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蛋白质立体化学修饰的离子淌度质谱研究进展
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摘要!蛋白质立体化学修饰是一类低丰度&与人类多种疾病相关的翻译后修饰"由于其并未改变蛋白质

的分子质量"难以通过传统的蛋白组学鉴定方法进行发现与鉴定%离子淌度质谱!

@7?78

$技术依据不

同离子在漂移管中与缓冲气体碰撞后迁移速率的不同而快速分离离子"提供了一种基于构象&电荷数&

尺寸和分子质量的分离手段"已在蛋白质立体化学修饰的鉴定与分离分析中取得了阶段性进展%本文

从非变性离子淌度质谱实验的角度出发"介绍了漂移管离子淌度仪&行波离子淌度仪&微分迁移率分析

仪&高场不对称离子淌度仪以及捕获离子淌度仪等
#

种商业化离子淌度仪的性能%在此基础上"总结了

立体化学修饰高分辨离子淌度质谱分离分析与鉴定方法的最新研究进展"同时介绍了立体化学修饰调

控的配体
?

受体相互作用的结构质谱表征策略"尤其对碰撞诱导去折叠技术在复合物手性构象差异中的

研究进行阐述%最后"展望了基于
@7?78

的立体化学修饰鉴定与定量等研究方向"以期为立体化学修

饰的下一发展阶段提供参考%

关键词!离子淌度质谱!
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$#立体化学修饰#

E?

型突变多肽蛋白#神经肽受体#碰撞诱导去折叠
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立体化学修饰多肽蛋白的发现年代&

,

'"分子质量&

3

'及突变位点统计&

'

'分布
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立体化学修饰的多肽蛋白!
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827]

$是天然

存在的一种含量较低"但与多种疾病相关的蛋

白形式%与其他常见的蛋白质翻译后修饰类

似"立体化学修饰!

6;5.5%:35<4:0&<%Q414:0;4%/

"

827

$调控着一系列重要蛋白的结构和功能%

大量研究表明)

>

*

"信号转导神经肽的修饰直接

影响生物活性%因此"研究以
827]

异构体形

式存在的神经肽和蛋白质结构对于阐明其构效

关系具有重要意义)

)?C

*

%

多肽蛋白立体化学修饰可导致天然氨基酸

空间立体异构化%目前报道最多的
827]

是

单位点或极少数位点由
;?

构型异构化为
E?

型"

这类蛋白和多肽最早被美国伊利诺伊大学香槟

分校
,%/0;30/8T55Q&5.

课题组)

C

*命名为包含

E?

型氨基酸的多肽'蛋白!

E?0<4/%0:4Q?:%/;04?

/4/

L9

5

9

;4Q5

'

9

.%;54/

"

XDD2]

$%立体化学修

饰数据库正在逐年扩大"截至目前"至少有
##

种蛋白多肽体系中存在立体化学修饰"列于附

表
>

!请登录1质谱学报2官网
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下载$%已报道的大部分
827]

分子质量集中分布在
!**

!

))**-

之间"少数

的分子质量超过
#***-

#氨基酸的突变位点大

多发生在
(

端的第
)

&

"

位上"其中以苯丙氨

酸&亮氨酸和丙氨酸的突变数量最多"示于

图
>

%突变位点规律性主要取决于宿主生物的

酶促体系"而分子质量分布范围在很大程度上

受限于立体化学修饰鉴定手段和仪器设备的灵

敏度及适用范围%

这些
827]

的发现主要来源于单细胞甲

壳类等低等生物"包括海蛞蝓加利福尼亚海

兔)

E?+

*

&美洲龙虾)

>*

*

&小龙虾克氏原螯虾)

>>

*
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嘴兽)
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*

&锥螺的毒液)

>"

*

&漏斗网蜘蛛和南美树

蛙)

>!?>#

*等%立体化学修饰经常在动物毒液中被

检测到"也有在人类各种组织!包括牙齿&皮肤

和大脑$的衰老蛋白中
E?

异构化氨基酸残基的

报道)

>B

*

%由于内源性酶只识别由
;?

氨基酸组

成的 蛋 白 质 和 肽"而 在 大 多 数 神 经 肽 中

XDD2]

通常含有
>

个
E?

氨基酸"对内源性酶

具有更大的抗性%因此"

827]

往往比天然蛋

白多肽具有更长的寿命)

>C?>E

*

%一般认为"动物

细胞中大多数
827]

的生成与酶促反应相关"

与此同时"酶促反应之外的化学调控因子也可

能参与人体组织中几种年龄依赖型蛋白的立体

化学修饰)

>+

*

%与内源性神经肽相比"在许多情

况下"立体化学修饰的神经肽异构体具有更高

的生物活性)

C

"

>E

*

%但也有报道)

)*

*指出"相比于

全位点突变"单位点或者部分位点突变的

XDD2]

具有更高的毒性%这表明"增加立体

化学修饰的检测和识别能力"对探究
827]

的

发生过程与机制&化学调控&以及靶向
827]

药物开发与设计都起着重要的支撑作用%

与其他修饰不同"立体化学修饰并没有引

起蛋白和多肽分子质量的改变"基于质谱的常

规蛋白多肽检测技术难以实现对
827]

的有

效分离与鉴定%离子淌度质谱!
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$受益于离子淌度

仪在质谱基础上进行的二维分离"不仅具备

分析速度快和耗样量少的优点"而且可以根

据目标离子的构象与尺寸在毫秒级时间尺度

上进行高效分离分析%随着硬件&软件和数

据分析等方面的快速发展"近些年来
@7?78

技术已成为
827]

分离分析与快速鉴定的一

种重要方法)

)

"

!

