
Fig援 1 Schematic of EESI
图 1 电喷雾萃取电离的示意图
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摘要 电喷雾萃取电离技术(extractive electrospray ionization，EESI)是一种能灵敏地电离固体、液体、气体、黏性样品等复杂
基体中痕量大分子和小分子的新兴软电离技术．在简要介绍 EESI原理的基础上，着重综述其在蛋白质分析中的应用．与商
品化质谱仪器配置的电喷雾电离源(electrospray ionization，ESI)不同，EESI能够在常压条件下最大程度地保留蛋白质在样品
中的原始构象，并获得大量具有生物活性的蛋白质离子．由此可见，EESI及类似的技术在蛋白质芯片制备、高分辨率氢 /氘
交换质谱(蛋白质结构分析)、蛋白质计量等方面具有良好的应用前景．本文也对其发展趋势进行了展望．
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质谱技术已被广泛应用于物理、化学、材料

学、生物学、医学等领域 [1-4]，同时在某些制备领

域[5-7]也显示出了强劲的竞争力．离子化源一直被

视为质谱仪器的心脏．2004 年，Purdue 大学的
Cooks教授等[8]首次提出常压离子化(ambient pressure
ionization)的概念，并报道了关于电喷雾解析电离
(desorption electrospray ionization，DESI)的文章，
样品在离子化前无需进行诸如萃取、溶解、脱盐等

预处理．随后，国际上掀起了基于常压离子化技术

的快速质谱分析的研究热潮[9]．我国学者也在此方

向上作出突出贡献 [10-13]．其中，Chen 等 [14]在进行

DESI-MS研究的基础上，提出了电喷雾萃取电离
(extractive electrospray ionization，EESI)技术，并将
其应用于气体 [15-18]、液体 [14, 19-20]、气溶胶 [21-23]和黏

性样品[24-26]的分析．近期，EESI被用于蛋白质的分
析 [27-28]，与商品化质谱仪器配置的电喷雾电离源

(electrospray ionization，ESI)相比，EESI能够在常
压条件下最大程度地保持蛋白质的原始构象，并能

够获得大量具有生物活性的蛋白质离子．本文拟对

电 喷 雾 萃 取 电 离 技 术 (extractive electrospray
ionization，EESI)的基本原理进行简要介绍，着重
综述其在蛋白质分析中的应用，最后对 EESI在蛋
白质芯片制备、高分辨率氢 / 氘交换质谱(蛋白质
结构分析)、蛋白质计量等方面的应用进行展望．

1 EESI的基本原理
EESI的装置由用于产生初级离子的电喷雾通

道和用于样品引入的样品通道组成[9, 29],如图 1所示.
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Fig. 2 Mass spectra of lysozyme
图 2 蛋清溶菌酶的质谱图

(a) EESI-MS. (b) ESI-MS.

在常压条件下，电喷雾通道产生的初级离子与

样品通道出来的中性样品进行碰撞，发生萃取和电

荷转移，随即产生的待测物离子在电场和真空的共

同作用下被引入质谱，进行质量分析和检测．根据

所测样品不同，通过调节两个喷雾通道间距离(b)、
喷雾通道与质谱入口处的距离(a)、喷雾通道间夹
角(琢)、喷雾通道与质谱入口形成的夹角(茁)等实验
参数来获得最佳灵敏度．实验结果表明，当样品通

道与质谱入口的夹角接近 90毅时，离子源产生的信
号具有长期稳定性[14]．由于在时间和空间上将雾化

过程和离子化过程分开，使 EESI对复杂基体样品
进行分析时，无需任何样品预处理．与 ESI相比，
EESI对复杂基体样品分析时，具有长期稳定性，
并可灵活地通过离子 /离子反应显著提高分析的选
择性和灵敏度[14]．另外，与 DESI不同，EESI的离
子化过程在三维空间内完成，能够更有效地对样品

