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基质辅助激光解析电离质谱靶上样品前处理方法研究进展
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摘要!基质辅助激光解析电离飞行时间质谱"=H]\S$VF[=>#技术已成为目前蛋白质组学研究中的经典技

术&在该技术的成功应用过程中%合适的样品前处理方法起着首要和关键的作用&只有将合适的样品前 处

理方法与合适的有机基质结合起来%才能成功实现对多肽和蛋白质等生物大分子的准确鉴定&随着质谱分

析向高灵敏度$高准确度$高通量的方向发展%出现 了 许 多 新 的%可 直 接 在 =H]\S靶 上 前 处 理 的 方 法%极 大

地简化了对生物样本的处理步骤%同时减少了样品 的 损 失&特 别 是 将 一 些 纳 米 材 料 用 于 =H]\S靶 上 进 行

样品的前处理%为样品前处理方法的研究开辟了广阔的应用前景&

关键词!基质辅助激光解析电离质谱!靶上前处理方法
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!!自从%&22年基质辅助激光解析电离质谱技

术"=)-7*U$)<<*<-;L+)<;7L;<.7?-*./(*./*R)-*./
()<<<?;1-7.(;-7@%=H]\S$=>#出 现 以 来%由

于其独特的软电离技术%扩展了极性生物大分子

的研究领域%使质谱法迅速成为生物大分子测定

最有发展前景的工具之一&在该技术的成功应



用过程中!合适的样品前处理方法起着首要和关

键的作用!因此也就成为人们持久关注的研究热

点之一"%$I#$随着 质 谱 分 析 向 高 灵 敏 度%高 准 确

度%高通量 的 方 向 发 展"4#!新 的 =H]\S靶 上 前

处理方法不断涌现!功能趋向多样化!一些纳米

材料也 被 用 于 基 于 =H]\S的 质 谱 分 析"#$2#!极

大的 促 进 了 =H]\S=>分 析 技 术 的 发 展$下

面就近年来报道的 =H]\S靶上前处理方 法 进

行综述!并对其发展前景进行展望$

=!用于除盐的靶上前处理方法

在 =H]\S$VF[=>对 多 肽 和 蛋 白 质 等 生

物大分子进行分析时!通过选择合适的有机基质

通常能成 功 实 现 对 这 些 生 物 大 分 子 的 鉴 定"&#$
然而!在采用该技术对一个复杂的生物样品进行

分析时!仍有一些问题直接影响其成功的应用!
例如在蛋白质的预分离或酶解过程中引入的一

些盐类&如在蛋白质变性中使用的高浓度尿素或

胶上酶切过程中引入的碳酸氢铵等’会影响蛋白

质或肽段与基质形成的结晶状态!进而影响质谱

信号的强度$虽然 =H]\S$VF[=>对 这 些 盐

在低浓度的 范 围 内 有 一 定 的 耐 受 性"%"#!但 高 浓

度的盐会严 重 抑 制 分 析 物 的 质 谱 信 号"%%#!降 低

质谱 分 析 的 检 测 灵 敏 度!增 加 质 谱 图 解 析 的 难

度!使一些分析物无法得到准确的鉴定$为了解

决上述问题!除了在 =H]\S分析时应用一些新

型的耐盐基 质"%!#以 外!人 们 还 采 取 了 一 些 诸 如

高效液相 色 谱 法"%C#%9%2N*?$V*?"%I#等 方 法 应 用

于样品的前处理脱盐$虽然这些方法可以有效

地去 除 质 谱 分 析 之 前 的 干 扰 物!但 因 其 步 骤 繁

多!造成样品的损失大!不适合微量样品分析!且
费时费力!直接影响了鉴定效率!甚至使一些规

模化的鉴定无法进行$因此人们发展了一些利

