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摘要: 应用实验室研制成功的高分辨飞行时间质谱仪的分子离子反应器 (M o lecu lar ion reacto r,M IR )接口

来分析多肽结构和获得相关信息。实验结果表明:M IR 能够有效地破碎多肽,得到准确的碎片信息,是一种

理想的多肽结构分析技术。
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　　由于碰撞诱导解离 (C ID )或碰撞活化解离

(CAD )、后源裂解 (PSD )等技术的应用,生物质

谱可将肽打碎,并根据碎片离子之间的质量差进

行氨基酸序列的推测,这些方法为蛋白质的鉴定

及结构测定提供了重要信息,从而成为蛋白质结

构分析的强有力手段。肽的断裂十分复杂,给序

列分析带来了一定的困难,所以,如何获得尽可

能高质量的肽断裂信息就是一个十分关键的问

题。肽的断裂受多种因素影响,除了肽本身的氨

基酸组成、荷电情况外,仪器条件对断裂谱图的

影响也不可忽视。

1　M IR设计及工作原理
实验室研制成功的高分辨率电喷雾飞行时

间质谱是以分子离子反应器 (M o lecu lar ion re2
acto r,M IR )作为接口,示于图 1。它是一个非常

小的射频四极杆,整根四极杆总长 25 mm ,每根

四极杆由 11段外径仅为 4 mm ,厚度为 2 mm 的

不锈钢环串联而成,环与环之间再用 0. 1 mm 厚

的绝缘薄膜隔开,用贴片电阻和电容将这些环连

接起来。工作时在四极杆上加射频电压 (V PP= 70

～ 250 V , f = 150～ 250 kH z) , 同时在四极杆的

两端加直流电压 50～ 200 V ,形成轴向静电场。

当M IR 内的气压维持在 0. 03～ 0. 67 kPa 时,使

用高纯N 2 作为背景气体。离子进入四极杆后,

分子离子 (Paren t)与碎片 (F ragm en t)在射频场

及轴向电场作用下绕轴作振荡运动并通过与背

景气体的频繁碰撞去掉附着在离子上的溶液基

团。一方面可以增加去溶的效果,又可以实现碰

撞冷却聚焦;另一方面,它可以工作在M ath ieu’s

不稳定边界值 ( In stab ility th resho ld)附近,相当

一个四极滤质器,因此还具有一定的离子筛选作

用。

M IR [ 1 ]有两种工作模式: 第一种是利用非均

匀射频场把离子约束在轴线附近振荡,调节轴向

电场电压把离子打碎; 第二种是选中某离子,调

节射频场的频率和峰值在该离子的M ath ieu’s

不稳定边界值附近,使该离子共振,离子运动速

度急剧增加,碰撞加剧,致使该离子破碎。第二种

模式使M IR 对质荷比小于母离子的子离子有歧

视作用,故有时两种模式共同使用,能得到完整

的碎片信息。本工作主要应用第一种模式来分析

多肽的结构。

2　实验设备与条件
电喷雾高分辨率飞行时间质谱检测器:自行



研制,半峰宽 (FW HM ) b 1
2
约为 10 000,测量准确

度约 10- 5; 电喷雾离子源石英毛细管: 内径 Υ=

50 Λm ,流速 Τ为 0. 2 ΛL öm in,电压 4 200 V ,高

纯氮气作为反吹气体和M IR 反应气, 其流速 Τ
为 0. 3 L öm in。M IR 射频频率 900 kH z,射频电

压 (峰值) 85 V。

图 1　M IR结构示意图

F ig. 1　Schematic v iew of M IR

　　合成八肽: 上海吉尔生化有限公司提供; 抗

菌素短杆菌肽 (Gram icid in S) (俄罗斯)。单种同

位素相对分子量分别为 1 140. 705 9 和 1 132.

498 7 (还原态) ,均配成 10 Λm o löL 甲醇溶液。这

两种多肽用于考察M IR 的性能。

3　实验结果
应用M IR 来破碎多肽,改变M IR 轴向电压

△U 值,两种多肽谱图变化示于图 2。图 2 (1)、

( 2)为八肽,带有双电荷和单电荷峰, (1)为△U

为 80 V 时的质谱图,八肽的双电荷峰很强,单电

荷峰较弱; (2)为△U 为 130 V 时的质谱图,八肽

的双电荷峰已找不到,碎片峰较多,而单电荷峰

变化不十分明显。图 2 (3)、(4)为抗菌素短杆菌

肽, 也带有双电荷和单电荷峰, (3)为△U 为 80

V 时的质谱图, 双电荷峰很强, 单电荷峰较弱;

(4)为△U 为 140 V 时的质谱图,可看到抗菌素

短杆菌肽双电荷峰变得很弱,碎片峰大量增加,

而单电荷峰变化不明显。从图 2可看出两种多肽

在△U 较低时,双电荷峰最强,单电荷峰较弱,谱

图碎片峰很少或很弱,随△U 增大双电荷峰均被

打碎,谱图碎片峰很多且比较强。

311　抗菌素短杆菌肽的碎片峰分析

Gram icid in S的氨基酸序列示于图 3。

图 2　八肽和抗菌素短杆菌肽在△U 值
不同时 TOF-M S谱图

1——八肽,△U = 80 V ; 2——八肽,△U = 130 V
F ig. 2　TOF-M S spectra of octa-peptides

and Gram ic id in S at d ifferen t△U
1——octa2pep tides,△U = 80 V ;

