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一、前言

在過去的研究中，針對複雜的蛋白質樣品通常

是以一維及二維膠電泳來進行分離，在一片 20 公

分 ¥ 20 公分的膠片上，透過染色的深淺與掃描機

器的協助，蛋白質相對含量的多寡得以確定。用此

技術在數小時至一天的時間內，可以快速分離數千

個蛋白質，但是卻無法鑑定膠片上的蛋白質身分。

配合免疫分析的方式，藉由抗體或許可確認特定蛋

白質的存在，但無法鑑定未知或無抗體蛋白質的身

分。Edman 定序法曠日費時，且較難應用在線上

自動化分析。直到 1990 年美國學者 John Fenn 與

日本學者 Tanaka 發展出電噴灑游離法 (electrospray

ionization, ESI) (1)
與基質輔助電射脫附游離法

(matrix assisted laser desorption ionization, MALDI)(2)

的軟性游離化技術，才讓質譜儀在蛋白質的分析領

域上跨出一大步。從 1995 年發展至今的蛋白質體

學 (proteomics)，其淵源來自於澳洲學者 Wasinger

最早在會議中提出 蛋白質體學 這個名詞，而蛋

白質體學卻是在基因體定序完成後，利用生物資訊

的手段建立起資料庫，再搭配軟性游離化方法與質

譜儀器的使用下才有飛快的進展。它所研究的範疇

不再是針對單一或少數的蛋白質，而是研究一群蛋

白質的特性，其中包含蛋白質的種類、數量、轉譯

後修飾 (post-translational modification)、蛋白質的過

度表現或抑制，進而尋找生物標記 (biomarker) 分

子，或是研究蛋白質之間的交互作用 (protein-

protein interaction) 等。
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二、質譜儀用於蛋白質體分析的原理

1.質譜儀的結構
一般用於蛋白質體分析的質譜儀，最主要由四

個部分所構成 (如圖 1 所示)。離子源讓蛋白質或胜

氣化並離子化形成帶電荷的離子。經離子源離子

化，利用電壓差可將分子離子導入質量分析器，質

量分析器則會根據不同分子離子所帶質荷比 (mass-

to-charge ration, m /z) 的不同，將不同質荷比的分子

離子分離。當離子撞擊到離子偵檢器時，便會產生

放大電流，此電流經由訊號讀出裝置 (電腦及軟體)

的轉換，即生成所見到的質譜圖，電流的大小將間

接反應出訊號的強弱。除了上述所提到的四個部分

外，質量分析器及離子偵檢器 (有時也包含離子源)

通常都維持在真空的環境下操作與外界隔絕。離子

源及質量分析器的種類非常多，下面的內容只針對

一般常用於蛋白質體分析的離子源和質量分析器作

簡單的介紹。

(1)離子源

離子源 (ion source) 主要的功用在於將固態或

液態的蛋白質或胜樣品游離，產生氣態的分子離

子，而會用在蛋白質體分析的質譜儀之離子源就如

前言所談到的有 電噴灑游離法 與 基質輔助雷

射脫附游離法 兩種。

① 電噴灑游離法

1984 年美國學者 John Fenn 所發展的電噴灑游

離法，是先在拉尖的毛細管上鍍薄層金屬，並在毛

細管與進入質譜儀的入口間加一相對電極 (二者距

離約 1－2 公分，電場約 2000－3000V)。事先酸化

的樣品經分離後，由拉尖的毛細管噴向質譜儀的入

口，因為液體的表面張力，一開始會在毛細管尖端

形成液珠，相對電極的負電會使液珠表面生成正

電，一旦靜電吸引力大於表面張力，電噴灑便開始

形成，這時候噴灑會形成圓錐狀，稱為泰勒錐

(Taylor cone)。John Fenn 本人戲稱是幫巨大的生物

分子裝上了翅膀。樣品經高電場而形成帶有多價正

電荷的液珠，液珠經氣體去除溶劑，最後產生氣態

的分子離子進入質譜儀內分析 (如圖 2 所示)。

② 基質輔助雷射脫附游離法

基質輔助雷射脫附游離法則是日本學者田中耕

一 (Koichi Tanaka) 所發展。在 1960 年代就有人使

圖 1.

質譜儀的結構

圖。

圖 2.

電噴灑法示意

圖 (本圖由美

商沃特斯國際

股份有限公司

台灣分公司提

供)。
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用單獨的雷射光進行游離化，但是生物分子接觸到

高能的雷射，往往會斷裂成小分子而造成分析的困

擾，所以田中使用大約 300 埃的鈷金屬粉末與甘油

當作吸收雷射光的基質，基質將光能轉變為自身的

動能，與分析物一同飛入質譜儀中，並進一步將分

子給離子化 (如圖 3 所示)。田中所使用的鈷金屬粉

末有毒，德國的 Hillenkamp 則改良使用無毒的小

分子有機酸，如 a-cyano-4-hydroxycinnamic acid 當

基質，目前都是以 Hillenkamp 所發展的方法為主

流技術。

(2)質量分析器

主要的功用在於分離不同質荷比的離子，用在

蛋白質體分析的質量分析器 (mass analyzer) 通常有

四極柱 (quadrupole)、 飛行時間 (time-of-flight)

