
电喷雾电离技术 
 

1. 电喷雾电离技术的发展简介 
ESI是近年来新发展起来的一种软电离技术。它利用高电场使质谱进样端由毛细管流出

的液滴带电，在逆向 N2气流的作用下，液滴溶剂蒸发，表面积缩小，表面电荷密度不断增
加，直至产生的库仑斥力与液滴表面张力达到雷利极限，液滴爆裂为带电的子液滴，这一过

程不断重复使最终的液滴非常细小呈雾状，这时液滴表面的电场非常强大，使被测物离子化

并以单电荷或多电荷离子的形式进入质量分析器[36]。 
在 ESI 被应用之前，人们已经了解到通过强静电场可以从液体表面产生微小液滴电喷雾
[37-39]，并且在这方面做了很多研究工作[40-42]，使静电喷雾法可以应用于喷漆和静电喷涂
[43,44]、农作物喷雾[45]、静电乳化[46]、燃料雾化[47,48]以及制备有机聚合物涂层的电极[49]
等许多领域。 

1968年，Bendix公司的 Dole等首先发现了从一带电毛细管尖端喷射溶液而产生大分子
气态离子的可能性，发表了最早将电喷雾与质谱成功结合起来的论文[16]，报道了应用电喷
雾电离技术测定苯与丙酮溶液中的聚苯乙烯的质谱数据，平均分子量可达 51000。然而，这
一早期工作被应用于离子迁移光谱仪，而不是质谱仪的离子分析。随后的 20年间，应用电
喷雾作为质谱离子源的研究一直处于停滞状态，直到1984年，美国耶鲁大学的Fenn等[50-52] 
以 Dole等人的思路为基础，完成了将电喷雾电离技术用作质谱离子源和 LC/MS接口的关键
工作。随后，他们继续改进电喷雾电离技术，使之更适宜用作 LC/MS的接口。短短十几年
来，电喷雾技术取得了迅速的发展，电喷雾离子源与离子阱质谱[53]、磁质谱[54]、飞行时
间质谱[55]以及傅立叶变换离子回旋共振质谱[56]的联用相继被报道。 
电喷雾质谱(Electrospray Ionization MassSpectrometry，ESI-MS)能直接分析溶液样品，由

于它不像电子轰击、化学电离等常规电离技术存在样品加热气化的过程，因而特别适合分析

强极性、难挥发或热不稳定的化合物，尤其是生命科学中感兴趣的肽和蛋白类物质；由于

ESI能产生多电荷形式的离子，因而利用常规 m/z范围的质谱仪即可实现生物大分子的分析
测定，能快速、灵敏和准确地测定分子量高达几万到十几万的生物大分子。 
电喷雾技术在发展过程中出现过多种接口，代表着发展的各个阶段及技术上各自的特点，因

而各种文献中电喷雾技术方面的术语使用似乎也显得有些混乱，故做以下说明。 
(1)电喷雾电离 
在喷口与金属毛细管之间施加数千伏特的高电压，此高电压是起关键作用的离子化条

件，ESI接口因此而得名。初期的接口在没有使用辅助气体的情况下，仅靠此高电压也可以
对喷雾产生的液体微粒做进一步的分散并有效地完成离子化过程。 
(2)离子喷雾 
离子喷雾是一种带有喷雾气体的设计，又称为雾化辅助电喷雾(nebulization-assisted 

electrospray)，后期的设计兼有喷雾气体和干燥气体，就是目前所说的 ESI接口。 
(3)Nano-ESI 

早期的 ESI 接口与此类似，它适合于蛋白质、肽类的多电荷离子测定，进样速度为
10-100nL/min，并因此而得名为 Nano-ESI。Nano-ESI接口可用于毛细管电泳和微径柱 HPLC
与质谱的联用，原因是它具有很低的工作流速。 
(4)Z-喷雾(Z-Spray) 
这是一种带有加热干燥气体的接口，干燥气体在逆流方向或垂直方向设置。喷雾为双正

交 Z型喷雾方式，其它方面与 ESI接口相同。 
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(5)涡流离子喷雾(Turboionspray) 
这是一种较老的、高效率的设计，即进样喷口与质谱分析器离子入口处在不同轴的位置

上，同时也有干燥气体加速雾化。 
(6)正交喷雾(Orthogonal spray) 
较新的电喷雾接口多采用正交喷雾方向，即喷口与质谱仪离子入口相互垂直。这类接口

设计中，除干燥气体外还增加了一路气体，成帘状挡在质谱分析器入口前，流动方向与离子

运动方向相反，以避免大量的中性分子进入质谱仪并防止非挥发性物质污染。 
(7)冷喷雾(Cold spray) 
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 ESI-MS进行分析的超分子体系的研究中。 
2．电喷雾机理 
电喷雾离子化过程是应用电场来产生带电液滴，然后通过离子蒸发将被测物离子送入质

谱分析。电喷雾喷出的小液滴携带很多正电荷，随着溶液的挥发和小液滴的缩小，表面电荷

与表面积的比值就会变大，直到电荷之间的排斥力等于表面张力，这时小液滴达到雷利稳定

限[57]。随着溶剂的不断挥发，直到小液滴的表面电荷足以克服表面张力的束缚，小液滴就
会发生库仑爆炸，生成更小的带电小液滴。这个过程反复循环，直至最后得到待测物离子。

电喷雾的过程可分为三个阶段:液滴形成，液滴缩小和气态离子形成。在正离子检测模式下，
电喷雾电离针相对真空取样小孔保持很高的正电位，负电荷离子被吸引到针的另一端，在半

月形的液体表面聚集着大量的正电荷离子。液体表面的正电荷离子间相互排斥，并从针尖处

的液体表面扩展出去，当静电场与液体的表面张力保持平衡时，液体表面锥体的半顶角为

49.3o，被称为“Taylor锥体”[58]。随着液滴的变小，电场强度逐渐加强，过剩的正电荷克
服表面张力形成小液滴，最终从 Taylor 锥体的尖端溅射出去。在某种程度上可以认为，电
喷雾过程实际上是电泳过程[59]。电喷雾的电离机制可以由图 1.2 来表示。常认为电喷雾可
以用两种机制来解释。 
(1)离子蒸发机制[60,61] 

在喷针针头与施加电压的电极之间形成强电场，该电场使液体带电，带电的溶液在电场

的作用下向带相反电荷的电极运动，并形成带电的液珠(液滴)，由于小雾滴的分散，比表面
增大，在电场中迅速蒸发，结果使带电雾滴表面单位面积的场强高达 1×108V/cm2，从而产

生液滴的“爆裂”，重复此过程，最终产生分子离子。 
(2)带电残基机制[62] 
首先也是电场使溶液带电，形成带电雾滴，处于毛细管尖端的极性溶液液滴在强电场中

积累电荷，带电的雾滴在电场作用下运动，由于溶剂的迅速蒸发，库仑斥力大于表面张力导

致液滴破裂成较小液滴，再蒸发溶剂，液滴再破裂，溶液中分子所带电荷在去溶时被保留在

分子上，结果形成离子化的分子，最终形成气相离子。 
一般来讲，电喷雾方法适合使溶液中的分子带电而离子化。离子蒸发机制是主要的电喷雾过

程，但对分子量较大的化合物，带电残基的机制也会起相当重要的作用。目前，无论离子蒸

发机制还是带电残基机制都得到了广泛的认同[63-65]，而且有证据证明小分子离子通过离子
蒸发途径产生，而多电荷的球蛋白等大分子的电离符合带电残基机制[66]。 

电喷雾也可以测定中性分子，它是利用溶液中带电的阳离子和阴离子吸附在中性分子基

团上而产生准分子离子。这样的电离过程有时(尤其是在分析生物大分子的时候)可以产生多
重质子化的离子，降低被分析离子的质荷比，使质量范围不大的质谱仪可以分析大于其质量

上限几十倍的高质量分子，大大地扩展了质谱的测定范围。多电荷质谱峰给出的分子量信息

不是直观的，离子以“表观”质量数出现在谱图上，需要经过处理转化。 
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图 1.2电喷雾原理 
 

影响初始液滴产生的主要因素[67]有:溶液流速、溶液的电阻系数和溶液的表面张力。由
于电喷雾过程相当复杂，影响样品分子离子化程度的因素也是十分多的，如被测物的 pKa
值和溶液的 pH值；干燥气体的温度和流量；溶剂的蒸发热；离子在气态的溶解热；质子亲
和势和电荷交换速率等。喷雾毛细管内径的大小以及静电场强的大小等也能对电喷雾产生影

响。pH对被测物是否能带电荷从而被电离有相当重要的作用，有的大分子对 pH范围要求 
比较宽松，而有的生物大分子能生成多电荷离子的 pH范围相对窄，这在分析中要加以注意。
pH与形成的正、负离子的类型也有关。当检测离子为正离子时，希望形成阳离子。在低 pH
时，阳离子可以通过质子化而形成带电离子；增加 pH，灵敏度会下降，同时分子的平均带
电电荷将减少。当用负离子方式检测时，增加 pH有助于去质子化，从而使分子的碱性基团
暴露出来，并可以增加灵敏度。 
一般样品浓度应小于 10-5mol/L，如果浓度过高，则形成多分子离子的可能性很大。对

