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摘要：目的　建立高分辨质谱法表征重组人促卵泡激素二硫键的方法。方法　前处理方法是将卵泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）原液用稀释液稀释至０５ｍｇ·ｍＬ－１，分别加入枯草杆菌蛋白酶、胰蛋白酶、ＰＮＧａｓｅＦ酶解，最后加入１μＬ１０％
的甲酸，停止反应。液质方法：采用ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＰｅｐｔｉｄｅＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ），以０１％甲酸／水溶液（Ａ）

０１％甲酸／乙腈溶液（Ｂ）为流动相，梯度洗脱；质谱采集模式为ｄｄＭＳ２，离子源为 ＥＳＩ＋，扫描范 ｍ／ｚ２５０～２０００。结果　成功
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β：Ｃ９４；成功鉴定出α亚基５对二硫键，分别为α：Ｃ７＝α：Ｃ３１；α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０；α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２；α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４；α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７。
结论　建立了重组人促卵泡激素二硫键的定位方法，为该类产品二硫键连接方式的质量控制提供了新思路。
关键词：重组人促卵泡激素；二硫键定位；高分辨质谱；酶解法

ｄｏｉ：１０１１６６９／ｃｐｊ２０２５０１０１１　　中图分类号：Ｒ９１７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００１－２４９４（２０２５）０１－００８６－０８

ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨｕｍａｎＦｏｌｌｉｃｌｅＳｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＨｏｒｍｏｎｅＤｉｓｕｌｆｉｄｅＢｏｎｄｓｂｙＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

ＨＵＸｉｎｙｕｅ１，ＸＩＡＮＧＹｕｘｉｎｇ２，ＳＵＮＹｕｅ１，ＷＡＮＧＬüｙｉｎ，ＬＩＹｉ１，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｍｉｎｇ１，ＬＰｉｎｇ１，ＬＩＡＮＧＣｈｅｎｇ
ｇａｎｇ１，ＬＩＪｉｎｇ１（１．ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＤｒｕｇＲｅｇｕｌａｔｏｒｙＳｃｉｅｎｃｅ，ＮＨＣＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲｅｓｅａｒｃｈｏｎＱｕａｌｉｔｙａｎｄＳｔａｎｄａｒｄｉ
ｚａｔｉｏｎｏｆＢｉｏｔｅｃｈＰｒｏｄｕｃｔｓ，ＮＭＰＡＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ，ＮＭＰＡＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒ
ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＤｒｕｇｓ，ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０２６２９，Ｃｈｉｎａ；２．Ｃｈｉｎａ
ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００９，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｓＭＥＴＨＯＤＳ　Ｆｏｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＦＳＨ）ｗａｓｄｉｌｕｔｅｄｔｏ０５
ｍｇ·ｍＬ－１ｗｉｔｈｄｉｌｕｅｎｔ，ｓｕｂｔｉｌｉｎ，ｔｒｙｐｓｉｎ，ａｎｄＰＮＧａｓｅＦｗｅｒｅａｄｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄ１μＬ１０％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ
ｗａｓｆｉｎａｌｌｙａｄｄｅｄｔｏｓｔｏｐｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎＦｏｒＬＣＭＳａｎａｌｙｓｉｓ，ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＰｅｐｔｉｄｅＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ）ｃｏｌｕｍｎ
ｗａｓｕｓｅｄ，ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ／ａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ／ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ａｎｄｇｒａｄｉｅｎｔ
ｅｌｕｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．ＴｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｍｏｄｅｗａｓｄｄＭＳ２，ｔｈｅｉｏｎｓｏｕｒｃｅｗａｓＥＳＩ＋，ａｎｄｔｈｅｓｃａｎｎｉｎｇｒａｎｇｅｗａｓｍ／ｚ
２５０－２０００ＲＥＳＵＬＴＳ　Ｔｈｅ６ｐｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｏｆβｓｕｂｕｎｉｔｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，ｗｉｔｈｔｈｅｖａｌｕｅｓβａｓｆｏｌｌｏｗｅｓ：Ｃ３＝β：
Ｃ５１β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６；β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４；β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２；β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４；β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４．Ｔｈｅ５ｐｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｏｆαｓｕｂｕｎｉｔ
ｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，α：Ｃ７＝α：Ｃ３１；α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０；α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２；α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４；α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　Ｔｈｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ｈＦＳＨ）ｉｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，
ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｎｅｗｉｄｅａｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

