
ISSN 0868–5886                                           НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2010, том 20, № 4, c. 5–20 
 

 МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ  ДЛЯ  БИОТЕХНОЛОГИИ 

5 

 
УДК 621.384.668.8 + 537.534.3]: 663.1 + 579.2 
 
 Н. В. Краснов, Я. И. Лютвинский, Е. П. Подольская 
 

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ  С  МЯГКИМИ  МЕТОДАМИ   
ИОНИЗАЦИИ  В  ПРОТЕОМНОМ  АНАЛИЗЕ 

(ОБЗОР) 
 

В обзоре рассмотрено использование масс-спектрометрии с мягкими методами ионизации в протеомике. 
Описаны основы масс-спектрометрического анализа белковых соединений, показаны возможности масс-
спектрометрии при идентификации белков и пептидов, поиске и идентификации посттрансляционных мо-
дификаций, при сравнительном количественном анализе. 
 
Кл. сл.: масс-спектрометрия с мягкими методами ионизации, идентификация белков,  
тандемная масс-спектрометрия, посттрансляционные модификации, базы данных белков 
 
 

 
1. МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ С МЯГКИМИ 

МЕТОДАМИ ИОНИЗАЦИИ В ИССЛЕДОВАНИИ 
БЕЛКОВ 

Исследованием белкового комплекса всего ор-
ганизма как единого целого занимается научная 
дисциплина — протеомика. Различают множество 
направлений в протеомных исследованиях. Вот 
некоторые из них. 

– Субклеточная протеомика [1, 2]:  локализа-
ция местонахождения белков в живой клетке. 

– Функциональная протеомика [3, 4]: опреде-
ление функций белков и исследование межбелко-
вых взаимодействий [5]. 

– Количественная дифференциация белков[6, 
7]:  определение разницы в экспрессии белков как 
реакции на изменение внешних условий, патоло-
гию или блокаду выбранного гена. 

– Определение маркеров болезней [8]:  выяв-
ление белков, измененный уровень экспрессии 
которых может послужить средством ранней, 
доклинической  диагностики заболеваний. 

– Определение "белков-мишеней"[9]:  опреде-
ление белков, целевое воздействие на которые 
фармацевтическими средствами может скорректи-
ровать течение болезней. 

Каждое из этих направлений чрезвычайно важ-
но как для получения фундаментального знания о 
природе жизни, так и для практических задач 
медицины и фармакологии. При проведении ис-
следований в этих направлениях масс-спектро-
метрия стала одним из наиболее универсальных 
инструментов [10] при анализе сложных биологи-
ческих проб,  позволяющих успешно решать сле-
дующие типовые задачи биологической химии:  

 идентификация белков [11];  
 восстановление первичной аминокислотной 

последовательности белка [12, 13];  
 выявление посттрансляционных модифи-

каций [14];  
 сравнительный количественный анализ бел-

ков [15, 16].  
Объемы данных, получаемых в современных 

масс-спектрометрических экспериментах, доста-
точно велики — несколько тысяч спектров за час 
эксперимента, и их обработка невозможна или 
чрезвычайно затруднена без средств автома-
тизации. Поэтому на практике исследователи име-
ют дело в основном с результатами автоматической 
обработки массива данных и только для некоторых 
наиболее важных спектров прибегают к ручной 
верификации данных для уточнения результата.  

В этой статье описаны общепринятые подходы к 
обработке и интерпретации данных, полученных в 
ходе масс-спектрометрического эксперимента для 
решения каждой из перечисленных выше задач.  

1.1. Подготовка пробы к анализу 
В протеомике исследуемыми объектами явля-

ются ткани и культуры клеток, содержащие чрез-
вычайно сложные смеси белков в большом диапа-
зоне концентраций (6–9 порядков) [17].  Анализ 
таких сложных смесей стал возможен в результате 
развития высокоразрешающих методов разделе-
ния, таких как аффинное обогащение, SDS и 2D 
гель-электрофорез и др. [18]. Далее полученный 
белковый материал готовится для масс-
спектрометрического анализа. 

При масс-спектрометрическом анализе белков 
различают два подхода: 
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– "top-down":  получение информации на осно-
ве масс-спектрометрического анализа целых, не-
поврежденных белковых молекул; 

– "bottom-up":  восстановление информации  
о белках за счет анализа отдельных пептидов этих 
белков. 

Подход top-down используется редко и для 
специфических задач. Причиной этого служит 
недостаточная селективность подхода, поскольку 
для каждой массы белка можно подобрать множе-
ство белков-кандидатов  с такой массой.  

Далее в этом обзоре обсуждается подход 
bottom-up. Подробнее о подходе top-down можно 
узнать из статей, посвященных этому методу [19, 
20]. 

Для получения смеси пептидов при подготовке 
масс-спектрометрического анализа проводится 
предварительный избирательный ферментативный 
гидролиз. Чаще всего для пробоподготовки в масс-
спектрометрии используется трипсин. Этот фер-
мент расщепляет белки по связи Lys – X и Arg – X 
(где X — любая аминокислота, отличная от Pro и 
Hyp). В результате триптического гидролиза 
(трипсинолиза) получается набор пептидов массой 
500–4000 дальтон (триптических пептидов). Под-
робные описания этой методики подготовки даны 
в [21]. В некоторых случаях используются и дру-
гие агенты избирательного гидролиза.  

