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摘　要:考察了基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱 ( matrix assisted laser desorption ionization time_of_flight mass

spectrometry, MALDI_TOF MS) 测定多肽和蛋白质混合物的可行性。实验结果表明:MALDI_TOF MS 能快速地同时

提供多肽和蛋白质混合物中各组分的准确相对分子质量。对于相对分子质量较小的多肽混合物, 采用反射模式,

多肽组分分子离子峰M+H +的各同位素峰清楚地区别开来, 达到了基线分离水平。对于 5 种相对分子质量在

1 046.54～ 66 431.00 范围内的多肽和蛋白质混合物, 采用线性检测模式, MALDI_TOF MS 同样能够检测到各组分

的分子离子。
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　　对多肽和蛋白质混合物各组分的分子量测定

中, 多肽和蛋白质的分离不仅费时 、费力, 且技术

性强 。而且测定多肽和蛋白质分子量的传统方法十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS_PAGE)

对于性质和相对分子质量相近的多肽和蛋白质不能

有效的分离, 从而难以准确测定其相对分子质

量
[ 1]
。MALD_TOF MS 是德国科学家 Karas 等

[ 2]
于

1988年首创的一种 “软” 电离技术, 具有高的灵

敏度和分辨率, 强的抗污染等优点, 使得该方法可

以不需要对多肽和蛋白质混合物进行分离, 就能快

速 、 准确地同时测定每个多肽和蛋白质组分的相对

分子质量。MALDI_TOF MS 在多肽和蛋白质混合物

的分析方面具有突出优点, 具有重要实际应用价

值。

1　实验部分

1.1　仪器及参数　德国 Bruker公司生产的 REFLEX

Ⅲ型基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪;氮气

激光器, 激光波长 337 nm;采用反射 、线性检测 。

1.2　试剂及进样操作

( 1) 试剂及配制 。

Angiotensin Ⅱ、 Angiotensin Ⅰ 、 Substance P 和

Bombesin (购自 Sigma 公司) 分别用 φ=0.1%的三

氟乙酸溶液配制成 10
-5

mol L 溶液 。Angiotensin Ⅱ 、

Insulin、 Cytochrome C 、 Trypsin ( 购自 Sigma 公司 )

和 Bovine Serum Albumin (美国 Molecular Biosystems

公司产品) 分别用 φ=0.1%的三氟乙酸溶液配制

成 10
-4

mol L 溶液。α_腈基_4_羟基肉桂酸 ( 4_HC-

CA) (购自 Adrich Chem Company Ins公司) 用 φ=

0.1%的三氟乙酸溶液和乙腈体积比为 2∶1的混合

液配制成饱和溶液 。其它试剂均为国产AR级, 水

为二次蒸馏水。

( 2) 进样操作 。

样品 1:取已配好的Angiotensin Ⅱ、 Angiotensin

Ⅰ 、 Substance P 和 Bombesin溶液各 1 μL 与 4 μL 的

4_HCCA基体溶液混合均匀, 取 1 μL 混合液滴加到

样品台上, 室温干燥后, 将样品台送入离子源进行

测定。

样品 2:取已配好的 Angiotensin Ⅱ 、 Insulin 、

Cytochrome C 、 Trypsin和 Bovine Serum Albumin 溶液

各 1μL与 5μL的 4_HCCA基体溶液混合均匀, 取 1

μL混合液滴加到样品台上, 室温干燥后, 将样品

台送入离子源进行测定 。

2　结果与讨论

2.1　样品1和样品2的MALDI_TOF MS谱图分析　

图 1是样品 1的 MALDI_TOF MS反射检测图 。在图

1中, 样品 1 的各多肽组分分子离子峰均被观察

到, 它们分别是 Angiotensin Ⅱ ( M+H
+

, Mw =

1 046.5) 、AngiotensinI ( M+H
+

, Mw =1 296.7) 、

Substance P ( M+H
+

, Mw =1 347.7) 和 Bombesin

(M+H
+

, Mw =1 619.8) 。并且各多肽分子离子峰

都能区别开来 。它们的分辨率和信噪比 S N 分别

为:Angiotensin Ⅱ, 6 980.9和 69.8 ( m z 1 046.5) ,

Angiotensin Ⅰ, 9 354.7 和 144.3 ( m z 1 296.7) ,

Substance P, 10 375.6 和 641.7 ( m z 1 347.7) 和
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Bombesin, 11 425.0和 74.7 ( m z 1 619.8) 。图 2 是