中的复杂基体进行分散，这使 EESI具有更高的长
期稳定性和灵敏度[9]．2002年诺贝尔化学奖得主、
ESI技术发明人 John B．Fenn教授对 EESI给予高
度评价，“ I have no doubt that this will become a
widely used technique for which the community of
analytical chemists will be grateful”[30]．为拓宽其应

用领域，将电晕放电代替 ESI产生初级试剂离子，
EESI可用于非极性和弱极性化合物的直接分析．

2 EESI在蛋白质结构分析中的应用
蛋白质结构复杂并具有特殊生物活性，对蛋白

质研究的一个重要方面就是解析其折叠过程，通过

研究从展开态到折叠态发生的一系列复杂微观过

程，深入了解这一折叠机理，对研究蛋白质活性和

维持蛋白质稳定性都具有非常重要的意义．质谱是

蛋白质分析的重要工具之一，然而目前商品化质谱

仪器配置的 ESI电离源在几千伏的高电场下进行离
子化，蛋白质的结构和活性容易被破坏，因此质谱

检测到的蛋白质离子往往不能准确反映溶液中蛋白

质的真实状态．为解决这一问题，将 EESI用于蛋
白质分析避免了蛋白质样品与高电场的直接接触，

并且避免了 ESI中所必需的一些有机溶剂的使用
[27]．实验结果表明，EESI可以将电荷温和地放置
在蛋白质分子的液滴上，从而使蛋白质分子在带电

的过程中能够最大程度地维持其原始构象，并保持

其生物活性．实验发现，在 EESI过程中蛋白质分
子获得了比 ESI更低的电荷分布．例如，溶菌酶在
pH=5.3条件下的 EESI质谱图只出现了+7价到+9

价的离子，电荷分布较窄，如图 2a所示．折叠结
构的溶菌酶外表面有 8个碱性集团，EESI对+8价
溶菌酶离子的形成有较强的偏好(+7、+8、+9的信
号强度比为 16∶100∶2)，说明溶菌酶在 EESI离
子化过程中可能保持着原始构象，而 ESI质谱则呈
现出从+7价到+13价的较宽电荷分布(图 2b)，这是
由于部分折叠构象在 ESI电离过程中被破坏．

理论上，折叠的蛋白质离子能够较好地维持其

生物活性．为此，作者考察了过氧化氢酶(catalase,
CAT)在 EESI和 ESI两种离子化过程中酶活性的变
化，酶活性的实验结果如图 3．令人吃惊的是，采
用 EESI 获得的过氧化氢酶离子在软着陆 (soft
landing)后能够保持高达 94%的活性，而 ESI获得
蛋白质离子的活性约为 1%．

电荷分布状态和酶活性的实验结果表明，

EESI过程中，将样品雾化过程和离子化过程分离，
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Fig. 3 Enzyme activities of CAT protein ions
图 3 过氧化氢酶离子的酶活性

: CAT; : EESI; : ESI.
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避免了蛋白质分子与高电压的直接接触，并且避免