Таким образом, объектом масс-спектрометри-
ческого анализа становится смесь пептидов, яв-
ляющихся фрагментами исходных белков. 

1.2. Методы ионизации 

Известно, что пептиды и белки относятся  
к классу термолабильных, нелетучих соединений. 
Масс-спектрометрический анализ данных соеди-
нений требует применения мягких методов иониза-
ции молекул, позволяющих перевести молекулы в 
газовую фазу без разрушения ковалентных связей. 
В данное время применяются два основных  метода 
ионизации, создание которых было отмечено   
в 2002 г. Нобелевской премией по химии.  

Источник с ионизацией электрораспылени-
ем, электроспрей (ElectroSpray Ionization source, 
ESI) [22–26]:  образование ионов идет за счет рас-
пыления раствора веществ в присутствии сильных 
электрических полей при атмосферном давлении. 
Поток анализируемого раствора, поступающего в 
распылитель, варьируется в пределах от 5 нл (на-
носпрей [27]) до 100 мкл в минуту. Прибор, снаб-
женный таким источником, может быть легко 
состыкован с жидкостным хроматографом, что 
позволяет выполнять дополнительное разделение 
смеси во время эксперимента. В результате сты-
ковки появляется возможность обеспечить анализ 
смесей более высокой сложности.  

Источник с матрично-ассоциированной ла-
зерной десорбцией/ионизацией (Matrix-Assisted 
Laser Desorption/Ionization,  MALDI) [28, 29]:  при 
реализации данного метода ионизации анализи-
руемое вещество сокристаллизуется с матрицей, 
представляющей собой легколетучую слабую 
органическую кислоту, одновременно являющую-
ся источником протонов. При облучении получен-
ных кристаллов короткими лазерными импульса-
ми происходит совместный переход образца и 
матрицы в газообразное ионное состояние.  

Каждому из перечисленных методов ионизации 
присущи свои недостатки. Например, при обра-
ботке данных существенно то, что для источника 
ионизации электроспрей характерно образование 
многозарядных ионов, т. е. ионов, образованных 
за счет присоединения более одного катиона. Это 
делает совокупность сигналов масс-спектра более 
сложной для интерпретации.  

С другой стороны, в масс-спектрах MALDI 
нижний диапазон масс заселен сигналами, связан-
ными с наличием матрицы, на фоне которых ин-
формативные сигналы пептидов могут быть поте-
ряны.  

1.3. Первичная обработка сигналов  
масс-спектра 

На рис. 1 представлен фрагмент масс-спектра. 
Здесь показан исходный сигнал масс-спектрометра 
(а именно ESI-TOF-MS, MX 5303 разработки Ин-
ститута аналитического приборостроения РАН) в 
том виде, в каком он получен из системы регистра-
ции масс-спектрометра [30]. Пики в сигнале соот-
ветствуют детектированным молекулам с одним 
молекулярным весом. Поскольку молекулы с одной 
молекулярной массой поступают на детектор с 
некоторой разницей по времени, пик имеет некото-
рую ширину.  

На основании ширины пика рассчитывается та-
кая характеристика масс-спектрометра, как разре-
шающая способность (Resolving Power, R). Эта 
характеристика рассчитывается как отношение 
значения m / z  к ширине пика на его полувысоте. 
Для спектра на рис. 1 разрешающая способность 
прибора равна примерно 4000. Это означает, что 
молекулы с массой 4000 и 4001 дальтон будут 
представлены в масс-спектре двумя пиками, раз-
решенными (разделенными) до половины высоты 
этих пиков. 

Существует множество специальных алго-
ритмов, которые на основании исходного сигнала 
распознают в нем пики и определяют значение 
соответствующей этому пику массы иона. Резуль-
таты работы одного из таких алгоритмов представ-
лены на рис. 1 вертикальными линиями и метками 
пиков. Именно эти алгоритмы дают вторую  
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Рис. 1. Пример обработки исходных данных системы регистрации масс-спектрометра.  
(а) — изотопное распределение молекулярных масс однозарядного иона [M+H+] = 880.8486 Да; 
(б) — изотопное распределение молекулярных масс двузарядного иона [M+2H+]/2 = 887.2758 Да 
 
 

важнейшую характеристику масс-спектрометра — 
точность определения масс. Точность измерения 
масс определяется как относительная средняя 
ошибка для массы, соответствующей пику. По-
скольку для современных приборов ошибка неве-
лика, обычно точность измеряют в ppm (point per 
million). Точность в 1 ppm означает, что молеку-
лярные массы в районе 1000 Да будут определены 
с точностью в 0.001 Да.  