　　重组人促卵泡激素（ｈｕｍａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ｈＦＳＨ）是糖蛋白激素（Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｈｏｒ
ｍｏｎｅｓ，ＧＰＨｓ）家族的一员。ＧＰＨｓ还包括人促黄体
生成素（ｈｕｍａｎｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ｈＬＨ）、人促甲状

腺激素（ｈｕｍａｎｔｈｙｒｏｉｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ｈＴＳＨ）
和人绒毛膜促性腺激素（ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｔｒｏ
ｐｉｎ，ｈＣＧ）。ＧＰＨｓ家族都是由１个共同的α和１个
激素特异性 β亚基的非共价结合形成的异二聚
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体［１２］，两个亚基通过 β半胱氨酸环相互作用连接。
ｈＦＳＨ是相对分子质量为３５５×１０３的异源二聚体，
α亚基由９２个氨基酸组成，包含２个Ｎ糖基化位点
（Ａｓｎ５２和Ａｓｎ７８），含有１０个半胱氨酸残基，形成
５对链内二硫桥；β亚基由１１１个氨基酸组成，分别
包含２个Ｎ糖基化位点（Ａｓｎ７和 Ａｓｎ２４），包含１２
半胱氨酸残基，形成６对链内二硫键［３］（图１）。在
结构方面，两个亚基具有的二硫键共价连接蛋白两

部分，形成蛋白的疏水核心。在功能方面，稳定蛋白

结构，帮助蛋白折叠；利用氧化还原反应，调节蛋白

功能。二硫键的正确配对是维持 ＦＳＨ正确折叠方
式和高级结构形成的关键因素，对产品的质量控

制至关重要。根据国际人用药品注册技术协调会

（ＩＣＨ）Ｑ６Ｂ指导原则及《中国药典》２０２０年版三
部人用重组 ＤＮＡ蛋白制品总论的通则要求，应对
该类药物进行包括二硫键是否正确配对在内的结

构特性分析。ＦＳＨ两个亚基具有复杂而又丰富多
样的二硫键结构［４］，特别是 α亚基中的第３１和３２
位、５９和６０位，分别存在４个紧密相邻的半胱氨
酸，并各自与其他位置的半胱氨酸形成二硫键，很

难被特异性蛋白酶有效切割，从而给该类家族蛋

白药物 α亚基二硫键的准确表征带来较大困难。
ＧＰＨｓ家族所有糖蛋白激素药物的 α亚基二硫键
位置均高度相似，α亚基在这些激素中起到一定的
交叉反应作用，但并不决定它们的特异性功能，β
亚基则是 ＧＰＨｓ家族特有的，这两个亚基共同决定
了 ＧＰＨｓ家族的生物学特性和功能。审批审评中
对该类家族创新药物２个亚基二硫键的特性表征
要求，尤其对 α亚基二硫键定位解析定位鲜有报
道，技术上存在较大难点，研发企业很难提供信噪

比较高的二级质谱图谱，一定程度上制约了该类

药物的研发上市进程。

图１　重组人促卵泡激素（ｈＦＳＨ）结构图
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｕｍａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ｈＦＳＨ）

