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摘 　要 　介绍了国际上新出现的一种离子源 ———大气压基体辅助激光解析离子源 (atmospheric pressure ma2
t rix2assisted laser desorption/ ionization , AP2MALDI) 。该离子源是在真空 MALDI 的基础上研究发展起来

的 , 广泛应用于生物大分子及其相关领域的研究。该离子源较真空 MALDI电离更加柔和 , 产生的碎片离子

更少 , 又由于其工作在大气压下 , 可作为外接离子源方便地与各类质谱分析器联用 , 大大扩展了基体辅助激

光解析离子源的应用范围。文章详细介绍了 AP2MALDI 的基本原理、结构及技术进展。此外 , 还对该离子

源在生物高聚物分析方面的最新应用进行了介绍。
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引 　言

　　20 世纪 80 年代末 , 质谱技术得以迅速发展 , 相继发明

了两种“软电离”技术 , 即电喷雾电离 ( elect rospray ioniza2
tion , ESI[1 ] )和基体辅助激光解析电离 ( matrix2assisted laser

desorption/ ionization , MALDI[2 ] ) 。这两种方法都成功地使

生物大分子相互完整地分离 , 同时也被电离 , 它们的发明使

有机质谱的应用拓展到分析高极性、难挥发和热不稳定样品

的范围 , 奠定了对生物大分子进行进一步分析的基础。

MALDI相对于 ESI的优势在于样品制备简单、产生的多为

单电荷离子、碎片离子较少、谱图简洁易辨认等 , 所以被广

泛地应用于蛋白质、多肽、核酸和药物的测定等领域。

常规的 MALDI离子源位于分析器的高真空中 , 分析物

在高真空中发生离子化 , 由于高真空下进样相当复杂 , 于是

Loboda 尝试将 MALDI置入仪器的低压区 , 即在 1133 ×102

Pa 左右的气压下使样品电离。这种改进有效地减少了亚稳

碎片的出现 , 且大质量的分子离子亚稳碎片更少 [3 ] 。这一创

举启发了 Laiko , 而后 Laiko 成功地发明了大气压基体辅助

激光解析电离源 (atmospheric pressure matrix2assisted laser

desorption ionization , A P2MALDI[4 ] ) 。该离子源最大的特点

是离子化发生在大气压下 , 离子通过大气压接口引入到高真

空的质量分析器中。这样 AP2MALDI 作为一种相对独立的

模块化的离子源 , 可以灵活地与各种形式的质量分析器联

用。此外 , A P2MALDI较 MALDI 电离更柔和 , 产生的碎片

更少 , 且离子流连续、稳定 , 更适合于易碎分子离子的研究。

鉴于 A P2MALDI上述的特点 , 本文简要地介绍了 A P2MAL2
DI的原理、发展及其应用前景。

1 　A P2MAlDI 基本原理及结构

111 　基本原理

A P2MALDI工作原理与 MALDI 基本相同 , 如图 1 所

示 , 是将低熔点的小分子有机物作底物 (基质) , 与待分析的

化合物按体积摩尔比 (通常大于 1 000 ∶1)均匀混合 , 基质对

待分析物起着溶剂的作用 , 把分析物分子彼此分离开 , 从而

减少分子间较强的相互作用力 , 使形成待分析物簇群的可能

性减至最小。当激光 (通常是紫外光) 脉冲照射时 , 由于基质

浓度远高于待分析物浓度 , 激光能量大部分被基质吸收 , 并

转变成基质的电子激发能 , 瞬间使其由固态转变成气态 , 并

被电离成基质离子。在中性待分析物和基质离子、质子之间

的碰撞过程中 , 发生了待分析物分子的电离 , 从而产生了质

子化分子或阳离子化分子 [5 ] 。A P2MALDI 不同于 MALDI 之

处在于其电离发生在大气压下 , 由于带电离子通过与辅气分

子碰撞达到热平衡 , 形成较均匀的离子云 , 电离更柔和。因

此 , AP2MALDI相当于一个能提供稳定离子流的准连续离

子源。另外从样品的表象来看 , MALDI 的样品在电离以前

已经形成晶状 , 而 AP2MALDI工作在大气压下 , 则样品可以
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呈液态。

