
 

 

热裂解质谱法用于生物样品检测的研究进展
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张　谛2，方　向2
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摘要：质谱技术的持续创新推动了多元化分析系统的快速发展，催生出多种能够满足不同检测需求与应用场景

的仪器平台及方法体系。热裂解质谱（pyrolysis-mass spectrometry, Py-MS）联用技术凭借其独特的在线分析特

性，在复杂样品的原位实时检测方面展现出显著优势。该技术基于有机化合物的热不稳定性，通过高温裂解使大

分子物质解聚生成低分子质量产物，进而依据特征裂解产物的指纹图谱及其相对丰度与母体物质的对应关系实

现定性与定量分析。为进一步提升 Py-MS对难挥发样品的分析性能，研究人员开发了以四甲基氢氧化铵

（tetramethylammonium hydroxide, TMAH）为衍生试剂的在线甲基化改进方法——原位热辅助水解甲基化质谱（in

situ thermally assisted hydrolysis and methylation mass spectrometry, in situ THM-MS）技术。该技术通过在热裂解

过程中同步进行甲基化反应，有效提高裂解产物的挥发性并改善其质谱响应特性，现已在蛋白质、核酸、脂类等生

物大分子的快速检测中得到成功应用。Py-MS技术凭借其强大的分析能力与现场检测优势，已拓展至化工材料

表征、生物医药分析、环境污染物监测、微生物鉴定、文物考古及法医物证检验等多个交叉学科领域。本文介

绍了应用于 Py-MS的 3种典型热裂解装置，并对用于蛋白质、核酸及脂质等生物样品的研究进展进行综述。
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Abstract: Pyrolysis-mass  spectrometry  (Py-MS)  is  a  powerful  analytical  technique  that  combines

thermal  decomposition  of  samples  with  mass  spectrometric  detection,  enabling  rapid,  high-

throughput,  and  in  situ  analysis  of  complex  biological  materials.  This  review  systematically

summarized  recent  advances  in  Py-MS  and  its  derivative  techniques  for  the  detection  and

characterization of major biomolecules, including proteins, nucleic acids, and lipids. Three principal

pyrolysis  configurations,  i.e.,  micro-tube,  Curie-point,  and  laser  pyrolysis,  were  described  in  detail,

highlighting  their  operational  mechanisms,  advantages,  and suitability  for  different  sample  types.  A
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significant technical evolution discussed is the integration of in situ thermally assisted hydrolysis and

methylation  (in  situ  THM)  using  tetramethylammonium  hydroxide  (TMAH),  which  enhances  the

volatility  and  detectability  of  non-volatile  biomolecules  by  converting  them  into  methylated

derivatives,  thereby  improving  analytical  sensitivity  and  specificity.  The  application  of  Py-MS  in

protein analysis reveals characteristic pyrolysis pathways, such as decarboxylation, deamination, and

cyclization,  leading  to  diagnostic  products  like  diketopiperazines  (DKPs),  which  serve  as  valuable

markers  for  amino  acid  composition  and  protein  structure  inference.  For  nucleic  acids,  Py-MS

facilitates  the  identification  of  nucleobases  and  methylated  derivatives,  with  TMAH  derivatization

significantly improving the detection of nitrogenous bases and supporting microbial identification and

extraterrestrial biosignature detection, as demonstrated in planetary missions such as Mars Curiosity

and ExoMars.  In  lipid analysis,  Py-MS enables  rapid profiling of  fatty  acid methyl  esters  (FAMEs)

from  whole  cells,  allowing  for  Gram-type  differentiation  and  pathogen  identification  without

extensive sample preparation. The technique has also been successfully applied to specialized targets

such as bacterial spores via dipicolinic acid detection, and bioplastics (e.g., polyhydroxyalkanoates),

highlighting  its  versatility.  Despite  its  strengths,  Py-MS  faces  several  challenges,  including

suboptimal transmission efficiency of pyrolysis products to the mass spectrometer, complex spectral

interpretation  due  to  overlapping  fragmentation  pathways,  and  the  lack  of  standardized  pyrolysis

spectral  libraries.  Moreover,  current  systems  often  lack  portability  and  require  rapid  vacuum

stabilization  for  field  applications.  Future  developments  should  focus  on  miniaturizing  MS

instrumentation, integrating multidimensional separation techniques (e.g., ion mobility spectrometry),

and applying artificial intelligence for automated spectral interpretation and biomarker identification.

With continued innovation in these areas, Py-MS is poised to transition from a laboratory-based tool

to a robust platform for real-time, in-field analysis in clinical diagnostics, environmental monitoring,

biosecurity, and industrial biotechnology.
Key words: pyrolysis mass spectrometry (Py-MS)；protein；fatty acid；nucleic acid；in situ detection

热裂解是研究有机高分子材料 [1]及生物质

材料结构、组成、性质的重要方法，通过热裂解

装置 300～800 ℃ 的高温裂解，可使样品产生和

释放大量气相颗粒分子。热裂解与质谱技术联

用可使固、液相物质挥发并解离产生气相分子，

然后进入质谱仪检测；根据产物的质谱图可研究

样品的组成结构、裂解过程，通过与生物样本的

标准数据库进行对比，从而快速鉴定样本种类。

另外，对于热裂解产生的气体样品，通常采用电

子电离 （electron  ionization,  EI）源 [2]和化学电离

（chemical ionization, CI）源进行电离。在热裂解

高温引发高质量分子热分解的基础上，EI源进

行高能电离能够产生丰富的碎片离子，有助于获

取样品分子的结构信息；相比于 EI，CI源电离产

生的碎片离子数量较少，能够在一定程度上保留

样品的分子离子信息。除将热裂解与质谱仪直

接联用外，研究人员还在两者之间加上气相色谱

（gas chromatography, GC）仪，对热裂解产物进行

预分离与富集，以降低质谱图解析难度，但同时

也延长了检测时间。

基于本课题组前期研究[3-9]，本文将首先介绍

应用于热裂解质谱（Py-MS）的 3种典型热裂解

装置，然后对用于蛋白质、核酸及脂质等生物样

品的研究进展进行综述。

 1    热裂解装置

1952年，Zemany[10]首次报道了 Py-MS技术，

并验证了其分析复杂聚合样品的可行性；随后，

该方法得到广泛应用和发展。为提高热裂解反

应的效率，衍生出多种热裂解装置。通常，热裂

解装置能够在短时间内达到 300～800 ℃，高温

会引发化合物共价键的解离和重排，从而使样品
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分子发生分解产生碎片离子。某种意义上，热裂