　　早期阶段，通过Ｘ射线衍射晶体法对ＦＳＨ的二
硫键进行定位。而Ｘ射线衍射晶体法需要培养高度
有序的蛋白结晶，且对样品需求量很大，对样品纯度

要求也较高。质谱分析技术可用于二硫键分析，经过

蛋白前处理和ＬＣＭＳ／ＭＳ分析，匹配正确的二硫键位
置。现研究蛋白质二硫键的实验方法中，自上而下质

谱法较为普遍，主要有两种手段［５］：非还原条件下分

析完成二硫键肽段或者还原条件下断开二硫键分析

半胱氨酸定位，获得的肽段结构信息，数据分析软件

与手动解析相结合鉴定二硫键结构。然而，ＦＳＨ二硫
键定位的难点在于无特异性理想的水解酶可以将每

对相邻二硫键所含肽段酶解，往往一条肽段包含两个

以上半胱氨酸，无法确定其连接位点；使用还原或部

分还原方法也不能很好地控制二硫键的选择性断裂。

本研究采用非特异性酶和特异性酶相结合的策

略，非还原酶切和非还原酶切后还原处理相对比的

手段，利用高分辨质谱仪器，最终通过分析软件成功

解析出 ＦＳＨ的 １１对二硫键，方法可行，且准确度
高；尤其是对α亚基二硫键的解析，可为ＧＰＨｓ家族
复杂糖蛋白激素药物的审批审评与科学监管提供一

定的技术储备。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　仪器　ＯｒｂｉｔｒａｐＥｘｐｌｏｒｉｓ４８０（美国赛默飞世
尔科技公司）；ＷａｔｅｒｓＵＮＩＦＩ数据处理软件（美国沃
特世公司）；电子天平（瑞士梅特勒托利多公司）。
１１２　试药　乙腈（批号：１６４７８８）、甲酸（批号：
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１９５７１５）［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；三（２羧
乙基）膦盐酸盐（ＴＣＥＰＨＣｌ，批号：ＬＳＢＺ２５５２）、枯草
杆菌酶（批号：Ｐ５４５９，来源地衣芽孢杆菌，ｇｌｙｃｅｒｏｌｓｏ
ｌｕｔｉｏｎ５０％）［西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司］；
胰蛋白酶（批号：Ｖ５１１１，每支２５μｇ，Ｐｒｏｍｅｇａ北京）；
ＰＮＧａｓｅＦ（批号：Ｐ０７０４Ｌ，ＮＥＷＥＮＧＬＡＮＤＢｉｏＬａｂｓ）。
１２　方法
１２１　 溶液配制　①原液稀释液：取 ０１９３ｇ
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ和 ００６７ｇＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ，加入
１００ｍＬ纯化水，混匀即得。②１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＴＣＥＰ
溶液：取２８６ｍｇ的ＴＣＥＰＨＣｌ，加入１ｍＬ纯化水混匀
即得。

１２２　非还原酶切处理　将ＦＳＨ原液用稀释液稀
释至０５ｍｇ·ｍＬ－１，取该溶液１００μＬ加入枯草杆菌
蛋白酶１μＬ（取１０μＬ枯草杆菌酶加入８４０μＬ超纯
水，混匀），３７℃酶解１７ｈ；后加入１μＬ胰蛋白酶（取
每支２５μｇ的胰蛋白酶１支，加超纯水２５μＬ溶解，混
匀），３７℃酶解８ｈ；最后，加入１μＬＰＮＧａｓｅＦ，３７℃酶
解１７ｈ，加入１μＬ体积分数１０％的甲酸，停止反应。
１２３　非还原酶切后还原处理　将 ＦＳＨ原液用稀
释液稀释至０５ｍｇ·ｍＬ－１，取该溶液１００μＬ加入
枯草杆菌蛋白酶１μＬ（取１０μＬ枯草杆菌酶加入
８４０μＬ超纯水，混匀），３７℃酶解１７ｈ；后加入１μＬ
胰蛋白酶（取规格为２５μｇ／支胰蛋白酶１支，加入超
纯水２５μＬ，混匀），３７℃酶解８ｈ；最后，加入１μＬ
ＰＮＧａｓｅＦ，３７℃酶解１７ｈ，加入１μＬ１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的ＴＣＥＰ溶液，３７℃孵育３０ｍｉｎ，加入１μＬ体积分数
１０％的甲酸，停止反应。
１２４　液质条件　液相条件：采用 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ
ＰｅｐｔｉｄｅＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ），以０１％
甲酸／水溶液（Ａ）０１％甲酸／乙腈溶液（Ｂ）为流动相，
梯度洗脱（０～６０ｍｉｎ，０５％ Ｂ→２０％ Ｂ；６０～７０ｍｉｎ，
２０％ Ｂ→９８％ Ｂ；７０～７５ｍｉｎ，９８％Ｂ；７５～７５１ｍｉｎ，
９８％ Ｂ→０５％ Ｂ；７５１～８５ｍｉｎ，０５％Ｂ），流速为
０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为６０℃，进样量２０μＬ。

质谱条件：质谱采集模式为 ｄｄＭＳ２，鞘气３５，辅
气１０；离子源为正离子，离子源传输管温度３２０℃，
扫描范围ｍ／ｚ２５０～２０００，一级分辨率６００００＠１１０
ｍ／ｚ；二级分辨率１５０００＠１１０ｍ／ｚ。
１２５　处理方法　β亚基处理方法设置：输入β亚
基理论序列，可变修饰为氧化、还原、半胱氨酸化，设

置检测下限强度为１×１０５，偏差１０×１０－６，非特异
性酶切（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ）；α亚基处理方法设置：输入 α
亚基理论序列，可变修饰为氧化、还原、半胱氨酸化，

