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摘要!离子迁移"15;/5I121F>$是一种在分子离子化后%非溶液环境下的分离技术&与依靠离子质量与电荷比

进行分离的质谱技术不同%离子迁移是根据离子形状与电荷比实现分离的&因此%离子迁移技术可以实现

对质量相同而形状不同的离子分离%其与质谱技术联用可为研究者提供更加丰富的结构信息&最新发展的

行波离子迁移技术大大提高了灵敏度和分离速度%适用于研究天然浓度条件下的蛋白质%其在蛋白质单体

折叠与去折叠以及蛋白复合体亚基组装的研究中已崭露头角&
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@!行波离子迁移质谱的特点及结构
蛋白质分子通过离子迁移技术进行分离的

过程为!离子化的蛋白质"如通过电喷雾离子化#
被注入具有一定压强的惰性气体和弱电场的离

子导向器中$在被电场驱使移动的过程中与惰性
气体不断地发生碰撞$体积较大的离子发生碰撞
的机会多$因此在离子导向器腔中迁移所需的时
间较长$最终实现不同种类离子的分离$并记录
相应的漂移时间%此外$结构相同但带有较高电
荷的离子$因具有更高的电势能$移动速度将更
快%目前主要有-种离子迁移技术与质谱联合
使用!漂移时间离子迁移谱"U41AF$F1/B15;/5I$
121F>C3B9F45/BF4>$TWLDE#&吸入离子迁移谱
"0C3140F15;15;/5I121F>C3B9F45/BF4>$KLDE#&
差异 离 子 迁 移 谱 "U1AAB4B;F102$/5I121F>C3B9$
F45/BF4>$TDE#或场不对称波形离子迁移谱
"A1B2U$0C>//BF41970XBA54/15;/5I121F>C3B9$
F45/BF4>$ZKLDE#和行波离子迁移谱"F40XB2$
21;S 70XB 15; /5I121F> C3B9F45/BF4>$

WMLDE#’%(%其中$最新出现的行波离子迁移技
术的分辨率尽管较低$但其灵敏度好$分离速度
快$与质谱结合可用于天然浓度下的蛋白结构分
析%离子迁移质谱技术与R射线晶体衍射"R$
40>94>CF0225S403=>#及核磁共振技术";@92B04
/0S;BF194BC5;0;9BC3B9F45C953>#相比$不需要
蛋白结晶或氘代标记$并且可以对单体蛋白的折
叠&去折叠过程$以及同一蛋白复合体的不同功
能形式的结构及其组装过程进行分析’!$((%该技
术正逐渐成为蛋白质结构研究中的一种重要

手段%
如前所述$离子迁移分离是通过离子与背景

气体分子不断地碰撞实现的$但在与气体分子碰
撞的过程中$离子动能被冷却$使其移动速度变
慢$导致传输时间增长$工作循环"U@F>9>92B#频
率降低$从而影响样品的分析灵敏度$不利于与
高效液相色谱联用分析复杂样品%而行波离子
迁移采用的叠环离子导向器"CF09YBU41;S15;
S@1UB$E[L\C#$是由圆心在同一条直线上的多
个相同的环状电极等间距垛叠排列组成’)$&(%工
作时$对导向器施加两种电压!在各电极依次传
递的瞬间直流电压以及相邻电极上的反相射频

电压"40U15$A4B:@B;9>$[Z#%其中前者产生移动
的电场波$推动离子沿导向器轴向前进$保证离
子可以快速移动$使传输时间缩短$而获得较好
的灵敏度$此外还有助于提高分辨率和减小交叉

干扰"945CC$F02Y#’)(%目前唯一商品化的行波迁
移质谱EPHK]W中的导向器含有%!!个环状
电极"孔径!8(//$厚度"8(//$间距%8(
//$腔长%*(//$导向器两末端电极孔径!
//#$每相隔)对电极的电极对"即第%&*&