解可看作是一种样品前处理方法，热裂解产物反

映了被热解物质的结构。

根据样品性质的不同，可以控制热裂解反应

发生的时序，据此可将热裂解装置分为 2种模

式：一种为连续型热裂解模式，可连续进样，将样

品直接注入到加热至热裂解温度的管炉中，热裂

解产物不断被蒸汽压输送到质谱仪，通常适用于

气体或液体样品；另一种为脉冲型热裂解模式，

首先将样品注入到预热至 200 ℃ 的管炉中，随后

在几秒内加热至热裂解温度，热裂解产物进入质

谱仪中的时序呈脉冲形，通常适用于固体或部分

液体样品[11]。

根据进样方式和热裂解方法的不同，衍生

出 3种经典的热裂解装置[12]，分别是直接插入式

热裂解装置、居里点热裂解装置和激光热裂解

装置，示于图 1。
 1.1    直接插入式热裂解装置

直接插入式热裂解装置（direct-probe pyrolysis,
direct-probe Py）通过探针单元直接将固态、液态

样品注入至放置于加热线圈内的石英管或加

热炉中，进样最直接、最便捷，也被称为微管炉

热裂解（micro-tube pyrolysis, micro-tube Py），示于

图 1a上半部分。加热炉通过电阻或感应线圈加

热的方式在几毫秒内迅速加热至预设的热裂解

温度，使样品在热能作用下发生热裂解，并在蒸

汽压或真空条件下通过 200 ℃ 保温管路（能维持

热裂解产物的气相状态，可根据不同的产物分子

调整温度）进入质谱仪离子源前端缓冲室。缓冲

室通常起缓冲、富集热裂解产物的作用，为防止

热裂解产物分子发生冷凝或与缓冲室发生二次

反应，需加热缓冲室，且需由惰性材料制造。

对于气体样品，由内置气泵（一般为吸力较

弱的隔膜泵）直接吸取、富集空气中的气溶胶分

子到惰性石英管中进行热裂解。如美国 Bruker
公司生产的化学生物质谱（block chemical biological
mass  spectrometer  CBMS,  Block  CBMS）使 用 由

MSP公司设计和制造的喷墨式气溶胶发生器

（ink jet aerosol generator, IJAG）从环境空气中收

集和浓缩生物气溶胶颗粒[13]，并通过两级虚拟撞

击器排除所有空气动力学直径大于 10  mm
的颗粒，最后以 1 L/min流速输送空气动力学直

径 2.3～8.4 mm的气体颗粒至加热管炉 [14]，产生

的热裂解产物经保温富集后进入质谱仪。

 1.2    居里点热裂解装置

居 里 点 热 裂 解 装 置 （Curie-point  pyrolysis,
Curie-point Py）的样品注入方式不同于直接插入

式热裂解装置，其需将固体或液体样品涂覆、沉

积于丝状、箔状或管状的样品载体上，载体由一

定比例的铁、镍、钴合金材料制成，称为居里点

载体，示于图 1a下半部分。居里点温度（该温度

下铁磁质转变为顺磁质，停止吸收能量）与合金

成分的关系列于表 1，可根据不同组成比例的载

体选择裂解温度，然后利用放置在热解反应管周

围感应线圈内产生的高频（0.5～1.0 MHz）电磁

场，快速感应加热居里点载体上的固体、液体材

料或周围流动的气体[11]。当高频场接通时，铁磁

载体通过线圈感应加热至居里点温度，在该温度

下，金属失去铁磁性变为顺磁性，此时由于线圈

中高频场的能量吸收大幅减少，加热效应急剧降

 

a b

Direct probe mode Sample

Sample on

quartz filter

Heater coil

Liq. N2 cooled

mantle

Electron beam

cross section

CO2 laser beamCurie-point

probe mode IR window

注：a. 直接插入探针热裂解配置（上）和居里点热裂解配置（下）；b. 激光热裂解配置[11-12]

图 1    经典热裂解 EI 质谱仪示意图

Fig. 1    Instrument configurations of classical pyrolysis EI mass spectrometer
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低，通过居里点载体的恒温效应控制最终热解温

度（该温度由所用合金成分特有的、明确界定的

转变温度决定）。此外，居里点载体通常为一次

性用品，每次涂覆、沉积进样后需更换，以防止

样品干扰。对于一些生物样品，如细胞、细菌，常使

用居里点丝进行沉积、烘干，使样品得以附着在

载体上，在管炉内固定居里点载体进行热裂解。

由于加热效率高、热裂解温度易控制以及更换

居里点载体后不易受样品干扰，目前报道的大多

数 Py-MS研究均使用居里点热裂解装置[12]。

 1.3    激光热裂解装置

激光热裂解装置（laser pyrolysis, laser Py）[16]使

用 Nd:YAG激光器提供高功率（约 109 W/cm2）的

光束脉冲，并通过透镜聚焦到样品上，以实现聚

合物样品的快速加热与蒸发，可表征非常小的样

品，如单个细菌、细胞，且样品量在 pg范围内[17-19]，

示于图 1b。与直接插入式热裂解装置、居里点

热裂解装置相比，激光热裂解装置具有较高的样

品加热速率、良好的谱图再现性，且不需经过任

何样品制备即可实现对大多数有机材料的直接

原位分析，具有广阔的工业应用前景[12, 20]。但存

在裂解温度控制和测量较困难，且样品性状对结

果影响较大的局限。

 2    热裂解质谱在生物分析中的应用

使用 Py-MS法分析的样品通常为高聚化合

物，其产生的高温使样品发生不同程度的断裂，

从而可以通过碎片离子推测样品分子的结构与

性质，亦可在复杂混合物中通过检测目标样品分

子的特征碎片进行定性和定量分析。生物体中

的有机高聚化合物，如蛋白质[21-23]、核酸、脂质[7]

