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复杂生物体系中蛋白质高效分离分析技术的新进展

孟庆芳，& 张养军，& 王京兰，& 蔡 & 耘，& 钱小红
（军事医学科学院放射医学研究所，北京 $""8#"）

摘要：继人类基因组计划完成之后，作为一种新的研究策略，蛋白质组学在生命科学研究中发挥着愈来愈重要的作

用。由于生物体系的复杂性和多样性，使得分离效率高、灵敏度高、通量高和动态范围宽的分离分析技术平台的研

究和应用已成为蛋白质组学研究的重点和热点之一。着重介绍了近年来应用日益广泛的多维色谱预分离、毛细管

液相色谱 ’质谱联用、毛细管电泳及其与质谱联用等高效分离分析技术在复杂生物体系的蛋白质分析中的最新进
展。引用相关文献 ." 篇。
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& & 在人类基因组计划完成之后，科学家们发现人
类遗传密码的破译并没有像之前预测的那样能够揭

开人类自身的终极奥秘，而仅仅是揭开了研究的序

幕。现在获得的基因组知识还不能告诉我们从人的

+" 亿个碱基对序列中获得的基因组是如何决定一
个人的个体特征以及它们编码的蛋白质到底在人体

内起什么样的作用和如何起作用［$］，这些问题只有

依赖于功能基因组学的深入研究才能给出最终的答

案。作为功能基因组学主要支柱的蛋白质组学是了

解基因功能的重要途径之一。我们知道，蛋白质组

是一个细胞、组织、器官或个体拥有的全套基因所对

应的全部蛋白质。在生物体内，蛋白质的表达由于

具有时间和空间的特殊性，与它的模板———作为遗

传物质的稳定的基因之间既有密切联系又有很大区

别，所以蛋白质组与基因组相比复杂程度显著增大，

主要表现在：（$）基本结构单元不同，脱氧核糖核酸
（N%)）的数目只有 . 种，而氨基酸的种类却有 !"
余种之多；（!）人类基因组的数目已经知道的约 +
万种［$］，但是，由于信使核糖核酸（EO%)）的自身
剪切、拼接、翻译修饰和翻译后修饰的大量存在，使

其翻译产物蛋白质的数量可能是基因数量的数十

倍，甚至百倍以上［!］；（+）基因组在每一个细胞中的
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表达大体相同，而蛋白质在不同的细胞、组织、器官、

体液中以及不同时段的表达却是千差万别，不仅种

类繁多，而且动态范围宽，仅一个人体细胞在不同时

段、不同水平表达的蛋白质就有!" ###种之多，且浓
度有 " 个数量级的差别［$］，而目前由于蛋白质组学
尚缺乏像基因组学聚合酶链反应（"#$）那样的蛋
白质的体外扩增技术，因此低丰度蛋白质的检测仍

是一个难题；（%）%&’ 是单独存在的，而蛋白质（尤
其是与生理或病理反应直接相关的信号转导因子）

通常是经过磷酸化、糖基化等方式修饰的，这些修饰

普遍大量存在并且是动态的，与其对外界刺激的应

答有关。面对如此复杂的体系，蛋白质组学的研究

需要分离效率高、灵敏度高、通量高、动态范围宽的

分析技术平台来支持。目前，蛋白质组学研究中最

常用的分离技术———双向凝胶电泳虽然具有分辨率

高和直观的优点，但该方法本身存在一些严重缺陷：

对等电点极酸（(! ) $）、极碱（ (! * !&）的蛋白质和
相对分子质量较大（ * !## +,）或较小（ ) !# +,）的
蛋白质的分离无能为力［%］；蛋白质回收率低、损失

严重；操作步骤繁杂、自动化程度不高。因此分离分

析技术的缺乏仍是蛋白质组学研究的瓶颈之一。近

年来，为探索建立更为出色的蛋白质的分离和鉴定

技术平台，高效液相色谱（ -".#）、毛细管电泳
（#/）等高效分离技术逐渐引起研究人员的重视，被
越来越多地引入到蛋白质组学的研究之中，在生命

科学领域发挥着越来越重要的作用。本文结合蛋白

质组学的研究策略，着重介绍多维色谱、毛细管液相

色谱0质谱联用、毛细管电泳及其与质谱联用等关键
技术在复杂生物体系的蛋白质研究中的最新进展。

!" 基于液相色谱的分离技术

! ! ! " 整体蛋白质混合物的多维色谱分离技术
（"#$%&’&"()*&+),$ $&-#&’ ./0+",%+10,2/3）
! ! 根据 12332456 的理论，多维色谱的总峰容量
（"）等于每一维的峰容量（"#）的乘积

［$］，即：" 7 "!

