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双步激光解析 /激光电离质谱法及其应用的新进展
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摘 要 激光光电离技术已广泛应用于质谱领域。基于单束激光的基质辅助激光解析( MALDI) 质谱分析方

法，已成为质谱分析生物大分子的标准方法之一。本文介绍的是另一种新的激光质谱分析方法: 双步激光解

析 /激光电离质谱法( L2MS) ，与 MALDI 相比，该方法不需要加入与样品形成共结晶的基质，同时可通过独立

地改变两束激光的光强和波长达到优化质谱信号的目的。本文综述了该实验技术在氨基酸和短肽、环境污染

物多环芳烃( PAHs) 、高分子添加剂、矿物以及代谢产物等成分分析的最新进展，并展望该技术的应用前景。
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1 引 言

激光技术与质谱方法相结合开始于 20 世纪 70 年代［1］，最初应用于光电离光谱和分子反应动力学等

基础研究领域［2，3］。随后，分析化学家将该技术应用于分析领域，日本 Tanaka 因最先提出应用单束激光

开展基质辅助激光解析( MALDI) 质谱分析方法而获得了 2002 年诺贝尔奖。本文介绍的是另一种基于激

光的质谱分析方法，即双步激光解析 /激光电离质谱法( L2MS) 。近年来，应用 L2MS 技术并与超声分子

束相结合来研究生物分子的构型构象和精细光谱在基础研究领域已成为研究热点［4，5］。本文评述了该技

术的基本原理，及其在质谱分析方面的最新进展，包括应用于氨基酸和短肽、大气环境污染物多环芳烃

( PAHs) 、化学添加剂、外太空矿物质以及人类代谢产物等的成分解析，并展望该技术的发展前景。

2 双步激光质谱技术原理

双步激光质谱法应用于质谱分析在 20 世纪 80 年代已有报道［6］。与目前在生物质谱分析中广泛采

用的 MALDI 质谱方法不同，双步激光质谱法采用两束激光分别完成气化 /解析和电离的任务。其基本

图 1 双步激光质谱法基本原理示意图［7］

Fig. 1 Schematic of the two step laser desorption / laser
ioniazion mass spectrometry ( L2MS ) Reproduced with

permission［7］
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原理如图 1 所示［7］。
在双步激光系统中，解析阶段和电离阶段在空间

和时间上是相互独立的，这样就可以对每一阶段进行

单独优化。第一束激光为解析激光，其作用是使样品

在很短的时间内得以气化，对于热不稳定且难以挥发

的物质，此技术极为关键。第一束激光一般采用光子

能量较小红外波段的激光［8，9］，但为了特殊需要，也

有使用紫外激光［10］。当解析激光照射到承载有样品

的基体上时，被吸收的光大部分在瞬间转换成热能，

并传递给待测样品，使样品瞬间气化 /解析［11］。研究

表明，短 脉 冲 激 光 可 以 在 10 ns 时 间 内 上 升 到

108 K 的高温［12］，如此快的升温速度，可以避免分

子因均匀受热而发生裂解。在解析激光的照射下，

在离靶体表面很近( 约 1 ～ 2 mm) 的范围内将会形成
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一个体积约 1 mm3的气团，包含在该气团中的大部分粒子为中性粒子，其比例大约是带电粒子的 1000
倍以上［6］。经过一定的延迟时间，第二束激光( 电离激光) 被聚焦并引入到该气团，优化两者之间的延

迟时间，可极大地提高电离的效率，有助于质谱信号强度的增强，被电离的离子随后被引入质谱仪中

进行检测。第二束激光可以是紫外光，也可以是真空紫外光。真空紫外激光( 光子的能量约 10 eV) 可

以通过单光子对绝大多数的分子进行“软”电离［13］，避免产生大量碎片。
在双束激光电离源与质谱仪的接口上，一般采用进样杆模式，即一个与质谱真空系统兼容的一维

传动杆实验装置，并配有二维平移台，末端有样品承载平台。将实验中的待测样品涂布在承载平台上

后，在电机的带动下缓缓进入质谱仪中的电离区，所配二维平移台可以帮助其在真空室中定位。同

时，在样品的传送过程中，真空可以得到有效地保持。激光通过通光口被引入到质谱仪中的电离区并

与样品的承载平台交叉。该技术有很多优点。其一，因解析激光和电离激光在时间和空间上是分开

的，因此可以根据实际的需要方便地单独优化两束激光的能量和波长; 其次，该实验技术所需要的样

品量极少，无需在待测样品中人为添加其它化学物质作为基质。样品预处理过程简单，避免了样品的

二次污染。因需要两套激光系统及配套的时间延迟装置，所以整个实验系统的成本较高，但随着激光

技术的发展，整个实验装置的价格会有所降低。
针对该技术，Faccinetto 等［14］提出了阶梯-转换( Ladder-switching) 模型，该模型可以指导操作者对

