
导言

大多数的神经退化性疾病，例如帕金森氏症、阿滋海

默症等，在分子层面的发病机制现今尚未研究清楚。

目前，大多数蛋白质的表现分析都是在以完整组织的

均质化 备样品为基础上所完成的，用这种方法所

备的样品，无法提供在特定种类的细胞上所发生之特

定改变的相关资讯。本研究的目的即在探讨利用雷射

显微切割方法在单一脑组织所取得的细胞能否用於蛋

白质表现的分析。

利用雷射显微切割/压力弹射技术和奈米
液相层析串联式质谱仪 (LC/MS/MS)
对死 人类脑组织中的蛋白质进行鉴定

应用文摘

Christian Sauber
安捷伦科技

Bernd Sägmüller
PALM显微雷射科技

Manuela Neumann 和 Hans A. Kretschmar
慕尼黑路德维希-马克西米利安大学

实验部分

样品取得

组织样品来自於德国慕尼黑路德维希-马克西米利安

大学神经病理学系。样品取自死 的人类小脑，其中

包含了白质和皮质。样品依神经病理学的方法，以

厚度 10-15 µm 代表一层细胞层， 依苏木精-曙红标

染色法 (Hematoxylin-Eosin Staining，HE) 进行

染色 (如图 1)

利用雷射显微切割与压力弹射技术 (LMPC) 所取得的

人脑组织是应用 PALM MicroBeam IP 系统所提供的

337 nm 氮气雷射来完成的。雷射压力弹射 (LPC) 与

均质化的软体控制部分则是利用 PALM RoboSoftware

中的自动压力弹射 (AutoLPC) 功能，先在感兴趣的

部分描绘出面积分别为 5、10 和 20 mm2的轮廓，再
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胰蛋白酶降解是在 37 的温度条件下，过夜反应，在

每 10 mm2 细胞中加入 800 ng 胰蛋白酶 (Trypsin)，

即蛋白酶与蛋白质的比为 1:20。反应完成 ，再以 1%

的蚁酸 (formic acid) 来终止反应。将样品冻乾 ，再

加入 20 µl 的 0.1% 蚁酸水溶液将样品回溶，即完成

样品的 备，待 续以 LC/MS 分析。

三氟乙醇 (TFE) / 胰蛋白酶降解方法

样品直接弹射至 15 µL 含 pH.8.0 的 10 mM DTT（二

巯基苏糖醇）之 50% TFE (1,1,1三氟乙醇) 和 50% 

30 mM 重碳酸铵 (ammonium bicarbonate) 的混合水

溶液中。样品也可弹射至 PALM 黏性盖 (Adhesive

Caps) 中，做一段时间的细胞收集，稍 再进行变性。

离心分离 ，样品於 60 静置 45 分钟。接著将样品

用 90 µL 的 30 mM 重碳酸铵缓冲液 (ammonium

bicarbonate buffer) 稀释。同样以每 10 mm2 细胞加

入 800 ng 胰蛋白酶 (Trypsin) 的比例使样品在 37

的温度条件下过夜反应。再用 1% 蚁酸终止反应 ，

快速冷冻样品，再加入 20 µl 含 0.1% 蚁酸水溶液将

样品回溶，待 续 LC/MS 分析。

液相层析/质谱分析

所有液相层析/质谱分析 (LC/MS) 的实验都是利用

Agilent Nanoflow Proteomics Solution 所提供的技

术来完成的。该方案将样品先通过一台专用於质谱分

析 (MS) 的安捷伦 1100 系列奈米液相层析仪 (Agilent

1100 Series nano-LC)，再经由垂直角喷射的奈米喷

雾离子源进入安捷伦 1100 系列液相层析质谱仪 (Agi-

lent 1100 Series LC/MS Trap XCT)。奈米液相层析

系统 (nano-LC system) 利用一个 ZORBAX 300SB-

C18 (0.3 x 50mm，5 µm) 纯化管柱对样品进行纯化/

脱盐的处理， 利用 ZORBAX 300 SB-C18 (75 µm、

150 mm) 的奈米级管柱对样品进行分离， 以起始於

3% 的溶剂 B（含 0.1% 蚁酸的氰甲烷）与 97% 的溶

剂 A（含 0.1% 蚁酸的水）之混合溶剂来进行梯度分

离。

从这些部位收集样品。自动雷射压力弹射 (AutoLPC)

