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现代生物质谱技术在生物大分子分析研究中的应用
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摘要:随着当今生物质谱技术的蓬勃发展, 生物质谱已经成为分析, 鉴定蛋白质、多肽、细胞因子等生物大分子的重要手段。

笔者对基质辅助激光解吸离子化质谱 (MALDI2MS), 电喷雾离子化质谱 ( ESI2MS) ,飞行时间质谱 ( TOF2MS) 和离子阱质谱

( Ion trap2MS) 等生物质谱的功能和应用以及现代生物质谱与液相 ( LC)﹑毛细管电泳 ( CE ) 和二维液相色谱 ( 2D2LC) 等联

用技术的最新应用与进展作了简要的综述。
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App lica tion of R ecent B io logica lM ass Spectr om etr y in B iom acro lecu les Ana lysis and Resea rch

WANG Xiao2na, XU Li2na, PENG Jin2yong
*
, LIU Ke2xin (Da lianMed ica l University, Da lian 116027, China )

ABSTRACT: W ith the deve lopment ofbiologica lmass spectrometry, it has become a key techn ique for analysis and identification ofb i2

omacromolecu les including prote ins, peptides, ce ll factor and so on. This reviewma in ly focuseed on the major functions and applica2

tions ofMALDI2MS, ESI2MS, TOF2MS and Ion trap2MS, and recent improvemen ts and successfu l app lications ofLC, CE and 2D2LC

comb ined with biologica lmass spectrometry.

KEY WORDS: Biological mass spectrome try; B iomacromolecules; MALD I2MS; ESI2MS; TOF2MS

  自从 1906年, Thomson发明了质谱, 在随后的几十年里,

质谱被相继应用于生物大分子的研究, 如今生物质谱技术已

经成为研究、分析和鉴定生物大分子的前沿方法 [ 1]。它主要

对蛋白质﹑多肽﹑细胞因子等生物大分子进行定性与定量

分析。传统研究生物大分子的方法主要有液相色谱 ( LC )、

毛细管电泳 ( CE ) 及其他色谱光谱技术等, 但随着生物质谱

广泛应用了 /软电离0质谱新技术, 使生物大分子在电离过程

中保留了分子的完整性,从而使质谱真正成为蛋白质鉴定的

核心技术, 有利地推动了蛋白质组学的研究 [ 2]。笔者就现代

几种主要生物质谱与相关色谱光谱联用技术作一简要的综

述。

1 生物质谱的离子化方式及联用技术

质谱中常见的 /软电离 0主要有基体辅助激光解吸离子

化质谱 (Matr ix Ass isted Lase rDesorption Ioniza tionMass Spec2

trometry, MALD I)﹑电喷雾离子化质谱 ( E lectrospray Ioniza2

tionMass Spectrometry, ESI2MS)﹑快原子轰击质谱 (Fast At2

om Bombardment Mass Spectrome try, FAB2MS) 等。其中,

MALDI和 ESI两种 /软电离0技术突破性解决了极性大和热

不稳定类蛋白质和相关生物大分子的测定问题,具有高灵敏

度、高准确度等优点。

11 1 电喷雾离子化质谱 (ESI2MS)

