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前言

前言

本手册介绍了如何使用 PepFinder™ 自动软件解决方案完成重组 （或其他）蛋白质
蛋白酶解的肽质量指纹分析 （也称作肽指纹图谱），以及随后产生的肽段识别。该
应用程序自动找到一次 MS/MS 或 LC/MS 运行中的所有离子（排除背景离子），确
定它们的价态和质量数，然后识别 MS/MS 或 LC/MS 肽图谱实验中的每个离子。

了解 PepFinder 应用程序
该 PepFinder 应用程序执行下列程序：

• 检测并定量分析肽离子，从背景信号中识别出真正的 LC 组分。

• 将目标蛋白质序列的肽段或者修饰肽段的实验串联质谱图与预期串联质谱图进
行匹配，从而识别每个肽离子。预期质谱图还可以说明糖基化肽段的裂解类
型。

• 使用容错检索识别用户指定修饰和非预期修饰。

• 识别二硫键连接的肽段，包括由多个二硫键结合的多个肽段。

• 根据匹配的 MS 和 MS/MS 肽段生成肽图谱。

• 定量分析修饰的位点占有率。

目录
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• 以电子数据表的格式比较不同 LC/MS 运行中的离子。可以将多个 LC/MS 运行
导入该应用程序，以便同时处理。然后，可以将这些运行中找到的所有离子导
入电子数据表应用程序，相同的离子被放入同一行中。最后，使用 PepFinder 
应用程序在电子数据表应用程序中直接比较这些离子，以检测这些运行之间的
任何差别。

PepFinder 应用程序提供其他输出格式：

• 色谱峰都具有质量数或肽识别标签

• 一个保留时间表格，包括 m/z 值、离子强度和峰面积；价态、平均质量数和单
同位素质量数；以及每个离子所属的肽

可以将实验结果导出，其格式与下列产品兼容

• 目标物定量实验

– PinPoint™

– Chromeleon™

• 污染物识别

– MascotSM

• De novo 肽识别

– MSBlast1

PepFinder 应用程序只读取 Thermo 原始数据文件（使用 Thermo Scientific™ 仪器，例
如 Orbitrap™、 Orbitrap Fusion™、 Orbitrap Elite™、 Q Exactive™、 LCQ™、 LTQ™ 和 
LTQ FT™ 质谱仪采集的数据）。对于其他类型的 Thermo 仪器，可以手动执行某些
分析，包括碎片离子归属、采用一次 MS/MS 扫描或质谱图进行肽识别 （使用 
Clipboard [ 剪贴板 ] 导入）等。 PepFinder 的这个版本可以兼容较早版本 PepFinder 
所创建的实验文件。

该应用程序使用三个主要窗口：Main （主要）应用程序窗口， Sequence （序列）
窗口和 MS/MS 窗口。可以从 View （视图）菜单访问 Sequence （序列）窗口和 
MS/MS 窗口。该应用程序在 MS/MS 窗口中执行 top-down 蛋白质表征。 

Main （主要）窗口包括三个视图区域：离子列表视图、色谱图视图和质谱图视
图。所有视图都互相影响。有关查看和修改这些视图中结果的信息，参阅第 2
章， “ 在 Main （主要）窗口中处理结果 ”。 

Sequence （序列）窗口显示用于识别的蛋白质序列。当点击离子列表中的离子时间
时，该窗口与 Main （主要）窗口互相影响。有关使用 Sequence （序列）窗口的信
息，参阅第 3 章， “ 在 Sequence （序列）窗口中查看结果 ”。 

1 The Washington University BLAST 2.0 (Mass Spec Best Local Alignment Search Tool) [Rel.2.0MP-WashU, 
01-Jan-2006] is provided by W. Gish via Washington University server.
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MS/MS 窗口显示实验测定的和预期的 MS/MS 质谱图，以及预期的序列。当点击离
子列表中的离子时间时，该窗口也与 Main （主要）窗口互相影响。有关使用 
MS/MS 窗口的信息，参阅第 4 章， “ 在 MS/MS 窗口中查看结果 ”。 

相关文档
除了本手册， PepFinder 应用程序还包括 PepFinder 快速入门手册 （PepFinder Quick 
Start Guide）和 Help （帮助）。

若要访问文档或应用程序 Help （帮助），可执行下列程序。 

 若要查看产品手册

从 Microsoft™ Windows™ 任务栏执行下列步骤，选择 Start （开始） > All 
Programs（所有程序） > Thermo PepFinder > Manuals（手册）或从该应用程序
上选择 Help （帮助） > Manuals （手册）。

 若要打开 PepFinder 应用程序的 Help （帮助）

从该应用程序窗口选择 Help （帮助） > PepFinder Help （PepFinder 帮助）。

更多信息可访问 www.thermoscientific.com。

Main（主要）窗口

MS/MS 窗口

Sequence（序列）窗口

http://www.thermoscientific.com
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系统要求
PepFinder 应用程序需要许可证。此外，用户系统必须符合以下最低要求。

系统 要求

硬件 • 64 位双核处理器计算机，具有 4 GB RAM 
• 1700 MHz 处理器 
• 30 GB 硬盘
• NTFS 格式化的硬盘
• CD/R-ROM 驱动器
• 显卡和显示器分辨率达到 1680 × 1050 （SXGA）

仪器 （支持的
或所需的）

所有离子阱和基于 Orbitrap 的仪器

软件 • 带 Service Pack 1 的 Microsoft™ Windows™ 7 Professional 64 位操
作系统

• Microsoft .NET Framework 4.0
• MSFileReader 3.0
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激活或取消激活软件许可证
使用 Thermo Scientific Product Licensing （产品许可）向导激活或者取消激活 
PepFinder 应用程序。若要激活 PepFinder 应用程序，必须有 Thermo Fisher Scientific 
提供的激活码。在把许可证转移到另一台计算机之前，必须取消激活 PepFinder 应
用程序。

 若要打开 Product Licensing （产品许可）向导

1. 打开 PepFinder 应用程序。

2. 选择 File （文件） > About PepFinder （关于 PepFinder）。

3. 点击 Activate （激活）（或 Deactivate [ 取消激活 ]）开始激活或取消激活程序。

安全和特殊注意事项
确保遵循本手册中发布的事先声明。安全和其他特殊注意事项显示在方框中。

安全和特殊注意事项包括以下内容：

重要信息  强调防止软件损害、数据丢失或无效测试结果必需的信息；或可能包
含获得系统最佳性能的重要信息。

注释  强调普遍关注的信息。

提示  强调能够帮助简化工作的信息。
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联系我们
可以通过多种方式联系 Thermo Fisher Scientific，获取所需信息。 

用于 Thermo Scientific™ 产品 通过手机、传真、电子邮件或网站获取

技术支持 （美国） 电话：1 (800) 532-4752 传真：1 (561) 688-8736

电子邮箱：us.techsupport.analyze@thermofisher.com

网址 — 用于获取产品支持、技术文档和知识库：
www.thermoscientific.com/support

客户服务
（销售和维修）

（美国） 电话：1 (800) 532-4752 传真：1 (561) 688-8731

电子邮箱：us.customer-support.analyze@thermofisher.com

网址 — 用于获取产品信息：
www.thermoscientific.com/lc-ms

网址 — 用于自定义服务需求：

1. 从任意 Products & Services （产品和服务）网页上点击 Contact Us （联
系我们）。

2. 在 Contact Us （联系我们）框内，完成所需信息，滚动至底部并点击 
Send （发送）。

用户文档 网址 — 用于下载文档：
mssupport.thermo.com

1. 在 Terms and Conditions （条款与条件）网页上点击 I Agree （我同
意）。

2. 在左窗格中点击 Customer Manuals （用户手册）。

3. 为了找到文档，点击 Search （检索）并输入检索标准。对于 
Document Type （文档类型），选择 Manual （手册）。

电子邮件 — 若要直接将反馈发送给 Technical Publications （技术出版部
门）：
techpubs-lcms@thermofisher.com

网址 — 若要完成有关本 Thermo Scientific 文档的调查：
www.surveymonkey.com/s/PQM6P62

mailto:us.techsupport.analyze@thermofisher.com
http://www.thermoscientific.com/en/support-landing/support.html
mailto:us.customer-support.analyze@thermofisher.com
http://www.thermoscientific.com/en/products/chromatography-mass-spectrometry.html
http://mssupport.thermo.com
mailto:techpubs-lcms@thermofisher.com
http://www.surveymonkey.com/s/PQM6P62
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处理数据

使用 PepFinder 应用程序执行重组 （或其他）蛋白质蛋白酶解的肽质量指纹分析，
以及通过 LC/MS 实验识别肽段。该应用程序基于疏水性或 LC/ 串联质谱仪系统，
利用高质量数精度和保留时间匹配完整肽质量数，从而识别肽。可以比较不同 
LC/MS 运行所识别的肽，并使用该应用程序内的互动工具比较结果，包括修饰总
结报告。

目录

• 采集数据

• 下载样品文件

• 创建流程

• 添加和修改蛋白质序列

• 修改 Data Processing Options （数据处理选项）

• 载入数据文件

• 解析结果

• 保存实验结果
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采集数据
PepFinder 应用程序可以解析来自 Thermo Scientific 仪器的任何类型的 MS/MS 数据，
包括 CID （碰撞诱导解离）、 ETD （电子转移解离）和 HCD （高能碰撞诱导解
离）。使用以下其中一种方法处理 LC/MS/MS 运行： 

• 对于 Orbitrap 或 LTQ FT 仪器，使用高分辨扫描以及随后的多个 MS/MS 扫描采
集数据，扫描采用高或低分辨率。 PepFinder 应用程序还可以处理全扫描数据，
所以这是另一个处理选项。  

• 对于 LCQ/LTQ 仪器，在三连播模式下采集数据，例如，全扫描之后是数据依
赖扫描或者 ultra-zoom 扫描，再之后是棒状图模式下的数据依赖 MS/MS 扫描。 

下载样品文件

若要下载样品文件，包括蛋白质序列，执行下列程序。 

 若要下载示例数据文件

1. 从该应用程序安装位置双击 Thermo Launcher （Thermo 启动器）。

2. 点击 Next （下一步）。

3. 从 PepFinder Setup （PepFinder 设置）页面点击 Example Data （示例数据）。

该应用程序在浏览器中打开 Thermo Fisher Scientific Life Sciences Mass 
Spectrometry （Thermo Fisher Scientific 生命科学质谱仪）网站。

4. 如果尚未在网站注册，完成注册表格并点击 Submit （提交）。 

如果已经注册，则登录并转至步骤 6。

5. 从 Thermo Fisher Scientific 收到一封邮件后完成密码信息，然后登录。

6. 点击 Mass Spec BioSoftware SW （质谱仪生物软件 SW），然后点击 PepFinder 
Example Data （PepFinder 示例数据）下载 ZIP 文件，该文件包括原始数据文
件和序列文件。

PepFinder 2.0 可以兼容较早版本 PepFinder 所创建的实验文件。

7. 解压缩文件并将结果文件放入一个合适的地方。
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创建流程
本部分为设置实验提供详细的描述。有关本应用程序的说明，参阅 PepFinder 快速
入门手册 （PepFinder Quick Start Guide）。 

由于该应用程序在数据处理时重复访问原始数据文件，如果该应用程序通过网络访
问原始数据文件，数据处理时间会非常长。将原始数据文件复制到本地电脑上，可
加快处理速度。

 若要定义新实验

双击 PepFinder 图标 （ ）打开该应用程序。

该应用程序在 Main （主要）窗口显示一个空白项目。
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添加和修改蛋白质序列
该序列建立目标蛋白质并帮助该应用程序识别检测到的离子。若没有蛋白质序列，
PepFinder 应用程序仍然执行分析，但是离子列表不提供识别信息。 

• 添加蛋白质序列 

• 处理蛋白酶和修饰定义

添加蛋白质序列

 若要添加蛋白质序列

1. 选择 View （视图） > Sequence Window （序列窗口）。

2. 选择 File （文件） > Add a Protein Sequence （添加蛋白质序列）在序列窗口中
添加一个序列。 

该应用程序显示一个浏览框，在此可以定义包括目标蛋白质序列的文本文件。
可以使用 FASTA 格式的文件一次导入多个序列 （IgG 轻链和重链）。

3. 若要替换 Sequence （序列）窗口中的序列，选择 File （文件） > Import Protein 
Sequence （导入蛋白质序列）。

4. 若要手动编辑一个序列，选择 Sequence （序列） > Input/Edit （导入 / 编辑）。 

该应用程序显示一个文本编辑器窗口，在此可以修改序列窗口中显示的序列。

5. 选择蛋白质序列文件 （一个文本或 FASTA 文件）并点击 Open （打开）。 

该应用程序以新的或修饰的序列更新 Sequence （序列）窗口。
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处理蛋白酶和修饰定义

使用下列过程选择和定义蛋白酶，该物质用于消化目标蛋白质和定义样品分析中预
期的可变修饰。氧化的蛋氨酸和脱酰胺是这类修饰的常见例子。 

• 选择蛋白酶

• 处理修饰列表

• 定义质量数计算

选择蛋白酶 

使用 Set Protease Specificity （设置蛋白酶特异性）对话框选择用于消化目标蛋白质
的蛋白酶，并定义蛋白酶的特异性。 

 若要定义蛋白酶值

1. 在 Sequence （序列）窗口中，选择 Options （选项） > Select Protease （选择蛋
白酶）打开 Set Protease Specificity （设置蛋白酶特异性）对话框。

如果蛋白酶没有显示在列表中，可以打开 Sequence （序列）视图并选择 
Sequence（序列） > Edit Protease and Modification List（编辑蛋白酶和修饰列表）
添加自定义的蛋白酶。若希望在以后的分析中使用这个蛋白酶，
Thermo Fisher Scientific 推荐这项操作。通过使用文本编辑器修改 Mspep.ini 文件
也可以添加蛋白酶至列表中。

2. 若要为蛋白酶特异性选择一个水平，从 Specificity （特异性）列表中四个不同
的选项中选择一个。

当选择特异性水平 （Strict [ 严格 ]、 High [ 高 ]、 Medium [ 中 ] 或 Low [ 低 ]）
时，该应用程序选择满足所选特异性水平的肽。若要使用该应用程序识别肽，
两个剪切位点中至少有一个必须满足该蛋白酶的用户自定义特异性水平。 

若要将水平设定为 Strict （严格），该应用程序只查找那些匹配理论肽段的、 
100% 遵守蛋白酶规则的，以及剪切位点只位于 N 端或 C 端的肽段。 
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其他水平 （高、中和低）都是该应用程序用于确定最后置信度分数的置信度因
子，而且只将这些因子应用于肽段两端满足蛋白酶特异性要求的肽段 （不影响
半酶切 trypsin 肽段）。因此对于同一肽段而言，如果设定水平为高，那么该因
子比设定水平为中时的因子高。   当两个或者更多肽段同时匹配一张质谱图时，
但是其中只有一个肽段符合蛋白酶特异性要求，则应用程序会根据这种差别为
这个肽段分配更高的置信度分数。如果样品中存在大量未酶切位点，那么可以
使用中或低水平。

默认：High （高）

如果将该水平设定为 Strict （严格），则肽段两端必须匹配所选的蛋白酶特异
性。 

肽段内的未酶切位点的最大数目没有限制。 

3. 若要设定蛋白酶特异性，从 Specificity （特异性）列表中选择一个选项。 

处理修饰列表 

可以使用 PepFinder 应用程序指定用于检索的修饰列表。该应用程序可以检索并指
定固定修饰和可变修饰。使用 Select Modifications for Searching （选择用于检索的修
饰）对话框为自动检索修饰肽段和修饰位点选择或修改修饰类型。 

可以使用翻译后修饰 （例如磷酸化）或假象修饰 （由样品处理或消化引起的修
饰，例如烷基化、氧化或脱酰胺）。在 Data Processing Options （数据处理选项）对
话框中选择 N 糖基化、容错检索以及氨基酸取代。有关详细信息，参阅第 10 页上
的 “ 修改 Data Processing Options （数据处理选项） ”。

• 选择应用程序用于检索的固定修饰

• 选择应用程序用于检索的可变修饰

• 修改修饰列表

选择应用程序用于检索的固定修饰

 若要选择固定修饰

1. 在 Sequence （序列）窗口中，双击任意氨基酸打开对话框。

2. 选择用于特定残基的修饰类型。

根据所选残基，可能有多个选项。

3. 若要将该修饰应用到蛋白质序列中的所有残基，选择 Apply to All （应用至全
部）复选框。

4. 完成后单击 OK （确定）。

当添加一个固定修饰时，序列窗口中的氨基酸变成红色。如果在对话框中选择 
Apply to all （应用至全部），所有残基变成红色。结果表中的固定修饰不会显
示为一个修饰。 PepFinder 应用程序假定用于检索的氨基酸 m/z 值。
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选择应用程序用于检索的可变修饰

 若要选择可变修饰

1. 在 Sequence （序列）窗口中选择 Sequence （序列） > Select Modifications for 
Searching （选择用于检索的修饰）打开对话框。

对话框左侧列表显示可用修饰，右侧列表显示识别过程中用作可变修饰的所选
修饰列表。

若列表中没有显示用户需要的修饰，可以打开 Sequence （序列）视图并选择 
Sequence（序列） > Edit Protease and Modification List（编辑蛋白酶和修饰列表）
添加修饰。若希望以后在分析中仍使用这个修饰， Thermo Fisher Scientific 推荐
使用这项操作。也可以使用文本编辑器修改 Mspep.ini 文件添加修饰。

若要自动识别修饰位点，在 Select Modifications for Searching （选择用于检索的
修饰）对话框中确认选中了该修饰。如果信息足够多，可以检测到大多数未指
定的修饰。

2. 若要移除 Modifications Selected for Searching （用于检索的所选修饰）列表中的
修饰，选择该修饰并点击 Remove （移除）。

3. 若要向 Modifications Selected for Searching （用于检索的所选修饰）列表中添加
修饰，选择该修饰并点击 Add （添加）。