图 1 中 Angiotensin Ⅱ、 Angiotensin Ⅰ 、 Substance P

和Bombesin分子离子峰的放大图。由图 2可见, 组

成各多肽组分分子离子峰的同位素峰都清楚地区别

开来, 达到基线分离水平, 高分辨测定多肽和蛋白

质混合物中各多肽和蛋白质组分对于分析这些生物

大分子具有重要意义 。图 1中的其它离子峰为多肽

的M+Na
+
和M+K

+
加成峰。综上所述, MALDI_

TOF MS法是测定多肽混合物的理想方法 。

图 1　样品 1 的MALDI_TOF MS 图 (反射检测)

Fig.1　MALDI_TOF mass spectrum of sample 1

( with reflex mode)

图 2　图 1 中 4个多肽组分分子离子峰的放大图

Fig.2　The magnified molecular ion peaks of four peptides in Fig.1

　　图 3 为样品 2的 MALDI_TOF MS 线性检测图 。

在图 3中, 5种多肽和蛋白质组分的分子离子峰分

别是:峰 1 为 Angiotensin Ⅱ分子离子峰M+H
+

(Mw =1 046.5, 绝对丰度为 7 500) , 峰 2为 Insulin

分子离子峰M+H
+

( Mw =5 730.6, 绝对丰度为 2

200) , 峰 3为 Cytochrome C分子离子峰M+H
+

( Mw

=12 361.1, 绝对丰度为 510) , 峰 7为 Trypsin分子

离子峰M+H
+

( Mw =23 312, 绝对丰度为 65) 和

峰 10 为 Bovine Serum Albumin M+H
+

( Mw =66

431.00, 绝对丰度为 70) 。由图 3可见, 随着相对

分子质量的增大, 多肽和蛋白质的分子离子峰丰度

迅速降低, 这是较高 Mw 的分子离子本身较难被检

测器检测到和较低 Mw 的离子对较高 Mw 的离子有

抑制作用的结果 。虽然 Mw 较大的样品质谱峰的强

度大大减小, 但在其放大图中, 每 1个峰都清楚地

分辨开, 能够确定其准确 Mw 和相关信息。在图 3

中还可观察到多肽和蛋白质的单电荷多聚体峰 、多

电荷单体峰和不同蛋白质加成离子峰:峰 4为 Bo-

vine Serum Albumin 的M+4H
4+

, 峰 5 为 Insulin 与

Cytochrome C 的加成离子峰, 峰 6 为 Bovine Serum

Albumin 的 M+3H
3+
峰, 8 为 Cytochrome C 的

2M+H
+

, 峰 9为 Bovine Serum Albumin的M+2H
2+
。

2.2　反射模式和线性模式的选择及作用　MALDI_

TOF MS法中, 一般可以采用反射检测和线性检测

2种模式检测各种离子。在反射检测模式下, 谱图

分辨率高, 但灵敏度较低, 对于 Mw <5 000和离子

丰度较大的样品, 可以选择反射检测模式, 高分辨

率的谱图可以给出更准确的相对分子质量和提供更

多的结构信息
[ 3]
。所以本文对样品 1测定时, 采用

反射检测模式提高谱图的分辨率;线性检测模式与

反射检测模式相比, 谱图分辨率较低, 但灵敏度大

大提高 。所以线性检测模式适合于 Mw 较大或离子
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图 3　样品 2的 MALDI_TOF MS 图 (线性检测)

Fig.3　MALDI_TOF mass spectrum of sample 2

( with liner mode)

丰度较小的样品 。本文样品 2由于多肽和蛋白质组

分的 Mw 范围在 1 046 ～ 66 431范围内, 其中, tryp-

sin、 Bovine Serum Albumin 的 Mw 较大, 较难出峰,

只有在线性模式下才能检测到其分子离子。

3　结　论

MALDI_TOF MS 这种 “软” 电离技术, 快速 、

灵敏 、 准确和样品用量少等优点使得它迅速发展为

实验室分析多肽和蛋白质的常规方法 。MALDI_TOF

MS法是直接测定多肽和蛋白质混合物的一个可行

方法, 具有不用分离组分的优点, 大大简便了多肽

和蛋白质分析的操作步骤和缩短了分析时间。
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Study on Possibility of Analysis of Mixtures of Peptides and Proteins by

Matrix_assisted Laser Desorption Ionization Time_of_Flight Mass Spectrometry
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( Instrumental Analysis &Research Center,

Sun Yat_sen(Zhongshan) University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:The possibility of analysis of peptides and proteins mixtures by matrix_assisted laser desorption ionization time_

of_flight mass spectrometry (MALDI_TOF MS) was studied.The results showed that this method can detect molecular

ions of the peptides and proteins in the mixed samples.Under reflex mode, isotopeaks of molecular ion peaks for all

peptides were clearly discriminated on the base line level.Under liner mode, molecular ions of mixed peptides and

proteins also were detected and distinguished clearly.

Key words:matrix_assisted laser desorption ionization time_of_flight mass spectrometry;protein;analysis;possibility
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