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利用高分辨质谱技术综合解析胰岛素类制品复杂二硫键结构

胡馨月#, 丁晓丽#, 孙 悦, 张 慧, 李 晶*, 梁成罡*

(中国食品药品检定研究院激素室, 国家卫生健康委员会生物技术产品检定方法及其标准化重点实验室, 国家药品

监督管理局化学药品质量研究与评价重点实验室, 北京 102629)

摘要: 二硫键的正确配对维持了多肽和蛋白类药物的正确折叠方式和高级结构的形成, 对产品的质量控制至关

重要。为了确保二硫键正确配对, 二硫键分析是多肽和蛋白质药物表征中必不可少的重要部分。质谱分析技术可

用于二硫键分析, 然而, 胰岛素及其类似物中存在两对没有酶切位点的二硫键, 常规的碰撞诱导解离 (CID) 和高能

诱导裂解 (HCD) 无法实现该复杂二硫键的准确定位。本研究通过 3种方法综合定位该复杂二硫键, 包括酶切加关

键肽段源内碎裂 (ISD) 法、酶切加部分还原烷基化法、完整蛋白源内碎裂和电子转移解离 (ETD) 裂解法, 并且考察

了门冬胰岛素、赖脯胰岛素和甘精胰岛素的适用性, 为胰岛素及其类似物二硫键连接方式的质量控制提供了新途

径, 也为含该类复杂二硫键多肽或蛋白类生物制品的二硫键定位提供借鉴。
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Abstract: The correct pairing of disulfide bonds maintains the correct folding mode and high-level structure 

formation of peptides and protein drugs, which is crucial for the quality control of products. In order to ensure that 

the disulfide bonds are correctly paired, disulfide bond analysis is an essential part of peptides and protein drug 

characterization. Mass spectrometry can be used to analyze disulfide bonds. However, insulin and its analogues have 

two pairs of disulfide bonds without restriction enzyme cutting site. Conventional collision-induced dissociation 

(CID) and high-energy induced cleavage (HCD) cannot accurately locate the complex disulfide bond. In our study, 

three methods were used to localize the complex disulfide, including enzyme digestion combined with key peptide 

fragment in source decay (ISD) fragmentation method, enzyme digestion combined with partial reduction alkylation 

method, intact protein source ISD and electron transfer dissociation (ETD) cleavage method, The applicability of 

insulin aspart, insulin lispro and insulin glargine were also investigated. This study provides a new way for the 

quality control of disulfide bonding mode of insulin and its analogues, and also provides a reference for the 

disulfide bond localization of peptides or proteins containing this complex disulfide bond.
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多肽和蛋白质中的二硫键对其热力学、力学和化

学稳定性至关重要, 同时也参与对蛋白酶的抗性和活

性的调节[1]。胰岛素及其类似物共含有三条二硫键, A

链中存在一个链内二硫键, 位于A链 6位和 11位的半

胱氨酸之间; A和B链则通过另外两对二硫键连接, 第

一条在A链 7位和B链 7位半胱氨酸之间, 第二条在A

链 20位和B链 19位半胱氨酸之间[2], 三对二硫键的正

确配对维持了胰岛素及其类似物的正确折叠方式和高

级结构的形成, 对产品质量也有至关重要的影响。

早期二硫键的定位方法主要包括X射线衍射晶体

法[3]、多维核磁共振波谱法[4]、Edman 降解法等。X 射

线衍射晶体法需要培养高度有序的蛋白结晶, 且X射

线衍射晶体法和多维核磁共振波谱 2种方法对样品需

求量很大, 对样品纯度要求也较高。Edman降解法无

法直接对含有链内二硫键和N端被封闭的多肽和蛋白

质进行测序。近年来, 随着生物质谱的发展, 质谱技术

逐渐应用到二硫键的定位研究中, 完整的蛋白质或多

肽酶解成含有不同定位信息的肽段 (自下而上法, 即

“Bottom-up”法)[5], 通过软件分析实现对二硫键配对方

式的表征, 但当多对二硫键同时存在时, 酶切片段中可

能同时存在多对二硫键, 质谱对这种复杂二硫键的分

析有一定的挑战性。胰岛素及其类似物的 A: C6-A: 