等，具有高度复杂性的特点，常规检测方法通常

是劳动密集型的重复操作，耗时且昂贵，存在潜

在的假阳性问题 [24-26]。Py-MS法在很大程度上

避免了这些问题，在实现快速、高灵敏度和特异

性检测的同时省去了耗时的前处理步骤，且可提

供大量的样品分子结构信息。近年来，研究人员

应用 Py-MS进行了大量研究，展示了其在生物

样品检测方向的巨大潜力，应用情况列于表 2。

然而，许多生物样品难挥发或不具挥发性，严重

限制了其在 Py-MS检测中的灵敏度。针对这一

问题，研究人员发现 [27-28]，甲基化衍生能显著提

升热裂解效率及样品挥发性，进而提高检测灵敏

度。如四甲基氢氧化铵（TMAH）通过与生物大

分子 （如蛋白质、核酸、脂质）中的酸性氢 （如

−COOH、−OH、−NH、−SH）发生反应，生成相

应的甲基衍生物，能够促进大分子的热裂解反

应。在 300 ℃ 以上，TMAH会分解产生三甲胺

和极具反应活性的甲醇，实际上，真正的甲基化

试剂是分解过程中生成的甲醇，在 TMAH提供

 

表 1    居里点温度与合金成分的关系[11-12, 15]

Table 1    Curie-point versus alloy composition[11-12, 15]

居里点载体合金成分比例
Alloy composition/% 居里点温度

Curie-point/℃
铁Fe 镍Ni 钴Co

0 100 0 358

61.7 0 38.3 400

50.6 49.4 0 510

42.0 41.0 16.0 600

29.2 70.8 0 610

33.0 33.0 33.0 700

100 0 0 770

 

表 2    热裂解质谱法在各类生物样品检测中的应用概况

Table 2    Applications of pyrolysis mass spectrometry in detection of various biological samples

样品类型
Sample type

目标分析物
Target analyte

特征标志物
Characteristic marker

检测技术
Detection technique

应用领域
Application field

引用参考
Reference

蛋白质 氨基酸、多肽
芳香族化合物、环状二肽（DKP）、

氨、二氧化碳
Py-GC-MS、in situ

THM-MS
结构生物学、
疾病机制研究 [19-47]

核酸 核苷酸、碱基
甲基化核苷、脱氧核糖/核糖衍生物、

特征碱基片段

Py-HR-MS、提取
物甲基衍生化Py-

MS

微生物鉴定、地外生命
探测、核酸定量 [58-86]

脂质
脂肪酸、磷脂、

胆固醇
长链饱和/不饱和脂肪酸及相应的

脂肪酸片段

提取物甲基衍生化
Py-MS、in situ
THM-MS

革兰氏细菌分类、
快速病原体筛选 [74, 87-93]

其他
细菌孢子、塑料及

其分解产物

二吡啶酸（DPA）、
甲基二吡啶酸（mDPA）及

PHA单体
Py-GC-MS

细菌孢子定量、新型可降
解环保材料研究、塑料降

解菌株培育
[94-98]
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的强碱性条件下对酸性氢进行亲核取代反应