1984年, 美国耶鲁大学化工系教授 Y amashita等 [ 3]成功

地将电喷雾技术引入质谱离子,并且成功地运用电喷雾电离

化质谱对生物大分子进行分析,使电喷雾离子化质谱法得到

了充分发展。ESI2MS是众多 /软 0电离方式中最 /软 0的一

种, 它是将消化后的多肽混合物用电喷雾法离子化后进入串

联质谱 ( tandam mass spectrometry), 从获得的数据中解析多

肽序列信息, 再通过数据库检索来确定相应的蛋白质。 ESI

的特点是可以生成高度带电的离子而不发生碎裂, 这样可将

质荷比 (m /z) 降低到各种不同类型的质量分析仪都能检测

到的范围, 离子的真实分子量可根据 m /z及电荷数计算得

到。 ESI对复杂蛋白质的分析可达到 attomo,l而且测定分子

量的上限为 150 kDa, 具有较高的分辨率, 测量精度可达

01 005% , 对多电荷离子的测定,分子量可达 200 000。

11 111 ESI2MS与液相色谱 ( LC ) 联用技术  Wh itehouse

等 [ 4]首先将 ESI2MS与 LC相连接运用于对生物大分子的分

析研究。 LC2ESI2MS/MS质谱仪主要由三部分构成, 即高效

液相色谱2电喷雾离子串联质谱2仪器控制和数据分析系统。

该技术首先是将蛋白质进行水解,得到各种片段, 再用 LC分

离到纯肽或简单的混合肽, 用 ESI2MS/MS测定其各组分的

序列, 从不同的片段找到重叠部分, 即得到整个蛋白质。该

技术能检测到多肽或蛋白质的部分氨基酸序列,以及蛋白质

或多肽分子中二硫键的定位,但对于亲水性强的小肽则可能

遗漏, 并且对绝大多数蛋白的降解片段进行一次 LC2ESI2MS/

MS分析往往不能得到其部分序列。

11 112 ESI2MS与二维液相色谱 ( 2D2LC)联用技术  E rn i

等 [ 5]在 20世纪 70年代首先提出二维液相 ( 2D2LC), 二维液

相是指液相状态下的等电聚焦 (第一维 ) 和无孔硅胶反相高

效液相 (H PLC) 分离 (第二维 )。从第二维洗脱的蛋白质连

接 ESI2MS直接检测。该方法的核心柱切换技术通常是通过

阀 /进样环接口来实现, 利用该接口可以实现样品的纯化、痕

量组分的富集、制备以及组分的分割等多种功能。同时, 该

方法可以提供溶液状态下的纯蛋白 ,用 ESI2MS分析而获得

高精度的完整蛋白质的分子量,所获得的蛋白质组图谱优于

传统双向凝胶电泳图谱,并可通过图谱来研究蛋白质表达量

的变化及具体结构上的变化。

11 113 ESI2MS与毛细电泳 (CE)联用技术  CE分离多肽和

蛋白质时, 广泛应用的是毛细管区带电泳 ( CZE)﹑毛细管等

电聚焦 ( CIEF )﹑筛板 SDS2毛细管电泳和毛细管电色谱

( CEC)。 CE具有灵敏度高、稳定性好、快速、分离自动化、成

本消耗低等优点,被认为是二维凝胶电泳 ( 2DE) 理想的替代

方法。 CE是一种以电渗流为驱动, 以毛细管为分离通道,依

据样品中各组分之间淌度和分配行为上的差异而实现的分

离的液相分离技术。 ESI可测定 75 000分子量以内的化合

物, 其准确度可达百万分之五, 这远比其他方法精确得多。

但是 ESI2MS与 CE联用也有一些缺点, 如需要进行流量补

充, 以满足 ESI对流速的需要。目前已报道 CE2ESI2MS对大

多数分析物, 尤其是肽段, 其灵敏度通常在飞摩尔级到阿摩

尔级之间 [ 6]。王英武等 [ 7]利用电喷雾离子化质谱2串联四极

杆2飞行时间质谱法 ( ESI2Qq2TOF) 质谱测定出寡肽母离子

与子离子的精确分子量, 质量准确度小于 20 @10- 6, 能直接

区分赖氨酸与谷氨配氨残基 ($m = 0. 036 Da), 为蛋白质的

鉴定提供更准确的氨基酸序列信息。

11 2 基体辅助激光解吸离子化质谱 (MALDI2MS)

1988年 Tanaka等 [ 8]利用紫外激光以烟酸为基质在 TOF

质谱仪上测量蛋白质的质量, 而提出 MALDI2MS, 并广泛应

#106# Ch in JMAP, 2008 Ap ri,l Vo.l 25 N o. 2               中国现代应用药学杂志 2008年 4月第 25卷第 2期



