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В работе проведено масс-спектрометрическое исследование процессов ионизации коротких 
пептидов триглицина, аланилглутамина и пролиллейцина методами ионизации в электроспрее 
(ЭРИ) и поверхностно-активированной лазерной десорбцией/ионизацией (ПАЛДИ) в присут‑
ствии кристаллогидрата сульфата меди. Показано, что при ионизации ЭРИ присутствие в рас‑
творе ионов меди инициирует агрегацию молекул пептидов с образованием крупных ассоциатов 
до 7–8 молекул пептида. Изучено влияние природы пептидов на характер процессов ионизации. 
В то же время, при ионизации методом ПАЛДИ происходит конкурентное катионирование мо‑
лекул пептидов ионами меди с образованием иона M+Cu+. Также характерна фрагментация 
пептидов и катионирование медью продуктов декарбоксилирования.
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ВВЕДЕНИЕ

В  настоящее время эффективно осваивают 
и применяют различные методы масс-спектроме‑
трии для высокочувствительного анализа сложных 
составных объектов как естественного, так и тех‑
ногенного происхождения. Вместе с тем масс-спек‑
трометрия, согласно последним литературным дан‑
ным, показывает высокую информативность при 
изучении ионизации и кластерообразования ор‑
ганических и неорганических соединений и в том 
числе их смесей в сочетании с хроматографиче‑
скими методами разделения. В первую очередь для 
исследования ионизации применяют “мягкие” ме‑
тоды ионизации – поверхностно-активированная 
лазерная десорбция/ионизация (ПАЛДИ), элек‑
трораспылительная ионизация (ЭРИ), вторично‑
ионная масс-спектрометрия (ВИМС) и бомбарди‑
ровка быстрыми атомами (ББА). Ионизация ука‑
занными методами часто приводит к образованию 
фрагментных ионов и кластерных ассоциатов, что 
важно при исследовании интермедиатов в процес‑
сах ионизации и ее механизмов.

Важное место в  жизнедеятельности организ‑
мов принадлежит аминокислотам, пептидам 
и белкам, которые активно участвуют в регуляции 

метаболических процессов. Многие из пептидов 
проявляют биологическую активность. Некото‑
рые пептиды являются гормонами, например: три‑
пептид глутатион, состоящий из остатков глицина, 
цистеина и глутаминовой кислоты, вазопрессин 
и окситоцин, состоящие из девяти аминокислот‑
ных остатков.

По размеру молекулы и своим свойствам пепти‑
ды стоят между высокомолекулярными белками 
и аминокислотами. Наиболее распространены ли‑
нейные пептиды, встречаются также и цикличе‑
ские, молекулы которых имеют различные разме‑
ры. При исследовании имеющих важное биологи‑
ческое значение аминокислот, пептидов и белков 
методом матрично-активированной лазерной де‑
сорбции/ионизации (МАЛДИ) различные авторы 
применяют разнообразные жидкие матрицы, со‑
четание жидкой матрицы и частиц графита, крем‑
ний, пористый графит, углеродные нанотрубки, 
активированный уголь, фуллерены [1–4].

Известны работы по исследованию процессов 
ионизации и  идентификации пептидов, амино‑
кислот и их смесей методами масс-спектрометрии 
[5, 6]. Авторами было показано, что при ионизации 
аминокислот методами ПАЛДИ и ЭРИ образуются 
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ассоциаты, и активность образования увеличива‑
ется в присутствии координирующих металлов [7, 
8]. Установлено, что ряд кластерных ионов может 
быть довольно обширен и составлять ассоциаты до 
10 молекул аминокислот.

В ряде исследований [9, 10] проанализированы 
взаимодействия пептидов и ионов двухвалентных 
металлов Cu и Zn методами ПАЛДИ и ЭРИ.

