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摘  要 : 神经肽在参与调控人体各种生理功能上发挥着重要的作用，如痛觉、睡眠、情绪、学习与记忆等生理活

动都受到神经肽的影响。神经肽主要存在于机体的神经组织内，其他体液和器官中也有少量的分布。目前对全脑

组织神经肽高通量鉴定的研究仍不足，高通量检测这些神经肽对了解神经肽的组成和功能具有重要的意义。本研

究通过对小鼠全脑组织内源性肽段的萃取，运用液相串联质谱 (LC-MS/MS) 技术对全脑组织的神经肽进行检测，

共鉴定到 1 830 条内源性肽段和 99 条预测神经肽肽段。这些内源性肽段的鉴定在疾病的治疗和机制研究以及药

物的研发方面提供了参考价值，也为研究新的神经肽及其功能奠定了基础。 

关键词 : 神经肽，全脑组织，高通量鉴定，内源性肽段，液相串联质谱  
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Abstract:  Neuropeptides play an important role in the physiological functions of the human body. The physiological activities 

such as pain, sleep, mood, learning and memory are affected by neuropeptides. Neuropeptides mainly exist in the nerve tissue of 

the body, and a small amount of them are distributed in body fluid and organs. At present, analysis of large-scale identification 
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of neuropeptides in whole brain tissue is still challenging. Therefore, high-throughput detection of these neuropeptides is greatly 

significant to understand the composition and function of neuropeptides. In this study, 1 830 endogenous peptides and 99 novel 

putative neuropeptides were identified by extraction of endogenous peptides from whole brain tissue of mice by liquid phase 

tandem mass spectrometry (LC-MS / MS). The identification of these endogenous peptides provides not only a reference value in 

the treatment and mechanism studies of diseases and the development of drugs, but also the basis for the study of a new 

neuropeptides and their functions. 

Keywords:  neuropeptides, whole brain tissue, high-throughput detection, endogenous peptides, LC-MS/MS 

