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摘要: 作为研究非共价复合物的有力工具, 近年来电喷

雾质谱被越来越多地应用于研究超分子体系中的非共

价相互作用。本文较详细地综述了电喷雾质谱法在研究

超分子体系中非共价相互作用方面的应用,内容涉及结

合的选择性、结合常数的测定、结合位点的确定及手性

识别等多方面。同时还讨论了相关实验中需注意的控制

实验条件和采用离子标记等问题。
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Abstract: T he developm en t of the elet ro sp ray ion iza t ion m ass spectrom etry (ES I2M S) tech2
n ique a llow s itself to be a u sefu l too l in studying noncovalen t com p lexes. T he u se of ES I2
M S fo r the p robe of noncovalen t in teract ion s invo lved in sup ram o lecu les has been a fast

grow ing area of research over the past few years. T h is art icle review s som e of the h igh2
ligh ts invo lving the app lica t ion of the elet ro sp ray ion iza t ion m ass spectrom etry fo r so lving

p rob lem s in the area of noncovalen t in teract ion s, such as b ind ing select ivity, b ind ing con2
stan t, b ind ing sites and ch ira l recogn it ion. Som e im po rtan t facto rs in the rela ted experi2
m en ts are a lso d iscu ssed.
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　　超分子体系是指由两个或两个以上的分子

通过非共价相互作用缔合在一起,而形成的具有

更高复杂性的有组织的复合物体系[ 1 ]。超分子体

系的概念非常广泛,涵盖了比分子本身复杂得多

的化学、物理和生物学特征,化学和生命体系中

的各种主客体复合物、超分子组装体、酶2底物、
受体2配体、抗体2抗原、蛋白2药物、寡核苷酸缔
合物等均属于超分子体系的范畴。从化学的角度

看,超分子体系的核心是分子间弱的非共价相互

作用 (如静电作用力、氢键、范德华力等) ,它们决

定了体系各组分间的价键、相互作用和反应,是

超分子形成、分子识别和分子组装的主要作用

力,同时也是生命科学中高度专一性识别、反应、

运输、调控等过程的基础。开展对超分子体系中

非共价相互作用的研究一方面可以加深对超分

子体系形成规律、结构及稳定性的了解,另一方

面还有望从深层次的理论水平上解释生命现象

的本质。

1　电喷雾质谱及其在研究非共价相互作

用方面的优势
　　研究超分子体系中非共价相互作用的方法

有许多种, 如谱学方法 (红外光谱法、紫外光谱

法、圆二色谱法、光散射法、荧光法、X2射线晶体
衍射法、核磁共振法 (NM R )等)、量热法 (示差扫

描量热法、等温滴定量热法等)以及色谱法 (分子

排阻色谱法、凝胶电泳法等)等。这些方法通常各

有利弊,如红外、紫外、荧光等方法只能显示形成

复合物后化合物的结构发生了变化,却很少甚至

不能直接提供关于相对分子质量及复合物化学

结合计量方面的信息。NM R 和X2射线晶体衍射
法可用于测定复合物的三维结构,提供详细的结

构信息,但却都存在费时、所需样品量大等问题。

X2射线晶体衍射分析还需要首先获得合适的晶
体,而这往往是非常困难的。

质谱法是近年来才逐渐应用于研究非共价

相互作用的“新”技术,它的出现和发展是和质谱

技术本身的发展密切相关的。以往质谱技术很少

被用于研究非共价复合物,这主要是因为非共价

键如氢键、静电作用、范德华力等,相对于共价键

而言比较弱,在传统质谱电离技术如电子轰击电

离等高能量的电离过程中往往会被破坏。上世纪

90 年代以后,以电喷雾质谱 (ES I2M S)为代表的

“软电离”质谱技术得到迅速的发展。ES I2M S的

离子化过程示于图1。样品溶液通过带高压的不

锈钢毛细管柱后形成高度荷电的小液滴,然后经

过脱溶剂的过程,使待测物以单电荷或多电荷的

形式进入气相。由于在电离过程中不涉及任何高

能量的激发过程,对样品的破坏程度很小,因此

采用ES I方式的质谱技术可以用来研究以非共

价作用结合的超分子复合物,成为研究化学和生

命科学中各种超分子组装、酶2底物、受体2配体、
蛋白质2药物等的组成、结构、功能以及作用机制
等的强有力手段。

图 1　电喷雾电离化过程

F ig. 1　Electrospray ion iza tion process

　

