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前言

MALDI-TOF，即使用基质辅助激光解吸电离技术将待测物质离子化并通过飞行时间质谱检测的
技术。在 MALDI-TOF 出现之前，质谱对生物大分子分子量和结构的解析比较困难。上世纪 80 年代，
日本岛津公司的资深工程师田中耕一，以及德国科学家 Hillenkamp 和 Karas 开发了适合于生物大
分子检测的基质，使 MALDI-TOF 质谱法成功检测到生物大分子的分子量。田中耕一因此与电喷雾电
离法的发明人 John Fenn 共同获得了 2002 年的诺贝尔化学奖，奖励他们“开发了用于生物大分子
质谱分析的软解吸电离方法”。

严格来说，当今被广泛采用的 MALDI-TOF 质谱技术实际上是两个核心技术的结合，即基质辅助
激光解吸电离与飞行时间离子分离技术。基质辅助激光解吸电离除与飞行时间质量分析器结合外，
同样可以与其他离子分离技术，如四级杆、离子阱等相连接。但脉冲式的激光解吸电离方式无疑与
在飞行时间质谱中采用的脉冲离子提取技术在耦合上有很多优势，从而促成了 MALDI-TOF 这一质谱
技术的出现。

1987 年，岛津公司的田中耕一和同事使用了将甘油中的 30nm 钴金属粉末与 337nm 氮气激光
器相结合的“超细金属加液体基质法”用于电离生物大分子。使用这种方法，田中耕一完成了羧肽酶 -A
蛋白（分子量 34kDa）的电离，证明了选择合适的激光波长和基质可以使蛋白质电离。

MALDI-TOF 在分子量测定、蛋白质鉴定、聚合物分析、核酸分析、微生物快速鉴定等各个研究
领域均有良好的应用。特别是近年来比较热门的微生物鉴定和核酸分析。基于 MALDI-TOF 的微生物
鉴定系统与传统生化或免疫学方法相比，通量更高，时间上更快捷，成本上更低，越来越受广大科
研工作者青睐。基于核酸分子量测定的单核苷酸多态性 SNP 分析，可以进行疾病遗传及基因分析等
方面的研究，如耳聋基因的筛查、RNA 病毒检测。

MALDI-8020 作为全世界最小的台式 MALDI-TOF MS，采用 355nm 固体激光器，激光频率最
快能达到 200Hz，分子量测量范围 1-500kDa。同时采用了无油的隔膜真空泵，噪音低至 55 分贝以
下。优化缩小了进样室和样品分析室的体积，退靶仅需 15-20 秒，进靶后抽真空时间 90 秒，比传统
MALDI-TOF 快了不少。基于固体激光器，可以使用紫外激光自动清洗离子源，避免了泄真空、手动
清洗等一系列操作，设定好程序后 8 分钟即可自动清洗完毕。

本册应用文集收录了 19 篇代表性的 MALDI-8020 应用数据，供相关用户参考。

岛津企业管理（中国）有限公司
分析中心
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第一章  MALDI-8020 简介
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 

spectrometry, MALDI-TOF MS) 因 2002 年日本岛津公司的田中耕一“开发了用于生物大分子质谱分析的软解
吸电离方法”获得诺贝尔化学奖而走进公众视野。然而，由于缺乏切入更广阔市场的应用点，这之后 MALDI-
TOF MS 又逐渐沉寂下来。2012 年开始，采用 MALDI-TOF MS 进行临床微生物鉴定在商业上大获成功，市场
一再扩大。特别是近年来在基因分型分析、生物标志物鉴定、病原体鉴定、质谱成像等应用领域的发展，越来
越被临床检测领域所青睐。

基质辅助激光解吸电离 ( 也就是通常所说的 MALDI) 于 1987 年首次由 Hillenkamp 及 Karas 提出，距今
已经 30 余年。从那时起，通过应用这一“软电离”技术与飞行时间质谱的结合，成功地实现了生物大分子的
快速和高度可靠检测，同时也为生命科学领域提供了全新的分析方法。相比其它质谱技术，MALDI-TOF 操作
简便，不需要接受分析化学培训就可以使用。2002 年，岛津制作所的田中耕一先生与电喷雾电离法的发明人
John Fenn 博士共同获得了诺贝尔化学奖，奖励他们“开发了用于生物大分子质谱分析的软解吸电离方法”。

MALDI 的原理是用激光照射样品与基质形成的共结晶薄膜，基质从激光中吸收能量传递给生物分子，而
电离过程中将质子转移到生物分子或从生物分子得到质子，而使生物分子电离的过程。因此它是一种软电离技
术，适用于混合物及生物大分子的测定。TOF 的原理是根据不同质荷比（m/z）的离子在飞行管中的飞行速度
不同，从而导致飞行时间的不同而被检测。MALDI-TOF MS 具有灵敏度高、准确度高及分辨率高等特点，为生
命科学等领域提供了一种强有力的分析测试手段，并扮演着越来越重要的作用。

近几年，国内 MALDI-TOF MS 仪器的研发与生产快速起步，涌现了一批科研人员和企业，大大推动了
MALDI-TOF MS 国产化的进程。2020 年新冠疫情中，各地医院及疾控中心也采购了不少 MALDI-TOF 仪器，用
于病原体的快速鉴定和细菌分型等。

第一节  初识 MALDI-TOF

生物梅里埃
VITEK-MS

布鲁克
Microflex

岛津
Performance

安图生物
Autof ms1000

市场上主要 MALDI-TOF 产品
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岛津公司目前拥有 AXIMA 系列 Assurance、Confidence、Performance，以及 MALDI-7090、
MALDI-8020 等多款 MALDI-TOF 仪器。

MALDI-8020 是岛津公司类型丰富的 MALDI-TOF 产品中的最新一员。这款台式、线性 MALDI-TOF 质谱仪
兼具卓越的性能与小巧的体积（450×745×1055mm，86kg），是当今对仪器要求日益严苛的实验室的理想选择。

MALDI-8020 具有以下特点 :

1.	 固态激光器
355nm 固态激光器，1-200Hz 可调，使用寿命轰击次数 2*109 次以上。
2.	 用于快速进样的加载锁定室
�样品靶板加载锁定室体积最小化，适合放入一片 48 孔的靶板。退靶时间 15-20 秒。放入靶板后，90 秒抽
真空完成。减少了实验等待时间。
3.	 宽口径离子光学系统
�以宽口径的离子光学系统来优化聚焦离子束，最小化离子源被实验物污染的风险，降低离子源清洁和维护
的需求。
4.	 离子源自动清洗功能 TrueClean ™
�基于紫外激光器的源清洁功能（专利技术），设定好自动程序后，8 分钟即可完成自动清洗。避免了泄真空、
手动清洗等一系列操作。

第二节  关于 MALDI-8020

岛津 MALDI-TOF 机种

AXIMA-Assurance

AXIMA-Confidence

AXIMA-Performance

MALDI-7090

MALDI-8020
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5.	 无油隔膜泵
样品加载室使用无油隔膜泵，避免传统油泵的噪音。噪音低至 55 分贝以下，绿色环保。
6.	 条形码自动读取
�整合于 MALDI-8020 内的条形码阅读器（专利技术）在进样时自动扫描一次性靶板上的条形码。当条形码
读取成功时，仪器前面板上的 LED 灯将会提示。

条形码自动读取功能

7.	 符合 21 CFR part 11 法规
�系统在 MALDI Solutions ™软件控制下进行操作，该软件的特点是其集中式、安全性高的 Microsoft® SQL
数据库，可用于存储从样品序列表、采集参数设置到采集的 MALDI 数据等一切数据。该软件与完整的审
计追踪功能一起使用，可成为实现 21 CFR part 11 法规合规的有力工具。

离子源自动清洗功能

选定区域清洗前 选定区域清洗后
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第三节 MALDI-TOF 的应用领域及应用前景

MALDI-TOF 应用领域广泛，主要集中在蛋白质、多肽、糖及糖蛋白分子量测定，蛋白质鉴定，微生物鉴定，
聚合物分析，核酸分子量测定或单核苷酸多态性 SNP 分型等。

在 MALDI-TOF 质谱仪刚出现的时候，它主要用于蛋白质等生物大分子的分子量测定及蛋白质鉴定。蛋白
鉴定的常用方法是通过凝胶电泳分离蛋白，将蛋白酶解成多肽，再用 MALDI-TOF 采集质谱数据，然后比对质
谱图中的多肽峰与从蛋白数据库所生成的多肽峰匹配程度，给出蛋白名称和氨基酸序列匹配度，从而实现蛋白
鉴定。这种方法通常被称为肽质量指纹谱分析 (Peptide Mass Fingerprinting，PMF)。蛋白鉴定的另一种方法
是二级质谱 MSMS 法，通过 MALDI TOF-TOF 将酶切后产生的多肽在串联质谱内 CID 碰撞生成离子碎片，然后
通过蛋白多肽串联质谱数据库搜索匹配多肽信息来确定蛋白。

MALDI-TOF 肽质量指纹谱图技术
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相比蛋白和多肽分析，MALDI-TOF 分析核酸样品开展得稍微滞后，1993 年 Becker 研究小组报道了 3- 羟
基吡啶甲酸 (3-HPA) 可作为良好的基质之后才有所突破。目前应用比较多的是基因位点的单核苷酸多态性鉴
定 (SNP)。方法如下：多重 PCR 扩增目的基因后，利用单碱基延伸 (Single-base Primer Extension) 技术与
MALDI-TOF 相结合的单核苷酸多态性 (SNP) 鉴定的质谱方法。SNP 检测的主要优势在于可以在一个样品反应
体系中同时检测多达几十个 SNP 位点。多重 PCR 结合 MALDI-TOF SNP 分型技术，可以应用于病毒的检测，
国内最早开展类似研究是华大基因 2009 年进行的人类乳头瘤病毒的检测。岛津公司正在与合作方毅新博创公
司进行 MALDI-TOF 快速检测 12 种 RNA 病毒的合作研究。

MALDI-TOF 自 30 多年前出现至今已经成为分析各种非挥发性分子，包括蛋白质，肽，寡核苷酸，脂质，
聚糖和其他生物分子的成熟技术。微生物实验室细菌鉴定的传统方法包括形态学、生化反应、免疫学等，检测
周期长，部分疑难菌种不易鉴定，不能满足临床诊断的时效要求，特别是应对菌血症、败血症等重症感染的情
况。2001 年美国 University of Maryland 的 Ryzhov 和 Fenselau 通过质谱分析微生物细胞内丰富的核糖体蛋
白质分子指纹图谱，提出了利用 MALDI-TOF 鉴定病原微生物的可能性。基于 MALDI-TOF 的微生物鉴定方法，
比传统的各种表型和生物化学测试方法更精确，速度更快，成本更低，通量更高。而且在微需氧菌、厌氧菌、
真菌、结核分枝杆菌及病毒等难鉴定、难培养病原体的鉴定方面弥补了生化鉴定方法的不足，被临床实验室逐
渐所采纳。

预计 MALDI-TOF 微生物鉴定和核酸检测两个方向将成为热点，并将在科研和临床中得到越来越广泛的应
用。已有不少进口厂商和国产厂商取得 NMPA（CFDA）的医疗器械认证，临床质谱的竞争非常激烈。
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第二章  MALDI-8020 应用数据集
作为软电离模式的质谱仪，MALDI-TOF 应用领域广泛，从蛋白质、聚合物、核酸分子量测定，到蛋白质鉴定、

