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基于质谱技术的二硫键定位分析方法研究进展
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摘要!蛋白质中的二硫键是一种常见的重要翻译后修饰"对稳定蛋白质的三维空间结构$维持正确的折

叠构象$保持和调节生物活性具有重要意义%因此"分析蛋白质中的二硫键对理解生命过程和药物研发

至关重要%质谱既可断裂二硫键和肽键"又可作为检测终端"在二硫键定位分析中发挥了重要作用%本

文根据断裂二硫键所处介质以及断裂机理进行分类整理"综述了基于质谱技术的主流二硫键定位方法"

通过对比各方法的优缺点"为选择合适的质谱分析方式提供参考%最后"提出了二硫键分析领域面临的

挑战和方法学研究的发展方向"以促进方法学相关研究者开发更有效的质谱方法%
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二硫键是由多肽链内或链间的
"

个半胱氨

酸侧链巯基!

Y7V

#共价交联形成的一种非常

重要的翻译后修饰%在生物医药领域"大多数

激素$生长因子和单克隆抗体等蛋白质分子含

有二硫键"其对于稳定这些蛋白质分子的空间

结构$维持正确的折叠构象$保持及调节生物活

性和行使生理学功能等具有重要作用%这类含

二硫键的药物在合成过程中容易发生二硫键的

还原和重排"这些副反应可导致非原生二硫键

!

.%../:3=4R35,&03R4J%.R

#的形成$蛋白质的聚

集"进而可能诱发免疫原性"使药物失活%因

此"对多肽和蛋白质类药物中二硫键的定位和

分析是生物医药领域的研究重点之一)

*

*

%鉴于

全球肽类和蛋白质类药物的迅速发展"二硫键

的表征已成为生物制药安全性和有效性质量审

评)

"DB

*中不可或缺的重要环节%

二硫键的表征主要包括构型构象!与空间

结构相关的三维参数#

)

!

*

$位置或配对方式!与

化学键键合相关的二维参数#的识别定位和数

目的确定!一维参数#等
B

方面)

B

"

@D#

*

%二硫键的

7

+

7

伸缩振动频率对其所处的构象非常敏感"

因此可以采用拉曼光谱探测肽和蛋白质的构象

特征%处于
@@)

!

@))9;

Y*区域内的拉曼光谱

吸收归因于二硫键的伸展运动"即
5

!

7

+

7

#"所

以一般对该区域内的拉曼谱带进行构象确认%

确定二硫键的数目相对简单"通过比较加入还

原剂完全还原前后"多肽或蛋白质的相对分子

质量之差即可获得%对二硫键位置或配对方式

的识别是最具挑战性的"二硫键的定位对进一

步揭示蛋白质的高级结构$指导评估化学和生

物学合成)

#DA

*都具有重要意义%

二硫键的定位方法主要包括
Z

射线衍射

晶体法)

ED>

*

$核磁共振波谱法)

E

"

*)

*

$

WR;/.

降解

法$质谱法等%

Z

射线衍射晶体法利用蛋白质

晶体衍射图中的二硫键间连续的电子密度情

况"实现蛋白质中的二硫键定位)

E

*

&核磁共振波

谱法依据形成二硫键的
"

个半胱氨酸间的
V

"

和
V

#

在空间上因二硫键的存在而产生奥弗豪

塞尔核效应!

.,9&4/-%=4-2/,54-40049:

"

(?W

#%

上述两种方法可在分子水平上提供二硫键的信

息"但要求样品量很大"纯度很高%另外"

Z

射

线衍射晶体法还需依赖于高度有序的蛋白结

晶%

WR;/.

降解法无法直接对含有链内二硫

键和
(

端被封闭的多肽和蛋白质进行测序%

质谱法相对简单"对二硫键组成简单的小

肽或蛋白质"如多肽序列中含有
!

