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基于离子淌度质谱研究低浓度甘油

对蛋白质结构的影响
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摘要!甘油作为水溶液中蛋白质的稳定剂"研究其存在时蛋白质的结构变化对蛋白质相关研究和应用具

有重要意义%本研究以牛血清白蛋白!

Z8H

$为模型蛋白"采用离子淌度质谱!

D7A78

$法和动态光散射

法考察在近似生理条件下低浓度甘油对蛋白质结构的影响%在一定浓度范围内"甘油可引起
Z8H

平均

电荷和碰撞截面积!

228

$的增加"单个电荷状态也经历了
228

值的增加"还可导致
Z8H

水化半径的增

加"表明低浓度甘油可引起溶液中蛋白质结构松散%此外"含
*_#j

甘油的
Z8H

去折叠的开始电压较

高"且去折叠过渡发生在更宽的电压范围内"表明低浓度甘油可提高蛋白质的稳定性%本工作可为甘油

稳定蛋白质的机制研究提供参考%

关键词!离子淌度质谱!

D7A78

$#甘油#牛血清白蛋白!

Z8H

$#蛋白质结构#碰撞截面积!
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甘油是一种简单的多元醇化合物"与水混

合后"具有许多生物和工业应用%甘油能在极

端条件下稳定蛋白质"如热应激&冷冲击&高压

等)

>A!

*

%大多数蛋白质在纯化后通常保存在含

有甘油的缓冲体系中"以保持其生物活性的稳

定性)

#

*

%目前"关于甘油对蛋白质的保护作用

机制仍存在争议"大部分研究主要着眼于高浓

度甘油对蛋白质结构的影响)

>

"

#AG

*

"而对低浓度

甘油的研究则较少%因此"深入了解低浓度甘

油对蛋白质结构的影响"有利于蛋白质的相关

研究和应用%

电喷雾电离质谱!

]8DA78

$是研究蛋白质

结构和功能的常用技术"具有可靠&省时的特

点)

@A?

*

%当
]8DA78

与离子淌度!
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$相结合时"可以更详细地描

述蛋白质的构象变化)

+A>!

*

%当不同尺寸&电荷和

形状的离子穿过离子淌度腔室时"会根据碰撞截

面积!

228

$的大小在中性介质中迁移并分离%

通过测量蛋白质的分子质量&电荷态分布&漂移时

间和
228

值"可以得到蛋白质的结构变化信息%

本研究以牛血清白蛋白!

K%W4/565.-<

0&K-<4/

"

Z8H

$为模型蛋白"采用离子淌度质

谱!

D7A78

$技术考察低浓度甘油对蛋白质结

构的影响"并探讨其可能的机制%采用动态光

散射法验证液体状态下低浓度甘油对蛋白质粒

径的影响"同时利用碰撞诱导去折叠指纹图谱

研究其对蛋白质稳定性的影响"以期进一步了

解甘油稳定蛋白质的机制"为蛋白质的相关研

究和开发提供参考%
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实验部分

?A?

!

仪器与装置

8

=

/0

9

;N)A84MT78

电喷雾
A

四极杆
A

行波

离子淌度
A

飞行时间质谱仪(美国
[0;5.6

公司

产品#

T

=

/0̂.% &̂0;5E50X5.DD

高通量动态光

散射仪(美国
[

=

0;;

公司产品#

Â+@

毛细管拉

制仪(美国
8-;;5.

公司产品#

#!)!E

冷冻离心

机(德国
]

99

5/X%.1

公司产品#

7̂ 2Â)#

微孔

板离心机(杭州奥盛仪器有限公司产品#

P8>*#

十万分之一天平&

T5&;0")*

9

M

计(德国
75;;&5.

公司产品#

74&&4Ai HXW0/;0

S
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材料与试剂

马心肌红蛋白&

Z8H

&氨水(美国
84

S

<0

公

司产品#甘油(上海麦克林生化科技有限公司产

品#醋酸铵&甲酸(美国
C35.<%B4635.

公司产

品#甲醇(美国
M%/5

=

Y5&&

公司产品#硼硅酸毛

细管(美国
8-;;5.

公司产品#

+G

孔板(美国
2%.A

/4/

S

公司产品#其余试剂均为分析纯%

?AB

!

实验方法

?ABA?

!

溶液配制
!

精密称取适量的
Z8H

"用

>**<<%&

'

R

醋酸铵溶液!

9

M@_!

$配制成
#*

'

<%&

'

R

母液%取
)*

'

RZ8H

母液"分别加入

不同体积的
>*j

甘油"并用
>**<<%&

'

R

醋酸

铵溶液稀释至
#*

'

R

"得到甘油浓度分别为

*j

&

*_*#j

&

*_>j

&

*_#j

&

>j

&

)j

和
!j

的

Z8H

溶液!

)*

'

<%&

'

R

$%

精密称取适量的马心肌红蛋白"用甲醇
A

水
A

甲酸溶液!

!+q!+q)

"

K

'

K

'

K

$配制成
>*

'

<%&

'

R

的变性马心肌红蛋白溶液%

?ABA@

!