用在 =H]\S靶上进行修饰的方法用于前 处 理

脱盐!这 些 方 法 的 基 本 原 理 为(首 先 对 =H]\S
靶进行修饰!然后利用修饰材料与分析物的特异

吸附作用保留被分析物!通过其后浸洗步骤去除

污染物!再添加基质进行 =H]\S=>分析$这

些方法减少了一些冗长的分离和处理过程!可以

显著提高分析速度!降低样品损耗!易于实现通

量化!相比其他方法而言更显简便高效$这些修

饰方法按其所使用的材料不同可分为如下几种

类型$

%’基于商品化的多聚物薄膜的修饰方法

J;8-)等"%4#通过应用DA\[薄膜修饰后的

=H]\S靶!成 功 鉴 定 出 了 细 胞 色 素DI4"\!但

同时也发现DA\[的绝缘性会降低分析的准确

度$为了克服上述问题!=.1Z等"%##在 =H]\S
靶表面用电喷的方法修饰了一层薄的硝化纤维

素膜!并用优化的实验条件成功地去除了污染物

的干扰$N)+6R;1等"%3#应用尼龙$##作为靶上修

饰材料分 析 鉴 定 了 含 有#= 盐 酸 胍 的 蛋 白 样

品!同时也发现吸附于多聚物薄膜上的蛋白在质

谱分析时的信号强度与蛋白质及多聚物的类型

有关!相同的蛋白质在吸附于不同的多聚物薄膜

上会产生不同的信号强度!同样在同一多聚物薄

膜上被吸附的不同蛋白质!其信号强度也各异$
全氟磺酸树脂&B)8*./’作 为 一 种 全 氟 化 的 聚 合

物!因其所具有的磺酸基团!使之可以作为一种

有效的离子 交 换 材 料 用 于 靶 上 修 饰"%2#!而 且 使

用B)8*./处 理 后 的 =H]\S靶 分 析 样 品 时!甚

至不需要进行浸洗操作即能实现对样品的成功

鉴定"%&#$当然 其 缺 点 也 是 明 显 的!由 于 它 的 离

子交换容量有限!因而不能耐受高浓度的盐!而

且对于样品和基质已事先混合的分析物!基本上

没有除盐能力$
在常用的基于多聚物的靶上修饰方法中!使

用聚乙烯&D’’"!"#和 聚 丙 烯&DD’"!%#作 为 修 饰 材

料时质谱 分 析 的 重 现 性 最 好!这 是 由 于D’和

DD形成的孔径最小!而且十分均匀!非常有利于

分析物及基质形成均一细小的结晶!因而可以获

得良好的重现性$表面活性剂如>\>也是常见

的严重 干 扰 =H]\S分 析 的 污 染 物!"0%e>\>
即可 严 重 干 扰 样 品 的 质 谱 信 号!为 了 去 除>\>
的干 扰!b+)1Z+;LM;和 H+;U)/L;7"!!#使 用 经D’
修饰后的 =H]\S靶!并经4"e甲醇浸洗后!成

功鉴定了含"03Ce>\>的b>H样品!并且通过

对其作用机理的研究!认为蛋白样品可能是通过

疏水作用与多聚物薄膜产生相互作用的!根据这

一思路!后来人们又实验了一些具有较强疏水性

的聚 合 材 料 用 于 =H]\S靶 的 修 饰$例 如!

J6/M等"!"#实验了固体石蜡&D)7)88*/,)U’作为

修饰材料用于靶上除盐!在使用经固体石蜡修饰

后的 =H]\S靶分析含盐的\BH样本时!甚至

不需 要 进 行 浸 洗 操 作 即 能 实 现 对 样 品 的 鉴

定"!C#!其原因是 由 于 疏 水 性 的 固 体 石 蜡 薄 膜 能

显著提高基质与\BH形成共结晶的速度!而高

极性的盐在疏水膜表面则不易形成结晶!因而对
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质谱信号的干扰要小一些!同样疏水性的聚四

氟乙 烯 材 料"V;8+./#!I$和N*-;U#!4$等 也 被 用 作

=H]\S靶 的 修 饰 材 料"用 于 除 盐 前 处 理"获 得

了比较好的效果!

