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生物質譜法-電噴灑游離法及基質輔助雷射脫附游離法
於蛋白質分析上的應用
                                               鄭志原 96.6修訂
1、 目的
由於電噴灑游離法 (electrospray ionization, ESI)及基質輔助雷射脫附游離法 (matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI)的發展，使質譜分析法所能測定的分析物由小分子擴展至大分子，並因而帶動蛋白體學 (Proteomics) 的研究。本實驗將介紹此二種游離技術的原理，並將其應用在蛋白質分析上。
2、 原理
2002年諾貝爾化學獎頒給最早提出以質譜及核磁共振方法研究蛋白質的三位學者，其中一位是在1984年發展電噴灑游離質譜法的John B. Fenn，另一位是在1987年發現基質輔助雷射脫附游離質譜法的Koichi Tanaka，以表彰他們對科學的貢獻。
電噴灑游離法及基質輔助雷射脫附游離法均是質譜儀的離子源，不同於早期的游離方式，如電子撞擊游離法(electron impact ionization, EI)，分析物經由此二種方式游離，不易產生碎片離子，屬於軟性游離方式，適合大分子分析物的偵測，特別是蛋白質，因此開啟了蛋白體學的發展。以下分兩部分對這兩種游離方式作一介紹：
第一部份 電噴灑游離法 (Electrospray Ionization, ESI)

A. 儀器裝置及操作
電噴灑游離裝置主要包含一小口徑毛細管（內徑約介於100~300 µm）、溶液推送裝置（syringe pump）及高壓電源供應器。其操作方式是以高壓電源供應器提供3~5 kV 的高電壓並施加於毛細管前端，再利用溶液推送裝置以約為 1 µL / min的流速將毛細管內的樣品溶液向前推送。在未施加電壓的狀況下，當溶液流至毛細管末端時，最後會因重力而向下滴落。但若是流經一高電壓電場時，溶液中的正負離子會在電場的作用下而產生電荷分離的現象。此時如果所施加的電壓為正電壓，則溶液中的負離子會因受到正電場的吸引而往毛細管壁的方向移動，正離子則朝遠離電場的方向移動。受到排斥的正離子隨著溶液的流動會聚集於毛細管出口處，進而累積大量正電荷，此時前端流出的溶液會因電場的作用及表面張力的關係而形成圓錐狀稱之為泰勒錐（Taylor cone），如果外加電場的強度夠大，使得毛細管前端溶液中累積電荷所造成的庫倫排斥力大於溶液的表面張力時，溶液會突破雷利極限（Raylight Limit）而產生電噴灑的現象，而微小的液滴就會由泰勒錐前端噴灑出來(如圖1)。
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圖1 電噴灑游離裝置示意圖
B. 游離機制
電噴灑游離機制包括霧化 (nebulization)、去溶劑 (desolvation)及游離 (ionization)。如圖2，樣品溶液經由泰勒錐噴灑出來之後，產生大量帶有電荷的液滴，隨著液滴於大氣中飛行，液滴內的溶劑會迅速揮發，使得液滴的半徑也跟著逐漸變小，這個結果造成液滴內的電荷密度逐漸升高，因此電荷間的庫倫斥力也隨之增高，當液滴因電荷互斥所造成的庫倫排斥力超過其內聚力時，液滴會發生爆裂的現象而產生許多體積更小的液滴，這種過程會由於溶劑的揮發而不斷地重複進行，一直到最後產生的是分析物都變成帶多價電荷之離子- (M+nH)n+。
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圖2 電噴灑游離機制示意圖
C.質譜分析圖
分析物經由電噴灑游離之後，常以 (M+nH)n+來表示分析物的狀態，對於小分子 (<500 Da) 而言，通常n是等於1，也就是以MH+的形式存在，但對於分子量比較大的分析物，例如蛋白質，則會以多價電荷的形式存在，如圖3是肌紅蛋白 (myoglobin) 經電噴灑游離後所測得的質譜圖。而多價電荷的質譜圖主要有三個特性，(1)質譜圖上的不同訊號，均來自肌紅蛋白，但以不同電荷形式存在；(2)任兩相鄰的訊號其價數均相差1價，且向左是價數遞增，向右則是價數遞減；(3)訊號強度是以高斯曲線分佈，且兩兩間的訊號，是越往低質量區越密集，越往高質量區則越稀疏。而至於價數的多寡，則跟溶劑組成有關，如溶液中若酸的比例高，表氫離子來源多，則分析物的電荷價數會較高。
那如何從一張多價電荷質譜圖中求出所代表的分子量及其正確的價數分佈呢？首先，由圖譜中任意挑選相鄰的兩個訊號，如m/z 998.25及m/z 942.75，假設分析物分子量為M，m/z 998.25所帶的價數為n，則m/z 942.75所帶的價數應為n+1，則可得下列二關係式：
998.25= (M+n)/n
942.75= (M+n+1)/n+1

進而可求得: M=16951.9, n= 17

所以由此一簡單的計算就可得知ESI多價電荷質譜圖所代表的分子量及其正確的價數分佈。
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圖3 以電噴灑游離質譜法分析肌紅蛋白所測得之質譜圖
    由於電噴灑游離法質譜圖所表現的m/z並非真正的蛋白質分子量，蛋白質的分子量需經由計算獲得，目前的分析軟體已有輔助計算分子量的功能，如此在電噴灑游離質譜法的應用上，將更為便利。
第二部分 基質輔助雷射脫附游離法 (Matrix-assisted Laser Desorption Ionization, MALDI)
A. 樣品製備及儀器裝置
MALDI 的樣品製備過程是非常簡單容易的，一般的作法是先將具有吸光特性的飽和基質溶液與分析物樣品溶液以不同比例均勻混合，然後取少量 (~1 µL) 滴在樣品盤上，待混和溶液的溶劑在空氣或真空下揮發後，使得基質和分析物形成共結晶，此時即可將樣品盤置入質譜儀之游離源中進行雷射脫附游離，並以質量分析器(Time-of-Flight, TOF) 進行偵測 (見圖4)。
另外，在MALDI 分析中，是否能得到分析物的訊號，主要取決於分析物是否能跟基質形成好的共結晶，所以基質、溶劑、及基質與分析物的混合比例等均是重要的決定因素。
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圖4 基質輔助雷射脫附游離/飛行時間式質譜儀(MALDI/TOF)裝置圖
B. 游離機制
如圖5所示，由於在基質與樣品所形成的共結晶中，基質分子的數目遠較分析物分子為多，因此共結晶的表面經脈衝雷射照射時，能量主要是由基質分子吸收，然後再傳遞給其所環繞的分析物分子。而在這極小的脫附游離區內，分子是在極短的時間內被雷射能量迅速加熱，進而由固相轉為氣相並產生游離。這些基質離子會再和被同一雷射能脫附的中性氣相分析物分子進行一系列的離子-分子反應(ion- molecule reaction, IMR)，而產生分析物的離子。一般而言，分析物離子大多是以質子化離子(M+H)+的形式存在。
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圖5 基質輔助雷射脫附游離法游離機制示意圖
C. 基質的特性與功能
以MALDI可輕易游離分子量高達數萬的分析物，其中基質在其游離過程中扮演了極為重要的角色，圖6為一般UV-MALDI常用的基質。一般而言，要成功作為MALDI 的基質，須具備以下三種特性與功能:

(1) 吸收雷射能量
基質分子應具有吸光特性，才能吸收來自脈衝雷射所施加的能量，一般而言適合UV-MALDI 分析的基質分子均是具有共軛雙鍵或芳香族的小分子(分子量大多小於300 Da)；而適合IR-MALDI 分析的基質分子則應要具有吸收IR 雷射的特性，(如具-OH 基的化合物)。
(2) 隔絕分析物
基質分子必須有效的將分析物分子隔開，以便形成較好的共結晶而使能量傳遞及脫附游離能更有效地進行。
(3) 提供游離時所需的氫離子
基質在游離的過程中也扮演氫離子提供者的角色，而具有-COOH 基的有機酸分子容易在脫附游離的過程中釋出質子，因此一般做為MALDI 的基質分子多具有此官能基。

[image: image2]
圖6 一般UV-MALDI常用的基質
D. 質譜分析圖
圖7是肌紅蛋白經由MALDI分析所得的質譜圖，由於分析物訊號主要是經由離子-分子反應，故不同於電噴灑游離質譜法之多價電荷的分佈，其分析物訊號主要是以(M+H)+及(M+2H)2+為主。 
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圖7 以基質輔助雷射脫附游離質譜法分析肌紅蛋白所測得之質譜圖
3、 儀器與設備
1. 電噴灑游離質譜儀：Bruker Esquire 3000 plus

2. 基質輔助雷射脫附游離質譜儀：Bruker Omniflex 
3. 微量注射幫浦 (Syringe Pump)
4. 微量吸管 × 2 ( 1 µL, 10 µL )

5. 注射針，250 µL × 1

四、藥品與溶液
A. 標準品水溶液：
1. 肌紅蛋白 (myoglobin)，分子量16,951 Da
  秤取0.0017 g肌紅蛋白，並加入10 mL去離子水，即配製成1.0x10-5 M蛋白質標準水溶液。
2. 細胞色素c (cytochrome c)，分子量12,327 Da

  秤取0.0012 g細胞色素c，並加入10 mL去離子水，即配製成1.0x10-5 M蛋白質標準水溶液。
3. 胰島素 (insulin)，分子量5,733 Da

  秤取0.0006 g胰島素，並加入10 mL去離子水，即配製成1.0x10-5 M蛋白質標準水溶液。
4. 蛋白質混合液
  分別取濃度為1.0x10-5 M的肌紅蛋白、細胞色素c及胰島素蛋白質水溶液各200 µL，以等體積混合。
5. 配製內含1%醋酸的肌紅蛋白標準溶液
  取濃度為1.0x10-5 M的肌紅蛋白495 µL，並加入5 µL的醋酸。
6. aminophenol，分子量109 Da

  秤取0.0011 g aminophenol，並加入10 mL 50%甲醇溶液，即配製成1.0x10-3 M標準溶液。然後取10 µL 1.0x10-3標準溶液，加入990 µL 50%甲醇溶液稀釋100倍，即配製成1.0x10-5 M標準溶液。
B. 飽和基質溶液：
1. α-CHC (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) 基質溶液，分子量189 Da
2. SA (sinapinic acid) 基質溶液，分子量224 Da
3. 2,5-DHB (2,5-dihydroxybenzoic acid) 基質溶液，分子量154 Da
  分別秤取15 mg的α-CHC、SA及2,5-DHB，各溶於1.0 mL含有70%ACN (acetonitrile)、30%去離子水及0.1%TFA (trifluoroacetic acid) 溶液中。
C. 電噴灑水溶液
   分別取5.0 mL甲醇及去離子水以等體積混合，並加入10 µL醋酸，即配製成內含0.1%醋酸及50%甲醇之水溶液。
D. 真實樣品--唾液
   取100 µL唾液，並加入900 µL去離子水稀釋10倍。
五、實驗步驟
第一部份 電噴灑游離法 (ESI)
1. 開啟微量注射幫浦，選擇適合250 µL注射針的模式，並調整流速至120 µL/hr。（依序按下select→table→hamilton(注射針品牌)→250 µL(注射針容量)→select）
2. 以注射針吸取電噴灑溶液，以微量注射幫浦推送溶液至電噴灑游離源。
3. 開啟質譜儀操作軟體，載入分析方法ESIs_method，依序按下standby及operate，待訊號穩定後，按下記錄鍵，記錄電噴灑溶液之質譜訊號30秒。
4. 以注射針吸取aminophenol標準溶液，按下記錄鍵，記錄aminophenol標準溶液之質譜訊號30秒後，以去離子水清洗管路，確定無aminophenol標準溶液訊號殘留。
5. 載入分析方法ESIl_method，同上述步驟，分別偵測以下分析物：
a. 電噴灑水溶液
b. 肌紅蛋白
c. 蛋白質混合液
d. 內含1%醋酸的肌紅蛋白標準溶液
e. 唾液
6. 以去離子水清洗管路，確定訊號殘留，依序按下standby及shotdown後，關閉操作軟體。
Bruker esquire 3K plus 儀器參數設定：
ESIs_method

Capillary voltage : 4,500 V

Mass scan range : 50~500 Da
Target mass : 195 Da

Nebulizer gas flow rate: 15 L/min

Dry gas flow rate : 6 L/min

Dry gas temperature : 250 ℃
ESIl_method

Capillary voltage : 4,500 V

Mass scan range : 500~2,000 Da

Target mass : 1,000 Da

Nebulizer gas flow rate: 15 L/min

Drying gas flow rate : 6 L/min

Drying gas temperature : 250 ℃
第二部分 基質輔助雷射脫附游離法 (MALDI)
1. 以微量吸管吸取基質α-CHC、SA及2,5-DHB各1 µL，分別滴於MALDI樣品盤上。
2. 以微量吸管吸aminophenol標準品溶液1 µL，並滴於MALDI樣品盤上。
3. 以微量吸管吸取蛋白質混合溶液，分別與基質α-CHC、SA及2,5-DHB以1:10比例混合稀釋，並各取1 µL滴於MALDI樣品盤上。
4. 以微量吸管吸取唾液，與基質α-CHC以1:5比例混合稀釋，並分別取1 µL滴於MALDI樣品盤上。
5. 開啟質譜儀操作軟體，並將MALDI樣品盤送入質譜儀中，待MALDI樣品盤就定位。
6. 載入分析方法MALDIs_method，分析步驟1及2之分析物。
7. 載入分析方法MALDIl_method，分析步驟1、3及4之分析物。
8. 退出MALDI樣品盤後，關閉操作軟體，並將MALDI樣品盤擦拭乾淨。
Bruker onmiflex 儀器參數設定：
MALDIs_method-反射型模式 (reflectron mode)
MALDIl_method-直線型模式 (linear mode)
六、結果與討論
1. 以電噴灑游離質譜法分析aminophenol及各式蛋白質標準品所得之質譜圖可獲得哪些訊息？並說明兩者間圖譜的差異。
2. 試利用電噴灑游離質譜法所測得之細胞色素c質譜圖，計算其分子量及其電荷分佈狀況。
3. 試比較以電噴灑游離質譜法與基質輔助雷射脫附游離質譜法所測得蛋白質質譜圖之差異。
4. 以電噴灑游離質譜法分析肌紅蛋白標準溶液，當溶液組成改變時，如增加甲醇或醋酸比例，所得質譜圖會有何改變？
5. 以基質輔助雷射脫附游離質譜法分析蛋白質混合溶液時，以哪一種基質、哪一種混合比例效果最好？為什麼？
七、問題
1. 在以電噴灑游離質譜法直接分析蛋白質混合溶液或唾液時，所得質譜圖訊號均較分析單一蛋白質溶液時複雜，為何會有此現象？該如何解決？
2. 何謂蛋白質變性(denature)？在以電噴灑游離質譜法分析蛋白質時，如何判別此現象？
3. 在分析aminophenol的實驗中，為何aminophenol可以直接利用雷射脫附游離法得到訊號？若以基質輔助雷射脫附游離法分析aminophenol結果會是如何？
4. 唾液中主要蛋白質組成名稱為何？有何功能？是否可由質譜圖得到其訊號分佈？ 
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3. Karas, M.; Hillenkamp, F. Anal. Chem. 1988, 60, 2301

4. D.A. Skoog, F. J. Holler and S. R. Crouch, "Principles of Instrumental  Analysis", 6th ed., Thomson, Belmont, 2007;  pp. 559 – 562.
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