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摘  要 : 蛋白质的 C 末端在蛋白质进行各项生命活动过程中都起着极其重要的作用。它不仅标志着 DNA 转录

翻译成蛋白质过程的初步完成，更是参与和调控了蛋白质的各种生理功能。研究蛋白质的 C 末端不仅有利于

完整蛋白质的鉴定，对于在分子水平理解蛋白质的信号传导和生化功能是十分必要的。文中结合我们的研究工

作，综述了近年来基于生物质谱的蛋白质 C 末端研究的相关进展，包括了 C 末端的识别、鉴定以及蛋白质 C

末端肽段富集的新方法和新技术。 
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Abstract:  C-termini of proteins often play an important role in various biological processes, such as the transcription and 

translation from DNA to protein and also participating in various biological regulations. The determination of protein 

C-terminus is so crucial because it provides not only distinct functional annotation, but also a way to monitor the 

proteolysis-modified proteins. Based on the biological mass spectrometry, a series of novel methods and technologies were 

developed both for qualitative and quantitative analyses of protein C-terminus. These methods or technologies can be 

applied to accurate and effective protein C-terminus profiling, including the sequences and quantitative information of 

C-termini, which reveals the biological function of C-termini in life’s activities and provides a better understanding of the 

综  述
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degradation of mature proteins. Combined with our research, this review highlights the improvements in C-terminal 

proteomics study in the past decades, including the methodologies for recognition and identification of C-terminus, as well 

as the enrichment strategies for protein C-terminus. 

Keywords:  proteomics, protein C-terminus, biological mass spectrometry, enrichment 

