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非变性质谱和紫外激光解离在蛋白质结构和
相互作用分析中的应用
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摘要：蛋白质结构及相互作用的动态变化与其生物学功能密切相关，对蛋白质结构及相互作用进行精准探测和分

析面临着巨大挑战。 非变性质谱（ｎＭＳ）是一种能够在近生理条件下将蛋白质及其复合物通过电喷雾离子化引入

气相离子并进行质谱分析的方法。 通过直接测定溶液中蛋白质及其复合物的组成或整合多种质谱解离技术，ｎＭＳ
可获取蛋白质及其复合物的计量关系、组装形式、解离常数、构象变化、结合界面及作用位点等关键信息，以揭示蛋

白质相互作用与生物学功能之间的关系。 紫外激光解离（ＵＶＰＤ）技术，特别是采用了 １９３ ｎｍ 准分子激光的 ＵＶＰＤ
是近年来迅速发展起来的质谱解离技术，其可以高效解离非变性蛋白质骨架，并保留碎片离子中的氢键等非共价

相互作用力，从而实现单氨基酸位点分辨的蛋白质动态结构和相互作用质谱解析。 本综述主要介绍了 ｎＭＳ 和

ＵＶＰＤ 技术在蛋白质动态结构和相互作用分析中的应用和最新进展，包括由位点突变及配体结合等引起的蛋白质

动态结构和相互作用变化，最后对蛋白质 ｎＭＳ 表征的未来发展方向做出了展望。
关键词：非变性质谱；紫外激光解离；蛋白质结构；蛋白质相互作用；综述
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　 　 蛋白质是生命体内最基本的分子之一，参与生

命体内几乎所有的生物过程，包括催化反应、信号传

导和免疫反应等［１］。 蛋白质的功能与其结构密切

相关，针对蛋白质结构进行研究有助于蛋白质功能、
稳定性和相互作用的预测以及药物靶点的设计

等［２］。 利用 Ｘ 射线晶体衍射（ＸＲＤ） ［３］、核磁共振

（ＮＭＲ） ［４］和冷冻电镜（Ｃｒｙｏ⁃ＥＭ） ［５］ 等技术虽可以

得到蛋白质的结构信息，但这些技术对样品纯度及

用量的要求较高，并且利用上述技术对由位点突变

和配体结合等功能调控引起的蛋白质动态结构及相

互作用变化进行表征的难度较大。
　 　 质谱（ＭＳ）是目前蛋白质研究领域的重要技术

手段之一，具有高精度、高灵敏度和高通量等特

点［６，７］。 结构质谱分析技术的不断进步使其成为

ＸＲＤ、ＮＭＲ 和 Ｃｒｙｏ⁃ＥＭ 等蛋白质结构分析技术的

一个重要补充工具，能够获取高度互补的结构信

息［８］。 基于 ＭＳ 的结构蛋白质组学分析方法包括基

于化学标记的结构质谱和非变性质谱（ｎａｔｉｖｅ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ｎＭＳ），二者均被广泛应用于蛋白质

的动态结构、相互作用及功能研究［９－１２］。 与基于化

学标记的结构质谱不同，ｎＭＳ 无需将蛋白质酶解为

肽段，其直接以完整蛋白质及其复合物为研究对象，
能够在近生理条件下对蛋白质及其复合物的结构及

相互作用进行表征，是蛋白质结构分析的新策

略［１３－１５］。 ２０ 世纪 ９０ 年代，Ｌｉ 等［１６］首次利用电喷雾

电离质谱（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ⁃
ｅｔｒｙ， ＥＳＩ⁃ＭＳ）研究了肌红蛋白、血红蛋白、细胞色

素 Ｃ 与血红素之间的相互作用，自此 ＥＳＩ⁃ＭＳ 被广

泛运用在蛋白质复合物的结构研究中。 近年来，
ｎＭＳ 逐渐成为蛋白质复合物结构表征的重要技术，
基于 ｎＭＳ 的蛋白质结构解析技术时间发展图见图

１；将 ｎＭＳ 与碰撞诱导解离（ＣＩＤ）、表面诱导解离

（ＳＩＤ）、紫外激光解离（ＵＶＰＤ）等技术相结合，能够

获得蛋白质复合物的组成、配体相互作用等更多高

级结构信息。 与 ＮＭＲ 和 Ｃｒｙｏ⁃ＥＭ 相比，ｎＭＳ 无需

进行蛋白质同位素标记，对样品纯度和用量的要求

低，能够分析相对分子质量较小的整体蛋白质和大

分子蛋白质组装体；但 ｎＭＳ 对缓冲液浓度和 ｐＨ 等

条件有严格要求，在对疏水性膜蛋白结构进行解析

时存在一定的挑战。 利用 ｎＭＳ 可获得蛋白质及其

复合物的相对分子质量、复合物的组成和化学计量

关系、组装形式、解离常数等信息［１７－２５］。 通过整合

多种质谱解离模式，ｎＭＳ 在维持蛋白质结构不变的

同时可对非变性蛋白质离子的骨架进行高效解离，
从而实现蛋白质结构的精细质谱解析［２６，２７］。 传统

的碰撞解离模式（如 ＣＩＤ 和高能碰撞解离（ＨＣＤ））
会优先破坏非变性蛋白质内部的非共价相互作用，
引发蛋白质结构解聚，蛋白质骨架难以解离，序列覆

盖度较低［２８］。 此外，在非变性蛋白质离子的解离方

面，基于电子的质谱解离模式 （如电子转移解离

（ＥＴＤ））同样面临很多问题，其虽能够保留非共价

相互作用，但碎片离子的产率低，主要产生未解离的

减电荷物种［２９］。 ＵＶＰＤ 是近年来发展迅速的一种

基于高能紫外光子的快速质谱解离技术，其能够实
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图 １　 基于 ｎＭＳ 的蛋白质结构解析技术时间发展图
Ｆｉｇ． １　 Ｔｉｍｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎａｔｉｖｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ｎＭＳ）