（SN2）。在此过程中，含有−OH、−COOH、−NH2

等官能团的极性化合物（如氨基酸、脂肪酸等，

它们之间可以形成密集的氢键网络，将其从液态

或固态变为气态需要巨大的能量）被转化为极性

更弱、挥发性更强的衍生物（如氨基酸酯、脂肪

酸甲酯等，甲基化将含有易形成氢键的酸性氢

原子的基团−OH、−NH用−CH3 取代，从而降低

其转化为气态所需的能量 ），因此 ，−COOH、

−OH、−NH2 分别被取代成为−COOCH3、−OCH3、

−NHCH3 或−N（CH3）2，其中甲基很稳定，不能作

为氢键的给体或受体，可防止化合物在热裂解过

程中发生脱羧、环化等副反应，提高衍生化合物

的稳定性。

 2.1    蛋白质样品检测

研究人员通过对氨基酸、多肽及蛋白质材

料的热解行为进行系统性研究，揭示了其热分解

规律与结构特征间的内在关联[29-30]。氨基酸、多

肽及蛋白质在热裂解过程中可能发生的反应及

产物示于图 2。氨基酸的热裂解主要遵循脱羧

（图 2（1））、脱氨（图 2（2））、脱水（图 2（3））和裂解

（图 2（5））反应路径[31-32]。其中，缩合与脱水反应的

协同作用（图 2（4））可形成具有六元环骨架的稳

定产物——2,5-二酮哌嗪（diketopiperazine, DKP）。
这种环状二肽不仅是氨基酸的特征热解产物，也

普遍存在于多肽及蛋白质的热裂解过程中，其特

殊的结构稳定性与生物活性已引起药物研发领

域的关注[32]。

值得注意的是，氨基酸侧链基团的反应活性

对其热裂解途径具有显著影响[31]。例如，天冬酰

胺易生成马来酰亚胺和琥珀酰亚胺；苯丙氨酸倾

向于形成甲苯、乙苯等芳香族化合物，次级反应

还可产生腈类、胺类等副产物。相较于单体氨

基酸，多肽和蛋白质的热裂解机制更复杂，涉及

更多竞争性反应路径 [33-34, 40-41]，其主要产物包括

CO2、H2O、CO和 NH3 等小分子气体，以及多种

不饱和有机化合物 [35]。Orsini团队 [38]通过热裂

解-气相色谱-质谱（Py-GC-MS）结合逸出气体分

析质谱（EGA-MS）技术，系统研究了卵清蛋白

（OVA）的热裂解行为。结果发现，OVA的热解

产物谱包含 NH3、异氰酸（HNCO）、芳香族化合

物及环状二肽等特征组分，且特定氨基酸的反应

活性及其在多肽链中的定位显著影响热解路

径。此外，该研究首次提出蛋白质的二级、三级

乃至四级结构可能调控其热解模式，这为通过热

裂解产物反推蛋白质高级结构提供了理论依

据。在后续研究中 ，该团队 [42]通过温度梯度

EGA-MS实验，证实交联剂 1-乙基 -3-（3-二甲基

氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（EDC）可显著提升

OVA的热稳定性，并诱导其形成聚集体结构。

该结果不仅验证了 Py-MS在解析蛋白质聚集态

结构 [43-44]方面的独特优势，更凸显其在研究由静

电作用、疏水效应及共价交联等复杂机制调控

的蛋白质组装过程中的应用潜力。这些发现为

材料科学、基础生物学及神经退行性疾病研

究 [45-47]提供了重要的分子水平信息。在热裂解

机理研究方面，Zang等 [48]开发的在线 TMAH热

化学溶解技术实现了氨基酸及蛋白质样品的原

位甲基化分析。Gallois团队 [39]进一步拓展了该

技术的应用，系统阐明了 20种氨基酸在 TMAH
存在下的 5种主要反应路径：以甲基化为主导

（图 2（6））、伴随异构化（图 2（7））、环化（图 2（4）、
（8））、脱氨基、脱羧及均裂 （图 2（9））等竞争

反应。

除精氨酸、谷氨酰胺、天冬氨酸和天冬酰胺

外，其余氨基酸均以甲基化为主导反应途径。

TMAH的引入可有效抑制常规热解中亮氨酸、

异亮氨酸等产生的胺类副产物，转而生成相应的

腈类化合物，同时促进异亮氨酸、缬氨酸的脱羧

二胺化反应。相较于常规热裂解中氨基酸自发

环化生成少量 DKP（如精氨酸生成 3-氨基 -2-胡
椒酮，天冬酰胺生成吡咯和吡咯烷二酮 [49]，谷氨

酸 [50]生成吡咯烷酮），TMAH体系可特异性诱导

甘氨酸二聚环化形成 Gly-Gly二肽。这些研究

共同表明，尽管甲基化产率有限，但特征性环化

或均裂产物仍可作为氨基酸检测的有效标识，其

组合模式还可用于推断多肽链的氨基酸组成。

针对热解产物形成的规律，Voorhees等 [51-53]采用

居里点热裂解质谱（Curie-point Py-MS）系统研究

了肽段长度对 DKP生成的影响。研究发现，含

脯氨酸的哌嗪二酮类化合物（diketopiperazines,
DKPs）因结构稳定，更易形成 [54]，且脯氨酸位于

二肽 C端时的环化效率最高[55]；而亲水性氨基酸

（天冬酰胺、谷氨酸、精氨酸、赖氨酸）的存在则

会抑制 DKP生成 [51]。Fabbri团队 [56]利用 Py-GC-
MS研究三肽体系，进一步证实了虽可检测到脯
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氨酸-谷氨酸（Pro-Glu）和脯氨酸-赖氨酸（Pro-Lys）

环化产物，但其丰度受极性侧链影响而显著降低。

基于上述机理研究，Py-MS技术已在多个领

域展现出独特的应用价值。在蛋白质组学领

域，Zhou等 [57]创新性地采用微管炉热裂解替代

传统酶解，通过热分解消化（thermal decomposition

and digestion,  TDD）实现了 Asp-C端和 Cys-N端

的高效断裂，结合多维质谱技术成功表征了多肽
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图 2    氨基酸、多肽及蛋白质（以人胰岛素为例）在热裂解过程中可能发生的反应及产物[29, 31-39]

Fig. 2    Possible reactions and products of amino acids, polypeptides, and proteins (human insulin)
during pyrolysis[29, 31-39]
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热解产物。Arendonk团队 [58-59]将热裂解低压 EI
与 NH3Cl化学电离联用，在早熟禾属植物叶片研