C11 和 A: C7-B: C7 这 2 个二硫键之间没有酶切位点, 

A6和 A7又是相邻的半胱氨酸, 使这 2对二硫键所连

接的肽段成为一个闭环的结构, 因为常规的碰撞诱导

解离 (collision induced dissociation, CID) 和高能诱导裂

解 (higher energy collision induced dissociation, HCD) 产

生的碰撞能量相对较低, 仅能够裂解多肽骨架, 几乎

不能断裂二硫键[6], 采用CID或HCD裂解方式对带有

该复杂二硫键的肽段序列进行分析 , 则不能将肽段 

 -C6C7TSIC11-进行碎片化裂解, 所以无法判定上述 2对

复杂二硫键正确连接方式。虽然人们已对胰岛素的结

构和功能进行了深入研究[7], 但是对胰岛素二硫键定

位的方法的报道仍然较少。黄亚娟等[8]报道了酶切质

谱法联合氰基化裂解法对新型重组人门冬胰岛素的二

硫键进行定位, 成功解析了门冬胰岛素两对复杂的二

硫键, 但是氰基化裂解法也存在着操作较为繁琐, 多步

前处理过程, 大量数据的处理和分析等问题。因此, 探

索高效、快速、准确的方法来定位胰岛素及其类似物复

杂二硫键, 具有一定挑战和意义。

随着质谱技术的发展, 质谱解离技术也渐渐丰富

起来, 如CID、HCD、源内碎裂 (in source decay, ISD) 技

术、电子转移解离 (electron transfer dissociation, ETD) 

等。CID 和 HCD 使酰胺键发生断裂主要生成 b/y 类

型的碎片离子, HCD理论上可产生比CID更丰富的离

子; ETD主要使N－C α键断裂生成 c/z类型的碎片离

子; ISD技术是在ESI离子源产生离子, 允许所有价态

的离子发生断裂, 主要也是生成 b/y类型的碎片离子。

以上多种质谱解离技术常用做蛋白或者多肽的质谱鉴

定分析[9]。胰岛素及其类似物的品种很多, 但其二硫

键位置一致, 以人胰岛素的二硫键定位为例, 本研究工

作尝试并且探讨了以下 3种二硫键定位的方法, 包括

酶切加关键肽段 ISD法、酶切加部分还原烷基化法、完

整蛋白 ISD和ETD裂解法。以上 3种方法综合定位胰

岛素的两对复杂二硫键, 并且考察了门冬胰岛素、赖脯

胰岛素和甘精胰岛素的适用性, 为胰岛素及其类似物

二硫键连接方式的质量控制提供了新途径, 也为含该

复杂二硫键多肽或蛋白类生物制品的二硫键定位提供

借鉴。

材料与方法

材料与试剂 人胰岛素、门冬胰岛素、赖脯胰岛

素、甘精胰岛素 (中国食品药品检定研究院激素室

留样, 批号: GHIA19003, 023C220210603, GLPA20009, 

GCB2021002); 乙腈 ( 批号 : 164788)、甲酸 ( 批号 : 

195715)、马来酰亚胺 -PEG2-生物素 (M-biotin, 批号 : 

A39261), 赛默飞世尔科技 (中国)有限公司; 三 (2-羧乙

基) 膦盐酸盐 (TCEP·HCl, 批号: LSBZ2552)、二硫苏糖

醇 (DL-dithiothreitol, DTT, 批号 : SLBV6582)、碘乙酰

胺 (Iodoacetamide, IAM, 批号 : SLCC6164)、糜蛋白酶 

(批号: 11418467001), 西格玛奥德里奇 (上海) 贸易有

限公司 ; ETD 试剂盒 [批号 : W28102021, 沃特世 (美

国) 公司]; GLU-C 酶 (Worthington 公司 , 美国 , 批号 : 

57E17522A)。

仪器耗材 Waters UPLC I-Class/SYNAPT Q-TOF

和 Waters-UNIFI数据处理软件 [沃特世 (美国) 公司]; 

Orbitrap Exploris 480和 Biopharma Finder 数据处理软

件 [赛默飞世尔科技 (美国) 公司]; 电子天平 (瑞士梅特

勒−托利多公司)

