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摘 要：发展生物质谱是为解决生命科学中有关生物物质分析问题，主要借助软电离质谱技术对生 

物大分子如蛋白质、核酸和多糖等进行结构分析。生物质谱已成为质谱学中最活跃的研究领域，推动了 

质谱分析理论和技术的发展。笔者简要介绍了生物质谱的发展，重点讨论因“发明了对生物大分子的 

质谱分析法”而荣获2002年诺贝尔化学奖金一半的美国科学家约翰．芬恩教授(J0hn B．Fenn)和 日本科 

学家田中耕一工程师(Koichi Tanaka)分别研发的电喷雾电离质谱(ESI—MS)和基质辅助激光解吸电离 

质谱(MALDI—Ms)，特别阐述它们应用于蛋白质、核酸和糖结构分析及基因组学、蛋白质组学、糖组学 

等生物组学和化学组学中。 
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2OO2年度诺贝尔化学奖授予了三位在生物大分 

子研究领域作出突出贡献的科学家以表彰他们开创了 

应用仪器分析法对于生物大分子进行确认和结构分析 

的方法⋯。其中约翰．芬恩(John B．Fenn)和田中耕一 

(Koichi Tanaka)各得奖金的1／4(共分享 1／2)，主要贡 

献是“发明了对生物大分子进行确认和结构分析的方 

法”及“发明了对生物大分子的质谱分析法”。随着生 

命科学及生物技术的迅速发展 ，为了解决生命科学过 

程中的有关生物活性物质的分析问题而发展并推动了 

生物质谱。生物质谱目前已成为有机质谱中最活跃、 

最富生命力的前沿研究领域之一 I9J。它的发展强有 

力地推动了人类基因组计划及其后基因组计划的提前 

完成和有力实施。生物质谱主要用于解决两个分析问 

题：精确测量生物大分子，如蛋白质、核苷酸和糖类等 

的分子量，并提供分子结构信息；对存在于生命复杂体 

系中的微量或痕量小分子生物活性物质进行定性或定 

量分析。业已发展了各种新软电离技术及联用技术， 

扩展了质谱可测质量范围，特别是色谱一质谱联用技 

术和质谱串联技术。在此，主要讨论生物大分子的质 

谱分析问题。近年来涌现出较成功地用于生物大分子 

质谱分析的软电离技术主要有下列几种：1)电喷雾电 

离质谱；2)基质辅助激光解吸电离质谱；3)快原子轰 

击质谱；4)离子喷雾电离质谱 ；5)大气压电离质谱。 

在这些软电离技术中，以前面三种近年来研究得最多， 

应用得也最广泛。笔者主要讨论在生物大分子分析方 

面的研究与应用。 

1 电喷雾电离质谱 

电喷雾电离(ESI)是一种“软”电离技术，起源于 

1917年，但它用于质谱乃80年代事(见图l电喷雾电 

离质谱)。1984年 美国耶鲁大学化工系教授约 

翰．芬恩(J0hn B．Fenn)研究组等首次发表了ESI—MS 

实验结果，并于4年后 报道首次成功运用 ESI—MS 

分析蛋白质。ESI—MS既可分析大分子也可分析小分 

子。对于分子量在 1000Da以下的小分子，会产生[M 

+H]+或[M—N]一离子，选择相应的正离子或负离 

子形式进行检测，就可得到分子量。而高达20000Da 

大分子在 ESI—MS中生成一系列多电荷离子，通过数 
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据处理系统能够得到样品的分子量，准确度优于 0． 