　　ES I2M S 研究超分子体系中非共价相互作

用的优势可以用四个“S”来概括[ 2 ] , 即专一

(Specif icity)、快速 (Speed)、灵敏 (Sen sit ivity) ,

并能直接给出化学计量比 (Sto ich iom o try)。样品

用量少,分析时间短是质谱方法相对于其它方法

如NM R、X2射线晶体衍射等较为突出的优点。

ES I2M S 温和的电离过程使得以很弱的非共价

相互作用结合的超分子复合物可以完整地被检

测出来,通过高灵敏度和高质量准确度的质谱所

提供的分子质量信息,可直接推算出复合物各组

分的化学结合计量关系,从而为研究超分子体系

提供了重要的结构信息。ES I2M S能够在非常接
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近天然溶液状态的情况下研究复合物,可以更加

真实地反映生物大分子的生理状态。多电荷峰的

产生,使得ES I2M S 可检测的分子质量范围大大

增加。此外, ES I2M S 能方便地与多种分离技术

联用,如液相色谱质谱 (L CöM S)联用和毛细管

电泳2质谱联用等,使用串联质谱还可以给出大

量的结构信息。

2　电喷雾质谱研究超分子体系中非共价
相互作用
自1991年Ganem 等[ 3 ]首次将ES I2M S 用于

研究亲免蛋白 FKBP12和几种不同的免疫抑制

药物形成的非共价复合物以来, ES I2M S 技术被

越来越多地被应用于各种非共价复合物的研究

中,并已逐渐成为研究超分子体系中非共价相互

作用的主要手段之一。

2. 1　考察结合的选择性、亲和力及稳定性

用 ES I2M S 研究超分子复合物的结合选择

性主要是采用竞争的方法,样品溶液中通常含有

一种主体化合物和多种客体化合物,或多种主体

化合物和一种客体化合物,通过比较质谱图中不

同复合物离子的丰度来评估主体分子和不同客

体分子的结合选择性。这类实验所需的样品量极

少 (通常在 nm o l级) ,是衡量体系中结合选择性

和亲和力的快速、准确和有效的方法。此外,通过

气相条件下复合物离子的解离过程可以考察结

合的稳定性。

Kem pen 等[ 4 ]采用ES I2M S考察了溶液中一

系列侧基分别为甲氧基、羧酸、酯或酰胺的二苯

并2152冠25 套索醚对三种碱金属N a+、L i+、K+

的结合选择性。结果发现,在甲醇溶液中所有被

考察的套索醚对N a+ 的选择性均好于对L i+ 和

K+ 的选择性。套索醚空腔的大小、侧基的碱性以

及溶剂种类均会影响套索醚从溶液中提取金属

离子的能力。B la ir等[ 5 ]用ES I2M S对五种笼型冠

醚与重金属离子的结合选择性的研究表明,除了

笼型穴状配位体衍生物倾向与 Pb2+ 结合外, 大

部分的笼型化合物倾向与H g2+ 结合。同时该实

验还表明,溶液中抗衡离子的种类对于复合物的

形成影响相当大,如在含有金属高氯酸盐或硝酸

盐的溶液中二氮2152冠25 会优先选择结合

H g2+ , 而在金属氯化物溶液中则会优先结合

Cu2+ 和Ca2+。

这种竞争性的策略还被用于研究和评估生

化体系中的非共价复合物的结合选择性和亲和

力, 如蛋白2药物[ 3, 6 ]、DNA 2药物[ 7～ 9 ]、蛋白2多
肽[ 10 ]、多肽2DNA [ 11 ]等。采用ES I2M S 方法研究

