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猪血管紧张肽的质谱特性
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摘要 : 选用基质辅助激光解吸离子化飞行时间质谱技术研究不同激光强度对猪血管紧张肽 ( Angiotensin

Ñ , AnÑ )解吸离子化的百分率和一级结构的稳定性。结果表明: 激光强度与An Ñ 解吸离子化百分率有

关, An Ñ 多聚体解吸离子化所需的激光强度高于单体。An Ñ 与海兔酸性多肽( Aplysia acidic peptide, AP)

和海兔胰岛素 CB( Ap lysia insulin CB, AI CB)混合后 ,采用延迟引出技术和激光强度 2 300 IU 分析混合样

品,该激光强度不影响对 An Ñ 和它的多聚体解吸离子化, 但对 AI CB影响较大, 相当于丢失了一分子

OH- 。相同的激光强度对不同结构的多肽多聚体产生不同的解吸离子化百分率, 优化激光强度是准确

分析多肽结构信息关键因素之一。
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Characterization of Mass Spectrometry of Angiotension I
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Abstract: The percentage of desorption ionization and the stability of primary structure of angiotensin

Ñ ( An Ñ ) were studied using different laser intensities with matrix-assisted laser desorpt ionPioniza-

tion time-o-f flight mass spectrometry. The results show the relat ion between both laser intensity and

the percentage of desorption ionization. Moreover, the laser intensity for the desorption ionizat ion of

the angiotensinÑ polymer was known to be higher than its monomer. Using a technology of delayed

extraction, the results showed that intensity hardly affected desorption ionization of both An Ñ and its

polymer after angiotensin Ñ , Aplysia acidic peptide and Aplysia insulin CB had been mixed.Howev-
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er, this reaction process greatly affected the desorption ionizat ion of Aplysia insulin CB which caused

the possibility that the peptide might release one OH
-
-like molecule. Under the same laser intens-i

ty, the peptide polymer with different structure produced a different percentage of desorption ioniza-

tion, which suggests that the optimization of laser intensity is a key factor for analyzing peptide struc-

ture.

Key words: AngiotensinÑ ; Laser intensity; Mass spectrometry; Peptide and its mixture; Desorp-

tion ionization

  近年来,随着人类基因组图谱的顺利完成,

基因组学发生翻天覆地的变化, 其中结构基因

组学、功能基因组学、蛋白质组学已经迅速发展

成为本世纪生命科学最有挑战性和前瞻性的研

究领域之一
[ 1]

, 尤其蛋白质组学、多肽库( pep-

tide bank)及其相关技术的发展规模, 均以指数

方式逐年上升,它们将胜任功能基因组学无法

解决的系列重大科学难题
[ 2, 3]
。开展蛋白质组

学研究和多肽库建立所需要的基本手段是高效

液相色谱分离技术、双向凝胶电泳分离技术和

生物质谱分析技术。前两者用于分离细胞释放

的全部蛋白质和多肽, 后者用于分析蛋白质和

多肽的结构信息
[ 4, 5]
。目前常用于分析生物大

分子结构信息的质谱技术,主要有快原子轰击

质谱、电喷雾电离质谱和基质辅助激光解吸离

子化飞行时间 ( matrix-assiated laser desorptionP
ionization time of f light, MALDI-TOF)质谱等。电