8 "& 8 "$⋯。因此从理论上可知，多维色谱分离系

统比一维色谱可提供更高的峰容量，更适合于分离

复杂生物体系。多维色谱分离系统的基本原理是按

照样品中各个组分性质上的差异，如：根据等电点、

相对分子质量、分子大小、带电状况、疏水性等的差

异，首先进行第一维分离，然后将第一维馏分再进行

第二维分离。为了得到最大的分离效率，必须注意

以下两点：（!）理想情况下，各维应具有完全不同的
分离机制；（&）高维的分离速度应快于低维的分离
速度，以避免已分开的组分在高维分离中重新混

合［"］。常采用的二维分离模式有：离子交换色谱0反

相液相色谱、色谱聚焦0反相液相色谱、分子排阻色
谱0反相液相色谱、亲和色谱0反相液相色谱等。其
中，反相液相色谱因其高效的分离能力、无盐以及便

于后续处理而常被作为二维分离体系中的最后一

维。

! ! 多维色谱预分离是大规模蛋白质鉴定的基础，
由于其分离效果直接影响下游的质谱鉴定，所以世

界各国的研究小组都投入了巨大的资金和人力，期

望最大限度地减小复杂生物样品的复杂程度，鉴定

出较低丰度的蛋白质。.9,:;4 研究小组［’］在研究
白血病细胞系蛋白质组时，对整体蛋白质首先进行

二维液相色谱分离，其中第一维（称为色谱聚焦）根

据不同蛋白质的等电点不同进行分离，第二维以非

多孔填料的反相柱进行分离，将收集到的馏分进行

浓缩和酶解后用基质辅助激光解吸电离 <飞行时间
质谱（=’.%>0?@A0=B）进行蛋白质鉴定，共鉴定出
相对分子质量为!& ### ( )" ###的蛋白质 $) 个，与
二维凝胶电泳相比，对低质量范围蛋白质的鉴定率

有所提高，并实现了仪器的自动化，提高了分析通

量。CD9 等［)］以多维液相色谱分离人乳腺癌细胞系
的蛋白质，将收集的馏分酶解后用 =’.%>0?@A0=B
和毛细管电泳0电喷雾离子化源0飞行时间质谱（#/0
/B>0?@A0=B）鉴定，将这两种方法得到的信息综合
起来，对较小蛋白质肽段的匹配率可达到 !##E，对
相对分子质量为 )" ### 的较大蛋白质的匹配率亦
可达到 *#E，表明采用多维色谱对整体蛋白质预分
离，酶切后用 /B>0?@A0=B 鉴定，可获得多肽的精确
的相对分子质量，通过蛋白质数据库检索，可对蛋白

质进行可靠的鉴定。

! ! 另外，色谱分离还可与其他分离手段相结合，用
于蛋白质翻译后修饰的研究中。例如，对一种天然

的存在于细胞膜表面的蛋白质 $F552F0! 的研究。
此种蛋白质有数个磷酸化位点，但具体位点不清楚。

由于这种膜蛋白质不仅丰度低，而且疏水性强，用一

般的电泳或亲和色谱分离不能满足要求，所以 G;90
FH 等人［+］提出了一种二维液相色谱（&%0.#）与十
二烷基硫酸钠0聚丙烯酰胺凝胶电泳（ B%B0"’1/）
相结合的技术路线，蛋白质既可用 B%B0"’1/ 和蛋
白印迹法（IF6JFH4 GKLJJ245）识别，也可结合质谱识
别。他们采用基质辅助激光解吸电离0傅里叶变换
离子回旋共振质谱（=’.%>0A?>#$0=B）来研究蛋
白质 $F552F0! 的结构，获得了满意的质谱图，从而
证明此方法可以用于分析蛋白质的修饰种类和位

点。.9,:;4 等人［*］还以色谱聚焦与非多孔填料的
反相液相色谱对蛋白质混合物进行了二维液相色谱

分离，第二维的馏分直接进入 /B>0?@A0=B 中测定

·)&·
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蛋白质的精确的相对分子质量，并结合蛋白质鉴定

结果，分析蛋白质翻译后的修饰情况，提供了一条研

究蛋白质修饰的新思路。

! ! "# 多肽混合物的分离技术
! ! 液相色谱与质谱在线联用技术的关键是解决二
者之间的接口问题。目前常用的液相色谱"质谱联
用均以大气压电离源（#$%）作为接口，主要包括：电
喷雾离子化（ &’&()*+,-*./ 0+102.)0+1，34%）、气动辅
助电喷雾即离子喷雾离子化（ 0+1 ,-*./ 0+102.)0+1，
%4%）和大气压化学离子化（ .)5+,-6&*0( -*&,,7*&
(6&50(.’ 0+102.)0+1，#$8%）" 种模式。它们的共同
点是样品的离子化处于大气压下；特点是离子化效

率高。与其他类型接口相比，适用于中等极性到强

极性的化合物分子，尤其是预先能在溶液中形成离

子的化合物和可获得多个质子的大分子（蛋白

质）［#$］。其中电喷雾接口具有一些更加适合于蛋白

质分析的特点：（#）蛋白质离子化效率可达 #$$9 ；
（!）可提供多种离子化模式；（"）可产生稳定的多电
荷离子，尤其适用于蛋白质等生物大分子；（%）离子
化方式较软，与飞行时间（:;<）、四极杆（=）、离子
阱（ %:）等质量分析器或多级质量分析器组合在一
起，应用最为广泛。

! ! 目前非胶体系的大规模蛋白质鉴定应用的主要
技术是由 >.)&, 研究组［##］提出的“鸟枪法”（ ,6+)"
?71），其基本技术路线是首先对提取的蛋白质溶液
进行酶切，然后对肽混合物进行多维毛细管液相色

谱分离和串联质谱分析以及数据库检索，从而确定

蛋白质的种类。他们把这种思路称为多维蛋白质鉴

定 技 术，即 @7A$%:（ 57’)0A05&1,0+1.’ -*+)&01
0A&1)0B0(.)0+1 )&(61+’+?/）。具体做法是将一根色
谱柱的前半部分装填强阳离子交换树脂（ 48C），后
半部分装填反相（D$）色谱填料，与 34% 源的串联质
谱直接联用。进样时，低于流动相起始液 -E 的多
肽首先保留在 48C 色谱柱上，然后采用一系列阶梯
浓度梯度的盐溶液进行洗脱，使每个脉冲洗脱的组

分在不同时间段到达 D$ 色谱柱上，再在 D$ 色谱柱
上进一步分离，并用质谱在线检测，从而完成一个样

品的全分析。随后他们对该方法进行了改进，即在

两相色谱柱 48C 填料的前端再增加一种用于脱盐
的 D$ 填料，制成 D$"48C"D$ 三相柱，并将此策略
用在分析牛脑微管相关蛋白质的研究中。通过将这

种三相填料柱的性能与两相或单相柱比较，显示三

相柱鉴定出的蛋白质种类最多，且发现了一部分两

相柱未能发现的疏水蛋白质［#!］。

! ! 研究人员在寻找新的药物靶标、研究差异蛋白
质组时也常常应用 F8"@4 G @4 技术。 4+*&?6.1

等［#"］将液相色谱与串联质谱联用，用于研究大鼠脑

内与衰老有关的蛋白质，一个流程即鉴定出 #$$ 个
羰基化蛋白质，加上以往采用双向电泳技术鉴定出

的蛋白质，他们鉴定出的蛋白质已经涉及到低丰度

的、参与糖和能量代谢的受体蛋白质、线粒体蛋白

质，以及一系列与细胞信号转导途径相关的受体蛋

白质，这些研究结果将大大加速药靶的发现以及针

对性药物的研究与开发。F&0H&I&* 等［#%］还建立了

毛细管填充柱以及毛细管整体柱 F8 与 34%"<:%8D"
@4 在线快速鉴定多肽混合物的方法。与普通填充
柱对比，在分析复杂混合物时，发现整体柱可大大节

省分析时间，提高分离效率，对# $$$种以上的肽混
合物用整体柱毛细管液相色谱"电喷雾离子化源"傅
里叶变换离子回旋共振质谱（ (.-"F8"34%"<:%8D"
@4）分析仅需 !$ 501。J+’’5&* 等［#&］也将此技术

应用于研究大肠杆菌在不同的碳源（葡萄糖和乳

糖）情况下蛋白质表达的异同的研究中。另外，F8"
@4 G @4 还可用于研究蛋白质动态范围方面。K7
等［#’］以血浆中的生长激素为例，采用 F8"@4 G @4
路线详细研究了 34%"@4 的动态范围。生长激素是
血浆中典型的低丰度（ B5+’ 以下水平）蛋白质，检测
难度很大。研究结果发现此路线不仅检测出了生长

激素，而且检测动态范围可以达到% $$$。他们还运
用 ,6+)?71 技术分析血浆（血浆中蛋白质动态范围
宽），并且采用了离子阱质谱和目前灵敏度、准确度

最高的 <:%8D"@4 两种质谱检测手段，显示出比双
向电泳更强大的分析能力，也进一步证明了 ,6+)"
?71 技术可作为分析复杂样品时多维分析的手
段［#(］。而最近8.*?0’&等［#)］采用 F8"@4 G @4 技术路
线，利用一种具有计算功能的质谱仪对结果进行分

析，根据泊松分布规律得到单个细胞中蛋白质的动

态范围。

! ! 目前，纳升级毛细管液相色谱在 F8"@4 联用中
越来越受到研究人员的重视。纳升级流速的获得是

利用一分流器将流动相在进入毛细管色谱柱前按比

例进行分流，使真正进入毛细管色谱柱的流动相的

流速降至 1F G 501 级，这样不仅可以显著降低进样
量，还可以通过延长质谱的数据采集时间来提高检

测灵敏度，特别适用于样品量较少的多肽混合物的

分离和鉴定。

! ! 最近，46&1 等［#*，!$］提出一种可获得超高灵敏

度、极宽动态范围的蛋白质鉴定技术路线。他们将

!" #$%&’%(#$)* 菌全溶液酶切、固相萃取柱脱盐
后，经固相微萃取、纳升级 E$F8（色谱柱为内径 #&
!5、长 )& (5 的 8#)柱）分离，采用电喷雾接口与

<:%8D"@4 在线联机分析，从 !+ & 1? 样品中鉴定出

·)!·
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蛋白质 "#$ 个，动态范围达到 !%& "!%’，单个蛋白质

的检测灵敏度达到前所未有的程度（ # #& $%&’），
峰容量接近! %%%，整套路线的分析速度达到 ( ( 分
析 ! 个样品，! ( 鉴定 &% 个蛋白质。他们又将纳升
级强阳离子交换色谱、反相液相色谱的二维分离与

串联质谱鉴定结合起来研究人血浆蛋白质组，得到

的总峰容量大于 !% %%%，运用 )*+,*)- 软件检索
从 (’& %. 血浆中鉴定出 "%% ) ! ’"$ 个蛋白质，是
目前鉴定血浆蛋白质最多的技术方法［$!］。

!" 毛细管电泳及其与质谱联用分析技术

! ! #" 毛细管电泳
! ! 毛细管电泳是一种经典电泳技术与现代微柱分
离有机结合的分离技术，与经典电泳相比，/* 由于
其侧面积 0截面积大，散热快，能克服由于焦耳热引
起的谱带展宽，且可承受高电压，因此分离效率提

高，柱效可达几百万乃至几千万理论塔板数 0 % 以
上。常用于蛋白质或多肽分离的有：毛细管区带电

泳（/1*）、毛细管等电聚焦（/2*3）、胶束毛细管电
动色谱（4*//）等［$$］。

! ! !" 毛细管电泳"质谱联用技术
! ! 与 5/64) 联用相比，/*64) 联用技术在生命
科学领域的应用尚处于起步阶段，其关键问题在于

/* 与 4) 的接口尚不能满足需要。主要原因是：
（!）毛细管电泳的缓冲液通常是高离子强度、低挥
发性，与质谱的兼容性较差；（$）二者的工作速度不
匹配。现有的 /*6*)264) 接口可分为鞘流和无鞘
流两种。目前，通常采用的仍是鞘流接口，而无鞘流

液（ 7(89:(’877）的接口是通过不锈钢管连接或插入
微电极的方法来保证 /* 电流。最常用的毛细管电
泳分离模式是 /1*，它可提供 !%’ 理论塔板数 0 % 的
柱效，峰容量超过 !%%。但事实上，在分离蛋白质或
肽时，用 /1* 很少分离出 !%% 个峰，可能是由于
/1* 在运行过程中所需缓冲液的特定 ;< 所致。因
为如果蛋白质的 ;! 值与缓冲液的 ;< 值相近，则可
导致分辨率下降［$(］。另外，/1* 分离多肽比分离蛋
白质效果好，原因是多肽分子小，与毛细管壁作用

小，吸附少，在电压、电渗流的驱动下可在毛细管中

自由移动。最常见的毛细管电泳6质谱联用技术的
应用模式是 /1*64)。
! ! 在对复杂生物样品进行分析时，仅仅依靠 /*6
4) 显然是不够的，必须加强预分离措施，常用的方
法即是结合 <=5/ 分离。*>?@77&A 等人［$*］在 /*6
4) 技术的基础上，结合离子交换色谱、亲和色谱，
成功地从人胎盘中提取并鉴定出了胎盘碱性磷酸酶

（=5B=）。C?::@8 等人［$&］把收集的尿液经 /$ 柱脱

盐、除去脲和电解质，将样品适当浓缩，先用 <=5/
粗分离，再用 /*64) 分析，在健康人尿中发现了
! %%%种以上的蛋白质，经过对 !" 名健康志愿者的
测试，提出了一个包括 $*" 种多肽在内的正常尿中
多肽参考名单。D8E(&FF 等人［$’］也用 /*64) 的方
法从肾小球肾炎病人尿中寻找疾病标志物，以健康

人为对照组，发现了近 $%% 个差异蛋白质。这些成
果显示了 /* 的高效分离与 4) 的高准确度、高分
辨率结合，可获得强大的生命力。在做蛋白质的 G
射线晶体衍射时经常用到聚乙二醇，由于它在质谱

鉴定过程中有很强的离子抑制作用，所以在聚乙二

醇存在时的蛋白质鉴定是常见的一大难题。)(8A
等人［$#］在线联用毛细管区带电泳6电喷雾离子化源6
三级四极杆质谱（/1*6*)26:>?;’8 +64)）研究了不
同来源、不同浓度聚乙二醇存在下对马骨骼肌肌红

蛋白鉴定的影响。他们采用施加给 /1* 一个持续
不断的低电压辅助的方法来获得 *)2 的稳定性和重
现性，结果显示采用此种技术路线第一次在高浓度

聚乙二醇存在情况下实现了快速分析蛋白质，不仅

简化了繁琐的样品预处理步骤，缩短了分析时间，还

提高了实验的重现性和稳定性。

! ! 因为质谱对样品中盐的浓度要求苛刻，/*64)
联用技术中电泳缓冲液、包层液的选择是十分关键

的。*>?@77&A 等［$"］以胰岛素、肌红蛋白质、牛血清

白蛋白（H)B）等标准蛋白质在 /*64) 中的响应信
号为依据，对比了磷酸盐、硼酸盐、甲酸胺和甲酸缓

冲液作电泳液时对实验结果的影响，显示甲酸（&%
%%&’ 0 5，;< $+ *）作电泳液时质谱对蛋白质的响应
信号最好，而其他缓冲液对蛋白质离子化有抑制作

用，同时证明了微量硼酸盐缓冲液（$& %%&’ 0 5，;<
"+ &）对质谱的工作无不良影响。梁振等［$,］则以两

种小肽为例，探讨了缓冲体系和鞘液对质谱检测灵

敏度的影响，结果证明这两种因素对质谱的影响不

是独立的，而是相互关联的。

! ! /*64) 仪器系统的改造、毛细管电泳或质谱条
件的优化也可显著提高蛋白质的分离效率，从而增

加蛋白质鉴定的种类和可信度。I8A78A 等人［(%］把

/2*3 与 3-2/J64) 连接起来，对 "# $%&’ 进行全蛋
白质分析，从 (%% A. 蛋白质溶液中得到相对分子质
量在 $ %%% ) (%% %%% 的! %%%个蛋白质，这种方法还
有一个好处就是可利用多级质谱功能对一次未实现

的分析进行二级或多级质谱分析，提高了分析的成

功率。I&(A7&A 等人［(!］改进了 /*64) 系统，使 /*
与 4B5K264) 也可实现离线联用，并用这种技术从
人胎脑 LKDB（L&%;’8%8A:9>M KDB）文库表达的蛋
白质酶解物中鉴定出 $!! 种肽，肽段匹配率达到了
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!#! "$%!。之后他们还发明了一种小型胰酶反应
装置，这种装置可置于普通用旧的毛细管中，解决了

