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摘 要

介绍可分析分子量高达 1 0 0
,
0 0 0道尔顿大分子蛋白质的激光解吸质谱新方法

.

给出各类

蛋白质的激光解吸质谱图例
,

并论述其特点
.

使用新方法可以快速 ( 约” m in )
、

准确 ( 分

子量测量准确度为 0
.

1一 0
.

2 % )
、

高灵敏度 ( 可分析少至 5 又 1 0
一 工“ m ol 样品 ) 测定蛋白质及

其亚基分子量
.

还讨论了使用液相基体帮助激光解吸的待点和机理
.

关键词 激光解吸
,

质谱
,

蛋白质
,

液相丛体
,

分子童测定

对分子量在 1 0 , 0 0 0道尔顿以上蛋 白质作质谱分析
,

还只是近两三年才见报逍 〔 `
~

` 〕
.

最新的进展是 H il l e n k a m p 及其研究小组 〔昌 , 吐〕 成功地以尼古丁酸帮助激光解 吸质 谱法

只用单个脉冲即可取得分子量高达 6 6 , 。00 道尔顶白蛋 白的质谱全图
,

而通过多个激光脉

冲累加已获得了分子量高达 2 7 4 , 0 00 道尔顿的刀豆豚酶的多亚基全借图
.

这一方 法 还具

有很低检测限
,

达到 5 X l 。一 ’ 选
m ol 的水平

,

显示了激光解吸质谱法 ( L D 一 M S ) 对太分子

物质的分析的惊人潜力
,

是质谱学应用于大分子有机物分析的重大突破
.

本文介绍作者的帮助激光解吸电离大分子蛋 白质的新方法
.

应用这一方法 已成功地

分析了分子量高达 1 0 0 , 。00 道尔顿的多种类型的蛋白质
,

并达到了比使用尼古丁酸基质法

低一个数量级的检测限
,

即达 5 火 10
一 ’ 5二 o1 的水平

.

文中还介绍这一新方法的有关机理
.

1 实验部分

1
.

1 仪器

所使用仪器是 L A M M A 一 10 。。型激光微探针质量分析仪
.

仪器 所用激光 源是经 Q调

及四倍频的渗钦
、

忆铝石榴石激光器
,

并带有一套光学衰减片及聚焦显微观察系统
。

其

主要参量为
:

激光波长
: Z G5 n 。 ; 重复 频率

; 1 H z ; 脉冲宽度
: 1 5 n s e c , 激光 能量

:

80 in J , 最小束斑直径
:

3召 m
.

仪器采用反射式飞行时间质谱计
.

飞行管总长度为 1
.

8 m
.

离子引出电压为 3 k V
.

使用 17 级打拿极电子倍增管作离子检测器
,

并在其前端加 有一

20 k V 的后加速 电压转换 电极
,

这是为了在分析大分子物质时进一步提高仪器灵敏度
.

数

据采集系统采用 1 00 M H z 瞬态记录仪
,

并配有数据 处理和显示启:-J微机系统及相应软件
.

1
.

2 材料

所用材料皆购 自美 5 1笋
l a
公司

.

使用前未作任何处理
。
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蛋 白质样品均配制成 1 x 10
一 ` m ol 浓度水 溶液以供使用

.

用作液相基体的 3一硝基节

醇 ( A R )与甲醇 (
c p )及双蒸馏水以体积比 2 ` 3` 1 配成溶液使用

.

用作基底物的细纤

维棉纸使用前经煮沸双蒸馏水洗涤 3次后烘干并保存在干燥瓶内待用
。

1
.

3 实验方法

滴加 。
.

5产 1 3一硝基 节 醇 溶 液 于 约

1 m m
Z

棉纸片上
,

再滴加。
。
5川 待分析蛋

白质样品于其上
。

然后用双面胶纸把棉纸

周定于样品架上并放入离子源室内
,

抽真

空至约 5 x 1 0一 “ T or
r
时即可进行激光吸解

分析
。

通常激光束需稍微散焦至所加到样

品上的激光功率密度约为 2 x l护W c/ m
2 .

。

七义息
汽

2 0 0 00 三O口0口

翅锐卿买

2 结果与讨论

图 1 是使用上述方法对各类蛋 白质进

行激光解吸质谱分析的质谱图例
,

所用蛋

白质样品分别为
:
胰岛素 (M平 == 5

,

75 9 )
,

细胞色素 C ( M万 = 1 2 , 3 8 4 )
,

胰蛋白酶
,

(对不 = 2 4 , 0 0 0 )
,

白蛋白 ( M平 == 6 6 , 0 0 0 )
,

磷酸化酶 ( M平 = 9 7 5 0。 )
。

上述 谱图虽只

采集单个激光脉冲所得的数据
,

但高质量

数的分子离子和多聚体离子已 经 清 晰可

见
,

例 如 图 l d 白 蛋 白 的三聚 体 离子

( 3M
+

) 其质量数已达 1 98
, 。0 0

.

这 些大

分子蛋白质激光解吸质谱图与其他电离技

术所获得质谱主要区别是
: 基体物质与碎

片离子峰只出现在谱图前端 1 , 。00 质量数

以下
,

但却突出表现其分子离子峰
,

多聚

体离子峰及多电荷离子峰
.

此外
,

在这些

峰间并没有出现其氨基酸顺序的碎片离子

峰
.

在绝大多数情况下分子离子峰强度都

占优势
。

这一以分子离子峰为主并同时出

现多聚体离子峰及多电荷离子峰的特点对

正确判断及准确测量蛋白质样品的分子量

是十分有利的
.

由于仪器分辨率不高 ( 约

列
梢

奚
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d
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图 1

F i g
.

