
DOI: 10. 3724 / SP. J. 1096. 2013. 20952

新型电喷雾萃取电离质谱法快速标靶分析氨基酸
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摘摇 要摇 将新型电喷雾萃取电离源(EESI)和 LTQ XL 质谱仪耦合, 在无需样品预处理情况下,建立了多种不

同极性氨基酸的快速检测方法。 新型 EESI 源优化后,检测模式为正离子模式,电离电压为 4.0 kV,离子传输

管温度 150 益,喷雾气压为 1.0 MPa。 碰撞诱导裂解(CID)实验时,母离子隔离宽度 1.5,碰撞能量 17% ~

25% 。 本方法单个样品测定时间小于 0.5 min,对多种氨基酸的检出限为 0.14 ~ 26.2 滋g/L,且具有较宽的线性

范围。 直接检测复杂基体尿液中的丝氨酸和精氨酸时,平均回收率为 82.6% ~ 105.6% ,测定结果的相对标准

偏差(RSD)为 2.2% ~ 11.4% 。 本方法分析速度快,灵敏度高,基体影响小,适用于大量样品快速检测。
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1摇 引摇 言

随着生命科学研究的深入,人们发现生物小分子不仅是基因和蛋白的底物和终端产物,同时也可作

为指示和感受生物状态变化的标记物,它们通过与细胞内各种生物分子的相互作用调控着各种生理病

理过程[1 ~ 3]。 在众多生物小分子中,氨基酸是重要的成员之一。 氨基酸是构成肽和蛋白质的基本单位,
同时也在一些疾病的发生和发展中扮演着至关重要的角色[4,5]。 Jain 等[6] 发现,最小的氨基酸(甘氨

酸)是与肿瘤细胞增殖率相关的重要代谢产物。 Asiago 等[7]采用谷氨酸、组氨酸、脯氨酸、酪氨酸作为代

谢标记物,成功地早期预测了乳腺癌的复发。 因此,氨基酸的检测能为生物学研究提供一定的前期基

础,并对一些疾病的风险评估具有重要的借鉴意义。
近年来,对氨基酸的测定方法有 GC鄄MS 法[8]、LC鄄MS 法[9,10]、CE 法等[11 ~ 14]。 这些方法通常需要预

处理,繁琐而费时,难于实现对大量样品的快速检测。 电喷雾萃取电离质谱(EESI鄄MS)是一种新型的常

压环境电离质谱方法(Ambient mass spectrometry),它的最大优点在于能在无需预处理条件下对复杂基

体样品直接进行质谱检测[15 ~ 17]。 本研究首先改进了 EESI 电离源,采用半封闭长方体构造,使之具有专

门的管道排出实验中的废液和废气,提高实验的稳定性和安全性。 不同极性氨基酸标准品被用来表征

和优化 EESI鄄MS 检测平台,利用此平台直接进行复杂基体样品(尿液)中氨基酸检测。 结果表明,EESI鄄
MS 检测氨基酸时具有分析速度快、灵敏度高、基体影响小等特点,适宜用于大量样品的快速检测。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

EESI 离子源[15 ~ 17]如图 1 所示,为满足实验的高安全性和高稳定性要求,同时确保 EESI 电离源的

灵活可调性,实验设计并制造了 EESI 与质谱仪的半封闭接口。 新型 EESI 离子源上下表面均有管道,分
别排出无用的气体和液体,接口的高度可根据仪器尺寸调节。 在提供充分电离空间的前提下,接口的材

料对质谱信号没有明显影响。 LTQ鄄XL 型线性离子阱质谱仪(美国 Finnigan 公司),配有 Xcalibur 数据

处理系统。
甲醇(色谱纯,美国 TEDIA 公司);氨基酸标准:脯氨酸、丝氨酸、天冬酰胺、异亮氨酸、谷氨酰胺、天
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冬氨酸、谷氨酸、赖氨酸、精氨酸、组氨酸、亮氨酸、丙氨酸、缬氨酸、色氨酸、酪氨酸、苏氨酸、甘氨酸、甲硫