酶切法的样品前处理 取10 mg胰岛素溶于10 mL 

TE溶液 (tris-EDTA, pH 7.5), 取上述溶液 100 μL, 加入

10 μL的Glu-C酶 (1 mg溶于1 mL的水中, 10 μg), 37 ℃
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孵育4 h, TE稀释至1 mL停止反应, 进行液质分析。

酶切+部分还原烷基化法的样品前处理 取10 mg

胰岛素溶于10 mL TE溶液 (tris-EDTA, pH 6.5), 取上述

溶液100 μL, 加入5 μL的糜蛋白酶 (25 μg溶于25 μL水, 

加入5 μg) 或10 μL Glu-C酶 (1 mg溶于1 mL水中, 加入

10 μg), 37 ℃孵育 4 h, 上述溶液用TE稀释至 1 mL, 加

入1 μL的0.1 mol·L-1 TCEP·HCl和1 μL M-biotin (将2 mg 

M-biotin 溶于 40 μL 水 , 配成浓度约为 0.1 μmol·L-1), 

65 ℃孵育15 min, 室温孵育1 h。向反应体系中加入1 μL

的 1 mol·L-1 DTT, 37 ℃孵育 30 min, 加入 2 μL氨水, 调

节反应体系至碱性, 加入 3 μL的 1 mol·L-1 IAM, 暗处, 

室温孵育30 min, 直接进行液质分析。

完整蛋白 ISD 和 ETD 裂解法的溶液配制方法 

称取样品约 10 mg, 用 0.1% 甲酸/水溶液定容至 5 mL, 

配成浓度为 2 mg.mL-1的样品溶液; 取上述胰岛素样品

溶液 1 mL置于 10 mL量瓶中, 用 50 mmol·L-1碳酸氢铵

水溶液定容至刻度, 混匀, 作为供试品溶液。

HCD 裂解 A: C20-B: C19 二硫键鉴别液质方法 

液相条件 : 色谱柱 ACQUITY UPLC peptide BEH C18 

(150 mm × 2.1 mm, 300 Å,1.7 μm); 流动相A为 0.1%甲

酸/水溶液, 流动相B为 0.1%甲酸/乙腈溶液, 梯度洗脱: 

0～3 min, 3% B; 3～85 min, 3%～32% B; 85～90 min, 

32%～90% B; 90～95 min, 90% B; 95.1～100 min, 3% 

B。流速0.2 mL·min-1, 柱温50 ℃, 进样体积3 μL。质谱

条件: 液质联用仪器为Orbitrap Exploris 480; 离子源: 电

喷雾离子源正离子模式; 采集模式: 数据依赖采集模式; 

毛细管电压 3.8 kv, 源温度 350 ℃, 鞘气 35 Arb, 辅助气

10 Arb, 正离子喷雾电压 3 800 V, 一级m/z 150～2 000, 

一级分辨率 60 000@m/z 200, 二级分辨率 15 000@m/z 

200。    

酶切+关键肽段 ISD法的液质方法 液相条件: 色

谱柱 ACQUITY UPLC peptide BEH C18 (150 mm × 

2.1 mm, 300 Å, 1.7 μm); 流动相A为 0.1%甲酸/水溶液, 

流动相B为 0.1%甲酸/乙腈溶液, 梯度洗脱: 0～3 min, 

1% B; 3～13 min, 1%～50% B; 13～14.5 min, 50%～

90% B; 14.5～15.5 min, 90% B; 15.5～16 min, 90%～

1% B; 16～20 min, 1% B。流速0.2 mL·min-1, 柱温50 ℃, 

进样体积 3 μL。质谱条件 : 液质联用仪器为 Waters 

UPLC I-Class/SYNAPT Q-TOF; 实时校正: 亮氨酸−脑
啡肽 (leucine enkephalin, LE, 200 pg·μL-1); 离子源: 电

喷雾离子源正离子模式; 采集模式: MS模式; 毛细管

电压: 2.5 kV, 源温度120 ℃, 锥孔电压: 80～90 V; 扫描

范围: m/z 50～2 000。

酶切加部分还原烷基化法的液质方法 液相条件: 

色谱柱 ACQUITY UPLC peptide BEH C18 (150 mm × 

2.1 mm, 300 Å, 1.7 μm); 流动相A为 0.1%甲酸/水溶液, 

流动相B为 0.1%甲酸/乙腈溶液, 梯度洗脱: 0～3 min, 

3%～10% B; 3～16 min, 10%～60% B; 16～21.5 min, 

60%～90% B; 21.5～24.5 min, 90% B; 25～30 min, 3% 

B。流速0.2 mL·min-1, 柱温50 ℃, 进样体积3 μL。质谱

条件: 液质联用仪器为 Orbitrap Exploris 480; 离子源: 