%())对电极$第!&#&%)))对电极$以此类
推#同步地施加相同的直流脉冲电压%工作时$
直流脉冲电压依次加至紧邻的下一个电极上而

形成移动的电场$每&个电极就会有一个电压波
沿离子导向器轴向运动%电场波的移动速度为

!倍电极间距除以脉冲直流电压保持时间"如!
倍电极间距为’//$脉冲保持时间为%"#C$则
波速为’""/*C^%$单个波通过导向器的时间
为(’"#C$每&"#C有一个波移动至导向器出
口#%产生的行波电场如海浪一样连续不断地由
引导器入口向出口移动$而离子像+冲浪,一样被
推动%可以通过+ELDLJH模拟,理解离子的运
动过程!行电场波推动的离子向前运动$蛋白离
子不断地与导向器中的惰性气体分子发生碰撞

而使移动减慢$速度逐渐变慢的蛋白离子无法与
推动其前进电场波保持同速而被迫+抬升,至电
场波顶部并随之+滚入,后面的电场波谷中$如此
周期循环向前移动%移动性差的离子翻滚次数
多$因此需要较长的时间完成传输$不同离子得
以分离’)$*(%离子迁移速度主要与电压波的速
度$高度以及背景气压相关%前两者是实验时优
化分离效果的主要调节参数%
在EPHK]W构造中$起分离作用的行波叠

环离子导向器"F40XB221;S70XBE[L\C#前后还
各有一个与之结构相似$但长度较短的离子导向
器$分别是行波离子导向收集器"F403WML\#和
行波离子导向转移器"F40;CAB4WML\#%前者的
作用为聚集离子并将聚集的离子束注入分离离

子导向器中-后者将经过分离的离子分!""批依
次传递给正交加速飞行时间质谱"54F=5S5;02
099B2B40F15;WJZ$50$WJZ#%转移相邻批次离
子的间隔时间被称为推动周期"3@C=B43B415U
记为F3或F33#%推动周期的时间长度是由质谱
的采集范围决定$采集质荷比范围越大$时间则
越长$一般为微秒级"如采集-.<(""!’"""需
要#"#C#%一束经过离子迁移分离并被记录的
时间为!""_F3"一般为%(!’"/C$上例中

!""_#"#C‘%*/C#%为增强信号$可在一定时
间内"如%C内#将各离子束中相同批次扫描的
质谱信号对应叠加%收集器将离子注入的周期
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与完成一束离子的采集时间同步!!""_F3"#&$%
此外&收集器和转移器加上直流碰撞电压还可以
使离子发生碰撞诱导解离!95221C15;$1;U@9BUU1C$
C5910F15;&+LT"产生结构相关的断裂%
散射现象对离子的聚焦和传输有着非常重

要的影响%为提高离子传输效率&行波离子迁移
技术在相邻环状电极上还将施加反相射频电压&
这可在导向器圆柱型内腔中形成与其同轴的管

状辐射限制等势壁垒!40U1022>95;A1;1;SBAAB9$
F1XB35FB;F1027B22"%管状辐射限制等势壁垒的
’管壁(为均匀的环形褶皱&’管壁(纵截面形似正
旋曲线#)$&这种技术的应用可以显著减少扩散作
用造成的离子损失而达到聚焦作用&这是其突出
的优点%

A!离子迁移技术的数据形式
离子迁移谱直接获得的数据是离子的漂移

时间!U40AFF1/B&FT"&其长短反映了离子的碰
撞截面!95221C15;945CC$CB9F15;&++E&用$表示"
大小%碰撞截面更完整的被称为旋转平均碰撞
截面!45F0F15;022>0XB40SBU95221C15;945CCCB9$
F15;C"#($&它是离子形状的综合反映%如前所
述&碰撞截面小的离子迁移速度快&漂移时间短%
离子迁移谱的分离能力采用分辨率!["衡量&它
被定义为特定离子漂移时间分布的中心点时间

除以峰半高处的漂移时间宽度!分别以漂移时间
和离子信号强度作为横纵坐标"%分辨率越高&
说明分离能力越强%将离子迁移与质谱联用后
可以得到三维信息&包括离子质荷比)漂移时间
和信号强度%离子迁移$质谱图!LDDEC3B9$
F4@/"是以质荷比!-*<"和漂移时间!/C"作为
直角坐标系的两坐标轴&并以颜色深浅表示信号
强度&示于图%##$%
在离子迁移$质谱图中&同类离子!如多肽离

子)寡糖离子"沿同一趋势线!F4B;U21;B"分
布#%$&如带有相同电荷数的离子所形成的趋势
线%在质荷比作为漂移时间的函数坐标系中&同
类分子的高电荷离子趋势线斜率大于低电荷离

子&这对区分大量单电荷的化学背景噪音非常有
益%另外&离子所属的趋势线类别信息也可辅助
确认质谱鉴定结果%除各趋势线的位置关系提
供的信息外&同一趋势线区域内的不同信号位置
同样蕴含着丰富的信息&如在上述坐标中&分布
在趋势线中心偏上方的离子较其同类离子的平

均折叠状态更为紧密##$%此外&同一趋势线在不
同条件下的形状变化也非常值得关注&如下面将
提到的在溶液3O变化至某值&蛋白趋势线分布
突然变宽&提示蛋白变性解折叠过程的突变
条件#-$%

图@!野生型!A9蛋白在不同%B条件下的离子迁移6质谱图

C’0D@!238638?.’-*7(+%#%&+*7-+.>’&?6*5%#!A9)*?’--#.#,*%B!%’(*;.#-.+9

E$98+(3)778%#(*.+9"AFFG"@H#A@HF6A@IFDJ+%5.’0"*>’*"%#.9’77’+,-.+9K&7#/’#.$
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L!离子迁移质谱的应用
LD@!单体蛋白折叠结构分析
离子迁移质谱技术的研究对象是气相中的

离子化蛋白质!而生命活动中的蛋白质多是在液
体环境中的分子!那么离子迁移质谱是否可以为
天然状态的蛋白质结构研究提供信息呢？结果

是肯定的"已知通过电喷雾离子化#B2B9F45C$
340>15;1V0F15;!.EL$可使蛋白质携带多个电荷!
这是由质子附着于蛋白质表面的碱性氨基酸残

基产生的!并与蛋白质在液相中的结构相关"有
假说认为!低电荷状态的蛋白质离子具有或接近
天然状态的蛋白质构象"因为天然状态的蛋白
质折叠紧密!较解折叠结构!表面只有少数暴露
的碱性氨基酸残基!因而通过质子离子化的程度
低"反之!部分去折叠的蛋白质因为具有较大的
溶液接触表面积!而在液相至气相的转换中接受
更多的质子"许多研究表明!通过控制电喷雾条
件可以维持蛋白质的构象!而且此构象在离子化
后的短时间内也可以保持"离子迁移质谱采用
的离子化方法及其毫秒级分析速度可以满足这

些要求!因此可以将气相中的离子化蛋白质作为
其在溶液环境中的%镜像结构&采用离子迁移质
谱进行研究’%"$%-("

KC=945AF等’-(对从中性至酸性溶液环境中
发生的%!$微球蛋白去折叠过程进行研究!这是
使用.EL$WMLDE$DE研究单体蛋白去折叠的
一个范例"在溶液酸性逐渐增强的过程中#3O
)8!’!-8!*!’8(-!!8)"$!%!$微球蛋白在离子迁
移$质谱图中的趋势线由一条增多为三条#分别
标记为漂移时间最短的 K类)稍长的,类和最
长的+类离子$!漂移时间长的趋势线所属的离
子荷电数高!酸性越强携带高电荷的离子越多!
示于图%"在溶液3O)8!’时!%!$微球蛋白紧密
折叠!蛋白主要为a&和a*以及少量的a)电
荷离子"在离子迁移$质谱图的同一趋势线上!
记为K类!在溶液调至3O-8!*时!离子带电数
目扩展为a)至a%%!其中a&和a*电荷离子
仍占多数!而在新出现的a%"和a%%电荷离子
明显为两类!其中漂移时间较短的一类与a&)

a*电荷离子在一条趋势线上"较长漂移时间离
子的出现表示有不同折叠状态类型离子出现#记
为,类$"在3O降至’8(-时!,类离子更为明
显!而且出现a%!)a%’)a%-电荷离子!并且有
漂移时间更长的离子信号隐隐出现"在溶液

