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摘  要 : 内源性肽以细胞因子、生长激素、激素肽等形式在人体的内分泌、神经、细胞生长和生殖各个领域发挥

功能。神经肽是一种内源性肽，与痛觉、睡眠、情绪、学习与记忆等生理活动相关，不但存在于脑部神经细胞，

也存在于其他体液和器官内并发挥重要作用。目前对器官内源性肽的研究仍不足，尤其是其中的神经肽。文中应

用液质联用串联质谱高通量鉴定胰腺、心脏、肝脏和肾脏中内源性肽的分布以及神经肽的种类。鉴定结果显示，

在肝脏中内源性肽和神经肽的数目最多，而胰腺中最少；所鉴定到的内源性肽具有器官特异性，在 4 个器官中分

别呈现不同的动态分布；4 个器官中神经肽的 LPV (最长肽变异体) 数目差异较大，而且基因家族的分布也各不

相同，比如胰腺中的神经肽多属于 Glucagon 家族，心脏中的神经肽分别属于 ACBD7、Granins、PEBP 等几个家

族。鉴定结果将为疾病的机制研究和治疗药物的研发提供参考。 

关键词 : 器官，内源性肽，神经肽，高通量鉴定，液质联用串联质谱  
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Abstract:  Endogenous peptides, in the form of cytokines, growth hormones and hormone peptides, play an important role in 
human hormones, nerves, cell growth and reproduction. Neuropeptide is a kind of endogenous peptide, which is related to the 

·生物技术与方法·
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physiological activities of pain, sleep, emotion, learning and memory. Neuropeptides exist not only in the nerve cells of the brain, but 
also in other body fluids and organs. At present, there is still a lack of research on endogenous peptides, especially on neuropeptides. 
In this study, high-throughput liquid chromatography tandem mass spectrometry was used to identify the distribution of endogenous 
peptides in the pancreas, heart, liver and kidney as well as the types of neuropeptides. The results showed that the number of 
endogenous peptides and neuropeptides in the liver was the highest while that of the pancreas was the lowest. The identified 
endogenous peptides were organ-specific and presented different dynamic distribution in four kinds of organs. The number of LPV 
(Longest peptide variant) of neuropeptide in the four organs varies greatly, and the distribution of gene family is also different. For 
example, neuropeptide in pancreas belongs to Glucagon family, while neuropeptide in heart belongs to ACBD7, Granins, PEBP and 
other families. The identification results will provide reference value for the mechanism study of diseases and the research and 
development of therapeutic drugs. 

Keywords:  organ, endogenous peptide, neuropeptide, high-throughput identification, LC-MS/MS 

