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基于离子淌度质谱与从头算分子动力学模拟的

质子互变异构体结构研究
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（中国石油大学（北京）化学工程与环境学院， 重质油全国重点实验室， 北京 102249）

摘 要 研究质子互变异构体的结构对于理解有机反应和生物化学过程具有重要意义。本研究提出了一种

离子淌度质谱与从头算分子动力学模拟相结合的方法准确确定质子互变异构体的结构。不同的质子互变异

构体先经离子淌度谱分离，再通过碰撞诱导解离，得到每个异构体结构对应的二级质谱图。通过从头算分子

动力学计算模拟不同质子互变异构体的碎裂过程，得到每个异构体的理论二级质谱图。将实验结果和理论

计算相互印证获得准确异构体结构，解决了质子互变异构体难以鉴定的难题，为质谱电离及碎裂机理和有机

反应过程研究提供了重要参考。
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质子互变异构体广泛存在于各类有机化学反应和生物化学过程之中，这些结构与化合物的构象变

化、酶引起的催化反应过程、溶剂或添加剂对生物活性的影响等因素紧密相关。如尼古丁的成瘾特性

源于其质子化形态与烟酰胺乙酰胆碱受体相互作用，光敏黄蛋白中的发色团对应于对香豆酸特定的脱质

子结构[1-5]。认识这些结构可以为复杂生物活性结构的鉴定以及相关药物设计与应用提供有价值的信

息。然而，不同质子互变异构体结构的差别极小，并且易于相互转化，解析这类异构体结构充满挑战。有

研究表明，在质谱电离产生准分子离子峰的过程中加氢（正模式）与减氢（负模式）的离子结构可能会产生质

子互变异构体[6-7]，为研究这类结构提供了一种新的手段。有研究者通过红外多光子解离技术得到离子的

红外光谱图，再通过理论计算模拟不同质子互变异构体的理论红外光谱图研究质子互变异构体结构[8-9]。
由于不同质子互变异构体离子表面电荷分布的差异会影响离子与淌度分离气体的相互作用，有研究者采

用离子淌度质谱技术实现了质子互变异构体的直接分离和结构分析[10-14]。然而，在通常情况下很难得到

不同质子互变异构体结构的标准品，因此在分离的基础上，如何确定不同质子互变异构体的结构仍然充

满挑战。通过对比不同质子互变异构体的实验碰撞截面积（Collisional cross sections， CCS）与理论碰撞截

面积是一种有效的手段[15-16]。离子淌度仪器 CCS 的实验测定需要精确的校准过程[17]，而通过量子化学

计算得到理论 CCS的过程又相当复杂[18]，导致质子互变异构体结构定性困难。在有机质谱分析过程中，

碎片离子通常提供了解析化合物结构的关键信息。碰撞诱导解离（Collision-induced dissociation， CID）技

术被广泛应用于各类商品化的质谱仪器中，特征的碎片离子结构在不同的仪器条件下通常具有一致性。

研究表明，质子互变异构体之间由于电荷位点不同特别是质子化/去质子化位置的差异可能会导致离子

的 CID谱图具有明显差异[10,19-21]，在解析这些碎裂路径和碎片离子结构时通常需要依赖研究者的经验与

直觉，这使得通过二级质谱解析质子互变异构体结构仍然存在很多困难。

2013年，德国波恩大学的 Grimme[22]基于从头算动力学方法建立了不依赖于实验数据而是纯粹基于

物理原理的量子化学方法 QCEIMS （Quantum chemical electron impact mass spectrometry program）预测化合

物的电子轰击电离源（Electron impact ionization， EI）质谱图。该方法已被用于测试各类有机和无机化合

物，一些经典的重排反应（如麦氏重排过程）也能被准确预测[23–25]，采用该方法也可有效预测标准谱库中

缺少的三甲基硅烷衍生化代谢物的 EI谱图[26]。在 QCEIMS 工作的基础上， Koopman 等[27]在 2020 年推
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出了可预测离子 CID谱图的 QCXMS （Quantum chemical mass spectrometry program）软件，该软件已被用于