个半胱氨酸

且相邻半胱氨酸以邻接的形式两两形成二硫键

的情况"可采用质谱法在保留完整二硫键的情

#E>
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况下直接分析"利用串联质谱的碰撞诱导解离

!

1LQ

#模式在保留二硫键的情况下断裂肽骨

架"通过识别特征碎片"对产物离子进行分析归

属"实现二硫键的定位%但对于二硫键组成更

复杂的多肽或蛋白质!如半胱氨酸结
1

<

5U.%:5

等#"大多数质谱法采用断裂二硫键的方式实现

定位%根据这些方法中断裂二硫键时所处的介

质可分为溶液中断裂和气相中断裂两类%在溶

液断裂过程中"主要通过,湿-化学反应手段进

行断裂"如基于化学试剂的氧化'还原反应断裂

和基于电极反应的电化学还原断裂等"质谱在

这类断裂定位方式中通常作为检测终端&而气

相断裂则包括基于分子间碰撞的断裂$基于获

得电子的断裂$基于吸收光子的光催化断裂和

基于离子
D

离子反应的氧化断裂等"质谱在这类

断裂定位方式中通常既作为断裂二硫键的手段

和,容器-"也作为检测定位的终端%本文将根

据上述不同断裂机理的分类方式和对基于质谱

技术二硫键的分析方法进行综述%

=

!

液相中断裂

=>=

!

基于化学试剂的还原反应断裂定位方法

基于化学试剂的还原是指通过化学试剂还

原二硫键"主要涉及反应条件$还原剂以及还原

后产生的自由巯基封端试剂的选择等问题%首

先"碱性或中性条件下"还原反应产生的自由巯

基易与原生二硫键发生交换反应形成非原生二

硫键和自由巯基"导致二硫键错配"这类副反应

称为二硫键交换反应"示于图
*

%在碱性或中

性条件下"

[

*

7V

和
[

B

7V

以硫醇阴离子形式

存在"当离去基团
[

B

7

Y 的
8

\/

值比
[

*

7

Y 低

时"会发生交换反应&当
[

B

7

Y 的
8

V

值低于

8

\/

值时"巯基
D

二硫键的交换率则随
8

V

值降

低而降低%因此"溶液
8

V

值对巯基与二硫键

交换的副反应影响较大%在碱性或中性条件

下"含有自由巯基的半胱氨酸易形成巯基阴离

子"从而发生二硫键交换"所以还原反应需在酸

性条件下进行%传统的生化还原试剂!如
!

D

巯

基乙醇和二硫苏糖醇!

QSS

##能有效地还原二

硫键"但不能在酸性条件下进行%这是因为

!

D

巯基乙醇和二硫苏糖醇分子内含有自由巯

基"依据巯基与二硫键间的交换反应机理"还原

剂分子中的自由巯基与样品中的二硫键发生交

换反应"使样品分子中的二硫键断裂而被还原"

而酸性条件会抑制这类反应的发生"因此这
"

种还原剂只能在碱性或中性条件下使用%由于

QSS

一般用于二硫键完全还原的实验"无需获

得二硫键成键模式"无需考虑二硫键的交换反

应"因此"

QSS

在蛋白质组学研究中应用较多%

三!

"D

羧乙基#膦!

S1WP

#

)

#

"

**

*对二硫键还原反应

活性强"而且几乎没有副反应%与其他还原剂

相比"

S1WP

)

B

"

#

*和其他生化试剂有更好的兼容

性"并且能在更宽的
8

V

值范围!包括酸性条

件#下使用"从而减少二硫键交换的发生%虽然

S1WP

不易挥发"但由于进行二硫键还原所需

的浓度较低"不影响后续的质谱分析%有研究

采用
S1WP

作为还原剂"实现了降钙素$加压

素等多肽药物中结构类似物杂质的分析)

*"D*B

*

%

图
=

!

巯基
?

二硫键交换反应机理

@#

,

A=

!

