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超越您所了解的

非变性质谱



深入了解

非变性蛋白

非变性质谱（MS）是研究大型蛋白复合体、蛋白质相互作用和蛋

白配体间相互作用的强大技术。该方法在 MS 分析中保持生物分

子的自然折叠状态及关联的非共价相互作用。直到今天，由于技

术的局限性，非变性质谱一直都无法发挥其全部潜能。

Thermo ScientificTM Q ExactiveTM UHMR 组合型四极杆 -OribitrapTM 

质谱仪是首款将前所未有的超高质量数范围分辨率、超高灵敏度

及 MS2 和 pseudo-MS3 性能进行独一无二的结合，以超越现今非

变性质谱实验所能。
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可靠分辨细小质量差别

Q Exactive UHMR 质谱仪可以通过解析质量数的细小差别，从而鉴定高分子

量且不均一的完整生物分子组装体。其所获得的细节信息是对其他生物物理

表征方法的极佳补充，如：x- 射线晶体学或单颗粒电子显微镜。 

节省珍贵样品

样品通常是十分珍贵且存量有限。得力于 Q Exactive UHMR 质谱仪的灵敏度，

即使仅有非常少量的样品，您也可进行高可信度测定。

快速进行非变性蛋白自上而下分析

使用 Q Exactive UHMR 质谱仪，您可以通过采用新型离子源内捕获、高质量

数四极杆离子选择和有效的 HCD 碎裂，进行蛋白复合体的自上而下的分析。

表征完整非变性蛋白组装，包括膜蛋白

Q Exactive UHMR 质谱仪能够将完整膜蛋白从去垢剂胶束和膜模拟物释放至

离子源内。通过改变源内捕获能量，仪器可以为自上而下测序释放蛋白质亚基，

或者在温和激活条件下，保留膜蛋白与多配体的连接，从而进行整个复合体

的分析。

在大型蛋白质如病毒、核糖体和

蛋白酶体的分析中，Q Exactive 

UHMR 质谱仪使从前的不可能变

为可能。该系统的最大优势是我

们对大型蛋白质组装研究所需的

灵敏度和分辨率的显著提升，并

且有能力进行 MS/MS 实验。

—— Albert Heck 教授，Utrecht 大学

赛默飞世尔科技近些年在非变性质谱上做出巨大贡献。过去，我们所得的分辨率不足以分析带有

少量电荷的超大型蛋白质复合体，这对我们是个真正的阻碍。而如今我们已经从非变性高分辨率

质谱的近期发展中受益，这是过去不曾预见的。它带给我们关于我们的分子的全新视角，也是一

场令人兴奋的转变。我非常激动在将来它会带给我们怎样的变化。

—Dame Carol Robinson 教授，牛津大学，

创始人和首席科学顾问，OMass 科技
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成熟的 Q Exactive 组合型四极杆 - 
Orbitrap 技术 
解决非变性质谱难题

