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摘  要 : 神经肽是一类重要的内源活性物质，在神经系统中发挥重要的作用，并连接大脑和其他神经器官。

基于质谱技术的神经肽组学研究旨在对神经肽进行大规模研究，在分子水平上得到重要信息，进一步加深对神

经系统调控机制以及神经疾病致病机理的理解。文中综述了利用质谱技术进行神经肽研究的基本策略，包括样

品处理、定性定量方法以及质谱成像等研究进展。 
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Abstract:  Neuropeptides are an important class of endogenous bioactive substances involved in the function of the 

nervous system, and connect the brain and other neural and peripheral organs. Mass spectrometry-based neuropeptidomics 

·综  述·
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are designed to study neuropeptides in a large-scale manner and obtain important molecular information to further 

understand the mechanism of nervous system regulation and the pathogenesis of neurological diseases. This review 

summarizes the basic strategies for the study of neuropeptides using mass spectrometry, including sample preparation and 

processing, qualitative and quantitative methods, and mass spectrometry imagining. 

Keywords:  neuropeptides, mass spectrometry, identification, quantitation, mass spectrometry imaging 

“神经肽”最初是由De Wied[1]在 1971年提出，

是在神经细胞中合成的内源性肽段，通过调节神

经来影响多种生理进程，具有典型的多肽短链结

构，长度一般为 3–100 个氨基酸。神经肽的生理

学功能主要是在神经元以及其他细胞或靶器官之

间传递信号。在临床上，神经肽扮演着重要角色。

神经肽的调节异常往往会引起一系列的神经系统

疾病。经实验证明，精氨酸加压素、脑啡肽、β-

内啡肽等神经肽与癫痫的发生发展有着密切的关

系，而胆囊收缩素和血管紧缩素可以抑制脑内癫

痫发作[2]。也有研究发现神经肽与皮肤免疫反应、

组织维护及修复有关[3]。因此，神经肽以及神经肽

受体已经成为治疗神经系统疾病的药物靶点[4]。 

神经肽是在神经元中合成，首先合成神经肽

前体，然后经过一系列酶切、翻译后修饰等过程

产生具有活性的神经肽。一个神经肽前体可以产

生多个具有活性的神经肽。即使是同一家族的神

经肽仍可能具有不同的功能，甚至会引起相反的

调节作用。因此，神经肽的这些分子水平特性导

致对其研究极其困难并具有很大的挑战性。 

传统的研究神经肽的方法主要是放射免疫

法、免疫组织化学法、RNA 印迹试验等。这些

方法不仅需要耗费大量时间，而且神经肽必须

有已知信息，因此不适用于发现新的神经肽。

此外，基于抗体的免疫化学法易发生交叉反应，

难以区分同一神经肽的不同亚型[5]。 

近年来质谱技术发展迅速，应用领域越来

越广。由于质谱分析具有高灵敏度、高准确度、

分离和鉴定同时进行等特点，为神经肽的研究

提供了新途径。在微量样品中，质谱仪可检测

出大量神经肽，并可精确测量肽段的质荷比 

(Mass/charge，m/z)，根据肽段的二级图谱进行

从头测序、同源序列比对等方法，从而发现新

型未知的神经肽。通过非标记方法或者同位素

标记的方法，质谱可以检测神经肽的动态变化。

此外，运用质谱成像技术可对神经肽的分布提

供具体信息。图 1 概括了目前利用质谱研究神

经肽的主要技术路线。 
 

 
图 1  神经肽研究的技术路线流程图 

Fig. 1  Flow chart of strategies for neuropeptide analysis by MS. ESI: electrospray ionization; MALDI: 
matrix-assisted laser desorption/ionization; MS: mass spectrometry. 
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1  样品制备 

