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1. 产品描述

质谱级的 Arg-C Ultra 是一种内肽酶，优先在精氨酸残基的 C 端（羧基端）一侧切割蛋白质。该酶是一种带有 His 标签的
半胱氨酸蛋白酶，从牙龈卟啉单胞菌中分离并纯化得到，也被称为牙龈蛋白酶 R2 或 RgpB。它在还原条件下消化蛋白质，
产生高度适合通过质谱进行鉴定和表征的肽段。

与“传统”的 Arg-C（也称为 clostripain）不同，质谱级的 Arg-C Ultra 对仅在精氨酸残基后切割具有高度选择性，而传统
的 Arg-C 不仅在精氨酸残基处广泛切割，还在赖氨酸残基处切割（图 1）。

图 1. 各种在精氨酸后切割的蛋白酶的 C 端切割特异性。人 K562 提取物使用指示的蛋白酶以 1:50 的酶 : 底物比例在
37℃下过夜消化。肽段使用 Orbitrap Exploris™ 240 (Thermo Fisher Scientific) 进行 LC-MS/MS 分析。数据分析使用
Byonic 软件 (Protein Metrics) 进行，未指定酶。

除了显著的消化特异性外，质谱级的Arg-C Ultra还是一种极其高效的酶，在优化条件下几乎可以实现100%的消化效率（例
如，接近零漏切）。在消化效率方面，质谱级的 Arg-C Ultra 优于胰蛋白酶消化，并且比 Lys-C 酶高效近 100 倍，这由
K562 与质谱级的 Arg-C Ultra 在 2 小时内 1:500 的消化相比 Lys-C 在 20 小时内 1:50 的消化中产生更少的漏切现象所表
明。质谱级的 Arg-C Ultra 在保持最小消化特异性损失的情况下实现了这种效率（图 2）。
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1. Description

Arg-C Ultra, Mass Spec Grade, is an endoprotease that preferentially cleaves proteins on the C-terminal side of arginine 
residues. The enzyme is a His-tagged cysteine protease, isolated and purified from Phorphorymonas gingivalis, and is also 
known as gingipain R2 or RgpB. It digests proteins under reducing conditions to produce peptides that are highly suitable 
for identification and characterization by mass spectrometry.

Arg-C Ultra, Mass Spec Grade is highly selective for cleavage only after arginine residues, in contrast to “traditional” Arg-C 
(also known as clostripain), which cleaves extensively at lysine as well as arginine residues (Figure 1).  

Figure 1. C-terminal cleavage specificity of various proteases that cleave after arginine. Human K562 extract was 
digested overnight at 37°C with the indicated proteases using a 1:50 enzyme:substrate ratio. Peptides were analyzed by 
LC-MS/MS on a Orbitrap Exploris™ 240 (Thermo Fisher Scientific). Data analyses were conducted using Byonic software 
(Protein Metrics) with no enzyme specified. 

In addition to the remarkable digestion specificity, Arg-C Ultra, Mass Spec Grade is also an extremely efficient enzyme that 
can be used to achieve nearly 100% digestion efficiency (e.g., approaching zero missed cleavages) under optimized 
conditions. Arg-C Ultra, Mass Spec Grade is superior to trypsin digestion in terms of digestion efficiency, and is nearly 
100-fold more efficient than the Lys-C enzyme, as indicated by fewer missed cleavages from a 2-hour 1:500 digestion of 
K562 with Arg-C Ultra, Mass Spec Grade, compared to a 20-hour 1:50 digestion of K562 with Lys-C. Arg-C Ultra, Mass Spec 
Grade achieves this efficiency with minimal loss of digestion specificity (Figure 2).
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2. 产品组成与储存条件

产品 规格 目录号

Arg-C Ultra, Mass Spec Grade
5μg VA1831

20μg VA1832

储存条件：收到后，请将冷冻的质谱级的 Arg-C Ultra 存放在 –30℃至 –10℃。首次使用前，请用手快速解冻质谱级的
Arg-C Ultra 溶液，并置于冰上或 +2℃至 +10℃。首次解冻后，质谱级的 Arg-C Ultra 可在 +2℃至 +10℃下储存 3 个月。
长期储存时，请存放在 –20℃或以下。经过五次冻融循环后，未检测到活性损失。

浓度：质谱级的 Arg-C Ultra 的提供浓度为 0.2µg/µl。
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Figure 2. Arg-C Ultra, Mass Spec Grade is fast and efficient. Specificity-efficiency plot in which specificity represents the 
percent of cleavages at the preferred amino acid (arginine for Arg-C Ultra, Mass Spec Grade, lysine for Lys-C) and 
efficiency is the inverse of percentage of missed cleavages. Human K562 extract was digested with Arg-C Ultra or Lys-C 
under the indicated conditions. Peptides were analyzed by LC-MS/MS on a Orbitrap Exploris™ 240 (Thermo Fisher 
Scientific). Data analyses were conducted with Byonic software (Protein Metrics) with no enzyme specified. 