微生物鉴定等。本章将一一展示相应的应用方案。
MALDI-TOF 的优点：1. 对样品的消耗很少；2. 随着质量分析器的不断改进、新基质的不断发现和应用，

使得 MALDI-TOF 的分辨率不断提高；3.MALDI-TOF 质谱峰主要带单电荷，一级质谱碎片峰少，谱图易解析，
非常有利于对混合物的分析；4. 能容忍少量盐、缓冲剂和其他难挥发成分，降低了样品前处理的要求；5. 主流
MALDI-TOF 测量范围 1-500kDa，对生物大分子的测量有优势；6. 分析速度快，几秒到几十秒即可完成样品质
谱图采集，适合高通量快速检测；7. 日常分析只需基质和简单有机溶剂，使用成本低。

常见蛋白质分子量测定的方法有粘度法、凝胶过滤层析法、凝胶渗透色谱法、SDS-PAGE 凝胶电泳、二维
电泳、渗透压法、超速离心法等，质谱方法包括电喷雾离子化质谱技术 ESI 和基质辅助激光解吸电离质谱技术
MALDI-TOF。MALDI-TOF 检测蛋白分子量比其他方法更快捷方便，通常几秒到几十秒即可给出质谱图。

第一节  蛋白分子量测定中的应用
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台式 MALDI-TOF MS 应用于完整蛋白质分析

众所周知，在生命科学领域进行蛋白质分析时广泛使用 MALDI-TOF MS。在这个领域有较长历史的分析方
法，SDS 电泳和尺寸排阻色谱法都存在费时，分子量检测精度低等缺点。MALDI-TOF MS 可提供更准确的分子
量信息，已成为分析蛋白质一级结构的强大工具。另外，近年来人们经常需要在飞摩尔和亚飞摩尔级别上对蛋
白质进行分析，因此对 MALDI-TOF MS 的灵敏度检测寄予较高的期望。

MALDI-TOF MS 能检测的质量范围原理上是无限广的，并且实际应用中也是从低分子量到抗体等高分子量
都能覆盖。单克隆抗体（参见图 1）应用于诊断和治疗，在其开发和质量控制过程中采用快速可靠的分析方法
是非常重要的。

台式 MALDI-TOF MS（MALDI-8020）拥有卓越的性能 , 使用这台仪器能够高通量，高灵敏地检测出蛋白质。

图 1  抗体的结构

	 样品制备和检测条件
牛血清白蛋白（BSA）和免疫球蛋白 A（lgA）是从 Sigma-Aldrich 购买的，分别以 500 fmol/µL 和 20 

pmol/µL 的浓度溶解。得到的样品溶液与 MALDI 基质（Sinapic acid、20 mg/mL，1:1 乙腈 /0.1% 三氟乙酸
水溶液）混合后进行了分析。

数据是以本仪器最大激光速度（200 Hz）和线性模式（正离子）下采集的。设定 50 shots/profile，累积
计算 200 profiles，取其平均值作为一个质谱图。

	 分析结果
图 2 为 BSA 完整蛋白的质谱图，充分显示了 MALDI-8020 的灵敏度。图中可观察到一价（约 66 kDa），二价（约

33 kDa），三价（约 22 kDa）的离子，S/N 比良好，其分辨率与普通的 MALDI-TOF 的线性模式相比毫不逊色。
图 3 显示 lgA 完整蛋白的质谱图，从中可观察到预计约 160 kDa 的一价离子与二价离子（约 80 kDa）。另外，

在 54 kDa 左右检测到的信号与重链分子量是一致的（预计约 55 kDa）。



第二章 ᅵ MALDI-8020 应用数据集

8

图 2  BSA 完整蛋白的质谱图（500 fmol/µL，250 fmol on-target）

图 3  lgA 完整蛋白的质谱图（20 pmol/µL，10 pmol on-target）HC=heavy chain

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B074 应用报告。
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
糖蛋白质分子量测定

MALDI-TOF 质谱分析法具有高通量和高灵敏度，与 LCMS 法一样在众多领域中得到广泛应用。特别是近
年来越来越多地应用于合成化合物和高分子量化合物的分子量检测和结构分析。这是由于此类质谱仪具有容易
生成一价离子便于确认分子量、可检测的质量范围广、样品干燥后进行检测故而可选择的溶剂种类多等优点。

此外，由于近几年社会形势的变化，无论是政府、大学还是民营企业，都强烈希望此类设备在引进和运行
方面都降低成本。台式 MALDI-TOF 质谱仪 MALDI-8020 正是一款可充分满足这一市场需求的新产品。值得关
注的一点是，本产品有一个较短的飞行管，虽然比传统机型尺寸小，但仍保留同等以上的性能。

用 MALDI-TOF 质量仪测定翻译后修饰蛋白质的分子量，属于生物化学和分子生物学等领域最基本的应用
之一。特别是糖蛋白分子量，由于糖链结构不同而产生的不均一性，导致糖蛋白分子量为多分子量群分布。

本文介绍了应用台式 MALDI-TOF 质谱仪 MALDI-8020，检测糖蛋白分子量的实例。

	 台式 MADLI-TOF MS MALDI-8020
MALDI-8020（图 1）虽然是一款拥有目前世界最小尺寸和安装面积的线性 MALDI-TOF MS，但其线性检

测模式（正离子）的性能与传统机型该模式的性能是相同的。通过采用 200 Hz 固态激光器以及在保持检测部
位真空度的情况下更换样品靶板（加载锁定室），可进行快速检测。

图 1 台式 MALDI-8020

	 糖蛋白质的分子量测定
Ribonuclease B 的氨基酸序列如图 2 所示。已知这种蛋白质通过高甘露糖型的 N 型糖链修饰后，可以

在主要成分中检测出比原蛋白质分子量高约 1217 的修饰体。将 5 pmol 的牛来源 Ribonuclease B 与 Ferulic 
acid（10 mg/mL、50% 乙腈 /0.1% 甲酸水溶液）混合，通过 MALDI-8020 线性模式测定的结果如图 3 所示。
在 m/z 14890 处检测到 Ribonuclease B 的单电荷质子，这与理论值（14899.3）一致。此外，糖链不均一性
分布也通过 hexose 的质量差异（理论值 162）检测到。

综上所诉，MALDI-8020 线性模式的分辨率、质量精度等不逊色于传统 MALDI-TOF MS 的相同模式。
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图 2 Ribonuclease B 的氨基酸序列和糖链修饰

图 3 Ribonuclease B 的质谱图

	 总结
台式 MALDI-TOF MS MALDI-8020 与大型 MALDI-TOF MS 一样，能检测糖蛋白质的分子量和不均一的糖

链修饰分布。
近年来，MALDI-TOF MS 的发展越来越高端化，同时体积变大，结构更复杂。因此对于大多数需要线性模

式分析的常规应用，这些仪器通常被过度指定。而且产品尺寸和初始 / 运行成本也构成了引进这些仪器的一个
很大的障碍。

MALDI-8020 是世界上最小的线性 MALDI-TOF MS，可满足线性模式下蛋白质分析的需求，并有望在这个
领域中广泛应用。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B071 应用报告。
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应用台式 MALDI-TOF MS 分析癌细胞细胞外囊泡

癌细胞通过细胞外囊泡与全身细胞相互作用。细胞外囊泡在体内循环并传递引起恶性表型的分子信息。
通过同时培养大肠癌转移淋巴节细胞和 5- 氟尿嘧啶，我们建立了对化疗耐药性增强的细胞。将通过超离

心分离从该细胞的培养上清液中回收的细胞外囊泡用作体液中循环的源于癌细胞的生物标志的模型。
本文介绍了使用 MALDI-TOF MS 分析癌细胞化学疗法抗性增强所引起的细胞外囊泡蛋白质差异化表达水

平的事例。

	 样品的预处理
对源于原发性大肠癌的细胞外囊泡和细胞提取物、5、25、125 μM 的 5-fluorouracil（FU）具有抗性的淋

巴结转移亚克隆由维也纳医科大学的 Dr. Gerald Stübiger 提供。
使用台式 MALDI-TOF 质谱分析仪 MALDI-8020 获得细胞外囊泡的质谱。基质采用 CHCA（α-cyano-4-

hydroxycinnamic acid）。
使用获得的质谱，通过统计解析软件 eMSTAT Solution ™进行多变量解析（图 1）。通过偏最小二乘判别

分析（PLS-DA），我们能够获得可以区分不同细胞群的细胞外囊泡的蛋白质模式。

 
细胞培养 

回收上清液 

离心 

细胞 细胞片 

离心 超离心 

细胞外囊泡 

连续离心 

样品调制 

基质和样品的滴加 

图 1 细胞外囊泡的分析流程

	 结果
图 2 显示了细胞外囊泡样品的质谱的实例。在 m/z 2,000-25,000 的范围内主要检测出源于蛋白质的成分。

本分析中 MALDI-TOF MS 的测定灵敏度为低 μg/mL（1.2 ～ 5×1010 particles/mL）范围。
获得数据后，将获得的谱峰列表导入 eMSTAT Solution 软件，进行多变量解析。分数图（图 3 右下）显

示可以区分对 5- 氟尿嘧啶具有抗性的组和具有敏感性的组。各细胞外囊泡的质谱具有明确区别于另一组的特
异性。峰矩阵（图 3 左下）显示了每组中特异性检测到的峰。峰矩阵将在组内所有质谱中检测出的谱峰用红色
单元格显示，将仅在部分质谱中检测出的谱峰用粉红色单元格显示，将所有质谱中均未检测出的谱峰用绿色单
元格显示。在 m/z 2,000 － 7,000 范围内检测出的谱峰在表征化学疗法抗性方面非常有效。
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图 2 源于原发性大肠癌的细胞外囊泡蛋白质质谱

图 3  4 组细胞外囊泡组的 PLS-DA 分析结果 
 原发性大肠癌    5μM 5- 氟尿嘧啶抗性    25μM 5- 氟尿嘧啶抗性   125μM 5- 氟尿嘧啶抗性

	 结论
结 果 表 明， 通 过 分 析 癌 细 胞 的 细 胞 外 囊 泡， 可 使 用 台 式 MALDI-TOF MS 和 统 计 解 析 软 件 eMSTAT 

Solution 的组合系统进行生物标志探索研究。
使用 MALDI-TOF MS 进行蛋白质分析有望成为未来微创癌症诊断和化疗监测的新工具，例如无活体组织

检查治疗抵抗性的早期检测新工具。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B097 应用报告。
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MALDI-TOF 快速鉴定病毒蛋白类疫苗亚基组成

摘要：本文应用岛津基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（MALDI-TOF）检测疫苗蛋白组分，检测各亚基的
分子量信息、分布与比例。结果显示标准品具有完整亚基组成，疫苗样品也具有较好的亚基完整性。该结果与
疫苗样品的活性结果匹配。本例表明此方法无需样品前处理、快速简便、可靠性强，可为疫苗亚基组成分析提
供有力参考。