所使用两束激光的工作参数进行优化。该模型主要包括: 当解析激光能量保持不变时，随着电离激光

( 第二束激光) 光强的增加，母体离子的信号逐渐增强; 当光强继续增加时，母体离子信号开始减弱。
作者的解释是由于过高的能量导致样品发生解离; 而当解析激光的能量逐步增加时，出现最佳母体离

子信号时所需电离激光的能量呈下降的趋势，他们认为这是解析激光能量的增加导致分子更易于被光

电离，并通过对多个多环芳烃类分子的分析研究，验证该类分子均遵守这一规律。
Elsila 等［15］详细研究了该质谱分析方法应用于定性和半定量分析中的各种因素对分析结果的影

响。他们指出: 解析激光的能量和波长，电离激光的能量和光束的准直，两束激光之间的延迟时间，基

底的特性等均会使信号波动，进而对定性和半定量的分析产生较大的影响。有些影响很难消除，如解

析激光的能量波动和激光束的准直等都会导致结果的不确定性。

3 双步激光质谱分析法的应用

3． 1 氨基酸和短肽类的探测

MALDI 方法对于生物大分子的探测很有优势，但对于短肽和氨基酸等小分子效果不佳。因为 MALDI
需要在待测样品中人为添加基质，并要求其基质必须与样品形成比较好的共结晶，因此其样品预处理过

程较为复杂。此外，在电离过程中基质产生的碎片离子峰极有可能覆盖需要探测的小分子离子峰。
1997 年，Kornienko 等［16］应用双步激光质谱法尝试对承载在聚苯乙烯表面的生物小分子( 色氨酸

和络氨酸) 进行了质谱分析。为了提高检测灵敏度，提出可对分析样品进行化学衍生化前期处理。
2004 年，Edirisinghe 等［17］进一步改进了该衍生化技术。化学衍生化技术的基本原理是在进行质谱分

析前，将待测样品人为键合一种配体，该配体的结合有助于降低待测物质的电离能，进而可以选择使

用较低能量的光子来电离分析样品，有效避免了较复杂的背景信号，同时提高光电离效率。类似方法

在基础研究领域已被广泛采用，在研究超声分子束中糖类分子的结构时［18］，人为键合一个生色基团，

使其得以通过共振增强多光子电离( REMPI) 的方法对分子及其团簇实现软电离。
2007 年，Edirisinghe 等［7］应用该实验方法对细胞膜表面上的短肽进行了原位质谱探测。传统的色

谱方法无法实现在细胞膜表面的原位探测，而荧光的方法只能对已经确定成分的物质进行动态的跟踪，

对于性质不明的物质无法进行直接探测研究［7］。该项研究的分析对象为分布在枯草芽孢杆菌细胞膜

表面的五肽 ERGMT，该五肽作为群体感应物质常分布在革兰氏阳性菌的生物膜表面，通过对其在细菌

表面的分布和生物活性的研究有助于了解由该类细菌引起的健康问题［7］。他们对样品进行衍生化预

处理，其衍生化基本过程如图 2 所示［7］。
衍生化剂 AQC 是一种蒽类化合物，可与五肽 ERGMT 的氨基发生偶联。未反应的 AQC 可与水发
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图 2 AQC 与短肽第一或者第二氨基发生反应生成衍

生化物( a) 和 AQC 与水的反应生成 AMQ( b) ［7］

Fig. 2 Reation of 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimi-
dyl carbamate( AQC) with primary or secondry amines to
form derivatized species ( a ) and reation of AQC with

water to form AMQ( b) ［7］

Copyright 2007，American Chemical Society

生反应，生成易挥发的物质 AMQ，在进入质谱仪之

前可挥发去除。因此，对最终的检测结果不会产生

影响。经过衍生化后，五肽 ERGMT 的电离能降低

到 7. 8 eV 以下，使应用真空紫外激光实现单光子电

离成为可能。在该研究中，使用波长为 337 nm 的氮

气激光器产生的紫外激光进行解析气化，然后用波

长为 157 nm 由准分子激光器产生的真空紫外激光

进行电离。第二束激光的单光子能量为 7． 87 eV，略

高于样品分子的电离能，因此可实现分子的软电离，

避免了碎片的大量产生，获得的质谱图比较简单。
图 3 为应用该方法获得的检测结果［7］。由图 3 可清

楚观察到 AQC-ERGMT 的质谱峰(m/z 764) ，质量数

高于 200 Da 的碎片峰较少，AQC-ERGMT 的质谱峰

周围本底信号很弱，因此信号的信噪比较高。衍生

化反应除了可降低样品的 IP 值外，还可使样品的质

谱峰在质谱图中位移到质量数高的区域，脱离碎片

信号较复杂的区域，进而提高检测灵敏度。

图 3 ERGMT 衍生化后采用 LDPI-MS 实验方法获得

的质谱图［7］。( 电离激光光子能量为 7． 87 eV)

