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静电场轨道阱质谱法测定人泪液蛋白研究
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摘要：目的 采用纳升液相色谱-四极杆-静电场轨道阱质谱法检测人泪液蛋白，并对主要蛋白质进行生物信息学分析。

方法 通过毛细管虹吸收集成人泪液样品于3k Da超滤管，400 μL超纯水，12 000×g离心15 min，重复4次提取泪液

蛋白，经胰蛋白酶消化后，经Waters NanoAcquity peptide BEH C18色谱柱（1.7 μm，100 μm×100 mm）分离，纳升

液相色谱-四极杆-静电场轨道阱质谱检测，以0.1%甲酸水溶液和乙腈（0.1%甲酸）为流动相，电喷雾正离子模式电

离，Full MS/dd-MS2监测模式测定，采用Proteome Discoverer 2.1软件检索Uniprot蛋白质数据库鉴定蛋白质种类，采用

牛血清白蛋白进行方法学验证。基于 String数据库对泪液蛋白进行基因注解分析。结果 获得人泪液蛋白（387±16）
种，相对标准偏差为4.13%，其中脂质运载蛋白1、溶菌酶和乳铁蛋白等25种蛋白的相对丰度较高。牛血清白蛋白肽段

覆盖率为（86.08±2.61）%，相对标准偏差为3.03%。25种主要泪液蛋白参与多细胞间物质传导、稳态过程、内肽酶活

性的负调控、化学刺激物的检测和体液免疫反应等作用，其中16种蛋白相互作用紧密，相对丰度较高的催泪蛋白、脂

质运载蛋白1、乳铁蛋白、溶菌酶和锌α2糖蛋白具有较多的连接。结论 纳升液相色谱-四极杆-静电场轨道阱质谱法

稳定可靠，适用于泪液中多种蛋白质的检测。
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Determination of human tear proteins using orbitrap mass spectrometry
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Abstract: Objective To determine human tear proteins using nanoliter liquid chromatography coupled to quadrupole or⁃
bitrap mass spectrometry (NanoLC-Q-Orbitrap-MS), and perform a bioinformatics analysis of main proteins. Methods
Human tear samples were collected with capillary, transferred to 3 kDa ultrafiltration tubes containing 400 μL of super⁃
pure water and centrifuged at 12 000×g for 15 min. Repeated extraction of tear proteins were performed four times,
and following digestion with trypsin, the proteins were separated using the Waters NanoAcquity peptide BEH C18 col⁃
umn (1.7 μm, 100 μm×100 mm) and determined using NanoLC-Q-Orbitrap-MS with the mobile phase of 0.1% formic
acid aqueous solution and acetonitrile (0.1% formic acid) in the full MS/dd-MS2 mode. The types of proteins were char⁃
acterized in the Uniprot database using the software Proteome Discoverer version 2.1 and verified using bovine serum al⁃
bumin. The tear proteins were subjected to gene annotation analysis using the String database. Results A total of (387±
160) human tear proteins were yielded, with a relative standard deviation (RSD) of 4.13%, and there were 25 types of
proteins with a relative high abundance, including lipocalin 1, lysozyme and lactoferrin. The peptide sequence coverage
of bovine serum albumin was (86.08±2.61)%, with a RSD of 3.03%. The 25 major tear proteins were involved in sub⁃
stance transduction among cells, homeostasis process, negative regulation of the endopeptidase activity, detection of chem⁃
ical stimulants and humoral immune responses, and the 16 proteins had close interactions. Lacritin, lipocalin 1, lactofer⁃
rin, lysozyme and zinc-α 2-glycoprotein, which had a relative high abundance, had close biological connections. Conclu⁃
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sion NanoLC-Q-Orbitrap-MS is stable, reliable and feasible for detection of multiple proteins in tears.
Keywords: orbitrap mass spectrometry; tear; ultrafiltration tube; proteomics