内源性肽是指源自生物体内的活性肽，含量

极少且效应强，分布广泛。内源性肽作为体内的

信号调节分子以多种形式存在，比如细胞因子、

生长激素、激素肽等，在人体的激素、神经、细

胞生长和生殖等生理过程发挥重要功能[1]。目前对

于内源性肽的研究相对较少，很多内源性肽的种

类、功能等信息相对缺乏。有些未知功能的内源性

肽可能是某些疾病的靶点。因此对器官所含内源性

肽的大规模鉴定，对阐明其功能有重要意义。 

神经肽是重要的一类内源性肽，主要分布在

神经系统中，并少量存在于体液和外周器官[2]。

在神经系统中，与痛觉、睡眠、情绪、学习、记

忆等生理活动密切相关，但在外周器官的非神经细

胞中，神经肽对发育分化营养增殖凋亡具有调控作

用，比如在胃肠道中有胃泌素参与消化，在血管中

肾上腺髓质素有强大的扩张血管的功能[2-5]。由于

神经肽含量少且难以提取，所以对外周器官的神

经肽的研究屈指可数[6-8]。 

近年来，运用质谱仪对蛋白质组学和肽组学

进行大规模鉴定的方法已经成熟，质谱法(Mass 

spectrometry，MS)是利用电场和磁场将运动的离

子按自身的质荷比分离后进行检测的方法。与传

统的 Western blotting、免疫共沉淀的方法比较，

质谱法更便利、精准、高效。高灵敏度和高分辨

的液质联用串联质谱允许对微量物质进行有效分

离，是研究生物样本、检测疾病药物必不可少的

分析工具，因此成为含量极少的内源性肽进行鉴

定的最佳选择[9-16]。 

本研究利用基于质谱技术的肽组学方法，对

器官内的内源性肽进行大规模鉴定，并重点表征

神经肽，对其数目和种类及不同器官的区域性分

布进行对比。取小鼠的心脏、肝脏、肾脏和胰腺

4 种外周器官，通过研磨，利用酸化甲醇去除组

织内的大蛋白分子，从而提取内源性的多肽。为

避免大蛋白降解造成的信号污染，整个实验过程

在冰上进行。样品制备完毕后用液质联用串联质

谱法进行器官中内源性肽的大规模鉴定。 

1  材料与方法 

1.1  小鼠器官的采集 
动物：SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠，8 周龄，

体重约 35 g，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，饲养于国家蛋白质科学中心动物饲养平

台。为了避免环境改变对小鼠生理稳定的影响，

购买后饲养 1 周使小鼠对新的环境适应保持各个

生理指标的平衡。 

解剖器官：用水合氯醛 (4%，0.20 mL/20 g) 

腹腔注射麻醉小鼠。在体式显微镜下结扎左侧颈

外动脉，注射针头从左侧颈动脉进入颈总动脉，

观察老鼠的呼吸和心跳是否正常，在保证心跳和

呼吸正常的情况下平稳注入生理盐水，生理盐水

循环全身，取心脏、肝脏、肾脏和胰腺。 
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微波炉加热[17]：为了去除蛋白酶体外再次酶

切造成背景干扰，器官立即在微波炉内 (800 W，

30 s) 加热使蛋白酶失活[3]，样品−80 ℃保存。 

1.2  内源性肽的提取 
肽的提取 [10]：将器官分别放在玻璃研磨器 

(5 mL 容量)，加入 2 mL 酸化甲醇提取液(90% 

LC/MS 级甲醇，9%超纯水，1% LC/MS 级乙酸),
在冰上顺时针研磨，直至器官破碎溶解于提取液，

水浴超声 2 min，4 ℃、20 000×g 离心 10 min，上

清液加入到 30 kDa 的超滤管，进一步去除大蛋白

和脂质，收集液蒸干。0.1%甲酸水 (99.9%超纯水，

0.1% 甲 酸 ) 重 悬 ， 使 用 C18 反 向 色 谱 除 盐 

(Agilent，USA)，最后用 100 mL 洗脱液(45%乙腈，

0.1%乙酸，54.9%超纯水) 洗脱，蒸干后−20 ℃保

存备用，具体流程如图 1。 

1.3  液质联用串联质谱参数设定 
液相为 Thermo EASY-nLC1000 (Thermo Fisher 

Scientific，Bremen，Germany)，取 500 ng 样品溶

于 0.1%甲酸水注入液相的 C18 色谱柱 (预柱内

C18 填料：直径 3 μm，孔径 120 Å，长度为 5 cm；

分析柱内 C18 填料：直径 1.9 μm，孔径 120 Å，长

度为 12 cm)，在速度为 600 nL/min、时间为 65 min

的分离条件进行分离，5%–40%的分离液 (0.1%

甲酸，99.9%乙腈)，电压为 2.2 kV。  

质谱为 Thermo Q ExactiveTM HF(Thermo Fisher 

Scientific，Bremen，Germany)，用 MS/MS 的采

集模式分析肽，一级分辨率为 120 000，二级分辨

率为 15 000，一级的扫面范围是 250–1 800 m/z，

每次扫描丰度在前 20 的离子被 29%的碰撞能量

进行高能碰撞裂解。自动增益控制目标设置：一

级为 3×e6 和二级为 2×e5，最大注入时间：一级和

二级都是 80 ms，动态排除时间为 13 s，电荷排除：

+1、+8、>+8 价。 

1.4  数据处理 
所 有 质 谱 原 始 数 据 均 使 用 PEAKS Studio 

(Version 8.5) 先进行肽段的从头测序，再进行数

据库的搜库，搜库参数设置：前体质量最大偏

差 10 ppm，碎片离子偏差在 0.2 Da 以内，肽段 

FDR≤1%且-10logP≥20，无酶切，动态修饰包括

Amidation、Oxidation (M)、Phosphorylation (STY)、

Acetylation (K)，每条肽段最多允许存在 2 个动态

修饰。 

数据库来源：(1) 内源性肽库：UniProt 中小

鼠的全蛋白库，删除所有神经肽的前体。(2) 神经

肽数据库：a. Swepep[18] (http://www.swepep.org/)；
b. Neuropedia[19] (http://proteomics.ucsd.edu/Software/ 
NeuroPedia/)； c. Neuropep[20] (http://isyslab.info/ 