3O!8)"时!漂移时间更长的+类离子趋势线
清晰可见!并且出现更高带电状态的a%()a%)
电荷离子"K类离子的带电数也增至a%!"漂
移时间的延长和带电状态的提高表示蛋白从紧

密折叠向去折叠状态转变"通过分析三类离子
在一定3O下的迁移峰面积比!可以判断蛋白在
不同溶液环境中不同折叠状态所占的比例"分
析结果显示!代表天然状态的 K 类离子在3O
!8(时!仍占全部离子的-(b!这与低3O 环境
下蛋白质很少以天然状态存在的理论相矛盾"
进一步观察 K类中a*和a&电荷离子的迁移
峰随3O降低而变宽!并在3O-左右处急剧变
宽!提示虽然在3O)时离子构象均匀!但在低

3O环境!代表同一类K趋势线区域离子已有部
分发生解折叠"KC=945AF等指出!在3O!8(环
境下!如果将较高电荷的 K类离子作为第-种
解折叠状态!而a&和a*电荷离子看作天然状
态!那么此酸性条件下仍保持天然结构的蛋白占
总数的%(b!这与相关研究一致"进一步对%!$
微球蛋白%&K突变体和%&K*]’!\双突变体研
究!发现在中性条件下!%&K突变体的离子迁移$
质谱图与野生型相似!提示其未发生解折叠+而
在中性条件下的&K*]’!\双突变体的离子迁
移$质谱图与野生型在3O-8!*时相似!表示其
在天然环境中就已经有部分蛋白发生变性"

LDA!蛋白复合体结构分析
应用行波离子迁移质谱对蛋白复合体的高

级结构研究是其另一重要的应用"除样品准备
外!实验主要经过’个步骤,%$优化待研究蛋白
复合体的离子迁移分离条件#主要对形波高度和
速度进行优化!以获得高分辨率数据$+!$利用已
知碰撞截面的标准物蛋白!建立在已优化条件下
的漂移时间与碰撞截面间的函数关系+’$获得研
究目标蛋白的漂移时间!利用已构建函数计算其
碰撞截面!并根据后者对蛋白复合体结构
建模’#("
标准物蛋白的碰撞截面可以通过两种方法

获得,%$对于三维结构已知的标准蛋白可由

DJ,+Kc软件计算碰撞截面’%($%)("有’种计
算方法,#%$投影近似法#345SB9F15;03345<1/0$
F15;!]K$!这种方法一般会低估大分子的截面
积!它是通过对一个分子在各方向的投影均一
化!因此没有考虑分子与背景气体的相互作用+
#!$轨道法#F406B9F54>/BF=5U$!这种方法考虑

*) 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第’%卷!



了各种相互作用!但是计算强度很大"#’$精确硬
球散射模型#B<09F=04U$C3=B4BC90FFB41;S/5U$
B2!.OEE$!它使用轨迹计算!虽然忽略了长范围
相互作用!但其结果与轨道法十分相近%(&’!$采
用经典的离子迁移方法测量标准蛋白漂移时间

后!直接计算其碰撞截面%#!%&&’计算方法为(

$‘
#%*&$%)!
%)

<$
#=I>$%)!

%%
-L
a %-H

&%)!"3?
’
&)"
,

>
!&’@!

