
收稿日期!!""($#!$#%!修回日期!!"#"$"%$!*
作者简介!张!琳"#(&)!#$女"汉族#$重庆人$副教授$博士$从事生物无机与生物分析化学研究%+$,-./&V?-13/&&"3U9;6@U;681

第7#卷 第)期

!"#"年(月
质 谱 学 报

:9;<1-/9=>?.1@A@B-AAC5@8D<9,@D<2C98.@D2

E9/67#!F96)

C@56!"#"

维3酸结合蛋白5折叠"伸展过程的氢"氘交换质谱研究

张!琳!谢建英
"广东海洋大学理学院$广东 湛江!)!%"’’#

摘要!氢’氘交换质谱通过测定蛋白骨架中的氢"氘#与溶剂中氘"氢#的相互交换作用来研究蛋白的结构信

息%采用氢’氘交换技术结合傅里叶变换离子回旋共振质谱研究氘代维 K酸结合蛋白G与溶剂之间的氢’

氘交换$发现在不同的5S值下$该蛋白的氢’氘交换具有不同的交换机理和交换速率$由其交换速率可估计

不同交换时间蛋白骨架中残留的未交换的氢或氘的数目$确定蛋白骨架在溶剂中的暴露程度$得到蛋白的

结构信息%
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!!蛋白折叠’伸展一直是生物化学中最重要的
问题之一$蛋白的结构变化通常都伴随着蛋白功
能的改变$因此对蛋白质结构及其与生物功能关

系的研究也是当代分子生物学的核心领域之一%
氢’氘交换"SOh#对蛋白结构非常敏感$蛋白的
结构不同在不同位置的交换速率也不同$此即



SOh可用来研究蛋白的折叠!伸展动力学的缘
故"#$!#$氢!氘交换的速率主要由!个因素确定%
即与溶剂的可接触性和氢键作用$形成分子内
氢键的氢比那些与溶剂水形成氢键的氢交换速

率慢%而那些包埋在溶剂内未形成氢键的氢交换
速率更慢$传统的氢!氘交换技术通常与核磁共
振相结合%而这种方法最大的缺陷在于需预先确
定所讨论的蛋白的核磁共振谱%这意味着要耗费
大量的工作&并且核磁共振对检测物的浓度要求
也较高$质谱’BC(技术的发展使其能够精确地
测定蛋白的分子质量%如果蛋白中的氢部分被氘
取代%蛋白分子质量的增加就会在质谱图上反映
出来%且质谱所需分析物的量很少%因此现代质
谱技术可广泛用于蛋白质中氢!氘交换的检
测"7$’#%由此探寻蛋白的结构信息$
维K酸结合蛋白G’>TK_HG(是细胞内脂

结合蛋白家族之一%它具有#7&个氨基酸残基%
组成#"个条形#折叠和一小段"螺旋%其结构
简单%既没有二硫键%也没有辅基或转译后的修
饰%非常适合蛋白的折叠!伸展研究$本研究采
用氢!氘交换技术与傅里叶变换离子回旋共振质
谱’aI$G>TBC(相结合%检测氘代维 K酸结合
蛋白’O$>TK_HG(在水溶液中的伸展过程%并
讨论5S值的变化对蛋白伸展的影响$

B!试验部分
BCB!主要仪器与装置
傅里叶变换离子回旋共振质谱仪’%6*I%K$

H+hGGG()德 国 _<;c@< 公 司 产 品&5SC$7>
5S计$

BCD!主要材料与试剂

>TK_HG按文献"(#方法表达%氘水及氘代
醋酸购自K/U<.8?公司%其他药品为市售分析纯
试剂$

BCK!试验条件

BCKCB!S!O 交换!将冷冻干燥的蛋白溶于

5O\7的氘水和氘代醋酸溶液中’#3*L[#(%%)
j恒温!",.1%得到O$>TK_HG$SOh反应的
进行是将O$>TK_HG以#l!"溶于#",,9/*

L[#醋酸水溶液中%紧接着将蛋白溶液注入质谱
仪进行检测$试验中的5S值和5O值均由5S
计直接测得%未考虑同位素效应的影响$

B6K6D!质谱条件!质谱仪为配备%6*I@A/-超
导磁体的傅里叶变换离子回旋共振质谱仪

KH+hGGG$喷雾电压!)""E%毛细管温度#!"
j%离子检测激发电压)6"E%离子源内真空度

&6%‘#"[)H-%注射泵流速!)",L*?[#$

D!结果与讨论
DCB!不同4S值下蛋白的氢!氘交换质谱图
氢!氘交换质谱的测量可作为研究蛋白结构

变化的重要工具%其谱图可用来检测蛋白质折
叠!伸展过程的各种结构形式$通过检测5S
!]"!##范围内的氘!氢交换质谱%发现5S!6’
!#"的质谱图与5S!6"!!6)和5S#"!##的
谱图存在明显的差别$5S!6)和5S76)时%

O$>TK_HG与水溶液中氢相互交换的aI$G>T
BC谱图示于图 # 和图 !$在 5S !6) 时%

>TK_HG的氢!氘交换展示了与5S76)时完全
不同的同位素谱图形式%这种差别可能归因于它
们不同的交换反应机理$

DCD!不同4S值下的氢!氘交换机理
虽然氢!氘交换的反应机理尚未完全明了%

但人们普遍接受的是由 L.1U@<AD<q,$L-13提
出%并经 S4.UD和 F.@/A@1 改进的二状态模
型"#"$###$该模型假设氢!氘交换由两个过程决
定)一个是通过蛋白的伸展!折叠将其骨架伸展
使之暴露于溶剂中的过程&另一个是蛋白结构中
的氢’氘(与溶剂中的氘’氢(相互交换的过程$
氢与氘的交换机理取决于这两个过程的相对速