!%基于基质自身形成的晶体膜的脱盐方法

在 =H]\S=>分析中"要想获得良好的质

谱信号"一个重要的前提条件是基质与分析物能

形成良好的共结晶"而对形成的共结晶的研究也

有助于寻求简便的前处理方法!b;)W*<和b7*L$
<./#!#$利用Q$射线晶体衍射 技 术 结 合 考 马 斯 亮

蓝染色的方法研究了芥子酸&>H%与蛋白分子所

形成的共结晶的空间结构"研究发现"在晶格中

>H分子通过氢键作用形成延展的平面结构"蛋

白分子仅与晶体表面相连"而且在晶体表面未发

现可与蛋白分子形成氢键的作用位点"因此推测

蛋白分子是通过疏水作用与基质分子形成共结

晶的!基于上述研究"人们便利用基质在 =H]$
\S靶上形成的晶体膜作为载体用于选择性吸附

含盐样品中的蛋白分子"继而通过浸洗去除盐的

干扰!b;)W*<和9:)*-#!3$首 先 使 用 冷 的 蒸 馏 水

浸洗基质与分析物形成的共结晶"从而成功去除

了水溶性盐的干扰"而信号强度在浸洗之后未见

明显降低"这说明在浸洗过程中损失的蛋白量是

微乎其微 的!Q*)/M和b;)W*<#!2$利 用 碎 小 的 基

质晶体在 =H]\S靶上作为’种子("然后再加上

基质与含盐样品的混合物"在短时间内即可形成

一层不透明的多晶薄膜"继而经过浸洗除盐"成

功分 析 鉴 定 了 含#= 尿 素 的 肌 红 蛋 白 样 品!

9)L;/;和9:)*-#!&$用几乎同样的方法成 功 分 析

鉴定了含有非离子型去垢剂的多个不同的膜蛋

白样品"由于去垢剂是膜蛋白分析中常用的增溶

剂"因此这种方法非常有利于膜蛋白样品的分析

鉴定!A.7(等#C"$通 过 改 变 基 质 溶 液 的 溶 剂 和

改用水溶性较差的基质方法"不仅提高了基质的

结晶质量"进而可以提高质谱分析的准确度和灵

敏度"并且也有利于接下来的浸洗脱盐!N:)/M
等#I$在此方法的基础上加以改进"成功分析鉴定

了含%e>\>的!4"8(.+b>H样品!
虽然上述利用基质晶体膜的作用进 行 除 盐

的方法能在一定程度上除去盐的干扰"但在实际

应用中也存在一些问题"如有的方法需要按照严

格的流程进行多步骤操作"对实验技能的要求较

高)有的方法不能有效去除表面活性剂的干扰!

E.X.(等#C%$对上述方法做了进一步的改进"他

们先用疏水性的聚合物在 =H]\S靶表面 修 饰

一层薄 膜"薄 膜 中 间 排 列 着 许 多 直 径 约 为I""

#(的小孔"由于小孔周围聚合物薄膜的疏水作

用"基质仅在小孔中形成结晶"并且在加入样品

后"分析物与基质形成的共结晶也被限制在小孔

的有 限 区 域 内"这 样 就 相 当 于 对 样 品 进 行 了 浓

缩"因而能显著提高分析的灵敏度"再经过浸洗

除盐后"能对含盐%"!!"8(.+的蛋白样品进行

成功地分析鉴定!

C%利用在靶表面合成的修饰材料进行脱盐

的方法

在已报道的 对 =H]\S靶 进 行 修 饰 后 除 盐

的方法中"还有一些利用巯基试剂如十八烷基硫

醇 在 靶 表 面 形 成 的 功 能 材 料 进 行 脱 盐 的 方 法!

