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Показано, что температура десольватирующего капилляра источника ионизации электроспрей сущест- 
венным образом влияет на процесс образования комплексов циклических олигосахароидов с белками и 
металлами. При повышении температуры комплексы с белками разрушаются, в то время как с металлами 
образуются сложные комплексы, состоящие из нескольких атомов металла и нескольких молекул сахара. 
Также в работе впервые были зарегистрированы комплексы олигосахаридов с катионами металлов в высоких 
степенях окисления (Th4+), а также нековалентные комплексы ДНК-праймеров с несколькими молекулами 
β-циклодекстрина.
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It is shown that the temperature of the desolvating capillary of the electrospray ionization source has a significant 
impact on the formation of complexes of cyclic oligosaccharides with proteins and metals. The complexes with proteins 
undergo decomposition upon temperature rise. Simultaneously complexes with metals consisting of several metal 
atoms and a few molecules of sugar appear. Besides novel oligosaccharides complexes with cations of metals in high 
oxidation states (Th4+) and noncovalent complexes of DNA primers with several molecules of beta-cyclodextrin have 
been obtained.
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Введение

β-циклодекстрин это циклический олигосахарид, 
состоящий из 7 остатков глюкопиранозы. Структура 
его молекулы имеет вид сужающегося тора, при этом 7  
основных и 14 вторичных гидроксильных групп распо-
ложены на узком и широком основаниях соответственно. 
Таким образом, внешняя поверхность циклодекстрина  
является гидрофильной, а внутренняя область оказывает-
ся способной к гидрофобному взаимодействию с широ-
ким классом молекул и образованию комплексов включе-
ния.[1] Известно, что циклодекстрины образуют комплек-
сы с большим числом молекул, содержащих фенильные 
или другие схожие по размерам ароматические груп-
пы. Многочисленные исследования подтвердили факт  
нековалентного присоединения β-циклодекстрина к бел-
кам и пептидам через образование комплексов включения 
с аминокислотами, содержащими ароматические группы, 
особенно, с фенилаланином, тирозином и трипрофаном.
[2] При этом, закрытие гидрофобных участков белков ги-
дрофильным олигосахаридом приводит к существенно-
му увеличению растворимости белка.[3]

Масс-спектрометрия в сочетании с мягкими мето-
дами ионизации, такими как электроспрей (ESI), лазер-
ная десорбция/ионизация из матрицы (MALDI) и т.д., 
является эффективным методом исследования широкого 
класса различных нековалентных комплексов.[4,5] С по-
мощью масс-спектрометрии были изучены кластеры 
воды, комплексы пептидов и белков с металлами, сахара-
ми, органическими красителями.[6] Масс-спектрометрия 
также позволяет исследовать комплексы нуклеиновых 
кислот как друг с другом, так и с другими молекула-
ми (белками, танинами, металлами и т.д.).[7] Однако, 
в отличие от других методов, которые дают информа-
цию о комплексах в их естественных условиях, в масс-
спектрометрических исследованиях объектом исследо-
вания является ион в газовой фазе, при этом сам процесс 
образования заряженного иона из раствора может суще-
ственным образом влиять на исследуемое вещество,[2] 
что особенно важно учитывать при исследовании слабо 
связанных нековалентных комплексов.[8]

Одним из самых распространенных методов мяг-
кой ионизации органических молекул является ме-
тод электроспрей, состоящий в пропускании раствора  
исследуемого образца через полую металлическую иглу, 
на которую подается электрический потенциал поряд-
ка 4 кВ. С конца иголки эмитируются заряженные кап-
ли, которые испаряются в нагреваемом (до 200–400 °С)  
капилляре. В результате испарения и кулоновского дро-
бления капель образуются молекулярные ионы в газовой 
фазе. Ранее нами было показано, что при увеличении 
температуры испарения капель может наблюдаться явле-
ние «суперметаллизации» белков и пептидов,[9] которое 
заключается в формировании в газовой фазе комплек-
сов [M+(z-kn)H+nX]z+, содержащих аномально большое 
количество атомов металла. Здесь М – молекула белка, 
Х – ион металла, n – количество ионов металла, k – ва-
лентность металла, z – заряд комплекса. Например, для 
пептида β-амилоида (участок 1-16) было показано, что 
2-зарядный ион пептида может присоединить к себе до 
11 атомов цинка, причем присоединение каждого атома 