人泪液组分主要有蛋白质、有机小分子、代谢

物、电解质和脂质等［1］，其中蛋白质常作为生物标

志物应用于临床研究［2］。泪液蛋白多来源于泪腺，

以及因眼部炎症、创伤、刺激等从血管脱落的上皮细

胞。人泪液蛋白有 1 500 种，含量为 6~11 mg/mL［3-4］。

生物样本中蛋白质的检测方法较多，如高效液

相色谱法、二维凝胶电泳法和酶联免疫吸附试验

等［1，5］。随着高分辨质谱技术、蛋白组学和生物信

息学的发展，已经可以基于肽段的结构分析蛋白

质。常采用自下而上（bottom-up）策略，将蛋白质

酶解成肽段，经色谱分离、质谱检测，结合多肽氨

基酸断裂方式，计算多肽的氨基酸序列，采用生物

信息检索推演相应蛋白质［6-7］。较常见的高分辨质

谱技术是飞行时间和静电场轨道阱质谱，与传统的

三重四级杆相比，在分辨率和选择性方面具有一定

优势［8］。泪液含有丰富的电解质和脂质，影响蛋白

质的酶解处理及质谱检测，仪器分析前需进行蛋白

提取，一般采用凝胶电泳、有机试剂沉淀法等。但

复杂的前处理步骤会造成蛋白质损失及其他污染物

干扰。因此，本研究通过具备分子截留作用的超滤

管“一步提取”泪液蛋白，采用纳升液相色谱-四
极杆-静电场轨道阱质谱检测，并对主要蛋白进行

生物信息学分析，为后续泪液蛋白标记物的研究提

供技术支持。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 纳升液相色谱-静电场轨道阱质谱

仪器，液相为 Water NanoAccuity （美国 Waters 公

司），质谱为 Q Exactive （美国 Thermo 公司）；超滤

管 （3k Da， 0.5 mL） 和 Millipore Q 超纯水系统

（Millipore 公司）；毛细管 5 μL （德国 Drummond 公

司）；离心机（Sigma 1-14，美国 Sigma 公司）；震荡

加热器（ThermoMSC-100，杭州奥盛仪器有限公司）。

三羟甲基氨基甲烷、碳酸氢铵、二硫苏糖醇、碘

代乙酰胺和胰蛋白酶（美国 Sigma 公司）；乙腈、乙

酸和甲酸为色谱纯，盐酸和氨水为分析纯 （德国

Merck 公司）；牛血清白蛋白（美国 Sigma 公司）。

1.2 样品采集 采用 5 μL 毛细管虹吸收集 2 名女性

（23 岁，24 岁）和 1 名男性（40 岁）的泪液样品，样

品提供者均无高血压、糖尿病、干眼症和结膜炎。

1.3 样品前处理 采用超滤管的“一步提取法”提

取和纯化泪液蛋白。取泪液样品于超滤管，加 400 μL
超纯水，12 000×g 离心 15 min，弃滤出液，重复 4 次，

每次加 300 μL 超纯水。吸取超滤管内 100 μL 剩余

液，加 362 μL 超纯水和 10 μL 0.05 mol/L 二硫苏糖

醇溶液混合，反应 30 min，加 10 μL 0.15 mol/L 碘代

乙酰铵溶液，摇匀，室温避光静置 30 min，加 50 μL
0.5 mol/L 碳酸氢铵溶液和 15 μL 胰蛋白酶溶液，于

40 ℃振荡加热器中反应 12 h，加 3 μL 甲酸，混均后

0.22 μm 尼龙膜滤过，待进样。

1.4 液相色谱质谱联用检测 色谱条件：色谱柱

Waters NanoAcquity peptide BEH C18 （1.7 μm，

100 μm×100 mm）；流动相 A：水（0.1% 甲酸）；流

动相 B：乙腈（0.1% 甲酸）。梯度洗脱条件：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 μL/min；柱温：40 ℃；进样量：1 μL。

质谱条件：Nano 离子源 （HESI）；喷雾电压

1.7 kV；离子传输管温度 320 ℃；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 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。仪器每 7 d 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 方法学验证 采用牛血清白蛋白与样品同时进

行酶消化测定，实验重复 5 次，以测得的肽段数量

和肽段覆盖率进行方法评价。

1.6 质谱数据处理及蛋白质鉴别 人蛋白质序列数

据来源于 Uniprot 蛋白质数据库网站（http://www.uni⁃
prot.org），并下载为 Fasta 文件。质谱数据通过 Pro⁃
teome Discoverer 2.1 软件搜索，计算蛋白质匹配度