大部分有机物都适用的最常用的溶剂是 20%水＋80%乙腈＋0.1%甲酸。表面张力越高，放电
所要求的电压就越高，如以纯水为溶剂时喷雾电压几乎是以甲醇时所需电压的 2倍。喷雾电
压过高，针尖本身在空气中会引起尖端放电，在进行分析时，尖端放电可以辅助产生较大电

流，但会抑止大分子离子的产生，一般可以在气流中加氧或用 SF6 等增强喷雾的导电性来
抑制。 
3．质谱技术的应用 
世界著名的质谱学家McLafferty称现代质谱的特异性(Specificity)、灵敏性(Sensitivity)、

快速(Speed)和能提供准确的化学计量信息(Stoichiometry)四大特点为“4S”优点。现代质谱
和它的联用技术己经广泛地应用于化学、医学、材料、环境和生物等几乎所有与化合物相关
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的学科和领域中，是当今科学领域内最活跃的学科之一。 
电喷雾应用范围广，可分析的物质包括:合成有机化合物、药物及其代谢产物、天然产

物、违禁药物、蛋白质、糖类、核苷酸与 DNA、类脂、聚合物、无机物及金属有机化合物、
富勒烯、表面活性剂、甚至是自组装膜与胶束等。以电喷雾为电离源的质谱还可以兼容多种

样品引入方式，如液相色谱、毛细管电泳、超临界色谱、凝胶色谱及更多的其它进样方式。

随着技术进步和理论研究的深入，电喷雾技术将在化学、材料科学、新药研发以及生命科学

领域等发挥更加重要的作用。 
质谱的应用领域： 

1.化合物分子量和结构测定 
2.化学反应的鉴别和反应机理的研究 
3.石油组分和添加剂的分析 
4.化工原料和化工产品的分析鉴定 
5.毒品分析和中毒病人中毒品的鉴定 
6.空气、水和泥土中有机污染物的分析 
7.香料中组分的分析 
8.食品中维生素等组分、食油中组分分析 
9.染料、涂料的分析 
10.有机聚合物的分析 
11.酒中组分的分析 
12.植物中有机组分的分析 
13.粮食、蔬菜、水果中农药残留物分析 
14.烟草中组分的分析 
15.食肉中一些激素的分析 
16.天然药物结构鉴定，合成新药结构确证 
17.新药中杂质、药物降解物分析，新药稳定性研究 
18.药代动力学研究和药物代谢物结构分析 
19.新药研究中组合化学库中组分的鉴定 
20.多肽、蛋白质分子量的测定 
21.多肽和重组蛋白一级结构的确证 
22.多肽序列的测定 
23.蛋白质变异体的检测 
24.蛋白质中巯基测定和蛋白质中二硫键的指定 
25.蛋白质翻译后修饰的测定 
26.蛋白质高级结构的研究 
27.生物分子非共价键相互作用的研究 
28.未知蛋白质的鉴定和蛋白质组学研究 
29.蛋白质复合物中组分的分析 
30.寡核苷酸、DNA片断分子量测定 
31.寡核苷酸序列分析 
32.SNP测定 
33.用模型识别软件快速鉴别微生物 
34.结构免疫学研究中的应用 
35.细胞生物学中的应用 
简单介绍一下： 



(1)分子量的测定 
ESI-MS的软电离特点，能使化合物在电离过程中不被破坏，因而能得到更为准确的分

子量信息，能广泛用于各领域的各类物质分析。电喷雾质谱使生物大分子的分子量测定也变

得比较容易[68,69]，与其他测定分子量的方法相比，ESI-MS 方法具有快速、灵敏和准确的
特点，更适合大分子量样品的分析[70]。 
(2)结构分析和裂解机理研究[71] 

ESI-MS测定的分子量能提供分子结构的初步信息，为进一步了解分子的结构，还需分
析分子产生的碎片离子和指纹图谱，如用高分辨质谱仪测定样品的精确分子量，确定样品的

分子式；从低分辨质谱的同位素比确定分子式；从有机化合物的裂解方式获取结构信息；用

质谱图比较鉴别化合物；计算机检索质谱图库，鉴别化合物。CID或其它方式产生的多级质
谱一般可以较好的确认化合物的结构[72]。而对于复杂的混合物以及生物大分子、非共价结
合的蛋白质复合物的测定等则比较复杂，生物结构的分析主要包括二硫键的测定、蛋白质的

折叠、糖蛋白或磷酸化蛋白结构和作用位点的研究。通常先用酶解或化学解离等方法让大分

子变成小分子片断后再进行质谱分析[73]。现在也出现了一些较好的技术，如红外多光子解
离(IRMPD)、电子捕获解离(ECD)等可直接利用多级质谱来分析大分子物质[74]。现代质谱
技术己经能够快速、准确地提供蛋白、核酸等生物大分子的分子量、序列、一级结构信息以

及修饰等方面的信息；能够研究生物大分子与小分子化合物的弱相互作用等。质谱还可以应

用内标或外标法以选择离子检测方式进行定量分析。 
(3)有机化学反应的研究 
应用 ESI-MS还可以研究溶液中有机化学反应过程及其产物组成。检测反应过程中间产

物以揭示化学反应的机理。 
(4)分子间非共价相互作用的研究与新药筛选 
非共价结合的自组装体系是靠弱相互作用聚集在一起的，用通常的质谱方法，很难得到

分子离子峰。在生物体内，起生理作用的受体/配体往往是可逆结合的，相对来说，它们的
结合也不是很强的。因电喷雾离子化条件比较温和，可以防止复合物在离子化过程中解离，

从而观察到完整非共价的酶/抑制剂、肽/金属离子配合物和受体/配合物等等。近几年来，研
究特异性生物分子/有机分子复合物成为热门课题，利用 ESI-MS 法已初步研究了溶液中蛋
白质/配体、酶和活化剂/抑制剂、DNA/药物、离子通道/抑制剂等非共价相互作用，在研究
生物分子结构及药物作用机理、药物的构效关系等方面取得了较大进展，为从分子水平筛选

药物先导物开辟了新途径[75-81]。组合药物筛选是目前新药研究中一种比较先进的技术。在
体外模拟的生理条件下，药物与靶分子反应，如果存在共价或非共价的结合，则会生产强键

或弱键的复合物。反应产物用 ESI-MS进行检测，从测量的分子量的变化可以推测药物分子
是否与靶分子作用形成复合物，作用的强弱可以通过质谱中的其它方法如 CID 等方法来检
测。这样，通过对比药物成分和靶分子的分子量和解离能量，便可以推断何种药物与靶分子

的不同强度的结合[82]。 
4．质谱在非共价相互作用研究方面的应用 

非共价相互作用很弱，一般小于 10kJ/mol，比通常的共价键键能小 1-2个数量级，作用
范围为 0.3-0.5nm，但这些分子间弱相互作用力可在一定条件下起加合与协同作用，形成具
有一定方向性和选择性的强作用力，而这种强作用力是分子识别与组装的基础，不仅与人体

内细胞功能的实现休戚相关(生物分子间相互作用)，而且在材料、电子科学等方面都有很广
的应用。对其本质的研究，有助于理解在生命科学、医学、药学领域中涉及到的分子之间的

相互作用以及相互识别过程。 
非共价相互作用一直是科学界的一个研究热点[83-89]。科学家们已经用许许多多的方法

来研究非共价复合物，主要分为以下几类，光谱方法如核磁共振(NMR)、表面等离子体共振



(SPR)、荧光光谱、X-射线衍射、红外光谱(IR)、电子顺磁共振(EPR)等；色谱方法如凝胶渗
透色谱、胶束色谱、体积排阻色谱(SEC)、超滤(UF)电泳(包括聚丙烯酰胺凝胶电泳、琼脂糖
电泳和毛细管电泳)等；其它方法主要包括量热方法(ITC 和 DSC)、分子模拟计算方法和一
些生物学上常用的杂交方法(Southen，Northen，Western Blot)。但是这些方法用于检测非共
价复合物获得其结构信息时各有优缺点，如样品消耗量大、耗时、精确度低、灵敏度差及样

品纯度要求高等。凝胶色谱、超速离心、红外光谱、差示紫外光谱、荧光光谱、圆二色谱等

只能表明形成复合物后蛋白质的结构发生了变化，但提供很少或不能提供关于分子量及复合

物化学计量信息。X-晶体衍射和核磁共振方法被用于测定蛋白质的三维结构，可以提供详
细的结构信息,但都很费时和复杂。X-晶体衍射只有在得到合适晶体的情况下才能应用，但
单晶的培养是很不容易的。核磁共振法适合分析高浓度(1-2mmol/L)的水溶性生物样品,分析
所用样品量很大且不能分析分子量很大(大于 40000)的复合物。 
自从软电离方法——ESI和MALDI在 1989年分别由 Fenn和 Tanaka发明以来[90,91]，

质谱技术凭借其四个“S”(Specificity，Sensitivity，Speed和 Stoichiometry)的突出优点以及
多级质谱的功能，在非共价复合物研究领域发挥越来越大的作用[92,93]。研究人员不仅利用
ESI-MS研究了众多模型化合物间的相互作用，而且在实际应用领域对蛋白质与配体、酶和
活化剂与抑制剂、DNA 与药物、离子通道与抑制剂等非共价相互作用做了详细的研究
[92,94]；不仅研究离子在气相中的相互作用，而且研究了它们在溶液中的作用及其气相条件
和液相条件的相关性[95]。另外，在药物的作用机理、构效关系和生物大分子的高级结构方
面的研究也取得了重大的进展，这就为在分子水平大规模的筛选药物先导化合物开辟了新途

