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筆者透過使用基質輔助雷射脫附游離質譜術的親身經歷，淺介這種技術在生命科學研究上的

應用潛力。應用的實例包括：細菌的快速鑑定、中草藥成分快速分析、量測超高質量的新一

代質譜技術發展現況等。希望深入瞭解質譜技術對於生命科學研究應用的讀者，可以參閱文

中引用的文獻資料。

The author introduces biotechnological applications of matrix-assisted laser desorption/ionization
mass spectrometry with his personal hands-on experience as examples. These include rapid
microbial identification, rapid herbal identification, and development of new generation mass
spectrometric technique for potential applications to the imminent needs of nano-scale sciences.
References cited are very useful to those readers who wish to gain a broader overview of the
applications of mass spectrometric techniques to contemporary life science research.

韓肇中
Chau-Chung Han

基質輔助雷射脫附游離質譜術
在生命科學研究上的應用
Applications of Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry in Life
Sciences Research

一、簡介

在生物科技的研究應用方面，質譜儀早在

1970 年代就已經被用來分析代謝產物和微生物細

胞壁成分衍生出的小分子，以達到快速鑑識的目

的。質譜技術在生物樣本的分析應用上，在 1990

年之前因為缺少可以把生物聚合大分子汽化的方

法，因而進展得很慢。突破此一瓶頸可將生物大分

子汽化的兩大技術－電灑法游離 (electrospray

ionization, ESI)(1-3)
和基質輔助雷射脫附游離 (matrix-

assisted laser desorption/ionization, MALDI)(2,4-7)
，由

於它們自 1985 年前後的相繼問世，戲劇化地改變

了生物質譜的角色，已於 2002 年雙雙獲頒諾貝爾

化學獎。目前用於生醫相關科研用途的質譜儀，幾

乎少不了配備有這兩種離子源，也因為各種型式的

質量分析器和 ESI、MALDI 離子源的相容性而改

生醫藥物

技術專題
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變了先前質譜儀的市場分配生態
(8)
。

質譜儀之所以成為生醫相關科研的新寵，最主

要的原因大致有下列幾點
(1)
。生醫研究的樣本多是

極度複雜的混合物，其成分的含量和理化性質的差

異又十分大，在 1990 年前後甚至時至今日，操作

耗時費力的二維凝膠電泳 (2D gel electrophoresis) 和

各種層析方法 (chromatography) 一直是分生實驗室

裡主要的純化和分析手段。這些 傳統 分析工具

的再現性、解析度、精確度和靈敏度常顯不足，且

不易自動化。在目前的生醫相關研究題目上，還有

很重的分量是放在生化分子的低階結構分析，這件

工作非常適合用串聯質譜術 (tandem mass

spectrometry) 來進行，這是使用質譜儀傲人的質量

準確度 (100 ppm 至 < 1 ppm)、解析度 (100 至 > 106)

及串聯質譜術快速定序的能力
(2)
。配備了 ESI 或

MALDI 的新一代質譜儀通常也具有和 HPLC、

CZE、2D-gel 等傳統分析方法相容的能力，使得傳

統分析方法變得更靈敏、快速、方便
(3)
。質譜的樣

品消耗量少，依照檢測的項目和儀器的種類，只需

要 10–18
－10–9 mole。

對於複雜的生物分子的質譜分析，往往需要

ESI 和 MALDI 並用才能夠藉由特性互補來確認實

驗結果。希望對於質譜技術在生物科技上的運用有

更通盤瞭解的讀者，可以從文獻資料
(9)
快速地得到

相當完整的輪廓。在本文中筆者將透過運用自行設

計組裝的 MALDI-TOFMS (time-of-flight mass

spectrometer, TOF-MS, 飛行時間質譜儀)(10-12) (圖 1)

實際做過的生物樣本快速分析應用研究，讓讀者感

受一下單單靠這種簡易的質譜技術可以涉獵的應用

範圍。在下一代質譜技術的開發方面，筆者將介紹

利用螢光偵測傳統方法不能檢測的高質量離子 (5M

至 > 1010 Da)。

二、腸內菌之快速鑑定
(13)