1

5 种蛋白质样品的激光解吸质谱图

L D m a s s s P e e t r a o f 5 s a m p l o s

o f P r o t e i n s

10 00 )
,

以及估计由于亚稳离子的 存 在等原因
,

所展示分子离子峰形较宽
,

测得分辨率

在 50 左右
.

但通过峰中心值的计算以及用已知质量数离子 (如 N a 、
K 及基体分子离子或

基峰碎片 )进行质量校正
,

所测得的分子量值与已知值比较
,

其绝对误差为 0
.

1~ 0
.

2 肠
.
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此外
,

在分析大分子蛋白质时
,

由于仪器设置在高灵敏度档次
,

因此单脉冲谱 图显示很

高噪音
,

但这些随机出现噪音
,

可以通过多脉冲累加取样方法平均化而使谱线平滑
,

如

图 Z b所示
,

有利于提高分子量测量准确度
.

从图 2不仅可见经累加后噪

音已基本被平滑化
,

更重要是表

现出如下事实
: 即激光束在样品

同一位置上取样多达 1 00 次
,

每一

脉冲取样所得谱图都基本不变
.

这是采用液相基体帮助激光解吸

特有现象
,

是蛋 白质样品分子在

流动液相基体上及时补 充 的 结

果
.

但在采用固体基体时
,

至多

只能在同一位置上 取 样 20 ~ 30

次
,

且每一脉冲取样所得谱图往

往变化较大
.

因此
,

用液相基体

帮助激光解吸这一新方法具有极

好的重复性和更高的灵敏度
.

作

者使用这一方法对不同蛋 白质进

行了分析检测限研究
,

目前已获

得样品量少 至 s x l o一 ’ s
m o l ( 即

0
.

5召1 1 X 1 0一 ` m o l浓度样品溶液 )
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图 2 a .

刀一乳球蛋白在激光辐照同一样 品位置第 10 0

次所得单脉冲激光解吸质谱图

b
。

刀一乳球蛋白的 100 次脉冲数据累加所几激光

解吸质谱图

F 19
。

Z a。 L D s P e e t r u m o f 刀
一

l a e t o g lo b u l i n

o b t几 i n e d a t 1 0 0 t h l a s e r s ll o t a t th e

s a m e s P o t o n th e s a
m P l e

b
.

L D s P e e t r u m o f 刀
一

l a e t o g l o b u li n

w i t h 1 0 0 l a s e r s h o t s a e e u m u l a ti o n

的白蛋 白 ( M万 = 66
,

00 0 ) 的单脉冲激光解吸谱图
。

这比已有文献报导检测 限低一个数

量级
。

3 关于激光解吸的机理

由于激光源种类的多样性及其参量可变性大
,

激光离子源比任何其他种类离子源具

有更广阔应用范围和多种工作机理
.

例如当激光功率密度高达约 l o g

w c/ m
“
时

,

其所辐

照固体样品产生高温等离子体
,

从而能实现 固体物质的元素组份及痕量杂质分析
.

当功

率密度降至约 1护W c/ m “
时能对各类型有机物实行解吸电离

.

但这种解吸分析机理正如

H ill
e n

ka m p所指出的〔 5 , “ 〕 ,

迄今还没有单一
,

完整理论模型可予以解释
.

它 因 所采用

不同激光 参量
,

如波长
,

束斑
,

工作状态 ( 连续或脉冲 )
,

脉冲宽度
,

基体物质
,

以至被分

析物的物理化学性质等而有所区另IJ
.

例如使用波长为 1 0
.

6召m 的连续或脉冲较宽的激光

源时
,

样品解吸电离过程主要受热力学平衡过程所支配
.

但如使用 2 6阮 m 波长些外激光源

时有机物解吸电离则多受样品分子共振或非共振吸收能量过程所支配
.

又例如所分析样

品为有机胺盐一类有机物时
,

气相离子的形成只是简单地由于激光导致样品的热蒸发
.

而大分子蛋白质 的激光解吸则完全是不 同的工作机理在起作用
.

其解吸过程是能量聚集

作用和非热力学平衡的过程
.

按 H ill
e n k a m p 〔` 〕的设想

,

是 由于激光辐照样品表面层众

多的基体分子和样品分子而使其解聚喷发出来而形成微小粒子和分子簇
,

其所携带蛋 白
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质分子和电荷随机分布
,

并最终由于基体分子的脱落并 同时带走部份多余内能而最后形

成被检测出的离子 ( 分子离子
,

多聚体离子及多电荷离子 )
.

这 一 机 理 与 P D
一
M S 和

F A B
一

M S解吸机理相 同
,

只是施加于单位容积样品的能量有所不 同而己
.

但 这一 认 识

还有待深化
.

大分子有机物的激光解吸之不 同于质量数只有 1 0 0。一 2 0 0 0的小分子
,

是在

于必须借助于大见基体分子的解吸 ( 在使用尼克丁酸固体基体时
,

其基体分子为样品分

子的百倍
.

使用 3 一硝基节醇液相基体时则高达万倍 )
.

不仅如此
,

样品分子越是能均匀

分散在基体分子中
,

则解吸效率越高
.

反之
,

甚至会导致失败
.

单纯采用液相基体物效

果不好
,

而在加入适量溶剂并用细纤维棉纸作为基体后
,

效果之所 以能显著提高
,

就 是

因为样品分子能均匀分散在液相基体表面
.

作者感谢美国匹兹堡大学H er c u 挽 s 教授对本研究的部分资助以及西德 M e u
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大学 H llI 。 n -

k a m p教授慷慨地为本研究提供仪器和实验室装备
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