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摘要:本文研制的质谱仪是具有电喷雾离子源和射频四极杆接口的高分辨飞行时间质谱仪(ESI-QQQ-TOF-

MS)。该仪器的特点如下:采用可三维调节 、带有加热雾化气的电喷雾源液质联用接口;采用由三组四极杆

组成 、可有效调制离子束的离子光学系统;采用正负双脉冲推斥和垂直引入方式;采用经优化设计的二级有

网反射器。该仪器分辨本领优于 11 000(Full Width at Half Max imum , FWHM), 质量测定精度优于 10×

10 - 6 ,最低检测限低于 3 fmol /μL。可作为高效液相色谱优良的质谱检测器。
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Development of TOF-MS Used as the Detector of HPLC
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Abstract:Time-of-f light mass spect rome try (TOF-MS) is widely used in protein chemist ry

and pro teomics research due to i ts high sensit ivity ,high reso lution and high accuracy . Re-

cent ly tw o Q-TOF-MS analy tical sy stems are developed. Both sy stems are equipped w ith

elect rospray ionizat ion source w hich could be direct ly hyphenated wi th HPLC as an out-

standing detecto r. The ESI-t riple quadrupole-o rthogonal accelerat ion-ref lecting-TOF mass

spect rometer has some promising feature s , such as a ESI source w ith heatable nebulizer set-
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tled on a smar t t riaxiality moving stage , an excellent ion-optics sy stem composed w ith t ri-

ple-quadruple , double-pulse acceleration , and a double stage ref lector wi th homemade

grids. The G ramicidin-S sample concentration below to 3 fmol /μL can be identi fied by these

inst ruments under the opt imized conditions. The mass range of these inst ruments is from 50

u to 6 000 u w ith a general ESI interface to the HPLC. T he optimal mass resolution exceeds

11 000 (Full Width at Half Maximum , FWHM) and the signal /noise ra tio o f re serpine (10

pg /μL) is g reater than 100.

Key words:time-o f-flig ht mass spectrometer;electro spray ionization;de tector o f HPLC

(high perfo rmance liquid chromatog raphy)

　　世界上第一台质谱仪于 1910年由英国物理

学家 J. J. Thomson(1906年诺贝尔物理学奖获

得者)研制成功 ,当时的质谱只是一种没有进行

聚焦的抛物线质谱装置。随着离子光学理论的

发展和完善 ,通过对离子运动规律的理论研究 ,

发现适当的电场和磁场组合具有方向和速度聚

焦的特性 ,于是质谱仪的质量分辨能力有了很大

程度上的提高。到 20世纪 20年代 ,质谱逐渐成

为一种分析手段被化学家采用。从 40年代开

始 ,质谱广泛应用于有机物质分析 ,有机质谱提

供了有机化合物最直观的特征信息 ,即分子质量

及官能团碎片结构信息 ,而且可以获知其元素组

成 ,因此逐渐成为有机化合物结构和成分分析的

主要工具 ,与核磁共振谱 、红外光谱 、紫外光谱一

起被称为有机结构分析的“四大谱” 。到了 80年

代左右 ,随着快原子轰击(FAB)、电喷雾(ESI)