0l％。这些离子(m／z)以“表观”质量数出现在谱图， 

与分子量有密切关系。据报道，ESI—MS通过多电荷 

离子已能测出分子量达 133 000Da蛋白质 或200 

000 Da糖蛋白[3,61。ESI—MS或与 HPLC联用可进行 

蛋白质序列和构象分析，酶反应中间体分析，酶抑制剂 

机理分析、共价或非共价复合体分析等方面均获得应 

用。有人预测用用 ESI可侧得数 MDa分子量的蛋 

白质 一 。 

图 1 电喷雾电离质谱 

， 

～  

与  

图2 基质辅助激光解吸离子化质谱 

2 基质辅助激光解吸离子化质谱 

激光饵吸电离质谱(LDI—MS)早被作为分析难挥 

发有机物手段，曾用于分析合成聚合物和热不稳定生 

物小分子。但 K可测分子量均低于 3 kDa，对生物大 

分子测定受到很大限制。直到 1988年 Tanaka 和 

Hillenkamp 两个研究组分别提出基质辅助激光解吸 

电离质谱(MALDI—MS，见图2基质辅助激光解吸离 

子化质谱)后才使LDI—MS应用于生物大分子分析得 

到发展 J。MALD1一MS分析蛋白质的关键是选择 

合适的基质，首先基质相当于溶剂，样品分子被基质彼 

此分开，这种分离削弱了样品分子间相互作用；然后基 

质从激光脉冲中吸收能量并转化为固溶体系激发能产 

生瞬间相变，离子形成过程有两临界值：低表面解吸而 

高本体解吸给出离子信号。基质能量传递机制为质子 

转移和碱金属加合等。基质必须满足一些共性：在合 

适溶剂中溶解性能，对激光吸收性能，合适反应活性， 

首先基质必须在蛋白质溶剂中有好溶解性，常用蛋白 

质溶剂有盐酸水溶液，水 一乙氰／乙醇混合物，70％甲 

酸。其次必须能很好地吸收激光，以使能量沉积在基 

质中而非分析物上。另外基质反应活性必须考虑：能 

对蛋白质或其他分析物起共价修饰或氧化作用的基质 

不能采用。近期有关基质研究仍很活跃，是一热点。 

用 MALDI—MS分析多肽及蛋白质时，当基质选择妥 

当之后即着手准备样品。Tanaka等 把待测多肽溶 

于甘油中，并与很细金属粉未混合，然后把悬浮液滴到 

探头上，让激光照射，再进入质谱分析。甘油对 377nm 

激光透明，激光与甘油不发生作用，因此引入金属粉未 

在溶液中形成吸收中心。Hillenkamp等  ̈认为激光解 

吸时是底物吸收激光，选择合适基质使之与样品混合 

就可测量大分子物质，并提出“基质辅助激光解吸”名 

称。直到选用烟酸作为基质才有突破，烟酸和蛋白质 

混合溶液滴到探头上，干后用激光照射可得蛋白质分 

子离子信号。Tanaka法 灵敏度为 10—9mol数量 

级，受关注则相对不多；Hillenkamp法  ̈灵敏度达 

10 mol量级，信号强且信噪比高因而被广泛采用， 

高灵敏度优点显著，样量只需 1 pmol甚至更少。 

3 快原子轰击质谱 

鉴于分析样品一般都偶极矩大的分子，基质表面 

准分子离子受到 Ar快原子流轰击接受能量，解吸脱离 

液面溅入气相中。FAB—MS谱中主要出现准分子离 

子峰而少出现分子离子峰，且在基质加入酸或碱或盐 

使相应准分子离子强度增大。当然也不排除在气相中 

溅出样品分子受轰击产生分子离子，但丰度比准分子 

离子小得多。由于电离未受加热，所以FAB电离技术 

特别适合于热不稳定高极性化合物，如蛋白质，核酸及 

糖类等，测出的质量数上限已可达到 lO D8。因结构 

简单而信号持续和重现性好等特点，便于推广，故仍是 

常用重要的质谱手段。 

4 多肽和蛋白质质谱分析 

蛋白质是生物体中含量最高功能最重要的生物大 

分子，存在于所有生物细胞，约占细胞干质量 5O％以 

上，在生命科学中占重要地位。由多个氨基酸组成肽 

则称为多肽或为数不大时称为寡肽，组成氨基酸单元 

称为氨基酸残基。多肽广存于自然界，最重要的是作 

为蛋白质亚单位。蛋白质是一条或多条肽链以特殊方 

式组合的生物大分子，复杂结构主要包括以肽链为基 
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础的肽链线型序列[称为一级结构]及由肽链卷曲折 

