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摘要：研究乙醇、甲醇两种常用溶剂系统对固相合成的黑色素瘤抗原基因$!（<=>+$!）的特定表位多肽（#)#$#)’）异
构的影响。分别运用乙醇、甲醇溶剂体系以及极性溶剂二甲基亚砜（?<@A）作对照预处理固相合成的黑色素瘤抗
原特异性 <=>+$!表位多肽（#)# B #)’），然后用反相高效液相色谱 C质谱联用技术（DE$FEGH C <@）对合成的表位
多肽的 ! " # 进行 I#正离子监测扫描分析，观察其在不同溶剂系统预处理下的异构情况，以选择合理的预处理条
件。结果发现采用乙醇及甲醇溶样时 <=>+$! 表位多肽有异构体产生，极性溶剂 ?<@A溶样的表位多肽未有异
构现象发生，采用 %"J（体积分数）的乙醇及 %"J（体积分数）的甲醇时也未监测到异构体产生；同时发现将已发生
异构的乙醇及甲醇溶样溶液用三氟乙酸酸化处理后，异构多肽可发生较大的逆转。
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( 前言

近年来随着黑色素瘤特异性免疫治疗研究的不

断深入，其肿瘤特异性抗原的发现及其细胞毒性 K
细胞（HKG）表位的预测及鉴定成为特异性免疫治疗
及多肽疫苗研制的重要前提。预测黑色素瘤抗原基

因$!（<=>+$!）的 FG=$=! 限制性 HKG 表位的方
法也日渐成熟［#］，预测出的表位多肽组成通常为含

#"个左右氨基酸的多肽［!］，随后进行固相合成。因
不同氨基酸活化方式及偶联效率的差异，通常对合

成的表位多肽进行梯度反相高效液相色谱（DE$
FEGH C LM）分析制备［&］，以确保下一步细胞功能性
研究即细胞杀伤验证的特异性；<=>+$! 的众多表
位多肽都表现较强的疏水性，虽然分析制备前可供

疏水肽选择的有机溶剂系统较多，但乙醇及甲醇溶

剂系统可能最具代表性。用乙醇或甲醇溶解

<=>+$!疏水性表位多肽样品进行色谱分析时发
现，合成的 <=>+$!表位多肽在检测波长为 !#; :,
时峰面积的百分比都偏小，显示其合成时氨基酸偶

联率较低，由此结果推出的低偶联率与理论上单个

氨基酸的平均偶联率（’’ N %J）差距太大；下一步骤
表位多肽的氨基酸组成分析也未发现有诸如半胱氨

酸等可能导致折叠异构的氨基酸存在。为了解除这

一困惑，本实验随机选用了固相合成的 <=>+$!表
位多肽（#)# B #)’），通过不同溶剂处理后，利用 GH C
<@技术对其反相色谱行为作了初步的研究。

" 实验部分

" ) ( 主要仪器及试剂
FE##"" 高效液相色谱仪；E+ =EO !""" GH C

<@ C <@仪；E+ @HO+P =:-/QR8 # N # 质谱分析软件；
S-81TR @Q,,18TQ H#(分析柱（粒度 %!,，孔径 #"
:,，柱内径 & N ’ ,,，柱长 #%" ,,）；乙腈（FEGH
级，浙江临海）；三氟乙酸（KU=，FEGH级，美国 @.V$
,-公司）；乙醇（分析纯，重庆东方试剂厂）；甲醇
（FEGH级，浙江临海）；二甲基亚砜（?<@A）（分析
纯，苏州正兴化工研究所）；十万分之一电子天平（德

国 @-T84T.5R）。
" ) " 样品预处理
电子天平精确称量 # ,V 固相合成的疏水性

<=>+$!表位多肽（#)#$#)’，其氨基酸组成为脯氨
酸$异亮氨酸$丝氨酸$组氨酸$亮氨酸$酪氨酸$异亮氨
酸$亮氨酸$缬氨酸，理论上的相对分子质量为 #
"%;），分别溶于 ! ,G 乙醇、甲醇、二甲基亚砜、%"J
（体积分数）乙醇、%"J（体积分数）甲醇中，配成质量
浓度为 " N % V C G的上样溶液，待用；然后再从配好的
乙醇、甲醇溶样样品中各取 # ,G加 #!G的 KU=酸
化处理后待上样［;］。

" ) * #$%&’方法
FE##"" FEGH反相色谱条件：流动相 =，#%J

（体积分数）乙腈水溶液，含 " N #J（体积分数）KU=；
流动相 W，;%J（体积分数）乙腈水溶液，含 " N #J（体

积分数）KU=；梯度洗脱程序："J W !
#% ,.:

#""J
W；流速，# ,G C ,.:；柱后 # C %分流（即 !""!G C ,.:）
到电喷雾离子源（+@O）。E+ =EO!""" 质谱条件：扫
描 I# 正离子，质谱扫描范围为 ;"" -,5 B # !""
-,5；>=@#：;% G C ,.:；>=@!：(" G C ,.:；HLD：;"
G C ,.:；K+<：&%" X；H=?：" M；O@：; ("" M；YH：!

