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摘要：复杂肽段混合物的有效分离是高覆盖率地鉴定蛋白质混合物的前提。“鸟枪法”（ /*"A;=7）蛋白质组学研究
策略通常采用蛋白酶切、二维液相色谱 3串联质谱分析肽段混合物从而鉴定蛋白质，其中高效率地分离肽段混合物
是关键步骤之一。本文通过 BC 梯度结合有机溶剂梯度的反相高效液相色谱（D03C0E?）进行一维液相色谱分离，
按等时间间隔收集馏分并将一个梯度的前段的一个馏分与后段一个馏分混合，然后进行纳升级液相色谱 3质谱联
用（7’7"D0E?3&/ . &/）分析。将该方法应用于酵母蛋白质的分离和鉴定，实验结果为：与常规的强阳离子色谱 3反
相液相色谱 3质谱分离鉴定方法相比，采用 BC 梯度结合有机相梯度的 D03C0E?3D0E?3&/ 分离鉴定方法多鉴定到
&+( 个酵母蛋白质（簇，含有 $ "$& 个唯一肽段）；其中鉴定到肽段的 B! 分布范围为 $. )! ’ #!. "#，相对分子质量范
围为 &,(. +( ’ $ )%%. (%；蛋白质的 B! 分布范围为 $. ,! ’ #!. #%，相对分子质量范围为 $ ))+. && ’ )$! %"&。该结果表
明这种方法在复杂体系蛋白质组分离鉴定中具有明显的优势，在蛋白质组学研究中有较好的应用前景。
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, , 蛋白质组学研究的目的之一是规模化地鉴定细
胞、组织、体液及亚细胞中的蛋白质。而高分辨率的

分离分析策略与高覆盖率地鉴定蛋白质息息相

关［(，!］。蛋白质和肽混合物的高效分离技术是蛋白

质组学方法研究的重要内容之一。虽然常用的双向

电泳（! :7D）技术可以有效地结合胶上提取酶切和
质谱技术，实现对几千种蛋白质的分离和分析［#，$］，

但该策略存在许多固有的缺点，如自动化程度低、无

法检测低丰度蛋白质、对极酸和极碱性蛋白质以及

膜蛋白的提取分离效果差、胶内酶解肽段回收率低

等［*］。采用多维液相色谱:串联质谱（ 89:;< C ;<）
技术的“鸟枪法”（<-3&5/0）蛋白质组学策略近年来
取得了长足的发展，一次分析可以鉴定出上千个蛋

白质［)］。在广泛采用的“鸟枪法”技术路线的基础

上，出现了许多改进的方法，如高亮等［&］发展了一

种基于二维弱阴离子交换色谱:反相液相色谱（!7:
EFG:@A89）的蛋白质水平分离的比较蛋白质组学
研究方法，并将其成功应用于 $ 个不同生长时期的
鹿茸蛋白质的差异分析，共从 " 个蛋白质差异峰中
鉴定得到了 !! 个差异蛋白质，表明这种基于蛋白质
水平的液相色谱分离方法具有很好的重现性和鉴定

差异蛋白质的能力。郑兆彬等［’］研究了离线、线性

$B 梯度分离肽段混合物的色谱方法。他们在对缓
冲体系 $B 值进行理论计算的基础上，优化了乙酸:
乙酸铵体系线性 $B 梯度配合低盐梯度离子交换色
谱方法，以及柠檬酸:氨水体系线性 $B 梯度的离子
交换色谱方法，并将这两种方法应用于牛血清白蛋

白酶切产物的分离取得了与常规强阳离子交换色谱

相似的分离效果。<305 等［"］发展了一种新的二维

色谱分离磷酸肽的方法，即 @A89:@A89。他们收集
在高 $B 条件下从第一维 @A89 分离出的 "+ 个馏
分，然后将相等时间间隔的前段梯度和后段梯度的

两个馏分混合（前段梯度洗脱出的馏分即第 ( - $*
个馏分，后段梯度洗脱出的馏分即第 $) - "+ 个馏
分），然后对混合的馏分在低 $B 条件下进行 @A89:
;< C ;< 分析，发现这种二维分离收集馏分的方法具