Fig11 　The principle of AP2MALDI

112 　基质

激光在 A P2MALDI中提供气化和离子化能量 , 而基体

担负着另一个关键的角色 , 它吸收激光的能量 , 并保护待分

析物分子 ,由于待分析物分子不直接接受激光的能量 , 因而

不产生分解 [6 ] 。较好的基体应具备下述条件 : (1) 强烈吸收

入射的激光 ; (2)较低的气化温度 (最好以升华的方式气化) ;

(3)与待测物可找到共同的溶剂 ; (4)在固相体系中能分离和

包围待分析物分子 , 同时不能有分子间的相互作用 [7 ] 。

自 MALDI发明之后 , 已有几百种基质被研究过 , 但适

合用来分析生物大分子的基质不多。实验中常用的基质有 :

2 ,52二羟基苯甲酸 (D HB) 、芥子酸 ( SPA) 、α2腈基242羟基肉

桂酸 (CHCA) 、3 ,52二甲氧242羟基肉桂酸 ( SA) 、32吲哚丙烯

酸 ( IAA)等 , 这些基质一样适合在 AP2MALDI中应用。

113 　装置

早期实验室自制 A P2MALDI 离子源比较简单 , 其结构

如图 2 所示 [8 ] 。离子源选用 N2 激光器或 Nd ∶YA G激光器 ,

波长 337 或 355 nm、一般工作频率为 10～20 Hz、产生脉宽

为 3～5 ns , 能量为 1 mJ 的激光脉冲。激光经一个石英透镜

( F = 50 mm)以及反射镜组成的光学系统聚焦到不锈钢样品

靶表面。在样品靶及大气压接口之间施加一高压 (约 3 kV) ,

由激光解析产生的离子在高压及辅助气体 (N2 ) 的作用下经

毛细管传输到质谱分析器中。

Fig12 　Schematic of the original lab built AP2MALDI

2 　A P2MAlDI 的技术进展

　　虽然 A P2MALDI 发明至今仅仅数年 , 但人们已在许多

方面对装置进行改进以提高其性能。其中包括 : 激光的波长

及频率选择、靶样式及入射方式改进、大气压接口的改进、

脉冲动态聚焦技术的应用等等。

211 　靶样式及激光入射方式

21111 　反射式

最初的 AP2MALDI 离子源是依据商品仪器 Finnigan

LCQ Classic ITMS 的接口来设计的 , 如图 2 所示。为了在不

影响仪器接口的情况下 , 可直接替换该仪器配备的 ESI 源 ,

样品靶被设计为一可更换的小不锈钢片 ( 115 mm ×215

mm) , 水平放置在距仪器标准真空接口 1～4 mm 处 , 在靶与

毛细管之间施加约 217 kV 的高压及辅气 (N2 ) , 激光脉冲在

样品上方直接聚焦反射到样品表面 , 产生的离子由毛细管接

口直接进入分析器。用此离子源对几种肽的混合物进行分

析 , 结果表明该离子源的灵敏度相当高 , 单级质谱 (MS)的检

测限为 2～50 fmol , 串级 MS/ MS 和 MS3 的检测限分别为

20～50 和 200～500 fmol。

　　2001 年 , Mass Tech 公司着手商品化 AP2MALDI[9 ] , 如

图 3 所示 , 重新设计了样品靶 , 新型离子源增大了靶面积 ,

含有约 100 个样品点 , 竖直放置 , 并由电脑控制可沿 x2y 方

向移动。由于新离子源中靶的位置与仪器原标准大气压接口

有一定的距离 , 所以另行增加了一延伸至电离室的不锈钢毛

细管 , 毛细管尖端距样品的距离很近 (通常为 1～2 mm) , 由

光纤引入的激光脉冲 , 经透镜聚焦后 , 反射至样品表面 , 产

生的离子在靶高压 (115～3 kV) 的作用下 , 通过延伸的毛细

管引入到分析器中。新型的样品靶不仅实现了多样品的高通

量分析 , 同时提高了分析的重现性。

Fig13 　Scheme of commercial AP2MALDI

produced by MassTech Corporation

21112 　传输式

Danell 等引进了一种 AP2MALDI 探针技术 [10 ] , 其结构

如图 4 所示。探针由石英毛细管制成 , 激光 (Nd ∶YA G激光

器 , 波长 : 355 nm) 通过光纤从后方照射在已被干燥的样品

上 , 被电离的样品由标准 ESI接口直接进入高真空的分析器

中。用这种方法来电离分析样品 , 其检测极限可以达到 pmol

级 , 虽然在谱图中也同时出现基质2分析物簇离子峰和多电

