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鸡蛋中三聚氰胺的表面解吸常压化学电离串联质谱法成像
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摘 要 以表面解吸常压化学电离 ( SDAPC I)串联质谱中获得的三聚氰胺特征碎片离子 ( m /z 85)为探针,对

熟鸡蛋切面进行二维质谱扫描,用不同颜色表示三聚氰胺信号强度的高低, 获得了熟鸡蛋切面中三聚氰胺的

质谱影像。三聚氰胺的空间分辨率达 0. 06 mm2,最小采样面积占成像面积的十万分之五。图像表明, 绝大部

分三聚氰胺 ( > 99. 8% ) ,分布在蛋清中, 但分布不均匀;而蛋黄中基本不含三聚氰胺。
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1 引 言

质谱学方法是一种同时具备高特异性和高灵敏度的普适性方法, 而利用新兴质谱技术在无需任何

样品前处理的情况下对生物组织的成像则是当前研究的前沿和热点之一。质谱成像属于分子成像技术

之一, 可以对样品 x、y、z三维方向顺次进行质谱扫描, 获得各点的质谱数据,然后用不同颜色代表某一

探测组分含量的高低,按其空间位置作出质谱影像图。显然, 采样点的面积越小, 表明影像图的空间分

辨率越好;质谱强度分辨率越高,则需要的颜色种类越多。与常规的光谱影像不同, 质谱能够对特定的

某一化学成分进行成像,甚至获得超低含量组分的空间分布信息, 提供其它方法无法获得的丰富的分子

层次的影像信息,对生物医学研究具有重要意义。常用于成像的质谱技术是基体辅助激光解吸电离质

谱 (MALDI MS)
[ 1, 2]

,但一般在真空下进行。利用电喷雾解吸电离质谱 ( DESIM S)
[ 3 ~ 5]
可在常压下对生

物组织成像,但一般利用一级质谱信号进行。本实验采用自行研制的表面解吸常压化学电离 ( SDAPC I)

源
[ 6~ 10]

具有较高的灵敏度,能够在串联质谱中获得痕量待测物的特征离子,从而可以排除采用一级质

谱信号成像可能存在的干扰。

在采用光谱和质谱技术对食品中三聚氰胺的快速检测
[ 11]
研究过程中发现三聚氰胺与蛋白质具有

特殊的亲和作用。本实验首次采用 SDAPC IM S /M S中三聚氰胺的特征碎片为信号,在无需样品预处理

条件下获得了鸡蛋切面的三聚氰胺分布影像, 结果发现鸡蛋中三聚氰胺都集中分布在蛋清中。

2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

SDAPC I离子源:实验室自制
[ 6~ 10]

, 配有可控温解吸气加热装置, 解吸气出口喷嘴直径为 0. 1 mm,

其中的放电针直径为 0. 05 mm, 空间分辨率约为 0. 25 mm 0. 25 mm。LTQ XL增强型线性离子阱质谱

仪,配有 Xcalibur数据处理系统:美国 Finnigan公司。三聚氰胺:分析纯, 天津博迪化工有限公司, 使用

时配制成 10. 0 m g /kg水溶液备用。鸡蛋样品购于某地超市, 常规方法煮熟后冷却, 去壳后切成厚约

5 mm的切片,备用。

2. 2 实验方法

设置 SDAPC I离子源为正离子检测模式, 质量范围为 50~ 220 Da, 电离电压为 3. 0 kV,离子传输管

第 37卷

2009年 3月

分析化学 ( FENXIHUAXUE) 研究快报

Ch inese Journa l o f Ana ly tica l Chem istry

第 3期

315~ 318



温度为 275 ;解吸气 ( N2 )气压为 0. 2 M Pa, 从装有水的锥形瓶通过, 以 为 30角喷出, 解吸气温度为

200 。实验时小心地将鸡蛋切片置于具有三维调节功能的样品台上, 使解吸气出口到测定点距离为

1~ 2 mm,测定时线性地改变样品台位置,每间隔 0. 25 mm采集一次数据。二级质谱记录时间为 10 s,

选定离子的隔离宽度为 1. 6 Da, 碰撞能量为 36% ,其它条件系统自动优化。记录各采样点对应二级质

谱中 m /z 85碎片离子净响应信号的平均值,将各点数据 ( z值 )按其相应空间坐标位置 ( x, y )输入 Exce l

工作表中,由 Excel软件作出三维曲面图,设置视图格式为 90仰角,即获得影像图。

3 结果与讨论

3. 1 鸡蛋中三聚氰胺的定性鉴定

按拟定实验方法对生鸡蛋清进行质谱检测,在一级质谱中发现了质子化的三聚氰胺 (m /z 127), 其

二级质谱中存在特征离子 m /z 110、85、68和 60等碎片 (如图 1所示 ) ,与文献报道一致
[ 11]