與 離子阱 (ion trap) 等三種。表 1 列出上述各種

質量分析器可分析的質荷比範圍和其解析度。

① 四極柱質量分析器

四極柱主要由四根平行的電極棒所構成 (如圖

4 所示)，每個相對的電極棒都連通直流電，其中

一對連接在直流電的正端，另外一對則連接在直流

電的負端。除了連接直流電外，每對棒子還施與

180 度相位差的可變無線電交流電。藉由改變直流

電及交流電的電壓，可讓每個時間點只有特定質荷

比的離子穿越四極柱而到達離子偵檢器。其他不同

質量分析器 四極柱質量 具有離子阱 飛行時間質量 離子阱質量分 具有傅利葉
分析器 功能的四極 分析器 析器 轉換功能的

柱質量分析 離子阱質量
器 分析器

質荷比範圍 50－2800 50－2800 無質量限制 50－4000 50－4000

解析度 3000－4000 8000－9000 14000－20000 8000－10000 約 100000

表 1.

各型質量分析器可以

分析的質荷比範圍及

其解析度。

圖 3.

基質輔助雷射脫附游離法的示意圖

(本圖由美商沃特斯國際股份有限公

司台灣分公司提供)。

( )

2000 PAUL gates

( )

c
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質荷比的離子則會被偏轉撞向四極柱而形成中性的

分子。四極柱擁有快速掃描不同質荷比離子的優

點，常被用於當作串聯式質譜儀 (於後面的章節詳

述) 前端的質量分析器，但是其解析度較差。

② 飛行時間質量分析器

飛行時間質量分析器的結構如圖 5 所示，蛋白

質或胜經由離子源產生離子化後，被集中在飛行

時間質量分析器的前端，之後以幾千或幾萬伏的電

壓差施加於離子，使所有離子帶有相同的動能，且

進入漂移管中。因為所有離子都具有相同的動能，

所以質量小的離子會以較快的速度在漂移管中移

動，質量大的離子則以較緩慢的速度行進，藉此來

分離不同質荷比的離子。此型的質量分析器在分析

分子離子方面，具有無質量限制的優點。現行用於

蛋白質體分析的飛行時間質譜儀，為了增加圖譜的

解析度，通常會加裝反射器 (refelctron) 來增加離子

的解析度，反射器亦可幫助偵測後離子源衰減 (於

後面的內容詳述) 所產生的碎片。

③ 離子阱質量分析器

離子阱質量分析器主要是由一個環狀電極

(ring electrode) 與上下兩個半橢圓形的電極 (end cap

electrode) 所構成 (如圖 6 所示)。離子阱與四極柱

都是利用控制交流電電場的頻率來進行掃描，讓欲

分析的帶電離子在空腔中運動，只不過離子在四極

圖 4.

四極柱質量分析器的結構圖 (本圖由美商沃

特斯國際股份有限公司台灣分公司提供)。

圖 5.

飛行時間質量分析器的結構圖。

 

Stable ion

Prefilter Quadrupole Mass Filter

Rejected ions
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柱質量分析器中，只會受到來自 X、Y 軸的電場，