率$如果蛋白伸展!折叠互换速率比其结构中的
氢与溶剂中的氘互换速率快%氢!氘交换遵循

+h!机理%质谱图仅显示一组随时间逐渐漂移
的同位素离子峰$如5S!6)时 >TK_HG的
氢!氘交换%随着时间的推移%>TK_HG的"Bi
’S#’i峰逐渐向分子质量低的方向移动%表示蛋
白中的氘逐渐被溶液中的氢取代$反之%如果蛋
白伸展!折叠互换速率比其结构中的氢与溶剂中
的氘互换速率慢%氢!氘交换则遵循+h#机理%
质谱谱图中出现两组同位素离子峰%其中8!J
值低的一组峰在氢!氘交换的开始并不存在%而
是在交换过程中逐渐生长出来的%它代表蛋白中
氘被氢取代的一部分&而8!J值高的一组峰在
交换过程中逐渐消失%该离子峰代表原来的氘代
蛋白部分%如5S76)时 >TK_HG的氢!氘交
换$从图!可以看出%在8!J值不同的两组峰
此消彼长的同时%还伴有两组峰同时向8!J值
减小的方向移动的现象%这说明氢!氘交换不仅
遵循+h#交换机理%还伴有+h!交换机理$
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图B!4SDCQ时氘代9!3]&5的!; ĤS"Ĥ

氢#氘交换质谱图

O2)CB!S#L"X#1/$)":/***4"#%’/(+
!; ĤS"Ĥ (+L=9!3]&5/%4SDCQ

图D!4SKCQ时氘代9!3]&5的!; ĤS"Ĥ

氢#氘交换质谱图

O2)CD!S#L"X#1/$)":/***4"#%’/(+
!; ĤS"Ĥ (+L=9!3]&5/%4SKCQ

DCK!未交换氢$氘%数的计算
蛋白结构中存在7种类型的氢原子!第#种

是蛋白骨架中与骨架碳共价结合的氢"这种氢不
能进行氢#氘交换$第!种为蛋白支链上的氢"这
种氢因交换速率极快故很难测定$第7种是蛋白
骨架上与胺基氮相连的氢"其交换速率最容易被
检测%除脯氨酸外"每个氨基酸都有#个与胺基
氮相连的氢"且它们在蛋白的二级结构中参与了
氢键的形成"因此它们的交换速率反映了蛋白的
结构及其稳定性的信息%>TK_HG分子中共存
在!&"个可交换的氢"其中与胺基氮相连的氢

#7!个%由于氘与氢的分子质量相差#;"对于
完全氘代的O$>TK_HG"当分子内有一个位置
的氘被溶剂中的氢产生交换时"蛋白分子的分子
质量将减少#;%O$>TK_HG&Bi’S’’i峰的

8#J为#(&&6")"当支链上的氘全部被氢取代
时"&Bi’S’’i 峰 8#J为#(%(6))%无论在

5S!6)还是5S76)的条件下"氢#氘交换实验
进行#,.1后"&Bi’S’’i 峰的 8#J均小于

#(%(6))"表明蛋白支链上的氘在很短时间内就
被溶剂中的氢完全取代%蛋白分子中氢#氘交换
的数目可以根据其质谱图中同位素峰的8#J值
来进行估算"如交换),.1后">TK_HG的&Bi
’S’’i峰在5S!6)时8#J为#(%&6("对应的
蛋白分子质量为#))&*6!;"而>TK_HG的平

均分子质量是#)%&"6%;"故此时约有#"*个氘
尚未被氢取代$5S76)时"交换),.1后&Bi
’S’’i峰的8#J为#(%*67(8#J较高者)"对应
的分子质量为#))*"6%;"即尚有##"个氘未被
氢所 取 代%同 样 可 算 出 其 他 交 换 时 间 O$
>TK_HG中未被氢所取代的氘的数目"示于图

7%需要说明的是"未交换的氘是以质谱中同位
素峰的中心点为依据进行计算的"由于存在较宽
的同位素分布"要精确地确定同位素峰的中心点
还有一定的困难"因此"计算所得的未交换的氘
的数目只能作为半定量的分析结果%从图7还
可以看出">TK_HG在5S!6)时氢#氘交换速
率比 5S 76) 时的 交 换 速 率 快"这 是 由 于

>TK_HG在5S!6)以下会发生蛋白变性而使
其结构展开"从而导致氢#氘交换速率变快%

K!结论
氢#氘交换傅里叶变换离子回旋共振质谱可

用于检测蛋白结构信息"它对5S 值非常敏感%

>TK_HG的&Bi’S’’i峰在不同的5S值范围
呈现不同的交换机理"5S76)时"质谱图中出现
两组同位素离子峰"其中8#J值低的一组峰在
交换过程中逐渐增长"而另一组8#J值较高的
峰在交换过程中逐渐消失"遵循+h#交换机理$
当5S!6)时"质谱图中只出现一组同位素离子
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图K!不同氢!氘交换时间氘代

9!3]&5中余留的氘的数目

O2)CK!01"$-:?"’(+6"-%"’2-:’":/2$"6

2$L=9!3]&5/%62++"’"$%S!L"X#1/$)"%2:"

峰!它随时间逐渐向8"J值减小的方向移动!遵
循+h!交换机理#
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