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  摘要  对直接流动注射电 喷雾质谱法和 LC - MS 联用电喷雾质谱法测定牛血清白蛋白相对分子 质量的测定结

果进行比对 , 并评估了测定结果的不确定度。直接流动注射法和 LC - MS 联用法测定牛血清白蛋白相对分子质量的

扩展不确定度分别为 20. 8 和 12. 0, LC - MS 联用电喷雾质谱法具 有较小的 A 类不确定 度并且测定 结果的中心 值与

理论值更为接近。两种方法均可以用于相对分子质量在 10000 ～80 000 蛋白质的相对分子质量的测定。
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  相对分子质量是蛋白 质的 基 本参 数 , 当发 现或

鉴定一种蛋白质时 , 首先 要 测定 蛋白 质的相对 分子

质量。常规的蛋白质相对分子质量测定方法主要有

渗透压法、光散射法、超速离心法以及聚丙烯酰胺凝

胶电泳法等 [ 1 ] , 这 些 方法 存在 样 品消 耗 量大 , 精确

度低、易受蛋白质 形 状影 响等缺点。 随着质谱 技术

的飞速发展 , 电喷雾、基体辅助激光解吸 - 飞行时间

等蛋白质相对分子质量质谱测定技术因具有极高的

灵敏度和精确度而在生物、医学 等领 域得到了 广泛

的应用。电喷雾质谱( ESI - MS) 是 20 世纪 80 年代

末发展起来的一种 “软”电 离质 谱技术 [ 2 , 3 ] , 它 不仅

可以测定各种亲水性、疏 水 性及 糖蛋 白的相对 分子

质量 , 也可以直接测 定蛋 白 质混 合物 的相对分 子质
量。笔者探讨了直接流动注射和 LC - MS 联用电喷

雾质谱不同测定模式对蛋白质相对分子质量测定结

果的影响, 并评估了测定结果的不确定度。

1 实验部分

1. 1 主要仪器与试剂

  液 相色 谱质 谱 联 用 仪 : Thermo - Finnigan LTQ
型, 美国热电公司 ;
  漩涡混合器: MS2 型 , 德国 IKA 公司 ;
  移液器 : 法国 Gilson 公司;
  天 平: ME235S 型, 感 量 0. 01 mg, 德国 Satorius
公司 ;
  乙腈: 色谱纯 , 德国 Merck 公司;
  甲酸: 分析纯 , 北京化学试剂公司 ;
  牛血清白蛋白 : 北京拜尔迪生物技术有限公司 ;
  咖啡因 : 分析纯 , 美国 Sigma - Aldrich 公司 ;
  MRFA 四 肽 : 纯 度 为 98 . 5 % 。 美 国 Research
Plus, INC 公司;
  Ultramark 1621: 质谱 专用 , 分子量为 2 120。美

