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摘要!分析糖类分子的结构是研究生物功能的必要前提"然而一种糖类常存在多种同分异构体"传统方

法难以实现快速有效鉴别%本研究使用漂移时间离子淌度
G

四极杆
G

飞行时间串联质谱法将乙腈
G

水
G

甲

酸溶液中的寡糖同分异构体分子经过电喷雾电离源电离"在漂移管内实现基于离子分子结构和带电荷

数的分离"离子在四极杆中碎裂"最终被飞行时间质谱检测%寡糖同分异构体离子到达检测器的时间相

差
)K"=

!
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"能实现部分分离%此外"探讨了离子淌度
G

质谱!

R6G67

$谱图分析时存在的多聚体碎

片离子干扰问题%二级质谱使用注射泵直接进样"研究寡糖金属加合离子的裂解方式用于辨别同分异

构体%最后"计算了两个寡糖系列的平均碰撞横截面积"可据此使用线性拟合预测同系列更长糖链离子

的平均碰撞横截面积值%研究结果表明"漂移时间离子淌度
G

四极杆
G

飞行时间串联质谱法能有效实现寡

糖同分异构体的定性分析%
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糖类是生物大分子种类之一"具有重要的

生物功能"如影响蛋白质折叠和功能-细胞间通

信等+

"

,

%实现糖链分子结构的准确分析是了解

糖类生物功能的必要前提%然而"由于单糖单

元的多样性"糖苷键连接方式和连接位点的区

别"使得糖类具有多种同分异构体"大大增加了

糖类分子结构分析的难度+

"G(

,

%传统的结构分

析方法"如核磁共振"样品前处理过程复杂且

样品需求量大"不适用于微量样品的快速检

测#液相色谱
G

质谱联用技术能实现部分糖类

的分子结构分析"但无法区分共洗脱的同分

异构体+

JG!

,

%

离子淌度作为一种气相离子分离技术"近

年来逐渐成为质谱联用技术热点+

=G>

,

%液相色

谱
G

离子淌度
G

质谱联用技术能够分离复杂样品

中的同分异构体"提升仪器峰容量"有望成为糖

类分子结构分析的新方法%目前"离子淌度技

术被广泛应用于代谢组学+

I

,

-脂质组学+

")

,

-蛋

白质组学+

""G"(

,和糖组学+

"G(

"

"J

,的分析中"根据其

原理和结构"可分为漂移时间离子淌度+

"=G"L

,

-行

波离子淌度+

("

,

-捕集离子淌度+

"*G"I

,和高场不对

称波形离子淌度+

()

,

%其中"漂移时间离子淌度

在匀强电场和中性气体分子碰撞的作用下分离

离子"是发展时间最长的离子淌度技术%近年

来"有研究证明加合金属离子能够改变糖类和

其他生物大分子的构象+

("G(!

,

"提高同分异构体

在离子淌度中的分离效果+

(!

,

%

离子淌度可提供离子的平均碰撞横截面

积!

117

$"

117

值反映了离子的空间结构信

息"是离子的特征属性之一%通过建立
117

数据库"结合保留时间-质荷比等特征"可实

现多维度的未知物分析%还可通过模拟可能

(=J
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的离子分子结构"得到理想气体中的
117

计

算值"与实际的
117

测量值进行比较"用于分

析离子构象+

(>GJ"

,

%

本研究拟采用漂移时间离子淌度
G

四极杆
G

飞行时间串联质谱法检测和分离寡糖同分异构

体金属加合离子"探究其二级质谱信息"计算并

校正离子的平均碰撞横截面积值"希望实现寡

糖同分异构体的定性分析%

D
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实验部分

DED

!

主要仪器与装置

@

F

3%4.:L=L)R6GZ AOQ

离子淌度
G

四极

杆
G

飞行时间质谱仪"

"(I)R.03.3:

<$

超高效液

相色谱和双喷射气流电喷雾电离!

