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摘 　要 　电喷雾质谱是目前应用最广泛的生物质谱技术之一。复杂生物基质对质谱分析

的选择性和准确性提出挑战 ,迫切需要在质谱方法学上有所发展。本文介绍具有广泛应

用前景的几种电喷雾质谱新方法的原理和特点及若干应用实例 ,对生物质谱的发展趋势

和在生命分析化学中的应用前景进行展望。
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　　生命分析化学是一门新的交叉学科 ,它的着重

点是在于为生命科学研究提供高效、快速、简便、准

确的分析手段 ,综合运用来解决生命科学中的重大

问题1。生命分析化学所面临的分析对象都是生物

样品 ,如组织提取液、血液、尿液等等 ,如何在复杂的

基质中高灵敏度、高选择性、高准确性地分析待测组

分 ,是生命分析化学需要解决的关键技术问题。生

物质谱及其与色谱联用方法被认为是当今最强大的

混合物分析技术之一 ,在生命分析化学中有着广泛

的应用。生物质谱技术的发展得益于电喷雾离子化

( ESI)和基质辅助激光解析离子化 (MALDI) 技术的

发展 ,MALDI技术主要应用于蛋白质 等生物大分子

的分析 , ESI 技术既可应用于大分子分析也可应用

于小分子分析 ,目前 ESI 是色谱质谱联用最常用的

离子化方式。本文介绍几种电喷雾质谱新方法及其

应用实例 ,为生物质谱技术的新方法开发和应用提

供参考。

1 　能量梯度扫描中性丢失串联质谱法 (EG2
NLS) 2

　　在生命分析领域经常希望对未知样品中的某一

类化合物进行快速全面的筛查 ,例如考察样品中含

某一类成分的情况或者某一类疾病的筛查。EGNLS

法为解决这一问题提供一种创新的方法。该方法的

建立首先基于 CAD 下质谱反应最佳碰撞能量

(OCE)的稳定性 ,并发现 OCE 数值与化合物结构的

相关性。通过研究 17 种代表性苷类 (黄酮类、蒽醌

类、萜类和其它杂类如芪类等母核所形成的苷类)的

CAD 行为 ,发现不同结构的苷类表现出特异而稳定

的 OCE 数值 ,例如非芳香性的苷类 OCE 一般在 55

～65eV 而芳香性的苷类 OCE 一般在 19～30eV ,较

小的非芳香性的苷类的 OCE 往往比较大的芳香性

苷类更高 (见图 1) 。这一实验结果显示化合物的结

构是决定 OCE的主要因素并且 OCE 对化合物结构

具有特异性。因此 ,EGNLS方法可以用来区分芳 香

性和非芳香性的苷类。而且 ,实验发现 ,每个离子的

强度2能量离子流图峰宽、峰形相当重现 ,这也可能

作为另一个定性的指标。另外 ,在 CAD 能量 25eV

下 ,大部分非芳香性苷类均不可见 ,而在 60eV 下 ,大

部分芳香性苷类也不可见。因此 ,若使用普通的固

定能量中性丢失扫描分析这个混合物 ,很容易丢失

重要的化合物。

图 1 　17 种代表性的一次扫描的 EGNLS图 (丢失 162)

A. 总离子流图 ;B. 栀子苷的提取离子流强度2能量图 ; C. 人参

皂苷 Rg3 的提取离子流强度2能量图 ;D. 在 CAD 碰撞能量 25eV 下提

取的一张质谱图 ; E. 在 CAD 碰撞能量 60eV 下提取的一张质谱图。
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　　与一般的中性丢失扫描方法不同 , EGNLS 不使