　 ＣＩＤ： ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ； ＥＳＩ： ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ； ＳＩＤ： ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ； ＵＶＰＤ： ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｐｈｏｔｏｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ．

现蛋白质序列的高覆盖度解离，并保留非共价相互

作用信息，在蛋白质结构分析领域展现出了广阔的

应用前景［２９，３０］。 与 ＮＭＲ 和 Ｃｒｙｏ⁃ＥＭ 相比，ＵＶＰＤ
能够实现由位点突变、配体结合等功能调控引起的

蛋白质动态结构及相互作用变化的质谱解析，但针

对大分子蛋白质和蛋白质复合物的结构解析，
ＵＶＰＤ 仍面临挑战。 将不同波长（１５７、１９３、２１３、２６６
和 ３５５ ｎｍ 等）紫外激光应用于生物分子的 ＵＶＰＤ
研究已有相关报道，其中蛋白质骨架中的酰胺键对

１９３ ｎｍ 紫外激光具有强吸收，同时 １９３ ｎｍ 紫外激

光可在空气中进行传播，因此目前基于 １９３ ｎｍ 紫

外激光的应用最为广泛［３１－３６］。 本综述主要介绍近

年来 ｎＭＳ 和 ＵＶＰＤ 技术在蛋白质动态结构和相互

作用分析中的应用，并对蛋白质 ｎＭＳ 表征的未来发

展方向进行展望。

１　 ｎＭＳ 在蛋白质结构和相互作用分析中的
应用

　 　 ｎＭＳ 中的“ｎａｔｉｖｅ”仅代表蛋白质及其复合物溶

液进入 ＭＳ 之前的状态。 在进入 ＭＳ 前，样品通常

溶解在近生理条件下的挥发性缓冲液中（如乙酸铵

缓冲液（ｐＨ ７ ０）），以保持蛋白质及其复合物在溶

液中的折叠状态［３７］。 作为无化学标记的结构蛋白

质组学分析方法，ｎＭＳ 主要采用纳米电喷雾离子化

（ｎａｎｏ⁃ＥＳＩ）软电离技术将非变性溶液中的完整蛋

白质及其复合物传递至 ＭＳ 中；同时，根据蛋白质及

蛋白质复合物的理化性质来优化 ｎａｎｏ⁃ＥＳＩ 条件，有
助于维持蛋白质在气相中的紧凑三级和四级结

构［３７，３８］。 综上，ｎＭＳ 所具备的非变性条件使其非常

适用于蛋白质及蛋白质复合物的结构和相互作用

分析。
１．１　 蛋白质与小分子配体之间的相互作用分析

　 　 蛋白质与小分子配体之间相互作用所导致的构

象变化通常会对蛋白质的功能产生影响，因此对蛋

白质与小分子配体之间的相互作用进行研究有助于

阐明各种生理过程的分子机制［３９，４０］。 Ｒｏｏｔ 等［４１］ 采

用非变性 ＥＳＩ⁃ＭＳ 对拟南芥中类异戊二烯生物合成

酶（ＡｔＩｓｐＦ）与各种配体（金属辅助因子 Ｚｎ２＋、底物

分子和合成抑制剂等）之间的相互作用进行了表

征，如图 ２ 所示。 基于 ＭＳ 数据，Ｒｏｏｔ 等阐明了芳

基磺胺类抑制剂对 ＡｔＩｓｐＦ 的抑制机制，包括芳基磺

胺类抑制剂与底物竞争结合口袋的竞争性抑制机制

以及从 ＡｔＩｓｐＦ 活性位点中提取 Ｚｎ２＋而产生的非竞

争性抑制机制，其中后者对 ＡｔＩｓｐＦ 活性的抑制作用

更加明显。 Ｙｕ 等［１８］ 利用 ｎＭＳ 确定了核苷酸与蛋

白酶体激活核苷酸酶（ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｎｕ⁃
ｃｌｅｏｔｉｄａｓｅ， ＰＡＮ）六聚体结合时的化学计量关系，
并发现与 ＰＡＮ 六聚体紧密结合的 ６ 个二磷酸腺苷

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＤＰ）分子可以被替换为

ＡＤＰ 类似物和三磷酸腺苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ， ＡＴＰ）类似物；同时，ＰＡＮ 的突变体 ＰＡＮＫＡ不

能与 ＡＤＰ 类似物产生相互作用，但却可以与 ＡＴＰ
类似物产生相互作用。 Ｅｌ⁃Ｂａｂａ 等［３９］ 利用 ｎＭＳ 探

究了新冠病毒 （ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２） 中主蛋白酶 （ｍａｉｎ
ｐｒｏｔｅａｓｅ， Ｍｐｒｏ）的变构抑制作用，研究表明，结合在

二聚体界面的小分子 １⁃甲基⁃Ｎ⁃｛［（２Ｓ） ⁃氧杂环戊

烷⁃２⁃基］甲基｝ ⁃１Ｈ⁃吡唑⁃３⁃甲酰胺（ｘ１１８７）与结合

在溶剂暴露表面的 ２⁃｛［（１Ｈ⁃苯并咪唑⁃２⁃基）氨基］
甲基｝苯酚（ｘ０３９０）、（５Ｓ） ⁃７⁃（吡嗪⁃２⁃基） ⁃２⁃氧⁃７⁃氮
杂螺［４ ４］壬烷（ｘ０４２５）和（２Ｒ，３Ｒ） ⁃１⁃苄基⁃２⁃甲基

哌啶⁃３⁃醇（ｘ０４６４）都可以通过变构调控来抑制底物

裂解；实验还发现，结合在二聚体界面的小分子

ｘ１１８７ 能够破坏 Ｍｐｒｏ 二聚体的稳定性。 Ｂｅｖｅｒｉｄｇｅ
等［４２］利用 ｎＭＳ 确定了蛋白水解靶向嵌合体（ｐｒｏｔｅ⁃
ｏｌｙｓｉｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｈｉｍｅｒａ， ＰＲＯＴＡＣ）对不同蛋白质