测试分子的加氢峰、减氢峰以及多电荷离子[28]。Schnegotzki等[29]比较了一些药物分子的实验 CID谱图

与 QCXMS得到的理论 CID谱图。结果表明， QCXMS能够完整阐明复杂药物分子的全部碎裂路径，获得

碎片离子、碎裂路径中的中间体乃至中性丢失碎片的结构; 此外，还能够揭示一些低丰度解离过程的碎

裂路径。在 QCXMS 的模拟研究中，已经发现不同的质子化/脱质子化位置会显著影响分子的碎裂路径，

实验质谱图中的碎片离子可能是由多种质子化异构体离子产生。

本研究采用离子淌度质谱结合从头算分子动力学模拟 QCXMS的方法解析质子互变异构体结构，整

个流程如图 1所示。通过离子淌度谱分离质子互变异构体，再通过 CID得到不同质子互变异构体的二级

质谱实验谱图；同时，基于 QCXMS得到不同质子互变异构体的二级质谱模拟谱图。通过对比实验谱图

和理论谱图解析质子互变异构体的结构，并考察不同异构体之间的碎裂路径差异。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

Bruker timsTOF捕集离子淌度飞行时间质谱仪（美国 Bruker公司），配有电喷雾电离源（Electrospray
ionization， ESI）和 DataAnalysis 5.0数据处理系统；碰撞诱导解离谱图计算软件 QCxMS v5.2.1（Grimme研
究组）。甲醇（色谱纯，美国 Thermo Fisher公司）；丁香酸标准品（纯度≥98%，上海阿拉丁生化科技有限

公司）；ESI低浓度调谐液 Tunemix（美国安捷伦公司）。

1.2 样品制备

称取丁香酸标准品 10 mg （精确至 0.1 mg）， 用甲醇溶解并定容，配制成 1 mg/mL 的标准储备溶液，再

用 90%甲醇溶液逐级稀释至适宜浓度，取 1 mL待分析。

1.3 质谱条件

ESI源，负离子模式；毛细管电压 3500 V；雾化器气体压力 30 kPa；反吹气流速 3.0 L/min；反吹气

温度 200 ℃；进样速度为 5 μL/min。TIMS 条件设置：1/K0 范围 0.1~0.8 V∙s/cm2；斜坡分离时间（Ramp
time）为 100 ms；累积时间 （Accumulation time）为 20 ms；一级质谱扫描范围m/z 50~500；二级质谱扫描

图1 结合离子淌度质谱与从头算分子动力学模拟研究质子互变异构体结构的分析流程
Fig.1 Workflow combining ion mobility mass spectrometry and ab initio molecular dynamics simulation to
study the structure of proton tautomers
IMS，离子淌度谱（Ion mobility spectrometry）；CID，碰撞诱导解离（Collision-induced dissociation）
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范围m/z 50~300，碰撞诱导解离能量 10~30 eV。

1.4 从头算动力学CID谱图的模拟计算

通过 Avogadro软件进行分子结构建模，再通过 CREST软件[30]确定分子内不同的质子互变异构体结

构。通过 QCXMS v5.2.1 对得到的结构模拟产生 CID 谱图。QCXMS 基于以下流程进行 CID 过程模拟：

首先通过一段 600 K以下 15 ps的分子动力学模拟得到不同构象的初始结构；初始结构通过设置初始速

度接近惰性气体，发生碰撞后获得相应能量，再通过一段平均自由程分子动力学模拟产生相应的碎片；

对不同的初始结构进行并行计算；在完成所有的计算任务后，通过电荷分配（Charge assignment）算法将

所有任务中的带电碎片结构集合在一张理论 CID 谱图中。QCXMS 软件中参数选择：CID 模式；采用

xtb 6.4.1 中的 GFN2-xTB[31]方法计算力和能量；最大的分子动力学时间（Maximum MD time-sampling）设
置为 10 ps；参考此前的相关研究并考虑计算耗时，其他参数均为软件默认参数。采用自写的 Python 程