电喷雾离子源正离子模式; 采集模式: 数据依赖采集

模式; 毛细管电压 3.8 kV, 源温度 350 ℃, 鞘气 35 Arb, 

辅助气 10 Arb, 正离子喷雾电压 3 800 V, 一级 m/z 

150～2 000, 一级分辨率 60 000@m/z 200, 二级分辨率

15 000@m/z 200。

完整蛋白 ISD的液质方法 同酶切加关键肽段源

内碎裂 (ISD) 法的液质方法。

完整蛋白 ETD裂解法的质谱方法 质谱直接进

样法, 质谱方法如下: 液质联用仪器为Waters UPLC I-

Class/SYNAPT Q-TOF; 离子源: 电喷雾离子源正离子

模式; 采集模式: 母离子m/z 969.0, MS/MS模式; 毛细

管电压: 2.5 kV, 源温度120 ℃, 锥孔电压: 30 V; 试剂放

电电压: 0.9 kV, 试剂光放电电流: 80.0 µA, 样品流速

2.5 μL·min-1, ETD 试剂: 1,3-苯二腈 (m/z 128), Trap 池

波高电压: 0.14 V, 扫描范围: m/z 50～2 000。

数据处理 利用Biopharma Finder 数据处理软件

和Waters-UNIFI数据处理软件, 输入胰岛素序列, 一级

二级质量数偏差设置为 50×10-6。方法涉及酶解时, 编

辑对应的酶, 烷基化修饰设置可变修饰为 M-biotin和

半胱氨酸碘乙酰胺化 (carbamidomethylation)。

结果

1　A: C20-B: C19位点鉴别结果

人胰岛素主要产生2条与二硫键相关的肽段, 其中, 

NYCN/ALYLVCGE 肽段保留时间为 46.20 min, 单一

同位素分子质量为1 376.572 5 Da, 包含一对二硫键。如

图 1A、B所示, NYCN和ALYLVCGE的碎片离子丰富, 

基本覆盖全部氨基酸, 充分证明了A和B两条链通过

A: C20和B: C19 (按照胰岛素整体序列编号, 下同) 的半

胱氨酸相连接。QCCTSICSLYQLE/FVNQHLCGSHLVE

肽段保留时间为 58.95 min, 单一同位素分子质量为

2 967.315 7 Da, 该肽段包含 2条二硫键, A: C6/C7/C11-

B: C7, 如图1C、D所示, FVNQHLCGSHLVE片段碎片离

子较为丰富, 而QCCTSICSLYQLE碎片离子少, 不能将肽

段-CCTSIC-之间的离子进行碎片化裂解, 因此无法推断

出与B链FVNQHLCGSHLVE片段的C7连接位点。门

冬胰岛素、赖脯胰岛素、甘精胰岛素与人胰岛素结果相

似 , 无法推断 QCCTSICSLYQLE/FVNQHLCGSHLVE

肽段中二硫键的连接方式。
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2　酶切 + 关键肽段 ISD 法对 QCCTSICSLYQLE/

FVNQHLCGSHLVE 肽段中的复杂二硫键间接定位

结果

ISD裂解能较CID和HCD能量高, 无需选择前体

母离子即可在源内产生碎片离子, 从而引起整个肽段骨

架的碎裂, 包括链间和链内二硫键的裂解。通过碎片离

子的分析, 结果并未找到能够直接证明A: C6-A: C11二

硫键连接方式的碎片离子, 如b2-y7等。通过进一步分

析, 可以找到间接证明A: C7-B: C7的碎片, 如图 2A～

D所示的 4个碎片离子, 可以推断出A和B链的连接有

2种方式A: C7-B: C7或者A: C6-B: C7; 如图2E～H所示

的 4个碎片离子, A和B链的连接A: C7-B: C7或者A: 

C11-B: C7。综上, 间接推断出连接QCCTSICSLYQLE/

FVNQHLCGSHLVE肽段 A 和 B链的二硫键为 A: C7-

B: C7。以上碎片离子也说明 ISD裂解引起了A: C6-A: 