%
A
其中!<是离子带电数!$是一个电子的电

量!=I为玻尔兹曼常数!> 为温度!-L为离子质
量!-H 为中性气体质量!?为电场强度!’为漂
移管 长 度!, 为 压 力!A 为 中 性 气 体 数 密
度%%*$%#&’此外!已有公开数据源提供可作为标
准蛋白的碰撞截面参数!可以直接使用!如

+2B//B4+45CCEB9F15;T0F0I0CB%!"&’
通过标准品建立相关函数这条*弯路+是由

于行波迁移中所采用的电场并不是均衡的静电

场!无法利用以上公式直接计算碰撞截面!只能
采用标准品的碰撞截面与漂移时间数据建立函

数关系!从而计算蛋白样品的碰撞截面’通过观
察大量已知数据!发现离子的碰撞截面与FTR
成比例’其中FT是漂移时间!R是经验常数’

R值与行波电场的高度!速度等许多因素相
关%’!!%$!-&’E941XB;C%!($!)&教授实验室已将校正过
程采用.<9B2软件编程!公布于国际互联网!使
校正过程易于操作’
在获得研究目标蛋白复合体的碰撞截面后!

可通过结构建模推测相应的四级结构’[5I$
1;C5;等%’&采用行波离子迁移质谱研究W403蛋
白#F403[HKI1;U1;S0FFB;@0F15;345FB1;$复合
体的四级结构是一个具有代表性的工作’W403
蛋白相对分子质量约*"""@!可形成环状%%聚
体!以色氨酸作为辅基!并与 [HK结合’该研
究应用分子动力学方法对复合体进行结构建模!
其过程为(采用与亚基直径近似的球代替 W403
蛋白并以位能面#35FB;F102B;B4S>C@4A09B$驱动
蛋白复合体从环形变化至塌陷形结构的模拟!再
计算一系列相应的理论碰撞截面’研究中!通过
实验碰撞截面数据与理论值对比!发现在缺水环
境的气相离子条件下!此蛋白复合体的a%#电
荷离子仍有相当部分保持天然的环状结构’研

究还发现!虽然在辅基结合及脱辅基的两种状态
下!复合体的a%#电荷离子漂移时间无本质差
别!但脱辅基形式在电荷状态较高的a!"电荷
离子漂移时间表现出双峰分裂状态#辅基结合形
式仍为单峰$!这表明色氨酸辅基的结合有助于
稳定复合体结构’此外!该实验还发现一个没有
预想到的结果(实验中!虽然每个亚基的平均电
荷所产生的静电斥力远不足以使蛋白结构变化!
但W403蛋白复合体的结构却表现为与荷电数
相关!示于图!’通过改变仪器接口处大气压下
的加速电压使蛋白复合体具有不同内能’实验
发现a!!电荷离子在低能状态下#加速电压("
G,%!(G$!漂移时间短!表明结构为紧密塌陷状
态’内能提高后#加速电压%&(G$!漂移时间变
长!表明碰撞截面大!体积扩张"与之相反!a%#
电荷离子在低内能下碰撞截面最大!为环状天然
结构!而提高加速电压使复合体内能升高后!碰
撞截面变小!说明结构发生塌陷’以上表明!带
电不同引起的复合体蛋白结构变化是由于内能

变化引起的’复合体携带高电荷时!与惰性气体
的碰撞能量积蓄为蛋白复合体内能而导致结构

改变’

M!总!结
行波离子迁移质谱技术不但可以*去除+样

品处理过程中繁杂的化学试剂产生的噪音信号!
而且其灵敏度高和扫描速度快的优点对于分析

低浓度的生物样品以及迅速变化的蛋白质结构

都独具优势’该技术与碰撞诱导解离和电子转
移解离#B2B9F45;F40;CAB4U1CC5910F15;!.WT$等
碎裂技术结合使用!可以提供更多丰富的结构信
息’如+=B;等%!&&在对糖肽的研究中!首先在离
子引导收集器中采用低能量优先将糖肽的糖链

部分碎裂!经过离子迁移分离后!再在转移器中
将分离出的肽段离子#只与一个糖残基相连$碎
裂’这样通过一次实验就同时获得糖链及肽段
的高质量碎片信息’虽然目前的行波离子迁移
质谱还处在第一代阶段!分辨率有待提高#如采
用串联离子迁移技术%!*$!#&$!但其在蛋白质结构
解析!大分子相互作用以及蛋白质组学等方面具
有广阔的应用前景!必将被越来越多的研究者
青睐’
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图A!不同活化能下脱辅基!.)%蛋白的碰撞截面变化
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