的网格步宽设为 5 µm，使每个细胞至少被 冲搏动两

次，以保证可靠的均质化效果。

将细胞碎片直接收集到微量离心管盖 。进行雷射显

微切割/压力弹射 (LMPC) 前，在每个管盖的中心滴

入一滴 (15 µl) 蛋白质变性液，蛋白质变性液的表面

张力强度足以使液滴可以倒置。将管盖置於人脑组织

样品上， 可能地靠近雷射聚焦点，使雷射弹射所

得到的组织能落於变性液中。

组织样品经雷射压力弹射 (LPC) 取得之 ，立即以两

种不同的方法进行蛋白质降解：一种是标 尿素法，

另一种为有机溶剂法。

降解

尿素 / 胰蛋白酶 (Trypsin) 降解方法

样品直接被弹射至装有 15 µl 以 Tris 及 6 M 尿素所配

置的缓冲液 ，立即进行变性。或利用 PALM 黏性盖

(AdhesiveCaps) 收集弹射出的细胞，延长收集的时

间使得到的细胞量增加，稍 再进行变性。一小时 ，

在悬浮液中加入 95 µl 水，然 温和振动使之混合均

匀。

图1.  小脑组织样品照片。左边是白质，右边是皮质。皮质构造用蓝色
突出显示。
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INSTRUMENT CONDITIONS

LC Conditions:

Enrichment

Column: Zorbax SB-C18, 300A, 0.3 x 5 mm, 5 µm

Mobile phase: 0.1% formic acid in water

Flow rate: 10 µL/min

Analysis

Column: Zorbax SB-C18, 300A, 0.075 x 150 mm, 3.5 µm

Mobile phase: A: 0.1% formic acid in water

B: 0.1% formic acid in acetonitrile (ACN)

Gradient: 0-5 min at 3%B

then 0.5%B per minute up to 60% (5–119min)

60% to 85%B over one minute (119–120min)

held at 85%B

stop time 125min

Flow rate: 250 nL/min

Injection: 16 µL out of 20 µL

MS Conditions

Ionization mode: Positive nanoelectrospray

Drying gas flow: 5 L/min

Drying gas temperature: 300°C

Skimmer: 30 V

Capillary exit: 75 V

Trap Drive: 85

ICC: On

Peptide scan mode

Active exclusion: 3 spectra, 1.5 min

Prefered charge state: Doubly charged

Number of precursors: 2

Maximum accumulation 50 ms

time: 

Target: 125,000 (MS)

100,000 (MS/MS)

Scan: 300 – 2200 m/z (MS)

100 – 1800 m/z (MS/MS)