C11链内二硫键的断裂, 即 A: C6-A: C11 的定位也可

推断出。对门冬胰岛素、赖脯胰岛素和甘精胰岛素

同法采集和处理, 皆可得到间接证明该复杂二硫键连

接方式碎片离子组, 门冬胰岛素碎片离子为 a4-2/b12 

(1 740.771 Da, 偏差−3.45×10-6), b6-2/b8 (1 504.631 Da, 

偏差−12.63×10-6), b6-2/a12 (1 940.871 Da, 偏差−11.33×

10-6), b6-2/yMax (2 115.939 Da, 偏差−1.28×10-6), y11-2/

b10 (2 380.054 Da, 偏差0.50×10-6), y11-2/b11 (2 493.155 Da, 

偏差 7.62×10-6), y11-2/y11 (2 493.155 Da, 偏差 13.72×

10-6), y11-2/yMax (2 739.308 Da, 偏差18.23×10-6)。赖脯

胰岛素碎片离子为 a3-2/b11 (1 540.691 Da, 偏差19.47×

10-6), a5-2/a10 (1 587.673 Da, 偏差 7.24×10-6), b5-2/y8 

(1 377.553 Da, 偏差−5.44×10-6), b5-2/yMax (2 002.853 Da, 

偏差 2.10×10-6), y11-2/a12 (2 564.169 Da, 偏差−15.83×

10-6), y11-2/y11 (2 493.084 Da, 偏差−14.84×10-6), y11-2/

y11-NH3 (2 476.052 Da, 偏差−17.08×10-6), y11-NH3-2/

y11 (2 476.052 Da, 偏差 −17.08×10-6)。甘精胰岛素

碎片离子为 b5-2/b9 (1 506.563 Da, 偏差−19.71×10-6), 

b5-2/yMax (2 002.891 Da, 偏差 16.73×10-6), b6-2/b11 

(1 869.824 Da, 偏差1.98×10-6), b6-2/yMax (2 115.921 Da, 

偏差 9.45×10-6), y11-2/a12 (2 564.208 Da, 偏差−0.90×

10-6), y11-2/y7 (2 000.842 Da, 偏差−17.59×10-6), y11-2/

yMax (2 739.296 Da, 偏差13.87×10-6), y11-NH3-2/yMax 

(2 722.222 Da, 偏差−3.38×10-6) (注: 如 2/y或 2/b表示B

链的 y或 b离子)。以上结果说明, 间接定位的离子组

的第一组碎片离子需包含A: C6, A: C7和B: C7, 第二

组碎片离子名称必须有 A 链的 y11 离子, B 链需包含

B: C7位。

3　酶切+部分还原烷基化法定位胰岛素的复杂二硫

键结果

用GLU-C酶 (主要酶切位点为E) 和糜蛋白酶 (主

要酶切位点为 Y) 2 种蛋白酶分别处理人胰岛素 , 酶

切后的肽段经TCEP·HCl部分还原和M-biotin烷基化, 

随后经DTT完全还原和 IAM烷基化。高分辨质谱对

烷基化肽段进行分析 , 通过半胱氨酸上 M-biotin 和

IAM修饰的类型达到确认二硫键的目的, 分析流程图

如图 3所示。GLU-C酶酶切+部分还原烷基化结果如

Figure 1　NYCN/ALYLVCGE and QCCTSICSLYQLE/FVNQHLCGSHLVE peptides secondary coverage. A: NYCN secondary coverage; 

B: ALYLVCGE secondary coverage; C: QCCTSICSLYQLE secondary coverage; D: FVNQHLCGSHLVE secondary coverage
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表 1 所示 , QCCTSICSLYQLE 和 FVNQHLCGSHLVE

是有烷基化的肽段 , FVNQHLCGSHLVE 中 B: C7 和

QCCTSICSLYQLE 中 A: C7 为 TCEP 还原的链间二

硫键 (部分还原条件下链间二硫键比链内二硫键更容

易打开), 修饰位点为 M-biotin, 可定位 A: C7-B: C7; 

QCCTSICSLYQLE 中 A: C6 和 A: C11 为 DTT 全部还

原的链内二硫键 , 烷基化为 IAM, 即可证明 A: C6-A: 