4. 点击 OK （确定）接受修改。

有关修改修饰列表的详细信息，参阅修改修饰列表。

PepFinder 应用程序根据已知的蛋白质序列以及选定的蛋白酶规则检索离子质量
数，从而识别蛋白质水解的肽段。两个剪切位点必须至少有一个匹配蛋白酶特
异性，该肽段才能被视作候选肽段。当应用程序识别候选肽段时，肽段内的未
酶切位点的最大数目没有限制。1

1 出处：Zhang, Z. Large-scale Identification and Quantification of Covalent Modifications in Therapeutic 
Proteins.Anal.Chem.2009, 81(20), 8354-8364.
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修改修饰列表

 若要编辑修饰列表

1. 在 Sequence （序列）窗口中选择 Sequence （序列） > Edit Modification and 
Protease List （编辑修饰和蛋白酶列表）打开对话框。

2. 若要选择待编辑的修饰类型，点击 Add （添加）打开对话框。

3. 输入一个名称和单同位素质量数变化值，然后点击 OK （确定）。

4. 点击 Save as Default （另存为默认）使应用程序保存修饰，以备使用。 

5. 点击 OK （确定）。

 若要手动编辑修饰列表 

1. 打开 C:\ProgramData/Thermo/PepFinder 文件夹。

可用修饰的默认列表在 Mspep.ini 文件内。可以通过在修饰末尾添加或移除 
<selected>（选中的）条目编辑默认修饰列表。Thermo Fisher Scientific 建议使用 
Edit Modification and Protease （编辑修饰和蛋白酶）对话框添加新修饰，可从 
Sequence （序列）窗口的 Edit （编辑）菜单进入该对话框。在该对话框所做的
修改都保存在 Mspep.ini 文件中。有关更多信息，参阅第 5 页上的 “ 处理蛋白酶
和修饰定义 ”。 
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2. 在其他位置保存 MSpep.ini 文件的备份。

3. 选择 MSpep.ini 文件，右击并用文本编辑器 （例如 Notepad）打开。

4. 若要在 Select Modifications for Searching （选择用于检索的修饰）对话框中修改 
Modifications Selected for Searching （用于检索的所选修饰）默认列表，在不需要
的条目后面去掉 <selected> （选中的），然后在需要的条目后面加上 <selected>
（选中的）。

5. 将该文件保存到相同位置。

定义质量数计算

 若要指定显示理论质量数的方法

1. 在 Sequence （序列）窗口中，若要显示所有已显示质量数计算的单同位素质量
数，选择 Options （选项） > Mass （质量数） > Monoisotopic （单同位素）。 

2. 若要显示所有已显示质量数计算的平均质量数，选择 Options （选项） > Mass
（质量数） > Averaged （平均值）。

重要信息  确保正确编辑 MSpep.ini 文件，否则应用程序无法准确识别肽段。

选中的修饰
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修改 Data Processing Options （数据处理选项）
使用数据处理选项控制各选项，包括峰检测、保留时间校准、单同位素和平均质量
数测定以及肽段识别。 PepFinder 应用程序自动测定某些参数，比如根据原始数据
文件确定绝对信号阈值和保留时间漂移，同时必须手动选择其他参数，比如用于样
品分析的肽段识别参数。

Data Processing Options （数据处理选项）对话框分为四个不同子过程：Peak 
Detection （峰检测）、 Ion Alignment （离子对齐）、 Mass Measurement （质量数测
量）和 Peptide Identification （肽段识别）。有关每个参数的处理和数值信息，参阅
以下内容：

• 设置 Peak Detection （峰检测）值

• 对齐离子

• 测量质量数

• 识别肽段

• 自动生成报告

• 保存数据处理选项

• 选择解卷积方法



 1 处理数据
修改 Data Processing Options （数据处理选项）

Thermo Scientific PepFinder 用户手册 11

 若要打开 Data Processing Options （数据处理选项）对话框

点击  或选择 Options （选项） > Process Options （处理选项） > Peak 
Detection/Mass Measurement/Peptide ID （峰检测 / 质量数测量 / 肽段识别）。

Data Processing Options （数据处理选项）对话框打开。若要访问灰色的数值，
点击 Advanced （高级）。

Peak
Detection

Ion
Alignment

Mass
Measurement

Peptide
Identification

（质量数测量）

（肽段识别）

（峰检测）

（离子对齐）
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设置 Peak Detection （峰检测）值

使用 Data Processing Options （数据处理选项）对话框定义处理过程中的峰检测选
项。点击 Advanced （高级）修改灰色选项。

 若要设置峰检测值

1. Absolute MS Signal Threshold （绝对 MS 信号阈值）：若要修改绝对 MS 信号阈
值 （以计数为单位），用于应用程序检测离子，可在框内输入一个值。 

该应用程序从原始数据文件自动计算 MS 信号阈值 （噪声水平），并按照信噪
比水平 20 自动设定该值。 

该应用程序在 Main （主要）窗口的色谱图上显示一根很细的红色水平直线，
用于标记信号阈值。修改绝对 MS 信号阈值并点击 Data Processing Options （数
据处理选项）对话框中的 OK （确定）后，红色直线反映出色谱图上所做的修
改。一般而言，如果这根红线远低于基峰色谱图 （BPC）或总离子色谱图
（TIC），那么处理过程花费时间更长。 

有效值：该值取决于仪器。最小值是 0，最大值不超过样品中组分的最高强
度。

默认：从原始数据文件计算。
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2. Relative MS Signal Threshold （相对 MS 信号阈值）：若要设定相对 MS 信号阈
值，方便应用程序在色谱图指定点下进行离子检测，可在框内输入一个数。 

该 MS 信号阈值为色谱图指定点下要检测的离子设定最小 MS 信号。该参数定
义相对阈值丰度百分比、用于检测与同一实验中浓度更高组分共洗脱的某个组
分。

有效值：0 至 100%

默认：10%

3. Relative Analog Threshold （相对模拟阈值）：若要定义与色谱图中最大信号相
比，应用程序检测到的相对模拟阈值，可在框内输入一个值。 

仅当使用 Analog Chromatogram （模拟色谱图）选项设置找峰过程时使用这个
参数。有关设置过程的选项，参阅第 3 页上的 “ 创建流程 ”。

有效值：0 至 100%

默认：1%

4. Typical Chromatographic Peak Width （min）（典型色谱峰宽度， min）：若要设
置 LC/MS 运行中的典型色谱峰宽度 （min），可在框内输入一个值，单位是分
钟。 

该应用程序自动确定 LC/MS 实验数据文件的典型色谱峰宽度，单位是分钟，
并将该值设定为色谱图中最高峰的宽度。 

有效值：0.02 至 20 min

默认：从原始数据文件计算。 

绝对 MS
信号阈值
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5. Maximum Chromatographic Peak Width （min）（最大色谱峰宽度， min）：若要
设置 LC/MS 运行中的最大色谱峰宽度 （min），可在框内输入一个值，单位是
分钟。 

该应用程序自动设定 LC/MS 运行中的最大色谱峰宽度。它将初始值设定为最
高峰宽度和色谱图范围的几何平均数。应用程序将峰宽超过该值的任意峰看作
背景峰，而且不将此峰放入结果中。

有效值：0.05 至 50 min

默认：从原始数据文件计算。

6. Width of Gaussian Filter （Gaussian 滤波器宽度）：若要设定 Gaussian 滤波器宽度
为典型色谱峰宽的 1/n，可在此框内输入一个值。 

该应用程序使用 Gaussian 滤波器阅读 LC/MS 文件，使用运动的 Gaussian 函数计
算全扫描附近的平均值，以提高每个扫描的信噪比。设置 Gaussian 滤波器宽度
是优化每个扫描的 S/N 时的重要步骤。  

例如，数值 4 是指滤波器宽度是色谱峰宽的 40%。减少该值优化灵敏度，而增
加该值优化色谱分辨率。数值 1 代表 Gaussian 滤波器的最高灵敏度。

有效值：1 至 10

默认：3

7. Minimum Valley To Be Considered as Two Chromatographic Peaks （被视作两个色谱
峰的最小峰谷值）：若要设定被视作两个色谱峰的最小峰谷值，可在框内输入
一个值。 

有效值：5 至 99.9%

默认：80%

8. Minimum MS Peak Width （最小 MS 峰宽）：若要设置最小 MS 峰宽，单位是 
dalton，可在此框内输入一个值。 

该应用程序使用最大和最小 MS 峰宽 （单位 dalton）生成离子的同位素峰轮廓
范围。

有效值：0.5 至 100 Da

默认：4.2 Da

9. Maximum MS Peak Width （最大 MS 峰宽）：若要设置最大 MS 峰宽，单位是 
dalton，可在此框内输入一个值。

该应用程序使用最大和最小 MS 峰宽 （单位 dalton）生成离子的同位素峰轮廓
范围。

有效值：0.5 至 100 Da

默认：1.2 Da
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10. Mass Tolerance （质量数容许偏差）：若要设置不同扫描中同一离子的最大质量
数差值，可在框内输入一个值。 

Mass Tolerance （质量数容许偏差）是指不同扫描中同一离子的最大质量数差
值。该应用程序测量高分辨率和低分辨率下的该值，单位分别为 ppm 和 Da。

有效值：−0.01 至 50 ppm

默认：0.3 ppm

对齐离子

使用 Data Processing Options （数据处理选项）对话框的 Ion Alignment （离子对齐）
区域设置最大保留时间漂移。 

 若要指定最大保留时间漂移

Maximum Retention Time Shift （最大保留时间漂移）：当比较两个或更多 
LC/MS 运行时，若要设定最大保留时间漂移，单位是分钟，可在框中输入一个
值。

有效值：2 至 200 min

默认：从原始数据自动计算

测量质量数

使用 Data Processing Options （数据处理选项）对话框的 Mass Measurement （质量数
测量）区域定义处理过程中测量质量数的选项。点击 Advanced （高级）修改灰色
选项。

 若要定义如何测量质量数

1. Maximum mass （最大质量数）：若要修改某个离子的平均质量数的计算值，可
在此框内输入一个值。可以设定 LC/MS 运行中肽段或蛋白质的最大质量数。

有效值：1000 至 500000 Da

默认：30000 Da
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2. Mass Centroiding Cutoff （质量数棒状图阈值）：若要修改某个离子的平均质量
数的计算值，可在此框内输入一个值。

有效值：0 至 99%

默认：15%

识别肽段

若要定义肽段处理选项，使用 Data Processing Options （数据处理选项）对话框的 
Peptide Identification （肽段识别）区域。

 若要定义肽段选项

1. Maximum Peptide Mass（最大肽段质量数）：若要指定最大识别肽段质量数，在 
Maximum Peptide Mass （最大肽段质量数）框内输入一个值。 

当查看非还原性样品中的二硫键时，增加这个值。

有效值：500 至 20000 Da

默认：7000 Da

2. Mass Accuracy （ppm）（质量数精度， ppm）：当比较一个特定离子的理论肽段
质量数和计算质量数时，若要设置最大质量数偏差 （ppm），可在 Mass 
Accuracy （质量数精度）框内输入一个值。

有效值：1 至 2000 ppm

默认：250 ppm
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3. MS/MS：若要打开 MS/MS 列表，选择一个值以定义要处理的数据类型。

有效值：Use All MS/MS （使用全部 MS/MS）、 Use CID/HCD （使用碰撞诱导
解离 / 高能碰撞诱导解离）、 Use ETD/ECD Only （只使用电子转移解离 / 只使
用电子捕获解离）、 Ignore MS/MS （忽略 MS/MS）

默认：Use All MS/MS （使用全部 MS/MS）

4. Disulfide Bonds （二硫键）：使用该参数选择应用程序如何检索蛋白质中的二硫
键。若在消化过程中二硫键被还原，则选择 Reduced （还原的）。若没有发生
还原，二硫键保持完整，则选择 Non-Reduced （非还原的）。

有效值：Reduced （还原的）、 Non-Reduced （非还原的）

默认：Reduced （还原的）

5. N-Glycosylation （N 糖基化）：若要检索 N-Glycosylation （N 糖基化），从 
N-Glycosylation （N 糖基化）列表中选择一个值。修改糖基化参数以匹配表达
系统 （中国仓鼠卵巢 [CHO] 细胞系、人类粒细胞系或无），该系统用于目标
蛋白质。

有效值：CHO Glycan（CHO 糖基）、Human N-Glycan（人类 N 糖基）、None
（无）

默认：CHO Glycan （CHO 糖基）

6. Minimum Confidence （最小置信度）：将肽段归属报告的最低置信度水平设定
为 0 到 1 的值，最高置信度水平是 1。

有效值：0 至 1

默认：0.8

7. Max No. of Modifications/Peptide （修饰的最大数量 / 肽段）：若要指定每个肽段
上修饰的最大数量，在 Max No. of Modifications/Peptide （修饰的最大数量 / 肽
段）框内输入一个值。 

增加该数量可能显著增加处理时间。 

有效值：0 至 8

默认：1
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8. Mass Changes for Unspecified Modifications （未指定修饰的质量数变化）：若要获
得目标蛋白质的完整表征，必须识别未指定的修饰。 

若要识别未指定的修饰， PepFinder 应用程序通过用户定义的质量数变化检索与
未知肽段类似的已识别肽段序列。 

如果无法精确确定修饰位点，应用程序在修饰位点前面加一个波浪 （~）字
符，指示未指定修饰的大概位置。例如，肽段上一个未指定修饰，
~C310-57.0212 代表 Cys-310 附近 57.0212 Da 的质量数丢失，代表一次不完整的
烷基化。由于在检索中没有指定 −57.0215 Da 的丢失，该应用程序识别该质量
数丢失。

有效值：所有正负整数

默认：−58 至 162

9. Search for Amino Acid Substitutions （检索氨基酸置换）：在 Search for Amino Acid 
Substitutions （检索氨基酸置换）列表中，选择一个合适的选项： 

• 若要避免检索置换，选择 No （否）。

• 在两个氨基酸的密码子中，由 DNA 突变导致的氨基酸置换极少具有一个以
上的碱基变化，因此，若要检索 DNA 突变，选择 Single Base Change （单
个碱基变化）。选中该选项后，该应用程序显示氨基酸置换，该置换只包
括密码子的一个碱基变化。 

• 若要找出所有置换，选择 All Substitutions （所有置换）。

有效值：No （否）、 All Substitutions （所有置换）、 Single Base Change （单个
碱基变化）

默认：No （否）
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自动生成报告

数据处理完成后，可以使应用程序自动生成 Modification Summary Report （修饰总
结报告）和 Sequence Coverage Map （序列覆盖图谱）。该应用程序也可以自动保存
实验文件。

 若要自动生成报告

1. 若要在数据处理后自动生成修饰总结报告，选中 Data Processing Options （数据
处理选项）中的 Modification Summary （修饰总结）复选框。

2. 若要在数据处理后自动生成序列覆盖图谱，选中 Data Processing Options （数据
处理选项）中的 Sequence Coverage Map （序列覆盖图谱）复选框。

3. 若要自动创建和保存一个实验文件，选中 PepFinder PMF 复选框。

4. 点击 OK （确定）保存选项。

5. 当准备处理数据时，在 Main （主要）窗口中点击 Start Processing （开始处
理）。

软件开始处理数据。处理完成后，应用程序显示 Data Processing Finished （数据
处理完成）消息。

6. 点击 OK （确定）。

处理完成后，应用程序自动创建用户所选的报告，并在网页浏览器中将其打
开。该应用程序将序列覆盖图谱保存在原始数据文件所在位置，并在原始文件
名上附加 .pmf 文件后缀，包括日期和时间戳。

如果实验包括不止一个原始数据文件，该软件使用第一个 .raw 文件名命名文
件，类似于以下于 2014/6/24 5:16 pm 处理的文件： 

02.raw_140624171639.pmf

6/24/2014 at 5:16 pm

保存数据处理选项

 若要保存数据处理选项

在作出修改后，点击 OK （确定）关闭选项对话框。
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选择解卷积方法 

若要使用 Gaussian 解卷积以外的其他方法执行价态解卷积，或定义数据处理的变换
选项，以便应用程序确定单同位素质量数，可执行下列程序。

 若要定义变换选项

1. 单击右上方激活 Spectrum （质谱图）视图。

2. 在 Main （主要）窗口中，将光标移动到 Spectrum （质谱图）视图上。

3. 右击质谱图打开快捷菜单，然后选择 Transform Options （变换选项）。

Transform Options （变换选项）对话框打开。

4. 若要定义可能的最小和最大质量数，单位是 dalton，在 Mass Range （Da）（质
量数范围， Da）框内输入一个值。

有效值：0 至 400000 Da

默认：1 Da （低值） 30000 Da （高值）

5. 若要定义最小峰宽 （半峰高，包括所有同位素峰），单位 dalton，在 Min Peak 
Width （Da）（最小峰宽， Da）框内输入一个值。 

有效值：0.1 至 50 Da

默认：从原始数据文件计算，单位是 dalton

6. 若要定义最大峰宽 （包括所有同位素峰），单位 dalton，在 Max Peak Width
（Da）（最大峰宽， Da）框内输入一个值。

有效值：0.2 至 100 Da

默认：从原始数据文件计算
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7. 若要定义变换质量数定义域中数据点之间的间隔 （单位是 dalton），在 Mass 
Unit/Point （质量数单位 / 点）框内输入一个值。

有效值：0 至 200 Da

输入 0 使应用程序进行自动选择。

默认：1 Da

8. 若要设定变换质谱图信号中的最小信噪比，在 S/N Threshold （S/N 阈值）框内
输入一个值。

有效值：1.01 至 100

默认：5

9. 若要设定变换质谱图可能导出质量数的最大数量，在 Max No. of Species （组分
的最大数量）框内输入一个值。

有效值：1 至 99

默认：2

10. 若要指定原始质谱图中的质量数测量精度，在 Mass Accuracy （Da）（质量数精
度， Da）框内输入一个值。 

有效值：0.001 至 10 Da

默认：0.01 Da

11. 若要设定单个同位素峰的半峰宽 （单位 dalton）或设定质谱图分辨率，无论哪
个是常量，均可在 Isotopic Peak Width （同位素峰宽）或 Resolution （分辨率）
框内输入一个值。 

