
!

第
!"

卷 第
#

期 质 谱 学 报
$%&'!"

!

(%'#

!!

)*))

年
+

月
,%-./0&%1234/56570668

9

5:;.%<5;.

=

8%:45;

=

85

9

')*))

应用非变性质谱
!

行波式离子淌度谱表征

完整糖蛋白复合物的稳定性及小规模结构差异
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摘要!在完整复合物层面表征糖蛋白复合物的高级结构和动态学"对于研究蛋白质功能具有重要意义%

行波式离子淌度与非变性质谱结合不仅可提供额外的正交分离维度"还可通过测定碰撞截面积!
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获取分析物的几何特征信息"助力结构表征%本工作针对糖蛋白复合物稳定性及小规模结构差异的表

征需求"选取由不同物种表达的亲和素作为糖蛋白模式复合物"探究离子淌度在非变性质谱分析中可提

供的结构信息%结果表明"离子淌度可在完整复合物水平上分离蛋白型亚群分布"能够反映高阶复合物

的几何特征"以及蛋白在气相解离条件&电荷调控条件和经电荷调控的气相解离条件下的构象变化程

度"可应用于糖蛋白复合物体系的稳定性评价%
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蛋白的糖基化是最为常见和多样化的翻译

后修饰"影响着蛋白质的构象&稳定性和溶解

度"同时在分子识别&信号传导和免疫防御等方

面具有关键作用)

>A)

*

%研究糖蛋白生物功能有

赖于对糖蛋白进行多层次结构分析和动态性分

析%其中"获取关于糖蛋白修饰程度&蛋白型

!

9

.%;5%1%.<

$分布&糖蛋白相互作用&结合计量

关系&构象动态变化等方面的信息"则有赖于在

完整糖蛋白或完整复合物层面的结构表征%作

为与
P

射线晶体衍射&冷冻电镜&核磁共振等

经典生物物理学手段高度互补的技术"生物质

谱能够在分析物尺寸&纯度或复杂度&空间分辨

能力!部分情况下$&即时性等方面突破局限"已

成为生物大分子结构表征的有力工具)

"

*

%在结

构质谱策略中"非变性质谱能够在分析过程中

最大限度地保持生物大分子体系中关键的非共

价作用)

!

*

"从而维系完整的复合物体系和初始

构象"在蛋白质高级结构和动态学分析中发挥

独特作用)

#

*

%为丰富可获取的结构表征信息"

科研人员将非变性质谱与串联质谱联用以增加

结构表征的深度"并与离子淌度谱联用以增加

结构表征的维度)

G

*

%离子淌度不仅可基于不同

离子的气相淌度差异实现离子分离&降低质谱

图复杂度"还可在行波式!

;.0W5&&4/

S

AY0W5

$离

子淌度等特定类型的淌度方案中实现碰撞截面

积!

228

$的测定"提供分析物几何形貌层面的
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结构信息)

@

*

%行波式离子淌度模块可置于质谱

仪器内部的不同质量分析器之间"利用行波原

理取代传统的漂移管原理"能够大幅减少离子

损失"提高灵敏度)

?

*

%这一特性对于分析生物

大分子具有独特优势"离子淌度谱与非变性质

谱的结合已在蛋白质及蛋白质复合物分析中发

挥了重要作用"在分析蛋白质构象变化&去折

叠'重折叠&蛋白凝集&蛋白质复合物的组装和

结构演变等方面提供关键信息)

+

*

%

除以上提及的大规模结构变化外"小规模

结构变化或差异的表征对于糖蛋白结构分析也

具有重要意义%糖蛋白分子中含有分子质量及

个数各不相同的单糖残基"形成宏观异质性!糖

基化位点的占据程度差异$和微观异质性!各糖

基化位点的糖链结构差异$"由此产生的各蛋白

型呈现一定的分子质量分布)

>*

*

%糖蛋白的蛋

白型异质性解析和针对特定蛋白型亚群分布的

分析对于糖基化与构象关联性等结构研究)

>>

*

&

糖基化与亲和力关联性等功能研究)

>)

