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〔摘要〕本文应用自行设计、制备的新基体 Α2腈基阿魏酸及 Α2腈基阿魏酸与 32硝
基苄醇组成的固液相二元混合基体,用基体辅助激光解吸ö电离飞行时间质谱法
成功地对蛋白质样品胰岛素,细胞色素C 和白蛋白进行了分子量测定。研究结

果表明, Α2腈基阿魏酸可以有效地解吸分子量较小的胰岛素,而 Α2腈基阿魏酸与
32硝基苄醇组成的二元混合基体则能够明显地提高分析灵敏度和重现性,测得

分子量较大的细胞色素C 和白蛋白的激光质谱图。

关键词: Α2腈基阿魏酸　32硝基苄醇　固液相混合基体　基体辅助激光解吸电
离蛋白质　分子量测定

在基体辅助激光解吸ö电离质谱 (M ALD I- M S)法中,基体对于样品的解吸电离作用

极其重要。用M ALD I- M S法测定生物大分子的分子量,成功的关键更取决于合适基体

物质的选择[ 1 ]。尽管在M ALD I- M S法中,已试用过成百上千种化合物作基体,但目前常

用的有效基体却不到十种。因此,不断寻找更多解吸作用好的新基体物质或选择使用混合

基体,以扩大M ALD I- M S法的应用范围、改善测试效果及提高测试效率,一直都是一个

很有积极意义的研究课题。

鉴于最常见的几种基体如阿魏酸 Feru lic A cid (FA )、咖啡酸Caffeic A cid (CA )、芥子

酸 Sinap in ic A cid ( SA ) 及 Α2腈基242羟基肉桂酸 Α2Cyano242hydroxycinnam ic A cid

(4HCCA )都是肉桂酸的衍生物,并根据我们在以往一些研究工作中对 4HCCA 较易产生

多电荷离子峰 (如图 4。此外,Beavis R. C. 研究小组对此也有报导[ 2 ])的认识,我们设想结

构与 4HCCA 极其相似的 Α2腈基阿魏酸 (Α2cyano232m ethoxy242hydroxycinnam ic A cid)亦

应具有类似 4HCCA 基体的作用。为此,我们以自行制备的Α2腈基阿魏酸及其与 32硝基苄
醇组成的二元混合物作基体,用M ALD I- M S 法对蛋白质样品胰岛素、细胞色素C 和白
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蛋白的分子量进行了测定。结果表明, Α2腈基阿魏酸单独作基体,就可以辅助激光解吸分

子量较小的胰岛素 (5734D a)样品,而应用 Α2腈基阿魏酸与 32硝基苄醇组成的固液相二元
混合基体则能够明显地提高分析灵敏度和重现性,有效地解吸分子量较大的细胞色素C

(13727D a)和白蛋白 (66267D a)样品,并得到满意的谱图。

1　实验部分

111　仪器及质谱测试条件

仪器为本中心自行研制的研究级激光微探针飞行时间质谱仪[ 3 ] ,激光波长为 355nm ,

激光束斑直径为 100Λm ,加速电压为 18kV。

112　试剂

11211　Α2腈基阿魏酸的制备
方法一: 42羟基232甲氧基苯甲醛与腈乙酸乙酯在A l2O 32KF 催化下缩合生成 Α2腈基
阿魏酸乙酯,将该酯用N aOH 水解再用HC l酸化即得 Α2腈基阿魏酸。