关键词：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 (MALDI-TOF)   疫苗   亚基

接种疫苗可以预防许多流行疾病的发生，是保护婴幼儿、年老体弱者免于病痛的重要手段。 蛋白类疫苗
是品种最多，接种率最高的疫苗品种，据 2016 年统计数据显示，病毒和蛋白类疫苗占全球疫苗销量 48.9%。
亚基是病毒和蛋白类疫苗的微小结构单元，这些亚基按照一定的比例与构象结合形成完整的蛋白，蛋白与核酸
结合形成病毒，成为具有免疫活性的疫苗成分（图 1）。因此，疫苗蛋白质各亚基的组分完整性与含量是衡量
疫苗免疫能力的重要指标。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF）是一种软电离方式，适合蛋白
质等大分子的离子化，且具有分析质量范围宽、数据精确、通量高、速度快的优势，可以填补 LCMS/MS 的空白，
对疫苗内生物活性大分子成分进行精确地定性分析。

图 1 亚基、蛋白与病毒

以某病毒为例，不同颜色代表的各亚基以一定比例与构象结合形成蛋白质（左）；蛋白质排列并结合核酸
最终形成完整病毒（右）。图片来自网络。

	 实验部分
1.1 仪器
台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 MALDI-8020，AXIMA-Performance
1.2 分析条件
调谐模式：线性正离子模式
扫描范围：m/z 5000-30000
激光能量：130
1.3 试剂和样品
基质：芥子酸（SA）
样品：疫苗标准品与样品
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1.4 样品前处理
�取 0.5 μL 样品与 0.5 μL SA 基质（浓度为 20 mg/mL），按照“三明治”法点靶（点靶顺序为：基质 - 样品 -
基质），自然干燥后将靶板放入质谱进行分析。

	 结果讨论
2.1 疫苗标准品测试
�疫苗质谱检测结果如图 2-4 所示，显示检测到了标准品中所有亚基，其中 A 与 B 亚基的信号峰强度接近 2:1，
C 与 D 亚基的信号峰强度接近 1:1。检测到的分子量精确，与理论相符，质谱图信噪比良好。

图 2 MALDI-TOF 检测标准品 A，B 亚基的一级质谱图

图 3 MALDI-TOF 检测标准品 C，D 亚基的一级质谱图

图 4 MALDI-TOF 检测标准品 E 亚基的一级质谱图
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2.2 疫苗样品测试
�将优化所得的 MALDI-TOF 方法用于疫苗样品亚基的测定（典型谱图如图 5-7），结果显示疫苗样品具有
较好的亚基完整性。各亚基全部检测到，其中 A 与 B 亚基的信号峰强度接近 2:1，C 与 D 亚基的信号峰强
度接近 1:1。该结果与疫苗样品的活性结果匹配。

图 5 MALDI-TOF 检测样品 A，B 亚基的一级质谱图

 图 6 MALDI-TOF 检测样品 C，D 亚基的一级质谱图

图 7 MALDI-TOF 检测样品 E 亚基的一级质谱图

检测结果表明，利用 MALDI-TOF 检测到了该疫苗的所有亚基，得到了样品单电荷离子、二电荷离子的分
子量信息，结果与理论一致。

	 结论
本文应用岛津基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱检测疫苗各亚基存在分布与比例，直接得到了样品单电

荷离子、二电荷离子的分子量信息，结果与理论一致。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱，分析速度快、仪
器维护方便、性能卓越，是蛋白类疫苗亚基分析的有力工具。
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MALDI-TOF 蛋白质鉴定的基本原理是：蛋白质经 SDS-PAGE 凝胶电泳或二维凝胶电泳 2D-PAGE
分 离 纯 化， 选 取 目 标 蛋 白 点， 用 蛋 白 酶（ 通 常 是 胰 蛋 白 酶） 酶 切， 生 成 肽 段 混 合 物， 点 样 到 样 品 靶
板，最后通过质谱仪采集数据并和数据库匹配检索，给出鉴定结果。激光轰击使肽段电离形成气态离
子，经飞行时间质量分析器分离将不同质荷比的离子区分开来，经过检测器检测离子信号，确定每个
离子的质荷比，并输出一级质谱图。不同的蛋白质酶解后形成的一级质谱图各不相同，通常称为肽指
纹 图 谱（PMF，peptide mass fingerprints）。 此 外 MALDI-8020 可 直 接 通 过 源 内 裂 解（ISD, In-
Source Decay）来检测碎片离子，由此进行完整蛋白质的序列分析和翻译后修饰分析。数据库通常使
用 NCBI 的第三方公开数据库 Mascot。

肽指纹图谱鉴定流程

第二节  蛋白质、多肽鉴定中的应用
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 PMF 法 
鉴定二维电泳凝胶中的蛋白质

目前，LCMS 蛋白质组学鸟枪法一直作为高通量方法用于鉴定细胞中的多种蛋白质。但对于所有蛋白质研
究均使用此方法未必有效。尤其是鉴定通过二维凝胶电泳等方法分离出的蛋白质，凝胶上的蛋白点需要与蛋白
质鉴定结果相匹配。凝胶上的蛋白质酶解后，使用 MALDI-TOF MS 进行分析有时比 LCMS 更为有效。

本文应用二维凝胶电泳和台式 MALDI-TOF MS 进行蛋白质鉴定的案例加以说明。

	 血清蛋白质二维凝胶电泳
用 100 μL 的水稀释 0.5 μL 的人血清，之后加入甲醇∶三氯甲烷∶水（3：1：4）的混合溶液，离心分离

出蛋白质，然后用甲醇净化蛋白质并风干。在二维凝胶电泳用缓冲液（Working 膨胀剂、SHARP）中加入还
原剂和两性电解质后，添加到风干的蛋白质并进行二维凝胶电泳。电泳时间一维、二维共计进行了近 2 个小时。

使用 InstantBlue（Expedeon Ltd.）对电泳结束后的凝胶进行 CBB 染色，从而检测出蛋白点（图 1）。

	 凝胶切割，酶解及脱盐
从上面获得的二维电泳凝胶上随机切取一些蛋白点，用 25 mM 碳酸氢铵 /50% 乙腈溶液脱染色后，使

用 10 mM DTT（dithiothreitol）/50 mM 碳酸氢铵水溶液还原，接着使用 55 mM IAA（iodoacetamide）/50 
mM 碳酸氢铵水溶液进行烷基化。然后，按照 50 mM 碳酸氢铵水溶液，25 mM 碳酸氢铵 /50% 乙腈水溶液，
乙腈的顺序清洗凝胶去除多余的 DTT 及 IAA。将去除多余试剂的凝胶离心干燥后，添加适量的 20 μg/mL 的
Lys-C（Mass spec grade,Promega），使凝胶在冰上膨胀。添加 50 mM 碳酸氢铵水溶液至膨胀后的凝胶浸入
的程度，在 37℃下进行一晚酶解处理。

酶解处理后的凝胶片加入 40 μL 的 50% 乙腈 /0.1% TFA（trifluoroacetic acid）水溶液，振动 30 分钟后
回收溶液，然后再在凝胶片加入 40 μL 的 75% 乙腈 /0.1% TFA 水溶液，振动 30 分钟后回收溶液。将回收的
溶液混合后进行离心干燥后，加入 10 μL 的 0.1% TFA 水溶液，重新溶解回收液中所含蛋白质酶解物，进一步
使用 ZipTip μC18（Merk Milipore）进行脱盐处理。

图 1 人血清蛋白质二维电泳凝胶图像 
红圈：凝胶切割点
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	 质谱分析
将脱盐处理后的样品溶液点在 MALDI 靶板上，在样品上再点上 0.5 μL 基质溶液，然后进行质谱分析。基

质溶液的配制方法为：将 CHCA（α-cyano-4-hydroxycinnamic acid）溶解于 50% 乙腈 /0.05% TFA 的水溶液中，
配制浓度为 5 mg/mL。质谱分析使用台式 MALDI-TOF MS“MALDI-8020”。

将随机选取的蛋白点提取的酶解产物进行质谱分析，如图 2 所示获得了清晰的质谱图。从质谱图中提取
mass list 列表并进行 Mascot PMF（Peptide mass fingerprinting）检索，鉴定出表 1 所示的蛋白质。

图 2 点 No.1 的质谱图 
检测模式：Positive Linear

表 1 随机选取的蛋白点的鉴定结果 
（括号内为鉴定分数低的结果）

如上，使用二维凝胶电泳和正离子线性模式专用台式 MALDI-TOF MS“MALDI-8020”系统，可对通过电
泳获得的蛋白点的信息进行分析。这样，二维电泳凝胶上各个点的蛋白质就成功鉴定出来了。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B066 应用报告。
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
磷酸化蛋白质分析

MALDI-TOF 质谱分析法具有高通量和高灵敏度，与 LCMS 法一样在众多领域中得到广泛应用。特别是近
年来越来越多地应用于合成化合物和高分子量化合物的分子量检测和结构分析。由于此类质谱仪具有容易生成
一价离子，便于确认分子量，可检测的质量范围广，样品干燥后进行检测，可选择的溶剂种类多等优点。

此外，由于近几年社会形势的变化，无论是政府、大学还是民营企业，都强烈希望此类设备在引进和运行
方面都降低成本。台式 MALDI-TOF 质谱仪 MALDI-8020 正是一款可充分满足这一市场需求的新产品。值得关
注的一点是，本产品有一个较短的飞行管，虽然比传统机型尺寸小，但仍保留同等以上的性能。

近年来，仪器研发均趋向于高端技术，MALDI-TOF 质谱仪的反射模式因其高分辨率和结构分析功能而备
受关注。相比之下，线性模式在一些领域的应用早被受到重视，但近年来未见到技术上的大幅进展。蛋白质翻
译后修饰特别是磷酸化修饰的鉴定，不稳定化合物的分子量鉴定等都是以线性模式为更有效的方法。

本文介绍了应用台式 MALDI-TOF 质谱仪 MALDI-8020 检测磷酸化蛋白质的酶解产物，并对磷酸化修饰进
行了分析。

	 台式 MALDI-TOF MS: MALDI-8020
MALDI-8020 虽然是一款拥有目前世界最小尺寸和安装面积的线性 MALDI-TOF MS，但其线性检测模式（正

离子）的性能与传统机型该模式的性能是相同的。通过采用 200 Hz 固态激光器以及在保持检测部位真空度的
情况下更换样品靶板（加载锁定室），可进行快速检测。

本产品的飞行管虽然只有 0.85 m，但质谱分辨率并不亚于传统机型，在 m/z 4000 附近也可进行同位素分离。

	 线性模式的有效性
线性模式对具有高分子量化合物和不稳定官能基的化合物检测是有效的。MALDI 法离子化的化合物有时

会在自由飞行空间内因过剩的内部能量被分解。由于在这个过程中产生的片段离子的速度与原化合物相同，它
们在线性模式下被认为是相同的分子量。另一方面，在反射模式下，这些片段离子的分离取决于动能，检测到
的分子量是不同的。因此，在反射模式下可以获得质谱的高分辨率和高精度，但是当官能基脱离时导致被脱离
官能基的离子信号变得很强，或者可能无法检测到目标化合物。

如图 1 所示，磷酸化肽段的磷酸基在飞行过程中容易脱离，可以说是一种适合在线性模式下检测的化合物。

图 1  Ser 的磷酸化修饰和中性丢失
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	 磷酸化蛋白质序列分析例
用胰蛋白酶酶解磷酸化蛋白质（牛 α- 酪蛋白），然后大约 1pmol（用蛋白质换算）的量滴到薄层的