\,/%@+7

S7R

$离子源(美国
@

F

3%4.:

公司产品"配有
\/:/

@9

C

,353:3$.aK)>K))

质谱控制与采集软件"

Z,/%3:/:3̀4'/̀3

F

/:$-aK)>K))

-

R6G67a-$D54-

aK)>K))

等数据处理软件#

B/-̀/-EB@J)))R

微

量注射泵(美国
B/-̀/-E@

88

/-/:,5

公司产品%

DEF

!

主要材料与试剂

异麦芽糖-麦芽三糖-麦芽四糖(北京索莱

宝科技有限公司产品#麦芽糖-异麦芽三糖-麦

芽五糖-麦芽六糖(上海源叶生物科技有限公司

产品#异麦芽四糖-异麦芽五糖(上海梯希爱化

成工业发展有限公司产品#异麦芽六糖(上海甄

准生物科技有限公司产品#氯化钠-氯化钙(国

药集团化学试剂有限公司产品#乙腈(色谱纯"

德国
64-9U

公司产品#超纯水(使用
63%%3GZ

净

水系统制备"美国
63%%3

8

$-4

公司产品#甲酸(色

谱纯"美国
Q3524-7934.:3039

公司产品#

S7R

低浓

度调谐液!

:,.4;3V

$(美国
@

F

3%4.:

公司产品%

DEG

!

实验条件

DEGED

!

色谱和注射泵条件
!

无需色谱柱"直接

进样#进样量
=

"

H

"液相流速
)K!;H

&

;3.

#流

动相(

@

为
)K"M

甲酸水溶液"

a

为
)K"M

甲酸

乙腈溶液"

@cae=)c=)

!

E

&

E

$"等度洗脱#微

量注射泵直接进样"进样速度
J

"

H

&

;3.

%

DEGEF

!

离子源条件
!

鞘气!

'

(

$温度
J=)N

"

流速
"(H

&

;3.

#干燥气!

'

(

$温度
J))N

"流速

")H

&

;3.

#雾化器压力
(K*Lf")

=

X/

#正离子模

式"毛细管电压和喷嘴电压分别为
d!U#

和

d(U#

%

DEGEG

!

离子淌度条件
!

使用高纯氮气作为漂

移气!或缓冲气$"前后电压差为
"!=)#

"漂移

管内匀强电场为
">K=#

&

9;

"气压为
=(*X/

"温

度维持在!

(=n"

$

N

%

DEGEH

!

质谱条件
!

正离子模式采集"质量扫描

范围
=

&

C"))

!

J())

"二级碰撞诱导解离

!

1R\

$能量根据目标离子进行优化"实验前用

稀释的调谐液进行质量校准%

DEH

!

样品制备方法

称取一定量的寡糖同分异构体与氯化盐"分

别溶于乙腈
G

水
G

甲酸混合溶液!

!IKI=c!IKI=c

)K"

"

E

&

E

&

E

$中"配制成浓度为
"))

"

;$%

&

H

的溶

液%等体积混合寡糖溶液与盐溶液"充分混匀

后"取
";H

溶液过滤"待分析%

F

!

结果与讨论

FED

!

@4J4-

谱图分析

寡糖同分异构体数量庞大且结构复杂"本

实验选取仅有糖苷键位点区别的麦芽糖系列

!

6@H(GL

$与异麦芽糖系列!

R7O(GL

$进行对

比"其结构示于图
"

%麦芽糖和异麦芽糖的糖

苷键位点分别为
"

(

!

和
"

(

L

%在
S7R

电离源

下"寡糖加质子离子信号较弱"而结合金属离子

信号较强"因此选取+

6g'/

,

g离子信号%两

个系列寡糖的提取离子淌度谱图示于图
(

"其

中
% ! (

分别为
R7O(

!

L

"

) ! *

分别为

6@H(

!