在面对更大且更复杂的分析物时，质谱系统性能也需要不断提升。基于成熟的 Thermo ScientificTM Q ExactiveTM 组合型四极

杆 -OrbitrapTM 质谱仪技术，Q Exactive UHMR 质谱仪解决了非变性质谱固有的分析难题。结合 Orbitrap 技术的改进，以前所未有

的分辨率和数量级更高的灵敏度，进行大分子量完整蛋白质和蛋白质复合体的直接检测。

对于分析蛋白质复合体却从未或很少测定到的研究

者们，Q Exactive UHMR 仪器提供了数量级更高

的灵敏度，也提供了更高的分辨能力，在解析抗原

相互作用和蛋白质相互作用时传递出未曾预见的细

节，这是使用其他方法如晶体学或单颗粒电子显微

镜不会总能看到的细节。现在非变性质谱可以为这

些结构生物学工具提供补充。

— Alexander Makarov 研究主任，生命科学质谱，赛默

飞世尔科技

Orbitrap 技术具备基础优势，如今更加优化以
解决非变性 MS 难题

Q Exactive UHMR 质谱仪充分利用 Orbitrap 质谱仪技术的内在

捕获性能，其中，下游质量分析可与前端离子源过程分离。不

太理解新引入的‘源内捕获’特性使大型离子的去溶剂过程高

度有效，也可以在离子释放至质谱分析前（包括 pseudo- MS3

分析）将更多能量应用于离子的分离。

离子转移和利用过程是高度有效的，传递了数量级更高的灵敏

度，从而导致更少量的样品需求。多电荷带电离子通过该灵敏度，

可以在毫秒内完成检测，为极小的样品含量提供极致的高灵敏

分析。

4



1

2

3

8

4

5

6

7

HCD Cell

C-Trap

带有先进四极杆技术（AQT）
的 HyperQuad 质量数过滤器

Injection Flatapole
脉冲切换至负电压

先进的主动离子束传输

组件（AABG）

Inter - Flatapole Lens

RF-Lens

Injection Flatapole

1, 2  Injection Flatapole 被脉冲至负电压以改善大型蛋白质复合体的去溶剂化，而 Inter - 

Flatapole Lens 保持在高正电势以防止离子逃离出来。诱捕之后恢复电压水平，使离子以

低能量洗脱到 bent Flatapole 中先进的主动离子束传输组件。

3  Bent Flatapole 通过使用轴 DC 场和聚焦 RF 场引导并聚集离子，从而提高灵敏度。

1, 3– 7 所有离子引导多极通道（Injection 及 bent Flatapole、四极杆、传输多极杆、C-Trap 和 

HCD Cell）的 RF 频率被降低以改善离子传输。

8  通过调整分析器中捕获离子的高压脉冲转换率，高质量离子可以有效地注入 Orbitrap 质

量分析器中。

挑战：非变性质谱在测定时必须保

持蛋白质或蛋白质复合体的结构，

及其功能。

解决方案：源内捕获（Injection Flatapole 内离子的脉冲捕获）温和地解析

非共价蛋白质复合体，并有效去除洗涤剂胶束，从而进行完整膜蛋白和蛋

白质复合体的分析。

解决方案：高达 25k m/z 的超高质量四极杆选择及 Injection Flatapole 和 

HCD Cell 区域的更高碎裂效率，允许非变性蛋白自上而下的分析。蛋白质

复合体可以在仪器的前端碎裂，亚基片段在 HCD Cell 下游碎裂，从而进

行高分辨率高准确质量的分析 。

解决方案：Injection 和 bent Flatapole、四极杆、传输多极杆、C-Trap 和 

HCD Cell 上所应用的 RF 电压频率的降低，以及中心 Orbitrap 电极上电压

斜率的调节，可以不受到已知限制，极大提高高 m/z  离子的传输。

挑战：非变性蛋白质复合体的自上

而下分析一直受限于很难良好碎裂

至亚基片段。

挑战：非变性 MS 在高 m/z 时传输

效率低，限制了可获得的灵敏度和

分辨率。
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卓越灵敏度和质量分辨率
在高 m/z 区域探索结构和异质性

使用 Q Exactive UHMR 可显示过去未知的生物分子结构细节。对于生物分子（如：

核糖体）结构的研究，不仅因为其大小和复杂性，还有异质性，而具有挑战性。例如，

一些核糖体蛋白可能以亚当量（下同）式存在，而其他核糖体相作用的蛋白可能

在翻译的不同阶段被招募。此外，细小修饰已被映射到核糖体蛋白和 rRNA 碎片。

另一挑战是使用 Mg2+ 离子稳定亚基，这导致质谱中的峰型加宽且信号受到抑制。

2.3 MDa 大肠杆菌 70S、50S 和 30S 核糖体颗粒的非变性 MS 分析

大肠杆菌 70S 核糖体包括 50S 和 30S 颗粒，当 Mg2+ 浓度降低时，会生成 50S 和

30S 两种颗粒。

Mg2+ 移除

“Q Exactive UHMR 质谱仪使非变性 MS 实验在高 m/z 处的灵敏度和质量分辨率大幅提

高。该仪器实现了大肠杆菌核糖体颗粒的高保真、无假设质量分析，揭示了难以捉摸的小

型蛋白质 SRA 的亚化学计量关联。

—Albert Heck 教授，Utrecht 大学
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30S – RS1 788,594 +/– 82 Da

30S – RS1 + SRA 793,748 +/– 78 Da

30S 850,091 +/– 99 Da

30S + SRA 855,256 +/– 48 Da

50S – RL10(RL7/12)4 1,389,667 +/– 151 Da

50S – (RL7/12)2 1,431,517 +/– 645 Da    
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30S ribosome