C11。同理, 采用酶切位点较为复杂的糜蛋白酶处理

人胰岛素 , 主要关注 Y 酶切位点 , 得到的两条肽段

GIVEQCCTSICSLY 和 FVNQHLCGSHLVEALY, 其修

饰位点与GLU-C酶切时一致, 进一步证明了该两对复

杂二硫键位置。如图 4A～D, 无论是GLU-C酶还是糜

蛋白酶酶切加部分还原烷基化处理, 4条肽段的碎片

离子丰富, 基本覆盖所有氨基酸, 且分子量偏差均在

5×10-6之内, 结果可靠、准确。另外, 对门冬胰岛素、赖

脯胰岛素和甘精胰岛素分别用 GLU-C酶和糜蛋白酶

同法处理, 得到的肽段与修饰位点与人胰岛素一致, 表

明该方法适用性良好。

4　ISD与ETD裂解胰岛素完整蛋白结果

鉴于以上 2种方法均需要酶切处理后再进行质谱

采集, 本研究进一步尝试了对胰岛素分子整体碎裂的

方法, 首先, 采用 ISD-MS的方法, 寻找 A: C20-B: C19

Figure 2　Mass spectra of associated fragment ions of A: C6/C7-B: C7 and A: C7/C11-B: C7. A: b4-2/b10 ions; B: b5-2/y8 ions; C: b5-2/

yMax ions; D: b6-2/yMax ions; E: y11-2/a8 ions; F: y11-2/b11 ions; G: y11-2/y11 ions; H: y11-2/y11-H2O ions

Table 1　Information table of GLU-C and chymotrypsin digestion of human insulin peptides respectively

Peptide name

QCCTSICSLYQLE
FVNQHLCGSHLVE
GIVEQCCTSICSLY
FVNQHLCGSHLVEALY

Modification 

site
(C6, C7, C11)
(C7)
(C6, C7, C11)
(C7)

Modified name

(IAM carbamidomethylation, M-biotin, IAM carbamidomethylation)
(M biotin)
(IAM carbamidomethylation, M-biotin, IAM carbamidomethylation)
(M biotin)

Observed 

mass/Da
2 128.891 1
2 006.928 6
2 156.920 2
2 354.112 1

Mass error

/Da
−1.25×10-6

−2.82×10-6

−2.26×10-6

−2.85×10-6
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定位的关键碎片离子, 如图5A～C所示, y2-2/y18, y7-2/

y13 和 y6-2/y12 离子 , 皆可以直接确定 A: C20-B: C19

二硫键; 在已知该二硫键前提下, 如图5D～F所示, b6-1/

y13-2/y13, b6-1/y13-2/y14 和 b6-1/y11-2/y23 离子可以

证明A: C6-A: C11二硫键位置, 则A: C7-B: C7的链间

二硫键位置也可确定。另外 , 选择前体母离子 m/z 

Figure 3　Flow diagram of GLU-C and chymotrypsin digestion combined with partial reduction alkylation for localization of complex 

disulfide bonds in human insulin

Figure 4　Secondary sequence coverage of major peptides of insulin by GLU-C and chymotrypsin digestion combined with partial reduc‐

tion alkylation. A: QCCTSICSLYQLE; B: FVNQHLCGSHLVE; C: GIVEQCCTSICSLY; D: FVNQHLCGSHLVEALY
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969.0 (6H+), 进一步尝试 ETD-MS/MS的碎裂方式, 虽

然产生的碎片离子不如 ISD裂解丰富, 但是仍可以按

照以上思路, 获得至少 4对碎片离子, 确定 3对二硫键

位置。如图 6A、B 所示 , z′3-2/z′22+H 和 z′2-2/z′23 离

子, 皆定位A: C20-B: C19二硫键; 在已知该对二硫键

前提下 , 如图 6C～D, c′′6-1/z′11-2/z′16 和 c′′6-1/y11-2/

z′21离子可以证明A: C6-A: C11二硫键位置, A: C7-B: 

