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摘  要  大型生物质谱基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪 (MALD I-TOF-M S)是现阶

段对大分子量生物样品分析的一个重要仪器。它具有速度快和精确度高等特点。广泛用

于多肽、蛋白质、碳水化合物、合成多聚物、寡核苷酸以及天然产物等的研究。本文主要介

绍 BRUKER公司生产的 REFLEX III型 MALD I-TOF质谱仪特点, 总结在实验工作过程中

的经验与体会。
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概述

生物质谱仪的发展与应用依赖于两个离子化技

术的发明, 即基质辅助激光解析电离 (M atrix Asisi-t

ed Laser D esorption Ionization, 简称 MALD I)和电喷

雾电离 ( E lectronspray Ion ization, 简称 ESI)的发明。

对于 MALDI-TOF质谱仪而言,飞行时间质谱 ( TOF)

作为质量分离器的一种类型,在上世纪 70年代以前

就提出,具有结构简单,测定质量范围宽等特点。目

前有两种类型的飞行时间质量分离器, 即直线型和

反射型,后者是 M amyrin等人在 1973年为改善飞行

时间质谱对小分子的质量分辨率而提出的。 1987

年, H illenkamp和 K aras发明新型的离子化技术-基

质辅助激光解吸电离 (MALDI), 该技术与其他离子

化技术相比,具有离子化均匀, 离子碎片只带单一电

荷等特点。将 MALD I离子化技术和 TOF质谱技术

结合生产的 MALD I-TOF质谱技术具有操作简单, 灵

敏度高,质量度分辨率高,测定质量范围宽等特点,

非常适合生物分子和高聚物的分子量测定。随着生

命科学的发展,使用现代分子化学技术对生物分子

准确定性的要求不断扩大, 1993年 H enze,l Stults,

W atanabe, Roepstorff等人利用 MALDI-TOF技术革

新发明多肽质量指纹质谱图技术革新以提供人们对

蛋白质分子进行定性研究
1
。厦门大学生命科学学

院于 2001年购置 BRUKER公司 REFREX III型

MALD I-TOF质谱仪, 主要用于蛋白质组学、蛋白质

结构及序列分析、生物大分子活性物质鉴定和 DNA

序列分析等方面。在化学化工、材料科学、海洋环境

科学领域,以及校外的兄弟院校,相关部门和企业都

有使用。该仪器使用机时数达到 2690小时 /年,年

均样品数为 6000个, 学院以质谱技术为依托, 举办

过二次国内蛋白质组技术培训班, 反响强烈。目前

利用该仪器已在国内外不同刊物上发表多篇学术论

文, 还承担有两项校内科技创新的科学仪器研制与

开发项目工作,是许多重大课题进展中不可或缺的

重要部分。作者长期从事 REFLEX Ⅲ型 MALDI-

TOF-M S管理与维护工作, 本文是作者工作过程中

的经验总结与体会。

1 仪器的结构特点与主要性能

布鲁克公司生产的 REFLEXⅢ型 MALD I-TOF-

M S仪器主要由离子源、激光器、检测器、数据采集系

统、高真空系统以及供电系统等构成 (见图 1)。

图 1 仪器结构图

  安装条件与检测参数主要是: 无强烈震荡源及

电磁感应装置; 室温控制在: 18~ 24e ; 相对湿度:

20% ~ 80% ; 供电电压: 380V (三相五线 ); 频率:

50Hz;灵敏度: 50fmo;l分辨率: 线性: 4000; 反射:

15000;质量范围:大于 240000 Da。

2 试样制备方法及前期的准备工作

用微量移液器取试样和基体各 1 LL混合均匀

后, 滴加到 384点靶的不锈钢样品靶上 (每个靶点

59

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/41361853?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


现代仪器 ( www. modern instrs. org. cn) 二 o o七年#第二期

内一滴,每滴约 0. 5~ 1 LL) ;若采用外标法,可同法

滴加标样与基体的混合液于样品靶上的其他靶位

上;若采内标法, 可将标样和试样各 1LL、基体 2 LL

一起混合后点样。将点好试样的样品靶置于室温下

待样品点溶剂挥发,样品与基质形成共结晶。

标准样品与基质的保存:基质保存在 4 e 冰箱
内即可,标准样品置于-20 e 下保存, 蛋白标样由于

较易降解,所以可以用小离心管加以分装,每次取用

分装后的即可,这样做不会因为反复冻融而影响标

定工作,核酸标样更易降解, 所以取用时更要注意;