質譜技術最早研究的生物問題之一便是微生物

的鑑定，目前國內從事這一方面研究的主力都是分

析化學界的團隊，這應該和長久以來質譜儀在化學

領域被特別重視有關。國際上近十年來使用先進的

ESI 或 MALDI 技術研究微生物鑑定的工作大致可

以分為幾個階段。最早是測試方法的可行性，藉由

同一菌株在不同有效實驗條件下的再現性，初步認

定了這種質譜生物指紋 (bio-marker) 的存在。接下

來經由比對相似 (例如同種 (species) 的幾種菌株

(strain)，或是同屬 (genus) 的不同菌種) 微生物所呈

現質譜的異同，進一步確認了質譜生物指紋的鑑別

價值。接下來便是微生物質譜指紋資料庫的構建，

和圖譜模式比對軟體的效率化。在 2001 年英國推

出了第一款商業化的微生物指紋鑑識質譜儀，只是

這一款儀器應用的指紋分子是細胞外膜上小分子

(如醣類、脂質等，其質量通常小於 2 kDa)。同時

圖 1. (a) 筆者研究室自製的飛行時間質譜儀實物照

片，綠色轉折直線代表雷射光束行進路線。

(b) 離子源區域的近攝照片。

(a)

(b)

Nd YAG 
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期發展中但進展較慢的方式是以質荷比 (m/z) 2－20

kDa 的胜及蛋白質為主要指紋分子的方法，這個

方法的開發和極為重要的蛋白質體學 (proteomics)

的發展是有相輔相成效果的。

單從達到鑑識的目的來看，偵檢細胞外膜上小

分子方法比較不講究質譜儀的性能，然而從質譜峰

混雜於背景雜訊中的實驗結果來看，這個技術應該

還有很大的改進空間。用胜及蛋白質為主要指紋

分子的鑑識法，雖然需要性能較好的質譜儀來因應

大分子的偵檢，但是所得到的訊息將可以直接和蛋

白質體學、生物資訊學所提供的的大量資料接軌。

在今 (2003) 年下半年裡本研究組將引進一套傅立

葉轉換質譜儀 (FT-MS)，屆時將針對大量選定的指

紋蛋白質進行定序的工作，利用這樣詳細的分子層

級訊息，將大大地有助於微生物基因表現的研究，

也可以把目前單由分子量分布模式來判定菌種方法

的基礎和可靠度大幅提升。由已有的蛋白質分布質

譜數據 (雖然大多數尚未被定序)，已經可以確認用

以界定各種分類學層級的蛋白質指紋分子的存在。

藉著未來對這些分子序列的深入研究，這些蛋白質

就可以有許多新的應用。例如，一些在分類學中尚

有疑議、或是有新發現的生物，可以經由比較它們

表現的蛋白質來加以歸類。

圖 2 是一張典型的大腸桿菌 (Escherichia coli)

TG1 細胞株的全細胞蛋白質質譜圖。在例行性的

操作流程中，將凝膠培養基上的一個菌落 (colony)

或是取 1 mL 培養液，用純水洗去營養物質後，從

離心管底部吸取 1 mL 液體，在樣品承載台上和適

量吸光介質 (基質) 混合後任其自然乾燥，隨即可

以送入質譜儀作雷射脫附游離分析。這一個過程大

約在 15 分鐘內可以完成，由此便可以看到這個檢

驗方法的迅速。圖 3 是退伍軍人桿菌 (Legionella

pneumophila) 活菌和基質混合乾燥後的光學顯微鏡

照片，相似的大腸桿菌照片請參閱參考文獻 15。

由可獲得的全菌樣本相片看來，菌體仍然維持外觀

的完整；但是經由比對先經物理方法破壞細胞壁的

細胞釋出物，明確的知道圖 2 中所見的蛋白質訊號

都是源自於細胞內部。

圖 4 將腸內菌科 (family Enterobacteriaceae) 中

四種不同屬 (genus) 細菌 Providencia rettgeri、

圖 2.

以基質輔助雷射脫附游

離 法 獲 得 的 大 腸 桿 菌

TG1 細胞株的全細胞蛋

白質飛行時間質譜圖。

圖 3. 退伍軍人桿菌 (Legionella pneumophila) 活菌

和 基 質 混 合 乾 燥 後 的 光 學 顯 微 鏡 照 片

(¥1000)，在圖中呈現不規則形狀、較大的不

透明區塊是基質形成的結晶；分布各處的長

條小點則是外觀仍然完整的桿菌細胞。
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Eshcherichia coli、Klebsiella pneumoniae和 Salmonella

typhimurium 的全細胞蛋白質局部質譜圖並列以方

便作比較。圖中縱貫四張圖譜的五條實線表示在筆

者所檢驗過的腸內菌科細菌共有的蛋白質，因此可

以假設這些蛋白質是腸內菌科細菌的指紋分子。這

個假設必須經過詳細的蛋白質定序、更多腸內菌科

細菌的檢體分析和生物資訊學 (bioinformatics) 的深

入分析，才能夠加以確認或是推翻。依照同樣的邏

輯，質譜學者就可以建立分類學上各個層級生物的

分類指標蛋白質，這樣的資料庫除了可以應用在原

來微生物快速質譜鑑定的目的，也可以繼續加以擴

充提供其他新的應用，例如利用特定蛋白質的表現

量來測定該細胞的生理狀態，這就是目前積極開發

中蛋白質晶片 (protein chip) 的主要用途。

三、中草藥成分快速分析

不論是動物或植物性中草藥的成分都是十分複

雜且有高變異性的，這種變異性是所有生物因應環

境差異而必有的通性。藥材的好、壞、真、偽從外

觀不易判定，因此發展一種快速可靠的生物性藥材

鑑定方法，對於今後中草藥的推廣和研究都是很重

要的。截至目前雖然使用 MALDI-TOFMS 對於中

草藥材的研究剛剛起步，但是已經可以感到這個方

法的潛力，因此用一些篇幅來檢討現有的進度，並

展望未來的發展方向。

我們開始這項研究的最初動機是想嘗試利用質

譜儀高靈敏度的特點，作為保育類動物骨骼─虎

骨、犀牛角、象牙等藥材或藝術品的低破壞性檢測

技術。經過一番向政府主管單位索取列管動物標本

的嘗試，雖然得到正面的回應，但是樣品的消耗和

存留需要長期列管，因而當時本於主要的目標僅止

於方法學的可行性評估，選擇先用市售的食用動物

骨骼替代。將骨骼樣本的外表層、中層硬骨及骨髓

等三個部位，分別依照後述的處理手續分析後，結

果顯示在每一種取樣部位最明顯、易辨認的蛋白質

訊號是血紅素 (hemoglobin)，其中由於骨髓是製造

血液的地方，因此以直接分析骨髓最容易獲得血紅

素的質譜，可以直接由各種被測試動物不同質量的

血紅素判定骨骼樣本的種類。

由於硬骨部位含有大量的鈣元素，會嚴重影響

MALDI 偵測蛋白質的靈敏度，因此樣品需要經過

強酸脫鈣處理，而酸性環境容易造成蛋白質水解，

導致靈敏度下降。骨髓部分的處理就簡單的多了，

只需用基質溶液短時間萃取即可。

植物性藥材的分析則是將市售的乾燥藥材搗碎

或是研磨成粉狀，直接用基質溶液短時間萃取，隨

即可以吸取液體施加於 MALDI 樣品承載台，自然

圖 4.