神经肽是来源于大脑中的多肽荷尔蒙，长度

多为 10−30 个氨基酸，广泛存在于脑组织、体液

以及多个内脏器官中。在体内经过前体的多步酶

切和翻译后修饰后获得生物活性。神经肽能调节

体内多种信号通路，这些通路影响着不同的生理、

行为和内分泌功能，如能量代谢的稳定、疼痛以

及精神紊乱等。在血液、脑脊液、尿液等人体体

液中，由于各种体液成分较复杂，尤其血液中血

浆蛋白的存在导致针对体液的神经肽测定较为困

难，内脏器官的神经肽含量又较低，因此针对全

脑神经肽的提取和鉴定更具有意义。 

近年来高灵敏度和高分辨率的液相串联质谱

技术发展较为迅速，以 Orbitrap Fusion为代表的

质谱仪器，实现了将三重四极杆、静电场轨道阱、

线性离子阱 3 种质量分析器融为一体。与免疫共

沉淀、Western blotting等传统方法相比，液相串

联质谱技术在神经肽的深入研究上更为便利和高

效[1-3]。目前对神经肽的研究多集中在疾病相关神

经肽的定量上[4-6]，但这些研究多局限在单个或者

少数神经肽[7-9]。而针对全脑神经肽的非限定性研

究，能为相关研究提供对照，更能获取神经系统

相关疾病的信息，如药物靶点[10]、神经肽间相互

作用等。 

由于对全脑神经肽的大规模鉴定的报道较

少，阻碍了对神经肽及其受体和下游传导通路的

研究。本研究利用酸化甲醇，沉淀和去除样品中

的大分子量蛋白。通过研磨破碎的方式萃取小鼠

全脑组织神经肽，利用液相串联质谱技术对全脑

组织的神经肽进行大规模检测。比较内源性肽段

的鉴定数与最大分子量，评估分子超滤管对样品

制备的影响。对不同神经肽数据库进行优化，并

对新神经肽进行预测，从而为神经肽的下游研究

提供参考信息。 

1  材料与方法 

1.1  小鼠全脑组织标本的采集 

8周龄 SPF级 C57BL/6雄性小鼠 (30–40 g)，

由北京维通利华实验动物技术有限公司提供。所

有小鼠均饲养在室温为  (22±1) ℃、湿度为 

65%−70%的条件下，并使用标准实验动物饮食进

行饲养。为了减少各种操作和生物节律引起的神

经肽的变化，所有小鼠稳定饲养 1 周后，于上午

9 点使用 CO2处死，并在 5 min 内取出全部脑组

织。用冰的 PBS冲洗 3次后，立即微波加热使蛋

白酶变性失活，微波功率 750 W，加热 30 s，加

热后放入液氮中用于临时保存。全部脑组织取出

后放入–80 ℃保存或者用于样品的直接制备。 

1.2  神经肽的提取 

分 2 组实验进行神经肽的萃取，每组 3 个生

物学重复 (图 1)。①M (Methanol) 组：单个脑组

织加入 l mL酸化甲醇 (90%甲醇，1%乙酸，体积

比)，冰上进行组织研磨破碎，萃取液超声振荡

2 min后，4 ℃、20 000 × g离心 10 min，取上清

液，室温蒸干，0.1%体积甲酸水重悬样品后，4 ℃、

20 000 × g离心 10 min，取 1/2体积上清液，经过

C18除盐柱 (Agilent，USA) 除盐，45%乙腈 (45%

乙腈，0.1%甲酸，体积比) 洗脱，洗脱液蒸干上

质谱或者–80 ℃保存备用；②MF (Methanol &  
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图 1  小鼠全脑神经肽的提取流程 

Fig. 1  The extraction process of mouse total cerebral neuropeptides. 

 
Filter) 组：单个脑组织加入 l mL酸化甲醇研磨，

超声振荡，离心取上清液，蒸干。超纯水平衡

30 kDa 超滤离心管  (Millipore，UFC5030BK，

USA)，室温 14 000 × g离心 8 min，重复 3次。

0.1%体积甲酸水重悬样品后，离心、取上清液，

加入平衡好的超滤离心管中，4 ℃、14 000 × g

离心 40 min，样品全部过滤后，加入 200 μL 0.1%

甲酸水再次离心 30 min，取 1/2体积收集液除盐、

洗脱、蒸干后用质谱检测或者备用。 

1.3  LC-MS/MS 的设定 

液相 Thermo EASY-nLC1200 (Thermo Fisher 

Scientific，Bremen，Germany) 的参数：将萃取的

神经肽用 20 μL 0.1%体积甲酸水重悬，并测浓度。

将 700 ng样品载入到自制 C18填料 (直径 3 μm，

孔径 120 Å) (SunChrom, USA) 填充的反向树脂

捕集柱上。用不同梯度 B相 (0.1%甲酸溶于 80%

乙腈，体积比) 洗脱捕集柱，洗脱的肽段经过自

制 C18填料填充的分析柱后 (内径 75 mm，长度

15 cm)，进入质谱检测。液相梯度：0 min-7% B

相， 14 min-13% B 相， 51 min-23% B 相，

68 min-36% B相，69 min-100% B相，75 min-100% 

B相，流速均为 600 nL/min。 

质谱 Thermo orbitrapfusion (Thermo Fisher 

Scientific，Bremen，Germany) 的参数：一级检测

器类型为轨道阱，分辨率 120 000，自动增益控制

目标 5.0 e5，最大注入时间 50 ms，扫描范围

300−1 400 m/z。二级检测器类型为离子阱，采用

三重四级杆的分离模式，碎裂模式为高能碰撞解

离，自动增益控制目标 2.0 e5，最大注入时间 35 ms，

分离窗 1.6 m/z，初始质量 120 m/z，碎裂能量 30%，

动态排除时间 18 s，电荷排除+1，>+6价。 

2  数据的处理 

所有质谱原始数据均使用 PEAKS Studio 软

件 (Version8.5) 先进行肽段的从头测序[11]，再进

行依赖数据库的搜库。搜库设置：前体质量最大

偏差 10 Da，碎片离子偏差在 0.2 Da以内，肽段

FDR≤1%且–10 logP≥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) 神经肽鉴定的数

据库 swepep peptides[12] (http://www.swepep.org/)；

neuropedia[13] (http://proteomics.ucsd.edu/Software/ 

NeuroPedia/)；neuropep[14] (http://isyslab.info/Neuro 

Pep/)。 (2) 神经肽预测的数据库 neuropred[15] 