多肽标样不易降解,可以省略前面所述的步骤,配制

完成以后可以长期正常取用。

3 各主要部件的特点及维护

3. 1 进靶组件

进靶组件是保证样品靶进入离子源区正确位置

的一系列部件。在日常的操作中进退样品靶是必做

的一项工作,虽然仪器可以自动完成这一系列动作,

但有一些问题一旦出现就会影响到整个实验。

操作过程中,更换样品靶的时候点击完 probe in

(或 probe out) 之后不要对仪器进行其他任何操作。

进出样品靶的时候一定要按照进靶程序来进行,操

作不当极有可能造成损害。尤其是当出现靶子进到

一半提示出错时更应注意,一定不要强行进靶,因为

这样可能将进出靶的机械臂折断, 也有可能将关闭

舱门的部件损坏。这时最适当的作法是在观察孔中

看清样品靶的位置,同时采取手动的方式调整靶位,

必要时打开舱门取出样品靶后,再进行调整。

3. 2 离子源

要定期清洗离子源,至少半年做一次清洗工作,

用高纯度的甲醇溶液进行清洗。这样做可以保证信

号的强度以及实验结果的准确程度。高压脉冲电子

装置 PIE盒是 MALDI-TOF 质谱仪提高分辨率的关

键部件,价格也十分昂贵, P IE即脉冲延时提取技

术,其作用是通过合理调节脉冲延迟引出的时间和

离子引出电极与样品表面之间的电压波形, 有效地

补偿试样离子初始化能量的分散,以提高分辨率、测

量精度和灵敏度
2
。在实际操作中,首先应选择合适

的实验方法,做完实验将高压关闭。平时应注意不

要有粉尘等的污染。这样可以有效地提高 PIE盒的

使用寿命。

3. 3 激光器

本仪器采用 337nm N 2激光器,激光发射频率为

50H z,进行样品检测时, 最好将激光器的相对强度

落在适宜的区域之内,比如, 多肽样品激光强度要求

低, 其相对衰减百分比就可以调高一些,蛋白样品需

要较大的激光强度,这时就可以将衰减值调低一些。

每台仪器的状况有其个体的差异, 需要实验者自行

把握,这样不仅对检测样品来说很有帮助,对仪器本

身也是一种保护。如果仪器长期不用,激光器也必

须定期地工作,否则会出现激光器无法正常运作的

情况。日常管理上,每次测试完成后应如实做好实

验纪录,对仪器的状况有一个实时的把握。

3. 4 检测器、数据采集系统
检测器一般不用太多的维护工作。数据采集系

统可以由经过培训合格的人员来操作。操作过程

中, 特别是移动靶位的时候一定要在监视器上看到

靶子响应后再做下一步的操作。切勿用鼠标连续点

击来移动靶位,这样很容易造成死机。一旦出现死

机现象,即靶子不受控的情况下, 首先选择重启软

件, 其次是重启工作站, 再次是将仪器状态初始化,

同时重启工作站, 一般情况下可以解决问题。如果

发生错位情况,即样品当前位置与软件显示的位置

不一至的时候,可以在手动操作的界面下做一下软

件的初始化。

3. 5 高真空系统

真空对于仪器来说至关重要,如果达不到高真

空度,仪器将无法正常运作。本仪器采用两级抽气

结构,前级为旋叶式机械泵, 后级为分子涡轮泵。分

子涡轮泵价格昂贵,结构更为复杂,因此更需要注意

保养与维护。真空泵的滤网与泵油要定期观察与更

换。值得注意的是, 保证室温控制在 18 ~ 24e 左

右, 可以防止质谱仪内部各组件表面冷凝水的生成,

造成仪器的内部线路的短路。另外控制室温对涡轮

分子泵也十分重要,温度过高会造成泵油的外溢,

3. 6 供电系统
虽然仪器的一些部件对突然断电有一定的自我

保护功能,但就整体而言,断电对仪器的影响是相当

大的。因此,选用优质的不间断电源是仪器正常使

用和稳定运作的保障。条件允许的话可以将电池与

仪器分隔放置,同时配备必要的监控系统,随时应对

突发事件。

4 结束语

MALDI-TOF质谱仪作为生物大分子研究中的

关键仪器设备,正在发挥着越来越重要的作用。它

不仅成为蛋白质组学研究的重要支撑技术之一, 而
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Abstract Autom ation Patch clamping isw ide ly recognized as the definit ive G' old Standard 'method fo r studying ion

channels since it is o f the features o f d irect test, high informat ion con tent and high sensitiv ity . Autom ation patch-

clamping technologies is also the latest ach ievem ents o f science and techno logy fo r its m ilestone breakthrough in

high throughput, h igh ly autom ated operat ion, excellent quality o fG igaseal, andm icro-volum e compound solution

app lication . So , th is nove l techno logy is perfectly compatib le w ith the process of pharmaceutical screen ing, tox-i

co log ica l assay and V irtua l Screen ing. Th is article rev iew s the brief h istory o f these emerg ing techno log ies and dis-

cusses the technical deta ils .

Key words Automation patch clamp H igh throughput pharmaceutica l screening hERG assay V irtual screening
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Design and rea lization of a new kind of paperless recorder
Zhao Juny ing Zhao Quanm ing SuY anmang Li L i
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Abstract  A new k ind of m in-i paperless recorder w as in troduced to be used in the industrial annea.l T aking

AT89C52 as them icroprocessor, it can record the t imewhen the temperature reached、them aterialw as put in and

the a lert happened. The records can be deleted, stored inmemory, looked up and displayed on the LCD screen.
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且在多个领域发挥着越来越多的作用。目前, 隶属

生命科学院的MALD I-TOF质谱仪,作为厦门大学测

试中心的主力仪器设备之一,在全校大型仪器设备

共享平台上发挥着十分重要的作用。一支训练有

素、颇具使用和管理经验的技术队伍, 为其正常、高

效运转提供了保障。 2004年,在厦门大学测试中心

计量认证现场评审过程中, 该仪器呈现出优良的检

测性能,送检盲样的检测指标全部合格,得到专家组

的高度评价。当然,当 MALDI-TOF质谱仪等大型仪

器设备逐步成为许多交叉学科发展不可或缺的重要

仪器时,许多新的有关大型仪器设备维护、保养、使

用等问题还需要不断的探索、创新。
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