


比 ,作用的时间短和激光光束较易集中在一个

极小的区域内 ,使离子在时间上和空间上以一

点源的形式产生 ,因此 ,这一特点可使激光离子

源适合与飞行时间质谱计联用 ,发展成为现在

的激光质谱。

1　激光质谱仪器

激光质谱的工作原理概括如下: [24, 25 ]把被

分析物、基体 (在有些情况下还需适当的盐 )按

一定比例配成溶液 ,涂于探头的表面 ,激光辐照

在混合物上 ,使被分析物形成气相离子 ,并在一

高场作用下引出、加速 ,进入一无电场的漂移

区 ,离子的速度正比于 (m /z )- 1 /2 (m /z为质荷

比 ) ,因此在漂移区中 ,这些不同 m /z的离子分

成一系列离散的、独立的离子束 ,然后撞击在漂

移区末端的检测器 ,产生信号 ,根据到达时间的

不同来检测质量不同的离子。

1. 1　激光离子源

所有的质谱仪器都由进样系统、离子源、质

量分析器和离子检测器 4个部分组成。现在用

于 MALDI离子源的激光有 UV激光 (包括 N2

激光、激发态粒子激光和 Nd-YAG激光 )及 IR

激光等等 ,所用激光的脉冲宽度为 ( 1～ 200) ns。

激光通过一可调的衰减器后 ,经聚焦并通过一

个小孔进入到质谱计中 ,激光焦点的大小和激

光通过样品表面的入射角度并不重要 ,一般情

况下 ,光束斑的直径为 ( 10～ 300)μm、入射角为

30°～ 75°时对所得的信号都没有明显的改变。

可通过移动光轴或移动样品来改变激光照在样

品表面的位置。

对于 M ALDI离子源来说 ,一个关键的参

数是辐照在样品单位面积上的激光光强。 它有

一个临界值 ,即为 1MW /cm
2。 低于此值时 ,离

子的产生极少 ,而过高于此值时不利于分子离

子的产生 ,一般来说 ,最适宜的激光辐照是不大

于该值的 20% ,因此控制激光光强和照在样品

表面光束的均匀度是十分必要的。可通过在激

光光路上放置一可调的衰减器来有效地控制激

光光强。

1. 2　飞行时间质谱计

图 1　 ( a)线性和 ( b)反射式飞行时间质谱计

飞行时间质谱计作为激光质谱的质量分析

部分 ,是一种检测信号为时间函数的质谱计。图

1a为一带有激光离子源的线性质谱计。离子束

是由样品吸收脉冲激光而产生的 ,这些离子由

一平板电极间的静电场加速 ,然后经一无场区

到达检测器。 在这类质谱计中 ,加速电压多为

( 1～ 30) kV ,飞行路径为 ( 0. 1～ 3) m。

图 1b为带有激光离子源的反射式质谱计 ,

这种质谱计在离子飞行路径上有一离子镜 ,即

一组由不同电压组成的电极 ,这时 ,质量相同但

是速度不同的离子在不同时刻进入到离子镜

中 ,其中能量较高即速度较快的离子在偏转前

进入较深 ,因而能和速度较慢的离子同时飞出

一起到达检测器 ,从而可校正由离子能量分布

所造成的对分辨本领的影响 ,提高了分辨本领。

1. 3　离子检测器

离子监测器由转换电极、电子倍增器、放大

器、示波器、记录器等组成。为检测一束质量一

定的分子离子 ,这束分子离子需在一转变电极

上转变为电子或质量低的二次离子 ,然后在电

子倍增器中进行倍增并被检测。从转变电极上

产生的电子或二次离子的产率是被检测离子速

度的函数 [26 ]。由单次激光发射产生的信号可在

一示波器上直接看到 ,而连续的多重的激光发

射产生的信号则可被记录、累加得出信号。因而

多重激光发射可提高信号 -噪声比及峰形 ,进而

提高质谱的测量精度。
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2　基体和阳离子的选择

2. 1　基体的选择

如前所述 ,激光质谱的一个重要特点就是

基体的添加。 基体选择的正确与否是做好一个

谱图的关键。表 1、表 2分别列出了常用于生物

高分子与合成高分子分析中的基体。

激光质谱中基体的作用是:

( 1)吸收激光能量并把能量转移给被分析

物。这样不仅可把能量转移给被分析物使其形

成分子离子 ,还可避免由于过量的能量使被分

析物裂解 ;

