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虾过敏原蛋白质谱分析方法的酶解条件优化研究

潘晓东，黄百芬，蔡增轩，王梦莉，韩见龙，陈苘

浙江省疾病预防控制中心理化毒理所，浙江 杭州 310051

摘要：目的 优化虾过敏原蛋白质谱分析试验的胰蛋白酶酶解条件，提高质谱对虾过敏原蛋白的分析能力。方法 采

用响应面试验设计对虾过敏原蛋白酶酶解的pH值、温度和时间进行优化，用胰蛋白酶消化肽段，经色谱分离后采用四

极杆静电场轨道离子阱高分辨质谱测定，利用UniProt蛋白数据库和MaxQuant软件对过敏原蛋白进行鉴定和定量分析。

结果 获得虾中2种过敏原蛋白，分别为原肌球蛋白和精氨酸激酶，质谱强度为100.2×106～436.5×106。响应面分析结

果显示，酶解时间为4.29 h、温度为44.15 ℃、溶液pH值为6.55时，过敏原蛋白的质谱响应强度最高，为457.48×106。

采用溶液pH值6.5、温度44 ℃、时间4.2 h进行验证试验，获得过敏原蛋白的平均响应强度为448.1×106，与预测值偏

差为2.1%。结论 采用响应面法可以优化蛋白酶酶解条件，当pH值为6.5、温度为44 ℃、时间为4.2 h时具有最佳的

酶解能力。
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Optimization of enzymatic digestion conditions of shrimp allergens in mass
spectrometry by response surface methodology

PAN Xiaodong, HUANG Baifen, CAI Zengxuan, WANG Mengli, HAN Jianlong, CHEN Qing
Zhejiang Provincial Center for Disease Control and Prevention, Hangzhou, Zhejiang 310051, China

Abstract: Objective To optimize the enzymatic digestion conditions of trypsin, so as to improve the testing capacity of
mass spectrometry for shrimp allergens. Methods The enzymatic digestion test was carried out by response surface
methodology for optimizing pH, temperature and time. After enzymatic hydrolysis, the peptides were separated by chroma⁃
tography and determined by high-resolution mass spectrometry with Q-orbitrap. The allergen protein was identified and
quantified by UniProt database and MaxQuant software. Results Two allergen proteins, tropomyosin and arginine ki⁃
nase, were isolated from shrimp, and their intensities ranged from 100.2×106 to 436.5×106. Response surface analysis
showed that when the digestion time was 4.29 hours, the temperature was 44.15 ℃ and pH value was 6.55, the maxi⁃
mal intensity of the allergen proteins was 457.48×106. The experiment was validated with the digestion time of 4.2 h,
pH value of 6.5, and temperature of 44 ℃, then resulted in the average intensity of 448.1×106. The deviation from the
predicted value was 2.1%. Conclusions The conditions of enzymatic digestion can be optimized by response surface
methodology. The enzyme may have the best performance with the pH value of 6.5, temperature of 44 ℃ and digestion
time of 4.2 hours.
Keywords: allergen protein; response surface methodology; enzymatic digestion; mass spectrometry

食物过敏是由蛋白类抗原引起的一种不良免疫反

应，影响致敏人群的身体健康。我国成人食物过敏发

生率为 6%，主要过敏食物是虾肉，且发病率呈逐年

上升趋势［1-2］。近年来，蛋白组学技术广泛应用于食

物过敏原蛋白的鉴别及定量分析［3］。该法常采用自

下而上 （bottom-up） 策略，即将蛋白酶解成肽段，

再经过色谱分离进入质谱分析，通过碎片裂解技术，

得到肽段的碎片离子质量，结合多肽氨基酸断裂方

式，计算多肽的氨基酸序列，最终获取蛋白信息［4-5］。

目标蛋白的酶消化成为蛋白组学试验成功的关键。胰

蛋白酶应用广泛、成本低、特异性强，能酶切赖氨酸

和精氨酸羧基末端形成的肽键，是 bottom-up 蛋白组
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学酶消化的金标准［6］。胰蛋白酶通常的消化温度为

37 ℃，溶液 pH 值为 7.0，然而由于目标蛋白种类、

试验设备等差异，酶消化适宜的条件存在一定差

异［6］，因此在具体试验时需对酶消化条件进行优化。

响应面法能同时改变变量的组合，允许纳入相互作用

效应［7］。它能对多个响应并行优化，以便找到它们

之间的最佳折衷，并且只需要从所有可能的变量组合

中选取一小部分试验来覆盖设计空间，大大减少试验

次数。本研究采用响应面法对虾过敏原蛋白的酶消化

条件，即溶液 pH 值、消化温度和消化时间进行优

化，以提高酶对目标蛋白的酶解能力。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂 超高效液相色谱-静电场轨道