序绘制理论谱图，并与实验谱图对比。QCXMS计算得到的每条轨迹均可通过 Avogadro软件可视化。

2 结果与讨论

2.1 质子互变异构体的离子淌度分离与二级质谱分析

香草酸分子具有两个可能的脱质子位点，即羧基与其对位上的羟基。香草酸广泛存在于各类蔬菜水

果中，被认为具有特殊的抗氧化活性，因此研究其质子互变异构体结构尤为重要。这类结构在以质子活

性溶剂（如甲醇）作为 ESI溶液时，会产生两种不同的脱质子结构，形成一对互变异构体，即羟基位脱质子

离子（酚氧离子）与羧基位脱质子结构（羧酸离子）。如图 2 所示，在香草酸溶于甲醇溶液后，经过 ESI 电
离后的香草酸在捕集离子淌度谱分离过程中可得到 A 与 B 两个峰，这两个峰被认为分别对应香草酸在

羟基和羧基位点的脱质子结构。两个峰对应的二级质谱图呈现明显差异，主要表现为 m/z 152.0088
[M–CH3]‒与m/z 123.0427 [M–CO2]‒的丰度差异。

2.2 互变异构体的QCXMS模拟结果及实验对比

为了判断这两个淌度峰分别对应的结构，通过 QCXMS 分别获取两种离子结构的二级质谱模拟谱

图。图 3为不同异构体实验谱图与理论谱图的对比结果。图 3A 的结果表明，酚氧离子模拟二级质谱的

谱图与 A峰对应的结果较一致，其中最重要的是作为主要碎片离子的m/z 152.0088 [M–CH3]‒ 在丰度上

也得到了较好体现。羧酸离子的模拟二级质谱谱图与 B 峰对应的结果差异较小，在图 3B 中， B 峰对

应的主要碎片离子 m/z 123.0427 [M–CO2]‒和 m/z 108.0195 [M–CO2–CH3]‒均得到有效重现，这两个关

图2 通过 IMS分离香草酸脱质子离子后得到的二级质谱图
Fig.2 Secondary mass spectra (MS/MS) of vanillic acid deprotonated ions after separation by IMS
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键碎片离子对应的丰度也与实验结果较一致。同时，在羧酸离子的模拟谱图中也出现了丰度较低的

m/z 152.0088 [M–CH3]‒离子。在类似香草酸结构的相关研究[11]中，羟基位脱质子的酚氧离子结构产生

的 CCS远小于羧基位脱质子产生的羧酸离子结构，由于 1/K0 与 CCS成正比，因而从 CCS的角度也可以证

明 A峰对应的结构为酚氧离子， B峰对应的结构为羧酸离子。

2.3 互变异构体碎片结构的差异及其原因

推测化合物在 CID过程中产生的碎裂路径以及碎片离子结构是一个极复杂的过程， CID过程施加的

能量可使共价键断裂，同时还可能导致质子在分子的不同原子之间流动，即质子的流动模型。更复杂的

是分子可能发生重排反应，如碳骨架成环或开环[32-34]。推测化合物的碎片离子结构通常需要研究者具有

丰富的经验。QCXMS软件能够保留模拟 CID过程中离子的每条碎裂轨迹，实现碎裂过程的可视化，同时

得到对应的碎片结构，因此可以进一步研究互变异构体结构产生的二级谱图差异。图 4为 QCXMS中得

到的不同脱质子结构脱羧过程以及对 m/z 91.0172 碎片离子结构的推测，香草酸脱质子离子的碎裂路径

主要有两条：甲氧基均裂产生m/z 152.0088 [M–CH3]‒离子以及脱羧产生m/z 123.0427 [M–CO2]‒ 离子。

两种互变异构体 CID 谱图的丰度差异可能来自不同结构，从而影响了两条碎裂路径之间的竞争。图 4A
展示了两类脱质子结构的不同脱羧过程。酚氧离子结构由于存在羧基位的氢原子，在脱羧过程中需要有