b7.1Z()/等#C!$通过 将 表 面 覆 盖 着 金 点 的 靶 浸

于十八烷基硫醇的乙醇溶液中"从而形成单层的

功能薄膜"可以有效地避免使用某些多聚物薄膜

时存在的表面电荷问题"并且可以利用疏水作用

通过接下来的浸洗过程有效去除盐的干扰!但

是该方法同样也存在一些实际问题"主要是在质

谱分析时不易采集到良好的质谱信号"虽然将修

饰后的 =H]\S靶经过长时间浸于分析样 品 中

之后"可以对上述问题加以解决"但这样同时也

降低了样品的分析速度"不利于通量化的分析!
因而F7+)/L.等#CC$实验了一些离子化的单分子

层功能材料用于前处理脱盐"他们用巯基乙胺或

巯基丙烷磺酸&=D>%在 =H]\S靶 表 面 修 饰 形

成单分子层"利用静电作用和熵的改变"成功地

将分别 溶 于!"e V7*-./Q$%""*2= 尿 素 和 饱

和醋酸钠中的蛋白样品进行了分析鉴定"并且为

了利于吸附更多的样品以获得更高的信号强度"
他们还对上述方法做了改进"即通过含琥珀酰亚

胺的单分子层的作用"在 =H]\S靶的金点上固

化了许多聚 赖 氨 酸 链#CI$"而 且 随 着 聚 赖 氨 酸 分

子量的增加"可以在靶表面提供更多的可与蛋白

分子相连的氨基基团"这样分析物的信号强度就

会随着聚赖氨酸分子量的增加而得以显著提高!
除了采用上述的有机材料之外"还有一些无机材

料也被用于靶上修饰!]*等#C4$应用硅氧烷和极

细的石墨粉 在 靶 上 形 成 了 一 层 厚 度 约"0!((
的疏水性载体"这样更利于分析物与基质形成均

一细小的共结晶"可以有效地提高分析物的信号

强度"而且所形成的载体材料易于清除"利于通

量化的分析!
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?!用于富集的靶上前处理方法

在上述用于除盐的靶上前处理方法中!修饰

材料与目标分析物之间的相互作用大多是非特

异性的!这有利于分析不同的生物大分子物质"
另外还有一些靶上前处理方法是用来特异性的

分析某一类目标蛋白!如人们在分析磷酸化蛋白

质的 过 程 中!发 现 经 过 酶 解 的 磷 酸 化 蛋 白 质 在

=H]\S=>分析中!磷酸化肽段的信号常常会

被非磷酸化肽段所抑制!使其不易被成功鉴定!
因此人们发展了一些可选择性亲和富集磷酸肽

的靶上处理技术!以提高其信号强度"对于一个

理想的亲和富集方法而言!最重要的要求是方法

的特异性!即仅富集目标蛋白或肽段!对于其他

的干扰物可通过适当的清洗方法予以去除!因而

人们试验的富集材料大多为可与磷酸肽发生较

强的吸附作用的功能材料!如固化的[;#*$离

子%E)#*$离子等&C#’"
一些金属氧化物也可以特异性的吸 附 磷 酸

肽!9:;/等&#’利用V*F! 作 为 吸 附 材 料!将 其 固

化在 磁 性 的[;CFI 之 上!借 助 于 外 加 磁 场 的 作

用!可以从分析样本中特异吸附磷酸肽!并且这

种复合材料也可以用于靶上的亲和富集"根据

这一思路!他们发展了许多基于磁性铁氧化物的

亲和富集方法!如通过共价键的作用!将人免疫

球蛋白#SME$连接到[;CFI 颗粒上&C3’!可以在样

品溶液中特异地与目标细菌的细胞壁结合!从而

可将微量的目标细菌从混合物中提取并富集起

来!直接点于 =H]\S靶上进行进一步的质谱分

析(也可以将万古霉素同样通过共价键的作用连

接到[;CFI 颗粒 上&C2’!利 用 万 古 霉 素 与 革 兰 氏

阳性菌细胞壁的特异性作用!将微量的革兰氏阳

性菌从感染后的混合物标本中富集纯化出来!直
接点靶进行质谱分析!并通过D=[比对直接对

细菌的种类进行区分鉴定!该方法更适合于含有

大量干扰物的生物样本的分析"虽然这些方法

在实际应用中还需要对实验条件进行进一步的

优化!有的处理过程也不是直接在 =H]\S靶上

进行的!但相信随着研究的深入!借助于铁氧化

物的磁性特征!完全可以在磁性的 =H]\S靶上

进行更简便的%高通量的处理分析"
除了上述的富集前处理方法之外!还有一些

利用整合的装置进行富集处理的方法!为通量化

分析提供了新的手段"’Z<-7l(等&C&’利用在靶

上事先构建的&#孔纳米小管!将I"/]吸附着

肽段的D.7.<G!磁 珠#直 径 为4"#($转 入 其

中!并 经 过 洗 脱 之 后 在 整 合 的 富 集 靶 上 形 成 结

晶!继而可进行下一步的质谱分析"9:;/等&I"’

利用聚二甲基硅氧烷#D\=>$的高弹性特征!可

以在不同的靶上构建多孔的样品浓缩装置!并且

这些浓缩装置可以方便地进行拆卸"按照不同

的实验流程!可以在该装置中对大量的样本进行

除盐%浓缩(也可以对蛋白质进行靶上的酶解分

析!使用这种技术可以提高对低丰度样品的检出

效率!相 应 地 也 可 以 提 高 检 出 蛋 白 的 序 列 覆 盖

率"