На рис. 1 представлены сигналы двух видов 
молекулярных ионов с их изотопными распреде-
лениями. Наличие изотопного распределения 
объясняется тем, что в природе углерод существу-
ет в виде смеси изотопов: 99 % С12 и 1 % С13.  
В молекулах пептидов около 60 % молекулярной 
массы вещества приходится на углерод. В случае 
пептида с молекулярной массой до 1000 Да веро-
ятность того, что в молекуле будет 0 атомов С13 — 
около 40 %, 1 атом С13 — около 25 %, 2 атома  
С13 — около 14 %. Соответственно примерно та-
кое же соотношение интенсивности сигналов изо-
топного распределения, полученного от молеку-
лярного иона с массой 880.8486 Да,  мы наблюда-
ем на (а) рис. 1. Первый пик соответствует моно-
изотопной молекулярной массе, т. е. массе пепти-

да, не содержащего ни одного атома С13.  Расстоя-
ние между пиками составляет примерно 1 Да, что 
соответствует разнице масс между изотопами С12 
и С13. Следует отметить, что сигнал (а) принадле-
жит однозарядному молекулярному иону [М+Н+], 
т. е. в процессе ионизации незаряженная молекула 
присоединяет к себе один катион (в нашем случае  
протон Н+). 

Для источника ионов электроспрей чем больше 
молекулярная масса пептидов, тем больше вероят-
ность присоединения более одного катиона.  
На практике пептиды с массой более 1000 Да, как 
правило, представлены в спектре многозарядными 
ионами. 

Существенно, что масс-спектрометры регист-
рируют не молекулярную массу, а отношение 
молекулярной массы иона к его зарядовому со-
стоянию (масс-зарядовое отношение). Для ионов с 
одним присоединенным катионом масс-зарядовое 
отношение соответствует сумме молекулярных 
масс соединения и катиона  [М+Н+]. Для ионов, 
образованных с присоединением произвольного 
количества протонов справедлива формула: m = 
= (М + H·z) / z, где М — масса пептида, m — зареги-
стрированное масс-зарядовое отношение, H — масса 
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протона, z — число присоединенных протонов. 
Для многозарядных ионов расстояние между 

изотопными пиками будет обратно пропорцио-
нально зарядовому состоянию. Разница между 
пиками в сигнале (б)  на рис. 1 составляет 0.5 Да, 
что соответствует изотопному распределению, 
полученному от двухзарядного иона [М+2Н+]. Это-
му сигналу с масс-зарядовым отношением 887.2758 
Да соответствует масса пептида, составляющая 
1772.5516 Да. 

С увеличением массы пептида растет среднее 
количество атомов углерода С13 на одну молекулу.  
Соответственно изменяется вид изотопного рас-
пределения, как демонстрирует (б) на рис. 1.  

На практике исследователям крайне редко при-
ходится работать с исходными масс-спектро-
метрическими данными. Как уже говорилось, 
обработка исходных данных масс-спектрометра — 
это задача  программного обеспечения первичной 
обработки спектров. Кроме алгоритмов распозна-
вания пиков также существуют алгоритмы, пред-
назначенные для декомпозиции изотопных и за-
рядных распределений ионов [31–33]. В частно-
сти, в данном случае для вычисления мономоле-
кулярных масс использовалась статистическая 
информация о типичных изотопных распределе-
ниях пептидов. Ломаные линии на рис. 1 демонст-
рируют теоретическое среднее распределение 
изотопов в пептидах заданной массы, рассчитан-
ное на основе баз данных белков.  

Обработка первичных данных масс-спектров с 
учетом зарядового состояния и изотопного рас-
пределения молекулярных ионов позволяет отчет-
ливо разделить сигналы ионов даже в случае ин-
терференции (перекрывания) их изотопных рас-
пределений и представить эти сигналы как набор 
пар значений "моноизотопная масса—интен-
сивность сигнала" [33].  

Таким образом, вместо исходных данных масс-
спектрометра после первичной обработки масс-
спектр исходной смеси соединений будет пред-
ставлен как набор пар значений "масса—
интенсивность сигнала". Масс-спектрометриче-
ские данные, представленные в такой форме, гото-
вы для дальнейшей обработки с целью получения 
биологически значимого ответа. 

1.4. Идентификация белков,  метод PMF 
Для идентификации белков средствами МС-

анализа стандартом является методика, получив-
шая в научной литературе название peptide mass 
fingerprinting,  PMF [34]. Данная методика основа-
на на том, что набор продуктов ферментативного 
гидролиза — пептидов — уникален для каждого 
белка подобно отпечаткам пальцев человека. Суть 
метода состоит в том, что для каждого белка с 
известной последовательностью рассчитываются 

массы пептидов — продуктов теоретического 
ферментативного гидролиза с учетом указанного 
пользователем числа пропущенных сайтов гидро-
лиза и возможных модификаций. Далее фактиче-
ский масс-спектр продуктов гидролиза определяе-
мого белка сравнивается со всеми теоретическими 
спектрами белков и выявляется белок, у которого 
степень соответствия наивысшая. Процедура рас-
чета степени соответствия должна учитывать та-
кие априорные данные, как число обнаруженных в 
масс-спектре пептидов, точность определения 
масс пептидов, массу белка и т. д. Пользователю 
выдается список белков по мере убывания степени 
соответствия. 