(http://stagbeetle.animal.uiuc.edu/cgi-bin/neuropred

.py)；swepep predicted (http://www.swepep.org/)。

(3) 前体荷尔蒙数据库 swepep precursors (http:// 

www.swepep.org/)。 
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3  结果与分析 

3.1  数据库的优化 

为了建立更全面的神经肽鉴定数据库，针对

MF 的方法，对数据库 (1) 中 3 个数据库搜库的

结果进行比较。swepep、neuropedia、neuropep分

别鉴定到 1 392、976、1 167条内源性肽段，相同

氨基酸序列的肽段可能存在不同修饰和不同电荷

情况，当去除不同修饰与电荷影响后，swepep库

鉴定到的内源性肽段序列剩余 1 269 条 (图 2)，

在 3 个神经肽鉴定数据库中最多，neuropedia 库最

少，剩余 894条，neuropep库的鉴定数剩余 1 070条。

对不同数据库鉴定到的肽段重复率进行统计，

swepep 库与 neuropedia库的重复率为 67.5%，与

neuropep 库的重复率为 71.2%，neuropedia 库与

swepep 库的重复率为 78.7%。每个数据库都含有

其他数据库所鉴定不到的特异性肽段，这些特异

性肽段以 swepep库最多为 279条，neuropep库最

少，其 12条特异性肽段来源于 9个神经肽荷尔蒙

前体：生长激素抑制素 (Somatostatin)、脑啡肽 B 

(Proenkephalin-B)、阿黑皮素  (POMC)、速激    

肽 1 (PPT)、缩胆囊素  (CCK)、促甲状腺激素 

(Pro-TRH)、分泌粒蛋白 2 (SCG2)、可卡因-苯丙胺

调节转录蛋白 (Cocaine-and amphetamine-regulated  

 

 
 

图 2  不同数据库鉴定到的内源性肽段数 

Fig. 2  The identification number of endogenous 
peptides by using different databases. 

transcript protein)、胃泌素释放肽 (GRP)。为了鉴

定到更多的神经肽，包括每个数据库所特有的肽

段，需要对 3 个数据库进行合并，使鉴定结果更

为全面。 

3.2  不同制样方法的鉴定结果 

用合并的数据库对 M、MF 组数据进行搜库，

并对搜库结果进行比较。2 组样本分别鉴定到

1 486、1 453条内源性肽段，去除同一肽段不同修

饰和电荷影响后，2组各剩余 1 361、1 326条内源

性肽段序列 (表 1)。肽段数量是以往报道的 2–3倍，

包括常见的速激肽：P物质 (SP)、神经激肽 B、神

经肽 K、神经肽 Y (NPY)；阿片肽：内啡肽、脑啡

肽、强啡肽；血管活性肠肽 (VIP) 等神经肽。SP

具有扩张血管并参与痛觉信息的传递的功能[16-17]。

NPY能影响摄食行为，具有促进食欲、增加体重[18]、

调节其他神经肽分泌的功能[19-20]。阿片肽具有较强

的镇痛作用。VIP 可以使血管舒张，降低血压。不

同组内 3个生物重复的皮尔森相关系数均大于 0.76 

(图 3A)，单个样品的内源性肽段的平均鉴定数 M

组和 MF组分别为 993、895条 (图 3B)。2种制样

方法鉴定到的肽段的最大分子量均小于 7 kDa，因

此超滤管并不能显著降低鉴定到的内源性肽段的

分子量。使用超滤管超滤样品时，部分样品会残留

在滤膜上，同时在离心过程中，肽段聚积会出现阻

塞滤膜孔现象，导致部分低于 30 kDa的肽段也不

能超滤下来。对于低丰度肽段的超滤，可能会造成

难以避免的样品损失，因此在制备样品时不使用分

子超滤管能显著提高单个样品的鉴定数。 

对 2组样品的肽段重复率进行比较，结果显示

M组与 MF组重复率为 64.1% (图 4A)，每组特异

性鉴定到的肽段 M 组较多有 311 条，包括血纤维

蛋白肽 B、生长抑素-14等神经肽，血纤维蛋白肽

B 能促进中性粒细胞和成纤维细胞的迁移[21]，生

长抑素-14 具有抑制胰高血糖素分泌的功能[22]。

MF组特异性肽段有 276条，包括神经肽 K (能抑
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制黄体生成素的释放[23]) 和强啡肽 A (1-8) (具有镇