7%)*'-#&4"15*#"0?!#&/01#!%

:"-!%B)*'-

,

%(%')5#"-

由于还原反应产生的自由巯基易与二硫键

发生交换反应"所以要迅速用封端试剂对自由

巯基进行修饰%这样既可以保护部分还原中间

体"防止上述副反应的发生"又可作为衍生化标

记物"以确定多肽中半胱氨酸的存在形式%目

前通常采用烷基化试剂或氰基化试剂"通过亲

核取代反应产生巯基修饰产物而实现封端%在

封端反应后会伴随二级质谱碎裂"根据产生的

子离子来推断修饰产物的位置"进而推断二硫

键的位置%

对于烷基化封端"常用的烷基化试剂)

B

"

*!

*

有碘乙酸!

LCC

#$碘代乙酰胺!

LC6

#和
!D

乙基

马来酰亚胺!

(W6

#%研究表明)

*@

*

"

(W6

与

LC6

$

LCC

相比"反应更快$单位摩尔自由巯基

所需的试剂更少"并且在酸性条件下!

8

V!]B

!

A])

#非常有效"更适合用作蛋白质巯基的烷化

剂%基于烷基化封端的常用定位方法主要可分

为轮廓比较法和部分还原法%轮廓比较法通过

对
"

份蛋白质样品进行酶切"将其中
*

份酶切

产物加入还原剂进行还原!通常是完全还原#"

再对未还原的和已还原的样品分别进行高效液

相色谱!常用紫外检测器#分离"对比总离子流

AE>

第
#
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李
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图!

SL1

#"寻找含二硫键的肽段"当还原后总离

子流图上的色谱峰消失"即该色谱峰所代表的

肽段含有二硫键"随后对其进行烷基化封端和

67

'

67

分析"即可定位肽段中的二硫键)

B

"

@

*

%

这种方法可简单直观地确定含二硫键的肽段"

但存在样品处理和实验步骤较繁琐"样品需要

量较大等问题%部分还原法是部分还原蛋白质

或多肽中的二硫键并烷基化"获得不同还原程

度的产物"随后用质谱法分析定位二硫键%

\&/

8

%4:U4

等)

*#

*使用蛋白质水平上的部分还原

法"完成了对人类因子
Z/

中
*"

个二硫键的定位%

与二硫键的还原
D

烷基化方法不同"氰基化

试剂在碱性条件下会发生独特的自发性化学裂

解反应"这一现象可以代替二级质谱碎裂进行

定位"以此发展了基于氰基化裂解的二硫键定

位方法%早在
*>>#

年"

N,

等)

*A

*利用
"D

硝基
D

@D

硫氰苯甲酸!

(S1̂

#在不破坏分子中二硫键

的条件下选择性地氰基化游离巯基"然后在碱

性条件下"被化学修饰的半胱氨酸残基的
(

端

肽键断裂"形成一个氨基端肽以及系列
"D

亚氨

基噻唑
D!D

羧肽!

LS1

#"再经还原剂
S1WP

还原

后进行
6CKQLDS?G

'

S?G

分析%实验成功地

确定了木瓜蛋白酶$卵白蛋白等蛋白中含有自

由巯基的半胱氨酸和形成二硫键的半胱氨酸的

数目和位置%该方法的优势在于可以确定蛋白

质分子内含自由巯基的半胱氨酸的数目和位

置%因为分子内的自由巯基会与还原生成的巯

基结合产生非原生二硫键"对二硫键的定位造

成干扰%使用
(S1̂

的氰基化方法可在不破

坏蛋白质分子中二硫键的条件下"将自由巯基

特异性封闭"有助于后续的二硫键定位分析%

但由于
(S1̂

氰基化反应以及后续的化学裂

解反应是在碱性条件下进行"容易发生二硫键

的交换重排"从而干扰正确的二硫键定位识别%

并且"碱性环境虽有利于自由巯基作为亲核试

剂进攻
(S1̂

的氰酸酯基团产生氰基化产物"

但也提高了
!