Для решения этой задачи разработан ряд сис-
тем программного обеспеченья, таких как Mascot 
[35], Sequest [36], X!Tandem [37] и многие другие. 
На рис. 2  приведен пример отчета, полученного 
от системы идентификации белков Mascot. Бычий 
бета-лактоглобулин (~19 кДа) был подвергнут 
триптическому гидролизу, и затем из полученного 
масс-спектра продуктов гидролиза был выделен 
набор, состоящий из 73 обнаруженных значений 
моноизотопных масс, который был введен в поис-
ковую систему.  

Отчет содержит данные о 20 наиболее вероят-
ных белках для полученного масс-спектра. Только 
один белок (бета-лактаглобулин) показан на гис-
тограмме, располагающейся в начале отчета, за 
пределами заштрихованной области, что показы-
вает, что только этот белок был идентифицирован 
достаточно достоверно. 

Сами по себе поисковые системы не пытаются 
делать какие-либо выводы о природе пробы. Их 
задача только соотнести полученные масс-спектры 
с белковыми последовательностями по некоторо-
му алгоритму и оценить степень соответствия 
экспериментальных и рассчитанных спектров. Эта 
оценка всегда носит вероятностный характер и 
поэтому никогда не достигает 100%.  

Главный недостаток метода PMF — это невоз-
можность идентификации белка в смеси. Попытки 
адаптировать метод PMF для распознавания смеси 
белков предпринимались неоднократно, однако ни 
один метод не стал общепринятым. Применение 
метода PMF для смесей из 2–5 белков требует 
тщательного обоснования, обязательного учета 
априорной информации и большого количества 
ручной работы [38, 39].  

2. БЕЛКОВЫЕ БАЗЫ ДАННЫХ 

Исходя из задач, решаемых современной масс-
спектрометрией, идентифицировать белок — зна-
чит соотнести данные масс-спектра с аминокис-
лотной последовательностью белка.   
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Рис. 2. Фрагмент отчета Mascot для метода PMF  
 
 
 
Информация об аминокислотных последова-

тельностях белков, пептидов накапливается миро-
вым научным сообществом еще со времен откры-
тия первых методов расшифровки аминокислот-
ных последовательностей белков и пептидов, та-
ких как деградация по Эдману [40], равно как и 
информация о нуклеотидных генетических после-

довательностях.  
В последние 10–15 лет рост объемов этой ин-

формации носит лавинообразный характер. За это 
время были установлены полные генетические 
последовательности нескольких десятков биоло-
гических видов, получены аминокислотные по-
следовательности миллионов белков. Централь-
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ный репозитарий генетической информации National 
Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm. 
nih.gov) недавно сообщил о достижении объема 
публично доступных генетических баз данных  
в 1011 базовых пар. 

Развитие методов обработки этих данных по-
зволяет говорить о появлении новой научной дис-
циплины, предметом которой является алгоритми-
ческая обработка информации, содержащейся в 
биологических объектах, — вычислительной мо-
лекулярной биологии, или биоинформатики.  

Сопоставление и интерпретация масс-спектро-
метрических данных и баз данных, составленных 
из известных биологических последовательно-
стей, — одно из направлений исследований в 
области биоинформатики. 

Для анализа белков в первую очередь интерес-
ны базы данных, содержащие информацию об 
аминокислотных последовательностях белков. На 
сегодняшний момент одной из самых надежных 
считается база данных SWISS-PROT [41] 
(www.expasy.org/sprot/), курируемая группой 
Швейцарского института биоинформатики. Дан-
ные о каждом белке, внесенном в эту базу, тща-
тельно верифицированы и включают в себя такую 
информацию, как вариации структуры, функции 
белка в организме, ссылки на публикации и мно-
гое другое. На данный момент база данных 
SWISS-PROT сравнительно невелика и содержит 
около 190 000 аминокислотных последовательно-
стей белков.   

Другие базы,  например  TREMBL и PIR-PSD 
[42], содержат информацию о миллионах последо-
вательностей. Такие базы данных составляются 
автоматически, как правило из данных, непосред-
ственно предоставленных исследователями. При 
этом значительную часть базы данных могут со-
ставлять гипотетические белки — белки, сущест-
вование которых предсказано при анализе генети-
ческих последовательностей.  

Поскольку в настоящее время исследования 
белков ведутся сразу во многих научных центрах, 
часто бывает так, что несколько групп исследова-
телей независимо друг от друга размещают в базах 
данных информацию об одних и тех же белках. 
Для того чтобы избежать дублирования информа-
ции при передаче в базу данных, последователь-
ность проходит автоматическую проверку и анно-
тацию. Базы данных, проверенные таким спосо-
бом, называются неизбыточными (non-redundant) и 
гарантируют, что в базе данных для каждого белка 
есть только одна последовательность [43]. Хоро-
шим примером такой базы данных, собранной из 
различных источников, является NCBInr [44], 
доступная по адресу (ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/).  

Кроме белковых баз данных при обработке 
данных масс-спектрометрии могут быть использо-
ваны и генетические базы данных. Например, 

весьма популярны базы данных EST,  Expressed 
Sequence Tags [45], содержащие последовательно-
сти, полученные на основе матричных РНК [46].  