痛的作用)。为了增加内源性肽段的鉴定数，将 2组

数据进行合并搜库，共得到 1 830条内源性肽段序

列，去除不同修饰和电荷影响后剩余 1 653 条。对

1 653条肽段进行氨基酸长度的统计，长度在 6–30个

氨基酸的肽段占总肽段的 95.6% (图 4B)，其中

11–15 个氨基酸的肽段最多，有 640 条，占总鉴

定数的 38.7%。鉴定到的最短肽段含有 5 个氨基

酸，最长肽段含有 60个氨基酸，两者来源于相同

的荷尔蒙前体 SCG1。 

 
表 1  两种样品制备方法的内源性肽段的鉴定 

Table 1  The identified endogenous peptides from two different sample preparation methods 

Group Identified peptides Max mass Amidation Oxidation Phosphorylation Acetylation 

M 1 486/1 361 6 979 72 47 82 71 

MF 1 453/1 326 6 194 77 58 79 79 

 

      
 

图 3  皮尔森系数和内源性肽段的鉴定数 

Fig. 3  The Pearson coefficient and the number of identified endogenous peptides. M1–3: samples from the methanol 
group; MF1–3: samples from the methanol & filter group. (A) The Pearson coefficient among 6 samples. (B) The 
number of identified endogenous peptides of different samples. 

 

   
 

图 4  内源性肽段的鉴定数及氨基酸的长度 

Fig. 4  The number of identified endogenous peptides and their amino acid length. (A) Recurrence rate of endogenous 
peptides between the M group and the MF group. (B) The amino acid lengths of peptides identified in 6 samples. 



 
 

邵先锋 等/高通量质谱法用于小鼠脑部神经肽的鉴定 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

599

 

3.3  前体荷尔蒙的鉴定 

不同的神经肽可能来源于不同的前体荷尔蒙，

根据神经肽不同的断裂方式，前体可以作为预测

新的神经肽的来源，如 neuropred 数据库[15]。用

建立的荷尔蒙前体数据库  (3) 进行搜库，得到

2 176条内源性肽段，去除修饰、电荷、同源序列

影响后剩余 1 941条。对不同荷尔蒙前体鉴定到的

内源性肽段数进行统计，其中产生大于 100个肽段

的前体包括：SCG2、磷脂酰乙醇胺结合蛋白 1 

(PEBP-1)、SCG1、前体蛋白转化酶Ⅰ型抑制因子 

(ProSAAS) (图 5)，4 个前体的内源性肽段鉴定数

占总鉴定数的 49.5%，它们在信号传导、胰岛素的

分泌、轴突生成、饮食行为、行为恐惧反应、抑制

内皮细胞凋亡等方面发挥着重要的生理功能。 

3.4  对新神经肽的探索 

利用数据库 (2) 对 2组数据进行搜库，为了

减少假阳性，只保留与数据库 (2) 中氨基酸序列

全部匹配的肽段，共鉴定到 99条预测神经肽。最

长预测神经肽含有 42个氨基酸，来源于前体荷尔

蒙 SCG2；最短预测肽段含有 6 个氨基酸，来源

于前体脑啡肽 A。来源于荷尔蒙前体的预测神经

肽 (表 2)，可能在功能上与前体蛋白较相似，如

来源于 VIP peptides的 ISSSISEDPVPI序列，可能

在 mRNA的稳定、蛋白质分解、催乳素分泌与信

号转导的调节等方面发挥着生理功能。但来源于

同一前体的预测神经肽，如来源于脑啡肽 A 的

YGGFMR序列和 YGGFMRSL序列，也可能具有

不同的生物功能。对于预测神经肽可以通过人工

合成后的体内和体外实验验证其真实性。 

 

 
 

图 5  前体荷尔蒙的分布 

Fig. 5  The distribution of precursor hormones. SCG2: 
Secretogranin-2; PEBP1: phosphatidyle thanolamine- 
binding protein 1; PCSK1: prohormone convertase 1; 
PENK: proenkephalin-A; TYB4: thymosin beta-4; 
POMC: Pro-opiomelanocortin; 7B2: neuroendocrine 
protein 7B2; CCKN: cholecystokinin.  