荷的分析物离子峰。不过在进一步的研究中发现 , 在石英毛

细管上添加了加热装置 , 在电离时 , 通过给离子源加热 (约

225 ℃) , 可以得到的离子大多为单电荷的分子离子 , 有效地

消除了簇离子 , 提高了分析重现性 , 并使检测极限降低了 3

个数量级。
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　　另一种传输式 AP2MALDI 是由 Callahan 等设计 [11 ] , 如

图 5 所示 , 样品靶中心的基底滑片由透明的材料制成 , 其导

电性对离子源的性能影响不大 , 滑片放置在两片有孔的金属

片中间 , 在金属片上施加高压 , 波长为 337 nm 的氮气激光

由滑片后面聚焦入射 , 穿过透明的滑片照射在样品上 , 使其

发生解析电离。传输式的信号强度比反射式低一个数量级 ,

但传输式结构很好地去除分析物2基质簇离子。

Fig14 　Transmission mode AP2MALDI ion source

introduced by Danell and Glish

Fig15 　Transmission mode AP2MALDI ion source

introduced by Callahan etc.

　　由于传输式结构中激光从样品背后入射 , 基质对激光有

强烈的吸收作用 , 到达样品上表面的激光能量明显减弱 , 为

使表面样品不抑制电离 , 必须保证到达样品上表面的激光能

量足够使表面样品首先发生电离。通过实验比较可得知 , 传

输式结构 (150～190μJ / pulse)比反射式结构 (25μJ / pulse) 需

要更多的激光能量。所以在这种结构下 , 对样品的制备也提

出了很高的要求 (常用电喷雾沉积法) , 干燥后的样品层既要

薄 (由基质性质决定 , 通常小于 100 nm) , 又要均匀 (受滑片

的亲疏水性影响) , 而常用的样品制备技术是很难达到这个

要求的 , 这是制约该传输式结构 A P2MALDI 发展和推广应

用的一个重要因素。

212 　激光的波长及频率

21211 　波长

最初的 MALDI源均采用紫外 ( UV) 波长段 (λ= 337 或

355 nm)的激光器 , 紫外激光以其实用性广 , 容易电离 , 得以

广泛应用 ; 但由于紫外激光能量较高 , 电离产生的离子往往

具有较高的内能 , 容易继续裂成碎片。这在分析生物大分子

样品时 , 可能达不到要求。于是 , 人们开始探索用低能量的

红外 ( IR)激光来取代紫外 (UV)激光。

常规 UV2MALDI 发明不久 , IR2MALDI[12 ] 相继问世。

IR2MALDI 在许多分析方面明显优于 UV2MALDI , 因为它

的电离更柔和 , 产生离子碎片更少。更重要的是 , 在紫外光

谱范围内新的、有效的基质很难找到。相反 , 在红外光谱范

围内许多分子混合物都能强烈吸收红外激光 , 这样就有许多

潜在的基质适合 IR2MALDI。另外 , 红外激光对样品的穿透

性能远远优于紫外激光 , 这样对一些特殊样品 , 如细菌孢子

的分析是非常有效的。

考虑到红外激光在真空 MALDI 上取得的成功。Laiko

首次将一个波长为 3 μm 的红外激光应用在 AP2MALDI

上 [13 ] , 并首次在 MALDI 源上采用液体基质 , 如水和甘油 ,

而在传统的真空 MALDI上是不允许有液体的 , 因为在高真

空中液体会很快耗尽。实验结果发现 , A P2IR2MALDI 显示

出对激光影响变化有较大的容忍度 , 产生的碎片及簇离子更

少。由于 IR2MALDI 有如此多的优点 , 所以目前商品 AP2
MALDI中同时配备了紫外和红外两种激光源 , 红外激光的

光谱可调范围为 115～4μm。

21212 　频率

随着 MALDI和 ESI对生物样品电离方法的出现 , 各种

类型的质量分析器也快速地发展和进步 , 其中 , TOF2MS 以

其高分辨率、高精度、高灵敏度及理论上无质量上限的优势

成为生物大分子分析的首选工具。而常用 A P2MALDI 的激

光器频率通常为 1～30 Hz , 当与 TOF2MS 相联使用时 , 限制

了 TOF2MS 的高利用率和高通量的优势。为了提高 AP2
MALDI的性能 , 2003 年 , Mclean[14 ] 等首次在 AP2MALDI2
TOFMS 上采用频率为 1 k Hz 的固态 Nd ∶YA G激光器 , 激