亲免蛋白 FKBP12与不同的免疫抑制药物如纳

巴霉素等形成的非共价复合物的结果表明,一个

蛋白质分子可与两个药物分子形成非共价复合

物,其中蛋白与大环内酯纳巴霉素的结合明显强

于与其它类似物的结合[ 3 ]。W an 等[ 9 ]考察了四

种药物 (偏端霉素、烟酸己可碱 33258、烟酸己可

碱33342和Beren il)与一个双链DNA 的竞争性

结合,并根据 ES I2M S 中未结合的双链DNA 与

结合的双链DNA 的丰度比值来计算同一双链

DNA 的相对结合亲和力。研究表明, 药物与

DNA 结合的强度依次为烟酸己可碱 33342> 烟

酸己可碱 33258> 偏端霉素> Beren il。Cheng

等[ 12 ]采用ES I2M S方法推算出Gene V 蛋白对寡

核苷酸序列po ly (dT )的亲和力是对po ly (dA )亲

和力的400倍,结果与其它生物物理实验得出的

结论一致。

Gao 等[ 13 ]采用ES I2M SöM S方法,通过改变

碰撞诱导解离的能量考察了药物齐墩果酸

(OA ) ,与具有增溶、缓释作用的多种环糊精之间

的结合稳定性,结果表明OA 与不同环糊精之间

的结合稳定性为Α2CD 2OA < Β2CD 2OA < Χ2CD 2
OA。

2. 2　测定结合常数

用ES I2M S 测定结合常数的方法有几种,其

中最常用的是滴定法。在一定浓度范围内,固定

主、客体一方的浓度,改变另一方的浓度,根据游

离主体 (或客体)与结合的主客体复合物的浓度

(离子丰度) 间存在的关系绘制曲线图, 如

Scatchard 曲线图等,并推算出结合常数。目前已

采用此方法测定了寡核苷酸2血清蛋白复合
物[ 14 ]、万古霉素2肽结合物[ 15, 16 ]、蛋白2磷酸肽结
合物[ 17 ]以及氨基糖苷2RNA 模型[ 18 ]等的结合常

数。L im 等[ 15 ]采用该法测定了万古霉素与N ,N 2
diacetyl2L 2L ys2D 2A la2D 2A la2D 2A la (A c2KAA ) 的

结合常数。固定万古霉素的浓度,在一定范围内

增加A c2KAA 的浓度, 根据质谱图上的丰度比

值,以 [A c2KAA ]结合ö[A c2KAA ]游离× [万古霉

素 ]总对 [A c2KAA ]结合ö[万古霉素 ]总做图,绘制

Scatchard 曲线,根据斜率计算结合常数,其结果

与传统方法得出的结果非常吻合。

另一种方法是使主体和客体具有相同的初
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始浓度C 0,根据游离的和结合的主、客体离子丰

度来计算结合常数。Jo rgen sen 等[ 19 ]用这种方法

测定了万古霉素2肽的结合常数,前提是假设主

客体复合物及未结合的主、客体均具有相同的离

子化效率。Yong 等[ 20 ]采用了类似的方法计算了

一系列套索冠醚——碱金属离子复合物的结合

常数。与前者的不同之处在于,他们同时加入了

内标物质来校正离子化效率的差异。Gabelica

等[ 21 ]推导出在结合反应A + B ΩAB 中,存在下

列关系:

I (A ) öI (AB )

= [1+ (1+ 4K aC 0) 1ö2 ]ö2R K aC 0 (1)