和基质辅助激光解析(MALDI)等新软电离技术

的出现 ,质谱能用于分析高极性 、难挥发和热不

稳定样品后 ,生物质谱飞速发展[ 1] ,有关生物质

谱的国际会议频频举行 ,已成为现代科学前沿的

热点之一 。最近 ,在对生物大分子及其复合物的

非共价结构研究方面也取得了很大进展 。2002

年的诺贝尔化学奖授予了两位质谱研究人员 ,美

国科学家 J. B. Fenn(ESI-MS)和日本科学家

K. Tanaka(MA LDI-MS),以表彰他们在生物质

谱领域中里程碑的贡献 , ESI-MS 和 MA LDI-

MS 技术的成熟极大的扩展了质谱在化学和生

物领域的应用。

众所周知 ,后基因组学时代的蛋白质组学已

是 21世纪国际生命科学研究的前沿领域 ,也是

分析化学研究领域的最前沿
[ 2]
,利用蛋白质组学

可以分离和分析细胞与组织的全部蛋白 ,直接找

到一组或几组功能蛋白 ,并研究它们与功能基因

(组)的内在联系。现在生物质谱是蛋白质组学

技术平台的最重要组成部分之一
[ 3]
,利用生物质

谱可测定生物大分子结构 、鉴定组成及进行痕量

分析 ,还可以测定非共价键作用 。目前用于生物

质谱分析的主要有四极杆式质谱(Q-MS)、离子

阱质谱(IT-MS)、飞行时间质谱(TOF-MS)和傅

立叶变换离子回旋共振质谱(FTICR-MS)。近

年来 ,随着国际上对生物化学 、基因蛋白质工程

和生物制药等领域的不断深入 ,作为在该领域中

重要的分析研究工具 ,飞行时间质谱仪(TOF-

MS)以它微秒级的快速检测速度 、高离子传输

率 、高灵敏度和精度以及理论上无质量检测上

限 ,尤其是近几年来 TOF-MS 在分辨率上有质

的飞跃(优于 104)等众多优点 ,而逐渐成为质谱

仪家族中发展势头最为迅猛的仪器[ 4-6] 。

然而 ,大多数的高分辨率质谱仪的核心技术

都被垄断在少数几个发达国家的厂商手中 ,国内

在高分辨质谱领域特别是作为高效液相色谱的

质谱检测器领域进展缓慢 。目前 ,商品化 LC /

TOF-MS 几乎完全由国外厂商垄断 ,主要生产

商包括美国应用生物系统公司(A pplied Biosy s-

tems Corp.)、德国布鲁克 道尔顿公司(Bruker

Daltonics , Inc.)和美国安捷伦公司(Agilent

Technologies)。Applied Bio sy stems 公司生产

的最新 Q star XL 串联四极杆飞行时间质谱仪 ,

分辨率可超过 10 000 ,精度好于 5×10
- 6
。国家

每年要花费巨额外汇去购买国外厂商昂贵的质

谱仪 ,因此 ,研制出具有我国自主知识产权 、适合

我国国情的高分辨率飞行时间质谱仪 ,以满足我

国日益增长的科研工作的需要 ,提高我国质谱仪

器研制和应用的水平 ,具有明显的经济和社会
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意义
[ 7]
。