喷雾电离质谱的特色是在没有外能输给待测样

品的条件下, 把生物大分子转化为带多电荷的

分子离子,并几乎不产生新的碎片分子离子, 有

利于化合物结构推导
[ 6]
。MALDI-TOF 质谱技术

是在基质辅助下,采用不同激光强度解吸离子

化分析物成为分子离子。由于激光、基质和样

品之间发生了能量交换, 这一过程直接影响了

样品的解吸离子化百分率和稳定性。尽管

MALDI也属于一种软电离子技术, 它与其它软

离子技术相比,更容易分解样品成为新的碎片

分子离子。针对具体分析某一样品或混合物

时, 优化分析解吸离子化所需的激光强度是准

确分析多肽结构信息关键因素之一
[ 7]
。

本文选用An Ñ和AnÑ与AI CB,AP 的混合

物为研究对象,探讨不同的激光强度对多肽化

合物解吸离子化程度的影响和稳定性。这一技

术可为今后采用 MALDI 质谱技术准确分析生

物大分子结构信息的研究提供理论研究依据和

技术的可行性。

1  材料与方法

111  材料  AP由美国依利诺依大学生物技术

研究中心合成。AP 标准分子量为2 96015 u,一

级结构为 SSGVSLLTSNKDEEQRELLKAISNLLD,

其中含有三对 LL 键, 一对 SS键, 一对 EE 键。

在偏微弱酸( pH 615)条件下,AP以[ M+ H ]
+
方

式显示了相对强度较高的质谱峰,其质荷比( mP
z,下同)为2 961150。

AI是目前所报道的胰岛素多肽类型中最

大的一条, 其分子量为 9 146 u。AI 激素 ( pro-

hormone) 含有两肽,并位于A和B链之间,可分

为 CA和 CB。AI CB从 AI激素中分离出,仅有 15

个氨基酸残基组成, 一级结构序列为 DTEN-

VNDKLRGILLN,分子量为 1 713190 u, 含有一对

LL 键。AI CB由美国依利诺依大学 Sweedler 实

验室提供。

An Ñ的一级结构由10个氨基酸残基组成,

即 DRVYIHPFHL, 分子量为 1 29615 u。An Ñ结

构特征与 AP 和 AI CB不同之处是该短肽不含

有 LL 和其它成对氨基酸残基的结构。AnÑ从

美国Sigma 公司购置。

基质2, 5- 二羟基苯甲酸( 2, 5-dihydroxy-

benzoic acid, DHB)购自美国 ICN生物医学公司,

其他化学药品均采用分析纯。

112  方法

11211  样品配制  粉状的 AP 和 AI CB 用 pH
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615左右双重蒸馏水配制, An Ñ 用甲醇配置。

这三种样品浓度标配均为 1 @ 10
- 6

molPL。
11212  基质配制  分析多肽结构的 DHB用二

次重蒸馏水搅拌溶解 30 min, 配制成 DHB饱和

水溶液。样品和基质溶液事先混合 30~ 50 s,

然后取 018 Ll混合物直接点滴在 MALDI-TOF

质谱仪专用样品靶样品孔内, 待样品自然干燥

后,随后进行样品分析。

11213 激光强度  通常激光强度单位被认定
是以 mJPcm2

或 LJPcm2
方式表示。但是质谱仪

激光器所提供的激光强度与该激光器使用时间

长短和激光在传输途径的损耗大小有着密切联

系。一般需要特殊专业仪器才能检测到激光抵

达样品靶上的强度。文中所描述激光强度单位

采用质谱仪仪表上所显示的内部单位( internal

unit, IU)表示。

11214 质谱测定条件  美国应用生物系统公

司生产的Voyager DE-STR质谱仪, 配置脉冲氮

激光( 337 nm)作为离子解吸电离源。分析模型

使用高分辨率线性模型和延迟引出 ( delayed

extract ion) 技术。在实验测试过程中的激光强

度变化范围在 1 900~ 2 700 IU,加速电压控制在

23 kV。平均每次测定样品的激光脉冲次数在

120次之间。采用外标法标定多肽质谱峰位。

图1  在激光强度为 1 900 IU条件下, AnÑ 的质谱图

11215  多肽混合样品制备  选用微量定量液

体取样器, 分别取 AP、AI CB和 An Ñ样品各 20

Ll, 然后迅速混合 5 min, 随后取出 30~ 36 Ll 饱

和 DHB混合均匀, 最后取出 018 Ll混合物滴在

MALD-I TOF 质谱仪样品靶( 98孔)上, 等混合样

品自然干燥后, 每个样品孔内再加 013 Ll饱和

DHB。DHB完全干燥后, 把样品靶置于普通低

倍( 1 @ 20)显微镜下观察混合样品与 DHB晶体

率,以确保样品在测定过程中,多肽化合物能从

基质中获取足够能量, 形成分子离子。

2  结果与讨论

211  弱激光强度对 An Ñ解吸离子化的影响  

MALDI方法分析生物大分子的重要关键因素

是选择适当的基质。迄今为止, 有关激光、基质

和生物之间的能量传递机理还缺乏较为合理的

科学理论给予阐明。样品和噪音质谱峰之间尚

未见有权威性的鉴别方法可进行规范和确定,

尤其在分析生物大分子时, 这一规范难度更大。

参考美国应用生物系统公司生产的Voyager DE-

STR质谱仪使用手册可知, 当激光脉冲次数少

于 30,已测样品显示的绝对强度低于 1 000100

时,所获得质谱峰图谱, 可视为噪音质谱图谱。

图 1是在激光强度为1 900 IU条件下所获得 An

Ñ质谱图谱。由图 1可见, An Ñ显示一定强度

的质谱峰, 其 mPz位于 1 296119 处。在 mPz为
1 196175, 1 323168, 1 447166, 2 593177 处也显示

质谱峰。从表面看,图 1(激光脉冲次数 120次,

#36#    动物学杂志  Chinese Journal of Zoology 2003 38( 5)  



下同)是一张很普通的 An Ñ质谱图谱, 尽管激

光脉冲次数大于 30次, 但图中右侧纵坐标所示

的绝对强度仅有 33217, 明显低于1 000100。可

见,图 1是一张含有 An Ñ质谱峰的噪音图谱,

其部分噪音信号强度与An Ñ相当。由此看来,

当激光强度为 1 900 IU,在激光束所覆盖的样品

范围内,该激光强度无法完全解吸离子化 An1

成为分子离子, 其绝对强度仅有1 000100的三分

之一。相对解吸离子化 An Ñ而言, 1 900 IU 是

属于弱激光强度。

将激光强度提升 2 000 IU时, 可获得一张

与图 1完全不同的 An Ñ 质谱图谱(图 2)。此

时, An Ñ mPz 为 1 297148, 高于理论计算值

1 29615的 0198质量单位, 相对误差为 01076%。

由图 2可知, 提高激光强度 100 IU 时, 其 An Ñ

的绝对强度由原 33217(图 1)迁跃到 16 000, 而

其它噪音信号相对强度均低于 20%。显然,图

2是能真实反映 An Ñ 特性的质谱图谱。在游

离状态和甲醇环境下, 部分 An Ñ很容易自身形
成多肽聚体, 例如: 二聚体、三聚体和四聚体。

在 mPz位于2 588191处(图 2) ,发现一个弱的质

谱峰,经计算,认为是AnÑ的二聚体,它比理论

计算值2 593100少了 4109质量单位, 相对误差

为 01158%。近期的实验结果表明, An Ñ能以

[M]
+
、[ 2M]

+
、[ 3M]

+
和 [ 4M]

+
方式显示出各

自特征质谱峰, 其 mPz 分别位于 1 29615、

2 59310、3 88915 和5 186处, 而图 2却只显示出

单体( mPz: 1 297148)和二聚体( 2 588191)的质谱

峰。这些现象说明,解吸离子化二聚体所需要

的激光强度应高于单体, 激光强度 2 000 IU 无

法解吸离子化AnÑ样品中的三聚体和四聚体。

图 2 在激光强度为 2 000 IU条件下, AnÑ 的质谱图
 

212  中激光强度对 AnÑ解吸离子化的影响  

用MALDI-TOF质谱测定生物大分子过程中, 基

质不仅对分析物起溶剂作用, 而且还起着接受

激光能量,并在转化成基质离子的同时,传递能

量给分析物,形成分子离子等作用
[ 9, 10]

,因而激

光强度高低对提高分析物的解吸离子化的百分

率起着至关重要的作用。当激光强度提高到

2 200 IU时,可获得与图1、2不同An Ñ的质谱图

谱 ( 图 3 ) , 其 An Ñ 绝对强 度由原 33217

( 1 900 IU)剧升到 56 000。此时, AnÑ以[ M]
+
、

[ 2M]
+
、[ 3M]

+
和[ 4M]

+
聚合方式显示出各自

特征质谱峰, 其 mPz分别是 1 296169、2 594115、

3 889184和 5 186120,经计算其理论值和测定值

的绝对误差分别为 01014%、01121%、01087%

和 01003%。这一现象再次说明, 多肽多聚体

的数目越多,所需要解吸离子化的激光强度越

强。

用MALDI-TOF 质谱测定多肽、酶和蛋白质
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过程中会有两种质量歧视:一方面是样品制备

的原因, 另一方面是仪器的原因
[ 9, 10]
。如果考

虑到仪器方面的因素, 激光强度、加速电压、解

吸离子化程度、飞行时间和检测器类型等因素

均可能产生质量歧视现象。如果待测分子量分

布范围越宽, 质量歧视就越严重。图 3所显示

的4种相同 An Ñ分子结构, 不同多聚体混合物

中,如果某一种多聚体的 mPz表现出质量歧视
现象, 这是一种很正常的质谱行为。如果选用

过高的激光强度用于分析物的解吸离子化, 其

获得质谱峰中所表现的质量歧视现象将随着激

光强度提高而趋于明显。

图4  在激光强度为 2 500 IU条件下, AnÑ 的质谱图

图3  在激光强度为 2 200 IU条件下, AnÑ 的质谱图
 

213  强激光强度对 An Ñ解吸离子化的影响  

图 4是激光强度为2 500 IU条件下所获得 AnÑ

质谱图谱,其中AnÑ的绝对强度迁跃到62 000。

实验表明, 当激光强度继续上升到 2 600 或

2 700 IU,其 An Ñ所呈现的绝对强度仍然停留

在 62 000 ? 400 范围内, 这说明当激光强度为

2 600或 2 700 IU时,在激光束所能够覆盖的范

围内,An Ñ百分之百被解吸离子化为分子离

子。从图 4可分析出, 过强的激光强度不仅不

能提高多肽组成的分辨率, 反而引起部分多肽

丢失一些基团,由原来的简单的[M]
+
、[ 2M]

+
、

[ 3M]
+
和[ 4M]

+
质谱峰形成复杂的质谱峰群,
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表现出严重的质量歧视现象, 并相应地提高噪

音强度,给准确定性分析样品质谱特性带来一

定的难度。这些现象说明,过高的激光强度会

引起多肽或者多肽多聚体的分解, 形成一系列

新的分子离子,呈现许多难以置信的新短肽质

谱峰。反之,使用过低的激光强度无法完全解

吸离子化多肽成为分子离子, 影响测定结果的

准确性。在进行 MALDI-TOF 质谱分析过程中,

通过分析样品所呈现的绝对强度高低和样品质

谱峰数目的增减(图 1~ 4) ,可较为科学地优化

实验过程所需要的最佳激光强度, 避免带来人

为的实验误差, 提高实验准确率。优化激光强

度是准确分析样品质谱特性的关键因素之一。

图 5  在激光强度为 2 300 IU条件下, 混合多肽的质谱图

214  混合多肽物的质谱特性  AP、AI CB和 An

Ñ三者(单电荷分子离子)所对应的质谱峰峰位

位于 mPz 2 96115、1 71319和 1 29615处。图5是

AP、AI CB和 An Ñ混合物所显示的激光质谱图

谱。根据AP、AI CB和AnÑ的mPz和图5结果,

可获得表 1。从图 5和表 1中可知,MALDI-TOF

质谱技术除了提供分子质量的信息外,还能反

映多肽多聚体结构变化和多电荷分子离子的分

布情况。AP、AI CB 和 An Ñ混合后, 其 An Ñ呈

现了 4种不同聚合体的多肽质谱峰, 其多肽相

对强度随着多肽聚合数目递增而显著下降。这

一现象说明, An Ñ容易以聚合肽方式并存, 其

多聚体所对应的 mPz和质谱峰峰位,并不受其

它多肽化合物干扰。AI CB mPz是1 71319, 而图

5显示的单电荷 AI CB mPz却只有 1 695116, 少

了 18~ 19质量数,相当于少了一分子 OH
-

( 17

质量数)。近期研究表明, 在单一 AI CB 体系

中,该多肽的分子离子峰位于 1 71419 [ M +

H]
+

, 而不是位于 1 69515。由此看来,在多肽

混合体系中, 当 AI CB 受激光解吸离子化过程

中,可能受其它多肽或因素的影响,瞬时失去了

一分子 OH
-
。

表 1 在激光强度为 2 300 IU 条件下,

混合多肽的质谱特性

多肽 结构模型
理论

分子量( u)