叠而形成三维[称为二级，三级或四级]结构。目前质 

谱主要测定蛋自质一级结构包括分子量、肽链氨基酸 

排序及多肽或二硫键数 目和位置。1981年首先采用 

FAB双聚焦质谱测定肽分子量，分析十一肽 (Mr= 

1318)，质谱中出现准分子离子[M+1] =1319强峰。 

谱中出现均为单电荷离子主要包括肽离子，甘油离子 

和甘油簇离子。FAB质谱常用氩 Ar作轰击剂，但在 

某些情况用氙 Xe效果更好一点。FAB质谱法既可测 

正离子谱也可测负离子谱，由于蛋白质和多肽分子含 

多个易质子化部位，所以一般测正离子谱，基质加入酸 

可增强(M+1)+离子强度。分析疏水性肽常用极性 

较小基质，测定负离子谱时则采用碱性液体作基质。 

分子量小于6 kDa肽或小蛋白质合适用 FAB质谱分 

析，更大分子量的多肽和蛋 自质可用 MALDI质谱或 

ESI质谱分析。用 MALDI—TOF质谱分析蛋自质最早 
一 例是 HillenKramp等于 1988年提出用紫外激光以烟 

酸为基质在 TOF谱仪上测出质量数高达60 kDa蛋白 

质，精确度开始只有 0．5％，后改进到 0．1—0．2％。 

MALDI—TOF质谱所测质量上限高、灵敏、迅速 (< 

lmin)而广泛用于蛋白质分析。开始 MALDI主要测高 

质量大分子蛋白质，其实也能很好测定小分子蛋白质。 

1988年，Fenn等首次成功用电喷雾(ESI)质谱分析蛋 

白质大分子。质谱出现多电荷离子群，蛋白质单电荷 

分子离子在谱图中未出现，但多电荷离子表观 m／z值 

计算出分子量大大超过了仪器可测上限。一般在 ESI 

条件下，能与多肽或蛋白质结合质子数即正电荷数由 

分子中所含碱性氨基酸总数和 N一端氨基决定；电荷 

数目及分布也受实验条件如溶液 pH值及温度等影 

响。ESI由溶液喷射，与HPLC或毛细管电泳(CZE)联 

用最方便。ESI—FT质谱分辨率很高，最近报道其分 

辨率可达 17o k，用于分析两种蛋白质软骨素酶 I和 

II，同位素峰分布清晰可辨 ，测出分子量 Mr数值与 

DNA法导出数值最接近，精度优于其他方法。 

质谱测定多肽和蛋白质是根据质谱碎片离子推导 

序列的，质谱出现序列信息碎片主要是通过酰胺键断 

裂形成。绘制“肽图”是重要测序方法：将蛋白质绘制 

“肽图”是一重要测列方法：将蛋 白质酶解，继用质谱 

分析，得出各肽段分子量；根据酶解选择性，将各组分 

与已知结构肽对照或用串联质谱法将各片段肽测序 ， 

然后推导整个蛋白质序列 J。 

5 核酸质谱分析 

生物高分子核酸(nucleic acid)存在于一切活细胞 

中，构成单位是核苷酸(nucleoticle)。核酸分为脱氧核 

糖核酸(DNA)和核糖核酸(RNA)两大类。DNA是遗 

传信息的载体，RNA在蛋白质生物合成起重要作用。 

近来发现质谱是核酸一级结构分析最有利手段。如核 

酸的核苷酸顺序可表为 5 PAPCPGPTPT3 ，若仅关心 

碱基顺序，则可写成5 ACGm  。需注意所表示核苷 

酸顺序是从左至右5 一3 。多核苷酸片段一端为3一 

端，另一端为 5 一端；未端可以是不带有磷酸基核苷 

3 或 5 一羟基也可是核苷酸3 或5 一羟基带有磷酸基 

团。各核苷酸分子及残基沿序排列就是核酸一级结 

构，种类不多但因核苷酸数 目和排序不同而构成多种 

不同核酸。用质谱测核酸一级结构，相当测定分子量 

和碱基序。 

质谱曾用来测核酸分子量但较困难，其信噪比和 

分辨率一般较低。20世纪90年代初 MALDI—TOF质 

谱分析核酸只含4～6个碱基、分子量为数 kDa低级寡 

核苷酸。后来发现在样品中混入过量铵盐，则可几乎 

全部取代加合离子而成为铵加合离子，通过转移一个 

质子给核苷酸中磷酸二酯成为游离磷酸而本身则转变 

为氨分子逸去，质谱呈现相应尖锐单峰。用 MALDI质 

谱分析最大分子量为 15×10 Da -6 含500个碱基对 

的双链核酸 DNA，用 PCR扩增噬菌体基因组，基质为 

吡啶 一2一羧酸和3一羟基衍生物的混合物，激光波长 

为266 nm，加速电压为45 keV，采用较大加速电压，分 

子离子停留时间短从而避免裂解。为提高分辨率曾采 

用“延迟萃取技术”：在1．3 in反射式 MALDI—TOF质 

谱仪分析含 12个碱基寡核苷酸，分辨率达到了 7 

500 。将MALDI与傅里叶变换质谱联用，可提高分 

辨率，达 136 kPa 。ESI质谱用于分析寡核苷酸不及 

用于分析蛋白质顺利，同样是两个原因。若调控样品 

溶液pH值或加入有机酸碱来抑制多电荷离子形成。 

用 ESI—FrMS可准确测定长链 DNA分子量可高达 

l0 Da ，如测定双链 64体 DNA分子量，误差 ≤ 

0．5Da[ 一引
。 

用质谱法进行 DNA测序可以采用下列3种途径： 

1)Sanger反应质谱测序法将凝胶电泳分离鉴定改用质 

谱分析，大大加快了分析速度。但凝胶电泳费时需数 

小时或更长时间，而质谱法分析一次只需数分钟。 
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Sanger反应后溶液是含有各种长度不同，碱基不同的 