得分，分值越高表示可信度越高。检索参数设置：

最大漏切位点数 2；肽段范围 4~144；母离子容差

10-5；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质要求假阳性率<

1%，置信度>95%。通过 MaxQuant 软件中的 Label-
free quantification 方法分析蛋白质的相对定量。蛋

白质进行基因注解分析（http://geneontology.org），包

括生物过程、分子功能和细胞组分。基于 String 数

据库（http://string-db.org）分析目标蛋白质相互作用

网络图。
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2 结 果

2.1 泪液蛋白液相色谱质谱联用检测结果 泪液蛋

白酶解后肽段总离子流色谱图见图 1，肽段色谱分

离集中保留时间为 2~30 min，获得的肽段主要以 b-
y 方式断裂。

2.2 主要泪液蛋白检出情况 泪液样品检测到蛋白

（387±16）种，相对标准偏差为 4.13%。脂质运载蛋

白 1、溶菌酶、乳铁蛋白、催泪蛋白、富含脯氨酸的

蛋白质 4、锌 α2 糖蛋白和泌乳素诱导蛋白等 25 种

蛋白的相对丰度较高。见表 1。
2.3 方 法 验 证 牛 血 清 白 蛋 白 肽 段 覆 盖 率 为

（86.08±2.61）%，相对标准偏差为 3.03%；肽段数为

（71±3）条，相对标准偏差为 4.22%。

表 1 泪液中 25 种主要蛋白检索信息及相对定量结果

Table 1 Search information and relative quantitative results of 25 main proteins in tears

ID

P31025
P61626
P02788
Q9GZZ8
Q16378
P25311
P12273
P01036
E9PNM8
P35612
P01833
P48668
Q96JN2
Q99935
Q8IVL0
P51610
Q9H2X6

P08779
O95968
P01591
P35908
Q9UGM3
O75556
P01037
P03973

基因

Gene
LCN1

LYZ

LTF

LACRT

PRR4

AZGP1

PIP

CST4

ST5

ADD2

PIGR

KRT6C

CCDC136

PROL1

NAV3

HCFC1

HIPK2

KRT16

SCGB1D1

IGJ

KRT2

DMBT1

SCGB2A1

CST1

SLPI

蛋白Protein

脂质运载蛋白1 Lipocalin 1
溶菌酶Lysozyme
乳铁蛋白Lactoferrin
催泪蛋白Extracellular glycoprotein lacritin
富含脯氨酸的蛋白质4 Proline-rich protein 4
锌α2糖蛋白Zinc-α 2-glycoprotein
泌乳素诱导蛋白Prolactin-inducible protein
胱抑素-S Cystatin-S
抑瘤性蛋白5 Suppression of tumorigenicity 5
β-加合蛋白β-adducin
聚合物免疫球蛋白受体Polymeric immunoglobulin receptor
角蛋白，Ⅱ型细胞骨架6 C Keratin，type Ⅱ cytoskeletal 6 C
卷曲螺旋结构域含蛋白质136 Coiled-coil domain-containing protein 136
双重肽酶抑制前体蛋白Opiorphin prepropeptide
神经元引领蛋白3 Neuron navigator 3
宿主细胞因子1 Host cell factor 1
同源结构域相互作用蛋白激酶2 Homeodomain-interacting protein ki⁃

nase 2
角蛋白，Ⅰ型细胞骨架16 Keratin，type Ⅰ cytoskeletal 16
Secretoglobin家族1D成员1 Secretoglobin family 1 D member 1
多聚体 IgA和 IgM的连接链 Joining chain of multimeric IgAand IgM
角蛋白，Ⅱ型细胞骨架2表皮Keratin，type Ⅱ cytoskeletal 2 epidermal
恶性脑肿瘤中缺失的1蛋白Deleted in malignant brain tumors 1 protein
乳腺珠蛋白B Mammaglobin-B
半胱氨酸蛋白酶抑制剂Cystatin-SN
分泌性白细胞肽酶抑制剂Secretory leukocyte peptidase inhibitor

肽段数

Peptide
13
12
49
3
3
9
5
6
1
1
4
9
1
3
1
1
1

7
1
2
6
1
1
3
1

覆盖率

Coverage/%
51.12
54.11
66.78
22.49
21.62
33.92
41.10
34.02
18.18
2.77
7.34
3.16
6.42