用于生物大分子的研究。对于 MALDI2MS最重要的就是对

基质的选择有一定的要求, 首先, 基质在适当的溶剂中与待

测物要形成混晶 (如 70%甲醛 );其次,基质在吸收激光的能

量后可均匀地传递给待测物;最后, 基质得使待测物离子化,

同时要求 MALD I2MS的激光波长为 337 nm和 1016 Lm。

MALDI2MS测定的分子量可高达 980 000,对基质成分或样品

中的盐份有较大的耐受性,样品与基质的体积摩尔比一般为

1B( 100~ 50 000)。目前, 大多数 MALDI2MS一次上样均可

达 100~ 10 000个组分,因而实现了蛋白质组中大量蛋白的

高通量分析。MALDI2MS分析多肽和蛋白质时, 常采用 Tan2

aka法 [ 8]和 H illenkamp法 [9]准备样品。Tanaka法灵敏度为

10- 9mol数量级,而 H illenkamp法灵敏度可达 10- 12mol数量

级, 信号强、信号比高, 因此被广泛使用。MALDI2MS与其他

质谱相比, 具有对样品要求低, 能耐高浓度盐、缓冲剂和其他

非挥发性成分等显著优点。

11 211 MALDI2MS与 LC技术  LC2MALDI /MS /MS联用技

术是近些年才广泛应用于多肽等生物大分子的分析及研究,

目前 MALDI与反相色谱的联用技术还很少应用, 且关于此

方面的文献也相对较少。在 LC2ESI /MS /MS实验中, 对质谱

峰的选择软件是按照峰强度逐渐降低的顺序对峰进行分析;

而在 LC2MALD I/MS /MS实验中, 对峰的选择则是按照相反

的顺序进行的, 该顺序是从满足阈值标准的最小峰度信号到

最大峰度信号而进行。另外, LC2MALDI /MS /MS只是对鉴定

基本方向中可能存在的成分提供一些统计分析数据。虽然

LC2ESI /MS /MS和 LC2MALD I/MS /MS有许多不同之处,但两

者合用在分析前不需要对样品进行分离, 并且在增加样品量

时还可以利用 ESI浓度灵敏度的特性, 更加有效的用于定向

MALDI /MS /MS的分析。 BODNAR等 [ 10]利用 LC2ESI /MS /

MS和 LC2MALD I/MS /MS联用技术获得了复杂蛋白质混合

物中蛋白质组的相似度, 并对其进步做出了评价。他们利用

四极杆飞行时间质谱获得 LC2ESI /MS /MS和 LC2MALDI /

MS /MS的数据来对蛋白质组进行分析, 该实验证明了通过

LC2ESI /MS /MS和 LC2MALDI /MS /MS的联用可提高蛋白质

组的相似度。

2 生物质谱中常见的质量分析器及相关技术

质谱仪器通常由样品导入、离子源、质量分析器和检测

器等部分组成。质谱中除上述绍的几种主要离子源外, 质量

分析器也是重要的组成部分,其能够将气态离子进行分离分

辨, 是进行检测必要的部分,主要有飞行时间 (TOF)、离子阱

( Ion trap)、四级杆 (Quadrupole) 等质量分析器。

21 1 飞行时间质谱 (TOF2MS)