寡核苷酸的混合物，碱基数目可能达百个以上，这就要 

求质谱可测质量范围需达 lO Da以上并且分辨率至 

少大于500l4-6]。实验结果表明大分子量核苷酸分别 

单测分子离子峰强度大于混合物，如含 36和4O碱基 

的寡核苷酸在混合物中因其分子离子峰太弱而无法测 

出。2)酶解质谱测序法用专属特异酶在 3 或 5 位依 

次切割碱基，继用质谱法测质量差数变化即可推出切 

去碱基种类，从而获得 DNA序列信息。酶解 MALDI 

— TOF质谱测序法可分析含化学修饰碱基寡核苷酸， 

而传统方法不能实现。3)质谱裂解测序法宜用高分 

辨MALDI—FT或ESI—FT质谱仪，其离子回旋共振腔 

俘获离子，延长离子停留时间，提供多级串联质谱碰 

撞，有利于碎片离子形成和鉴定及序列测定。 

6 糖类的质谱分析 

分子和细胞生物学等发展揭示了许多重要生物活 

性物质含有糖成分。糖链上结合蛋白质及磷酸脂等成 

为一类“糖复合物”，它们作为信息分子对于细胞识 

别、增生、分异以及维持生物体免疫、生殖、神经系统和 

新陈代谢平衡都具有重要作用，同时寡糖和多糖具增 

免疫、抗辐射、抗肿瘤活性，可作为药物应用；糖类遂成 

为继蛋白质和核酸后又一类重要生物大分子。糖结构 

比蛋白质和核酸复杂得多，糖链由含多元羟基并顺反 

异构环状己或戊糖通过苷键连接而成，各单糖有五个 

手性碳且连接位置和构型多种多样。测定糖类结构包 

括 1)分子量；2)糖残基种类和数量；3)糖残基接合位 

置连接点；4)构型。质谱是解决糖结构的有效手段： 

软电离技术都适合于分析高极性、难挥发、热不稳定糖 

类样品；TOF—MS和 FT—MS是测大分子糖最佳选 

择，精度高特别适合糖复合物或多糖降解后单和寡糖 

残基鉴定和序列测定。当然异构体区分特别是立体结 

构测定尚待研究完善。糖蛋白或其它糖复合物都含寡 

糖链，多糖也由寡糖聚合而成，所以毹决寡糖结构是关 

键。可用 MALDI—TOF测寡糖分子量与结构但产生 

碎片离子较少，提供结构信息不多。近来用源后衰减 

技术来弥补此缺点【4 】。但最有效方法是 MAIDI— 

F1Ms／CADMs法L4I6J，许多碎片离子通常不出现而出 

现 CAD谱，由此可知 MS／MS技术的重要功能。 

糖复合物在质谱分析前先用酶降解，将寡糖链切 

割用 HPLC分离纯化后，再作质谱分析。因寡糖在一 

般紫外范围无吸收，需先将寡糖衍生化引入强紫外吸 

收基团 J，质谱毋需衍生就可直接分析 引。MALDI 

— MS常用于糖复合物分析且碎片离子少，如出现多 

个强峰则暗示样品是混合物，很可能各组分分子离子 

峰。常用 MALDI—FTMS来测糖复合物酶消解液中分 

离寡糖，天然糖复合物寡糖键组成有规律，可用于结构 

判断。如哺乳动物机体中糖复合物所含N一连结寡糖 

有三种类型单糖，即己糖、去氧己糖和乙酰氨基己糖。 

以寡糖质量数可判断结构，但须用其他诸如NMR等 

方法核证。 
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Biological Mass Spectrometry for Macromolecules： 

Approaches and Applications 

WU Shi—rong ，-，Lf Zhi—liand ，Lf Gen一伽 。，YANG Sheng-xl~ 
(1．College of Chemistry and Chemical Engineering，Chongqing University，Chongqing 400044，China； 

2．College of Biological Engineering，Chongqing University，Chongqing 400044，China) 

Abstract：Biological Mass Spectrometry(BioMS)has been developed to solve the analytical problems of biological sub— 

stances in hfe sciences，especially for structural analysis of biological macromolecules such as proteins，nucleic acids， 

amyloses．111e development of BioMS depends primarily on soft ionization techniques including eleetrospray ionization 

mass spectrometry(ESI—MS)，matrix assisted lair desorption ionization mass Spectrometry(MALDI—MS)，Fast At— 