有高正交性，与常规的 @A89:@A89 方法相比，可以
多鉴定到 #+H 的磷酸肽。I.)’#J.0 等［(+］研究发现

@A:BA89 的 $B 梯度洗脱分离是一种新的分离极
性化合物的有效方法，即在 @A:BA89 系统上，通过
$B 的线性增加或减少，实现 $B 梯度洗脱分离，增
加混合物的分离程度，减小峰宽。并在理论和实验

上研究了 $B 梯度和有机相梯度 @A89 的分离方
法［((］，比较了 $B 梯度和有机溶剂梯度中含有多个
$B 梯度的 @A89 分离模式下一系列肽段的保留参
数，发现影响肽段洗脱的因素涉及肽段的疏水性和

等电点［(!］。本文在上述研究基础上，建立了 $B 梯
度结合有机相梯度的双梯度洗脱 @A:BA89 进行分
离，收集馏分并将相等时间间隔的前段梯度和后段

梯度的两个馏分混合，进行纳升级（ 0.03）@A89:
;< C ;< 分析的方法，并将该方法应用于酵母蛋白酶
切产物的分离和质谱鉴定，结果表明该策略可显著

提高蛋白质组的鉴定覆盖率。

!" 实验部分

! ) !" 仪器和试剂
, , !#+ 型高效液相色谱仪，包括两台 A!#+ 高压恒
流泵、一台 KL!#+ 紫外:可见检测器和 D9!+++ 色谱
数据处理系统 L(% #（大连依利特分析仪器有限公
司）；纳升级毛细管高效液相色谱:电喷雾离子阱质
谱仪（ 8,M，美国 ,-"!23 N’#-"! 公司）；;’))’$3!"
超纯水设备；奥立龙 ’(’+( $B 计（美国 ,-"!23 公
司）；GO!’15" 9(’ 色谱柱（!*+ 22 . $% ) 22，#% *
!2；E.&"!# 公司）。
, , 牛胰蛋白酶（ &!*$#’0）、二硫苏糖醇（7,,）为美
国 A!32"5. 公司产品；碘乙酰胺（ PFF）购自比利时
F%!3# 公司；乙腈（ F9Q，BA89 级）为美国 R+ ,+
O.S"! 公司产品；甲酸（ NF）为德国 N)/S. 公司产
品；氨水、QB$B9T# 及尿素（分析纯）为北京化工厂

产品；牛血清白蛋白（O<F）为美国 <’52. 公司产
品；酿酒酵母（ #.%%-.!32*%"# %"!"(’#’."）为美国
<’52. 公司产品。
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! ! "# 样本制备
! ! 将 !"# 溶于 #$ $$%& ’ ( )*%*+," 溶液中，