在国家“十五”科学仪器攻关重大项目“色谱

仪及专用部件的研制和开发”的支持下 ,我们所

研制的电喷雾-垂直引入反射式飞行时间质谱仪

已达到国外同类产品的性能指标 ,为今后我国高

效液相色谱质谱检测器的产业化奠定了基础 。

1　质谱仪工作原理

图 1是采用电喷雾离子源的垂直引入式 、有

网双场反射式的三级四极杆飞行时间质谱仪

(ESI-QQQ-TOF-MS) 的结构示意图。该仪器

具体工作流程是:HPLC 流出的组分经由 ESI

源气化形成离子 ,再经过三级四极杆离子光学系

统的调制形成可控离子束进入飞行时间质量分

析器 ,离子束被垂直引入加速区加速 ,进入无场

漂移区 ,经过二级反射镜后再返回 ,打在微通道

板(MCP)上产生电脉冲信号 ,然后经峰值鉴别

器(CFD)和时间数字分辨器(TDC)记录并输出

色谱 —质谱二维图(t—m /z)
[ 8]
。TOF-MS 在质

量范围原理上的优势已众所周知 ,但如何提高仪

器的分辨率一直是该仪器发展的焦点 。最前沿

的研究集中在如何使离子在进入调制区时能量

降至最低 ,以及如何实现空间聚焦 。解决前者的

有效途径是采用离子冷却技术 ,而解决后者的较

好方式是设计与制作以均匀场为指导的无场飞

行区和反射器。

2　质谱仪硬件构成

该仪器包括真空系统 、ESI 离子源 、三级四

极杆离子光学系统 、飞行时间质量分析器和信号

采集处理系统五大部分。

2. 1　真空系统

仪器采用先进的三级差动真空系统 ,一台抽

速 110 L /s 的涡轮分子泵(北京中科科仪技术发

展有限责任公司 ,中科科仪)保证了分析器内的

最佳真空度优于 5×10- 6 Pa ,另一台抽速 450

L /s 的涡轮分子泵(北京中科科仪)保证离子光

学区的真空度可控制在 1×10
- 4

Pa 。调节狭缝

不仅可以控制离子的入射宽度 ,还可以起到类似

真空阀门的作用 ,关闭分析器与离子光学系统之

间的真空连接 。这样系统可以在不关闭分析器

的情况下 ,更换离子源和离子调制与传输系统。

如图 1所示 。

图 1　高效液相色谱检测器-电喷雾

离子源-四极杆-飞行时间质谱结构图

Fig. 1　Schematic overview of the ESI-

QQQ-TOF-MS(HPLC Detector)

2. 2　电喷雾离子源(ESI)

电喷雾离子源属于一种软电离源 ,能使大质

量的有机分子生成带多电荷的离子 ,通常认为电

喷雾可以用两种机制来解释。(1)小分子离子蒸

发机制:在喷针针头与施加电压的电极之间形成

强电场 ,该电场使液体带电 ,带电的溶液在电场

的作用下向带相反电荷的电极运动 ,并形成带电

的液滴 ,由于小雾滴的分散 ,比表面增大 ,在电场

中迅速蒸发 ,结果使带电雾滴表面单位面积的场

强高达 1×10
8
V /cm

2
,从而产生液滴的“爆裂” 。

重复此过程 ,最终产生分子离子 。(2)大分子带

电残基机制:首先也是电场使溶液带电 ,结果形

成带电雾滴 ,带电的雾滴在电场作用下运动并迅

速去溶 ,溶液中分子所带电荷在去溶时被保留在

分子上 ,结果形成离子化的分子 。一般来讲 ,电

喷雾方法适合使溶液中的分子带电而离子化。

离子蒸发机制是主要的电喷雾过程 ,但对质量大

的分子化合物 ,带电残基的机制也会起相当重要

的作用 。电喷雾也可测定中性分子 ,它是利用溶

液中带电的阳离子或阴离子吸附在中性分子的

极性基团上而产生分子离子[ 7] 。

本工作中使用的是自制的 、可精确三维调

节 、带有加热雾化气(N 2)的电喷雾源 ———液质

联用接口 , 简单高效 , 适配性强 。经 Agilent

1 100 HPLC 分离的样品以微升级的流速经过

一个两通阀进入带有加热雾化器的不锈钢喷针 ,

被离子化进入质谱。此电喷雾接口放置模式有
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两种:一种是垂直正交转移模式;另一种是同轴

转移模式 。前者重现性要优于后者 ,因为其喷雾

方向与质谱仪入口轴向成 90°正交 ,这样雾滴的

方向和离子被吸入的方向垂直 ,故玷污较小 ,同

时也提高了灵敏度与信噪比 ,入口的堵塞问题也

随之大大减轻。加热雾化气是高纯氮气 ,温度可

精确控制在25 ～ 350 ℃,即使在较高流速下也可

满足样品雾化要求。ESI 源产生的电喷雾通过

逆向气帘去溶剂化后进入离子光学系统。气帘

距离电喷雾喷针 0. 5 ～ 1. 5 cm 。本系统的电喷雾

接口也可直接以离线方式(of fline)进样或使用

蠕动泵推动进样 ,如使用 50 ～ 75 μm 内径的石

英毛细管电喷雾则可实现纳喷雾。

图 2　1 pmol /μL短杆菌肽(溶于 80%甲醇 /20%水 /

1%乙酸溶液)的质谱图 , R=11 583(FWHM)

Fig. 2　Mass spectrum of 1 pmol /μL

Gramicidin-S in 80∶20 methanol and water

with 1% acetic acid(R=11 583 FWHM)