DNA 中的基因通过转录和翻译合成蛋白

质，随后通过进一步的加工和翻译后修饰形成

具有各种构象和生物功能的蛋白质。当 mRNA

由基因转录得到后，在核糖体上被用作蛋白质

合成的模板，从而进行蛋白质的翻译合成。在

生物体中的蛋白质合成总是从 N端到 C端。前

者意味着合成的开始，而后者意味着合成的终

止。所以一个成熟蛋白质的 C 端在蛋白质的合

成中处于相当重要的地位，并且在该蛋白质参

与生物体各项生理活动中更是起了积极的作

用。由于蛋白质的天然构象决定了蛋白质的生

物功能，而其天然构象又是由该蛋白质的一级

结构决定的。所以如果要了解一个蛋白质的高

级结构及其重要的蛋白质功能，那必须首先要

明确其一级结构，即蛋白质的氨基酸序列。而 C

末端作为蛋白质合成的终止端，它序列的确定

则显得尤为重要。随着蛋白质组学的不断发展，

人们在蛋白质水平对于蛋白质 C 端的研究越来

越深入，蛋白质 C端测序工作也逐渐发展起来，

随着一些新蛋白质 C 末端测序方法的建立，测

序的灵敏度和分析通量都得到提高，而且可以

实现 De novo测序。特别是生物质谱技术应用于

C 端测序后，使得大规模高通量的 C 端测序成

为可能，并能够在蛋白质组水平应用。本文旨

在阐述研究蛋白质 C 末端的重要意义，并系统

地综述了以质谱测序法为主的蛋白质 C 末端的

鉴定策略以及与质谱测序法相关的 C 末端肽段

的特异性富集方法。 

1  蛋白质 C 末端的研究意义 

蛋白质的 C 末端在蛋白质参与生命体各项

生理活动中起着非常重要的作用。首先，蛋白

质的 C 末端包含了丰富的与生物功能相关的信

息，对于蛋白质定位、蛋白质识别和信号传导

等方面发挥重要的作用[1-3]。与蛋白质降解密切

相关的泛素化途径中，泛素就是与非特异性泛

素激活酶 E1 的半胱氨酸残基共价结合，形成

E1-泛素复合体，并经过一系列的生化反应，最

后将泛素 C 末端甘氨酸上的羧基连接到靶蛋白

赖氨酸残基的 ε-氨基基团上；又例如人源的   

β-淀粉样蛋白 (Amyloid β-protein) C 末端发生

调节紊乱是导致 Alzheimer 病的主要元凶之  

一[3]；萤火虫荧光素酶 C 端的 3 个氨基酸不仅

构成了序列进化保守的 C 末端，同时也作为过

氧化物酶的信号靶标[4]。第二，蛋白质 C 末端

涉及到的翻译后修饰也对蛋白质的生物学功能

产生重要的影响[5-6]。类似于蛋白质 N端乙酰化

的功能，在 C 端羧基发生的酰胺化可以改变羧

基所带的电荷性质，将原先带有负电荷的羧基

转变为接近中性的酰胺基团，从而在某种程度

上提高了蛋白质或者肽段的稳定性[7]。在一些分

子量相对较小的多肽激素中，经过酰胺化修饰

的肽段比例非常高。又比如通过在 C 端附近的

半胱氨酸异戊烯化修饰可以将蛋白质锚定在脂

质膜上[8]，以及 C 末端的糖基磷脂酰肌醇修饰

也可以用于锚定蛋白质于细胞质膜上 [9-10]。第
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三，蛋白质的 C 末端涉及多方面的生物体酶解