C7的链间二硫键位置即可确定。本研究继续对门冬

胰岛素、赖脯胰岛素和甘精胰岛素进行完整蛋白 ISD

和ETD碎裂采集分析, 结果如表 2和表 3所示, 门冬胰

岛素、赖脯胰岛素完整分子裂解均有定位 3对二硫键

的关键碎片离子, 甘精胰岛素仅有A: C20-B: C19定位

的关键碎片离子, 另外两对复杂二硫键定位离子未找

到。虽然完整蛋白直接裂解的方法对甘精胰岛素具有

一定局限性, 但是仍然可以为复杂二硫键的定位提供

一定的思路。寻找A: C20-B: C19定位的关键碎片离

子, 该类离子必须仅包含 A: C20和 B: C19, 之后确定

另外两对二硫键位置, 推断A: C6-A: C11二硫键的关

键碎片离子必须包含A链的C6和C11氨基酸, 但是不

能包含A链C7和B链C7氨基酸。

讨论

本研究对复杂闭环二硫键的定位采用了 3 种方

法, 其中包含了利用化学试剂还原反应烷基化修饰定

位的方法, 即酶切加部分还原烷基化法。该方法依赖

还原剂和不同的烷基化试剂 , DTT 的还原能力较强 , 

对闭环二硫键来说, 无差别地全部还原, 无法定位这两

对二硫键。选择 TCEP作为还原剂, 它能够在酸性环

境下还原[10], 进而抑制反应过程中二硫键错配的发生。

在低浓度的 TCEP (0.1～0.5 mmol·L-1) 下链间二硫键

比链内二硫键更容易发生断裂, 可以将二硫键选择性

的部分还原。针对烷基化封端的问题, 常用的烷基化

试剂有碘乙酸 (IAA)、碘乙酰胺 (IAM) 和N‐乙基马来

酰亚胺 (NEM)[11]等。部分还原的目的在于对 2对复杂

二硫键打开后的巯基分别标记不同的烷基化试剂, 通

过肽段不同的烷基化修饰确定二硫键正确的连接位

Figure 5　Mass spectra of key fragment ions of insulin of disulfide bond localization by ISD. A: y7-2/y18; B: y7-2/y13; C: y6-2/y12; D: 

b6-1/y13-2/y13; E: b-1/y13-2/y14; F: b6-1/y11-2/y23
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置。部分研究表明TCEP在酸性环境中进行还原时可

能也有较少部分二硫键交换反应 (错配) 的发生, 而烷

基化试剂 (M-biotin) 的存在可以更加有效地减少这种

现象的发生[12], 另外, 巯基和马来酰亚胺的加成反应快

速高效[13], 所以本研究在 TCEP 部分还原后选择带有

马来酰亚胺接头的PEG亲水性烷基化试剂M-biotin封

Table 2　Key fragment ions of disulfide bond localization by in source decay (ISD) for other insulin analogue

Insulin name
Insulin aspart

Insulin lispro

Insulin glargine

Fragment ion
b6-1/y14-2/y21

b6-1/y13-2/y23

b6-1/y14-2/y23

y7-2/y14

y7-2/y12

y6-2/y12

b6-1/y13-2/y13

b6-1/y13-2/y14

b6-1/y13-2/y15

y7-2/y14

y7-2/y12

y6-2/y14

y7-2/y14

y7-2/y15

y6-2/y14

Observed mass/Da
4 736.117

4 779.118

4 880.166

2 516.136

2 303.971

2 175.922

3 678.633

3 791.727

3 954.814

2 498.151

2 285.995

2 370.096

2 541.196

2 640.246

2 413.164

Expected mass/Da
4 736.182

4 779.188

4 880.236

2 516.123

2 303.970

2 175.912

3 678.638

3 791.722

3 954.785

2 498.148

2 285.996

2 370.090

2 541.177

2 640.245

2 413.118

Mass error/Da
−13.83×10-6

−14.56×10-6

−14.34×10-6

5.13×10-6

0.39×10-6

4.64×10-6

−1.28×10-6

1.27×10-6

7.43×10-6

1.00×10-6

−0.52×10-6

2.40×10-6

4.03×10-6

3.87×10-6

19.19×10-6

Figure 6　Mass spectra of key fragment ions of insulin of disulfide bond localization by ETD. A: z′3-2/z′22+H; B: z′2-2/z′23; C: c′′6-1/

z′11-2/z′16; D: c′′6-1/y11-2/z′21

Table 3　Key fragment ions of disulfide bond localization by electron transfer dissociation (ETD) for other insulin analogue

