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细菌鉴定中表面活性剂对蛋白质 

激光解吸/电离飞行时间质谱图影响的初步探讨 
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Abstract:  Mixing a Triton X-114 solution at its critical micelles concentration with an equivalent volume of 

bacteria sample solution was used as an effective method to enhance the quality of matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight(MALDI-TOF) spectra and increased the amount of peaks. A series of 

experiments were also conducted to further validate the conclusion. A new method in the identification of 

bacterium using MALDI-TOF mass spectrometry can be made. 
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基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱（matrix-assisted laser desorption/ionization mass 

spectrometry，MALDI-TOF MS）是蛋白质组学中不可或缺的工具，被广泛应用于蛋白质的鉴定，如

今其应用已经扩展到细菌鉴定领域。 

表面活性剂分子可以在水溶液中形成能够稳定存在的，内部有一疏水空间的胶束。表面活性剂

在水溶液中形成胶束的最小浓度称为临界胶束浓度（critical micelles concentration，cmc）。非离子型

表面活性剂的胶束水溶液在外界条件变化时（如加热或冷却）出现浊点现象；静置一段时间或离心

后，浑浊溶液分为两相：一相为富含胶束的表面活性剂相，另一相为含有少量表面活性剂胶束的水

相（胶束浓度为 cmc）；若外界条件向相反方向变化，则两相消失，再次形成均一溶液。这时溶解在

溶液中的疏水性物质与表面活性剂的疏水基团结合，被萃取进表面活性剂相；亲水性物质则留在水

相。基于此现象将疏水性物质与亲水性物质进行分离的方法即为浊点萃取法（cloud point extraction，

CPE）。Bordier最早将 CPE引入生物学领域，成功分离了细菌膜蛋白。此后 CPE被广泛应用于蛋白

质的分离与纯化。 

通常，蛋白质样品处理时残留的表面活性剂被认为是导致 MALDI 谱图质量下降的重要因素，

主要表现为信噪比和分辨率的降低；有关表面活性剂对 MALDI 谱图影响的研究也已有报道。绝大

多数实验结果表明，蛋白质酶解后得到的肽段混合物样品中若含有浓度为 cmc的阴离子型表面活性

剂 SDS，肽段 MALDI-TOF 质谱图的质量将会得到提高；而浓度很低的非离子型表面活性剂 Triton 

X-114 会起到相反的效果，削弱谱图信号强度。此外，不同的上样方法之间也被进行了对比研究，

发现利用覆盖上样法可以减少残留的表面活性剂对 MALDI-TOF 质谱图的影响，这样得到的蛋白质
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肽段 MALDI-TOF 质谱图效果最佳。 

本实验发现 Triton X-114对两种不经过酶解的细菌全蛋白 MALDI-TOF 质谱图均有增加峰数、

提高峰信号强度的作用，并且这种效果是 SDS所不能及的，并对非离子表面活性剂 Triton X-114增

强细菌全蛋白质谱图质量的原理做了进一步探讨。 

1  实验部分 

1.1  试剂、 与仪  

Triton X-114（cmc为 0.009%（w/v））、SDS（cmc为 9 mmol·L－1）、甲酸、α-氰基-4-羟基肉桂酸

（CHCA）、三氟乙酸（TFA）：购自美国 Sigma公司；乙腈（色谱纯）：购自韩国 SK Chemicals公司；

乙醇（分析纯）：购自北京化学试剂公司；实验用水为 Milli-Q 去离子水（美国 Millipore）。菌种：

玉米细菌性褐斑病菌株、玉米细菌性叶斑病菌株，均由中国检验检疫科学研究院田世民博士提供。

MALDI-TOF/TOF 质谱仪：美国 Applied Biosystems公司产品。 

1.2  菌株处理方法 

挑取 5~10 mg菌苔涂至 1.5 mL离心管中，加入 300 µL 水，混匀后加入 900 µL 乙醇。再次混匀

后用 10 000 r·min－1离心 2 min，弃去上清液，将离心管倒置晾干。向沉淀中加入 50 µL 70%甲酸、

50 µL 乙腈，混匀后再次用 10 000 r·min－1离心 2 min，立刻把上清液转移到新离心管中，置于冰上

保存，即得细菌全蛋白溶液，弃去沉淀物。 

1.3  质谱检测 

采用正离子线性模式，1500 Total Shots/Spectrum。CHCA 基质饱和液用 V（乙腈）:V（水）: 