在離子阱中則多加入 Z 軸方向的電場，因此離子

會受到三個方向的電場而被捕捉 (trap) 在空腔中。

四極柱的離子只在 X 與 Y 軸二方向的平面運動，

無法將離子停留在軌道中，所以離子阱的優點在於

它可以將感興趣的離子留在質量分析器中，甚至累

積一定數量的離子，以提高靈敏度，此種分析器體

積小、價格便宜。待分析離子可以留在質量分析器

的空腔中，累積到足夠的濃度再循序掃描分析，因

此具備多重質譜分析 (MSn) 之功能。缺點就是解析

度與準確度較差，所以四極柱的分析方式是一種連

續式的分析，而離子阱則是間斷式的分析。但是現

在這個觀念已經漸漸被打破，有些改良式商業化四

極柱也可以像離子阱一樣具有捕捉離子的功能；而

為了提高離子阱的靈敏度與掃描速度，目前也被設

計成具有線性掃描的功能。

為了解決離子阱解析度與準確度不佳的問題，

新一代的技術已被發展出來，此技術稱為 orbitrap，

簡 言 之 ， 這 是 一 種 利 用 傅 利 葉 轉 換 (Fourier

transformation) 所設計出的質譜儀。主要利用帶電

離子在電場中所呈現的運動設計而成 (如圖 7 所

示)，離子在離子阱中累積後，被送往一形狀類似

C 型的空腔中進行震盪運動，其中 z 軸的運動擺盪

頻率 wz 與離子的質荷比 (m /z) 有關，因此可以藉

由測量擺盪頻率，進而利用傅利葉轉換的方式將其

轉成精確的質荷比數值。因此將離子阱轉換成

orbitrap 功能，質荷比將可以精確的被量測。

2.串聯式質譜儀
串聯式質譜儀即是連接多個質量分析器而產生

的儀器，多個質量分析器作串聯可幫助進行胜的

胺基酸定序，再以胺基酸序列去找到相對應的蛋白

質。在兩質量分析器之間需進行胜分子內化學鍵

碎裂，產生質量不同的碎片離子 (此離子又稱為產

物離子或子離子)。現行的碎裂反應一般都會使用

碰撞誘發鍵解反應 (collision-induced dissociation,

CID)。圖 8 為串聯式質譜儀進行碰撞誘發鍵解反

應的示意圖。第一個質量分析器被用來篩選讓特定

質荷比的胜 (此離子又稱前驅離子或母離子) 通

過，前驅離子在電壓差的驅動下，高速的和存在於

碰撞室中的惰性氣體相撞，進而產生碎裂。不同質

荷比的碎片離子會進入第二個質量分析器，並在此

做質量的分析，經由掃描碎片離子的質量所得到的

質譜圖稱為 MS/MS 圖，而這個掃描碎片離子的過

圖 6.

典型離子阱的外觀與構造圖
(18)
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圖 7. Orbitrap 的結構示意圖。

130
r

200   140      

z      

x      

180      

170      160      



19科儀新知第三十卷第四期 98.2

程稱為子離子掃描。如果再選擇一產物離子，回到

碰撞室，再進行第二次碰撞，並量測其斷片訊號與

質荷比，即成為三段式質譜 (MS/MS/MS)。若使用

離子阱當作質量分析器，該行為是可以一直重複不

斷的進行，即產生所謂的 MSn
。碰撞後胜鍵最易

產生斷裂，而在 N 端形成的帶電的離子稱為 b 離

子，C 端形成的帶電離子稱為 y 離子。在 MS/MS

圖譜中，b 離子和 y 離子的右下方都會標有數字，

這個數字即是此碎片離子所含胺基酸的數目。

圖 9 為胜以串聯式質譜儀的子離子掃描所測

得的 MS/MS 圖譜。另一種碎裂模式則是利用電子

轉移 (electron transfer dissociation, ETD) 的方式進行

碎裂，這是一種化學游離法，利用外加陰離子將電

子轉移給待分析的離子而進行碎裂，由於碎裂較完

整，除胜鍵外，易產生其他主鏈化學鍵之斷裂，

產生 c 與 z 離子，且易保留磷酸鍵，因而對胜定

序及化學修釋之鑑定非常有助益。

現行商業化的串聯式質譜儀種類相當繁多，應

用的範圍廣泛且各有優缺點，以下針對幾種目前蛋

白質體分析最常用的串聯式質譜儀作介紹。

(1)基質輔助雷射脫附離子化暨飛行時間串聯質譜

儀 (MALDI-TOF MS)

此種組合的質譜具有簡單及耐用等特性，但因

無法結合線上 (on-line) 的液相層析系統對複雜的樣

品作分離，所以在質譜分析前，樣品可以用 off-

line 的液相層析系統作分離，並將分離後的樣品各

別點在樣品盤上，加入基質之後進行分析。除此之

外，在裝有反射器的基質輔助雷射脫附離子化－飛

行時間質譜儀上，還可以運用後離子源衰減 (post-

圖 8.

串聯式質譜儀對胜進

行碰撞誘發鍵解反應的

示意圖 (本圖由美商應

用生命系統股份有限公

司台灣分公司提供)。

圖 9.

胜經碰撞誘發鍵解之後的

MS/MS 圖譜。
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source decay, PSD) 圖譜，即所謂的 MS/MS 圖譜，

由胜的胺基酸序列來鑑定蛋白質。圖 10 為這型

質譜的結構圖，當胜被雷射光源離子化並加速進

入飛行時間質量分析器時，因為胜離子具有相當

高的能量，所以在第一段的漂移過程會產生自我碎

裂，並與其他沒有碎裂的胜離子等速且同時到達

反射器。在反射器的反電場作用力下，碎片離子會

有飛行距離較短的偏轉，並較沒有碎裂的胜離子

早一步離開反射器，相反地沒有碎裂的胜離子則

有飛行距離較長的偏轉。不同質荷比的碎片離子在

離開反射器後，又陸續在第二段漂移時一一的被分

離，最後到達離子偵檢器，並產生帶有胜胺基酸

序列訊息的 MS/MS 圖譜。但由胜離子產生自我

斷裂的比例很低，故對偵測 MS/MS 圖譜而言靈敏

度較差。因此如果要有靈敏度較佳的 MS/MS 圖

譜，現行此種商業化的質譜儀皆會再加上第二組的

飛行時間質量分析器。此時胜離子則會使用前面

所述的碰撞誘發鍵解反應來作碎裂，並用第二組的

飛行時間質量分析器來對子離子作偵測。在完整蛋

白質的偵測上，也可利用此儀器根據蛋白質會帶多

電荷的特性，從不同波峰所帶的電荷數不同來算出

蛋白質的分子量，或從此圖譜來確認樣品中是否有

所要的蛋白質存在，甚至可從所得的質量確認蛋白

質有無任何修飾。

(2)電噴灑離子化－四極柱暨飛行時間串聯式質譜

儀 (ESI-Q-TOF MS)

