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摘要!为了探讨非共价复合物的碎片化 反 应 机 理$选 择 谷 胱 甘 肽 和 氨 基 酸 复 合 物 研 究 影 响 碎 片 化 反 应 的 主

要因素%串级质谱结果表明$碰撞气体密度"-aO#和碰撞能量是影响非共价复合物碎片化反应的两个主要

因素$对谷胱甘肽复合物碎片化产 物 的 生 成 途 径 会 有 明 显 的 影 响%当 碰 撞 气 体 密 度 恒 定 在*"^%"%& 3;6C$

?=6C:’?3!$碰撞能量在小于%""CG范围内$复合物 L5:$a0L都能发生碎裂$断裂位点容易发生在非共价键

上$生成原来组分(L5:ZL)Z 和(a0LZL)Z 离 子$但 没 有 发 生 进 一 步 碎 裂%当 碰 撞 能 量 一 定"恒 定 为&"

CG#$碰 撞 气 体 密 度 为*"^%"%& 3;6C?=6C:’?3! 时$L5:$a0L 复 合 物 碎 裂 后 的 产 物 同 样 为(L5:ZL)Z 和

(a0LZL)Z%然而$当碰撞气体密度上升至(*̂ %"%&3;6C?=6C:’?3! 时$除非共价键发生碎裂外$共价键也

会发生碎裂$产生更小的碎片离子F!$7!%当碰撞气 体 密 度 上 升 为%(*̂ %"%& 3;6C?=6C:’?3! 时$L5:也 开 始

碎裂$生成<’=%%"(L5:\L!I\-IZL)Z%三级串级质谱 /0& 实验确认$JF:$a0L复合物中谷胱甘肽碎

裂后产生的F! 碎片离子会进一步碎裂%
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!!在过去的%"多年里"质谱新技术和新方法

取得了快速的进展%%&"其中串级质谱已经成为一

个重要的工具被广泛地应用于有机化合物分子

结构分析和多肽分子中氨基酸序列的测定’该

技术包括在第一级质量分析器中选择前体分子"
前体分子的 激 发 并 诱 导 解 离 和 碎 片 离 子 分 析&
部分’前体分子的激发是由非反应性气体"如氩

气或氦气的碰撞而获得"可认为是碰撞诱导解离

(-,V)’
迄今为止"已有大量碰撞诱导解离研究有机

和生 物 分 子 的 报 道%!$&&"其 中 L4AA5:;8用 L$V
交换和亚稳态离子分析研究了包括质子化谷氨

酰衍生物等许多质子化多肽的碎片化反应"在质

子化多肽碎片化机理的实验和理论工作中做出

了重要贡献’从解离的观点来看"酰胺上的氮具

有优势"容易加质子并发生断裂$但从热力学的

观点来看"酰胺上的氮并不是最具优势的"而酰

胺上的氧""$端的氨基和侧链的碱性氨基酸"如

1A9和JF:却是优势基团$为了解决 这 一 矛 盾"

dF:;?X5等%’&提出了*质子迁移模型+"在低能碰

撞条件下"质子化多肽的碎裂主要表现为电荷导

向型反应’对于含有多个官能团的化合物"多肽

可以在许多位点进行质子化"包括"$端氨基,酰
胺上的氧和氮"以及侧链官能团等’*质子迁移

模型+得到了质 谱 中 L$V交 换 实 验 和 理 论 计 算

的支持’