CHCA 基质上并干燥。如图 2 所示，用 MALDI-8020 的线性模式对该酶解物进行检测。通过 Mascot 检索，从
m/z 900 至 2500 的范围内检测到的肽段的质荷比，鉴定出了 α 酪蛋白。另外，通过线性模式检测出多个磷酸
化肽段，通过数据库检索还鉴定了修饰位点（图 3）。结果表明，该仪器具有足够的分辨率，可用于酶解肽段
的分析。尽管 MALDI-8020 是一款出色的线性模式专用仪器，但并不适合大规模蛋白质组学的分析。然而，在
以非组学方法分离提纯的蛋白质的鉴定以及翻译后修饰的分析，通过本仪器可以快速获得有效信息。

图 2  α 酪蛋白的胰蛋白酶酶解物的质谱图

图 3  MS/MS lon Search 的结果

	 总结
通过台式 MALDI-TOF MS  MALDI-8020 进行了序列分析，并获得了大型 MALDI-TOF MS 质谱仪相媲美的

数据，证明了鉴定磷酸化蛋白质以及磷酸化位点的有效性。
近年来，MALDI-TOF MS 的发展越来越高端化，同时体积变大，结构更复杂。因此大多数需要线性模式分

析的常规应用，这些仪器通常是多余的。而且产品尺寸，购买和维护成本也构成了一个很大的障碍。
MALDI-8020 是世界上最小的线性 MALDI-TOF MS，可满足线性模式下蛋白质分析的需求，并有望在生物

化学和分子生物学中广泛应用。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B073 应用报告。
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
In-Source Decay 法分析蛋白质序列

MALDI-TOF 质谱仪被广泛用于蛋白质的分子量测定和结构鉴定。通常使用质谱仪鉴定蛋白质，需进行胰
蛋白酶酶解作为预处理，但若蛋白质已经分离提纯，则无需进行胰蛋白酶酶解，可直接通过离子的源内裂解（ISD, 
In-Source Decay）来检测，由此进行完整蛋白质的序列分析。

通过 MALDI 来测定蛋白质的分子量时，通常会使用 sinapinic acid 作为基质，但通过 ISD 进行序列分析时，
会使用 1,5-diaminonaphtalene（DAN）作为基质。ISD 产生的碎片离子可通过 Mascot 等数据库检索来进行
蛋白质鉴定。此外，还可通过对碎片离子质量所获得的氨基酸序列信息进行同源性搜索，从而推测出在数据库
中没有鉴定到的蛋白质。

本文将介绍使用台式 MALDI-TOF 质谱仪 MALDI-8020 进行的蛋白质分子量的测定以及通过 ISD 进行的序
列分析。

	 台式 MALDI-TOF MS “MALDI-8020”
MALDI-8020 是一款体积小，占地少的线性 MALDI-TOF MS，在线性模式（正离子）下与传统的 MALDI-

TOF MS 具有同等性能。该质谱仪配备了 200 Hz 的固态激光器和一个 load-lock chamber，在保持真空度的
状态下更换靶板，实现了迅速的检测。

	 蛋白质分子量测定
将 250 fmol（约 17 ng）的牛血清白蛋白（BSA）与 sinapinic acid（10 mg/mL、50 % 乙腈水溶液 / 0.1%

三氟乙酸水溶液）混合，通过 MALDI-8020 的线性模式进行检测。如图 1 所示，在 m/z 66430 处检测出 S/N
大于 100 的 BSA 的单价离子峰。

正如该检测例子所示，线性模式的灵敏度、质量精度、分辨率等与传统的 MALDI-TOF MS 相同模式比较
也并无太大差异。

图 1 微量蛋白质（牛血清白蛋白）的质谱图
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	 基于 ISD 的蛋白质序列分析
将 5 pmol 的 BSA 与 DAN（10 mg/mL、50 % 乙 腈 水 溶 液 /0.1% 三 氟 乙 酸 水 溶 液 ） 混 合， 在

MALDI-8020 的线性模式下进行检测。如图 2 所示，检测出了由 ISD 产生的 BSA 的 N 末端碎片离子—c 系列离
子 c9 〜 c44（c34、c39、c42 除外）。

图 2 基于 ISD 的牛血清白蛋白质序列分析

此外关于图 2 的质谱图，假设它是某 c 离子作为前体离子时产生的 MS/MS 谱图，也可以通过数据库
搜索来鉴定该蛋白质。这与使用胰蛋白酶酶解后获得的肽段的 MS/MS 图谱的检索方法相同。关于图 3 的
碎片离子信息，将 C33 离子（m/z 3886）作为伪前体离子，仪器类型选择 MALDI- ISD，通过 Mascot（Matrix 
Science）数据库进行 MS/MS 离子搜索。数据库搜索的结果显示，牛血清白蛋白被鉴定为第一候选蛋白质
（图 3）。
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图 3 MS/MS Ion Search 结果

	 总结
本文阐明了台式 MALDI-TOF MS “MALDI-8020”与体积更大的 MALDI-TOF MS 相同，能进行蛋白质的分

子量测定，并能通过 ISD 进行序列分析。
近年来，MALDI-TOF MS 的发展越来越高端化，同时体积变大，结构更复杂。因此对于大多数需要线性模

式分析的常规应用，这些仪器通常被过度指定。而且产品尺寸和初始 / 运行成本也构成了引进这些仪器的一个
很大的障碍。

MALDI-8020 是世界上最小的线性 MALDI-TOF MS，可满足线性模式下蛋白质分析的需求，并有望在这一
领域中广泛应用。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B069 应用报告。



第二章 ᅵ MALDI-8020 应用数据集

24

应用台式 MALDI-TOF-MS 分析蛋白质序列

摘要：本文将牛血清白蛋白酶解并脱盐后，以 CHCA（α- 氰基 -4- 羟基肉桂酸）为基质，应用岛津台式基质辅
助激光解吸电离飞行时间质谱仪 MALDI-8020 分析，得到了酶解产物的肽指纹（PMF）图谱。以 PMF 图谱检
索 Mascot 数据库，匹配到了有效的肽段序列信息，这些肽段归属于牛血清白蛋白（BSA）。这表明此方法可
以鉴定数据库中的蛋白质。

关键词：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱   MALDI-802 蛋白质序列   牛血清白蛋白
 
MALDI-TOF-MS 因其分析速度快、 通量高， 是分析蛋白质序列的常用手段之一。传统分析蛋白质序列的 

MALDI-TOF 体积较大，价格昂贵，而 MALDI-8020 作为台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱，占地面积
小，价格相对较低，性能与同等模式的大型质谱相比毫不逊色，同样可以较为方便地进行分析蛋白质序列。
本文以牛血清白蛋白 BSA 为例，使用胰蛋白酶酶解后，采用 MonoSpin® C18 除盐， 以 CHCA 为基质，应用 
MALDI-8020 检测酶解产物， 通过 Mascot 软件检索数据库，搜库结果与理论相符， 匹配到了 BSA 的肽段序列， 
验证了 MALDI-8020 的检测结果，表明 MALDI-8020 可以满足蛋白质序列分析的要求。

	 实验部分
1.1 仪器
MALDI-8020 台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪
1.2 分析条件
调谐模式：线性正离子模式	
扫描范围：m/z 600-4000
激光器：355 nm 固态激光器	
激光能量：75

	 样品前处理
取 100 μg 样品，应用 5 mM DTT（二硫苏糖醇）和 20 mM IAA（碘乙酰胺）进行还原烷基化处理后，加入 

2 μL 胰蛋白酶（0.5 µg/μL）37℃酶解过夜。酶解完成后采用 MonoSpin C18 按照说明书进行脱盐。吸取 0.5 μL  
样品溶液和 0.5 μL CHCA（5 mg/mL）基质溶液点靶，自然干燥后送入质谱进行分析。

	 结果与讨论
BSA 酶解产物的一级质谱检测结果如图 1 所示。从结果来看，酶解产物在 m/z 600-2100 之间检测到显著

信号峰。将样品一级肽指纹图谱（PMF）通过 Mascot 软件检索数据库 SwissProt（2018_12，558898 条序列）
（参数设置见图 2），结果如图 3 所示，成功匹配到蛋白质 ALBU_BOVIN（牛血清白蛋白）的部分肽段序列，
与理论一致。
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图 1 牛血清白蛋白的胰蛋白酶酶解产物的一级质谱图

 

图 2  Mascot 检索参数
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图 3  牛血清白蛋白酶解产物的一级 PMF 搜库结果

	 结论
本文应用台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 MALDI-8020 检测牛血清白蛋白的酶解产物，搜库结果

与理论相符，成功匹配到了牛血清白蛋白的肽段序列。MALDI-8020 作为台式基质辅助激光解吸电离飞行时间
质谱，体积紧凑、分析速度快、仪器维护方便，性能卓越，是蛋白质序列分析的有力工具。 
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使用台式 MALDI-TOF MS 检测甲硫氨酸氧化修饰

MALDI-TOF MS 是获得肽或蛋白质分子量及一级结构相关信息的一种迅速而又简便的方法。在各种裂解方
法中，源内分解（ISD）可以用于“自上而下”蛋白质组学，得到蛋白质序列。它可以利用氢自由基迁移生成 c-
及 z- 碎片离子系列。与源后裂解（PSD）相比，ISD 的一大优势在于理论上不受样品质量的限制，无需进行酶
消化，直接对较大的蛋白质进行测序。MALDI-ISD 工作流程的概要如图 1 所示。

在制药行业的生物相关药品开发过程中，为了对失活、毒性等对治疗带来影响的可能性进行监控，作为质
量管理过程的一个组成部分，对制剂配方或降解等导致的变化进行跟踪是非常重要的。其中，肽或蛋白质的甲
硫氨酸残基氧化就是一个伴随降解出现修饰的例子。甲硫氨酸同其他氨基酸相比，非常容易氧化。

在这里我们为您介绍通过使用台式 MALDI-TOF 质谱 MALDI-8020 通过进行精确的完整分子量分析和自上
而下的序列解析，确定 Exendin-4 肽的甲硫氨酸氧化（Met-O）修饰的实例。可以说，在生物相关药品的 QC 中，
这种方法对确定不希望在生产工艺中出现的变化来说是一种有效的方法。

	 样品和方法
Exendin-4 肽购自 Sigma-Aldrich。甲硫氨酸的氧化按照以下方法进行：Exendin-4 与 1％过氧化氢（H2O2，

pH 中性）在 37℃条件下孵育 15 分钟。对样品溶液进行酸化处理，使用 ZipTip® C18（Millipore 公司生产）
对肽进行纯化。

将天然肽及 Met-O 肽与 α- 氰基 -4- 羟基肉桂酸（CHCA，5 mg/mL，50% 乙腈 /0.1% 三氟乙酸）混合，
取 1 μL 滴在靶标上并干燥。为了进行 ISD 分析，将天然肽及氧化型肽与 1,5- 二氨基萘（溶解在 50% 乙腈
/0.1% 三氟乙酸中的 1,5-DAN 饱和溶液）混合，取 1 μL 滴在靶板上并干燥。

装置使用台式 MALDI-TOFMS 中的 MALDI-8020，按照图 1 中所述的测定条件进行分析

图 1 MALDI-ISD 的工作流程及质谱采集参数
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	 结果
Exendin-4 是存在于吉拉毒蜥（Heloderma suspectum）唾液中的天然肽。它的合成形式 -Exenatide，

用于治疗 2 型真性糖尿病。
天然 Exendin-4 的 MALDI-ISD 谱图如图 2 a）所示。图中质量标签与检测到的单同位素峰相对应。
从图 2 b）的摄像机图像中可以看出，通过优化的样品制备方法而得到的样品具有非常良好的均一性。在