氨酸、苯丙氨酸(分析纯,上海蓝季科技发展有限公司);实验室用水为二次蒸馏水。

图 1摇 新型 EESI 离子源装置图(A)和新型 EESI 离子源示意图(B)
Fig. 1摇 (A) Extraction electrospray ionization (EESI) ion source, and (B) the schematic diagram of the EESI ion
source

2. 2摇 实验条件

设置 EESI鄄MS 为正离子检测模式,电离电压为 4. 0 kV,离子传输管温度 150 益;鞘气为氮气(纯度

99. 999%);喷雾气压为 1. 0 MPa;萃取剂: 甲醇鄄水(1颐1, V / V)流速 5 滋L / min;样品流速 5 滋L / min。 CID 实验

时,扫描时间 0. 5 min,母离子隔离宽度 1. 5,碰撞能量 17% ~25%;其它条件由 LTQ鄄XL鄄MS 自动优化得到。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 新型 EESI鄄MS 条件的优化

EESI 拥有独特的设计,两个喷雾口沿着一定的角度和距离对着质谱仪的入口,其间形成离子鄄分子

碰撞区 /电离区(图 1)。 样品分子在一个较大的三维空间中通过萃取和能量 /电荷转移等过程被离子

化。 考察了离子源与质谱仪之间的距离(a 和 b)对质谱信号的影响。 以精氨酸(C6H14N4O2,Arginine)
质子化失去质量数 59(NH=C(NH2) 2)得到碎片离子 m / z 116 为例,在最佳角度(琢= 150毅, 茁 = 60毅)下,
当 a 的距离为 4 ~ 5 mm,b 的距离在 1 mm 之内(图 2),EESI 离子源能形成较好的离子鄄分子碰撞区,离
子化效果明显,信号强度大。 因此,本实验选择 a=5 mm,b=1 mm。

图 2摇 (A)图 1 中距离 a 对精氨酸碎片离子信号强度的影响,(B)图 1 中距离 b 对精氨酸碎片

离子信号强度的影响

Fig. 2摇 (A) Effects of the distance a in Fig. 1 to the signal intensity of arginine detected by EESI鄄
MS / MS, and (B) effects of the distance b in Fig. 1 to the signal intensity of arginine detected by
EESI鄄MS / MS

3. 2摇 氨基酸的 EESI 串联质谱分析

在直接检测复杂样品中目标化合物时,一般需要通过串联质谱排除假阳性结果。 为此,以精氨酸
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(C6H14N4O2,Arginine)为例,其分子量为 174。 在二级质谱中,质子化分子离子(m / z 175)失去质量数为

17(NH3)和 18(H2O)的碎片分别产生 m / z 158 和 157 的质谱峰,同时[M+H] + 也可以丢失质量数为

45(NH3+CO)和 59(NH=C(NH2) 2)的碎片得到 m / z 130 和 116 的质谱峰,而 m / z 116 的碎片离子峰进

一步失去质量数 46(H2O+CO)的碎片得到 m / z 70 的离子峰(图 3)。 取健康成年人的尿液,用蒸馏水稀

释 100 倍进行检测,能够检测到信号峰 m / z 175,并且在 MS / MS 谱图中观察到主要特征离子 m / z 158,
157, 130 和 116,因此可以判断该样品中含有精氨酸(图 4)。 以上结果与文献[18]一致,证明 EESI鄄MS
能检测并鉴定多种氨基酸(表 1 列出了 10 种典型氨基酸的 EESI鄄MS / MS 谱图的主要特征)。

摇 图 3摇 精氨酸的 EESI 质谱图,插图为 m / z 175 的二级串

联质谱图

Fig. 3摇 EESI鄄MS spectrum of arginine
The inset shows the EESI鄄MS / MS spectrum of arginine