径。 
4.1复合物的电喷雾研究历史 
早期的离子化方法，如场致解吸离子化、快原子轰击、二次离子质谱、热喷雾和等离子

体解吸等技术，直到今天仍是非常可行的分析技术。但相对于 ESI等软电离技术，它们存在
着灵敏度低、分子量范围窄和不够“软”的缺点。ESI在不破坏共价键的前提下使分子离子
化，而且能够维持弱的非共价键相互作用，使之在研究非共价复合物方面显出独特的优越性。

此外，ESI与这些离子化方法还有一个明显的不同之处是能够一定程度反映生物分子结构与 
溶剂性质、液相状态间的关系。 
非共价复合物的研究历史要追溯到 20世纪 90年代初期，在 1991年到 1993年间，一系

列杂志报道了 ESI-MS在研究非共价复合物时的应用。其中一大部分作为快报的形式发表在
美国化学会志上。首先是 Cornell大学的 Ganem等合作报道了在细胞浆中用 ESI-MS检测到
受体蛋白 FKBP12及其配体 FK506和 Rapamycin的完整复合物[96]；稍后，他们又报道了溶
菌酶和 N-乙酰葡萄糖胺的结合以及酶解的产物[97]。这些早期报道不仅验证了 ESI-MS研究
非共价复合物的可行性，而且将 ESI-MS带入了生物化学、生物和医药领域的应用中。为使
研究结果更具有实际意义，他们还提出控制实验条件来观察 ESI过程，验证复合物是离子化
过程中气相离子加合反应的结果，还是液相中复合物的本质反映，以考察其产生气相加合物

来代替液相中具有专一性的复合物的可能性。因此，建立能真实反应液相中所形成的复合物

的 ESI 方法是十分重要的。以往的这些文章也推动了生物学、生物化学和药物化学向运用
ESI-MS技术的方向发展。Katta等在亚铁血红素(原卟啉Ⅸ)与肌红蛋白的复合上研究了溶液
pH 对复合物的影响[98]。他们在溶液 pH 从 3.35 到 3.90 情况下观察了肌红蛋白的 ESI-MS
谱图变化。在 pH=3.55时，谱图仅仅显示亚铁血红素和脱辅基的蛋白质的峰。逐步提高 pH
到 3.90时，就允许蛋白质适度折叠到较“自然”或非变性状态，它同时以两种状态(脱辅基
与未脱辅基)存在；pH在 4.4或更大时它完全以自然状态存在，此时全部蛋白以非共价键的
形式和血红素结合。这说明 ESI-MS上观察到的肌红蛋白不是在离子化过程中产生的，而是
体系溶液中复合物的质谱体现。这个研究是 ESI-MS研究复合物历史上的一个里程碑。直到



现在，肌红蛋白还经常在复合物研究中作为一个优化质谱条件的标准物质，被用作“调谐”

化合物，优化实验条件，提高灵敏度，同时也用来观察非共价键蛋白质复合物。随后的几年

里，还出现了一系列的非共价结合体系的 ESI-MS 报道。例如，Ganguly 等研究的 ras 蛋白
和 GDP之间的蛋白-核苷酸体系[99]，Baca等报道的 HIV蛋白酶二聚体和抑制剂之间的蛋白
-蛋白体系[100]等。更多更详细的蛋白非共价复合物 ESI-MS的研究文献可在 Loo的综述中
找到，他根据相互作用的类别对它们作了简单的分类[78]。 
近年来，随着研究手段的发展和人们对许多结合本质研究的兴趣，ESI-MS对非共价复

合物的研究从原来的大分子领域扩展到其它各个领域中。除大分子外，当前受关注的其它非

共价复合物主要有金属离子或含金属小分子与中性分子的相互作用和中性小分子间的相互

作用[101,102]。总的来说，用 ESI-MS进行复合物的研究是先在生物大分子领域中兴起，然
后扩展到各个领域。但是，随着人们对生物体(包括人类自己)的研究兴趣的不断增长，ESI-MS
在生物大分子非共价复合物领域的研究起着越来越重要的作用，同时还将向更快、更准确以

及更大分子量的领域发展[103]。 
4.2液相和气相 ESI-MS测量的关系 

ESI-MS 在非共价复合物研究中大受欢迎。生物体大部分由水组成。对于 ESI-MS 分析
来说，一个生物化学样品最初是溶解在溶剂中，然后注射入质谱仪，而后才转化为气态。气

相分子的测量跟初始的液相能否联系起来，测量的气相结构能否代表液相结构的真实状态就

引起了研究者们的思考。致力于此领域的研究者们发现了非共价复合物的 ESI-MS测量出的
化学计量和测量中观察到复合物及其相对丰度都跟液相联系最紧密。有关的早期报道，像

Loo等人所做的关于核糖核酸酶 S的实验[104,105]，反应了实验和所料想结果的一致性。观
察到的复合物形成通常不只是一种简单的气相分子聚集，去除溶剂后，特异性结合的复合物

气化后仍能在某种程度上得以保存。ESI-MS反映的结果与液相行为的正向联系表明 ESI-MS
可以用来测量溶液平衡结合常数。但McLafferty等人[106]，Jarrold[107]，Clemmer等人[108]，
Williams等人[109]，及其他一些研究者都认为，气相和液相的状态也许不完全一致，因为气
相分子或复合物的精确三维结构，跟那些溶剂中的分子也许相同，也许不同，然而，生物分

子进入气态时也许会保留一些结构因素，例如:已经发现一个小型环状的多肽的碰撞活化解
离行为跟它的液态结构相关[110]，自然状态下分离出来的肽由一个“尾”区组成，肽“尾”
区插入一个有 7个残基组成的“圈”，并且，它的“尾”区是被非共价键作用力维持在“圈”
里，而合成的同样序列的肽的“尾”区却在“圈”的外面，这两个肽的MS/MS谱显示出很
大的差别，这种不同反映出它不同的溶液结构。在这个例子中，肽的液相结构跟气相结构 
一致，此结果表明，可以通过探测生物分子的气相结构来阐明它们的液相空间结构。还有人

发现了非共价复合物的相对分解行为与它们的液相稳定性间的联系。Podjarny等人作了一个
有趣的研究:对醛糖还原酶与抑制剂的结合情况，分别用 X-射线和 ESI-MS 检测，并对它们
得到的数据加以比较[111]。在醛糖还原酶与各种各样的抑制剂的相互作用中都包含了静电
和氢键作用，而断裂醛糖还原酶与各种各样的抑制剂形成的 1:1的气相复合物所需的能量则
与所组成复合物的不同的抑制剂相关。 
液相中非共价作用类型的不同会影响观察到的MS结果；根据 ESI-MS气相测量结果的

差异也可区分液相中非共价相互作用的不同类型。在非溶剂环境中靠静电作用结合在一起的

复合物在气相中非常稳定。在溶液中这种静电作用会由于其溶解在有一定介电常数的溶剂中

而大大降低[112]。例如蛋白质-RNA复合物的离子，这类复合物是由一个带高正电的分子与
一个带负电的大分子通过静电作用形成的，像 TA肽-TAR RNA复合物[113]，这种复合物是
非常稳定的，即使施加很高的碰撞能亦不分解；氨基配糖物如新霉素是通过静电作用与

RNAs发生相互作用的，新霉素-TAR RNA复合物在气相测定中也未见解离。但是，在溶液
中通过疏水键结合，具有相似的结合亲和力的复合物，在气相中就非常不稳定[114]，在溶



液中靠疏水作用结合，在真空中这种作用就常显得很弱。Robinson研究组注意到 ESI-MS所
测量的疏水小分子跟酰基 CoA 键合蛋白质结合的气相相对亲和力跟它们的液相亲和力没有
对应关系[115]。气相相互作用所显示的不同相对稳定性使在运用 ESI-MS来测量液相中绝对
和相对亲和力时应特别留意，对于那些在气相和液相中靠相同的作用机制结合在一起的复合

物，它们在气相中可能有着相似的稳定性，这时用 ESI测定其相对亲和力应该不成问题，但
是如果在液相中相互作用的分子疏水键作用结合在一起的复合物，在用 ESI-MS测定的质谱
数据可能就不那么可靠。 
虽然 ESI-MS实验中采用多种方法除去大分子复合物中的水分，但在许多生化作用中，

水仍是在一起起调节作用的重要成分，质谱能识别出这种有着重要作用的水分子吗?因为水
包围着大分子复合物并与其发生相互作用，所以在整个溶剂范围内从大量水中区分出这些很

少但很重要的水分子是很难的。但也有已经观察到结合水的复合物的报道，例如:水结合到
小肽，短杆菌肽 S[116]和其他几个大蛋白[117,118]的质谱。Fabris 等观察了结合水的 Zn 胰
岛素六聚物的复合物[119]，其中水分子跟 Zn2+配位。一个在 HIV领域较重要的关于蛋白 
质复合物的研究包括了 HIV蛋白酶二聚物与抑制剂间的相互作用[120]。先前 HIV蛋白酶的
X-射线晶体结构显示了一个高亲和水分子“水-301”，但是，尽管多次尝试用 ESI-MS 测试
水合蛋白质复合物，其中包括降低金属毛细管表面温度，降低去溶剂化作用的碰撞能，还是