Короткоцепочечные пептиды имеют замеча‑
тельное свойство образовывать в  растворах хе‑
латные комплексы с четырехкоординационными 
металлами. В этой работе изучены процессы кла‑
стерообразования короткоцепочечных пептидов 
триглицина 3Gly, аланилглутамина Ala-Gln и про‑
лиллейцина Pro-Leu в присутствии солей Cu мето‑
дами мягкой ионизации ПАЛДИ и электрораспы‑
лительной ионизацией (ЭРИ).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование и методы исследования

Эксперимент проводили, используя время‑
пролетный масс-спектрометр Bruker Daltonics 
UltraFlex с источником лазерной десорбции/иони‑
зации, фотоинициирование производили азотным 
лазером с  длиной волны 337 нм. Масс-спектры 
снимали в  режиме регистрации положительных 
ионов, выталкивающее напряжение 25 кВ, доуско‑
ряющее напряжение – 18 кВ.

Для исследования кластерообразования мето‑
дом электрораспыления использовали масс-спек‑
трометр Bruker Maxis Impact с системой масс-а‑
нализаторов Q-TOF. Скорость потока раствора 
образца составляла 0.25 мл/мин, напряжение на 
капилляре 4500 В, на скиммере – 500 В. Скорость 
потока газа-распылителя – 4.0 л/мин, давление – 
1.4 бар. Пептиды, использованные в работе, фир‑
мы “Sigma” (США) – триглицин, аланилглутамин, 
пролиллейцин. Чистота соединений составляет 
≥ 98%.

К растворам пептидов 3Gly (Mr = 189 Да), Ala-
Gln (Mr = 217 Да) и Pro-Leu (Mr = 228 Да) в кон‑
центрации 0.4 мг/мл ацетонитрил/вода добавляли 
раствор соли CuSO4·8H2O в концентрации 40 мг 
в 10 мл. Затем полученные растворы анализиро‑
вали методами ПАЛДИ и  ЭРИ. Для идентифи‑
кации соединений методом ПАЛДИ определяли 
массу иона, а его изотопное распределение срав‑
нивали с теоретическим с использованием про‑
граммы-симулятора IsotopePattern (Bruker Inc.). 
Дополнительно применяли метод псевдо-двумер‑
ной масс-спектрометрии метастабильного распада 
(LIFT). Для идентификации соединений методом 
ЭРИ подбирали брутто-формулы по точной массе 
иона и фрагментировали молекулы методом тан‑
демной масс-спектрометрии для восстановления 
структуры по осколочным ионам.

В  качестве объектов исследования были вы‑
браны олигопептиды, состоящие из двух и  трех 
аминокислотных остатков (рис. 1). Эти пептиды 
имеют различную природу и структуру – линей‑
ные (триглицин), содержащие аминокислотный 
остаток с пятичленным циклом (пролиллейцин) 
и линейный пептид с двумя аминогруппами. Как 
видно из рисунка, несмотря на общее наличие 
С-N-связей, характерных для пептидов, выбран‑
ные соединения имеют различную структуру, спо‑
собность к ионизации и фрагментации. Наличие 
свободных амино- и карбоксильных групп опре‑
деляет их двойственную природу ионизации, что 
значительно разнообразит направления фрагмен‑
тации и  кластерообразования. Эти соединения 
выбраны из-за разности длин углеродных цепей 
и наличия аминогрупп с различной гибридизаци‑
ей азота (в триглицине один азот первичный и два 
вторичных, в аланилглутамине – один вторичный 
и два первичных, в пролиллейцине – два вторич‑
ных, причем один циклический). Кроме этого, два 
последних пептида имеют разветвленную углерод‑
ную цепь, что также сказывается на разнообразии 
путей ионизации.
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Рис. 1. Структурные формулы олигопептидов.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В  настоящей работе получены масс-спектры 
пептидов в присутствии солей меди Cu и проведена 
идентификация основных кластерных ионов в обо‑
их методах ионизации.