用一个固定能量而是建立一个能量梯度对复杂生物

样品进行快速连续的扫描 ,从而在能量梯度扫描谱

图上达到对不同结构化合物的迅速分离。然后根据

需要可以使用LC/ MS/ MS对发现和分离的目标化合

物进行进一步的分析。EGNLS方法的优点是 : (1)因

不同化合物在同样 CAD 条件下会有不同的 OCE ,通

常的固定能量中性丢失扫描方法容易丢失目标化合

物 ;而 EGNLS扫描过一个能量的梯度 ,从而避免这

种情况的发生 ; (2) 利用 EGNLS 不仅可以快速寻找

生物样品中某一类化合物 ,而且通过不同类型化合

物的 OCE对找出的未知化合物进行分离 ,并得到未

知化合物在结构方面的进一步信息。(3) 在找出未

知化合物的同时 ,测定出其 OCE 数值和母/ 子离子

对信息 ,利用这些信息 ,无需优化 MS/ MS 条件即可

直接进行进一步的 LC/ MS/ MS分析。

利用 EGNLS 方法 ,分别对一些未知植物样品

(如稀有产地的黄芩和生物技术制造的杂交人参须

根)中的苷类进行快速分析 ,无需复杂的植物化学分

离提取 ,直接分析生物基质样品 ,即得到有效成分苷

类的组成和比例等信息2。另外 ,通过对照分析已知

的黄芩和人参植物 ,证明 EGNLS 方法还可以用苷类

相对比例来快速鉴定同属植物 ,并与充分分离的

HPLC/ MS/ MS研究结果一致3 ,4。

2 　最佳碰撞能量下多反应离子对峰面积法
(PAMT2OCE)

　　虽然质谱分析 ,特别是串联质谱具有较高的选

择性 ,但是在由于生命分析面临的分析对象的复杂

性和未知性 ,有时候也会出现严重的干扰 ,例如碎片

相似的同分异构体以及生物基质中的未知干扰物

等 ,现有的质谱方法还难以克服 ,这时候必须依赖充

分的色谱分离或者复杂的样品处理才能消除干扰。

这就至少提出两个问题 ,如何评价是否存在干扰 ?

在存在两个相互干扰 (如含有相同碎片的同分异构

体)时能否通过简单的方法区分它们从而实现快速

分析 ? 最佳碰撞能量下多反应离子对峰面积法

(PAMT2OCE)提供一种参考的方法。

一般认为 , 电喷雾串联质谱碰撞活化解离

(CAD)得到的碎片强度是不稳定的 ,随着碰撞能量、

离子化条件的变化 ,子离子碎片种类和丰度也随之

显著变化 ,因此 ,与 EI 固定能量图谱不同 , ESI 质谱

CAD谱图很难进行相对丰度比较。基于前面 OCE

稳定性的基础上 ,研究几十种模型化合物在 ESI 串

联质谱中的 CAD 行为 ,每种化合物可能存在丰度较

大的多个子离子 ,采用多反应监测 (MRM) 模式 ,选

择多个质谱反应在各自的 OCE 下考察其峰面积

(Peak Area of Multiple Transitions) ,结果发现其相对

强度非常稳定5 ,6 ,而且这种稳定性与样品所处的基

质复杂程度无关 ,多个子离子流的相对峰面积比

RSD 一般在 5 %以内。这种稳定性需要满足的条件

是 : (1)每个子离子的离子流都在 OCE 下获得 ; (2)

离子的相对丰度不低于 2 % ; (3) 强度最小的离子流

信噪比大于 10。作者认为产生此稳定性的原因有

两个方面 : (1) CAD 反应在其 OCE 附近有一个强度

相对稳定区 ; (2) 一个离子的 CAD 反应特性只与质

谱条件和离子本身特性有关 ,与离子进入离子源之

前的历史无关。

利用这个特性可以显著提高串联质谱化合物定

性的可靠性 ,采用 PAMT2OCE 方法判断串联质谱分

析的结果是否存在干扰 ,并且可以在不分离的情况

下高速鉴定、分辨其子离子基本相同的同分异构体 ,

甚至可对两种共流出的同分异构体进行定量分析 ,

RSD 在 10 %以内 ,回收率在 90 %～110 %6 ,而这是普

通 MS/ MS方法所不能做到的。例如 ,在不到 1min

的分析时间内 ,成功的分辨几对同分异构体亮氨酸

和异亮氨酸 ,人参皂苷 Rg1 和 Rf ,甚至手性异构体

麻黄碱和伪麻黄碱等 ,而通常方法需要 20～40min

色谱分离的 LC/ MS/ MS 来区分这些异构体。与

HPLC方法和常规的LC/ MS/ MS方法相比 ,本方法具

有高准确性、高通量、可直接测定复杂基质样品、无

需前处理的优点 ,而且可以大大减少“假阳性”结果

出现。此方法可以应用于制药、生物、环境领域中的

大规模、准确、快速的化合物筛查。

3 　挥发性离子对反相色谱2串联质谱法 (VIP

- HPLC/ MS/ MS)