( 2)包埋被分析物 ,使被分析物分子之间彼

此隔离 ,避免被分析物分子之间的缔合 ,这种缔

合会导致质量的复杂化 ,以至无法进行解吸 ;

( 3)适当的基体还会通过其分子的光激发

或光离子化作用而把质子转移给被分析物 ,从

而加强被分析物分子离子的形成 [1 ]。

表 1　适用于生物高分子中的基体

基体
适用的

激光波长
应用对象

2, 5-二羟基苯甲酸 266nm 低分子卟啉

337nm 肽

烟酸 266nm 膜蛋白

3-羟基吡啶羧酸 337nm 低聚核苷酸

5-氯水扬酸 266nm 细菌视紫红质、卟吩

337nm 胆固醇脂酶

2-( 4-羟基苯基偶氮 )苯甲酸 337nm 肽、多肽、膜蛋白

2-羟基萘酸 226nm、 355nm 膜蛋白

芥子酸 266nm 蛋白质、T酸糖蛋白

芥子酸 337nm 人体血浆高密度脂

355nm 蛋白未分级混合物、

牛血清蛋白、膜蛋白

T-氰基 -4-羟基肉桂酸 337nm、 355nm 低分子卟啉、

肽、膜蛋白

3, 4-二羟基肉桂酸 266nm、 355nm 膜蛋白

4-羟基 -3-甲氧基肉桂酸 337nm 膜蛋白的非共价

健复合物

对硝基苯胺 355nm 舒缓肌肽、

牛血清胰岛素

肌红蛋白

6-氮杂环 -2-硫代胸腺嘧啶 337nm 膜蛋白

2, 4, 6-三羟基苯乙酮 337nm 膜蛋白

表 2　适用于合成高分子中的基体

基体
适用的

激光波长
应用对象

芥子酸 266nm、 337nm 聚丙烯酸

355nm 磺化聚苯乙烯

266nm PEG及其混合物

2, 5-二羟基苯甲酸 355nm PMM A、 PV Ac

337nm 聚 ( R )-3-羟基丁酸脂

树脂状聚酯

PS、 PMM A

1, 8, 9-蒽三酚 337nm PEG、 PLM A

芳香环状低聚物

树枝状聚醚 , PMM A

反式 -3-吲哚丙烯酸 337nm PS、 PV C、 PV P、 PC

聚 12羟基硬脂酸

　 2-( 4-羟基苯基偶氮 )苯甲酸　 337nm PV C、 PC

邻苯二酚邻苯二甲酸酯

　　 PLM A为聚甲基丙烯酸十二烷酯。

实验结果表明 ,基体与被分析物的分子摩

尔比在 100∶ 1～ 50000∶ 1的范围内对分子离

子的形成都比较合适。另外 ,脉冲激光经基体转

移给被分析物能量的多少同激光光强、基体的

性质、样品的性质及被分析物在样品中的分布

有关 ,因此 ,在基体的选择上主要考虑以下两

点。

( 1)是否能有效吸收光波 ,

( 2)与被分析物是否相容 ,可否能形成稳定

的均相溶液。

目前 ,在基体的选择上还没有一个成型的

理论可遵循 ,其影响因素很多。从表 1中我们可

看到在生物高分子的分析中应用的基体可按其

分子所带有的官能团大体分为 3类:苯甲酸系

列 ,肉桂酸系列和苯胺系列 ,这些基体显然都和

蛋白质等被分析物带有相似的基团 (羟基或氨

基 ) ,因此在适当的激光波长下其成为这些生物

高分子分析中有效的基体。在合成高分子中 ,目

前已被成功分析的样品其分子结构多含芳香结

构 ,因而合成高分子分析中常用的基体也都是

芳香族化合物。由以上分析可看出 ,结构上的相

近是基体选择中的一个重要的先决条件。并且

由于吸收光波属于基体的自身属性 ,因而在基

体的选择上主要考虑基体与被分析物的相容性
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问题 ,可把相似相容原理作为一个规律考虑进