质谱的放大区域（图 2 c）及 d））中，显示出碎片离子（m/z 1200-2800 范围）单同位素峰的良好分辨率。

图 2  a) 天然 Exendin-4 的 MALDI-ISD 谱图；b) 使用 1,5-DAN 作为基质的良好的摄像机图像； 
c) & d) ISD 谱图的放大图

为了进行 Mascot-ISD 数据库检索，创建了添加 Exendin-4 序列的定制版 Swiss-Prot 数据库，然后，使
用 MALDI Solutions 软件的检索工具进行了 Mascot-ISD 检索。结果如图 3 所示，得到了有效的得分（图 3 a））
和序列覆盖率（72％；图 3 b））。

完成氧化反应后，进行了肽分子量的测定，确认成功发生了氧化反应。在使用 CHCA 基质得到的图 4 的
谱图中，天然型（红线）及氧化型（蓝线）Exendin-4 的质谱表现出非常良好的质谱精度和分辨率。正如预测
所示，在 Exendin-4 中有一处甲硫氨酸支链被氧化，检测到了与生成的亚砜相对应的 +16Da 的质量迁移。
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图 3 a) MALDI-ISD 的 Mascot 检索结果；b) Mascot 碎片离子匹配图

图 4 天然型 Exendin-4（红线）及 Met-O（蓝线）Exendin-4 的一级质谱图（基质：CHCA）

氧化型 Exendin-4 的 MALDI-ISD 谱图如图 5 a）所示。通过 ISD 检测到了在 N 末端生成的 c-ion 系列（c9-c13）
及 16Da 迁移的 c- 离子（c14-c29）。c14 离子（用绿色显示）是与含甲硫氨酸残基的氧化部位相对应的碎片离子。

在图 5 b）中对天然（红线）和氧化体（蓝线）Exendin-4 的碎片离子（m/z 1400-1650）进行了比较。
这里显示的碎片离子信号也表现出良好的同位素分离。

正如所期待的那样，c14 离子（HGEGTFTSDLSKQM）显示了与甲硫氨酸的氧化相对应的 16Da 的质量迁移。
Exendin-4（Met-O）ISD 图谱的 Mascot 检索采用了先前创建的定制数据库，并指定甲硫氨酸氧化为固定修饰，
其结果如图 5 c）所示，获得了有效的 Mascot 得分。
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图 5  a) Exendin-4（Met-O）的 MALDI-ISD 谱图；b) 显示甲硫氨酸氧化导致质谱迁移的碎片离子（c14）的局部放大图； 
c) Exendin-4（Met-O）的 Mascot-ISD 得分

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B078 应用报告。
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动物毛发的主要成分是由一系列氨基酸经肽键结合成链状结构的蛋白质。动物毛发纤维柔软富有
弹性，保暖性好，吸湿能力强，光泽柔和，可以制成四季皆宜的中高档服装，以及装饰物和工业用织物。
传统通过肉眼观察毛发的形状结构，或红外光谱特征进行鉴定分析。

羊绒是长在山羊外表皮层，掩在山羊粗毛根部的一层薄薄的细绒，入冬寒冷时长出，抵御风寒，
开春转暖后脱落，自然适应气候的变化。羊绒因为它的稀缺性，也被称为“软黄金”。而常见的羊毛
来自绵羊，羊毛衫的原料是绵羊毛，不适合贴身穿，会有扎人的感觉。因此对羊绒羊毛的鉴别十分必要。

2018 年 9 月，国际标准化组织（ISO）发布了利用 MALDI-TOF MS 检测特征性多肽来进行纺织
品中动物毛发纤维定性和定量分析的方法（ISO 20418-2: 2018）。国内也有单位进行该 ISO 标准国
标化的工作，后续岛津公司也会参与该标准的验证工作。

ISO 20418-2: 2018 标准

第三节  动物毛发分析中的应用
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使用台式 MALDI-TOF 质谱分析仪辨别动物毛发

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析仪（MALDI-TOF MS）可以简便、快速获取涵盖肽和蛋白质、合
成高分子等各种高分子样品分子量信息。该 MALDI-TOF MS 广泛用于研究和开发以及质量控制领域的合成产品
和天然产物的分子量确认。

作为 MALDI 的一项新用途，提倡采用通过检测具有物种属特异性的动物毛发肽以辨别动物毛发的方法。
该辨别方法获得国际标准化组织（ISO）的认证，形成 ISO 规格，是“利用山羊绒等动物毛发纤维的肽法的试
验法”。该辨别方法也适用于 1 根毛发的分析，因此不仅可以防止伪造山羊绒，也可应用于食品等当中的异物
混入检查。

下面介绍了使用台式 MALDI-TOF MS 的 MALDI-8020 辨别动物毛发的事例。

	 样品的预处理
使用剪刀和球磨机等将山羊绒、羊毛以及牦牛、羊驼、骆驼、马、兔子的原毛粉碎。向 10 ～ 50 mg 粉

碎后的原毛内加入 0.5 mL 包含 50 mM 二硫苏糖醇（dithiothreitol, DTT）的 4% 十二烷基硫酸纳（sodium 
dodecyl sulfate, SDS）以及 0.1 M 磷酸缓冲液（pH 7.8），在 95 ℃下加热 15 分钟 ~1 小时。加热后，在提取
液中加入碘乙酰胺，浓度达到 100 mM，在室温下反应 15 分钟，添加 25 mM 的 DTT 10 μ L 后停止反应。使
用三氯乙酸沉淀该提取液，洗净后，使用 50 mM 碳酸氢铵稀释再次溶解于 7 M 尿素和 2 M 硫脲溶液的提取液，
加入 2.0 μg 的胰蛋白酶，在 37 ℃下消化一晚。

使用 ZipTip® μC18（Merk Millipore）进行脱盐处理。将完成脱盐处理的样品溶液滴加到 MALDI 靶板后，
滴加 0.5 μL 的基质溶液，进行质谱分析。此外，为保证基质中 CHCA（α - cyano-4-hydroxycinnamic acid）
为 5 mg/mL，使用溶解于 50 % 乙腈 /0.05 % 三氟醋酸（trifluoroacetic acid,TFA）的溶液。

质谱分析使用的是台式 MALDI-TOF MS “MALDI-8020”，在线性正模式下进行测定。尝试通过采用统计
解析软件 eMSTAT Solution ™解析从各质谱获得的谱峰列表，辨别各动物毛发。

	 结果
动物毛发的胰蛋白酶消化肽的质谱如图 1 所示。在 m/z2450-2750 范围内，检测出具有物种属特异性的肽

谱峰。利用该特异性谱峰可辨别动物毛发。构成动物毛发的蛋白质主要为角蛋白，检测出的肽也来自角蛋白。
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牦牛 
羊毛 
羊驼 
骆驼 
山羊绒 
 
 

图 1 动物毛发的胰蛋白酶消化肽的质谱

表 1 keratin type I 物种特异性氨基酸排列顺序

物种 Keratin Type I Protein 氨基酸排列 [M+H]+

平均质量 *1

山羊绒 Keratin 33A [Capra hircu ] YSCQLNQVQSLIVNVESQLAEIR 2692.38

牦牛 Keratin type Ⅰ microfibrillar, 
47.6 kDa-like [Bos mutu ] YSSQLAQVQGLIGNVESQLAEIR 2504.81

羊毛 Keratin 33B [Ovis arie ] YSCQLSQVQSLIVNVESQLAEIR 2666.03

骆驼 / 羊驼 Keratin, type I microfibrillar, 
47.6 kDa[Camelus dromedaries ] YGSQLSQVQGLITNVEHQLAEIR 2584.90

马 Keratin 33A [Equs caballu ] YSSQLSQVQGLITNVESQLAEIR 2564.86

兔子 Keratin, type I cuticular Ha3-I 
[Oryctolagus cuniculu ] YSSQLSQVQCMISNVESQLGEIR 2657.99

犬 Keratin 33A [Canis lupus familiari ] YSSQLNQVQCMITNVESQLAEIR 2713.07

褐鼠 Keratin 31 [Rattus norvegicu ] YSSQLSQVQCLITNVESQLGEIR 2653.98

人 KRT34 protein [Homo sapien ] YSSQLSQVQSLITNVESQLAEIR 2594.89

*1 计算碘乙酰胺对氨甲酰甲基化的半胱氨酸残基的平均质量。

物种特异性谱峰的归属结果如表 1 所示。该氨基酸排列来自 keratin type I。从该排列可以看出，除此次
测定的物种之外，人和褐鼠也具有特异性。另外，仅羊驼和骆驼的特异性谱峰质谱一致，因此无法相互辨别。

此外，采用图 2 所示的物种特异性谱峰和 eMSTATSolution ，制作了判别动物毛发、物种的判别模型（算
法：Support Vector Machine）（图 2 左）。采用制成的判别模型，对另行测定的山羊绒、牦牛毛、羊毛等 3
种样品进行了判别分析，全部判别出正确的物种（图 2 右）。
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 判别模型制作 

判别分析 

图 2 动物毛发的判别分析（左：制成的判别模型；右：动物毛发的判别分析结果）

	 总结
结果表明，使用台式 MALDI-TOF MS MALDI-8020 和统计解析软件 eMSTAT Solution ，可以快速辨别动

物毛发。使用该方法，不仅是山羊绒，还可对羽毛和人类毛发等各种对象进行辨别。MALDI-8020 兼具台式的
紧凑性和充分的分子谱分析性能，可以简便、快速地评价多种样品的特性，未来将拥有广阔的发展前景。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B095 应用报告。
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应用台式 MALDI-TOF-MS 进行羊绒羊毛定量检测

摘要：本文对羊绒羊毛混合物样品进行蛋白质提取及酶解后，应用岛津台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质
谱 MALDI-8020 对酶解产物进行质谱分析，结果显示羊绒羊毛混合标准品定量校准曲线线性关系良好，实际样
品检测结果与预期相符，表明台式线性 MALDI-8020 可以满足羊绒制品中羊绒及羊毛的定性及定量检测要求。

关键词：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱   MALDI-TOF   羊绒   羊毛
 
羊绒制品中羊绒含量的检测及含量标注的真实性一直是消费者及质检等相关部门关心的问题。传统的检测

方法为使用显微镜对毛发纤维进行形态观察，但这种方法费时费力，主观性强，检测结果的准确率依赖于操作
者的经验。依靠毛发纤维中的特征性 DNA 或蛋白质进行鉴别及定量检测是近些年发展起来的方法，这两种方
法相比传统方法更加准确，分析通量更高。DNA 检测的方法不适合 DNA 受损伤的样品，相比之下，蛋白检测
的方法适用样品范围更广。2018 年，国际标准化组织（ISO）发布了利用 MALDI-TOF MS 检测特征性多肽来
进行纺织品中动物毛发纤维定性和定量分析的方法（ISO 20418-2: 2018）。本文参照该方法应用台式 MALDI-
TOF 质谱仪 MALDI-8020 在线性模式下对羊绒及羊毛混合物标准品及实际样品进行了定性及定量分析，标准品
定量标准曲线线性良好，实际样品检测结果与预期相符，这表明，台式线性 MALDI-8020 可以满足羊绒制品中
羊绒及羊毛的定性及定量分析要求。

	 实验部分
1.1 仪器
台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪 MALDI-8020
1.2 分析条件 
调谐模式：线性正离子模式
激光器：355 nm 固态激光器
扫描范围：m/z 2000-4000
激光能量：70