　　LC/ ESI2MS/ MS 在应用中 ,往往 HPLC 的分离效

能大大低于常规 HPLC。主要原因是应 MS/ MS 对离

子化的要求 ,常规的流动相改性剂多不能应用于

LC/ MS/ MS中 ,从而大大限制 LC/ MS/ MS 的选择性。

因此作者提出挥发性的流动相改性剂LC/ MS/ MS方

法 ,研究使用挥发性的流动相改性剂提高 LC/ MS/

MS的色谱部分分离效能 ,同时不损害 ESI 离子化的

效能 ,提高 LC/ MS/ MS 解析复杂生物样品的能力。

以复杂生物样品中氨基酸的非衍生化分析为例 ,对

此方法进行应用7 ,8。
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时间/ min

图 2 　LC/ MS/ MS定量分析人血清中 22 种非衍生化

氨基酸 (AA)离子流色谱图

　　A. 总离子流图 ;B. ～ (J ) 代表性的提取离子流图。前 9min 同时

监测 9 种 AA ;接下来 21min 监测 8 种 AA ;最后 6min 监测 5 种 AA。

由于氨基酸的特殊性质 ,很难在反相柱上用常

规方法得到很好的分离 ,而且多数缺乏发色团 ,不能

直接用 UV 等检测。MS/ MS可作为潜在的未衍生氨

基酸检测器 ,但因 ESI离子化的要求 ,目前分离未衍

生氨基酸的手段无法与 MS/ MS 直接相连。故此目

前测定复杂体系中的多种氨基酸一般对其衍生以提

高其分离、检测性能 ,但衍生化的缺点是费时费力而

且损害准确性。使用两种全氟长链有机酸 ( PFHA

和 PDFOA)作为流动相改性剂 ,首次实现在反相柱

上对 22 种未衍生氨基酸的有效分离 ,并结合多对反

应监测 (MRM) ɑ2氨基酸特有的中性丢失 ( - 46) 作为

检测手段和稳定同位素稀释法作为定量手段 ,首次

实现直接定量血液样品中的 22 种未衍生化的主要

氨基酸 (见图 1) 7 ,这可以说是氨基酸分析方法的一

大进步。本方法也可应用于发酵液中的氨基酸非衍

生化快速分析8。

4 　展望

生物质谱是生命分析化学的关键技术之一 ,广

泛应用于生物医学研究、临床检验、药物分析等生命

科学领域 ,例如血清中生物标志物的快速检测9 ,遗

传性代谢缺陷疾病的快速筛查10 ,11 ,中药研究3 ,4 ,12和

药物的体内分析13等。近年来 ,蛋白质组学和代谢

物组学成为生命科学的研究热点 ,但目前的瓶颈问

题仍然是技术和方法问题。近 20 年来生物质谱技

术发展非常迅速 ,目前已经成为蛋白质组学研究的

核心技术 ,在刚刚兴起的代谢物组学的研究中也显

示突出的优势。正如人们所说的“21 世纪是生命科

学的世界”,与此相对应 ,必然带动生命分析化学的

快速发展。从目前生命分析化学的发展现状和趋势

看 ,几个前沿领域和要解决的关键科学问题 ,包括生

物大分子分析 (如蛋白质组) ,小分子分析 (如代谢物

组 ,药物小分子等) ,以及小分子与大分子的相互作

用 (如化学生物学研究) ,而生物质谱具备上述各个

领域应用的潜力 ,必将在生命分析化学的发展中发

挥更大的作用。
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Abstract 　The electrospray ionization mass spectrometry( ESI MS) was one of the most widely applicable bio - MS tech2
nologies. The complexity of biological matrices challenged the selectivity and accuracy of MS analysis ,and demanded the

development of MS methodology. Therefore several novel approaches based on ESI MS ,which had a wide potential ,were

introduced with respect to their principle and merits as well as real examples in application. The trend of bio - MS tech2
nology and its future application in the field of bio - analytical chemistry were prospected.
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