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常压下水自由基阳离子与双（2-羟乙基）二硫醚作用的质谱研究 

高校飞*    何鹏    陈焕文* 
(东华理工大学  江西省质谱科学与仪器重点实验室  南昌 330013) 

 

摘要  生物体内，蛋白质中二硫键的自由基损伤影响着蛋白结构与功能，甚至与细胞的衰老有着重要联系。因此

研究自由基与二硫键相互作用机理，理解自由基与二硫键作用过程，对二硫键的断裂与保护有着重要意义。本文采取

液体辅助的表面解吸常压化学电离技术，搭建在线监测(H2O)n
+•与双（2-羟乙基）二硫醚(HEDS)相互作用装置，制备

高丰度的水自由基阳离子(H2O)n
 +• (n = 2-4)，通过线性离子阱质谱仪，结合密度泛函理论方法，对(H2O)n

 +•与 HEDS 作

用的质谱行为及热力学过程进行研究。结果表明，(H2O)n
 +•与 HEDS 发生相互作用，形成自由基复合物 (M + H2O) +•  

(m/z 172)。其中 (M + H2O) +•中 H2O 是来源于 (H2O)n
+•。热力学计算显示，HEDS 结构中 β位羟基上的 H 与 S 以分子

内五元环的形式形成弱氢键；反应过程中，(H2O)n
 +•与 HEDS 中的羟基优先结合，形成(M + H2O) +•复合物后，二硫键

将难以断裂。因此，在水自由基阳离子作用的过程中 β位羟基对 HEDS 的二硫键有保护作用。 
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Bis(2-hydroxyethyl) Disulfide at Ambient Temperature and Pressure 

Using Mass Spectrometry 
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Abstract  In vivo, free radical damage of disulfide bonds in proteins affects the structure and function of proteins, and has 

an important relationship with cell aging. Therefore, studying the mechanism of the interaction between free radicals and 

disulfide bonds, and understanding the interaction process between free radicals and disulfide bonds, have a significant 

importance for the cleavage and protection of disulfide bonds. In this paper, liquid-assisted surface desorption atmospheric 

pressure chemical ionization technology is adopted (LA-DAPCI), to construct a two-channel ion source device, obtaining 

high abundance water radical cations (H2O)n
+• (n = 2-4). Using linear ion trap mass spectrometer, combining with Density 

Functional Theory, the interaction process between (H2O)n
 +• and bis(2-hydroxyethyl) disulfide (HEDS) in mass spectrometer 

and thermodynamic process of the interaction were studied. The results indicated that (H2O)n
+• interacted with HEDS, 

forming a radical complex (M+ H2O)+• (m/z 172) without covalent bond, and H2O in complex (M+ H2O)+• (m/z 172) is 

derived from (H2O)n
+•, not from the H2O of sample solution. Furthermore, thermodynamic theoretical calculation results 

demonstrated that H on the β-hydroxyl group of HEDS structure forms a weak hydrogen bond with S in the form of an 

intramolecular five-membered ring. During the interaction process, (H2O)n
+• preferentially binds to the hydroxyl group of 

HEDS, forming a radical complex (M+ H2O)+•, whose disulfide bond will be difficult to be cleavage. In conclusion, the β- 

hydroxyl group has a protective effect on the disulfide bond of HEDS during the interaction with water radical cations. 