一个羧基官能团旋转，产生氢处于羧基氧与碳原子之间的过渡态结构，这使得脱羧过程需要更高的能量，

并导致酚氧离子的两条碎裂路径中甲氧基均裂路径更容易发生，从而导致m/z 152.0088 [M–CH3]‒离子的

丰度更高。羧酸离子结构可直接实现脱羧，其脱羧路径能量低于酚氧离子的脱羧路径能量，与甲氧基均

裂路径能量接近。这导致羧酸离子脱羧和甲氧基均裂同时发生，即 m/z 123.0427 [M–CO2]‒和 108.0195
[M–CO2–CH3]‒离子是羧基位脱质子结构基峰碎片离子的主要原因。

在实验谱图中，m/z 91.0172的碎片离子结构也较明显。特别是当实验过程中 CID能量增大时，两种

脱质子结构的 CID 谱图中都能得到 m/z 91.0172 离子。相比其它碎片离子的结构，基于经验推测

m/z 91.0172 离子的结构较困难。在 QCXMS 两种脱质子化异构体的碎裂过程中， QCXMS 均得到了

m/z 91.0172 的碎片离子。这些轨迹表明 m/z 91.0172碎片离子是一个固定的结构。图 4B 展示了其中一

条碎裂轨迹，首先酚氧离子脱去羧基上的氢，再脱去 CO2 中性分子，产生羟基对位为自由基位点羟基带负

电的自由基阴离子；然后碳氧键均裂，产生分子式为 C6H3O1（理论 m/z 91.0178）的碎片离子。高分辨质

谱得到的元素组成与 QCXMS 得到的碎片结构一致，证明该分子结构可能是图 4B 中 QCXMS 得到的结

果。m/z 91.0172碎片独特的电子结构可通过后续更精确的计算化学方法进行考察。

2.4 模拟谱图与实验谱图的差异

值得注意的是，实验谱图与理论谱图还有一些不符合之处。首先，低质量端的碎片离子在实验中无

法出现，这可能是仪器参数设置的结果导致；另外，在模拟得到的谱图中应用的碰撞能量通常大于实际

电压，这主要是因为不同仪器之间碰撞诱导解离仪器部分的设置有所差异，这会影响碰撞时给予离子的

图3 QCXMS软件得到的模拟 CID质谱图与实验质谱图的对照
Fig.3 Comparison of calculated CID spectra by QCXMS software with experimental mass spectra
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能量，在 QCXMS模拟过程中，采用的模拟条件特别是模拟的碰撞空间与实际的仪器条件会有所差异。

尽管实验能量与理论能量存在差异，但是增大能量对于离子的碎裂行为的影响是一致的。图 5 与

图 6分别显示了酚氧离子与羧酸离子在 QCXMS设置不同能量条件下得到的模拟谱图以及主要离子碎片

丰度变化图。由酚氧离子的实验 CID 谱图（图 5B）可见，当碰撞能量在 15 eV 时左右时，母离子

（m/z 167.0320）的丰度与 m/z 152.0088 [M–CH3]‒离子的丰度出现交叉；当碰撞能量达到 25 eV 时，

m/z 108.0195 [M–CO2–CH3]‒ 离子丰度再超过m/z 152.0088 [M–CH3]‒ 离子，而m/z 123.0427 [M–CO2]‒ 离
子丰度始终处于较低的水平。由羧酸离子的实验 CID谱图（图 6B）可见，当碰撞能量为 15 eV时，母离子

（m/z 167.0320）的丰度与m/z 123.0427 [M–CO2]‒离子丰度出现交叉；在 20 eV处，m/z 108.0195 [M–CO2–CH3]‒
离子丰度成为基峰，m/z 152.0088 [M–CH3]‒ 离子丰度始终处于较低的水平。