应用程序使用这个参数通过同位素峰测定价态。

有效值：0.0001 至 1e+700

默认：从原始数据文件中读取

12. 若要选择测定价态的方法，从 Charge Determined By （价态测定方法）列表中
选择一个选项。

对于完整蛋白质的低分辨数据，选择 Charge Envelope Only （仅根据价态峰分
布）选项。对于转换肽段或小分子量蛋白质的高分辨数据， Thermo Fisher 
Scientific 推荐选择 Isotope, then Charge （先根据同位素峰，再根据价态峰分
布）。

有效值：Charge Envelope Only （仅根据价态峰分布）； Charge Isotope Only
（仅根据同位素峰分布）； Charge, then Isotope （先根据价态峰，再根据同位素
峰分布）； Isotope, then Charge （先根据同位素峰，再根据价态峰分布）

默认：Isotope, then Charge （先根据同位素峰，再根据价态峰分布）
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13. 当导入新质谱图或改变选项时，若要自动开始变换，可从 Auto Transform （自
动变换）列表中选择一个选项。

有效值：On （开）、 Off （关）

默认：On （开）

14. 若要显示零电荷质量数或 MH+ 的绝对质谱图，可从 Mass Domain Charge （绝
对质量的价态）列表中选择一个选项。 

有效值：Zero-Charged （零电荷）、 Protonated （MH+）（质子化， MH+）

默认：Zero-Charged （零电荷）

载入数据文件
在打开数据文件之前，必须导入一个蛋白质序列。有关详细信息，参阅第 4 页上的
“ 添加和修改蛋白质序列 ”。若没有序列， PepFinder 应用程序执行离子检测后离子
列表中的条目没有识别信息。若执行初始离子检测以识别离子时没有导入序列，应
导入一个序列并选择 Actions （操作） > Identify All Ions （识别所有离子）。

 若要选择并载入原始数据文件

1. 在 Main （主要）窗口中点击 Load Data Files （载入数据文件）打开浏览窗口。

2. 浏览到保存文件的位置，然后选择 Thermo 原始数据文件进行处理。

按下 CTRL 或 SHIFT 键选择所有原始数据文件同时进行分析。 

3. 点击 Open （打开）。
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4. 应用程序打开文件后，查看 Ion List （离子列表）视图右侧显示的色谱图。 

如果红线低于一般噪声水平，在处理前适当增加峰检测值。

处理数据

 若要开始处理数据

1. 从 Main （主要）窗口的第一个 Task （任务）列表定义实验任务。

默认任务是 Find All Ions in the Run（找到该运行中的所有离子）。离子列表中显
示每个离子的信息，包括保留时间、m/z、MS 峰面积、电荷等。根据第 33 页上
的 “ 为离子列表设置显示选项 ” 中的说明自定义离子列表中的信息。

如果将一个项目设定为 Task （任务）列表中的非默认指定选项，然后关闭该应
用程序，则用户必须在重新打开实验查看数据之前，将 Main （主要）窗口 
Task （任务）选项重置为指定选项 （例如， Find All Ions in the Run [ 找到该运
行中的所有离子 ] ）。 

可以执行其他任务：

• Find all Ions in the Run （找到该运行中的所有离子）：将多个价态组合为一
个条目。

• Find Peaks in the Total Ion Chromatogram （找到总离子色谱图中的峰）：检测
总离子色谱图中的峰，解卷积谱图，并识别这些峰主要离子的 MS/MS 质谱
图。

• Find Peaks in the Base Peak Chromatogram（找到基峰色谱图中的峰）：检测基
峰色谱图中的峰，解卷积谱图，并识别这些峰主要离子的 MS/MS 质谱图。

• Find Peaks in the Analog Chromatogram （找到模拟色谱图中的峰）：检测模拟
色谱图中的峰。

• Find all Ions with MS/MS （找到具有二级质谱图的所有离子）：检测具有二
级质谱图的所有离子。 
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2. 从第二个 Task （任务）列表限制检索：

• 若要比较所有选中文件中的离子，选择 Compare Files （比较文件）。

• 若要单独处理文件，选择 Process Files Separately （单独处理文件）。

• 若要处理当前显示文件，选择 Process Current File Only （仅处理当前文
件）。

3. 若要开始处理文件，点击应用程序 Main （主要）窗口内的 Start Processing
（开始处理）。

若要查看任意时间点的处理状态，点击 Update Results （更新结果）。可以根据
需要随时点击该按钮。该应用程序更新离子列表，反映出最新检测并识别的离
子。可以点击列表中的离子查看已经识别的 MS/MS 质谱图。

当需要停止最耗时的任务时，点击工具栏上的 Stop Processing （停止处理）图
标 （ ）。该应用程序仍在离子列表中显示当前处理状态。
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解析结果
在该应用程序解析完成后 （每个大约需 5 至 10 分钟，取决于处理计算机），显示
一个离子列表，窗口左侧是识别离子和置信度值，右侧是选中离子的 
Chromatogram （色谱图）和 Spectrum （质谱图）视图。 

对于查看和修改结果的信息，参阅第 2 章， “ 在 Main （主要）窗口中处理结果 ”。 

保存实验结果
在该应用程序已完成实验处理，而且用户已经修改数据后，使用以下步骤保存结
果。应用程序将该文件另存为一个 PMF 文件。若要在处理后使软件自动保存实验
结果，选中 Data Processing Options （数据处理选项）对话框中的 PepFinder PMF 复
选框。有关详细信息，参阅第 19 页上的 “ 自动生成报告 ”。 

 若要保存实验结果

1. 若要在新名称下保存文件，可选择 File （文件） > Save As （另存为）。

2. 点击 OK （确定）。

– 或 –

• 若要覆盖该实验的旧文件，可选择 File （文件） > Save （保存）。

Spectrum（质谱图）视图

Chromatogram（色谱图）视图

离子列表视图
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2

在 Main （主要）窗口中处理结果

PepFinder 应用程序完成数据处理后，在 Main （主要）窗口中显示处理信息。

Main （主要）窗口包括三个视图区域 （参阅下一页上的图）。左侧视图显示离子
列表。其他两个视图显示色谱图和质谱图。使用色谱图和质谱图视图手动分析数据
（类似于 Xcalibur™ Qual Browser [Xcalibur™ 定性浏览器 ] 应用程序）。 

目录

• 在 Main （主要）窗口中查看结果

• 编辑 Main （主要）窗口内容

• 使用 De Novo 测序识别组分

• 处理实验结果
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若要访问 PepFinder 应用程序菜单的一些命令，必须在特定区域中进行，比如 Main
（主要）窗口的 Spectrum （质谱图）视图。 

 若要激活一个区域

执行下列操作之一：

• 点击右上角的方框。这个方框变绿，应用程序会相应地改变菜单选项。

– 或 –

• 选择一个目标，或将光标置于要激活的区域。 

Spectrum（质谱图）视图

Chromatogram（色谱图）视图

离子列表视图

绿色方框
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在 Main （主要）窗口中查看结果

 若要打开 Sequence （序列）窗口

选择 View （视图） > Sequence Window （序列窗口），或点击 。

 若要打开肽段 MS/MS Spectrum （MS/MS 质谱图）窗口

选择 View （视图） > MS/MS Window （MS/MS 窗口），或点击 。

 若要显示或隐藏工具栏

选择 View （视图） > Toolbar （工具栏）。

 若要显示或隐藏状态栏

选择 View （视图） > Status Bar （状态栏）。

 若要显示仪器方法

1. 若要查看仪器方法，点击离子列表视图将其激活。

2. 选择 View （视图） > Instrument Method （仪器方法）。
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编辑 Main （主要）窗口内容
若要查看 Ion List （离子列表）视图、 Chromatogram （色谱图）视图和 Spectrum
（质谱图）视图中的结果数据，可执行以下程序。

• 处理 Ion List （离子列表）视图

• 处理 Chromatogram （色谱图）视图

• 处理 Spectrum （质谱图）视图

处理 Ion List （离子列表）视图

若要在 Ion List （离子列表）视图内检索和修改，可执行以下程序。

• 复制离子列表

• 检索离子列表

• 查看和修改指定离子

• 为离子列表设置显示选项

复制离子列表

 若要将某个项目的离子列表复制到 Clipboard （剪贴板）

1. 在 Main（主要）窗口中打开该项目，并选择 Edit（编辑） > Copy Ion List（复
制离子列表）。

该应用程序将离子列表复制至 Clipboard （剪贴板）。

2. 打开一个文件并将列表粘贴进去。

3. 保存文件。
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检索离子列表

 若要检索离子列表

1. 从查看显示上选择 Actions （操作） > Search Ion List （检索离子列表）显示 
Search Ions List （检索离子列表）对话框。

使用该对话框检索离子列表，寻找具有特定属性的离子。 

2. 输入子离子的 m/z 值，数值之间由逗号分隔开 （例如， 345.6,789.1,345.7）。 

该应用程序在保留时间后面标记已识别的离子。

3. 输入单同位素质量数和平均质量数。

4. 点击 OK （确定）开始检索。
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如果找到匹配，应用程序会在时间右侧放上 >>。

查看和修改指定离子

 若要查看特定离子信息

1. 在离子列表中双击离子保留时间，显示 About the Ion （关于离子）对话框。

2. 若要修改电荷和质量数，在对应框内输入一个新值。

还可以在 Peptide （肽段）区域内增加、修改或删除信息。

3. 单击 OK （确定）保存更改并关闭对话框。 
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 若要识别离子

1. 若要手动处理单个离子，右击目标离子的保留时间，打开快捷菜单。 

该应用程序在色谱图中用绿色高亮显示离子位置。 

2. 选择 Identify/Re-identify This Ion （识别 / 重新识别该离子）。 

该应用程序定义离子列表中 Identification （识别）列的分子式。

当选择 Start Processing （开始处理）处理实验时，该应用程序根据所有可用信
息识别肽段，包括所有文件中同一离子的 MS/MS 信息，同一肽段不同价态的 
MS/MS 数据等。 

但是，当选择 Identify/Re-identify This Ion （识别 / 重新识别该离子）时，应用
程序只查看特定文件中所选母离子的 MS/MS 信息。若该离子没有 MS/MS 数
据，则其置信度分数会改变或者彻底消失。 

 若要从 Identification （识别）域移除数据

1. 选择离子保留时间。

2. 右击并选择 Remove Identification （移除识别）。

应用程序移除该信息。

为离子列表设置显示选项

若要修改离子列表内的显示选项，并对离子列表排序，可执行以下程序。

• 若要查看离子列表

• 若要对离子列表中的离子排序

• 若要选择离子属性



2 在 Main （主要）窗口中处理结果
编辑 Main （主要）窗口内容

34 PepFinder 用户手册 Thermo Scientific

• 若要修改范围显示

• 若要定量特定离子内的降解

• 若要定量结果文件内的降解

 若要查看离子列表

1. 若要更新 Chromatogram （色谱图）视图、 Spectrum （质谱图）视图、 MS/MS 
窗口和 Sequence （序列）窗口上的离子，并点击保留时间。   

为所选离子 （匹配过滤器和背景扣除）的信噪比优化 Spectrum （质谱图）视
图中显示的质谱图。

2. 若要显示更多离子信息，双击保留时间。 

可以编辑某些域。

3. 若要对单个离子进行归属，右击保留时间并从快捷菜单中选择 Explore Possible 
Peptides （查找可能的肽段）。 
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 若要对离子列表中的离子排序

1. 若要查看 Main （主要）窗口中的离子排序选项，选择 Options （选项） > 
Display Options （显示选项） > Sort Ions By... （离子排序按照 ......）

也可以使用每列顶部的排序按钮按照离子属性对离子列表进行排序。点击离子
列表中的任意条目的保留时间，查看色谱图中离子的位置，离子的全扫描质谱
图及其解卷积质谱图。

2. 从列表选项中选择。

• 若要按质荷比对离子列表排序，可选择 m/z。

• 若要对离子列表峰高排序，可选择 MS Peak Height （MS 峰高）。

• 若要对离子列表峰面积排序，可选择 MS Peak Area （MS 峰面积）。

• 若要对离子列表质量数排序，可选择 Mass （质量数）。

• 若要按离子位置从 N 到 C 对离子列表进行排序，可选择 Identification （识
别）。 

• 若要按置信度从高到低对离子列表进行排序，可选择 Confidence （置信
度）。

• 若要列出标记的离子，可选择 Flag （标记）。

当 MS 峰面积明显不同时，该应用程序标记来自不同文件的同一离子。
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 若要选择离子属性

1. 若要查看 Main （主要）窗口中的离子排序选项，选择 Options （选项） > 
Display Options （显示选项） > Select Ion Properties to Display （选择要显示的
离子属性）。

Select Ion Properties to Display （选择要显示的离子属性）对话框打开。可以选择
该应用程序要显示的属性。

2. 选择要在 Ion List （离子列表）视图中显示的特性，并清除要隐藏的特性。

3. 点击 OK （确定）。

 若要修改范围显示

1. 选择一个离子保留时间并在 Spectrum （质谱图）视图中点击绿色方框。

2. 若要显示范围对话框，右击质谱图并选择 Mass Range （质量数范围）。

该应用程序显示 Mass Range Information （质量数范围信息）对话框。 

3. 在合适的区域内输入范围起始和结束值。

4. 点击 OK （确定）。
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 若要定量特定离子内的降解

1. 若要定量脱酰胺后残基的降解量，右击离子保留时间并选择 Quantify 
Deamidation （定量脱酰胺）。

2. 选择一个未修饰的肽段，即只包括碱基序列信息 （无黏附）的肽段，包括 N 
或者 Q。

该应用程序将数据写入文本文件，并将其保存在标准 PepFinder 文件位置中。
该文件名称包括原始数据文件名、肽段序列和价态。

 若要定量结果文件内的降解

若要定量脱酰胺后生成残基的降解量，可选择 Actions （操作） > Quantify 
Deamidation/Isomerization （定量脱酰胺 / 同分异构）。

如下例所示，应用程序将每个肽段的数据写入文本文件，并将其保存在标准 
PepFinder 文件位置中。该文件名称包括原始数据文件名、肽段序列和价态。
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处理 Chromatogram （色谱图）视图 

若要在 Chromatogram （色谱图）视图内修改，可执行这些程序。

• 若要截取色谱图

• 若要修改 Chromatogram （色谱图）视图

• 若要恢复色谱图的完整范围

• 若要标记峰

 若要截取色谱图

1. 选择离子保留时间。

若要截取色谱图，将显示范围缩减成一个合适的区域。截取色谱图后，该应用
程序不处理任何已识别有效区域以外的任何信息。

2. 将显示窗口缩小为要处理的宽度。

3. 选择 Edit （编辑） > Truncate Chromatogram （截取色谱图）。

该应用程序显示一个警告：

4. 点击 Yes （是），截取所有打开文件中的色谱图。 

若要重置色谱图，参阅 “ 若要恢复色谱图的完整范围 ”。
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 若要修改 Chromatogram （色谱图）视图

点击右上角的方框激活该区域，选择下列选项之一修改该区域。

• 若要缩放色谱图，可拖曳激活的区域。双击使色谱图返回原始尺寸。

• 若要显示所选时间范围的平均质谱图，点击 Spectrum （质谱图）视图的绿
色方框，并在激活的 Spectrum （质谱图）视图上方拖动光标。当在单离子
色谱图 （SIC）中拖动光标时，该应用程序为最佳离子信噪比应用一个匹
配的过滤器，并自动调整模拟信号和 MS 信号之间的时间延迟。

• 右击打开一个快捷菜单，在此可以选择要显示的色谱图类型，从 Clipboard
（剪贴板）粘贴一个外部色谱图等。 

 若要恢复色谱图的完整范围

1. 选择离子保留时间。

2. 选择 Edit （编辑） > Reset Chromatogram to Full Range （将色谱图重置为完整
范围）。
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 若要标记峰

1. 若要在 Main （主要）窗口中选择峰标签的方法，点击上方质谱图视图的绿色
方框将其激活，或点击下方质谱图视图的黑色方框将该视图激活。

2. 选择 Options （选项） > Display Options （显示选项） > Peak Label （峰标
签）。

3. 从 Peak Top （峰顶）或 Centroid （棒状图）选择，并点击 OK （确定）修改标
签。

该应用程序将正确的峰标签放在峰上。

修改色谱图选项

使用该部分的程序修改色谱图显示或值。

• 若要选择要显示的色谱图类型

• 若要定义时间范围

• 若要修改标签上的字体大小或样式

• 若要在色谱图上添加标签

 若要选择要显示的色谱图类型

1. 选择离子保留时间并右击 Chromatogram （色谱图）窗口。 

可以在结果窗口中选择查看一个或多个色谱图类型。

点击激活。

点击激活。
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2. 选择 Select Chromatogram （选择色谱图）显示色谱图选项。

3. 选择一个或多个色谱图选项。 

该色谱图窗口一次最多显示 6 个选项。可以查看指定组分的 SIC，并查看检测
到的所有组分。处理得到最可靠信息之后，立刻执行下列步骤。

选中下列选项的对应复选框：

• 单离子色谱图 （SIC）

• 总离子色谱图 （TIC）

• 基峰色谱图 （BPC）

• 质谱仪接收的模拟信号 

• 移除了背景离子和弱信号离子 （低于阈值）的 TIC

• 移除了背景离子和弱信号离子 （低于阈值）的 BPC 
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4. 点击 OK （确定）显示做出的选择。
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 若要定义时间范围

1. 选择离子并右击色谱图窗口。 

2. 选择 Time Range （时间范围）显示 Range （范围）对话框。

3. 输入一个新的时间范围 （开始或结束，或两者）并点击 OK （确定）。

 若要修改标签上的字体大小或样式 

1. 选择离子保留时间并右击色谱图窗口。 

2. 选择 Font （字体）显示字体选项。

3. 从显示的字体、字体样式和大小中选择。 

4. 点击 OK （确定）。
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 若要在色谱图上添加标签 

1. 选择离子保留时间并右击色谱图窗口。 

2. 选择 Label （标签）显示标签选项列表。

3. 选择 Retention Time （保留时间）、 Mass （质量数）或 Peptide （肽段），以在
色谱图上显示其标签。 

当选择 Peptide （肽段）时，该应用程序将星号 （*）放在所有已修饰组分的标
签旁边，将加号 （+）放在非特定肽段的旁边。

复制色谱数据

 若要复制色谱数据进行比较或替换另一个色谱图

1. 右击色谱图窗口，然后选择 Copy Chromatogram Data （复制色谱数据）。 

2. 选择要修改的离子保留时间，并选择 Paste External Chromatogram （粘贴外部
色谱图）。

如果粘贴的色谱图和所选离子是一个类型，则粘贴的色谱图替换离子色谱图。
如果是不同类型的色谱图，则应用程序在色谱图窗口中显示两者。
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复制色谱图