Keywords  water radical cations, disulfide bonds, radical damage, atmospheric pressure chemical ionization 

   

1  引言 

二硫键是许多生物活性肽和蛋白质（如激素、神经

递质、生长因子、酶抑制剂和抗菌肽等）中常见的结构

基序[1]。它们在维持肽和蛋白质的整体折叠中起关键作

用，同时对蛋白质和肽的功能和稳定性起着重要作用。

有研究表明，蛋白质中二硫键不仅有助于将蛋白结合在
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一起，还可以控制蛋白如何工作。因此，二硫键被认为

是调控蛋白质功能与性质的重要开关[2]。在生物体内，

蛋白质中二硫键的自由基损伤影响着蛋白结构与功能，

甚至与细胞的衰老有着重要联系。另外，生物体内一些

二硫键在自由基的影响下断裂产生硫酰自由基(RS•)，

RS•可以通过修饰磷脂和蛋白质而引起毒性或者严重的

细胞损伤[3]。因此研究自由基与二硫键作用机理，理解

自由基与二硫键作用过程，对在自由基环境中二硫键的

断裂与保护有着重要的意义。 

近年来，水系统中电子转移引起的水相关自由基化

学已经成为实验和理论研究的热门。其中水自由基阳离

子化学研究尤为突出，开展水自由基阳离子的化学研究

对阐释生命起源，细胞衰老，能量转化，化学合成领域

的基础性科学问题具有重要价值（如质子转移、氢键的

形成、细胞的自由基损伤等）。但是目前关于水自由基

阳离子的研究主要集中在水自由基阳离子制备、光谱性

质、团簇结构及其理论计算等[4-11]，关于水自由基阳离

子化学反应研究较少[12]，尤其是关于水自由基阳离子与

二硫键相互作用过程的研究鲜有报道。 

因此，在前期陈焕文教授团队关于水自由基阳离子

制备研究的基础上[14-16]，本文以小分子的双（2-羟乙基）

二硫醚 (HEDS)为研究的底物模型，研究 (H2O)n
+•与

HEDS 相互作用机理过程。本文采取液体辅助的表面解

吸常压化学电离技术，搭建在线监测(H2O)n
+•与双（2-

羟乙基）二硫醚(HEDS)相互作用装置，制备高丰度的水

自由基阳离子(H2O)n
+• (n = 2-4)；通过高灵敏度的线性离

子阱质谱仪，结合密度泛函理论方法的理论计算，对

(H2O)n
+•与双（2-羟乙基）二硫醚(HEDS)相互作用的直

接质谱行为以及热力学过程进行研究。探究(H2O)n
+•与

双（2-羟乙基）二硫醚(HEDS)相互作用的机理，拟阐释

水自由基阳离子与二硫键作用过程。 

2  结果与讨论 

2.1  在线监测(H2O)n
+.与 HEDS 相互作用的装置 

本研究中在线监测(H2O)n
+•与 HEDS 相互作用的装

置在陈焕文教授课题组开发的 EESI 技术[17-18]中双喷雾

通道的基础上，引进 LA-DAPCI 技术而设计开发（图 1）
[17]。在 channel A (1.8 kV 电压)，水的气溶胶进行电晕放

电，获得(H2O)n
+•；channel B 中样品雾化成小液滴。分

别产生的(H2O)n
+•和微液滴在三维空间进行交叉碰撞。

产生的离子进入质谱仪中在线分析。对离子源进行半封

闭处理（图 1），在具体实验中可根据待测物的性质，对

离子源的参数（A, B 两通道间的角度 α 与距离 b 以及

A, B 与质谱口角度 β 及距离 b）进行调整，以达到最佳

检测效果。样品溶液与初级离子喷雾交汇处和质谱口保

持在同一水平线上，经过优化 a为 10.0 mm，b为 4.0 mm，

α 为 60°，β 为 150°。 

 
图 1  在线监测(H2O)n

+•与 HEDS 相互作用装置原理示意图 

Figure 1  Schematic diagram of a setup for the online analysis of the 

interaction between water radical cations and HEDS 

2.2  水自由基阳离子与 HEDS 相互作用的质谱分析 

本文参照文献中的方法制备 (H2O)n
+•[13-14]，利用

LTQ-MS 表征获得(H2O)n
+•（图 2a）。结果与文献报道一

致[13-14]，得到主要特征离子 m/z 36，37，55，其中 m/z 36

离子的相对丰度为 100% ，是水自由基阳离子

(H2O)2
+•[13-14]。Channel A 中产生高活性(H2O)n

+•，channel  

 

图 2  在 H2O 条件下(H2O)2
+•与 HEDS 相互作用谱图(a, b)和粒子流图

(c). a): 空白对照；b): (H2O)n
+•与 HEDS 作用的一级质谱图；c): 总离

子流图 (TIC, m/z 15-200, 黑线)；选择离子流图 (EIC, m/z 36, 蓝线)；
选择离子流图 (EIC, m/z 172, 红线). 