NeuroPep/)；d. UniProt 小鼠的神经肽的前体。 

为了重点分析神经肽，将神经肽库从内源性

肽中取出单独分析。以下所描述的内源性肽为不

包含神经肽的其他内源性肽。 

2  结果与分析 

用肽组学的方法得到肽的数目如表 1 所示，  

 

 
 

图 1  小鼠器官内源性肽提取鉴定流程图 
Fig. 1  Workflow for extraction and identification of endogenous peptides in mouse organs. 
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表 1  四个器官中内源性肽和神经肽的鉴定数目 
Table 1  Number of endogenous and neuropeptide 
identified in 4 organs 

 Pancreas Heart Kidney Liver
Endogenous peptides 546 867 1 345 3 471

Neuropeptide 54 68 242 427
 

其中，在肝脏中鉴定到的内源性多肽和神经肽的数

目最多，分别为 3 471 和 427 个；胰腺中皆为最少。 

2.1  内源性肽和神经肽在 4 个器官中的动态

范围 
对所鉴定到的各器官中内源性肽和神经肽的

动态范围进行分析，如图 2A 所示，发现内源性

肽和神经肽在不同器官内的动态范围差别较大。

在肝脏中鉴定到的内源性肽和神经肽数目最多，

而且动态范围最大；而胰腺中的内源性肽和神经

肽数目最少。心脏的神经肽数目比胰腺多，但是

动态范围却比胰腺要小。相同的内源性肽和神经

肽在不同器官中的丰度差异同样很大，例如图 2A

中的内源性肽的 Ferritin (96–114)和有功能的神经

肽 Little-SAAS 的丰度差异，神经肽 Little-SAAS[21]

在心脏中高丰度表达，但是在肾脏中丰度较低。 
 

 
 

 
 

图 2  四个器官中内源性肽和神经肽丰度的动态分布和累积分布 
Fig. 2  Dynamic and cumulative distribution of endogenous and neuropeptides abundance in four organs. (A) Dynamic 
distribution of endogenous peptides and neuropeptides. (B) The cumulative distribution of endogenous peptides and 
neuropeptides. 
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此分析结果表明器官间内源性肽和神经肽的分布

存在较大的组织区域性，充分证明了肽组学方法

的高效性。 

2.2  内源性肽丰度的累积分布 
为了分析器官内源性肽在总体水平的分布情

况，对内源性肽和神经肽的丰度进行排序，作出

累积分布图。图 2B 为内源性肽和神经肽的累积

分布图，示意为 4 个等级：Q1 表示前 25%，Q2

表示 25%–50%，Q3 表示 50%–75%，Q4 表示 75% 

–100%。在 4 个器官的神经肽的分布中，有功能

的全长肽 Thymosin-beta-4 分别占胰腺、心脏和肾

脏的累积丰度第一位，肝脏中的排列是第四。

Thymosin-beta-4[22]具有增强细胞免疫功能和调节

免疫平衡等作用，在器官内发挥重要功能。4 个

器官累积丰度最高的前 3 个神经肽的具体信息如

表 2 所示。 

2.3  四个器官共同鉴定到的肽以及肽的器官

特异性 
将所有的内源性肽、内源性肽所对应的前体

蛋白和神经肽分成 4 个区域：共同存在于 4 个器

官、共同存在于 3 个器官、共同存在于 2 个器官

和只存在于 1 个器官的特异性的肽。结果见图 3，

其中的外层数据圆是所有的内源性肽和内源肽对

应的蛋白前体，内部 4 个数据圆是内源性肽和神

经肽分别相对应的器官分布注释。4 个器官共有 

肽的数目相对较少，仅为 45 条，而且共有的蛋白

前体 (45 条肽来源的蛋白前体) 仅有 25 个。表 3

为 4 个器官中共有的内源性肽前体蛋白。器官特

异性的内源性肽和其前体蛋白的数目较多，表 4

为每个器官中丰度最高的前 5 个器官特异性内源

肽的蛋白前体。将所有器官特异性肽的蛋白前体

作 GO 分析 (图 3A 内部)，取每个器官中高度富

集的前 5 个生物过程，发现不同器官中特异性内

源肽来源的蛋白前体所参与的生物过程有显著差

异。胰腺和心脏中的蛋白前体大多参与细胞成分

和染色体等的产生过程，肾脏中大多数蛋白前体

参与有机氮、酰胺以及核苷酸的合成，而肝脏中

的蛋白前体多参与细胞代谢等过程。 

图 3B 为神经肽的器官区域性分布，4 个器官共

有的神经肽为 3 条，器官特异性的神经肽较多，表 5

中将每个器官中丰度最高的前 3 个器官特异性神

经肽列出。所有鉴定到的神经肽中有 6 条为功能

已报道的完整神经肽，其中 Thymosin-beta-4 和

Little-SAAS 共存同在于 4 个器官内。Little-SAAS[21]