!"# 质量浓度为 & $- ’ $(。在 #$ !( 上述 !"# 溶
液中加入 #’ # !( ($$ $$%& ’ ( .//，在沸水浴中加
热 ($ $01 进行蛋白质还原变性。然后加入 )’ & !(
( $%& ’ ( 2##，在室温下置于暗处反应 ( 3 进行烷基
化处理。按照胰蛋白酶与 !"# 的质量比为 ( * #$ 的
比例，将胰蛋白酶（& !-）加入到 !"# 溶液中，在 "+
4水浴中孵育 (& 3 以上。
! ! 将 "$$ $- 酵母置于 ( $( ,’ # $%& ’ ( 尿素裂解
液（其中加入 .// ($ $-、蛋白酶抑制剂 &$ !(）中，
在冰浴上超声裂解 & $01（每超声 ( 5，暂停 ( 5）。
室温下静置 "$ $01 后，将裂解液在 % 4、&$ $$$ -
下离心 "$ $01，提取上清液。上清液用 !6789%68 法
测定蛋白质质量浓度为 &"’ #- $- ’ $(。
! ! 在酵母蛋白提取物（($$ !-，%’ # !(）中加入
&# !( 溶于 #$ $$%& ’ ( )*%*+," 的 ($ $%& ’ ( 尿素
溶液，进行蛋白变性后，加入 "’ &- !( ($$ $$%& ’ (
.//，在 "+ 4水浴中反应 % 3，再加入 "’ )% !( (
$%& ’ ( 2##，在室温下置于暗处反应 ( 3。再用 #$
$$%& ’ ( )*%*+," 溶 液 稀 释（ 加 入 &(# !(
)*%*+,"），使脲的最终浓度小于 ( $%& ’ (，按照酶
与蛋白质的质量比为 (* #$ 的比例，将胰蛋白酶加入
到蛋白质溶液中，在 "+ 4水浴中孵育过夜。
! ! $# 色谱条件
! ! 利用 !0%!750: 强阳离子交换（ "+;）色谱柱
（&#$ $$ . %’ ) $$，# !$；/3<6$% 公司）和
;!608-< +(- 色谱柱（&#$ $$ . %’ ) $$，"’ # !$；
=7><65 公司），分别在流动相 ?* "、?* ($ 和 ?* "
/ ($ 的梯度条件下分离 !"# 和酵母的酶切产物。
! ! （(）"+; 分离：流动相 # 为 # $$%& ’ ( @*&A,%

0 "$B #+)（ ?* &’ +）；流动相 ! 为 # $$%& ’ (
@*&A,% 0 ( $%& ’ ( @+& 0 "$B #+)（?* &’ +）。
! ! （&）?* " 条件下 CA(+ 分离：流动相 # 为 &B
乙腈 0 ,-B *&,（用甲酸调 ?* "）；流动相 ! 为
,-B 乙腈 0 &B *&,（用甲酸调 ?* "）。
! ! （"）?* ($ 条件下 CA(+ 分离：流动相 # 为 &B
乙腈 0 ,-B *&,（用氨水调 ?* ($）；流动相 ! 为
,-B 乙腈 0 &B *&,（用氨水调 ?* ($）。
! ! （%）?* " / ($ 条件下 CA(+ 分离：流动相 # 为
&B 乙腈 0 ,-B *&,（用甲酸调 ?* "）；流动相 ! 为
,-B 乙腈 0 &B *&,（用氨水调 ?* ($）。
! ! 洗脱梯度程序：$ / ($ $01，($$B #；($ / ## $01，
($$B # / "$B !；## / )# $01，"$B ! / ($$B !；)# /
+$ $01，($$B !；+$ / +" $01，($$B ! / #B !；+" / --

$01，#B !。流速 $’ - $( ’ $01；检测波长 &(% 1$。
!"# 酶切产物上样量为 ($ !-，酵母蛋白酶切产物
上样量分别为 ($ 和 #$ !-。实验重复两次。
! ! %# "#"$%&’()*+ , *+ 分析
! ! 将第一维 "+; 色谱分离出的酵母蛋白酶切产
物馏分进行收集。从出峰时间开始每 "$ 5 收集一
次，共收集 #& 个馏分。对每个馏分进行脱盐，然后
进行 171%CA(+DE" ’ E" 分析。
! ! 将 ?* " 和 ?* " / ($ 条件下的 CA(+ 分离出的
酵母蛋白酶切产物馏分分别进行收集。在洗脱梯度

($$B # / "$B !（ %# $01）、"$B ! / ($$B !（ ($
$01）和 ($$B !（# $01）过程中收集分离馏分，每 "$
5 收集一次，共收集 (&$ 个馏分。将馏分分为 & 个
部分：前段梯度洗脱馏分（(、&、"、⋯、)$）和后段梯
度洗脱馏分（)(、)&、)"、⋯、(&$）。将馏分 ( 和 )(、
馏分 & 和 )&、⋯、馏分 #, 和 ((,、馏分 )$ 和 (&$ 分
别混合，然后分别进行 171%CA(+DE" ’ E" 分析。
所用流动相 # 为 ,-B *&, 0 &B 乙腈 0 $’ (B 甲酸；
流动相 ! 为 -$B 乙腈 0 &$B *&, 0 $’ (B 甲酸。溶
剂梯度为 $ / )$ $01，#B ! / #$B !，流速为 $’ "
!( ’ $01，毛细管色谱柱为 +(-反相色谱柱（($$ $$
. +# !$，内装 /3<6$% *F?<650& !0%!750:D(- 填料，
粒径为 # !$，孔径为 "$ 1$）。
! ! E" ’ E" 条件：电喷雾电压为 &’ $ GH，正离子模
式，归一化碰撞能量设置为 "#B，质量扫描范围为
! " # %$$ / & $$$，在一级质谱图中选取最强的 # 个
母离子进行串联质谱分析。实验重复两次。