行波离子淌度数据采集
!

将质谱仪切

换为离子淌度采集模式"打开氮气!淌度气体$&

氩气!碰撞&冷却&净化离子$和氦气!缓冲作

用$%吸取
"

'

RZ8H

蛋白溶液上样"优化离子淌

度条件%采用已知
228

的变性马心肌红蛋白进

行
228

校正"计算
Z8H

离子的
228

%行波离子

淌度的基本原理及校正程序已有报道)

>#A>@

*

"主要

参数如下(纳升电喷雾离子源!

/]8D

$"正离子模

式"毛细管电压
*_?

"

>_)e$

"锥孔电压
!*$

"

源偏移
?*$

"源温度
"@p

"离子淌度气体为氮

气"行波速度
>@#<

'

6

"行波高度
?$

%通过

!$

的增量将碰撞能量逐步增加到
@*$

"以获

得碰撞诱导去折叠数据%

?ABAB

!

动态光散射
!

以
>**<<%&

'

R

醋酸铵

溶液!

9

M@_!

$为溶剂"配制甘油浓度分别为

*j

&

*_*#j

&

*_>j

&

*_#j

&

>j

&

)j

和
!j

的

Z8H

溶液!

>

S

'

R

$"

!p

下以
>****.

'

<4/

离心

>*<4/

"缓慢吸取
>**

'

R

上清液"加入
+G

孔板

中"

)#p

下以
)***.

'

<4/

离心
"<4/

#利用高

通量动态光散射仪测量各样品的流体力学半

径"测量温度
)#p

"散射角
>#*r

%

?ABAI

!

数据处理
!

采用
[0;5.6

公司的
7066A

&

=

/J$!_>

和
T.46:%

9

;

软件处理离子淌度数

据"

[UHCC

公司的
TU(H7D28@_?_>_"

软

件处理动态光散射数据%

@

!

结果与讨论

@A?

!

U41!%4

分析

质谱分析具有基于电荷态分布的变化跟踪

蛋白质结构变化的能力)

>?

*

%电荷态分布结果

显示"在不含甘油的情况下"

Z8H

的主要电荷

态为
>̀#

和
`>G

"表明其四级结构保存完好"

处于紧凑的折叠状态)

>+

*

#当甘油浓度
%

*_>j

时"

Z8H

的电荷态分布与不含甘油的电荷态分

布基本一致"表明结构未发生显著变化#当甘油

浓度为
*_#j

时"

Z8H

的电荷态分布发生显著

变化"整体向高电荷态转移#随着甘油浓度的进

一步增加!

%

!j

$"

Z8H

的电荷态不断向高电

荷态转移"低电荷态的峰基本消失"表明气相中

Z8H

结构发生显著变化"示于图
>

%

图
?

!

不同浓度甘油条件下
74+

的质谱图

8$

D

E?

!

%)///

,

&.'3)#074+

>$'("$00&3&*'.#*.&*'3)'$#*/#0

D

-

:

.&3#-

根据公式!

>

$计算不同浓度甘油情况下

Z8H

离子的平均电荷"其中&

S

表示加权平均电

荷"

S

#

表示离子
#

的电荷数"

-

#

表示离子
#

的离

子强度"结果示于图
)

%当甘油浓度
%

*_>j

时"

Z8H

的平均电荷数与不添加甘油时基本一

致#当
*_>j

'

甘油浓度
%

!j

时"

Z8H

的平均

电荷数随着甘油浓度的增加而增加"表明低浓

度甘油可能导致气相中
Z8H

的去折叠%

&

S

H

(

!

S

#

1

-

#

$

(

-

#

!

>

$

@A@

!

离子淌度分析

参照公式!

)

$计算不同浓度甘油情况下

Z8H

离子的平均
228

值"其中
::;

表示加权平
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均
228

值"

::;

#

表示离子
#

的
228

值"

-

#

表示

离子
#

的离子强度"结果示于图
"

%与观察到的

平均电荷数趋势一致"在一定甘油浓度范围

!

*_>j

"

!j

$内"

Z8H

的平均
228

值随着甘油

浓度的增大而增大"表明气相中
Z8H

的去折叠

程度随甘油浓度的增大而增大%

::;

H

(

!

::;

#

1

-

#

$

(

-

#

!

)

$

图
@

!

甘油浓度对
74+

平均电荷的影响

8$

D

E@

!

U00&.'#0

D

-

:

.&3#-.#*.&*'3)'$#*/

#*)M&3)

D

&.()3

D

&#074+

图
B

!

甘油浓度对
74+

的
224

值的影响

8$

D

EB

!

U00&.'#0

D

-

:

.&3#-.#*.&*'3)'$#*/

#*224#074+

进一步考察不同电荷态
Z8H

离子的折叠

情况"结果示于图
!

%携带不同电荷的
Z8H

离

子具有不同的漂移时间"其
228

值随着电荷数

的增加而增大"表明
Z8H

离子所带电荷数越

多"其去折叠程度越大%

同一蛋白质较高电荷态的离子比较低电荷

态的离子具有更大的
228

值"其原因可能是高

电荷态导致库仑排斥力增加"进而使离子在气

图
I

!

