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Β-环糊精催化磷酰化氨基酸水解反应的电喷雾电离质谱研究
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摘要: 利用电喷雾离子阱质谱对 Β2环糊精和N 2二异丙氧磷酰化氨基酸的相互作用进行了探讨。结果发现:

Β2环糊精能够催化N 2二异丙氧磷酰化氨基酸的水解反应,并对 Β2环糊精对N 2二异丙氧磷酰化氨基酸的水
解反应机制进行了推测。而且还对 Β2环糊精和N 2二异丙氧磷酰化氨基酸以及氨基酸形成的复合物进行了
碰撞诱导裂解 (C ID )研究,发现二者具有不同的裂解规律。

关键词: 质谱学; N 2磷酰化氨基酸水解反应研究;电喷雾质谱; Β2环糊精
中图分类号: O 657163; O 62917　　文献标识码: A　　文章编号: 100422997 (2004) 02284204

Study of Β-Cyclodextr in -ca ta lyzed Hydrolys is of N -Phosphoryl

Am ino Ac id by Electrospray Ion iza tion M a ss Spectrom etry

CAO Shu2x ia1, XU Jun1, ZHAN G J ian2chen1, CH EN X iao2lan1, ZHAO Yu2fen1, 23

(1. T he K ey L abora tory of Chem ica l B iology , D ep artm en t of Chem istry ,

Z heng z hou U niversity , Z heng z hou 450052, Ch ina;

2. T he K ey L abora tory f or B ioorg an ic P hosp horus Chem istry and Chem ica l B iology ,

M in istry of E d uca tion, D ep artm en t of Chem istry S chool of L if e S cience and E ng ineering ,

T sing hua U niversity , B eij ing 100084, Ch ina)

Abstract: A queou s so lu t ion s con ta ined N 2diisop ropyloxypho spho ryl am ino acids (D IPP2
AA ) and Β2cyclodex trin (Β2CD ) w ere ana lyzed by u se of electro sp ray ion trap m ass spec2
t rom etry (ES I2M S) in con junct ion w ith tandem m ass spectrom etry (M SöM S). T he resu lt

show ed tha t Β2CD cou ld ca ta lyze hydro lysis react ion of D IPP2AA to free am ino acid (AA ).

D IPP2AA cou ld fo rm Β2CD öD IPP2AA com p lex w ith Β2CD in the aqueou s so lu t ion. T he hy2
dro lysis p roducts w ere a lso ob served to fo rm the sing le charged 1∶1 (Β2CD öAA ) com p lex2
es. T hey no t on ly had som e sim ila r cleavage pat tern s, bu t a lso had their sim ila r characteris2
t ic fragm en t ion s. T he ca ta lyzed m echan ism of hydro lysis react ion w as assum ed by the re2
su lt.
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　　电喷雾质谱 (ES I2M S)具有快速、灵敏等特

点。近年来,具有“软电离”特点的电喷雾新技术

广泛应用于生命科学领域。目前对生物酶2底物、
DNA 2药物、蛋白质2配体及生物大分子之间形成
的复合物的化学计量、相对亲核能力及特异性的

研究已成为生物质谱领域的研究热点[ 1, 2 ]。

环糊精 (CD )是由葡萄糖通过 1, 42糖苷键相
连形成的一类筒状化合物, 它可以通过范德华

力、疏水相互作用、主客体分子间的匹配等作用

方式与许多有机或无机分子形成包合物,从而成

为许多化学工作者感兴趣的研究对象。由于CD

所具有的一些特殊的结构因素,使其成为目前人

工合成模拟酶研究中最好的模型之一。研究发

现, Β2CD 以及修饰的 Β2CD 可以模拟许多酶对

有机化合物进行催化水解、氧化还原以及转氨基

作用等生化反应[ 3～ 6 ]。Β2CD 催化酯水解反应研

究较多的为催化 C (O ) 2O 键以及 P (O ) 2O 键的
水解,但对于 Β2CD 可催化 P (O ) 2N 键的水解未
见文献报道。磷酰化氨基酸是一类具有较高生物

