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摘要

氢氘交换越来越多地⽤于⼤分⼦蛋⽩质和蛋⽩质复合物的研究以及候选药物的筛选应⽤中。这些更具挑战性的实

验推动了改善LC-MS系统容量⽅⾯性能的需求。新型SELECT SERIES Cyclic IMS具有更⾼的离⼦淌度和质量分辨

率，可提供更⾼的峰容量以应对这些挑战。本研究相对于SYNAPT G2-Si和SYNAPT XS以及样品有限的应⽤，证明

了循环IMS系统⽤于氢氘交换的性能。

优势

SELECT SERIES Cyclic IMS系统具有更出⾊的灵敏度、检测器动态范围、质量分辨率和离⼦淌度性能，改善了

肽鉴定结果，并减少了⾼丰度肽的峰饱和现象

■

Cyclic IMS系统的灵敏度和峰容量更⾼，预计允许使⽤截短的⾊谱梯度，从⽽提⾼每⽇通量并减少酰胺交换■

简介

表征蛋⽩质和蛋⽩质复合物的⾼级结构，是理解蛋⽩质作⽤的功能和机理必不可缺的⼀环，对治疗性⽣物分⼦的
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评估和开发⾄关重要。氢氘交换(HDX)有助于定位结合位点和构象变化区域，并提供有关柔性和蛋⽩质动⼒学的信

息。HDX与NMR、冷冻电镜和X射线晶体学等⾼空间分辨率技术相辅相成，并且通常能够以更⾼的通量获得结果。

因此，HDX已被⽤作⼀种经济有效的表位定位筛选⽅法，进⼀步提升该⽅法的通量预计将带来诸多益处1。

酰胺氢交换在溶液中⾃发发⽣，可⽤于监测沿蛋⽩质⻣架发⽣的氢键保护现象。典型的实验⽅案包括⽤氘代缓冲

液稀释蛋⽩质储备液。在氘代缓冲液中温育可变的时间段，可以在数秒⾄数⼩时内测量蛋⽩质⻣架动⼒学。氘含

量的测量过程包括低温、低pH淬灭，然后进⾏快速胃蛋⽩酶酶解和LC-MS分析。缩短⾊谱梯度有助于提⾼氘保留

性能，但会导致谱图复杂程度增加，难以进⾏计算机模拟数据库搜索。因此，实验数据的质量通常需要在蛋⽩质

⼤⼩与⾊谱分析时间之间进⾏平衡。近年来，业界愈加倾向于研究通常具有数⼗个亚基的⼤分⼦蛋⽩质复合物

，谱图复杂程度⽇益成为⼀项挑战。 

实验

样品描述

⽤10 mM磷酸盐缓冲液(pH 7.0)稀释磷酸化酶B（部件号186006930 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006930-hdx-phos-b-check-

standard.html> ），得到浓度为8、16和32 µM的储备液。 

⽅法条件

将完整蛋⽩按1:20的⽐率与10 mM磷酸盐缓冲液(pH 7.0)混合，在0 °C下⽤100 mM磷酸盐缓冲液(pH 2.4)以1:1稀

释液淬灭，然后进样⾄液相⾊谱系统中。使完整蛋⽩通过Waters Enzymate胃蛋⽩酶⾊谱柱，并将其收集到

VanGuard C18捕集柱上。在0 °C下使⽤1 mm × 100 mm BEH C18⾊谱柱进⾏LC-MS分析。梯度、捕集时间和流

速设置⻅下表。利⽤7 min的有效梯度，通过HDMSE⽅法使⽤单圈或多圈离⼦淌度池分析肽段。HDMSE是⼀种数

据⾮依赖型采集模式，能够以快速周期交替采集所有肽的低能量和⾼能量数据。利⽤保留时间和离⼦淌度漂移时

间对⻬进⾏数据处理，以关联肽段⺟离⼦及其相应的碎⽚离⼦。Cyclic IMS的⾏波及其他相关仪器参数如下所列；

SYNAPT G2-Si和SYNAPT XS的仪器参数之前已有报道2。

液相⾊谱条件

配备HDX-2⾃动化管理器的ACQUITY UPLC M-液相⾊谱系统：
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Class

检测器： SELECT SERIES Cyclic IMS

样品瓶： 全回收

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18 VanGuard预柱，2.1 × 5 

mm，部件号186003975；ACQUITY UPLC 1 × 

100 mm BEH C18⾊谱柱，1.7 μm颗粒，部件号

186002346；Enzymate BEH胃蛋⽩酶⾊谱柱，部

件号186007233

柱温： 0 °C

样品温度： 0 °C

进样体积： 50 µL

流速： 40 µL/min

流动相A： 含0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 含0.1%甲酸的⼄腈溶液
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梯度表1

质谱条件

质谱系统： SELECT SERIES Cyclic IMS

电离模式： 正

采集范围： 50~2000

⽑细管电压： 2.8 kV

碰撞能量： 20 V~29 V

锥孔电压： 30V

StepWave1漂移 8V
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StepWave2漂移 12V

圈数 1~2

跑道⾏波电压 25V

跑道⾏波波速 375 m/s

ADC推进次数/bin 1

数据管理

⾊谱软件： MassLynx SCN 1016

质谱软件： Quartz 2.4.1

信息学软件： PLGS 3.0.3，DynamX 3.0
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图1.SELECT SERIES Cyclic IMS仪器⽰意图