方法二: 42羟基232甲氧基苯甲醛与腈乙酸在N H 4OA c催化下反应 10小时缩合生成

Α2腈基阿魏酸。
经红外光谱、核磁共振谱、质谱测试分析,以上两种方法制备得到的产物,分子量和结

构均得到证实。紫外光谱显示, Α2腈基阿魏酸在 355nm 处有强吸收。

11212　基体和样品的配制

Α2腈基阿魏酸用 50%的 011%三氟乙酸水溶液, 45%的乙睛, 5%的双蒸水配制成

011M 溶液; 32硝基苄醇用甲醇配制成 015M 溶液;胰岛素、细胞色素C (均为美国 S IGM A

公司产品)和白蛋白 (美国M o lecu lar b io system s公司产品)用 011%三氟乙酸水溶液配制

成 10- 6M 溶液。

113　进样操作

11311　胰岛素

样品溶液和 Α2腈基阿魏酸基体溶液各 5ΛL 混合均匀后,取 3ΛL 混合液滴于银片上,

空气吹干,放入仪器样品室中。

11312　细胞色素C、白蛋白

样品溶液和 Α2腈基阿魏酸、32硝基苄醇两种基体溶液各 5ΛL 混合均匀后,取 5ΛL 混

合液滴于银片上,空气吹干,放入仪器样品室中。

2　结果与讨论

图 1、图 2和图 3分别为胰岛素,细胞色素C 和白蛋白的激光质谱图。图 1、图 2中,只

存在样品的分子离子峰,图 3 中除了有白蛋白的分子离子峰之外,还出现了它的双电荷

峰。我们曾经试验单独使用 Α2腈基阿魏酸作基体测定细胞色素C 和白蛋白样品,但是不

容易出峰。T anaka [ 4 ]、W illiam s[ 5 ]、H illenkam p [ 6 ]、等都曾通过使用二元混合基体来提高和

改善基体辅助激光解吸ö电离的效果。理想的二元混合基体在M ALD I- M S法中能够提

高灵敏度,分辨率及谱图的重现性。其原因可能是:固液相二元混合基体的使用,可使样品

分子在混合基体溶液中处于溶解和分散状态从而降低解吸所需的激光能量; 可形成瞬时
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高浓度的气相环境,利于冷却解吸的样品分子,从而减小亚稳碎裂作用并增强离子化作

用;可使基体在激光辐照下产生爆炸现象而有利于样品的解吸等等[ 4—7 ]。32硝基苄醇是一
个有效的液相基体[ 8 ] ,赵善楷等也曾有 32硝基苄醇和芥子酸作混合基体测定蛋白质分子
量,并取得了较好的效果[ 7 ]。在此基础上,我们决定试用 Α2腈基阿魏酸与 32硝基苄醇组成
二元混合基体来测定分子量较大的细胞色素C 和白蛋白样品,结果表明,使用这个固液

相二元混合基体,不仅使得细胞色素C 和白蛋白样品容易出峰,谱图重现性好,而且信噪

比也由原来的 3∶1上升至 6∶1以上,灵敏度得到了显著地提高。此外,从初步试验的情

况来看, Α2腈基阿魏酸并不像 4HCCA 那样,易使样品产生多电荷离子峰。

图 1　胰岛素的激光质谱图 (基体: Α2腈基阿魏酸)

图 2　细胞色素C 的激光质谱图 (基体: Α2腈基阿魏酸+ 32硝基苄醇)

图 3　白蛋白的激光质谱图 (基体: Α2腈基阿魏酸+ 32硝基苄醇)
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图 4　4HCCA 为基体测定的细胞色素C 的激光质谱

我们将在上述研究结果的基础上,进一步全面深入地详细考察 Α2腈基阿魏酸的基体
行为,并期望这一新基体在测定高分子化合物,多糖类化合物,核酸等其他种类的大分子

化合物的分子量中亦能发挥作用。

致谢　本文中,用“方法二”制备的 Α2腈基阿魏酸由徐州师范大学化学系有机合成室戴桂
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Abstract

Α2cyano2feru lic acid (Α2CFA ) designed and p repared in ou r labo ra to ry and the so lid2
liqu id phase co2m atrix com po sed of Α2cyano2feru lic acid and 32n it robenzyl a lcoho l ( Α2
CFA + NBA ) have been successfu lly tested fo r m atrix2assisted laser deso rp t ionöion iza2
t ion t im e2of2f ligh t m ass spectrom etry of p ro tein s. T he resu lts dem on stra te tha t Α2CFA

can effect ively deso rb in su lin w h ich has low er m o lecu lar w eigh t, and the b inary co2m a2
t rix Α2CFA + NBA obviou sly enhances the sen sit ivity and rep roducib ility, perfo rm ing

M ALD I spectra of cytoch rom e C and album in w h ich have h igher m o lecu lar w eigh t.

Key W o rds: Α2cyano2feru lic acid, 32n it robenzyl a lcoho l, so lid2liqu id phase co2m atrix, m a2
t rix2assisted laser deso rp t ionöion iza t ion, p ro tein, m o lecu lar w eigh t determ i2
nat ion
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