
CZE-MS/MS 方法对组蛋白进行  
Top-Down 蛋白质组学的分析

采用电渗流驱动鞘流液的 EMASS-II 型 

CE-MS 联用离子源，结合 SEC 色谱技术，通

过 CZE-MS/MS 对牛组蛋白进行 top-down

蛋白组学的分析。

目的

组蛋白作为核小体的关键组件，在维持染色

质结构和调节表观遗传调控方面具有重要意义，

其N端会发生各种翻译后修饰（PTMs)，如甲基

化、乙酰化和磷酸化，这些修饰在调节基因表达

中起核心作用，同时也增加了组蛋白编码的复杂

性。自上而下的蛋白质组学（TDP）可直接表征

完整的组蛋白变体，保存并提供组蛋白变体各种

PTM信息，因此，TDP是解读组蛋白编码的理想

方法。TDP通常采用反相液相色谱（RPLC)- 串

联质谱（MS/MS）来进行分析。但由于组蛋白变

体数量众多且极为复杂，需要开发具有更好分离

能力和更高灵敏度的分析方法。

背景
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图1. CZE-MS方法对组蛋白变体分析的流程示意图。
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图2. SEC-CZE-MS/MS 分析得到的数据结果。A 为组蛋

白变体数目分布图；B 为组蛋白变体PrSM（蛋白变体匹

配到的图谱）的统计图；C 为鉴定到的组蛋白变体P值分布

图；D 为组蛋白变体的序列覆盖率统计图。
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图3. A-C为三种不同翻译后修饰的H2A I型组蛋白的氨基

酸序列和碎裂模式。 D为A图里的蛋白变体的二级图谱，x

轴为解卷积后的m/z，y轴为响应强度。

                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
! "#$%&'() *+,-./012345678

!9:

!!""##

!"#$%&'(%)*+,-../001 2+/,.

3"456789 .+2 :;<=7>? 2@+/,.A,.

BCDEFGH IJK/LJMN EFDO*PQRS

 
! "#$%&'&(%')$*)$ +,-./0123#4 56789

:0;+<!=>56789: ?@$)A789:BC./

!DE/FG!=& 5HI./6789: ? J+<!=

K56789:/LMNOPFG!QR

$$%%##

DEFTUVWX*YZD[7\]^

_:`8abcdefghcijklmn

opq7r s tuvwxyz{|}~

�ÄI,ÅÇ7ÉÑÖÜáàâÜbäãÜ7åç

}~\cdÖéeèêëVíT"7ìîï

ñóòDEFôö*õúùRûü†°*E

F`DO�I¢ÄÇ£§•e¶ß®*DEF©

X7™´¨≠ÆDEF©Xxy ÄI, Ø∞7

é±7I¢Ä ≤≥¥DEFôö*µ∂j∑R

I¢Ä >∏!"π∫)∫:;�ªÄº2Ç/Ω3`

;�,.A,.ÇæGHPQRø¿¡DEF©X¬

√ƒ≈∆«Uõú7»o…vlm ÀP4

ÃÕb Œœ–—*PQj∑RS

S

 

!;#:<=-./014$%&'()23>?@A= $%&

B CDE$ FGH4-./ IJ#" 01KL4MN>

?9:

&'()*+,*+ -./01234 567)869: 12;0<"=>#

 
! J#:<'$ =OPQRSTUVW4 IX<:Y Z-./

4[\]^_B`abL9:c= <!d4./01

4ef!ghi j=klmU4 nophq j=rst

u9:

SSSS“”‘’÷#◊/Ω3`;�2@+/,.A,.Ç

*PQùÃÿ\ I¢Ä Ÿ⁄ê€‹›fi7fl‡ÿ

m!" 2@+/,.A,. j∑e¶ß®DEF*·

‚R„‰›>?#$%&'(%) +,-../00

1456•Â789 .+2 :;<=7>? 2@+/

,.A,. BCDEFGH IJK/LJMN EFDO*

PQR£ÊÁËÈ ÍÎÎ ÏDEF©XR\EF

ÊÁ¬ÌÓî72@+/,.A,. Ô ªÄº2/,.A,. ∫

7Ò»Ú„√ Û7P4ÃÕbœ–— ŒRS

图4. A为组蛋白变体的 CZE-MS 分析结果；B 为 CZE 和 

RPLC 鉴定到的组蛋白 H3。1 变体形式的比较结果。

毛细管区带电泳-串联质谱（CZE-MS/MS)

的分析性能已在 TDP 研究中得到验证，目前已

有采用 CZE-MS/MS 方法表征完整组蛋白的

报道。本实验通过电渗流驱动鞘流液 EMASS-

II 型离子源接口，结合 SEC 色谱技术，通过

CZE-MS/MS 对牛组蛋白进行 top-down 蛋

白组学的分析。可鉴定出约 400 个组蛋白变

体。在蛋白鉴定数一致时，CZE-MS/MS与

RPLC-MS/MS 相比，所需样本量更少，分离能

力和灵敏度更高。



图1 为 CZE-MS 方法对组蛋白变体

分析的流程示意图。 CZE-MS/MS 对组

蛋白的鉴定结果见 图2，鉴定了 140 种H3

型，121 种 H2A 型，63 种 H2B 型，37 

种 H1 型和 29种H4型的组蛋白变体，其中 

H2A 型的丰度最高。图3 显示的是三种不同

翻译后修饰的 H2A I型组蛋白的氨基酸序列

和碎裂模式。 图5 展示了这三种蛋白解卷积

后的二级图谱，并对响应较高的碎片离子进行

了注释。 图4 为组蛋白变体的 CZE-MS 分

析结果，在 30 分钟内可以完成快速高效的

分离。 跟 RPLC 的分析结果相比，约三分之

一的蛋白变体仅能通过CZE鉴定得到。

结果
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上海市浦东新区康新公路3399弄26号楼218室

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（CMP 

Scientific，P/N: EM3001-T）。100 cm PS2

分离毛细管（CMP Scientific，P/N:E‐SC‐

PS2‐360/150‐50‐100‐B1）；BGE为5% 乙酸，SL

为0.2% 甲酸和10% 甲醇。

实验方法：

样品进样：5 psi，5秒(进样量为 25nL)。分离电

压：30 kV。ESI电压：2.2 kV。毛细管到喷针尖端距

离为 0.3mm，喷针尖端到质谱的距离为 2mm。

质谱参数：

MS采集范围 400-1,500 m/z,分辨率为

12,000，AGC目标值为1E6，最大离子注入时间为 

50ms。MS/MS的采集范围 200-2,000m/z，分辨率

为 60,000，AGC目标值为1E6，最大离子注入时间为

400 ms。NCE stepping为 12%、16% 和 20%。动

态排除设置为50秒。质谱仪其他参数设置为默认值。

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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图5. A 为 图3A 的蛋白的二级图谱。B-D为图3 A-C中蛋白的二级图

谱。 E-F 分别为 图3B 和 图3C 的两个蛋白所选取的母离子的隔离窗口

（2 Da）。

在实验中，结合SEC和EMASS-II型

CZE-MS/MS联用技术，通过Top-down蛋

白质组学的方法实现了对组蛋白变体的分

析。 本方法具有高灵敏度，高分辨率，高通

量的优势，可从完整蛋白形态中鉴定出携带各

种翻译后修饰(PTMs)的组蛋白变体，如乙酰

化、甲基化、磷酸化和琥珀酰化。 本方法可

以与其他分析方法形成互补，共同实现组蛋白

变体的全面表征分析。

总结