D

消除副反应发生的概率%

!

D

消除

反应和化学裂解是竞争反应"会导致裂解碎片

减少"关键碎片丢失%因此"

N,

等)

*E

*将氰基化

试剂改为
*D

氰基
D!D

二甲基氨基
D

吡啶四氟硼酸

盐!

1QCP

#"其可在酸性缓冲液中进行衍生反

应"减少二硫键交换反应和
!

D

消除反应的发生%

通过优化氰基化条件$增强断裂产物检测"该方

法逐渐完善)

*ED*>

*

"更加简单$高效$灵敏"尤其适

用于含紧密间隔或相邻半胱氨酸的蛋白质检

测)

#

"

*!

*

%为提高对含有超过
!

个二硫键蛋白质

的数据处理能力"

_3

等)

")

*开发了,负标志质量

算法-"通过输入氨基酸序列和质谱数据消除理

论上可能存在的不合理配对方式"从而构建一

种最合理的二硫键配对方式%

基于化学试剂的还原反应断裂定位分析方

法是最常用的"适合分析含有相邻半胱氨酸$复

杂二硫键连接方式的多肽"如半胱氨酸结!

1

<

5

U.%:5

#或半胱氨酸之间无合适酶解位点的多

肽%对于二硫键数量较少的多肽"该方法具有

准确可靠$分析直观方便等优点"但存在反应步

骤相对繁琐"分析时间较长等问题%

=>C

!

基于化学试剂的氧化反应断裂定位方法

硫的多价态决定了二硫键既可以被还原"

也可以被氧化"相对于二硫键还原"其更易被氧

化%通常采用过甲酸氧化断裂二硫键)

"*

*

"过甲

酸可使二硫键断裂"并进一步将半胱氨酸中的

硫醇基团氧化成磺酸基!+

7?

B

V

#%该反应使

半胱氨酸残基发生
!E,

的质量位移"在氧化断

裂二硫键的同时"完成了对半胱氨酸标记衍生

化"为后续的质谱检测定位二硫键提供了理论

依据%相比于传统的还原
D

烷基化方法"二硫键

的氧化具有高效$可显著增加序列覆盖率等优

势)

*!

*

%

N3&&/;5

等)

""

*在过甲酸蒸气中氧化完

整牛胰岛素和牛核糖核酸酶"并利用
6CKQL

靶向分析实现二硫键定位%

=>D

!

基于电极反应的电化学还原断裂

除了使用化学试剂还原二硫键之外"电化

学中的电极反应也可以提供还原反应所需的电

子与氢离子"因此可用于定位二硫键%

1-/;4-

等)

"B

*直接使用电化学部分还原人胰岛素和溶

菌酶"随后进行
67

'

67

!

1LQ

模式#分析"成功

实现了分子中的二硫键定位"同时确定了蛋白

质的序列覆盖率%此外"还建立了
K1DW1D67

平台进行在线电化学还原蛋白酶切产物"有利

于表征含复杂二硫键的蛋白质%相比于传统的

柱前还原法"该方法可节省样品处理时间"但还

原条件有待优化%

为提高二硫键的还原效率"本课题组研制

了一种成本低廉的新型电极材料+++铅)

"!

*

%

铅电极具有较高析氢电位$免维护!只需抛光#$

EE>
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操作简便$可重复使用等优势%通过对溶剂配

比$流速$电压的优化"铅电极可使奥曲肽的在

线还原效率达到
E"̀

%利用该方法实现了网

状结构蜂毒明肽和重组人生长激素中
"

对二硫

键的定位%

=>E

!