電噴灑離子化－四極柱暨飛行時間串聯式質譜

儀為一般蛋白質體分析實驗室所普遍使用的機器，

此型質譜儀的前端通常連接液相層析系統，利用梯

度沖提的方式將胜依序在層析管柱分離後進入質

譜儀分析。此串聯式質譜儀由兩組四極柱質量分析

器和一組具有反射器的飛行時間質量分析器所構

成，四極柱質量分析器位於飛行時間質量分析器之

前 (如圖 11 所示)。第一組四極柱質量分析器用來對

不同質荷比的胜離子作掃描及篩選，讓不同質荷

比的胜離子依序進入第二組四極柱質量分析器。

第二組四極柱質量分析器在此不作掃描的工作，而

是當作碰撞室用，將胜離子碎裂。碎裂後的碎片

離子則在飛行時間質量分析器作質量的量測。該型

質譜儀之所以會廣泛的用在蛋白質的鑑定，是因為

它具有良好的質量準確度及解析度。現行最新的商

業化機器除了可以對不同質荷比的離子作分離外，

更可對相同質荷比但結構形狀不同的異構物作區分。

(3)電噴灑離子化－四極柱與離子阱串聯式質譜儀

(ESI-Q-Trap MS)

現行此種類型的商業化質譜儀包含兩種，一種

是使用前述內容的串聯式四極柱質量分析器之第三

圖 10.

基質輔助雷射脫附離子化－飛行時

間質譜儀的結構示意圖 (本圖由美商

沃特斯國際股份有限公司台灣分公

司所提供)。

x-y 
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組四極柱質量分析器，以改良後所設計成具有補捉

離子功能的離子阱取代，此種機器稱為 Q-Trap。

另一種就是搭配 orbitrap 的傳統離子阱，在蛋白質

體領域較常被使用的該款質譜儀為 LTQ-Orbitrap。

Q-Trap 的儀器結構類似圖 8 所示，主要由三組的

四極柱質量分析器所構成，第二組四極柱不具掃描

的功能，只用來碎裂前驅離子，而第三組四極柱質

量分析器則同時具有離子阱和掃描的功能。另一種

LTQ-Orbitrap 質譜儀其設計如圖 12 所示，此種質

譜儀的優點即是準確度高及掃描速度快，不過此型

的串聯式質譜儀較傳統離子阱的質譜儀來得昂貴。

但是這類型的儀器由於具有相當高的質量解析度

(resolution > 60,000) 及精確度還有掃描速度快等優

勢，非常有助於胜序列的判斷。

上述兩種類型的質譜儀在蛋白質體的分析上各

有其優點，LTQ-Orbitrap 因為有好的質量準確度及

解析度，較適合使用在蛋白質的鑑定及修飾基的分

析。相反地，Q-Trap 則非常適合用於蛋白質定量

的研究。

除了上述所提到三種常用在蛋白質體分析的質

譜儀外，另有多種不同的串聯式質譜儀可供選擇，

如 MALDI-Q-Trap 與 MALDI-Q-TOF 等，這些串聯

式質譜儀在不同的蛋白質體分析需求上都有不錯的

表現。

3.質譜分析數據如何應用於蛋白質的鑑定
前言中提到，蛋白質一開始是使用 Edman 定

序的方法取得資訊，基因體被決定之後，可以由互

圖 11.

電噴灑離子化－四極柱暨

飛行時間串聯式質譜儀的

結構示意圖 (本圖由美商沃

特斯國際股份有限公司台

灣分公司提供)。

圖 12.

電噴灑離子化－離子阱串聯

式質譜儀的結構圖 (本圖取

自 http://www.thermo.com/ )。
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補 DNA 的方式，再利用電腦演算，大量取得蛋白

質的序列而貯存成一資料庫。由質譜儀所得的數

據，便可以經由搜尋軟體的協助，進行序列的比對

來鑑定蛋白質。先將取得的蛋白質樣品進行初步的

分離，再利用酵素 (如胰蛋白，trypsin) 進行消化

反應，將蛋白質消化成較小片斷的胜，使用質譜

儀進行分析，所得到的數據經蛋白質鑑定軟體轉

檔，利用網路進行線上或 in house 的資料庫搜尋比

對與呈現比對後的報告。

二、串聯式質譜儀在蛋白質體分析的
應用

1.以串聯式質譜儀對磷酸化蛋白質作分析
在蛋白質體的研究中，利用質譜儀分析蛋白質

的修飾基為一門相當重要的工作，因為蛋白質上所

帶有不同的修飾基及其不同的修飾位置，都夾帶著

很多重要的生理訊息，而此種修飾稱為 轉譯後修

飾 (post-translational modification)，這是無法由基

因體密碼所得知的
(3)