,表明蛋清中

存在三聚氰胺。但是,鸡蛋黄的一级质谱虽然有疑似信号 (m /z 127), 但在二级质谱中无法获得 m /z 85

图 1 含有三聚氰胺的鸡蛋的一级质谱和质子化三聚氰胺 ( m /z 127)的

二级谱图

F ig. 1 Surface desorption a tm ospher ic pressure chem ical ioniza tion( SDAP

C I) M S spectrum o f am e lam ine ta in ted egg sam ple, the inset show s theM S /

M S spectrum o f ions detected atm /z 127

和 68等信号。因此, 表明鸡蛋黄中

不含有三聚氰胺
[ 12]
。熟鸡蛋质谱鉴

定结果与生鸡蛋结果一致。

采用二级质谱中碎片离子 m /z

85的信号强度为指标, 对各个实验

参数进行了系统优化。值得注意的

是,离子源出口到样品测定点最佳距

离为 1~ 2 mm。距离太近信号不稳

定,太远则影响空间分辨率。在实验

条件下可获得的空间分辨率为

0 06 mm
2
, 这可能与所用的喷嘴孔径

较小和气体压力较低有关。解吸气

体的温度的控制也很关键,温度低于

50 时信号强度显著下降; 而高于

250 也引起三聚氰胺和蛋白质等

热解, 导致信号强度降低。

3. 2 三聚氰胺在熟鸡蛋切面的质谱影像

按实验方法获得的熟鸡蛋切面 (近似圆形,半径为 19. 9 mm, 面积约 1244 mm
2

)上三聚氰胺的质谱

影像见图 2b。由图 2可见,鸡蛋的质谱影像呈现出与鸡蛋切面类似的轮廓,二者的尺寸和形状完全一

致。但是,质谱影像与光谱影像 (即照片 )不同,照片中看到的是各种物质反射光谱成像的结果, 无法从

中获得特定物质 (如三聚氰胺 )的空间分布。理论上,质谱影像可以获得各个不同待测物的空间分布,

获得丰富的分子层次的信息,具有常规光谱成像 (如照相 )难以比拟的优点。本实验通过二级质谱屏蔽

了其它非三聚氰胺信号。因此,图 2b中的质谱影像仅仅是三聚氰胺在鸡蛋中的分布情况。图 2表明虽

然肉眼或普通的照片无法展现,但三聚氰胺在鸡蛋中分布极不均匀,一枚鸡蛋中的三聚氰胺几乎都集中

在蛋白中,占三聚氰胺含量的 99 8%以上。蛋白区的主要成分是各种蛋白质。三聚氰胺中含有多个氨

基,能够通过形成很强的氢键等与不同的蛋白质相互作用,当蛋白质的空间构象合适时,甚至形成多个

结合位点,导致难以在常温下将三聚氰胺从蛋白中解吸出来。显然, 鸡蛋中含有多种不同的蛋白质, 这

些蛋白质与三聚氰胺的结合能力不一定相同。质谱影像表明,三聚氰胺在蛋白中分布不均匀,煮熟后蛋

白内外表面的三聚氰胺含量相对较低,蛋白中间部分三聚氰胺含量升高,而且蛋白层越厚其中间部分的

三聚氰胺含量越高 (如影像中上部 )。从图 2a中可以看出,在蛋黄区的中心部分, 有些微微泛白的区域

(对应于胚胎发育的脐带部分 ), 表明该区域含有部分蛋白。在质谱影像中, 蛋黄区基本不含三聚氰胺,

但只有在微微泛白的蛋黄中心区可检测出很弱的信号。此外, 从质谱影像中还看到三聚氰胺有聚集分
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布的现象,导致三聚氰胺的相对含量差异达到 3个多数量级。显然,鸡蛋在熟化过程中经历了蛋白质变