光能量为 21μJ / pulse , 并分析了几种标准肽。分别用 1 k Hz

和 30 Hz 的激光分析 5 pmol 的血管紧缩素 Ⅱ, 前者采集 1 s

所得的谱图相当于后者采集 20 s 的结果 , 且基质加合物离子

峰的相对强度较低。相同扫描时间 , 应用 1 k Hz 激光所得的

离子信号强度是 30 Hz 激光的 20 倍 , 最高可达 80 倍。总体

来看 , 采用 1 k Hz 的激光提高了灵敏度 , 质量精度以及谱图

质量 , 同时大大提高分析速度。

213 　大气压接口( API)的改进

由于离子源结构的改进 , 如图 3 所示 , 样品靶距大气压

接口较远 , 所以改进后的离子源在靶和原标准 ESI 的大气压

接口 (atmospheric pressure interface , A PI) 之间新设计了一

延伸至电离室的毛细管 , 使毛细管顶端到样品靶的距离为

2～3 mm , 以保证离子的传输率。又因为 AP2MALDI是更柔

和的电离源 , 所以不可避免地要产生基质2分析物簇离子。改

善这一不足之处 , 可以通过提高激光能量或优化大气压接口

的参数来实现。

2002 年 , Mass Tech 公司对新离子源大气压接口的参数

优化做了大量实验 , 其中包括 : 毛细管内管径大小、管长、

材料导电性及加热温度等等 [9 ] 。通过对血管紧缩素 Ⅰ的分析

中发现 , 离子信号强度的大小与毛细管的管径大小关系不是

很大 , 而与其长度成指数关系 [15 ] , 如图 6 所示 , 长度增加 ,

信号强度迅速降低。至于材料导电性 , 实验分别用不锈钢和

PEEK两种材料制成毛细管 , 其结果表明 , 两种情况下的离

子传输率并无差别。

　　温度是大气压接口的另一个重要参数 , 已有许多实验及

文献证实 , 加热毛细管有助于减少基质2分析物簇离子 , 所以
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在这延伸的毛细管上也添加有加热装置 , 然后在不同的温度