，所以該修飾基必須直接被分

析 。 修 飾 基 的 種 類 相 當 多 ， 一 般 有 磷 酸 化

(phosphorylation)、甲基化 (methylation)、乙醯化

(acetylation)、泛素化 (ubiquitination) 及醣基化

(glycosylation) 等，在本節的內容以分析磷酸化蛋

白質作例子，詳述如何利用串聯式質譜儀對該修飾

基作鑑定。

生物體內酵素的活化與去活化、細胞間的訊號

傳遞、細胞的生長、分化與凋亡等，大部分都是透

過 kinase 酵素磷酸化與 phosphatase 酵素去磷酸化

來達到調控的目的
(4)

。而所謂的 磷酸化 是指一

個磷酸根分子 (H3PO4) 接在胺基酸序列的絲胺酸

(serine)、羥丁胺酸 (threonine) 或酪胺酸 (tyrosine)

的氫氧基上，並脫掉一分子的水。但是在分離與分

析轉譯後修飾的磷酸化蛋白質卻有其困難度。原因

如下：(1) 磷酸化蛋白質含量極少。(2) 真實樣品複

雜度很高。(3) 磷酸化胜較不易離子化。(4) 修飾

磷酸根之後的產物穩定性不佳。傳統的分析都是使

用放射性同位素磷 32 (32P) 標定蛋白質的磷酸化位

置，並搭配降解法 (Edman degradation) 來找出磷酸

化在蛋白質中的位置
(5, 6)

，可是降解法對定序仍有

許多的限制
(7, 8)

。由於串聯式質譜儀的發展，使得

質譜儀已變成大家對磷酸化胜作定序及胜上磷

酸化位置作定位更常被使用的工具。

雖然質譜儀對磷酸化位置的定位和胜的定序

能力是無庸置疑地，也沒有降解法所產生的限制，

但是在大部分的例子中，磷酸化胜於質譜中的訊

號常被來自同一樣品中其他高濃度沒有磷酸化胜

的訊號所抑制，即使樣品中只含有一個蛋白消化後

所產生的胜 (樣品複雜度較低)，且經過液相層析

管柱的分離，可是與磷酸化胜同一時間被沖提出

管柱且較偏鹼性的胜 (即同一時間進入質譜的胜

) 一樣會抑制磷酸化胜的訊號。通常有兩種方

法可以克服這種問題，第一個是在進入質譜分析

前，先對磷酸化胜進行純化，以除去其他沒有磷

酸化的胜。第二個是依據磷酸化胜在質譜偵測

的碎裂過程會產生特定碎片的特性，使用軟體選擇

性地只針對磷酸化胜作偵測
(9)

。前者的方法現在

最常用的有離子交換 (ion exchange)(10)
和金屬親和

性 (metal ion affinity)(11, 12)
兩種，但是這兩種方法除

了會對磷酸化胜作純化外，也會非選擇性地純化

酸 性 的 胜  ， 雖 然 之 後 有 研 究 者 以 酯 化

(esterification) 的方法來解決此問題，可是卻衍生

出另一個反應不完全的限制
(13)

。綜合以上所述，

如果想要有效且準確的對磷酸化胜作定序，後者

所使用的方法可說是最簡單也最省時，而此種方法

通稱為 母離子掃描 (precursor ion scanning)。在

前面內容所提到的 Q-Trap 和 LTQ-Orbitrap 等串聯

式質譜儀皆有該項掃描功能。

為何可用母離子掃描模式從磷酸化胜和非磷

酸化胜的混合物中，只選擇性地偵測磷酸化胜

而不去看非磷酸化的胜呢？這是因為磷酸化胜

在質譜儀以負電荷模式掃描的情況下，經過 CID

後，會從其上的磷酸根產生質荷比 –79 (PO3
–) 的碎

片，但是大部分的非磷酸化胜則不會產生此碎

片，因此依據這個特性對磷酸化胜作選擇性的偵

測。如圖 13 所示，當樣品經液相層析管柱分離且

離子化後，會進入串聯式質譜儀的第一組質量分析

器 (Q1) 進行全掃描，分離後的胜會個別進入碰

撞室中，在此只有磷酸化胜會產生質荷比 –79 的

碎片，第二組的質量分析器則是固定掃描來自碰撞
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室 –79 的碎片，藉此來達到選擇性偵測磷酸化胜

的目的。一旦質譜偵測到有磷酸化胜的存在，質

譜儀會瞬間切換到正電荷模式的子離子掃描

(product ion scan)，這時第一組分析器只會允許此

質荷比的磷酸化胜通過，磷酸化胜到達碰撞室

時，會和之前母離子掃描模式一樣讓磷酸化胜產

生碎裂，這些碎裂所產生含有此磷酸化胜不同胺

基酸訊息的子離子碎片，會被加速到第二組質量分

析器，此時第二組四極柱質量分析器具有離子阱

的功能，把所有子離子碎片困住，之後再依質荷比

依序丟出子離子碎片到離子偵檢器，最後會根據這

些不同子離子的質量到蛋白質資料庫去作比對，進

而找出磷酸化胜的序列及相對應的蛋白質。

圖 14 為將個別濃度 5 fmol 的 7 個磷酸化胜

( L R L S S p S S G R L R 、 K R R Q I p S I R G I V 、

Y P T A M p T S P R 、 I V A D Q p T P T P T R 、

RYPRPVpSVPPpSPSLSR、LLLRLpSENSG 和

KFELLpTPPLSPSRRSG) 與 500 fmol 的乳醣酵素蛋

白 (beta-galactosidase) 經胰蛋白 (trypsin) 消化後所產

生的非磷酸化胜作混合，以線上液相層析管柱作

分離且用四極柱串聯式質譜儀的母離子掃描和子離

子掃描所得的質譜圖。圖 14(a) 為整個分析過程的

圖 13.