柱后还原

柱后还原对二硫键定位分析的实验步骤与

上述几种方法存在明显差异%一般来说"前几

种方法的定位步骤是先将样品水解"对含二硫

键的肽段进行还原后封端衍生化"随后进入

K1D67

'

67

分析%而柱后还原是将蛋白样品

酶切后"直接进入液相色谱柱分离后再还原"随

后进行质谱分析"即还原反应在
K1

与
67

之

间进行%这种方法可以简化定位二硫键的分析

流程"通过具有相同保留时间的含二硫键的肽

即可进行确认%

柱后化学还原法中"在液相色谱分离后仅

发生二硫键的部分还原"未还原二硫键连接的

肽和还原产物具有相同的保留时间"并且均能

在质谱全扫描模式下被检测%比较所有含
1

<

5

的肽段提取离子流图!

WL1

#"同一二硫键所键

连的肽段在
WL1

图上具有相同的保留时

间)

"@D"#

*

"据此可快速确定二硫键的配对方式%

K3,

等)

"A

*加入
QSS

进行在线柱后还原"实现

了
L

M

a"

的二硫键定位%

C

!

气相中断裂

C>=

!

基于分子间碰撞的断裂

基于分子间碰撞导致二硫键断裂的质谱碎

裂方式主要有碰撞诱导解离!

1LQ

#和高能碰撞

解离!

V1Q

#"二者都属于,慢热技术-%基于振

动激发模型"通过碰撞或高能碰撞吸收能量"发

生分子内振动能量重新分布"经历多态过程发

生断裂解离%

碰撞诱导解离是一种经历多态的过程"当

分子内能在各自由度重新分布之后发生解离%

在碰撞池或离子阱中"母离子和惰性气体!如

V4

$

(

"

等#发生中性碰撞使振动能量活化"从

而断裂化学键%这种通过振动激发导致键断裂

的方式"一般优先引起蛋白质或肽骨架断裂"而

不会导致二硫键断裂%在正$负离子模式下"碰

撞能较大或富含精氨酸的多肽的
1LQ

谱图中

可以观察到由二硫键断裂产生的离子"如
7

+

7

或
1

+

7

键断裂产生的含半胱氨酸残基$半胱

氨酸硫代醛!

Y",

#$半胱氨酸二硫化物!

bB",

#

或脱氢丙氨酸!

YB!,

#的
J

'

<

离子)

@

"

"E

*

%对于

二硫键成键模式较简单的$分子质量较小的肽"

尤其是其氨基酸序列中含有近邻的脯氨酸难以

产生
9

'

H

离子"也可使用
1LQ

来定位二硫

键)

">

*

%此外"引入金离子可促进二硫键在
1LQ

中的断裂"进而产生更丰富的序列信息)

B)

*

%向

多肽溶液中加入甲醇"在紫外光照射下甲醇与

二硫键反应产生甲氧基加合物特征离子"随后

采用
1LQ

碎裂"也可实现二硫键的定位)

B*

*

%

高能碰撞解离!

V1Q

#也可用于表征二硫

键)

B"

*

"其碎裂方式与
1LQ

相似"会产生
J

'

<

离

子"并且可以使二硫键断裂产生系列特征离子"

提供定位二硫键的有效信息%董梦秋等)

B"

*利

用
V1Q

碎裂二硫键产生的特征离子"通过

8

K3.UD77

软件分析了
V1Q

的肽谱图"精确定

位了单克隆抗体
L

M

a"J

和
*)

个标准蛋白中的

所有二硫键%

C>C

!

基于获得电子的断裂

基于获得电子导致二硫键断裂的质谱碎裂

方式主要有电子捕获解离!

W1Q

#和电子转移解

离!