 若要复制色谱图用于外部显示

1. 右击显示单个色谱图的窗口，并选择 Copy Chromatogram Image （复制色谱
图）。 

2. 打开第三方软件并将色谱图粘贴进去。

使用该功能将色谱图复制粘贴到第三方软件，用于报告或记录。可以标记含识
别肽段的色谱图 （参阅第 44 页上的 “ 若要在色谱图上添加标签 ”）。但是，该
功能只处理基峰色谱图，不会复制单离子色谱图。 

该功能可用于所有色谱图类型，只要只显示一个色谱图。 

处理 Spectrum （质谱图）视图

PepFinder Main （主要）页面的 Spectrum （质谱图）视图的底部质谱图显示横坐标
为 m/z 的质谱图。顶部质谱图显示横坐标为质量数的质谱图。使用工具栏中的移动
图标 [ ] 移动两个区域，并通过移动角上的方框调节尺寸。

当通过 Main （主要）窗口中的 MS/MS Data （MS/MS 数据）菜单载入一些质谱图
时，按下 UP 和 DOWN 箭头键查看这些质谱图。

当每次点击 Main （主要）窗口的离子列表中某个条目的保留时间时，该应用程序
自动更新 MS/MS 窗口。窗口中自动显示的二硫键只是该应用程序的一个示例，不
一定是正确的键。还可以从任意 MS 数据系统中将强度列表手动复制到 Clipboard
（剪贴板），并将质谱图粘贴到 MS/MS 窗口中进行分析。 

• 修改 Spectrum （质谱图）视图

• 修改质谱图信息
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修改 Spectrum （质谱图）视图

使用该部分的程序修改 Spectrum （质谱图）视图。

• 若要查看质谱图组分值

• 若要放大质谱图

• 若要显示全扫描质谱图

• 若要显示所有文本对象

• 若要在已显示质谱图中显示离子峰列表

• 若要查看质谱图的特定质量数范围

• 若要更改质谱图线宽

• 若要复制质谱图进行比较

• 若要打印 Spectrum （质谱图）视图

 若要查看质谱图组分值

选择一个保留时间条目，以便查看质谱图。
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 若要放大质谱图

1. 点击 Spectrum （质谱图）视图使其成为当前视图。

2. 沿着目标区域拖曳光标，放大质谱图。

 若要显示全扫描质谱图

1. 若要缩小 Spectrum （质谱图）视图，先使 Spectrum （质谱图）视图成为当前
视图。

2. 选择 View （视图） > Full Scan （全扫描）。

 若要显示所有文本对象

1. 若要显示所有文本对象，包括隐藏的文本，先激活 Spectrum （质谱图）视图。

2. 选择 View （视图） > Show All Texts （显示所有文本）。 

 若要在已显示质谱图中显示离子峰列表

1. 激活 Spectrum （质谱图）视图。

2. 选择 View （视图） > Peak List in the Spectrum （质谱图中的峰列表）。
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 若要查看质谱图的特定质量数范围

1. 选择离子保留时间。

2. 在 MS/MS 窗口中右击质谱图并选择 Mass Range （质量数范围）。

Range （范围）对话框打开。

3. 输入质量数范围。

4. 点击 OK （确定）修改质量数范围。

 若要更改质谱图线宽

1. 若要修改质谱图上的线宽以方便查看，右击并选择 Line Width （线宽）。 

2. 在该对话框中输入一个值，然后单击 OK （确定）。

该应用程序将质谱图显示修改为新的线宽。 

 若要复制质谱图进行比较

1. 在质谱图视图中，选择一个离子保留时间。

2. 选择一个扫描图，右击并选择 Copy Spectrum （复制质谱图）。 

 若要打印 Spectrum （质谱图）视图

1. 右击该质谱图。

2. 选择 Print （打印）。

修改质谱图信息

根据需要使用以下程序。

• 若要修改 Spectrum （质谱图）视图

• 若要在 Spectrum （质谱图）视图中添加文本

• 若要截取质谱图

• 若要显示剩余的质谱图

更粗的线宽 
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• 若要平滑原始质谱图

• 若要识别该质谱图对应的肽段

• 若要修改质谱图标题

• 若要从质谱图创建质量数列表

• 若要导出主要或辅助质谱图的强度列表

 若要修改 Spectrum （质谱图）视图

点击右上角的方框激活该区域，使用下列选项之一：

• 若要放大视图，在质谱图上拖动光标。 

• 若要返回原始质谱图，双击 Spectrum （质谱图）视图。

• 若要显示所选范围的 SIC，在当前色谱图区域拖动光标。

• 右击打开一个快捷菜单，在此可以修改转换选项，显示缩放扫描等。参阅
第 89 页上的 “ 在 MS/MS 窗口中修改 Spectrum （质谱图）视图 ”。

 若要在 Spectrum （质谱图）视图中添加文本

1. 点击工具栏上的 Insert Text （插入文本）图标 （ ）。 

2. 双击文本进行编辑，或拖动文本进行移动。

3. 若要修改某个区域的字体，右击该区域并从快捷菜单中选择 Font （字体）。

4. 选择字体选项并单击 OK （确定）。

5. 若要隐藏插入的字体，右击该文本并选择 Hide （隐藏）。
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 若要截取质谱图

1. 选择 Edit （编辑） > Truncate Spectra （截取质谱图）。

Range （范围）对话框打开。

2. 修改范围值，以显示目标区域。

3. 若要截取所有质谱图，点击确认对话框内的 OK （确定）。 

 若要显示剩余的质谱图

1. 在 Spectrum （质谱图）视图内的解卷积完成后，激活 Spectrum （质谱图）视
图。

2. 选择 View （视图） > Residual Spectrum （剩余的质谱图）在 Spectrum （质谱
图）视图底部显示剩余的质谱图。 

 若要平滑原始质谱图

如果文件中的质谱图是轮廓图模式，要执行全扫描质谱图的三点 boxcar 平滑，
选择 Actions （操作） > Smooth Original Spectrum （平滑原始质谱图）。
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 若要识别该质谱图对应的肽段

1. 若 Sequence （序列）窗口中提供了蛋白质序列，点击 MS/MS 图标（ ）打开 
MS/MS 窗口。

2. 选择 Actions （操作） > Identify the Peptide （识别肽段）显示 Possible Peptides
（可能的肽段）对话框。 

3. 单击 OK （确定）关闭对话框。

4. 若要将具有二硫键的肽段包括在实验结果中，在 Data Processing Options （数据
处理选项）对话框中将 Disulfide Bonds （二硫键）选项设定为 Non-Reduced
（非还原的）。 

有关设置数据处理选项的详细信息，参阅第 10 页上的 “ 修改 Data Processing 
Options （数据处理选项） ”。 
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若要观察低丰度离子并以平方根或对数刻度显示质谱图，右击该质谱图并选择 
Select Intensity Scale （选择强度刻度）。

有关 Transform （变换）选项的信息，参阅第 20 页上的 “ 选择解卷积方法 ”。

 若要修改质谱图标题

点击 Spectrum （质谱图）视图使其成为当前视图。

• 若要修改标题，点击标题区域。

– 若要隐藏标题，右击并选择 Hide （隐藏）。

– 若要删除标题，右击并选择 Delete （删除）。

• 若要修改字体，右击并选择 Font （字体）。

在选择字体信息后，点击 OK （确定）。
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 若要从质谱图创建质量数列表

1. 右击 Spectrum （质谱图）视图，然后选择 Copy Mass List （复制质量数列
表）。 

应用程序将质量数列表信息 （包括 m/z 和强度）复制到 Clipboard （剪贴板）。 

2. 打开一个文本文件并将该列表粘贴进去。

3. 保存质量数列表文件。

 若要导出主要或辅助质谱图的强度列表 

1. 选择 File （文件） > Export ion List （导出离子列表）将离子列表复制到文本文
件中，以便采用其他应用程序绘图。

浏览框打开。

2. 选择一个文件位置并命名文件。

3. 点击 Save （保存）。
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使用 De Novo 测序识别组分
如果在处理时有未识别的组分，或有可能不在 FASTA 文件中的组分，可以使用 
de novo 测序进行识别。 De novo 测序不兼容 ETD 数据。

• 若要定义 de novo 测序的处理参数

• 若要对 Main （主要）窗口上的单个组分执行 de novo 测序

• 若要在 MS/MS 窗口中查看单个组分的 de novo 结果

• 若要对离子列表中的所有离子执行 de novo 测序

设置 De Novo 测序

 若要定义 de novo 测序的处理参数

1. 选择 Actions （操作） > De Novo Sequencing （De Novo 测序）显示 De Novo 
Sequencing （De Novo 测序）对话框。

2. 若要指定母离子单同位素质量数，在 Mono-isotopic Mass （单同位素质量数）
框内输入一个值。 

若要使测序更可靠，设定该值和真实质量数相差不超过 0.5 Da。应用程序通常
提供了该值。当执行 de novo 测序识别多个肽段时，应用程序使用该值定义最
重的肽段进行测序。

3. 若要指定肽段的价态，在 Charge （价态）框内输入一个值。 

De novo 测序只适用于 1 和 4 之间的价态。
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4. 若要指定可能的 N 端和 C 端残基，在合适框内指定它们。 

例如，如果肽段来源于蛋白质的胰蛋白酶解，将 C 端设定为 KR ；否则，将其
留为空白。

5. 若要指定花费多大力气进行 de novo 测序，可在 De Novo Sequencing Effort
（1–10）（De Novo 测序工作量， 1–10）框内输入一个值。选择 5 作为一个好的
起点。

6. 若要指定每个测序任务上花费的最多时间，在 Maximum Sequence Evaluation 
Time （序列评估最多时间）框内输入一个值。大部分任务可选择 60 秒。 

对于分子量大的肽段 （超过 1500 Da），可以设定更长时间。

7. 在 Other Options （其他选项）下面指定是否希望算法区分 K/Q 或 I/L。 

该算法在某种程度上可以区分 I/L，但是可靠性不佳。 K/Q 的区分更加可靠。

 若要定义包括在 de novo 测序内的非常见或修饰氨基酸

1. 在 De Novo Sequencing （De Novo 测序）对话框的底部，点击 Select Amino 
Acids （选择氨基酸）以定义包括的氨基酸。 

2. 若要将氨基酸添加至右侧列表中，在左侧框内选择一个名称，然后点击 Add
（添加）。 

3. 若要移除某一氨基酸，在右侧列表中选择其名称，然后点击 Remove （移除）。

4. 点击 OK （确定）。

De novo 测序结果通常显示在文本窗口中。最佳序列显示在最上面一行，后面
是每个残基的位置置信度 （1–9 代表 10–90%）。



2 在 Main （主要）窗口中处理结果
使用 De Novo 测序识别组分

56 PepFinder 用户手册 Thermo Scientific

 若要对 Main （主要）窗口上的单个组分执行 de novo 测序

1. 右击离子列表中的某个离子保留时间。 

2. 选择 De Novo Sequencing （De Novo 测序）。

该应用程序在 Identification （识别）列中显示结果，并提供一个置信度分数。
如果没有 MS/MS 数据，应用程序不会创建置信度分数。双击保留时间查看离
子详细信息。

 若要在 MS/MS 窗口中查看单个组分的 de novo 结果

1. 在 Main （主要）窗口中选择某组分的保留时间。

2. 右击并选择 De Novo Sequencing （De Novo 测序）。

应用程序打开 De Novo Sequencing （De Novo 测序）对话框。

3. 点击 OK （确定）开始检索。

应用程序显示一个进度条。 

注释  可以点击单个离子，或从 Main （主要）窗口的离子列表直接选择该
离子进行 de novo 测序，或者从 MS/MS 窗口显示的质谱图中直接选择离子
进行测序（参阅第 99 页上的 “ 若要对 MS/MS 窗口的单个组分执行 de novo 
测序 ”）。若要定义 de novo 测序参数，参阅第 54 页上的 “ 设置 De Novo 测
序 ”。
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4. 进度完成后，点击  打开 MS/MS 视图。 

应用程序对离子加注释，如下图所示。

使用 De Novo 测序识别多个离子 

 若要对离子列表中的所有离子执行 de novo 测序

1. 在 Main （主要）窗口中，打开一个缺少离子识别信息的文件。

2. 选择 Actions （操作） > De Novo Sequencing （De Novo 测序）。 

应用程序显示一个进度条，完成后将结果显示在 Peptide （肽段）列内。 用户可
以导出结果以进行 MSBlast 检索，该检索通过序列相似性识别蛋白质。有关导
出结果到 MSBlast 的更多信息，参阅第 61 页上的 “ 生成 MSBlast 文件 ”。

处理实验结果

使用本部分中的程序显示和导出实验结果。

• 导出离子列表

• 为所有文件导出离子列表

• 生成文件导出实验数据

• 创建序列覆盖图谱

• 创建修饰总结
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导出离子列表

使用下列程序导出离子列表。

 若要将离子列表导出到文本文件

1. 选择 File （文件） > Export Ion List （导出离子列表）打开一个浏览框。

2. 浏览到目标位置并为离子列表文件输入一个名称。

3. 若要显示和保存文件，点击 Save （保存）。

所创建的列表类似于这个。

4. 若要打开保存的文件，右击该文件并选择 Open With （打开方式）。

5. 选择文本编辑器，然后点击 Open （打开）。

为所有文件导出离子列表

若要比较打开项目中所有文件的离子列表，将它们导出到文本文件中。

 若要导出打开项目中所有文件的离子列表

1. 选择 File （文件） > Export Ion List （导出离子列表）打开一个浏览框。 

2. 命名离子列表并点击 Save （保存）关闭此框。 
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生成文件导出实验数据

一般，使用 PepFinder 软件作为检索工具，使用该应用程序的预测性 MS/MS 检索功
能处理和识别具有未知修饰的样品。在很多情况下，只有 PepFinder 应用程序可以
识别序列非常困难以及其他软件会遗漏的肽段。列出唯一或重要肽段后，用户或许
想要监测更多样品中的这些肽段，或了解大量样品中这些肽段的绝对量。 

若要创建可以导入 Mascot、 PinPoint、 Chromeleon 或 MSBlast 应用程序的文件，使
用以下程序。

• 生成 Mascot 文件

• 生成 PinPoint 文件

• 生成 MSBlast 文件

• 生成 Chromeleon 文件

生成 Mascot 文件

根据原始数据文件生成离子或组分之后，可以生成 Mascot 检索引擎用来查找结果
的 Mascot Generic Format （MGF）文件。 

 若要导出 Mascot MGF 文件离子列表 

1. 在 PepFinder 应用程序中打开一个已处理的实验。

2. 选择 Export （导出） > Create Mascot (mgf ) File （创建 Mascot [mgf] 文件）打
开一个浏览框。

3. 命名文件并提供一个 .mgf 文件名后缀。

4. 创建文件后，访问 Mascot 服务器并提供所需信息。

5. 浏览选择新创建的 MGF 文件。

6. 在 Mascot 应用程序中点击 Start Search （开始检索）。
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生成 PinPoint 文件

采用 PepFinder 应用程序处理数据文件后，可以将识别的肽段导出到文件中。该文
件可以直接导入 PinPoint 应用程序进行目标定量分析。由于 PepFinder 应用程序只
进行相对定量，必须使用 PinPoint 应用程序或类似工具进行绝对定量。若要对识别
肽段进行绝对定量分析，使用 PinPoint 应用程序读取肽段序列，并使用 PepFinder 
应用程序为已识别肽段创建一个 SRM （目标 MS/MS）工作流程。然后使用 SRM 
实验监测这些肽段，以便测定样品组中任何已识别组分的绝对量。 

 若要创建实验文件导入 PinPoint

1. 在 PepFinder 应用程序中打开一个已处理的实验。

2. 选择 Export （导出） > Create PinPoint (txt) File （创建 PinPoint [txt] 文件）打
开一个浏览框。

3. 命名文件并点击 OK （确定）。

4. 将该文件导入 PinPoint 应用程序，如下：

a. 打开 PinPoint 应用程序。

b. 选择 File （文件） > Open （打开）。

c. 浏览选择 PinPoint 文件 Pinpoint for PepFinder_Import_Template.vws，并点
击 Open （打开）。

从 PepFinder 硬盘或从 OMICS 门户网站 （http://portal.thermo-brims.com）下
载文件 PepFinder_Import_Template.vws。将该文件用作导入实验的模板。它
包括 PepFinder 应用程序中列出的所有固定修饰，因此可以使用 PepFinder 
结果检索固定修饰。当使用该文件时，导入后将实验另存为其他名称。

d. 在 PinPoint 应用程序中，选择 Protein/Peptide Management （蛋白质 / 肽段
管理） > Add Proteins/peptides （添加蛋白质 / 肽段），然后选择 From 
Spectral Library （从质谱图库）。

Spectral Libraries （质谱图库）对话框打开。

e. 选择 Add Library （添加库）。

f. 浏览至新创建的 Export to Pinpoint.txt 文件并选择将其打开。

g. 点击 OK （确定）继续。

h. 点击 Apply Library （应用库）和 Close （关闭）。

应用程序显示一条消息。

http://portal.thermo-brims.com
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i. 点击 OK （确定）。

PinPoint 应用程序在主框内显示两个蛋白质。 

j. 选中蛋白质描述左侧的复选框以选中两个蛋白质。

k. 点击 Add Proteins/Peptides （添加蛋白质 / 肽段）。 

可能需要几秒钟。

生成 Chromeleon 文件

当使用 Chromeleon 应用程序监测和执行绝对定量实验时，采用 PepFinder 应用程序
按照以下程序创建备用文件。

 若要生成离子列表的 Chromeleon 文件 

1. 在 PepFinder 应用程序的 Main （主要）窗口中打开一个已处理的实验。

2. 选择 Export （导出） > Create Chromeleon (csv) File （创建 Chromeleon [csv] 文
件）打开一个浏览框。

3. 浏览到一个位置，命名新文件然后点击 OK （确定）。

生成 MSBlast 文件

使用以下程序创建一个与 MSBlast 兼容的文本文件，以便检索结果，进行识别和查
找唯一结果。

 若要导出离子列表的 MSBlast 文件

1. 在 PepFinder 应用程序的 Main （主要）窗口中打开一个已处理的实验。

2. 选择 Export （导出） > Create MSBlast (txt) File （创建 MSBlast [txt] 文件）打开
一个浏览框。

3. 创建文件后，访问 MSBlast 服务器并提供所需信息。

4. 浏览并选择新文件然后点击 OK （确定）。

5. 转至 http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/index.html。

6. 打开 MSBlast.txt 文件。

7. 右击并选择 Select all （选择全部）和 Copy （复制）。 

8. 将该信息粘贴到网站的 Enter below your sequence … （在下方输入你的序列 ……）
空间上。 

9. 点击 Submit Query （提交问题）。

http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/index.html
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创建序列覆盖图谱 

使用该程序创建一个 HTML 文件，显示当前 Main （主要）窗口中数据的序列覆盖
图谱报告，该主窗口中显示了蛋白质序列覆盖百分比。可以在 Web （网络）浏览
器或 Excel™ 电子表格中打开已创建的 HTML 文件。 PepFinder 应用程序为每个肽段
标记保留时间，以不同颜色标记肽段强度 （红色、黄色、绿色和青色），红色和青
色分别表示最大和最小强度。若要在处理数据后自动创建一个序列覆盖图谱，参阅
第 19 页上的 “ 自动生成报告 ”。

 若要创建序列覆盖图谱

1. 选择 File （文件） > Create Sequence Coverage Map （创建序列覆盖图谱）显示
此对话框。 

2. 指定每行的残基数。

有效值：2 至 500

默认：50

3. 定义最小峰面积。

有效值：0 至 1e+006

默认：0

4. 指定最小置信度水平。

有效值：0 至 1

默认：0.8

5. 定义最大肽段质量数。

有效值：100 至 100000

默认：8000
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6. 点击 OK （确定）显示序列覆盖图谱，正如下面 mAb 实验的例子。
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创建修饰总结

若要创建当前 Main （主要）窗口中数据的 HTML 修饰总结报告，该窗口显示所有
检测到的修饰的丰度，可创建一个修饰总结。若要在处理数据后自动创建修饰总
结，参阅第 19 页上的 “ 自动生成报告 ”。

 若要创建修饰总结

1. 选择 File （文件） > Create Modification Summary （创建修饰总结）。

Modification Summary Options （修饰总结选项）对话框打开。

2. 若要定义肽段的最高修饰百分比，在 Peptides: Top （肽段：最高）框中输入一
个 1 到 100 之间的值。

3. 若要定义价态的最高修饰百分比，在 Charge States: Top （价态：最高）中输入
一个 1 到 100 之间的值。

4. 若要指定显示的最小修饰水平，在 Minimum Modification Level （最小修饰水
平）框内输入一个 1 到 100 之间的值。

应用程序使用下列方程计算总结中修饰的相对峰面积百分比。

相对修饰峰面积 %
所有有关肽段的峰面积总和

 （原形 + 所有修饰形式）

× 100=
修饰肽段的峰面积
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5. 点击 OK （确定）创建一个与下表类似的报告。
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3

在 Sequence （序列）窗口中查看结果

使用 Sequence （序列）窗口输入或粘贴蛋白质序列。只使用单个大写字母代码定
义序列。还可以使用序列窗口导入 FASTA 文件，或输入和粘贴 FASTA 格式的蛋
白质序列。有关修改蛋白质序列的信息，参阅第 4 页上的 “ 添加和修改蛋白质序
列 ”。

Sequence （序列）窗口显示项目中肽段序列的详细信息。 

在 Sequence （序列）窗口中修改数据
可以采用多种方式在 Sequence （序列）窗口中修改序列视图和数据，并检索特定
序列。

• 查看蛋白质序列

• 修改序列

• 修改残基属性

• 执行理论消化

查看蛋白质序列

使用 PepFinder 应用程序载入一个或多个目标蛋白质序列。可以查看作为完整单元
的序列，以便查看目标蛋白质氨基酸序列的结构。

• 打开 Sequence （序列）窗口

• 显示质量数值

• 选择肽段

目录

• 在 Sequence （序列）窗口中修改数据

• 在 Sequence （序列）窗口中检索

• 处理氨基酸置换
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• 显示蛋白质质量数

• 查找残基信息

• 查看肽段信息

• 更改字体显示

• 复制 Sequence （序列）窗口内容

• 查看打印设置

• 打印蛋白质序列

打开 Sequence （序列）窗口

若要导入或修改序列，打开 Sequence （序列）窗口。

 若要打开 Sequence （序列）窗口

选择 View （视图） > Sequence Window （序列窗口），或点击 。

显示质量数值

 若要选择显示值的方法

选择 Option （选项） > Mass （质量数） > Monoisotopic （单同位素）或 
Average （平均）。 
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选择肽段

 若要选择肽段

1. 选择 Sequence （序列） > Select Peptide （选择肽段）。

2. 在此对话框中，输入肽段范围并点击 OK （确定）。

显示蛋白质质量数

 若要查看所选蛋白质的质量数

1. 选择肽段后，选择 View （视图） > Sequence （序列）打开 Sequence （序列）窗
口。

2. 拖动光标穿过整个蛋白质。

应用程序在蛋白质下方显示质量数。

在这个例子中， [D1-S25] 2674.3306m, 2676.04a，其中 m 值是单同位素质量数，
a 值是平均质量数。 
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查找残基信息

 若要查找残基信息

1. 选择 View （视图） > Sequence Window （序列窗口）打开 Sequence （序列）窗
口。

2. 若要查看或修改蛋白质，双击 Sequence（序列）窗口中的任意残基打开 Residue 
Properties and Modifications （残基属性和修饰）对话框。 

3. 点击 OK （确定）。
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查看肽段信息

若要查看特定肽段的信息，可执行此程序。

 若要查看肽段属性

1. 若要查看肽段和显示属性，右击该肽段。

2. 选择 Select Peptide/Display Properties （选择肽段 / 显示属性）。

3. 点击 OK （确定）。

更改字体显示

若要使屏幕结果更容易阅读，可修改字体或字体大小。

 若要修改 Sequence （序列）窗口中的字体类型、样式或大小

1. 右击 Sequence （序列）窗口的一个区域并选择 Font （字体）显示 Font （字
体）对话框。

2. 选择字体值并单击 OK （确定）。
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复制 Sequence （序列）窗口内容

 若要复制 Sequence （序列）窗口内容

1. 在 Sequence （序列）窗口中右击并选择 Copy （复制）。

2. 将 Clipboard （剪贴板）中的内容粘贴到文档中。

查看打印设置

 若要查看和修改打印设置

1. 选择 File （文件） > Print Setup （打印设置）。

2. 根据需要修改。

3. 点击 OK （确定）。 

打印蛋白质序列

 若要打印蛋白质序列

1. 选择 File （文件） > Print （打印）。

– 或 –

若要在打印前查看文件，选择 File （文件） > Print Preview （打印预览）。

2. 点击 OK （确定）。

修改序列

根据以下程序修改蛋白质序列。在 FASTA 文件中，右箭头 （>）表示一个新序列
的说明行。

• 若要手动添加或编辑序列

• 若要添加蛋白质序列文件

• 若要导入蛋白质序列

• 若要导入 DNA 序列文件

• 若要保存蛋白质序列

• 若要识别假阳性
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 若要手动添加或编辑序列

1. 选择 Sequence （序列） > Input/Edit Sequence （输入 / 编辑序列）打开 Input 
Sequence （输入序列）对话框。

2. 将序列粘贴至对话框中，然后单击 OK （确定）。

 若要添加蛋白质序列文件

1. 选择 File （文件） > Add a Protein Sequence （添加蛋白质序列）打开一个浏览
框。

2. 选中一个 FASTA 文件然后点击 Open （打开）进行添加。

如果要永久修改某些残基，例如所有半胱氨酸的羧甲基化，可以双击残基永久
修改该残基，然后在对话框中选择一个合适的修饰。

该蛋白质序列文件可以是 FASTA 格式，也可以是一个只包括单字母代码 （大
写）的文本文件，链之间有一个 “>”。导入的序列加入到现有序列中。

 若要导入蛋白质序列

1. 选择 File （文件） > Import Protein Sequence （导入蛋白质序列）。 

2. 从浏览框选择蛋白质序列文件 （PMF）并点击 Open （打开）。

该蛋白质序列文件可以是 FASTA 格式，也可以是一个只包括单字母代码 （大
写）的文本文件，链之间有一个 “>”。导入的序列替换现有序列。

 若要导入 DNA 序列文件

1. 选择 File （文件） > Import DNA Sequence （导入 DNA 序列）。

2. 浏览至 DNA 文件所在的位置并选中该文件。 

3. 点击 Open （打开）将其导入。
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 若要保存蛋白质序列

1. 选择 File （文件） > Save Sequence As... （序列另存为 ……）。

2. 在浏览框内输入一个名称并点击 Save （保存）保存文件。

 若要识别假阳性

若要识别假阳性，执行下列一个或两个步骤：

• 若要将序列逆向复制到序列底部，可选择 Sequence （序列） > Append 
Reverse Sequence （添加逆向序列），将序列粘贴到对话框内，然后点击 
OK （确定）。 

• 若要将序列随机添加到序列的末尾，可选择 Sequence （序列） > Append 
Randomized Sequence （添加随机序列），然后点击 OK （确定）。

数据处理完成后，检查离子的置信度分数。若置信度分数下降到低于 50%，则
很可能是一个假阳性结果。如果没有 MS/MS 数据，应用程序不会创建置信度
分数。 

修改残基属性 

使用 Residue Properties and Modifications （残基属性和修饰）对话框为残基添加修
饰。当双击残基时，应用程序显示此对话框。可以修改残基或为其添加修饰，然后
该应用程序修改残基的颜色。若没有在列表中找到所需的修饰，可直接把质量数变
化 （单同位素）添加到 Mass Change （质量数变化）框内。

 若要修改残基属性

1. 从 Sequence （序列）窗口双击一个残基打开 Residue Properties and Modifications
（残基属性和修饰）对话框。

2. 选择一个侧链修饰。 
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3. 若要将该修饰应用到该残基的所有实例中，选中 Apply to All （应用至全部）
复选框。

4. 点击 OK （确定）接受修改。

执行理论消化

执行理论消化显示蛋白酶作用下剪切发生的位置。最佳结果生成更小碎片。若该碎
片太大，则尝试另一种酶。

 若要执行理论消化

1. 在 Sequence（序列）窗口中选择  Actions（操作） > Theoretical Digest（理论消
化）。

Theoretical Digests （理论消化）窗口打开。

当执行理论消化时， PepFinder 应用程序生成一个可能的剪切位置列表。 

2. 若要在检索前修改质量数，可选择 Actions （操作） > Search Mass （检索质量
数）修改质量数或清除 Average Mass （平均质量数）复选框。 
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3. 点击 OK （确定）。

该应用程序在 Sequence （序列）窗口中显示结果。

在 Sequence （序列）窗口中检索
使用 Sequence （序列）窗口检测质谱图中的质量数。可以查看哪些匹配该序列，
寻找可能存在的错误匹配，其中包括两个或更多碎片。

• 检索特定质量数

• 检索二硫键连接的肽段，查找特定质量数

• 检索二硫键的归属

• 显示蛋白质水解的碎片
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检索特定质量数

 若要检索序列中匹配特定质量数的肽段碎片

1. 在 Sequence （序列）窗口中选择  Actions （操作） > Search Mass （检索质量
数）。

该应用程序打开 Search Peptide Mass （检索肽段质量数）对话框。

2. 若要修改质量数，可修改质量数参数值。

3. 若要修改计算肽段质量数的方法，清除 Average Mass （平均质量数）复选框。

4. 点击 OK （确定）。
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检索二硫键连接的肽段，查找特定质量数

 若要检索序列中匹配特定质量数的二硫键连接的肽段碎片

1. 若要查找连接的肽段，在 Sequence （序列）窗口中选择 Actions （操作） > 
Search Mass of Disulfide-Linked Fragments （检索二硫键连接碎片的质量数）。

二硫键是许多分子中的弱连接。二硫键的最重要反应是断键，很多还原剂都可
以将其还原断裂。 

应用程序打开 Search Peptide Mass （检索肽段质量数）对话框。

2. 若要修改质量数，可修改 Mass （质量数）参数值或清除 Average Mass （平均质
量数）复选框。

3. 若要定义检索精度，单位是 ppm，可在此框内输入一个值。

4. 点击 OK （确定）。

Disulfide Search Options （二硫键检索选项）对话框打开。

5. 在该应用程序停止检索更多二硫键连接的肽段之前，若要设定检索结果的最大
数量，在框内输入一个值。

有效值：2 至 4000

默认：2048
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6. 若要指定二硫键的最大数量，在框内输入一个值。

有效值：1 至 4

默认：用该应用程序测得的消化后肽段内半胱氨酸的最大数量除以 2。它不测
量蛋白质中的半胱氨酸数量。

7. 若要设定分子中相同链的最大数量，在框内输入一个值。

例如，如果该分子是一个二硫键连接的同型二聚体，设定该参数为 2。

有效值：1 至 8

默认：2

8. 若允许分子中存在自由的半胱氨酸残基，则选中该复选框。

9. 若要选择包含还原性 LC/MS 运行的文件，在列表中选择一个文件名。

若同时有还原性和非还原性数据文件，可以在同一实验中处理两个数据文件，
以归属更多可靠的二硫键。当载入数据文件时 （.raw），使用 CTRL 或 SHIFT 
键同时选择还原性和非还原性数据文件。然后在 Disulfide Search Options （二硫
键检索选项）框内，从 Reduced LC/MS Run （还原性 LC/MS 运行）下面的列表
中选择还原性原始数据文件名。 

10. 点击 OK （确定）。

11. 该应用程序打开 Disulfide Bonds （二硫键）对话框。

12. 单击 OK （确定）关闭对话框。
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检索二硫键的归属

 若要显示从 CN 诱导断裂生成的碎片质量数 

1. 若要检索从 CN 诱导断裂生成的碎片质量数，寻找二硫键的归属 （在氰基化半
胱氨酸残基的 N 端处由氨水断裂），在 Sequence （序列）窗口中选择 Actions
（操作） > Masses from CN Induced Cleavages （来自 CN 诱导断裂的质量数）。

免疫球蛋白 G （IgG）是人体血液中找到的最丰富抗体类别，用于控制感染。
使用该应用程序计算不同形式 IgG 的元素组成和质量数。 

如果样品中没有太多半胱氨酸，该应用程序打开 CN Induced Cleavages （CN 诱
导断裂）信息框。

若采集方法包括多种裂解模式 （例如 HCD 和 ETD），设定数据处理参数 
MS/MS 为 Use All MS/MS （使用所有 MS/MS），则该软件检索这两种模式。该
应用程序在 MS/MS 窗口中默认显示一种裂解模式。若要查看其他质谱图，右
击该质谱图，选择 Select Fragmentation Type （选择裂解类型），并选择当前没
有显示的模式。

2. 点击 OK （确定）。

 若要自动计算 IgG 分子的不同链条和糖型的元素组成和平均质量数 

1. 在 Sequence （序列）窗口中选择 Actions （操作） > Masses from CN Induced 
Cleavages （来自 CN 诱导断裂的质量数）。

若导入序列是 IgG 分子，则该应用程序打开 Calculate IgG Properties Information?
（计算 IgG 属性信息？）框。

该应用程序使用有机来源的元素原子量，代替 IUPAC 标准原子量。

2. 点击 OK （确定）。
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显示蛋白质水解的碎片

可以显示特定质量数范围的蛋白质水解碎片，这些碎片的创建与蛋白酶对应，
不管消化是否完成。

 若要显示指定质量数范围内的所有蛋白质水解碎片

1. 在 Sequence （序列）窗口中选择 Actions （操作） > Show all Proteolytic 
Fragments （显示所有蛋白质水解碎片）。

该应用程序打开 Range （范围）对话框。

2. 如有必要，对该范围进行修改。

3. 点击 OK （确定）。

该应用程序显示蛋白质水解碎片的列表，包括理论 m/z 的序列和可能值。
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处理氨基酸置换
由于 MS/MS 数据的限制， PepFinder 应用程序可能将消化和电离时产生的假象解析
为氨基酸置换。若要尽量减少这种现象，在检索氨基酸置换之前，该应用程序还自
动检索常见的消化 / 电离假象。 

但是，若没有消除潜在的氨基酸置换，则无法消除所有假象。考虑到测量的不准确
性 （例如，若该应用程序测定一个氧化肽段的质量数改变了 15 Da，而不是 
16 Da），该列表可能会更大。 

在这些假象中，应用程序给出最多的是氧化。邻近残基的氧化导致大量错误归属的
氨基酸置换，因为大部分错误归属的氨基酸置换来自邻近残基的氧化。

 若要打开氨基酸置换检索

1. 点击  打开 Data Processing Options （数据处理选项）对话框。

2. 在 Search for Amino Acid Substitutions （检索氨基酸置换）列表中 Peptide 
Identification （肽段识别）下方，选择一个合适的置换。选项有 No （否）、
All Substitutions （所有置换）、 Single Base Change （单个碱基变化）： 

• 若要避免检索置换，选择 No （否）。

• 在两个氨基酸的密码子中，由 DNA 突变导致的氨基酸置换极少具有一个以
上的碱基变化，因此，若要检索 DNA 突变，选择 Single Base Change （单
个碱基变化）。选中该选项后，该应用程序显示氨基酸置换，该置换只包
括密码子的一个碱基变化。 

• 若要找出所有置换，选择 All Substitutions （所有置换）。

在应用程序检测潜在氨基酸置换后，用户必须进行确认。使用下列任意方法确认氨
基酸置换。

• 高分辨质谱：若要确定导致变化的精确元素组分，在高分辨仪器上精确测量变
化值。

• 电子转移解离（ETD）：相比 CID， ETD 通常生成更高序列覆盖率，可帮助确
定变化的精确位置。

• 不同蛋白酶的消化生成包含置换的不同肽段：该肽段的 MS/MS 分析可以提供
补充信息。

• N 端测序：当纯化样品足够多时，执行 N 端测序以得到更多可靠确认。

• 置换肽段的合成：可以将它们的保留时间和 MS/MS 结果与消化中的肽段进行
比较和确认。
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• 通过对大量的库克隆进行测序，对突变 （与氨基酸错参相对）进行 DNA 确
认。 

更多有关氨基酸置换的信息，可访问 OMICS 门户网站
（http://portal.thermo-brims.com）。

若要评估对数据结果的影响，考虑以下限制：

• 原始肽段必须存在，采集过程必须提供高质量 MS/MS 数据。这意味着肽段图
谱必须具有足够覆盖率，以覆盖不确定的氨基酸。

• 置换肽段离子必须存在，采集过程必须提供高质量 MS/MS 数据。若要提高应
用程序采集 MS/MS 数据的可能性，在第 10 页上的 “ 修改 Data Processing 
Options （数据处理选项） ” 中调整数据依赖设置。

• 即使该应用程序获得高质量 MS/MS 数据，也无法确保能检测氨基酸置换，因
为之前所提及的假象可能影响结果。

http://portal.thermo-brims.com
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下表列出应用程序可能误认为是氨基酸置换的常见假象。 

指定置换  变化 邻近残基的可能修饰

D-G −58 Cys 的不完全羧甲基化

E-A −58 Cys 的不完全羧甲基化

F-V −48 氧化 Met 丢失 64

Y-D −48 氧化 Met 丢失 64

M-L −18 脱水

D-N −1 酰胺化

E-K −1 酰胺化

E-Q −1 酰胺化

N-I −1 酰胺化

I-N 1 N 或 Q 的脱酰胺

K-E 1 N 或 Q 的脱酰胺

P-T 4 三个氧化

A-S 16 氧化

F-Y 16 氧化

P-L 16 氧化

S-C 16 氧化

V-D 16 氧化

D-H 22 Na+ 加合物

V-M 32 双氧化

G-V 42 乙酰化

I-R 43 N 端或 Lys 的氨基甲酰化

L-R 43 N 端或 Lys 的氨基甲酰化

A-D 44 两个 Na+ 加合物

C-F 44 两个 Na+ 加合物

D-Y 48 三个氧化

V-F 48 三个氧化

A-E 58 羧甲基化

G-D 58 羧甲基化
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4

在 MS/MS 窗口中查看结果

在 MS/MS 窗口中，可以对肽段和串联质谱图执行任意下列计算。

• 预测所选肽段序列的理论串联质谱图 

• 双击残基进行修改，或在所选肽段中创建一个二硫键

• 预测修饰肽段或二硫键连接的肽段的理论串联质谱图

阅读这些部分的信息，了解如何在 MS/MS 窗口中查看和修改结果。

使用 MS/MS 窗口查看质谱图
MS/MS 窗口提供一个清晰的方式以分析和比较不同肽段的质谱图。

• 打开 MS/MS 窗口

• 在 MS/MS 窗口中查看质谱图

目录

• 使用 MS/MS 窗口查看质谱图

• 在 MS/MS 窗口中修改 Spectrum （质谱图）视图

• 使用 MS/MS 窗口修改质谱图

• 处理质谱图文件

• 处理离子

• 处理肽段
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打开 MS/MS 窗口

 若要打开 MS/MS 窗口

1. 在 Main （主要）窗口中，打开一个保存的项目。

2. 选择 View （视图） > MS/MS Window （MS/MS 窗口），或点击 MS/MS 图标
（ ）。

MS/MS 窗口可以一次显示两个质谱图进行比较。底部质谱图被称作主要质谱
图，顶部质谱图被称作辅助质谱图。应用程序在窗口的顶部显示所选肽段的信
息。该应用程序在主要质谱图中显示碎片的归属。 

在 MS/MS 窗口中查看质谱图

查看这些部分的信息，了解如何在 MS/MS 窗口中查看质谱图。

• 查看主要质谱图

• 显示辅助质谱图

主要质谱图显示

辅助质谱图肽段信息
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查看主要质谱图

 若要查看主要质谱图

1. 从离子列表视图点击离子保留时间。

2. 选择 View （视图） > MS/MS Window （MS/MS 窗口），或点击 。

MS/MS 窗口打开。

当点击离子列表中其他条目的保留时间时，应用程序自动更新该窗口。
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显示辅助质谱图

该应用程序可以在 MS/MS 窗口中显示两个质谱图以进行比较。可以将主要质谱图
（底部）移动到顶部 （辅助）。也可以在该窗口中执行质谱图预测。

 若要在辅助质谱图中显示该离子

右击主要质谱图中的离子归属并选择 Simulate This Ion （模拟该离子）。

在本例中， MS/MS 窗口显示在主要质谱图中选中了红色 y8 离子归属。

在辅助质谱图中， PepFinder 应用程序模拟一个 HCD 高分辨 MS/MS 扫描的肽
段离子，允许快速手动验证识别归属。

在下图中，该应用程序模拟在 HCD 高分辨 MS/MS 扫描下，肽段 
SWTD QDSK 的 y8 离子，允许快速手动验证识别归属。
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下表介绍了碎片离子的符号。

裂解技术 （例如 ETD）生成的肽段串联质谱图，以选择性更少的方式剪切肽
段主链，可能提供更多肽段序列信息。

自由基诱导主链剪切产生 c 和 z· 离子，以及 b· 和 y 离子。 c 离子不是自由基。

• 从 c 到 z· 的 H· 转移产生 c· (c–1) 和 z’ (z·+1) 碎片。 

• 从 y 到 b· 的 H· 转移产生 y· (y–1) 和 b’ (b+1) 碎片。 

• 从 z· 或 b· 丢失一个 H· 分别形成 z (z·–1) 或 b (b·+1)。 

• 从 z· 离子丢失 H2 形成 z·’ (z·–2) 离子。 

• 从 b· 离子丢失 CO 形成 a· 离子。 

在 MS/MS 窗口中修改 Spectrum （质谱图）视图

根据这些程序修改 Spectrum （质谱图）窗口视图或质谱图本身。

• 若要增加 MS/MS 窗口的放大倍数

• 若要在修改放大倍数以后查看全扫描质谱图

• 若要修改主要质谱图位置

• 若要删除辅助质谱图

• 若要显示质谱图的特定质量数范围

若要更改主要质谱图线宽，参阅第 46 页上的 “ 修改 Spectrum （质谱图）视图 ”。

若要修改 Spectrum （质谱图）窗口上的字体大小或样式，参阅第 71 页上的 “ 更改
字体显示 ”。

碎片 描述

Ion Series （离子系列）

c 一个 c 离子。

c· 一个 c 离子，其 N 端侧链具有一个电荷，少一个质
子 （c–1.0078）。

z 一个 z 离子，其 C 端侧链具有一个电荷。

z· 一个 z 离子，其 C 端侧链具有一个电荷，多一个质
子 （z+1.0078）。

z·’ 一个 z 离子，其 C 端具有一个电荷，多两个质子
（z+2(1.0078)）。

b 一个 b 离子，其 N 端侧链具有一个电荷。

y 一个 y 离子，其 C 端侧链具有一个电荷。
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若要在 MS/MS 窗口中添加文本或修改文本，参阅第 49 页上的 “ 若要在 Spectrum
（质谱图）视图中添加文本 ”。

 若要增加 MS/MS 窗口的放大倍数 

1. 选择主要或辅助质谱图。

2. 在目标区域上拖曳光标。

该应用程序修改两个质谱图的放大倍数。

 若要在修改放大倍数以后查看全扫描质谱图

在 Spectrum （质谱图）视图中双击 Spectrum （质谱图）窗口恢复原始版本。

该应用程序恢复两个质谱图。

 若要修改主要质谱图位置

1. 选择主要质谱图。 

2. 右击并选择 Move to Secondary （移动到辅助位置）。

该应用程序将主要质谱图移动到辅助质谱图位置。

 若要删除辅助质谱图

1. 选择辅助质谱图。 

2. 右击并选择 Delete Spectrum （删除质谱图）。

该应用程序删除辅助质谱图。 
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 若要显示质谱图的特定质量数范围 

1. 选择离子保留时间。

2. 在 MS/MS 窗口中右击一个离子并选择 Mass Range （质量数范围）。

– 或 –

选择一个离子并选择 Edit （编辑） > Range （范围）。

Range （范围）对话框打开，显示当前质量数范围。

3. 输入合适值显示新质量数范围。

4. 点击 OK （确定）修改显示的质量数范围。
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使用 MS/MS 窗口修改质谱图
可以使用 MS/MS 窗口定义或修改质谱图。

• 定义质谱图属性

• 重新校正质谱图

定义质谱图属性

 若要定义质谱图属性

1. 在 MS/MS 窗口中选择 Options（选项） > Spectrum Properties（质谱图属性）。

Spectrum Properties （质谱图属性）对话框打开。

2. 若要指定母离子质量数精度 （单位 ppm），在 Precursor Mass Accuracy （PPM）
（母离子质量数精度， PPM）框中输入一个值。 

3. 若要选择仪器类型，从 MS/MS Instrument （MS/MS 仪器）列表中选择一个仪
器。
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4. 若要选择 MS/MS 数据模式，可从 MS/MS Data Mode （MS/MS 数据模式）列表
中以下选项中选择：

• 选择 Centroid （棒状图）显示一条线。 

• 选择 Profile （轮廓图）显示轮廓图。

对于自动处理，应用程序自动载入质谱图数据的棒状图，但是在显示色谱图中
执行手动质谱平均时，将其显示为轮廓图数据组。

5. 若要指定分辨率，在 MS/MS Resolution （MS/MS 分辨率）框内输入 400。

6. 若要指定母离子 m/z，在 Precursor Mono-isotopic （母离子单同位素）框内输入
一个值。

7. 若要识别母离子价态，在 Parent Charge （母离子价态）框中输入一个值。

8. 若要选择裂解方法，从 Fragment Method （裂解方法）列表中选择下列选项之
一：

• ETD （电子转移解离） 

• ETD with sa （带补充激活的电子转移解离）

• HCD （高能碰撞诱导解离）

9. 若要指定理论能量水平，在 Energy （能量）框内输入一个值。

10. 若要设定保留时间，在 Reaction Time （ms）（反应时间， ms）框内输入一个
值。 

11. 若要指定分离宽度的 m/z，在 Isolation Width （m/z）（分离宽度， m/z）框内输
入一个值。

12. 若要定义扫描范围，在 Scan Range （m/z）（扫描范围， m/z）框内输入一个起
始和结束时间。

13. 单击 OK （确定）修改质谱图。 
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重新校正质谱图

若要重新校正质谱图以便与外部库比较，使用该程序。

 若要重新校正质谱图

1. 选择 Spectrum （质谱图） > Recalibrate Spectrum （重新校正质谱图）。 

应用程序显示以下类似的消息：

2. 点击 Yes （是）。

处理质谱图文件 
若要查看或导出质谱图数据，使用以下任意程序。

• 若要导出主要质谱图

• 若要导出辅助质谱图

• 若要创建质谱图的碎片覆盖图谱

• 若要复制质谱图列表

• 若要复制质谱图

• 若要比较具有不同保留时间的两个质谱图

• 若要定义碎片离子检索选项

• 若要对 MS/MS 窗口的单个组分执行 de novo 测序

 若要导出主要质谱图

1. 在 MS/MS 窗口中选择 File （文件） > Export Primary Spectrum （导出主要质谱
图）。

2. 在浏览框中命名文件然后点击 Save （保存）。

应用程序在 MS/MS 窗口中显示包括主要质谱图的文件。
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 若要导出辅助质谱图

1. 在 MS/MS 窗口中选择 File （文件） > Export Secondary Spectrum （导出辅助质
谱图）。

2. 在浏览框中命名文件然后点击 Save （保存）。

应用程序在 MS/MS 窗口中显示包括辅助质谱图的文件。

 若要创建质谱图的碎片覆盖图谱

1. 在 MS/MS 窗口中选择 File（文件）> Create Fragment Coverage Map（创建碎片
覆盖图谱）。

Sequence Coverage Map （序列覆盖图谱）对话框打开。

应用程序计算覆盖百分比。应用程序为每个肽段标记保留时间，以不同颜色标
记肽段强度 （红色、黄色、绿色和青色），红色和青色分别表示最大和最小强
度。

2. 指定每行的残基数。

有效值：2 至 500

默认：50

3. 定义最小峰面积。

有效值：0 至 1e+006

默认：0

4. 指定最小置信度水平。

有效值：0 至 1

默认：0.8
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5. 定义最大肽段质量数。

有效值：100 至 100000

默认：8000

6. 点击 OK （确定）打开一个浏览框并保存碎片覆盖图谱。
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 若要复制质谱图列表

1. 在 MS/MS 窗口中显示质谱图。

2. 选择 Spectrum （质谱图） > Copy type of spectrum Spectrum List （复制质谱图类
型质谱图列表），或右击 Spectrum （质谱图）视图并选择 Copy Spectrum List
（复制质谱图列表）。

若选择 Primary （主要），则该应用程序复制主要质谱图列表。若选择 
Secondary （辅助），则该应用程序复制辅助质谱图列表。 

该应用程序复制列表到 Clipboard （剪贴板），包括 m/z 和强度。

3. 将该列表粘贴到文本编辑器应用程序中。
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 若要复制质谱图 

1. 在 MS/MS 窗口中显示质谱图。

2. 选择 Spectrum （质谱图） > Copy type of spectrum Spectrum （复制质谱图类型质
谱图），或右击 Spectrum （质谱图）视图并选择 Copy Spectrum （复制质谱
图）。

若选择 Primary （主要），则该应用程序复制主要质谱图。若选择 Secondary
（辅助），则该应用程序复制辅助质谱图。 

该应用程序将质谱图复制至 Clipboard （剪贴板）。

 若要比较具有不同保留时间的两个质谱图

1. 在 Main （主要）窗口中选择一个保留时间。

2. 点击该区域角落里的方框，激活该组分的 Spectrum （质谱图）视图。

3. 复制质谱图。

4. 选择用于比较的质谱图保留时间。

5. 选择 Spectrum（质谱图） > Paste Data as type of spectrum Spectrum（粘贴数据为
质谱图类型质谱图）将质谱图粘贴到 MS/MS 窗口中，以比较两个质谱图。

若选择 Primary（主要），则该应用程序将该质谱图粘贴为主要质谱图。若选择 
Secondary （辅助），则该应用程序将该质谱图粘贴为辅助质谱图。
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 若要定义碎片离子检索选项 

1. 在 Spectrum （质谱图）窗口中选择 Options （选项） > Search Criteria （检索标
准）。

当在质谱图中检索碎片离子指定离子类型时，使用 Search Criteria （检索标准）
对话框设定标准。

Search Option （检索选项）对话框打开。 

2. 若要设定质量数精度水平，在 Mass Accuracy （质量数精度）框内输入一个值，
然后选择 ppm 或 daltons 指定值类型。

有效值：0.0001 至 2000

默认：100

3. 若要指定标记的最小离子 （与强度最大的离子相比），在 Label Threshold (%)
（标签阈值， %）框内输入一个值。 

有效值：0 至 100

默认：1

4. 若要指定母离子的价态，在 Parent Charge （母离子价态）框内输入一个价态
值。

有效值：所有整数 

默认：2

 若要对 MS/MS 窗口的单个组分执行 de novo 测序

1. 若要对单个肽段串联质谱图执行 de novo 测序，利用以下其中一种方法将该质
谱图复制到 MS/MS 窗口的下方面板中：

• 若要自动将串联质谱图载入 MS/MS 窗口，点击 Main （主要）窗口中离子
列表的离子保留时间。

注释  可以从 MS/MS 窗口显示的质谱图中点击单个离子将其选中以进行 
de novo 测序，或者从 Main （主要）窗口的离子列表中直接选择离子进行测
序（参阅第 54 页上的 “ 使用 De Novo 测序识别组分 ”）。当使用 de novo 测
序时，若要定义 de novo 测序参数，参阅第 54 页上的 “ 设置 De Novo 测序 ”。
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• 若要使用 Clipboard （剪贴板）复制粘贴质谱图，选择 Spectrum （质谱图）
> Paste Data as Primary Spectrum （将数据粘贴为主要质谱图）。 

2. 选择 Actions （操作） > De Novo Sequencing （De Novo 测序）。 

应用程序在 De Novo Sequencing （De Novo 测序）窗口中显示结果。 

处理离子
可以分析或模拟离子（执行同位素分布的理论计算）或右击该标签移除离子标签。 

• 移除离子标签

• 分析离子

• 处理碎片离子

移除离子标签

 若要移除离子标签

1. 右击质谱图中的离子。

2. 选择 Remove This Ion Label （移除该离子标签）。

应用程序移除该标签。
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分析离子

可以通过模拟离子创建同位素分布的理论计算。 

执行蛋白质分析

 若要模拟离子并在 MS/MS 窗口中执行 top-down 蛋白质分析

1. 选择 View （视图） > MS/MS Window （MS/MS 窗口）或点击  打开 MS/MS 
窗口。

1. 选择离子并右击离子标签 （红色）。

2. 选择 Simulate This Ion （模拟该离子）计算离子的理论同位素分布，将该结果
与理论分布进行比较，确认碎片归属。 

该应用程序显示上方 （辅助）质谱图中同位素分布的理论计算。

应用程序根据下列规则计算理论同位素分布：

• 若离子小于 25 kDa，则使用二项展开式

• 若离子大于 25 kDa，则模拟 200000 分子

3. 若要根据元素组分 （仅 CHNOS）执行同位素模拟，选择 Action （操作） > 
Simulate Ion Isotope Pattern （模拟离子同位素分布）。

在完成碎片归属后，可以创建一个序列覆盖图谱，这样可以指定离子的断裂位
点（例如，K 后面）。有关详细信息，参阅第 95 页上的 “ 若要创建质谱图的碎
片覆盖图谱 ”。
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处理碎片离子