质谱是一种具有高灵敏度的分析仪器，若

想对神经肽进行精确分析，则应提高样品的纯

度。在神经肽检测过程中，很多因素会对其分

析造成一定的影响，例如高盐、脂质以及能引

起神经肽降解的酶等，均可抑制神经肽的检测

信号，对分析结果造成影响。因此，需要采用

特殊有效的样品制备方法和策略。 

当动物的脑部组织被解剖出后，蛋白酶就

开始快速降解蛋白质以及神经肽。相对丰度较

高的蛋白质的降解产物通常很复杂，抑制了组

织中相对丰度较低的神经肽的信号，对神经肽

的检测造成困难。为了灭活组织中蛋白酶，常

用的一种处理方法是对组织进行微波加热。Che 

等 [6]利用微波技术对小鼠的下丘脑和垂体进行

加热，使其中蛋白酶迅速变性，并采用质谱和

稳定同位素标记的方法对神经肽进行定量。经

实验发现，经过微波加热后，在下丘脑中检测

到的神经肽含量比未经此技术处理的样品高出

2–3 倍。Sturm 等[7]也利用微波加热的方法处理下

丘脑和纹状体组织并且分析其中神经肽。另一种常

用处理方法是利用生物样品稳定仪——Denator[8]

对样品进行处理。Sturm 等[9]比较了利用生物样

品稳定仪灭活蛋白酶的样品和未灭活样品的神

经肽数据，发现在利用电喷雾电离源分析时，

动物死后的蛋白质降解片段会掩盖神经肽信

号，增加图谱复杂性。此外，通过给实验动物

灌注蛋白酶抑制剂的方法也可以有效抑制蛋白

酶的降解作用[10]。使用这种方法处理样品后，

不仅可获得更多的完整神经肽数量，而且蛋白

酶的降解产物也相应地减少。 

对于体液中的神经肽，可以采用微透析技

术与质谱分析相结合，从而提高神经肽的鉴定

数量。微透析技术 (Microdialysis，MD) 是一种

利用膜透析原理对活体细胞外液中生化物质进

行采集的技术。因对动物造成的干扰小，且样

品不被非变量因素干扰，被广泛应用于神经生

物学分析[11]。但是，使用微透析技术时，其神

经肽回收率低是阻碍其应用的瓶颈，因为与其

他小分子相比，神经肽的尺寸较大，会堵塞透

析膜，因此影响神经肽的回收率。为了增加神

经肽的回收率，通常将亲和剂加在液体灌注探

头中，分析物与亲和剂结合，导致透析液中分

析物浓度降低，增大浓度梯度，驱动分析物透

过透析膜，这种方法被称为亲和力增强微透析 

(Affinity-enhanced microdialysis，AE-MD) [12]。

实验结果发现利用抗体、环糊精等亲和剂，成

功提高了细胞因子和神经肽的回收率 [13]。

Schmerberg 等[14]比较了 C18 硅胶颗粒、抗体包

被的微粒等不同亲和剂对神经肽进行富集，发

现抗体包覆磁性纳米颗粒 (AbMnP) 的效果最

好，使神经肽回收率增加超过 40 倍。利用此方

法分析北黄道蟹神经器官中的神经肽，与常规

方法相比检测到更多的神经肽，且蛋白质降解

碎片的数量也大大降低[15]。 

2  质谱分析 

液相色谱与二级质谱联用是神经肽分析强

有力的工具，通常采用数据依赖采集方法对其

进行高通量分析。但是神经肽的质量大小多变，

质谱对大于 4 kDa 的肽段解离和裂解效果不佳，

降低对中等或者质量大的肽段从头测序能力。

根据神经肽的质量大小，分别采取不同的分析

策略，可以精确鉴定到不同大小的神经肽。如

利用数据依赖采集串联质谱方法检测质量小的
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神经肽，自上而下 (Top-down) 的测序方法检测