В работе продемонстрировано, что при введе‑
нии солей меди происходит вытеснение протонов 
и заряженных частиц из структуры молекул, с за‑
мещением их атомами металла. При использова‑
нии метода ЭРИ образуется широкий ряд класте‑
ров различного состава. На рис. 2 приведен масс-
спектр ЭРИ линейного трипептида – триглицина 
с добавлением солей Cu. Как известно, медь об‑
разует хелатные комплексы с  аминокислотами 
и пептидами. На рисунке видно характерное кла‑
стерообразование. В  полученном масс-спектре 
обнаружены молекулярный ион М + H+ (с массой 
190 Да), ион аддукта пептида с  щелочными ме‑
таллами М+ + Na (с массой 212 Да) и кластерные 
ионы М + Cu+, кластерный ион димера [2М]-H + 
Cu+ (с массой 440 Да). Кроме того, в процессе ио‑
низации происходит фрагментация иона пепти‑
да с образованием кластерного иона [M-Gly]+H+ 

(с массой 115 Да). При этом образование иона 133 
Да свидетельствует о том, что распад глицина про‑
исходит по карбоксильной группе с образовани‑
ем С=О-конца. Ион 133 Да является продуктом 
гидролиза С=О-конца. Из масс-спектра видно, 
что одним из основных ионов в масс-спектре яв‑
ляется димер 2М+H+ (379 Да), что указывает на 

наибольшую стабильность такой конфигурации 
в растворе за счет образования водородных свя‑
зей. При этом также стабильна конфигурация на‑
трий-замещенных аддуктов, что явно указывает на 
возможность использования натриевых солей для 
усиления ионизации пептидов при мониторинге. 
Образование тримера пептида 3М+Н+ в значитель‑
ной степени подавлено из-за большой подвижно‑
сти его молекул и, как следствие, стерических за‑
труднений при образовании заряженного кластера. 
Данное предположение подтверждается отсутстви‑
ем аддукта тримера с натрием из-за его большей 
(по  сравнению с  протоном) величины. В  целом 
масс-спектр практически полностью повторяет 
масс-спектр чистого пептида без добавления соли 
меди. В масс-спектре обнаружены аддукты с медью 
[2М]-Н+Сu+ (440 Да) с интенсивностью не более 
4% от протонированного иона димера и такой же 
интенсивности ион [М-H]+Сu+ (с массой 251 Да). 
Следует отметить, что линейная структура молеку‑
лы и отсутствие сопряженных связей практически 
не позволяет координироваться вокруг крупных 
заряженных центров, а при наличии в подвижной 
фазе большого количества ионов натрия происхо‑
дит конкурентное катионирование ими молекул 
пептида, что значительно снижает вероятность об‑
разования кластерных соединений с ионами меди.

В масс-спектре пептида аланилглутамина с до‑
бавлением солей Cu (рис. 3) доминирует молеку‑
лярный ион М + Н+ (с массой 218 Да), но в то же 
время присутствуют кластерные ионы М + Cu+ 
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Рис. 2. Масс-спектр ЭРИ триглицина с добавлением раствора соли CuSO4·8H2O.



	 ВВЕДЕНИЕ КАТИОНИРУЮЩИХ АГЕНТОВ В ПРОЦЕССАХ МЯГКОЙ ИОНИЗАЦИИ� 327

ЖУРНАЛ ФИЗИЧЕСКОЙ ХИМИИ том 99 № 2 2025

(с массой 280 Да), кластерный ион димера 2M + H+ 
(с массой 435 Да) и его аддукт с медью [2М]‑H + 
Cu+. Из полученных данных видно, что для пепти‑
да аланилглутамина в  присутствии солей Cu ха‑
рактерно образование больших кластерных ионов 
димеров и тримеров пептида с атомом меди в каче‑
стве заряженного центра: [2М‑3H] + [2Cu]+ (с мас‑
сой 557 Да), [3М‑3Н] + [3Cu]+ (с массой 837 Да), 
[3М‑3Н] + [3Cu + Na]+ (с массой 859 Да). Следует 
отметить, что в случае образования димеров с ато‑
мами меди происходит уход из молекул пептидов 
кислых протонов, причем в случае с аланилглута‑
мином количество уходящих протонов превышает 
количество кислых в ассоциированных молекулах 
(557 Да) – димер с двумя атомами меди. Объясне‑
ние такого явления кроется, предположительно, 
в образовании ковалентных связей меди с обра‑
зующимися анионными группами и подтверждает 
потенциальную возможность образования хелат‑
ных комплексов пептидов с атомами меди.

На рис. 4 приведен масс-спектр ЭРИ аланил‑
глутамина с добавлением солей Cu с характерным 
молекулярным распределением кластерных ионов 
димера и тримера пептида с ионами Cu.