 
表 2  部分预测肽段的信息 

Table 2  The information of several predictive peptides 

Peptide sequences –10 lg (P value) Gene names Protein names 

YGGFMR 31.13 PENK Proenkephalin-A 

PKLKWDNQ 43.40 PDYN Proenkephalin-B 

YGGFMRSL 49.40 PENK Proenkephalin-A 

SEESQEREY 56.07 CHGB Secretogranin-1 

ISSSISEDPVPI 40.25 VIP VIP peptides 

RPKPQQFFGLMG 60.71 TAC1 Protachykinin-1 

APGAMLQIEALQEVLKKL 61.74 CARTPT Cocaine- and amphetamine-regulated transcript protein 

WSRMDQLAKELTAE 59.79 CHGA Chromogranin-A 

ILTGSSEPEAAPAPR 54.22 PCSK1N ProSAAS 
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4  讨论 

本研究通过利用高灵敏度、高分辨率的液相

串联质谱技术，对全脑神经肽进行了大规模的定

性报道。采用差别制样的方法，比较分子滤过膜

在样品鉴定数、常见的翻译后修饰、肽段最大分

子量上的差异，并对神经肽数据库进行了优化，

主要目的是为了鉴定到更多的全脑神经肽，并对

新的神经肽候选物进行了预测，为后续神经肽相

关的功能性研究提供参考，例如与焦虑抑郁相关

的神经肽 CRF、ACTH、UCN、AVP、VIP、CCK

等的研究[24-26]。本研究中 M组单个样品的平均鉴

定数为 993 条，比 MF 组多 98 条，M 组制样方

法更适合于肽段的定性研究。不同的检测仪器同

样能影响鉴定数，如文献中报道使用 LTQ 

Orbitrap Discovery检测仪器时，单个样品内源性

肽段鉴定数仅为 500多条[27]。不同的神经肽数据

库能鉴定到不同的特异性肽段 [28]， swepep、

neuropedia、neuropep 数据库鉴定到内源性肽段

重复率低于 80%，尤其 swepep 库与 neuropedia

库的重复率更低，因此对数据库进行合并也能提

高样品的鉴定数。 

对神经肽的翻译后修饰我们也做了相关统

计，共鉴定到 37种翻译后修饰，翻译后修饰的内

源性肽段有 612条。37种翻译后修饰中以酪氨酸、

丝/苏氨酸的磷酸化最为常见，共 125条占总修饰

肽段的 20.4%，其次是酰胺化作用，共 110 条占

总修饰肽段的 18.0%。磷酸化作用可能与神经肽

的激活有关[29]，从而影响自身或者其他神经肽的

表达，酰胺化作用可能参与神经肽合成过程中的

限速反应[30]，也能影响神经肽的表达。 

在全脑荷尔蒙前体的鉴定中，内源性肽段鉴

定数最多的是 SCG2，SCG2具有促进血管再生、

抑制内皮细胞凋亡、正性趋化嗜酸性粒细胞的作

用。同一前体在不同脑区的鉴定数可能差异较大，

如相关报道中[28]，SCG2、PENK在下丘脑中鉴定

数分别为 215、88条，与本研究中 SCG2和 PENK

在全脑的鉴定数较接近，而在纹状体中 SCG2、

PENK 的鉴定数分别为 41、102 条，这种差异可

能与不同脑区的不同功能有关。利用预测库对全

脑神经肽进行氨基酸序列的预测，有助于发现未

注释的神经肽，如果能对预测神经肽进行功能研

究，将会更具有意义。 
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