Также можно использовать информацию, полу-
ченную в ходе расшифровки генома человека, 
быка, крысы  и т. д. Теоретически в полной гене-
тической последовательности зашифрованы все 
возможные для организма белки, однако иденти-
фикация белков по этой информации осложняется 
неопределенностью рамки считывания, сложным 
механизмом трансляции белковой последователь-
ности и другими факторами. Поэтому исследова-
тели стараются избегать использования данного 
вида информации для белковых анализов.  

Вопрос выбора базы данных для сопоставления 
данных масс-спектрометрического эксперимента — 
это всегда компромисс между надежностью и 
полнотой информации. Для актуальных исследо-
ваний чаще всего используются базы данных 
класса NCBInr. Данные SWISS-Prot надежны, но 
неполны — многие данные актуальных исследо-
ваний в этой базе не представлены. При решении 
специфической задачи могут использоваться и 
некоторые подмножества генетических баз дан-
ных. Полные генетические базы данных исполь-
зуются редко из-за сложности интерпретации 
результатов и сильной избыточности данных.  

Наиболее полный список биологических баз 
данных разного назначения можно найти в элек-
тронном каталоге DBCat [47], расположенном на 
(www.infobiogen.fr/services/dbcat/).  

3. ТАНДЕМНАЯ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ 

Для анализа смесей белков, по сложности пре-
вышающих аналитические возможности метода 
PMF, применяется тандемная масс-спектрометрия. 
Хорошее определение метода тандемного анализа 
приведено в русскоязычном обзоре, посвященном 
тандемной масс-спектрометрии [48]. Тандемная 
масс-спектрометрия (МС-МС) используется для 
структурного анализа и идентификации веществ в 
составе смесей.  

Методика МС-МС состоит из следующих опе-
раций. 

 Разделение в первой МС-ступени первич-
ных, или "родительских", ионов и селекция ионов 
с единственным значением отношения массы к 
заряду (m/z). 

 Фрагментация этих ионов с образованием 
разнообразных структурно значимых ионных 
фрагментов, называемых вторичными, или "до-
черними", ионами. 

 Масс-анализ дочерних ионов. 
Существенно, что если при использовании ме-

тода PMF масс-спектр показывает набор трипти-
ческих пептидов исследуемого белка, то в случае 
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Рис. 3. Фрагментация пептидов на примере даларгина.  
а — нотация пептидных фрагментов; б — образование основных фрагментов; в —
рассчитанный фрагментный масс-спектр; г — зарегистрированный фрагментный 
масс-спектр 

    а 

    б 
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тандемной масс-спектрометрии каждый отдель-
ный масс-спектр отображает набор фрагментов 
одного пептида.   

В каждый момент времени из всех ионов, обра-
зующихся в источнике, для последующей фраг-
ментации отбираются ионы только с одного со-
единения с заданным масс-зарядовым отношени-
ем. Такая селекция происходит при помощи  спе-
циально разработанных алгоритмов DDA (Data 
Dependent Acquisition) на основе обработки дан-
ных масс-спектра родительских ионов. Данные 
одного МС-МС анализа, как правило, содержат 
множество фрагментных масс-спектров, каждый 
из которых характеризует  фрагменты только од-
ного соединения.  

При анализе очень сложных смесей используют 
предварительное разделение смеси — чаще всего 
за счет применения методов хроматографии [49], 
для того чтобы исключить попадание в ячейку 
фрагментации  ионов с близкими массами. 

Состав фрагментов отражает структуру анали-
зируемого вещества и напрямую зависит от спосо-
ба фрагментации. В данное время наиболее часто 
используется столкновительная ячейка [50], в 

которой ионы сталкиваются с нейтральными мо-
лекулами газа, заполняющего ячейку, что приво-
дит к разрыву ковалентных связей в  полипептид-
ной цепи (рис. 3).  

Для фрагментных ионов пептидов принята 
классификация, предложенная в 1984 году в рабо-
те [51], в соответствии с которой фрагменты, со-
держащие N-концевую аминокислоту, в зависимо-
сти от разорванной связи обозначают латинскими 
буквами a, b и c. Подобно фрагменты C-конца 
обозначены x, y и z (рис. 3, а).  

Кроме разрыва полипептидной цепи происхо-
дят и такие процессы, как фрагментация по боко-
вым радикалам, многократная фрагментация и ряд 
других процессов. Однако, несмотря на то что 
масс-спектр содержит множество сигналов поми-
мо основных предполагаемых, в спектре, как пра-
вило, доминируют b и y ионы. После фрагмента-
ции достаточного количества родительских ионов 
накопленные сигналы b и y ионов могут образовы-
вать полные наборы — серии. Пример приведен на 
рис. 3, в:  для пептида, состоящего из шести ами-
нокислот мы можем наблюдать по пять сигналов 
ионов, принадлежащих b и y сериям.  