WSQ

#"这两种方式为非遍历性过程"即断裂

发生在分子内能在各自由度的重新分布之前%

W1Q

是由多电荷多肽正离子与低能电子

发生反应产生奇电子多肽正离子"随后在飞秒

内进行重排和碎裂产生
9

和
H

离子%

WSQ

是

W1Q

进一步的发展"是由电子亲和力足够低的

负离子作为电子供体"通过将电子转移给多肽

离子从而触发氢自由基的释放%释放的氢自由

基可以结合到多肽骨架的羧基基团"导致肽链

(Y1

"

键发生断裂产生
9

和
H

离子%对于二硫

键分析"在
W1Q

和
WSQ

中会同时发生二硫键

和多肽骨架的断裂"其中二硫键断裂为主要裂

解途径"这是因为二硫键对氢自由基的亲和能

较大"在含二硫键的多肽中"氢自由基会优先加

成在二硫键上"使二硫键还原断裂"其次引起骨

架断裂)

BB

*

%基于这一特点"

W1Q

和
WSQ

不仅

可得到丰富的序列信息"也可提供二硫键断裂

信息以实现二硫键定位%

1&/-U

等)

B!

*将含有半

胱氨酸肽段的提取离子色谱图与
WSQ

结合"

实现了重组
VL$

包膜蛋白
M8

*")

中的二硫键

定位%

6/55%..4:

等)

B@

*将离子淌度与
1LQ

结

>E>

第
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合"表征
WSQ

断裂后的产物"实现了多肽中
"

个二硫键的定位%

此外"基于
WSQ

和
V1Q

综合技术的电子

转移高能碰撞解离!

WS29Q

#在表征二硫键领

域取得了一些进展)

B#

*

%作为新兴的双重质谱

碎裂技术"

WS29Q

先进行
WSQ

使多肽离子中

的二硫键断裂并产生
9

'

H

离子"然后将所得离

子进行
V1Q

"从而获得
J

'

<

和
9

'

H

离子的混合

物%

WS29Q

技术可以通过支持
WSQ

技术的

KS_

线性离子阱串联轨道阱质谱仪实现"其所

产生的离子结合了
WSQ

和
1LQ

中的碎片离

子"比
WSQ

效果好)

@

*

%

K3,

等)

B#

*通过胃蛋白酶

酶切结合
7&3.U7

搜索引擎"可直接鉴定
WS29Q

断裂产物"含二硫键的多肽在
WS29Q

裂解中优

先断裂
7

+

7

键"随后诱导肽骨架断裂%

7&3.U7

通过将
WS29Q

产物离子与线性肽数据库比对"

提供二硫键断裂产生的肽段的精确单同位素质

量和序列"从而实现二硫键分析%

有报道表明)

BA

*

"在负离子模式下"基于电

子脱离机理的电子脱离解离!

WQQ

#技术分析

含二硫键的肽时"优先断裂
1

+

7

和
7

+

7

键"

是一种二硫键定位新方法%在
WQQ

中"前体离

子被大于
*)4$

的电子辐照"导致电子脱离并

碎裂%

C>D

!

基于吸收光子的光催化断裂

基于吸收光子能量导致二硫键断裂的质谱

碎裂方式主要有基质辅助激光解吸电离源内衰

变!

6CKQLDL7Q

#$紫外光解离!

O$PQ

#"需要

指出的是"

6CKQLDL7Q

导致的二硫键断裂实

际发生在固相基质结晶处%

6CKQLDL7Q

具有样品用量少$检测快速$

耐较高浓度缓冲液和盐等杂质的优点)

#

*

"对定

位二硫键具有非常大的应用价值%

6CKQLD

L7Q

在激光照射后几百纳秒内发生"其发生过

程受激光能量密度和基质的影响)

*!

"

BE

*

%

6CKQLD

L7Q

可由氧化性基质和还原性基质引发"但通

常用于二硫键定位的为还原性基质"因为氧化

性基质在正离子模式下一般不会引起二硫键的

断裂%当采用还原性基质时"由基质向肽段转

移氢自由基引发)

BED!)