作用。有些蛋白质在某些酶的作用下会发生降

解，如趋化因子的调控[11]、多肽激素的成熟以

及纤维蛋白溶解[12]等。此外，还有一些酶在平

时并不发挥功能，但只要从某一位置将保护的

基团切除之后，便可以具有相应的生物活性。

比如某些分泌蛋白通过一段信号肽可以从细胞

内传输到细胞外，随后这一段信号肽被移除后，

该蛋白便被激活[13]。这些降解过程都会产生新

的蛋白质 C 末端 (neo-C-termini)，而研究这些

新产生的蛋白质 C 端能够更好地对酶解过程进

行功能化的注释，这其中包括酶和底物的识别，

酶的作用位点，底物的酶解位点等[14]。 

鉴定蛋白质 C 末端的氨基酸序列对于蛋白

质的定性分析同样发挥着重要的作用。蛋白质

的末端氨基酸序列具有很高的特异性，仅仅对

末端少数几个氨基酸的序列测定就可以实现绝

大多数蛋白质的可靠的分析鉴定[15]。Wilkins研

究小组通过对理论数据库中各物种的理论末端

肽的特异性进行统计分析，结果表明，有

43%–83%的蛋白质 (依物种而异) 可以通过分

析 N 端的前 4 个氨基酸序列来确定。若测定蛋

白质 N 端的前 5 个氨基酸序列，则可以将鉴定

成功率提高至 78%–97%[16]。相对于 N端鉴定，

C 端序列的测定对于整个完整蛋白质的鉴定有

着其独特的优势：第一，作为 N端鉴定的互补，

C端鉴定有着更高的特异性，同样是 Wilkins小

组对于理论数据库中蛋白质的 C 末端进行了统

计分析，显示出仅仅检测 C 末端的前 4 个氨基

酸，有 74%–97%的蛋白质能够被特异性地成功

鉴定[15]；第二，在真核细胞中，有 30%–80%的

成熟蛋白的 N端发生了翻译后修饰 (如 N-端乙

酰化修饰[17])，N端上的 α-氨基由于这些修饰而

被封闭，从而无法进行有效的 Edman 降解，所

以实际上能通过 N 端测序而确定具体蛋白质的

比例远远低于上述理论计算得到的比例。相比

之下，绝大多数蛋白质的 C 端是自由游离状态

的，仅仅可能发生为数不多的翻译后修饰，比

如在一些小分子肽激素中的酰胺化[18]。这使得

蛋白质 C 端的序列测定有着更广泛的应用范围

和前景。此外，对蛋白质 C 末端的序列分析，

在检验重组表达蛋白的纯度、确定具体的蛋白

序列方面也是一个很好的补充[5]。 

综上所述，对蛋白质 C 末端序列的研究不

仅有利于蛋白质的鉴定，更重要的是可以分析

蛋白质的高级构象，揭示蛋白质的生物学功能。

由此看来，一套完善的蛋白质 C 末端分析平台

和流程对于整个蛋白质 C 末端的分离分析和功

能研究显得至关重要。 

2  基于质谱技术的蛋白质 C 末端鉴定 

技术 

早在 1926 年，Schlack 和 Kumpf 便提出了 

(异) 硫氰酸法用于蛋白质 C 端的测定。类似于

在 N端测序中被广泛使用的 Edman降解法，这

是一种化学测序法。该类方法是指蛋白质或者

多肽样品与化学试剂反应后，从 C 末端逐步发

生专一性裂解，对裂解得到的氨基酸进行分析，

最后还原 C 末端的氨基酸序列的方法。C 端的

化学测序法发展至今已有 80余年，随着机理的

深入探究以及分析手段的不断发展，目前比较

具有代表性的方法主要有烷基化学法[19-20]和过

氟酸酐法[21]。但是相比于 Edman降解法，羧基

端的碳原子与氨基端氮原子化学活泼性相差很

大，使得化学法的偶联产率很低，往往只能进

行 3–5 个重复单元，并且反应起始量要求较高 
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(20–100 pmol)。此外，这类化学法无法应用于 C

