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一、前言

自 1980 年代起，生物技術的發展可謂一日千

里，不但是分子醫學技術日新月異，運用新知識與

本文主要闡述離子阱與四極棒－飛行時間兩種質譜技術及其於蛋白質體學上之應用。這兩種

質譜儀皆為串聯式質譜儀，前者為時間串聯式，後者為空間串聯式。相對於離子阱質譜儀的

解析度，四極棒－飛行時間質譜儀之解析度較高，約可達 10,000。本文中將會對這兩種質譜

儀作詳細之介紹。電噴灑與介質輔助雷射脫附兩種離子化方法均可使用於四極棒－飛行時間

質譜儀，然而對於離子阱質譜儀則通常是使用電噴灑離子化作為游離源。

This paper discusses the working principles of ion trap and quadrupole/time-of-flight (Q-TOF)
tandem mass spectrometers and their applications in proteomics research. Both instruments can be
used for tandem mass spectrometry (MS/MS); however, the former is operated in a tandem-in-time
format, while the latter is tandem-in-space. Compared with ion trap that usually provides only unit
resolution, Q-TOF has a much higher m/z resolving power up to 10,000. The components of these
two types of mass spectrometers are described in detail. Two ionization methods, electrospray
ionization (ESI) and matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI), can be used in Q-TOF
mass spectrometers, while only the former is commonly used in ion trap mass spectrometers.
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生命科學

質譜儀專題

新技術在食品工業、農業、環境醫學、製藥、生物

醫學工程等各方面之進展無不受生物技術的影響。

然而在這之中，蛋白質體學 (proteomics) 更成為熱

門之研究課題。1995 年澳洲學者 V. Wasinger 第一
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碎片在經過質量分析器抵達偵測器，偵測器再將測

得之訊號經放大後顯示出來。

樣本導入系統約可分成下述三種系統：(1) 將

氣態或揮發性高的液態樣本在汽化後以微量漏入游

離腔室；(2) 探針法：將樣本置於毛細玻璃管或金

屬絲尖端，然後送入游離腔室，控制溫度上升使樣

本汽化或游離；(3) 與氣相或液相層析儀連結將樣

本導入游離腔室
(6)
。

游離源主要是將樣本游離成離子或是帶電荷碎

片，在去除溶劑的干擾後，施以高電壓將樣本送入

質量分析器做質量分析。一般常用的游離法有：氣

相游離法 (如 electron ionization 或 chemical

ionization)、裂解法 (pyrolysis)、快速原子撞擊法

(fast atom bombardment)、場揮法 (field desorption)、

雷射揮灑法 (laser desorption)、電漿揮灑法 (plasma

desorption)、電噴灑 (electrospray ionization)、介質

輔助雷射脫附離子化 (matrix-assisted laser desorption

ionization)、大氣壓力游離法 (atmospheric pressure

chemical ionization) 及二次離子法 (secondary ion

mass spectrometry) 等(6-9)
。

質量分析器會依據離子或是帶電荷碎片的質荷

比，由低到高在數分鐘內使其逐一通過。該離子或

是帶電荷碎片是否能通過是依照當時之設定而定，

無法通過之離子或是帶電荷碎片則會撞擊分析器內

壁而消失。

質譜儀之種類在結構上依其質量分析器性質之

不同而可分為幾種形式：磁場反射式 (magnetic

field deflection)、四極棒式 (quadrupole)、傅立葉轉

換 (Fourier transform)、飛行時間分析儀 (time of

flight, TOF) 及離子阱 (ion-trap) 等種類
(10-12)

。

綜合以上所述，理論上，任何離子源與分析器

均可依照研究需要及樣本特性之不同而組合成不同

型式之質譜儀供研究人員使用。對於蛋白質體學的

研究，目前液相層析電噴灑串聯式質譜儀 (high-

performance liquid chromatography-electro spray

ionization tandem mass spectrometry, HPLC-ESI-

MS/MS) 及四極棒－直交式飛行時間混成串聯式質

譜儀 (quadrupole-orthogonal time-of-flight hybrid

tandem mass analyzer, Q-TOF) 已經成為不可或缺的

工具。2002 年諾貝爾化學獎頒給最早提出以質譜

次提出蛋白質體學這個名詞之後，蛋白質體學研究

開始逐漸受到廣泛的注意及重視。人體中有數萬個

基因會表現蛋白質，但由於轉譯後修飾 (post-

translational modification)、突變以及 RNA 剪切等

機制而大幅增加蛋白質的種類。在此多變的環境

中，如何有系統性的鑑定在不同狀態下基因所表現

出蛋白質間的差異，或蛋白質之種類和表現差異的

程度，以及蛋白質間的交互作用等，將會是未來生

物科技一重大之課題。近年來由於質譜儀廣泛的應

用於分析化學、生物化學、藥學與生命科學等領域

的研究
(1,2)