使用以下步骤查找和导出碎片离子。

• 检索碎片离子类型

• 导出碎片离子

检索碎片离子类型

 若要选择碎片离子类型 

1. 在 MS/MS 窗口中选择 Options （选项） > Select Fragment Ions to Search （选择
要检索的碎片离子）。

Select Fragment Ions to Search （选择要检索的碎片离子）对话框打开。

2. 若要设定质谱图中检索碎片离子的标准，归属离子类型，在此对话框中选择待
识别碎片类型的选项。

3. 点击 OK （确定）开始检索。
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导出碎片离子

 若要导出碎片离子列表

1. 在 MS/MS 窗口中选择 File （文件） > Export Fragment Ions （导出碎片离子）
导出匹配归属肽段序列的碎片离子列表。

2. 在浏览框中命名文件然后点击 Save （保存）。

应用程序在 MS/MS 窗口中显示主要质谱图。



4 在 MS/MS 窗口中查看结果
处理肽段

104 PepFinder 用户手册 Thermo Scientific

处理肽段
使用以下程序查看肽段属性并标记蛋白质水解肽段。还可以创建蛋白质水解碎片列
表。

有关显示肽段属性的更多信息，参阅第 67 页上的 “ 查看蛋白质序列 ”。

 若要显示肽段属性

在 MS/MS 窗口中选择 Actions （操作） > Show Peptide Properties （显示肽段属
性）。

Peptide Properties （肽段属性）对话框打开。
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预测 MS/MS

PepFinder 应用程序使用动力学模型预测肽段 MS/MS。将大写单字母代码用于肽段
序列。

还可以使用下列特殊代码。

• 对于修饰，将修饰放在序列后面的括号内。例如，
AADECFGHK(C5+250)(H8–9) 说明位置 5 的 Cys 被 +250 u 修饰，并且位置 8 的 
His 被 –9 u 修饰。 AANASAA(N3+A2G0F) 说明位置3 的 Asn 被 A2G0F 糖基化。

• 若要定义二硫键，将其放在括号内。例如，ADCAGHTYCHPEK(C3-C9) 说明位
置 3 的 Cys 和位置 9 的 Cys 被二硫键连接。

• 对于碰撞能量，指定 LCQ/LTQ 的归一化碰撞能量 （%）、 Q-TOF 的电压和 
ETD 的反应离子 AGC 目标值。

代码 定义

J 羧甲基半胱氨酸

U 羧氨基甲基半胱氨酸

O 氧化蛋氨酸

s, t, y 分别为磷酸化丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸
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执行肽段列表的批次预测

 若要执行肽段列表的批次预测

1. 将肽段列表保存到文本文件。 

文件中的每行包括肽段序列以及价态。几乎所有分隔符都可用。如果没有给出
价态，该应用程序根据氨基酸组分和肽段长度估算价态数。

2. 在 MS/MS 窗口中选择 Actions（操作）> Predict Peptide MS/MS (Kinetic Model)
（预测肽段 MS/MS，动力学模型）执行肽段数据组的批次预测。 

应用程序打开 Prediction of Peptide MS/MS Spectrum （肽段 MS/MS 质谱图预测）
对话框。

3. 设定合适的碰撞能量、分离宽度和仪器型号。

a. 若要设定价态，在框内输入一个值。

有效值：1–100 

默认：0.8

b. 若要设定 Isolation Width （分离宽度），在框内输入一个值。

有效值：0.1 至 40 

默认：1

c. 若要定义 m/z 400 的分辨率，在框内输入一个值。

有效值：100 至 5000000 

默认：17500 

d. 若要指定激活时间 （ms），在框内输入一个值。

有效值：0 至 1000 

默认：1000
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e. 若要定义裂解方法，从下列选项中选择：

有效值：CID、CID with WB activation（带 WB 激活的 CID）、ETD、ETD 
with supplemental activation （带补充激活的 ETD）、 ECD 和 HCD 

默认：HCD

f. 若要选择仪器，从列表中选择一个仪器名称。

g. 若要定义碰撞能量 （% 或 V）或反应离子目标值 （ETD），在框内输入一
个值。

有效值：350 至 1e+007 

默认：从原始数据文件中读取

h. 若要将质谱图放入指定位置，从 Primary (Bottom Panel) （主要，底部面
板）或 Secondary (Top Panel) （辅助，顶部面板）中选择。 

默认：Secondary (Top Panel) （辅助，顶部面板）

4. 若要预测同位素峰 （否则，每个离子被一个平均离子代表），点击 OK （确
定）。 

应用程序显示 MS/MS 窗口中的变化。

该应用程序还把结果保存在名为 MSMSPredict.txt 的文件中。将其重命名为一个
有意义的名称。



4 在 MS/MS 窗口中查看结果
处理肽段

108 PepFinder 用户手册 Thermo Scientific

以下是 MSMSPredict.txt 的格式：

第 1 行：文件中质谱图的总数目 

第 2 行：肽段 1 的序列 

第 3 行：肽段 1 的描述 

第 4 行：肽段 1 的价态 

第 5 行：肽段 1 的裂解方法 （1 代表 CID， 2 代表 ETD， 3 代表 ETD with 
supplemental activation [ 带补充激活的 ETD]）

第 6 行：肽段 1 的碰撞能量 （或 ETD 的反应离子目标值） 

第 7 行：肽段 1 的反应时间 （单位是秒）

第 8 行：肽段 1 的分离宽度 

第 9 行：肽段 1 的仪器型号（1 代表 LCQ，2 代表 LTQ，3 代表 Orbitrap，4 代
表 LTQFT， 5 代表 QTOF）

第 10 行：m/z 400 下的肽段 1 的分辨率

第 11 行：肽段 1 的扫描范围

第 12 行：肽段 1 的质量数强度对的总数目 

第 13 行到第 n 行：肽段 1 的质量数强度对 

第 n+1 行：肽段 2 的序列
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	7. 若要定义变换质量数定义域中数据点之间的间隔（单位是 dalton），在 Mass Unit/Point（质量数单位/点）框内输入一个值。
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	14. 若要显示零电荷质量数或 MH+ 的绝对质谱图，可从 Mass Domain Charge（绝 对质量的价态）列表中选择一个选项。
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	若要选择并载入原始数据文件
	1. 在 Main（主要）窗口中点击 Load Data Files（载入数据文件）打开浏览窗口。
	2. 浏览到保存文件的位置，然后选择 Thermo 原始数据文件进行处理。
	3. 点击 Open（打开）。
	4. 应用程序打开文件后，查看 Ion List（离子列表）视图右侧显示的色谱图。


	处理数据
	若要开始处理数据
	1. 从 Main（主要）窗口的第一个 Task（任务）列表定义实验任务。
	2. 从第二个 Task（任务）列表限制检索：
	3. 若要开始处理文件，点击应用程序 Main（主要）窗口内的 Start Processing （开始处理）。


	解析结果
	保存实验结果
	若要保存实验结果
	1. 若要在新名称下保存文件，可选择 File（文件）> Save As（另存为）。
	2. 点击 OK（确定）。



	在 Main（主要）窗口中处理结果
	若要激活一个区域
	在 Main（主要）窗口中查看结果
	若要打开 Sequence（序列）窗口
	若要打开肽段 MS/MS Spectrum（MS/MS 质谱图）窗口
	若要显示或隐藏工具栏
	若要显示或隐藏状态栏
	若要显示仪器方法
	1. 若要查看仪器方法，点击离子列表视图将其激活。
	2. 选择 View（视图）> Instrument Method（仪器方法）。


	编辑 Main（主要）窗口内容
	若要将某个项目的离子列表复制到 Clipboard（剪贴板）
	1. 在 Main（主要）窗口中打开该项目，并选择 Edit（编辑）> Copy Ion List（复 制离子列表）。
	2. 打开一个文件并将列表粘贴进去。
	3. 保存文件。

	若要检索离子列表
	1. 从查看显示上选择 Actions（操作）> Search Ion List（检索离子列表）显示 Search Ions List（检索离子列表）对话框。
	2. 输入子离子的 m/z 值，数值之间由逗号分隔开（例如，345.6,789.1,345.7）。
	3. 输入单同位素质量数和平均质量数。
	4. 点击 OK（确定）开始检索。

	若要查看特定离子信息
	1. 在离子列表中双击离子保留时间，显示 About the Ion（关于离子）对话框。
	2. 若要修改电荷和质量数，在对应框内输入一个新值。
	3. 单击 OK（确定）保存更改并关闭对话框。

	若要识别离子
	1. 若要手动处理单个离子，右击目标离子的保留时间，打开快捷菜单。
	2. 选择 Identify/Re-identify This Ion（识别/重新识别该离子）。

	若要从 Identification（识别）域移除数据
	1. 选择离子保留时间。
	2. 右击并选择 Remove Identification（移除识别）。

	若要查看离子列表
	1. 若要更新 Chromatogram（色谱图）视图、Spectrum（质谱图）视图、MS/MS 窗口和 Sequence（序列）窗口上的离子，并点击保留时间。
	2. 若要显示更多离子信息，双击保留时间。
	3. 若要对单个离子进行归属，右击保留时间并从快捷菜单中选择 Explore Possible Peptides（查找可能的肽段）。

	若要对离子列表中的离子排序
	1. 若要查看 Main（主要）窗口中的离子排序选项，选择 Options（选项）> Display Options（显示选项）> Sort Ions By...（离子排序按照......）
	2. 从列表选项中选择。

	若要选择离子属性
	1. 若要查看 Main（主要）窗口中的离子排序选项，选择 Options（选项）> Display Options（显示选项）> Select Ion Properties to Display（选择要显示的 离子属性）。
	2. 选择要在 Ion List（离子列表）视图中显示的特性，并清除要隐藏的特性。
	3. 点击 OK（确定）。

	若要修改范围显示
	1. 选择一个离子保留时间并在 Spectrum（质谱图）视图中点击绿色方框。
	2. 若要显示范围对话框，右击质谱图并选择 Mass Range（质量数范围）。
	3. 在合适的区域内输入范围起始和结束值。
	4. 点击 OK（确定）。

	若要定量特定离子内的降解
	1. 若要定量脱酰胺后残基的降解量，右击离子保留时间并选择 Quantify Deamidation（定量脱酰胺）。
	2. 选择一个未修饰的肽段，即只包括碱基序列信息（无黏附）的肽段，包括 N 或者 Q。

	若要定量结果文件内的降解
	若要截取色谱图
	1. 选择离子保留时间。
	2. 将显示窗口缩小为要处理的宽度。
	3. 选择 Edit（编辑）> Truncate Chromatogram（截取色谱图）。
	4. 点击 Yes（是），截取所有打开文件中的色谱图。

	若要修改 Chromatogram（色谱图）视图
	若要恢复色谱图的完整范围
	1. 选择离子保留时间。
	2. 选择 Edit（编辑）> Reset Chromatogram to Full Range（将色谱图重置为完整 范围）。

	若要标记峰
	1. 若要在 Main（主要）窗口中选择峰标签的方法，点击上方质谱图视图的绿色 方框将其激活，或点击下方质谱图视图的黑色方框将该视图激活。
	2. 选择 Options（选项）> Display Options（显示选项）> Peak Label（峰标 签）。
	3. 从 Peak Top（峰顶）或 Centroid（棒状图）选择，并点击 OK（确定）修改标 签。

	若要选择要显示的色谱图类型
	1. 选择离子保留时间并右击 Chromatogram（色谱图）窗口。
	2. 选择 Select Chromatogram（选择色谱图）显示色谱图选项。
	3. 选择一个或多个色谱图选项。
	4. 点击 OK（确定）显示做出的选择。

	若要定义时间范围
	1. 选择离子并右击色谱图窗口。
	2. 选择 Time Range（时间范围）显示 Range（范围）对话框。
	3. 输入一个新的时间范围（开始或结束，或两者）并点击 OK（确定）。

	若要修改标签上的字体大小或样式
	1. 选择离子保留时间并右击色谱图窗口。
	2. 选择 Font（字体）显示字体选项。
	3. 从显示的字体、字体样式和大小中选择。
	4. 点击 OK（确定）。

	若要在色谱图上添加标签
	1. 选择离子保留时间并右击色谱图窗口。
	2. 选择 Label（标签）显示标签选项列表。
	3. 选择 Retention Time（保留时间）、Mass（质量数）或 Peptide（肽段），以在 色谱图上显示其标签。

	若要复制色谱数据进行比较或替换另一个色谱图
	1. 右击色谱图窗口，然后选择 Copy Chromatogram Data（复制色谱数据）。
	2. 选择要修改的离子保留时间，并选择 Paste External Chromatogram（粘贴外部 色谱图）。

	若要复制色谱图用于外部显示
	1. 右击显示单个色谱图的窗口，并选择 Copy Chromatogram Image（复制色谱 图）。
	2. 打开第三方软件并将色谱图粘贴进去。

	若要查看质谱图组分值
	若要放大质谱图
	1. 点击 Spectrum（质谱图）视图使其成为当前视图。
	2. 沿着目标区域拖曳光标，放大质谱图。

	若要显示全扫描质谱图
	1. 若要缩小 Spectrum（质谱图）视图，先使 Spectrum（质谱图）视图成为当前 视图。
	2. 选择 View（视图）> Full Scan（全扫描）。

	若要显示所有文本对象
	1. 若要显示所有文本对象，包括隐藏的文本，先激活 Spectrum（质谱图）视图。
	2. 选择 View（视图）> Show All Texts（显示所有文本）。

	若要在已显示质谱图中显示离子峰列表
	1. 激活 Spectrum（质谱图）视图。
	2. 选择 View（视图）> Peak List in the Spectrum（质谱图中的峰列表）。

	若要查看质谱图的特定质量数范围
	1. 选择离子保留时间。
	2. 在 MS/MS 窗口中右击质谱图并选择 Mass Range（质量数范围）。
	3. 输入质量数范围。
	4. 点击 OK（确定）修改质量数范围。

	若要更改质谱图线宽
	1. 若要修改质谱图上的线宽以方便查看，右击并选择 Line Width（线宽）。
	2. 在该对话框中输入一个值，然后单击 OK（确定）。

	若要复制质谱图进行比较
	1. 在质谱图视图中，选择一个离子保留时间。
	2. 选择一个扫描图，右击并选择 Copy Spectrum（复制质谱图）。

	若要打印 Spectrum（质谱图）视图
	1. 右击该质谱图。
	2. 选择 Print（打印）。

	若要修改 Spectrum（质谱图）视图
	若要在 Spectrum（质谱图）视图中添加文本
	1. 点击工具栏上的 Insert Text（插入文本）图标（）。
	2. 双击文本进行编辑，或拖动文本进行移动。
	3. 若要修改某个区域的字体，右击该区域并从快捷菜单中选择 Font（字体）。
	4. 选择字体选项并单击 OK（确定）。
	5. 若要隐藏插入的字体，右击该文本并选择 Hide（隐藏）。

	若要截取质谱图
	1. 选择 Edit（编辑）> Truncate Spectra（截取质谱图）。
	2. 修改范围值，以显示目标区域。
	3. 若要截取所有质谱图，点击确认对话框内的 OK（确定）。

	若要显示剩余的质谱图
	1. 在 Spectrum（质谱图）视图内的解卷积完成后，激活 Spectrum（质谱图）视 图。
	2. 选择 View（视图）> Residual Spectrum（剩余的质谱图）在 Spectrum（质谱 图）视图底部显示剩余的质谱图。

	若要平滑原始质谱图
	若要识别该质谱图对应的肽段
	1. 若 Sequence（序列）窗口中提供了蛋白质序列，点击 MS/MS 图标（）打开 MS/MS 窗口。
	2. 选择 Actions（操作）> Identify the Peptide（识别肽段）显示 Possible Peptides （可能的肽段）对话框。
	3. 单击 OK（确定）关闭对话框。
	4. 若要将具有二硫键的肽段包括在实验结果中，在 Data Processing Options（数据 处理选项）对话框中将 Disulfide Bonds（二硫键）选项设定为 Non-Reduced （非还原的）。

	若要修改质谱图标题
	若要从质谱图创建质量数列表
	1. 右击 Spectrum（质谱图）视图，然后选择 Copy Mass List（复制质量数列 表）。
	2. 打开一个文本文件并将该列表粘贴进去。
	3. 保存质量数列表文件。

	若要导出主要或辅助质谱图的强度列表
	1. 选择 File（文件）> Export ion List（导出离子列表）将离子列表复制到文本文 件中，以便采用其他应用程序绘图。
	2. 选择一个文件位置并命名文件。
	3. 点击 Save（保存）。


	使用 De Novo 测序识别组分
	若要定义 de novo 测序的处理参数
	1. 选择 Actions（操作）> De Novo Sequencing（De Novo 测序）显示 De Novo Sequencing（De Novo 测序）对话框。
	2. 若要指定母离子单同位素质量数，在 Mono-isotopic Mass（单同位素质量数） 框内输入一个值。
	3. 若要指定肽段的价态，在 Charge（价态）框内输入一个值。
	4. 若要指定可能的 N 端和 C 端残基，在合适框内指定它们。
	5. 若要指定花费多大力气进行 de novo 测序，可在 De Novo Sequencing Effort （1–10）（De Novo 测序工作量，1–10）框内输入一个值。选择 5 作为一个好的 起点。
	6. 若要指定每个测序任务上花费的最多时间，在 Maximum Sequence Evaluation Time（序列评估最多时间）框内输入一个值。大部分任务可选择 60 秒。
	7. 在 Other Options（其他选项）下面指定是否希望算法区分 K/Q 或 I/L。

	若要定义包括在 de novo 测序内的非常见或修饰氨基酸
	1. 在 De Novo Sequencing（De Novo 测序）对话框的底部，点击 Select Amino Acids（选择氨基酸）以定义包括的氨基酸。
	2. 若要将氨基酸添加至右侧列表中，在左侧框内选择一个名称，然后点击 Add （添加）。
	3. 若要移除某一氨基酸，在右侧列表中选择其名称，然后点击 Remove（移除）。
	4. 点击 OK（确定）。

	若要对 Main（主要）窗口上的单个组分执行 de novo 测序
	1. 右击离子列表中的某个离子保留时间。
	2. 选择 De Novo Sequencing（De Novo 测序）。

	若要在 MS/MS 窗口中查看单个组分的 de novo 结果
	1. 在 Main（主要）窗口中选择某组分的保留时间。
	2. 右击并选择 De Novo Sequencing（De Novo 测序）。
	3. 点击 OK（确定）开始检索。
	4. 进度完成后，点击 打开 MS/MS 视图。