末端被修饰封闭的蛋白质或多肽，也无法作用

于脯氨酸，所以并不能作为一种有效的 C 端测

序方法[22-23]。 

近 30年随着质谱技术的飞速发展，因为其

出色的分辨率以及超高的灵敏度而受到了广泛

地重视，特别是在蛋白质组学领域中，结合色

谱和串联质谱的联用，更使其成为了一种常规

的检测分析手段。相比于氨基，羧基存在一定

的化学反应惰性，但是通过质谱以及相关的衍

生化手段，可以达到鉴定 C 末端的目的。对于

序列已知的蛋白质，可以根据序列和酶切位点

计算出 C 末端肽段的理论分子量，进而在质谱

分析中选择相对应分子量的肽段通过二级质谱

序列分析以确证 C 端的正确性。对于未知序列

的蛋白质，则可以通过一系列方法使 C 末端肽

段产生特征峰，在质谱中识别并进行测序分析。

主要有羧肽酶法、轻重同位素标记法、Lys-C

结合 Lys-N 酶解比较法等。这些方法都可以在

一级质谱中对 C 末端肽段进行识别，从而能够

选取 C 端肽段母离子进行二级质谱的序列   

分析。 

2.1  羧肽酶测序法 

羧肽酶 (Carboxypeptidase，CP) 是一类催

化水解蛋白质或者多肽链含羧基末端氨基酸的

酶。它能够特异性地识别和作用于末端为自由

α-羧基的氨基酸，经过一定时间的水解，C末端

的氨基酸会逐个解离下来，通过不同的检测方

式，可以检测逐个释放得到的氨基酸，来还原

得到蛋白质的 C 末端序列。常用的氨基酸检测

方法有两种：一种是色谱法，用于直接检测水

解得到的氨基酸；一种是质谱法，通过分析比

较丢失末端氨基酸的蛋白质或多肽残片与水解

前的分子量差值，从而得到氨基酸分子量信息。 

由于目前生物质谱对于分子量较大的蛋白

质分析灵敏度和准确度有限，所以最初结合质

谱的羧肽酶测序法仅仅局限于多肽[24-26]或是小

蛋白水平的 C端分析[27-28]。例如 Patterson等优

化了羧肽酶的催化水解条件，通过改变羧肽酶

的浓度，在不同的酶解时间点来采集数据，动

态地得到多肽的 C 末端氨基酸序列。基于此方

法，一共鉴定了 22 条多肽，最多测定了多肽 

(ACTH 7-38片段，质荷比为 3 695.15) 的 C末

端 19个氨基酸的序列[25]。基于此，Beeumen研

究小组发展了一种羧肽酶水解用于 C 末端测序

的新方法[29]。该方法结合了溴化氰化学裂解蛋

白质以及羧肽酶对 C 末端特异性的降解。首先

将分离纯化得到的蛋白质通过溴化氰裂解。该

裂解方式作用于甲硫氨酸，最大的特点就是酶

解产生的 C 末端都形成了高丝氨酸内酯的衍生

物。这样使得除了自由 C 末端肽段外，其他由

酶解产生的肽段都不再含有自由的 α-羧基。羧

肽酶并不能识别C末端为高丝氨酸内酯的肽段，

因此当溴化氰裂解产物中加入羧肽酶之后，经

过一定时间酶切，C末端肽段的氨基酸会逐个解

离下来，可以通过质谱检测不同时间酶切得到

的肽段，便可以得到阶梯式的序列信息，最后

将所有结果还原成 C 末端肽段的序列。此方法

的兼容性较好，也可以测定分子量较大的蛋白

质，最大测定到分子量为 68 kDa的蛋白，并且

最多测定到 12个氨基酸残基。但是该方法的不

足在于只适用于简单体系，面对复杂体系时，

必须经过蛋白质的分离处理。此外，该方法依

赖于最后一个甲硫氨酸在整个蛋白序列中的位

置，因为只有酶切后处于合适分子量的 C 末端

肽段才适合该方法。 
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2.2  轻重同位素标记法 

轻重同位素标记法是指通过酶促手段或者