*

&以及蛋

白质药物的关键质量属性分析)

>"

*等具有重要

意义%离子淌度谱已被用于在游离糖链或糖肽

层面进行异质性或异构体解析)

>!A>+

*

"并在完整

蛋白层面体现了部分蛋白型的淌度差异)

)*A)>

*

"

但对于是否能够实现蛋白型的有效分离尚有待

深入验证%在蛋白质
A

配体复合物结构分析方

面"离子淌度可揭示配体结合所引起的构象变

化)

))

*

"然而糖蛋白自身的异质性增大了糖蛋白

自身复合物的异质性"进而增大了复合物与其

他分子所形成的高阶复合物的复杂程度"离子

淌度对此类高阶复合物的分辨能力有待证明%

此外"蛋白质复合物的质谱分析常使用减电荷

试剂降低蛋白离子价态以降低谱图的复杂性或

强化生物大分子复合物的稳定性)

)"

*

"也常使用

增电荷试剂提高蛋白离子价态以改善串联质谱

性能)

)!

*

%明确这些电荷调控操作是否会造成

蛋白质分析物结构的人为改变以及改变程度对

于方法准确性评价至关重要"尤其在已有证据

表明部分增电荷试剂可导致一定程度构象变化

的情况下则更具迫切性)

)#A)G

*

%离子淌度已被用

于监测增&减电荷试剂对蛋白构象的影响)

)@A"*

*

"

但不同蛋白型在电荷调控条件下的结构和稳定

性是否存在差异尚有待深入研究%

针对上述问题"本研究以亲和素复合物及亲

和素
A

生物素复合物作为模式蛋白体系"利用与

行波式离子淌度相结合的非变性质谱及串联质

谱探究离子淌度对于复合物层面及亚基层面的

蛋白型亚群分辨与分离&亚基解离过程伴随的构

象变化&复合物结合小分子形成高阶复合物的形

态变化&电荷调控条件下的结构响应等方面所能

提供的结构信息收益#并通过对由不同物种表达

的亲和素在上述方面的
228

差异"探索离子淌

度应用于蛋白复合物稳定性评价的可行性%
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?A/4;.%K5/I

=

&0&:%3%&

"

?A(ZH

"质谱

级$(均为美国
84

S

<0AH&X.4:3

公司产品#醋酸

铵!

(M

!

H:

"色谱级$(阿拉丁!中国$公司产品#

乙酸!色谱级$(麦克林!中国$公司产品#甲醇

!色谱级$(美国
C35.<%B4635.

公司产品#离心

超滤套装!分子质量截留
>*e-

$(美国
75.:e

74&&4

9

%.5

公司产品%

?AB

!

实验条件

?ABA?

!

样品制备
!

将蛋白粉末用
>#*<<%&

'

R

醋酸铵溶液溶解"使用
>*e-

截留的超滤管"以

>>***.

'

<4/

离心过滤"将亲和素等蛋白质样

品的原缓冲液置换为
>#*<<%&

'

R

醋酸铵溶

液"制得浓溶液%对于非变性条件的蛋白样品"

以
>#*<<%&

'

R

醋酸铵溶液将蛋白浓溶液稀释

至
@

'

<%&

'

R

!亲和素$或
>*

'

<%&

'

R

!其他校正

蛋白$#对于变性条件的蛋白样品!仅用于校

##G
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正$"以甲醇
A

水
A

乙酸溶液!

!+q!+q)

"

K

'

K

'

K

$

将校正蛋白浓溶液稀释至
>*

'

<%&

'

R

%向亲和

素溶液中加入过量生物素以制备亲和素
A

生物

素复合物%

?ABA@

!

质谱条件
!

使用静态纳升电喷雾离子

源进样"离子源温度
>)*p

"补偿
"*

"源离子引

导波速
>*<

'

6

"波形高
>$

"四极杆分辨
!_@

%

在高纯氮气!纯度
#

++_++j

$下进行离子淌度

测定"波速
!_G<

'

6

"波形高
!"_"$

#传输波速

>@_><

'

6

"波形高
!$

%在亲和素单体测定中"

采用碰撞诱导解离!