下对几种肽的混合物进行分析 , 通过实验发现 , 当温度加到

250 ℃时 , 簇离子明显减少 , 而太高的温度将导致碎片离子

产生。所以 , 保持优化后的温度对提高 AP2MALDI的灵敏度

和混合物分析中每个混合物产生单电荷离子峰是非常重要

的。并通过进一步的分析可知 , 优化后的毛细管温度受基质

选用的影响不大。

Fig16 　Dependence of the ion signal

upon the extended capillary length

　　此外 , 为提高大气压电离源的离子利用率 , 近几年在大

气压接口 (A PI)性能的其他方面也做了许多研究 , 例如 : 采

用射频四极杆 ( RF2only ion guide) 聚焦带电离子 , 抽除中性

离子 ; 采用新型的离子漏斗 , 提高进口孔 ( Inlet orifice) 和分

离锥 (Skimmer)之间的离子传输率 [16 , 17 ] 。通过这样改进的接

口性能可以把 A P2MALDI 的灵敏度提高到真空 MALDI 的

水平。

214 　脉冲动态聚焦技术的应用

A P2MALDI 中 , 由于离子在从大气压到分析器的真空

传输过程中造成损失 , 所以灵敏度不高。Tan[18 ] 等应用脉冲

动态聚焦 (pulsed dynamic focusing , PDF)技术使离子传输率

和仪器灵敏度提高了 1 个数量级。应用 PDF 技术 , 当每个激

光脉冲产生的离子运动到毛细管真空接口处时 , 使高压电场

瞬间置零 , 并维持一小段时间 , 以便让辅气气流可以更有效

的携带离子通过毛细管进入分析器。实验表明 , 在 PDF 模式

下 , 通过优化靶高压引出场置零的延迟时间、提高靶高压伏

值及增大激光聚焦斑点的面积 , 可以提高灵敏度 10 倍左右。

此外 , 将仪器灵敏度对激光斑点背离中轴的容忍度提高至

112 mm , 使离子源对激光聚焦点位置不再那么敏感 , 这不仅

提高了其稳定性 , 而且也提高了分析重现性。

215 　仪器联用进展

鉴于这种 AP2MALDI 的灵敏度还不够高 , 目前这种离

子源主要考虑与具有高离子利用率的质谱 ( TOFMS , ITMS ,

FTMS 等)联用。TOFMS 具有无质量上限的优点 , ITMS ,

FTMS 具有多级质谱能力 , 是分析生物样品的重要工具。

A P2MALDI和垂直引入式飞行时间质谱 oa2TOFMS[19 ] 相联

的优势主要体现在 : (1)均为脉冲式 , 能很好地互补 , 灵敏度

高 ; (2) TOFMS 无质量上限 , 较适合分析生物大分子 ; (3)与

真空 MALDI相比 , 在大质量范围里有相同的分辨率。但是

TOFMS 有一个主要的的劣势 , 即在多级质谱结构分析方面。

每增加一级质谱 , 都得串上 1 个 TOF 分析器 , 这将使仪器体

积不断增大 , 在应用上是不现实的。ITMS 最大的优势就是

能方便地进行多级质谱分析。目前 A P2MALDI 多与 Thermo

Finnigan 公司的 ITMS 相联。

虽然 , A P2MALDI自发明到现在只有短短的 6 年时间 ,

但其发展较为迅速 , 现实意义重大。目前 Mass Tech 公司生

产的商品化 A P2MALDI离子源已成功地与多种商品化质谱

仪联用 (见表 1) 。

Table 1 　The coupled instruments of commercial AP2MALDI

联用仪器公司 仪器类型

Agilent Technolo2
gies

Agilent 1 100 L C/ MSD Trap ( SL , VL
and XCT) Agilent 1 100 LC/ MSD TOF

Applied Biosys2
tems/ MDS SCIEX

4 000 Q TRAP 3 LC/ MS/ MS System

Bruker
Bruker Esquire ( 2 000 , 3 000 plus , Es2
quire2L C and HCT ) Bruker Bio TOF
(Bio TOF2Q) and APEX F TMS

IonSpec IonSpec F TMS

J EOL J EOL Accu TOF

Thermo Finnigan
L TQ Linear Ion Trap , and L TQ F TL CQ
Deca XP , XP Plus and AdvantageL CQ
Classic , Duo and Deca

Waters/ Micromass
Waters/ Micromass Q2Tof2 , Q2Tof Ulti2
ma and Q2Tof Micro

3 　A P2MALDI 的优缺点

　　A P2MALDI除了具有与传统真空 MALDI离子源一样的

制样简单、高通量、复杂混合物的谱图简单易辨认等特点

外 , 还有以下几个优势。

(1)样品处理均在大气压下完成 , 避免把样品载入质谱

真空系统的麻烦 ;

(2)是一种更柔和的离子源 , 只需较低的能量就能产生

离子 , 并能减少亚稳离子碎片的出现 ;

(3)可作为相对独立的离子源灵活地与各种形式质谱分

析器直接相联 ;

(4)离子源对质谱仪器的质量精度和分辨率没有实质性

的影响 ;

(5)在大气压下 , 电离时形成均匀的离子云 , 使电离更

加连续稳定。

A P2MALDI较 MALDI的不足之处主要表现在。

(1)位于大气压下 , 对源区气体流速、电压、温度变化较

灵敏 , 较难把各参数调整到并保持在最优化条件下 ;

(2)大气压接口 (A PI) 处的离子损失对灵敏度有较大影

响 , 需要通过更多且更加充分地消耗样品来部分改善 ;

(3)为了去簇离子 , 提高谱图质量 , 需要加热 A P2MAL2
DI离子源 , 这可能会使目标板上的部分样品发生热降解 ;