"

)>?)C

*

%

本文将围绕离子淌度质谱和非变性质谱的

核心技术"重点介绍多种商业化离子淌度仪的

性能差异&

827]

高分辨离子淌度质谱分离分

析与鉴定方法的最新进展&

827]

与受体相互

作用的结构质谱表征策略"并展望立体化学修

饰与离子淌度仪的发展方向与应用前景%

:

!

离子淌度质谱的工作原理与常见类型

:;:

!

工作原理

离子淌度质谱!也称,离子迁移质谱-$是

在常规质谱的基础上串联离子淌度仪"根据

质荷比!

>

'

C

$以及离子迁移率实现目标离子

的二维在线分离%

@7?78

的基本工作原理是

离子在漂移管飞行时与缓冲气体!通常为氮气&

氦气和氩气$碰撞"由于离子形状&大小和电荷

数不同而受到的阻力不同"在相同电场中通

过相同距离漂移管所需要的时间不同"由此

实现对目标离子的快速分离%通过一定的物

理模型与近似处理"可将迁移时间转换成与

离子结构相关的物理参数+++碰撞截面积

!

:%&&464%/0&:.%66?65:;4%/

"

228

$%与传统质谱

相比"离子淌度质谱可以对
>

'

C

相同的离子

在离子淌度维度进行二维分离"提高了构象

分析效果%

@7?78

分离的基本原理可以用

230

9

<0/?̀/6U%

L

和
706%/?8:30<

9

)

)E

*方程的

理论来解释"示于式!

>

$%

:

B

"

!

>B

)

"

"

D

^

$

8

>

)

C(

?

!

!

>

$

式中"

:

为缓冲气体中特定离子的迁移率"提

供了有关离子在穿过缓冲气体时所经历的相互

作用信息#

"

!

"

y>2

'!

>c2

$$为扩散离子

!

>

$和载气分子!

2

$这一碰撞粒子对的约化质

量#

D

^

为玻尔兹曼常数#

8

为开尔文温度#

C

为

离子电荷数#

(

为元电荷所带的电荷量!

2

$#

?

为中性气体数密度!

<

\"

$#

!

为碰撞截面积

!

<

)

$%式!

>

$给出了离子迁移率
:

与
228

之

间的直接关系%离子在漂移管中受库仑力和气

体分子碰撞阻碍力的作用"其通过漂移管所需

的时间!

%

Q

$与
:

直接相关"而这取决于离子的

形状&质量和电荷量%在简化模型中"

:

取决

于离子与气体分子的碰撞频率"该频率与气体

数密度!

?y

每单位体积的气体分子数$有关%

因此"离子迁移率与气体压力!

.

$和温度!

8

$相

关%实验室常用的约化迁移率!

:

*

$通过式!

)

$

计算(

:

*

B

:

3

?

?

*

B

:

.

.*

3

8

*

8

!

)

$

式中"

.

为气体压力"

.*

为
@J]D2

标准压力

!即
>**U]0

$"

8

*

为标准温度!即
)C"W>#d

$%根

据气体动力学理论"假设漂移管在低电场条件

下发生纯弹性碰撞"

%

Q

可转化为
228

"示于

式!

"

$(

!B

!

>E

"

$
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式中"变量
A

&

;

&

M

分别对应电场强度!

$

'

<

$&

漂移区长度!

<

$和压力!

V%..

$%

:;>

!

常见类型及其性能对比

@7?78

的仪器构造大部分是将
@78

连接

到
VAZ?78

上"近些年也有将
@78

连接到

A.H4;.0

9

78

上的报道)

)+

*

%

@7?78

主要根据

@78

分型进行分类"根据技术特点"离子淌度

仪主要分为时间扩散型!

;4<5?Q46

9

5.64S5

$&空

间扩散型!

6

9

0;40&&

=

Q46

9

5.64S5

$以及场分散扫

描型!

145&Q?Q46

9

5.64S56:0/

$

)

)E

"

"*?">

*

"

类%根据

基本构造"目前商业化的
@78

主要包括
#

大

类"示于图
)

%其中"漂移管离子淌度仪!

XV@78

$

和行波离子淌度仪!

VY@78

$属于时间扩散

型"微分迁移率分析仪!

X7D

$和高场不对称

离子淌度仪!

ZD@78

$属于空间扩散型"而捕

获离子淌度仪!