来。例如 , 2, 5-二羟基苯甲酸是极性物质 ,所以

其广泛用于 PEG和 PMM A等极性高分子的

分析中 ,而对于弱极性聚合物如 PS则效果不

好 ,当它们混合时会发生相分离。 而 1, 8, 9-蒽

三酚在适当的阳离子存在下则是 PS等比较有

效的基体。

当然要预先推测一种化合物是否和被分析

物形成均相溶液是困难的 ,这就意味着每种新

基体材料的发现都是一个不断尝试的过程 ,并

且由于高分子的种类繁多 ,所以 ,要为一特定的

高分子寻找适合的基体是一个非常困难的过

程。

2. 2　阳离子的选择

在聚合物的检测中 ,离子化 (或质子化 )是

一个非常关键的过程。 大多数生物高分子是以

质子化的形式被检测的 ,而对于许多合成高分

子来说 ,在其中添加金属盐是一个重要的离子

化途径 ,此离子化的机理尚不十分清楚 ,估计是

在气相中阳离子和聚合物链相碰撞 ,使阳离子

吸附在聚合物中富集电子的区域而形成了分子

离子。

对于特定的化合物来说 ,它与不同的金属

离子显示不同的亲和性 ,也就是说 ,不同阳离子

的添加所起的作用不同。Llenes和 O′Malley
[ 27]

提出了用软硬酸碱理论来解释这一现象。 简单

地说 ,是把中性的聚合物链看作富有电子 (如孤

电子对、芳香 π电子 )的碱 ,而把阳离子看作是

缺电子的酸 ,酸、碱之间的结合在很大程度上依

赖于酸、碱的软硬程度。软碱带有易于接近的价

电子 ,因而很容易与在外层轨道上有大量未成

对电子的软酸结合。另一方面 ,那些体积较小、

电负性很强并带有许多孤电子对的硬碱根据软

硬酸碱理论则更易于与硬酸相结合 ,大量的实

验事实为这些假设提供了依据。例如 , PS带有

芳香π电子 ,倾向于与 Ag
+
结合。而 PEG, PM-

M A和 PV P等带有硬碱基团 ( O, N ) ,因此易于

与硬酸 Na
+ , K

+结合。

软硬酸碱理论只能看作为阳离子选择中的

一个规则 ,对于一特定的化合物来说 ,它与某一

阳离子的亲和性还与聚合物的本质 ,聚合物链

的形态 ,空间结构等因素有关。

3　在高分子分析中的应用

激光质谱最初是在分析生物高分子中发展

起来的 ,它广泛地用在蛋白质、低聚核苷酸、低

分子卟啉、低分子卟吩、肽等生物高分子的分析

中。 图 2为蛋白质 ARPP-16的激光质谱谱

图
[ 1]
。 ARPP之后的词尾 16代表蛋白质的表观

分子量 ( 16kDa) ,这个分子量是通过 12烷基硫

酸钠 -凝胶电泳法 ( SDS-PAGE)测得的。

图 2　蛋白质 ARPP-16的激光谱谱图

基体为芥子酸 ;线性质谱计

图中显示了两个强的谱峰 ,分别代表单质

子化和双质子化的蛋白质分子 ,从这两个谱峰

中可得出其分子量为 10, 708. 8Da ,此测量值远

远低于通过 SDS-PAGE法测得的分子量 ,但与

从 cDN A序列结构中推测得到的数值 (M=

10, 665. 2Da )十分接近 ,两者之间的差值仅为

43. 6Da,这个差别是胺端基封闭组分中的乙酰

基团引起的。

目前 ,激光质谱已逐步成为合成高分子表

征中的强有力的手段 ,它不仅可以给出聚合物

的分子量和分子量分布 ,还可给出聚合机制等

其它方面的信息。图 3是一用 AIBN做引发剂

合成的 PLM A的激光质谱谱图
[8 ]
。 从图中看

出 ,每个重复单元峰为双峰、α和 β ,重复单元之
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间的差值均为 254,每个双峰中较高的峰α比 β

谱峰的质量数多 68,说明了α代表偶合终止 ,

而 β代表歧化终止 ,它们的差值为异丁氰的质

量数。

近几年来 ,芳香环状低聚物的合成已经越

来越受到人们的重视 [28 ] ,由于环状低聚物与线

性低聚物之间性质和结构上的近似 ,其表征与

分离始终是这方面研究工作的难点。

图 3　 PLM A的激光质谱谱图

基体为 1, 8, 9-蒽三酚 ;阳离子剂: Na Cl;反射质谱计

图 4　芳香环状聚醚酮的激光质谱谱图

基体为 2, 5-二羟基苯甲酸 ;阳离子剂: NaCl;线性质谱计
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　　图 4为作者实验室合成的一种芳香环状聚

