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附件1  项目序号1的具体需求参数

非靶向蛋白组机时24分钟检测参数

蛋白提取质控 

Bradford定量 在96孔酶标板A1至A10位置依次加入标准蛋白(0.2μg/μLBSA)0，2，4，6，8，10，12， 14，16，18μL，之后依次加入纯水20，18，16，14，12，10，8，6，4，2μL，之后各 孔加入考马斯亮蓝G-250定量工作液180μL。用酶标仪测量OD595，依据OD595与蛋白浓 度制作线性标准曲线。稀释待测蛋白质溶液若干倍，在20μL蛋白溶液中加入180μL定量工 作液，读取OD595。依据标准曲线以及样品OD595计算样品蛋白浓度； 

(2) SDS-PAGE 每样取10μg蛋白溶液加入适量loadingbuffer混匀后95℃加热5min，25,000g离心5min， 取上清点入12%SDS聚丙烯酰胺凝胶的点样孔中，80V恒压电泳30min后再120V恒压电泳 120min；电泳结束后，将胶放入快速染脱仪器中10min后，取出胶图扫描。
蛋白酶解 

取样：取100μg(酶解蛋白总量根据项目要求调整)加入到10kDa的超滤管中； 

各样品体积补齐：若同时做多个样品，则需要使各个样品体积相同以便离心配平；补齐 体积buffer需要与样品本身溶解buffer一致，若样品体积全部低于100μL，则最终补体积为 100μL，若有样品体积大于100μL，则以其中最大体积者为准； 

20℃*12,000g离心20min，直至蛋白液全部离心至收集管底部，加入0.5MTEAB 100μ L， 20℃*12,000g离心20min(同上)，重复此步骤3次； 

更换新的收集管；
Trypsin酶准备：每个样本按照比例Trypsin酶:蛋白质量=1:20加酶，37℃反应4h； 

20℃*12,000g离心15min，酶解消化后的肽段溶液收集于管底，在超滤管中再加100μL 0.5M的TEAB， 20℃*12,000g离心15min； 

(7) 抽干：将收集到的肽段消化液冷冻抽干。
DIA质谱检测 

经过液相分离的肽段通过nanoESI源离子化后进入到串联质谱仪Astral （ Thermo,USA） 进行DIA(Data IndependentAcquisition)模式检测。主要参数设置：离子源电压设置为 1.8kV； 一级质谱扫描范围380-980m/z； 分辨率设置为240,000；最大离子注入时间 (MIT)为5ms；将380~980m/z均分为300个窗口进行连续窗口碎裂及信号采集。离子碎裂 模式为HCD， 碎裂能量设置为NCE25，最大离子注入时间(MIT) 为3ms，碎片离子在 Astral中进行检测。AGC设置为：一级500%, 二级500%。
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