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大分子对基体辅助激光质谱中基体的光谱影响
 

邵伟艳　祝亚非　颜星中　黎　军　钟世舟* *

(中山大学测试中心 , 广州 510275)

摘　要　紫杉醇 ( T axol) 等天然大分子加入基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱 ( M ALDI-

TO F-M S) 的基体溶液中 , 基体的吸收光谱没有峰移 , 但某些吸收带的吸光度却随大分子的大

小 , 溶剂体系的改变而有所变化 . 其中 Taxol对基体对硝基苯胺 ( PNA)的吸收光谱影响最大 ,

ΔX达 6. 44× 10- 4 L mol- 1 cm- 1 . 表明基体的能量状态没有改变 , 其跃迁偶极矩却发生了变化 .

这一现象从溶液中分子的簇集倾向及溶剂笼效应得到了解释 .
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有机溶液是一个复杂的系统 , 溶质的二聚和多聚 , 以及溶剂笼效应等早为人们所熟

悉 [1 ] . 基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱 ( MALDI-TO F-M S)技术 , 主要用于测量蛋白

质及多肽等生物大分子的相对分子质量
[ 2]
. 为了探讨 MALDI-TO F-M S中基体所起的特殊

作用和激光解吸电离的机制 , 以及溶液体系的基本物理化学行为 , 本工作研究了光活性天

然大分子对几种基体 (对硝基苯胺等 ) 光谱的影响 . 发现加入天然大分子能增强基体的吸

收和发射光谱的谱带强度 , 但吸收峰和发射峰没有发生位移 . 即可增加基体在质谱中对激

光的吸收强度 , 从而增强待测大分子的离子丰度 , 提高其测定的灵敏度 . 这可由溶液系统

中分子的簇集倾向和溶剂笼效应解释 .

1　材料与方法

天然大分子: 抗癌药 Taxo l (Ⅰ ) , Taxayuntin F (Ⅱ ) , 10-deacety l-7-epi-taxol (Ⅲ ) ,

均是云南红豆杉树皮中的提取物 . 水稻 CPSLO-17叶片的 DNA, 中山大学生命科学院分子

遗传室提供 . 基体 PN A, HMC, d EAMC, AR试剂 , 使用前经重结晶 . 岛津 UV240 (日

本 ) 紫外可见分光光度计 , RF500荧光光度计 .
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在 MeCN /H2O溶剂中 , 分别将Ⅰ 2. 344× 10
- 6

mol L
- 1
和 DNA 20 mg L

- 1
加到 PN A

5. 8× 10
- 5

mol L
- 1
基体中 , 记录基体和大分子加入到基体中的紫外可见光谱和荧光光谱
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(表 1) .

同样按表 2的设计记录大分子加入到 HMC和 dEAMC的 MeCN /H2O和乙醇溶剂中的

紫外光谱 (表 2) .

表 1　在 MeCN / H2O溶剂中大分子对 PN A的紫外 -可见光谱和荧光光谱的影响

Tab. 1　 Effect o f na tural macromo lecules on the UV-V is and FL spectra

o f PN A in MeCN /H2O so lv ent system

化合物 A
λmax

nm
Xmax× 10- 3

( L mo l- 1 cm- 1 )
λem
nm

λex
nm

PNA 0. 427 378 7. 356 342. 6, 420. 8, 425. 6, 430. 8 582. 3, 606. 9, 590. 5

PNA+ Ⅰ 0. 800 378 13. 80 342. 6, 422. 0, 426. 4, 433. 6 594. 6, 611. 0, 586. 4

PN A+ DN A 0. 505 378 8. 708 350. 0, 433. 3, 440. 5, 447. 6, 452. 4

表 2　在 MeCN / H2O和乙醇系统中大分子对 HMC和 dEAMC的紫外光谱影响

Tab. 2　 Effect of natura l macr omo lecules on th e UV-Vis spect ra of HM C and dEAM C

in MeCN /H2O and EtO H so lv ent systems

系统 化合物 Amax
λmax

nm
Xmax× 10- 3

( L mo l- 1 cm- 1 )
A2

λ2
nm

X2× 10- 3

( L mol- 1 cm- 1 )

MeCN
H2O

1)

HMC 2. 040 322 8. 980 0. 813 370 3. 580

HMC+ Ⅰ 2. 040 322 8. 980 1. 067 370 4. 690

dEAM C 2. 880 362 16. 94 0. 480 265 2. 824

dEAM C+ Ⅰ 2. 899 362 17. 03 0. 550 265 3. 228

EtOH2)

HMC 0. 160 325 17. 60 0. 076 284 8. 360

HMC+ Ⅱ 0. 155 325 17. 05 0. 053 270 5. 800

HMC+ Ⅲ 0. 155 325 17. 05

　　　 1) c ( HM C) = 22. 72× 10- 5 mo l L- 1; c( d EAMC)= 22. 72× 10- 5 mo l L- 1; c (Ⅰ ) = 1. 172×
10- 5 mol L- 1 ; 2) c( HMC)= 9. 09× 10- 6 mo l L- 1; c(Ⅱ )= 1. 971× 10- 5 mol L- 1;

c (Ⅲ ) = 2. 542× 10- 5 mo l L- 1

2　结果与讨论

从表 1, 2看出 ,相同浓度的基体溶液加入不同旋光性天然大分子后 ,吸收和发射光谱的

峰位置并没有发生改变 ,而某些波段的吸收强度却发生变化 .表明旋光性大分子的加入没有

影响基体的能量状态 ,却改变了电子的跃迁几率 ,也就是光谱的振子强度和跃迁偶极矩发生

变化 [3 ] .