2DT

$将亲和素单体从四聚

体形式解离出来%为获得更宽的单体价态分

布"且减弱四聚体母离子的特定价态对单体价

态及去折叠程度的影响"四聚体的全部价态均

用作生成单体的母离子%

?AI

!

数据处理

质谱及离子淌度数据使用
7066R

=

/JW!_)

!

[0;5.6

"英国$&

T.41;8:%

9

5W)_+

!

[0;5.6

"英

国$及
F.4

S

4/ .̂%

!

F.4

S

4/R0K

"美国$软件处理%

离子淌度测定中的迁移时间校正及
228

校正

依据文献)

">A")

*进行%

@

!

结果与讨论

@A?

!

同种糖蛋白复合物不同蛋白型的分辨与

分离

尽管来自鸡蛋白的
0W4X4/)

及由玉米细胞

表达的重组
0W4X4/>

蛋白的氨基酸序列完全一

致"但由于糖基化等修饰程度不同而呈现明显

的分子质量分布差异%非变性条件下"

0W4X4/

以四聚体形式存在"肽链的理论分子质量为

#@_)e-

%

HW4X4/>

及
0W4X4/)

四聚体最高丰

度蛋白型的实测分子质量分别为
G)_"

&

G"_@

e-

"示于图
>0

%与
0W4X4/>

相比"

0W4X4/)

四聚

体的分子质量分布更宽"且呈现可部分分辨的

多重亚群分布%其中"将丰度次高及最高的亚

群分布分别记为分布
(

和分布
)

"各自对应的

最高丰度蛋白型的实测分子质量分别为
G)_"

&

G"_@e-

%

HW4X4/>

及
0W4X4/)

的各价态四聚体

图
?

!

+M$"$*?

和
)M$"$*@

四聚体蛋白的质谱图%

)

&和四聚体
H?P

!

H?N

价离子的迁移时间谱图%

<

&*

)M$"$*@

四聚体
H?P

!

H?N

价离子中分布
"

和
#

的迁移时间谱图%

.

&*

)M$"$*?

和
)M$"$*@

中分布
"

和
#

的四聚体离子
224

值%

"

&*

在
JA@6/

区间不同迁移时间窗口内检测到的
H?G

价
)M$"$*@

四聚体离子不同亚群的质谱图%

&

&

8$

D

E?

!

%)///

,

&.'3)#0'&'3)6&3$.)M$"$*?)*")M$"$*@

%

)

&*

"3$0''$6&

,

3#0$-&/#0'&'3)6&3$.)M$"$*?)*"

)M$"$*@$#*/$*.()3

D

&/')'&/H?P!H?N

%

<

&*

"3$0''$6&

,

3#0$-&/#0"$/'3$<5'$#*

"

)*"

#

#0'&'3)6&3$.)M$"$*@$#*/$*.()3

D

&/')'&/H?P!H?N

%

.

&*

224M)-5&/.)-.5-)'&"0#3

'(&'&'3)6&3$.$#*/#0)M$"$*?)*""$/'3$<5'$#*

"

)*"

#

#0)M$"$*@

%

"

&*

6)///

,

&.'3)#0/5<

,

#

,

5-)'$#*/#0H?G.()3

D

&")M$"$*@'&'3)6&3$#*/.#--&.'&"

>$'($*JA@6/"3$0'!'$6&>$*"#>/$--5/'3)'&"<

:

'(&$*/&'/

%

&

&

G#G
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离子均呈现稳定的迁移时间差异!示于图
>K

"

取覆盖最高丰度蛋白型&半峰宽
?

'

P>#*

的分

布亚群$"糖基化程度较高&分子质量较大的

0W4X4/)

迁移时间稍长%分别提取
0W4X4/)

分

布
(

和
)

中亚群离子的迁移时间谱!取覆盖最

高丰度蛋白型&半峰宽
?