50S ribosome

30000 35000 40000 45000
m/z

10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
m/z

70S ribosome70S 核糖体

不同形式的 30S 核糖体颗粒 不同形式的 50S 核糖体颗粒

30S 核糖体

50S 核糖体

Mg2+ 移除

Q Exactive UHMR 质谱仪在高 m/z 区域的灵敏度和分辨率，能够在 10 mM Mg2+ 条件且离子集中在 36,000 m/z 左右的情况下（左

图）分析完整的大肠杆菌 70S 核糖体。基于良好分辨的电荷态可以测定组装 70S 核糖体的完整质量为 2,316±1 kDa，其与预期

质量（2,302 kDa）匹配良好。与理论质量的质量偏差为 0.6%，这主要是由于 Mg2+ 离子的非特异性加合。Mg2+ 移除可使 70S 核

糖体颗粒分解成 30S 和 50S 颗粒（右图）。

Q Exactive UHMR 质谱仪产生的高分辨率质谱数据，显示了核糖体颗粒的异质性和固定相诱导核糖体的相关蛋白（SRA）的亚化

学计量关联。

最高丰度的两个 30S 核糖体组分（788.59 ± 0.08 kDa 和 850.1 ± 0.10 kDa）具有质量差 ~61.50 kDa。质量 850.09 kDa 对应完

整 30S 颗粒的预期质量（847.54 kDa）。 质量 788.59 kDa 可能源于 RS1 蛋白的缺失（预期质量损失 = 61.2 kDa），该蛋白与 

30S 颗粒连接松散，通常在结晶前就已经解离。因此，其在高分辨冷冻电镜重建中缺失。组分间 5.16-kDa 的质量差显示 SRA 的存在。

化学计量测定表明制剂中 〜 22％ 的 30S 颗粒与 SRA 蛋白结合。大部分 50S 核糖体颗粒的质量为 1389.7±0.15kDa，与不带有

茎复合体的 50S 颗粒的预期分子量一致。低丰度的 50S 颗粒也被检测到，质量为 1,431.5 ± 0.65 kDa。
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超高质量四极杆选择性和超高
质量范围——超越传统极限

最佳的 Q Exactive UHMR 仪器具备前所未有的高灵敏度，能有效

传输和检测高达 80000 m/z  的离子。获得高分辨的谱图，可对蛋

白质颗粒的混合物进行表征，同时能够对其组成、配体和结构进行

深入分析，这是采用其他方法很难得到的结果。

乙型肝炎病毒衣壳在电荷减少条件下的非变性 MS 分析

4 MDa HBV 颗粒

3 MDa HBV 颗粒
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3 MDa 和 4 MDa 乙型肝炎病毒衣壳的混合物在电荷减少条件下的分析，质量数分布在范围 

27000~36000 m/z 之间。图中显示能够很好地分辨两种颗粒的价态，可以对减小 25% 的 3MDa 颗

粒完成无偏差检测。
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乙型肝炎病毒衣壳的非变性 MS/MS 分析

超高质量选择四极杆可用于筛选 m/z  25000 处的 4 MDa HBV 病毒，以便后续碎裂。Q Exactive UHMR 仪器可靠地检测高达 

80000 m/z 的离子。在 300 eV HCD 能量下的 4 MDa HBV 衣壳的串联 MS 谱图显示，衣壳蛋白的 240 个拷贝可连续丢失最多 17

个拷贝。排出的单体出现在低 m/z  处，其子离子却具有更高m/z。插入图呈现的是 70000 m/z 处质谱图的放大图，其包含的 HBV

病毒衣壳能够实现基线分离，这些衣壳蛋白损失 14-17 个衣壳蛋白，图中 HBV 病毒衣壳的离子可实现基线解析，其丢失了 14-17

个衣壳蛋白拷贝（占起始质量的 6.5%），也损失了起始电荷中 68% 的电荷。

 Full MS

四极杆选择

MS2（HCD, 300eV）
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ReSpect™  
Deconvolution

集强大的非变性质谱和
自上而下分析于一体
虽然已有研究报告指出关于非变性蛋白质复合体的自上而下分析，但是质谱前端内非良好的碎裂成亚基或剥离的复合体，限制了

过去质谱仪器的性能以完成这项工作。Q Exactive UHMR 质谱仪通过源内捕获和 pseudo-MS3 技术克服了这些局限。首先，将完

整的蛋白质复合物以适中能量温和地去溶剂化，并将其无碎裂地转移到质谱仪中，得到 MS1 谱图。应用更多源内能量将蛋白质复

合体分解成其亚基，得到 MS2 谱图。四极杆选择和 HCD  Cell 中的亚基碎裂，得到 MS3 谱图用于测序分析。

GroEL 十四聚体的非变性质谱和非变性自上而下分
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Powerful native MS and native top-down analysis, 
in one instrument

Though top-down sequencing of native protein complexes has been reported, poor fragmentation into 

subunits and stripped complexes in the front end of the MS have limited previous MS instruments’ 

ability to perform this work. The Q Exactive UHMR mass spectrometer overcomes these limitations via 

in-source trapping and pseudo-MS3. First, the intact protein complex is desolvated gently with 

moderate energy and transferred through the mass spectrometer without fragmentation, producing an 

MS1 spectrum. Applying more in-source energy dissociates the protein complex into its subunits, 

producing an MS2 spectrum. Quadrupole selection and fragmentation of the subunits in the HCD cell 

produces MS3 spectra for sequence analysis.