究中，通过对比 2种禾种 Poa annua 和 Poa pratensis
叶片乙醇提取蛋白质与蛋白酶消化前后的热解

谱图差异，不仅获得了细胞质蛋白的“阴性”特

征谱，还检测到新型蛋白质标志物片段[60]。

在微生物检测领域，Voorhees等 [61]基于高分

辨质谱（high-resolution mass spectrometry, HR-MS）
数据，建立了布鲁氏菌 Brucella neotomae 特征峰

的半经验公式，并证实了蛋白质生物标志物离

子在细菌分类中的统计学显著性。Hendricker团
队 [62]采用热裂解-离子阱质谱技术研究炭疽杆菌

时，发现不同类型的质量分析器（三重四极杆与

离子阱）会导致生物质谱差异，离子阱因分子离

子二次反应产生特征碎片离子，经同位素标记实

验证实这些未知峰源于酪氨酸氧化降解产物，该

发现为全细胞细菌的蛋白质标志物检测提供了

新思路[63]。

在生物质资源利用方面 [64-66]，Niu等 [67]针对

微绿球藻开发了集成提取-热解工艺，通过傅里

叶变换红外光谱（FT-IR）和 Py-GC-MS分析从海

洋微藻 Nannochloropsis gaditana 中提取的不同

组分（脂质、蛋白及脱脂/脱蛋白残渣）的热化学

特性，优化得到生物燃料与化学品联产方案，显

著提升了微藻的资源利用率 [64]。这些创新应用

充分展现了 Py-MS技术在蛋白质研究中的多维

度价值。

 2.2    核酸样品检测

核酸是碳水化合物的特殊衍生物，同时也是

生物遗传信息的载体，包括脱氧核糖核酸（DNA）

和核糖核酸（RNA），由 5种核苷酸单体聚合而

成。每个核苷酸单体包含 3个独立单元：1个五

碳糖（RNA中为核糖，DNA中为脱氧核糖）、1个

含氮碱基及 1个磷酸根离子 PO4
3−，示于图 3。

Py-MS技术为解析这类生物大分子的组成与热

稳定性提供了独特视角。

有研究人员采用质谱技术对核酸进行研

究 [68-79]，包括电喷雾质谱（ESI-MS）、基质辅助激

光解吸电离质谱（MALDI-MS）、电子电离 /化学

电离质谱（EI/CI-MS）等。对于任何脱氧核糖核

酸链和核糖核酸链，在热裂解时的初级裂解均涉

及连接相邻 2个核苷酸残基的磷酸二酯键的裂

解，示于图 4左侧，因此磷酸二酯键的断裂被认

为是初级裂解反应的关键步骤 [80-81]，后续电离过

程产生的特征离子可有效指示碱基组成及戊糖

脱水产物。Abbas-Hawks等[82]采用热裂解电子电

离高分辨率质谱（Py-HR-EI-MS）对木鼠布鲁氏

菌 Brucella neotomae 进行全细菌细胞检测，通过

对比细菌的核酸和碳水化合物与代表糖和核酸

细胞含量的标准品（含腺苷酸（AMP）、胸苷酸
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（TMP）、鸟苷酸（GMP）、胞苷酶（CMP）、尿苷酸

（UMP）、腺嘌呤、胸腺嘧啶、鸟嘌呤、胞嘧啶、

尿嘧啶、核糖、葡萄糖、胞壁酸、N-乙酰葡糖胺、

多糖和脂多糖的溶液）的母离子及碎片离子，研

究热裂解全细胞细菌时核酸生物标志物离子可

能的裂解机制。Jarman[83]进一步揭示了 DNA热

解特性：小牛胸腺 DNA经热裂解可稳定释放腺

嘌呤、胞嘧啶和胸腺嘧啶 3种主要碱基，通过紫

外光谱法定量验证了这些主要成分的相对含量；

此外，还检测出一些甲基呋喃衍生物，如甲基呋

喃基胞嘧啶，经推测，这些次要产物是由 DNA在

高温下热裂解产生的。随后，Jarman对比了不经

热裂解步骤的完整 DNA直接质谱分析结果，发

现即使 DNA经电子电离能够产生碎片离子，但

受限于 DNA的热解速率，碱基的质谱信号也会

偏弱且不稳定。此外，DNA中的无机阳离子、磷

酸二酯键和其他结构可能会干扰质谱分析结

果。相较于传统直接质谱分析中因磷酸骨架干

扰导致信号较弱的问题，热裂解预处理虽能提升

碱基的检测灵敏度，但分子重排现象可能影响原

始碱基组成的准确解析，且复杂的热解产物谱增

加了数据分析难度。为提升检测特异性，研究人

员引入 TMAH衍生化方法。

Voorhees等 [84]对脂质、蛋白质及核酸的 Py-
MS结果进行综合分析评价，采用 Py-MS分析核

酸及其衍生物，并探讨 TMAH作为甲基化试剂

对核酸分析的影响。在热裂解过程中，核酸发生

的初步断裂反应及核苷酸裂解可能形成的产物

示于图 4。研究发现，使用 TMAH进行原位甲基

化可改善对含氮碱基的检测能力（甲基化能增强

含氮碱基的挥发性）。此外，还发现 AMP、TMP、
CMP和 GMP在有、无 TMAH情况下的热裂解

质谱图明显不同，这归因于每个碱基根据其酸

性氢的数量和甲基化试剂的浓度可能发生不同

程度的甲基化，并且甲基化位点通常为−NH及

具有不饱和键的 N（图 4右侧）。这些研究结果

表明，使用 TMAH进行原位甲基化可显著提高

Py-MS分析核酸及其衍生物的能力，其特征性甲

基化产物模式更为细菌种属鉴定提供了新的分

子指纹图谱。

在定量分析领域，Sahota团队 [85]提出了一种

采用 Py-GC-MS检测哺乳动物细胞 DNA含量的

方法，以热裂解 DNA产生的特征性产物糠醛醇

作为生物标志物，并使用 N-乙酰氨基葡萄糖作

为内标物进行校准，实现了对小牛胸腺 DNA、人

角质形成细胞和小鼠成纤维细胞的 DNA检测
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定量。检测结果与二苯胺法测定结果的相关性