#$%&’ 联用技术中蛋白质在线酶解的难题，大大提
高了分析速度和灵敏度，这种纳升级的酶解反应装

置可使浓度在 &% ( ’ )*+ , - 以下的样品浓缩时间由
数小时下降至几秒，消耗的样品很少（小于 #
.)*+），而且提供多种分离系统和不同质谱的接口，
还能使肽段达到完全匹配［"!］。

!" 其他分离新技术

! ! #" 毛细管电色谱
/ / 近年发展起来的毛细管电色谱（ 0123++145 6+60%
74*084*)17*941285，#$#）是毛细管电泳与液相色
谱的融合技术，由于它是采用电渗流来推动流动相，

不仅克服了高效液相色谱中压力流本身不稳、流速

不均匀引起的峰扩展，而且柱内无压降，使得峰扩展

只与溶质的扩散系数有关，因而毛细管电色谱的理

论塔板数远高于高效液相色谱。同时，由于引入了

高效液相色谱的固定相，使毛细管电色谱具备了高

效液相色谱的选择性。目前可采用常压和加压两种

工作模式。与液相色谱相比，它可以采用更长的柱

长、填充粒径更小的填料，所以分辨率也显著提

高［""］。在多肽分析中毛细管电色谱的应用也越来

越多，研究者不断致力于毛细管柱性能的改良，在标

准肽和一种蛋白质酶解物的 #$# 分离中已创造出
#% %%%理论塔板数 , ) 的分离效率［"(］。在电色谱的
工作模式和与检测器（紫外、质谱）联机方面的研究

也有突破。 :;1<*; 等人［"#］采用 #$%#$#%$’:%&’
方式分析了 =’> 酶解物，并对采用数据依赖的模式
所获得的串联质谱数据进行了分析，仅用 # )3< 即
获得肽段匹配率达 )"! 的可信结果。由于毛细管
电色谱具有柱效高、分析速度快、成本低等优点，其

与质谱联用在多肽分析中会得到越来越广泛的

应用。

! ! $" 微流控芯片（"#$%&’()#* $+#,）
/ / 自从上世纪 *% 年代 &1<? 等［"$］在平板微芯片
上实现了毛细管电泳与流动注射分析以来，微型全

分析系统（ )3<3%17@43?6A 7*71+ 1<1+5B3B B5B76)B，
C>’） 或 称 芯 片 实 验 室（ +1D*417*45%*<%1%0832，
-E#）就因为代表着 !& 世纪分析仪器走向微型化、
集成化的发展方向而备受关注。微流控芯片是目前

C>’ 领域中最为活跃的发展前沿，它可将整个实验
室包括采样、稀释、加试剂、反应、分离、检测等功能

集成在晶体硅、玻璃、塑料等材质的一张芯片上完

成，与传统实验室分析相比，微流控芯片具有成本

低、分析速度快、所需样品和试剂少以及体积小等优

点［")］。早期的微流控芯片主要以毛细管电泳为分

离手段，现在已经发展了以毛细管电泳分离为核心

的液%液萃取、过滤、无膜扩散等多种分离手段，且主
要液流驱动手段除了电渗流外，也出现了流体动力、

气压、重力、离心力、剪切力等多种手段，具有相当大

的发展潜力。目前，集成毛细管电泳芯片（ 3<769417%
6A 0123++145 6+6074*28*46B3B 0832）仍是微流控芯片
的主流，直接针对蛋白质混合物分离的多维毛细管