Fig. 3 Laser desorption photoionization ( LDPI ) -MS of
AQC-ERGMT and the photon energy of postionization

laser is 7． 87 eV［7］

Copyright 2007，American Chemical Society

3． 2 环境污染物多环芳烃( PAHs) 的质谱分析

PAHs 是一类重要的环境污染物，广泛存在于大

气、水体和土壤中，主要来自厂矿排放物、公共交通

工具排放的尾气、垃圾的焚烧及人类生活活动( 如吸

烟) 。PAHs 中的很多物质对人类都有危害，其中某

些物质具有致癌性。这些有害的物质通常会吸附在

大气中的悬浮颗粒( 即气溶胶) 上，这些悬浮的颗粒

会随着空气流动，因此对环境中的 PAHs 的检测将有

助于对环境污染物的监控。传统的色质联机的分析

方法不仅检出限不佳，还必须将颗粒预先沉积到过

滤器上才能检测［19，20］。而激光解析电离质谱( LDI-
MS) 方法需要的激光能量密度高，无法实现分子的

软电离，有时还会受到基质信号的干扰［8］。
双步激光质谱法克服了上述几种分析方法的局

限性，第一束激光将 PAHs 污染物从悬浮颗粒上解析

出来，另一束激光电离解析出来的污染物。近年来应

用该实验技术对 PAHs 的检测一直是研究热点。对于 PAHs 类分子，使用中红外激光( 波长约 3 !m) 可以

被分子中的 C H ， O H ， N H 等化学键共振吸收，从而提高解析效率［21］。PAHs 作为芳香族化合

物，电离激光可以选择紫外激光通过 REMPI 方法实现分子的软电离［22，23］，进而获得无( 少) 碎片离子

质谱图。另一种方法可以选择真空紫外激光( 即118 nm) 通过 SPI 实现软电离［20，24，25］。研究表明，该电

离方式应用于气溶胶中 PAHs 成分分析，其检出限可达到ng /m3［20］。此外同步辐射光也可作为单光子

电离光源［26］。
应用该实验技术，检测了汽车尾气形成气溶胶中 PAHs 的成分［27］，同时还在时间和空间上监测了

PAHs 污染物的分布。文献［28］应用该技术对港口轮船等排放的尾气进行了检测，均发现了 PAHs 污染

物。文献［29］表明，有人吸烟的室内空气中含有的有毒物质主要为吲唑类、苯并咪唑类衍生物等［29］。
Kalberer 等［30］通过比较阿尔卑斯山顶峰和山底公路旁采集的气溶胶样本检测结果发现，污染物主要是烷

烃类 PAHs 分子。文献［31］探测了由木材等生物燃料在燃烧过程中产生烟气中的 PAHs 成分。
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不仅是气溶胶，在土壤中的 PAHs 污染物和水体中污染物均可以用类似实验技术进行检测［32 ～ 34］，

其在水体中的检出限低于 ng /L［32］。Hong 等［35］应用双步激光质谱法检测了美国加州炼油厂附近被油

烟污染的土壤中 PAHs 成分。Fye 等［36］分析了被木材燃烧污染后土壤表面的 PAHs 成分。
若将解析激光换成紫外激光( 如 266 nm) ，有利于减小解析斑点面积，使其成为一种显微探针，这