国 Alfa Aesar 公司。

  实验 用水 : 超纯水 , 经 Millipore 纯水 系统纯 化 ,
电导率达到 18. 2 MΩ. cm;
1. 2 牛血清白蛋白样品溶液的配制

  用 0 . 1% 甲酸溶液将经过脱盐的牛血清白蛋 白

配成 0. 2 mg / mL( 约 3 ×10 - 6 mol / L) 的溶 液用 于 流

动注射分析。用于 LC - MS 分析的牛血清白蛋白 样

品中不含有甲酸 , 直接用超纯水配制。

1. 3 质谱条件

  ( 1) 流动注射分析的质谱条件

  喷雾电压 : 4. 5 kV; 鞘气 压力 : 138 kPa; 辅 助 气

流速: 1. 7 L /min; 毛细管温 度 : 350℃ ; 扫描范围 : 500
～2 000; 正离子模式检测。

( 2) LC - MS 联用分析的质谱条 件 鞘气压力 :
345 kPa; 辅助气 流速 : 3. 3 L / min, 其 它条件与 流 动

注射分析时的条件相同。

1. 4 色谱条件

  每次进样 10 μL, 采用 Aglient 300SB - C1 8 液 相

色谱柱进行梯度洗脱 , 在 5. 5 min 内水 - 乙腈( 体 积
比为 80∶20, 分 别 含有 0. 1% 的甲 酸 ) 变 成 100 % 的

乙腈( 含有 0. 1 % 的甲酸 ) , 流速 0. 4 mL / min 保持 25
min, 柱温控制在 25. 0℃。

1. 5 质谱仪质量轴的校准

  按 Thermo - Finnigan LTQ 仪器说明书配制含 有

咖啡因、MRFA 四肽和 Ultramark 1621 的质量轴校准

液并完成质量轴的校准。
1. 6 牛血清白蛋白相对分子质量测定

  ( 1) 流动注射测定

  用 250 μL 微量注射器吸取蛋白质样品 , 设定流

  收 稿 日 期 : 2006-10-14

02 化 学 分析 计 量 2007 年 , 第 16 卷 , 第 1 期   



速 5 μL /min, 按 1. 3 质谱条件 采 集质 谱信号 , 采集

时间 2 min。

  ( 2) LC - MS 测定

  按 1. 3 和 1. 4 中的质谱条件和色谱条件采集总

离子流信息。

1. 7 蛋白质样品相对分子质量解析

  由流动注射或 LC - MS 分析得到的多电荷谱图

经 ProMass 软件去卷积后得到样 品相对 分子 质量信

息。

2 结果与讨论

2. 1 直接流动注射分析结果

  将 2 min 内采 集到的 质谱 信 号进 行 平均 , 得到

牛血清白蛋白的多电荷谱图, 如图 1 所示。

图 1  流 动 注 射 后 形成 的 牛 血 清 白 蛋白 多 电 荷 谱 图

  经 Promass 软件去卷积 处理 后可求 得样 品中牛
血清白蛋白的相对分子质量。5 次重复 测定 结果列

于表 1 。
表 1 牛 血清白 蛋白相对分 子质量 流动注射测 定结 果

测 定值 平 均值 变 异 系 数

66 474. 7  66 472 . 0  66499 . 2
66 472 . 5  66 445 . 3 66 472 . 7 0 . 03%

2. 2 LC - MS 联用分析结果

  ( 1) 鞘气压力对质谱信号的影响

  在使用 LC - MS 方法测定蛋白质相对分子质量

时, 由于流动相的流速较高并且没有分流, 鞘气的压

力直接影响雾化程度和电 喷雾 离 子化 的效率 , 进而

影响质谱信号的强度和分辨率。为了得到较好的电

喷雾信号, 首先考察 鞘气 压 力对 去卷 积后质谱 信号

强度的影响 , 由鞘气压力对质谱信号强度曲线可知 ,
随着鞘气压力的增加, 质谱信号的强度也随之增大 ,
当鞘气压力达 到 345 kPa 后随鞘 气流 速 的增 加, 信

号强度增加变得缓慢, 说明当鞘气压力达到 345 kPa
时, 样品已经基本完全雾化和离子化, 所以鞘气压力

选择为 345 kPa。

  ( 2) LC - MS 谱图

  图 2 为 LC - MS 联用测定牛血清白蛋白的相对

分子质量的谱图。在 1. 4 的色 谱 条件 下 , 牛血 清白

蛋白的出峰时间为 11 min, 将多电荷 的质 谱图 去 卷

积以后可以得到蛋白质的相对 分子质量。5 次重 复

样品测定结果列于表 2 。

a— 液 相 色 谱图 ; b—质 谱 图

图 2  LC - MS 联 用 测 定 牛 血清 白 蛋 白 相 对 分 子 质 量 的谱 图

表 2  牛 血清白 蛋白相对分子质 量 LC - M S 联用测 定结果

测 定 值 平 均 值 变 异 系 数

66 441 . 7  66 439 . 2  66 441 . 566 440 . 2  66438 . 5 66 440 . 2 0 . 002%

  比较直接流动注射和 LC - MS 联用 5 次测定 蛋
白质相对分子质量的变异系数可以看出 LC - MS 方

法具有更低的变异系 数 , 这 主要是因 为在 直接 流 动
注射分析时样品中残留的缓冲盐以及少量的多肽等

杂质可能与牛血清白 蛋白形成加 合物, 从 而使 得 牛
血清白蛋白的相对分子质量发生改变; 而在 使用 LC
- MS 联用测定蛋白质相对 分子质量 时由 于经 过 了
色谱柱的充分分离和 脱盐, 杂质对相 对分 子质 量 测

定的影响也就大大降低了。所以使用 LC - MS 测 定
牛血清白蛋白相对分子质量在精密度方面优于直接

流动注射分析法。经 过检索数据 库 , 根据 牛血 清 白
蛋白的氨基酸序列计算出牛血清白蛋白的理论单同

位素相对分子质量为 66 389 . 9, 以此 作为衡量 方 法
准确度的依据 , 计算出直接流动注射分析法 和 LC -
MS 法测定牛血清白蛋白相 对分子质 量的 相对 误 差
分别为 0 . 1% 和 0. 08% , 由此 可见 LC - MS 测 定 牛

血清白蛋白相 对 分子 质量 的 准确 度 优于 流动 注 射
法。

2. 3 相对分子质量测定结果的不确定度评定

2. 3.1  A 类不确定度评定

  相对分子 质量测 定结果 的不 确定度 包 括 A 类
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不确定度和 B 类不确定度 [ 4 ] , A 类不确定度通 过实