良好，可替代传统 DNA检测方法，且具有在复杂

生物系统中定量分析其他细胞组分的潜力。

除研究地球上的生命外，在人类探索宇宙过

程中，研究人员已将 Py-MS应用于好奇号火星

探测器的样本分析仪器（SAM）和 ExoMars 2022

火星探测器的火星有机分子分析仪 （MOMA）

上，用于探索地外生命的存在 [86-89]。He等 [90-91]重

点研究了在 TMAH存在下，Py-MS法在核苷检

测中的应用，并优化检测条件，以解释 SAM和

MOMA在火星探测中获取的数据。采用 6种脱

氧核苷标准品，包括脱氧腺苷（dA）、脱氧鸟苷

（dG）、胸苷（dT）、2’-脱氧尿苷（dU）、2’-脱氧胞

苷（dC）和脱氧肌苷（dI）[92-94]，在不同温度下进行

TMAH热裂解质谱实验。结果发现，在 TMAH存

在下，热裂解主要生成甲基化核苷和碱基；200 ℃

时甲基化核苷的稳定性较高，主要产物为甲基化

核苷和甲基化核糖衍生物，如 2-甲氧基甲基-呋

喃；而在高温下则易分解为甲基化碱基和核糖衍

生物，如 600 ℃ 时主要检测到甲基化碱基。虽然

某些热分解产物无法被检测到，但 600 ℃ 时仍能

检测到核苷的特征产物，表明 TMAH热裂解适

用于火星探测中 DNA片段的检测，展示了该技

术在行星探测中的潜力和应用前景，为行星科学

中生物标志物的搜寻提供了关键技术支撑。

 2.3    脂质样品检测

脂质是生物体内一种重要的组成成分，包含

脂肪（甘油三酯、脂肪酸）、类脂（磷脂、糖脂、胆

固醇及胆固醇酯）及其他脂质（蜡、萜类及脂溶

性维生素），它们在生物体内承担着能量储存、

结构支持和信号传导等多种重要功能，其广泛分

布于原核与真核生物体内（如革兰氏阴性细菌包

膜结构上存在的脂蛋白与脂多糖），提供非极性

物质的转运通道或为疏水化合物提供渗透性屏

障。此外，细胞内部还存在游离或者结合形式的

脂肪酸，用于维持细胞正常的生命活动。在热裂

解过程中，脂质（如甘油三酯）首先发生热分解形

成热稳定性更强的单体（如脂肪酸），示于图 5左

侧，随后在高温下逐级分解（每次分解将脱去 1个

−CH2−）形成特征产物，示于图 5右上方，并通

过特征谱图进行鉴定。当采用 TMAH衍生化方

案时，甘油三酯被 TMAH水解成脂肪酸盐和甘

油，随后脂肪酸盐立即被甲基化为易挥发的脂肪

酸甲酯（FAME），涉及皂化和甲基化 2个反应，

示于图 5左侧。

在微生物快速鉴定领域，脂肪酸特征谱的检
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Fig. 5    Primary cleavage of triglycerides during pyrolysis, and pyrolytic pathways and resultant products of
pentadecanoic acid[84, 95-98]

第 2 期 俞晓平等：热裂解质谱法用于生物样品检测的研究进展 137



测已成为 Py-MS技术的重要应用方向。1988年，

Voorhees等 [95]对比了 EI与 CI（以甲醇作为试剂

气体）在 Py-MS中检测分离大肠杆菌、蜡样芽孢

杆菌和枯草芽孢杆菌的能力。通过对比每种细

菌的中性损失、母离子和子离子扫描结果，发现

CI比 EI（70 eV）的灵敏度更高，且母离子扫描提

供了更好的选择性，仅需 1～2个特征离子峰即

可实现大肠杆菌等 3种病原菌的精准鉴别。

1989年，Holzer团队 [96]采用居里点热裂解 -气相

色谱-质谱（Curie-point Py-GC-MS）法，通过 TMAH
原位甲基化技术成功分析了全细胞的脂肪酸甲

酯谱图；对比了大肠杆菌、铜绿假单胞菌和金黄

色葡萄球菌等 6种细菌的 Py-MS图与脂肪酸标

准品谱图、传统脂质提取法制备的细菌脂肪酸

谱图 [97]，结果具有良好的一致性；且证实了原位

甲基化方法在低分子质量脂肪酸检测中有着更

高的回收率，表明全细胞原位甲基化热裂解方法

的可行性，为微生物脂肪酸分析提供了免提取的

高效解决方案。

基于脂肪酸谱的微生物分类研究取得了显

著进展。Basile等 [98]于 1995年采用 Py-MS对微

生物的 FAME提取物进行分析，以研究其区分

革兰氏阳性和革兰氏阴性微生物的能力。使用

主成分分析（PCA）对质谱数据进行模式识别，

成功将微生物分为 3个离散簇，实现了革兰氏

阳性菌与阴性菌的聚类分离，并且通过串联质

谱实验进一步确认了特定脂肪酸的存在和异构

体类型。结果发现，革兰氏阴性菌中富含棕榈

酸 （C16:0）、 油 酸 （C18:1）和 棕 榈 油 酸 （C16:1）；
而革兰氏阳性菌中富含支链十五烷酸（C15:0），
特别是同型异构体（ISO）和反异型异构体（ante-
ISO）。对于革兰氏阳性菌分离为 2个簇类的现

象，Voorhees等 [84]后续通过扩展样本量验证该

分类模型，使用核酸、蛋白质及脂质等生物标

志物 ，采用 Py-MS鉴定 10种革兰氏阳性菌和

10种革兰氏阴性菌，并使用 TMAH进行原位甲

基化以提高生物标志物的挥发性和信息量。在

脂肪酸分析实验中，发现通过不同的脂肪酸组

成可成功区分革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌，在PCA
结果中，脂肪酸谱图同样清晰地分为 3个簇类，

分别对应不同的革兰氏类型。对 2个革兰氏阳

性簇类分析发现，支链 C15:0的异构比例差异

是导致革兰氏阳性菌亚群分离的关键因素，其

中 1个簇类含有高强度的反异型 C15:0，即由于

ISO和 ante-ISO的 C15:0相对含量不同导致了

革兰氏阳性菌的分离。基于 Voorhees等 [95]采用

EI和 CI电离源对细菌检测能力对比的研究 ，

Barshick等 [99]结合 CI和离子阱质量分析器区分

了 5种革兰氏阴性病原微生物，并对比了 4种

化学电离试剂的 Py-MS分析效果，以进一步优

化电离方法；发现相比于 EI，CI显著减弱了碎

片化程度，并增强了脂肪酸分子离子的强度。

此外，使用乙醇作为化学电离试剂时，可显著增

强 C12～C18脂肪酸分子离子的强度，其特征谱

不仅能区分细菌属种，还可精准鉴定至亚种水

平，较 EI具有更优的分类效果（EI电离只能实

现属层次上的区分）。

针对复杂样本的检测难题，Basile等 [100]采用

Py-MS结合原位热水解甲基化（in situ THM）技

术（TMAH作为甲基化试剂）快速分析细菌样本

中的 FAME，研究包括炭疽杆菌、鼠疫杆菌等在

内的 6种病原体在不同生长条件下的脂质特征，

发现某些细菌难以通过 Py-MS进行准确区分

（如在 C10ME～C20ME质量范围内，土拉氏菌属

无法与布鲁氏菌属区分）。随后，Basile等通过

优化质谱仪质量检测范围，发现土拉氏菌属存在

独特的细胞饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸（如

C24:1ω15c、C18:1ω9c、C22:1ω13c），这意味着特

定质量范围的优化可提升菌属鉴别的特异性，针

对不同的检测样本可能存在潜在的质量范围优

化需求；同时也表明某些脂肪酸可能是特定病原

体的独特生物标志物，通过检测这些特征离子可

以区分不同的病原体。针对 Py-MS、in situ THM、

TMAH甲基化衍生等名称重复使用的问题，研究

人员对使用 TMAH作为甲基化试剂的原位甲基

化-热裂解质谱法进行了规范化命名，称为原位

热辅助水解甲基化质谱技术（in situ THM-MS），
以此区分传统 Py-MS、提取物甲基衍生化 Py-MS
及 in situ THM-MS。其中，传统 Py-MS泛指热裂