цинка сопровождается потерей двух атомов водорода. 
Также было обнаружено, что температура среды, в кото-
рой испаряются заряженные капли, существенным обра-
зом влияет на протекание различных ион-молекулярных 
реакций, одним из примеров таких реакций является  
реакция дейтеро/водородного обмена.

В настоящей статье предпринимается попытка  
изучить зависимость образования в результате иониза-
ции электроспрей ионных комплексов β-циклодекстрина 
с белками и металлами в газовой фазе. Также, в настоя-
щей работе, насколько нам известно, впервые демонстри-
руются ион/молекулярные комплексы циклодекстрина 
с металлами в высоких степенях окисления, а именно 
комплексы с Ce(III) и Th(IV). Также демонстрируются 
комплексы β-циклодекстрина с олигонуклеотидом.

Экспериментальная часть

Пробоподготовка. Убиквитин и β-циклодекстрин ком-
мерческие продукты компании «Sigma» (U6253-25MG) 
и «Ledebut» соответственно. Для исследования использова-
лись растворы с концентрацией β-циклодекстрина 2.5 мМ 
и убиквитина 0.1 мМ. Концентрации ионов церия (в виде аце-
тат церия(III)) и тория (нитрат тория(IV)) составляли 2.5 мМ 
Растворитель – смесь вода:метанол (1:1) с добавлением 0.1 % 
муравьиной кислоты. Все используемые растворители соответ-
ствовали классу «особо чистый». ДНК-праймер коммерческий 
продукт компании «Евроген». Длина праймера 18 остатков,  
последовательность ATATATAAAAAACGCGCG. Концентра-
ция праймера была 0.2 мМ, растворитель вода:метанол (1:1) 
с добавлением ацетата аммония до концентрации 0.1 М.

Масс-спектрометрия. Все эксперименты были выполне-
ны на приборе LTQ FT Ultra (Thermo Electron Corp., Бремен, 
Германия). Данный прибор является масс-спектрометром 
ионного циклотронного резонанса, он оснащен сверхпроводя-
щим магнитом, создающим магнитное поле с индукцией 7 Т.  
Ионизация методом электроспрея осуществлялась с использо-
ванием штатного источника ионизации IonMax (Thermo Elec-
tron Corp., Бремен, Германия) в режиме образования положи-
тельных (эксперименты с белками и металлами) и отрицатель-
ных (эксперимент с олигонуклеотидом) ионов. Образующиеся 
заряженные капли засасываются в масс-спектрометр через 
тонкий нагреваемый капилляр. Температура капилляра варьи-
ровалась в пределах от 100 до 450 °C. Длина капилляра 105 мм 
и его внутренний диаметр 0.5 мм. Скорость напуска вещества 
в камеру ионизации была равна 1 мкл/мин, напряжение на игле 
источника ионизации равнялось 3 кВ.

Реакция дейтеро/водородного обмена в источнике иони-
зации. Для создания в источнике ионизации атмосферы, насы-
щенной парами дейтерированного растворителя 400 мкл D2O 
размещалось на медной подложке, расположенной на расстоя-
нии около 7 мм под иглой источника ионизации. Из-за испаре-
ния капли в области образования газофазных ионов создается 
атмосфера, насыщенная парами D2O. Игла источника иониза-
ции электроспрей была расположена в 5 мм от входного отвер-
стия нагреваемого капилляра.