2. 3　离子光学系统

离子光学系统(调制与传输系统)采用三组

不同功能四极杆 。第一组射频四极杆称为分子

离子反应器(molecular ion reacto r)[ 9] ,结构小

巧 ,整个四极杆总长不到 22 mm 。离子进入此

四极杆后 ,在射频场的作用与氮气分子发生频繁

碰撞和分子离子反应 ,一方面可增加去溶剂化效

果 ,实现碰撞冷却聚焦 ,另一方面通过控制射频

电压的幅值和频率可以打碎离子进行串级质谱

分析;第二组射频四极杆是离子光学系统的核

心 ,总长 179 mm ,可对离子运用碰撞冷却聚焦

离 子 传 输 方 式 (collisional fo cusing ion

guide)[ 10] 。离子自第一组四极杆经过分离锥进

入第二组四极杆后 ,在强射频电场的作用下 ,与

缓冲气体分子发生频繁碰撞 ,实现冷却聚焦 ,能

将离子汇聚成直径小于 0. 2 mm 的离子束 ,大大

减小其空间分散 。另外 ,由于离子与气体分子发

生频繁的剧烈碰撞 ,离子动能大幅度衰减 ,又可

有效减小离子的初始能量分散 。这些是提高分

析器分辨率的重要因素
[ 11]
。第三组四极杆 ,用

来精确控制离子束入射方向 ,保证离子束准确通

过入射的中心到达飞行时间分析器的垂直加入

区 。离子经离子光学系统调制后 ,用一台自制的

pA 级微电流放大器测量法拉第筒收集到的总

离子流 。

2. 4　飞行时间质量分析器

近年来 TOF-MS 无论在分辨率方面 ,还是

在质量测量精度上都有了质的进步。除了运用

垂直引入 、反射器 、碰撞冷却聚焦和源后延迟引

出等技术来提高飞行时间质谱的性能指标之外 ,

对分析器的优化设计和精心制作仍然是至关重

要的一环。整个分析器可分为离子推斥区 、加速

区 、无场漂移区 、双级反射区和微通道板检测区

五部分 ,飞行管长约 0. 6 m (图 1)。采用正负双

脉冲推斥电压 ,可有效减小回头时间造成的影

响 。加速区 、反射区和微通道板检测区完全对称

排列 ,以保证电场的均匀性 。在研制中如何使电

场尽可能地接近理论计算值是主要难题 ,尤其是

如何解决在不同区域的电场渗透问题。由于采

用了有网式二级补偿反射器(如图 1所示),不仅

可以增加离子的有效飞行长度 ,还能更有效地空

间聚焦 ,减小能量分散的影响 ,因此可以大大提

高分析器的分辨本领 。

2. 5　离子检测系统

本套质谱仪器的离子检测系统采用目前

TOF-MS 最常用的检测器———微通道板检测器

(MCP),并且设计了新颖的 、饱和状态式 MCP

安装方法。由于离子束被调制成矩形 , MCP 也

用相应的形状(62 mm ×42 mm)。整个检测器

用不锈钢片屏蔽防止电渗。同以往使用较多的

喇叭形阳极相比 ,在这里使用的平板阳极具有更

高的响应速度 ,并会使 MCP 一直工作在饱和状

态 ,也就是说无论何种离子何时打在 MCP 上都

将得到相同峰宽和强度的单离子峰信号 ,从而可

以用累加计数的方式记录谱图 。不采用常规接

法下的模拟信号 ,可以得到数字信号 ,不仅可以

提高质量测定精度 ,而且有助于提高仪器的分
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图 3　10 pg /μL利血平(溶于 80%甲醇-20%水-1%乙酸溶液)的质谱图(S /N>100)

Fig. 3　Mass spectrum of 10 pg /μL reserpine in 80∶20 methanol and water with 1% acetic acid(S/N>100)