没能观察到水合物的存在，也许在溶液中水分子和 HIV 蛋白酶结合寿命短，交换迅速导致
质谱仪观察不到它的存在。然而，Robinson 研究组报告的几个例子表明，有时也可能会观
察到这样的水分子[121]。 
大多数文章都肯定气相 ESI-MS测量跟液相系统之间的联系，这样似乎使这项技术更有

价值，否定此结果的文章很少见到，在一些学术领域好像也不太被鼓励这么做。在某种程度

上，这是一种不幸，因为我们可以从这样的例子中学到和成功实验一样多的东西。但是，当

我们从这样的实验得出结论时，一定要慎重。最好，ESI-MS结论可以说成对所提出的假设
的一种支持。 
4.3非共价相互作用 
非共价相互作用是指除共价结合外基团和分子间的所有其它相互作用。非共价相互作用

主要包括离子键、范德华力、氢键相互作用和疏水相互作用[122]。它们在形成非共价复合
物中起的作用不仅与分子的属性有关，而且还与其处的环境密切相关。 
(1)离子键 
离子键是由两个带相反电荷的分子在一定的距离(r)的情况下表现出来的作用力。不论在

溶液状态下还是在气态状态下，静电力在复合物中的作用都是十分重要的。水相中谷氨酸和

赖氨酸形成的离子键稳定了蛋白的α螺旋结构[123]；在细胞色素 C 及其过氧化酶的复合物
的形成过程中，带电氨基酸残间的静电力起了重要的作用[124]；实验证明在 Peudomonas 
aeruginosa外膜蛋白 D2中存在一个碱性氨基酸的结合位点，通过静电力结合碱性氨基酸 
或者含碱性氨基酸的多肽。 
(2)范德华力 

范德华力是构成蛋白质高级结构的主要作用力，同时也是复合物形成的一种作用力。按

来源不同，可以分为静电力、诱导力和色散力。虽然范德华力在复合物形成中普遍存在，但

是对于这些复杂分子间作用的单个力的测定是十分困难的，因此很少有专门的文献来测定这

类力在 ESI-MS研究复合物中扮演的角色。 
(3)偶极相互作用 
偶极相互作用按照偶极的数目和作用对象，可以分为以下几种:偶极-偶极、离子-永久偶

极、离子-诱导偶极、离子-无极、无极-无极和偶极-无极相互作用等。除离子偶极相互作用
外，偶极相互作用由于其影响较小，在很多蛋白质或者多肽的研究中经常将它忽略。 



(4)氢键相互作用 
我们知道，双链 DNA中的碱基配对的力是由氢键提供的。氢键在分子间相互作用中是

十分普遍的。当一个氢原子被电负性较大的原子(如 N，O等)化合后，由于氢原子上的电子
被化合原子吸引，氢原子显示出较大的电正性，这时氢原子和其它分子中的电负性大的原子

有强烈的静电作用，所以在某种程度上，氢键相互作用也是静电相互作用的一种。氢键的键

能在 30kJ/mol 以下，比共价键能小很多，比范德华力稍大一些。由于氨基酸残基中羟基和
氨基普遍存在，所以在多肽和蛋白质的研究中，氢键显得尤为重要[125]。 
(5)疏水相互作用 
疏水相互作用最早是由 Kauzman 在研究天然蛋白结构的形成和稳定性的时候提出来的

[126]。它是指极性基团之间通过静电力和氢键作用聚焦在一起，从而排斥疏水基团。对蛋
白质分子来说，疏水氨基酸(含疏水侧链基团的氨基酸)如苯丙氨酸、亮氨酸和异亮氨酸等通
常聚集在一起，在分子内部形成区。由于很多小分子化合物极性较小，蛋白质分子与小分子

的相互作用经常是小分子与疏水区的作用。当然，非共价相互作用是多种作用力共同作用的

结果[127]。 
非共价复合物形成的主要作用力与上面提到的这些力有关。但是，作用的强度还和很多

因素相关，如溶液的离子强度和 pH、温度等。对不同的复合物作用方式和作用强度的研究
还将是一个长期的研究问题。在 ESI-MS中，由于溶剂分子的去除，除疏水作用外，大部分
相互作用都表现出一定程度的增长。相反，当体系失去水后，疏水作用变得更弱了。在此，

疏水作用、亲水作用和氢键相互作用是比较特殊的相互作用，它们不能简单的用公式来表示。

然而，这三种力在蛋白质高级构象的保持和复合物的形成中都起着重要的作用。但是，仅仅

在质谱图上看到一个所谓的复合物的峰并不能够证明两个分子间有特异性亲和力，它们有可

能是非特异性结合(如离子化过程中的分子团簇或其它不可逆结合等)的假阳性结果[128]。 
因此，采取一系列的方法来鉴定非共价结合的特异性是十分有必要的。当前常用的两类

方法是化学修饰法和实验过程控制法。 
化学修饰主要是指采用化学或生物化学的方法改变复合物中某个分子的活性部位结构

特性来削弱结合力或者消除结合力的方法。比如:蛋白质的定点突变、氨基酸的共价修饰、
核苷酸的碱基错配、蛋白高级结构的二硫键的去除等等。Rostom 等采用多种方法研究了外
周血多肽受体的多肽结合特性。采用不同侧链的氨基酸、不同氨基酸、不同立体化学性质和

不同多肽 N端的乙酞化修饰的结果表明:修饰后多肽的结合位点不能很好的形成，多肽与受
体的结合与这些化学修饰密切相关。结合质谱图的电荷分布特征和峰宽度特征，作者得出结

合的多肽是在一个充满溶剂的腔中被受体包合的[129]。 
实验过程控制法是指不同的样品准备条件(温度、缓冲液等)，或者不同的实验手段。在

不同的温度和缓冲液条件中，非特异性结合的复合物会在各种条件下都存在。Smith等考察
了不同的温度和不同 pH缓冲溶液下的锌指多 DNA的特异结合性质[130]。近来，还有的科
学家通过比较同一样品的MALDI和 ESI实验结果来推断结合是否是特异性的。他们认为，
如果结合是特异性的，与采用的离子化方法无关，可在不同的离子化方法中都观察到复 
合物的质谱信号[131]。 
总之，由于质谱研究的对象气相环境中的复合物，其相互作用的方式与液相中的不尽相

同。因此，只有采取多种方法，谨慎的研究复合物，推断其结合的本质，才能获得有意义的

结果，并将其应用到指导实际工作中去。 
4.4电喷雾质谱研究非共价相互作用 
自 1991年 Ganem等首次将 ESI-MS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，ESI-MS技术被越来越多地被应用于各种非共价复合物的研
究中，并已逐渐成为研究非共价相互作用的主要手段之一[132]。电喷雾质谱研究非共价相



互作用主要是用于考察非共价结合的选择性、亲和力及稳定性，测定结合或解离常数，确定

结合位点等。 
(1)考察结合的选择性、亲和力及稳定性 
用 ESI-MS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 nmol 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。Kempen等[133] 
采用 ESI-MS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-15-冠-5套
索醚对三种碱金属 Na+、Li+、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 Na+的选择性均好于对 Li+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。Blair 等[134]用 ESI-MS 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 Hg2+结合。同时该实验还表明，溶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-15-冠-5会优先选择结合
Hg2+，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-药物[135]、DNA-药物
[136]、蛋白-多肽[137]、多肽-DNA[113]等。 
采用ESI-MS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。Wan等[138]考察了四种药物(偏端
霉素、烟酸己可碱 33258、烟酸己可碱 33342和 Berenil)与一个双链 DNA的竞争性结合，并
根据 ESI-MS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>Berenil。Cheng等[139]采用 ESI-MS方法推算出 Gene V蛋白对寡核苷酸序
列 poly(dT)的亲和力是对 poly(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。Guo等[140]采用 ESI-MS/MS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α-CD-OA<β-CD-OA<γ-CD-OA。 

(2)测定结合或解离常数 
用 ESI-MS测定结合常数的方法有很多种，其中最常用的是滴定法和竞争法。文献报道

了很多成功运用质谱法获得结合或解离常数的例子。这部分将在后文详细叙述。 
(3)确定结合位点 
ESI-MS和 ESI-MS/MS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。Nemirovskiy 等[141]用 ESI-MS/MS 研究了以兔肌钙蛋白的钙离子结合位点
Ш为模型的一系肽与钙离子复合物的碰撞活化裂解行为，由于 ESI-MS 中所产生的钙离子/
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[142]用 ESI-MS/MS 考察了金属离子 Pd(П)和 Pt(П)对多肽
Microperocidase-П(Mp-П)的配位位点。结果表明，Pd(П)和 Pt(П)均优先选择与 Mp-П的
Cys7配位，它们所促进的细胞色素 C中 His18-Thr19肽键的水解切割与它们和 Cys7(而不是
和 His18)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。Ganguly 等[143]采用
ESI-MS/MS分析酶解后的蛋白片段，确定了有机抑制剂 SCH54292在致癌的 ras蛋白上的结
合位点。 
4.5电喷雾质谱研究蛋白质非共价复合物的实验条件 
从电喷雾技术创立伊始，这项技术就表现出对弱键结合的化合物具有很好的检测能力，