中等大小的神经肽，自下而上 (Bottom-up) 的

方法分析质量大的神经肽，为神经肽的全面研

究提供新的思路[16]。 

质谱数据库非依赖采集方法是通过从头测

序的方法，不依赖于数据库，从质谱数据中按

照质谱二级数据中碎片离子信息直接推测序

列，这对于发现新型未知神经肽具有很大意义。

Ye 等[17]利用从头测序的方法研究了加利福尼亚

龙虾中的神经肽，通过从头测序方法发现 34 种神

经肽，包括 18 种新型神经肽，并揭示了加利福尼

亚龙虾中向肌肽 (Orcokinin) 新型序列基序。 

利用两种质谱技术基质辅助激光解吸电离-

傅里叶变换质谱 (MALDI-FTMS)和纳流液相色

谱 -电喷雾电离 -四极杆 -飞行时间串联质谱 

(Nano LC-ESI-Q-TOF MS/MS)，Ma 等[18]将生物

质谱分析和功能基因组分析结合，共同验证神

经肽的功能。MALDI-FTMS 用来检测已知神经

肽的精确质量，而 nano LC-ESI-Q-TOF MS/MS 用

来对未知的神经肽进行从头测序。此外，利用同源

转录组信息搜索质谱检测到的神经肽，验证了鞣化

激素 β 亚型、蝗抗利尿肽等。而 Hayakawa 等[19]

将碰撞诱导解离 (Collision-induced dissociation，

CID) 和电子转移解离(Electron transfer dissociation，

ETD) 这两种不同的离子碎裂方式结合，检测小

鼠垂体肿瘤细胞中的神经肽。经过结合不同的

解离方法，使同一肽段产生不同的碎片离子，

为神经肽的鉴定提供更丰富的序列信息，从而

提高鉴定可信度。 

3  数据处理 

质谱是一种高通量的分析仪器，一次实验

可获得海量数据，所以需要严谨的数据处理手

段从庞大的质谱原始文件中鉴定、定量神经肽。

肽组学分析数据与蛋白质组学的差别是不需要

选择酶切，采用非特异性数据库进行搜索。分

析质谱数据时，需要相应种属数据库提供神经

肽名称、序列等信息。蛋白质前体数据库可以

从网站上下载，例如 Uniprot、NCBI 等。 

为了减小假发现率，在研究神经肽时，经

常应用只含有潜在神经肽序列或其前体蛋白序

列的数据库，而不是选用该生物的全蛋白质数

据库。神经肽是由神经肽前体经酶切产生，所

以许多研究者利用神经肽的剪切规律预测神经

肽的序列，例如 NeuroPred[20]是预测神经肽前体

裂解位点，提供肽段潜在序列。而 SwePep 数据

库中包含已经被注释的神经肽，可以手工或者

利用软件直接与原始数据对比，鉴定神经肽[21]。

应用选定的数据库，利用搜库软件，例如

Mascot、SEQUEST、PEAKS 和 ProSightPC 等，

通过肽段质量对数据进行分析，将图谱与含有

理论肽段的数据库对比，得到图谱对应的肽段

信息。 

除了与数据库对比，还可以通过从头测序

的方法分析肽段，特别是在缺少相应种属的基

因组序列时。在分析质谱图谱时，按照氨基酸

的质量推测出肽段序列，然后进行序列同源比

对，得到有相似序列的物种，根据其所属的家

族推测出该肽段可能具有的功能。从头测序可

以通过软件辅助分析，例如 PEAKS[22]。通过加

入化学修饰可以帮助指认多肽的碎片离子，使 b

离子和 y 离子在二级质谱中分开，例如还原甲

基化标记法等。这种方法标记神经肽的 N 末端和

赖氨酸的 ε氨基，标记后每一个位点增加 28 Da，

且 a1 离子信号增强，有利于从头测序分析[23]。

同时，标记后的肽段带电状态变化不大，不会
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降低肽段分析的精确度。 