om Bombardment mass Spectrometry(FAB—MS)，Ion Spray Ionization Mass Spectrometry(ISI—MS)，Atmospheric 

Pressure Ionization mass spectrometry(API—MS)．Among them ESI—MS and MALDI—MS was proposed to analyze 

biological maeromolecules by Prof．Dr．John B．Fenn and Mr．Koichi Tanaka pioneered the successful application of 

their techniques to biological macromolecules an d shared one half of the Nobel Prize in Chemistry for 2002．BioMS has 

become the activest field an d promoted the analytical theory and testing technology．Some approaches and applications of 

BioMS were briefly introduced and properly discussed in the structural analysis of proteins，nucleic acids，amyloses and 

biomacromolecules an d some other eomplexmoleeules，which are useful for geneomics，proteomics，glycomics an d other 

bioomies an d chemomics． 

Key words：biological mass spectrometry(BioMS)；biomaeromoleeule；biomics；nobel prize in chemistry；protein； 

nucleic acid；amylose 
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An Outline on the Extraction Technology of Chilli Pigment 

ZHOU Jing，WANG Bo—chu，PENG Liang 

(Key I~ahoratory of Chinese Education Ministry for Biomeehanies and Tissue—engeering，College of Bioengineering， 

Chongqing University，Chongqing 400030，China) 

Abstract：Chilli pigment is a kind of substance drawn from the rind of the ripe chilli．As a hot po int of the research of 

natural pigm ent，it has a high—applied value and a good market in home and abroad．The character of chilli pigm ent
， 

extracting technics，purifying technology are outlined based on the aeeomphshments in recent years，an d the flow of 

technics and the quality of products are compared． Some typical methods are enumerated such as o~anie solvent extrac— 

tion，column chromatography an d Supercritieal CO2 fluid extraction．Furthermore，the viewpoint an d suggestion on the 

farther study of chilli pigm ent are put forward an d they will provide reference for the research． 

Key words：chilli pigm ent；extraction；purifying；technics 

(编辑 李胜春) 
，  

http://www.cqvip.com