*

"类似
W1Q

'

WSQ

中的热

氢自由基附着机理"氢自由基结合到多肽骨架

的羰基基团"导致肽链
(

+

1

"

键发生断裂"产生

9

和
H

离子%此过程发生在基质结晶处"为整

个
L7Q

的速控步)

!*

*

%在含二硫键的多肽和蛋

白质的
L7Q

谱图中"可以发现二硫键还原的产

物离子"这是由于二硫键对氢自由基的亲和能

较大"氢自由基会优先加在二硫键上"发生二硫

键的还原断裂"其次引起骨架断裂)

!)D!*

*

%同

时"在
6CKQL

气相卷流中"会产生基质与还

原肽段的加合物离子峰)

!"D!B

*

"且信号较强%

基于骨架断裂和二硫键还原产生的特征离子

!包括加合物离子#"

6CKQLDL7Q

在二硫键的

定位表征中发挥着重要作用%基质对
6CKQLD

L7Q

还原影响显著"有研究表明)

!!

*

"常用基质的

供氢能力顺序为(

*

"

@D

二氨基萘!

*

"

@DQC(

#

"

@D

氨基水杨酸!

@DC7C

#

"

"

"

@D

二羟基苯甲酸

!

"

"

@DQV̂

#

"

水杨酸!

7C

#

#"

D

氰基
D!D

羟基肉

桂酸!

1V1C

#%

为避免有机基质对谱图的干扰"可以使用

还原性无机基质还原二硫键%

_3/%

等)

!@

*采用

S3?

"

修饰的不锈钢靶板"以葡萄糖作为空穴清

除剂和质子供体"在激光解吸电离过程中发生

光催化反应"实现了二硫键的源内还原%在激

光作用下"纳米
S3?

"

颗粒吸收光子使价带的

电子受激跃迁至导带而产生电子
D

空穴对%葡

萄糖提供质子"二硫键捕获被激发到导带的电

子和葡萄糖氧化产生的质子被还原%由于

S3?

"

层与样品的共晶是分离的"使样品不能获得

较好的分散"因此该方法的分辨率有待提高%虽

然该体系目前应用较少"但随着新基质材料的开

发"将有助于二硫键分析甚至蛋白质组学研究%

近年来"发展了一种光致断裂二硫键的新

方式"即紫外光解离!

O$PQ

#

)

!#

*

%通过选择适

当激光波长使样品本身含有的官能团或化学键

吸收相应波数的激光能量"使得样品分子跃迁

到激发态"并发生不同特定断裂途径的解离%

该方式需要一种能够使来自激光束或高强度光

源的光子束与所选离子交叉的装置"一般需要

光源和可以装载所选离子的,容器-

"

个要素%

光源一般采用
(R

(

FCa

激光器$准分子!

4I93D

;4-

#和光学参量振荡器!

?P?

#(

FCa

激光

器)

!#

*

&选择质谱的质量分析器!如傅里叶变换

离子回旋共振$三维四极离子阱$二维线性离子

阱#就可以满足装载所选离子的,容器-%使用

O$PQ

分析多肽或蛋白质时"可产生
/

'

I

$

J

'

<

$

9

'

H

系列离子"同时可直接断裂
7

+

7

和
1

+

7

)>>
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键%这不仅有利于增加序列覆盖率"而且可以

实 现 二 硫 键 定 位%

C

M

/-T/&

等)

!A

*首 次 将

O$PQ

应用于生物大分子分析"蛋白质酶切产

物经
VPK1

分离后进入
67

"采用
!

次谐波激

光脉冲!

"##.;

#照射线性离子阱中多肽离子"

发现
O$PQ

可在保留磷酸化修饰的同时"选择

性地仅断裂酶切产物中的二硫键%

6%.:/./

等)

!E

*利用
*>B.;

的
O$PQ

表征了溶菌酶中

的
!

个二硫键和血清转铁蛋白中的
*>

个二硫

键%另外"

O$PQ

也可通过电喷雾离子源实

现"即采用
W7L

电喷雾离子化时"使用低压汞

灯!