2——octa2pep tides,△U = 130 V
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续图 2　八肽和抗菌素短杆菌肽在△U 值
不同时 TOF-M S谱图

3——抗菌素短杆菌肽,△U = 80 V ;
4——抗菌素短杆菌肽,△U = 140 V

g. 2 (con tinued)　TOF-M S spectra of octa-peptides and
Gram ic id in S at d ifferen t△U
3——Gram icidin S,△U = 80 V ;

4——Gram icidin S,△U = 140 V

　　该多肽为环状对称多肽。通过高分辨飞行时

间质谱能够准确鉴别碎片峰,给出准确分子量信

息。图 4是部分碎片峰,对应的具体分子量信息

列于表 1。从表 1中可看出 14～ 18号峰与 19～

23号峰正好互补,它们的和正好是Gram icid in S

单一同位素分子量与两个H + 分子量的和。综合

所有碎片信息,没有找到该多肽破碎成三部分或

更多碎片的情况,每块碎片都能够找到对应的另

一部分。从表 1还可看出高分辨飞行时间质谱测

量误差小于 2×10- 6。根据碎片峰准确的分子

量,结合一定的算法,能够准确给出该多肽的组

成和氨基酸序列。

图 3　Gram ic id in S的氨基酸序列

F ig. 3　Catena of am ino ac id in Gram ic id in S

表 1　Gram ic id in S碎片峰的 TOF-M S测定结果

Table 1　D eterm ination data of Gram ic id in

S in M IR by TOF-M S

序号

(N o. )

碎片

(F ragm ents)

M öD

单一同位素+ H

(M ono isom ass+ H )

剩余+ H

(R est m ass+ H )

测定值

(D eterm ined)

14 PVOL 424. 292 4 718. 429 2 424. 292 3

15 L FPV 457. 281 5 685. 440 1 457. 281 4

16 FPVO 458. 276 7 684. 444 8 458. 276 3

17 OL FP 472. 292 4 670. 429 2 472. 292 4

18 VOL F 474. 308 0 668. 413 5 474. 308 3

19 PVOL FP 668. 413 5 474. 308 0 668. 413 5

20 VOL FPV 670. 429 2 472. 292 4 670. 429 2

21 L FPVOL 684. 444 8 458. 276 7 684. 444 6

22 OL FPVO 685. 440 1 457. 281 5 685. 440 3

23 FPVOL F 718. 429 2 424. 292 4 718. 429 5

图 4　Gram ic id in S 在M IR中破碎后部分 TOF-M S谱图

F ig. 4　Part of TOF-M S spectra of Gram ic id in S in M IR
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312　合成八肽的碎片峰分析

合成八肽的氨基酸序列为:

Y—C—Y—W—K—V—C—W—N H 2

合成八肽中含有两个半胱氨酸,在空气中很

容易被氧化,脱去 2 个H ,形成二硫键。图 5 中

a′82+、b′7+、b′82+、y′7+、y′8+ 的峰为还原八肽的碎

片峰, a8
2+、b7

+、b8
2+、y7

+、y8
+ 为氧化态八肽的碎

片峰。还原态与氧化态八肽共存导致两种状态含

有半胱氨酸的碎片峰也共存,这些碎片发生在多

肽的两端,且质谱信号较强。图 6为氧化态八肽

的碎片峰,其中 Y 离子模式的峰比B 离子模式

要多并且较强, A 离子模式很少,这可能由于多

肽中含有氮的基团靠近 C 端,导致 Y 离子模式

占大多数,其它模式较少。从 Y 系列可以明显地

看到它们相邻项的差值正好是该位置所含 Α2氨
基酸或 Α2氨基酸及其保护基脱去一分子水的质
量数。

图 5　还原态与氧化态共存时八肽在M IR破碎后部分 TOF-M S谱图

F ig. 5　Part of TOF-M S spectra of ox ided and reduced octa-peptides in M IR

图 6　氧化态八肽在M IR破碎后部分 TOF-M S谱图

F ig. 6　Part of TOF-M S spectra of ox ided octa-peptides in M IR

313　△U 值对多肽碎片形成的影响

图 7 (1)中M′为抗菌素短杆菌肽,M 为八

肽,其双电荷峰的信号强度为实际的十分之一。

从图 7 (1)可看到八肽双电荷峰强度随着△U 的

增加而剧烈下降,在 100 V 时强度很低, 110 V

处与 100 V 相近,可能由于此时八肽碎片离子与

反应气体碰撞饱和,当△U 在 130 V 时轴向电场

变强,八肽双电荷峰强度几乎降为零。b8
2+ 在 80

～ 90 V 时信号最强,原因在于八肽 C 端理论上

为2COOH , 实际合成为2CON H 2, 八肽易带双电

荷,并且靠近C 端的含有N 基团较多,易带H + ,

若H + 在2CON H 2 上发生B 离子模式,则很容易

去掉N H 3, 故△U 不需要很大, 反应就会进行。

当△U 很大,离子碰撞加剧,破裂的方式和部位
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发生变化, b8
2+ 信号降低。图 7 (1)中[M′+ H ]+