对非共价复合物的研究首先在大分子领域展开。非共价复合物脱溶剂的过程将复合物从液相

转移到气相。为在气相中保持完整的复合物，整个离子化过程应十分温和。因此，我们必须

选择合适的仪器界面条件(如毛细管温度、喷雾电压、鞘气和干燥气温度以及流速等)以减少
非共价复合物的解离，提高脱溶剂的效率，产生可靠的复合物离子信号。电喷雾质谱研究非 
共价复合物成功的关键条件是调节合适的仪器参数和样品制备。ESI产生的液滴的脱溶剂效
果直接影响到非共价复合物的观测。改变溶液条件的方法(例如采用水中加入少量的有机溶
剂，同时还含有低浓度的酸)能提高实验的总灵敏度，但是改善仪器装置和适当选择仪器参
数来有效脱溶剂对研究非共价复合物有着一样甚至更多的影响。在近乎 100%水、中性溶液
中会经常观察到多电荷复合物的溶剂加合峰，这样会降低总的灵敏度，因为这时所分析的复

合物多电荷离子峰分布在溶剂加合峰中，整个峰型变宽，使得对分子量的分析变得复杂。用

来去除溶剂化效应的物理方法有:对带多电荷的电喷雾液滴喷射逆向气流，加热喷射的逆向
气流，加热玻璃或毛细管金属入口和调节碰撞区的能量。 
实验表明，乙酰辅酶 A(acyl COA)及其衍生物与蛋白质的复合物对 ESI很敏感，当温度

由 20℃升至 80℃，复合物完全分解，看不见复合物的分子离子峰。控制一定的温度和电压
是得到完整复合物离子的必要条件。Goodlett等人在研究气相中一条 s多肽链和 s蛋白质组
成的非共价复合物(核糖核酸酶 S)的稳定性时发现，毛细管加热至 100℃，仍能观察到核糖
核酸酶 S的分子离子峰；若升至 171℃，核糖核酸酶 S的离子峰完全消失，只能观测到核糖
核酸酶 S解离出的 S蛋白离子峰；若保持毛细管温度为 110℃，提高分散电压至 200V时，
核糖核酸酶 S 也将完全解离[105]。因此，在气相中降低毛细管温度和分散电压是得到完整
的复合物离子的重要条件。界面条件对复合物离子稳定性的影响程度依复合物的种类不同而

各异。然而，尽管绝大多数方法是为了从气相复合物中去除溶剂，但关键是要维持去溶剂分

子和大分子复合物断裂之间的平衡。总的来说，非共价分子复合物在气相状态显得非常脆弱， 
在能够使样品离子化的条件下，温度越低越好，如果过热，或者在大气压力/真空界面的碰
撞能量或 Cone电压太大，它很容易解离。然而，仪器界面条件降低会减小 ESI过程中去脱
溶剂效率，溶剂分子去除不完全势必导致离子峰变宽、分析灵敏度下降。在较温和的界面条

件下，生长激素释放抑制因子(SRIH)脱溶剂不完全，可与 1-10个水分子形成 SRHI-nH2O加
合物[144]。可见，在 ESI 过程中界面条件越低复合物离子越稳定，我们应在保证充分去除
溶剂的情况下，尽可能使用温和的仪器界面条件。 
除此以外，溶解样品的溶剂、pH 值以及一定离子强度的缓冲液也是影响非共价复合物

形成的重要因素。对大多数体系来说，不同的条件会引起复合物相对丰度的变化。通常，用

电喷雾质谱研究蛋白质时，低的 pH或有机溶剂的存在会导致蛋白质变性，阻碍复合物的形
成，即使溶液中只含有 10%的甲醇，也会导致复合物的消失。一般情况下样品溶于含少量
HCOOH或 CH3COOH的乙腈或甲醇的水溶液中。用电喷雾质谱研究复合物最灵敏和最稳定
条件并不一定适用于非共价键复合物的研究。此条件下蛋白质已去折叠变性，这样的条件不

利于形成非共价复合物。在接近生理 pH值时，蛋白质保持有天然的活性构象，才能形成非
共价复合物。从实验观点来看，成功使用 ESI-MS 分析非共价复合物的关键包括:保持适度
的溶液条件以便保证复合持天然的状态，并且快速有效地对 ESI产生的液滴进行脱溶剂。可
以使用合适的溶剂，调节溶液的 pH值，以及较强的缓冲体系来维持复合物原有的状态。偏
离这些最适宜的条件就会使所能观察到的复合物相对比例减少。研究蛋白质非共价复合物



时，比较合适的溶液为 pH 在 5-8之间的 5-50mmol/L的乙酸铵和碳酸氢铵挥发性缓冲盐溶
液。因为它们不常跟大分子形成很多的气相加合物，而且在使用这些缓冲体系时背景离子强

度降低但蛋白质离子强度却能保持。 
分析成功的关键还在于样品的纯度和质量，因为与 ESI-MS相配的缓冲系统是有限的，

因此相对于质谱分析，实验前的缓冲系统的选择和脱除额外的杂质盐、添加剂就显得很专业，

在去除杂质盐和样品浓缩时，经常选用渗析和离心膜过滤，在线微量渗析，还有最近 Naylor
和合作者们提出的在线尺寸排阻色谱法[145]为样品在进入ESI源前的快速纯化提供了方法，
保证样品达到所需纯度。 
总之，所有能够导致复合物解离的因素都不利于非共价键复合物的形成。pH 值、有机

溶剂、温度和电压是在研究非共价键复合物时要考虑的几个重要因素。用电喷雾质谱研究蛋

白质非共价键复合物的稳定性也常常是通过改变这几个条件来实现的。为了优化给定 ESI
界面和整个系统的操作条件，可选择一个观察非共价大分子复合物的最佳条件，可以用肌红

蛋白作为一个测试系统或“校准参数”来选择最佳的仪器必需条件，以保证观察到肽链与血

红素分子之间 100%复合物形成(也就是说，最小量观察脱辅基蛋白和游离的血红素)。每一
台仪器和相对应的系统参数都有它自己的独一无二性。虽然这个方法不能确保立即容易地观

察到非共价分子复合物，但它却给实验提供了一个有益的参考。低流量 micro-和 nano-电喷
雾源不仅在研究生物分子 ESI-MS起了重要作用，而且对于研究非共价复合物也很有意义。
而且每分钟纳升的流量很低，减少了样品的消耗量，同时又不会减弱信号强度，而且产生的

液滴体积也变小了。这些也许会对非共价复合物研究中的脱溶剂化有所帮助，但它仍停留在

争议的阶段，还要作一定的研究来验证这个假设。但是，毫无疑问，nanoelectrospray 的到
来会给非共价大分子复合物的研究提供重要的帮助。电喷雾质谱应用于非共价相互作用的研

究实例 ESI-MS所研究的主客体非共价体系非常广泛。常用环糊精、杯芳烃、轮烷、卟啉作
为主体研究其与客体分子间的相互作用。在蛋白质领域，质谱已探测了它们与金属离子、辅

酶、抑制剂、其他蛋白质、多糖、寡聚核苷酸的相互作用。有关非共价复合物的质谱研究的

文献报道很多，而且在不同的时期也分别有许多科学家对之进行了很好的总结。 
(1)金属离子与小分子 
金属离子和小分子间的相互作用在 ESI技术发明前就己经受到关注。而且，它与很多大

分子体系不同，不需要 ESI-MS等现代离子化手段也可以进行研究。最近几年这方面的研究
十分活跃。氨基酸等小分子是进一步研究生物大分子的基础，因此成为研究的热点之一。吴

胜明等[146]用正离子电喷雾质谱研究了常见 20种氨基酸与钠离子在弱酸性水溶液中的非共
价结合情况，实验研究中观察到绝大多数氨基酸在此条件下与钠离子的非共价键结合力很弱

甚至没有，但其中脯氨酸和苯丙氨酸与钠离子有较强的非共价键结合能力。随后，他们用三

级四极串联质谱分析了常见的 20种氨基酸的加钠效果[147]。结果表明，绝大多数氨基酸与
钠离子的非共价键结合力很弱甚至没有，但脯氨酸和苯丙氨酸很容易形成加钠离子峰。采用

“序列对接法”，测出重组人酸性纤维细胞生长因子(rh-a FGF)C-端肽段的全序列，并确定钠
离子的加成位点为该肽段的第 6位脯氨酸(6Pro)。通过酸化样品溶液得知无加钠、无序列间
隙的该肽全序列，与加钠肽段的序列一致。所有这些理论计算研究为进一步研究金属离子与

蛋白质的研究提供了参考数据。Vitale 研究了 Cu+与不同溶剂分子的反应，Schroder 研究了
Cu+与尿素的配位[148]。此外，还有卟啉类化合物(含各种金属离子)的仿生学的质谱研究，
比如铁卟啉的载氧功能，还原性等方面的质谱研究。 