'

P#*

的分布亚群$"二

者在各价态上均呈现稳定的差异"糖基化程度

较高&分子质量较大的亚群离子迁移时间更长"

示于图
>:

%尽管
0W4X4/)

分布
(

的分子质量略

高于
0W4X4/>

"但前者的迁移时间短于后者%

针对上述糖蛋白复合物的
228

计算结果"

0W4X4/>

的
228

介于
0W4X4/)

的分布
(

和
)

之

间"示于图
>X

%结果表明"利用行波式离子淌

度模块可以在迁移时间维度上有效地分离糖基

化程度不同的蛋白型亚群%由于上述复合物的

分子质量差异源自糖基化成分"而对于具有分

支结构的糖链"其空间伸展程度并不单纯地

与分子质量相关!不对称性较高的糖型结构"

如
70/#N&:(H:)

比分子质量相近的对称糖

型空间伸展程度更高#具有多重分支结构的

糖型"如
70/#N&:(H:#

比分子质量相近的具

有双分支主体结构的其他常见糖型伸展程度

更低#这些糖型均存在于
0W4X4/

中)

""

*

$"这表

明由玉米细胞表达的
0W4X4/>

糖链结构整体

伸展程度高于
0W4X4/)

%

随后"本工作研究了基于离子淌度分离维

度上针对糖基化程度不同的蛋白型亚群进行分

离的可行性%在
*_)<6

迁移时间窗口&不同迁

移时间内"经质谱检测的单一价态离子呈现显

著收窄的分子质量分布"有效地分离了部分主

要蛋白型"示于图
>5

"这种分离模式与色谱
A

质

谱联用相似%在完整蛋白层面"同种糖蛋白不

同蛋白型之间多肽链主干及宏观构象相同"糖

基化差异体现的化学或物理性质差异难以体现

蛋白整体的理化性质差异"因此"难以利用常规

的液相色谱等方式进行分离%在质谱测定中"

较大尺寸的糖蛋白及其复合物随着糖基化位点

和糖型组合的增多"各蛋白型的分子质量差异

不足以超过蛋白型亚群分子质量的分布宽度"

因此质谱信号高度重叠"难以实现有效地蛋白

型分离%在行波式离子淌度与质谱联用条件

下"多个蛋白型亚群的气相分离得以实现"能够

可控地提取特定分布的蛋白型亚群"为大型糖

蛋白及糖蛋白复合物的异质性解析和精细结构

分析提供了有效的方案%

@A@

!

糖蛋白复合物解离所得亚基的结构差异

HW4X4/

四聚体经
2DT

作用可解离为亚基

单体%由于单体所含糖基化位点减少&各糖型

组合的可能性减少"各蛋白型信号在飞行时间

质谱中得以充分分辨"示于图
)0

%与
0W4X4/>

相比"

0W4X4/)

单体的蛋白型分布更复杂"分子

质量分布更宽"且高丰度蛋白型分子质量数值

更大"与对
0W4X4/

四聚体的分子质量分布表征

结果一致%值得注意的是"在
0W4X4/)

的单体

信号中出现了显著的不同价态信号交错现象"

看似同一价态的信号簇内实际上包含不同价态

的蛋白型信号"因此需对单体信号进行细致地

价态和分子质量分析"以免引起
228

值的错误

计算%分子质量不同的各蛋白型在离子淌度测

定中呈现程度不等的迁移时间差异"导致差异

注(红色表示
0W4X4/>

"蓝色表示
0W4X4/)

#箭头所示为用于离子淌度分析的蛋白型
HAZ

的
+̀

价离子对应的质谱信号

图
@

!

由四聚体解离获得的
)M$"$*?

和
)M$"$*@

单体蛋白的质谱图'

)M$"$*?

单体蛋白型
+

!

2

%

<

&和
)M$"$*@

单体蛋白型
S

!

8

%

.

&的
224

值

8$

D

E@

!

%)///

,

&.'3)#06#*#6&3$.)M$"$*?)*")M$"$*@3&-&)/&"03#6'(&.#33&/

,

#*"$*

D

'&'3)6&3/

%

)

&'

.)<.5-)'&"224M)-5&/#0

,

3#'&#03#6/+!2#0)M$"$*?