4  神经肽的定量 

利用质谱技术可以测量不同情况下神经肽

的含量，质谱数据的高度重复性决定了定量的

准确性。对神经肽的定量分为绝对定量和相对

定量，绝对定量是指获得某种肽段的精确表达

量，而相对定量则是通过质谱技术比较在不同

条件下的样品中肽段表达量的差异。定量的手

段分为非标记定量和稳定同位素标记定量。非

标记定量通常是利用质谱图中峰面积、峰强度

或者图谱数量进行定量，这不能准确定量低丰

度的神经肽。Frese 等[24]借助高分辨率的串联质

谱，利用肽段的提取离子色谱图 (Extracted ion 

chromatogram，XIC) 的峰面积，研究下丘脑和

纹状体中调控进食的神经肽。利用胰蛋白酶酶

解的 BSA 肽段作为内标，在质谱水平上对检测

技术的变化进行归一化。实验结果发现，当大

鼠进食高糖高脂肪的食物时，促进食欲神经肽

含量相对上调。Lee 等[25]利用串联质谱对视交叉

上核中神经肽进行研究，通过比较峰强度，发

现在不同时间点的神经肽含量具有显著差异，

进一步实验得到神经肽调控大鼠的昼夜节律的

证据，这为探索视交叉上核的昼夜节律功能提

供了重要的分子水平信息。 

利用化学或者代谢方法引入的稳定同位素

标记策略可实现同时对多个样品进行定量。利

用标记试剂，在肽段中引入同位素标签，不同

样品中同一肽段具有质量差，在同一图谱中分

析峰强度，可以得到相关肽的比例。 

研究者已发明可以进行多标定量的化学试

剂，在不增加样品复杂度的前提下增加标记数

量，例如 TMT[26]、iTRAQ[27]、DiLeu[28]等方法。

上文提到还原甲基化标记法可以辅助从头测

序，除此之外，还可以被运用于神经肽的定量。

为了研究与进食相关的神经肽，Chen 等[11]利用

甲醛和氘代甲醛分别标记未进食和进食的动物

的神经肽组，以 1∶1 的比例混合进行质谱分析，

观察质谱图谱可得到神经肽的相对变化比例。

结果表明，在进食之后，CabTRP 含量提高，而

Pyrokinin 含量降低。结合质谱成像技术发现，

嗅叶和中央前大脑是关于进食的主要两个区

域。同样，研究者用此方法研究了温度对冷血

生物神经肽的影响，发现高温时心包器官中的

RFamide 和 RYamide 含量显著降低，而窦腺中

的 orcokinin 含量降低[29]。 

Hui 等[30]研究蓝蟹的神经肽，结合从头测序

的方法，利用 N,N-二甲基亮氨酸 (DiLeu) 对样

品进行标记，提高测序的准确度。被标记神经

肽的二级图谱表现出高强度的指示离子  (m/z 

114)，可作为神经肽检测的标签。同时，DiLeu

标记可增强神经肽在质谱中的碎裂，有利于从

头测序。此研究鉴定了蓝蟹 11 个家族的 130 种

神经肽，其中有 44 种是新发现的肽段。 

代谢标记是在肽段合成过程中引入同位

素，即在细胞培养时引入同位素标记的氨基

酸或者在饲养动物时喂食含有同位素的食

物。细胞培养中使用氨基酸进行稳定的同位

素标记 (Stable isotope labeling with amino acids 

in cell culture，SILAC) 方法是将含有重标或者

轻标的必需氨基酸加入培养基中，并引入目标

细胞中，其所包含的蛋白质经胰蛋白酶酶解后，

会产生具有相应质量差的肽段。在蛋白质组学研

究时，因其较高的标记率，而被广泛使用[31]。但

是，这种方法缺点是试剂较为昂贵，耗费时间

较长，而且并不是每一种样品都适用于此方法。
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此外，通过化学反应也可以将同位素引入肽段