! ! &# 数据库检索
! ! 采集的质谱数据用 !0%I%6G5 "’ & 软件检索酵
母蛋白质数据库（含有 (( $-( 个蛋白质，&$($ 年 +
月从 3>>?：’ ’ 8%I1&%785J F<75>-<1%$<J %6- ’ 5<KL<1:< ’
M<1!71G ’下载）。为了考察数据的假阳性率，将蛋
白质的氨基酸序列反转做成反库，将正库和反库整

合在一起检索。检索参数：>6F?501 全酶切，& 个漏切
位点，半胱氨酸设置为碘乙酰氨乙酰化可变修饰，蛋

氨酸设置为氧化可变修饰，母离子相对分子质量误

差为 (’ #，碎片离子相对分子质量误差为 $’ -。搜库
的数据结果用 ?!L0&8 软件合并计算，软件参数设
置：假阳性率（N.C）! (B，"$1 " $’ (（"$1 为匹配

肽段相似度差）。

"# 结果与讨论

" ! !# +(- 和不同 ./ 条件下 %&’( 对 0+1 酶切
产物的分离

! ! 在上样量 ($ !- 和 (’ " 节所述的色谱条件下，
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分别采用 !"# 色谱和不同 $% 条件下 &’(" 对 )!*
的胰蛋白酶酶切产物进行分离。如图 # 所示，总体
而言，不同 $% 条件下的 )!* 酶切产物的 &’(" 分
离（图 #+、#,、#-）比 !"# 色谱分离（图 #.）具有更
高的分离度。另外，从图 #+、#,、#- 中可以看出，$%
$ 时的峰容量为 %&，$% #’ 时的峰容量为 %$，$% $
( #’ 时的峰容量为 ))，表明 $% $ ( #’ 梯度结合有
机溶剂梯度构成的双梯度洗脱的 &’(" 具有更好的
分离效果，且在有效时间内色谱峰的分布相对均匀。

因此，与选择的其他色谱条件相比，$% $ ( #’ 梯度
结合有机溶剂梯度构成的双梯度洗脱 &’(" 分离具
有明显的优势。

! ! !" "#$ 和不同 %& 条件下 ’()# 对酵母蛋白酶
切产物的分离

* * 为了考察更复杂的生物样本情况下 !"# 和不
同 $% 条件下 &’(" 的分离效果，选择酵母蛋白的
胰蛋白酶酶切产物进行实验。从图 ! 可以看出，分
离酵母蛋白酶切产物与分离 )!* 酶切产物有类似
的结果，即 &’(" 分离获得的峰容量明显高于 !"#
分离的峰容量，表明其具有更强的分离能力。另外，

在其他色谱条件相同的情况下，采用 &’(" 进行分
离，$% $ ( #’ 梯度结合有机溶剂梯度构成的双梯度
洗脱的分离结果比固定 $% $ 和 $% #’ 而仅采用有
机溶剂梯度分离的效果好。这种 $% 梯度和有机相
梯度的结合可以有效地改变肽段的疏水性，因而影

