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摘要
准确测定氨基酸序列对于了解蛋白质的结构和功能至关重要。然而，区分亮氨酸 
(Leu) 和异亮氨酸 (Ile) 是一项挑战，因为它们是位置异构体，无法使用基于碰撞的传
统碎裂技术来区分。基于电子的碎裂通过产生侧链碎片提供了一种有前景的解决方
案，这些碎片可用于区分 Leu/Ile 和其他异构体残基，例如天冬氨酸 (Asp) 和异天冬
氨酸 (isoAsp)。本应用简报展示了如何使用配备 ExD Cell（用于电子捕获解离）的 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统来鉴定多肽和完整蛋白质中的异构体残
基。Agilent ExDViewer 软件可以直观地分析 Q-TOF 数据集中的侧链碎片，增强辨别
异构体氨基酸的能力。

使用配备电子捕获解离的 Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF  
系统鉴定氨基酸异构体
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前言
人类蛋白质组约有六分之一由异构体氨基酸 Leu 或 Ile 组成[1]。 
涉及这些氨基酸的序列变异可以显著影响蛋白质的结构和功
能。例如，抗体互补性决性定区域内 Ile 或 Leu 之间的变化会
影响靶标结合的强度[2]。此外，Asp 自发异构化为 isoAsp 与蛋
白质老化和各种疾病有关[3–5]。因此，通过准确确定异构体氨
基酸的种类来减少蛋白质序列分析中的不确定性，对于了解蛋
白质功能和疾病机制至关重要。

安捷伦的创新电子解离解决方案 ExD Cell 与单独使用碰撞诱
导解离 (CID) 相比，能够对蛋白质序列进行更全面、互补的表
征。自由基 z 型离子可以发生氨基酸侧链的次级碎裂，产生 w 
离子，可用于区分 Leu 和 Ile[1,6]。Asp 异构化为 isoAsp 会导致
羧基发生转移，这可以检测为与预期的 c 和 z 型离子有 57 Da 
的偏移[4–6]。

本应用简报介绍了使用配备 ExD Cell 进行电子捕获解离的 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 对多肽和蛋白质进行快
速、高效的裂解。使用合成肽和完整泛素，在 MS/MS 质谱图
中鉴定了异构体氨基酸。尽管用于鉴定异构体残基的免费工具
非常少，但 ExDViewer 可以简单且易于解析地注释多肽和蛋
白质质谱图中的侧链碎片[7]。6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
的灵敏度和碎裂能力与 ExDViewer 相结合进行分析，为包括
异构体氨基酸鉴定在内的蛋白质序列的全面表征提供了有效的
解决方案。

实验部分

试剂与标准品
–– 蜂毒肽/调谐混标调谐标准品甲酸，99.0+%，Optima 

LC/MS 级（部件号 A-117-50），Fisher Chemical

–– 乙腈，LCMS 级，99.9%+，OmniSolv（部件号 AX0156-6），
Supelco

–– REALLYisoD 合成肽（部件号 4144889），Bachem

–– 牛泛素（部件号 U6253），Sigma

–– 安捷伦调谐混标 (G1969-85000)

样品前处理
冻干样品储存于 –20 °C 下以待分析。分析前，将样品在 15% 乙
腈和 0.01% 甲酸中复溶。样品的最终浓度为 REALLYisoD 肽 
1 µM 和泛素 10 µM。 

仪器
–– Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

–– Agilent ExD Cell (G1997AA)

软件
–– Agilent ExDControl 软件版本，v3.6

–– 用于 LC/TOF 和 LC/Q-TOF 的 Agilent MassHunter 采集软
件，v11.0

–– Agilent ExDViewer 软件，v4.5.14

https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/6545xt-advancebio-lc-q-tof
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/exd-cell-for-lc-q-tof
https://exdviewer.agilent.com/
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质谱方法
所有样品均使用 500 µL 注射器以 20 µL/min 的速度直接进
样。New Era 注射泵（型号 300）用于进样。使用连接手紧
密封垫圈的 PEEK 管线将样品引入安捷伦双喷射流 (AJS) 源
的雾化器进样口。使用配备 ExD Cell 的 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF 进行质谱分析。在 MassHunter 采集软件 v11.0 中
设置了靶向采集方法。使用 ExDViewer v4.5.14 分析碎裂结
果。6545XT LC/Q-TOF 的详细仪器参数列于表 1 中。