%

<

&

)*"

,

3#'&#03#6/S!8#0)M$"$*@

%

.

&

@#G
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程度不等的
228

计算值%本工作在
0W4X4/>

中

选取分子质量分别为
>#_"?

&

>#_#>

&

>#_G?e-

的
"

种主要蛋白型!记为
H

&

Z

&

2

$作为示例"示

于图
)K

%

"

种蛋白型在
?̀

"

>̀*

的
"

个主要

价态下的
228

排序与分子质量排序一致"均仅

呈现微小的
228

差别!小于
*_>/<

)

$%而

0W4X4/)

中 分 子 质 量 分 别 为
>!_)+

&

>!_##

&

>#_#@e-

的
"

个蛋白型!记为
T

&

]

&

B

$之间则

体现了较大的
228

差异"示于图
):

%蛋白型
T

与
]

的分子质量相差
*_"e-

"但二者之间的

228

差异可超过
*_!/<

)

"远超过同样具有
*_"

e-

分子质量差异的
0W4X4/>

蛋白型
H

与
2

之

间的
228

差异%

在
0W4X4/

四聚体的离子淌度测定中"

0W4X4/)

的蛋白型整体
228

高于
0W4X4/>

"示于图
>X

#

但在对解离单体的离子淌度测定中"

0W4X4/)

单体的
228

普遍低于
0W4X4/>

"甚至分子质量

较高的
0W4X4/)

蛋白型
B

的
228

也并未高于

分子质量较低的
0W4X4/>

蛋白型
2

"示于图
):

%

由于此处测定的
0W4X4/

单体均由四聚体经
2DT

碎裂产生"单体的空间伸展程度既与自身结构

相关"也受碰撞过程中能量传递的影响%在对

蛋白质复合物的非变性质谱及基于
2DT

的串

联质谱测定中"蛋白亚基解离往往伴随非对称

电荷分配现象"即被解离的亚基所携带的电荷

占母离子整体电荷的比例远高于其质量占

比)

"!

*

"其自身也发生高度的去折叠)

"#

*

"二者之

间可互为因果)

#

*

%

HW4X4/>

及
0W4X4/)

解离单

体 的
228

值均远大于四聚体实测
228

值的

>

'

!

!已接近
G*j

$"体现了离去亚基的去折叠

程度%离去亚基发生去折叠所需的能量来源于

碰撞过程"去折叠程度与能量相关)

#

*

%由于各

样品中不同蛋白型离子均在相同的碰撞条件下

生成"可获取的额外能量均等"但克服分子间相

互作用脱离原复合物所需的能量可能因蛋白型

的修饰程度不同而异%分子质量相近的不同蛋

白型"如因糖链组成和结构差异引起的亲和力

差异)

"G

*

"可能导致在具有相同碰撞能量输入的

情况下"克服解离所需能垒后剩余的额外能量

不同"从而使解离产物中呈现不同的去折叠程

度"导致
228

值的差异%而
0W4X4/)

解离单体

228

值普遍低于
0W4X4/>

的现象表明"天然的

0W4X4/)

复合物内亚基间亲和力高于人工重组

的
0W4X4/>

%

@AB

!

高阶糖蛋白复合物结构

与过量
K4%;4/

!分子质量
)!!_"-

$混合后"

每
>

分子
0W4X4/

四聚体与
!

分子
K4%;4/

结合形成

高阶复合物"分子质量增大
+@@-

%由于
K4%;4/

与

0W4X4/

的亲和力极高!

<

X

$

>*

a>#

<%&

'

R

$

)

"@

*

&结合

计量比高度确定"因此
K4%;4/

的结合不改变

0W4X4/

蛋白型的原有分布"示于图
"0

%

Z4%;4/

的

结合使
0W4X4/

四聚体的
228

值略有增大"但对于

0W4X4/>

和
0W4X4/)

四聚体"

K4%;4/

结合前后引

起的
228

变化均不大于分子质量差异更小的

0W4X4/

不同蛋白型分布之间的
228

差异"示于

图
"K

%在水溶液中"

K4%;4/

取代若干处于与

0W4X4/

结合态的溶剂分子而与
0W4X4/

结合"结

合位点处于复合物空间结构内的空腔区域"并

注(红色表示
0W4X4/>

与
K4%;4/

的复合物#蓝色表示
0W4X4/)

与
K4%;4/

的复合物#灰色表示未与
K4%;4/

结合的
0X4W4/

图
B

!