(2)小分子与小分子 
人工合成的自组装超分子配合物近来发展成为一个激动人心的研究领域。ESI-MS是直

接分析自组装体系混合物的有效工具。由轮烷、索烃和螺旋构造的超分子配合物皆可以用

ESI-MS进行检测[149]。目前，对环糊精与其它小分子的相互作用的研究比较活跃。环糊精



的空腔结构使之能与很多小分子尤其是药物分子尺寸相宜，形成复合物，在一定程度上起到

增溶缓释、增加生物利用度和药物稳定性、减少药物的气味和毒副作用等。环糊精作为一个

多功能分子在手性分离、药物缓释等方面都起着相当大的作用，研究他们的相互作用对于其

作用机理的研究是十分有利的。吴巍等[150]利用电喷雾串联质谱研究了α-、β-和γ-环糊
精与黄芩苷的相互作用，证明三种环糊精都能与黄芩苷形成 1:1和 2:1包合物，并通过紫外
吸收光谱计算包合物的稳定常数实验证明了质谱的结论。郭丽敏等[151]在液相条件下制备
了β-环糊精和联苯胺的非共价复合物，利用荧光光谱和高分辨核磁共振谱(1H NMR)对它们
的液相化学性质进行了详细研究，并利用电喷雾多级串联质谱(ESI-MS)对所形成的非共价复
合物的气-液相性质进行了比较研究。结果表明，在气相中，该非共价复合物可以稳定存在,
其化学计量比分别为 1:1和 2:1。申睿[152]等利用电喷雾飞行时间质谱测定了合成的氨基化
环糊精与 5 种氨基酸所形成的 1:1 包合物的结合常数(K)，考察了质谱条件及溶液条件对结
合常数的影响，通过比较结合常数的大小，探讨了氨基化环糊精与氨基酸在准气相状态下的

作用方式。 
冠醚也是常用的主体分子，经常用于研究其与金属离子的非共价相互作用中，Kempen

等采用 ESI-MS 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-15-冠-5
套索醚对三种碱金属 Na+、Li+、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 Na+的选择性均好于对 Li+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。Blair等用 ESI-MS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 Hg2+结合。Young 等还采用质谱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。杯芳烃(Calixarenes)一般是指由亚甲基桥连苯酚单元所构成的大环
化合物，由于该类化合物具有富π-电子的疏水空腔及特殊的立体化学结构，在对有机小分
子的识别上显示出极大的优势，被誉为继冠醚和环糊精之后的第三体分子。20世纪 80年代
中期以来，Gutsche等几个研究组分别报道了杯芳烃及其衍生物能识别多种有机小分子，如
氯仿、二氯甲烷、甲醇、苯、甲苯、苯甲醚、吡啶、氧化吡啶、二氧六环等，与它们形成稳

定的包合物。此外，杯芳烃类衍生物也能够识别较大的有机分子，可与多种芘、醌、二茂铁、

甾体、笼碳、染料分子等形成稳定的包合物。目前，围绕杯芳烃的手性识别和仿生物酶等的

研究正向更深和更广的方向发展。Mckervey领导的研究组合成了杯[4]、杯[6]及杯[8]芳烃的
多种酯类衍生物并报道了杯[4]芳烃酯类衍生物(1b)与乙腈形成化学计量 1:1包合物的晶体结
构。Hamann等人在 1996年提出了带有脲基官能团的杯[4]芳烃可以通过头-尾氢键作用形成
二聚体，这种二聚体能够与氟代苯形成化学计量 1:1的包合物。 

(3)蛋白、小肽与金属离子 
金属离子对于金属酶的催化活性和结构稳定性至关重要，同时参与许多重要的生物过

程，它们通过触发机理、稳定结构及控制氧化还原反应来起作用，在很多金属蛋白(如MMP
等)中起着决定性的作用。Feng 等利用 ESI-MS 检测了基质金属蛋白酶(Matrix Metallo 
Proteinase)，其中一个MMP-matrilysin，在生理 pH条件下，可测到同时结合两个 Zn2+、Ca2+，

而在 pH<4.5时，仅检测到不能与抑制剂结合的脱金属酶，提示酶的活性必须有 Zn2+、Ca2+

的参与。Craig等研究了在 VD受体蛋白(VDR)和类维生素 AX受体蛋白α(RXRα)-DNA转 
录复合物形成过程中锌的调节作用。VDR 可与锌结合，细胞中 VD 依赖基因的活性受到细
胞间锌离子浓度的影响。利用μESI-MS 技术考察了不同 Zn2+浓度下，受体蛋白-DNA 的相
互作用。不加入 DNA时，VDR和 RXRα蛋白的质谱图中分别显示很强的单体峰，其同源
二聚体峰很弱。二者混合物的谱图是单个受体蛋白谱图的叠加，锌不影响受体蛋白的相互作

用。随着 Zn2+浓度的增加，检测到这两种蛋白的 Zn2+加合离子峰。当骨质疏松 VD DNA反
应元件(OP-VDRE)存在时，可观察到 RXRα二聚体/OP-VDRE复合物，但没有相应的 VDR



二聚体/OP-VDRE 复合物。VDR/RXRα异源二聚体随着 Zn2+加入发生解离。用 Mg2+代替

Zn2+不改变蛋白/OP-VDRE复合物。这些结果说明锌对类固醇激素受体蛋白-DNA 相互作用
的调节作用。Amster等人在红毒扁豆硷型蛋白质属结合性质，以及蛋白质-蛋白质相互作用
的影响和金属的氧化状态方面作了出色的研究。在所有的二价金属离子中，钙离子的作用最

为重要，借助于细胞膜内外的浓度差，钙离子在调节细胞过程中常充当第二信使的作用。其

调节细胞的过程常涉及钙结合蛋白质。EF-hand蛋白质结合钙的性质，如钙调素和它们的靶
肽已成为 ESI-MS研究的对象。Loo用电喷雾质谱研究了白蛋白和钙调素与钙离子的化学结
合计量数及其协同关系。研究发现白蛋白的两个钙离子结合位点与钙离子的结合有很强的协

同性。在钙离子浓度高时，钙调素可以和四个钙离子结合。第三个钙离子和第四个钙离子与

钙调素的结合有很强的协同性。钙调素分子中与钙离子结合的两部分也有很强的相互作用。

Veenstra等用电喷雾质谱研究了钙调素与两个肽的非共价键复合物。一个肽是钙调素依籁的
蛋白酶 II 的钙调素结合区，另外一个是毒蜂肽。只有在钙离子存在时，钙调素和两个肽及
钙离子形成 1:1:4(钙调素:肽:钙离子)的三元复合物。Nemirovskiy等用 FAB源和 ESI源的串
联质谱研究了以兔肌钙蛋白的钙离子结合位点 III为模型的一系列小肽和钙离子复合物的高
能和低能碰撞活化裂解行为。电喷雾质谱中产生的钙离子/肽段碎片由钙离子结合控制，提
供了钙离子结合位点的信息。表明钙离子结合位点涉及到一个天冬氨酸、一个谷氨酸和一个

谷氨酰氨。 
(4)蛋白与配体 
蛋白质生理功能通常体现在蛋白质与配体发生特异性结合。研究蛋白质与配体的相互作

用有助于理解蛋白质的功能及相关的生理过程，并为新药研发提供依据。1991年，Katta等
报道的Heme和Apomyoglobin的复合物和Ganem发现的 FK506和 FK结合蛋白的复合物是
最早报道的蛋白-配体复合物。这两篇文章证明了 ESI-MS研究蛋白-配体复合物的可行性。
此后，利用 ESI-MS 进行了很多蛋白-配体复合物的研究。Bruce 研究了分子伴侣蛋白 SecB
与配体 OppA的复合物，得到了化学计量比和精确相对分子质量信息。Schmidt用正、负离
子模式的 nanoESI-MS研究了血红蛋白和肌红蛋白中球蛋白与血红素的非共价复合物，发现
复合物碰撞活化的裂解程度和气相稳定性取决于 ESI-MS 实验条件以成基团(铁血红素、亚
铁血红素)所带的电荷。这一结果证明了静电力对复合物气相稳定性及质谱信号强度的重要
作用。Pramanik等人研究了 GDP/GTP与 ras蛋白的结合。Schwartz等[153]用 ESI-MS研究
了小分子配体生物素(分子量 244)和亚氨基生物素(分子量 243)与由 4个亚基组成的大蛋白链
亲和素(分子量 53084)的非共价键结合行为。链亲和素与亲和素一样，与生物素有很强的特
异亲和力(KD=10-15mol)，使得这一类非共价键复合物在生物化学和分子生物学，尤其是免
疫化学和亲和分离中有非常广泛的应用。近些年来，随着质谱的发展，对蛋白-配体复合物
体系的研究也更加深入。人们一方面寻求新的结合体系——如α-amylase和其微生物抑制剂
tendamistat 复合物，另一方面将重点投向复合物结合强度和结合本质的研究。Nesatyy 用
ESI-MS研究了气相中 BPT1(Bovine pancreatic trypsin inhibitor)与其靶酶的结合特性[154]。 