响其保留行为，从而提高了肽混合物的分离度。实

验结果进一步说明 $% $ ( #’ 梯度和有机溶剂梯度
构成的双梯度洗脱可对复杂样本进行有效分离，减

小其复杂程度。

! ! #" "#$ 预分离与双梯度洗脱 ’()# 预分离结合
串联质谱对酵母蛋白质的鉴定

* * 在比较不同色谱条件对肽段混合物的分离效率
的基础上，为了进一步检验 !"# 色谱预分离和 $%
$ ( #’ 梯度结合有机溶剂梯度构成的双梯度洗脱的
&’(" 预分离与纳升级反相色谱/串联质谱结合对
实际生物样本蛋白质鉴定覆盖率的影响，将 %’ !0
酵母蛋白酶切产物分别进行 !"# 色谱预分离和 $%
$ ( #’ 梯度结合有机溶剂梯度构成的双梯度洗脱的
&’(" 预分离，并对收集的馏分再分别进行 1.12&/
’("/3! 4 3! 分离鉴定。
* * 将获得的质谱数据用 )5262789 $+ ! 软件检索
酵母蛋白质数据库，用 $):5;- 进行检索结果合并，
输出鉴定结果时设定假阳性率为 #<，鉴定结果列于

图 $" "#$ 和不同 %& 条件 ’()# 对 *"+ 酶切产物的
预分离色谱图

,-.! $" #/012341.0325 16 407%4-8 9-.:54 %019;845 16 *"+
<7 "#$ 3=9 ’()# 34 9-66:0:=4 %&5

* .= ,>72?.@207.$>5, ,21-5@5219 2A !"# 9B$.7.@521：?2+5;B
$>.9B *，% ??2; 4 ( C%! ’D,（ $% !+ &）- $’<（ E 4 E）*"F；?2/

+5;B $>.9B )，% ??2; 4 ( C%! ’D,（$% !+ &）- # ?2; 4 ( C"; - $’<

（ E 4 E）*"F；A;26 7.@B，’+ . ?( 4 ?51；-B@B,@521 6.EB;B10@>，!#,
1?；B;:@521 07.-5B1@：’ / #’ ?51，#’’< *；#’ / %% ?51，#’’< *
/ $’< )；%% / )% ?51，$’< ) / #’’< )；)% / &’ ?51，#’’< )；
&’ / &$ ?51，#’’< ) / %< )；&$ / .. ?51，%< )=
* += ,>72?.@207.$>5, ,21-5@5219 2A &’(" .@ $% $：?2+5;B
$>.9B *，!<（ E 4 E）*"F - ".<（ E 4 E）%!D（ $% $）；?2+5;B

$>.9B )，".<（ E 4 E）*"F - !<（ E 4 E）%!D（ $% $）= G;26 7.@B，

-B@B,@521 6.EB;B10@> .1- B;:@521 07.-5B1@ .7B @>B 9.?B .9 51
G50= #.=
* ,= ,>72?.@207.$>5, ,21-5@5219 2A &’(" .@ $% #’：?2+5;B
$>.9B *，!<（ E 4 E）*"F - ".<（ E 4 E）%!D（ $% #’）；?2+5;B

$>.9B )，".<（ E 4 E）*"F - !<（ E 4 E）%!D（$% #’）= G;26 7.@B，

-B@B,@521 6.EB;B10@> .1- B;:@521 07.-5B1@ .7B @>B 9.?B .9 51
G50= #.=
* -= ,>72?.@207.$>5, ,21-5@5219 2A &’(" .@ $% $ / #’：?2+5;B
$>.9B *，!<（ E 4 E）*"F - ".<（ E 4 E）%!D（ $% $）；?2+5;B

$>.9B )，".<（ E 4 E）*"F - !<（ E 4 E）%!D（$% #’）= G;26 7.@B，

-B@B,@521 6.EB;B10@> .1- B;:@521 07.-5B1@ .7B @>B 9.?B .9 51
G50= #.=表 #。
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图 !" !"# 和不同 $% 条件 &’(" 对酵母蛋白酶切
产物的预分离色谱图

)*+, !" "-./012/+.103 /4 2.5$2*6 7*+832 $./79623 /4
$./28*: 0*;29.8 /4 3166-1./05683 68.8<*3*18
=53128 >5 !"# 1:7 &’(" 12 7*448.8:2 $%3