V@78

$则属于场分散扫描

型%提升结构分辨率一直是离子淌度仪发

展的主要方向"包括硬件升级改造&原理方

法创新以及高级数据采集与分析系统开发

等%

#

种离子淌度仪的主要特点及分辨率信

息列于表
>

%

:;>;:

!

漂移管离子淌度仪
!

漂移管离子淌度

仪!

XV@78

$是最早出现&最为经典的
@78

技

术%早在
)*

世纪
"*

年代"

.̂0QH-.

=

等)

")

*就采

用
XV@78

研究气相离子迁移率
:

%

XV@78

由一系列叠环电极组成"在这些电极上"漂移管

的轴线上产生了近似均匀的电场%载气和气态

样品被引入电离区"而逆流流动的中性气体!主

要是氮气&氦气或氩气"被称为漂移气体$从检

测区的一侧引入)

""

*

"在漂移管腔体内没有特定

注(

0W

构造示意图"由文献)

"B

*改编#

HW

气体动力学描述#

:W

离子运动规律示意图

图
>

!

目前市场上
M

种主要离子淌度仪的结构特点示意图

?$

@

A>

!

.'D&/,)$'"$,

@

7,/-#="$==&7&())

46
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淌
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的流动方向%离子在有中性气体分子存在的漂

移管中通过均匀&连续的电场"以恒定的速度移

动%从离子通过漂移管的时间可得离子迁移率

:

%一般来说"

228

越小&电荷量越高"离子的

迁移速度越快%化合物在较高分辨
XV@78

中

能够实现良好的分离"并通过第一性原理可直

接得出
228

值"实验中"通常在不同电场下多

次测量以获得最准确的
228

值%由于
XV@78

分析采用离子脉冲模式"其占空比相较于连续

@78

要低%

:;>;>

!

行波离子淌度仪
!

)**B

年"美国
Y0?

;5.6

公司推出首个商业化的基于行波离子淌度

仪!

VY@78

$的
8

=

/0

9

;NX78

)

"!

*离子淌度质

谱仪"随后"于
)*>>

年和
)*>"

年推出二代基于

VY@78

的离子淌度质谱仪"分别为
8

=

/0

9

;

O)?8

和
8

=

/0

9

;O)?84

%目前"

VY@78

已成为

最成熟的
@78

技术%

VY@78

由施加了行波

电压的堆叠环离子导向器组成"将相反相位的

射频电压施加到相邻的环形电极以提供径向离

子捕获"从而实现高效率传输%脉冲直流电压

从设备的一端到另一端连续叠加到每个电极的

射频电压上"从而轴向推动离子%在固定的脉

冲停留时间后"电压施加到下一个电极对"由此

产生行波%针对第一&二代仪器相对较低的分

辨率"仪器厂商对
VY@78

结构进行了优化"如

无损离子淌度仪!

6;.-:;-.5&%66&5664%/<0/4

9

?

-&0;4%/

"

8I@7

$

)

)!?)#

"

"#?"B

*

%

8I@7

气相分离的

基本原理与
VY@78

类似%由于
8I@7

中工作

气压较低"在射频聚焦电场的辅助下"离子可以

在
8I@7

中稳定存储数小时以上"同时实现近

乎无损的传输)

"C

*

%

VY@78

能够在比
XV@78

更小的装置中实现相近分辨率的淌度分离"大

大缩小仪器体积%在实现较高分辨率的同

时"

VY@78

还可以更好地与商品化质谱仪联

用%环状离子淌度仪!

:

=

:&4:@78

"

:@78

$

)

"E

*是

Y0;5.6

公司最新推出的高分辨离子淌度仪"

与
VAZ78

联用"实现了超过
)**

结构分辨

率!基于离子迁移时间计算$的高分辨分离分

析"可用于微小结构差异区分%该仪器未来

可以改进的空间包括(改善由于多圈扫描引

起离子损耗而灵敏度下降的问题&建立完善

的多圈扫描后
228

校正方法以及提高操作界

面用户友好性等方面%

:;>;F

!

微分迁移率分析仪
!

微分迁移率分析

仪!

X7D

$是
@78

的一种特殊结构)

"+?!*

*

"其工

作方式与
XV@78

类似"都是利用恒定电场"并

且均可以测量
:

值%

X7D

是基于一个方向的

电泳迁移和正交方向的流体驱动迁移在空间上

分离离子%在
X7D

中"所有离子必须移动相

同的距离到达探测器"只有具有指定迁移率的

离子才能从
X7D

的入口穿越到出口%圆形柱

是最常用的
X7D

类型"它由
)

个圆柱形和同

心金属电极组成)

!>

*

%

X7D

的分离是通过
)

个垂直的力叠加在离子上完成的"

)

个阻力分

别来自高流速的鞘气和
>

个垂直的电场%利

用高鞘流速进行空间分离"可以获得更高的

分辨率和灵敏度%

X7D

通常用作过滤装置"

仅允许在给定的时间传输具有特定淌度值或

淌度特性的离子"可以提高分析的选择性"但

对于较宽范围的淌度分析"其速度较慢&灵敏

度较低%

:;>;L

!