 
 

 
Рис. 4. Восстановление аминокислотной последовательности.  
а — пептид MAGLDETIAK тяжелой цепи миозина, кролик; б — некорректная по-
пытка распознавания de Novo пептида ELPDPQESIQR бычьего трансферина; в — 
масс-тег [416.28]SEKPD[339.12] пептида ELPDPQESIQR бычьего трансферина 

а 

б 
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При ручной обработке фрагментного масс-

спектра зачастую удается обнаружить фрагменты 
серий y и b ионов и на основании этих серий вос-
становить последовательность фрагментированно-
го пептида. Полученные таким образом данные 
пользуются наибольшим доверием. Однако число 
фрагментных масс-спектров от одного МС-МС  
эксперимента измеряется сотнями и тысячами, что 
вызывает необходимость автоматизации обработ-
ки данных МС-МС. Существует ряд программ, 
которые практически воспроизводят действия при 
ручной интерпретации фрагментных масс-спек-
тров. В настоящее время используются два основ-
ных подхода.  

3.1. Секвенирование de Novo 
Секвенирование de Novo — определение пол-

ной последовательности пептида по его масс-
спектру. По этому принципу работают такие про-
граммные продукты, как Peaks Studio [52], Lutefisk 
[53] и др. По массе родительского иона и наиболее 
интенсивным сигналам от дочерних ионов строит-
ся ряд предположений о том, какие пептиды могли 
бы дать подобный фрагментный масс-спектр. Для 
каждого предположенного пептида рассчитывает-
ся теоретический фрагментный масс-спектр и 
сопоставляется с фактическим. Затем выстраива-
ется рейтинг, ранжирующий предположенные 
пептиды по степени соответствия (рис. 4). 

Базовый недостаток этого метода состоит в 
том, что зачастую в спектре представлены не все 
фрагменты.  Серии ионов могут быть представле-
ны не полностью, а для восстановления пропу-
щенных участков последовательности использу-
ются слабо обоснованные предположения. Напри-
мер, спектр пептида на рис. 4, б, не содержит y-
ионов в области масс более 1000 Да, из-за этого 
программам de Novo не удается восстановить 
часть аминокислотной последовательности пепти-
да и предложить правильную версию распознава-
ния. Дополнительные сложности возникают при 
выделении сигналов фрагментных ионов в сильно 
зашумленных областях спектра.  

3.2. Поиск Sequence Tag 
При использовании методов поиска Sequence 

Tag [54] в масс-спектре дочерних ионов выявля-
ются гипотетические последовательности пиков 
(масс-теги), предположительно принадлежащие к 
одной из серий фрагментных ионов пептида. Та-
ким образом, восстанавливается часть аминокис-
лотной последовательности пептида. В качестве 
примера приведем тег, извлеченный из спектра, 
представленного на рис. 4, б, с точностью до заме-
ны аминокислот с близкими массами — [416.28] 
SEKPD [339.21]. 

Этот метод представляется более обоснованным, 
чем секвенирование de Novo, т. к. расшифровыва-
ется только часть последовательности пептида, но 
на основании надежной информации, и она будет 
корректна даже для модифицированных пептидов 
[55, 56]. Кроме того, реализация данного метода 
отличается малым временем вычисления. Но в то 
же время задача осложняется тем, что для насы-
щенного масс-спектра можно построить множество 
гипотетических тэгов и вместо полной последова-
тельности восстанавливается  только ее часть.  

Качественная реализация поиска Sequence Tag, 
как и распознавания de Novo, является сложной 
задачей. Удачные алгоритмы для распознавания 
Sequence Tag стали появляться только в последнее 
время [57–59]; хотя в коммерческих пакетах про-
граммного  обеспечения реализация алгоритма, 
как правило, присутствует, но ее качество остав-
ляет желать лучшего. 

Фрагменты аминокислотных последовательно-
стей, полученные с помощью  перечисленных 
методов и записанные в виде буквенного кода, 
могут быть использованы для текстовых методов 
поиска в базах данных, хорошо развитых в клас-
сической биоинформатике. Например, по набору 
пептидов можно найти ряд гомологов данного 
белка в базах данных и тем самым сделать обос-
нованное предположение о функции белка, даже 
если этот белок не был ранее описан [60]. 

3.3. Идентификация белков методами  
тандемной масс-спектрометрии 

Основным преимуществом метода тандемной 
масс-спектрометрии является возможность иден-
тификации белков без их предварительного разде-
ления; число белков, идентифицированных из 
одной неразделенной смеси, может достигать 4000 
[61]. В ходе типичного МС-МС-анализа триптиче-
ского гидролизата смеси белков регистрируется до 
нескольких тысяч фрагментных масс-спектров 
отдельных триптических пептидов. 

Полученные спектры сопоставляются с теоре-
тическими масс-спектрами, рассчитанными на 
основании последовательностей всех возможных 
триптических  пептидов для всех белков базы 
данных. Если найден хотя бы один пептид, при-
надлежащий некоторому белку, то этот белок 
присутствует в исходной смеси с некоторой долей 
вероятности. Если идентифицировано несколько 
пептидов одного белка,  то вероятность того, что 
белок присутствует в исходной смеси, значитель-
но возрастает.  