的特异性结合差异，除了优先形成的三元复合物

（泛素 Ｅ３ 连接酶⁃ＰＲＯＴＡＣ⁃目标蛋白质），实验还检

测到了各种中间物种。 由此可见，ｎＭＳ 可用于直接
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图 ２　 ＡｔＩｓｐＦ 与 ４⁃二磷酸核糖醇 ２⁃Ｃ⁃甲基⁃Ｄ⁃赤藓糖醇 ２⁃磷酸

（ＣＤＰ⁃ＭＥＰ）、Ｚｎ２＋结合的非变性 ＥＳＩ⁃ＭＳ 图［４１］

Ｆｉｇ． ２　 Ｎａｔｉｖｅ ＥＳＩ⁃ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＡｔＩｓｐＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ＣＤＰ⁃ＭＥＰ ａｎｄ Ｚｎ２＋［４１］

　 ａ． ｎａｔｉｖｅ ＥＳＩ⁃ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｒｅ ＡｔＩｓｐＦ； ｃ． ＡｔＩｓｐＦ ｉｎ⁃
ｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤＰ⁃ＭＥＰ （Ｔ ∶ Ｌ ＝ １ ∶ ２） ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｚｎ２＋，
ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｎｕｍｂｅｒ ｐｏｉｎｔｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｒｅ⁃
ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＣＤＰ⁃ＭＥＰｓ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ＡｔＩｓｐＦ； ｅ．
ｎａｔｉｖｅ ＥＳＩ⁃ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｚｎ２＋ ⁃ｓａｔｕｒａｔｅｄ ＡｔＩｓｐＦ； ｇ． ＡｔＩｓｐＦ ｉｎ⁃
ｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤＰ⁃ＭＥＰ （Ｔ ∶Ｌ ＝ １ ∶２） ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｚｎ２＋，
ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｐｏｉｎｔｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｒｅｐｒｅ⁃
ｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＣＭＰｓ （ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅａｃ⁃
ｔｉｏｎ） ｂｏｕｎｄ ｔｏ ＡｔＩｓｐＦ； ｂ， ｄ， ｆ， ｈ． ｅｘｐａｎｄｅｄ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｍ／ ｚ
３８００－４０００ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ａ， ｃ， ｅ， ｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
　 ＣＤＰ⁃ＭＥＰ ｏｒ Ｌ： ４⁃ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｃｙｔｉｄｙｌ⁃２⁃Ｃ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ
２⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ； ＣＭＰ： ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ； Ｔ： ｔｈｅ ｂａｒｅ
ＡｔＩｓｐＦ ｔｒｉｍｅｒ．

比较潜在底物和各种 ＰＲＯＴＡＣ 的结合效果，以获得

最有效的降解系统。 蛋白质与小分子配体之间的相

互作用是药物筛选过程中的关键步骤，ｎＭＳ 因其能

够快速、直接地表征蛋白质⁃小分子相互作用而被广

泛用于药物筛选领域［４３，４４］。 Ｎｇｕｙｅｎ 等［４４］ 将非靶

向代谢组学与多步、高分辨率的 ｎＭＳ 相结合，在 ５
种富含黄酮类化合物的植物粗提物中鉴定到了 １１
个可与人碳酸酐酶Ⅰ结合的配体，此外该研究还发

现了先前未曾报道过的牛碳酸酐酶Ⅱ和溶菌酶的天

然产物配体。
１．２　 膜蛋白及其复合物的结构分析

　 　 膜蛋白位于磷脂双分子层的不同位置上，在细

胞活动中起着至关重要的作用，目前在美国食品药

品监督管理局批准的药物中，６０％ 以上的药物靶点

是膜蛋白［４５］。 近年来，ｎＭＳ 已成为一种多功能、高
灵敏度的膜蛋白及其复合物研究技术［４６，４７］。 对于

膜蛋白复合物，常采用能够与 ｎＭＳ 兼容的膜类似物

（如去垢剂、纳米盘等）来增加生物相容性，并通过

质谱仪所配备的激活方式（如气体碰撞激活、红外

光激活） 从膜类似物中释放出离子［４８－５０］。 Ｙｅｎ
等［５１］利用 ｎＭＳ 研究了由不同配体引发的 β１⁃肾上

腺素能受体（β１ＡＲ）对 Ｇｓ 和 Ｇｉ ／ ｏ蛋白偶联的偏向

性，并结合氢氘交换质谱（ＨＤＸ⁃ＭＳ）检测结果发现，
异丙肾上腺素能够增强细胞内环 ３（ ＩＣＬ３）的结构动

态性，推测 ＩＣＬ３ 对偏向性信号的传导具有关键作

用。 此外，该实验还证明了内源性锌离子能够稳定

β１ＡＲ⁃Ｇｓ 蛋白质复合物，并结合分子动力学模拟及

突变实验提出了锌离子在 β１ＡＲ⁃Ｇｓ 蛋白质复合物

形成过程中的别构调控机制。 Ｌｕｔｏｍｓｋｉ 等［５２］ 利用

改进的 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｒｉｂｒｉｄ 质谱仪，将 １０ ６ μｍ
红外激光聚焦到双四极杆线性离子阱的高压池中，
使受到电离的蛋白质复合物转移至高压池中。 通过