V（0.1%TFA）＝4:5:1溶液新鲜配制。 

样品配制：细菌全蛋白溶液，按 1.2 菌株处理方法得到。 

混合上样法：将样品与基质等比例混合后，直接点在靶板上，每孔 0.5 µL。 

覆盖上样法：将 0.5 µL 样品溶液点在靶板上，自然干燥后立即覆盖 0.5 µL 基质溶液。 

2  结果与讨论 
2.1  上样方法及表面活性剂种类对细菌全蛋白溶液 MALDI-TOF 质谱图的影响 

与之前的研究结果不同，采用混合上样法得到的含表面活性剂的细菌全蛋白 MALDI-TOF 质谱

图质量优于覆盖上样法，而且含 Triton X-114的细菌全蛋白样品 MALDI-TOF 质谱图质量优于与含

SDS 的对照样品 MALDI-TOF 质谱图。谱图质量的提高均表现为峰数的增加与噪音的降低。已知

Triton X-114可用于萃取疏水性蛋白，而 SDS则没有这种作用。因此，Triton X-114对 MALDI-TOF

质谱图的影响可能源自于与细菌体内蛋白质之间的相互作用。 

2.2  Triton X-114对细菌全蛋白溶液 MALDI-TOF 质谱图的影响 

向玉米细菌性叶斑病菌全蛋白溶液中添加 Triton X-114后，谱图发生明显变化，表现为低、高

m/z段新峰的出现与中部范围峰的消失。已知绝大多数低 m/z段峰属于 CHCA和（或）Triton X-114

及 SDS，而高 m/z段新峰则有可能属于原本被掩盖的低丰度蛋白、蛋白质与表面活性剂聚合物、表

面活性剂聚集体或（和）表面活性剂与 CHCA聚合物。 

如果新峰仅属于表面活性剂聚集体或（和）其与 CHCA 聚合物，那么不同菌种样品的

MALDI-TOF 质谱图均应出现相同 m/z值的峰，而且随着 Triton X-114浓度的增加，峰的相对强度也

应相应提高。对于添加了 Triton X-114的玉米细菌性褐斑病菌全蛋白溶液样品，其 MALDI-TOF 质

谱图中虽然也出现了新峰，但中、高 m/z段却并没有与叶斑病菌全蛋白 MALDI-TOF 质谱图 m/z值

相同的峰；而且提高 Triton X-114的添加量对 MALDI-TOF 质谱图的影响不大。相反，如果保持 Triton 

X-114 浓度不变，而改变菌液浓度，则可见菌液浓度较高时谱图峰信号较强。因此，MALDI-TOF

质谱图中新出现的峰确实与样品中所含的蛋白质有关。当达到临界胶束浓度时，Triton X-114在溶液

中以胶束形式存在，胶束内部为一疏水的空腔。溶液中的疏水性蛋白质率先进入 Triton X-114胶束
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内部，亲水性蛋白质仍然留在胶束外部水溶液中。菌液浓度增加后，Triton X-114可与更多的疏水性

蛋白质结合，而水溶液中亲水性蛋白质的量也增加了。因此，虽然峰的相对强度不变（即细菌体内

疏水性蛋白与亲水性蛋白比例固定），但峰信号得到了整体的增强。 

以往探讨 Triton X-114对 MALDI-TOF 质谱图的影响时，将其视为残留在样品中的杂质；本实

验则将 Triton X-114溶液作为一种重要组分与样品溶液等比例充分混合后进行 MALDI-TOF MS 分

析，这与先前的此类研究存在显著差异。 

2.3  Triton X-114对亲水性蛋白质 MALDI-TOF 质谱图的影响 

为了证明 Triton X-114可以选择性萃取疏水性较强的蛋白质，本实验又加入了如下环节：小鼠

眼眶取血，静置后不凝固部分即为含有 Ig G等亲水性蛋白质的血清。取少量血清进行 5倍稀释，将

样品与 0.009%（w/v）Triton X-114 溶液等比例混合后按照混合上样法点靶，自然干燥后进行

MALDI-TOF MS 分析。结果显示，Triton X-114对富含亲水性蛋白质的样品影响不大，MALDI-TOF

质谱图中没有新峰出现，峰信号也没有得到增强。 

3  小结 
尽管 Triton X-114 曾被报道会降低蛋白质肽段 MALDI-TOF 质谱图质量，但它对细菌全蛋白

MALDI-TOF 质谱图产生了积极的作用，增加了峰数，提高了信号的整体强度，并且出现了许多与

疏水性蛋白质有关的新峰。这无疑为菌种鉴定工作提供了更多的信息，并为细菌蛋白质的疏水性研

究找到了重要线索，具有实际意义。日后，更多的实验工作还有待展开，例如混合上样法优于覆盖

上样法的原因、Triton X-114浓度对全蛋白 MALDI-TOF 质谱图的影响、Triton X-114胶束中低丰度

疏水性蛋白的鉴定及其与 Triton X-114胶束的分离等。 
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3  小结 
本研究在负离子模式 CID-ESI-MSn 结果证明，酶促反应产物二糖的连接方式为 Man1→

3GlcNAc，wbaD 基因能够催化大肠杆菌 O77的 O-抗原重复单位合成中二糖键 Man-β1-3GlcNAc的

形成，这与我们已完成的二维 NMR（600 MHz）分析结果相一致。 
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