2. 1　大分子物质对 PN A的光谱影响　以 MeCN /H2O为溶剂的 PN A溶液中加入Ⅰ 和

DNA后 , PN A的 UV-Vis光谱的 A有不同程度的增大 ,加入Ⅰ后 A由 0. 427增加到 0. 800,

加入 DN A后 A增加到 0. 505. 这是由于 H2O和 MeCN互溶度很大 , 混合溶剂中存在类似

纯水的簇集结构 ,整个体系由有序结合的整齐晶格区和通过氢键形成的无序排列区组成 [ 4] .

由于偶极- 偶极相互作用 , PN A在该体系中呈现较为有序的状态 . 加入大分子物质后 , 被

坏了整个溶液体系的有序性 , H2O和 MeCN将以不同比例重新参与 DNA和Ⅰ的选择性溶

剂化作用 . PN A也会与 DNA、 Ⅰ作用 , 但化合物的λmax并没有发生改变 , 即二者的相互作

用没有改变 π-π
* , n-π

* 跃迁的能级大小 ,也没有发生电荷转移跃迁 ,这样 PN A只能作为溶

剂化层的一部分参与大分子的溶剂化 , 破坏了整个溶液原来的有序结构 , 无序性增加 . 在

PN A+ DNA和 PN A+ Ⅰ 的 2个体系中 ,由于 DNA分子比Ⅰ 大 ,前一体系溶剂化层中 PN A
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的数量比后一体系的多 ,其无序性增大程度比后一体系的小 ,所以加入 DNA对 A的影响比

加入Ⅰ 的小 , 即加入Ⅰ 后 A增大程度比加入 DNA为大 .

荧光发射光谱与紫外可见光谱的变化特点一致 . 加入Ⅰ后荧光强度增大 , 但加入 DNA

后发射光谱峰明显裂分为四重峰 ,说明生物大分子对基体的光谱行为有较为特殊的影响 ,有

待进一步的探讨 . 　

2. 2　Ⅰ 对基体 HMC和 d EAMC吸收光谱的影响　Ⅰ 使 HMC的吸收增大程度比 dEAMC

强 (见表 2) .由于 HMC分子中有 1个 OH, MeCN /H2O体系对它的选择性溶剂化作用较大 ,

即溶剂笼作用较大 . 加入Ⅰ 后 , 同样破坏了原来溶剂体系的结构 . 基体、 MeCN和 H2O又

参与Ⅰ 的溶剂化 , 由于Ⅰ的 M较小 , 溶剂化层中的 HMC也较少 , 所以溶液中 HMC的混

乱度明显增加 , 引起它的 n-π*跃迁几率相应增大 . 而 dEAMC极性较小 , 其溶剂笼基本由

MeCN构成 , 当加入Ⅰ 后 , 它有可能与Ⅰ的疏水部分发生憎水缔合 , 形成了某种簇集结构 .

此时整个溶液中基体的有序性变化不大 , 因而吸光度也变化不大 .

2. 3　不同溶剂体系和天然大分子的加入对基体吸收光谱的影响　用乙醇为溶剂后 ,加入紫

杉醇类物质使 A减小 (ΔA= 0. 023) , 且苯环的 B带发生小的蓝移 (Δλ= 14 nm) . 这是由

于乙醇不像水那样有很好的簇集结构 ,对 HMC就不能形成很强的笼效应 ,因而在乙醇溶液

中基体的有序性不高 , 当加入大分子Ⅱ或Ⅲ后 , 乙醇和香豆素都参与其溶剂化作用 , 溶剂

化层中的香豆素有序性增加 , 导致整个溶液中香豆素有序性增加 , 使 A下降 ,且发生蓝移 .

同样 ,用乙醇 /H2 O(V (乙醇 ) V ( H2O)为 1 1)溶剂时 ,加入Ⅰ ,基体 A的变化情况和 MeCN /

H2O类似 , 均能引起 A增大 . 由此可见 2种溶剂体系对基体有相似的作用 .
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The Effect of Natural Macrololecules on the

Spectra of MALDI-TOF-MSMatrixes

Shao Weiyan
 　 Zhu Yafei　 Yan X ingzhong　Li Jun　 Zhong Shizhou

Abstract　 The UV-Visible and f luo rescent spectra of some ma trix so lutions wi th natural

macromolecules had no shif t , w hi le absouption of some bands in these spect ra increased or

decreased along w ith the size o f the macromolecule, and the change of so lv ent system. It

w as prelimina ry ly interg reted wi th the aggrega ting tendency of matrixes and so lv ent cage

ef fect in the solution.

Keywords　 na tural macromolecule, ma trix , spectrum molecular ag g regation
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