与神经昼夜节律相关，同样在体内发挥重要作用。

在肾脏中有 3 条特异性的功能性完整肽：缓激肽 

 
表 2  四个器官中累积分布排名前三的神经肽 
Table 2  Each organ accumulatively distributed the top three neuropeptides 

Neuropeptide Pancreas Heart Kidney Liver 

Thymosin beta 4 (Acetylation) Top 1    

Thymosin beta 4 (Acetylation; Oxidation) Top 2 Top 1 Top 1 

Thymosin beta10 (Acetylation; Oxidation) Top 3 Top 3 

Thymosin beta 10 (Acetylation) Top 3  
Acyl-CoAbinding (1–24) (Acetylation) Top 2 Top 1 

Acyl-CoAbinding(44–53)  Top 2 

VIP1homolog2 (590–599)  Top 3 

Prolactin_7A2 (89–106) (Acetylation) Top 2  
Top1,2 and 3 are the top three peptides in the abundance of each organ, and Top1 is the most abundant peptide. 
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图 3  四个器官中内源性肽及其蛋白前体和神经肽的分布 
Fig. 3  Distribution of endogenous peptides, protein precursors and neuropeptides in four organs. (A) Distribution of 
endogenous peptide and precursor protein. (B) Distribution of neuropeptides. 
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表 3  四个器官共有的内源性肽的前体蛋白 
Table 3  All precursors of endogenous peptides in 4 organ regins 

Regins All precursors of endogenous peptides 

4 organ regins 
FABP9; BHMT1; MYL3; CAH3; PPIA; HEXB; TPM1; UCP2; CORA1; LASP1; AT2B4; 
MISSL; CFA61; ATP23; VAPB; ATOH7; HDY7; E0CXD7; M0QWK5; Q2TBA8; Q3TVS6; 
Q3U6K8; Q3U7I9; Q9CQB4; Q9CZE7 

 
表 4  丰度最高的前 5 个器官特异性内源性肽的前体蛋白 
Table 4  Precursors of the top five endogenous peptides with the highest abundance 

1 organ regins Precursors of the top five endogenous peptides with the highest abundance 

Pancreas A6H6H4; ELNE; GDIR2; S10A8; H2B1F 

Heart SMPX; MYL3; COX3; SCRB2; UCP2 

Kidney A8C1U5; NDUA4; Q3UWS9; ADT2; Q3TRI2 

Liver FABP9; RL6; Q3TWZ9; DHSO; K9JA27 

 
表 5  丰度最高的前 3 个器官特异性神经肽前体 
Table 5  The three highest abundant organ-specific neuropeptide precursors  

1 organ regins The three highest abundant organ-specific neuropeptide precursors 

Pancreas Cathelin related antimicrobial peptide; Secretin; Prolactin 2A1 

Heart Chromogranin A; CAMPATH-1 antigen; Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide  

Kidney Urocortin3; Prepro NPFF; Insulin; Kininogen1 

Liver Inositol; Neuroendocrine protein 7B2; Prolactin 

 
(Bradykinin)[23]、血管紧张素-1 (Angiotenxin-1)[24]和

神经肽 Y (Neuropeptide-Y)[25-27]，这 3 条肽都与心血

管疾病密切相关。 

内源性肽的组织特异性与蛋白水平特异性可

能与其基因的表达丰度有一定关联，且与蛋白的

降解动力学有关[1,28]。 

2.4  内源性肽和神经肽主成分分析 
主成分分析旨在利用降维的方法，把多种因

素转化成几种成分，其中每个主成分都能够反映

原始数据的真实信息。主成分数据投影到一个二

维或者三维的空间内，反映样本间的相关性。内

源性肽主成分分析图中 (图 4) 胰腺和肾脏的距

离较近，而在神经肽主成分分析图中心脏和肾脏

的距离比较近。通过主成分分析，充分展示了器

官之间在内源性肽和神经肽角度的相似性和差

异性。 

 
 

图 4  四个器官中内源性肽和神经肽的主成分分析 
Fig. 4  Principal component analysis of endogenous and 
neuropeptides in four organs. 
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2.5  最长肽变异体 (LPV) 分析 
非特异性蛋白酶切割会产生阶梯特征的肽序