式 (1)中, I (A )和 I (AB )分别为质谱中化合物A

及复合物AB 的离子丰度; K a 为化合物A 与化合

物B 的结合常数; R 为A 与AB 在电喷雾质谱中

响应因子的比率。以 I (A ) öI (AB )对C 0 作曲线

图,可同时计算出K a 和R。与假设主客体复合物

及未结合的主、客体具有相同的离子化效率的方

法相比,由该方法测定的结合常数具有更高的准

确性,其结果与常用的溶液相方法测定的K a 值

也更加吻合。但目前该方法仅限用于 1∶1结合

的复合物。

Kem pen 等[ 22 ]采用一种竞争平衡反应计算

结合常数。在一种参比主—客体复合物中加入另

一种主体或客体来干扰复合物的分配平衡。参比

复合物丰度的变化与其在溶液中浓度的变化有

关,从而反映出第二种主体或客体形成复合物的

平衡常数。因为仅考察参比复合物的丰度值即

可,所以此方法可用于测定中性复合物的结合常

数。由于只需要考察一种复合物,离子化效率的

差异不会影响到结合常数测定的准确性。

2. 3　确定结合位点

ES I2M S和ES I2M SöM S技术是研究生物超

分子复合物结合位点非常有效的工具,目前这方

面的研究多集中于金属离子—蛋白、药物—蛋白

等非共价复合物。由于气相条件下复合物的解离

过程往往可揭示其结合作用的本质,因此研究的

方法主要是将蛋白水解与电喷雾串联质谱检测

相结合。

N em irovsk iy等[ 23 ]用ES I2M SöM S研究了以

兔肌钙蛋白的钙离子结合位点Ë 为模型的一系
列小肽与钙离子复合物的碰撞活化裂解行为,由

于ES I2M S中所产生的钙离子ö肽碎片由钙离子
结合点控制, 因而提供了钙离子结合位点的信

息, 表明钙离子的结合位点涉及到一个谷氨酰

胺、一个谷氨酸和一个天冬氨酸。为研究过渡金

属配合物对多肽和蛋白进行选择性切割的机理,

孙晓娟等[ 24 ]用ES I2M SöM S 考察了金属离子Pd

( Ê )和 P t (Ê )对多肽M icroperocidase2Ê (M p 2
Ê )的配位位点。结果表明, Pd (Ê )和P t (Ê )均

优先选择与M p 2Ê 的Cys7 配位,它们所促进的

细胞色素C 中H is182T h r19 肽键的水解切割与

它们和Cys7 (而不是和H is18)的配位相关。

考察药物与蛋白的作用位点有助于深入了

解药物的作用机理。Gangu ly等[ 25 ]采用ES I2M Sö

M S分析酶解后的蛋白片段,确定了有机抑制剂

SCH 54292在致癌的 ras蛋白上的结合位点。

2. 4　手性识别

ES I2M S 用于手性识别的机理是在体系中

引入手性配体,使其与对映体分子通过非共价相

互作用形成非对映异构体复合物,含有手性对映

体的复合物离子因具有不同的离子化效率或裂

分行为而在质谱图上表现出手性差异。

以环糊精、手性冠醚、大环抗生素及其衍生

物为手性识别主体进行 ES I2M S 手性分析是目

前报道较多的方法[ 26～ 30 ]。这类方法涉及到气相

条件下的竞争性客体交换反应,即首先使主体分

子 (环糊精、手性冠醚等)与手性客体分子 (如氨

基酸等)形成非对映异构体复合物,然后引入另

一客体分子使其与已结合的手性客体分子发生

离子ö分子交换反应。由于手性客体对映体分子
与主体分子作用强度不同,因此它们与新引入客

体交换反应的速率会有所差异,表现为质谱图上

同一时刻相应的复合物离子丰度的不同。通过质

谱图上复合物离子丰度值的变化可测量交换反

应速率的差异并进行手性区分,其手性差异可用

发生客体交换反应的速率常数的比值KL öKD 来

表达。Grigo rean 等[ 26 ]还用此方法测定了氨基酸

对映体混合物中的对映体过量值。

Cook s等[ 31～ 33 ]采用 ES I2M SöM S 结合动力

学方法进行了手性分析的研究。他们先通过ES I

使手性分子 (A )与过渡金属 (M )离子 (如Cu2+、

Zn2+、N i2+ 等)以及另一种参比配体 ( ref3 )形成

气相的三元复合物离子 [M Ê ( ref3 ) 2A 2H ]+ , 然

后通过串联质谱使三元复合物离子发生竞争性

裂分,生成二元复合物离子 [M Ê ( ref3 ) 22H ]+ 和

[M Ê ( ref3 )A 2H ]+。由于手性对映体分子的构型

不同,由三元复合物离子裂分产生不同的二元复
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合物离子的速率常数以及所需的能量也不尽相