Результаты и обсуждение

Молекула β-циклодекстрина, а также схема экс-
периментальной установки представлена на Рисунке 1. 
Заряженные капли проходят нагреваемый капилляр 
и испаряются, образуя ионы в газовой фазе. Изменение  



112 Макрогетероциклы / Macroheterocycles 2017 10(1) 110-116

Investigation of Ion-Molecular Complexes of Beta-Cyclodextrin with Proteins and Metals in Gas Phase

температуры нагреваемого капилляра влияет на кинети-
ку испарения капель и ион-молекулярных реакций. В ре-
зультате этого состав продуктов ионизации существен-
ным образом зависит от температуры.

Полученные в ходе экспериментов масс-спектры 
представлены на Рисунках 2–6. В частности, на Рисун-
ке 2 приведены масс-спектры, отражающие образова-
ние комплексов β-циклодекстрина с небольшим бел-
ком убиквитин для различных температур капилля-
ра. На Рисунке 3 представлено первое, насколько нам 
известно, наблюдение комплекса олигосахарида с тетра-
валентным металлом Th(IV). На Рисунке 4 приведены 
масс-спектры комплексов β-циклодекстрина с трехва-
лентным металлом Ce(III); на этом же рисунке показано 
изменение масс-спектра после проведения реакции дей-
теро/водородно обмена в источнике ионизации. Наблю-
дение комплекса, отвечающего случаю одновременного 
присоединения β-циклодекстрина и Ce(III) к убиквити-
ну, представлено на Рисунке 5. Также нами был полу-
чен комплекс β-циклодекстрина с олигонуклеотидом. 
Результат представлен на Рисунке 6.

При образовании комплексов β-циклодекстрина 
с белком убиквитин (Рисунок 2) видно, что при низ-
ких температурах капилляра в спектре преобладает ион 
[CD+H2O]+, здесь CD означает β-циклодекстрин. При 
увеличении температуры увеличивается интенсивность 
пиков, соответствующих молекулярным ионам комплек-
са убиквитина с β-циклодекстрином. При этом такие 
ионы наблюдаются для различных зарядовых состояний: 
[M+CD+7H]7+, [M+CD+6H]6+. При дальнейшем увеличе-
нии температуры капилляра интенсивность комплексов 
уменьшается, и для температуры 400 °С в спектре пре-
обладают пики, соответствующие различным зарядовым 
состояниям убиквитина. Разрушение комплекса белка 
с β-циклодекстрином при повышенных температурах 
согласуется с представлениями об образовании слабо 
связанного нековалентного комплекса. Также отметим, 
что фрагментация комплекса, индуцированная столкно-
вением с нейтральным газом (CID), не позволяет локали-

зовать область присоединения сахара, поскольку един-
ственным путем фрагментации является отщепление 
молекулы β-циклодекстрина (Рисунок 2).[10]

Ранее ряд работ был посвящен исследованию 
комплексов олигосахаридов с моно- и бивалентными  
металлами.[11] На Рисунке 3 представлено первое, насколь-
ко нам известно, наблюдение комплекса олигосахари-
да с тетравалентным металлом Th(IV). Для введения 
ионов Th4+ в раствор использовался Th(NO3)4. Заметим, 
что при низких температурах в спектре доминируют 
ионы [CD+H]+ и [CD+H2O]+. При увеличении темпе-
ратуры β-циклодекстрину становится более выгодно  
ионизироваться, присоединяя не протон, а катион Th4+, при 
этом отметим, что присоединение тория сопровождается 
потерей четырех атомов водорода, что свидетельствует 
о ковалентном, а не о координационном взаимодействии 
металла и сахара. Обратим внимание, что при повышен-
ных температурах удается наблюдать образование таких 
сложных ионов, как [2CD+Th-2H]2+, [3CD+2Th-5H]3+,  
[4CD+2Th-5H]3+, [6CD+3Th-8H]4+. Точное установле-
ние элементного состава возможно благодаря исполь-
зованию масс-спектрометрии ионного циклотронного 
резонанса сверхвысокого разрешения. В наших экспери-
ментах достигалась разрешающая способность порядка 
400 000 Да. Также отметим образование комплекса, ког-
да, по всей видимости, у атома Th(IV) сохраняется одна 
нитрогруппа: [CD+Th+NO3-2H]+.