阱质谱仪，Vanquish 液相，Q Exactive 质谱，均购自

美国 Thermo 公司；Millipore Q 超纯水系统，购自

Millipore 公司；Sigma 1-14 离心机，购自美国 Sigma
公司；ThermoMSC-100 蛋白消化加热器，购自杭州

奥盛仪器有限公司。南美白对虾购于当地农贸市场，

将虾头部和外壳去除，取肌肉组织进行均浆处理，

-20 ℃冷冻保存，待测。三羟甲基氨基甲烷（Tris）、

碳酸氢铵、二硫苏糖醇、碘代乙酰胺、胰蛋白酶均

购自美国 Sigma 公司，纯度均大于 97%；乙腈、乙

酸和甲酸为色谱纯，盐酸（HCl）和氨水为分析纯，

均购自德国 Merck 公司。Tris-HCl 缓冲液（0.2 mol/L，
pH=7.0）：228.0 g Tris 溶于 1 L 超纯水中，再用 HCl
调 pH 值至 7.0。二硫苏糖醇溶液（0.05 mol/L）：7.7 g
二硫苏糖醇溶于 1 L 超纯水中。

1.2 前处理方法 称取 3.0 g 样品，加入 10 mL
Tris-HCl 缓冲液（0.2 mol/L，pH=7.0 缓冲液），振荡

30 min，超声 5 min，4 ℃ 时 8 000×g 离心 15 min。
精确吸取 200 μL 提取液，加入 665 μL 水、10 μL
0.05 mol/L 二硫苏糖醇溶液混合后，反应 30 min。取

出后加入 10 μL 0.15 mol/L 碘代乙酰铵溶液摇匀，室

温避光静置 30 min。加入 100 μL 0.5 mol/L 碳酸氢

铵溶液和 10 μL 胰蛋白酶溶液，用乙酸或氨水调节

溶液 pH 值至 7，于 40 ℃金属浴中消化反应 5.25 h，
加入 5 μL 甲酸摇匀，0.22 μm 滤膜过滤，待进样。

1.3 响应面试验设计 通过中心复合试验法进行响

应面优化。主要步骤：（1）设计并执行试验；（2）建

立多元二次回归预测模型，模型拟合度通过校正决定

系数 R2Adj 和相关系数（r）验证，检验水准 α=0.01；
（3） 获得响应强度最优值并识别出最优过程条件；

（4）优化参数试验验证。针对胰蛋白酶消化蛋白过程

中溶液 pH 值、消化温度（℃）、消化时间（h），设

计 3 因素（x） 3 水平的响应面分析试验（表 1），以

2 种过敏原蛋白原肌球蛋白和精氨酸激酶的相对定量

结果的和为响应值（y），进行优化试验。采用 SAS
JMP 10.0 软件 （试用版） 进行响应面分析，通过

软件自带的预测刻画器得到最优参数，并进行试

验验证。

表 1 中心复合试验设计的因素和水平

水平

-1
0
1

因子（x）

pH值

5
7
9

温度（℃）

35
40
55

时间（h）
1.5
5.25
9

1.4 色谱和质谱参数 液相色谱条件： Waters Ac⁃
quity BEH C300 色谱柱 （1.7 μm，2.1 × 100 mm）；

流动相 A 水 （0.1% 甲酸），B 乙腈 （0.1% 甲酸），

梯度洗脱，程序为 0～1 min，4% B；1～15 min，
30% B；15～50 min，95% B；50～58 min, 99% B；
58～58.1 min，4% B；58.1～60 min，4% B。流速

0.3 mL/min；柱温 40 ℃：进样量 5 μL。
质谱条件：离子源 （HESI） 加热温度 250 ℃；

毛细管温度 320 ℃，鞘气（N2）流速 40 L/min，辅助

气（N2）流速 10 L/min；喷雾电压为 3.5 kV，透镜电

压为 50 V；采用正离子扫描模式；Full MS/dd-MS2

监测模式，一级质谱全扫描分辨率 R=70 000；C-
trap 最大容量 （AGC target） 2×105；最大注入时间

100 ms；二级子离子全扫描 （ms2） 分辨率 R=
17 500；TopN=10；二级最低阈值 104；碰撞能量

NEC/step：25，35，45。质谱仪每 7 日采用 Pierce
LTQ Velos ESI 正离子校正溶液（美国 Thermo 公司）

进行质量数校正。

1.5 质谱数据分析 虾肉蛋白序列来自 UniProt 蛋

白数据库网站 （http://www. uniprot. org），并下载为

Fasta 文件。质谱数据通过 MaxQuant 1.5.3 软件搜索，

采 用 非 标 记 定 量 技 术 （label - free quantification，
LFQ）对原肌球蛋白和精氨酸激酶进行相对定量，并

将定量值相加。MaxQuant 软件参数：最大漏切位点

数 2，肽段范围 4~144，母离子容差 10×10-6；碎片

离子容差 0.02 Da；b 离子权重 1；y 离子权重 1；鉴

定得到肽段和蛋白要求假阳性率小于 1%，置信度大

于 95%。
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2 结 果

2.1 优化试验结果 获得 2 种虾过敏原蛋白，分别

为原肌球蛋白和精氨酸激酶。响应面优化设计的 16
组试验结果显示，2 种过敏原蛋白的质谱强度为

100.2×106～436.5×106，见表 2。

表 2 响应面设计试验结果

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

pH值

5
9
5
5
9
9
5
9
7
7
7
7
7
7
5
9

温度（℃）

30
30
80
30
80
30
80
80
55
55
55
55
30
80
55
55

时间（h）
1.50
1.50
1.50
9.00
1.50
9.00
9.00
9.00
5.25
5.25
1.50
9.00
5.25
5.25
5.25
5.25