活性的化合物, 磷酰化氨基酸所体现出的生命

进化的最小分子模型,对解释一些生命现象、了

解酶的作用机制和探讨生命起源等具有重要意

义。本工作拟利用电喷雾质谱研究 Β2CD 与N 2
二异丙氧磷酰化氨基酸 (D IPP2AA )的作用, 并

对 Β2CD 催化D IPP2AA 水解反应机制进行探

讨; 同时对 Β2CD 与反应物以及水解产物形成的

主客体复合物进行碰撞诱导解离 (C ID )裂解研

究,以发现不同类型的复合物的裂解特点。

1　实验部分
111　主要仪器与装置

BRU KER E squ ire23000 电喷雾2离子阱多
级质谱仪: 德国布鲁克道尔顿仪器公司产品,检

测范围至 m öz 6 000。进样泵: Co le2Parm er

74900 syringe pum p , Co le2Parm er 仪器公司生

产。

112　主要试剂

N 2二异丙氧磷酰化天冬氨酸 (D IPP2A sp )、

N 2二异丙氧磷酰化亮氨酸 (D IPP2L eu)、N 2二异
丙氧磷酰化苯丙氨酸 (D IPP2Phe)、N 2二异丙氧
磷酰化脯氨酸 (D IPP2P ro )及N 2二异丙氧磷酰
化缬氨酸 (D IPP2V al)均按照文献方法[ 7 ]合成,

产品经核磁共振、元素分析以及红外光谱法鉴

定; L 2氨基酸 (L 2A sp , L 2L eu, L 2Phe, L 2P ro,

L 2V al) : 华美生物制品有限公司分装 (日本进

口, 纯度为 99% ) ; Β2CD: 购自美国 Sigm a 公司

(分子量 1 134 D a,纯度≥99% ) ;水为纯水机 (购

自美国L abconco 公司)生产的超纯水。D IPP2
AA 测试液的浓度为 0. 2 mm o löL , D IPP2AA 和

Β2 CD 混和液的摩尔比为 1∶1, 二者浓度均为

0. 2 mm o löL。
113　质谱条件

采用 ES I离子源; 喷雾电压 4 000 V ; 毛细

管温度 300 ℃; 喷雾气 (N 2) : 48. 23 kPa; 干燥气

(N 2)流速 4 L öm in;进样速度 4 ΛL öm in。

2　结果与讨论
211　实验结果

对D IPP2A sp、D IPP2L eu、D IPP2Phe、D I2
PP2P ro 及D IPP2V al分别与 Β2CD 的混合液的

质谱进行了研究。表明不同的D IPP2AA 具有相

似的规律。对于D IPP2AA 水溶液的 ES I2M S测

定显示,在质谱图中出现了[M + H ]+ 以及[M +

N a ]+ 峰,另外由于 ES I2M S 的源内 C ID 裂解的

存在,在其质谱图中还出现了 [M + H ]+ 的少量

碎片峰,例如在N 2磷酰化苯丙氨酸 (D IPP2Phe)

的质谱图中 (示于图 1) , 除了在m öz 330、m öz

352 出现 [D IPP2Phe + H ]+ 及 [D IPP2Phe +

N a ]+ 峰外,在m öz 288、m öz 246、m öz 200 的碎

片离子峰分别为[D IPP2Phe + H ]+ 失去一分子

丙烯、两分子丙烯以及继续失去一分子甲酸的碎

片离子峰。

图 1　N -二异丙氧磷酰化苯丙氨酸的 ESI质谱图

F ig. 1　Electrospray ion iza tion mass spectrum

of N -diisopropyloxyphosphoryl phenyla lan ine

　　对五种D IPP2AA 和 Β2CD 的混合液质谱测

定结果显示, Β2CD 均可与D IPP2AA 形成主客

体复合物 (Β2CD öD IPP2AA ) ,但同时也都出现了
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氨基酸和 Β2CD 所形成的主客体复合物 (Β2CD ö

AA )的信号, 经过对混合液中复合物的质谱信

号随时间变化的进一步考察发现,复合物 Β2CD ö

D IPP2AA 的信号随着时间的延长逐渐减弱,而

复合物 Β2CD öAA 的信号在逐渐增强,并且在此

过程中, [D IPP2AA + Β2CD 242+ H ]+ 峰在逐渐

增大,此峰随着时间的延长逐渐增大而后又逐渐

减弱。D IPP2Phe和 Β2CD 混合液随时间变化的

质谱图示于图 2。由图 2 可知, 其中 [ Β2CD ö

D IPP2Phe + K ]+ 峰出现在 m öz 1 502 处, [ Β2
CD öPhe + H ]+ 峰出现在 m öz 1 300 处; m öz

1 157处为 [ Β2CD + N a ]+ 峰, m öz 1 460处为 [ Β2
CD öD IPP2Phe + K242 ]+ 峰。

图 2　N -二异丙氧磷酰化氨基酸和 Β-环糊精

混合液随时间变化的质谱图

F ig. 2　M ass spectra of the m ixture

of D IPP-AA and Β-CD

a—混合后马上测定; b—常温放置 2天后测定;

c—常温放置 4天后测定

　