Figure 2 Mass spectra (a, b) and ion current chromatographs (c) during 

the interaction process in H2O .a): spectrum of background; b): spectrum 

of the interaction between (H2O)n
+• and disulfide; c) total ion current 

(TIC, m/z 15-200, black line); extracted ion currents (EIC, m/z 36, blue 

line) , extracted ion currents (EIC, m/z 172, red line). 
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B 产生 HEDS 微液滴，两者在三维空间交叉碰撞，产生

新的离子。在优化的实验条件下，获得一级谱图（图 2b），

谱图中新产生的特征离子主要有 m/z 155 和 m/z 172。

作用过程中的离子流随时间变化趋势见图 2c，从 0 min

开始 channel B 中进样是 H2O，流速 10.0 μL/min，作为

空白对照，总离子流信号相对稳定之后，在 5 min 时将

H2O 换成 HEDS 的水溶液，流速 10.0 μL/min。5 min 后

总粒子流信号及 m/z 36 信号有一定下降，10 min 后基

本稳定。8 min 开始 m/z 172 的信号逐渐上升，14 min 后

逐渐稳定。其中 m/z 36 信号稍微下降后稳定，稳定时强

度有 4.3E5，可能是因为 HEDS 与(H2O)2
+• (m/z 36)作用

产生 m/z 172，消耗了(H2O)2
+•，但是 m/z 36 相对 HEDS

仍过量。 

图 3a 为 m/z 155 离子的二级质谱图，其特征碎片离

子 m/z 137，109 则分别是由质子化的母体离子(m/z 155)

经过碰撞诱导解离实验(CID）丢失 18 (H2O)，得到 m/z 

137，再丢失 28 (-CH2-CH2-)得到 m/z 109。将 m/z 172

二级质谱中的碎片离子 m/z 155 选择后进行 CID 实验，

获得 155 的三级质谱图（图 3b）。在三级质谱中，母离

子 m/z 155 的特征碎片也是离子 m/z 137，109。由此可

知，m/z 172 中二级谱图中碎片 m/z 155 的断裂方式与原

料 155 中的断裂方式相同。 

 

图 3  正离子模式下 m/z 155 的二级质谱图(a)和三级质谱图(b) 

Figure 3  The MS/MS spectrum of the ion m/z 155 (a) and The 

MS/MS/MS spectrum of the ion m/z 155 (b). 