.45S:等%*&综合评论了质子化多肽碎片化途

径"认为仅仅采用*质子迁移模型+只能定性地解

释含有质子迁移的多肽低能碰撞诱导解离过程"
具有一定的局限性’为了深入理解质子化多肽

机制"对*质子迁移模型+加以改进"提出了*竞争

途径模型+"即质子化多肽碎片离子的形成过程"
包括&个步骤#%)预解离"包括质子转移反应,异
构体和互变异构体的转换"酰胺键的顺反异构转

变等$!)解离$&)解离 后".45S:根 据 该 模 型 成 功

地解释了二酮哌嗪的碎片化途径’在探索精氨

酸的质子化多肽UU/YdYY气相 碰 撞 诱 导 解

离过程中"祖莉莉等%+&发现含精氨酸的支链是该

多肽 质 子 化 时 质 子 优 先 结 合 的 部 位"导 致 含 有

1A9的多肽在气相中碰撞诱导 解 离 条 件 下 解 离

时需要较高的解离能’
近年来"有关非共价复合物的碎片化过程的

质谱研究引起人们的关注’在有生命的有机物

中"VH1磷酸盐含有负电荷"能够与带正电荷的

质子化碱性氨基酸残基通过离子键结合而形成

非共价复合物"K=?<3488等%(&采用氮气作为碰

撞气体对该复合物进行碰撞诱导解离时发现"复
合物的电荷态和多聚碱性氨基酸的性质不同会

导致不同的解离途径"即高电荷态复合物由于库

仑斥力的作用容易发生非共价解离"断裂碎片为

复合前的组分"而低电荷态复合物的断裂位点容

易发 生 在 VH1 磷 酸 盐 的 共 价 键 部 分’闻 韧

等%)&采用电喷雾$傅里叶回旋共振质谱重新研究

了药物 蓝 色 荧 光 染 料 L;C?<:E与 双 链VH1的

非共价结合"碰撞诱导解离结果表明"药物能够

提高该多电荷体系的稳定性"VH1和 药 物 之 间

存在较强 的 盐 桥 嵌 入 作 用’‘=等%#&采 用 傅 里

叶回旋共振质谱碰撞诱导解离碎片分析了该复

合物的键合位点"发现有环糊精包合药物芳香基

团的碎片存在"确认黄酮类药物已经插入环糊精

的疏水腔中’因此"深入开展非共价复合物的碎

片化过程的质谱分析"将有助于从分子水平上揭

示生物大分子和药物分子相互作用的结构信息"
并为新药的研发提供新的思路’

尽管采用碰撞诱导解离技术研究非 共 价 复

合物已经取得了一定的进展"然而"对于哪些因

素将会对非共价复合物的碎片化反应产生明显

的影响仍然少有报道"初步探明碰撞气体密度和

碰撞能量等因素的影响将有利于深刻理解非共

价复合物碎片化的作用机制和理论模型’
本实验室已经采用电喷雾质谱成功 地 研 究

谷胱甘肽 与? 型$芳 香 性 氨 基 酸 非 共 价 复 合 物

等%%"&"为了从分 子 水 平 上 进 一 步 揭 示 生 物 大 分

子和氨基酸等小分子非共价作用的机理’本工
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作采用二级或三级质谱研究影响谷胱甘肽与氨

基酸非共价复合物的碎片化过程的主要因素!并
探索该非共价复合物的断裂位点"

=!试验部分

=@=!主要仪器和装置

1.,,,,三 重 四 极 杆 串 级 质 谱 仪 #<$=
!’""%&加拿大.2$0?5CT公司产品!质谱仪的质

量由溶菌酶#相对分 子 质 量%’&"(%校 正’.L0$
&-精密DL计&上海林达仪器厂产品"

=@>!主要材料和试剂

还原型谷胱甘肽###]%&购 自05934公 司’
氨基酸#L5:!JF:###]%%&购自上海朝瑞生物科

技有限公司’甲醇#分析纯%&购自国药集团化学

试剂有限公司’所有化学试剂溶解于蒸馏水中!
并制成%>"33;6(J\%贮存液"

=@?!试验条件

将%>"33;6(J\%谷 胱 甘 肽 分 别 与 L5:)

JF:贮存液按摩尔比%c%在室温下混合!放入

!"b培养箱内!温育%<!使之生成谷胱甘肽与

氨基酸非共价复合物!并使反应完全"混合液为

DL+!)!取出后进行质谱检测"为了提高质谱

检测的信号强度!质谱检测前在待测样品中加入

*]甲醇"碰撞能量数值由四极杆l" 和碰撞池

l! 的电压差*’#)!F)"%+计算 而 得#’为 母 离 子

电荷数%"三 级 串 级 质 谱 /0& 实 验 是 提 高 锥 孔

电压至)"G以上!在接口区解离产生感兴趣的

初次碎片离子!其后的步骤与 /0! 相同!碰撞气

体密度单 位 为%"%& 3;6C?=6C:$?3!’在 考 察 碰 撞

气体密度对非共价复合物的碎片化反应影响实

验中!碰撞能量为&"CG"
为了便于讨论!谷胱甘肽的碎裂碎片命名采

用K5C3488规则**+!示于图%"