，對於研究蛋白質的生化及分子生物學家

利用各種方式合成或純化蛋白質，最後僅能得到極

少量的蛋白質，質譜儀能夠提供一高效能之蛋白質

分析方式。質譜儀可避免基質干擾，適合用來分析

複雜的樣本，並藉由配合其他分析儀器如高效能液

相層析儀 (high-performance liquid chromatography,

HPLC)、氣相層析儀 (gas chromatography, GC) 及毛

細管電泳 (cspillary zone electrophoresis, CZE)(3)
等純

化分離樣本，更可提高分析技術及準確性。

由於質譜儀在蛋白質分析上具有極佳的質量準

確度、靈敏度，再加上分析速度快等優點，應用於

蛋白質鑑定及分子量量測、蛋白質醣基位置、蛋白

質間或蛋白質與其他生物分子間非共價性交互作用

以及蛋白質轉譯後修飾作用中修飾的種類、位置、

程度等，已成為蛋白質體分析中不可或缺的一個技

術
(4)
。藉由質譜訊號的比例進行蛋白質的分子量，

並且利用質譜／質譜鑑定該蛋白質，即可得知有那

些蛋白質及其不同之狀態。如此一來便可以得知那

一些蛋白質有所差異以及差異的程度有多少
(5)
。這

些資訊對在分子層次 (molecular level) 瞭解細胞的

運作相當重要，也唯有在分子層次瞭解細胞的運

作，才能進一步調節並控制基因的表現，以解決生

物技術等各方面的問題。

二、質譜儀簡介

質譜儀的組成大約可分為幾個部分：樣本注入

於樣本導入系統後進入離子源腔產生游離化，樣本

形成正負離子後被加速送入質量分析器，而後由其

質荷比 (mass-to-charge ratio, m/z) 不同得以分離。
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與核磁共振方法研究蛋白質的三位學者，其中一位

是發展電噴灑離子化質譜儀的美國學者 J. Fenn，

另一位就是發現介質輔助雷射脫附離子化原理的日

本學者 K. Tanaka。本文將對本研究室使用之液相

層析電噴灑串聯式質譜儀 (LCQ Deca XP Plus,

Thermo Finnigan) 與四極棒－直交式飛行時間混成

串聯式質譜儀 (Q-TOF, Applied Biosystem) 在蛋白

質分析應用上做一概要介紹。

三、液相層析電噴灑串聯式質譜儀

液相層析電噴灑串聯式質譜儀 (LCQ) 是將液

相層析儀與質譜儀相銜接所組成的一組分析儀。而

利用電噴灑將溶液中樣本離子化成帶電荷離子或高

極性分子，在大氣壓力下經由電噴灑的過程轉換為

氣相離子，再導入質譜儀中進行質荷比量測，由質

荷比可計算出分析物的分子質量。此型質量分析器

更容易對離子進行串連式質譜儀 (tandem mass

spectrometry) 分析，提供蛋白質身份鑑定 (protein

identification) 的功能。

1.樣本導入系統
樣本在進入游離腔前需先經過分離再逐一進入

質譜儀，液相層析在目前蛋白質的研究上應用相當

廣泛，其主要是利用動相 (mobile phase) 負載分析

樣本進入層析管柱，再與靜相 (stationary phase) 產

生不同極性作用力而達到分離之效果
(13,14)

。在本研

究室所使用之液相層析儀為 LC Packings 系列，使

用 C18 分離管柱，以 nano flow rate 分離樣本，此

方法可減少量測時所需之樣本量 (約數 mL)。結合

高效能液相層析儀之質譜儀將可在蛋白質、核酸及

胺基酸的結構辨識等生物化學分析上提供相當大之

助力。

2.電噴灑離子源
離子源在樣本導入與質譜儀連結上扮演重要的

角色，其主要的作用為使樣本產生離子化的空間及

除去溶劑之干擾。LCQ Deca XP Plus 所使用之離子

源為電灑游離法，原理主要是將液態分析樣本轉換

成氣態帶電分子，使質譜儀能偵測到訊號
(15-17)

。電

噴灑離子源的基本構造極為簡單，可用圖 1 來說

明，主體是一支金屬製成的毛細管噴嘴 (內徑約為

數十微米)，距噴嘴出口 1－2 公分處置放一片相對

電極，將含有蛋白質的水溶液樣本注入毛細管，並

在金屬細管與相對電極間加數千伏特 (3－5 kV) 的

電位差，就可以觀察到電噴灑現象。

在水溶液樣本流至金屬管噴嘴出口時，在沒有

電場的情形下，水溶液會因為表面張力而自然的形

成一個液滴 (drop)，液滴中含有許多解離且均勻分

布的正負離子。如果在噴嘴施予正電壓，水溶液中

的正負離子會在電場中受力而往相反方向移動，這

使得水溶液球形表面上會聚集許多正離子 (圖 2(a))；

而電場對正離子的作用力會牽引液面向外，如果這

時候逐漸提高在金屬管噴嘴的電壓，當這牽引力大

圖 1.