中，常用的标记方法有四甲基溴化铵 (TMAB)、

二甲基标记[32]等。 

以上方法是对神经肽进行相对定量，获得

不同样品之间肽段表达差异。对于已知的神经

肽，可以采用质谱多反应监测 (Multiple reaction 

monitoring，MRM) 对肽段进行绝对定量。MRM

是根据待检测离子的质量信息，有选择地收集

二级质谱信号，降低其他信号干扰。Kosanam

等[33]采用 MRM 方法对大鼠脑部的 α 以及 γ 内

啡肽进行定量，以测定其相对于组织的含量，其

含量分别为 (13.8±0.57) ng/g 和 (2.5±0.43) ng/g。 

5  质谱成像技术 

目前，利用质谱成像技术对神经肽的研究

主要集中于鉴定和定量，且神经肽空间分布也

为研究其功能提供重要信息。免疫组织化学染

色可以研究神经肽分布，但是提供的化学信息

较少，并且抗体容易产生交叉反应而使结果不

准确。由 Gessel 等 [34]发明的质谱成像方法 

(Mass spectrometric imaging，MSI) 可以克服以

上问题，在组织、细胞水平对待测分子的空间

分布信息进行成像，具有高敏感度和化学特异

性。待测样品被固定于含有 x-y 轴的样品板上，

通过质谱电离技术获得每个位点的质荷比信

息，根据信号强度得到相应的热点图，从而显

示出组织样品中生物分子的空间分布信息。 

DeKeyser 等[35]利用 MALDI 质谱分子成像

技术研究了北黄道蟹围心器和脑部的神经肽组

成，鉴定了超过 10 个家族神经肽的分布，发现

同一家族的神经肽也会呈现不同的分布信息。

OuYang 等 [36]将质谱成像与数据依赖采集方法

相结合，利用 MALDI-LTQ-Orbitrap XL 质谱仪

研究甲壳类动物的神经肽。将全质谱扫描与数

据依赖采集扫描结合在一次质谱分析中，使质

谱成像分析更加快速，且可同时进行神经肽的

鉴定和分布研究。最终实验原位鉴定到蓝蟹的

39 种已知神经肽及一种新型神经肽。 

但是，利用质谱成像的方法研究神经肽仍

然存在诸多问题。例如，在研究小分子时，基

质在激光照射时产生的基质离子可能会掩盖分

析物离子的信号，特别是对于质量小于 500 Da

的分子。Shariatgorji 等[37]分析了 D4-CHCA 与

CHCA，发现与 CHCA 相比，D4-CHCA 的电离

离子发生质量偏移，低质量分析物的质谱峰不

被基质覆盖。或者使用选择反应监测 (Selective 

reaction monitor，SRM)，只有特定的片段离子

被检测，因此基质离子不会对分析物的检测造成

干扰[38]。利用质谱成像进行定量、样品制备的重

复性等问题也是质谱成像技术面临的难题。 

6  总结与展望 

神经肽是一种重要的信号分子，在众多生

理学过程中具有重要作用，也是药物研发的重

要靶点。应用基于质谱的神经肽组学技术，对

神经肽鉴定和定量，可为在不同的生理学进程

中神经元之间信号传递与调控提供更加深刻的

认识。 

随着技术的发展，更加先进的质谱仪和技

术被利用于多种样品的研究。但是，众多研究

只是集中于鉴定到的神经肽数目，而没有对其

生物功能进行深入研究。例如，不能有效区分

内源性多肽和其前体的降解产物。一般方法是

将检测到的数据与神经肽前体序列对比，确定

是否存在神经肽。但事实是检测到的肽段通常

是活性神经肽的一部分，这些缩短形式的神经
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肽并不能被确认为独立的神经肽还是冗余。 

即使近些年分析技术迅速发展，但新神经

肽功能的研究仍然进程缓慢。这就需要开发可

靠的方法，对具有重要生物学功能的神经肽进

行深入研究。当前的定性和定量的方法，仍需

简化流程、增加重现性，才能得到广泛推广和

利用。为了从质谱数据中挖掘出更多的信息，

生物信息学分析工具也需要进一步改进以适应

质谱技术的飞速发展。 
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