图=!谷胱甘肽断裂示意图

E5F@=!G,/-)/04.6A*)A7)1+,*6()+*.F-)/67,+F4A6.6(5,/)

>!结果和讨论

>@=!谷胱甘肽和K57!L;7在气相中形成的非共

价复合物的电喷雾质谱

谷胱甘肽是一个由!$谷氨酰)半胱氨酰)甘

氨 酸 组 成 的 三 肽#!$a6=$-F:$a6F%!分 子 式 为

-%"L%(H&I+0!相对分 子 质 量 为&"(>&"电 喷 雾

质谱测得的质谱峰<$=&")>!为谷胱甘肽单电

荷离子峰*a0LZL+Z!碰撞气体密度#-aO%单

位为%"%&3;6C?=6C:$?3!#为了使文章简洁!在下

文中省略碰撞气体密度单位%"
谷胱甘肽与氨基酸 L5:!JF:复合物的电喷

雾质谱图示于图!"可以看到!除谷胱甘肽#<$=
&")>!%)L5:#<$=%*+>!%和JF:#<$=%’(>"%的

离子峰外!还出现了非共价复合物的离子峰!质

谱峰<$=’+&>+#图!4%和<$=’*’>!#图!7%可

以 分 别 归 属 于 *L5:\ a0L Z L+Z 和

*JF:\a0LZL+Z"从图!中的!个插图可以

看到!生成的均为单电荷离子!谷胱甘肽与氨基

酸 L5:和JF:混 合 并 反 应 后!可 以 导 致 非 共 价

复合物的生成"

>@>!碰撞气体密度对谷胱甘肽非共价复合物碎

裂过程的影响

为了研究碰撞气体密度对谷胱甘肽$组氨酸

非共价 复 合 物 碎 片 化 过 程 的 影 响!对*a0LZ
L5:ZL+Z 前体离子进行了碰撞诱导解离实验!
结果示于图&"可以看到!当-aO上升为*"时!

’% 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第&%卷!



图>!谷胱甘肽与氨基酸K57!L;7混合物及非共价复合物质谱图

4>L5:!7>JF:

E5F@>!M&!-.7773)06*.+,*6()0,-34)I)7,+F4A6.6(5,/)<56(K57./1L;7!

6()"J&K#57.6.+5I)10,/0)/6*.65,/,+=@NO=NPB-,4$LP=

4>"L5:#_%>*̂ %"\’3;6$J\%!7>"JF:#_%>)̂ %"\’3;6$J\%

谷胱甘肽$组氨 酸 非 共 价 复 合 物 已 经 开 始 断 裂%
产生的碎片离子分别位于<&=%*+>!和&")>!%
它 们 可 以 分 别 归 属 于"L5:ZL#Z 和"a0LZ
L#Z 的分子离子峰!当-aO上升为(*时%谷胱