腸 內 菌 科 (family

Enterobacteriaceae) 中四

種不同屬 (genus)細菌

Providencia rettgeri、

Eshcherichia coli、Klebsiella

pneumoniae 和 Salmonella

typhimurium 的全細胞蛋

白質局部質譜。

(a) Providencia rettgeri

(b) Escherichia coli

(c) Klebsiella pneumoniae

(d) Salmonella typphimurium
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乾燥後即可進行質譜分析。用這種簡便快速的樣品

處理方式，發現得到的質譜和前述的微生物指紋大

相逕庭，因為在植物性藥材的質譜中主要的訊號是

來自於低分子量 (< 2000 Da) 的成分分子，高分子

量的蛋白質在這種簡易樣品處理方式下不易被偵測

到。針對人蔘的質譜峰進行詳細的質量比對，發現

主要的訊號和已知的人蔘皂 (ginsenosides) 的質

量吻合。進一步比較五種藥性相近的藥材─西洋

參、高麗參、東洋參、田七及花旗參，它們具有相

似但足以彼此分別的譜峰分布。基於這些簡易快速

的質譜分析，我們相信這個分析方式恰好適用於植

物性中草藥材的活性成分分析，只要配合適當的策

略便能夠成為從天然物中尋找新藥的利器。

四、量測超高質量的新一代質譜技術
發展

ESI 和 MALDI 游離技術開創了運用質譜研究

蛋白質、核醣核酸等生物性聚合高分子的紀元，也

使得質譜技術成為當前生醫研究的重要工具。奈米

材料和生物科技是當前最熱門的明日之星，它們不

但平行爭寵，也有匯流成渠之勢。隨著具有新性質

的奈米材料被陸續發現，它們在生物科技上的潛在

用途也經常成為科技新聞的頭條。一個 20 奈米直

徑的球狀顆粒大約可以容納 105
原子，而其質量則

在 106
－108

之譜。這種粒子由於表面積對體積比隨

著粒徑增加而快速減少，因此可預期它們縱使可溶

於適當溶液，也將不易經由現有的 ESI 離子化方式

將質荷比降至一般質譜儀所能有效分析的範圍。為

這一類 明日之星 的奈米材料未雨綢繆地量身打

造一種新的質譜技術，此其時也。

飛行時間質譜儀本身雖無明確的質量上限，但

是偵測器的靈敏度和解析能力都是常久以來就存在

的難題。離子阱 (quadrupole ion trap, QIT) 質譜儀也

是一個很有潛力的原型，只需把現在通用的無線電

頻 (~106 Hz) 工作交變電場降低至音頻 (< 103 Hz) 範

圍，就可以適用於奈米粒子，而解析能力也會遠比

飛行時間質譜儀好。唯一需要克服的技術瓶頸是高

質量離子的偵測問題。當粒子大小在微米級尺度時

(質量可達到 1012 Da 以上)，利用光散射 (light

scattering) 的偵測方式早在 1959 年就有物理學者運

用 QIT 成功的以實驗證實可行(16)
。至於奈米級大小

的粒子，對於可見光的散射效率很低，雖然 QIT

可以有效地作質量分析，但是離子的偵測則不是現

有的技術可以達成的。

比偵測光散射更靈敏的光學方法是偵測螢光，

在初步的嘗試中，使用加有螢光分子的聚苯乙烯

(polystyrene)，配合 488 nm 激發光和標準的螢光偵

測技術，可以在 QIT 中觀測到這些離子。因為篇幅

之故，詳細的實驗步驟在此無法詳述，讀者可從參

考文獻 17 中得知細節。目前我們正在改良原先的裝

置，尋求更高偵測效率和質量測定準確度的方法。

五、結語

今日已然形成的共識－21 世紀是生物科技的

世紀，是社會上各層次人力和物力競相投入的動

力。在之前的 20 年，讀者們已經親身經歷了電子

科技的快速蛻變，今後的生物科技必定會以更令人

目不暇給的腳步改變我們的生活。筆者估計質譜技

術在五至十年後會逐漸變成成熟例行性的分析工

具，在此之前，新技術和新應用的研發不免成為主

流的生物質譜發展方向。以上是筆者依照個人的研

究興趣和經驗所作的成果，想要多瞭解一些相關研

究近況的讀者不妨參閱文獻資料
(18-22)
，也歡迎和筆

者聯絡賜教。
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