参数 值

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统 

离子源 安捷伦双喷射流电喷雾离子源

极性 正

气体温度 325 °C

干燥气流速 5 L/min

雾化器 20 psi

鞘气温度 275 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管电压 4000 V（泛素），3200 V（肽）

喷嘴电压 2000 V

碎裂电压 175 V

锥孔电压 45 V

采集速率 1 质谱图/秒

分离窗口 宽 (9 m/z)

MS1 质谱范围 100–3200 m/z

MS2 质谱范围 
120–3200 m/z（泛素） 
120–2400 m/z（肽）

表 1. Q-TOF LC/MS 数据采集参数

ExD Cell 操作
ExD Cell 是 6545XT Q-TOF LC/MS 系统的附加模块，可实现电
子捕获解离功能。ExD Cell 使用 ExDControl 软件进行控制，
该软件是与 MassHunter 采集软件共同运行的独立软件，用于
控制 ExD Cell 电压和灯丝加热电流。ExDControl 具有自动调
谐算法，可自动调节 ExD Cell 电压以优化传输或电子捕获解
离 (ECD) 功能。 

以下步骤用于设置 ExD Cell 异构体分析。首先，施加适当的
灯丝加热电流，并让其预热 20 分钟。随后，从 B 瓶进样蜂毒 
肽/调谐混标。对调谐混标离子进行 ExDControl 自动调谐，以
调整 ExD Cell 透镜电压，优化 MS1 传输效率。 

优化传输后，分离出蜂毒肽 3+ 前体 (949 m/z)。通过对蜂毒
肽碎片质量数进行自动调谐，优化 ExD Cell 进行碎裂的电压。
针对蜂毒肽的 ECD 进行优化的池电压曲线对大多数多肽都有
效，但是，可能需要额外的调谐标准品来实现蛋白质的最佳 
ECD。对于泛素，对内置的泛素 ECD 碎片质量数列表进行自
动调谐，大大提高泛素碎片的强度（表 2）。在 ExDControl 中
建立 MS1 传输和 MS2 ECD 曲线后，MassHunter 切换到采集
环境，并创建靶向采集方法。 

ExD Cell 调谐标样

MS1 传输 MS2 ECD 碎裂

REALLYisoD (1.9 kDa) 调谐混标 蜂毒肽

泛素 (8 kDa) 调谐混标 泛素

表 2. 用于优化传输或 ECD 的 ExD Cell 透镜电压的调谐标准品的汇总。ExDControl 
自动调谐算法内置了几个质量数列表，包括调谐混标、蜂毒素和泛素的质量数。
然而，也可以创建自定义质量数列表来优化用户定义的质量数列表的强度
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图 1. ExDViewer 目标物解卷积输入页面。预设匹配设置适用于多种多肽和蛋白质分析物

使用 ExDViewer 进行靶向分析
ExDViewer 是一款免费的软件工具，可以对 Q-TOF MS/MS 数
据中的所有多肽碎片类型进行可靠的分析。ExDViewer 提供了
一种快速直观的方法来分析多肽或大型完整蛋白质的复杂碎
裂模式。该软件的一个主要特点是支持注释侧链碎裂模式和 
isoAsp 离子。 

目标物解卷积工作流程用于将碎裂模式与已知序列进行匹
配。靶序列使用目标物编辑器定义，其中指定了序列和最小
和最大电荷态。定义目标物后，可以将 .d 文件直接加载到 
ExDViewer 中进行目标物解卷积。图 1 显示了目标物解卷积工
作流程输入页面的屏幕截图。本文档中的谱图数据使用 ExD 
碎裂分析的限制性匹配预设进行处理，并对重叠离子进行迭代
多遍匹配。
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结果与讨论

Leu/Ile 和 Asp/isoAsp 鉴定
自由基驱动的侧链碎裂导致形成 w 型离子，从而实现 Leu/Ile 的
区分。Leu 的 w 离子是由异丙基自由基丢失形成的 (z – 43 Da)，
而 Ile 对应的 w 离子则丢失了一个乙基自由基 (z – 29 Da)。 

相反，isoAsp 的形成根据涉及多肽主链的结构变化来检测，这
导致 Asp 对应的 c 或 z 离子转移 57 Da（c + 57 Da，z – 57 Da）。 