设置检测下限强度为１×１０４，偏差１０×１０－６，非特
异性酶切（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ）。

２　实验结果
２１　β亚基鉴定结果

对检索结果进行筛选，分别搜索 β：Ｃ３＝β：
Ｃ５１，β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６，β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４，β：Ｃ２８＝β：
Ｃ８２，β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４，β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４的６对二硫
键具有 ＭＳ２的肽段。如表１所示，６对二硫键均检
出多对可定位的 Ｃ＝Ｃ连接肽段，一级偏差均在
１０×１０－６之内，每条肽段的平均结构分辨率（ａｖｅｒａｇｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＡＳＲ）为 １０。选择 β：Ｃ３＝β：
Ｃ５１的ＮＳＣＥ＝ＫＴＣＴＦ和 β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６的 ＥＣＲ＝
ＰＧＡＣＨ肽段（图２），选择β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４的ＦＣＩＳ＝
ＹＣＳＦ肽段和 β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２的 ＷＣＡ＝ＴＱＣＨ肽段
（图３），选择β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４的ＧＹＣＹ＝ＨＣＧＫ肽段
和β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４的ＧＫＣＤ＝ＤＣＴＶＲ肽段（图４），进
一步对以上６条Ｃ＝Ｃ肽段进行二级图谱详细解析，
通过分析互补的碎片离子，可确认β亚基６对二硫键
的连接方式。其中，图２Ａ中的ｂ３、ｙ２、ｙ３，图２Ｂ中的
ｙ３、ｙ４和ｂ３可确认 ＮＳＣＥ＝ＫＴＣＴＦ的 Ｃ３Ｃ３连接方
式；图２Ｃ中的 ｂ２、ｙ２，以及图２Ｄ中的 ｙ３、ｙ４和 ｂ３、
ｂ４，可确认ＥＣＲ＝ＰＧＡＣＨ的 Ｃ２Ｃ４连接方式；图３Ａ
中ｂ２、ｂ３、ｙ３和图３Ｂ中的 ｂ２、ｂ３、ｙ３可确认 ＦＣＩＳ＝
ＹＣＳＦ的 Ｃ２Ｃ２连接方式；图３Ｃ中 ｂ２、ｙ２和３Ｄ中
ｂ３、ｙ２、ｙ３可确认 ＷＣＡ＝ＴＱＣＨ的 Ｃ２Ｃ３的连接方
式；图４Ａ中ｂ３、ｙ２、ｙ３和图４Ｂ中ｙ３可确认ＧＹＣＹ＝
ＨＣＧＫ的Ｃ３Ｃ２连接方式；图４Ｃ中ｂ３、ｙ２、ｙ３和图４Ｄ
中ｙ４可确认ＧＫＣＤ＝ＤＣＴＶＲ的Ｃ３和Ｃ２连接方式。
２２　α亚基鉴定结果

α亚基中存在２个相邻半胱氨酸分别与其他位
置半胱氨酸成二硫键的情况，分别为 Ｃ３１、Ｃ３２和
Ｃ５９、Ｃ６０，则要求水解酶必须在以上２个相邻半胱
氨酸之间进行酶解，设置检测限较 β亚基更低，符
合肽段长度可能更短。经过检索，分别搜索α：Ｃ７＝
α：Ｃ３１，α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０，α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２，α：Ｃ３２＝
α：Ｃ８４，α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７的５对二硫键具有 ＭＳ２的
肽段（表２）。α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０，α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２，α：
Ｃ３２＝α：Ｃ８４二硫键均具有多对可定位的 Ｃ＝Ｃ连
接肽段，一级偏差均在１０×１０－６之内，Ａｖｅｒａｇｅｓｔｒｕｃ
ｔｕｒａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ均小于１５。α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７检索到
１个匹配肽段，一级偏差均在１０×１０－６之内。值得
注意的是，α：Ｃ７＝α：Ｃ３１的证明肽段解析难度很
大，可以直接定位的肽段需要仅包含２９位 Ｍ到３１
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　　　表１　ｈＦＳＨ的β亚基二硫键匹配肽段信息
Ｔａｂ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆβｓｕｂｕｎｉｔｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｍａｔｃｈｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｏｆＦＳＨ

Ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｔｙｐｅ　　　 Ｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｓ　　　 ＭＷ（Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ） ＭＷ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ） Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ／×１０－６ ＡＳＲ