L

%可见"+

R7Og'/

,

g的信号强度均

高于+

6@Hg'/

,

g

"表明异麦芽糖系列的离子

化效率更高%随着糖链的增长"同系列寡糖金

属离子的到达检测器时间逐渐增加"信号强度

逐渐降低%同时"部分离子"如+

6@H(g'/

,

g

和+

6@HLg'/

,

g存在
(

个甚至多个构象峰"可

能与金属离子结合位点不同有关"导致+

R7O(

g'/

,

g与+

6@H(g'/

,

g的到达时间差距虽

然仅为
)K"=;5

"主峰难以分离"但是+

6@H(g

'/

,

g的次峰能与+

R7O(g'/

,

g 明显区分开%

+

R7O=g'/

,

g与+

6@H=g'/

,

g的到达时间差

距为
)K!!;5

"能实现同分异构体的部分分离%

此外"+

R7OLg'/

,

g与+

6@HLg'/

,

g的左峰

到达时间差距可达
)KLL;5

"但由于与+

6@HLg

'/

,

g右峰的到达时间差距较小"在现有的离子

淌度分辨率下无法实现较好的分离%

值得注意的是"

R6G67

谱图中会出现多个

质荷比相同-离子淌度分布差距较大的情况%

J=J
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图
D

!

麦芽糖"

/

#与异麦芽糖"

5

#结构图

>#

?

KD

!

-+=.2+.=%0",)/'+"0%

"

/

#

/*!#0")/'+"0%

"

5

#

图
F

!

寡糖金属加合离子的离子淌度谱图

>#

?

KF

!

@"*)"5#'#+

C

0

(

%2+=/

","'#

?

"0/22</=#!%)%+/'/!!.2+#"*0

这是由于寡糖金属离子结合较弱"即使在淌度

管后的四极杆区域不施加碰撞能量"多聚体离

子如+

36g1/

,

(g也会碎裂"因此碎片离子拥有

与多聚体离子几乎相同的到达时间分布%以异

麦芽二糖!

R7O(

$为例"其
R6G67

谱图示于

图
J

"

%

为+

(6g1/

,

(g离子及其同位素斑点"

$

为+

J6g1/

,

(g碎裂后产生的+

(6g1/

,

(g碎

片离子"

+

为+

!6g1/

,

(g碎裂后产生的+

(6g

1/

,

(g碎片离子"

,

为+

6g'/

,

g 离子"

(

为

+

(6g'/

,

g碎裂后产生的+

6g'/

,

g碎片离

子%在分析具有多个同分异构体的
R6G67

谱

图时"需注意是否存在多聚体碎裂产生的部分

离子"避免分析结果的误判%

图
G

!

异麦芽二糖离子的
@4J4-

谱图

>#

?

KG

!

@4J4-<%/+)/

(

",@-RF

以麦芽糖和异麦芽糖为例"其二级质谱图

示于图
!

"碰撞能量为
(=

%糖类极性较强"在反

相色谱柱中保留时间短"二级质谱信号较弱%因

此"使用注射泵直接进样"进样速度为
J

"

H

&

;3.

"

以获取更稳定的信号强度%选取的母离子为

+

6g'/

,

g

"相对丰度最高的碎片离子为糖苷

键断裂"失去
"

个葡萄糖碎片后产生
=

&

C()J

"

即+

6g'/d"L(

,

g

#此外"还存在葡萄糖环断

裂"丢失二碳链产生
=

&

CJ)=

"即+

6g'/d

L)

,

g

"该离子进一步碎裂"丢失二碳碎片产生

=

&

C(!=

#最后"还存在微量的分子内脱水产生

的
=

&

CJ!*

和
=

&

C">=

%其中
R7O(

存在特征

碎片离子
=

&

C(*=

"即糖环断裂后丢失三碳链

产生的碎片离子#

6@H(

存在特征碎片离子

=

&

C"("

"这是由于糖苷键连接位点不同导致

的%这些特征离子的碎裂方式在更长糖链的寡

糖中也存在"可用于鉴别同分异构体%在
R6G67

谱图中"子离子拥有与母离子相同的到达时间"

通过提取相应到达时间的质谱图"能够大幅减少

相近质荷比母离子碎裂造成的干扰%

!=J
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图
H

!