電噴灑離子源構造與質譜儀銜接介

面。
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過表面張力，電噴灑現象就會發生 (圖 2(b))；此時

液面形成圓錐形，稱為泰勒錐 (Taylor cone)，泰勒

錐尖端會陸續釋放出帶有正電荷的微液滴，此即是

電噴灑現象
(17,18)

。

帶電荷微液滴在電場引導下於飛行過程中不斷

與大量空氣接觸，溶劑不斷的揮發造成液滴體積縮

小，分布於液滴表面的電荷密度漸增，再次突破液

滴表面張力形成更小的帶電荷液滴；此相同的過程

在電噴灑噴嘴與質譜儀入口間電場引導下經過多次

反覆，帶電荷液滴經過多次分裂，體積不斷縮小而

將溶劑逐漸去除。電噴灑所產生的微液滴由溶劑、

溶質 (蛋白質) 與電荷所組成，少了溶劑，即剩下

蛋白質與電荷，最後會產生完全不含溶劑分子的氣

態蛋白質離子，進入質譜儀的質量分析器內進行質

荷比的分析。

為了增加電噴灑離子化效率，通常樣品會溶於

具有極性的有機溶劑 (如使用 methanol 或 acetonitrile)

與水的混合溶液，以增加溶劑揮發的速度與降低表

面張力。有一些儀器利用霧化氣體 (nebulizer gas)

輔助噴灑成微液滴加效果；也有一些儀器利用由質

量分析器入口向電噴灑噴嘴流動的氣簾 (curtain

gas) 或從側面提供經過加熱的氣流 (turbo gas) 使溶

劑加速揮發。電噴灑適於產生正離子或負離子，端

視所施電壓之正或負而定，一般而言，分析蛋白質

大多使用正離子電噴灑。以離子源產生氣相離子

(gas phase ion) 再利用質量分析器 (mass analyzer) 量

測質荷比是目前所有質譜儀運作的基本原理。

3.質量分析儀
LCQ 所使用之質量分析儀為離子阱分析儀，

其結構如圖 3，為凝雙曲線型之一環狀電極 (ring

electrode) 與兩個端蓋電極 (end cap electrode) 所形

成的捕捉室 (trap)，環狀電極內徑 (r0) 與兩個端蓋

電極間之距離 (2 Z0) 維持著 r0

2 = 2 Z0

2
之關係。當射

頻 (radio frequency) 交流電壓加到環電極時，便在

阱中產生三度空間的四極場 (quadrupole electric

field)。帶電荷的離子可以從端蓋電極中的一個小

孔射入捕捉室。在環狀電極上導通直流和射頻交流

電位，將所需要之 m /z 範圍之離子均捕捉至阱中，

經過一段時間再改變直流和射頻電位或射頻頻率，

使不同 m /z 值之離子依序穿過端蓋電極小孔而進入

偵測器
(19,20)

，與其他分析器的不同點在於其是利用

不同時間內射出不安定離子以形成質譜圖。由於阱

內電場不均勻因此需通入少量的氦氣作為緩衝氣

體，以阻撓離子之運動，使離子停留於阱中心震

盪，增加解析度與靈敏度
(21)

。

4.質量偵測器
質量偵測器主要可分為兩種：(1) 光電倍增管

(photo multiplier, PMT) 與 (2) 電子倍增管 (electron

圖 2.

(a) 溶液中解離的正離子

受電場牽引，推擠管道

出 口 端 液 面 成 為 圓 錐

形；(b) 正離子受電場牽

引之力大於液面的表面

張力，形成可穩定產生

電噴灑的泰勒錐。

(a)

(b)
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multiplier, EMT)。光電倍增管是利用由質量分析器