β：Ｃ３＝β：Ｃ５１ ＮＳＣＥ＝ＫＴＣＴＦ １０４７３９９０ １０４７４００１ －１０ １０
ＮＳＣＥ＝ＣＴＦ ８１８２５６２ ８１８２５７５ －１６ １０
ＮＳＣＥＬ＝ＫＴＣＴＦ １１６０４８０２ １１６０４８４２ －３４ １０
ＣＥ＝ＣＴＦ ６１７１８１８ ６１７１８２５ －１１ １０

β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６ ＥＣＲ＝ＰＧＡＣＨ ８８７３３４９ ８８７３３７８ －３２ １０
ＥＣＲ＝ＲＶＰＧＣＡ １００５４４５９ １００５４４８４ －２５ １０
ＣＲＦ＝ＶＰＧＣＡＨ １００４４３０５ １００４４３２０ －１５ １０
ＥＣＲＦ＝ＰＧＣＡＨ １０３４４０３４ １０３４４０６２ －２７ １０
ＥＣＲＦ＝ＣＡＨ ８８０３３００ ８８０３３２０ －２３ １０

β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４ ＦＣＩＳ＝ＹＣＳＦ ９８４３７０７ ９８４３７２１ －１４ １０
ＦＣＩ＝ＧＰＳＹＣＳ ９９１３７４３ ９９１３７７９ －３６ １０
ＦＣＩ＝ＳＹＣＳ ８３７３０１４ ８３７３０３７ －２７ １０

β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２ ＷＣＡ＝ＴＱＣＨ ８６３３０４３ ８６３３０５４ －１３ １０
ＷＣＡ＝ＣＨ ６３４１９７８ ６３４１９９２ －２２ １０

β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４ ＧＹＣＹ＝ＨＣＧＫ ９４５３４４９ ９４５３４７３ －２５ １０
ＧＹＣＹＴ＝ＨＣＧＫ １０４６３９３１ １０４６３９５０ －１８ １０
ＧＹＣＹ＝ＣＧＫ ８０８２８６４ ８０８２８８４ －２５ １０
ＹＣＹ＝ＣＧ ６２３１７０７ ６２３１７２０ －２１ １０

β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４ ＧＫＣＤ＝ＤＣＴＶＲ １０１１４０７８ １０１１４１１４ －３６ １０
ＧＫＣＤ＝ＳＴＤＣＴＶＲ １１９９４８７５ １１９９４９１１ －３０ １０
ＧＫＣＤ＝ＴＤＣＴＶＲ １１１２４５６１ １１１２４５９０ －２６ １０

注：ＭＷ－相对分子质量；ＡＳＲ－平均结构分辨率。

Ｎｏｔｅ：ＭＷ－ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ；ＡＳＲ－ａｖｅｒａｇｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．

Ａ－β：Ｃ３＝β：Ｃ５１中ＮＳＣＥ端二级质谱图；Ｂ－β：Ｃ３＝β：Ｃ５１中ＫＴＣＴＦ端二级质谱图；Ｃ－β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６中 ＥＣＲ端二级质谱图；Ｄ－β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６中 ＰＧＣＡＨ

端二级质谱图。

Ａ－β：Ｃ３＝β：Ｃ５１ＮＳＣＥｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｂ－β：Ｃ３＝β：Ｃ５１ＫＴＣＴＦｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｃ－β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６ＥＣＲｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃ

ｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｄ－β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６ＰＧＣＡＨｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．

图２　ｈＦＳＨ的β亚基β：Ｃ３＝β：Ｃ５１和β：Ｃ１７＝β：Ｃ６６肽段二级质谱图
Ｆｉｇ２　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆβ：Ｃ３＝β：Ｃ５１ａｎｄβ：Ｃ１７＝β：Ｃ６６ｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎβｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈＦＳＨ

位Ｃ的３个氨基酸序列 ＭＧＣ或者仅有 ＧＣ两个氨
基酸序列的肽段，实际检出了１个目标肽段为ＣＰ＝
ＧＣ，ＡＳＲ为１０；另外一个为 ＤＣＰ＝Ｃ，它的重复检
出率很高，因ＤＣＰ＝Ｃ不能确定为哪个位置的Ｃ，判

断时采用排除法，首先检索到了 α：Ｃ７～α：Ｃ３１／α：
Ｃ３２的肽段，虽然不确定Ｃ７与Ｃ３１和Ｃ３２的连接，通
过α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４多条肽段的确证，排除 Ｃ７与 Ｃ３２
的连接，确定 ＤＣＰ＝Ｃ为 α：Ｃ７＝α：Ｃ３１的连接，
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Ａ－β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４中ＦＣＩＳ端二级质谱图；Ｂ－β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４中ＹＣＳＦ端二级质谱图；Ｃ－β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２中ＷＣＡ端二级质谱图；Ｄ－β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２中ＴＱＣＨ