化学方法，能够将轻重同位素分别标记在肽段

上。针对酶解后产生的肽段和自由的 C 末端肽

在化学性质上存在一定的差异，可以利用同位

素的方法将它们区分，从而在质谱图中识别和

鉴定。 

其中较为典型的方法是Nakamura小组基于

这样的思路，发展了 50% 18O水解的方法用于 C

末端肽段的鉴定[30]。在酶解过程中，新产生肽

段的 C末端经过 50% 16O 和 50% 18O的酶促标

记，会在质谱图上形成一对分子量相差 2 Da的

对峰，而原来蛋白质的 C 末端，由于不参与酶

解反应之中，所以不会被 18O标记，在质谱图上

只会以单峰的形式存在。由此能够在一级质谱

图中很容易地识别出 C 末端肽段，并选择此肽

段进行二级质谱分析得到 C 端序列。基于傅里

叶变换离子回旋共振高分辨质谱 (FT-ICR) 的

检测，可以将灵敏度提高至 ppm 级别，与二维

凝胶电泳结合后可以进行快速可靠性高的 C 端

分析。此外，Young小组也发展了多种同位素标

记策略用于 C 端分析的新方法[31]。比如基于乙

酰化反应的策略，蛋白质经过 Lys-C 酶解后，

酶解混合物平均分为两份分别与乙醛及氘代乙

醛反应，使得氨基发生了乙酰化修饰，随后再

1∶1 等比例混合后进行质谱分析。此时由酶解

得到的肽段在首尾两端分别带有 α-氨基和 ε-氨

基两个乙酰化的位点，所以轻标的乙酰化肽段

和重标的乙酰化肽段在分子量上有 6 Da 的差

别，在质谱图中呈现差 6 Da的同位素对峰，而

蛋白质 C 末端的肽段往往只带有一个 α-氨基，

所以在质谱图中以分子量差 3 Da的对峰形式存

在。类似的还有酯化反应策略，蛋白质经过

Glu-C酶解后，等分成两份并分别与甲醇以及氘

代甲醇发生酯化反应，随后再以 1 1∶ 等比例混

合。由酶解得到的肽段 C 末端为谷氨酸，含有

一个 α-羧基与一个侧链羧基，所以可以和两分

子的甲醇反应，同样在质谱图上呈现分子量差 6 

Da的对峰，而蛋白质 C末端的肽段往往只带有

一个 α-羧基，所以在质谱图中以分子量差 3 Da

的对峰形式存在。 

通过上述的轻重同位素标记的方法，可以

很直观地在一级质谱图中辨识出蛋白质的 C 末

端肽段，而且步骤简单，可操作性高，非常适

合用于单个蛋白质的 C 端鉴定。但是该类轻重

同位素标记方法的不足之处在于通过轻重同位

素标记，谱图的复杂程度提高了一倍，对于谱

图的解析会带来许多困难。 

本课题组在此基础上，发展了一种基于恶

唑酮化学的同位素标记策略，实现在复杂的生

物样品中同时进行蛋白质 C 端的鉴定和相对定

量[32]。该方法结合了恶唑酮化学法和双标的精

氨酸同位素标记。恶唑酮化学被认为是为数不

多的可以有效区分 α-羧基与侧链羧基的反   

应[33]。该反应首先通过 α-羧基与甲酸和乙酸酐

反应脱水形成类似恶唑酮的中间产物，随后又

与氨基试剂反应，得到含有酰胺键的产物。基

于恶唑酮反应，有一系列的功能化试剂被用于

与蛋白质 C 端进行衍生反应[33-36]。通过恶唑酮

反应，将精氨酸特异性地与蛋白质的 α-羧基结

合；将蛋白质酶解之后，带有同位素标签的 C

端肽段在质谱中呈现出对峰的峰形，从而与其

他酶解肽段区分开来，通过进一步的串联质谱

分析，我们可以得到其序列信息。精氨酸作为

衍生化试剂，可以增强 C 端肽段的碱性，从而

大大提高了肽段在质谱中的离子化效率。此外，
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双标的同位素标记还可以用于蛋白质 C 端肽段