验结果统计的 标准 偏差 进行表 征
[ 5 ] , ( 1 ) 、( 2) 式分

别为流动注射 模式 和液质 联用 模 式 A 类不 确 定度

计算公式:
uA , F L = 19 . 1

5 = 8 . 55 ( 1 )

uA , L C - M S = 1 . 4
5 = 0 . 63 ( 2 )

2. 3. 2  B 类不确定度评定

  ( 1) 仪 器常数 引 起的 质荷比 测定 不确定 度, 它

表示仪器对同一离子质荷 比测 定 的偏 差范围 , 根据

LTQ 对 MRFA 多肽相对 分子质量 测定 的重复性, 该

值估计在 ±0. 2, 按 矩形 分 布计 算 标准 不确 定 度为

0. 2 / 3 =0. 12。

  ( 2) 校准物相对分子质量的不确定度
  在质量轴的校准过程 中, 使用了咖 啡因、MRFA
四肽和 Ultramark 1621 三 种质 量 轴校 准 品, 以 咖啡

因为例 , 化学式为 C8 H1 0 N 4 O2 , 各 元素最 大丰 度同位

素的原子量及不确定度分别为 :
  1 2 C: 12( 定义值 )
  1 H: 1. 007 825 0319 ±0. 000 000 000 6
  1 6 O :15. 994 914 622 3 ±0. 000 000 002 5
  1 4 N :14. 003 074 007 4 ±0. 000 000 001 8
  所以咖啡因相对分子质量的不确定度为 :

u c a f fe in = ( 10 × u H / 3 ) 2 + ( 4 ×u N / 3 ) 2 + ( 2 ×u O / 3 ) 2

= ( 10 ×6 ×1 0 - 1 0 / 3 ) 2 + ( 4 × 2 . 5 ×10 - 9 / 3) 2 + ( 2 ×1 .8 ×1 0 - 9 / 3) 2

= 6. 3 ×10 - 9

  同 理可以计 算 出 MRFA 四 肽相对 分子 质 量的

不确定度为 uM R F A = 8. 8 ×10 - 8 , Ultramark 1621 没有

提供结构式 , 因此其 相对 分 子质 量的 不确定度 估计

为 uU l tr a m ar k = 1 . 0 ×10 - 7
。所 以校 准品 相对分子 质量

的总不确定度为:
u C a l ib ra t o r = u c af fe i n

2 + u M R F A
2 + u U lt ra m a rk

2

= ( 6 . 3 ×10 - 9 ) 2 + ( 8 . 8 ×10 - 8 ) 2 + ( 1 . 0 ×10 - 7 ) 2

= 1 . 3 ×10 - 7

  校准物相对分子质量的不确定度远远超出了质

谱仪的质量分辨能力, 可以忽略不计。

  由校准品相对分子质量不确定度和仪器常数引

入的质荷比测定不确定度合成后的总不确定度为:
u′M = ( 1 . 3 ×10 - 7 ) 2 + 0 . 12 2 = 0 . 12

  由蛋白质相对分子质量的基本计 算公式 m /z =

( M + n) /n , 可以推出 :
M = n ×( m /z ) - n ( 3 )

式中: m / z———是多电荷离子的质荷比;
M———蛋白质的相对分子质量 ;
n———多电荷离子所带的电荷数。

  由质荷比不确定度引入的相对分子质量测定不
确定度可以表示为:

uM = 5M
5( m /z ) u′M

  在实验条件下, 牛血清白蛋白平均带有 50 个 电

荷 , 由此可以计算得到 :
uM , F L = 50 ×0 . 12 = 6. 0

uM , L C - M S = 50 ×0. 12 = 6. 0
  ( 3) 由溶液浓度、温 度、湿度等引入的测量不 确
定度忽略不计。

  ( 4) 合成不确定度

u F L = 8 . 552 + 6. 02 = 10. 4
u L C - M S = 0. 63 2 + 6. 0 2 = 6. 0

  取包含因子 k = 2 , 则扩展不确定度:
U FL = 10. 4 ×2 =20. 8

UL C - M S = 6. 0 ×2 = 12. 0
  因此直接流动注射和 LC - MS 联用电喷雾质 谱

法测定牛血清白蛋白相对分子质量的结果可以分别

表示为 : 66 472. 7 ±20. 8 和 66 440 . 2 ±12. 0。

3 结语

  直接流动注射和 LC - MS 联用电喷雾质谱方 法

都可以用来测定牛血清白蛋白的相对分子质量。但

LC - MS 联用电喷雾质谱法 与直接流动注射电喷 雾

质谱法相比具有较小的 A 类 不确定 度, 测定结果 的

中心值与理论值更为 接近, 是一种更 好的 蛋白 质 相

对分子质量测定方法。该方法可以用于相对分子质

量在 10 000 ～80 000 蛋白质相对分子质量的测定。
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泡时红茶和绿 茶 茶 水 中铜 的 浸 出 率仅 为 2. 97 % 和
4. 86% , 而 在 1 00℃ 冲 泡 时 铜 的 浸 出 率 达 到 了