2. Product Components and Storage Conditions

P R O D U C T  S I Z E  C AT. #

Arg-C Ultra, Mass Spec Grade 5μg VA1831

 20μg VA1832

Storage Conditions: Upon arrival, store frozen Arg-C Ultra, Mass Spec Grade at –30°C to –10°C. Prior to first use, thaw the 
frozen Arg-C Ultra, Mass Spec Grade solution quickly by hand and place on ice or at +2°C to +10°C. After the first thaw, 
Arg-C Ultra, Mass Spec Grade can be stored for 3 months at +2°C to +10°C. For long-term storage, store at or below 
–20°C. No loss of activity was detected after five freeze-thaw cycles. 

Concentration: Arg-C Ultra, Mass Spec Grade is provided at 0.2µg/µl.
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图 2. 质谱级的 Arg-C Ultra 快速且高效。特异性 - 效率图，其中特异性表示在优选氨基酸处（对于质谱级的 Arg-C Ultra
为精氨酸；对于 Lys-C 为赖氨酸）的切割百分比，效率是漏切百分比的倒数。人 K562 提取物在指示条件下用 Arg-C 
Ultra 或 Lys-C 进行消化。肽段使用 Orbitrap Exploris™ 240 (Thermo Fisher Scientific) 进行 LC-MS/MS 分析。数据分
析使用 Byonic 软件 (Protein Metrics) 进行，未指定酶。
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3. 重要注意事项

质谱级的 Arg-C Ultra 是一种半胱氨酸蛋白酶，因此在消化过程中需要存在还原剂。以下还原剂已被证明与质谱级的
Arg-C Ultra 兼容：

• L- 半胱氨酸：2–10mM（我们推荐最终浓度为 10mM。）

• DTT 或 TCEP：≥10mM（我们推荐最终浓度至少为 10mM。）

此外，质谱级的 Arg-C Ultra：

• 能耐受至少 6M 尿素

• 由于胍与精氨酸侧链的结构相似性，低浓度的盐酸胍会抑制其活性。避免使用盐酸胍。

• 会被半胱氨酸烷基化试剂（如碘乙酰胺）抑制。在消化前应小心中和此类试剂。或者，可以在消化后对半胱氨酸
进行烷基化。

• 经测试，在 pH 值 5.5–9 的范围内显示出优异的活性。建议从 pH 8.0 开始，并根据需要进行优化。
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3.A. Materials to Be Supplied By the User

Composition of Buffers and Solutions is provided in Section 8.A.

Reagents
• Recombinant human IL-15 (e.g., PeproTech Cat.# 200-15) or Human IL-2 (e.g., PeproTech Cat.# 200-02 or Miltenyi 

Cat.# 130-097-742) 
• user-defined biologics samples
• RPMI 1640 medium (e.g., ATCC Cat.# 30-2001 or GIBCO™ Cat.# A10491-01)
• fetal bovine serum (FBS; e.g., Avantor Seradigm Cat.# 89510-194 or HyClone Cat.# SH30070)
• hygromycin B (e.g., GIBCO™ Cat.# 10687-010)
• blasticidin S (e.g., GIBCO™ Cat.# A1113903 or Invivogen Cat.# ant-bl)
• DMSO (Sigma Cat.# 2650)
• Trypan blue solution (e.g., Sigma Cat.# T8154)
• Bio-Glo-NL™ Luciferase Assay System (Cat.# J3081, J3082, J3083)

Note: The IL-2Rβγ Bioassay Cells, Propagation Model, uses the Bio-Glo-NL™ Luciferase Assay System (Cat.# J3081, 
J3082, J3083) for detection. Do not use the Bio-Glo™ Luciferase Assay System (Cat.# G7940, G7941).