甘肽开始碎裂%<&=%((>!和!&%>&碎片离子峰

可以分别归 属 于 谷 胱 甘 肽 碎 裂 后 产 生 的F!’7!
碎片离子!当-aO上升为%*"时%谷 胱 甘 肽$组

氨酸复合物的质谱峰几乎消失%此时除谷胱甘肽

碎裂后产生F!’7! 碎片离子外%组氨酸也开始断

裂%产 生<&=%%">!离 子 峰!该 峰 在-aO上 升

为%(*时达到最大值%继续增加-aO至!!*以

上%则进一步碎裂成更多强度较小的碎片(值得

一提的是%谷胱甘肽与组氨酸形成的复合物容易

在非共价的位置发生断裂(OCAA5CA等"(#研究表

明%对于一个相对分子质量较大的非共价复合物

而言%一般高电荷态部分的断裂容易发生在非共

价键位置%而低电荷态部分的断裂容易发生在共

价键位置%但是由于谷胱甘肽与组氨酸形成的非

共价复合物的相对分子质量相对较小%非共价键

容易断裂可能是因为其键能比共价键键能相对

较小(
碰撞气体密度对谷胱甘肽$赖氨酸非共价复

合物 碎 片 化 过 程 的 影 响 示 于 图’%对"a0LZ
JF:ZL#Z 前体离子)<&=’*&>’*同样进行了碰

撞诱导解离实验(在图’中%当-aO为(*时%
来自 前 体 离 子 的 断 裂 碎 片 离 子 <&=%’(>!和

&")n!可以分 别 归 属 于"JF:ZL#Z 和"a0LZ
L#Z 的分 子 离 子 峰(除 此 之 外%还 观 察 到<&=
%((n!’!&%>&碎片离子峰%它们可以分别归属于

图?!谷胱甘肽与K57非共价复合物

碰撞诱导解离质谱图

E5F@?!",44575,/$5/1A0)11577,05.65,/

-.7773)06*.+,*6()/,/$0,H.4)/60,-34)I)7,+

F4A6.6(5,/)<56(K57

谷胱 甘 肽 碎 裂 后 产 生 的F!’7! 碎 片 离 子(当

-aO为%!*时%谷胱甘肽$赖氨酸复合物完全碎

裂成<&=%((n!’!&%>&’!)#>*碎片离子峰%它们

可以分别归属于谷胱甘肽碎裂后产生的F!’7!’

7& 碎片离子)其中7& 为谷胱甘肽"$端脱水后的

产物*%<&=%+!和%&"碎 片 离 子 峰 可 以 分 别 归

属于谷胱甘肽碎裂后产生的S! 和7% 碎片离子(

<&=%&"质谱峰 同 时 也 可 以 归 属 于JF:脱 水 后

产物%<&=%&"可能为JF:脱水后产物与谷胱甘

肽碎裂后产生的7% 碎片离子 的 叠 加%因 此 导 致

该峰强度相对较高(当-aO为%(*时%与相同

条件谷胱 甘 肽$L5:非 共 价 复 合 物 相 比 较%谷 胱

甘肽$JF:非共价复合物碎裂后产生的碎片离子

峰要略强(
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图B!谷胱甘肽与L;7非共价

复合物碰撞诱导解离质谱图

E5F@B!",44575,/$5/1A0)11577,05.65,/73)06*.,+

6()/,/$0,H.4)/60,-34)I)7,+F4A6.6(5,/)<56(L;7

为了确认图’中<!=%((>!碎片离子峰为

谷胱甘肽碎裂后产生的F!"又做了 /0& 实验"结
果示于图*#图*4将 a0L$JF:复 合 物 源 内 解

离产生的F! 离子再次在l! 碰撞池内碰撞解离"
结果在谱图中发现了F% 离子$<!=(+>!%"以及

&F!\ L!I’Z $<!=%*#>!%和 &F! \ L!I\
HL&’Z$<!=%’!>!%离 子 峰#类 似 地"在 图*7
中"来自前体离子7%$<!=%&">&%的断裂碎片离

子<!=&7%\L!I’Z 离 子 峰#在 图*?中"来 自

前体离 子S!$<!=%+!>!%的 断 裂 碎 片 离 子<!=
%’’>%(%%+>&可 以 分 别 归 属 于&S!\L!I’Z 和

&S!\L!I\-I’Z)而 断 裂 碎 片 离 子<!=))>!
可能为7!S! 的 分 子 离 子 峰"由 此 可 以 进 一 步 确

定F! 和7%等 碎 片 离 子 是 谷 胱 甘 肽 碎 裂 后 产

生的#

>@?!碰撞能量对谷胱甘肽与组氨酸非共价复合

物碎裂过程的影响

由图+可 以 看 到"在 碰 撞 气 体 密 度 为*"^
%"%&"碰撞能量$-2%从*CG增加到)"CG过程

中"非共价复合物L5:$a0L都能发生碎裂反应"
产生的碎片离子分别位于<!=%*+>!和&")>!"
它们可 以 分 别 归 属 于 原 来 组 分&L5:ZL’Z 和

