
　　

吸附于膜上的蛋白质的
M ALD I2TO F 2M S 直接分析α

　Ξ魏开华　杨松成　钱小红　蔡　耘　王　杰　王京兰　

(军事医学科学院国家生物医学分析中心　北京　100850)

〔摘要〕直接将细胞色素 C 吸附在硝酸纤维素 (N C)膜上,进行了基质辅助激光

解吸电离- 飞行时间- 质谱 (M ALD I2TO F2M S)分析。质量准确度和重现性没

有明显的降低,检测极限可达 lpm o l。扫描电镜结果表明,本文所用N C 膜具有孔

径均匀、孔深适宜的特点,允许蛋白质和基质在膜上形成良好的“包裹型”或“包

围型”结晶。

关键词:基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱　蛋白质　硝酸纤维素膜　扫描

电镜

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 (M ALD I2TO F2M S)以其高灵敏度、分子量范

围宽、能测定混合物和允许样品含有一定量的盐等特点而成为蛋白质分子量测定的重要

手段。样品的结果好坏是M ALD I2M S测试成功与否的关键。事实上,经常可以观察到一

些盐和蛋白质变性剂抑制样品峰的情况形。如十二烷基苯磺酸钠 (SD S)就可以改变样品

- 基质- 溶剂之间的表面张力,从而限制了样品吸附到基质表面上。一些无机盐则与样品

竞争结晶,这不但会大大抑制样品信号,而且会产生一些难以解析的离子峰。因此,测试前

应尽可能除去样品中的添加剂。

Chait [ 1 ]等曾采用水不溶的基质并快速将样品靶在冷水中涮洗来除掉水溶性杂质,但

该方法效果并不好。有人[ 2 ]通过电喷雾的方法将硝酸纤维素 (N C)涂覆在金属靶上形成惰

性膜,显然本方法有一定的实验难度。将蛋白质吸附或印迹在转移膜上进行蛋白质氨基酸

组分分析和测序虽然已有十余年历史[ 3 ] ,但直接将膜固定在金属靶上进行M ALD I2M S

测试,则是近几年的事[ 4- 8 ]。中山大学曾探讨过将聚合物膜为样品支持物用于自制M AL 2
D I- TO F- M S [ 10 ]。

一个理想的转移膜应满足以下要求:能吸附蛋白质和肽;在操作样品过程中 (如冲洗,

酶切,化学裂解或修饰)样品不丢失;干燥后的膜上蛋白质应能很好地重新溶剂化;蛋白质
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可在膜表面结晶并干燥。硝酸纤维素膜具有较高吸附量、可再溶剂化、低价格等特点,本文