的相对定量。当标有轻重同位素标记的样品混

合后进行质谱分析，同位素峰的信号强度之比

即代表了来源于不同样本之间 C 端肽段的量的

比例。该方法有着良好的动态线性范围，研究

表明在 2 个数量级的范围内都保持一致的线性

和很高的重现性。我们将此方法运用于腾冲嗜

热菌的研究中，考察了在不同温度条件培养下

的腾冲嗜热菌的蛋白质C端的表达水平的差异。

一共有 68条 C端肽段被成功鉴定到，其中有 53

条在两个温度下的腾冲嗜热菌中都被鉴定到并

有相对定量信息。在这些有表达差异的 C 端肽

段中，大部分都归属于各种酶蛋白、ATP 功能

相关蛋白以及核糖体蛋白，这些蛋白质的变化

都有可能和外界条件 (比如温度) 有关。所以我

们推想，温度确实是一个影响腾冲嗜热菌生物

活性的重要因素。此外，还有 24条非 C端肽段

作为可能是内源性新产生的 C 端肽段被成功鉴

定。在鉴定到的 24个内源性新 C端肽段中，大

部分都定位于完整蛋白质的N端或者C端附近，

说明了蛋白质的 N端和 C端有着非常高的生物

活性，在生命活动中起着非常重要的作用。 

2.3  其他基于质谱鉴定的 C 末端测序方法 

此外，也有其他小组报道通过不同的酶解

方式或者化学衍生手段对蛋白质的 C 末端进行

序列分析。大多数的策略出发点仍然基于 C 末

端肽段较之其他肽段在一级质谱中呈现出各类

差异性的特征，对 C 末端肽段进行识别，进而

对其进行序列的分析。比如 Murphy小组结合了

溴化氰化学裂解以及在酸性条件下的甲醇衍生

化反应，对于马的 Glutathlone S-Transferase 蛋

白进行了 C端的序列分析[37]。非 C末端的酶解

后得到的肽段末端都以高丝氨酸内酯的形式存

在，在酸性条件下和甲醇作用，发生开环加合

反应，使得此类肽段加上了 32 Da的修饰；而唯

独酶解后的 C 末端肽段在 C 端以 α-羧基的形式

存在，与甲醇发生酯化反应，有 14 Da的分子量

增加。通过比较反应前后的质谱图，便能够在一

级质谱图中辨识得到蛋白质的 C末端肽段。 

Tanaka 小组结合了 Lys-C 和 Lys-N 的酶解

特点，发展了 Lys-C 和 Lys-N 酶解比较的新方

法用于蛋白质 C端的分析[38]。该方法使用 Lys-C

和 Lys-N 这两种肽段内切酶，对蛋白质分别进

行酶解。Lys-C产生的都是 C末端为赖氨酸的肽

段，而 Lys-N 产生的则都是 N 末端以赖氨酸开

始的肽段。将由两种不同酶切得到的肽指纹谱

图进行比较可以发现，蛋白质 N 末端肽段在

Lys-C酶解体系中比 Lys-N的体系中多了一个赖

氨酸，相反蛋白质 C 末端肽段在 Lys-C 酶解体

系中比 Lys-N 的体系中少了一个赖氨酸。而所

有蛋白质中间段产生的肽段在分子量上都没有

差别，只是序列上略有不同，Lys-C体系中的赖

氨酸在 C 末端，而 Lys-N 体系中的赖氨酸在 N

末端。所以该方法在简单体系中可以通过比较

Lys-C与 Lys-N酶解产物的质谱图，同时对蛋白

质的 N端和 C端进行分析，也具有一定的适用

性。但是该方法仍然受限于酶的酶切位点，此

外也没有自动化的平台进行高通量的蛋白末端

鉴定分析。 

3  蛋白质 C 末端肽段的特异性富集策略 

以上各种方法各有优势和适用的体系，针

对于不同的蛋白质可以选取合适的方法进行 C

末端的序列分析。但是这些方法都有一个共同

的不足，那就是没有对蛋白质 C 末端的肽段进

行特异性富集。这样带来的不利影响就是我们
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需要从海量的数据中首先寻找到 C 末端肽段，