端二级质谱图。

Ａ－β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４ＦＣＩＳｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｂ－β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４ＹＣＳＦｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｃ－β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２ＷＣＡｔｅｒｍｉｎａｌ

ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｄ－β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２ＴＱＣＨｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．

图３　ｈＦＳＨ的β亚基β：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４和β：Ｃ２８＝β：Ｃ８２肽段二级质谱图
Ｆｉｇ３　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆβ：Ｃ２０＝β：Ｃ１０４ａｎｄβ：Ｃ２８＝β：Ｃ８２ｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎβｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈＦＳＨ

Ａ－β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４中ＧＹＣＹ端二级质谱图；Ｂ－β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４中 ＨＣＧＫ端二级质谱图；Ｃ－β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４中 ＧＫＣＤ端二级质谱图；Ｄ－β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４中

ＤＣＴＶＲ端二级质谱图。

Ａ－β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４ＧＹＣＹｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｂ－β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４ＨＣＧＫｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ；Ｃ－β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４ＧＫＣＤｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃ

ｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｄ－β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４ＤＣＴＶＲｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．

图４　ｈＦＳＨ的β亚基β：Ｃ３２＝β：Ｃ８４肽段和β：Ｃ８７＝β：Ｃ９４肽段二级质谱图
Ｆｉｇ４　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆβ：Ｃ３２＝β：Ｃ８４ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄβ：Ｃ８７＝β：Ｃ９４ｐｅｐｔｉｄｅｉｎβｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈＦＳＨ
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虽然是间接判断，但是可以作为该对二硫键定位的

补充。

对以下肽段进行二级碎片分析：选择 α：Ｃ７＝
α：Ｃ３１的 ＣＰ＝ＧＣ和 α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０的 ＣＴＬ＝
ＣＶＡＫ肽段（图５），选择 α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２的 ＬＱＣ＝
ＡＣ肽段和 α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４的 ＣＦ＝ＨＣＳ肽段，α：
Ｃ５９＝α：Ｃ８７的ＴＣ＝ＴＣＹ（图６）。图５Ａ中的ａ１离
子可证明ＣＰ＝ＧＣ的Ｃ１Ｃ２连接方式；图５Ｃ、５Ｄ中
所有氨基酸均具有二级碎片，可证明 ＣＴＬ＝ＣＶＡＫ
的Ｃ１Ｃ１连接方式；图６Ａ、６Ｂ具有二级碎片，但无
直接证明 ＬＱＣ＝ＡＣ连接方式碎片离子；图６Ｃ、６Ｄ
具有二级碎片，但无直接证明ＣＦ＝ＨＣＳ连接方式的
碎片离子；图 ６Ｅ中 ｙ１、图 ６Ｆ中的 ｙ２离子可证明

ＴＣ＝ＴＣＹ的Ｃ１Ｃ２连接方式。虽然存在无直接证明
ＣＣ连接的碎片离子，以上５条肽段每条仅有两个
半胱氨酸，两条肽段仅能通过两个 ＣＣ键相连接，
所以可以定位 α亚基５对二硫键。为增加判定准
确性，对比非还原酶切和非还原酶切后还原处理的

两组样品数据，将非还原酶切处理后样品数据的５
对Ｃ＝Ｃ肽段提取离子流（ＸＩＣ）信号（图７），再对酶
切后还原处理的数据手动提取以上５对 Ｃ＝Ｃ肽段
提取离子流，根据保留时间进行判断。结果显示，非

还原酶切后还原处理的样品数据并未提取到以上５
对Ｃ＝Ｃ肽段提取离子流信号，证明在非还原酶切
后还原处理的样品中以上均二硫键打开。综上，可

进一步确认α亚基５对二硫键的连接方式。

表２　ｈＦＳＨ的α亚基二硫键匹配肽段信息
Ｔａｂ２　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆαｓｕｂｕｎｉｔｄｉｓｕｌｆｉｄｅｍａｔｃｈｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｏｆｈＦＳＨ

Ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｔｙｐｅ　　　 Ｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｓ　　　 ＭＷ（Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ） ＭＷ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ） Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ／×１０－６ ＡＳＲ