将蛋白质直接吸附在硝酸纤维素膜上来测定分子量,并探讨了方法的准确度、灵敏度和重

现性。用扫描电镜研究了膜的表面性能与共结晶的关系,这在国内少有报道。

1　材料与方法

111　硝酸纤维素膜:孔径为 0145Λm ,厚度为 50Λm。美国 Sigm a 公司出品。使用前剪成 3

×3mm 的方块,用双面胶固定在样品靶上。

112　样品与基质:蛋白质为细胞色素C (Sigm a 公司) ,溶剂为含 011% T FA 的 50%乙腈

水,浓度为 1～ 100pm o l。基质为Α- 氰- 4- 羟基肉桂酸 (Sigm a 公司) ,新鲜配制其饱和溶

液。

113　制样过程: 取 3～ 5Λl甲醇或乙腈将膜充分润湿,稍干后加 1～ 3Λl蛋白质溶液,自然

干燥后,将靶在去离子水中浸泡 5～ 10秒以洗去水溶性盐等杂质。再加 2Λl溶剂将蛋白质

重新溶剂化,并及时加入 1Λl基质溶液,充分干燥。必要时,重复溶剂化以获取好的结晶。

114　M ALD I2TO F2M S: 仪器为 TofSpec, 英国M icrom ass公司出品。装备有氮激光器

( 337nm , 3n s 脉冲)和微通道板检测器 (M CP )。加速电压为+ 23608V ,M CP 电压为-

1850V。线性方式。分辨率为 400 (细胞色素C)。

115　扫描电镜: 在样品上喷涂一层金粉后,选择不同放大倍数,用 Ph ilip s SEM 505扫描

电镜仪进行表面形态观察。

2　结果与讨论

211　准确度与分辨率

将细胞色素C 吸附在N C 膜上与标准M ALD I2TO F2M S分析相比,分子量准确度基

本不变,相对偏差仅为 0105% (图 1)。峰呈良好的正态分布,不仅分子离子峰为基峰,而且

双电荷峰也有较高的强度,但三电荷峰很弱。从两种方法所得信号的相对强度来看, N C

膜可能对基质诱导细胞色素C 的离子化效果有一定的影响,而且更有利于单电荷分子的

产生。与聚偏氟乙烯 (PVD F )和尼龙膜类似, 采用N C 膜可能导致峰加宽 (峰值基本不

变) ,说明分辨率有所下降。有人建议采用红外激光源或其它非极性聚合物如聚乙烯,可改

善图谱质量[ 5 ]。与 ZetaB ind (尼龙膜)不同,我们没有观察到N C 膜导致离子飞行时间延长

的现象,这可能与N C 膜较高的导电性有关,膜的厚度也是不可忽略的因素,因为膜两侧

的电压降实际降低了加速电压,可通过膜上内标或外标来克服。

212　灵敏度与重现性

用金属靶时,本仪器可得到 015pm o l蛋白质的优良图谱。但在N C 膜上,样品信号较

低 (信噪比< 4)。将样品量增加到 110pm o l (加 2ΛL 样品溶液) ,信噪比明显改善 (图 2)。比

较等量样品情况下不同靶的图谱质量,质量准确度,可知,用N C 膜进行蛋白质的M AL 2
D I2TO F2M S分析,具有较好的“靶- 靶 ( ta rget2to2ta rget)”重现性。由于膜上的蛋白质样

品趋于自我聚集在少数区域,它们的浓度和结晶略有不同,信号强弱有所差异,但质量准

确度基本不变,因此,也具有一定的“点- 点 (spo t2to2spo t)”重现性。
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图 1　细胞色素C 的M ALD I2TO F2M S分析

a: 金属靶　b: N S膜

图 2　N C 膜上M ALD I2TO F2M S的重现性

样品为细胞色素C　a: 1号靶　　b: 2号靶
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213　共结晶与膜的物理性能

共结晶效果是M ALD I2TO F2M S的关键。“包裹型”(样品包裹基质或基质包裹样品)

共结晶最适合于M ALD I测试。就细胞色素C 而言,容易形成较大的晶体,因此,共结晶

时,基质被包裹在蛋白质晶体中 (图 3a)。“包围型”(基质晶体环绕在样品晶体周围, 图

3b)也获得了良好的质谱图。“孤立型”(基质晶体基本与样品晶体分开,图 3c)不能测到样

品信号。

图 3　膜及膜上晶体的扫描电子显微镜照片

a:“包裹型”共结晶　b:“包围型”晶体　c:“孤立型”晶体

d, e:润湿后N C 膜表面　f:润湿前N C 膜表面

膜表面的物理、化学性能对蛋白质膜上M ALD I2TO F2M S 无疑影响很大。尼龙、

PVD F 和N C 这些常用的转移膜究竟谁好谁差,至今还无定论。甚至,有人认为,聚乙烯膜

比直接用金属靶还好[ 6 ]。最初的分析是将 10pm o l蛋白质滴加在 Imm ob ilon P (一种改性

PVD F)膜上,再滴加氰基肉桂酸基质饱和溶液,可观察到基质的离子峰,但只观测到极弱

的样品信号。虽然 Imm ob ilon P 的平均孔径为 0145um ,但实际孔径分布为 1～ 10um ,而且
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有大的“洞穴 (cavern)”[ 6 ] ,而N C 膜的孔径分布才 012～ 115um (图 3d) ,样品更容易吸附

在N C 膜的浅表面,而不是深深地渗进去。从结合容量和吸附力 (用 10% SD S冲洗后的蛋

白质残留率描述)的方面说, PVD F 优于N C 和尼龙,适合于蛋白质电印迹后的膜上序列

分析,但不一定适用于M ALD I2TO F2M S,因为强吸附可能导致蛋白质难以重新溶剂化和

与基质共结晶。因此,合适的结合容量、吸附力、孔径分布和孔深是非常重要的。

值得注意的是,润湿前后膜上孔的形态有明显变化。润湿前,不仅孔小,而且稀疏;润

湿后,孔大而密,这有利于蛋白质的吸附和再溶剂化,特别是,溶涨后的孔不会因膜的干燥

而缩小。至于采用甲醇还是乙腈来润湿膜,有不同的看法。有人认为应采用甲醇,并强调

不宜用乙腈[ 9 ]。我们认为,其所用为聚偏氟乙烯膜,其它膜不一定受此限制。事实上,对于

N C 膜,两种溶剂均可,而且,乙腈是M ALD I2TO F2M S中最常用的溶剂,因而用乙腈充分

润湿N C 膜后再滴加样品溶液,获得了较好的图谱。
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Abstract

Cytoch rom e C ab so rbed on n it rocellu lo se (N C) m em b rane w as direct ly ana lyzed by

m atrix2assisted laser deso rp t ion ion iza t ion t im e2of 2f ligh t m ass spectrom etry (M ALD I2
TO F2M S). M ass accu racy and rep roducib ility are the sam e as tho se of standard sam p le

p repara t ion w ith the detect ion lim ita t ion of l pm o l. Scann ing electron m icro scopy show ed

tha t N C m em b rane enab led fo rm at ion of p ro tein2m atrix co 2crysta lline becau se of its low

m ean po re sizes and no t2too2deep po res.

Key W o rds:M ALD I2TO f2M S, p ro tein, n it rocellu lo se m em b rane, scann ing electron

m icro scopy
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