LC/MSD Trap XCT 是在独特的胜肽扫描 (Peptide

Scan) 自动二次质谱模式下操作，胜肽扫描模式可在

每秒 8100 u 的扫描速度下得到解析度小於 0.35 u

(FWHM) 之单一质谱全扫描图谱。利用自动的二次质

谱扫描，可以每秒 26000 u 的扫描速度，自两个由一

次质谱所得到的最大质谱波峰取得解析度小於 0.6 u

(FWHM) 的二次质谱图。胜肽扫描模式可在高达 +3

电位的同位素解析度及总体速率为每秒一个二次质

谱图的情况下进行带电状态质谱侦测。

资料处理

本实验中所有数据资料都是利用 Agilent Spectrum

Mill 质谱蛋白质体学资料分析平台来进行处理，自

NCBI（美国国立生物技术资讯中心）人类资料库中

搜寻比对而取得。质谱预处理则由 Agilent Spectrum

Mill 的提取程式来完成。只有序列标记长度大於 1 的

MS/MS 质谱可被选取来用於资料库搜查。

结果与讨论

与利用雷射显微切割与压力弹射技术 (LMPC) 来取得

组织中 RNA 的分析做比较（见安捷伦 5988-9128EN

号出版物），蛋白质不能以 放大来改善检测极限，

因此 定取较大面积的组织来进行实验，实验中取约

1 到 20 mm2的面积的组织，而一般认为每 10 mm2的

组织具有 105个细胞，每个细胞约包含 4 ng 的蛋白质，

因此合计共约取得 400 µg 的蛋白质以进行分析。

在雷射显微切割与压力弹射 (LMPC) 过程中，收集

5 mm2 面积的细胞之情况下，蛋白质变性液的蒸发可

以忽略不计。然而，组织样品收集完成 ，可选择性

地加入数次 10 µl 的变性液，以保证所有的组织切片

都完全浸泡在变性液中。

利用 PALM 黏性盖 (AdhesiveCaps) 收集细胞以增加

细胞收集量 (10 和 20 mm2) 可获得较佳的蛋白质分析

结果。这些黏性盖上被涂 了特殊的填充料，使得

不需要在黏性盖 放置缓冲液即可收集细胞。完成

细胞的收集之 ，加入变性液再温和地振动使之混合

均匀，随 利用低速离心来分离液体和细胞切片。
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Glass slide
with specimen

Microscope
objective

Cap with droplet of
denaturation buffer

图2.  雷射显微切割与
压力弹射 (LMPC) 装
置示意图

图3.  在装有蛋白质变性液之盖中的雷射显微切割与压力弹射
(LMPC) 均质化切片

和利用传统方法以玻璃器皿对组织进行均质化的处理

相比，雷射压力弹射的主要好处在於不接触样品就能

对明确的组织区域，甚至好几个区域进行收集。这一

过程 可以以内置显微镜仔细监督及记录存档。借助

於MicroBeam 的自动雷射压力弹射 (AutoLPC) 功能，

单一个细胞在弹射过程中已被雷射 冲均质化，因而

可以直接取得溶解性蛋白质作进一步处理（图2，3）

对两种蛋白质降解方法进行比较以评估它们对胜肽与

蛋白质鉴定的影响。来自组织的 杂蛋白混合物需要

精 的降解程序，以确保蛋白质被完全的降解。利用

合有机溶剂进行降解的方法促成了较多的胜肽/蛋

白质得到 定，这很可能是由於降解前蛋白质被溶解

得比较好的原因。
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Agilent Spectrum Mill 的质谱蛋白质体学资料分析平

台透过其蛋白质比对报告 (图 4) 让我们能够对单个蛋

白质，甚至多个蛋白质或在多个实验之间进行比较。

利用此一报告，在第一步骤 ，来自不同样品或不同

实验中所感兴趣的所有胜肽可被 集在一起，再进行

蛋白质的比对 定。接著，每一个来自不同样品或不

同实验的胜肽被陈列於各个独立栏位，而所有被 定

出来的胜肽序列相似度及数目亦被同时显示出来。

一个 10 mm2 人类死 组织样品在一维奈米 LC/MS

分析 共有 26 种蛋白质被成功地 定（图5、图6）。

安捷伦科技

由於来自组织样品降解得到的胜肽的数目较大，质

谱仪的基峰层析图 (BPC) 上出现了数百个波峰。串联

质谱仪 (MS/MS) 总离子层析图 (TIC) 所示强度亦与

BPC 相若，这是因为胜肽在 XCT 离子阱质谱仪中的

断裂效率非常地接近 100%。有超过 150 个MS/MS 图

谱自动被进行了胜肽序列比对，而共有 26 个蛋白质

在绝对分值大於 15 的情况下被显示有效地比对成功。

未来的工作将包括透过更大的显微切割区域，与结

合多维的 LC 分离技术，以获取更加深入的组织蛋白

质分析图谱。

图4. 不同分解方法的比较研究。左列（5号样品）代表 用 TFE方法进行分解的蛋白质 定结果，右列（4号样品）代表 用尿素方法分解
的蛋白质 定结果。栏位中颜色表示蛋白质相对的蛋白质表现量：白色表示没有检测到，随著色彩的加深，表示蛋白质表现量升高。
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结论

利用雷射显微切割与压力弹射 (LMPC) 技术所 备的

组织样品使我们能够直接对可溶性蛋白质进行进一

步的研究。 且由实验得知混合有机溶剂的消化方法

可得到较好的 LC/MS 序列比对范围和蛋白质 定结

果。 用高容量离子阱的一维奈米 LC/MS/MS 质谱

仪在仅 5 mm2区域的组织样品内可获得多达 30 种蛋

白质的成功 定。

图5.  10 mm2 组织样品的基峰层析图 (MS) 和总离子层析图 (MS/MS)
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图6.  由 10 mm2 死 人脑细胞组织样品经 Spectrum Mill 分析
的结果
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