摇 图 4摇 尿液稀释 100 倍的 EESI 质谱图像,插图为精氨

酸 m / z 175 的二级串联质谱图

Fig. 4摇 The EESI鄄MS spectrum of a human urine sample
(diluted 100 times)
The inset shows the EESI鄄MS / MS spectrum of arginine

表 1摇 10 种典型氨基酸的 EESI鄄MS / MS 谱图的主要特征
Table 1摇 Summary of the EESI鄄MS / MS spectra for 10 typical amino acids

No. 氨基酸
Amino acid

分子量
MW

质子化分子量
[M+H] +

碰撞能量
Collision energy

(% )

碎片离子
Fragments
(MS / MS)

1 赖氨酸
Lysine 146 147 19

84[M+H-CO-H2O-NH3] +

130[M+H-NH3] +

129[M+H-H2O] +

2 脯氨酸 Proline 115 116 19 70[M+H-CO-H2O] +

3 组氨酸 Histidine 155 156 22 110[M+H-CO-H2O] +

4 谷氨酰胺
Glutamine 146 147 22

101[M+H-CO-H2O] +

130[M+H-NH3] +

5 精氨酸
Arginine 174 175 22

116[M+H-NH=C(NH2) 2] +

130[M+H-NH3 -CO] +

70[M+H-NH=C(NH2) 2 -H2O-CO] +

158[M+H-NH3] +

157[M+H-H2O] +

6 异亮氨酸
Isoleucine 131 132 22

69[M+H-CO-H2O-NH3] +

86[M+H-CO-H2O] +

115[M+H-NH3] +

7 丝氨酸
Serine 105 106 21

60[M+H-CO-H2O] +

88[M+H-H2O] +

8 天冬酰胺
Asparagine 132 133 19

87[M+H-CO-H2O] +

116[M+H-NH3] +

9 天冬氨酸
Aspartic acid 133 134 24

88[M+H-CO-H2O] +

116[M+H-H2O] +

10 谷氨酸
Glutamic acid 147 148 25

102[M+H-CO-H2O] +

130[M+H-H2O] +
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摇 图 5摇 10 种典型氨基酸的 EESI鄄MS / MS 标准曲线

Fig. 5摇 Calibration curves of 10 typical amino acids deter鄄
mined by EESI鄄MS / MS
氨基酸序号同表 1(The number of amino acids are the same as
in Table 1)。

3. 3摇 线性范围、检出限和精密度

各种氨基酸分别用蒸馏水配制成浓度 0. 001,
0. 002, 0. 005, 0. 010, 0. 050, 0. 1, 0. 5, 1. 0, 3. 0
和 5. 0mg / L 的标准溶液,按前述实验方法,并在最优

条件下进行 EESI鄄MS / MS 实验。 各氨基酸的每个浓

度测定 6 次,以氨基酸浓度为横坐标,二级串联质谱

获得的信号强度为纵坐标,绘制标准曲线。 线性回

归和相关系数表明这些氨基酸都具有两个数量级以

上的线性范围。 按 S / N = 3,根据 LOD = 3c滓 / S( c 为

标准品浓度,滓 为标准偏差,S 为响应信号强度平均

值)计算检出限[19],所得结果见图 5 和表 2。

表 2摇 多种氨基酸标准品的测定
Table 2摇 Summary of the performance of EESI鄄MS / MS for quantitative detection of amino acids

氨基酸
Amino acid

线性关系
Linear equation

相关系数
R2

线性范围
Linear range
(滋g / L)

检出限
LOD

(滋g / L)
RSD

(% , n=6)

赖氨酸 Lysine y=36. 287+0. 328x 0. 984 10 ~ 1000 3. 5 8. 8
脯氨酸 Proline y=122. 70+0. 233x 0. 980 5 ~ 1000 0. 5 3. 6
组氨酸 Histidine y=32. 540+0. 236x 0. 991 10 ~ 1000 4. 0 4. 6

谷氨酰胺 Glutamine y=43. 234+0. 193x 0. 974 1 ~ 1000 0. 2 4. 6
精氨酸 Arginine y=9. 413+0. 224x 0. 992 10 ~ 1000 3. 4 6. 0

异亮氨酸 Isoleucine y=18. 789+0. 205x 0. 991 2 ~ 1000 0. 4 4. 1
丝氨酸 Serine y=16. 070+0. 114x 0. 985 10 ~ 1000 6. 3 9. 5

天冬酰胺 Asparagine y=11. 752+0. 174x 0. 994 1 ~ 1000 0. 14 6. 3
天冬氨酸 Aspartic acid y=8. 531+0. 033x 0. 980 10 ~ 1000 2. 0 5. 0
谷氨酸 Glutamic acid y=6. 536+0. 021x 0. 999 10 ~ 1000 2. 0 4. 6

甘氨酸 Glycine y=1. 163+0. 0009x 0. 985 100 ~ 3000 26. 2 5. 7
丙氨酸 Alanine y=8. 720+0. 005x 0. 986 50 ~ 5000 6. 9 7. 1
缬氨酸 Valine y=118. 681+0. 073x 0. 994 10 ~ 1000 1. 7 4. 3
亮氨酸 Leucine y=24. 278+0. 181x 0. 986 10 ~ 1000 2. 0 5. 9
苏氨酸 Threonine y=4. 609+0. 006x 0. 982 1 ~ 3000 0. 22 4. 7

苯丙氨酸 Phenylalanine y=20. 910+0. 031x 0. 940 50 ~ 5000 4. 3 4. 0
色氨酸 Tryptophan y=70. 167+0. 024x 0. 995 50 ~ 5000 2. 5 6. 1
酪氨酸 Tyrosine y=23. 33+0. 117x 0. 955 10 ~ 1000 2. 0 5. 5

甲硫氨酸 Methionine y=33. 53+0. 043x 0. 990 50 ~ 5000 7. 0 7. 1

3. 4摇 尿液样品分析

一般健康成人的尿量为 2 L / 24 h,其中尿液中丝氨酸含量平均约为 777 滋mol / 24 h(40827. 47 滋g / L),
精氨酸含量平均约为 26 滋mol / 24 h(2264. 6 滋g / L),具体浓度与多种因素有关,如采集时间、健康状态

等[20]。 将健康成人尿液用蒸馏水稀释 100 倍,本次检测中丝氨酸的本底值为 125 滋g / L,精氨酸的本底值

为 57 滋g / L,其数值均在生理浓度的合理变化范围之内。 样品中分别加入浓度为 100, 300 和 500 滋g / L 丝

氨酸,50, 100 和500 滋g / L 精氨酸,进行回收率实验,测得的含量分别为225. 69(RSD=2. 2%,n=6)、372. 80
(RSD=2. 4%,n = 6)、641. 94(RSD = 5. 2%,n = 6) 滋g / L 丝氨酸;98. 84 (RSD = 11. 4% ,n = 6), 162. 56
(RSD=5. 1% ,n=6)、527. 97(RSD=4. 6% ,n = 6) 滋g / L 精氨酸,加标回收率分别是 100. 7% , 82. 6% ,
103. 4%和 83. 7% , 105. 6% , 94. 2% 。 值得注意的是,每个样品的分析时间均在 0. 5 min 以内。

结果表明,本方法的选择性、准确度和精密度较好,并能够满足对大量样品的快速检测。 因此,本方法

将对一些科研领域,如代谢组学中测定生物复杂样品中氨基酸的含量及其变化,具有一定的积极意义。
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Direct Detection of Amino Acids Using Extractive
Electrospray Ionization Tandem Mass Spectrometry

XU Ning1, ZHU Zhi鄄Qiang1, YANG Shui鄄Ping1, WANG Jiang1, GU Hai鄄Wei*1, ZHOU Zhen2,3, CHEN Huan鄄Wen1

1(Jiangxi Key Laboratory for Mass Spectrometry and Instrumentation,
East China Institute of Technology, Nanchang 330013, China)

2( Institute of Environmental Pollution and Health, School of Environmental and Chemical Engineering,
Shanghai University, Shanghai 200444, China)