种被称为显微双步激光质谱法( !L2MS) ［15］。该方法可以实现在小到直径为 20 !m 微小颗粒表面化学

成分的二维成像［36］。图 4 为污染物大小约为 400 mm × 600 !m 的颗粒表面的 PAHs 成分( m / z 202) 的

显微成像。结果表明，相同 PAHs 分子在颗粒表面的分布并不相同［36］。

图 4 紫外光-双步激光质谱法对土壤颗粒表面化学成分(m/z = 202) 显微成像［36］

Fig． 4 Composite chemical UV-L2MS image form /z = 202 on soil particle［36］

Copyright 2002，American Chemical Society

3． 3 对化学添加剂的检测

在材料制造和食品工业领域，为了改善产品的性能( 或某一技术指标) ，通常加入一些化学添加

剂。近年来，由于某些化学添加剂的使用导致的二次污染事件频繁发生，如儿童奶粉中掺杂的三聚氰

胺污染事件。因此研发新的化学添加剂检测技术具有重要意义。
染料是一类重要的化学添加剂，在纺织、食品、造纸等行业应用广泛。传统的电子碰撞电离( EI) 的

质谱分析方法很难对不挥发且易热分解的染料分子进行质谱分析［9］; 场解析电离质谱法( FD-MS) 无法

给出结构方面的信息［9］; 快原子轰击( FAB-MS) 的电离方法会产生大量碎片，且受基质干扰［9，37］，使母

体离子的信号无法观察; 热喷雾电离质谱( TSP /LC /MS) 分析方法对未知结构的染料也不能提供较完整

的结构信息［9］。Langridge-Smith 课题组［9］曾应用双步激光质谱法对有机染料进行了探测，用 CO2 激光

器产生的 10． 6 !m 红外激光作为解析激光，采用 193 或 266 nm 的紫外激光作为电离激光，对 4 种不同

的染料进行了研究。这 4 种染料分别是含氮类、蒽醌类、酞菁类和香豆素类染料。他们不仅检测到了这

4 类物质的质谱信号，同时，根据解离的碎片离子信号，在微观水平上对其裂解方式进行了解释，进而

获得了样品在结构方面的信息。该质谱方法也应用于常作为癌症光动力治疗的光敏剂卟啉类及其金属

螯合物染料分子的检测［37，38］。随后，他们还对聚合体上的化学添加物进行了原位检测研究［8，39］。此

前，较难实现聚合物内部化学添加剂的检测，采用电喷雾电离( ESI) 方法后取得了重要进展［40］，能够

直接在原位上进行探测。Wright 等［39］采用双步激光质谱法分析酚类的抗氧化剂( 如亚磷酸酯类化合物

Irgafos168，多甲基苯酚类化合物 Irganox1330) 及紫外光稳定剂( 苯并三唑类化合物 Tinuvin) ，用 CO2 激

光器将添加剂解析到气态，分别用 266 和 193 nm 的真空紫外激光进行电离分析。在 266 nm 的激光

下，主要产生的是添加剂母体离子峰( 如 Irgafos 168，Irganox 1330) ，碎片离子很少。相反，193 nm 的

激光电离所获得的质谱图像母体离子峰很少或没有，离子碎片峰较强。在对 Tinuvin 类物质进行分析

时，根据质谱碎片离子峰不同分布，可以分辨出该类物质的同素异形体，如 Tinuvin 320，Tinuvin 343
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和 Tinuvin 329。进一步的研究表明，添加剂在材料的表面和内部的含量也不尽相同，如圣女白粉( San-
to white powder) 在聚缩醛( POM) 材料表面比在其内部的含量约 40%［8］。
3． 4 矿物分析

基于激光的质谱分析法也可应用于矿产和能源领域，单束激光 LDI-MS 方法［41］是广泛应用的质谱

方法，但该方法需要很强的激光聚焦，且由于其解析和电离同时发生，仅有极少部分发生电离，导致

灵敏度很低。而双步激光质谱法［41］的解析和电离过程是分开的，便于单独优化。1996 年，周鸣飞

等［42］采用此方法对铁和镍的同位素进行了研究。1997 年，Zhan 等［43］开展了油页岩中 PAH 成分的质

谱解析。2002 年，Dimov 等［44，45］应用双步激光质谱法开展了对各类矿石中的可能存在金、钯等金属元

素的痕量分析。最近，Pomerantz 等［41］应用该方法开展了原油和煤炭矿物中沥青烯成分的质谱解析，

他们使用波长为10． 6 !m 的 CO2 激光对样品进行解析气化，以波长为 266 nm 的 Nd: YAG 四倍频紫外

激光光电离。结果表明，原油中沥青烯的分子量分布较广，多集中于 500 ～ 600 Da，直至 1000 ～ 1500
Da 范围，而煤炭的分子量集中于 300 Da 左右，最高可到 500 Da。质谱图也表明，二者质谱峰均开始

于 200 Da 附近。Guo 等［46］利用同步辐射光对重油的成分进行分析。
文献［47 ～ 50］运用同步辐射光对一些有机物分子进行了分析，并利用同步辐射光的可调谐性研究