(5)蛋白与蛋白/多肽 
ESI-MS在研究蛋白质四级结构方面有巨大的能力。蛋白质之间非共价复合物分同源和

异源两种。利用质谱图上质量的差别可以区分这两种复合物。同时质谱也非常适合于鉴定蛋

白质四级结构中的亚基数目。Brookhavenprotein databank蛋白质数据库的所有蛋白质中，33%
形成了多聚体复合物，在这些复合物中，80%的形成了二聚体或四聚体。乙醛脱氢酶(ALDH)
以同源四聚体的形式显示酶活性。Shen等研究了被 4种不同抑制剂抑制的 ALDH四级结构，
通过比较质量数差异，推测了抑制剂与酶的结合类型和结合位点。MRP8和 MRP14是钙诱
导吞噬细胞活化过程中重要的钙结合蛋白，形成非共价复合物是它们发挥生理功能的先决条

件，Strupat等用ESI-MS证明了在没有Ca2+的情况下，两种蛋白质形成MRP8/14和MRP8/14*



异源二聚体，Ca2+存在时，形成(MRP8/14*)、(MRP8/14*)(MRP8/14)以及(MRP8/14)2等异源
四聚体，这一结果验证了MALDI-MS的实验结果。他们认为，如果质谱反映的是溶液中情
况，那么结合程度应不取决于所采用的离子化方式，对这一观点还有待于深入研究。Loo等
对 ADH(Alcohol Dehydrogenase)在乙醛、乙醇互变中的作用进行了研究，表明酵母及哺乳动
物的 ADHs都是均质的[155]。在这个过程中，仅有 25%基参与互变。马肝的 ADH是二聚体，
活性酵母的 ADH则以四聚体的形式存在。在 ESI-MS分析蛋白质亚基结构过程中，溶液的
pH 及离子源的条件都很重要，在不同 pH 值下，蛋白质以不同数目的亚基聚集体存在，这
对我们研究蛋白质性质具有重要意义。Standing等采用 ESI-TOF-MS对 40T酶的低聚结构进
行分析，结果表明在溶液中以六聚体存在，这和以往的 X-射线衍射结果一致[156]。对
SAL(Silurus Asotus Roe Lectin)的 ESI-MS测定表明，SAL的单体分子量为 31750，而沉淀平
衡法测定的分子量为 95200。由此可以说明该蛋白质在溶液中以三聚体的形式存在。这一推
断得到了基质辅助激光解吸飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)实验结果的支持[157]。Lafitte
对钙调蛋白在溶液中及变性条件下的蛋白质聚合体的研究与超离心测定结果一致[158]。 

(6)蛋白与核酸 
蛋白质和 DNA的相互作用涉及到细胞过程的许多方面，其中影响最大的就是基因转录

调控。蛋白转录因子与特定的 DNA序列结合并导致这个基因的表达，从而实现某些特定的
细胞功能。传统的研究方法是凝胶滞留实验。利用 ESI-MS代替此方法有很多优点，如不需
要放射性标记，快速，化学计量准确等。化学结合计量是蛋白质和 DNA相互作用的一个重
要特性。当一个样品中含有不同的化学结合计量数或结合后分子量差别很小时，化学结合计

量的测定就更为困难。电喷雾质谱由于具有高灵敏度和高质量准确度的优点，因此可以很准

确的测定其化学结合计量。最早的蛋白质和 DNA 复合物研究是 Smith 实验小组用 ESI-MS
检测的从细菌噬菌体 fl分离的单股 DNA结合蛋白 Gene V和几个寡核苷酸的化学结合计量
数。在噬菌体的复制过程中 Gene V 起稳定单链 DNA(ssDNA)的作用，并将合成的噬菌体
DNA从双链转变为单链。已知 Gene V在生理条件下主要以二聚体存在，KD为 10-12mol。
在 pH 7.0 10mmol/L乙酸铵溶液中，无论是正离子还是负离子电喷雾质谱，Gene V都主要以
二聚体存在。在负离子条件下，形成了带电荷数最高为-8 的 4 个多电荷峰。在 pH 3.30 的
50mmol/L乙酸溶液中形成了最高带+14电荷的 11个多电荷峰。这与蛋白质在酸性条件下变
性的结果一致。将不同比例的 Gene V蛋白和 16mer的寡核苷酸在 pH 7.0的 10-50mmol/L乙
酸铵溶液中反应 10min后进行电喷雾质析，结果表明 Gene V蛋白和 16mer寡核苷酸可以形
成不同化学计量结合的非共价键复合物。主要是 4:1(Gene V:16mer)，当寡核苷酸过量时，有
少量 2:1的复合物存在。他们同时用电喷雾质谱研究了 Gene V蛋白和 d(pT)13，d(pT)15，
d(pT)18 3 个同源寡核苷酸的化学计量结合数。当 Gene V 蛋白的摩尔浓度与 d(pT)13，
d(pT)15，d(pT)18混合物的总摩尔浓度比为 1:1时，GeneV蛋白和 d(pT)18主要形成 4:1的
复合物，而与 d(pT)13，d(pT)15主要形成 2:1的复合物；当Gene V蛋白的摩尔浓度与 d(pT)13，
d(pT)15，d(pT)18混合物的总摩尔浓度比为 2:1时，Gene V蛋白与 d(pT)18，d(pT)15形成
4:1的复合物，而与 d(pT)13仍形成 2:1的复合物。说明 Gene V蛋白与 d(pT)13的主要化学
结合计量数为 2:1，与 d(pT)18的为 4:1，而与 d(pT)15的化学结合计量数则根据寡核苷酸和
Gene V蛋白的相对浓度不同为 4:l或 2:1。文献报道 Gene V蛋白与 poly(dA)和 poly(dT)的亲
和力相差两个数量级，用电喷雾质谱也得到了相同的结论。将 Gene V 蛋白和 d(pT)13，
d(pA)14 的混合物在 pH 7.0 10mmol/L 乙酸铵溶液中进行电喷雾质谱分析。当 d(pT)13 和
d(pA)14摩尔浓度相同时，主要是 Gene V蛋白和 d(pT)13形成的 2:1的非共价键复合物。几
乎没有 Gene V蛋白和 d(pA)14形成的复合物。当只有 d(pA)14时，Gene V蛋白与 d(pA)14
可以很容易形成 2:1的复合物。即使当 d(pT)13和 d(pA)14摩尔浓度为 2:100时，Gene V蛋
白与 d(pT)13形成的 2:1复合物的丰度仍是Gene V蛋白与 d(pA)14形成的 2:1复合物的 8倍。



以上实验结果表明 Gene V蛋白与 d(pT)13的亲和力是与 d(pA)14亲和力的 400倍。ESI-MS
也是研究蛋白质和核酸相互作用是一种很好的技术。Sannes-Lowery等通过竞争结合实验考
察了 HIV-1Tat肽和 TAR RNA及其突变体的相对结合强度。在高浓度 Tat肽溶液中结合比测
定的结果最大可达 3:1，这样的复合物存在许多非特异性的结合，一般认为 1:1 的复合物是
特异性结合产生的。同时由 ESI-MS得到的变异 TAR RNA突起区域与 HIV-1Tat肽的亲和力
降低的结论也与溶液态的实验结果一致。Kapur等利用 ESI-MS研究了 Tus蛋白与大肠杆菌
染色体特异性终止复制 Ter DNA序列之间的结合。检测到 1:1的 Tus蛋白-Ter DNA复合物。
在 Tus蛋白和非特异性 DNA混合物的 ESI-MS谱中，主要出现未复合的 Tus蛋白离子，说
明在气相中观察到的Tus蛋白-Ter DNA复合物是由特异性结合产生并比较了正常及变异Tus
蛋白与 Ter DNA的相对结合强度，变异 Tus蛋白 A173T与 Ter DNA复合物的解离常数是正
常 Tus蛋白-Ter DNA复合物的 350倍。Trp抑制蛋白质的 ESI质谱和它特定的 DNA操作基
因被检测到，更说明了此方法对特定相互作用的意义。只有在结合位点间有合适空间的 DNA
序列才能跟蛋白质组合成复合物。Naylar研究小组曾发现了影响 DNA与配体结合的因素，
这些因素直接影响到这些配体是增强还是抑制基因转录[159]。 

(7)酶和抑制剂 
HIV-1蛋白酶是天冬氨酸蛋白酶家族的一个成员。该家族成员包括木瓜酶、肾素、凝乳

酶及组织蛋白酶 D等[160]。HIV蛋白酶专一性地催化病毒 gag和 gag-pol转录产物，产生装
配病毒颗粒所需要的酶和结构蛋白质。HIV-1蛋白酶活性在 pH 6时最高，将二聚体解离会
导致酶活性的完全散失。胃蛋白酶抑制剂 A(isovaleryl-Val-Val-Sta-Ala-Sta，Mr686)是天冬氨
酸蛋白酶的特异性抑制剂[161]。HIV-1蛋白酶的活性位点由两个亚基的相同部分组成。抑制
剂和酶的反应由氢键和疏水作用共同起作用。Loo等[120]用电喷雾质谱研究了胃蛋白酶抑制
剂 A和 HIV-1蛋白酶的结合与 pH值的关系。在 pH 2.5的 2.5%乙酸溶液(乙腈:水=2:1)中，
只有 HIV-1蛋白酶单体的多电荷峰。最高所带电荷数为 13，共 6个多电荷峰。将胃蛋白酶
抑制剂 A和 HIV 1蛋白酶的乙酸铵储备液混合后，用乙酸或氨水调节溶液的 pH值并测定其
电喷雾质谱图。在 pH 4.7-6.9的溶液中观察到了胃蛋白酶抑制剂 A和 HIV-1蛋白酶二聚体的
三元复合物，同时有 HIV-1 蛋白酶二聚体和单体的存在。酶与抑制剂的三元复合物在 pH 
5.5-6.0时最稳定。该结果与以前 Baca和 Kent报道的结果一致。酶与抑制剂的三元复合物对
电喷雾质谱的大气压真空接口条件很敏感，在低的 Vts(l0V)和低毛细管温度时(175℃)三元复
合物的丰度最高，提高毛细管温度会使三元复合物降解。 