高场不对称离子淌度仪
!

高场不对称

离子淌度仪!

ZD@78

$最早是由前苏联人发明

的"于
)*

世纪
+*

年代中期被引入北美后迅速

发展%与基于时间分离的
XV@78

和
VY@78

不同"

ZD@78

是一种空间电迁移谱仪)

!)?!"

*

%作

为离子迁移谱中较为特殊的一类"

ZD@78

是利

用离子迁移率在高电场下的非线性变化规律进

行分离%在
ZD@78

中"带电粒子暴露于具有

相反极性的不对称波形中"这种高电场和低

电场周期性交替的非对称波形导致带电粒子

在一对等间距的电极之间遵循锯齿形模式运

动"并且由于离子迁移率对非线性电场的依

赖性而发生分离%

ZD@78

具有连续的离子监

测能力"并基于离子迁移率正交分离的功能

实现高分离选择性#此外"能够同时检测正&

负离子"并且具有核心部件小等优点%但在

ZD@78

仪器中检测到的离子丰度相对较低"

降低了其检测灵敏度%

:;>;M

!

捕获离子淌度仪
!

捕获离子淌度仪

!

V@78

$是一种相对较新的气相分离仪器)

!!

*

"

由
]0.U

等)

!#?!B

*于
)*>>

年提出"是
.̂-U5.

公司

的专利技术%

V@78

将一组电极划分为入口漏

斗&

V@78

迁移区和出口漏斗
"

个区域%入口

和出口均可控制离子的偏转和聚焦"

V@78

的

迁移区域可以通过同向平行气流和反向电场之

#E#
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间的相互作用来积累&捕获和洗脱目标离子%

首先"离子在
V@78

中被捕获"利用径向约束的

射频电场和轴向非均匀电场使离子在气流中保

持静止#随后"离子在迁移区受高速气流推动力

和反向电场阻力的作用"而反向电场强度随分

离区轴线位置呈线性变化"其方向与高速气流

相反)

!C?!E

*

%当气流速率与离子迁移速率相等

时"离子相对于漂移管保持静止"即不同离子根

据迁移率
:

的差异分布在不同电场强度的位

置%离子截面积越大"离子淌度越小"维持静止

所需 的 电 场 强 度 越 高"即 稳 定 在 高 场 区

域)

!C

"

!+

*

%跨
@78

隧道区域施加的电压梯度使

多种异构体被同时捕获"但在不同的电压值处

被富集"通过逐步降低电场释放离子"以实现离

子的逐步洗脱%

V@78

通常与四极杆飞行时间

质谱联用"在保证灵敏度的前提下"可以有效提

高仪器的分离能力%

>

!

立体化学修饰的多肽蛋白发现流程

与高分辨离子淌度质谱分离分析

一般认为"

827]

的发现基于传统蛋白组多

肽组学工作流程)

#*

*

"主要包括大规模蛋白多肽

提取"样品纯化分析与氨基酸序列鉴定"结构&功

能表征并与试管合成标准物比对"立体异构化氨

基酸的鉴定与验证
!

个关键步骤"示于图
"

%

本文主要关注离子淌度仪在
827]

发现

过程中的作用"即其在立体异构氨基酸分离分

析与鉴定中的应用方法学开发%与其他分离技

术"如高效液相色谱!

N]I2

$

)

#>

*

"毛细管电泳

!

2̀

$

)

#)

*等相比"离子淌度仪可以在更短的时

间尺度上对异构体进行分离"同时还可以测

定异构体的结构信息)

#"

*

%离子淌度质谱分析

的一大挑战是使用传统商业化仪器时往往受

到固有结构分辨率以及总分离时间等因素的影

响"难以对大部分
827]

混合物实现基线分

离%因此"本文将以如何提高离子淌度质谱的

结构分辨率为主线"围绕串联质谱&硬件改造以

及多维差异放大等方面"总结近些年来的研究

进展%

>;:

!

基于串联质谱的结构分辨率提升方法

串联质谱是一种快速检测与测序的方

法)

#!?#E

*

%对于同分异构体的鉴别"一级质谱

!

78

>

$只能提供相同的
>

'

C

信息"无法实现异

构体的区分#而二级质谱!

78

)

$"如高能碰撞解

离!

34

L

35.?5/5.

L=

:%&&464%/0&Q466%:40;4%/

"

N2X

$

和碰撞诱导解离!

:%&&464%/?4/Q-:5QQ466%:40;4%/

"

2@X

$"可以通过提供不同的碎裂途径生成信息

丰富&结构重要的产物离子"为识别和鉴定异构

体提供互补的结构信息)

#+

*

%虽然异构体在串

联质谱中可能产生难以区分的离子迁移率到达

时间相似的碎片离子"但通过
2@X

技术结合化

学计量学方法可以有效区分离子淌度重叠的异

构体%

,-&40/

课题组)

#C

*利用自由基诱导解离

!