	 样品前处理
用剪刀和球磨机将羊绒、羊毛原毛粉碎。取粉碎原毛 10mg，加入 0.5 ml 的蛋白质提取液（50mM DTT，4% 

SDS，0.1 M 磷酸缓冲液，pH 7.8），混匀后 95℃水浴 20 分钟。加入 10 μL DTT（二硫苏糖醇）（190 mg/
mL）溶液 , 95℃水浴 15 分钟，加入 50 μL IAA（碘乙酰胺）溶液（94 mg/mL）室温静置 30min，再加入 20 
μL DTT 溶液终止反应。12000 rpm 离心 2 min，取上清。取 10 μL 蛋白质提取液进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，
考马斯亮蓝染色，切割蛋白质条带经洗涤液（50 mM 碳酸氢铵溶液，50% 乙腈）洗涤后，加入胰蛋白酶酶解。
取 1 μL 酶解产物点靶，添加 1 μL CHCA（α- 氰 -4- 羟基肉桂酸，5mg/mL）基质溶液，自然干燥后送入仪器分析。
每个靶点重复点靶三次。
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	 结果与讨论
羊绒与羊毛混合标准品酶解产物的质谱检测结果如图 1 所示。动物毛发含有的主要蛋白质为角蛋白，所检

测到的多肽信号峰主要来源于角蛋白。依靠角蛋白含有的物种特异性信号峰，可以鉴别动物毛发的种类。羊毛
及羊绒含有的特征峰的序列及分子量信息见表 1。由质谱检测结果可知，样品在 m/z 2691 与 m/z 2664 附近检
测到了与羊绒、羊毛相对应的特征峰，且检测到的特征峰信号峰强度随着样品比例的变化而变化。根据不同比
例羊绒与羊毛混合标准品中的羊绒特征峰的相对信号强度（=intensity（羊绒）/[intensity（羊绒）+intensity
（羊毛）]）的平均值计算羊绒含量与羊绒相对信号强度的校准曲线，结果见图 2。

图 1 羊绒羊毛混合标准品酶解产物一级质谱图

表 1 羊绒与羊毛物种特异性 I 型角蛋白多肽位点
样品种类 I 型角蛋白 多肽序列 Mw[M+H]+

Mono

羊绒（山羊） Keratin 33A [Capra hircus ] YSC*QLNQVQSLIVNVESQLAEIR 2691.38

羊毛（绵羊） Keratin 33B [Ovis aries ] YSC*QLSQVQSLIVNVESQLAEIR 2664.37

注：* 代表 C 上发生烷基化修饰
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图 2  羊绒、羊毛混合物中羊绒含量的校准曲线

根据建立的校准曲线，测试经权威检测部门验证过的实际样品，样品羊绒含量标注值及实测值统计结果见
表 2 所示。由结果可知，实际样品检测结果与标注值一致，表明该方法可以用于羊绒制品中羊绒含量的检测。

表 2 羊绒制品实际样品检测结果
样品 1 2 3 4 5

标注值 (%) 10 16 30 50 100

实测值 (%) 11.3 15.8 26.7 52.1 100

实测值标准偏差 0.22 0.13 0.29 0.41 0

	 结论
 本文应用台式基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 MALDI-8020 在线性模式下对羊绒羊毛混合物进行了

定量分析，检测结果与理论一致，表明台式线性 MALDI-8020 可以用于羊绒羊毛定量检测。MALDI-8020 作为
台式基质辅助激光解析电离飞行时间质谱，体积紧凑、检测成本低，定量结果准确可靠，分析速度快，适合进
行核酸、蛋白质 / 多肽、多糖、脂质等各类样品的高通量检测，有望在质检领域的定量分析检测方面有更加广
泛的应用。
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聚合物分子量测定的常见方法有：端基分析法、气相渗透法、膜渗透法、光散射法、超速离心沉降平衡法、
粘度法及凝胶渗透色谱法（GPC）。MALDI-TOF 作为一种快捷的分析方法，与传统方法相比，无需复杂的前处理，
能容忍少量盐或缓冲液。通过合成高分子的 MALDI-TOF MS 分析，可以获得精确分子量、平均分子量、多分散度、
聚合度、单体质量、残基质量、构成分子量分布的同族聚合物峰的数量等各种分子量相关信息。岛津 AXIMA
系列仪器分析软件 Launchpad 配置了聚合物分析软件 Polymer Analysis，MALDI-8020 及 MALDI-7090 的分
析软件 MALDISolutions 可以和第三方聚合物分析软件 Polymerix 联用，均能快速分析获取聚合物相关信息。

聚合物分析软件 Polymerix 分析界面

第四节  聚合物、材料分析中的应用
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
快速检测低分子量化合物

通常认为 MALDI-TOF MS 是一种能有效对蛋白质和多肽等大分子进行分析的方法，但是 MALDI-TOF MS
也可以用于快速简便地分析低分子量化合物。尤其是 MALDI-TOF MS 不易受分析样品中所含盐等的影响，无需
通过纯化等预处理即可直接分析产品中的成分。例如，可直接分析市场上口腔护理产品中的杀菌成分（聚维酮
碘和葡萄糖酸氯己定等），以及类似的低分子量消毒剂成分。

本文将针对采用台式 MALDI-TOF MS“MALDI-8020”，检测市售口腔护理产品中消毒剂成分的事例展开介绍。

	 MALDI-TOF 质谱仪
使用台式 MADLI-TOF MS “MALDI-8020”进行分析。该装置保持了现有 AXIMA Assurance 的卓越性能，

是一款实现小型化的正离子模式专用装置。MALDI-TOF 质谱仪采用 200Hz 固态激光器作为电离激光，除配备
全自动离子源清洗装置外，还采用无油隔膜泵的新设计。

	 产品中聚维酮碘的直接检测
聚维酮碘是一种具有杀菌作用和表面活性的低分子量聚合物，系漱口水等口腔护理产品中含有的一种药物。

将市售漱口水（A）极少量滴到 MADLI 靶板上，再点上 0.5μL 的基质溶液，干燥后进行分析。测定所得质谱图
如图 1 所示。

图 1 市售漱口水（A）的质谱图 
测定模式：Positive Linear



第二章 ᅵ MALDI-8020 应用数据集

40

如图 2 所示，通过放大的质谱图，可确认源自聚维酮碘组分之一的聚乙烯吡咯烷酮的质量差信号。

图 2 市售漱口水（A）的质谱放大图 
测定模式：Positive Linear

	 产品中氯己定的直接检测
氯己定以葡萄糖酸盐的形式存在于产品中。与聚维酮碘的操作相同，将市售漱口水（B）极少量滴到

MADLI 靶板上，再点上 0.5μL 基质溶液，干燥后进行检测。测定所得质谱图如图 3 所示，在谱图上观察到氯
己定的信号。

氯己定含有两个氯原子，可以获得特殊的同位素分布。将测得的谱图与理论同位素分布进行比较，可以看
出两者一致。如此，通过使用正离子线性模式专用台式 MALDI-TOF MS “MALDI-8020”，无需预处理即可简
单快速地检测出产品中所含的低分子量化合物。
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图 3 市售漱口水（B) 的质谱图和氯己定的理论同位素分布 
红：实测质谱图、黑：理论同位素分布图

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B068 应用报告。
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
合成高分子分析

近年来，受保护地球环境的影响 , 很多与回收相关的法律都已经执行了。相应地，我们身边的可再生塑料
产品也不断增多。于是，快速并且详细地分析再生产品的需求日益增加。在这种情况下，可以通过分析寡聚体
而非聚合物整体来获得足够的信息。按照惯例，寡聚体一般通过使用溶解 / 再沉淀等粗分离法、结合各种色谱
法以及光谱法进行分析。

另一方面，近年来 MALDI-TOF MS 广泛应用于寡聚体的分析，通过使用该装置，可以快速获取末端基团
和单体单元的信息。

本文以聚碳酸酯为例，介绍了通过溶解 / 再沉淀法对寡聚体进行粗分离，并结合台式 MALDI-TOF MS 
MALDI-8020 对该寡聚合物进行分析的全过程。

	 台式 MADLI-TOF MS： MALDI-8020
MALDI-8020 虽然是一款拥有目前世界最小尺寸和安装面积的线性 MALDI-TOF MS，但其线性检测模式（正

离子）的性能与传统机型该模式的性能是相同的。通过采用 200 Hz 固态激光器以及在保持检测部位真空度的
情况下更换样品靶板（加载锁定室），可进行快速检测。

	 聚合物分子量分布的测定
测定的聚碳酸酯（PC）样品包括 PC 标准品和从光盘提取的 PC 寡聚体（图 1）。两者均检测到单一同位素峰，

且 PC 单体的重复单元为 254 Da（图 1 插图）。

图 1 PC 寡聚体的质谱图  ( 上：标准品、下：光盘 )
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	 末端基团的分析
图 2 质谱图显示，PC 中有三个 254 Da 单体单元重复的组分。我们已知 PC 采用封端剂，因此推定以下三

种化学结构，使用 Polymerix 软件（Sierra Analytics）分析，3 种寡聚体组分分别归类为两末端封端、单端封
端、以及环状类型（图 2）。

我们发现来自光盘的寡聚体以两末端封端类型为主要成分。由于光盘用途的聚合物要求高质量，特意去除
低分子量的寡聚体， MALDI-TOF MS 的分析结果也反映了这一点。另一方面，通过同样的 MALDI-TOF MS 分
析可知，以再生 PC 为原料生产的文具，其中的寡聚体，环状类型相对较多，末端 OH 也偏多；而市售的芯片，
单末端 OH 类型相对较多，而环状类型不多 1)。如上所述，通过 MALDI-TOF MS 和简单的预处理方法可以比
较评价再生聚合物。

图 2 PC 寡聚体的末端基团分析结果 
上：标准品、下：光盘样品

	 总结
台式 MALDI-TOF MS MALDI-8020 与大型 MALDI-TOF MS 一样，可以进行聚合物的分子量分布测定和末

端基团的分析。
近年来，MALDI-TOF MS 的发展越来越高端化，同时体积变大，结构更复杂。因此对于大多数需要线性模

式分析的常规应用，这些仪器通常被过度指定。而且产品尺寸和初始 / 运行成本也构成了引进这些仪器的一个
很大的障碍。

MALDI-8020 是世界上最小的线性 MALDI-TOF MS，可满足线性模式下聚合物的分析需求，并有望在这个
领域中广泛应用。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B070 应用报告。
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使用台式 MALDI-TOF MS 确认有机功能材料合成

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析仪（MALDI-TOF MS）具有可以简便、迅速地获得从低分子到高
分子的各种样品的分子量信息的特点。该 MALDI-TOF MS 广泛用于研究和开发以及质量控制领域的合成产品和
天然产物的分子量确认。

与 LC-MS 等其他质谱分析仪相比，MALDI-TOF MS 可使用多种溶剂，研究条件所需的时间更短，并且高
分子量样品也可检测出主要一价离子（1 成分 =1 谱峰），可简便、快速确认有机色素和有机 EL、有机太阳能
电池等有机功能材料的合成。

	 样品的预处理
将从东京化成工业株式会社或 Sigma-Aldrich Co. LLC 购买的市售产品有机功能材料用作样品。将这些

样品溶解于 THF (tetrahydrofuran) ，使其浓度达到 1 mg/mL 左右。将样品溶液与基质 (DCTB、10 mg/mL 
THF 溶液 ) 一同滴在 MALDI 测定用不锈钢靶板上进行干燥。测定使用的是台式 MALDI-TOF MS MALDI-8020。