(4)会出现基质和分析物的簇离子 , 虽然可以通过提高

3191第 10 期 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光谱学与光谱分析

© 1994-2007 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



激光能量或调整大气压接口参数来改善。

目前 , A P2MALDI 的检测灵敏度主要依赖于接口部件

的精密设计及电、气参数的控制 , 例如样品靶几何形状及相

对于进口孔的位置、靶端电压、靶表面激光束的能量密度、

延伸毛细管长度、孔径等。选择合适的源参数、实验条件以

及应用具有更高离子利用率的质量分析器可以进一步提高灵

敏度。

4 　A P2MAlDI 的应用

　　MALDI通过与各种形式的质量分析器联用已经广泛应

用于生物大分子及其相关领域的研究 , 取得许多研究成果。

例如 , MALDI与 TOFMS 结合可以扩展质量分析范围及提

高分辨率 , 是分析生物高聚物有力工具。新出现的 A P2
MALDI具有样品处理简单、电离更柔和以及可作为外离子

源等优点 , 将成为 MALDI 家族中最具发展前景的一员。目

前 , 这一技术已成功地用于许多典型的生物高聚物的分析 ,

如蛋白质、多肽、寡核苷酸、寡糖以及许多人工合成高聚

物 [9 , 20224 ]。

411 　细菌

细菌的检测和鉴定在环境监测、食品加工、工业应用、

军事及医学中都很重要 , 其重点主要在于细菌的分类鉴定

上。在对细菌进行检测和鉴定时 , 根据细菌的组成成分 , 测

定其全细胞指纹谱 , 通过分析找出种间和株间特异保守峰作

为生物标记分子 (Biomarker) , 然后与细菌图谱库中的图谱

比较 , 以此来对细菌进行鉴定。质谱软电离技术的出现大大

提高了细菌鉴定的速度 , 目前 , ESI 和 MALDI 技术已可以

在其全细胞水平展开。与各种分析器联用 , 能给出微生物多

方面的信息 , 包括分子量和结构信息等 , 用于微生物的各种

研究中。

A P2MALDI作为一种新型离子源在细菌检测方面的应

用受到越来越多的关注。并展现出其在孢杆菌全细胞谱检测

上的能力。Madonna [25 ] 等利用 A P2MALDI2ITMS 对杆状菌

类的环状脂肽生物标志分子进行检测 , 检测物为被冷却干燥

后的孢子和 Globigii 杆状菌 (B G) 的培养菌 , 约 5 mg 的 B G

细胞在紫外脉冲激光的照射下 , 测得环状脂肽生物标志分

子。此外 , 利用串级质谱对环状脂肽生物标志分子的母离子

进行分析 , 得到其确定的氨基酸序列信息。

此后 , Pribil [26 ]等又分别利用 A P2MALDI2MS 对孢杆菌

的全细胞蛋白成分及多肽成分进行分析 , 从成分标志分子及

氨基酸序列上成功鉴定了几种不同的孢杆菌。

412 　蛋白质组学 (蛋白质和多肽)

