

细管区带电泳-质谱（SEC-CZE-MS）联用平台

进行非变性蛋白组学分析的方法体系。通过该

联用平台，从大肠杆菌蛋白质组中鉴定出 144 

个蛋白质，672 个蛋白质变体，以及 23 个

蛋白复合物。蛋白复合物包括4种蛋白质同源

二聚体、16 种蛋白质-金属复合物、2种蛋白

质-[2Fe-2S] 复合物和1种蛋白质-谷氨酰胺复

合物。

背景

1

应用简报

永道致远 | 应用简报 | 9556-9115CN

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!"#$!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

 
!!

!!

!!

!!
!!

!!

!!

!!

!!

!!

"#$%&'()*+,-./0123

456789:4;<=>%%?@@'A<?=%B#

CDE/FGHIJKLMNOPQ)7

AR<?=%STU 

""##!!

PQ)KLMVWXYZ[\]^_`

a7KLbM/cdeFfgh-i7jE

KL`klNOm-STUnopq'7S

TrsFKL`kltNOuvSC/wx

01uSybz{=%|FSC}lNO~

�U!

XÄÅÇ(/ÉÑÖÜáàâäãåz

?,-.çé2è?bz{%<A?AR<?=%|B#

rsNOPQ)KLMVST7êëàíU

01ìB#rs/îGHIJKLbM(~

�ïñóóòKLb/ôö&òKLbQà/õú

&ùòKL`klUKL`klûüó†KL

b8E°¢à£ñô†KLb?§•`kl£&

†KLb−¶&ß®?&%©`kl™ñ†KLb?´

¨≠Æ`klU!

!
"#$!%&'()*+,-./*01&23456

7896:.;3.<=>?@AB6CD3.*+,-.
/EFG*HI"JK7LH+,CMNOP3.*

+,-./*QR3S"JT7UVWXYR+,*N

Z[\]^_`ab*cdJ@7%&'()+,e
f-./*&?gh&iJj7klm'()n*+

,Cef3.op*qr5!

$$%%!!

"s$!tuvwbExyz%<A?T{j|}W&2~n

*34567&2�ÄÅÇ*ÉÑ"JK7ÖÜ~

n*áà?Åâä"JT7()n*+,ãR*

Hå&iqr"5!

&'()*+,-./01%23456789:!

!
"ç$!67é3.D*UVWXYR+,èçsEFGê*

HI"JK7ë3.íì>?*îï+,9ñó6EF

Gê*HI"5!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!"#$!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

 
!!

!!

!!

!!
!!

!!

!!

!!

!!

!!

"#$%&'()*+,-./0123

456789:4;<=>%%?@@'A<?=%B#

CDE/FGHIJKLMNOPQ)7

AR<?=%STU 

""##!!

PQ)KLMVWXYZ[\]^_`

a7KLbM/cdeFfgh-i7jE

KL`klNOm-STUnopq'7S

TrsFKL`kltNOuvSC/wx

01uSybz{=%|FSC}lNO~

�U!

XÄÅÇ(/ÉÑÖÜáàâäãåz

?,-.çé2è?bz{%<A?AR<?=%|B#

rsNOPQ)KLMVST7êëàíU

01ìB#rs/îGHIJKLbM(~

�ïñóóòKLb/ôö&òKLbQà/õú

&ùòKL`klUKL`klûüó†KL

b8E°¢à£ñô†KLb?§•`kl£&

†KLb−¶&ß®?&%©`kl™ñ†KLb?´

¨≠Æ`klU!

!
"#$!%&'()*+,-./*01&23456

7896:.;3.<=>?@AB6CD3.*+,-.
/EFG*HI"JK7LH+,CMNOP3.*

+,-./*QR3S"JT7UVWXYR+,*N

Z[\]^_`ab*cdJ@7%&'()+,e
f-./*&?gh&iJj7klm'()n*+

,Cef3.op*qr5!

$$%%!!

"s$!tuvwbExyz%<A?T{j|}W&2~n

*34567&2�ÄÅÇ*ÉÑ"JK7ÖÜ~

n*áà?Åâä"JT7()n*+,ãR*

Hå&iqr"5!

&'()*+,-./01%23456789:!

!
"ç$!67é3.D*UVWXYR+,èçsEFGê*

HI"JK7ë3.íì>?*îï+,9ñó6EF

Gê*HI"5!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!"#$!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

 
!!

!!

!!

!!
!!

!!

!!

!!

!!

!!

"#$%&'()*+,-./0123

456789:4;<=>%%?@@'A<?=%B#

CDE/FGHIJKLMNOPQ)7

AR<?=%STU 

""##!!

PQ)KLMVWXYZ[\]^_`

a7KLbM/cdeFfgh-i7jE

KL`klNOm-STUnopq'7S

TrsFKL`kltNOuvSC/wx

01uSybz{=%|FSC}lNO~

�U!

XÄÅÇ(/ÉÑÖÜáàâäãåz

?,-.çé2è?bz{%<A?AR<?=%|B#

rsNOPQ)KLMVST7êëàíU

01ìB#rs/îGHIJKLbM(~

�ïñóóòKLb/ôö&òKLbQà/õú

&ùòKL`klUKL`klûüó†KL

b8E°¢à£ñô†KLb?§•`kl£&

†KLb−¶&ß®?&%©`kl™ñ†KLb?´

¨≠Æ`klU!

!
"#$!%&'()*+,-./*01&23456

7896:.;3.<=>?@AB6CD3.*+,-.
/EFG*HI"JK7LH+,CMNOP3.*

+,-./*QR3S"JT7UVWXYR+,*N

Z[\]^_`ab*cdJ@7%&'()+,e
f-./*&?gh&iJj7klm'()n*+

,Cef3.op*qr5!

$$%%!!