.0Q4:0&Q4.5:;5QQ466%:40;4%/

"

PXX

$和
2@X

串

联质谱技术鉴定多肽异构体"并发现了新的异

构化位点%李灵军课题组)

)#

*开发了液相色谱
?

串联质谱
?

行波离子淌度质谱!

I2?78

'

78?

VY@78

$法快速&可靠地鉴定手性突变多肽中

E?

氨基酸位点"示于图
!0

%该方法通过反相液

相色谱从复杂混合物中分离手性多肽"用离子

淌度质谱对其经
2@X

产生的
H

&

=

碎片离子进

行结构检测"通过评估与
;

型对映体的
H

&

=

碎

片离子的漂移时间或者碰撞横截面间的变化差

异定位
E?

氨基酸残基%研究者使用该方法揭

示了龙虾体内甲壳类高血糖激素从
(

端起第
"

个氨基酸!

;?

苯丙氨酸到
E?

苯丙氨酸$的异构

图
F

!

发现%鉴定
.B1I

的常用工作流程#

MG

$

?$

@

AF

!

T#7R=0#9=#7"$-'#+&7$(

@

,("$"&()$=

4

$(

@

.B1I

#

MG

$

BE#
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注(

0WI2?78

'

78?VY@78

鉴定手性多肽
E?

氨基酸残基位点)

)#

*

#

HW2̀?V@78?78

超高分辨分析与

鉴定单细胞中多肽立体化学修饰)

B)

*

#

:W8I@78J]̀ P@7?78

高分辨分离分析
D

$

>C?)E

多肽差向异构体)

B!

*

#

QW)X?I2?XV@78?78

鉴定阿尔兹海默症病人的
D

$

蛋白片段差向异构体)

BE

*

图
L

!

L

种基于离子淌度质谱的手性多肽快速分离分析与鉴定方法

?$

@

AL

!

?,-)-&

6

,7,)$#(,("$"&()$=$',)$#(#=H**BI3,-&"#(51!1.

化%此外"还可以通过串联质谱与金属加合物

结合的策略增强
@7?78

的分离性能"如
XDD2]

中
E?

残基的定位&拓扑异构体鉴别和肽异构体

的改进分离等)

))

"

)!

"

B*?B>

*

%

>;>

!

基于仪器硬件改造与软件升级的结构分

辨率提升方法

近年来离子淌度技术发展迅速"在仪器分

辨率方面获得了显著提升%

Z%-

R

-5

等)

)!

*报道

了一种利用
V@78

仪器实现
827]

异构体超

高分辨率分离分析的方法"其中基于
228

值计

算的分辨率可达
"!*

%研究者利用
V@78

对一

些
228

值差异低至
>b

的手性多肽与其
;

型

对映体实现了基线分离%以一种含有
)+

个氨

基酸残基的手性多肽!

OPZ

$为例"该方法在

E

'

;?OPZ

多肽
!**q>

的混合物中实现了基线

分离和手性定量分析%

706;

等)

B)

*成功将毛细

管电泳技术与
V@78?78

联用"并应用于海兔

单个神经结细胞中手性多肽的分析"示于图
!H

%

结果显示"神经组织中来自胸膜前体的
]&./)

多肽有
!!b

存在
E?

氨基酸残基%

5̂.;3406

等)

B"

*使用
ZD@78

对含有
!)

个氨基酸残基的

手性多肽及其差向异构体实现了基线分离"最

大分辨率可达
>#+

%

(0

L=

等)

B!

*将一种基于

VY@78

的新型超高分辨离子淌度质谱!

VY

8I@78J]̀ P@7?78

$

)

B#

*用于研究
$

淀粉样

蛋白!

D

$

$片段
D

$

>C?)E

肽段"示于图
!:

%由于

D6/

)C

可以通过异构化脱酰基生成
D6

9

"与

D6

9

)"

相同"均存在
!

种外消旋化异构体"研究

者采用直接进样的方法对
>B

种
D

$

>C?)E

多肽异

构体进行分离分析%得益于
8I@7

的超高分辨

率"在
>6

内实现了这
>B

种异构体钠加合离子

)

7cNc(0

*

)c的基线分离%此外"

Y0;5.6

公

司研发的基于
VY@78

的环形离子淌度质谱仪

也被应用于手性多肽的研究)

BB

*

%通过与超高

效液相色谱联用"在
!#6

色谱保留时间窗口

内"通过
!

圈环形离子淌度循环!

!

#*<6

"

F

!

>"*

$使共洗脱的手性多肽达到有效分离%该技

术基于保留时间
?

漂移时间二维分离策略"对

>>

种异构化的多肽实现了分离%结合
H

&

=

碎

片离子的漂移时间"成功鉴别出手性多肽的单

位点及双位点修饰%

>;F

!

基于多维差异放大和多维分离技术的结

构分辨率提升方法

在无法实现快速更新仪器硬件的情况下"

多维手性差异放大和多维分离技术的应用显得

尤为重要%在某些情况下"还需要串联其他分

离技术!如
I2

和
2̀

$"以提高复杂混合物中肽

异构体的检测覆盖率)

!