Supplies and Equipment
• white, flat-bottom 96-well assay plate (e.g., Corning® Cat.# 3917)
• sterile clear 96-well plate with lid (e.g., Corning® Cat.# 3370 or Falcon Cat.# 353077) for preparing sample dilutions
• pipettes (single-channel and 12-channel)
• T75 tissue culture flask (e.g., Corning® Cat.# 430641U)
• sterile 15ml and 50ml conical tubes
• sterile reagent reservoirs (e.g., Corning® Cat.# 4870)
• humidified 37°C, 5% CO2 incubator
• 37°C water bath
• plate reader that measures glow luminescence (e.g., GloMax® Discover System)

4. Preparing IL-2Rβγ Bioassay Cells

4.A. Cell Thawing and Initial Cell Culture

IL-2Rβγ Bioassay Cells are grown in suspension culture.

Follow institutional guidelines for handling, including use of personal protective equipment (PPE) and waste disposal for 
biohazardous material. 

1. Prepare 75ml of thaw medium (see Section 8.A) and prewarm to 37°C. This medium will be used for culturing the 
cells immediately after thawing.

2. Transfer 9ml of thaw medium into a 50ml conical tube.

!

!
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3. Important Considerations 

Arg-C Ultra, Mass Spec Grade is a cysteine protease and thus requires the presence of a reducing agent during digestion. 
The following reducing agents have been shown to work with Arg-C Ultra, Mass Spec Grade:
• L-cysteine: 2–10mM (We recommend 10mM final concentration.)
• DTT or TCEP: ≥10mM (We recommend at least 10mM final concentration.)

Additionally, Arg-C Ultra, Mass Spec Grade:
• Is tolerant to at least 6M urea
• Is inhibited by low concentrations of guanidine hydrochloride (guanidine-HCl) due to the structural similarity of 

guanidine and the arginine-side chain. Avoid the use of guanidine-HCl. 
• Is inhibited by cysteine-alkylating agents, such as iodoacetamide. Take care to neutralize such reagents prior to 

digestion. Alternatively, cysteines can be alkylated following digestion.
• Has been tested and shows excellent activity across a pH range of 5.5–9. We recommend starting at pH 8.0 and 

optimizing as needed.

Figure 3. Effect of urea concentration on digestion efficiency of Arg-C Ultra, Mass Spec Grade and Lys-C. Human K562 
extract was digested with Arg-C Ultra, Mass Spec Grade or Lys-C at 1:100 for 2 hours at 37°C at a variety of urea  
concentrations. Peptides were analyzed by LC-MS/MS on a Orbitrap Exploris™ 240 (Thermo Fisher Scientific). Data 
analyses were conducted using Byonic software (Protein Metrics, Inc.) with no enzyme specified.
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图 3. 尿素浓度对质谱级的 Arg-C Ultra 和 Lys-C 消化效率的影响。人 K562 提取物在 37℃下使用 1:100 的比例，分
别与质谱级的 Arg-C Ultra 或 Lys-C 在不同尿素浓度下消化 2 小时。肽段使用 Orbitrap Exploris™ 240 (Thermo Fisher 
Scientific) 进行 LC-MS/MS 分析。数据分析使用 Byonic 软件 (Protein Metrics) 进行，未指定酶。
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4. 样品准备

用户需提供的材料

• NANOpure® 水或等效物

• 还原剂（例如，L- 半胱氨酸，DTT，TCEP）

• 变性剂（例如，尿素）

• 消化缓冲液（例如，Tris，碳酸氢铵等）

• 烷基化剂（例如，碘乙酰胺）

4.A. 还原和烷基化的标准流程

此操作流程示例使用了适用于质谱的完整人类蛋白质提取物（K562 细胞提取物；目录号 V6941），其尿素浓度约为 6.5M。

1. 解冻一管完整人类蛋白质提取物（目录号 V6941；100μl，浓度为 10µg/μl）。

2. 加入 1μl 的 0.5M DTT（最终浓度 5mM）进行还原。

3. 在 37℃下孵育 30 分钟。

4. 加入 1.5μl 的 1M 碘乙酰胺（最终浓度 15mM）进行烷基化。

5. 在暗处室温下孵育 30–60 分钟。

注意事项：

a. 经过还原和烷基化的样品已准备好进行消化（第 5 节），或可储存在 –70℃直至准备消化。

b. 在添加质谱级的 Arg-C Ultra 之前，确保样品已用过量的还原剂中和，以防止酶活性位点的半胱氨酸被烷基化。
这可以通过在消化步骤中确保还原剂存在于酶反应中来完成。重要的是要考虑到，DTT 和 L- 半胱氨酸都可以用
来中和烷基化试剂，但 TCEP 不可以。