性等复杂的物理化学变化,这可能削弱部分蛋白质与三聚氰胺的结合能力,导致三聚氰胺局部浓度变

化。与均一的溶液不同,生鸡蛋清中蛋白质本身可能分布不均一, 如果三聚氰胺恰好与该蛋白质具有较

强的选择性相互作用,则同样可能导致三聚氰胺分布不均匀。虽然还需要深入研究才能够对三聚氰胺

的不均匀分布的具体机理等作出合理的解释, 但该质谱影像已经清晰地表明三聚氰胺能够选择性地与

蛋白质发生较强的相互作用。

图 2 鸡蛋切面照片 ( a)及其三聚氰胺分布影像 ( b) (虚线表示质谱影像在鸡蛋中的相应部位 )

F ig. 2 P ic ture( a) and SDAPC IM S /M S im ag ing( b) of an egg conta in ing m e lam ine

空间分辨率 ( special resolu tion) : 0 06 mm2,含量分辨率 ( con tent resolu tion) : 0 9 m g /kg。

实验发现,本方法二级质谱中 m /z 85离子的净信号的测量精度较高,多次测量的相对偏差 RSD为

1. 29% ( n = 6)。在相同实验条件下测定空白值的标准偏差 ( n = 20, = 1. 2), 按 S /N = 3计算本方法直

接测定鸡蛋中的三聚氰胺的检出限为 0. 045 mg /kg。计算表明, 图 2影像中三聚氰胺含量分辨率为

0 9 m g /kg,如果采用专门的绘图软件,其含量分辨率可以显著提高。对所购得的 5个鸡蛋样品取蛋清

按实验方法测定,均检测出三聚氰胺,其含量为 1. 3~ 65. 0 m g /kg。实验中空间分辨率达 0. 06 mm
2
, 而

所用鸡蛋的面积约 1244 mm
2
, 单位采样面积与成像面积的比 ( SIR)为十万分之五。因此, 本工作是迄今

为止的质谱成像中 SIR最小的研究。

初步实验表明,加热解吸气对鸡蛋样品中三聚氰胺的离子化及测定起重要作用, 这可能与三聚氰胺

与蛋白质的强相互作用有关。如进一步减小离子源出口的直径,减少解吸气体的流速,则可以显著减小

解吸气喷在样品上的解吸斑点的大小 (如直径减小到 0. 05 mm ),则可显著提高 SDAPC IM S质谱成像的

分辨率,有望广泛地应用于生物样品的高分辨质谱成像研究。
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ImagingM elam ine in Egg Samples by Surface Desorption A tmospheric

Pressure Chem ical Ionization Tandem M ass Spectrom etry
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ZHANG Xie1, ZHOU Yu Fen1, ZHANG L i L i2, GU H a iW e i1

1 (D epar tm ent of App lied Chem istry, East China Institute of T echnology, Fuzhou 344000)
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Abstract For the f irst t im e, the characteristic fragm ent (m /z 85) of pro tonated m e lam ine generated in

M S /M S spectra reco rded using surface desorption atm ospheric pressure chem ical ion ization m ass spectrom etry

has been em p loyed as a mo lecular probe to im agem e lam ine d istributed in bo iled eggs. W ith a spec ial reso lu

t ion of 0. 06 mm
2
, the im ag ing obta ined in x, y dim ensions v isualized extrem ely uneven distribution o fm e la

m ine in the egg sam ples ( ca. 1244 mm
2

), and m ostm elam ine ( 99. 8% ) w as distributed in egg wh ite reg ion.

The ratio of the un it sam pling area to the im ag ing area achieved w as less than 50 ppm.

Keywords Surface desorption atmospheric pressure chem ica l ion izat ion, tandem m ass spectrom etry, im ag ing,

m e lam ine, egg
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陈焕文课题组的 鸡蛋中三聚氰胺的表面解吸常压化学电离串联质谱法成像 一文, 首次证实了

SDAPC IM S成像技术的可能性,并且获得了较好的空间分辨率;首次观测到三聚氰胺在鸡蛋中的分布,

证明三聚氰胺与蛋白质具有较强的选择性相互作用,导致三聚氰胺全部分布在蛋清中。这些结果不仅

对质谱技术的发展具有重要的推动作用, 也可能促进三聚氰胺的生物效应研究。该论文从 2009年 1月

20日收稿到发表仅用了 49天!
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