利用对 C ID 裂解对主客体复合物 Β2CD ö

D IPP2AA , Β2CD öAA 的质谱进行了研究。结果

表明,对于 Β2CD öD IPP2AA 类复合物,其主要裂

解方式为失去一分子D IPP2AA , 生成 [ Β2CD +

H ]+ 离子;而 Β2CD öAA 复合物的M S2 质谱显示

Β2CD öAA 的裂解产物不仅会出现脱出一分子

AA 的 [Β2CD + H ]+ 离子,而且还出现了一系列

Β2CD 的碎片离子, 例如m öz 1 135, m öz 973,

m öz 811, m öz 649, m öz 487, m öz 325 分别对

应于 Β2CD 以及依次脱除一个糖环 (162 D a)的

碎片离子。并且诱导复合物 Β2CD öD IPP2AA 裂

解所需的能量远大于诱导复合物 Β2CD öAA 裂

解所需的能量, 由此推测复合物 Β2CD öD IPP2
AA 的形成应为氨基酸及其侧链插入到 Β2CD

的空腔中。复合物 Β2CD öD IPP2P ro 以及复合物

Β2CD öP ro 的M S2 质谱图示于图 3。

图 3　复合物CD öD IPP-AA 以及复合物

CD öAA 的M S2质谱图

F ig. 3　M S2 spectra of Β-CD öD IPP-AA

com plex and Β-CD öAA com plex

212　讨论

众所周知, N 2磷酰化氨基酸在水中会发生
水解反应生成磷酸单酯、磷酸双酯以及磷酸,其

反应活性主要受酸度的影响。一般在酸性条件下

易发生 P (O ) 2N 键的断裂;在碱性条件下则易发

生 P (O ) 2O 键的断裂; 在中性的条件下,具有相

对的稳定性。为了考察 Β2CD 是否对D IPP2AA
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的水解具有催化作用,本实验对比了D IPP2AA

和 Β2CD 的混合液以及D IPP2AA 溶液的质谱图

随时间变化的情况。结果发现,混合液中 Β2CD

与 D IPP2AA 形成主客体复合物 (Β2CD öD IPP2
AA )较快地转化为 Β2CD 和氨基酸形成的主客

体复合物 (Β2CD öAA ) ,而同样的空白实验考察

发现D IPP2AA 在水溶液中自身的水解速度则

较慢。由于 Β2CD 作为人工模拟酶催化羧酸酯的

水解反应的研究已相当成熟[ 8 ] ,其机制为环糊精

的氧负离子进攻酯平面的羰基,并参与形成新酯

基平面的一部分。可以推测, Β2CD 对N 2二异丙

氧磷酰化氨基酸的水解反应与环糊精催化羧酸

酯的水解反应有着相似的催化历程。

图 2 中, D IPP2AA 和 Β2CD 的混合液随时

间的质谱变化可知, 复合物 Β2CD öD IPP2AA 的

信号随着时间的延长逐渐减弱,而复合物 Β2CD ö

AA 的信号在逐渐增强, 并且此过程中, 复合物

[D IPP2AA + Β2CD 242+ K ]+ 峰随着时间的延长

逐渐增大然后又逐渐减弱, 由此推测复合物

[D IPP2AA + Β2CD 242 ]可能为 Β2CD 催化水解

反应的中间体。Β2CD 催化D IPP2AA 的水解反

应机制示于图 4。

图 4　环糊精催化N -磷酰化氨基酸水解的过程

F ig. 4　Proposed m echan ism for the hydrolysis of D IPP-AA in the presence of Β-CD

3　结论
利用电喷雾离子阱多级质谱对 Β2CD 和

D IPP2AA 以及氨基酸形成的复合物进行了C ID

裂解研究,发现二者具有不同的裂解特点。Β2CD

可催化D IPP2AA 的水解反应,由此对 Β2环糊精
对D IPP2AA 的水解反应机制进行了推测。有关

环糊精催化D IPP2AA 水解反应的动力学有待

进一步的研究。
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