调节红外激光的输出功率，该方法可以有效去除蛋

白质复合物中的去垢剂，释放出非变性膜蛋白和保

留非共价相互作用的膜蛋白复合物，从而获得氨通

道（ＡｍｔＢ）与脂质的结合情况（图 ３）；此外，通过增

加激光输出功率还能得到非变性膜蛋白的序列信

息。 为了避免去垢剂和其他化学试剂可能产生的伪

影，Ｒｏｂｉｎｓｏｎ 课题组［５３］ 开发了一种无需使用去垢

剂或其他化学试剂的膜蛋白研究方法，即将经过超

声处理后的膜囊泡进行膜蛋白复合物质谱分析

（ＳｏＬＶｅ⁃ＭＳ），并与组学策略相结合，获得了亚基的

化学计量比以及膜蛋白与辅助因子、脂质之间的相

互作用。
１．３　 蛋白质⁃蛋白质相互作用（ＰＰＩｓ）分析

　 　 ＰＰＩｓ 对于维持细胞稳定所需的生理活动至关

重要，对 ＰＰＩｓ 进行分析有助于理解 ＰＰＩｓ 的生理功

能和阐明疾病发作的机制，从而为治疗疾病和药物

研发提供新策略［５４］。 本课题组［２０］ 利用 ｎＭＳ 对细

胞周期蛋白依赖性激酶 １２、１３（ＣＤＫ１２、ＣＤＫ１３）与
细胞周期蛋白 Ｋ（ＣｙｃＫ） 复合物（ＣＤＫ１２ ／ ＣＤＫ１３⁃
ＣｙｃＫ）在多种小分子抑制剂调控下的动态构象变化

进行了检测，结果发现，抑制剂 ＳＲ⁃４８３５ 能够特异性

地减弱 ＣＤＫ１２ ／ ＣＤＫ１３ 与 ＣｙｃＫ 之间的相互作用，
并通过变构调节来诱导 ＣＤＫ１２ ／ ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ 的解

离（图 ４）。 Ｃｒｕｚ 等［５５］利用 ｎＭＳ 和高速原子力显微

镜（ＨＳ⁃ＡＦＭ）对疫苗候选物葡萄球菌蛋白 Ａ（ＳｐＡ）
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图 ３　 （ａ）改进的 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｒｉｂｒｉｄ 质谱仪示意图和

（ｂ，ｃ）ＡｍｔＢ 在不同功率红外激光下的 ｎＭＳ 图［５２］
　

Ｆｉｇ． ３　 （ａ） Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｃｌｉｐｓｅ
Ｔｒｉｂｒｉｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ ａｎｄ （ ｂ， ｃ ） ｎＭＳ
ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｃｈａｎｎｅｌ （ＡｍｔＢ） ｕｎｄｅｒ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｐｏｗｅｒ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｌａｓｅｒｓ［５２］

　

　 ＩＲ： ｉｎｆｒａｒｅｄ ｒａｄｉａｔｉｏｎ．

与免疫球蛋白 Ｇ（ ＩｇＧ）之间的相互作用进行了研

究，结果表明，ＳｐＡ 可以通过竞争性结合 ＩｇＧ 单体上

恒定区之间的相互作用区域来特异性阻断 ＩｇＧ 六聚

体化以及下游补体的激活。 罗宇翔等［５６］ 采用 ｎＭＳ
检测了切除 Ｎ⁃糖前后，新冠病毒刺突蛋白受体结合

区（ＲＢＤ）与受体血管紧张素转化酶 ２（ＡＣＥ２）所形

成复合物的稳定性；结果表明，ＲＢＤ 中 Ｎ⁃糖的切除

会减弱 ＲＢＤ 与 ＡＣＥ２ 之间的相互作用。 ｎＭＳ 还可

以用于铁硫簇桥连蛋白复合物的研究，Ｊｉａ 等［５７］ 将

图 ４　 ＣＤＫ１２ ／ ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ 蛋白质复合物在有、无抑制剂 ＳＲ⁃
４８３５ 条件下的 ｎＭＳ 图及 ＳＲ⁃４８３５ 诱导的 ＣＤＫ１２ ／
ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ 蛋白质复合物解离示意图［２０］

　

Ｆｉｇ． ４　 ｎＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＣＤＫ１２ ／ ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＳＲ⁃
４８３５， ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＣＤＫ１２ ／
ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＲ⁃４８３５［２０］

　

　 ａ， ｂ． ｎＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＣＤＫ１２⁃ＣｙｃＫ ａｎｄ ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｃ， ｄ． ｎＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＣＤＫ１２⁃ＣｙｃＫ
ａｎｄ ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＳＲ⁃
４８３５， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｅ． ＳＲ⁃４８３５⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＤＫ１２ ／ ＣＤＫ１３⁃ＣｙｃＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｃｏｎ⁃
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｗａｓ １ ∶３．

快速在线缓冲液置换（ＯＢＥ）与 ｎＭＳ 结合，对谷氧

还蛋白 ５（ＧＬＲＸ５）与无配体铁氧还蛋白 ２（ＦＤＸ２）
之间的铁硫簇转移反应进行研究，并提出了铁硫簇

转移过程的新机制：在铁硫簇转移过程中，同源二聚

体 ＧＬＲＸ５ 中的铁⁃半胱氨酸键发生裂解，释放出两

个谷胱甘肽分子，并在 ＦＤＸ２ 受体中形成新的铁⁃半
胱氨酸键。
　 　 ｎＭＳ 虽能够在近生理状态下直接探测蛋白质

复合物的相对分子质量，获得亚基组成、化学计量

比、ＰＰＩｓ 以及蛋白质⁃配体相互作用等信息［１８，２１，４１］，
但 ｎＭＳ 所能提供的蛋白质动态构象变化和配体结

合位点等信息有限，因此需要对蛋白质进行解离，并
捕捉碎片离子以获得更多的二级、三级和四级结构

信息。
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２　 ＵＶＰＤ 在蛋白质动态结构和相互作用分
析中的应用