利用四極柱串聯式質譜的 –79

母離子掃描模式，選擇性偵測

磷酸化胜之示意圖 (本圖由

美商應用生命系統股份有限公

司台灣分公司提供)。

圖 14.以四極柱串聯式質譜儀的 –79 母離子掃描模式分析個別濃度 5 fmol 的 7 個磷酸化胜與乳醣酵素蛋

白經胰蛋白消化後的混合樣品。(a) 以 –79 母離子掃描分析此樣品所得的層析圖，(b) 以子離子掃描偵

測當中某一個磷酸化胜 (LRLSSpSSGRLR) 所得的MS/MS圖譜(19)
。
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層析圖，從此圖可以看出在磷酸化胜和非磷酸化

胜於濃度 1：100 如此大的懸殊比例下，以母離

子掃描的模式對磷酸化胜所產生 –79 的碎片作選

擇性的偵測，不但沒有出現先前所講來自非磷酸化

胜的抑制效應，也可以從如此低的濃度中清楚的

找到 5 個磷酸化胜。而圖 14(b) 則是取 5 個磷酸

化胜當中的一個磷酸化胜 (LRLSSpSSGRLR)，

以子離子掃描作檢測所得的 MS/MS 圖，由圖中含

不同胺基酸的子離子片段和蛋白質資料庫作比對，

即可以順利找出磷酸化胜的序列，並且從圖中出

現分子離子 ([MH]2+) 掉落磷酸根的片段離子

([MH2-H3PO4]
2+)，更可以得知此胜的確為磷酸化

胜。

由以上的討論可以得知，以 –79 的母離子掃描

模式來檢測磷酸化胜，即使是分析複雜的樣品也

不會有抑制效應的形成，而且結合四極柱串聯式質

譜儀與類似離子阱的功能，更可以有效地在非常低

的濃度情況下，對磷酸化胜完成定序的工作。

2.以 多重反應監控掃描模式 來鑑定確認

蛋白質標記

蛋白質標記及目標蛋白常成為臨床上判斷疾病

產生與否的重要關鍵，除此之外，也可提供相當重

要的生理訊息。現行要證實蛋白質標記或目標蛋白

是否存在，通常都是使用免疫分析 (immunoassay)

的方法，因為此方法具有專一性、高靈敏度以及能

大量快速分析的特點。然而發展可信賴的免疫分析

通常花費相當昂貴，而且需要一段長時間的實驗過

程，最主要要能夠找到一個專一性非常好的抗體。

由於抗體的關係，因此限制了免疫分析對不同目標

蛋白質的分析能力。但是由於近幾年質譜儀技術的

進步，在蛋白質體的領域中以質譜儀來找出診斷上

的蛋白質標記已經成為另一項取代免疫分析且更受

歡迎的策略。以下將詳述如何利用四極柱串聯式質

譜儀的 多重反應監控掃描模式 ( m u l t i p l e

reaction monitoring) 來鑑定蛋白質標記。

蛋白質標記或有興趣的目標蛋白在複雜的生物

樣品中通常僅存在幾百皮克 (picogram) 至幾皮克的

範圍，所以要有效的鑑定蛋白質標記或目標蛋白是

否存在並且對它作定序，則需要靈敏度非常高的質

譜。以擁有離子阱功能的四極柱串聯式質譜儀或是

使用離子阱串聯式的儀器在多重反應監控掃描模式

下，對此濃度範圍的蛋白質作鑑定，已經可以達到

有效的定序能力
(14)

。圖 15 為多重反應監控掃描模

式鑑定蛋白質標記或目標蛋白的流程圖。一開始我

們將所要鑑定目標蛋白的胺基酸序列放入軟體中，

並選擇所用來消化蛋白質的酵素 (如圖 16(a) 所

示)，軟體會依據所選的酵素自動計算目標蛋白消

化後產生的胜及其質量，進一步算出此胜的質

荷比 (電荷通常為 +2 及 +3)。軟體得知母離子的質

荷比後，會推測母離子在經過碰撞碎裂後，可能產

生訊號最強且含此胜胺基酸訊息的子離子 (通常

選擇比母離子質量還大的第一個 y 離子或 b 離

子)，最後形成許多母離子／子離子對 (如圖 16(b)