+M$"$*?

(

)M$"$*@

四聚体与
<$#'$*

复合物及未结合
<$#'$*

四聚体的质谱图%

)

&'

)M$"$*

四聚体与
<$#'$*

结合前后的
224

值比较%

<

&

8$

D

EB

!

%)///

,

&.'3)#0'&'3)6&3$.)M$"$*?)*")M$"$*@$*.#6

,

-&L>$'(<$#'$*)*"5*<#5*"'&'3)6&3/

%

)

&'

.#6

,

)3$/#*#0.)-.5-)'&"224M)-5&/#0)M$"$*'&'3)6&3/<&0#3&)*")0'&3<$*"$*

D

>$'(<$#'$*

%

<

&

?#G
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不引起水合半径的显著变化)

"?

*

%离子淌度测

定结果表明"在非变性质谱分析中"

0W4X4/AK4%A

;4/

复合物进入气相后"原处于空腔区域的
K4%A

;4/

并未显著暴露于外部"

228

值并未显著增

加"符合非变性质谱条件不显著改变蛋白复合

物原有架构的预期%结合
K4%;4/

后"糖基化程

度不同的
0W4X4/

复合物蛋白型之间仍呈现原有

程度的
228

差异%

@AI

!

电荷调控条件下糖蛋白复合物及亚基构

象变化

使用
C]HH

对
0W4X4/

进行减电荷处理后"

四聚体的主要价态由常规条件下的
>̀#

"

>̀@

减小到
`>>

&

`>)

"示于图
!0

%相应地"使用

<(ZH

对
0W4X4/

进行增电荷处理后"四聚体主

要价态显著升高"其中
0W4X4/>

的升高程度显

著高于
0W4X4/)

%此外"在增电荷测定中"未施

加任何源内碎裂条件下"

0W4X4/)

仍保持稳定

的四聚体复合状态"而
0W4X4/>

发生了显著解

离"在质谱图中呈现游离的二聚体及单体信号%

这些解离产物的电荷密度较高"体现了不对称

电荷分配"因此可判定为气相解离产物而非溶

液相解离产物)

#

*

%这表明"经
<(ZH

处理后的

0W4X4/>

四聚体稳定性显著减弱"在未施加源

内碎裂的常规温和条件下易发生气相解离%而

同样经
<(ZH

处理后的
0W4X4/)

四聚体仍保

持完整"验证了
)_)

节中关于天然
0W4X4/)

复合

物内亚基间亲和力高于人工重组
0W4X4/>

的推

论%对比常规条件及电荷调控条件下
0W4X4/

四

图
I

!

+M$"$*?

(

)M$"$*@

在减电荷(常规及增电荷条件的质谱图%

)

&*

)M$"$*

四聚体在常规

及电荷调控条件的
224

值对比%

<

&*

)M$"$*?

(

)M$"$*@

在增电荷(常规及减电荷条件下

通过
21S

所得单体的质谱图%

.

&*

)M$"$*

单体在常规及电荷调控条件下的
224

值对比%
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香等(应用非变性质谱
A

行波式离子淌度谱表征完整糖蛋白复合物的稳定性及小规模结构差异



聚体的
228

测定值"增&减电荷处理均使不同

价态间四聚体离子的
228

差异增大"示于图

!K

%在人工调控电荷的条件下"复合物整体价

态升高意味着表面电荷密度增大"电荷间斥力

可导致气相蛋白离子能量升高&稳定性降低&松

散程度增大#反之亦然%离子淌度测定结果与

此相符%经
<(ZH

增电荷获得的
0W4X4/>

和

0W4X4/)

四聚体离子
228

较常规条件获得的离

子
228

增加幅度可分别达到
>+j

和
!j

"后者

与同样使用
<(ZH

增电荷处理的
G"*e-

复合

物
228

增加幅度相当)

)G

*

"凸显了
0W4X4/>

在增

电荷试剂作用下的显著失稳效应%经
C]HH

减电荷获得的
0W4X4/>

和
0W4X4/)

四聚体离子

228

较常规条件获得的离子
228

分别减小

?j

和
@j

"幅度高于以咪唑作为减电荷试剂对

分子质量超过
?**e-

的大型复合物产生的

228

减小效果!约
#j

$

)

)?