"

BC?BE

*

"同时结合多维数

CE#
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据可视化)

B+

*和计算建模)

C*

*

"辅助基于
@7?78

的多肽异构体结构分析%

本课题组)

B>

*利用
VY@78

平台发现"有些

ER

和
;?

多肽单体在离子淌度检测中的差异很

小"但以寡聚体形式存在的
E

'

;

多肽结构差异

比单体更大"放大了单体的手性结构差异%在

此基础上"本课题组)

C>

*提出了一种基于金属

离子结合的多维手性差异放大策略"适用于

从单体&寡聚到受体相互作用的手性效应研究"

被称为复合型手性分析平台!

4/;5

L

.0;4S5:34.0&

0/0;%<

=9

&0;1%.<

"

42D]

$%通过建立以多肽

质子化峰&结合
>

个金属峰和结合
)

个金属峰

这
"

种形式的以
228

为坐标的三维体系"成功

放大了多肽的手性效应"将原本在较低分辨率

淌度平台难以区分的
E?

和
;?

神经肽在三维空

间中有效地区分开来%离子淌度数据采集模式

的创新提升了分离效果%

D

L

4&5/;

公司将基于

阿达玛变换!

N0Q0<0.Q;.0/61%.<

$的多重复用

离子注射法)

C)

*应用于
XV@78

"在不需增加数

据采集时间和离子淌度扫描范围的前提下"产

生了
C

!

E

倍的信号增益"并且将占空比提高到

#*b

"离子淌度分辨率从
B*

提升到了
>E*

!

)#*

)

C"

*

%运用这种新型数据采集方式"

7-U35.

M

55

等)

BE

*搭建了
)X?I2?@78?78

平台"从阿尔兹海

默症病人的脑组织中检测到了一系列由天冬氨

酸异构导致的
D

$

手性多肽异构体"示于图
!Q

%

F

!

立体化学修饰多肽蛋白与其受体相

互作用的结构质谱分析方法

目前"手性神经肽受体分析研究受到广泛

关注"例如"全氨基酸手性反转的多肽异构体由

于对抗酶消化的显著抗性"有望用于开发新的

候选药物)

)*

"

C!

*

%尽管异构化有着独特的功能"

但其结构变化往往不显著"这是因为大部分神

经肽只有个别氨基酸位点会发生
E?

异构化)

C

*

%

为了有效解析立体化学修饰对重要蛋白多肽的

构效关系"开发高分辨的神经肽异构体结构分

析工具是重要的发展方向%

F;:

!

神经肽受体的常规生物物理研究方法

目前关于
XDD2]

的完整生理作用研究较

少"尤其是缺乏探讨
XDD2]

与其同源受体相

互作用方面的报道%

8T55Q&5.

课题组)

#*

*在加

利福尼亚海兔中新发现了一种包含
E?

氨基酸

的多肽!

DVP]

$"该多肽既能激活受体!

L?

蛋白

偶联受体$"又能激活神经元靶点%与之前报道

的
XDD2]

及其全
;?

残基类似物不同"

I?DVP]

和
X)?DVP]

都是
L?

蛋白偶联受体的强效激动

剂"且均在电生理实验中具有活性%在此基础

上"该课题组又研究了来自单一神经肽前激素"

即海兔素样神经肽前体!

0

9

DI(]

$的几个

XDD2]

信号转导与结构的关系%为了深入了

解通过
0

9

DI(P

的配体信号"该课题组建立了

来自
0

9

DI(]

的天然和非天然神经肽类似物

的数据库"并评估它们在与
0

9

DI(P

和混杂的

O

&

亚基
O

&

?>B

共转染细胞中的活性%这不仅

研究了常规神经肽与受体的作用关系"还对

XDD2]

与其神经肽受体的构效关系进行构象

研究)

C#

*

%关于
XDD2]

三维构象如何影响受

体活性"以及
E?

残基在这些肽构象中发挥作用

的研究很少%为了研究构效关系"该课题组使

用建立计算模型&

XV@78

分析和受体激活分析

相结合的方法创建了简单模型"预测了一系列

多肽
OQZZX

类似物的生物活性%该模型有助

于建立
OQZZX

类似物结构与活性之间的联

系"并强调
OQZZX

受体
0

9

DI(P

上
>

号位置

肽活性的空间效应%

F;>

!

碰撞诱导去折叠技术辅助神经肽受体的

结构解析

碰撞诱导去折叠!

2@J

$是非变性离子淌度

质谱技术的重要工具"可以实现气相蛋白结构

的快速精准操控%目前"基于
2@J?@7?78

技

术的神经肽受体研究报道较少"主要是由于受

体来源有限&表达量低"且难以从现有的蛋白生

产系统中分离纯化%

@7?78

在包括膜蛋白在

内的其他蛋白体系中取得了重要的研究进展"

因此"利用
@7?78

技术对神经肽受体的结构

研究将得到越来越多的关注)

CB?CC

*

%

由于商用
@7?78

装置分辨率的限制"在

保持对神经肽受体等生物大分子足够的灵敏度

的同时"往往需要其他气相结构操纵技术的协

助"以获得目标神经肽受体的详细信息)

CE

*

%将

2@J

)

C+?E!