所示)。串聯式質譜儀就會依據這些母離子／子離

子對來監測樣品是否有目標蛋白的存在。一旦樣品

中有胜符合軟體所設的母離子／子離子對，就會

在如圖 15 所示的層析圖中出現波峰，不同的母離

圖 15.以多重反應監控掃瞄模式對目標蛋白進行鑑定之流程圖。(a) 目標蛋白的胺基酸序列，(b) 母離子與子

離子的配對，(c) 以多重反應監控掃描模式檢測目標蛋白之層析圖，(d) 子離子掃描所得之 MS/MS

圖。(本圖由美商應用生命系統股份有限公司台灣分公司所提供)。

(a) (b) (c) (d)
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子／子離子對會以不同顏色的波峰來表示。質譜儀

在偵測到有我們所要的母離子／子離子對時，會把

胜進行碎裂並轉去作子離子掃描，且由類似圖

15 子離子掃描的 MS/MS 圖中找到足夠胺基酸碎片

的資訊，對胜作定序。

以多重反應監控掃描模式來找尋目標蛋白為何

可以有較佳的靈敏度？這是由於此模式偵測目標蛋

白的胜時，第一組分析器只允許和所設母離子質

荷比相同的離子通過，第二組分析器也只會讓吻合

質量的子離子通過 (如圖 17 所示)，在一般的情況

下，只有來自目標蛋白的胜和其子離子可以通

過。因此相較於其他質譜的全掃描，多重反應監控

模式通常有非常低甚至幾近於零的背景雜訊，故有

相當好的訊雜比 (S/N ratio)。另一個原因是：如果

以全掃描來鑑定真實樣品中含量很低的目標蛋白

時，因為組成複雜，雖然經過線上液相層析管柱的

分離，但來自目標蛋白的胜流出管柱的同時，仍

會夾帶許多濃度遠較目標胜濃度來得高的胜，

質譜儀掃描會先對這些高濃度的胜作鑑定，而忽

略我們所要看的目標胜，因此即使目標胜有存

在於樣品中，也不會被質譜儀找到，這與前一節所

談到的抑制效應類似。然而多重反應監控掃描模式

則不會有此問題，它會優先檢測目標胜。多重反

應監控掃描模式除了可以特定地對目標蛋白質的一

般胜作鑑定外，也可以對有修飾的胜作檢測，

例如磷酸化。只要將目標蛋白的胺基酸序列放入，

在軟體上選擇欲觀察的修飾，軟體會自動產生一組

符合有修飾基胜的母離子／子離子對。一般而

言，若是想看特定蛋白的磷酸化修飾，會比較適合

以多重反應監控掃描模式來作檢測。但是如果是針

對複雜的未知樣品中大量磷酸化胜的鑑定，則比

較適合 –79 的母離子掃描模式。以下將以幾個實際

的應用，來顯現多重反應監控掃描模式的優勢。

圖 18 為以多重反應監控掃描模式對 10 fmol

的酪蛋白 (a-casein) 經胰蛋白消化後所產生的胜

與 4 fmol 的血纖維胜 ([Glu]-fibrinopeptide) 之混

合樣品的分析。在這個分析過程中，酪蛋白及血纖

維胜的胺基酸序列被同時放入軟體中，並選用胰

蛋白作為使用的酵素。最後選定來自酪蛋白的磷酸

化胜及血纖維胜所產生的母離子及子離子對為

圖 16.

(a) 將目標蛋白之胺基酸序列

及所用酵素輸入軟體後的示意

圖，(b) 軟體產生母離子／子

離子對後的示意圖。

圖 17.以多重反應監控掃瞄模式鑑定特定胜時，

串聯式質譜其四極柱的運作圖 (本圖由美商

應用生命系統股份有限公司台灣分公司提

供)。

(a) (b)

[M+2H]2+ = 888 [M+H]+ = 666


(即母離子)


子離子
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偵測的對象。由圖 18(a) 多重反應監控掃描模式的

層析圖中，可以清楚的看到明顯有母離子／子離子

對在管柱滯留時間 22 分到 26 分之間被四極柱串聯

式質譜儀所偵測到。圖 18(b) 和 18(c) 則是分別以

血纖維胜及來自酪蛋白之磷酸化胜的母離子／

子離子對用軟體從圖 18(a) 作篩選所得的圖譜。在

圖 18(b) 的 23.05 分鐘和圖 18(c) 的 24.66 分鐘皆有

波峰出現，明確的顯示四極柱串聯式質譜儀的確偵

測到來自兩者相當低濃度的血纖維胜及酪蛋白的

磷酸化胜。為了準確地對兩個胜作定序，也以

子離子掃描來取得兩個胜的 MS/MS 圖，從圖

18(d) 和 (e) 的 MS/MS 圖中的碎片離子質量與資料

庫作比對，可以清楚的找到胜的胺基酸序列。

綜合以上所述，以多重反應監控掃描模式來鑑

定微量的目標蛋白或其修飾，不僅擁有好的偵測靈

敏度及訊雜比，也比傳統免疫分析法有較少的花費

及較高的準確度。

3.以串聯式質譜儀對蛋白質作定量
質譜儀在蛋白質體的領域完成蛋白質修飾基的

分析及蛋白質身分的鑑定等工作後，也逐漸將應用

的方向轉移到蛋白質的定量。其主要的研究目的是

針對治療疾病前後、外在藥物刺激或探討體內新陳

代謝等情況下，生物體體內及體外蛋白質的差異表

現變化，從找出的定量結果可以讓我們知道許多有

用的資訊，如生物體對不同藥物的反應作用、體內

生理訊息的傳遞途徑及疾病的致病原因等，其中最

熱門的主題，便是生物指標 (biomarker) 的尋找。

有數種協助研究者定量的工具或是質譜儀的技

術，其中同位素 (isotope) 標定法是可直接以質譜偵

測之離子訊號進行定量分析。同位素的標定依反應

的階段不同分成兩大類：體內標示 (in vivo labeling)