	若要对离子列表中的所有离子执行 de novo 测序
	1. 在 Main（主要）窗口中，打开一个缺少离子识别信息的文件。
	2. 选择 Actions（操作）> De Novo Sequencing（De Novo 测序）。


	处理实验结果
	若要将离子列表导出到文本文件
	1. 选择 File（文件）> Export Ion List（导出离子列表）打开一个浏览框。
	2. 浏览到目标位置并为离子列表文件输入一个名称。
	3. 若要显示和保存文件，点击 Save（保存）。
	4. 若要打开保存的文件，右击该文件并选择 Open With（打开方式）。
	5. 选择文本编辑器，然后点击 Open（打开）。

	若要导出打开项目中所有文件的离子列表
	1. 选择 File（文件）> Export Ion List（导出离子列表）打开一个浏览框。
	2. 命名离子列表并点击 Save（保存）关闭此框。

	若要导出 Mascot MGF 文件离子列表
	1. 在 PepFinder 应用程序中打开一个已处理的实验。
	2. 选择 Export（导出）> Create Mascot (mgf) File（创建 Mascot [mgf] 文件）打 开一个浏览框。
	3. 命名文件并提供一个 .mgf 文件名后缀。
	4. 创建文件后，访问 Mascot 服务器并提供所需信息。
	5. 浏览选择新创建的 MGF 文件。
	6. 在 Mascot 应用程序中点击 Start Search（开始检索）。

	若要创建实验文件导入 PinPoint
	1. 在 PepFinder 应用程序中打开一个已处理的实验。
	2. 选择 Export（导出）> Create PinPoint (txt) File（创建 PinPoint [txt] 文件）打 开一个浏览框。
	3. 命名文件并点击 OK（确定）。
	4. 将该文件导入 PinPoint 应用程序，如下：

	若要生成离子列表的 Chromeleon 文件
	1. 在 PepFinder 应用程序的 Main（主要）窗口中打开一个已处理的实验。
	2. 选择 Export（导出）> Create Chromeleon (csv) File（创建 Chromeleon [csv] 文 件）打开一个浏览框。
	3. 浏览到一个位置，命名新文件然后点击 OK（确定）。

	若要导出离子列表的 MSBlast 文件
	1. 在 PepFinder 应用程序的 Main（主要）窗口中打开一个已处理的实验。
	2. 选择 Export（导出）> Create MSBlast (txt) File（创建 MSBlast [txt] 文件）打开 一个浏览框。
	3. 创建文件后，访问 MSBlast 服务器并提供所需信息。
	4. 浏览并选择新文件然后点击 OK（确定）。
	5. 转至 http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/index.html。
	6. 打开 MSBlast.txt 文件。
	7. 右击并选择 Select all（选择全部）和 Copy（复制）。
	8. 将该信息粘贴到网站的 Enter below your sequence …（在下方输入你的序列……） 空间上。
	9. 点击 Submit Query（提交问题）。

	若要创建序列覆盖图谱
	1. 选择 File（文件）> Create Sequence Coverage Map（创建序列覆盖图谱）显示 此对话框。
	2. 指定每行的残基数。
	3. 定义最小峰面积。
	4. 指定最小置信度水平。
	5. 定义最大肽段质量数。
	6. 点击 OK（确定）显示序列覆盖图谱，正如下面 mAb 实验的例子。

	若要创建修饰总结
	1. 选择 File（文件）> Create Modification Summary（创建修饰总结）。
	2. 若要定义肽段的最高修饰百分比，在 Peptides: Top（肽段：最高）框中输入一 个 1 到 100 之间的值。
	3. 若要定义价态的最高修饰百分比，在 Charge States: Top（价态：最高）中输入 一个 1 到 100 之间的值。
	4. 若要指定显示的最小修饰水平，在 Minimum Modification Level（最小修饰水 平）框内输入一个 1 到 100 之间的值。
	5. 点击 OK（确定）创建一个与下表类似的报告。



	在 Sequence（序列）窗口中查看结果
	在 Sequence（序列）窗口中修改数据
	若要打开 Sequence（序列）窗口
	若要选择显示值的方法
	若要选择肽段
	1. 选择 Sequence（序列）> Select Peptide（选择肽段）。
	2. 在此对话框中，输入肽段范围并点击 OK（确定）。

	若要查看所选蛋白质的质量数
	1. 选择肽段后，选择 View（视图）> Sequence（序列）打开 Sequence（序列）窗 口。
	2. 拖动光标穿过整个蛋白质。

	若要查找残基信息
	1. 选择 View（视图）> Sequence Window（序列窗口）打开 Sequence（序列）窗 口。
	2. 若要查看或修改蛋白质，双击 Sequence（序列）窗口中的任意残基打开 Residue Properties and Modifications（残基属性和修饰）对话框。
	3. 点击 OK（确定）。

	若要查看肽段属性
	1. 若要查看肽段和显示属性，右击该肽段。
	2. 选择 Select Peptide/Display Properties（选择肽段/显示属性）。
	3. 点击 OK（确定）。

	若要修改 Sequence（序列）窗口中的字体类型、样式或大小
	1. 右击 Sequence（序列）窗口的一个区域并选择 Font（字体）显示 Font（字 体）对话框。
	2. 选择字体值并单击 OK（确定）。

	若要复制 Sequence（序列）窗口内容
	1. 在 Sequence（序列）窗口中右击并选择 Copy（复制）。
	2. 将 Clipboard（剪贴板）中的内容粘贴到文档中。

	若要查看和修改打印设置
	1. 选择 File（文件）> Print Setup（打印设置）。
	2. 根据需要修改。
	3. 点击 OK（确定）。

	若要打印蛋白质序列
	1. 选择 File（文件）> Print（打印）。
	2. 点击 OK（确定）。

	若要手动添加或编辑序列
	1. 选择 Sequence（序列）> Input/Edit Sequence（输入/编辑序列）打开 Input Sequence（输入序列）对话框。
	2. 将序列粘贴至对话框中，然后单击 OK（确定）。

	若要添加蛋白质序列文件
	1. 选择 File（文件）> Add a Protein Sequence（添加蛋白质序列）打开一个浏览 框。
	2. 选中一个 FASTA 文件然后点击 Open（打开）进行添加。

	若要导入蛋白质序列
	1. 选择 File（文件）> Import Protein Sequence（导入蛋白质序列）。
	2. 从浏览框选择蛋白质序列文件（PMF）并点击 Open（打开）。

	若要导入 DNA 序列文件
	1. 选择 File（文件）> Import DNA Sequence（导入 DNA 序列）。
	2. 浏览至 DNA 文件所在的位置并选中该文件。
	3. 点击 Open（打开）将其导入。

	若要保存蛋白质序列
	1. 选择 File（文件）> Save Sequence As...（序列另存为……）。
	2. 在浏览框内输入一个名称并点击 Save（保存）保存文件。

	若要识别假阳性
	若要修改残基属性
	1. 从 Sequence（序列）窗口双击一个残基打开 Residue Properties and Modifications （残基属性和修饰）对话框。
	2. 选择一个侧链修饰。
	3. 若要将该修饰应用到该残基的所有实例中，选中 Apply to All（应用至全部） 复选框。
	4. 点击 OK（确定）接受修改。

	若要执行理论消化
	1. 在 Sequence（序列）窗口中选择 Actions（操作）> Theoretical Digest（理论消 化）。
	2. 若要在检索前修改质量数，可选择 Actions（操作）> Search Mass（检索质量 数）修改质量数或清除 Average Mass（平均质量数）复选框。
	3. 点击 OK（确定）。


	在 Sequence（序列）窗口中检索
	若要检索序列中匹配特定质量数的肽段碎片
	1. 在 Sequence（序列）窗口中选择 Actions（操作）> Search Mass（检索质量 数）。
	2. 若要修改质量数，可修改质量数参数值。
	3. 若要修改计算肽段质量数的方法，清除 Average Mass（平均质量数）复选框。
	4. 点击 OK（确定）。

	若要检索序列中匹配特定质量数的二硫键连接的肽段碎片
	1. 若要查找连接的肽段，在 Sequence（序列）窗口中选择 Actions（操作）> Search Mass of Disulfide-Linked Fragments（检索二硫键连接碎片的质量数）。
	2. 若要修改质量数，可修改 Mass（质量数）参数值或清除 Average Mass（平均质 量数）复选框。
	3. 若要定义检索精度，单位是 ppm，可在此框内输入一个值。
	4. 点击 OK（确定）。
	5. 在该应用程序停止检索更多二硫键连接的肽段之前，若要设定检索结果的最大 数量，在框内输入一个值。
	6. 若要指定二硫键的最大数量，在框内输入一个值。
	7. 若要设定分子中相同链的最大数量，在框内输入一个值。
	8. 若允许分子中存在自由的半胱氨酸残基，则选中该复选框。
	9. 若要选择包含还原性 LC/MS 运行的文件，在列表中选择一个文件名。
	10. 点击 OK（确定）。
	11. 该应用程序打开 Disulfide Bonds（二硫键）对话框。
	12. 单击 OK（确定）关闭对话框。

	若要显示从 CN 诱导断裂生成的碎片质量数
	1. 若要检索从 CN 诱导断裂生成的碎片质量数，寻找二硫键的归属（在氰基化半 胱氨酸残基的 N 端处由氨水断裂），在 Sequence（序列）窗口中选择 Actions （操作）> Masses from CN Induced Cleavages（...
	2. 点击 OK（确定）。

	若要自动计算 IgG 分子的不同链条和糖型的元素组成和平均质量数
	1. 在 Sequence（序列）窗口中选择 Actions（操作）> Masses from CN Induced Cleavages（来自 CN 诱导断裂的质量数）。
	2. 点击 OK（确定）。

	若要显示指定质量数范围内的所有蛋白质水解碎片
	1. 在 Sequence（序列）窗口中选择 Actions（操作）> Show all Proteolytic Fragments（显示所有蛋白质水解碎片）。
	2. 如有必要，对该范围进行修改。
	3. 点击 OK（确定）。


	处理氨基酸置换
	若要打开氨基酸置换检索
	1. 点击 打开 Data Processing Options（数据处理选项）对话框。
	2. 在 Search for Amino Acid Substitutions（检索氨基酸置换）列表中 Peptide Identification（肽段识别）下方，选择一个合适的置换。选项有 No（否）、 All Substitutions（所有置换）、Single Base Change（单个...



	在 MS/MS 窗口中查看结果
	使用 MS/MS 窗口查看质谱图
	若要打开 MS/MS 窗口
	1. 在 Main（主要）窗口中，打开一个保存的项目。
	2. 选择 View（视图）> MS/MS Window（MS/MS 窗口），或点击 MS/MS 图标 （）。

	若要查看主要质谱图
	1. 从离子列表视图点击离子保留时间。
	2. 选择 View（视图）> MS/MS Window（MS/MS 窗口），或点击 。

	若要在辅助质谱图中显示该离子

	在 MS/MS 窗口中修改 Spectrum（质谱图）视图
	若要增加 MS/MS 窗口的放大倍数
	1. 选择主要或辅助质谱图。
	2. 在目标区域上拖曳光标。

	若要在修改放大倍数以后查看全扫描质谱图
	若要修改主要质谱图位置
	1. 选择主要质谱图。
	2. 右击并选择 Move to Secondary（移动到辅助位置）。

	若要删除辅助质谱图
	1. 选择辅助质谱图。
	2. 右击并选择 Delete Spectrum（删除质谱图）。

	若要显示质谱图的特定质量数范围
	1. 选择离子保留时间。
	2. 在 MS/MS 窗口中右击一个离子并选择 Mass Range（质量数范围）。
	3. 输入合适值显示新质量数范围。
	4. 点击 OK（确定）修改显示的质量数范围。


	使用 MS/MS 窗口修改质谱图
	若要定义质谱图属性
	1. 在 MS/MS 窗口中选择 Options（选项）> Spectrum Properties（质谱图属性）。
	2. 若要指定母离子质量数精度（单位 ppm），在 Precursor Mass Accuracy（PPM） （母离子质量数精度，PPM）框中输入一个值。
	3. 若要选择仪器类型，从 MS/MS Instrument（MS/MS 仪器）列表中选择一个仪 器。
	4. 若要选择 MS/MS 数据模式，可从 MS/MS Data Mode（MS/MS 数据模式）列表 中以下选项中选择：
	5. 若要指定分辨率，在 MS/MS Resolution（MS/MS 分辨率）框内输入 400。
	6. 若要指定母离子 m/z，在 Precursor Mono-isotopic（母离子单同位素）框内输入 一个值。
	7. 若要识别母离子价态，在 Parent Charge（母离子价态）框中输入一个值。
	8. 若要选择裂解方法，从 Fragment Method（裂解方法）列表中选择下列选项之 一：
	9. 若要指定理论能量水平，在 Energy（能量）框内输入一个值。
	10. 若要设定保留时间，在 Reaction Time（ms）（反应时间，ms）框内输入一个 值。
	11. 若要指定分离宽度的 m/z，在 Isolation Width（m/z）（分离宽度，m/z）框内输 入一个值。
	12. 若要定义扫描范围，在 Scan Range（m/z）（扫描范围，m/z）框内输入一个起 始和结束时间。
	13. 单击 OK（确定）修改质谱图。

	若要重新校正质谱图
	1. 选择 Spectrum（质谱图）> Recalibrate Spectrum（重新校正质谱图）。
	2. 点击 Yes（是）。


	处理质谱图文件
	若要导出主要质谱图
	1. 在 MS/MS 窗口中选择 File（文件）> Export Primary Spectrum（导出主要质谱 图）。
	2. 在浏览框中命名文件然后点击 Save（保存）。

	若要导出辅助质谱图
	1. 在 MS/MS 窗口中选择 File（文件）> Export Secondary Spectrum（导出辅助质 谱图）。
	2. 在浏览框中命名文件然后点击 Save（保存）。

	若要创建质谱图的碎片覆盖图谱
	1. 在 MS/MS 窗口中选择 File（文件）> Create Fragment Coverage Map（创建碎片 覆盖图谱）。
	2. 指定每行的残基数。
	3. 定义最小峰面积。
	4. 指定最小置信度水平。
	5. 定义最大肽段质量数。
	6. 点击 OK（确定）打开一个浏览框并保存碎片覆盖图谱。

	若要复制质谱图列表
	1. 在 MS/MS 窗口中显示质谱图。
	2. 选择 Spectrum（质谱图）> Copy type of spectrum Spectrum List（复制质谱图类 型质谱图列表），或右击 Spectrum（质谱图）视图并选择 Copy Spectrum List （复制质谱图列表）。
	3. 将该列表粘贴到文本编辑器应用程序中。

	若要复制质谱图
	1. 在 MS/MS 窗口中显示质谱图。
	2. 选择 Spectrum（质谱图）> Copy type of spectrum Spectrum（复制质谱图类型质 谱图），或右击 Spectrum（质谱图）视图并选择 Copy Spectrum（复制质谱 图）。

	若要比较具有不同保留时间的两个质谱图
	1. 在 Main（主要）窗口中选择一个保留时间。
	2. 点击该区域角落里的方框，激活该组分的 Spectrum（质谱图）视图。
	3. 复制质谱图。
	4. 选择用于比较的质谱图保留时间。
	5. 选择 Spectrum（质谱图）> Paste Data as type of spectrum Spectrum（粘贴数据为 质谱图类型质谱图）将质谱图粘贴到 MS/MS 窗口中，以比较两个质谱图。

	若要定义碎片离子检索选项
	1. 在 Spectrum（质谱图）窗口中选择 Options（选项）> Search Criteria（检索标 准）。
	2. 若要设定质量数精度水平，在 Mass Accuracy（质量数精度）框内输入一个值， 然后选择 ppm 或 daltons 指定值类型。
	3. 若要指定标记的最小离子（与强度最大的离子相比），在 Label Threshold (%) （标签阈值，%）框内输入一个值。
	4. 若要指定母离子的价态，在 Parent Charge（母离子价态）框内输入一个价态 值。

	若要对 MS/MS 窗口的单个组分执行 de novo 测序
	1. 若要对单个肽段串联质谱图执行 de novo 测序，利用以下其中一种方法将该质 谱图复制到 MS/MS 窗口的下方面板中：
	2. 选择 Actions（操作）> De Novo Sequencing（De Novo 测序）。


	处理离子
	若要移除离子标签
	1. 右击质谱图中的离子。
	2. 选择 Remove This Ion Label（移除该离子标签）。

	若要模拟离子并在 MS/MS 窗口中执行 top-down 蛋白质分析
	1. 选择 View（视图）> MS/MS Window（MS/MS 窗口）或点击 打开 MS/MS 窗口。
	1. 选择离子并右击离子标签（红色）。
	2. 选择 Simulate This Ion（模拟该离子）计算离子的理论同位素分布，将该结果 与理论分布进行比较，确认碎片归属。
	3. 若要根据元素组分（仅 CHNOS）执行同位素模拟，选择 Action（操作）> Simulate Ion Isotope Pattern（模拟离子同位素分布）。

	若要选择碎片离子类型
	1. 在 MS/MS 窗口中选择 Options（选项）> Select Fragment Ions to Search（选择 要检索的碎片离子）。
	2. 若要设定质谱图中检索碎片离子的标准，归属离子类型，在此对话框中选择待 识别碎片类型的选项。
	3. 点击 OK（确定）开始检索。

	若要导出碎片离子列表
	1. 在 MS/MS 窗口中选择 File（文件）> Export Fragment Ions（导出碎片离子） 导出匹配归属肽段序列的碎片离子列表。
	2. 在浏览框中命名文件然后点击 Save（保存）。


	处理肽段
	若要显示肽段属性
	若要执行肽段列表的批次预测
	1. 将肽段列表保存到文本文件。
	2. 在 MS/MS 窗口中选择 Actions（操作）> Predict Peptide MS/MS (Kinetic Model) （预测肽段 MS/MS，动力学模型）执行肽段数据组的批次预测。
	3. 设定合适的碰撞能量、分离宽度和仪器型号。
	4. 若要预测同位素峰（否则，每个离子被一个平均离子代表），点击 OK（确 定）。



	参考
	索引