На Рисунке 4 приведены масс-спектры комплексов 
β-циклодекстрина с трехвалентным металлом Се(III). Со-
став комплексных ионов оказался более бедным, чем при 
образовании комплексов с Th4+, удалось наблюдать ионы  
[CD+Ce-2H]+

, [3CD+3Ce-7H]2+, [CD+Ce-2H]+
, [4CD+2Ce-4H]2+. 

Обратим внимание, что, как и для случая с Th4+, присо-
единение Ce3+ сопровождается потерей трех атомов водо-
рода. Также на Рисунке 4 представлены масс-спектры CID 
фрагментации для ионов [CD+Ce-2H]+ и [CD+2Ce-5H]+. 
Известно, что для циклических олигосахаридов преоб-
ладают два канала фрагментации: отщепление фрагмен-
та с массой 162 и отщепление фрагмента с массой 264 

Рисунок 1. а – Структура молекулы β-циклодекстрина и области, в которых происходит разрыв связей при CID фрагментации.  
б – Схема источника ионизации электроспрей: 1 – полая игла, находящаяся под потенциалом 3 кВ, 2 – нагреваемый капилляр,  
3 – 400 мкл D2O для проведения реакции дейтеро-водородного обмена в источнике, в остальных экспериментах 
не использовалось.
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Рисунок 2. Наблюдение комплексов β-циклодекстрина с убиквитином. В нижней части рисунка показан спектр убиквитина 
без добавления β-циклодекстрина. В остальных частях рисунка показаны спектры убиквитина при добавлении β-циклодекстрина 
для различных температур десольватирующего капилляра. На вставке приведен спектр столкновительной фрагментации 
комплекса убиквитина с β-циклодекстрином. Концентрация убиквитина 0.1 мМ, β-циклодекстрина 2.5 мМ, растворитель 
вода:метанол (1:1) с добавлением 0.1% муравьиной кислоты. Здесь М – убиквитин, CD – β-циклодекстрин. 

(Рисунок 1).[12] Как видно, при фрагментации комплекса 
β-циклодекстрина с различным количеством атомов це-
рия наблюдается отщепление таких же фрагментов. Ион 
металла в результате фрагментации не теряется.

Для дополнительного исследования комплексов 
β-циклодекстрина с Ce3+ нами была проведена реакция 
дейтеро/водородного обмена в источнике ионизации. 
Данная реакция позволяет делать определенные выво-
ды о структуре и о конформации ионов в газовой фазе. 
Ранее методика проведения реакции дейтеро/водород-
ного обмена в газовой фазе при атмосферном давлении 
прямо во время процесса ионизации[13] была успешно 
применена для структурного исследования широко-
го класса различных соединений, таких как пепти-
ды,[14,15] белки, сахара,[16,17] малые органические молеку-
лы,[18-22] сложные природные субстанции[23,24] и олиго- 
нуклеотиды.[25]

Результаты анализа реакции дейтеро/водородного 
обмена для комплексов β-циклодекстрина с Ce3+ 
приведены в Таблице 1. Можно видеть, что при 
увеличении размера комплекса количество обменов 
водорода на дейтерий уменьшается, что может 
свидетельствовать о том, что атомы водорода в области 
присоединения молекул β-циклодекстрина друг к другу 
оказываются более труднодоступными.

Также нами была предпринята попытка изучить 
образование комплекса белка одновременно с метал-

лом и β-циклодекстрином. Наблюдение такого ком-
плекса для случая одновременного присоединения 
β-циклодекстрина и Ce3+ к убиквитину представлено на 
Рисунке 5. Для различных зарядовых состояний были об-
наружены комплексы, образующиеся в результате при-
соединения нескольких атомов Ce(III), а также комплек-
сы, образующиеся в результате присоединения несколь-
ких атомов Ce(III) и одной молекулы β-циклодекстрина. 
Как и ранее, заметим, что эффективность образования 
комплексов зависит от температуры десольватирующе-
го капилляра. Также отметим тот факт, что при увеличе-
нии температуры металл связывается предпочтительно 
с β-циклодекстрином, а не с убиквитином.