列，为了进一步降低数据的复杂性，Secher 等开

发了 LPV 算法[9]。将器官内所鉴定到的神经肽进

行 LPV 分析 (图 5A)，胰腺、心脏、肾脏和肝脏

中 LPV 数目分别为 23、54、126 和 300。胰腺和

心脏中鉴定到的神经肽的总数量差异不显著，但

是 LPV 的数目相差较大，说明心脏中由非特异性

蛋白酶产生的阶梯序列较少。4 个器官 LPV 分布

情况如图 5B 所示，共有的 LPV 序列仅有 1 条，

序列为 SDKPDMAEIEKFDKSKLKKTETQEKNP 

LPSKETIEQEKQAGES。 

2.6  神经肽的基因家族分析 
根据 www.neuropeptides.nl 网站[29]对神经肽

基因家族的分类，将 4 个器官中鉴定到的所有神经

肽进行分类，标出神经肽数目前 10 个家族 (图 6)。 

 

 
 

 
 

图 5  四个器官神经肽的 LPV 分析 
Fig. 5  LPV analysis of neuropeptides in four organs. 
(A) The number of LPV per organ neuropeptide. (B) LPV 
overlap between organs. 

 
 

图 6  神经肽的基因家族分析 
Fig. 6  Genetic family analysis of neuropeptide. 
 
胰腺中的神经肽多属于 Glucagon 家族，心脏中的

神经肽分别属于 ACBD7、Granins、PEBP 等几个

家族。肾脏中的神经肽极少数属于 Thymosin 家族

且均匀分布在其他家族。肝脏中的神经肽在每个

家族都有分布，但在 Glucagon 中较少。此结果显

示器官之间神经肽基因家族分布存在较大差异，

也说明器官内的神经肽由于基因家族特异性分布

而发挥不同的功能。 

3  讨论 

本研究对胰腺、心脏、肝脏和肾脏 4 个器官

的内源性肽进行大规模鉴定，并对其中的种类、

数目分布等进行分析，同时对 4 个器官内的神经

肽进行了表征。结果显示，肝脏的内源性肽数目

最多且与细胞代谢密切相关；肝脏中神经肽的数

目也是最多，且基因家族呈均值分布，这些神经

肽在体内参与了较多的生理功能。胰腺中内源性

肽和神经肽数目都是最少的，其内源性肽大多参

与体内细胞合成等基本功能，其神经肽 70%分布

在 Glucagon 家族，对血糖的调控具有重要作用。

近年来科学家发现胰高血糖素样肽-1 (Glucagon-like 

peptide-1，GLP-1)[30-31]对神经病理性疼痛具有镇

痛作用，希望将来研究出以 GLP-1 为靶点的新型

抗慢性疼痛药物，减轻慢性疼痛患者痛苦。在心
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脏中，神经肽主要分布在 ACBD7、Adipose、

Granins、PEBP 等几个基因家族，阿片肽(Adipose)

一直是近年来神经生物学研究的热点 [1-2]，它们

对机体的心血管功能、内分泌免疫网络的调节以

及消化系统、呼吸系统等都具有重要作用。肾脏

中除了与其他器官共有的具有功能性的完整肽

以外，还包含 3 条具有肾脏特异性的功能性完整

肽。缓激肽 (Bradykinin)[23]是一种有效的内皮依

赖性血管舒张剂，能降低血压。它还会导致支气

管和肠道内非血管平滑肌的收缩，增加血管通透

性，并参与疼痛机制。缓激肽也会引起钠尿，导

致 血 压 下 降 。 已 经 有 研 究 表 明 血 管 紧 张 素 -1 

(Angiotenxin-1)[24]与血管机能具有密切联系。神

经肽 Y (Neuropeptide-Y)[25]在原发性高血压、充

血性心力衰竭、冠心病、糖尿病的发生发展过程

中有着极其重要的病理生理学意义。这 3 个出现

在肾脏中的功能性的完整神经肽都与心血管疾病

相关，在预防和治疗一些心血管疾病具有重要的

意义。在神经肽的 PCA 分析中，肾脏和心脏的距

离最近，由此可见肾脏中和心脏中神经肽以及功

能之间具有密切联系。 

内源性肽尤其是神经肽在人体中发挥重要功

能，是疾病诊断、预防、治疗的关键，也是药物

研发的重要靶点。随着技术的发展，先进的仪器

和更高效的纯化方法不断被开发并应用于蛋白质

组学和肽组学。本研究对器官内源性肽的探索将

为未来内源性肽机制的深入研究提供参考。 
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