
电喷雾离子阱质谱法研究蛋白与小分子配体间非共价结合的方法学探讨

曹  韩凤梅 陈  勇 3

湖北大学 中药生物技术省重点实验室 湖北 武汉 

摘要 以小檗碱与 Α 2酸性糖蛋白间的非共价结合作用为例 提出了一种新的质谱滴定法 ∀其主要假定条件是 

当蛋白与小分子配体间有一定亲合力 !且作用配体的摩尔量大于作用蛋白的摩尔量时 蛋白复合物总浓度与作用蛋

白总浓度近似相等 ∀通过不同摩尔量比的小檗碱对 Α 2酸性糖蛋白的电喷雾离子阱质谱 ∞≥2×  ≥滴定实验 分

析小檗碱与 Α 2酸性糖蛋白复合物的结合特点 并应用荧光法进行验证 ∀结果表明应用质谱滴定法与荧光法得到的

小檗碱与 Α 2酸性糖蛋白复合物的结合特性常数 如稳定常数 !结合位点数 !作用力类型 基本相同 ∀与传统质谱滴

定法相比 本文提出的 ∞≥2×  ≥滴定法用于蛋白与小分子配体间非共价结合特性研究 所用仪器相对便宜 方法简

单且适应强 在一些研究体系中可得到更准确的实验结果 ∀
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  目前 电喷雾质谱 ∞≥2 ≥以其 /软电离 0质谱

特性已广泛用于蛋白非共价结合特性研究 具有样

品用量少 !灵敏度高 !特异性强 !分析快速及复合物

化学计量比准确等优点 ≈
质谱法研究蛋白非共价

结合体系的难点是如何测定游离蛋白与游离配体浓

度 ≈ ∀目前 质谱滴定法已广泛用于蛋白非共价结

合特性研究 ≈
该法所依据的主要假定条件是在液

相的游离 !结合蛋白浓度与其对应的在气态时的质

谱离子丰度间具有基本相同的线性比例关系 这在
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很多情况下是不成立的 ≈ ∀同时 质谱滴定法用于