二糖离子的二级质谱图

>#

?

KH

!

4-

(

4-0

(

%2+=/",!#0/22</=#!%0

FEF

!

碰撞横截面积的计算与预测

平均碰撞横截面积!

117

$作为离子的特征

属性之一"能够反映离子的空间结构%漂移时

间离子淌度测量离子通过漂移管的时间"使用

6/5$.G792/;

8

方程计算其
117

值+

(*

,

(

$Q

!

">

%

$

"

(

"L6

C%

!

?

W

I

$

!

"

(

"

=

3

R

"

=

$

W

"

(

>

)

>

I

I

)

M#

E

(

式中"

$

为离子的
117

值#

6

为漂移气分子数

密度#

C

为离子的带电荷数#

%

为电子带电荷量#

?

W

为玻尔兹曼常数#

=

W

和
=

3

分别为漂移气和

离子的精确质量#

I

和
>

为漂移管内温度和气

压#

I

)

和
>

)

为标准温度和标准气压#

M

为漂移

管内电场强度#

(

为漂移管长度#

#

E

为离子通过

漂移管的时间%

对于
@

F

3%4.:L=L)

来说"漂移管后是质谱

检测器"因此无法直接测量出离子在漂移管内

的漂移时间"而是得到离子经过离子淌度和四

极杆
G

飞行时间质谱的总时间%为了准确测定

目标离子的
117

值"目前有单场校正与多场校

正两种方法%单场校正通过使用一系列已知

117

值的化合物得出到达时间与
117

值的线

性关系"从而得出目标离子的
117

值#多场校

正通过改变漂移管内电场"计算目标离子飞行

总时间的变化来得到漂移时间%多场校正相对

于单场校正的测量误差较小"但不适用于液相

色谱进样法%故本实验选用已知
117

值的调

谐液作为单场校正标准物质%

寡糖的平均碰撞横截面积列于表
"

"

117

值均选取离子主构象峰进行计算"重复
J

次取

平均值"部分数值的标准差较高"可能与构象峰

重叠和信号强度较低有关%

117

测量值与
117

参考值差距小于
"M

"且重复性较好"表明结果

表
D

!

寡糖的平均碰撞横截面积"

OO-

#

;/5'%D

!

OO-&/'.%0","'#

?

"0/22</=#!%0

化合物

1$;

8

$,.E5

精确质量

SV/9:;/55

离子种类

R$.:

<8

45

117

测定值
n7\

&

o

(

64/5,-4;4.:5

117

参考值&
o

(

+

J=

,

_404-4.945

相对误差

_7\5

&

M

R7O( JL=K")=

+

6g'/

,

g

"**KI>n)K!> "*>K)( )K)(

R7OJ =(*K"=>

+

6g'/

,

g

(""KLJn)K=! (")K>J )KJ>

R7O! L>IK(""

+

6g'/

,

g

(JLKJLn)K=J d d

R7O= >="K(L!

+

6g'/

,

g

(L"KL"n)K"I d d

R7OL ")"JKJ"*

+

6g'/

,

g

(>=K")n)K"I d d

6@H( JL=K")=

+

6g'/

,

g

"*IK"Jn)K=I "*IK"I )K)J

6@HJ =(*K"=>

+

6g'/

,

g

("JK*Ln)K!I ("(K=! )K=*

6@H! L>IK(""

+

6g'/

,

g

(J(K*)n)K=J (J)K!* )KI*

6@H= >="K(L!