　 　 当非变性蛋白质离子在维持其内部非共价相互

作用不变的前提下发生骨架解离时，所产生的碎片

离子与其三维结构有关；通过对碎片离子进行检测

和鉴定，可以实现单氨基酸位点分辨的蛋白质结构

质谱分析。 Ｌｉ 等［５８］ 将不同质谱解离模式应用于蛋

白质复合物离子的结构解析中，基于碎片离子信息

可获取翻译后修饰、位点突变和蛋白质形态等信息。
电子捕获解离（ＥＣＤ）技术对蛋白质结构具有选择

性，可揭示蛋白质复合物界面及表面的活性氨基酸

位点，但通过该技术所获得的整体蛋白质序列剪切

率低。 在高通量蛋白质组学背景下，基于光激活的

ＵＶＰＤ 因具有超快的解离速度、高能量沉积、保留修

饰和高序列覆盖度等特点而备受关注［５９，６０］。 目前

普遍认可的 ＵＶＰＤ 机制如下：首先蛋白质分子与紫

外光之间会产生相互作用，导致蛋白质分子中的电

子受到激发，从基态跃迁至激发态；处于激发态的电

子主要通过两个途径产生碎片离子，即直接解离和

内部转换与分子内振动能量再分配（ ＩＶＲ）。 ＵＶＰＤ
通常倾向于非选择性地解离蛋白质主链，断裂蛋白

质中的大部分化学键，与其他解离方式相比，ＵＶＰＤ
能够提供更高的序列覆盖度［２９，６１］。
　 　 ２０１４ 年，Ｂｒｏｄｂｅｌｔ 课题组［２９］ 详细对比了非变

性血红素 ／肌红蛋白复合物的 ＣＩＤ、ＨＣＤ、ＥＴＤ 和

ＵＶＰＤ 质谱图，发现 ＣＩＤ 和 ＨＣＤ 主要导致血红素

的释放，ＥＴＤ 主要产生未解离的减电荷离子，而
ＵＶＰＤ 可以保留含血红素的碎片离子，并实现血红

素 ／肌红蛋白复合物的高覆盖度解离 （ 图 ５ ）。
ＵＶＰＤ⁃ＭＳ 可以提供高序列剪切率，并能产生保留

了非共价相互作用的碎片离子，以用于定位配体结

合区域或位点以及研究单氨基酸突变、配体结合对

蛋白质结构和功能的影响［３８，４０，６２－６８］。 将 ＵＶＰＤ 与

ｎＭＳ 结合，可以在维持非变性蛋白质离子内部非共

价相互作用不变的前提下，对进入质谱的非变性蛋

白质离子进行紫外激光解离。 在 ＵＶＰＤ 过程中，蛋
白质主链的断裂抑制或增强取决于不同区域的灵活

性或可及性以及这些区域是否被配体屏蔽或参与其

他稳定的分子相互作用；这些相互作用能够稳定蛋

白质复合物结合区域位点的微观结构，并导致紫外

激光解离难度的增加以及光解离碎片与复合物之间

的分离受到阻碍，进而使 ＵＶＰＤ 过程中蛋白质复合

物结合区域位点的解离效率降低；因此，通过分析位

点碎片的产率可以解析蛋白质复合物的结合区域或

位点［３８，６３，６８］。
２．１　 气相蛋白质的结构和相互作用分析

　 　 通过离子迁移质谱（ ＩＭＳ）虽可以获得气相蛋白

质碰撞截面积的变化，但对于分析分子内溶剂化发

生的具体位置和引起蛋白质结构变化的分子机制等

方面，ＩＭＳ 仍受到很多限制［６９］。 本课题组［３８］ 利用

ＵＶＰＤ 探测到肌红蛋白带电残基侧链分子内溶剂化

的具体位点，并阐明了其对蛋白质结构影响的分子

机制。 研究发现，在高电荷价态下，蛋白质的气相结

构易受分子内溶剂化效应的影响而偏离溶液态结

构，而在蛋白质高电荷密度区域络合的冠醚可以避

免带电侧链的分子内溶剂化，使得蛋白质离子的气

相结构更加接近溶液状态（图 ６）。 Ｂｏｎｎｅｒ 等［７０］ 报

道了一种新的分子内过程，即光诱导的电子转移解

离（ＰＥＴＤ），并通过 ＰＥＴＤ 方法检测到了多肽和蛋

白质中两性离子对或盐桥的存在，该实验结果表明，
通过理论计算模拟气相蛋白质结构时，不仅要考虑

包含盐桥的电荷态异构体，还要考虑非碱性残基上

的质子化作用。 Ｚｈｏｕ 等［６７］ 利用 ＵＶＰＤ 技术，在不

同程度的源内激活条件下对酒精脱氢酶的气相结构

变化进行观察，所得研究结果证实了蛋白质复合物

的电荷导向去折叠机制。
２．２　 单氨基酸突变的动态结构分析

　 　 单氨基酸突变，尤其是蛋白质上催化位点、结合

口袋和蛋白质⁃蛋白质界面的突变，可能会导致蛋白

质的变构、蛋白质整体稳定性的降低以及蛋白质功

能的受损，甚至会引起相关疾病［７１－７３］。 对蛋白质的

结构变化进行研究有助于了解疾病的发生机制，并
开发出针对相关疾病的治疗方法。
　 　 致病性大肠杆菌是引起尿路感染的主要原因之

一，其对用于抑制二氢叶酸还原酶（ＤＨＦＲ）活性的

抗生素甲氧苄啶（ＴＭＰ）具有明显的耐药性，并且大

肠杆菌的耐药性可通过调节 ＤＨＦＲ 中的单个氨基

酸突变来获得［７４］。 Ｃａｍｍａｒａｔａ 等［７５］ 通过 ＵＶＰＤ⁃
ｎＭＳ 对 ＤＨＦＲ 的两个临床突变体 Ｐ２１Ｌ 和 Ｗ３０Ｒ 进

行了研究（图 ７）；结果表明，与野生型 ＤＨＦＲ 相比，
Ｐ２１Ｌ 突变体的 ＵＶＰＤ 碎片产率有轻微变化，而

Ｗ３０Ｒ 突变体在底物 ／抑制剂结合口袋和 Ｍ２０ 环区

域的 ＵＶＰＤ 碎片产率有明显变化。 研究发现，
Ｗ３０Ｒ 和 Ｐ２１Ｌ 会分别通过两种独特机制来诱导

ＤＨＦＲ 产生结构变化，一是直接调节蛋白质的底物
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图 ５　 非变性血红素 ／肌红蛋白复合物的（ａ）ＣＩＤ、（ｂ）ＨＣＤ、（ｃ）ＥＴＤ、（ｄ，ｅ）ＵＶＰＤ 二级质谱图及