解与质谱分析法的联用，既包括热裂解与质谱的

直接联用、热裂解与气相色谱及质谱的多重联

用，还包括提取物甲基衍生化 Py-MS及 in situ
THM-MS。提取物甲基衍生化 Py-MS包含目标

物提取、纯化、甲基衍生化及质谱检测在内的一

系列操作；In situ THM-MS创新性地优化了目标

物提取、纯化等步骤，使样品与 TMAH在热裂解
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反应过程中发生甲基衍生化，显著缩短了流程耗

时，可实现原位检测。

Basile等 [101]基于该实验室先前的 Py-MS法

检测细菌脂肪酸以区分细菌的研究，将 in situ
THM-MS与基于传统的化学提取脂质的 Py-
MS及基于 GC的 MIDI商业全自动微生物鉴定

系统的检测结果进行对比。结果表明， in  situ
THM-MS法 与 GC和 提 取 物 甲 基 衍 生 化 Py-
MS方法的结果一致，均能够将细菌样本分为

3个离散簇类，且可以在5 min内完成分析，所需

时间远短于传统生物学检测方法；此外，所需的

细胞数量约为 2×106，少于 MIDI系统要求的

2.4×1010，充分彰显了现场快速检测的优势。

在商品化方面，基于众多研究人员对 in situ
THM-MS法可行性、检测能力的验证，Bruker公
司设计生产了具有现场检测能力的 Block CBMS，
随后经过技术迭代，生产了功能更强大的 Block
II CBMS。Griest等[13]介绍了 Block II CBMS对现