На рис. 5 представлен масс-спектр ЭРИ про‑
лиллейцина с  добавлением сульфата меди. 
В масс-спектре присутствуют молекулярный ион 
М + Н+ (с массой 229 Да), кластерный ион М + 
Cu+ (с массой 291 Да), кластерный ион димера 2М+ 
+ Cu, а также образуются кластерные ионы типа 
[М+ + Cu+]n Основным пиком является протони‑
рованный ион пептида. В то же время, аддукты со 

щелочными металлами практически полностью 
замещены аддуктом пептида с медью, которая за‑
мещает заряженный протон (ион 291.073 Да). Ха‑
рактерна также агрегация в димерный кластер типа 
2М + Н+ (457.2180 Да). В отсутствие меди крайне 
трудно получить более крупные агрегаты из-за ма‑
лого размера заряженного центра. В присутствии 
крупного атома меди это подтверждается наличи‑
ем ионов 518.1311 Да (M + (М-H) + Cu+), и 581.1279 
Да (M + (M + Сu-H+) + Cu+). В обоих случаях медь 
является заряженным центром агрегации, а при 
присоединении нескольких атомов меди один ста‑
новится заряженным центром, а второй встает на 
место вытесненного подвижного протона молеку‑
лы пептида. Далее начинается последовательное 
присоединение медной соли исследуемого пептида. 
Суммарное количество агрегированных молекул 
пептида вокруг одного атома меди достигает ше‑
сти. Самый крупный кластерный ион имеет атом‑
ную массу более 2000 Да. Как видно из получен‑
ных данных, пролил-лейциновый пептид наиболее 
склонен к кластерообразованию с ионами меди из-
за наличия в молекуле пролина вторичной амино‑
группы, которая способна к комплексообразова‑
нию с атомами меди в сочетании с карбоксильной 
группой.

При исследовании процессов ионизации мето‑
дом ПАЛДИ наиболее характерными компонен‑
тами ионного облака в вакууме являются класте‑
ры сульфата меди, которые часто присутствуют 
в масс-спектрах пептидов и составляют основную 
группу пиков. Преимущественная кристаллизация 

M+H+

M-аланин+H+

m/z

m/z

200100 300 400 500 600 700 800

830 835 840 845 850 855 860 865I

I

×106
×104

2M+H+

M+Na+

M+Cu+

M+2Cu+

[2M]-H+Cu+

[2M-3H] + [2Cu]+

0.6

0.8

0.2

0.0

0.4

1.0

2

0

4

6218.1112

130.0485

84.0436
240.0927

435.2150

837.0575

839.0561

835.0595

847.4563 853.9782

857.0406

859.0394

861.0380

496.1279

557.0411 619.5196

280.0320

341.9533

Рис. 3. Масс-спектр ЭРИ аланилглутамина с добавлением раствора соли CuSO4·8H2O.



328	 КУЗНЕЦОВА  и др.

	 ЖУРНАЛ ФИЗИЧЕСКОЙ ХИМИИ том 99 № 2 2025

сульфата меди на поверхности также снижает 
эффективность ионизации пептидов. На рис.  6 
приведены масс-спектры ПАЛДИ триглицина, 

аланилглутамина и  пролиллейцина в  присут‑
ствии солей Cu. В масс-спектре триглицина об‑
наружены молекулярные ионы в  виде солей Na 
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Рис. 4. Масс-спектр ЭРИ аланилглутамина в присутствии раствора соли CuSO4·8H2O с кластерным распределе‑
нием ионов.