相关分子的解离通道。Elsila 等［15］通过缩小解析激光的光斑尺寸，将该双步激光质谱技术进一步扩展

为一种显微技术，并将该显微探针应用于古生代岩石样本［51］和外太空物质( 包括陨石［52］、火星物

质［53］、彗星［54］) 的成分解析，希望能获得外太空生命迹象相关的信息。但在解析过程中是否会产生一

些干扰研究结果的副产物，一直处于争议中［55］。
3． 5 其他方面的应用

最近，Chen 等［10］应用双步激光质谱法对人类尿液中代谢产物开展探测研究。硒作为一种有害物

质，在人体内积存会对人类的健康造成极大威胁，对尿液中有机硒的分析可以作为对身体健康的评判

依据。在该研究中，利用 355 nm 的 Nd: YAG 激光对样品进行解析，电离所使用的激光为 118 nm 的紫

外光。在所获得的质谱图中，一般尿样中的代谢产物的质谱峰均可观察到。此前，对于人的尿液中是

否存在有机硒( TMSe) 类代谢产物一直有争议，该实验结果给出明确的回答。
此外，曾有学者将该质谱技术应用于表面分析，比如对自组装膜表面的分析，其中 Hanley 领导的

课题组首先探测了自组装在金表面的生物素类分子的质谱信号［56］，随后对硫化物在金表面形成的自

组装膜进行研究［57］。同时，通过优化双束激光实验条件并结合离子阱质谱开展有机表面分析［16，58］。

4 结论与展望

与其它基于激光的质谱分析方法相比，双步激光质谱法拥有很多独特的优势，它需要的样品量很

少，也无需人为加入与分析样品形成共结晶的基质。加入基质，一方面导致了样品的二次污染; 另一方

面，由于基质背景峰的存在，造成其在分析分子量低于 600 Da 时遇到很多困难［59］。同时，通过优化两束激

光的能量和波长以及二者之间的延迟［60］，可以获得比 LDI 方法更好的软电离效果，进而提高检测灵敏度。
由于双步激光质谱法具有上述独特优势，在最近取得了很大的发展。其应用首先是在生物领域，包

括短肽、氨基酸等生物小分子，药物分子、化学添加剂等化学分子的检测。Hanley 和 Zare 等研究团队都有

专门的小组在进行此方面的研究，近年来都有文章发表［13，41，61，62］，在此基础上发展起来的表面分析技术

可发展成为一种新的生物芯片分析技术。另外，该技术与显微成像技术相结合，有望研发出一种新的质

谱成像技术，并应用于生命科学领域。最近，Hanley 研究组发表了一篇关于生物质谱成像方面的综

述［61］，介绍了双步激光质谱方法在该方面的一些最新进展和发展前景［61，62］。另外，由于具有 fmol( 约

10 －17g) 的检测水平［23］，在食品安全和司法鉴定等方面也有用武之地。在国防科技方面，此方法可用

于解析外太空物质的成分。
尽管双步激光质谱法具有很多优点，但同时也面临着很多挑战，例如，因需要两套激光系统和配套

的时间延迟装置，所以实验系统的成本较高; 又如为了提高检测灵敏度，实现分子的软电离，要求寻找合

适的激光光源和样品承载基底等。最近开展的对分析样品进行前期的衍生化处理［7，17］，使电离激光可以
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通过单光子电离和 REMPI 的方法实现分子的软电离，使母体离子的信号更易观察和分辨，进而提高检测

灵敏度，该技术将有很好的发展前景。同时，与其它质谱分析法一样，如何实现定量检测，也将是一个有

力的挑战。
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Recent Progress of Two-step Laser Desorption /Laser Ionization
Mass Spectrometry and Its Application

WANG Hong-Lei，HU Yong-Jun* ，XING Da
( Ministry of Education Key Laboratory of Laser Life Science ＆ Institute of Laser Life Science，

College of Biophotonics，South China Normal University，Guangzhou 510631)

Abstract As a particular ionization technology，laser photoionization has been widely used in the field of the
mass spectroscopy． Matrix assisted laser desorption ionization ( MALDI) ，where only one laser is used，has
become the standard method in the biological mass spectrometry． In this review，a new mass spectrometric
method based on two lasers is introduced，i． e． ，Two-step laser desorption / laser ionization mass spectrometry
( L2MS) ． Comparing this method with MALDI，no matrix is needed to add on the substrate to form a good
cocrystallization with the sample． The power and the wavelength of two laser beams can be optimized
independently to maximize the signal． The recent research progress on the two-step laser desorption / laser
ionization mass spectrometry and its applications on the analysis of the amino acids and peptides，the environ-
mental pollutants PAHs( polycyclic aromatic hydrocarbons) ，the chemical additives，the mineral composition
and the metabolic products are introduced． Future prospect in this filed is provided in the end．
Keywords Photoionization; Laser Desorption; Mass spectroscopy; Biological technique; Polycyclic aromatic
hydrocarbons; Review
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