4.B. 准备 L- 半胱氨酸

注意：如在消化过程中使用 L- 半胱氨酸作为还原剂，需采取预防措施确保 pH 值调整得当。

1. 在水中制备 1M L- 半胱氨酸储备液。将 90μl 的份量储存在 –20℃或更低温度。

2. 向 90μl 的 1M L- 半胱氨酸中加入 10μl 的 5M NaOH 以中和 pH 值。

3. 加入 800μl 的水制成 100mM L- 半胱氨酸的工作液。配制后立即使用此溶液，并丢弃未使用的部分。
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5. 消化流程

5.A. 消化条件

• 酶与底物（E:S）比例：1:10 至 1:500

• 消化时间：30 分钟至 2 小时

• 缓冲液 pH 值：5.5–9.0

• 缓冲液：醋酸钠、柠檬酸钠、醋酸铵、Tris-HCl、Bis-Tris、碳酸氢铵

• 变性剂浓度：在 6M 尿素中表现出极佳活性。避免使用盐酸胍。

5.B. 消化复杂蛋白质混合物

以下实验方案仅供参考。必须针对所使用的底物和期望的实验结果进行优化和调整。

在这个示例方案中，我们在最终体积为 100µl 的条件下，使用 0.5µg 的酶（1:100）在 37℃（pH 7.5）下消化了 50µg 的
K562 提取物。这种 20 倍的样本稀释导致消化过程中的最终蛋白质浓度为 0.5µg/µl，最终尿素浓度约为 0.3M。您可能希
望避免稀释样本。

1. 向试管中加入 5µl（50µg）已经还原 / 烷基化的 K562 提取物（在第 4.A 节中制备）。

2. 加入 10µl 10X 还原剂储备液（例如，10µl 的 100mM DTT）。

3. 加入 10µl 10X 消化缓冲液（例如，10µl 的 0.2–0.5M Tris HCl，pH 7.5）。

4. 加入 72.5µl NANOpure® 水或等效物。

5. 加入 2.5µl 质谱级的 Arg-C Ultra（0.5µg）。

 注：在加入还原剂之后再加酶，以减少当使用了烷基化剂时酶的活性位点发生烷基化的可能性。

6. 在 37℃下孵育 1–2 小时。

7. 使用 TFA 或甲酸将混合物酸化至 pH 2 以终止消化反应。
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5.C. 消化难处理的蛋白质

难处理的蛋白质，如抗体，通常使用盐酸胍进行变性；然而，由于质谱级的 Arg-C Ultra 受到盐酸胍的抑制，我们建议
使用替代变性剂。可以使用高浓度的尿素，但应注意避免加热和 / 或使用 Tris 缓冲液，以尽量减少可能的氨基甲酰化。

另外，可以采用 SP3® 或 PAC（2,3）等方法来实现珠子（beads）上变性。这些方法与质谱级的 Arg-C Ultra 的蛋白酶
解相容。

6. 组合使用质谱级的 Arg-C Ultra 和 Lys-C 的消化

质谱级的 Arg-C Ultra 可以与 Lys-C 组合使用来产生“胰蛋白酶”肽段。鉴于 Lys-C 和特别是质谱级的 Arg-C Ultra 相
比胰蛋白酶具有更高的活性，使用质谱级的 Arg-C Ultra 和 Lys-C 的消化效率可以优于单独使用胰蛋白酶或胰蛋白酶 /
Lys-C 的消化。

6.A. 顺序消化

1. 在还原条件下使用质谱级的 Arg-C Ultra 消化感兴趣的样品。

 通过调整 E:S 比例和消化时间来优化 Arg-C Ultra, Mass Spec Grade 的消化，以实现所需的效率和特异性。我们
建议从 1:50–1:200 的 E:S 比例和 1–2 小时的消化时间开始。

2. 通过添加烷基化剂（例如，碘乙酰胺或氯乙酰胺）来终止质谱级的 Arg-C Ultra 的消化。这种方法通过靶向其活性
位点半胱氨酸有效地使酶失活，我们推荐用于获得最佳结果。