蛋白非共价结合体系研究所用的质量检测器均为昂

贵的飞行时间质谱 ×ƒ
≈

发展的技术方法如

≥° ∞÷ 法 ≈
 ⁄2 ≥2  2

 和 ° ≥×∞÷ 法 ≈
  
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 ⁄ ¬不仅仪器昂贵 方法复杂 而且

在方法学上还涉及到大量的近似处理 ≈ ∀

本文以 Α 2酸性糖蛋白 Α 2 

与小檗碱 ∞ 的非共价结合研究

为例 提出了一种应用电喷雾离子阱质谱 ∞≥2× 

 ≥研究蛋白非共价结合特性的新质谱滴定法 该

法所依据的主要假定条件是 当蛋白与小分子配体

间有一定亲合力 !且作用配体的摩尔量大于作用蛋

白的摩尔量时 蛋白复合物总浓度与作用蛋白总浓

度近似相等 ∀并以荧光法实验结果为对照 探讨了

新方法的可行性 ∀

仪器与试剂  ≤±
⁄型液质联用仪 美国

ƒ公司 包括电喷雾电离源 ×≥° ≥自动

进样器 样品相对分子质量分析使用仪器自带的

÷∏软件  ƒ2岛津荧光分光光度计 ≥2

≤型精密 计 ∀盐酸小檗碱 中国药品生物制品

检定所 Α 2酸性糖蛋白 ≥公司 色谱纯甲醇

美国 ƒ公司 其余试剂均为分析纯 ∀

实验方法  电喷雾离子阱质谱法 取 1

# 
 Α 2酸性糖蛋白 溶液  Λ和不

同体积 1 # 
盐酸小檗碱 ∞ 溶液于各

∞管中 用  # 
乙酸缓冲液  1定

容至  Λ配置 ΒΒΒΒΒΒ

ΒΒΒΒ和 Β摩尔比  ∞

混合液 混合均匀后于  ε 水浴作用  再用 

# 
乙酸铵缓冲液  1稀释 倍后进

行质谱分析 ∀另配摩尔比 Β的 ∞ 混合

液 于  ε 作用  用  # 
乙酸铵缓冲

液  1稀释 倍后进行质谱分析 ∀质谱分

析条件为 离子源喷射电压 1 ∂ !毛细管温度

 ε !毛细管电压  ∂ !扫描范围 µ / ζ  ∗

 !鞘气  流速 1 # 

流动相分别为

甲醇 用于 ∞  甲醇 2 水 用于

!水 用于 2∞ 进样量  Λ流

速 1 # 

一级正离子全扫描  ∀

荧光法 于  比色管中依次加入 1

# 


≤溶液   1 # 


×2≤

缓冲溶液  1   1 # 


溶

液  用水稀释至  摇匀   ε 恒温水浴

中恒温  ∀取该溶液 1 置于  比色

皿中 分别加入 和  Λ1

# 


∞ 于  ε 水浴作用  ∀以 空

白溶液为参比溶液 固定激发波长为  扫描荧

光发射光谱 发射波长为  Σ  Ο  扫描

速度为快速 实验温度分别为  ε 和  ε 测量混

合溶液的发射光谱 ∀

实验结果

1  电喷雾离子阱质谱法

1. 1  相对分子质量测定  小檗碱相对分子质量 将

1 ≅ 


# 


∞ 水溶液经 ∞≥2 ≥一级正

离子全扫描 测得小檗碱相对分子质量为 1与

小檗碱的理论值 1基本相符 ∀

分子质量 图 是 1 ≅ 


# 


的一级正离子全扫描质谱图 经 ÷∏软件

该软件关于相对分子质量计算的基本原理 由图

数据中不同的电荷数与相应的质荷比乘积之和

取其平均 为软件自带功能 分析计算所进样品

的分子质量 经几次反复测定求得 的平

均分子质量为   ⁄ ≥⁄ 1 ν  与

其理论分子质量   ⁄基本相符 图 为其中

一次蛋白分子测定的分子质量结果图 ∀

1. 2  复合物结合特性分析  复合物分子质量测定

及化学计量比 通过分别测定不同浓度的 ∞ 与固

定浓度 作用后复合物分子质量的变化 可计算

∞ 与 的化学结合计量比 Ν  Μ复合物 

Μ蛋白  Μ药物 式中 Μ代表分析物分子质量 ∀图 是

∞ 为 Β时复合物的质谱分析图 图 是

不同浓度 ∞ 对固定浓度 的滴定曲线 在

∞ 大于 Β二者的结合开始呈现饱和趋

势 ∀从图 可知 与 ∞ 结合的最大表观化学

结合计量比 Ν为 Β1∀

复合物作用力类型 药物与蛋白间的作用力包

括氢键 !范德华力 !静电引力 !疏水作用力等 ∀

 根据大量的实验结果总结出判断生物

大分子与有机小分子等结合力性质与结合作用热力

学函数之间的关系 即 ∃Σ  为疏水和静电作用

力 ∃Σ  为氢键和范德华力 ∃Η  ∃Σ  为典

型的疏水作用力 ∃Η  ∃Σ  为氢键和范德华

力 ∃Η ∃Σ  为静电作用力 ≈ ∀通过改变反应

作用温度 经公式 和 可计算温度变化时药物

蛋白结合的 ∃Η∃Σ∀

##曹  等 电喷雾离子阱质谱法研究蛋白与小分子配体间非共价结合的方法学探讨



Φιγυρε 1  ∞≥2 ≥  √∏∏  1 ≅ 


# 




∏Β 2

Φιγυρε 2  ∞≥2 ≥  √∏∏  Β  ∞ 

 ∏   1 ∏

Φιγυρε 3  ∞≥2 ≥   ∞≥2 ≥ 

¬ ∞   ×

  1 ≅ 


# 


首先 根据式 计算了复合物 2∞ 在作

用温度为  ε  ε 时的稳定常数 Κ值 结果见表

再根据式 和 分别计算了 2∞ 复合

物在上述温度变化时的 ∃Η和 ∃Σ式中 Τ和 Τ分

别为  ε  ε 的绝对温度 Κ和 Κ为与之对应

的结合常数 ∀

Ταβλε 1  ×

∏

Τε  

Κ  ∞  1 ≅  1 ≅ 

Κ Κ  ∃ΗΤ  Τ   

∃Γ  ∃Η  Τ∃Σ   ΡΤΚ 

根据式 和式 计算得 ∃Η  1 

∃Σ 1 # 



 ∀可见小檗碱与 Α 2酸性

糖蛋白之间的作用力主要为疏水作用力 ∀

复合物稳定常数 药物与血清中蛋白质分子存

## 药学学报 °∏≥  



在非共价键作用 这种作用多采用位点结合模型解

释 这是一种纯经验模型 ∀在这种模型下蛋白质分

子存在多类结合位点且各类结合作用是等同和独立

的 可采用多级结合方程式 来说明 ≈


ρ
Χ

≈°
 Ε

µ

ι 

νΚΧ

  ΚΧ


≈

式中 ΧΧ分别为药物的结合浓度与游离浓

度 ≈°为结合蛋白质浓度 ρ是药物与蛋白的结合

比 µ表示蛋白质共有 类结合位点 νΚ分别表

示一个蛋白质分子上第 类结合位点的位点数目及

结合常数 ∀这个方程从形式上来说类似于 ∏

吸附方程 当蛋白质分子仅有一类结合位点时 此方

程可转化为著名的 ≥方程 ≈


ρΧ  νΚ  Κ 

式中 ρ为药物与蛋白的结合比即化学计量比 

Χ为游离药物浓度   Χ  ρ≈°Χ是药物总浓

度 Κ为结合常数 ν为结合位点数 ∀

Φιγυρε 4  ≥2   ∞≥2 ≥

 ¬ ∞  ×

∞         

 

因此 当固定 浓度不变时 用不同浓度的

∞ 与之作用并测定复合物相对分子质量 依据相

对分子质量变化求得不同浓度比时 与 ∞ 的

结合比 ρ再根据式 对 ρΧ与 ρ进行线性拟合可

得到图 ∀由图 曲线的斜率和截距可计算出 ∞

与 形成复合物的表观稳定常数 Κ和结合位点

数 ν分别为 1 ≅ 

# 

和 ν 1∀

2  荧光法

2 . 1  荧光光谱  从图 可以看出 在  ε 的作用

环境下 固定 浓度 在溶液中不断增加小檗碱

的浓度 的内源荧光强度均有规律的降低 发

射峰的峰位和峰形渐渐发生改变 荧光峰出现

双峰 说明随着小檗碱浓度的进一步增大引起了

构型的改变 产生特征发射 ∀

2. 2  稳定常数 !结合位点数  由 ≥方程可

知 若荧光仅为 产生 则 Φ Φ  ≈° ≈°由

此得 

ρ  ≈≤  ≈≤ ≈°  ν≈°  ≈° ≈°

 νƒ  ƒ ƒ

其中 ≈≤≈≤分别为体系中药物的总浓度和

游离浓度 ≈°≈°为体系中 的总浓度和游

离浓度 Φ , Φ分别为不加入和加入药物后 的

荧光强度 由以上式子可推出 

Φ /Φ  Κ≈≤Φ / (Φ  Φ  Κ≈°
≈

 ε 作用环境下 固定 浓度 ≈°改变药

物分子浓度 ≈≤以 Φ ƒ对 ≈≤Φ / (Φ  Φ作图

得图 由该直线的斜率和截距求得小檗碱与 

复合物的结合常数 Κ  1 ≅ 

# 


结合

位点数为 1∀同理求得  ε 作用环境下小檗碱

与 复合物的结合常数 Κ  1 ≅ 

#


 ∀

Φιγυρε 5  × ∏

 ∏  ×√∏∞

      Λ

Φιγυρε 6  ×≥ ∞
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讨论

应用质谱法直接研究蛋白非共价结合的难点在

于如何确定游离与结合蛋白浓度 ∀本文基于质谱滴

定法提出的 ∞≥2× ≥滴定法研究蛋白非共价结合

特性 适用于蛋白与小分子配体间存在一定亲合力

的体系 可能不适用于亲合力较弱的体系 ∀因为蛋

白与小分子配体间亲合力太弱而配体相对作用蛋白

大大过量时 蛋白与配体间的非特异性结合会严重

影响方法的测定结果 ∀因此 应用本方法获得较准

确的蛋白非共价结合参数的关键是要确定本方法适

用的蛋白 2小分子配体间的亲合力范围 ∀同时 与文

献报道的质谱滴定法一样 要严格优化实验条件以

尽可能排除非特异结合等 ∀本课题组应用本方法研

究了小檗碱与 Α 2酸性糖蛋白间的非共价结合特性 

结果与荧光法实验结果基本一致 说明本方法具有

一定适应性 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ •   ÷  ≠  ≥≤ × √ 

  ∞≥2 ≥  ∏2

√ ¬≈  ° ≥ 药学

学报    

≈   ∏°ƒ °    ∏ ≥≥

 22   

   ≈  ≥

 ≥   

≈ ⁄      •  ≥    

    

   √≈ 

 ≥ ≥   

≈   °   ∂  °∏  ƒ∏   ∞≥

 √ ∏ 

√ ¬   

   

∏ ≈  ≥ ≥ 

  

≈ ƒ ≥ ≤ ∂   ≤ 

∏∏2 ≥ ) √∞

  ≈   ≥ 

  

≈     ∏ ≤    ° ≥×∞÷   √

     ∏ 

2 ∏ ≈    

≥   

≈   ⁄° ≥ ≥ ×  

 2∏  ≈

   

≈ •   ∏  ƒ  ≠ ≥∏  

   ∏   

2≤ ≈  ≥≥  中国科学 辑 

  

≈ • ±  ∏ °生

物药剂学与药物动力学  ≈     

°.  °∏∏ 

≈ ≥  ≥    ≥  °

   ∏ ≈    ≤ ≥

  

≈  ≤≤  • ƒ   ±  ×  

  ∏  ∏ ∏ ≈  ≥

≥光谱学与光谱分析   



## 药学学报 °∏≥  