α：Ｃ７＝α：Ｃ３１ ＣＰ＝ＧＣ ３９４０９８１ ３９４０９７２ －２２ １０
ＤＣＰ＝Ｃ ４５２１０２８ ４５２１０３６ －１８ ３０

α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０ ＣＴＬ＝ＣＶＡＫ ７５２３５３９ ７５２３５６１ －２９ １０
ＣＴＬ＝ＣＶ ５５３２２２７ ５５３２２４０ －２３ １０
ＣＴＬＱＥＮＰ＝ＣＶ １０２１４１８０ １０２１４２０９ －２８ １０

α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２ ＬＱＣ＝ＡＣ ５５２２０２１ ５５２２０３６ －２７ １０
ＩＬＱＣ＝ＴＡＣ ７６６３３２８ ７６６３３５３ －３３ １３

α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４ ＣＦ＝ＨＣＳ ６１１１９０１ ６１１１８３２ －１１ １５
ＣＦ＝ＣＳＴ ５７５１６９２ ５７５１７２０ －４８ １０

α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７ ＴＣ＝ＴＣＹ ６０５１７８６ ６０５１８２５ －６４ １０

Ａ－α：Ｃ７＝α：Ｃ３１中ＣＰ端二级质谱图；Ｂ－α：Ｃ７＝α：Ｃ３１中ＧＣ端二级质谱图；Ｃ－α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０中ＣＴＬ端二级质谱图；Ｄ－α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０中ＣＶＡＫ端二级质谱图。

Ａ－α：Ｃ７＝α：Ｃ３１ＣＰｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｂ－α：Ｃ７＝α：Ｃ３１ＧＣｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ；Ｃ－α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０ＣＴＬｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｄ－α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０ＣＶＡＫｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ．

图５　ｈＦＳＨ的α亚基α：Ｃ７＝α：Ｃ３１肽段和α：Ｃ１０＝α：Ｃ６０肽段二级质谱图
Ｆｉｇ５　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆα：Ｃ７＝α：Ｃ３１ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄα：Ｃ１０＝α：Ｃ６０ｐｅｐｔｉｄｅｉｎαｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈＦＳＨ
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Ａ－α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２中ＬＱＣ端二级质谱图；Ｂ－α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２２中ＡＣ端二级质谱图；Ｃ－α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４中ＣＦ端二级质谱图；Ｄ－α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４中ＨＣＳ端二

级质谱图；Ｅ－α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７中ＴＣ端二级质谱图；Ｆ－α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７中ＴＣＹ端二级质谱图。

Ａ－α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２ＬＱＣｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｂ－α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２ＡＣｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｃ－α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４ＣＦｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｄ－α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４ＨＣＳｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｅ－α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７ＴＣｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｆ－α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７

ＴＣＹｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．

图６　ｈＦＳＨ的α亚基α：Ｃ２８＝α：Ｃ８２肽段、α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４肽段和α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７肽段二级质谱图
Ｆｉｇ６　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆα：Ｃ２８＝α：Ｃ８２ｐｅｐｔｉｄｅ，α：Ｃ３２＝α：Ｃ８４ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄα：Ｃ５９＝α：Ｃ８７ｐｅｐｔｉｄｅｉｎαｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈＦＳＨ

３　讨　论
《中国药典》２０２０年版三部人用重组制品总论

一级结构测定中要求“一级结构，即包括二硫键连

接方式的氨基酸序列（包含二硫键的完整性和正确

性）”。二硫键不仅维持蛋白的功能与稳定性，而且

其表征为结构的质量控制的重要组成部分，对产品

的质量控制至关重要。Ｙｉｎ等［６］利用胰蛋白酶水解

的方法解析出溶酶菌的４对二硫键，为ｃｙｓ６ｃｙｓ１２７、
ｃｙｓ３０ｃｙｓ１１５、ｃｙｓ６４ｃｙｓ８０、ｃｙｓ７６ｃｙｓ９４；Ｚｈａｏ等［７］使

用ＮＥＭ封闭游离巯基加胰蛋白酶水解的方法定位
了ＣＤ７９ｂ为靶点的抗体偶联药物二硫键，以上两种
均采用“自下而上”质谱分析策略，特异性的酶将蛋

白分解为肽段，并且一条肽段中仅含有一对二硫键，

如链间二硫键或链内二硫键。二硫键具有复杂多样

性，其中也包含酶解肽段同时包含二对二硫键，如胰

岛素类经特异性酶解后同时包含了链间和链内二硫

键，我们在先前的研究中利用了部分还原酶解与质

谱不同的裂解方式多种手段成功解析了胰岛素类的

复杂二硫键［８］。然而对于ＦＳＨ来说，二硫键类型更
加复杂多样，酶切的肽段可能包含多个半胱氨酸残

基，不局限于以上两种二硫键的组合方式，尤其是α
亚基中还存在２对相邻半胱氨酸分别与其他位置半
胱氨酸成二硫键的情况，分别为 Ｃ３１、Ｃ３２和 Ｃ５９、
Ｃ６０，要求水解酶必须在这２个相邻半胱氨酸之间
进行酶解才可能有效鉴别。其他ＧＰＨｓ家族也同样
存在此类棘手问题，鉴于现实存在的技术难点，目前

在新药申报审评中对该类产品的特性鉴定二硫键鉴

别并未做出明确要求，如每个亚基的每对二硫键是

否可以定位并具有一级二级质谱信息等。因此，给

新药审评机构相关药学或质量控制指导原则的制定

带来困扰，同时企业申报过程中对该类产品二硫键

解析也没有明确的方向。

有关报道文献利用了非特异性酶和特异性酶联

合酶解的方式定位了ＦＳＨ的β亚基６对二硫键［９］，

但近年来 α亚基的二硫键定位未见文献报道。本
研究仍采用非特异性枯草杆菌酶和特异性胰蛋白酶
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Ａ－肽段ＣＰ＝ＧＣ提取离子流图；Ｂ－肽段ＣＴＬ＝ＣＶＡＫ提取离子流图；Ｃ－肽段ＬＱＣ＝ＡＣ提取离子流图；Ｄ－肽段ＣＦ＝ＨＣＳ提取离子流图；Ｅ－肽段ＴＣ＝ＴＣＹ提

取离子流图。

Ａ－ｐｅｐｔｉｄｅＣＰ＝ＧＣｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｏｎｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍ；Ｂ－ｐｅｐｔｉｄｅＣＴＬ＝ＣＶＡＫｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｏｎｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍ；Ｃ－ｐｅｐｔｉｄｅＬＱＣ＝ＡＣｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｏｎｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍ；Ｄ－ｐｅｐｔｉｄｅＣＦ＝

ＨＣＳｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｏｎｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍ；Ｅ－ｐｅｐｔｉｄｅＴＣ＝ＴＣＹｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｏｎｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍ．

图７　α亚基二硫键肽段提取离子流
Ｆｉｇ７　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆａｌｐｈａｓｕｂｕｎｉｔｄｉｓｕｌｆｉｄｅｐｅｐｔｉｄｅ

联合水解ＦＳＨ，其优势主要有几点：①枯草杆菌酶有
利于释放亚基的紧密构象；②防止形成１个以上的
ＳＳ桥的团簇，分离出单个半胱氨酸残基的肽段；
③提供有助于解析质谱数据的裂解肽段。采用该种
策略可以产生足以分开二硫键配对位点的多肽片

段，但也不可避免肽段长度过小，响应较低的问题。

经多次重复实验表明，β亚基输入全序列解析，每对
二硫键均有多对肽段相匹配，二级碎片质量良好，可

明确定位。α亚基可识别二硫键的肽段较 β亚基，
长度更小，响应更低，并且保留时间靠前，还出现肽

段保留时间相近或共流出的现象，α：Ｃ７＝α：Ｃ３１和
α：Ｃ５９＝α：Ｃ８７解析难度最大，建议鉴定 α亚基二
硫键时，可直接提取目标肽段的 ｍ／ｚ或输入目标肽
段序列进行二级解析，同时增加非还原酶切后还原

处理的样品进行对比佐证。另外，在前处理过程中，

不可避免地有少量半胱氨酸发生交换反应，在解析

过程中也可发现少部分游离的半胱氨酸或二硫键交

换的产物，应注意枯草杆菌酶的选择和浓度、缓冲体

系及 ｐＨ、仪器状态等，保证实验的重现性和相应目
标肽段的重复检出。

本研究探讨了重组人促卵泡激素二硫键的定位方

法，并成功鉴定出β亚基６对二硫键和α亚基５对二
硫键，为ＦＳＨ乃至长效ＦＳＨ（如ＦＳＨＣＴＰ，ＦＳＨＦｃ等）

二硫键连接方式的质量控制提供新思路，也为制定

ＧＰＨｓ家族类生物制品的药学评价指导原则提供借鉴。
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