KPDV

M

&/;

8

#产生紫外光"对喷雾进行照

射%这里的紫外光照射发生在离子源中而非质

量分析器%

Q,-/.R

等)

B*

*在多肽溶液中加入甲

醇"通过此方法"在低压汞灯产生
"@!.;

紫外

光照射激发下"二硫键因甲醇的亲核进攻发生

选择性断裂%在其中一个半胱氨酸残基上形成

亚磺酸甲酯!+

7?1V

B

#标记"在另一个半胱氨

酸残基上形成硫醇!+

7V

#%

红外多光子解离!

L[6PQ

#也是一种潜在

的二硫键分析手段"同样属于,慢热技术-%基

于振动激发模型"通过红外光照射被分析物!如

离子化的多肽等#"多肽中的肽键$二硫键等化

学键吸收多个红外光子的能量发生分子内振

动"能量重新分布"经历多态过程后发生断裂解

离"产生类似
1LQ

的
J

'

<

系列离子%但
L[6D

PQ

并没有
1LQ

的低质量端质量截止效应"因

此可产生较丰富的序列信息%

\/&&3

等)

BA

*对含

有
B

个二硫键的胰岛素进行研究"发现
L[6PQ

可特异性断裂肽阴离子中的
7

+

7

和
1

+

7

键%

不同质谱碎裂技术断裂二硫键产生的特征

离子列于表
*

%

表
=

!

不同质谱碎裂技术断裂二硫键产生的特征离子

F':0%=

!

G*'(')5%(#&5#)#"-&

9

("!/)%!:

6

!#11%(%-54'&&&

9

%)5("4%5(

6

1('

,

4%-5'5#"-5%)*-#

H

/%&:

6

:(%'I#-

,

!#&/01#!%:"-!&

气相断裂机理

1&4/=/

M

4;492/.35;

3.

M

/5

8

2/54

质谱碎裂技术

6/555

8

49:-%;4:-

<

0-/

M

;4.:/:3%.:492.3

X

,4

断裂所产生二硫键特征离子

12/-/9:4-35:393%.5

8

-%R,94R

J

<

J-4/U3.

M

R35,&03R4J%.R

基于分子间碰撞的断裂
1LQ

和
V1Q [Y7Vb[c7

或
[Y77Vb[

基于获得电子的断裂
W1Q

$

WSQ

和
WS29Q [Y7Vb[Y7

.

基于吸收光子的光催化断裂
6CKQLDL7Q [Y7Vb[Y7V

基于吸收光子的光催化断裂
O$PQ [Y7

.

b[Y7

.

C>E

!

基于离子
?

离子反应的氧化断裂

气相离子'离子反应也可以被用于二硫键

的定位分析)

!>

*

%本课题组采用自主研发的离

子'离子反应装置"利用高碘酸根负离子与多肽

正离子的气相反应"实现了分子内和分子间二

硫键的氧化断裂及定位分析)

@)

*

%

D

!

挑战与展望

本文总结了基于质谱技术对蛋白质中二硫

键的分析方法"根据断裂二硫键所处介质和断

裂机理进行定位方法的综述%对于定位二硫键

研究领域"仍然存在诸多挑战(对含多个二硫键

的短肽"很难准确测量二硫键的配对方式%例

如"对于含有
!

个二硫键"

E

个半胱氨酸的铁调

素"其理论所产生的可能二硫键配对方式多达

*)@

种)

@*

*

%此外"即使对仅含
"

个二硫键的多

肽"但二硫键成键顺序的不同"也将影响多肽的

空间结构"进而影响其功能%对二硫键成键顺

序的研究是该领域面临的另一重要挑战%另

外"

O$PQ

和离子
D

离子反应质谱仪等仍处于实

验室方法开发阶段"有待进一步完善"尚不能广

泛服务于制药$蛋白质组学等领域%在方法学

研究方面"未来发展方向将以质谱结合强大的

数据处理工具进行,自上而下-的分析策略为主

流%同时",自下而上-的分析策略中"随着新的

电离方式和碎裂方式的开发"可能出现新的特

征离子以及相应的数据处理工具"必将对这一

领域产生重要影响%
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