&a0LZL’Z 的 分 子 离 子 峰#当 碰 撞 能 量 从

*CG增 加 到’"CG 过 程 中"前 体 离 子 复 合 物

L5:$a0L质 谱 峰 强 度 逐 渐 下 降"碎 片 峰 逐 渐 上

升"揭示在此能量范围内"随着碰撞能量的提高"
有利于复合物的碎裂#然而"令人感兴 趣 的 是"
进一步提高碰撞能量至大于’"CG"复合物前体

离子峰强度不但没有下降"反而逐渐上升"这可

能与复合物前体离子动能的提高"其穿过l! 碰

图C!谷胱甘肽与L;7非共价

复合物碰撞诱导解离 %&? 质谱图

E5F@C!"!Q%&?73)06*.,+6()/,/$0,H.4)/6

0,-34)I)7,+F4A6.6(5,/)<56(L;7

图D!谷胱甘肽与组氨酸非共价复合物

在不同碰撞能量下的碰撞诱导解离质谱图

E5F@D!"!Q73)06*.,+6()/,/$0,H.4)/6

0,-34)I)7,+F4A6.6(5,/)<56(K57

A/1)*H.*5,A70,44575,/)/)*F;

撞池的速度接近于亚稳态离子速率"导致前体离

子与氩气碰撞次数减少有关#类似的现象在做

锰卟啉$L5:非共价复合物前体离子与氩气的碰

撞实验中同样可以观察到$谱图和数据在此没有

列出%#与此同时"还可以看到"当碰撞气体密度

维持在*"̂ %"%&不变"在低碰撞 能 量 范 围 内$小

+% 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第&%卷!



于%""CG!"仅 仅 靠 增 加 碰 撞 能 量"复 合 物 L5:$
a0L在非共价 键 部 位 发 生 碎 裂 后"不 会 在 共 价

键部位再次发生碎裂#

?!结!论

采用串级质谱研究了气体密度和碰 撞 能 量

对氨基酸$谷胱甘肽非共价复合物碎片化反应的

影响#结 果 表 明"当 碰 撞 气 体 密 度 一 定$*"̂
%"%&3;6C?=6C:%?3!!"碰 撞 能 量 从*CG增 加 到

)"CG时"复合物 L5:$a0L都会发生碎裂"断裂

位点容易 发 生 在 非 共 价 键 上"生 成&L5:ZL’Z

和&a0LZL’Z 离子#在碰撞能量从*CG增加

到’"CG的过程中"复合物 L5:$a0L质谱峰强

度逐渐下降"碎片离子峰逐渐上升"说明在此能

量范 围 内"碰 撞 能 量 的 提 高 有 利 于 复 合 物 的 碎

裂(然而"当碰撞能量大于’"CG"L5:$a0L复合

物的质谱峰强度反而逐渐上升"表明此时的碰撞

几率下降#
当碰撞能量恒定为&"CG"碰撞气体密度为

*"̂ %"%&3;6C?=6C:%?3! 时"L5:$a0L 非共价键

复 合 物 碎 裂 后 的 产 物 同 样 为&L5:ZL’Z 和

&a0LZL’Z#然 而"当 碰 撞 气 体 密 度 上 升 为

%(*̂ %"%&3;6C?=6C:%?3! 时"除非共价键发生碎

裂外"谷胱甘肽的共价键也会发生碎裂"产生更

小的碎片离子F! 和7!"与此同时"L5:也开始碎

裂"并生 成<%=%%"&L5:\L!I\-IZL’Z#
同样条件下"JF:$a0L 非 共 价 键 复 合 物 也 会 发

生碎 裂#为 了 确 认 <%=%((>!碎 片 离 子 峰 为

JF:$a0L复合 物 中 谷 胱 甘 肽 碎 裂 后 产 生 的F!
碎片离子"又进行了三级串级质谱 /0& 实验"结
果发现有谷胱甘肽的F% 碎片离子#
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