20世纪 70年代以前就有人提出飞行时间质谱技术, 因

其具有结构简单﹑测定范围宽等特点, 因此被广泛使用。

TOF分析器有直线型和反射型两种。 TOF2MS技术在蛋白质

及其多肽的研究中具有可鉴定蛋白质功能﹑研究蛋白质与

蛋白质之间的相互作用﹑比较蛋白质组的表达差异﹑研究

蛋白磷酸化和糖基化等功能。

21 111 ESI2TOF2MS技术  ESI2MS和 TOF2MS相连,仪器设

计要做到使引入质量分析器的离子保持以稳定方式传输,而

垂直引入这一设计正好满足了需要,该设计比通常脉冲方式

的 TOF2MS具有更高的分辨率和灵敏度。ESI2TOF2MS不仅

可以在离子传输区域进行碰撞诱导解离, 还可以在源后衰变

时提供分子的结构信息。因此, TOF2MS与 ESI2MS联用技术

在生物大分子研究中具有广阔的前景。

21 112 MALDI2TOF2MS技术  MALDI2TOF2MS广泛应用于

生物大分子的分析和研究中,其测定的质量准确度在 0101%

左右, 而且分析率可达到 1 /20 000。TOF2MS具有可同时记

录整个质谱内所有的离子、提供与选择性离子监测近似相等

的灵敏度等特点, 而MALDI2TOF2MS适宜测量数在 500以上

的分子, 尤其是在几千以内的质量数较好, 该技术具有操作

简单、灵敏度高、质量分辨率好、测定质量范围宽等优点, 非

常适合生物大分子和高聚物的分子量测定且适合一维或二

维电泳分离后的蛋白质样品及它们酶解后产生的生物多肽

混合的分析, 得到酶解肽段的分子量, 获得肽质量指纹图

( peptidemass fingerprin t, PMF) ,然后通过检索数据库来鉴定

蛋白质。但是, MALDI2TOF也有不足, 它要使用延迟提取技

术, 但延迟提取技术在实际使用过程中存在操作复杂等问

题。 Pe rkinE lme r公司联合全球专业的质谱公司2SCIEX公司

于 2003年推出了新一代使用离子源与质量分离器正交设

计, 并结合冷却碰撞聚焦技术的MALDI2O2TOF质谱仪, 大大

简化了其复杂的操作和仪器优化步骤。目前, MALDI2MS与

二级飞行时间 (TOF2TOF2MS) 技术是一种最新的生物质谱

技术, 它与单级的 MALDI2TOF相比, 具有精度高、信息量更

广等特点, 该技术已成为蛋白质组研究中最重要的工具。

21 113 SELDI2TOF2MS技术  SELDI技术是一种对复杂的

多种生物分子混合样品进行质谱分析之前, 进行样品处理的

方法, 它可快速寻找差异表达的蛋白质。 SELDI技术所应用

的蛋白质芯片根据芯片表面物质的不同可分为化学型和生

物型两种。 SELDI2TOF2MS是蛋白质先和芯片表面物质结合

再加上基质, 因此获得的图谱较单一, 受到基质等物质的影

响较小并且重复性好, 分析的样品可以是未经纯化的标本,

其可以检测疏水蛋白,且对低丰度的蛋白质的检出率也比较

高, 具有灵敏度高、结果无需染色、省时、高通量以及自动化

等优点, 克服了 22DE 的局限性。虽然 SELDI2TOF2MS与

MALDI2TOF2MS相比, SELDI2TOF2MS具有较多的优点 [ 11] , 但

是 SELD I2TOF2MS也有一些缺点, 如¹它仅能给出蛋白质的

相对分子质量, 不能给出 C端, N端的序列, 也无法知道蛋白

质的构型; º使用不同的样品处理方法 ,不同的规程, 不同的

仪器, 所得出的结果有差异;»对大分子蛋白质灵敏度不高,

拖尾严重等。

21 2 离子阱质谱 ( Ion trap2MS)

串联质谱技术已经广泛的用于分析混合物和分子结构

鉴定, 其过程的完成至少需要经过三个质量分离器串联而

成, 所以在大型质谱仪上应用串联质谱技术成本会较高, 而

且操作比较复杂,从而限制了该技术的应用, 但随着 Ion trap2

MS的出现, 解决了这一难题。利用其可实现时间串联的特
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点, 即串联质谱的每个阶段在不同时间段进行, 使用一个离