@!多功能的靶上处理技术

除了上述用于除盐的和用于富集的 靶 上 处

理方法之外!还有一些多用途的前处理方法!可

以根 据 不 同 的 实 验 目 的 发 挥 相 应 的 作 用"如

9:;/&#!C3$C2!I!$II’等在靶上前处理技术应用研究方

面做 的 大 量 工 作 中!除 了 上 述 的 基 于[;CFI 磁

性特征进行富集的方法之外!还试验了一系列基

于溶胶$凝胶技 术 的 靶 上 处 理 方 法!并 将 其 作 为

一种多功能的手段!以适用不同的分析需求"溶

胶$凝胶工 艺 是 一 种 常 用 的 独 特 的 材 料 合 成 方

法&I%’!他们首先 在 溶 胶 的 聚 合 过 程 掺 入 常 用 的

!!4$二羟基 苯 甲 酸#\Jb$基 质&I!’!在 靶 上 形 成

混合的\Jb溶胶$凝胶膜!这层薄膜在 =H]\S
分析时可以充当能量吸收的中心!而且所产生的

基质峰对分析物的干扰很小!十分适合于小分子

蛋白质%多肽和氨基酸等分析"也可以在溶胶的

聚合过 程 掺 入C!I$二 氨 基 苯 甲 酸#\HbH$或

C!4$\HbH&IC’!形成均 一 的 混 合\HbH溶 胶$凝

胶膜"利用此薄膜在分析寡核苷酸时!可以获得

重现性良好的质谱信号!并可有效抑制阳离子加

合物 的 干 扰"甚 至 还 可 以 将 一 些 无 机 材 料 如

V*F! 掺 入 到 溶 胶 的 聚 合 过 程 中&II’!利 用 V*F!$
溶胶$凝胶混合 材 料 所 具 有 的 紫 外 吸 收 特 性!将

其作为 =H]\S=>分 析 时 的 样 品 载 体 和 辅 助

电离的基质!用于基于质谱的分子识别分析"他

们还将分子印迹技术用到靶上处理的技术中!例
如他先将"$环 糊 精 掺 入 到 V*F!$溶 胶 的 聚 合 过

程中!然后经过浸洗去除"K环糊精!从而在靶上

形成可特异识别"K环糊精的分子空穴!这样就可

以从含有不同类别环糊精的混合样品中!特异地

将"$环糊精识别分离出来!便于下一步的质谱分

析鉴定"虽然上述的这些方法被应用于不同的
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分析领域!但这一策略为研究新的用于蛋白质组

学的靶上前处理技术提供了一些有益的借鉴!相
信随着研究的深入!会有更多的"可在靶上进行

样品前处理的多功能技术出现#

H!纳米材料在靶上前处理方法中的应用

展望

纳米材料的特性为发展多功能的靶 上 处 理

技术提供了新的选择#纳米材料是指颗粒尺寸

为纳米量级的超细微粒!其尺度大于原子簇!但

小于微米级!一 般 介 于%!%""/(之 间#纳 米

粒子因其尺寸小"比表面积大"表面原子数多"表
面能和表面张力随粒径的下降急剧增大而具有

量子尺寸效应"小尺寸效应"表面效应和宏观量

子隧道效应等不同于常规固体的光"热"电"磁等

新特性$I4%!使 之 呈 现 出 无 限 广 阔 的 应 用 前 景#
前述9:;/等$#%所 利 用 的[;CFI 颗 粒 即 为 纳 米

级的材料!由于[;CFI 性能相当稳定!且可对其

表面进行进一步的修饰!使其包覆一层或多层分

子材 料 而 形 成 核 壳 式 结 构!使 得[;CFI 颗 粒 可

以作 为 一 个 理 想 的 载 体 材 料!并 利 用 其 超 顺 磁

性!完 全 可 以 在 磁 性 的 靶 上 用 于 多 种 前 处 理 研

究#除了纳 米[;CFI 颗 粒 之 外!越 来 越 多 的 纳

米级材料也正逐渐被应用于蛋白质组学研究!相
信随着研究的深入!基于纳米材料的靶上前处理

方法也必将会成为一个新的研究热点#
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