蛋白质组学 ( Proteomics)是以细胞内全部蛋白质的存在

及其活动方式为研究对象。其研究包括蛋白质的结构和功能

两个方面。蛋白质组学是连接基因、蛋白质和疾病的纽带 ,

对蛋白质表达的变化或差异的分析将具有重要的生物学意义

和医学价值。为适应大规模蛋白质组分析 , 质谱已逐渐成为

蛋白质鉴定的最有效手段 , 其对蛋白质点的鉴定主要是通过

多肽、蛋白质的质量测定、肽指纹谱测定以及氨基酸序列测

定等方法来完成。其中以肽指纹的 MALDI2TOF2MS 测定与

串级质谱所进行的序列测定为目前采用最多的两种方法。

A P2MALDI 自发明以来 , 在蛋白质及多肽的鉴定方面

也进行了大量的研究。Laiko [27 ] 等首次采用实验室自制的

AP2MALDI对几种肽 (1～214 kDa)的混合物进行分析。该离

子源与一台垂直加速飞行时间质谱仪相联 , 肽检测限为 60～

100 fmol。随后又与离子阱质谱仪相联分析了四种肽 (018～

117 kDa)混合物 ,得到单级质谱肽检测限为 2～50 fmol , 二级

质谱为 20～50 fmol , 三级质谱为 200～500 fmol。

Schneider [28 ] 等分别用真空 MALDI 和 AP2MALDI 与

QqL IT 相联 , 对比分析了四种肽混合物以及蛋白消化物。实

验结果显示这两种方法所得的谱图在质量和数量上惊人的相

似。在信噪比相当的情况下 , 真空 MALDI 的离子信号强度

比 A P2MALDI 高 2 倍 ; 在蛋白消化物碎片分析时 , AP2
MALDI 和真空 MALDI 得到了相似的结构碎片谱图。因为

AP2MALDI的性能受气流、电压、温度等参数的影响 , 所以

在适当的优化条件下 , 其灵敏度是可以接近真空 MALDI

的。

413 　寡核苷酸和核酸

生物质谱技术在核酸化学中的应用主要是对寡核苷酸和

只含有几十个碱基的核酸片段进行分子量及序列测定。

MALDI质谱技术具有分析速度快 , 高通量的优点 , 是寡核

苷酸及其类似物的结构和序列分析较好的方法。其中在单核

苷酸多态性片段 (SN P)的测定应用上最为广泛 , 通过其准确

的分子量测定 , 确定 SN P 与突变前多态性片段分子量的差

异。

A P2MALDI 出现后 , 在核酸的应用上显示出良好的前

景 , Doroshenko [9 ] 等在 AP2MALDI2LCQ 上分析了八种肽核

酸 ( PNA)的混合物 , 每种肽核酸的样品量为 25 fmol。

Kellersberger [29 ]等用 A P2MALDI2FTMS 分析了正常和

化学修饰的 DNA 和 RNA。在分析 72碱基寡脱氧核糖核酸

时 , 检测限为 585 fmol 时的信噪比可达 34 ∶1 , 低于 10 fmol

的谱图则明显变差。在分析 102碱基寡核糖核酸时 , m/ z 为

2 9981328处的半峰宽分辨率为 90 000 , 质量精确度可达 8

μg ·mL - 1 。实验结果显示应用该离子源很容易在共价修饰

碱基上形成气相碎片 , 非常适用于由化学探测和核酸酶消解

复杂 RNA 所产生的样品混合物的结构分析。

414 　寡糖

糖类在涉及免疫系统的细胞交互作用中起着重要作用。

通常糖类非共价联合体的交互作用是用核磁共振来分析的 ,

但采用该技术得到的分析结果往往较复杂 , 谱图解释费时、

费力。过去几年也曾有人尝试用 MALDI 来研究糖类的弱非

共价交互作用 , 但由于大部分 MALDI 采用的酸性基质会使

盐桥破碎 , 使得这一技术不能很好地用于研究弱非共价交互

作用。随着 A P2MALDI 的出现 , 这一局限得以改善。AP2
MALDI是一种更柔和的电离源 , 能产生低内能的离子 , 同

时伴生的亚稳离子较少。这些低内能的离子以及糖类联合体

会尽可能少的受到分裂 , 这使得这一技术能很好地应用于弱

非共价交互作用的研究。

Seggern[30 ]等用波长为 2194μm 的红外 AP2MALDI2IT2
MS研究了非共价糖2糖联合体。实验中采用的基质为液态甘
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油 , 可提供接近于生理环境的条件 , 确保非共价联合体的形