Insulin name
Insulin aspart

Insulin lispro

Insulin glargine

Fragment ion
z′3-2/z′22

z′3-2/z′23+H

c′′6-1/z′14-2/z′23

c′′6-1/y14-2/z′14

z′5-2/z′20+H

z′3-2/z′22+H

c′′6-1/z′14-2/y23

c′′6-1/z′11-2/z′16

z′5-2/z′21

z′8-2/z′21+H

Observed mass/Da
2 912.471

2 970.446

4 865.017

3 911.643

2 914.472

2 895.479

4 863.460

3 852.720

3 055.548

3 460.808

Expected mass/Da
2 912.328

2 970.357

4 865.225

3 911.751

2 914.356

2 895.361

4 863.269

3 852.742

3 055.445

3 460.658

Mass error/Da
49.14×10-6

30.03×10-6

−42.77×10-6

−27.69×10-6

39.80×10-6

40.69×10-6

39.17×10-6

−5.74×10-6

43.23×10-6

33.84×10-6
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端, 确定该复杂二硫键中的链间二硫键; 最后经 DTT

全部还原, 溶液pH调至碱性后, IAM烷基化, 实现另外

1对二硫键的定位, 该方法对人胰岛素、门冬胰岛素、

赖脯胰岛素和甘精胰岛素二硫键定位均适用。本研究

了尝试 ISD和ETD 2种断裂方式, 相对CID和HCD裂

解来说, ISD和ETD裂解会同时发生二硫键和多肽骨

架的断裂, 通过寻找关键碎片离子的方式定位二硫键, 

无需进一步的前处理过程。ETD 裂解是由电子亲和

力足够低的负离子作为电子供体, 通过将电子转移给

多肽离子从而触发氢自由基的释放。释放的氢自由基

可以结合到多肽骨架的羧基基团, 导致肽链N-C α键

发生断裂, 主要产生 c和 z离子[14-16], ETD 裂解在对糖

肽分析方面中已被报道卓有成效[17,18]。研究发现 ISD

比ETD裂解产生更多的碎片离子, 可能因为ETD裂解

较依赖肽段的位置、大小和电荷等因素[19], 而 ISD是在

离子从源向质谱仪真空室转移的过程中, ESI离子源

所产生的离子是在一个相对高的压力区域产生的, 无

需前体离子 , 可以允许所有价态的离子发生断裂[20]。

QCCTSICSLYQLE/FVNQHLCGSHLVE肽段解析过程

中, ISD裂解引起了链内二硫键的断裂, 产生间接定位

闭环二硫键的离子, 该方法对人胰岛素、门冬胰岛素、

赖脯胰岛素和甘精胰岛素二硫键定位均适用, 而ETD

裂解对该肽段进行分析时, 产生的碎片较少, 无法分

析, 故在本文中未给出详细解析。研究也尝试了如不

经过酶切还原烷基化等复杂的前处理过程, 直接对胰

岛素完整蛋白进行 ISD或ETD裂解, 考察其能否达到

定位该两对复杂二硫键的目的。判断结果是通过先定

位 A: C20-B: C19, 后定位 A: C6-A: C11 去实现 , 该方

法对人胰岛素、门冬胰岛素和赖脯胰岛素具有良好的

适用性, 而甘精胰岛素没有可定位的A: C6-A: C11, 可

能因为甘精胰岛素的A链和B链序列或结构与人胰岛

素、门冬胰岛素和赖脯胰岛素有一定差异, 使整体分子

离子化效率较低。但是该方法也为胰岛素类二硫键定

位和含复杂二硫键的多肽或者蛋白定位提供一定的思

路, 在不经复杂前处理的过程中, 直接运用质谱的不同

裂解方式的解析, 省时省力。综上 3种方法, 酶切加部

分还原烷基化法较其他两种方法能够更加直观、直接

地评价胰岛素及其类似物的二硫键的位置。

随着重组类多肽或蛋白药物的推陈出新, 对其二

硫键结构及相关质量控制方法也会越来越深入, 开发

准确、快速的分析方法是极为重要。本文探讨的胰岛

素类二硫键的定位方法为胰岛素及其类似物二硫键连

接方式的质量控制提供了新途径, 也为含复杂二硫键

多肽或蛋白类生物制品的二硫键定位提供借鉴。
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