!=；?E：&" M；UE：&%" M；+E：Z #" M；?U：" M；
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!"#：$ %&& ’［(］。分别取样 )&!*上样，重复)次。

! 结果与讨论

分析发现乙醇或甲醇预处理后的 #+,"-) 表
位多肽在紫外 )$. /0处检测得到的色谱图与质谱
检测的总离子流色谱图表现出类似的结果，见图 $
及图 )（以下甲醇溶样 *! 1 #2 图略）。从两种图谱
中可以看到，因紫外检测器在前、质量检测器在后，

故保留时间略有差异。从总离子流中提取 #+,"-)
表位多肽带单正电荷的子离子流图谱可以明显观察

到 $& 3 )) 04/主峰之前有异构体出现（见图 )）；样品
子离子流色谱图与总离子流色谱图形态相似，这也

说明合成的 #+,"-)表位多肽纯度较高；同时由图
)-5单正电荷子离子流谱图可以看到 $ 3 .$ 04/出现

样品穿过峰；图 6 为有异构代表性的保留时间为
$ 3 .$ 04/，7 3 .6 04/及 $& 3 &) 04/三峰的 #2图谱。
观察 8#29及 (&:乙醇溶样样品的离子流色

谱图（图 .、图 (），发现其反相色谱图主峰前无异构
体出现，主峰离子信号强度明显增强；且经 8#29
预处理的样品未发生样品穿过，同时根据保留时间

的比较可知，#+,"-) 表位多肽在反相柱上的色谱
保留行为并未受到影响。因此，用乙醇、甲醇预处理

#+,"-)表位多肽后作 ;<-=<*! 1 >’ 分析时若仅
从紫外检测色谱图分析，其分析结果将严重失真。

将乙醇、甲醇溶样样品酸化后进行 *! 1 #2 分
析，发现其异构程度大为降低，样品进样时色谱穿过

峰消失，带单正电荷的子离子流的色谱峰信号强度

增强（见图 ?）。

图 " 乙醇溶解的表位多肽在检测波长为 #"$ %&的色谱图
’()* " +,-.&/0.)-/& .1 23(0.32 3230(42 4(55.6724 8(0, 20,/%.6 /%4 42029024 /0 #"$ %&

图 # 乙醇溶解的表位多肽的总离子流色谱图（/）及子离子流色谱图（:）
’()* # ;.0/6 (.% 9,-.&/0.)-/&（/）/%4 4/<),02- (.% 9,-.&/0.)-/&（:）.1 23(0.32 3230(42 4(55.6724 8(0, 20,/%.6
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图 ! 图 "#$中保留时间分别为 % & ’% ()*（$），+ & ’! ()*（,）及 %- & -" ()*（.）的色谱峰的质谱图
/)0& ! 1$22 234.56$ 78 34$92 :)5; 6454*5)7* 5)(42 78 % & ’% ()*（$），+ & ’! ()*（,）$*< %- & -" ()*（.）)* /)0= "#$

图 ’ >1?@溶解的表位多肽的总离子流色谱图（$）及子离子流色谱图（,）
/)0& ’ A75$B )7* .;67($5706$(（$）$*< <$C0;546 )7* .;67($5706$(（,）78 43)5734 3435)<4 <)227BD4< :)5; >1?@

图 E E-F乙醇水溶液溶解的表位多肽的总离子流色谱图（$）及质谱图（,）
/)0& E A75$B )7* .;67($5706$(（$）$*< ($22 234.56C(（,）<)227BD4< :)5; E-F $GC47C2 45;$*7B 27BC5)7* 78 43)5734 3435)<4
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图 ! 乙醇溶解的表位多肽酸化后的总离子流色谱图（"）及子离子流色谱图（#）
$%&’ ! ()*"+ %), -./)0"*)&/"0（"）",1 1"2&.*3/ %), -./)0"*)&/"0（#）)4 "-%1%4%31 35%*)53 535*%13 1%66)+731 8%*. "+-).)+