结果与讨论

实施初步实验，对Cyclic IMS系统相对于SYNAPT G2-Si和最近发布的SYNAPT XS质谱仪的性能进⾏基准测试。在

SYNAPT XS和Cyclic IMS中，使⽤32 µM蛋⽩质储备液和相同的StepWave设置，通过HDMSE采集数据。利⽤磷酸

化酶B的肽图分析实验，根据复杂混合物中的肽鉴定结果来评估系统性能。在PLGS 3.0.3中使⽤标准处理参数单独

处理三次重复进样，然后将所得的肽⽂件导⼊DynamX中，并按照之前所述的⽅法进⾏筛选3。图2中报告了在这

三种仪器上鉴定出的肽数量和所得到的序列覆盖率。相对于SYNAPT G2-Si，在SYNAPT XS和Cyclic IMS上观察到

更出⾊的性能，包括鉴定出更多的肽数量并得到更⾼的序列覆盖率。使⽤SYNAPT G2-Si、SYNAPT XS和Cyclic 

IMS分别鉴定出约240、360和560种肽。在SYNAPT XS和Cyclic IMS中增加StepWave XS装置可以提⾼灵敏度

，从⽽可能有助于增加鉴定结果数量。Cyclic IMS系统还拥有其他多种属性，包括可扩展的IMS分辨率、XS传输装

置和双增益ADC检测系统，相对于SYNAPT XS可能具有更⾼的性能。重要的是，双增益ADC为⾼丰度离⼦提供了

更宽的动态范围。采⽤三种仪器获得的序列覆盖率分别为89%、98.5%和100%。SYNAPT XS和Cyclic IMS在覆盖

率⽅⾯的微⼩差异是覆盖率已经⾮常⾼的直接结果 ‒ 具有更⻓序列的蛋⽩质可能会得到更⾼的覆盖率。因此，针
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对Cyclic IMS实施了上样量和梯度截短实验，以评估在较低上样量和较短⾊谱分离时间下的HDX肽图分析性能。

图2.使⽤SYNAPT G2-Si、SYNAPT XS和Cyclic IMS质谱仪筛选磷酸化酶B后，鉴定出的胃酶解肽的数量和序列覆盖

率

HDX实验⾯临的挑战在于，经常需要监测低频率胃蛋⽩酶裂解得到的肽，以便研究蛋⽩质序列的特定区域。因此

，通常在实验中使⽤⾼上样量以使这些肽获得更出⾊的信号。结果，⾼丰度肽经常表现为饱和且扭曲的同位素⽐

，并且经常包含由于检测器过载⽽导致的伪峰。Cyclic IMS系统采⽤双增益ADC检测器，改善了⾼丰度离⼦检测的

动态范围，且ADC改善了在强离⼦电流下检测器的线性响应。据推测，该功能将减轻HDX实验中经常发⽣的离⼦

饱和现象，获得的数据也⽀持这⼀推测。图3展⽰了在SYNAPT XS（下图）和Cyclic IMS（中图）上获得的两种肽

离⼦的同位素分布，证明⾼强度离⼦的同位素测量准确度得到改善。两种离⼦的理论同位素分布如上图所⽰。
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图3.在SYNAPT XS（下图）和Cyclic IMS（中图）上获得的肽段AMPYDTPVPGYRNNVVNT和VEEGAVKRINMAHL的

同位素分布。每种肽断的理论同位素分布显⽰在上图中以供参考。

使⽤8、16和32 µM储备液考察磷酸化酶B的肽鉴定和序列覆盖率，在样品量更少的情况下评估Cyclic IMS上的

HDX性能。使⽤标记(1:20)和淬灭稀释液(1:1)以及50 µL定量环，这些条件对应于10、20和40 pmol进样。使⽤上

述相同的条件，在HDMSE模式下采集数据。使⽤PLGS 3.0.3处理数据，但采⽤经过改进的肽3D参数，专⻔解决在

⻓时间淌度分离中观察到的到达时间分布稍宽的问题。结果在32 µM储备液进样中得到的肽数量增加⾄588种。图

4总结了该实验的结果。如预期⼀样，上样量较低时，得到的肽鉴定数量较少；但是，需要注意的是，所有三种条

件均采⽤相同的阈值。通过降低低上样量数据的阈值，有可能恢复对某些肽的鉴定。但是，16 µM和8 µM溶液获

得的筛选后序列覆盖率均⾼于90%，分别为93%和95%，表明使⽤较低浓度的储备液可以实现具有良好性能的

HDX肽图分析，从⽽可以研究更多样品有限的蛋⽩质。
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图4.在采⽤Cyclic IMS进⾏的在线HDX肽图分析中，使⽤32、16和8 µM储备液筛选磷酸化酶B后鉴定出的胃酶解肽

的数量和序列覆盖率。

结论

我们之前已经证明，采⽤SYNAPT XS获得的HDX数据质量相⽐于上⼀代系统SYNAPT G2-Si得到显著改善。本⽂表

明，新型SELECT SERIES Cyclic IMS提供了更⾼⽔平的性能，并对可⽤于氢-氘交换实验的数据质量产⽣了极⼤影

响。与SYNAPT XS相⽐，质量和离⼦淌度分辨率以及灵敏度⽅⾯的改善使肽鉴定数量增加了30%，⽽双增益检测

器提供的动态范围则允许更准确地测量⾼丰度肽的同位素分布。系统灵敏度的改善允许将上样量减少为原来的

1/4，同时保留⾼于95%的序列覆盖率。预计该系统对峰容量和灵敏度的明显改善将⽀持采⽤截短的⾊谱梯度，提

⾼每⽇通量，并降低系统的每次进样成本。
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