了 ESI过程中所需的有机溶剂，从而使蛋白质能够
保持其原始构象，并具有较高的生物活性．

3 展 望

3援1 蛋白质芯片的制备

生物芯片可用于生物活性的自动分析，DNA
芯片已被广泛应用，科学家正努力开展蛋白质芯片

制备的研究工作．其中，Cooks等[5]试图将离子软

着陆(soft landing)技术用于蛋白质芯片的制备，由
电喷雾产生的多电荷蛋白质离子在质量分析器中被

分离后，温和地在接收表面的不同位置着陆．实验

表明，一些蛋白质(如溶菌酶和胰蛋白酶)在软着陆
后仍然保持其生物活性．然而，ESI离子化过程中
对蛋白质分子原始构象的破坏是制约离子软着陆技

术在蛋白质芯片制备方面进一步发展的瓶颈．

EESI技术避免了蛋白质与高电压的直接接触，从
而可以更大程度地维持蛋白质的生物活性．该技术

与离子软着陆技术相结合，将是蛋白质芯片制备的

一种有效方法．除有机溶剂和电离电压外，碰撞效

应、温度等因素也会影响蛋白质构象．溶菌酶和过

氧化氢酶本身是很稳定的酶，对外界环境的耐受性

较强，对于其他稳定性较弱的蛋白质，在保证去溶

效率的前提下，应尽量降低毛细管温度，并仔细调

节离子光学系统的电压以减小离子在传输过程中产

生的碰撞．

3援2 EESI在高分辨率氢/氘交换质谱中的应用展望
氢 /氘交换质谱技术逐渐成为分析蛋白质结构

和监测其动态变化的主要技术之一．基于酶切产生

的肽谱，氢 /氘交换反应对蛋白质结构分析的分辨
率为单个肽段[31]．而氢 /氘交换反应后采用气相碎
裂策略(如电子捕获裂解、电子转运裂解等)[32]，理

论分辨率可达单个氨基酸[33-34]．然而，ESI产生的
离子带有较高的能量，蛋白质分子的氘代情况在离

子化过程和离子传输过程中容易发生重排，这必将

影响蛋白质结构分析的结果．EESI是一种比 ESI
更温和、更软的电离技术，可以获得能量较低的蛋

白质离子，因此可能解决氢 /氘交换质谱 -气相碎
裂策略中的瓶颈问题．

3援3 EESI在蛋白质计量中的应用展望
蛋白质计量研究是各国计量机构研究的重要热

点和难点之一．目前，对蛋白质计量的工作主要集

中在成分量测量方面，其测量结果可溯源到国际单

位制(SI)的质量单位[35].另一方面，与有机小分子不

同，蛋白质是具有一定活性的生物物质，国际上往

往用生物活性单位 U来对蛋白质的量进行表征．
蛋白质溯源的关键问题，不是像小分子那样简单地

利用同位素稀释质谱法测量成分量来溯源到 SI质
量单位，蛋白质计量的主要挑战并不是简单地开发

可溯源到 SI单位的标准物质和参考方法，PTB(德
国)、NPL(英国)、IRMM(比利时)、LGC(英国)等单
位的蛋白质计量工作者正试图将活性单位与 SI质
量单位统一起来．解决这一问题的关键一步是将蛋

白质的结构、功能、成分量(可溯源至 SI单位)关联
起来．离子淌度谱(ion mobility spectrometry, IMS)[36]

可对相同质荷比、不同尺寸(即不同截面)的蛋白质
离子进行分离，也就是能够对同一种蛋白质的不同

四级结构状态进行定量测量，而蛋白质的四级结构

与其功能密切相关，因此 IMS被视为解决蛋白质
计量关键问题的有效方法之一[37]．但是，商品化的

离子淌度谱配置 ESI电离源，蛋白质的结构、折叠
状态、活性等容易被 ESI的高电压和 ESI所需的有
机溶剂破坏，而 EESI在离子化过程避免了样品中
的蛋白质与高电压的直接接触，并且避免了使用

ESI所需的有机试剂，因此能够在离子化过程中很
大程度地保持蛋白质的原始构象．毫无疑问，

EESI与 IMS 的联用将会成为蛋白质计量研究的

一项强有力的工具．

4 结 语

电喷雾萃取电离最初被应用于液体、气体、气

溶胶、黏性样品的直接分析，最近的实验表明，蛋

白质在 EESI过程中能够很大程度地保持其原始构
象和生物活性．可以预见，该项新技术将会在蛋白

质芯片制备、高分辨率蛋白质结构分析、蛋白质计

量学等诸多领域发挥重要作用．
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Abstract The extractive electrospray ionization (EESI) technique is an emerging soft ionization technique and it
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samples without sample pretreatment. Based on the brief introduction of the mechanism of EESI, its applications
on the protein analysis were reviewed in detail. Compared to the commercial electrospray ionization (ESI) source,
EESI maintains the native structure of protein and thus the biological activity of the protein to the most extent,
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