 或者，通过添加 250mM 盐酸胍来终止消化，保持最终的盐酸胍浓度低于 1M，以防止在步骤 3 中抑制 Lys-C 酶。

3. 添加天然 Lys-C 或重组 Lys-C 以完成顺序消化。通过改变 E:S 比例和消化时间来优化消化条件。我们建议使用
1:10–1:50 的 E:S 比例和 2–18 小时的消化时间。

4. 用 TFA 或甲酸将消化反应酸化至 pH 2 以抑制 Lys-C 活性，并为 LC-MS 分析准备样品。

 注：如果您在步骤 2 中使用盐酸胍终止了质谱级的 Arg-C Ultra 酶的消化，那么在进行 LC-MS 之前应对样品进行
烷基化。
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6.B. 同时消化

同时消化时应避免使用高于约 0.5M 的尿素浓度，因为高浓度的尿素可能导致两种蛋白酶相互消化，从而降低消化效率。
下面的操作流程示例使用了适用于质谱的完整人类蛋白质提取物（K562 细胞提取物，目录号 V6941），其初始尿素浓
度约为 6.5M，在消化过程中稀释至大约 0.3M。

1. 向试管中加入 5μl（50μg）已经还原 / 烷基化的 K562 提取物（在第 4.A 节中制备）。

2. 加入 10μl 10X 还原剂储备液（例如，10μl 100mM L- 半胱氨酸）。

3. 加入 10μl 10X 消化缓冲液（例如，10μl 0.2–0.5M Tris HCl，pH 8.0）。

4. 加入 72.5μl NANOpure® 水或等效物。

5. 加入 2.5μl 质谱级的 Arg-C Ultra（0.5μg）。

 注：在加入还原剂之后再加酶，以减少当使用了烷基化试剂时酶活性位点发生烷基化的可能性。

6. 加入大约 1.0μg 的天然 Lys-C（例如，目录号 VA1170 或等效物）。

7. 在 37℃下孵育 1–2 小时。

8. 使用 TFA 或甲酸将混合物酸化至 pH 2 以终止消化反应，使样品准备好进行 LC-MS 分析。

7. 疑难排查

如果您遇到的问题在此没有列出，请联系普洛麦格（北京）生物技术有限公司或当地经销商。 

联系方式可于以下网址获取：www.promega.com.cn。电子邮件：chinatechserv@promega.com。

问题 原因和参考建议

消化效率低 确保消化过程中已加入还原剂（以确保酶活性位点半胱氨酸的激活）。

确保过量的烷基化试剂已被去除或中和（以避免酶活性位点半胱氨酸
被烷基化）。

确保消化前样品中不含盐酸胍。完全避免使用盐酸胍，或与 SP3®/PAC
等方法结合使用，这些方法允许大量去除缓冲组分。非常低的毫摩尔
浓度的盐酸胍就足以完全抑制 Arg-C Ultra。

确保蛋白质在消化 pH 值下可溶。

确保蛋白质充分展开以使酶能够接触到消化位点（例如，还原、烷基化、
加入变性剂）。

优化消化参数（pH 值、酶用量、消化时间）。
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问题 原因和参考建议

特异性低 减少使用的酶量。

缩短消化时间。

通过样品酸化（TFA 或甲酸）或使用烷基化剂抑制酶来有效抑制消化
后的酶活性。
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9. 相关产品

产品 规格 目录号

Lys-C, Mass Spec Grade 20μg VA1170

rLys-C, Mass Spec Grade 15μg V1671

Arg-C, Sequencing Grade 10μg V1881

Sequencing Grade Modified Trypsin (lyophilized) 5 × 20μg V5111

Sequencing Grade Modified Trypsin (frozen) 5 × 20μg V5113

Trypsin/Lys-C Mix, Mass Spec Grade 20μg V5071

Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade 100μg V5280

Trypsin Platinum, Mass Spectrometry Grade 100μg VA9000

rAsp-N, Mass Spec Grade 10μg V1160

Glu-C, Sequencing Grade 50μg V1651

Chymotrypsin, Sequencing Grade 25μg V1061

DTT, Molecular Grade (DL-Dithiothreitol) 5g V3151

TCEP 15mg VB1000

Iodoacetamide 15mg VB1010

仅供科研使用。不得用于诊断检测。
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