! !"# $ # % &"’()$*(+’$,"-& &(.%-*-(./ $’# *"# /$)# $/ -. 0-+1
$$ # %，’#/,#&*-2#341

表 #" 酵母蛋白酶切产物的 !"# 预分离与 $% $ % #& 梯度结合
有机溶剂梯度构成的双梯度洗脱的 &’(" 预分离馏分的
纳升级 &’("?@! A @! 鉴定结果

B1>=8 #" C78:2*4*87 .839=23 /4 :1:/&’("?@! A @! /4
2.5$2*6 7*+832 $./79623 /4 $./28*: 0*;29.8
/4 3166-1./05683 68.8<*3*18 =53128 >5 !"#
1:7 7/9>=8 +.17*8:2 &’("

5#*"(%
6%#.*-7-#%
,#,*-%#

6%#.*-7-#% ,’(*#-.
+’(8,

! 9:;<.$.(=>?:<59 @ 59 $%$& ’((
! A(8B3# +’$%-#.* =>?:< )%)* $"""
! .$.(=>?:<59 @ 59

! ! 从表 $ 可以看出，通过 .$.(=>?:<59 @ 59 鉴
定，酵母蛋白酶切产物经 ,C " + $& 梯度结合有机溶
剂梯度构成的双梯度洗脱 =>?: 预分离，比采用
9:; 预分离多鉴定到 *(’ 个蛋白质（簇，含有 " &"*

个唯一肽段）。这主要是由于 ,C " + $& 梯度结合
有机溶剂梯度构成的双梯度洗脱的 =>?: 预分离不
仅提高了分离效率，而且在 .$.(=>?:<59 @ 59 分
析时，不同组分在梯度时间内均匀分布，相对延长了

质谱的捕获时间，因而增加了鉴定效率。

! , ’" 鉴定的酵母蛋白质酶切肽段的等电点（ $!）、
相对分子质量和疏水性分布

! ! 对鉴定的酵母蛋白质酶切肽段的理论等电点、
相对分子质量和疏水性进行计算（软件为“:()<
,8*# ,6 @ 5D”和“ >’(*>$’$)”，来 自 于 "**,：@ @
DDD1 #E,$/41 (’+），然后对其进行比较分析。,C "
+ $& 梯度结合有机溶剂梯度 =>?:<.$.(=>?:<59 @
59 鉴定的酵母蛋白质酶切肽段的理论等电点的分
布如图 " 所示，肽段的 ,! 分布范围为 ", )% + $%, &$。
对鉴定的酵母蛋白质酶切肽段的等电点、相对分子

质量和疏水性分布采用条形图表示，即选定范围的

唯一肽段数占总鉴定唯一肽段数的百分比。如图 "
所示，9:;<.$.( =>?:<59 @ 59 鉴定到较多的等电
点为碱性的肽段；双梯度洗脱 =>?:<.$.(=>?:<
59 @ 59 鉴定到较多的等电点为酸性的肽段，这两种
方法有一定的互补性。

图 $" 不同分离方法获得的肽段的 $! 分布
)*+, $" $! 7*32.*>92*/: /4 *78:2*4*87 $8$2*783 D*2-

7*448.8:2 38$1.12*/: 082-/73

! ! 肽段的相对分子质量分布如图 ) 所示，双梯度
洗脱 =>?:<.$.(=>?:<59 @ 59 方法鉴定的肽段的
相对分子质量范围为 *-’, (’ + " ).., ’.，与 9:;<
.$.(=>?:<59 @ 59 方法鉴定的肽段的相对分子质
量分布类似；在相对分子质量小于 $ &&& 的范围，双
梯度洗脱 =>?:<.$.(=>?:<59 @ 59 方法鉴定的肽
段的百分比要高于 9:;<.$.(=>?:<59 @ 59 方法；
在相对分子质量大于 " &&& 的范围，9:;<.$.(=<
>?:<59 @ 59 方法没有鉴定到肽段。
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图 !" 不同分离方法获得的肽段的相对分子质量的分布
!"#$ !" %&’()"*& +,’&-.’(/ +(00（! /）1"0)/"2.)",3