	 有机功能材料的测定事例
作为有机功能材料的测定事例，高分子半导体砌块和有机 EL 材料质谱如图 1 所示。观测到各自一价自

由基正离子均为良好的 S/N 比。并且，观测到的同位体分布规律与理论上的同位体分布一致。这表明当使用
MALDI-TOF MS 时，合成产物不仅可以从观察到的离子质量确认，而且可以从同位素分布模式确认。

图 1 高分子半导体砌块（A、C）、有机 EL 材料质谱（B）上：实测值 下：理论值
* 结构式选自东京化成工业株式会社网站
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	 分子量超过 1,000 的有机功能材料的测定事例
对于分子量小于 1,000 的有机化合物，如图 1 所示，使用直接电离方法 DART（实时直接分析）也可以

获得相同的数据。但是，DART-MS 存在的问题是难以电离分子量超过 1000 的分子。一些有机功能材料的分
子量超过 1,000，因此 DART 可以覆盖的范围是有限的。

MALDI-TOF MS 的可测量质量范围远大于 DART，因此可以轻松离子化分子量超过 1,000 的分子。因
此，从用作有机太阳能电池材料的金属配合物和富勒烯类当中选出分子量超过 1,000 的作为测试样品，使用
MALDI-TOF MS 进行了测定（图 2）。同时，观测到一价自由基正离子均为良好的 S/N 比，根据放大图可看
出各同位素谱峰均已分离。

图 2 分子量超过 1,000 的有机功能材料质谱 上：有机薄膜太阳能电池（OPV）材料  
下：色素增感太阳能电池（DSSC）材料

* 结构式选自东京化成工业株式会社网站

	 总结
结果表明，台式 MALDI-TOF MS MALDI-8020 可测定分子量超过 1,000 的有机 EL 和有机太阳能电池等有

机功能材料。MALDI-TOFMS 不限于此样品，在其他质谱分析仪难以进行测定时（溶解性较低或相对分子量较大、
结构复杂的有机化合物），它也可以进行测定，因此可用于各种有机功能材料及其合成中间体的合成确认。

近年来，MALDI-TOF MS 在实现高规格的同时，尺寸和复杂性也增大，因此相对占据 MALDI 大多数用途、
使用线性模式进行测定的需求来说，规格过高，而且在尺寸和导入 / 维护成本等方面，导入门槛较高。

针对此问题，MALDI-8020 紧凑但具有足以确认合成产品的性能，预计未来可作为满足有机功能材料测定
需求的产品得到广泛应用。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B096 应用报告。
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应用台式 MALDI-TOF-MS 检测 PEG6000 的分子量及分布

摘 要：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）是进行聚合物分子量检测及结构分析的常用手
段之一，它可以快速给出聚合物的质量分布，单体结构等信息，并可以有效对聚合物的端基结构进行分析。本
文使用岛津台式 MALDI-TOF MS，以蒽三酚为基质，分析聚乙二醇 6000（PEG6000）, 得到了分子量的分布及
单体结构信息。

关键词：台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱   MALDI-TOF   聚乙二醇   分子量

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）具有简单、快速获取从低分子到高分子各种样品
的分子量信息的优点，广泛应用于研究开发以及质量控制领域中各种合成材料及天然产物的分子量测定，聚合
物的分子量测定及结构分析便是其典型应用之一。       

MALDI-8020 是岛津的台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱，具有体积紧凑（长 0.45 米宽 0.745 米、
高 1.055 米）、分析速度快（200 Hz  355 nm 固态激光器采集）、仪器维护方便（True Clean 自动 UV 激光源
清洗）和软件满足 21 CFR Part 11 合规性的特点。本文以蒽三酚为基质，应用 MALDI-8020 及聚合物分析软件
Polymerix（Sierra Analytics）分析了常用药用辅料聚乙二醇 6000（PEG6000）的分子量分布及单体信息，
可作为聚合物样品分析时的参考。

	 实验部分
1.1 仪器
台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪 MALDI-8020
1.2 分析条件 
调谐模式：线性正离子模式
激光器：355 nm 固态激光器
扫描范围：m/z 1000-10000
激光能量：90

	 样品前处理
取样品加水溶解，配成 5 mg/mL 的样品工作液。取 1 μL 的样品溶液和 1 μL 蒽三酚基质溶液（10 mg/mL， 

溶剂为四氢呋喃）点靶 , 自然干燥后将靶板送入质谱分析。

	 结果与讨论
PEG6000 的质谱检测结果如图 1 所示。样品检测到聚合物离子峰系列，相邻聚合单元分子量相差 44 Da， 

其中信号强度较高的离子峰系列的分子量分布与结构式 HO(CH2CH2O)nH 相符，另外一个离子峰系列信号
强度较低，聚合单元比另一系列的相邻聚合单元大 28 Da，可能两者端基结构有所不同。样品的分子量分布
信息由聚合物软件 Polymerix（Sierra Analytics）分析计算。Polymerix 软件分析结果见图 2。
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图 1 PEG6000 的一级质谱图

图 2 Polymerix 软件分析结果

	 结论
本文应用台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 MALDI-8020 分析 PEG6000，直接得到了样品的分

子量分布、单体质量的信息。MALDI-8020 作为台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱，具有体积紧凑、
分析速度快、仪器维护方便和软件合规的特点，是聚合物分析的有力工具。
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应用台式 MALDI-TOF-MS 检测聚苯乙烯的分子量及分布

摘 要：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）是进行聚合物分子量检测及结构分析的常用手
段之一，它可以快速给出聚合物的质量分布，单体结构等信息，并可以有效对聚合物的端基结构进行分析。本
文使用岛津台式 MALDI-TOF-MS，以蒽三酚为基质，分析聚苯乙烯 , 得到了分子量的分布及单体结构信息。

关键词：台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱    MALDI-TOF    聚苯乙烯    分子量

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）具有简单、快速获取从低分子到高分子各种样品
的分子量信息的优点，广泛应用于研究开发以及质量控制领域中各种合成材料及天然产物的分子量测定，聚合
物的分子量测定及结构分析便是其典型应用之一。 

MALDI-8020 是岛津的台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱，具有体积紧凑（长 0.45 米、宽 0.745 米、
高 1.055 米）、分析速度快（200 Hz  355 nm 固态激光器采集）、仪器维护方便（True Clean 自动 UV 激光源
清洗）和软件满足 21 CFR Part 11 合规性的特点。本文以蒽三酚为基质，应用 MALDI-8020 及聚合物分析软件
Polymerix（Sierra Analytics）分析了弱极性的聚合物 - 聚苯乙烯的分子量分布及单体信息，可作为聚合物样
品分析时的参考。

	 实验部分
1.1 仪器
台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪 MALDI-8020
1.2 分析条件 
调谐模式：线性正离子模式
激光器：355 nm 固态激光器
扫描范围：m/z 4000-20000
激光能量：75

	 样品前处理
吸取 1 μL 的硝酸银溶液（0.01 mol/L，溶剂为水）滴在样品靶上 , 干燥后吸取 1 μL 的样品溶液（1 mg/

mL，溶剂为四氢呋喃）, 覆盖在硝酸银结晶层上 , 干燥后滴加基质溶液蒽三酚（10 mg/mL，溶剂为四氢呋喃）, 
自然干燥后送入质谱分析。

	 结果与讨论
聚苯乙烯的质谱检测结果如图 1 所示。样品检测到聚合物的质谱峰，在 m/z 4000-12000 之间均有分布。

相邻聚合单元分子量相差 104 Da，与聚苯乙烯的单体结构式 -[C8H8]- 相符。样品的分子量分布信息由聚合
物软件 Polymerix（Sierra Analytics）分析计算。根据检测得到的准确分子量信息并结合聚合物软件的分析，
可知聚苯乙烯的末端基团分子量合计为 58 Da，推测该聚苯乙烯样品的末端基团可能为 CH3CH2CH2CH2-
与 H-。Polymerix 软件分析结果见图 2。
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图 1 聚苯乙烯的一级质谱图

图 2 Polymerix 软件分析结果

	 结论
本文应用台式基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 MALDI-8020 分析聚苯乙烯，直接得到了样品的分子

量分布、单体质量的信息，并对端基结构进行了预测分析。MALDI-8020 作为台式基质辅助激光解吸电离飞
行时间质谱，具有体积紧凑、分析速度快、仪器维护方便和软件合规的特点，是聚合物分析的有力工具。
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
PET 薄膜表面分析

MALDI-TOF 质谱分析法具有高通量和高灵敏度，与 LCMS 法一样在众多领域中得到广泛应用。特别是近
年来越来越多地应用于合成化合物和高分子量化合物的分子量检测和结构分析。由于此类质谱仪具有容易生成
一价离子，便于确认分子量，可检测的质量范围广，样品干燥后进行检测，可选择的溶剂种类多等优点。

此外，由于近几年社会形势的变化，无论是政府、大学还是民营企业，都强烈希望此类设备在引进和运行
方面都降低成本。台式 MALDI-TOF 质谱仪 MALDI-8020 正是一款可充分满足这一市场需求的新产品。值得关
注的一点是，本产品有一个较短的飞行管，虽然比传统机型尺寸小，但仍保留同等以上的性能。

近年来，采用 MALDI-TOF 质谱仪进行质谱成像的有效性得到广泛的认可，各种技术也不断地发展。另一
方面，与降解和耐久性检验联合进行的，对表面上的化合物本身而非其微观结构进行检验的需求日益增加。

本文介绍了应用台式 MALDI-TOF 质谱仪 MALDI-8020, 进行 PET 薄膜表面分析的实例。

	 台式 MADLI-TOF MS MALDI-8020
MALDI-8020 虽然是一款拥有目前世界最小尺寸和安装面积的线性 MALDI-TOF MS，但其线性检测模式（正

离子）的性能与传统机型该模式的性能是相同的。通过采用 200 Hz 固态激光器以及在保持检测部位真空度的
情况下更换样品靶板（加载锁定室），可快速检测。

本产品的飞行管虽然只有 0.85 m，但质谱分辨率并不亚于传统机型，在 m/z 4000 附近也可进行同位素分离。

	 热处理 PET 薄膜的制备
聚对苯二甲酸乙二醇酯（PET）作为通用工程塑料材料，应用非常广泛。众所周知，聚合物中的低聚物是

在伴有加热时成型和拉丝等工艺中析出，造成批次缺陷和工艺故障。尤其是 PET 环状三聚体的低聚物经热处
理后移动到树脂和薄膜表面，容易析出。

将市售 PET 薄膜分成两种，一种进行 100℃以上的热处理，另一种在室温下放置数小时。图 2 所示为
经处理后两种薄膜的光学显微镜图像。目视观察热处理后的薄膜，也能发现薄膜有些变白。使用导电的双面
胶带将薄膜固定到不锈钢制 MALDI 靶板上，喷雾法涂敷基质（20 mg/mL Dithranol、3 mg/mL Na-TFA in 
THF），制成 MALDI 测定样品。

图 1 PET 薄膜的光学显微镜图像

热凾理后 无热处理
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	 PET 薄膜的简单表面测定
采用 MALDI-8020 对图 1 红线内区域进行常规的质谱检测。结果表明，不论是否经过热处理，均在 m/

z 1199 处检测出 Irganox1010 分子相关的加 Na 离子（图 2）。而仅在经热处理后的表面检测出 m/z 599，
这与 PET 环状三聚体的分子量（加 Na 离子）相符。