综上所述，本实验利用 !" # $% 技术通过对随
机选取的固相合成的 $&’()*疏水性表位多肽 +,
正离子扫描发现：用乙醇、甲醇预处理 $&’()* 表
位多肽（,-, . ,-/）后进行 01)21!" 分析仅从 34
*,5 67检测得到的峰面积积分估算其多肽合成效
率将导致分析结果的严重偏差，这种偏差会将错误

的信息反馈给前期多肽固相合成阶段，因此若以此

溶剂体系预处理样品然后进行 01)21!" 纯化，无
疑会因溶剂诱导的异构而丢失大量目的肽样品，造

成一定程度的经济损失。既往研究表明，固相合成

的含脯氨酸（189）、苯丙氨酸（1:;）或酪氨酸（<=8）的
表位多肽都有类似的现象发生，核磁共振分析显示

线性多肽的异构与其组成中 189 环的形成以及
1:;，<=8中的芳香环存在有关［>］。这可能与多肽在
不同溶剂条件下产生的构象不同有关。从本实验异

构现象在反相色谱柱上的表现分析，异构的可能原

因是 $&’()*表位多肽中 189 使多肽链在乙醇或
甲醇溶剂中的走向形成不同的折角，这种构象的变

化影响了其在反相柱上的洗脱特性，从而产生液相

上的异质性；乙醇及甲醇诱导的这种异构在酸化后

可得到较大程度的逆转。而 ?@A（体积分数）的水
相或强极性的有机溶剂 B$%C 则抑制了这种异构
的发生，这可能与溶剂的极性或 B$%C强的抗氧化
性能有关。

本实验运用 !" # $%技术分析证实了 $&’()*
表位多肽（,-, . ,-/）在乙醇及甲醇溶样后，采用常
规的 34 检测器在 *,5 67检测多肽肽键的吸收存
在失真、少算目的肽的现象。说明对含 189，1:;或

<=8残基的疏水性表位多肽，采用酸化的乙醇、甲醇
溶样为好，在不影响样品色谱方法分辨率的前提下，

采用极性溶剂 B$%C溶样也不失为一种选择，对溶
解性较好的疏水多肽应适当降低有机相的含量。总

之，本研究提示在小肽，尤其是小于 ?@ 个氨基酸的
线形多肽的 01)21!" # 34 分析及制备时，应注意
其溶剂系统的选择，让表位多肽溶于极性或非极性

的溶液以防止可能的异构现象发生［-］，使固相合成

疏水性表位多肽有一个真实的色谱评价。
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CDDE科学实验室设备及分析测试仪器（广州）展览会

地 点：广州（番禺）贸促展览中心

主办单位：中国国际贸易促进委员会番禺支会

广东省高新技术产业商会

协办单位：广东省应用材料学会

中国国际商会番禺商会

时 间：!TTH年 H!月 !Y日 Z ![日
承办单位：广东亚展科技信息有限公司

番禺贸促展览中心

支持单位：中国分析测试学会 广东省分析测试学会

广东省无损检测学会 广东省仪器仪表学会

参展范围

H S 各类科研实验设备：实验平台、实验培养箱、生物安全柜、药品柜、操作员介面、各种实验室设备、实验家具、环境实验设
备、实验室超纯水系列、实验室校准装置、特种光源、电源、变压器、放大镜、显微镜、记录器及显示装置、电子装备、万用表、玻璃

器皿及仪器等实验室装置。

! S 各类科学分析检测测试仪器仪表：光谱仪、色谱仪、质谱仪、光度仪、光度计、电子天平、7$N仪、F#仪、电导仪、酶标仪、
水质仪、环境污染监测仪、化学分析仪、粒度分析仪、校验仪、计量泵、测绘仪、衡器、量具、工业检测仪、测厚仪、医疗分析仪器、

分析检测系统、电化学分析仪、能谱仪、计数器、信号发生器以及探伤仪等无损检测设备技术。

\ S 其他分析测试相关仪器仪表、装置及技术等。
Y S 科学实验分析软件、设计软件等。

组委会联络方式

通讯处地址：广州市广花五路 IJ号 ]T!室（邮编 VHTYHT）
接待处地点：广州番禺市桥富华路 !号百越广场 NY+!\
联 系 人：吴 凡

手 机：TH\T!VHIHV\]
电 话：（T!T）][Y\!IVJ（HT线） ][Y\!VI[
传 真：（T!T）][Y\!IVJ

组委会将通过专业媒介杂志、行业协会等各种渠道寄发 ] 万份邀请函和 !T 万份参观券，广泛组织邀请国内外各科研机
构、实验室、高等院校、冶金、化工、食品、医药、商检、机械、建筑、公路、汽车、环保、电子、生物技术、农业、海洋、光电子等行业人

士前来参观、采购、洽谈合作。
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