Рис. 5. Масс-спектр ЭРИ пролиллейцина с добавлением раствора соли CuSO4·8H2O.
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и K с молекулярными массами 212 и 229 Да и кла‑
стерный ион пептида М+ + Cu (с массой 252 Да). 
В  масс-спектре аланилглутамина присутствует 
ион М+ –COOH + Cu (с  массой 233 Да) и  кла‑
стерный ион пептида М+ + Cu (с массой 280 Да). 
В масс-спектре пептида пролиллейцина обнаруже‑
ны ион [M–COOH]+, ион пролин + Na+ (с массой 
137 Да), который является продуктом ионмолеку‑
лярных реакций пептида, молекулярный ион M + 
H+ (с массой 229 Да), ионы M + Na+ (с массой 251 
Да) и M + K+ (с массой 267 Да) и кластерный ион 
пептида М+ + Cu (с массой 291 Да). Таким обра‑
зом, можно отметить, что в ПАЛДИ масс-спектрах 
пептидов наблюдаются преимущественно молеку‑
лярные ионы, ионы пептидов с Na и K и кластер‑
ные ионы пептидов с Cu.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  работе проведено исследование процессов 
ионизации пептидов методами ПАЛДИ и  ЭРИ. 
Показано, что в случае фотоионизации пептидов 
с поверхности (ПАЛДИ) наиболее характерными 
процессами, проходящими в ионном облаке, явля‑
ются протонирование и катионирование молекул 
пептидов и, в гораздо меньшей степени, образова‑
ние аддуктов с медью. В то же время, инициирова‑
ние ионизации поверхностью порождает процессы 

фрагментации пептидов, такие как дегидроксили‑
рование, декарбоксилирование и деаминирование. 
Также характерен распад пептида по связи С-N.

В отличие от ПАЛДИ ионизация ЭРИ проис‑
ходит в объеме растворителя и часто с активным 
участием последнего. А  образование микрока‑
пель с  большим числом заряженных частиц ве‑
дет к агрегации молекул и образованию множе‑
ства кластерных ионов. Для небольших пептидов 
эта закономерность в целом подтверждается. При 
этом более активная агрегация происходит в слу‑
чае с пептидами, имеющими подвижные протоны 
или другие анионные центры. Показано, что ато‑
мы меди инициируют значительное кластерообра‑
зование, причем помимо процессов катионирова‑
ния в масс-спектрах наблюдается образование ко‑
валентных связей с молекулами пептидов. Судя по 
данным, при ионизации и агрегации происходит 
частичная перезарядка ионов меди с изменением 
степени окисления, что вызывает уход протонов 
в  молекулах исследуемых пептидов. Механизмы 
данных процессов являются отдельной темой для 
исследования.

Таким образом, в работе показано, что корот‑
коцепочечные пептиды могут ионизироваться 
“мягкими” методами. При этом метод ПАЛДИ до‑
статочно деструктивен, что вызывает потерю ин‑
тенсивности молекулярного иона и образование 
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фрагментных ионов. В  тоже время, для поиска 
пептидов на поверхности и  их идентификации 
возможно использование и фрагментных ионов. 
Очевидно, что при использовании матрицы (ме‑
тод МАЛДИ) и тандемного режима можно добить‑
ся наиболее эффективного определения коротких 
пептидов в сочетании с идентификацией.

Метод ЭРИ показал возможность кластерооб‑
разования и даже образования ковалентных связей 
между ионами меди и молекулами пептидов. Про‑
демонстрировано, что такой подход может быть 
использован не только для анализа короткоцепо‑
чечных пептидов, но и для всестороннего изучения 
процессов образования кластерных ионов и кова‑
лентных комплексов с медью.
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INTRODUCTION OF CATIONIZING AGENTS IN SOFT 
IONIZATION PROCESSES OF SHORT-CHAIN PEPTIDES: 

LASER DESORPTION AND ELECTROSPRAYING
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аA. N. Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry of the Russian Academy of Sciences,  
Moscow, 119071 Russia 
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Abstract. A mass spectrometric study of ionization processes of short peptides of triglycine, alanyl‑
glutamine, and prolylleucine by electrospray ionization (ESI) and surface-activated laser desorption/
ionization (SALDI) methods in the presence of copper sulfate crystalline hydrate is performed. It is 
shown that during ESI ionization, the presence of copper ions in the solution initiates the aggregation 
of peptide molecules with the formation of large associates of up to 7-8 peptide molecules. The influence 
of the nature of peptides on the nature of ionization processes is studied. At the same time, competitive 
cationization of peptide molecules by copper ions with the formation of an M+Cu+ ion occurs during 
ionization by SALDI method. Peptide fragmentation and copper cationization of decarboxylation prod‑
ucts are also typical. 

Keywords: mass spectrometry, soft ionization methods, cluster formation, peptides, amino acids, cluster 
ion