ReSpect™  
Deconvolution

GroEL 十四聚体蛋白复合体的非变性 MS1 分析，该蛋白是细胞中众多蛋白质正确折叠所需的一个分子伴侣。使

用源内捕获，能够非常有效地将 GroEL 14-mer 去溶剂化和碎裂成单体，并且获得剥离的化合物（13-mer 和 12-

四极杆选择
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ReSpect™  
Deconvolution

MS2 （解卷积）

通过高质量四极杆选择和有效 HCD 碎裂实现 GroEL 蛋白单体的非变性自上而下分析。

21% 氨基酸残基覆盖率
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新型源内捕获技术可用于膜蛋白和膜

蛋白复合体的非变性质谱和非变性自

上而下分析

膜蛋白通常具有疏水性，需要多种去垢剂帮助溶解。这对许多生物物理分析方法（包

括非变性质谱）来说是一个极大的挑战。通过源内捕获技术，Q Exactive UHMR 质

谱仪可以将完整膜蛋白组件从各种洗涤剂胶束和膜模拟物中直接释放到离子源中。

通过改变源内捕获能量，可以保留与多配体结合的膜蛋白，或者可以释放亚基以便

自上而下分析。

AmtB 膜蛋白复合体的非变性质谱和非变性自上而下分析

源内捕获可以有效去除洗涤剂胶束，进行准确的非变性质谱分析。
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MS2 （解卷积）

MS2 

通过高质量四极杆选择和有效 HCD 碎裂实现 AmtB 膜蛋白复合体的非变性自上而下分析。

19% 氨基酸残基覆盖率

“膜蛋白是所有生物物理技术中极具挑战性的一类药物靶点，但对现今和未来的药物发现至关重要。”

—Dame Carol Robinson 教授 , 牛津大学 , OMass Technologies 创始人兼首席科学顾问

Scores
PCS: 711.17

P-Score: 9.30E-63

% Fragments Explained: 24%

% Residue Cleavages: 19%

Matching Fragments (Count 77)

Name Ion Type
Ion 

Number
Theoretical 

Mass
Observed 

Mass

Mass 
Difference
（Da）

Mass 
Difference 
（ppm）

B230 B 230 24,349.81 24,349.80 -0.009 -0.38

B231 B 231 24,496.88 24,496.83 -0.043 -1.74

B239 B 239 25,252.29 25,252.36 0.062 2.45

B244 B 244 25,677.56 25,677.52 -0.040 -1.54

B270 B 270 28,330.98 28,331.01 0.031 1.10

B271 B 271 28,388.00 28,387.97 -0.026 -0.91

B271 B 271 28,388.00 28,387.97 -0.026 -0.91

低 ppm 质量数准确度能够可靠表征 AmtB 蛋白。鉴定到的75个b、y离子，

能够覆盖 19% 的氨基酸残基。
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强大的 Thermo Scientific 软件
支持生物学研究

Thermo Scientific BioPharma Finder 质谱信息学平台

——完整蛋白及自上而下的分析

使用 Thermo ScientificTM BioPharma FinderTM 软件能够更加高效、可靠地筛查、鉴定和表征完整蛋白质。 所有

BioPharma Finder 软件工作流程充分利用由 Thermo ScientifiTM OrbitrapTM 质谱仪生成的高质量的 HRAM 数据。确认蛋

白质、寡核苷酸及蛋白质复合物的完整分子量。 通通过使用自动的自上而下工作流程，有效完成蛋白序列、修饰类型

及修饰位点的解析。
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Thermo Scientific  ProSightPC 软件

使用 Thermo ScientificTM ProSightPCTM 软件对蛋白质组学数据执行自上而下的快速分析，这也是第一款解析涵盖已

知翻译后修饰（PTMs）的蛋白的独立软件。ProSightPC 软件适用于多种裂解技术生成的数据并处理全部精确的 MS/

MS 数据。基于 MS/MS 谱图，它是唯一一款允许客户检索 uniprot 蛋白复合物数据库的软件。
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