+

6g'/

,

g

(=>K"(n)K(J (=*K)! )KJI

6@HL ")"JKJ"*

+

6g'/

,

g

(*IK*Ln)KJ) (*IK*) )K)(

==J
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具有可信度%将
117

值与保留时间-质荷比等

物质特性结合起来"建立自有数据库"能够有效

提高对于未知化合物的识别能力%然而目前尚

未有较为完备的
117

数据库"未知糖类只能通

过计算模拟可能存在的离子构象"并进一步计

算理想气体条件下的
117

值%

通过分析同系列寡糖离子主构象峰的

117

值"发现其趋势线的线性较好"+

R7Og

'/

,

g和+

6@Hg'/

,

g的线性相关系数
S

( 分

别为
)KIIL

和
)KIIJ

"示于图
=

%表明金属离子

加合对同系列寡糖的结构改变较相似"这为寡

糖
117

值预测提供了一种新思路"由于长糖链

的寡糖单质价格高昂"可使用同系列寡糖
117

值线性拟合得到近似预测值%同时"麦芽糖系

列的斜率明显低于异麦芽糖系列"表明
"

(

!

糖

苷键的空间结构相比于
"

(

L

糖苷键更为紧凑"

对
117

值的贡献更小%

图
I

!

寡糖离子
OO-

值趋势线

>#

?

KI

!

;=%*!'#*%0",OO-","'#

?

"0/22</=#!%0

G

!

结论

本研究采用离子淌度
G

串联质谱技术实现

了寡糖同分异构体金属加合物的分析"增加的

离子淌度维度能够实现寡糖同分异构体
G

金属

离子加合物的部分分离%寡糖金属离子加合物

会出现多聚体"多聚体在四极杆区域产生碎裂"

从而在
R6G67

谱图上形成多个低聚体峰%二

级谱图主要存在糖苷键断裂-糖环断裂和离子

内脱水形成的碎片离子"特征碎片离子可用于

分辨同分异构体%通过单场校正方法计算并校

准了部分离子的平均碰撞横截面积"发现同一

系列的寡糖
117

值线性良好"可用于预测更长

糖链的
117

值%
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1_Ŷ SR_O#?\

"

_ORAG

aS_[@S

"

PO7A_@&SV

8

4-3;4.:/%/.E:24$G

-4:39/%3.̀45:3

F

/:3$.$05$E3/:4E;,%:3;4-5$05:4-G

$3E4

8

3;4-5D3:23$.;$W3%3:

<

G;/555

8

49:-$;4:-

<

+

+

,

&+$,-./%$0:24@;4-39/.7$934:

<

0$-6/55

7

8

49:-$;4:-

<

"

()"*

"

(>

(

J(JGJJ"&

+

J!

,

QY_@@

"

HS@_P+@&\3004-4.:3/:3$.$01/

(g

G

/.E6

F

(g

G9$$-E3./:4EW-/.924E:-35/992/-3E435$G

;4-5

(

/.4%49:-$5

8

-/

<

3$.3T/:3$./.E:/.E4;;/55

5

8

49:-$;4:-

<

5:,E

<

+

+

,

&@./%

<

:39/% 124;35:-

<

"

"IIJ

"

L=

!

()

$(

(>)=G(>""&

+

J=

,

B̂S'[]P

"

@HP@'

"

B̂OYP]

"

\YXYR7

bA

"

aRHa@O@

"

X@Y_Y7#H

"

O_AO'\+

"

?RH7O' _

"

X@P'S 7 B

"

76RAB _ \

"

a@bS_S7&@5:-,9:,-/%4V/;3./:3$./.E9$%%3G

53$.9-$55549:3$.E/:/W/540$-$̀4-=));4:/W$G

%3:45/.EV4.$W3$:395,53.

F

E-30::,W43$.;$W3%3:

<

5

8

49:-$;4:-

<

+

+

,

&124;39/%7934.94

"

()"*

"

>

(

**(!G**JL&

>=J

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷




