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一、前言

當帶電粒子的尺度超過奈米或微米時，其質譜

的探測難度會增加好幾個數量級。因為傳統的探測

器，如二次電子倍增型、微通道倍增板，對帶電的

小離子具有良好的反應及訊噪比，然而當分子的質

荷比大於 106
以上時，由於離子的速度及動能不

足，難以產生足夠的離子訊號來偵測
(1)
。另外有熱

感應型的超導體型偵測器被用來作偵測器，然而其

需運作於 30 mK 的低溫下，大大地限制了其實際
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的用途，而且其反應時間需 1 ms，比起傳統的微通

導管慢約 1000 倍，且其探測截面約 1 mm2
是傳統

型的 25 分之一。上述理由皆限制了其實際上的用

途
(2)
。在本文裡，我們提出以探測光子來取代探測

電子或聲子的可能性
(3)
，我們以偵測分子的散射光

為出發點
(4)
，以三維離子阱將單一粒子囚禁於真空

中，結合我們所發展出來的理論，能有效的求得此

帶電粒子的質量。

在科學及質譜學界，對完整微生物質量的量

測，一直具有高度的興趣。例如，生物質量的量

測，對細胞生長速率及產量是很重要的，且生物質

量在發酵過程中與其基質濃度也有相關性
(5)
。傳統

測量生物質量的方法，包括流動細胞計數器和重力

天平分析法，此二法皆具精確度，但費力費時。新

的技術發展，例如石英晶體微平衡器
(6)
、超導量子

干涉儀
(7)
、微小機械力振盪器

(8,9)
等，都已被發展來

偵測單一細菌及病毒粒子的重量，並且達到其最高

的靈敏度，然而其量測誤差，普遍來說是大於

10% 的。隨著軟離子化技術發展，例如電灑電離

法及雷射基質輔助脫附法
(10,11)
，在氣相中進行單一

細菌質量的量測是有可能的
(12,13)
。在這個工作中，

我們提供一個用四極離子阱來進行單一質量量測的

方法，其量測精度可提高二個數量級以上。

我們選擇大腸桿菌 K-12 當作試驗樣品，因為

其結構、生理及分子的資訊已被廣泛的了解。此細

菌是大小約 1 微米的棒狀體，可以輕易地由散射光

偵測。大腸桿菌 K-12 是一種革蘭氏陰性細菌樣

品，包含細胞蛋白多糖套膜層於內外脂質層之間
(14)
。這個套膜相當堅固，所以細菌在離子化及傳送

到氣相的過程中，依然能維持它的完整性。有一些

以雷射基質輔助脫附質譜法尋找生物細胞標記方

法，也已經被發展出來幫助鑑定不同的微生物，此

類生物細胞標記法，是從細胞萃取物或完整細胞懸

浮物中求得的
(15-18)
。此外大腸桿菌 K-12 的完整基

因序列 (4,639,221 基本對) 也已經被定序出來(19)
。

不同於其他人的作法，我們的策略是以質譜學

的方法
(20)
，在氣相中量測單一細菌的質量。我們運

用三維的四極離子阱作為捕捉帶電離子的工具，以

雷射基質輔助脫附法游離並產生細菌離子於真空中
(21)
，並偵測帶電細菌粒子的散射光

(22)
。圖 1 是實驗

儀器設計圖，以雷射基質輔助脫附法產生細菌離子

於離子阱中。此單一帶電細菌粒子的散射光，在徑

相平面上，經由適當調整音頻驅動頻率，與粒子運

動達到共振，呈現一個駐波的星形運動模式
(23)
。經

圖 1.

單一細菌粒子質譜儀裝置。
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由計數此穩定態的星狀分枝數目，可以求得高精度

的細菌質荷比訊息。而細菌絕對質量的決定，可用

電子槍以二次電子放射方式改變帶電粒子的電荷數

目而得到
(24-26)
。

二、理論

在 1995 年，Hars 和 Tass 提出星狀分枝計數方

法的初步理論分析
(23)
。他們以帶電粒子在離子阱的

運動為簡諧振盪作為出發點，得到一個低階的解析

公式，因而他們的模型只適用於離子阱常數小於 0.4

的條件下 (qz ≤ 0.4)。為了求得高精度的質荷比數

值，我們引進一個較廣義的理論，在穩定星狀運動

滿足時，即 W = nwr的條件下，其中 W是音頻驅動
頻率，而 w r 是運動粒子的本徵頻率 (eigenfre-

quency)，n 則為星狀分枝數目，經由引進高階修正

項，一個完整的解析公式可推導如下
(27,28)
：

(1)

其中

(2)

我們定義 C ∫ Ze/mr
2

0p2
，其中 Z是電荷數目，e

是基本電荷單位，Vac 是驅動交流電壓振幅，m 是

粒子質量，r0 是環形電極半徑。當我們將實驗數據

以 2/n對 Vac /(W /2p)2
作圖時，將可以得到高精度的

質荷比。在這公式中，僅有 C 值是唯一的擬合參

數，而此 C值正是待測粒子的質荷比。其中，n與

Z 皆是一個整數值，因團簇聚集的關係，所測量的

質量彼此之間也具有倍數的關係，所以 m /Ze 的測

定是由 r0、Vac 及 W 等參數所決定的，因此唯有 Vac

及 W 是需要量測的，在我們的實驗中此二參數的
量測各具 100 ppm 和 50 ppm 的精確度。值得注意

的是，重力在這個實驗中並無任何作用，因為這個

方法只考慮在徑向的振盪頻率。
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三、材料及方法

1.樣品製備及產生細菌大離子的方法
大腸桿菌 K-12 樣品是由 Sigma 公司取得。我

們準備三種基質來測試，以確定在氣相中，基質輔

助雷射脫附的細菌細胞仍具完整性。共有下列三種

基質被採用來作測試：sinapic acid (SA)、4-hydroxy-

a-cyanocinnamic acid (4HCCA)和 2-(4-hydroxy-

phenylazo)-benzoic acid (HABA)。將細菌 (濃度為

1 ¥ 109
個／毫升) 和基質 (將 SA、4HCCA 和 HABA

合併 70 : 30 (v/v) 的氰化甲烷和水的比例形成過飽

和溶液) 混和並沉積在不鏽鋼探棒上。置乾燥盒中

乾燥後，樣品形成多晶排列結構，將樣品置放在離

子阱環形電極其中一個洞上 (直徑 3.8 毫米)，以

Nd-YAG 雷射 (波長 355 nm、300 mJ/shot) 照射，被

脫附的帶電細菌粒子被交流電場限制在離子阱中，

外加 1 mTorr 的氦氣以降低帶電細菌粒子的動能並

侷限於離子阱的中心。氬離子雷射 (波長 488 nm，

100 mW) 照射帶電細菌粒子，其散射光則由透鏡

收集透過 CCD 至 17 吋螢幕顯像。為了在基質輔助

雷射脫附過程中，使細菌的整個細胞傷害達到最

小，雷射保持在較低能量 (~106 MW/cm2) 且儘量避

免將樣品重複照射雷射。在對照的實驗中，若只有

純的基質樣品而無細菌混合其中，則沒有散射光被

偵測到，因而確定觀察到的訊號是來自帶電的細菌

粒子。經由後面離子團簇的分析，則更進一步說明

在實驗中，沒有發現由基質的原子團簇形成大的帶

電粒子。

2.單一帶電大腸桿菌粒子的捕捉及控制
帶電的細菌粒子運動軌跡是在真空下 (背景壓

力約 1 ¥ 10–6 Torr) 來分析的。為使單一帶電細菌粒

子能被侷限在離子阱中，帶電粒子的捕捉條件一般

為 W /2p = 300 Hz 和 2Vac = 715 V。由於此參數的設

定，造成捕捉效率非常低，因此絕大部分的實驗狀

態下，只有單一帶電粒子被捕捉住，若有多顆帶電

粒子同時被捕捉時，可調整音頻驅動源的頻率，使

得懸浮在離子阱中的粒子依序由軸向被拋出，直到

只剩下一顆置於離子阱中。藉由調整音頻驅動源頻

率，使得螢幕出現穩定的星狀圖案，因此可以決定
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帶電粒子的運動頻率，也就是當 wr = W /n 條件滿

足時。重複上述步驟，讀取 n = 7 到 n = 15 時的

W /2p及 Vac實驗數值。為了得到帶電粒子的絕對質

量，我們引進電子槍，使得一道熱鎢絲發射的電子

束 (0.1 mA) 穿過離子阱下蓋的小洞 (直徑 3.2

mm)，以改變帶電大腸桿菌粒子的電荷狀態。這個

二次電子放射過程通常持續至少一秒。當觀察到帶

電粒子電荷數改變時，一個處於穩定態的星形分枝

會開始旋轉，此刻關掉燈絲電流，調整新的共振頻

率，並重新記錄 n = 7－15 的所有穩定態實驗參

數。

3.電子顯微鏡的量測
我們使用掃描式電子顯鏡 (JOEL JSM-6300) 來

檢驗大腸桿菌和 SA 基質之混合物的形態分布。樣

品是如此製備的，將液態混合物滴於載玻片上，將

玻片安全地固定在雙面膠上，並由離子濺渡法鍍上

金原子層 (~ 23 nm)。圖 2 顯示了這個電顯掃描結

果，明顯的觀察到細菌與結晶是互相分離的，但是

其表面仍有相當薄的 SA 基質覆蓋其上。由電顯圖

中觀察得知，所使用的大腸桿菌 K-12 樣品並沒有

鞭毛存在，且其大小形態上是相似的。由於細菌在

液態中即呈現聚集的狀態，故當其由液態轉變成固

態時，會保留其在液態中最後一刻的組態。在此觀

察中，沒有觀察到外觀上斷裂的細菌細胞，這點和

Madonna 以 ferulic acid 當作基質的報告吻合(29)
。

四、結果與討論

圖 3(a) 中的插圖為單一大腸桿菌 K-12 粒子呈

現穩定的星狀圖示，在交流電頻率手動調整為 W =

8wr和 W = 10 wr條件下，使其達到共振。相似的圖

案可以出現在分枝數目 n = 7－15。依據公式 (1) 和

公式 (2)，以 2/n 對 Vac /(W /2p)2
作圖，經由多項式

的迭代求解，我們可以得到此細菌的質荷比。在圖

3(a) 我們可以得到單一大腸桿菌 K-12 在未改變電

荷狀態的質荷比 (m /Ze = 1.37027 ± 0.013 ¥ 109)。此

量測的不準度約 0.1%。換言之，此質譜儀的解析

度，在單一生物粒子質荷比大於 1 ¥ 109
下可達

1000。為了求得細菌的絕對質量，粒子的電荷數經

由電子槍隨機轟擊而改變
(25-27)
。在二次電子放射

下，穩定的星狀圖會變成不穩定而旋轉，這過程可

清楚地由 CCD 中觀察。重新量測新的一組 n = 7－

15 數據，而獲得新的 m /Ze 的值。我們改變了四次

電荷數目，同一粒子可得到五組不同的 m /Ze 值，

即五個量子組態。若對此量子組態作電荷數操作，

使標定電荷的數目符合最小的質量標準差，則可求

得帶電粒子的絕對質量。在圖 3(b) 中展示了我們

對一個粒子給予適當的電子數目值，發現電荷數值

Z = 38－45 具有最小的標準差，若對此組電荷數操

作各加減一個電荷，將導致質量標準差變大，因而

得到此乾燥的大腸桿菌質量 m = 4.957 ± 0.020 ¥ 1010

Da 或重量 82.3 ± 0.3 fg。

圖 2.大腸桿菌 K-12 不同尺度電顯影相圖，結晶物為 sinapic acid (SA) 基質。
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在圖 4(a) 中我們以另一種方式來描述所測得

的質量，在實際的量測中，形成團簇的細菌，可在

氣相中同樣地被觀察到。我們可以很容易地從

CCD 上觀察到這些大的團簇離子是很明亮的。圖

4(b) 展示了對單一團簇細菌粒子質量的分析。此團

簇質量約為單個大腸桿菌質量的四倍，所帶的電荷

約為單個大腸桿菌的 3.5 倍。在圖 4(a) 和 (b) 中，

比較量測的質量，可以清楚地知道此團簇是大腸桿

菌的四聚物。

在此實驗中，我們對從 1 個到 16 個大腸細菌

組成的團簇進行分析，我們藉由多次反覆測量不同

粒子的質量，可以標定其細胞的數目。在這個工作

中，由於大腸桿菌整個細胞在大小或質量上是相近

的，我們採用和電荷數目決定方法相同的步驟，來

決定大腸桿菌所具有的最佳質量分布。從實驗數據

分析，在圖 5 中以 N 對 m 作圖，呈現一個線性關

係。假使細胞數目增加或減少一個單位，會使所得

的質量標準差增加十倍，這更進一步確定了細胞數

目決定的唯一性。對 60 個大小不同的大腸桿菌K-12

粒子作量測，能得到 m /N = 5.03 ± 0.14 ¥ 1010 Da 的

統計質量平均值。而這個量測質量是遠高於完整的

MS2 病毒質量 (由電灑飛行質譜決定的方式) 約四

個數量級
(12)
。這是目前對任何完整微生物其質量大

於 1 ¥ 1010 Da 生物學上的大分子，所達到的第一個

高精度質量量測報告。

經六十個量測的大腸桿菌 K-12 粒子其質量分

布約 ± 3%，這可能是由於細菌本身固有的質量變
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圖 3. (a) 為 n = 7－15 所得的穩定態數據，以 2/n對

Vac /W2
作圖，並依公式 (1) 擬合，求得五個質

荷比 (m /Ze) 數值。其中插圖為 n = 8 與 n = 10

的穩定星狀分枝圖。(b) 是質量最小標準差對

不同電荷數標定的分布圖。

圖 4. (a) 和 (b) 是二個不同的大腸桿菌 K-12 粒子，

以所標定之電荷數對 C 值作圖，所得的質量

分別為 m = 4.957 ± 0.020 ¥ 1010 Da 和 20.330 ±
0.025 ¥ 1010 Da，經由比較後，我們可以推測

圖 (b) 的細菌粒子是大腸桿菌 K-12 四聚物。

(a)

(b)

(a)

(b)
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化或細菌細胞在基質輔助雷射脫附過程中造成分裂

而來的。然而，這個分布並不是由於發生在電子轟

擊過程中，或細菌粒子被長時間限制在真空中而造

成質量的損失。在一個穩定性測試實驗中，一個團

簇離子被捕捉超過十八小時裡，電荷數目被隨機地

改變十一次，其質量量測的變化差異度小於 0.1%，

這相當於是我們實驗誤差的極限範圍。為了評定細

胞在離子化過程被破壞的程度，我們更進一步採用

4HCCA 和 HABA 當作基質來做比較，而各別得到

的質量為 5.02 ± 0.17 ¥ 1010
和 5.02 ± 0.16 ¥ 1010 Da。

和 SA 基質的結果一起比較，發現所測量質量的誤

差只有 0.2%，這闡明了細菌細胞在基質輔助雷射脫

附過程中是保持完整的。實際上，細菌粒子只是輕

微的接觸並吸附在晶體的表面上，而不是和基質結

合在一起。當 Nd-YAG 雷射脈衝射到晶體的表面上

時，晶體吸收雷射的能量，而細菌並不吸收此 355

nm 波長的能量，此刻晶體汽化形成一種氣態的

plume，並經由質子轉移使細菌細胞帶電。這個過

程，我們推測是與表面增強淨脫附法 (surface-

enhanced neat desorption) 的機制有一定的相關性(29)
。

總的來說，我們證明以單粒子方式量測細菌質

量是可行的，個別大腸桿菌 K-12 的量測其精度達

0.1%。這個質量量測的精度與測量的微生物樣品

無關
(31)
，主要的限制是來自於電場的不穩定和離子

阱在機械加工上所造成的誤差
(23,32)
。這個研究的成

果具有應用在單一病毒量測上的潛力，例如 SARS

病毒的測定
(33)
，其尺寸的大小約為大腸桿菌的十分

之一左右。只要提高散射光的訊號二個數量級以上

即可作量測
(34)
。如此依病毒質量的不同來區分其種

類是具有可行性的，這是一種由上至下的研究方法
(35)
，能由質譜學的方式來達到快速鑑別不同完整微

生物的目的。
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