*

%此外"增电荷条件

下"

0W4X4/>

四聚体
228

随价态升高的上升幅

度显著大于
0W4X4/)

"进一步佐证了
0W4X4/)

复

合物的稳定性强于
0W4X4/>

%离子淌度数据与

质谱数据对稳定性评价的一致性表明"在评价

环境条件对蛋白复合物稳定性影响时"

228

变

化幅度可作为评价指标%在条件变化不足以破

坏复合物完整性时"单纯的质谱数据难以提供

评价依据"此时离子淌度测定可发挥重要作用%

在电荷调控条件下"由于复合物整体稳定

性和复合物可提供的电荷总量发生变化"由复

合物解离所得的单体价态分布随之发生相应变

化%

HW4X4/

四聚体增电荷处理后"经
2DT

解离

所得单体的最高丰度价态提升
>

"

)

个单位"而

减电荷处理后单体价态可降低
"

个单位"示于

图
!:

%本工作选取
0W4X4/>

的最高丰度蛋白型

Z

和
0W4X4/)

的最高丰度蛋白型
B

进行
228

分

析"示于图
!X

%在减电荷条件下"

0W4X4/>

和

0W4X4/)

的单体
228

值差异程度与常规条件相

当"表明减电荷操作未引起二者去折叠程度的

显著差异%在增电荷条件下"

0W4X4/)

经
2DT

所得单体
228

值并未显著增加"表明增电荷条

件并未显著提升单体的去折叠程度"进一步

验证了
0W4X4/)

复合物的稳定性未受显著影

响%增电荷
0W4X4/>

在一级质谱条件下所得

单体的
228

值!图
!X

星状数据点$显著低于

上述高价态
0W4X4/

单体的
228

值%这表明"

尽管在弱碰撞条件下获得的单体价态分布与

2DT

条件所得的单体难以区分"但可在
228

值上呈现显著差异%非变性质谱条件下的价

态分布常用作蛋白构象的变化依据)

"+

*

"基于

离子淌度分析获得的
228

值可以更灵敏地反

映构象变化%

B

!

结论

本工作以由不同物种表达
0W4X4/

作为模式

糖蛋白复合物体系"针对常见的糖蛋白复合物

表征需求"在蛋白型分辨与分离&糖蛋白复合物

亚基解离&高阶复合物结构&电荷调控条件下的

构象变化等方面"考察了行波式离子淌度分析

在非变性质谱分析中可为糖蛋白复合物稳定性

和小规模结构变化表征发挥的作用%离子淌度

具备在完整糖蛋白或复合物水平上对部分蛋白

型亚群分布进行气相分离的能力"能够可控地

提取特定分布的蛋白型亚群"有利于完整糖蛋

白及复合物的异质性解析#能够反映非变性质

谱条件下高阶复合物的架构维系#能够以较高

的分辨能力灵敏地反映蛋白质在气相解离&电

荷调控以及经电荷调控的气相解离条件下的构

象变化程度"从而应用于蛋白复合物体系的稳

定性分析%不同物种表达的
0W4X4/

复合物体现

了显著的稳定性差异"以及自身结构对电荷调

控的响应差异%这些结果证明了离子淌度在完

整蛋白层面对糖蛋白及复合物稳定性和小规模

结构变化及差异的分析能力"可与多种质谱手

段结合"为糖蛋白及复合物的多层次精细结构

及动态结构解析提供灵活有效的研究方案%

致谢(感谢深圳湾实验室多组学质谱平台提供

的仪器支持"以及殷海娣博士的技术协助%
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