13. 62% 和 17. 91% 。 红 茶 和 绿 茶 茶 水 中 锌 的 含 量

也是随温度的升 高而增大。铅、铜、锌 3 种重金属 元

素在各个温度下 的浸出率由大到小的顺序为铅、铜、
锌。

2. 5 浸泡时间对重金属元素浸出率的影响

  不同浸 泡时 间 下 铅、铜、锌 的 浸 出 率如 图 2 所

示, 红茶和绿茶两 种茶水中铅、铜元素的含量 30 min
前上升 快, 但 30 min 后 曲线 趋 于平 缓, 锌元 素 浸 泡

10 min 后浸出率 基本不变。
3 结论

  ( 1) 在 常规 的 泡茶 条 件 下, 茶 叶 中 铅、铜、锌 的
浸出率随浸泡次 数的增多而减少, 30 min 前随浸 泡

时间的延长而增 大。
  ( 2) 以 人们 通 常 的饮 茶 习惯, 采用 沸 水 冲 泡 茶

叶, 冲泡时间为 10 min, 则茶水中铅、铜、锌的含量分
别为 6 . 8 、36. 8 、20. 8 ng /mL 左右。我国生活饮用 水

卫生标准 GB 5749 - 1985 规定铅、铜、锌 3 种金属元

图 2 不同浸 泡时 间下铅 、铜 、锌 的浸 出率

素的限量 标 准 分别 为 50、1 000、1 000 ng / mL [ 4 ] , 因

此, 茶水中的铅、铜、锌含 量 远远 低 于 我国 饮用 水 标
准, 符合饮用水标准的要求。
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EXTRACTION RATE OF HEAVY METAL ELEMENT IN TEA
Xu Jie, Ye Zhixiang, Zhang Li, Yang Yingchun, Xiao Ying

( Dep artment of Environment T echnology, Chengdu U niver sity of Information Technology , ChengDu 610225 , China)
  ABSTRACT  The contents of lead, copper, zinc in the bl ack tea and green tea were determined by fla me atomic absorption
spectrometry. The e xtraction rate of tea was studied by changing the dip degree, dip time and dip temperature. The result showed that
the extraction rate of Pb, Cu, Zn in tea was increased with dip temperature and dip time( before 30 min) , and decreased with dip de-
gree.

KEYWORDS  flame atomic absorption spectrometry, tea, heavy metal element, extraction rate
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DETERMINA TION OF BOVINE SERUM ALBUMIN RELATIVE MOLECULAR MA SS BY ELEC-

TROSPRAY MASS SPECTROMETRY AND EVALUTION OF UNCERTAINTY OF MEASUREMENT
Wu Liqing,  Wang Jing

( National Institut e of Metrology, P. R. , Beijing 100013, China)
  ABSTRACT  The molecular weight of bovine serum albumin was measured by both direct injection electrospray MS method and
LC - MS method. The uncertainty of the result was evaluated in detail. It showed that the expand uncertainty of the result by direct in-
jection method and LC - MS method wer 20. 8 and 12. 0 respective ly. The result of LC - MS method showed smal ler type A uncertainty
and was much neare r the theoretical molecular weight compared w ith that by direct injection method. Both methods can be applied in
relative molecular mass determination of protein ranged from 10 00 0 - 80 000.

KEYWORDS  electrospray, mass spectrometry, protein, relative molecular mass, uncertainty

海洋地质国家重点实验室( 同济大学) 顺利通过验收
  科技部基础研 究司 组织以 秦蕴珊 院士为 组长的 专家 组

在同济大学对海洋 地质国家重点实验室的建设进行了验收。

  海洋地质国家 重点实验室是科技部 2005 年 3 月正式 批

准立项建设的 22 个 国家重点实验室之一。实验室根据国 家

海洋战略需求与学科发展前沿趋势 , 围绕 海洋及相邻陆区 的

环境演变与海底资源的 总目标 , 通过 研究 方 向、学术 目标 和

研究重点的进一步凝练 , 形成了“古 海洋 学 与古环 境研究 ”、

“大陆边缘演化与海洋 沉积学 研究”、“海 底资 源研 究”、“深

海生物地球化学研究”等四个研究方向。 ( 志)
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