电泳芯片已有不少实验室研制成功［"’，"*］。最近，

F1<9 等人［(%］在芯片上将毛细管等电聚焦微通道和
毛细管电泳微通道用一个四通微流控阀的装置连接

起来，避免了由于两性电解质溶液和高离子强度的

电泳缓冲液的混合而造成的分离效率下降，且死体

积很小，成功地分离了 ( 种蛋白混合物。另外，根据
微流控芯片原理制作的商业化的液相色谱与电喷雾

质谱的接口也即将面市，而这些进步对于关注复杂

样品分离的蛋白质组学研究者具有很大的吸引力。

%" 结语

/ / 针对复杂的生物样品分析，分离是成功分析的
首要和关键步骤。目前，作为应用广泛的、经典的双

向凝胶电泳方法的重要补充，多维液相色谱%质谱联
用技术因其克服了双向凝胶电泳的歧视效应、实现

了分析的仪器化、自动化，在蛋白质组学领域引起高

度重视并不断应用于工作实践，特别是不同模式色

谱分离技术的联合应用将会发挥越来越重要的作

用。另外，由于毛细管电泳、毛细管电色谱和集成毛

细管电泳芯片等微量分离技术在灵敏度、分辨率、分

析速度和成本方面的优点以及适合大规模和高通量

分析的优势，使这些技术在蛋白质组学中正在或即

将发挥重要作用。
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［#)］! P8<MII2’ 0 A C，32%I7’ 1 .，0<’8<+,I . " A，58<H6<’M 0

.，@7 A2’/ 1 AB A C,82%&D2/8 ?，#$$!，%(( ：’!!

［#(］! .<DDM7 3， 56<I78 (， 0&#$<DV )， ?&8D76 3， *87$I 9，

0&#I&@76 5，0<66%&’’ )，1262UM2 J，*27ID78 K，0&6678 0，

*&<I78 -，)<I+,&M 0，.7<II<’/78 P )B A C,82%&D2/8 =，

#$$’，! $!’：!%’

［#*］! ;7#,2EE ;，*&<I78 -，.<DDM7 3，*87$I 9，K<DD =，?#8+,&8@

=，3#’@%&+,78 =，3+,67/76$78/78 ?，*26+, .，)<I+,&M

0B 9&F<@ C2%%#’ )&II 3F7+D82%，#$$)，!&：!)"

［#%］! 3,7’ A，?#M2 =B =’&6 ?<2+,7%，#$$#，’!!：&$

［#&］! P8<MII2’ A 0 C，)26 9，32%I7’ 1 .，0<’8<+,I . " A，58<R

H6<’M 0 .，@7 A2’/ 1 AB P67+D82F,287I<I，#$$)，#(：)’

［#"］! "<&’/ >,7’，(#&’ A<+,7’/，>,&’/ .7<$<’/，>,&’/ 4#M#<B

C,<’7I7 A2#8’&6 2E C,82%&D2/8&F,G（梁 ! 振，段继诚，张

维冰，张玉奎 B 色谱），#$$’，#!（!）："

［’$］! A7’I7’ K *，K&I&R-26<+ "，=’@78I2’ 1 =，028’78 A =，"<FR

D2’ ) 3，?8#+7 A P，3%<D, 9 (B =’&6 C,7%，!"""，%!：

# $%*

［’!］! A2,’I2’ -，?78/Q#<ID A，PM%&’ 9，;28@,2EE P，3+,#87’R

$78/ )，*62FF76 * (，)#6678 )，"7,8&+, 0，12$2% AB

=’&6 C,7%，#$$!，%’：! *%$

［’#］! C22F78 A .，C,7’ A，"< 4，"77 C 3B =’&6 C,7%，#$$’，%(：

! $*%

［’’］! *8#66 J 3，37$&/ =，3D7U7’I2’ 9B A C,82%&D2/8 =，#$$$，

&&%：!’%

［’)］! A2,&’’7II2’ ;，.7DD78,&66 )，)&8M<@7I * P，?78/Q#<ID AB

P67+D82F,287I<I，#$$)，#(：&$"

［’(］! JU&’2U = 9，028U&D, C，*&8/78 ? "B P67+D82F,287I<I，

#$$’，#)：’ **’

［’*］! 0&88<I2’ ( A，56#8< *，37<678 *，5&’ >，PEE7’,&#I78 C 3，

)&’V =B 3+<7’+7，!""’，#*!：&"(

［’%］! 5&’/ >,&26#’，5&’/ W#’B )2@78’ 3+<7’D<E<+ J’ID8#%7’DI

（方肇伦，方 ! 群 B 现代科学仪器），#$$!，（)）：’

［’&］! 0788 = P，)26,2 A J，(82#U&6&M<I * =，)<MM76I7’ A C，NDV

K A，3&’D<&/2 A 1，*7’’G - .B =’&6 C,7%，#$$’，%(：

! !&$

［’"］! C,7’ T，.# 0，)&2 C，.,<D7I<@7I 1 )B =’&6 C,7%，

#$$#，%)：! %%#

［)$］! .&’/ 4 C，C,2< ) 0，0&’ AB =’&6 C,7%，#$$)，%*：) )#*

·!’·