*集成到
@7?78

中可以增加分辨维度"

并且能够有效区分
228

非常接近的蛋白质构

象%当蛋白质离子在气相中受到碰撞加热时"

通常遵循特定的去折叠路径"得到结构特异性

的
2@J

指纹图谱)

E#?EB

*

%因此"

2@J

技术有望成

EE#

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



为分析神经肽受体的有力工具%

基于
2@J?@7?78

的手性多肽与蛋白受体

相互作用的研究过程包含溶液相孵育&非变

性质谱测定和
2@J

构象操控
"

个关键步骤"

示于图
#0

%

E

'

;?

构型的多肽与蛋白受体结合

后"通过非变性质谱可以观测到显著不同的

结合力和结合计量学信息%更重要的是"不

同手性的多肽与受体结合形成的复合物可能

展示显著不同的气相去折叠路径"这种差异

可以通过相关的数据分析软件进行可视化和

定量比较%本课题组)

C>

*通过绘制
228

值与碰

撞电压的关系图"初步探索了
2@J

技术在立

体化学修饰受体作用复合物构象差异分析中

的应用方案"示于图
#H

%

2@J

指纹图谱的特

征条带数量及其变换信息可用于蛋白构象及

结构域稳定性的快速分析%图
#H

展示了人血

清白蛋白的
2@J

指纹图谱"从中可以推断出

至少
!

个主要构象中间体以及
"

个核心结构

域信息"这与人血清白蛋白的晶体结构相符%

为了定量表征
E

'

;?

构型多肽在受体结合时的

结构差异"本课题组使用
P-%;%&%

课题组)

EC

*开

发的
2@J8-4;5

工具包"其中
)

个关键参数是

半数构象去折叠电压!

2@J

#*

$和均方根差

!

P78X

$%通过对比结果"发现虽然
2@J

#*

值

并没有显著差异"但不同手性多肽结合受体

复合物的整体构象与去折叠
2@J

路径却有较

显著的差别!

P78X

达到
>!W"*b

"一般基线

背景
P78X

小于
#b

$%

注(

0W;?

和
E?

构型多肽与受体结合流程示意图#

HW@7?78

在解决
E

'

;

构型方面的实例)

C>

*

图
M

!

51!1.

在区分
#

(

$

构型多肽与受体结合时的工作流程图及实例

?$

@

AM

!

?0#9-'D&/,)$'"$,

@

7,/-,("&K,/

6

0&-#=51!1.

$("$==&7&()$,)$(

@

)D&3$("$(

@

#=#

(

$

6

&

6

)$"&-)#7&'&

6

)#7-

L

!

总结与展望

离子淌度质谱联用技术有效加速了蛋白质

立体化学修饰的分离分析和定性定量鉴定"在

人类疾病相关的蛋白体系方面的应用有了初步

进展%但目前立体化学修饰的离子淌度质谱大

部分集中在简单体系!如单细胞生物$的研究"

相比于其他翻译后修饰的鉴定分析方法"该方

法不够成熟"在样品提取&富集分离&仪器参数&

数据采集和可视化分析等方面仍有很大的改进

空间%为了绘制人类多种重大疾病相关的蛋白

质立体化学修饰图谱"需要进一步开发定量分

析方法及其在生物组织内空间分布的测定方

法"以获得更全面的生物学信息%

>

$立体化学修饰的定量组学分析(现行大

部分离子淌度质谱方法主要集中于纯化体系的

研究"在组学水平上的立体化学修饰鉴定方法

+E#
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仍有较大的改进空间"如开发立体化学修饰特

异性&兼容的多重等质量同位素定量标签标记

技术"有望实现对不同生物环境下分析物中手

性多肽的相对和绝对定量%

)

$立体化学修饰的空间分辨组学分析(将

离子淌度与质谱成像相结合"基于手性多肽分

析物的碰撞截面积信息"可将其与对应的
;

型

多肽异构体区分开"从而特异性地获取其在生

物组织切片中的分布"直观地呈现手性多肽产

生与作用的区域%与此同时"可以比较手性多

肽与其潜在受体在同一组织内的空间分布"探

究其与受体相互作用的规律%

"

$立体化学修饰的高分辨仪器开发(随着

仪器设备和分析方法的发展"更高分辨率的离

子淌度仪可以使较大的手性多肽!

"

!*

残基$

及其
;

型多肽异构体在不需要酶解的前提下

快速拆分和鉴定"简化了分析步骤"并缩短了检

测时间%

!

$立体化学修饰的串联质谱分析(近年

来"基于新型碎裂模式的串联质谱技术逐渐用

于分析手性多肽%

PXX

模式对前体离子结构

较为敏感"可以根据串联质谱图中碎片离子的

相对强度实现对手性多肽的鉴定及定量)

#C

*

%

基于碎片离子的相对强度"电子捕获裂解!

5&5:?