"s$!tuvwbExyz%<A?T{j|}W&2~n

*34567&2�ÄÅÇ*ÉÑ"JK7ÖÜ~

n*áà?Åâä"JT7()n*+,ãR*

Hå&iqr"5!

&'()*+,-./01%23456789:!

!
"ç$!67é3.D*UVWXYR+,èçsEFGê*

HI"JK7ë3.íì>?*îï+,9ñó6EF

Gê*HI"5!

图1. 大肠杆菌裂解液

通过 SEC-CZE-MS 

分析得到的结果。A 

为分析工作流程的示

意图；B 为实验得到

的总离子流电泳图；C 

为鉴定到的蛋白变体

的质量分布统计图。

图2. 部分已鉴定的蛋白复合物的详细分析结果。A 为 RNA 

聚合酶结合转录因子 DksA 与锌结合的蛋白复合物解卷积的

质谱图；B 为周质蛋白与谷氨酰胺结合的蛋白复合物的晶体

结构图；C为 50S 核糖体蛋白的氨基酸序列及二级碎裂的

位点；D 为部分已鉴定蛋白金属复合物的分子功能分布；E

为对某些已鉴定到的蛋白与金属结合情况的统计。

图3. A 为未结合锌的 50S 核糖体蛋白 L31 解卷积后的

质谱图；B 为不结合辅助因子的铁硫蛋白 NfuA 解卷积后

的质谱图。



图1 是对大肠杆菌裂解物进行 CZE-MS 

分析的结果，分离窗口为 1 小时，鉴定到的

蛋白质变体分子量分布在 5-35kDa之间。图

2 是部分已鉴定的蛋白复合物的详细结果，A是 

DksA-锌复合物经解卷积后的质谱图，B 为谷

氨酰胺结合的周质蛋白复合物的晶体结构，C 是

50S 核糖体蛋白 L31 部分氨基酸序列和二级

碎裂发生的位点，D 是蛋白-金属复合物的功能

分析结果，E是对为某些已鉴定到的蛋白与金属

结合情况的统计。图3 为 50S 核糖体蛋白 L31 

和铁硫蛋白NfuA的分析结果，可以看出其中有

二硫键的蛋白形式占多数，表明 50S 核糖体蛋

白 L31 和 NfuA 蛋白大部分以载脂蛋白形式

存在。

结果
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仪器试剂：

CMP Scientific ECE-001 型毛细管

电泳仪。EMASS-II 型 CE-MS 联用离子源

(CMPScientific, P/N：EM3001-T)。  

100cm PS2 型中性涂层分离毛细管（CMP 

Scientific，P/N: E-SC-PS2-360/150-50-

100-B1)。BGE 为 50 mM 醋酸铵，SL 为 

25mM 醋酸铵。

实验方法：

样品进样 5psi，20s。分离电离电压 

15kV，同时施加 1psi 压力。外接电源电喷雾电

压 2kV。

质谱参数：

采集范围 1,000-4,000 m/z。一级质谱分

辨率 240,000，AGC 目标值 3E6，最大离子注

入时间 200ms。二级质谱分辨率 120,000， 

AGC 目标值 1E6，最大离子注入时间 500ms。

传输毛细管温度 200℃，S-Lens 50， 

NCE35，动态排除 30s。

解决方案

 
 

 
 

 

 
出 11 个电荷异质体。对电荷异质体深度的鉴定分析发

现，cetuximab 电荷异质性产生的主要原因是，1）Fc 亚
基 C 末端的赖氨酸（每个单链 Fc 上至多一个），2）Fd’
亚基上的 N-羟乙酰基神经氨酸（每个 Fd’亚基至多两

个），3）Fd’亚基上的脱乙酰氨修饰。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 2. 完整的和裂解的 cetuximab 质谱图。（a）完整 cetuximab，

（b）IdeS 酶解后的 F(ab’)2，（c）IdeS 酶解后的 scFc，（d）IdeS

酶解加 DTT 还原后的 LC 和 Fd’。 

 
解解决决方方案案  
电离电压由 EMASS-II 离子源（CMP Scientific Corp., 
Brooklyn, NY）附带外接高压电源提供，设定电压为 2kV。

电喷雾喷针型号为外径 1.0mm，内径 0.75mm，尖端开

口 30μm（CMP Scientific Corp., Brooklyn, NY）。中性涂

层毛细管 PS1 型号为，长度 75cm，外径 360μm，内径

50μm (CMP Scientific Corp., Brooklyn, NY)。阴极电解

液为 0.2 N 氢氧化铵溶液，阳极电解液为 1%甲酸，二

者都加入 15%甘油。鞘流液为 20%醋酸和 25%乙腈。

蛋白质样品（0.5mg/mL）中加入 1.5% Pharmalyte 和 20%
甘油。阴极电解液 950 mbar 注入 10s，样品 950 mbar
进样 75s。cIEF 电泳分离条件为 250V/cm，同时施加 10 
mbar 内部压力。 
  
 

 
总总结结  
本研究通过对 cetuximab 复杂的电

荷异质体的研究验证了 middle-up 
CIEF-M 方法的显著能力。这种新

型工作流程对带有复杂电荷异质性

蛋白的检测和解析具有巨大潜能。 
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本实验采用体积排阻色谱-毛细管区带电

泳-质谱（SEC-CZE-MS）联用技术进行非变性

蛋白组学分析，为细胞内源性的蛋白复合物研究

提供了高效简单的分析平台，也为进一步深入探

索这些蛋白复合物的生物学意义奠定了基础。

总结
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