同,最终导致二级质谱中子离子 (二元复合物离

子)丰度比值的差异。同时还证明这种差异与对

映体过量值之间存在某种线性关系。因此可先用

已知配比的对映体混合物绘制标准曲线,然后进

行对映体过量的定量分析。结果表明该方法具有

快速、灵敏、准确等诸多优点。

另外, Yao [ 34, 35 ]等也利用含有手性对映体的

非对映异构体复合物在串联质谱中裂分行为的

差异对氨基酸对映体进行了手性识别。但与

Cook s等的方法不同,他们采用手性氨基酸衍生

物 (X)作为手性选择剂,使其与天然手性氨基酸

分子 (Y)通过非共价相互作用形成的多聚非对

映异构体复合物 (XYn )。经过碰撞诱导解离,

XYn 裂分为[XYn- 1H ]+ 和Y。含不同对映体的非

对映异构体复合物具有不同的解离能量,表现为

质谱图中子离子 [XYn21H ]+ 与母离子 [XYnH ]+

丰度的比值存在差异。这一方法被成功应用于混

合物中氨基酸的手性分析。经推导,非对映异构

体复合物离子的解离速率 r ( [ XYn21 H ]+ 与

[ XYnH ]+ 丰度比值)与对映体过量值 (ee)相关。

ee= 100{[1ö( rL - r0) - 1ö( rD - r0) ]ö2ö( r- r0) -

1ö( rL - r0) - 1ö( rD - r0) },其中 rL、rD、r0 和 r分别

为L 构型、D 构型、外消旋体及待测样品测得的

解离效率。该方法测得的对映体过量值误差在

2%以内。

3　实验中的几个问题
3. 1　实验条件的控制

采用ES I研究超分子体系中的非共价相互

作用的实验中,对实验条件的控制如合理的仪器

参数设定以及样品制备等是至关重要的,它们将

直接影响到复合物离子的组成形态及稳定

性[ 36, 37 ]。这类研究中的ES I界面条件往往需要比

常规的ES I2M S 条件更加温和,以保存相对较弱

的非共价相互作用。毛细管温度和源温的高低会

影响非共价复合物的稳定性,大气压和真空之间

的锥孔电压如果设定过高亦会导致复合物的解

离。样品中大量不挥发性盐的存在会导致加合离

子的形成,降低检测的灵敏度,并给分子质量测

定造成困难。因此最好采用挥发性的缓冲盐,如

乙酸铵等。此外,在分析生化样品如蛋白质时,还

应考虑到使用的缓冲液要能够保持原有的天然

活性构象,因此溶液的pH 值、温度、离子强度等

条件的设置均需要慎重对待。

3. 2　离子标记

ES I2M S 实验中通常采用的极性溶剂为乙

腈、甲醇、水等,因为它们具有显著的质子自递作

用,有利于离子的形成。但某些以非共价相互作

用结合的超分子体系,如超分子氢键簇集体等只

能稳定存在于低极性的溶剂中,在ES I源中很难

离子化, 无法用 ES I2M S 直接进行检测, 因此需

对其进行离子标记 ( Ion L abeling)。R u sell等[ 38 ]

在研究二氯甲烷中蜜胺衍生物与巴比妥酸衍生

物的超分子氢键自组装过程时,采用带有冠醚基

团的蜜胺衍生物,通过金属离子与冠醚位点的复

合作用,使形成的超分子氢键簇集体带上电荷,

从而可以通过 ES I2M S 对其进行检测。Cheng

等[ 39 ]则在氯仿溶液中以 Ph4PC l为电荷载体,通

过电喷雾过程将C l- 转移到超分子氢键簇集体

上,然后通过负离子模式进行分析。离子标记技

术目前文献报道不多,但它却是一项非常有用并

且很有潜力的技术,它将ES I2M S 技术应用的范

围由极性溶液扩大到非极性溶液中,从而大大拓

展了电喷雾质谱研究非共价相互作用的空间。

4　总结与展望
用ES I研究非共价相互作用的方法实际上

可以归为两大类[ 40 ] ,即液相方法和气相方法。在

液相方法中质谱仅仅是作为检测器来监测溶液

中的热力学平衡。气相方法包含了复合物离子在

质谱仪中的解离过程,实际上属于动力学方法。

液相方法的结果通常与已知的溶液相中的情况

吻合,而气相方法所获得的相互作用能则可能与

溶液相中的结果不一致。这是因为脱溶剂后一些

相互作用如静电作用等会大大增强,而另一些作

用如疏水相互作用等则会变的削弱。因此不能直

接将二者作比较,除非希望以此来获得某些有关

非共价相互作用性质方面的信息。不过气相方法

所得的数据可以直接与量子化学计算的数据作

比较,因为后者计算的过程未考虑溶剂的影响。

作为当今质谱界最活跃的领域之一,电喷雾

质谱技术已经涉及到非共价相互作用研究的诸

多方面,但其技术本身仍然需要进一步发展和完

善。目前ES I2M S对样品进行离子化的过程需要

通过加热脱去溶液中的溶剂,因此仍然不太适合

分析一些热不稳定的超分子体系。为了解决这一

问题, Ken taro Yanaguch i等[ 41 ]开发出了冷喷雾
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质谱技术 (Co ldsp ray Ion iza t ion M ass Spectrom 2
etry, CS I2M S) , 通过对液体喷雾以及脱溶剂过

程进行冷却来增加分子的极化率,从而促进分子

的离子化,并将其成功应用于一些遇热不稳定而

无法用 ES I2M S 进行分析的超分子体系的研究

中。低流速、超高灵敏度的纳升级电喷雾质谱的

出现[ 42 ] , 一方面可在最小的样品消耗量下获得

最大灵敏度 (可高达fm o l) ,另一方面喷雾产生的

液滴体积更小,加快了脱溶剂的过程,降低了脱

溶剂所需的温度和热量,有利于保存体系中弱的

非共价相互作用。此外,新一代质谱分析器的发

展,如飞行时间质谱 (TO F2M S)和傅立叶变换离

子回旋共振质谱 (FT 2ICRM S)等,使电喷雾质谱

在分辨率、检测灵敏度、准确性及质量检测范围

等方面的性能有了很大提高。

建立检测非共价复合物的高通量 ES I2M S

分析方法是未来的发展趋势之一[ 43 ]。组合化学

的发展大大提高了化合物的合成速度,其目的是

加速发现对受体或酶具有亲和作用的分子。采用

质谱分析方法可以帮助优化结构活性关系,为小

分子药物设计提供指导,但同时也对分析速度提

出了更高的要求。需求带动发展,相信随着自身

技术的不断改进,电喷雾质谱在研究非共价相互

作用方面的应用必将更加广泛。
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