强度（×106）

300.7
329.2
327.5
253.7
132.5
257.7
407.8
100.2
424.4
419.9
435.1
436.5
396.1
351.0
390.5
289.6

2.2 响应面回归模型分析 本次建立的多元二次回

归模型有统计学意义（F=61.391，P<0.001），拟合度

较高（F=35.592，P=0.130），理论值与实际值呈一定

的相关性（r=0.989），校正决定系数 R2Adj =0.973，即

97.3% 的试验数据变化可以用该模型说明。pH 值

（F=114.362，P<0.001）、温度（F=16.727，P=0.006）、

pH 值-温度（F=125.543，P<0.001）、pH 值-时间（F=
8.236，P=0.028）、温度 -时间（F=12.149，P=0.013）、

pH 值- pH 值（F=91.080，P<0.001）、温度-温度（F=
39.972，P=0.001）均有统计学意义（P<0.05）。
2.3 响应面分析 由图 1a 可见，在 pH 和消化温度

最低点时（数值为 0）和最高点时，过敏原蛋白的响

应强度均较低；当缓冲液 pH 值一定时，响应强度随

消化温度增加，呈先上升后缓慢下降趋势；当消化温

度不变时，响应强度随 pH 值增加，呈先升高后快速

下降趋势。由图 1b 可见，消化时间不变时，响应强

度随 pH 值增加呈先升高后下降趋势。由图 1c 可见，

消化时间不变时，响应强度随消化温度增加，呈先升

高后缓慢下降趋势。

a

b c

强
度

（
×10

6 ）

强
度

（
×10

6 ）

温
度
（℃）

时
间
（h）

时
间
（h）

pH值

温
度
（℃）

强
度

（
×10

6 ）

pH值

图 1 蛋白酶消化时间、温度和 pH 值的响应曲面图

图 2 显示了蛋白酶最佳消化条件和在这些条件

下完整模型的预测响应。通过预测刻画器最优化显

示，当消化时间为 4.29 h、消化温度为 44.15 ℃、溶

液 pH 值为 6.55 时，过敏原蛋白的质谱响应强度最

高，为 457.48×106。

2.4 蛋白酶最佳消化条件验证 考虑到实际试验操

作，对预测的最优化参数进行调整，采用溶液 pH 值

6.5、消化温度 44 ℃、消化时间 4.2 h 进行消化试验

（重复 3 次），获得过敏原蛋白的平均响应强度为

448.1×106，与预测值偏差为 2.1%。

3 讨 论

蛋白酶解是蛋白组学质谱分析的关键［8］，一旦

酶受到抑制或者消化不完全，缺少相应肽段的形成，

在质谱分析和数据检索中，会出现肽段的质谱响应低

或者缺失，造成蛋白覆盖率低，甚至无法检索到目标

蛋白［9-13］。本研究在虾过敏原蛋白质谱分析时，以原

肌球蛋白和精氨酸激酶的质谱强度为目标，对胰蛋白

酶消化过程中 pH 值、消化温度和消化时间 3 个因

素进行响应面设计优化。

响应面设计通过探究试验变量和指标的相关性，

经试验条件的改进，建立响应面图形并对其进行回归

拟合，达到寻求最佳试验条件的目的［14-15］。本研究

采用中心复合试验，基于不同的因素水平共进行 16
次试验，建立回归模型，溶液 pH 值和消化温度对响
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应强度具有显著影响。此外，溶液 pH 值、消化温度

和消化时间三者之间存在显著的交互影响。当消化时

间不变时，随着消化温度和 pH 值的增加，质谱响应

强度出现先升后降趋势。通过预测刻画器预测最佳的

试验参数为 pH 值 6.5、消化温度 44 ℃、消化时间

4.2 h。经试验验证，测定值与预测值的偏差较小，

为 2.1%（通常要求偏差在 5% 以内），提示响应面试

验设计能够很好地优化蛋白酶消化过程中的溶液 pH
值、消化温度和消化时间。
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注：曲线两侧虚线为95%置信区间，垂直虚线表示每个因素的最佳水平，水平虚线表示2个响应的预测值±标准差。

图 2 蛋白酶最佳消化条件的预测刻画器剖面图

5 6 7 8 9 35 40 45 50 55 2 4 6 8 0 0.25 0.5 0.75 16.552 889 2 44.151 886 4.297 069 5
意愿pH值 温度（℃） 时间（h）

450
350
250
150
50
1

0.75

0.25
0

457.457
［439.618，

475.297］强
度

（
×10

6 ）

0.890 052

意
愿

··771