然后利用 Irganox1010 和环状三聚体的信号，制作图 3 所示的叠加图。通过该方法可以把热处理前后
的表面差异可视化。

图 2 PET 薄膜表面的质谱图

图 3 m/z 599 以及 1199 的叠加图（图 2 红线内区域）

	 总结
通过台式 MALDI-TOF MS MALDI-8020 进行简单的表面分析，可以发现热处理前后聚合物薄膜表面的差异。
近年来，MALDI-TOF MS 的发展越来越高端化，产品尺寸，购买和维护成本也构成了一个很大的障碍。
MALDI-8020 是世界上最小的线性 MALDI-TOF MS，可满足线性模式下化工产品分析的需求，并有望在这

一领域中广泛应用。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B072 应用报告。
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作为生命的遗传物质，核酸在生命科学研究中有着重要的地位，有关核酸的分子生物学研究已成
为最具活力的研究方向之一。近年来，核酸类药物在基因治疗和基因诊断方面显示出良好的应用前景。
建立快速、准确的寡核苷酸分子量测定及序列分析方法十分必要。

冠状病毒（Coronaviruses, Covs）属于冠状病毒科，是自然界广泛存在、能够感染人和动物的
一大类病毒家族，在电镜下观察其病毒粒子表面有类似日冕状的纤突而被命名。冠状病毒的基因组较大，
其单股正链基因序列长达 26-32kb，是自然界己知序列最长的 RNA 病毒。人类冠状病毒感染主要包括
上呼吸道、下呼吸道和胃肠道症状，轻微的症状像普通感冒、咳嗽、发热和腹泻等，严重的则会发展
成支气管炎和肺炎，并伴随肾脏功能衰竭、急性呼吸窘迫综合征等症状。本世纪冠状病毒已有 3 次大
流行，2002-2003 年的传染性非典型肺炎，又称为严重急性呼吸道综合症 SARS；2012 年的中东呼吸
综合征 MERS；以及 2019 年底出现的新型冠状病毒 2019-nCOV。因此，快速准确地鉴定病毒感染的
病原体非常重要。

基于核酸分子的病毒检测技术近年来快速发展，已广泛应用于多种病原体的检测，展现出了很高
的临床应用价值。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）技术自 20 世纪 90 年代以
来已用于单核苷酸多态性（SNP）的检测。最近，在临床病毒学中已经报道了基于多重 PCR 和 MS 的
检测方法，该方法被证明是用于高通量诊断或基因分型应用的有前景的方法。该方法包括三个步骤：
目标核酸的多重 PCR 扩增、质量探针的单碱基延伸和产物的质谱鉴定。目前该方法已成功应用于各种
病毒感染的诊断，如口蹄疫、乳头状瘤病毒感染和冠状病毒感染。另外该技术还可以进行遗传性疾病
的筛查，如软骨发育不全基因筛查、耳聋基因热点突变检测等。

第五节  核酸分析中的应用
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
核酸类药物的快速序列检测

由遗传信息的载体 DNA 和 RNA 等核酸类物质组成的药物称为“核酸类药物”。核酸类药物可以将传统低
分子药物和抗体药物无法靶向的 mRNA（messenger RNA）和 microRNA 作为靶标，有望成为治疗至今仍难
以治愈的遗传性疾病等的新一代创新药物。

尽 管 核 酸 类 药 物 有 许 多 种， 比 如 与 mRNA 结 合 抑 制 蛋 白 质 合 成 的 siRNA、 增 强 microRNA 功 能 的
miRNA、通过与蛋白质结合抑制蛋白质功能的适体、与核酶相似具有直接切割靶向 RNA 功能的物质等，但它
们均具有链状结构，即由构成 DNA 和 RNA 的腺嘌呤、胸腺嘧啶、鸟嘌呤、胞嘧啶、尿嘧啶等数十个（脱氧）
核苷酸连接而成的链状结构。

核酸类药物无需像抗体药物一样通过细胞培养来合成，可以通过化学合成，生成分子量从几千到几万不等。
确认合成的核酸类药物是否具有预定的核苷酸序列，对确保药物的功能至关重要。

本文介绍了采用 MADLI-TOF MS 确认合成核酸的分子量和核苷酸序列的例子。

	 合成核酸的前处理
Empty microspin column (BioRad) 中加入经 1N 盐酸活化并用水清洗的约 200μL 阳离子交换树脂悬浊

液（Dowex 50w 100-200mesh、Dow chemical)，离心并弃去溶液部分。
去除溶液后，向样品纯化柱中加入 10μL 样品水溶液（核苷酸序列：5’-CTGAGACACTGAAGGTAGGA-3’，

100 pmol/μL)，离心，回收流经阳离子交换树脂的样品。
将 1μL 的样品溶液点在 MALDI 靶板上，其上再点上基质溶液（0.5μL），干燥后测定。

	 MALDI-TOF 质谱仪
分析时使用台式 MADLI-TOF MS“MALDI-8020”( 图 1)。该装置既具有 AXIMA Assurance 的卓越性能，

又成功实现设备小型化。MALDI-TOF 8020 质谱仪采用 200Hz 固态激光器作为电离激光，并配备全自动离子源
清洗装置和无油隔膜泵。

	 质谱分析
样品的 MS 测定结果如图 1 所示，m/z 6214.5 检测到一价离子。

图 1 合成核酸的 MALDI-TOF 质谱图
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下一步利用源内裂解技术（ISD: In source decay）测定样品，结果如图 2 所示，获得合成核酸
的 ISD 谱图。在正离子模式下 ISD 测定核酸时，更倾向于生成 w 系列离子，如图 3 所示，因此可以获
得非常简单的谱图。通过比对该 ISD 谱图的碎片离子，可以很容易获得核酸的序列信息。

图 2 合成核酸的 MALDI-ISD-TOF 质谱图和裂解离子 
测定模式：Positive Linear

图 3 合成核酸的正离子模式 ISD 的切割部位

如上文所示，使用 positive linear 模式专用台式 MALDI-TOF MS“MALDI-8020”，可以非常简单地确认
合成核酸的分子量和序列。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B067 应用报告。
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台式 MALDI-TOF MS 应用于 
肽核酸 (PNA) 分析

基质辅助激光解吸附电离飞行时间质谱仪（MALDI-TOF MS），因其简单的前处理方法和准确的分子量信
息得到好评。本款 MALDI-TOF MS 在品质管理以及研究开发领域中对肽核酸（PNA）寡聚体的合成支援和合成
品确认是非常有效的。本文介绍了应用台式 MALDI-TOF MS 分析 3 种 PNA 的例子。

肽核酸（PNA）是模拟 DNA 的人工合成聚合体，DNA 的核酸碱基（A/G/C/T）没有改变，只是用肽结构
取代了主链的脱氧核糖和磷酸基团的部位（图 1）。主链的结构，n-(2-aminoethyl) glycyl 单元是由一个酰胺
结合的，带有中性电荷以及光惰性的，不同于带负电荷糖磷酸为主链的 DNA。

由于电荷状态的不同，PNA 强烈地结合到互补的 DNA/RNA 序列。与 DNA 相比，PNA 的重要作用在于具
有较强的结合力以及杂交特性。因此，PNA 在分子诊断和研究领域中广泛被应用，比如，单核苷酸多态性（SNP）
检测，荧光原位杂交（FISH）和分子生物传感器等技术。

图 1  比较 PNA 和 DNA 的主链结构

这些应用中，具有序列特异性和生物稳定性的 PNA，被用作一种高选择性的分子探针，在一个碱基突变
以及相关的遗传疾病中辨别“几乎相同但只是几个不同的序列”。另外，PNA 也有可能作为反义药物（anti-sense 
drugs）应用于治疗人体免疫缺陷病毒（艾滋病病毒；HIV-1）。

	 材料与方法
PNA 样品由 DestiNA Genomica S.L.（Spain）公司提供。样品溶液（4-15 μmol/L, 0.1 % TFA 水溶液）

和基质溶液等量点在 MALDI 的不锈钢靶板上，干燥后进行检测。基质使用 α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 
（CHCA、5mg/mL) 或者 Sinapic acid （SA、20 mg/mL），溶解于乙腈 /0.1% TFA 水溶液 =1/1。质谱分析
使用台式 MALDI-TOF MS“MALDI-8020”，根据表 1 的参数进行检测。
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表 1  MALDI 质谱仪数据采集参数

	 结果
PNA 样品 A 的质谱图如（图 2 上）所示。包括 Base Peak 在内的同位素簇中单同位素峰的测定值为 

m/z 4510.9，在放大图上可看出同位素峰分离的非常好。虽然是在线性模式下检测，但分辨率充分满足了要
求（>8000 FWHM）。同时还举了分子量更大的 PNA 的检测例子，样品 B 和样品 C 的质谱图如（图 2 下）所示。

图 2  台式 MALDI-TOF MS 应用于 PNA 分析例

样品 A（2pmol，基质 CHCA）的分析结果表明，在线性模式下也能检测到 >8000 FWHM 的高分辨率。
样品 B / 样品 C（5.5pmol/7.5pmol，基质 SA）的高分子量区域的分析结果用平均分子量标记。

本文译自岛津全球应用开发中心（GADC）No. B076 应用报告。
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微生物是个体难以用肉眼观察的一切微小生物的统称，包括细菌、真菌、病毒、少数藻类等。传
统的微生物鉴定方法包括显微镜直接观察、选择培养基和鉴别培养基培养观察、生化反应鉴别、免疫
学方法鉴别和分子生物学方法鉴别（PCR 法或基因测序法）。传统方法耗时长，成本高，通量低，影
响病原微生物鉴定的速度，在一定程度上影响了疾病的控制。

20 世纪 80 年代末 -90 年代初，MALDI 和 ESI 两种软电离技术的出现，使得质谱能够对生物大分
子进行快速的分析。2001 年美国 University of Maryland 的 Ryzhov 和 Fenselau 通过质谱分析微
生物细胞内丰富的核糖体蛋白质分子指纹图谱，提出了利用 MALDI-TOF 鉴定病原微生物的可能性。

MALDI TOF 微生物鉴定系统工作流程

第六节  微生物鉴定中的应用展望
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应用 MALDI-TOF 进行微生物鉴定时，典型的质量范围为 m/z 2-20 kDa，检测到的目标信号主要
是核糖体蛋白和一些看家蛋白，其他还有酶、脂类等的信号。通常可以鉴定到种的水平，基于特殊的
生物信息学分析软件，甚至可以鉴定到亚种或株的水平。MALDI-8020 作为岛津台式飞行时间质谱，
具有线性正离子模式，适合用于微生物菌种的快速鉴定。

商业化的微生物数据库包含的微生物种类非常多，大部分进口厂商和国产厂商都在 2000 种以上，
几乎包含了有代表性的微生物，使得结果具有可比性，假阳性率较低。有些基于 MALDI-TOF 的鉴定
结果中，出现不能鉴定的情况，原因可能是数据库中不包含这些微生物，而不是方法学错误。相信随
着越来越多国产厂商进入 MALDI-TOF 微生物鉴定领域，以及更多的数据库和软件系统的开发完善，
MALDI-TOF 质谱将成为微生物鉴定领域重要的技术手段。

微生物鉴定结果
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