3(Guangzhou Hexin Analytical Instrumentation Company, Guangzhou 510530, China)

Abstract摇 A novel method, based on extractive electrospray ionization (EESI) tandem mass spectrometry
(MS), was developed for the direct detection of amino acids in biological fluids with minimal sample pretreat鄄
ment. Based on our previous research, we constructed a new EESI ion source to improve the analytical per鄄
formance and operation safety. We optimized EESI鄄MS conditions using representative amino acid standards.
The reagent solvent (methanol 颐 water =1 颐1) was electrosprayed at 5 滋L / min at high voltage (+4 kV, positive
ion detection mode). The temperature of the heated capillary was optimized to be 150 益 . Collision induced
dissociation (CID) experiments were done by applying 17% -25% of the collision energy to the precursor ions
isolated with a window width of 1. 5 mass / charge (m / z) units. The limit of detection (LOD) of these amino
acids was in the range of 0. 14 – 26. 2 滋g / L, and the linear dynamic range was larger than two orders of mag鄄
nitude. The amino acid concentration in human urine samples was measured by the method, and the average
time for a single sample analysis was less than 0. 5 min. The recovery rates for different concentrations ranged
from 82. 6% to 105. 6% , and the relative standard deviations (RSDs) ranged from 2. 2% to 11. 4% . This
study showed that EESI鄄MS was a powerful tool for the rapid, sensitive, and quantitative detection of amino
acids in complex biological samples.
Keywords摇 Extractive electrospray ionization; Ambient mass spectrometry; Amino acids; Urine
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第十三届应用化学年会组委会第一轮通知

摇 摇 由中国化学会应用化学专业委员会主办,中国科学院长春应用化学研究所承办的“应用化学与社会和谐发展冶第十

三届全国应用化学年会将于 2013 年 8 月 23 ~ 26 日在长春召开,这是中国应用化学界学者的一次盛会。 本届学术会议

旨在促进应用化学的学术交流与发展。 届时来自全国各地的著名科学家及青年学者将汇聚一堂,报道应用化学领域的

最新研究成果,研讨应用化学领域的发展趋势、学科前沿与研究热点。 热诚欢迎各高等院校、科研院(所)以及企事业单

位的科研、工程技术人员和管理人员与研究生踊跃参加。
会议主题: (A)应用化学与环境友好材料; (B)应用化学与绿色储能及转换材料; (C)应用化学与社会安全;

(D)应用化学与化工新材料; (E)应用化学与教育; (F)应用化学企业论谈。
征文要求: (1) 符合会议主题、未公开发表的论文均可应征。 (2) 应征论文请提供 1 ~ 2 页中文摘要,同时接受英文

撰写稿件。 组委会聘请专家对论文进行审核,录用后,将发通知告知作者。 优秀论文将推荐在《应用化学》发表。 (3) 应

征论文请用 E鄄mail 投到《应用化学》编辑部邮箱 yyhxnh@ ciac. jl. cn,投稿时主题中请注明论文所属征文范围(征文领域

编号)。 征文请用 Word 文件保存以便编排收录在光盘中。 版面 24 cm伊16 cm(A4 纸),作图尺寸 8 cm伊6 cm,论文标题用

小二号黑体;作者用小四号仿宋体(报告人用下划线标明),工作单位、邮编及摘要均用小五号宋体,正文均用五号宋体。
(4)摘要首页脚注注明通讯作者职称、电话、E鄄mail 和简介。 收稿截止日期: 7 月 20 日。

联系人:孙智权摇 电话: 0431-85262016, 传真: 0431-85262881摇 E鄄mail: yyhxnh@ ciac. jl. cn
地址: 长春市人民大街 5625 号 中国科学院长春应用化学研究所摇 邮编: 130022
详情请登录 http: / / www. ciac. jl. cn / yyhxnh

第十三届全国应用化学年会组委会

825摇 摇 分 析 化 学 第 41 卷