子阱质量分离装置就可以完成串联质谱的分析,甚至可进行

多级质谱分析。这样不仅使串联质谱分析的成本降低, 还使

该分析的操作变得十分容易。

3 其他生物质谱串联技

目前, 利用表面等离子共振2生物分子相互作用分析

( surface plasmon resonance– b iom olecular intersction ana lysis,

SPR2BIR)与 MALDI2TOF2MS结合,形成了生物传感芯片质谱

( b iosensor ch ip mass spectrometry, BCMS),该技术具有以下优

点:¹高通量,可同时对多种分析物进行测定; º随时进行检

测,样品无需标记,快速、方便; »高灵敏度和精确度, 检测可

达飞摩甚至阿摩水平,精确度可达 0. 01%等。此外, /纳喷2液

相色谱2质谱2质谱0 ( nanospray2LC2ms2ms) 新技术, 对复杂体

系蛋白质的联机分离与鉴定达到了很高的灵敏度 ( 10- 5 ~

10- 18mol# L - 1 ) 和鉴定速度 ( 2002300种蛋白质 /d), 这些新

技术将会成为分析蛋白质结构与功能的重要方法。

4 应用

随着生物质谱技术的不断发展,人们将其广泛地应用于

多个领域,尤其是对生物大分子的研究。 Sundqvist G等利用

LC2ESI2MS/MS样品消耗少﹑循环周期短的特点对蛋白质进

行了全面的分析。另外, Zhong H Y等人利用 LC2MALDI /MS

测定了 119种蛋白质,其中包含 41种膜蛋白的 1到 12个跨膜

区。此外,还有许多质谱技术对生物大分子的研究和发现发

挥着重要的作用,表 1简单地列举了几种生物质谱的应用。

表 1 现代生物质谱的应用

Tab 1 Applica tion ofRecent B iologicalMass Spectrometry

编号 方  法 目   的

1 2D2LC/MALDI2TOF /MS Proteom ic analysis of rat plasma[12]

2 LC2ESI2MS/MS Site2specific N2glycosy lat ion analys is of human p lasma ceru lop2 lasm in, Quality con trol of intact proteins[ 13214]

3 LC2MALDI2MS/MS Protein iden tificat ion, Ana lysis of p rotein comp lexes[ 15216]

4 SELD I2TOF /MS Iden tification of differen tially expressed p roteins, A ltered express ion of serum protein, Search for tumou r

markers[ 17219]

5 LC/MALDI2 triple2 Q /MS Targeted comparative proteomics[20]

6 Ion trap2FT ICR2MS Analysis of phosphopept ides, An alysis of phosphopept ides[ 21222]

7 MALDI2FTICR2MS Imaging of Pep tides in th e Rat Brain, Ident ification of N2glycos2ylati on sites of the murine neu ral cells[ 23224]

8 MALDI2TOF2TOF /MS Analysis ofAm inoA cid, Analys is of Protein Standards[ 25226]

9 2D2GE / MALD I2TOF /MS Iden tified of Protein fragment domains[ 27]

10 HPLC2ESI2TOF /MS Toward h igh sequence coverage of protein s in human b reast cancer cells[ 28]

5 展望

生物质谱具有灵敏度高、准确性好、易于大规模和高通

量操作等优点, 现已广泛应用于蛋白质组学的研究中。随着

蛋白质组学和基因组学研究的不断深入, 生物质谱将会在生

物大分子的相关领域扮演者举足轻重的角色, 并将成为人们

揭示和了解生命奥秘和研究相关疾病的有效途径。
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摘要:传统的非甾体抗炎药和选择性环氧合酶22(COX22)抑制剂在治疗炎症过程中引发胃肠道及肾脏不良反应, 制约了其临

床应用。 COX22和 52脂氧化酶 ( 52LOX)双重抑制剂同时抑制前列腺素 ( PGs)和炎症介质白三烯类 ( LT s)的生物合成, 比单一

的抑制剂抗炎效果好、安全性高, 是一类有发展前景的新型非甾体抗炎药。笔者简要介绍 COX22 /52LOX双重抑制剂的研究进

展, 并讨论其作用机制及构效关系。
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