场生物气溶胶的检测效果，通过喷墨式气溶胶发

生器（IJAG）收集和浓缩环境空气中的生物气溶

胶，再通过 TMAH介导的甲基衍生化过程，从完

整微生物中快速回收细菌磷脂膜脂肪酸，用质谱

仪的全扫描乙醇 CI模式进行分析，并通过线性

判别分析区分不同微生物。此外，还对革兰氏阴

性菌、革兰氏阳性菌和 OVA等模拟生物战剂进

行测试，进一步验证了 Block II CBMS和 in situ
THM-MS法对生物样品的现场检测和识别能力，

标志着 Py-MS技术已从实验室研究迈向现场生

物安全监测应用。

 2.4    其他类型样品检测

Py-MS技术的检测对象不局限于常规生物

大分子，其在特殊生物结构及合成材料分析中亦

展现出独特优势。以细菌孢子检测为例，如芽孢

杆菌属、梭菌属、放线菌及固氮菌在逆境中会产

生孢子，而细菌孢子中含有 5%～14%特征成分

二吡啶二甲酸（dipicolinic acid, DPA），其含量与

孢子成熟度直接相关。通过检测 DPA可以确认

孢子的存在，进而判断细菌样品的生理状态及对

孢子细胞进行定量分析。传统的 DPA检测方

法，如分光光度法、液相色谱法和气相色谱法等

普遍存在前处理流程复杂、分析周期长等问

题。Beverly团队 [102]使用居里点热解 /三重四极

杆质谱仪和微管炉热解 /四极杆离子阱质谱仪，

通过 in situ THM-MS法用 TMAH将 DPA原位转

化为甲基化衍生物（mDPA），结合三重四极杆与

离子阱质谱的全扫描及碰撞诱导解离（CID）实

验，成功捕获炭疽芽孢杆菌中 mDPA的特征碎

片离子，实现了孢子特异性标志物的精准检测。

Goodacre等[103]采用 Curie-point Py-MS法和 FT-IR
法检测芽孢杆菌孢子中 DPA生物标志物，构建

了基于 DPA特征峰的孢子-营养细胞鉴别模型，

为微生物生理状态评估提供了快速分析策略。

在可回收材料研究领域 [104-105]，Py-MS技术

为生物基可降解塑料的研发提供了关键的技术

支持。以聚羟基脂肪酸酯（PHA）为例，其因生物

降解性和可再生性受到广泛关注。对于微生物

合成菌株而言，PHA含量更高的菌株对 PHA具

有更强的回收能力，在减少环境负担的同时，还

可以节省工业提取和纯化步骤的时间和成本，具

有较高的应用价值和商业潜力。Khang等 [106]基

于 Py-GC-MS快速分析测定微生物细胞中 PHA
含量及其单体组成，同时对具有不同 PHA回收

能力的重组大肠杆菌进行筛选。该方法不仅能

够高效筛选高 PHA产率菌株，还可实时评估发

酵过程以优化效果，显著缩短了从实验室研发到

工业应用的转化周期，为生物可降解塑料的可持

续发展提供了有力的分析工具。

 2.5    热裂解温度对主要生物分子裂解行为的影响

热裂解温度是 Py-MS技术中最关键的参数

之一，直接决定生物大分子的裂解途径和最终产

物的分布。生物样品中的不同组分（如蛋白质、

核酸、脂质）由于其化学结构和键能的差异，具

有显著不同的热稳定性，因此，在不同的温度区

间会表现出特征性裂解行为。优化裂解温度对

于获得高信噪比、高特异性的特征指纹图谱至

关重要。对 3类生物分子进行特征识别时，最适

宜的热裂解温度区间列于表 3。
氨基酸和蛋白质的热裂解行为强烈依赖于

温度，并伴随着与 TMAH的在线甲基化反应[28, 107]。

在 300～400 ℃ 区间，主导反应是 TMAH对氨基

酸的在线甲基化，氨基酸的羧基被有效甲酯化，

生成相应的氨基酸甲酯，这些酯类产物挥发性

好，能够提供清晰的单体信息，用于氨基酸组成

的定性和定量分析；在 400～600 ℃ 区间，随着温

度升高，肽键（C—N键）开始断裂，蛋白质主链发

生随机裂解，同时，氨基酸侧链的裂解反应加剧，

第 2 期 俞晓平等：热裂解质谱法用于生物样品检测的研究进展 139



产生吡咯、苯酚、甲苯等化合物及衍生物；当温

度大于 600 ℃，过度裂解占主导，会产生大量非

特征性小分子碎片，如烯烃、腈类、芳香烃等，这

些碎片的背景噪音高，会掩盖特征信号，降低方

法的特异性。

核酸的热稳定性较差，其裂解行为对温度极

为敏感[83]。在 350 ℃ 以下，主要发生碱基的释放

和甲基化，若存在 TMAH，碱基（如 AMP、CMP、
TMP、GMP、UMP）从其糖苷键上断裂下来，并被

甲基化；350～500 ℃ 区间是获得核酸特征谱图

的最佳范围，糖-磷酸骨架发生断裂，释放出完整

的甲基化碱基（如 N-甲基腺嘌呤、O-甲基鸟嘌

呤），这些碱基是核酸最典型的生物标志物；但当

温度大于 500 ℃ 时，会导致碱基本身发生开环、

脱氨基反应，降低特征性，同时还会发生严重的

碳化反应，产生复杂的含氮杂环化合物和 CO、

CO2 等小分子气体，严重干扰质谱检测。

脂质的热裂解过程主要包括水解和甲基

化[28, 108-110]。在 300～450 ℃ 区间、存在 TMAH时，

脂质的在线热化学甲基化占主导，即甘油三酯的

酯键被 TMAH水解，生成的游离脂肪酸立即被

甲基化生成 FAME；在 450～600 ℃ 区间，甘油骨

架裂解，产生丙烯醛、丙酮等小分子酮类和醛

类，同时，脂肪酸链发生裂解生成短链烃类，产生

直链烷烃、烯烃、链烷腈等复杂混合物；当温度

大于 600 ℃，同样会发生严重的碳化反应，生成

无特征的碳质残渣。

在实际生物样品分析中，由于样品通常为多

种生物分子的混合物，裂解温度的选择往往需要

一个折衷方案。通常，350～550 ℃ 是广泛使用

的起始优化温度，能够较好地平衡蛋白质、核酸

和脂质的裂解与衍生化效率。针对特定的研究

目的，则需要对温度条件进行针对性优化。

 3    结语

Py-MS及其衍生技术已在生物分子实时检

测领域展现出显著优势，不仅成功应用于蛋白

质、核酸、脂肪酸等生物大分子的原位分析，还

延伸至生物质材料、合成高分子等化工领域，通

过解析特征裂解产物，为材料分子结构推断、合

成过程验证及性能预测提供关键的数据支撑。

然而，该技术实现更广泛的实际应用仍需克

服一系列核心挑战：其一，裂解产物由热裂解装

置至质谱检测器的传输效率较低，制约了检测灵

敏度；其二，复杂的热裂解-电离级联反应导致谱

图解析极为困难，当前缺乏标准化的裂解谱库，

是限制检测效率的主要瓶颈；其三，现有系统的

集成度与便携性不足，限制了其在现场分析的应

用潜力；其四，真空系统的快速启动与稳定维持

能力不足，是实现高效即时检测的关键技术壁垒。

未来，Py-MS技术的发展需依赖于多技术维

度的融合与创新。在谱图解析与化合物鉴定层

面，亟需将人工智能与机器学习深度应用于复杂

裂解谱图的解析。通过构建大规模标准化裂解

数据库并训练专用算法，可实现裂解途径的智能

预测与混合物组分的快速、精准鉴定，从而提升

分析深度与效率。在仪器设计与性能提升层面，

应致力于微型化质谱仪与高分辨检测器的联用

开发。微型化是实现现场便携分析的必由之路，

通过与离子迁移谱等分离技术联用 [111-113]，可增

加分离维度，有效区分共流出物；与超高分辨质

谱联用，则能凭借其精确质量数测定能力 [114]，极

大拓宽未知化合物的鉴定广度。通过上述在机

理研究、智能算法、仪器微型化与多维联用等方

面的协同创新，Py-MS技术有望突破现有定性分

析局限，逐步建立精准定量检测体系，进而推动

其在环境监测、临床诊断、工业过程控制等领域

 

表 3    热裂解温度对 3 类生物分子特征产物的影响[28, 83, 107-110]

Table 3    Influence of pyrolysis temperature on the characteristic products of major biomolecules[28, 83, 107-110]

生物分子类别
Biomolecule

class

最佳温度范围
Temperature
range/℃

特征性裂解产物
Characteristic product

温度过高引发的问题
Consequences of excessive temperature

(＞600 ℃)

氨基酸/蛋白质 350～500
N/O-三甲基化氨基酸甲酯（源于水解与甲基化）、
侧链特异性碎片（如羟脯氨酸产生的吡咯类、

酪氨酸产生的酚类）

过度分解导致非特异性小分子（如腈类、轻
质烃类）数量剧增，样品结构信息丢失，背景

噪声增加

核苷酸/核酸 400～500
甲基化碱基（如 N-甲基腺嘌呤、O-甲基鸟嘌呤）、

磷酸三甲酯
碱基发生脱氨基和水解，或碳化形成多环芳

烃，丧失生物标志物特异性

脂质 350～450
脂肪酸甲酯（通过甘油三酯的热裂解及游离脂肪

酸的酯化反应生成）
脂肪酸链发生脱水与脱羧反应，生成大量烷
烃、烯烃及烷基腈类，使谱图解析复杂化
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的应用深度，最终实现从实验室分析工具到现场

智能决策平台的跨越式发展。
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