在 110 V 之前变化不大,原因在于M′在溶液中

含量很低, 转移到气相后 [M + 2H ]2+ 占有决大

部分, [M′+ 2H ]2+ 则很少, 并且 [M′+ 2H ]2+ 的

质量数大于[M + 2H ]2+ ,这样[M′+ 2H ]2+ 的碰

撞频率与能量较低, 表现在 110 V 之前变化不

大。对于图 7 (1)中的[M + H ]+ 在气相中含量较

少,质量最大,当△U 一定时,速度最低,不易破

碎。其它碎片峰在 100 V 左右强度达到最大。图

7 (2)中M 为利血平 (R eserp ine) ,M′为抗菌素短

杆菌肽,其双电荷峰的信号强度为实际的百分之

一。(1)图与 (2)图两种多肽的碎片峰随△U 变化

情况很相似, [M + 2H ]2+ 随△U 增加而急剧减

少, 在△U 为 100 V 左右时碎片峰基本上都最

强。两图也有一些区别,图 7 (1)碎片峰在△U 为

80 V 才明显出现,在△U 为 140 V 较多碎片峰

并没有减少很多。两种多肽结构不同是其主要原

因,一种是环状,另一种是直链,从图 7上看出直

链八肽比环状抗菌素短杆菌肽容易破碎,原因可

能是直链多肽比环状多肽碰撞截面大,碰撞频率

更高所致。

图 7　八肽 (1)和抗菌素短杆菌肽 (2)的碎片峰强度随△U 变化示意图

F ig. 7　In ten sity curves of fragm en ts of octa-peptides(1) and Gram ic id in S (2) at d ifferen t△U

4　讨论

C ID [ 2 ]技术是通过碰撞将离子的平动能部

分转变为其热力学能,使稳定离子被活化后发生

破裂反应。碰撞过程遵守能量和动量守恒定则:

决定能量转换大小的并不是在这个实验室坐标

的能量 E lab ,而是在发生碰撞的离子与靶气的质

心坐标的能量 E cm。它们的关系如式 (1)所示。

　　E cm = E lab
m g

m g+ m p
(1)

(1)式中, m g 和m p 分别是碰撞气和前体离子的

质量。对于低能C ID ,碰撞气通常采用质量较大

的气体 (如N 2、A r)才能有效地使离子活化。M IR

在电喷雾离子转移区域中实现C ID ,采用高纯氮

气为靶气,工作压力在 0. 03～ 0. 67 kPa,离子在

M IR 中的运动受M IR 二维势阱的约束,迫使离

子在轴线附近振荡,且离子自由程较短,经多次

碰撞后能量转移较高,故碎片离子较多。当增加

E lab也即在M IR 中增加△U 时,转移到离子上的

内能会增加,有效的能量转换保证了产物离子的

产率。对于质量较大或非常稳定的离子,根据公

式 (2) ,进一步提高反应产率的途径是增加碰撞

靶气的压力。在相同的碰撞能量下,靶气压力升

高将使发生碰撞的离子数量以及发生多次碰撞

的可能性增加,从而使产物离子尤其是活化能较

高的反应的产物离子增加。M IR 作为接口,可在

很高的压力区域中工作,离子数众多和二维势阱

的约束减少了离子的散射, 增加离子碰撞的频

率。

　　I f= Ipe- nD ∆L (2)

(2)式中, I f 为产物离子的强度; Ip 为进入碰
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撞室的前体离子的强度,即在没有碰撞气时主束

离子的强度; nD 为碰撞气的密度; ∆为碰撞截面;

L 为碰撞室的长度。

生物分子的分子量一般很大,当分子的分子

量增加时,分子中的振子数 (S )也随之增加。数

目巨大的振子会将内能分散到各自的振动能上,

结果降低了碎片速率 K (E)。K (E)和S 的关系如式

(3) :

　　K (E) = V [ (E - E 0)S
- 1 ]öE (3)

(3)式中, E 为离子能; E 0 为反应的临界能

量; V 为频率因子。如果要增加转移能量和K (E) ,

可以增加离子能 E、碰撞气体压力,以及选择大

质量碰撞气体。由于振子分散能量及 E 不够大

的关系, 两个多肽的单电荷离子峰强度变化不

大, 而双电荷离子由于受力大约是单电荷的 2

倍,能够被打碎。M IR 属于低能C ID ,碎片是多

次碰撞的结果,裂解主要沿着肽链骨架进行,常

伴随着氢的转移, 产生稳定的N 端 a、b、c 型离

子和ö或C 端系列 x、y、z型离子,其中 b、y 系列

离子最为常见,这些在两个多肽的破碎谱图中可

以看到。
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