辨率 。

3　质谱仪软件

本套质谱仪器操作和数据处理软件基于

Window s平台 ,采用面向对象的可视化编程语

言Visual Basic 6. 0开发 。其各部分都采用模块

化封装 ,拥有良好的操作环境适应性和友好的软

件界面 ,适用于Window s 98 /N T /2000 /XP系统

的台式 PC机 。本套质谱仪器软件设有 8个主菜

单 ,功能完善 ,包含有文件 、编辑 、采集显示 、数据

分析 、校正 、图像处理 、帮助等 。可自动控制质谱

仪采集数据和校正操作 , 显示总离子强度图

(TIC)、选择离子强度图(XIC)、质谱图(m /z)和

色谱—质谱二维图(t—m /z)。可以随时切换窗

口 ,可实时计算 、显示质谱峰的分辨率 、信噪比 、

峰高 、半峰宽 、飞行时间 、峰值列表等质谱参数 ,

对质谱图进行降噪处理 、高斯平滑等操作 ,对数

据窗口进行任意区域放大或缩小 ,对多张质谱图

进行累加操作。

4　性能与指标

研制的电喷雾质谱仪器的具体技术指标如

下。质量范围:50 ～ 6 000 u;分辨率:实际质量

分辨率优于 6 000(FWHM),最佳分辨率达到

11 000(FWHM)以上(如图 2 所示);灵敏度:10

pg /μL 利血平 , MS 全扫描 , S /N >100(如图 3

所示);2 pmo l /μL 的溶菌酶样品 ,主峰峰值强度

大于 10
4
计数;检测极限:在仪器优化条件下 ,符

合 IUPAC 3倍噪音水平定义的检出极限低于 3

fmo l /μL 短杆菌肽(Gramicidin-S)样品 。与液相

色谱接口:常规电喷雾。采用 A gilent 公司的

HP1100微量高效液相色谱和研制的质谱仪通

过 ESI 接口联机 。混合样品为 1. 25 ng /μL 的

利血平和25 ng /μL的短杆菌肽 。(色谱条件:流

动相 80%甲醇-20%水-0. 1%甲酸;柱子:ZO RB-

AX 反相柱 ,0. 3 mm i. d. ,10. 0 cm ,填料粒度 3

μm , 孔径300 ／;流速:1. 5μL /min)。色谱图如

图 4所示。

5　质谱仪特点

该质谱仪器的主要技术特点归结如下:

(1)采用可精密三维调节 、带有加热雾化气

的电喷雾源 ———液质联用接口;

(2)采用由三组四极杆组成 、可有效调制离

子束 、控制其空间分散和能量分散的离子光学

系统;

(3)飞行时间质量分析器采用正负双脉冲

推斥和垂直引入方式 ,并采用建立在双场反射及
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图 4　HPLC-MS联用对短杆菌肽(25 ng/μL)

和利血平(1. 25 ng /μL)混合样品的 TIC 图

(峰Ⅰ :1 207 s至 1 227 s ,利血平;峰Ⅲ:1 442 s至

1 469 s ,短杆菌肽;峰Ⅱ和峰Ⅳ属未知杂质)。

Fig. 4　TIC spectrum of gramicidin-S(25 ng /μL)

and reserpine (1. 25 ng/μL) separated by HPLC.

(Peak Ⅰ :1 207 s-1 227 s , Reserpine;

Peak Ⅲ:1 442 s-1 469 s , Gramicidin-S;

Peak Ⅱ& Ⅳ:Unknow n contamination)

均匀场理论基础上的 、经优化设计的二级有网反

射器;

(4)新颖的微通道板电子倍增器(MCP)安

装方法。

6　结　论

本电喷雾-四极杆-飞行时间质谱仪的研制

是建立在垂直引入 、双场反射以及均匀场的理论

基础上 ,并应用射频四极杆技术有效减小离子束

的空间与能量分散 ,运用先进合理的设计 ,依靠

精密可靠的加工和制作 ,经过严密有效的调试 ,

突破了部分关键技术 ,最终研制成功具有较高性

能的 、高分辨率和高灵敏度 、可作为优良的高效

液相色谱质谱检测器的飞行时间质谱仪 ,为其产

业化奠定了技术基础。目前本高效液相色谱质

谱检测器的产业化工作正在实施中 。
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