Информации, полученной из нескольких тысяч 
МС-МС-спектров, может быть достаточно для 
идентификации нескольких десятков и даже сотен 
белков, входящих в состав исходной смеси.  
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Рис. 5. Отчет Mascot для MC-MC-эксперимента.  
а — список наиболее вероятных белков, входящих 
в исходную смесь; б — гистограмма потенциально 
идентифицированных белков; в — идентификация 
адолазы, кролик; г — карта фрагментов пептида 
AAQEEYVKR 
 

а 

б 

в 

г 
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В качестве примера приведен результат обра-

ботки системой Mascot набора примерно из четы-
рех тысяч МС-МС-спектров, полученных при 
анализе смеси, состоящей из восьми модельных 
белков (рис. 5). Эксперимент проводился в уни-
верситете Южной Дании (г. Оденс) на масс-
спектрометре класса IT-FTICR.  

В заголовке отчета в списке наиболее вероятных 
белков на первых восьми позициях стоят белки, 
составляющие анализируемую смесь( рис. 5, а), они 
же показаны на гистограмме за пределами за-
штрихованной зоны низкой достоверности иден-
тификации (рис. 5, б). 

В оставшейся части списка представлены вари-
анты интерпретации, полученные за счет случай-
ных ложных совпадений данных масс-спектра  
с фрагментами пептидов.  

Присутствие каждого белка подтверждено не-
сколькими МС-МС-спектрами триптических пеп-
тидов этого белка (рис. 5, в). Для спектров, сопос-
тавленных пептидам белков, построены карты 
фрагментов (рис. 5, г). 

Следует отметить, что результаты идентифика-
ции, полученные в ходе МС-МС-эксперимента, 
обладают большей достоверностью, нежели ре-
зультаты применения метода PMF. 

3.4. Идентификация посттрансляционных  
модификаций 

Часть пептидов, содержащихся в подготовлен-
ной для МС-анализа пробе, так или иначе моди-
фицированы. Соответственно модификации мож-
но разделить на три группы. 

–  Посттрансляционные модификации, являю-
щиеся следствием присоединения каких-либо 

функциональных групп. Например, фосфорилиро-
вание, ацетилирование и т. п. 

–  Посттрансляционные модификации, связан-
ные с процессингом белка до зрелой формы.  

–  Модификации, возникшие в процессе пробо-
подготовки.  

Наибольший интерес представляют модифика-
ции первых двух типов, поскольку именно они 
связаны с жизненным циклом клетки. Методами 
масс-спектрометрии легко детектируют модифи-
кации первого типа [62, 63].   

Исследования модификации второго типа тре-
буют специальных методов пробоподготовки и 
обработки данных, отличных от стандартных. 

Модификации третьего типа, включающие в 
себя восстановление дисульфидных связей, окис-
ление метионина и т. п., учитываются при обра-
ботке данных МС-анализа, для того чтобы не по-
терять актуальную информацию. Частично этих 
модификаций можно избежать при тщательной 
пробоподготовке. 

Каждая из модификаций проявляется в масс-
спектрах за счет характерного изменения массы 
аминокислотного остатка. Во фрагментных спект-
рах это выглядит как смещение серий пиков на 
определенную величину, соответствующую моле-
кулярной массе присоединенной функциональной 
группы. Именно по этой разнице и, в некоторых 
случаях, по нейтральным потерям определяется 
точная локализация модификации. Например, 
фосфорилированный треонин в пятой позиции 
пептида на рис. 6 четко определяется за счет из-
менения массы +80 Да (+HPO3

+) и потери слабо 
связанной группы H3PO4 с массой 98 Да при фраг-
ментации. 

 
 

 
 

Рис. 6. Фрагментный спектр пептида EAEVTTAQENK, фосфорилированного по треонину 
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Стоит отметить, что при идентификации за счет 
сопоставления масс-спектров количество рассчи-
танных теоретических масс-спектров растет в 
геометрической прогрессии при учете каждой 
принимаемой во внимание модификации. Для 
каждого пептида приходится строить множество 
вариантов теоретического масс-спектра для всех 
возможных комбинаций модификаций анализи-
руемого пептида. Это приводит к тому, что время 
работы алгоритмов при учете модификаций значи-
тельно возрастает, а достоверность результатов 
понижается.  

Особый класс модификаций, выявление кото-
рых масс-спектрометрическими методами ослож-
нено, — это модификации, образованные высоко-
молекулярными соединениями, например остат-
ками сахаров и липидов. В этом случае присоеди-
ненные к пептиду группы могут иметь молекуляр-
ную массу, сопоставимую с самим пептидом, 
сложную структуру и соответственно обладать 
собственным набором фрагментов [64]. При де-
тектировании и характеризации такой модифика-
ции требуется не только зарегистрировать ее на-
личие и определить место в последовательности, 
несущее модификацию, но и понять структурную 
формулу присоединенной группы. На сегодняш-
ний момент расшифровка спектров пептидов, 
несущих подобные модификации, чаще всего 
происходит вручную, а получение спектров требу-
ет специальной пробоподготовки.   

4. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ 
АНАЛИЗ БЕЛКОВ 

Проведение сравнительного количественного 
анализа методом масс-спектрометрии становится 
возможным при введении внутренних стандартов 
в исследуемую смесь. При исследовании белков и 
пептидов в качестве внутреннего стандарта чаще 
всего используются изотопно-меченные аналоги 
анализируемых соединений. В качестве метки 
могут быть использованы такие стабильные изо-
топы, как C13, D, O18. Интенсивности сигналов в 
масс-спектре двух веществ, отличающихся только 
изотопной меткой, будут находиться в таком же 
соотношении, как концентрации этих веществ.  