2.3  重水自由基阳离子与 HEDS 相互作用的质谱分析 

为了进一步验证 (M+ H2O)+• (m/z 172) 中的 H2O，

是来源于初级离子试剂产生的水自由基阳离子，而不是

样品溶剂中的水。我们将 channel A 中产生初级离子试

剂的 H2O 换成 D2O。按照制备水自由基阳离子方法，得

到了 m/z 40 (D2O)2
+•重水自由基（图 4a）。但是(D2O)2

+•

离子强度相对较低（与图 2a 相比），可能是由于环境

中存在 H2O，生成的(D2O)2
+•在环境中发生氢氘交换，

降低了(D2O)2
+•的丰度。在 channel A 产生(D2O)n

+•与

channel B 产生 HEDS 微液滴在三维空间交叉碰撞，产

生新的离子。在优化的实验条件下，获得一级谱图（图

4b）新产生的主要特征离子有 m/z 174。过程中的离子

流随时间变化见图 4c，从 0 min 开始 channel B 中进样

是 D2O，流速 10.0 μL/min，作为空白对照参比，总离子

流信号相对稳定之后，在 1.5 min 时将 D2O 换成 HEDS

的水溶液，流速 10.0 μL/min。2 min 后总粒子流信号及

m/z 36 信号有一定下降，3 min 后基本稳定。2.5 min 开

始 m/z 174 的信号逐渐上升，5 min 后逐渐稳定。其中

m/z 40 信号稍微下降，可能是因为 HEDS 与(D2O)2
+•作

用生成 m/z 174 消耗(D2O)2
+• (m/z 40)。 

 
图 4  在 D2O 条件下(D2O)n

+•与 HEDS 相互作用的质谱图(a, b)和离子

流图(c). a):空白对照质谱图，b): (D2O)n
+•与 HEDS 相互结果的一级质

谱图；c): 总离子流图(TIC, m/z 15-200, 黑线)；选择离子流图(EIC, m/z 

40, 蓝线)；选择离子流图(EIC, m/z 174, 红线). 

Figure 4  Mass spectra (a) and ion current chromatographs (b) during 

the online interaction process in D2O a): spectrum of background; b): 

spectrum of the interaction between (D2O)n
+• and HEDS. c): total ion 

current (TIC, m/z 15-200, black line); extracted ion currents (EIC, m/z 40, 

blue line), extracted ion currents (EIC, m/z 174, red line). 
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图 5a 为 m/z 174 离子的二级质谱图，其母离子 m/z 

174 经过碰撞诱导解离实验，得到 m/z 157，m/z 156，

m/z 155，m/z 154，m/z 137 碎片离子。对图 5a 碎片离

子 m/z 156 (M + D)+打三级质谱，得到主要的特征碎片

离子 m/z 137（图 5b），而图 3b 中 m/z 172 的碎片离子

m/z 155 (M + H) +得到主要的特征碎片离子也是 m/z 

137，表明 m/z 174 其主要的断裂规律与 m/z 172 一致（图

3b）。由此 m/z 174 中主要是以(M+ D2O) +•的形式存在，

其中 m/z 157，m/z 155，m/z 154 峰的出现，可能是同位

素存在，在离子阱中发生了氢氘交换。重水实验的结果

表明(M+ H2O) +• (m/z 172)中的 H2O，是来源于初级离子

试剂产生的水自由基阳离子，而不是样品溶剂中的水。 

 

图 5  (D2O)n
+•与 HEDS 相互的特征离子 m/z 174 串联质谱图. 

Figure 5  The MS/MS spectrum (a) and MS/MS/MS spectrum (b) of the 

ion m/z 174 under D2O. 

 

2.4  理论计算 

近年来 , 量子化学中的密度泛函理论 (Density 

Functional Theory, DFT)在有机化学反应机理研究中得

到了广泛的应用。已经有越来越多的质谱学家用 DFT 

方法来优化气相离子的结构和预测质谱裂解反应途径
[19-21]。本文使用 DFT 方法对去质子化的 HEDS 与 H2O

+•

自由基反应进行了初步的计算(图 6a)。从热力学来看，

H2O
+•与HEDS作用发生二硫键的断裂，反应放热 (ΔG < 

0)，反应热力学可行的。但是从实验结果上看我们主要

的是(M+ H2O) +•(m/z 172)，并未发现二硫键的断裂。我

们对其原因进行初步探讨。 

首先，我们 HEDS 的邻位交叉构象和对位交叉构象

进行结构优化。研究发现，邻位交叉构象（图 7b）和对

位交叉构象（图 7a）均是 HEDS 的稳定构象，但是邻位

交叉构象的能量反而比对位交叉构象的能量更低（低

7.04 kcal/mol），且在邻位交叉构象中 OH 上的 H 与 S

之间距离是 2.765 Å，属于弱氢键的范围。在邻位交叉

构象中，由于弱氢键的存在，HEDS 形成两个分子内的

五元环，使其分子更稳定。H 与 S 形成的分子内五元环，

由于空间效应增大二硫键附近位阻，不利于水自由基进

攻二硫键的位点。 

 