随后才能对其进行鉴定分析。当 C 末端肽段淹

没于大量的非 C 末端肽段时，就必须耗费大量

的时间和精力去识别，并且有极大的可能受到

非目标肽段的干扰，而造成鉴定失败或者信息

丢失，所以此前的方法都只适用于一些简单的

体系，比如二维凝胶电泳分离后的蛋白质或者

是表达纯化过的蛋白质。理想的分析手段必须

排除这些干扰，并且能应用于高通量大规模的

蛋白组学研究中，所以我们需要引进蛋白质 C

末端肽段的富集策略。 

3.1  C 端肽段反向富集法 

相比与蛋白质 N 端的富集策略，蛋白质 C

端的富集办法不是很多。这其中有两个方面的

原因：首先是因为与氨基相比，羧基的反应活

性相对较低，很少有方法能够与羧基反应达到

较高的产率；其次，能够特异性地区分 C末端 α-

羧基与氨基酸残基上羧基的反应不多，不像 N

端的 α-氨基有很多方法可以与赖氨酸残基上的

ε-氨基区分开来[39-40]，所以很难有效地进行选择

性的反应。目前，大部分的 C 末端富集都是基

于反向富集的策略。简单来说，就是将所有非 C

末端肽段通过富集手段去除，最后溶液中剩下

的就是 C 末端肽段。本文选取几个代表性的例

子来了解目前 C端肽段富集策略的研究状况。 

Chait 研 究 小 组 利 用 脱 水 胰 蛋 白 酶 

(Anhydro-trypsin) 首次实现了对 C 端肽段的富

集[41]。脱水胰蛋白酶是一种失去催化活性的胰

蛋白酶，它不具备水解蛋白质的作用，但是仍

然能够识别 C 末端是赖氨酸或者精氨酸的肽段

并与之结合。所以当蛋白质首先通过 Lys-C 酶

解后，产生的肽段 C 末端都是赖氨酸，这样除

了蛋白质的自由 C 末端肽段外，其余的都能被

连在固相磁珠上的脱水胰蛋白酶所捕获。将磁

珠与溶液分离后，溶液中残留的就是蛋白质的 C

末端肽段。Tsunasawa 小组对该方法进行的优 

化[42]。他们针对于脱水胰蛋白酶磁球价格昂贵、

反应效率低的弊端，用 DITC树脂代替了脱水胰

蛋白酶磁球与赖氨酸上的氨基反应，同时对 N

端的氨基进行了 TMPP 修饰，以提高肽段在质

谱中的响应信号。基于这样的方法，作者测定

了 3个标准蛋白以及 PfuRPA 3个亚单元的 C端

序列并且将该方法用于 De novo测序。 

前两种方法都是基于固相材料上的功能化

基团与肽段的氨基发生的修饰。Overall 研究小

组发展了针对于酸性氨基酸修饰的新方法[43]。

蛋白样品经过还原烷基化后首先将所有的氨基

通过甲基化保护起来，随后通过 EDC/NHS 反

应，将所有羧基 (包括谷氨酸以天冬氨酸残基上

的羧基以及蛋白质 C 端的 α-羧基) 用乙醇胺封

闭。经过胰蛋白酶水解后，再一次将酶解生成

的 α-氨基通过甲基化封闭。此时只有酶解新产

生的肽段有自由的 α-羧基，而蛋白质 C 末端的

肽段已经不含有自由的 α-羧基。此时将含有丰

富氨基的高分子材料与这些 α-羧基进行

EDC/NHS偶联反应，通过超滤后，溶液中保留

的便是衍生化后的蛋白质 C 末端肽段。研究小

组将该方法用于 E. coli的分析鉴定中，这是首

次将 C 末端反向富集的方法真正应用于复杂生

物体系中。结果显示在富集之前，所有鉴定结

果中只有 2.2%归属于 C末端肽段，而富集之后，

C末端肽段的比例达到了 72.3%。基于此类反向

富集的策略，该研究小组引入同位素标签，发

展了“底物 C 端氨基同位素标记法 (C-terminal 

amine-based isotope labeling of substrates ，

C-TAILS)”的方法，用于研究由酶作用降解后产
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生的新的 C 端。通过同位素标记分别在对照样

品与酶促作用后的蛋白质标上轻标同位素以及

重标同位素，等比例混合后经过酶解和 C 末端

肽段反向富集。在质谱图中，蛋白质正常的 C

端由于在两组样品中都存在，所以以强度相同

的对峰形式存在，而经过酶解作用降解得到的

新的蛋白质 C 端，则只产生带有重同位素标记

的质谱峰。通过这样的方法可以寻找内源性降

解产生的新蛋白质 C 端，从而对酶作用的底物

的位点进行研究分析。 

但是相对于正向富集策略，反向富集的实

现取决于捕获反应的效率和完全性。一般来说

这样的富集策略效率偏低，所以目前大部分的

研究工作还主要集中在简单体系中。 

3.2  C 端肽段正向富集法 

目前基于正向富集策略的 C 端富集方法极

其有限，Jaffrey 小组利用酶促法将蛋白质的 C

末 端 特 异 性 地 标 上 带 有 生 物 素 的 标 签 

(Profiling protein C-terminal by enzymatic 

labeling，ProC-TEL)，用于 C 末端肽段的正向

富集[44]。这是第一篇有关 C 末端正向富集策略

的研究。羧肽酶 Y不仅具有催化 C末端氨基酸

水解的活性，同时也具有转肽酶的活性，可以

用带有标签的氨基酸置换C末端原有的氨基酸。

特别是当 C 末端羧基形成酯的时候，转肽酶的

活性可以大大提高[45-47]。基于此，研究者首先

在蛋白水平上将蛋白质所有的羧基进行酯化反

应，通过羧肽酶 Y 的转肽酶作用，使蛋白质的

C末端带上含有生物素的标签，而侧链上被封闭

的羧基在进一步的酯水解作用下还原得到游离

的羧基。经过胰蛋白酶酶解后，只有 C 末端肽

段带上了生物素的标签，通过其与亲和素的亲

和作用，最后达到 C 末端肽段的富集目的。该

方法用于 E. coli的研究中，一共有 70条 C末端

肽段被鉴定得到。 

4  展望 

蛋白质 C 末端的研究越来越受到人们的关

注。它不仅是作为蛋白质 N 末端研究的补充，

为我们提供了更全面的蛋白质一级结构信息，

同时它也为我们开拓了一个崭新的领域，帮助

我们去了解和研究蛋白质 C 末端在各项生命活

动中发挥的重要生物学功能。例如蛋白质 C 末

端的序列，翻译后修饰，表达水平以及内源性

降解产生的新的蛋白质 C 末端等都值得我们去

深入地探索和思考。基于生物质谱的蛋白质 C

末端研究正是提供了这样的研究分析平台，尽

管目前的方法各有利弊，都不是十分成熟，但

是仍然可以看到其在研究蛋白质 C 末端中潜在

的巨大应用前景。因此，发展能够应用于复杂

生物体系的蛋白质 C 末端富集、鉴定和定量方

法，对于进一步深入理解蛋白质的 C 末端生物

学功能具有重大意义。 
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