成。同时由于红外 A P2MALDI是一种极弱的离子源 , 这使得

联合体在离子化过程中也能幸存下来。实验结果显示 : 不同

强度、不同亲和力的糖2糖非共价联合体具有不同的碎片模

式 ; 非共价联合体的形成和及其碎片是由于糖的特性决定

的 , 因为不同的糖有不同的亲和力和碎片模式。因此 , 应用

这一技术可以确定不同联合体之间及它们内部键能的相对大

小。这样就可以通过研究联合体的交互作用来研究它们在细

胞交互作用中的作用。

Zhang[31 ]等将 A P2MALDI 与具有高分辨率、高精度的

FT2ICR2MS 联用 , 用 337 nm 的紫外激光照射 , 对多种从糖

蛋白中提取出来的不稳定寡糖进行分析 , 并将结果与真空

MALDI直接进行比较 , 结果表明 , 在正或负离子检测模式

下 , A P2MALDI较真空 MALDI产生更低能量的离子 , 且几

乎无碎片离子及簇离子产生 , 谱图清晰易辨。并用标准的麦

芽糖来检测仪器的灵敏度 , 当消耗样品 20 fmol , 信噪比 S/

N > 10 , 外标法质量精度为 2μg ·mL - 1 。

415 　药学

近年来质谱在药物代谢方面的研究进展迅速。其主要研

究药物在体内过程中发生的变化 , 阐明药物作用的部位、强

弱、时效及毒副作用 , 从而为药物设计、合理用药提供实验

和理论基础。质谱的高灵敏度和高分辨率以及快速检测为代

谢物鉴定提供了保证。

通常 , MALDI2MS 被广泛应用于大分子的定性 , 如蛋白

质、寡糖等。由于技术原因 , 其很少应用于定量分析 , 特别

是小分子 ( m/ z 小于 500 , 比如药物) 分析 , 因为基质离子会

强烈干扰分析物 , 不过这可以通过选择合适的基体来消除。

崔蒙等 [32 ]首次应用 AP2MALDI2ITMS 直接分析了从尿

样中固相萃取出来的麦角酸酰二乙胺 (L SD , 迷幻药的一

种) , 通过其碎片离子谱图来鉴定 L SD。此外 , 还采用同位素

标记的 L SD2d3 作内标 , 应用选择反应监测方法实现了 L SD

的定量分析。该方法标准曲线的线形范围为 1～100 ng ·

mL - 1 , 决定系数 R2 = 01991 7 , 并通过计算得到检测限为

017 ng ·mL - 1 。上述结果与 HPLC/ ESI2MS 得到的基本一

致 , 但相对于 HPLC/ ESI2MS 该方法则避免了费时的样品衍

生化和色谱分离。

5 　结 　语

　　生物大分子研究的需要一直是质谱新技术和新仪器发展

的动力之一 , 质谱新技术的发展使得十年前十分复杂的生物

样品分析能在几分钟得以完成。A P2MALDI的发明使 MAL2
DI源跳出真空的局限 , 可以灵活地与其他分离分析技术相

联 , 又因为它是一种更加柔和的离子源 , 使得它在一些特定

分析 (诸如 , 易碎生物分子、弱非共价交互作用等) 中显示出

独一无二的优势 , 极大地扩展了其应用领域。过去几年许多

不同配置的 A P2MALDI 相继涌现 , Masstech 公司商品化的

AP2MALDI通过与各种形式的质谱方便地联用 , 被各分析

仪器公司广泛选用 , 以 2004 年为例 , 17 %的 MALDI2TOF

相关产品使用了该公司的 A P2MALDI[33 ] 。我国质谱仪器技

术的发展总体上与先进国家有一定差距 , 但是在激光诱导等

离子体及质谱接口技术方面做了许多工作 [34 ] , 这为 AP2
MALDI在中国开展研究打下一定的基础。Laiko 博士十分关

心 A P2MALDI在中国的推广 , 在他的帮助下 , 我室已成功研

制出国内第一台 AP2MALDI , 并在自制高分辨垂直引入式飞

行时间质谱仪上获得首张多肽谱图。在接下来的时间里 , 我

们将通过优化离子源各参数、改进飞行时间质谱仪的真空接

口 , 来提高其性能特别是提高 AP2MALDI的灵敏度。
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Abstract 　A kind of new ionization source , atmospheric pressure matrix2assisted laser desorption/ ionization (A P2MALDI) , is

int roduced in the present paper. This ionization source was studied and developed on the basis of vacuum MALDI. It has been

applied widely in the field of biomacromolecule. This ionization source has softer analyte ionization and produces fewer f ragmen2
tations compared with conventional vacuum MALDI. It works at atmospheric pressure , therefore eases to be coupled to mass

spect rometers , acting as an external ion source , and greatly extends the application fields of MALDI. The principle , configura2
tion and technical development of A P2MALDI are described detailedly. Moreover , the current applications and prospect of the

device in analyzing biopolymers are summarized.

Keywords 　Atmospheric pressure matrix2assisted laser desorption/ ionization ( A P2MALDI) ; Time2of2flight mass spect rometer

( TOFMS) ; Ion t rap mass spect rometer ( ITMS) ; Biopolymer
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