利用QCXMS模拟不同能量下酚氧离子结构离子丰度的变化，结果如图 5A所示。随着模拟能量增加，

m/z 152.0088 [M–CH3]‒ 的强度逐渐增强；在能量最高（50 eV）的模拟谱图中，m/z 108.0195 [M–CO2–CH3]‒
的强度也明显增强，这与图 5B的实验结果一致。图 6A中羧酸离子结构的模拟 CID结果与图 6B的实验

图4 （A） QCXMS 软件得到的两种香草酸的脱质子异构体不同的碎裂路径；（B） QCXMS 软件得到的
碎片离子m/z 91.0172结构
Fig.4 (A) Different fragmentation paths of two vanillic acid deprotonated isomers; (B) Fragment ion
m/z 91.0172 structure calculated by QCXMS software

图5 （A） QCXMS 软件得到的酚氧结构的碎片离子丰度随碰撞能量强度变化图；（B）实验得到的酚氧
结构碎片离子丰度随能量强度变化图
Fig.5 (A) MS/MS spectra of phenoxide structure with different collision energy by QCXMS; (B) Variation of
fragment ion abundance of phenoxide structure with different collision energy obtained by experiment
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结果一致，这主要体现在随着实验能量增强， m/z 123.0427 [M–CO2]‒离子丰度增加，当模拟能量为 35 eV
时，m/z 108.0195 [M–CO2–CH3]‒成为基峰，这与实验中离子碎片丰度的变化一致。此外， QCXMS的模拟

结果也很好地重现了 m/z 108.0195 [M–CO2–CH3]‒离子在不同结构中何时成为基峰离子。在图 5A 中，

50 eV时，m/z 108.0195离子尚未成为基峰离子；在图 6A中， 35 eV能量已经使得m/z 108.0195离子成为

基峰离子，这与实验结果一致。

3 结论

通过离子淌度质谱分离质子互变异构体，得到每个异构体对应的 CID谱图；通过 QCXMS方法模拟

了不同脱质子结构的 CID谱图，实现了对实验中得到的不同结构的确认。采用 QCXMS方法还可得到不

同质子互变异构体结构的碎裂路径，进而分析出一些关键碎片离子的结构，极大地降低了 CID过程中推

测碎裂路径和碎裂离子结构的难度。本方法应用一种全新的手段揭示质子互变异构体的结构，促进了对

异构体产生不同碎裂路径的理解，有助于对互变异构体体系的认识。本方法也可用于更复杂的实际体系

的物质结构鉴定，为关键化合物结构定性分析提供了一种新的有效手段。
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Structure Study of Proton Tautomers Based on Ion
Mobility Mass Spectrometry and Ab Initio Molecular

Dynamics Calculations

FU Da-Li, WANG Hao-Dong, HAO Bao-Kang, HAN Ye-Hua*
(State Key Laboratory of Heavy Oil Processing, College of Chemical Engineering and Environment,

China University of Petroleum (Beijing), Beijing 102249, China)
Abstract Investigating the structural characteristics of proton tautomers is of great significance for
understanding organic reactions and biochemical processes. In this study, a method based on ion mobility mass
spectrometry combined with ab initio molecular dynamics calculations was proposed. The structures of proton
tautomers were determined by comparing the experimental and theoretical collision-induced dissociation (CID)
mass spectrograms of different proton tautomers. Ion mobility mass spectrometry was used to separate proton
tautomerism produced during ionization. The CID mass spectra of each isomer could be obtained after mobility
separation. The quantum chemical mass spectrometry (QCXMS) program based on ab initio molecular dynamics
calculations was used to calculate the fragmentation process and obtain the theoretical CID mass spectra. The
results of experiment and calculation showed that this method effectively solved the issue of difficult identification
of proton tautomers. This method was also of great significance for the study of ionization mechanism and organic
reaction process using mass spectrometry.
Keywords Ion mobility mass spectrometry; Proton tautomer; Collision-induced dissociation; Ab initio molecular
dynamics calculations
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