Таблица 1. Количество замен атомов водорода на дейтерий при 
проведении реакции дейтеро/водородного обмена в источнике 
ионизации (Рисунок 4).

Ион m/z m/z (H/D) % H/D

[CD+H2O]+ 1157.37 1172.47 69

[3CD+3Ce-7H]2+ 1340.72 1353.81 47

[CD+Ce-2H]+ 1409.16 1422.25 69

[4CD+Ce-1H]2+ 1771.56 1795.53 58

[4CD+2Ce-4H]2+ 1840.47 1861.33 52

[4CD+3Ce-7H]2+ 1908.93 1929.60 54
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Рисунок 3. Наблюдение комплексов β-циклодекстрина с Th4+. Показана зависимость вида масс-спектра от температуры.  
Для T=400 °C показаны различные массовые диапазоны. Концентрация β-циклодекстрина 2.5 мМ, концентрация ионов Th4+ 
2.5 мМ, растворитель вода:метанол (1:1) с добавлением 0.1 % муравьиной кислоты.

Рисунок 4. Наблюдение комплексов β-циклодекстрина с Ce3+. Приведены участки масс-спектра различного массового диапазона; 
а1, б1, с1 – после реакции дейтеро/водородного обмена в источнике ионизации; а2, б2, с2 – без проведения реакции  
дейтеро/водородного обмена; д1 – столкновительная фрагментация комплекса [CD+2Ce-5H]+, д2 – столкновительная фрагментация 
комплекса [CD+Ce-2H]+. Концентрация β-циклодекстрина 2.5 мМ, концентрация ионов Ce3+ 2.5 мМ, растворитель вода:метанол 
(1:1) с добавлением 0.1 % муравьиной кислоты. T=450 °C.
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Рисунок 5. Образование комплексов убиквитина одновременно с Ce3+ и с β-циклодекстрином для различных температур 
десольватирующего капилляра. Концентрация убиквитина 0.1 мМ, β-циклодекстрина 2.5 мМ, концентрация ионов Th4+ 2.5 мМ, 
растворитель вода:метанол (1:1) с добавлением 0.1 % муравьиной кислоты.

Рисунок 6. Образование комплекса олигонуклеотида с β-циклодекстрином.

На Рисунке 6 представлено получение некова-
лентного комплекса β-циклодекстрина и короткого 
ДНК-праймера (олигонуклеотида). Обнаружено при-
соединение до двух молекул CD к праймеру длиной 
18 нуклеотидов. При исследовании данного комплекса 
существенных зависимостей от температуры выявлено 
не было.

Заключение

В работе была продемонстрирована возможность 
наблюдения широкого класса комплексов цикличе-
ского олигосахарида с металлами, белками и олигону-
клеотидами методами масс-спектрометрии в сочета-
нии с ионизацией методом электроспрей. Также были 
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изучены особенности образования данных комплексов 
в зависимости от условий эксперимента. Показано, что 
комплексы β-циклодекстрина с белками и олигонукле-
отидами являются достаточно стабильными в широ-
ком диапазоне температур и разрушаются только 
при температуре капилляра более 400 °С. Комплексы 
β-циклодекстрина с металлами, наоборот, плохо обра-
зуются при низких температурах, и для их наблюдения 
требуется увеличивать температуру капилляра до зна-
чений порядка 300 °С. Таким образом, показана роль 
параметров источника ионизации в экспериментах по 
исследованию нековалентных комплексов. Полученные 
результаты будут иметь большое значение при приме-
нении масс-спектрометрии для исследования реальных 
биологических образцов, поскольку они демонстриру-
ют ограничения метода и позволяют избежать ошибоч-
ной интерпретации данных.
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