,4 "1&3)"4"&1 5&5)"1&0 6")7 1"44&/&3) 0&5(8
/()",3 +&)7,10

图 #" 双梯度洗脱 %9:; 分离鉴定的酵母蛋白质的 5" 分布
!"#$ #" 5" 1"0)/"2.)",3 ,4 "1&3)"4"&1 5/,)&"30 6")7 1,.2’& #/(1"&3) %9:; 0&5(/()",3

图 $" 双梯度洗脱 %9:; 分离鉴定的酵母蛋白质的相对分子质量分布
!"#$ $" ! / 1"0)/"2.)",3 ,4 "1&3)"4"&1 5/,)&"30 6")7 1,.2’& #/(1"&3) %9:; 0&5(/()",3

# # 图 $ 展示了鉴定的肽段的疏水性分布。双梯度
洗脱 !"#$%&’&(!"#$%)* + )* 方法鉴定的肽段的
疏水性参数（,!-./ 值）的分布与 *$0%&’&(!"#$%
)* + )* 方法鉴定的肽段的 ,!-./ 值的分布类似。
但双梯度洗脱 !"#$%&’&(!"#$%)* + )* 方法鉴定
的肽段的疏水性范围比 *$0%&’&(!"#$%)* + )* 方
法鉴定的肽段的疏水性范围要宽，且 ,!-./ 值 %
&’ ( 的范围内采用双梯度洗脱 !"#$%&’&(!"#$%
)* + )* 方法可以鉴定到的肽段，用 *$0%&’&(%
!"#$%)* + )* 方法没有能鉴定到，说明双梯度洗脱
!"#$%&’&(!"#$%)* + )* 方法可以鉴定更多的疏

图 %" 不同分离方法获得的肽段的疏水性参数的分布
!"#$ %" <=1/,5()7"-")=（>%?@A）1"0)/"2.)",3 ,4

"1&3)"4"&1 5&5)"1&0 6")7 1"44&/&3) 0&5(8
/()",3 +&)7,10

水性肽段，而且可以鉴定到 *$0%&’&(!"#$%)* +
)* 方法中无法检测到的疏水性肽段。
& $ %" 双梯度洗脱 %9:; 分离鉴定的酵母蛋白质的
等电点和相对分子质量分布的分析

# # 对采用双梯度洗脱 !"#$ 分离方法所鉴定的酵
母蛋白质的理化性质的统计分析结果如图 ) 所示，
蛋白质的 1! 分布范围为 *’ (! + &!’ &"，并以 1! )’ ,
和 "’ , 为中心，形成“驼峰”分布，与文献［&*］报道
的蛋白质的 1! 值分布规律结果相符合。
# # 图 - 为鉴定蛋白质的相对分子质量分布，其中
鉴定的蛋白质的相对分子质量范围为* ..) 2 $$ +
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#"$ %&’，而大于 (&& &&& 的蛋白质占所鉴定蛋白质
的 (&) (!。
! ! 由此可看出，双梯度洗脱 "#$%&’(’)"#$%&
*+ , *+ 方法高于两维凝胶电泳分离蛋白质的等电
点和相对分子质量范围（一般两维凝胶电泳分离的

蛋白质的等电点为 " * (&，相对分子质量为 (& *
(&& &&&）［(#］，表明双梯度洗脱 "#$%&’(’)"#$%&
*+ , *+ 方法可以克服两维凝胶电泳分离鉴定蛋白
质在相对分子质量和 -! 方面的歧视效应。

!" 结论

! ! 本研究建立了 -. 梯度结合有机相梯度 "#$%
分离肽段混合物的方法。此方法不仅提高了峰容

量，而且使色谱峰在 ’(’)"#$%&*+ , *+ 分离鉴定
的时间内均匀分布，相对而言延长了质谱捕获时间，

从而增加了鉴定效率，在复杂体系蛋白质组研究中

有较好的应用前景。
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