與體外標示 (in vitro labeling)。體內標示以細胞培

養為例，通常會在培養初期加入含同位素的培養基

質如氮 14 (14N) 和氮 15 (15N )(15) (如圖 19 所示)，之

後給予不同的刺激或實驗參數，讓相關的蛋白質表

現。最後萃取兩組細胞的蛋白質並等量混合，經純

化、分離與水解消化之後，以質譜儀鑑定蛋白質的

相對強度。在體外標示的部分，有相當多的同位素

標定方法可供選擇，市面上可買到的有 ICAT

(isotope-coded affinity tag)(16)
與 iTRAQ (isobaric tagging

for relative and absolute quantitation) (17)
。本節將介

圖 18. (a) 多重反應監控掃描模式之層析圖，(b) 自圖 (a) 篩選血纖維胜的母離子／子離子對後所得的層析

圖，(c) 自圖(a) 篩選酪蛋白的磷酸化胜的母離子／子離子對後所得的層析圖，(d) 血纖維胜的

MS/MS 圖，(e)  酪蛋白的磷酸化胜的MS/MS 圖(20)
。
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紹本研究團隊自行開發的穩定同位素雙甲基標示，

該技術具有反應完全、快速、試劑便宜等優點。

穩 定 同 位 素 雙 甲 基 標 示 是 藉 由 reductive

amination 反應導入含有氫 (輕；light) 與氘 (重；

heavy) 的甲醛分子與胜之 N 端 (除 proline 外) 及

離胺酸 (lysine, K) 的胺基反應，而接上兩個甲基分

子，使得每一標示點產生 4Da 質量差之同位素

對。Proline N 端只會接上一甲基分子。在質譜儀的

偵測過程中，對照組與實驗組為同一序列的胜，

卻分別標示上含有氫 (輕；light) 與氘 (重；heavy)

的同位素分子而表現出不同的分子量。

圖 20 為不同濃度比例的磷酸化胜標準品

(AEEEIpYGVLFAKKKK) 個別以含有氫與氘的甲

醛分子作標定且混合後，以基質輔助雷射脫附離子

化－飛行時間質譜儀作偵測所得的質譜圖。在圖

20 中有六個濃度比例，其重 (氘) 同位素標定與輕

(氫) 同位素標定的磷酸化胜之濃度比例，由下而

上分別為 0.5、1、1.5、2、5 及 20。從上面括弧中

磷酸化胜的胺基酸序列可以得知，此胜含有四

個離胺酸及一個胜的 N 端，因此有五個會與甲

醛分子進行反應，而接上兩個甲基分子。單一個離

胺酸或胜的 N 端與甲醛分子進行反應後，經重

同位素標定的胜其質量就會比輕同位素標定的多

4 Da，故如果有五個反應位置就有 20 Da。所以由

圖 20 可以看出重同位素標定的磷酸化胜和輕同

位素標定的磷酸化胜雖擁有同樣的胺基酸序列，

但質量卻相差 20 Da。除此之外，由重同位素標定

的胜訊號強度和輕同位素標定的胜訊號強度作

比較，也清楚的反映出兩者磷酸化胜的實際濃度

比例。

從上述內容可以清楚的知道，以穩定同位素雙

甲基標示搭配質譜儀，的確可以直接準確地對胜

作定量的工作，更可以胜的比例回推至蛋白質的

相對含量。現行對特定蛋白質的定量，除了使用同

位素標定外，在串聯式質譜儀的偵測方面，也常會

使用先前所談到的多重反應監控掃描模式，來對有

標定或無標定同位素的胜樣品作相對與絕對定

量，所得的訊號不僅有更好的訊雜比，也擁有更低

的偵測極限。

三、結論

由上述的研究成果得知，質譜儀技術的進步、

分析方法及策略的建立與快速便宜兼準確的定量試

劑，對蛋白質體學的蓬勃發展功不可沒。而研究者

的期盼不外乎三少與一多：更少的樣品 (偵測極

限)、更少的分析時間與更少的人力，卻能得到更

多的可用資訊。近年來質譜蛋白質體分析技術隨著

儀器性能的提升、分析策略的創新與新穎分析材料

的引進已漸趨成熟，質譜儀在蛋白質體的研究中必

能發揮更多的功效，且讓我們拭目以待。
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圖 20.以基質輔助雷射脫附離子化－飛行時間質譜儀對經由穩定同位素雙甲基標示且混合不同濃度比例的

磷酸化胜作偵測，所得的質譜圖與雙甲基標示的化學反應方程式
(21)。
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