出來的離子經過轉換極後再透過光電倍增管放大；

而電子倍增管則是利用由質量分析器出來的離子先

撞擊到一銅／鈹合金之表面 (dynode) 以轉換成電

子，再依序提高電極間之電位，讓電子束每撞擊一

次，其數量就成等倍數之增加，經過多次反射而放

大，每次反射增加兩倍，所以是為 2n
倍數。LCQ

所使用的屬於後者。

四、四極棒－飛行時間串聯式質譜儀

1995 年四極棒－飛行時間串聯式質譜儀 (Q-

TOF) 第一次商業化量產推出，很快地就被認定是

一種功能強大而且自動化的儀器。Q-TOF 被發展出

來連接電噴灑離子源之後，研究者又把它連接至介

質輔助雷射脫附離子源使用；所以目前可以購買到

配備電噴灑與介質輔助雷射脫附兩種離子源的 Q-

TOF。此種儀器可以進行極高質荷比解析力的串聯

式質譜分析，目前廣泛的應用於蛋白質體學研究。

1.離子源
Q-TOF 可接兩種離子源，分別為電噴灑離子

源與介質輔助雷射脫附離子源。這兩種離子源均能

將蛋白質分子轉換為氣相蛋白質離子，再導入質譜

儀中進行質荷比量測，由質荷比可計算出蛋白質的

分子質量。電噴灑離子源一般用來分析溶液樣本，

介質輔助雷射脫附離子源一般用來分析固態樣本。

介質輔助雷射脫附與電噴灑離子源兩種離子源因為

離子化的方式不同，所產生的離子化訊號也有所區

別。

介質輔助雷射脫附離子源主要產生帶有單一價

正電荷的氣態離子，有時也會出現帶二價或三價的

氣態離子，目前主要是應用於蛋白質等巨分子的分

析；而電噴灑離子源除了產生帶一價或是二價的正

電荷或負電荷的氣態離子，應用於有機小分子，如

藥物、代謝物等分析，也可以產生帶多重正電荷的

氣體離子，分析巨分子蛋白質的質量。介質輔助雷

射脫附離子源屬於脈衝式進樣方式，對鹽類等不純

物的容忍度高，並適用於分析混合物，樣品消耗量

小，可重複分析；電噴灑離子源則屬連續式進樣，

優點為所產生的離子化訊號穩定，但不適合於混合

物分析
(22)

。

2.質量分析器
Q-TOF 的質量分析器包含了兩段四極棒與一

個飛行時間質量分析器，如圖 4 所示。Q-TOF 總

共有兩段四極棒，為 Q1、Q2 與 Q1 四極棒的運

作，在 RF-only 模式時，主要的功能是讓離子通

過；在 DC 模式，是製造一個質量過濾器 (mass

filter)，僅限特定離子通行。Q2 為一 collision cell，

永遠維持 RF-only 模式，腔內加入少量中性氣體分

子如氮氣或是氬氣，除了增加在四極棒的離子傳送

圖 3.

離子阱之構造與作用原理 (http://www.

thermo.com/)。
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效率外，也可以與待測離子相互碰撞後產生游離碎

片 (collision induced dissociation)。而 Q0 位於 Q1 與

Q2 之前，也算是一段永遠維持 RF-only 模式的四

極棒，其作用為 ion guide。

當待測離子通過 Q2 後，緊接著被加速進入飛

行時間質量分析器。飛行時間質量分析器是一個不

施加任何場壓的飛行管，待測離子在這個飛行管中

將加速電壓的位能轉換成動能飛行，並依據質量的

大小在不同的時間抵達偵測器。藉由已知分子質量

與飛行時間的校正即可換算出待測離子的質量為

何。而 Q-TOF 採用反射式飛行時間質量分析器，

由一系列的環電極所形成的離子鏡 (ion mirror)，可

以彌補離子在起始動能差異或是空間方向散亂分

布，所造成相同的離子卻在不同時間抵達偵測器的

情況，增加訊號的解析度。比起一般三段式四極棒

儀器的只有 3000 的解析度，Q-TOF 的解析度可高

達 10,000。

Q-TOF 配合這兩種質量分析器的運作，可分

成以下四種不同的離子掃描模式：(1) TOF MS 模

式，如圖 5 所示。Q1、Q2 均維持 RF-only 模式，

讓離子全數通過，並在飛行時間質量分析器中依照

不同的質量被區分開。(2) Q1 掃描模式，表 Q1 為

DC 模式，功能有如單一四極棒，Q1 不斷增加電

壓，讓不同的離子通過。(3) 子離子掃描 product

ion scan mode，即 MS/MS 掃描，如圖 6 所示。Q1

保持某一電壓值，僅限定特定離子通行，並在 Q2

與中性氣體分子產生碰撞碎片，經由飛行時間質量

分析器測量這些碎片的質量。 (4) 母離子掃描

(precursor ion scan mode)，如圖 7 所示。Q1 掃描一

個質量範圍，並且在 Q2 產生碰撞碎片，但是電腦

只計算飛行時間質量分析器所紀錄的特定碎片的

m /z。由結果就可得知哪些母離子會產生特定碎片

的子離子；這種掃描模式常被應用於藥物代謝物的

尋找，也可應用於鑑定 PTM。

3.偵測器
Q-TOF 的 離 子 偵 測 器 是 一 套 微 通 道 片

(MCP)，由兩片 MCP 以 Λ 形狀相疊而成，類

似於一般脈衝式離子源儀器的離子偵測器；除了可

接受較大的離子束外，與 MALDI-TOF 儀器最大的

不同點為，MALDI-TOF 的離子在 TOF 是由正的

高電壓往接地方向被加速，而 Q-TOF 的離子則是

由接地往更低的負電壓方向被加速。當離子進入通

道撞擊管壁後則會有數個電子逸出，逸出的電子又

在通道內反覆撞擊，最後經第二片 MCP 通道所產

生的電子則相當可觀；再由底部金屬片承接此大量

圖 4.

Q-TOF 儀器構造。
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的電子後，產生一脈衝電流，此電流經轉換後，輸

送至訊號收集儀器 (TDC) 上，則質譜因而產生。

由於 TDC 紀錄訊號時有一定的 dead time，在

數微秒內僅能紀錄一次脈衝電流，所以當兩個質荷

比相當接近的同位素峰在幾乎相同的時間抵達

TDC 時，TDC 也只紀錄率先抵達 TDC 的同位素峰

的離子訊號，儘管它的訊號強度不是最強的；另

外，整個訊號的強度也會被抑制下來，質量中心

(centroid) 也會往左移，影響了質量準確度 (mass

accuracy)。為了改善 TDC 的 dead time 對收集訊號

的限制，可將 MCP 切割成四等份，各自連接到獨

立的 TDC，如此可以減少 TDC 訊號飽和的情況，

或者是利用軟體功能將質量中心校正回來。Q-TOF

的質量可達到小於 5 ppm 的準確度。

4.直交式飛行時間質量分析器的特色
傳統的 MALDI-TOF，離子源所產生的離子束

是線性方式進入質量偵測器被偵測，雖然這樣的離

子傳送效率幾乎是 100%，但是脈衝式的離子訊號

其解析度與質量準確度受到許多因素影響而偏低。

在 1988 年直交加速 TOF-MS (orthogonal acceleration

TOF-MS) 被提出，把脈衝式的離子束轉變成半連

續式離子束的進樣方式，大大的提高了訊號的解析

度與準確度。Q-TOF 也同樣應用了這項技術，唯

一的缺點是，離子的傳送效率差，僅有少部分的離

子可以被送進飛行時間質量分析器。也就是說，

Q-TOF 的工作週期 (duty cycle) 很低。工作週期指

的是離子抵達偵測器的百分比，與離子的質量有

關。質量越小的離子，行進速度越快，在每一次的

脈衝時間內可以被運送至飛行時間質量分析器的機

率越小；反之，質量越大的離子，工作週期越大。

為了增加直交式 TOF 的工作週期，所使用的

方式為 Q2 pulsing，如圖 8。運作的方式是把 Q2

的 collision cell 當成一個水庫，並且築起閘門，將

離子儲存在裡面，就像平時的水庫蓄水一樣，然後

累積到一定的蓄水量時，就必須洩洪，也就是將這

群集中的離子，同時釋放到飛行時間質量分析器。

如此就可以增加直交式 TOF 的工作週期。使用 Q2

pulsing 可以使低質量的訊號提高 10 至 15 倍，而

高質量的訊號也可提高 3 至 5 倍。

五、介質輔助雷射脫附離子化與電噴
灑離子化的比較

介質輔助雷射脫附離子化與電噴灑離子化都是

適合分析蛋白質的質譜方法，但是對於樣本中含鹽

類不純物 (salt impurities) 的忍受度 (tolerance) 有極

大的差異。介質輔助雷射脫附離子化可以分析含有

極高鹽類的蛋白質樣本，即使蛋白質溶液中含高達

數十 mM 的鹽類，往往仍可以成功的得到蛋白質

訊號，只是鹽類的存在仍會提高蛋白質的最低可偵

測下限 (lowest detection limit)。相對的，電噴灑離

圖 5. TOF MS 掃描作用原理。

圖 6. 子離子掃描作用原理。
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子化對於樣本中鹽類不純物的忍受度極低，濃度在

mM 甚至 mM 的鹽類不純物，往往導致無法以電噴

灑離子化觀測到蛋白質訊號；所以在實務上往往將

電噴灑離子化前端連接逆相液相層析 (reverse phase

chromatography) 使用，因為逆相液相層析能有效

的將鹽類不純物移除，將不含鹽類的蛋白質導入電

噴灑離子化質譜儀分析。

介質輔助雷射脫附離子化與電噴灑離子化有許

多相似之處，也有許多不同之處，以下將對介質輔

助雷射脫附離子化與電噴灑離子化的比較作較完整

的綜合敘述。

介質輔助雷射脫附離子化與電噴灑離子化相似

之處：(1) 兩種方法的發現者，同在 2002 年獲頒諾

貝爾化學獎；(2) 都是質譜學上所稱的 軟性離子

化法 (soft ionization)，能讓巨分子在離子化過程

中保持完整 (intact)；(3) 都能精確量測蛋白質分子

質量；(4) 都被用來產生質譜數據，可作為蛋白質

鑑別工具；(5) 都已成為蛋白質體學研究的重要工

具；(6) 兩種方法的分析靈敏度都極高，只需消耗

10–12 mol 以下的蛋白質樣本；(7) 分析蛋白質樣本

時，質譜儀通常以正離子模式操作。

介質輔助雷射脫附離子化與電噴灑離子化不同

之處：(1) 介質輔助雷射脫附離子化主要被應用於

蛋白質分析，電噴灑離子化則被廣泛的應用於天然

物有機物、藥物、代謝物及蛋白質分析；(2) 介質

輔助雷射脫附離子化使用固態樣本，電噴灑離子化

使用液態溶液樣本；(3) 介質輔助雷射脫附離子化

對於樣本中鹽類不純物的忍受度高，相對的，電噴

灑離子化對於樣本中鹽類不純物的忍受度極低；

(4) 電噴灑離子化常連接液相層析使用，介質輔助

雷射脫附離子化則不能；(5) 介質輔助雷射脫附離

子化的操作是脈衝式，電噴灑離子化則連續式；

(6) 介質輔助雷射脫附離子化適合分析蛋白質混合

物，電噴灑離子化則較不合適。

另外在某些特性上，介質輔助雷射脫附離子化

與電噴灑離子化有些相似，但不完全相同，有下列

兩點值得提出討論：(1) 兩種方法可連接不同的質

量分析器使用，但介質輔助雷射脫附離子化的連接

組合方式較受限制而種類較少；(2) 形成正離子的

方式都是使蛋白質分子質子化 (protonation)，但電

噴灑離子化形成帶多電荷的離子，而介質輔助雷射

脫附離子化則以形成單一電荷的離子為主。

六、質譜儀於蛋白質體學之應用

質譜儀在生物分子結構、藥物分析、環境檢驗

分析及食品成分分析等方面提供一精準且快速的檢

測方法，其高解析度不但提高了測量蛋白質分子質

量時的準確度，而且因解析度高，還可以將同位素

峰加以區分。在蛋白質體學應用上可針對 (1) 蛋白

圖 7.

母離子掃描作用原理。
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圖 8. Q2 pulsing。

質樣本做精確分子量測定；(2) 蛋白質樣品做部分

定序，並利用序列資料庫進行搜尋鑑定；(3) 蛋白

質的轉譯後修飾做結構鑑定。本文中將說明於蛋白

質分子量與身分鑑定之應用。

液相層析儀與電噴灑離子化質譜儀之結合能精

確量測出蛋白質的分子質量，因此說明此種量測工

具有極佳的解析力來區分與鑑別具有不同分子質量

的蛋白質，這樣的工具正是蛋白質體學研究所必需

的。圖 9 為一分子量 14 kDa 蛋白質分子量量測之

質譜圖，利用 Bioworks 3.0 軟體可以由一系列相鄰

之多電荷質譜圖經由計算反推總分子量。然而，簡

單的量測蛋白質分子質量，仍有許多應用上的限

制，尤其是對分子量在 10 kDa 以上的蛋白質來

說，現有的質譜儀仍缺乏足夠的解析力來鑑別所有

的蛋白質。

在 1990 年代中期，多位此領域的研究學者陸

續提出 蛋白質身分鑑定 (protein identification)

的概念與方法，這些方法源於一個看似簡單卻極重

要的概念：一個蛋白質分子經水解所能得到的多個

胜碎片，其質量分布一定與蛋白質的序列相關。

假想由肝癌病人身上分離出數百種可能與肝癌疾病

有關的蛋白質，如何能知道那些蛋白質的身分

(identities)？將某個待鑑定身分的蛋白質以 trypsin

水解降解成胜序列碎片，由於 trypsin 只水解

arginine 與 lysine 的 C 端，所得到的胜序列碎片

質量分布具有一定的特異性，可以用來與蛋白質序

圖 9.

蛋 白 質 分 子 量 測

結果。
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圖 10.

以液相層析串連式質譜儀鑑定蛋白

質的身分的示意圖。

列資料庫比對，鑑定出蛋白質的身分
(23)

。

比對的方式基本上是將資料庫中的每一筆蛋白

質序列，利用計算模擬水解後所得到的胜序列碎

片之質量分布，換句話說，一筆蛋白質序列會有一

組具有一定特異性的質量分布，此種分布文獻中一

般 稱 為 胜  序 列 質 量 指 紋 (peptide mass

fingerprint)，不同的序列會產生不同的胜序列質

量指紋。比對的過程即是將待鑑定身分的蛋白質經

水解成胜序列碎片所量測到的質譜數據，與資料

庫產生的每一筆胜序列質量指紋作 比對

(mapping)，即可鑑定出蛋白質的身分。

胜序列質量指紋 的概念被提出不久，又

有研究者指出將蛋白質降解後之胜序列進行串連

式質譜儀分析，可以得到胜序列裂解後質量分布

(peptide fragmentation pattern)，也可以用來比對蛋

白質序列資料庫，鑑定出蛋白質的身分。圖 10 是

以液相層析串連式質譜儀鑑定蛋白質的身分的示意

圖，蛋白質樣品經過電泳分離後取出，以 trypsin

水解後經液相層析儀分離即可將樣本送入質譜分析

儀分析。圖 11 與表 1－2 則是利用本研究室之

LCQ 與 Q-TOF MS-MS 系統對牛血清蛋白 (BSA)

經 trypsin 水解降解後所做的分析結果。將圖 11

的實驗結果經過 Bioworks 3.0 軟體分析並比對

NCBI 資料庫，可以將所收集到的質譜訊號對應到

胜片段，經由胜序列比對找到可能的蛋白質，

並以胜序列的符合程度以及重複性依可能之分數

排序將蛋白質列出 (表 1)，選擇最有可能的蛋白質

後即可由搜尋結果取得對應到之胜片段與胜序

列 (表 2)。然而，若蛋白質樣本經介質輔助雷射脫

附離子化則會形成帶有正電荷的氣態蛋白質離子，

正電荷亦是以質子化的方式形成於蛋白質的鹼性官

能基 (basic functional group) 上，不過，經介質輔助

雷射脫附離子化過程形成氣態蛋白質離子，與經電

噴灑離子化過程的產物在電荷數目上有很大的差

異。蛋白質樣本經電噴灑離子化過程，一般情形下

形成帶有多個正電荷的氣態離子，鹼性氨基酸數目

越多則氣態蛋白質離子電荷數目越大。相對的，不

論鹼性氨基酸數目多寡，蛋白質樣本經介質輔助雷

射脫附離子化過程一般情形下形成只帶有一個正電

荷的氣態離子為主，有時也會觀察到帶有兩個、甚

至三個的正電荷的氣態離子，但是它們的訊號強度

多半較只帶有一個正電荷的氣態離子低。

圖 12 是牛血清白蛋白 (bovine serum albumin,

BSA) 樣本經介質輔助雷射脫附離子化所產生的訊

號。由於訊號來源是只帶有一個正電荷的氣態離

子，可容易地計算出蛋白質的精確質量。介質輔助



Reference Score

gi | 1351907 | sp | P02769 | ALBU_BOVIN SERUM ALBUMIN PRECURSOR (ALLERGEN BOS D 6) 402.4
gi | 1708573 | sp | P53712 | ITB1_BOVIN INTEGRIN BETA-1 (FIBRONECTIN RECEPTOR BETA 254.2
gi | 330715 | gb | AAA46032.1 | (M90786) herpesvirus saimiri gene 44 homologue (a 217.1
gi | 74502 | pir | | GNWVBV genome polyprotein - bovine viral diarrhea virus  210.2
gi | 1705983 | sp | P52176 | MM09_BOVIN 92 KDA TYPE IV COLLAGENASE PRECURSOR (92 K 202.6
gi | 15216177 | emb | CAC51430.1 | (AJ344102) putative 42-9-9 protein [Bos taurus]  187.2
gi | 61 | emb | CAA34470.1 | (X16451) calmodulin-independent adenylate cyclase [B 180.5
gi | 14486229 | gb |AAK61420.1 | (AY033933) virion host shutoff protein [Bovine  178.7
gi | 7507427 | pir | | T33216 hypothetical protein T07H8.4 - Caenorhabditis elega 176.7
gi | 127295 | sp | P08169 | MPRI_BOVIN Cation-independent mannose-6-phosphate rece 174.9

52 科儀新知第二十五卷第一期 92.8

表 1. 質譜比對結果。

圖 11.

將牛血清白蛋白以 trypsin

水解消化分解後經液

相層析串連式質譜儀的

分析結果 (chromatogram

plot: base peak)。

雷射脫附離子化十分適合用來分析蛋白質混合物。

圖 13 為 bovin serotransferrin 以 trypsin 水解消化

分解後，取 500 fmol 的胜片段與 CHCA 介質

1：1 混合，送入 MALDI-Q-TOF 所產生的 TOF-

MS 質譜圖。所有胜的質荷比可經由轉換程式轉

換成胜的質量 (monoisotopic mass)；將這些數據

送至網路上的蛋白質搜尋網站，如 ProFound，則

可得到 peptide fingerprinting 的結果。

由圖 13 的下圖所搜尋到的結果，除了可告訴

讀者搜尋到的蛋白質為 bovin serotransferrin

precusor，並將所對應到的胜序列與其質量列出

來，其表示為 sequence coverage:13%，為對應到的

蛋白質序列的程度範圍。實驗的結果亦可以經由檔

案轉換程式將檔案轉換為 merge.txt 檔案格式上傳

至網路 (http://www.matrixscience.com)，使用 NCBI

或 Swiss-Prot 等資料庫搜尋比對蛋白質。
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圖 12.

牛血清白蛋白樣本經介質輔助雷射脫附離子

化所產生的質譜圖譜，其中標示的訊號代表

帶一個與兩個正電荷數目的蛋白質離子。
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Reference:  gi | 1351907 | sp | P02769 | ALBU_BOVIN  SERUM  ALBUMIN  PRECURSOR  (ALLERGEN BOS  D  6)  gi | 162648 | gb | AAA51411.1 |   (M73993)  a
Database:  bovin.fasta
Number  of  Amino  Acids:     607                                                           Monoisotopic Mass:   69249.4

Protein:

MKWVTFISLL
VASLRETYGD
LLPKIETMRE
CCDKPLLEKS
KHLVDEPQNL
TESLVNRRPC
STQTALA

LLFSSAYSRG
MADCCEKQEP
KVLASSARQR
HCIAEVEKDA
IKQNCDQFEK
FSALTPPDETY

VERRDTHKSE
ERNECFLSHK
LRCASIQKFG
IPENLPPLTA
LGEYGFQNAL
VPKAFDEKLF

LLFSSAYSRG
MADCCEKQEP
KVLASSARQR
HCIAEVEKDA
IKQNCDQFEK
FSALTPPDETY

EHFKGLVLIA
PDPNTLCDEF
RLSQKFPKAE
NYQEAKDAFL
VSTPTLVEVS
DTEKQIKKQT

FSQYLQQCPF
KADEKKFWGK
FVEVTKLVTD
GSFLYEYSRR
RSLGKVGTRC
ALVELLKHKP

DEHVKLVNEL
YLYEIARRHP
LTKVHKECCH
HPEYAVSVLL
CTKPESERMP
KATEEQLKTV

TEFAKTCVAD
YFYAPELLYY
GDLLECADDR
RLAKEYEATL
CTEDYLSLIL
MENFVAFVDK

ESHAGCEKSL
ANKYNGVFQE
ADLAKYICDN
EECCAKDDPH
NRLCVLHEKT
CCAADDKEAC

HTLFGDELCK
CCQAEDKGAC
QDTISSKLKE
ACYSTVFDKL
PVSEKVTKCC
FAVEGPKLVV

Mass % Mass AA % AA
443.20 0.64 152－155 0.66

1388.73 2.01 221－232 1.98
996.47 1.44 310－318 1.48
867.40 1.25 131－138 1.32
955.44 1.38 37－44 1.32

1333.65 1.93 496－507 1.98
1367.60 1.97 286－297 1.98

770.45 1.11 257－263 1.15
1230.60 1.78 35－44 1.65

903.47 1.30 249－256 1.32
1005.44 1.45 499－507 1.48
1369.55 1.98 375－386 1.98
1286.70 1.86 402－412 1.81

908.48 1.31 161－167 1.15
1620.92 2.34 437－451 2.47
1498.84 2.16 236－248 2.14

983.57 1.42 598－607 1.65
1804.88 2.61 508－523 2.64
1420.79 2.05 360－371 1.98
1123.70 1.62 548－557 1.65
1144.61 1.65 66－75 1.65
1343.65 1.94 89－100 1.98
1460.78 2.11 421－433 2.14
1831.88 2.65 529－544 2.64
1936.94 2.80 319－336 2.97
1449.75 2.09 25－36 1.98
1380.67 1.99 569－580 1.98
1548.72 2.24 347－359 2.14

33159.88 47.88 292 48.11

表 2. 質譜比對結果 (protein view)。

Protein Coverage:

Sequence
ADEK
LRCASIQKFGER
SHCIAEVEK
DDSPDLPK
DLGEEHFK
VTKCCTESLVNR
YICDNQDTISSK
LVTDLTK
FKDLGEEHFK
AEFVEVTK
CCTESLVNR
EYEATLEECCAK
HLVDEPQNLIK
YLYEIAR
KVPQVSTPTLVEVSR
AWSVARLSQKFPK
LVVSTQTALA
RPCFSALTPDETYVPK
RHPEYAVSVLLR
KQTALVELLK
LVNELTEFAK
SLHTLFGDELCK
LGEYGFQNALIVR
LFTFHADICTLPDTEK
DAIPENLPPLTADFAEDK
DTHKSEIAHRFK
TVMENFVAFVDK
DAFLGSFLYEYSR

Totals:
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七、質譜分析目前仍是蛋白質體研究
的核心技術

由於上述的實驗結果，研究者瞭解到經由比對

蛋白質序列資料庫的方式，質譜儀分析可以用來鑑

定蛋白質的身分。此種鑑定蛋白質身分的工具尚有

下列特點：(1) 此種工具在人類基因圖譜計畫完成

之後，因為有幾近完整 DNA 序列資料作為比對的

依據，對人類蛋白質體的研究將有極大的應用價

值。(2) 相對於 Edman 蛋白質定序儀，質譜儀分析

較快速，且可以用較少的樣本量完成分析，加上質

譜儀分析的可自動化程度算是很好的，提供了一個

圖 13. 將 bovin serotransferrin 以 trypsin 水解消化分解後，經 MALDI-Q-TOF 所產生的 TOF MS 質譜圖

(上圖)。將 Q-TOF 所產生的 TOF MS 質譜數據，送至 ProFound 網站 (http://prowl.rockefeller.edu/cgi-

bin/ProFound) 所得 mass fingerprinting 結果與對應到的胜 (下圖)。
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高產出能量分析工具，能對許多 femtomolar 的微

量蛋白質快速分析，這對進行蛋白質體研究有極大

的助益。

雖然研究學者不斷提出各種輔助蛋白質體研究

的方法，目前質譜分析仍扮演蛋白質體研究核心技

術的角色，這一點可以從世界上各研究單位在建置

蛋白質體研究核心設施的內容與比重清楚的看到此

一趨勢。質譜分析技術本身也有持續改良的趨勢，

例如微小化電噴灑離子源、表面增強雷射脫附離子

化、精密度更高的質譜儀、與毛細管液相層析連

接、與前端蛋白質分離純化裝置直接連線技術 (如

multidimensional HPLC)、同位素標定質量分析 (如

isotope-coded affinity tag) 等種種新的質譜分析技術

不斷的被研發出來，皆因蛋白質體學研究時代的來

臨與需求，有快速與不斷創新的發展，這樣的創新

與突破仍會持續進行下去，對未來在生物技術產業

亦扮演極重要之角色，且讓我們拭目以待。
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