;.%/:0

9

;-.5Q466%:40;4%/

"

2̀X

$也被用于区分

多肽中的
D6

9

和
46%D6

9

)

EE

*

%未来还可尝试将

紫外光致解离!

-&;.0S4%&5;

9

3%;%Q466%:40;4%/

"

J$]X

$&电子诱导解离!

5&5:;.%/4/Q-:5QQ46?

6%:40;4%/

"

@̀X

$和红外多光子解离!

4/1.0.5Q

<-&;4

9

&5

9

3%;%/Q466%:40;4%/

"

@P7]X

$等串联

质谱模式与离子淌度分离相结合"建立更有力

的手性多肽鉴定与定量方法%

#

$立体化学修饰的构效关系研究(立体化

学修饰的构效关系是其发挥生物学功能的重要

分子基础之一%目前"相互作用分析仪在结构

分析灵敏度和样品消耗等方面均存在不利于立

体化学修饰分析的因素%超高灵敏结构分析技

术的开发将大大推进该领域的发展%此外"分

子动力学模拟能够从原子层面给出体系的微观

演变过程"尤其是结合实验测量数据"如离子淌

度质谱指导下的分子动力学模拟"将为解构

827]

高分辨三维构象和全景式构象分析提供

可能%
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P̀ ĴZZDV8

"

Z̀ P(D(X̀ g?

I@7DZ'@Q5/;414:0;4%/%1&066%

9

5

9

;4Q5;%

9

%&%?

L

456 -64/

L

/0;4S5 /0/%5&5:;.%6

9

.0

=

4%/4F0;4%/?

;.0

99

5Q4%/ <%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

?<066 6

9

5:?

;.%<5;.

=

)

,

*

'D/0&

=

;4:0&235<46;.

=

"

)*>E

"

+*

!

E

$(

#>"+?#>!B'

)

)"

*

,̀ D((̀ X@V ZAJ[J̀ d

"

DZA(8A 2

"

g@PDN8

"
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gǸ (O h

"

dJ?

PJIJOD7D P V

"

7D@P@(Ò P V
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P@XÒ ?

YDK 7 `

"

]DPd 7 D'Z-/Q0<5/;0&6 %1

;.0

99

5Q4%/<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

)

,

*

',%-./0&%1

;35 D<5.4:0/8%:45;

=

1%. 70668

9

5:;.%<5;.

=

"

)*>#

"

)B

!

>

$(

>!?)!'

)

!E

*

8@I$̀ @PD,D

"
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DIA(8A?Ǹ PPD(g $

"

(@2NAI8A(,

"

ODP2@DD'X5S5&%

9

<5/;0/Q

S0&4Q0;4%/%1034

L

3

9

5.1%.<0/:5&4

R

-4Q:3.%<0?

;%

L

.0

9

3

=

?;0/Q5< <0666

9

5:;.%<5;.

=

<5;3%Q1%.

;350H6%&-;50/0&

=

646%1>C

&

E?0<4/%0:4Q64/

:%%U5Q<50&6

)

,

*

',%-./0&%123.%<0;%

L

.0

9

3

=

D

"

)*)*

"

>B>>

(

!B*#+E'

)

#C

*

VDAK

"

,JI@D( PP'@Q5/;414:0;4%/%10<4/%

0:4Q5

9

4<5.4F0;4%/0/Q46%<5.4F0;4%/4/:.

=

6;0&&4/

9

.%;54/6H

=

;0/Q5<I2?78

)

,

*

'D/0&

=

;4:0&235<?

46;.

=

"

)*>!

"

EB

!

>+

$(

+C""?+C!>'

)

#E

*

VDAK

"

[J̀ ^̂ 7̀D(((P

"

,JI@D(PP'

X46:.4<4/0;4/

L

E?0<4/%0:4Q?:%/;04/4/

L 9

5

9

;4Q5

5

9

4<5.6 H

=

.0Q4:0&?Q4.5:;5Q Q466%:40;4%/ <066

6

9

5:;.%<5;.

=

)

,

*

'D/0&

=

;4:0&235<46;.

=

"

)*>)

"

E!

!

>#

$(

BE>!?BE)*'

)

#+

*

,J$A(̀ ( 7

"

D̂dh `

"

82NAI8 N

"

V̀ (?

dD(̀ (7'85

9

0.0;4%/%146%<5.4::5.50&?Q5.4S5Q

0.0H4/%G

=

&0/?%&4

L

%60::30.4Q56H

=

:%&&464%/4/Q-:5Q

Q466%:40;4%/?;.0S5&&4/

L

T0S54%/<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5?

;.

=

?;0/Q5< <0666

9

5:;.%<5;.

=

!

2@X?VY@78?78

'

78

$)

,

*

'Z%%Q235<46;.

=

"

)*))

"

"BB

(

>"*#!!'

)

B*

*

,̀ D((̀ X@V ZAJ[J̀ d

"

ID$D(D(V N

"

g@PDN8

"
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Ǹ Ò 7D((,X

"

g@77̀ P7D(( 7

"

7D?

PDN@̀I 7 D

"
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