 

图 6  理论上气态 H2O
+•与 HEDS 反应二硫键断裂的产物预测，所有

的理论计算都由 b3lyp/6-31g(d) level 完成。 

Figure 6  Theoretically predicted products of disulfide cleavage for the 

gas-phase reaction between H2O
+• and HEDS. All calculation were done 

at the b3lyp/6-31g(d) level. 

 

 

图 1  构象优化。a) HEDS 对位交叉构象；b) HEDS 邻位交叉构象；

c) 复合物输入构象；d) 复合物高斯优化构象 

Figure 1  Structure optimization of the HEDS. a) Counterpoint 

conformation; b) Neighborhood cross-conformation, c) input structure of 

the complex; d) output structure of the complex. 

 

另外，(M+ H2O) +• (m/z 172) 的构型进行了优化，

我们选取的初始构象(图 7c)，优化计算后得到的是水自

由基阳离子上的 O 与 HEDS 上的羟基 H 形成氢键(图

7d)。优先从侧面结合羟基上的 H，形成自由基阳离子复
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合物。从热力学计算结果（图 6b）可知，水自由基阳离

子与 HEDS 上的羟基结合形成自由基阳离子复合物的

反应，复合物二硫键不管是以（1）方式还是（2）方式

断裂，ΔG 均大于零（分别为 49.09 kcal/mol 和 71.14 

kcal/mol），表明当水自由基阳离子与 HEDS 上的羟基结

合形成自由基阳离子复合物后，二硫键的断裂在热力学

上将难以发生，理论计算结果与实验结果一致。表明

HEDS 上的羟基对在一定程度上能够保护二硫键的免受

水自由基阳离子的进攻。 
 

3  结论 

综上所述，本文通过改进电晕放电双通道离子源装

置，获得高丰度的(H2O)n
+•研究了(H2O)n

+•与双（2-羟乙

基）二硫化物相互作用的化学性质。研究发现，在

(H2O)n
+•的体系中，由于 β 羟基的存在，能够保护分子

内二硫键免受自由基损伤。本研究对生物体内蛋白质中

二硫键免受自由基损伤有重要的意义。 

4  实验部分 

4.1 仪器与试剂 

线 性 离 子 阱 质 谱 仪  (LTQ-MS) (ThermoFisher 

Scientific 公司，配有 Xcalibur2．2 数据处理系统)，双

通道型 LA-DAPCI 离子源 (江西省质谱科学与仪器重

点实验室自制)。双(2-羟乙基)二硫醚 (50% 水溶液，TCI

试剂公司)，实验用水由 Millipore 纯水仪制备。 

4.2 实验方法 

设置 LTQ-MS 为正离子检测模式，质谱检测扫描范

围为 m/z 15~200，离子传输管温度 150℃，放电电压 2.5 

kV，放电针与质谱口之间的距离是 7.0 mm，放电针与

水平面之间夹角 30°，雾化气压 0.4 MPa。在串联质谱

时，母离子的选择窗口为 2.0 Da，碰撞时间为 30 ms，

碰撞能量为 10~30%，其他参数为 LTQ-MS 系统自动优

化。实验中所采用的操作参数为:实验在常温常压下进

行，双（2-羟乙基）二硫化物样品溶在水中（0.5 mg/mL）

通过注射泵以 10.0 μL/min 的流速注入离子源；氮气用

作雾化气，氦气用作碰撞气。理论计算用 Gaussian 03 程

序在浪潮英信服务器（NF8560M2）上完成。采用 DFT

以及 b3lyp/6-31g(d)基组，对反应物，产物结构进行优化，

以及反应的热力学进行计算。 
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