相应的解离序列匹配结果；（ｆ）不同解离模式下所获得的序列覆盖度［２９］

Ｆｉｇ． ５　 ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒａ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｉｖｅ ｈｅｍｅ ／ ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ （Ｍｂ）
ｃｏｍｐｌｅｘ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ （ａ） ＣＩＤ， （ｂ） ＨＣＤ， （ ｃ） ＥＴＤ， （ｄ， ｅ） ＵＶＰＤ； （ ｆ） ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｖｅｒａｇｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ［２９］

　

　 Ｔｈｅ ｆｉｌｌｅｄ ｂｌｕｅ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｅｍｅ ／ ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ （９＋） ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｎｆｉｌｌｅｄ ｂｌｕｅ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｐｏ⁃ｍｙｏｇｌｏ⁃
ｂｉｎ （ｎｏ ｈｅｍｅ） （８＋） ．
　 ＨＣＤ： ｈｉｇｈ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ； ＥＴＤ： ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ．

结合区，二是调节 Ｍ２０ 环的刚性，并最终使致病性

大肠杆菌获得耐药性。 Ｍｅｈａｆｆｅｙ 等［３２］ 将碰撞激活

与 １９３ ｎｍ ＵＶＰＤ 结合，对支链氨基酸转氨酶 ２

（ＢＣＡＴ２）二聚体及其单氨基酸变体 Ｔ１８６Ｒ 进行研

究。 研究中不仅识别到了辅助因子吡哆醛磷酸盐

（ＰＬＰ）的结合位点，还发现了单氨基酸突变会导致
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图 ６　 肌红蛋白络合冠醚的 ＵＶＰＤ 分析［３８］

Ｆｉｇ． ６　 ＵＶＰＤ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｂ ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｏｗｎ ｅｔｈｅｒ （ＣＥ） ［３８］

　 ａ． ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｌｅａｖａｇｅｓ ｏｆ Ｍｂ８＋ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＣＥｓ； ｂ． ｔｈｅ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄｓ （ＦＹｓ） ｏｆ
Ｍｂ８＋ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＣＥ ｃｏｍｐｌｅｘａｔｉｏｎ； ｃ， ｄ． ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕｅ⁃ｒｅｓｏｌｖｅｄ ＦＹｓ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ （ΔＦＹｓ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｒｅ Ｍｂ ａｎｄ Ｍｂ ｃｏｍ⁃
ｐｌｅｘｅｄ ｗｉｔｈ １ ＣＥ ａｎｄ ２ ＣＥｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｅ， ｆ． ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｍｂ ｉｎ ｃ ａｎｄ ｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｉｔｈ ｒｅｄ ｃｏｌｏｒ ｉｎ⁃
ｄｉｃａｔｉｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ＦＹｓ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ＦＹｓ．

蛋白质与 ＰＬＰ 的结合作用不稳定。 此外，ＵＶＰＤ⁃
ｎＭＳ 还可以用于研究单氨基酸突变对下游信号的

影响。 例如，Ｂｒｏｄｂｅｌｔ 课题组［６８］研究了与不同配体

（二磷酸鸟苷、三磷酸鸟苷类似物）结合后，Ｋｉｒｓｔｅｎ
大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（Ｋ⁃Ｒａｓ）编码蛋白的 ３
个 Ｇ１２Ｘ 突变（Ｇ１２Ｃ、Ｇ１２Ｖ、Ｇ１２Ｓ）与下游效应蛋

白 Ｒａｆ 异源二聚化的影响。 研究结果表明，不同

Ｋ⁃Ｒａｓ突变通过稳定或破坏 Ｒａｆ 的相互作用界面

（α， β 界面）来调节下游信号传导，从而影响癌症的

发展，该研究为解释不同 Ｋ⁃Ｒａｓ 突变在下游信号传

导中的复杂机制方面提供了新的见解。
２．３　 蛋白质与小分子配体之间的相互作用分析

　 　 蛋白质与小分子配体的结合可以调节蛋白质的

构象和功能，从而影响细胞的酶催化、信号传导和调

控等关键生物过程［３９，７６，７７］。 对蛋白质与小分子配体

之间的相互作用进行分析有助于理解生物体内的生

物过程，为药物设计和疾病治疗提供重要指导。
ＵＶＰＤ 的高能量沉积和快速碎裂过程能够使蛋白质

图 ７　 ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ 用于解析由 ＤＨＦＲ 突变体（Ｐ２１Ｌ 和 Ｗ３０Ｒ）
引起的 ＤＨＦＲ 动态结构变化［７５］

Ｆｉｇ． ７　 ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
（ＤＨＦＲ） ｄｙｎａｍｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＤＨ⁃
ＦＲ ｖａｒｉａｎｔ （Ｐ２１Ｌ ａｎｄ Ｗ３０Ｒ）［７５］

　

　 ａ． ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＵＶＰＤ ＦＹｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｂａｃｋｂｏｎｅ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｔｏ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ２１Ｌ ａｎｄ
Ｗ３０Ｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ （ＷＴ）； ｂ， ｃ． ｔｈｅ ＤＨＦＲ
ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （１ＲＸ３） ｆｏｒ Ｐ２１Ｌ ａｎｄ Ｗ３０Ｒ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ
ｍｕｔａｔｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｓ ｃｏｌｏｒｅｄ ｂｙ ｐｕｒｐｌｅ．

·８８６·



　 第 ７ 期 薛洁滢，等：非变性质谱和紫外激光解离在蛋白质结构和相互作用分析中的应用

与配体之间的非共价相互作用在共价键被断裂的同

时得到保留，这使得 ＵＶＰＤ 非常适用于蛋白质复合

物的表征［４０，６０，６３，７８－８０］。

图 ８　 蛋白激酶 Ｃθ的 Ｃ２ 结构域与 ｐＹ２１８ 之间相互作用的 ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ 分析［６３］

Ｆｉｇ． ８　 ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ２ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃθ （ＰＫＣθ） ｗｉｔｈ ｐＹ２１８［６３］

　 ａ， ｂ． ｎＭＳ ａｎｄ ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｃ２ ｗｉｔｈ １４ＡＡ⁃ＹＹ ａｎｄ １４ＡＡ⁃ＹｐＹ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｃ． ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｖｅｒａｇｅｓ ｏｆ ａｐｏ Ｃ２ ａｎｄ ｈｏｌｏ Ｃ２
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＵＶＰＤ； ｄ． ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｈｏｌｏ Ｃ２ ａｎｄ ａｐｏ Ｃ２； ｅ． ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐｏｃｋｅｔ．
　 １４ＡＡ⁃ＹＹ： ａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ １４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ； １４ＡＡ⁃ＹｐＹ： ａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １４ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ； ａｐｏ Ｃ２： ｔｈｅ Ｃ２ ｏｆ ｕｎｂｏｕｎｄ １４ＡＡ⁃ＹｐＹ； ｈｏｌｏ Ｃ２： ｔｈｅ Ｃ２ ｏｆ ｂｏｕｎｄ １４ＡＡ⁃ＹｐＹ．

　 　 免疫共受体（如 ＣＤ２８）是癌症治疗中常见的免

疫治疗靶点，其通过酪氨酸磷酸化（ｐＹ）激活并诱导

下游的信号蛋白形成蛋白质复合物，进一步激活 Ｔ
细胞［８１］。 Ｃｈｅｎ 等［６３］合成了一系列不同 ｐＹ 修饰的

ＣＤ２８，并发现 ＣＤ２８ 的 ｐＹ２１８ 与蛋白激酶 Ｃθ（ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃθ， ＰＫＣθ）的 Ｃ２ 结构域能够发生特异

性结合；同时本课题组［６３］ 利用 ｎＭＳ 和 １９３ ｎｍ 的

ＵＶＰＤ 研究了二者的结合机制（图 ８）。 ＵＶＰＤ 能够

识别出 Ｃ２ 与 ｐＹ２１８ 结合的 ３ 个结合区域和 ３ 个核

心位点，且区域 ２ 是文献已报道过的 ｐＹ 结合口

袋［８２］，区域 １ 和区域 ３ 分别位于结合口袋的两侧。
实验结果说明，除与配体结合之外的残基在蛋白质

复合物的形成过程中也起着重要作用，其可能通过

长程的变构相互作用效应来影响 Ｃ２ 的结构和功

能。 Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ⁃Ａｌｂａ 等［８３］ 利用 ＨＣＤ、ＥＴＤ 和 ２１３
ｎｍ 的 ＵＶＰＤ 对药物抗体比值为 ４ 的第三代特异性

抗体偶联药物（ＡＤＣ）进行了自中而下的质谱分析。
结果表明，ＵＶＰＤ 的整体序列覆盖率高于 ＨＣＤ 和

ＥＴＤ，并且可以生成更多含有药物结合位点或糖基
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化位点信息的碎片离子，从而能够更加准确地鉴定

药物偶联和糖基化结合位点。 蛋白质与金属离子的

结合在生物体内发挥着重要的生理作用，涉及酶催

化、氧气运输、电子传递、信号传导和结构稳定等方

面［２３，８４］。 Ｃｒｉｔｔｅｎｄｅｎ 等［８５］ 利用 ＵＶＰＤ 对 ３ 种能够

与金属离子结合的蛋白质体系进行研究；结果表明，
采用 ＵＶＰＤ 技术所获得的结合区域与 ＸＲＤ 和

Ｃｒｙｏ⁃ＥＭ 结果一致，证明了 ＵＶＰＤ 在确定和分析各

类蛋白质金属结合区域方面的实用性。 ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ
还可以用于检测磷酸转移酶腺苷酸激酶（ＡＫ）在酶

循环过程中的动态结构变化。 研究发现，辅助因子

镁离子的存在或缺失都会引起 ＡＫ 中与磷酸基团相

互作用的两个环区域发生构象变化。 上述研究结果

证实，镁离子能够加速腺苷酸结合区域和 ＡＴＰ 结合

区域的打开过程［４０］。 除此之外，ＵＶＰＤ（激发光波

长≤１５０ ｎｍ）也可用于蛋白质⁃配体复合物的表征，
如 Ｃａｎｏｎ 等［８６］采用同步辐射不同能量的光子对一

种人类内在紊乱蛋白（称为 ＩＢ５）及其与单宁结合形

成的复合物进行解离。 结果发现，当单光子能量为

１３ ２ ｅＶ 和 １６ ｅＶ 时，均可以获得丰富的碎片离子；
同时该研究成功测定了单宁配体在 ＩＢ５ 上的结合

位点。
２．４　 大分子蛋白质复合物的结构及相互作用分析

　 　 基于电子的解离技术（如 ＥＣＤ、ＥＴＤ）和 ＳＩＤ 已

被用于多聚蛋白质复合物的表征，ＵＶＰＤ 可作为一

种新的多聚蛋白质和蛋白质组装解离方法，用于获

取蛋白质动态结构和相互作用等信息［８７－９１］。 Ｓｉｐｅ
等［９１］将 ｎＭＳ、ＵＶＰＤ 和碰撞诱导去折叠技术（ＣＩＵ）
结合，对 Ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ 蛋白质（ＴＳＦ）的三聚体结构

进行表征，以快速区分 Ｌ２ 对称三聚体、Ｆ４ 不对称三

聚体和 Ｒ７ 不对称三聚体；基于碎片离子产率、电荷

位置迁移和氢消除监测（ＨＥＭ）结果，该实验推测

出，亚基间的盐桥是使气相中不对称三聚体结构更

稳定的主要因素。 Ｍｅｈａｆｆｅｙ 等［９２］ 通过比较血凝素

（ＨＡ）和 ＨＡ⁃抗体复合物的 ＵＶＰＤ 碎片离子丰度，
确定了抑制抗原骨架断裂的区域，并揭示了未知表

位。 此外，通过观察 ＵＶＰＤ 产生的碎片离子类型可

以发现，在抗体⁃抗原复合物的串联质谱分析过程

中，仅在抗原决定簇上出现了多样性的损失。
Ｇｒｅｉｓｃｈ 等［９３］ 利用 ＵＶＰＤ 技术，不仅诱导 ＣＲＩＳＰＲ⁃
Ｃａｓ Ｃｓｙ 核糖核蛋白复合物中的亚基产生了丰富的

碎片离子，还获得了捕光复合物 Ｂ⁃藻红蛋白亚基与

色素的结合位点信息及病毒样颗粒 ＡａＬＳ 的序列修

饰信息。 Ｂｒｏｄｂｅｌｔ 课题组［９４］利用 ｎＭＳ 和 ＵＶＰＤ 对

噬菌体 Ｔ４ 基因蛋白 ３２（Ｔ４ ｇｐ３２）与单链 ＤＮＡ（ｓｉｎ⁃
ｇｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ， ｓｓＤＮＡ）之间的非共价相互作

用进行了研究（图 ９）。 结果表明，Ｔ４ ｇｐ３２ 的整个

中心结构区域与 ｓｓＤＮＡ 的底物（ｄＴ１２）之间存在较

强的相互作用，并且在 Ｔ４ ｇｐ３２ 的 Ｎ 端和 Ｃ 端都能

检测到可以与 ｄＴ１２ 发生相互作用的区域和位点。
除了上述应用外，ＵＶＰＤ 还可以用于分析传统晶体

学技术无法获得的蛋白质无序区域。

图 ９　 ｎＭＳ和ＵＶＰＤ用于 Ｔ４ ｇｐ３２⁃ｓｓＤＮＡ复合物结构的表征［９４］

Ｆｉｇ． ９　 ｎＭＳ ａｎｄ ＵＶＰＤ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ Ｔ４ ｇｐ３２⁃ｓｓＤＮＡ ｃｏｍｐｌｅｘ［９４］

　 ａ． ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｍａｐ ｏｆ ｇｐ３２ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｃｌｅａｖａｇｅ
ｓｉｔｅｓ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｄＴ１２⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ．
Ｒｅｄ， ｂｌｕｅ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｌｉｎｅｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ， Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ， ａｎｄ ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｄＴ１２⁃
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｈｏｌｏ ｉｏｎｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ｂ． ｔｈｅ ｇｐ３２ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ ｆｒｏｍ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ， Ｎ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ ａｎｄ ｂｏｔｈ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ａｎｄ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｈｏｌｏ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ
ｏｒｉｇｉｎａｔｅ． Ｔｈｅ ｃｌｏｓｅ ｓｓＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｌｅｆｔ ｉｓ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ａ
ｓｈａｄｅ ｏｆ ｐｕｒｐｌｅ．

　 　 ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ 为非变性蛋白质动态结构和相互

作用的解析提供了有力工具，除了对单氨基酸位点

分辨的蛋白质动态结构、蛋白质和配体相互作用的

表征，ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ 还有望借助于质谱仪器、数据处

理软件的改进以及先进紫外光源的发展，用于大分

子蛋白质复合物的结构解析，这将进一步提高科研

·０９６·
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人员对蛋白质精细结构的了解，并实现更好的靶向

药物设计。 黄光明课题组［９５］ 提出了一种诱导电喷

雾原位细胞质谱策略（“ ｉｎ⁃ｃｅｌｌ” ＭＳ），实现了细胞

内蛋白质及其复合物的直接进样分析。 将“ ｉｎ⁃ｃｅｌｌ”
ＭＳ 与 ＵＶＰＤ 结合，有望实现哺乳动物细胞中蛋白

质及其复合物的原位动态结构和相互作用表征，同
时这依赖于活细胞中蛋白质在线提取、分离技术和

电喷雾离子化技术的改进。

３　 总结与展望

　 　 膜蛋白是现阶段最主要的药物靶点，因此对膜

蛋白的结构进行研究有助于揭示治疗药物的新靶

点。 ｎＭＳ 虽可以用于研究膜蛋白与配体之间的相

互作用，但不足以获得膜蛋白的动态结构变化等信

息。 ＵＶＰＤ 是一种快速的解离方法，将其与 ｎＭＳ 联

用，可以提供蛋白质序列、动态结构和相互作用等信

息；未来有望借助新技术、新方法的开发将 ＵＶＰＤ
用于膜蛋白与小分子药物之间相互作用的分析，进
而对药物的设计和开发进行优化，提高药物疗效和

安全性。 但是，在对非变性大分子蛋白质复合物的

动态结构和相互作用表征方面，还需进一步提高与

ＵＶＰＤ 联用的质谱检测灵敏度，以及开发出亮度更

高、脉冲更短的极紫外先进光源，以获得更高的解离

效率和结构分析能力。 此外，当分析样品包含多个

质量相似的蛋白质复合物或一组复杂的蛋白质时，
直接采用 ＵＶＰＤ⁃ｎＭＳ 来表征蛋白质亚基组成、高级

结构及构象变化，仍存在一定的挑战。 为实现这一

目标，需要在 ｎＭＳ 检测之前对分析样品进行非变性

分离，同时这也对非变性分离和质谱技术的整合提

出了更高的要求。 预计未来会有更多的非变性分离

与质谱联用技术被开发出来，尤其是与质谱相容性

更高的色谱固定相材料，以对更加复杂的样品进行

高通量分析，这将会推动非变性复杂蛋白质组结构

分析的进一步发展。
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