На данный момент наработано множество ме-
тодик использования изотопных меток для срав-
нительного анализа концентраций каждого из 
белков, присутствующих в двух и более пробах. 
Эти подходы вызывают острый интерес, посколь-
ку дают возможность непосредственно оценивать 
отклик биосистемы в целом. Например, выделить 
из нескольких сотен белков те заранее неизвест-
ные белки, уровень экспрессии которых изменил-
ся под воздействием каких-либо факторов [65]. 

Одним из самых популярных методов является 
ICAT (Isotope Coded Affinity Tag) [66]. Метка, 
используемая в этом методе, содержит тиол-
реагирующую группу для ковалентного присоеди-
нения по цистеину, изотопно-меченную связку 
(линкер) и остаток биотина для аффинного связы-
вания и последующего выделения пептидов, мо-
дифицированных по остатку цистеина. Меткой 
обрабатываются обе переназначенные для сравне-
ния пробы, но в одном случае используется метка, 
содержащая только 1H (легкая метка), в другом — 
восемь атомов протия замещены на дейтерий (тя-
желая метка), что дает разницу масс, равную 8 Да. 
Перед масс-спектрометрическим анализом (ЖХ-
МС-МС) цистеин-содержащие пептиды, связан-
ные с меткой ICAT, в одинаковых условиях выде-
ляются на аффинной колонке и смешиваются.  

Благодаря одинаковой химической природе 
время удерживания в хроматографической колон-
ке для пептидов с тяжелой и легкой метками оди-
наково. Таким образом, два вещества анализиру-
ются при одинаковых условиях. При проведении 
масс-спектрометрического анализа в спектрах 
родительских ионов наблюдаются характерные 
пары сигналов с разницей масс в 8 Да, и по отно-
шению интенсивностей сигналов в таких парах мы 
можем судить об их концентрационном соотно-
шении. Для идентификации белков, содержащих 
анализируемые пептиды, а также для того, чтобы 
убедиться, что пары сигналов были определены 
правильно, следующим шагом проводят МС-МС-
анализ обоих родительских ионов из каждой пары.  

После того как пептиды были отнесены к соот-
ветствующим белкам, по соотношению интенсив-
ностей сигналов мы можем судить о соотношении 
концентраций интересующих нас белков в сравни-
ваемых пробах. Информация об относительной 
концентрации белков получает подтверждение за 
счет регистрации сигналов нескольких пептидов 
каждого белка. 

Методика SILAC (Stable Isotope Labeling by 
Amino acids in cell Culture) [67] предлагает вводить 
изотопную метку за счет естественного метабо-
лизма живых клеток. Для этого одна из двух срав-
ниваемых клеточных линий выращивается на 
питательной среде, обогащенной, например, арги-
нином с 6 атомами изотопа 13C. По мере роста 
клеток весь аргинин в них замещается на тяжелую 
форму. После выращивания двух клеточных ли-
ний — на легком и на тяжелом аргинине — пробы 
смешиваются и проводится масс-спектрометри-
ческий анализ, такой же как описан выше. Пре-
имущество этой методики заключается в том, что 
пробы с тяжелой и легкой метками смешиваются 
перед процессом пробоподготовки, что позволяет 
избежать дополнительных ошибок анализа. 
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Рис. 7. Пример обработки данных сравнительного количественного анализа методом SILAC.  
а — спектр родительских ионов; б — спектр дочерних ионов для показанных родительских 
ионов; в — результат идентификации Mascot для приведенных спектров дочерних ионов 
 

 
 
Пример применения метода SILAC приведен на 

рис. 7, где представлены результаты масс-спектро-
метрического анализа. На рис. 7, а, показана пара 
сигналов родительских  ионов с разницей масс  
3 Да (с учетом зарядности — 6 Да), что соответст-
вует разнице масс между меченым и немеченым 
аргинином, примерно одинаковой интенсивности, 
что говорит о близком уровне концентраций пеп-
тидов, а соответственно и белков в сопоставляе-
мых пробах.  

Данные МС-МС-анализа (рис. 7, б) для каждого 
пептида, обработанные при помощи ПО Mascot 
(рис. 7, в), демонстрируют идентичность этих 

пептидов. 
В последнее время предпринимаются попытки 

увеличить количество проб, сопоставляемых в 
результате одного эксперимента. Например, мето-
дика iTRAQ [68] предполагает анализ до четырех 
проб одновременно за счет введения четырех раз-
личных изотопных меток.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Масс-спектрометрия с мягкими методами ио-
низации становится неотъемлемой частью многих 
исследований.  Этот метод отличается высокой 

а 

б 

в 
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чувствительностью, что позволяет его использо-
вание во многих областях, касающихся молеку-
лярной биологии, биохимии и протеомики челове-
ка. Для ряда задач масс-спектрометрия может 
являться основным или даже единственным сред-
ством их решения.  
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