@\

甘油存在下不同电荷

74+

离子的碰撞截面积

8$

D

EI

!

224#074+$#*/>$'("$00&3&*'

.()3

D

&/$*@\

D

-

:

.&3#-

相中展开"也可能是从溶液中转移了不太紧凑

的蛋白质进入质谱)

)*

*

%为了研究低浓度甘油

导致蛋白质结构松散的机制"本实验分析了单

电荷态蛋白质离子的
228

值与甘油浓度之间

的关系%结果显示"在一定的甘油浓度范围

!

*_>j

"

!j

$内"

`>G

&

`>@

和
`>?

电荷态

Z8H

离子的
228

值均随着甘油浓度的增大而

增大"示于图
#0

#类似地"单个电荷态
Z8H

离

子的到达时间也随着甘油浓度增大而增加"示

于图
#K

"

#X

%以上结果表明"甘油引起的电荷

增加导致库仑排斥作用的增强不是导致蛋白质

结构松散的唯一因素"甘油引起的蛋白质结构

松散也可能发生在溶液中%

@AB

!

动态光散射

为了证明甘油引起的蛋白质结构松散是否

发生在溶液中"本实验利用动态光散射法!

X

=

A

/0<4:&4

S

3;6:0;;5.4/

S

$测量不同甘油浓度下

Z8H

的水化半径大小"从而监测蛋白质的结构

变化%结果表明"当甘油浓度
%

>j

时"

Z8H

粒

径未发现显著变化#当
>j

'

甘油浓度
%

!j

时"

Z8H

粒径随着甘油浓度的增大而增大"示

于图
G

%结果表明"甘油引起的蛋白质结构松

散发生在溶液中%

@AI

!

碰撞诱导去折叠

较高浓度的甘油!

>*j

"

!*j

$可提高蛋白

质稳定性)

>

"

G

"

)>

*

"而低浓度甘油在引起蛋白质结

构松散的情况下是否可以提高蛋白质稳定性有

待进一步分析%本研究考察了在添加'不添加
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图
P

!

74+

的
?GH

(

?NH

(

?CH

电荷状态的
224

值%

)

&和到达时间%

<

!

"

&与甘油浓度的关系

8$

D

EP

!

;&-)'$#*/($

,

<&'>&&*224M)-5&

%

)

&

)*")33$M)-'$6&

%

<!"

&

#0'(&?GH

'

?NH)*"?CH.()3

D

&/')'&/#074+>$'(

D

-

:

.&3#-.#*.&*'3)'$#*/

图
G

!

甘油浓度对
74+

水化半径的影响

8$

D

EG

!

U00&.'#0

D

-

:

.&3#-.#*.&*'3)'$#*

#*(

:

"3)'$#*3)"$5/#074+

甘油情况下进入离子淌度腔室前对
Z8H

离子

进行碰撞激活"得到相应的碰撞诱导去折叠指

纹图谱"示于图
@

%在相对较低的碰撞能量下"

无论是否添加甘油"

Z8H

离子的漂移时间基本

一致!约
>"_G<6

$"表明
Z8H

处于紧凑构象%

随着碰撞能量的增加"未添加甘油的
Z8H

在

!*

"

!!$

之间发生了一个去折叠事件"产生漂

移时间约
>#_#<6

的松散构象"

!?$

时紧凑构

象完全消失"示于图
@0

#而在含
*_#j

甘油的情

况下"

Z8H

去折叠开始发生在更高的电压"并

且去折叠过渡发生在更宽的电压范围内"

!!

"

#?$

之间仍以紧凑构象为优势构象"

G)

"

@*$

之间则以松散构象为优势构象"在
@*$

时仍可

检测到紧凑构象!约
"*j

$"示于图
@K

%以上结

果表明"低浓度甘油仍可提高蛋白质稳定性"抑

制蛋白质去折叠%这可能是由于甘油会与蛋白

质发生极强的非共价相互作用)

))

*

"从而抑制蛋

白质去折叠%

B

!

结论

本研究采用离子淌度质谱法和动态光散射

法考察了在近似生理条件下低浓度甘油

!

*_*#j

"

!j

$对
Z8H

结构和稳定性的影响"

并探讨可能的机制%结果表明"低浓度甘油可

引起气相中蛋白质结构的松散"这是电荷增加

导致库仑排斥力增强和溶液中蛋白质结构松散

共同作用的结果%碰撞诱导去折叠指纹图谱表
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注(

0_

不含甘油#

K_

含
*_#j

甘油

图
N

!

电荷状态为
?GH

的
74+

碰撞诱导去折叠指纹图谱

8$

D

EN

!

2#--$/$#*!$*"5.&"5*0#-"$*

D

0$*

D

&3

,

3$*'/

,

&.'3)#0?GH.()3

D

&/')'&#074+

明"低浓度甘油可提高蛋白质的稳定性"这可能

是甘油与蛋白质发生极强的非共价相互作用的

结果%
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