在此，使用序列为 REALLYisoDELIGHTFLK 的合成肽来演示使
用基于电子的碎裂进行 Leu/Ile 和 Asp/isoAsp 鉴定（图 2）。

图 2.顶部质谱图是合成肽 REALLYisoDELIGHTFLK (1 µM) 的 ECD 碎裂质谱图。Asp 已被工程化为 isoAsp，并以红色突出显示。异构体碎片证据在质谱图中以文字注
释。下图显示的是同一多肽的 CID 质谱图。ECD 类型碎片标记为蓝色，CID 类型碎片标记为绿色，前体离子标记为紫色，a 离子标记为粉色

m/z

m/z

强
度

强
度

REALLYisoDELIGHTLK 3+ ECD

REALLYisoDELIGHTLK 3+ CID
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REALLYisoDELIGHTFLK 具有五个异构体 Leu/Ile 残基和一个
工程化的 isoAsp，可产生 64+ 种具有相同理论 CID 质谱图的
可能异构体序列。利用电子碎裂检测侧链碎裂可以唯一地鉴定
具有异构体特异性的确切多肽序列。图 2 比较了使用 ECD 或 
CID 碎裂的 3+ REALLYisoDELIGHTFLK 前体的 MS/MS 质谱
图。使用 ExDViewer，可以直观地在质谱图中注释 Leu、Ile 和 
isoAsp 的诊断离子。电荷减少的前体也得到了注释。 

图 3 研究了 ECD 之前的碰撞活化对 Leu/Ile 和 isoAsp 诊断离子
检测的影响。在电子捕获之前，对 3+ REALLIYisoDELIGHTFLK 
前体施加了一系列碰撞能量。总体而言，随着碰撞能量的增
加，离子强度下降。与对碰撞活化更敏感的 4+ 前体相比，3+ 
前体的强度下降更为缓慢。这些结果表明，单独使用 ECD 对
检测该示例多肽的诊断离子最有效。 

自上而下的 MS/MS 异构体测定
与传统的多肽分析不同，自上而下的质谱法涉及整个蛋白质的
测序，而无需预先进行酶解。避免酶解可减少样品前处理步
骤，节省时间，同时大大降低引入干扰的风险。重要的是，
自上而下的分析能够表征无法使用酶解肽混合物来确定的独
特蛋白质形式。在此，采用自上而下的分析来表征完整泛素
中的异构体。直接进样 10 µM 泛素，并使用靶向采集方法进行
分析。选择 11+ 前体进行分离，并在 ExD Cell 中进行 ECD。以 
1 质谱图/秒的速度采集数据，总计 1 分钟。11+ 前体的高效碎
裂带来 99% 的序列覆盖率并区分 10/16 个异构体 Leu 和 Ile 残
基。此外，还鉴定了 isoAsp 的 c 和 z 离子，表明在氨基酸位置 
39 和 52 处存在 isoAsp。图 4 显示了在 ExDViewer 中生成的序
列覆盖图，使用户能够以交互方式探索支持目标序列的碎片证
据。图 5 突出显示了 350 m/z 宽的泛素碎裂质谱图切片，其中
含有丰富的 ECD 离子和 w 离子，可用于鉴定 Leu 和 Asp。

图 3. REALLYisoDELIGHTFLK 异构体诊断离子强度。w2、w7、z10 - 57 和 w13 的平均离子强度被绘制为碰撞能量的函数
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序列覆盖率：99%（不含内部离子）
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图 4. ExDViewer 生成的序列覆盖图。每个颜色的点代表不同类型的离子。CID 和 ECD 类型主链碎片离子与侧链碎裂和 c/z isoAsp 离子共同注释。信息工具提示显示
检出的每个碎片的离子类型、电荷态以及评分。这里，工具提示表明检出了 isoAsp 离子 z23 - 57 的两个电荷状态。

图 5. 11+ 泛素的 ExD 碎裂质谱图。插图中显示了鉴定 Leu 和 Asp 的侧链碎片的证据。异构体证据会自动用虚线和标签进行注释
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结论
本应用简报介绍了使用配备  Agilent ExD Cell 和  Agilent 
ExDViewer 软件工具的 Agilent 6545XT AdvanceBio Q-TOF 
LC/MS 系统，对异构体氨基酸进行的分析。电子捕获解离是
一种强大的碎裂技术，可为 CID 碎裂提供互补信息。这些方
法可用于研究一系列分子的多肽主链和侧链碎裂，减少蛋白
质序列分析中的不一致。Q-TOF 检测 ECD 碎片的灵敏度与 
ExDViewer 结合进行碎片分析，为目标氨基酸异构体鉴定提供
了有效的解决方案。
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