(8)抗原-抗体反应 
用电喷雾质谱研究抗原抗体相互作用不仅灵敏、准确、快速，与酶解相还可以确定抗原

表位及抗体互补位。Miller[162]等用电喷雾质谱直接检测到了一个新的能够抑制 HIV-1活性
的由 17个氨基酸组成的微抗体(MicroAb)和代表从巴西(clade B)和非洲(clade A)分离出的第
一代 HIV-1 菌株 V3 区的肽(V3 肽)的相互作用。该微抗体(MicroAb)是一个能特异性地与
HIV-1包膜糖蛋白 gpl20V3环状区作用的鼠单抗 IGGI(F58)的重链第三补体区(CDR-H3)的一
部分。它的活性比 F58高 5倍。将MicroAb和 V3肽溶解于 pH 7.0的 50mmol/L的乙酸铵溶
液中，使浓度分别为 500ug/mL，37℃反应 1小时后进行电喷雾质谱测定。观察到了MicroAb
和 V3肽的复合物。但同时存在未结合MicroAb和 V3肽，且复合物的丰度相对较低。可能
是所用的载液(乙腈:水＝1:1，含 0.1%甲酸)不大合适，不利于复合物的形成。结果表明
MicroAb是通过与病毒颗粒直接结合而介导病毒失活的。将 V3肽用胰蛋白酶进行完全酶解
(37 ℃1小时)和部分酶解(4 ℃2分钟)。然后将酶解肽段和MicroAb混合后在 37℃反应 1小
时后进行电喷雾质谱测定。结果表明只有部分肽段与 MicroAb 结合。通过比较与 MicroAb
结合肽段的序列及进一步研究，证明 MicroAb的抗原表位是 RKSIXIGPGR。该实验结果表
明在研究溶液中抗原-抗体反应时，电喷雾质谱是一种灵敏、快速、准确的方法。 



(9)核酸-药物复合物 
核酸-药物复合物的研究为解释药物的构效关系，设计结构合理的新药提供了依据。氨

基糖苷类抑制剂可以与 TAR RNA发生特异性结合，阻止 Tat蛋白-TAR RNA复合物的形成
从而中止 HIV病毒的复制。Sannes-Lowery等[163]用 ESI-MS检测了两种氨基糖苷类药物新
霉素和链霉素与 TAR RNA及 Tat肽-TAR RNA的非共价复合物。新霉素与 TAR RNA的结
合数为 3，与 Tat肽-TARRNA的结合数为 2。从质谱数据推测新霉素的强亲和力结合位点位
于 TARRNA 的三核苷酸突起区。ESI-MS 竞争结合实验表明新霉素比链霉素结合力更强，
这与药物实际活性大小相一致。与氨基糖苷具有相似溶液亲和力的小分子抑制剂——

2,4,5,6-四氨基喹唑啉与 TAR RNA 形成的复合物在气相中由于碰撞裂解，稳定性远弱于
RNA-氨基糖苷复合物。由此推断小分子抑制剂主要通过疏水作用与 TAR RNA结合，而氨
基糖苷以静电力与 RNA结合，气相性的差异为区分非共价作用的类型提供了有力依据。对
抗肿瘤药物道诺霉素及诺加霉素与双链 DNA结合的复合物进行了 ESI-MS测定[164]，在 pH 
8-9 条件下，发现复合物离子丰度最高。药物与不同序列 DNA 的结合能力不同，证明药物
嵌入 DNA 双螺旋结构具有序列选择性。质谱与 HPLC、HPCE 等分离技术在线联用，可以
测定不同化合物与 DNA 或 RNA 之间的相对结合强度或绝对结合强度，成为从分子水平上
筛选药物先导物的新的理想工具。Wan等[165]用 ESI-MS-MS研究了六核苷酸和八核苷酸二
聚体的气相裂解情况。定义 E50 为引起复合物离解 50%的碰撞能，用来表示复合物的稳定
性。考察了电荷数、碱基对数目、强质子亲和力碱基的位点、氢键数目对二聚体结构稳定性

的影响。当电荷相同时，二聚体稳定性与氢键数目成正比关系。同时还研究了双链 DNA-
药物复合物的稳定性，根据复合物解离为两条单链时与药物的结合情况，可以分辨药物结合

部位和结合形式。另外，最近 CSI-MS在生物分子结构的检测方面以及在研究相对分子质量
较大的有机分子(天然产物)间弱相互作用方面展示了良好的作用。Yamaguchi 等[166]应用
CSI-MS 观察到氨基酸(甘氨酸、缬氨酸、丝氨酸、蛋氨酸和苯丙氨酸)在溶液中明显的链状
结构，X-射线晶体衍射实验也证明了它们在晶体中是由氢键结合的链状结构。但是 L-脯氨
酸在溶液中的结构不同，当加入碱金属离子时可引起 L-脯氨酸在溶液中周期性地聚合为环
状簇合物。加入 Na+时，可检测到[6Pro+Na]+，并认为它是以 Na+为中心的两个三聚体的叠

合(3Pro+Na+3Pro)。加入 K+，Rb+，Cs+时，CSI-MS谱中以八聚体峰为最强，同样，用MS-MS
实验证明了八聚体是以金属离子为中心并由两个四聚体叠合组成的。溶液中存在特定离子诱

导的环状簇合物以及大规模聚集的链状结构，这在氨基酸的生化研究中具有非常重大的意

义。再帕尔等[167]研究了核苷类分子的相互作用，得到了与氢键结合数目相对应的定量结
果，同时亦与 DNA 双螺旋中碱基对的结合模式相符合。推测在溶液中腺苷(A)、脱氧腺昔
(dA)、胞苷(C)、脱氧胞苷(dC)及胸苷(dT)分子以链状结构形式存在，而鸟苷(G)或脱氧鸟苷(dG)
容易形成以四核环状结构为单元的簇合物。另外，G-G 错配识别分子萘啶二聚体

(naphthyridine dimmer，ND)的加入，很容易破坏 G-四聚体，使得原来最强的[4dG+Na+]逐渐
消失，而 2dG+H]+生成。这一结果提示由于在人类端粒序列中富含 G，ND与 G-G结构之间
强的结合作用可导致端粒 DNA的破坏，从而抑制端粒酶作用下序列的延伸。这是在核苷分
子水平上第一次直接观察到 DNA的动态溶液行为。二聚、三聚、四聚 DNA形成的 DNA多
链非共价复合物由于解链温度(Tm)低，非常不稳定，用 ESI-MS很难表征。Yamaguchi等 
[168]用 CSI-MS研究了三链、四链寡脱氧核苷酸，总结出 6个 G碱基对于稳定 DNA端粒的
G-四聚体是必须的。他们设计了具有很强分子识别能力的 DNA 分子，例如，在

5'-d(AGGGGGGAAAAAAAAAAAAAAAA)-3'(D7)与 5'-d(TTTTTTTTTTTTTTT)-3'(D6)的 1:1
混合溶液的(-)CSI-MS 谱中，不仅出现[D7+D6]二聚体离子，而且观察到明显的[D7·D6]4
二聚-四聚复合体离子，这是由于 6 个 G 碱基的存在而引起的聚合。这些结果表明 CSI-MS
不仅可用于表征 DNA二聚体、三聚体和四聚体，而且对于用其他光谱方法难以检测的不稳



定的、复杂的多链 DNA复合物也可得到满意结果。 
ESI-MS技术是一种新发展起来的“软电离”质谱技术，能快速、准确地测定生物分子

或不稳定有机分子的分子量。大量的实验事实证明，在“温和”的界面条件下，ESI-MS还
适合分析生理条件下特异性非共价生物-有机分子复合物，测定溶液中非共价复合物的化学
计量数和结合常数。随着药物工业的发展，寻找高亲和力的靶蛋白抑制剂作为新药开发中关

键的一环，越来越受到人们的关注，因此，非共价复合物的高通量检测成为人们关注的焦点。 
虽然 ESI-MS不能满足新药筛选行业每天上万个化合物的超高通量筛选要求，但是它可

以在靶点研究方面起重要的作用，可以为解释药物的构效关系、设计结构合理的药物提供重

要的依据。如非共价蛋白质-内源性物质(如 GDP、亲和素等)或外源性物质(如亲和素衍生物、
FK506、RM等)复合物性质的研究，对理解生物体内物质传递和药物机理有着十分重要的意
义。此外，ESI-MS质量范围的扩展更加适合在生理条件下对蛋白质寡聚体的形态及键合能
力的研究。因此，在保持生物分子高级结构的近中性溶液中，ESI-MS为特异性非共 
价复合物开辟了直接分析分子识别过程的新途径。 
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