测量值

( mPz)

相对误差

( ppm)

绝对误差

( % )

AnÑ [ M] + 1 296150 1 296170 154 0102

[ 2M] + 2 592100 2 590177 475 0105

[ 3M] + 3 889150 3 889162 - 31 01003

[ 4M] + 5 184100 5 186147 - 476 0105

AP [M+ H] + 2 961150 2 961102 - 162 01016

  在多肽混合体系中, 2 300 IU的激光强度仍

然可引起部分 AP 分解, 并被解吸离子化成分

子离子。经分析后,形成 3种新多肽分子离子,

显示了 4种可能的多肽一级结构 (图 5,表 2) ,

其中 3种多肽酰氨键的断裂处集中靠近 AP 一

级结构的中部和 N端处, 详细机理有待于进一

步研究。
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表 2 在混合多肽和激光强度为 2 300 IU 条件下, AP 分解产物的特性

理论分子量( u) 测量值( mPz) 相对误差( ppm) 绝对误差 ( % ) 一级结构

2 961150 2 961102 162 01016 SSGVSLLTSNKDEEQRELLKAISNLLD

1 315150 1 317151 - 1 527 01157 EEQRELLKAIS

1 432100 1 432158 - 405 0104 DEEQRELLKAIS

1 432100 1 432158 - 405 0104 EEQRELLKAISN

2 645100 2 648150 - 1 323 01132 SGVSLLTSNKDEEQRELLKAISNL
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5青藏高原蜘蛛6简介

独特的地理条件、别样的气候环境孕育了青藏高原迥异的生物资源, 其多样性和特有性倍受学术界瞩目。在

各种媒体上,我们不难见到野牦牛、藏羚的风采,但是您注意过体型娇小的蜘蛛吗?

山东大学教授、蛛形学家胡金林先生主编的5青藏高原蜘蛛6 ( Spiders in Qingha-i Tibet Plateau of China) (河南科学

技术出版社, 2001 年版)向我们展示了世界屋脊上丰富多彩且鲜为人知的蜘蛛世界。在青藏高原生活着至少 32 科

142 属 403 种蜘蛛,其中竟有 102 个新种和 16 种新记录;更难能可贵的是, 有 140 种是由胡先生命名, 占目前已知青

藏高原蜘蛛总数的 34. 7%。

青藏高原的蜘蛛特有种达 195 种之多,在青海发现的大卫延斑蛛 Ectatosticta davidi( Simon)、西藏发现的吉隆狒

蛛 Fermandezina gyirongensis Hu et Li,是蜘蛛世界里珍稀物种的代表。

该书不仅记述了西藏自治区和青海省蜘蛛资源的种类、分布、生物学、生态学, 还包括保护和开发利用等内容,

是一部有关青藏高原及其周边地区进行生态建设、生物资源和生物医药开发利用的重要参考文献。从这部学术著

作中可以了解到青藏高原蜘蛛资源的家底,掌握研究蜘蛛系统学和区系演替的科学依据。胡先生亲自绘制每个种

的特征图,力争文图并茂; 较大篇幅的英文摘要,更有利于对外交流。在我们有幸拜读这部著作的时候, 胡金林先

生已不幸于 2002年 8 月 21 日离开了他毕生热爱的事业。后人探索蜘蛛世界之路, 必将沿着胡先生等一大批科学

家开拓的道路不断前进。

该书 16开精装, 658页, 包括 412 幅特征图。定价 100元(包含邮资挂号费 5元) ,需要者可联系: 山东大学经济

学院办公室胡华文女士;地址: 济南市山大南路,邮编: 250100; 电话: 0531-8564894, 8564625。

张劲硕(中国科学院动物研究所)  向余劲攻(中国科学院昆明动物研究所)
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