20.61
1.62
0.32
1.12

14.30
12.19
17.22
20.52
10.75
9.52

12.82
9.12

得分

Score
323.31
154.11
323.32
31.63
37.69
90.74
67.10
51.12
5.62
5.94

28.58
71.64
5.66

20.04
5.61

11.30
5.82

48.41
7.12

17.32
53.42
5.65
5.83
6.14
6.60

相对丰度

Relative
abundance
6.30×108

4.82×108

4.82×108

1.60×108

6.67×107

5.49×107

5.30×107

3.39×107

2.98×107

2.39×107

2.37×107

2.31×107

1.75×107

1.65×107

1.32×107

1.29×107

1.28×107

1.03×107

9.12×106

8.95×106

8.83×106

6.62×106

1.45×106

1.38×106

1.22×106

时间Time/min
图 1 人泪液蛋白酶解后多肽总离子流色谱图

Figure 1 Total ion chromatogram of peptides after protease

hydrolysis of human tear proteins
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2.4 生物信息学分析 对 25 种蛋白进行基因注解

分析，结果显示：生物过程分析主要有多细胞间物质

传导、稳态过程、内肽酶活性的负调控、化学刺激物

的检测、体液免疫反应等作用；分子功能分析主要有

肽酶抑制剂活性；细胞组分分析主要有细胞外间隙、

细胞外小泡、分泌囊泡、分泌型 IgA 免疫球蛋白复

合物。String 数据库分析结果显示，16 种蛋白相互作

用紧密，相对丰度较高的催泪蛋白、脂质运载蛋白

1、乳铁蛋白、溶菌酶和锌 α2 糖蛋白具有较多的连

接。见图 2。

注：以基因名称表示相应蛋白。Note: proteins are represented
by gene symbols.

图 2 人泪液蛋白互相作用网络图

Figure 2 Interaction network among human tear proteins

3 讨 论

高分辨质谱技术已广泛应用于生物体蛋白质组学

研究中。然而，由于生物样本基体组分复杂，常影响

检测结果，因此前处理成为蛋白分析过程的关键步

骤［2］。本研究通过超滤管的“一步提取法”纯化泪

液蛋白，经纳升液相色谱-四级杆-静电场轨道阱质

谱的 Full MS/dd-MS2 监测模式测定，并进行生物信

息学分析。

本次实验获得泪液蛋白（387±16）种，相对标

准偏差为 4.13%，丰度较高的蛋白共 25 种。泪液与

血浆不同，检测过程中不需要去除干扰蛋白（如白蛋

白）即可获得较高的肽段覆盖率。但泪液还含有小分

子代谢产物、电解质、脂质和葡萄糖等，这些物质可

能干扰后续蛋白酶解、质谱离子化及色谱分离。为获

得更准确的检测结果，需对蛋白质进行分离提取处

理，可采用沉淀法、SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳和凝胶

色谱法等。考虑到操作的简易性，本实验采用分子截

留量为 3k Da 的超滤管，加入超纯水去除非蛋白物

质，并且连续处理 5 次，过滤电解质、小分子代谢

产物等，一步即可完成蛋白质的提取和纯化。同时，

通过质控样品牛血清白蛋白进行方法学验证，肽段覆

盖率为 （86.08±2.61）%，相对标准偏差为 3.03%，

表明该方法较稳定。

泪液常见的采集方法是 Schirmer 试验条和毛细

管，不同的收集方法获得的蛋白基本一致，但毛细管

采样能鉴定出更多的细胞外蛋白（免疫反应途径），

而 Schirmer 试验条的样本含有更多的细胞内蛋白

（如热休克蛋白、膜联蛋白和 S100 蛋白）［9］。本实验

采用带有 5 μL 刻度的毛细管虹吸收集。

基因注解分析表明，25 种泪液蛋白在生物过程

中主要为多细胞间物质传导和稳态过程，分子功能中

具有肽酶活性调节功能，细胞组分中多为细胞外分泌

物质。催泪蛋白、脂质运载蛋白 1、乳铁蛋白、溶菌

酶和锌 α2 糖蛋白间存在紧密连接，与其他研究结

果［10］一致。此外，研究还发现乳铁蛋白和脂质运载

蛋白 1 对于诊断干燥综合征有重要意义，可作为干

燥综合征的生物标志物［11］，后续将着重于泪液临床

标记物的筛查研究。

综上所述，采用毛细管收集泪液，超滤管“一步

提取法”处理，纳升液相色谱-四级杆-静电场轨道

阱质谱能够检测泪液中的多种蛋白质，方法具有较好

的重现性。泪液中丰度较高的蛋白为脂质运载蛋白

1、溶菌酶、乳铁蛋白、催泪蛋白、富含脯氨酸的蛋

白质 4、锌 α2 糖蛋白和泌乳素诱导蛋白等。
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