醚酮 (见分子式 )反应混合物的激光质谱谱图 ,

图中用# 标识的系列峰为 n= 2～ 7时的环状低

聚物的谱峰 ,而用×标识的系列峰则为线性低

聚物的分子离子峰。环状低聚物的谱峰包括 4

组峰 ,其中最强的一组峰对应着 [M+ Na ]
+ 的

分子离子峰 ,另一组较强的峰对应于 [M+ H ]
+

的分子离子峰 ,而较低的一组峰则为 [M+ K ]
+

的分子离子峰 ,这一组峰是由于残存在产物中

的催化剂 K2 CO3所造成的 ,强度最低的一组峰

为 [M - CH3 ]
+
的谱峰。线性低聚物的谱峰由两

组峰组成 ,其中质量数较大的一组峰为 [M+

Na ]
+
的分子离子峰 ,而质量数较小的一组峰则

为丢失 4个甲基之后的分子离子峰。 从这个谱

图我们可直接确认反应产物的组成 ,即有环状

低聚物又有少量线性产物 ,其中环状二聚体为

主要产物。结合 GPC曲线得到环状低聚物的产

率约为 62%。

表 3为聚芳醚酮环状低聚物的 M ALDI和

GPC分析结果。根据缩聚高分子的环化理论

( Jacobson-Sto ckmayer Theo ry ) ,环状低聚物

的分布应遵循如下公式

Cn = Bn
- Vin

其中 Cn是聚合度为 n的环状低聚物的浓度 ,i

是已反应的末端基所占的比率 , B是与反应物

和溶剂有关的常数。当反应程度很大时 ,i将接

近于常数。这样 ln(Cn )对 ln( n)作图将得到一

条直线 ,直线的斜率为 -V。V值越大越有利于

生成小环化合物。

表 3　聚芳醚酮环状低聚物

的 M ALDI和 GPC分析结果

n
GPC

( w t )% Cn /× 104 L· mol- 1

M ALDI-TO F-M S

( w t)% Cn /× 104 L· mol- 1

2 34. 24 39. 55 39. 68 45. 83

3 11. 75 9. 05 11. 15 8. 58

4 7. 36 4. 25 5. 58 3. 22

5 5. 91 2. 73 2. 68 1. 34

6 5. 02 1. 90 1. 65 0. 64

7 — — 0. 60 0. 22

图 5　 ln(Cn )对 ln(n )曲线

　　根据 M ALDI和 GPC分析结果计算出环

状低聚物不同聚合度组分的重量百分率 ,进而

计算出聚合度为 n的环状低聚物的浓度 Cn。 ln

(Cn )对 ln(n )作图得到很好的线性关系 (图 5) ,

V分别为 3. 8和 2. 7。由于 GPC分辨率不高 ,无

法分开环状低聚物和与其相对应的线性低聚

物 ,并且作者的实验是在反应单体浓度极低 ( <

10- 4
L· mo l

- 1 )的条件下进行的 ,以牺牲大环

化合物的产率为代价来提高小环化合物的产

率 ,因此V应较大 ,所以作者认为激光质谱更真

实地反映了高稀释状态下聚芳醚酮环状低聚物

的组分分布。 因此。 不用经过分离和提纯即可

通过激光质谱得到反应的原始信息 ,为进一步

改善反应条件提供提高环状化合物的产率提供

了方便。 作者还利用 M ALDI技术对环状聚芳

酯、环状聚芳醚砜及其它种类的环状聚芳醚酮

进行了表征 ,结果表明激光质谱是分析环状低

聚物准确快速的工具。

从许多的工作中 ,作者发现激光质谱在高

分子分析中有着优于 GPC, HPLC等方法的特

点 ,即快速性、直观性和准确性。然而对于分子

量分布较宽或分子量很高的聚合物来说 ,激光

质谱的应用仍有其局限性 ,检测能力较差。并且

基体及阳离子的选择、样品的制备、检测器的能
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力等对激光质谱的测试都有很大影响 ,这些问

题有待于解决 ,需要进一步的探索。
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Matrix Assisted Laser Deso rption /Ionization Time-of -fligh t M ass

Spectrometry o f Polymers

Qi Yinghua, Chen Tianlu, Jiang Hongyan, Xu Jiping

(Changchun Institute of Applied Chemistry , Acadamia Sinica ,Changchun 130022)

Summary　 Matrix Assisted Laser Desorption / Ionization time-o f-f light Mass Spect rometry

( M ALDI-TO F M S) , which is a rapid and convenient method for the detection and identi fica tion of

polymers, is g aining the a ttention of chemists. Recently, it s development is v ery fast. It i s used fo r

measuring compounds with high molecular masses and sa tisfied resul ts have been observ ed. In

this paper w e prov ide an overview of i t s principles, selection o f ma trix and cation, application to

polymer analysis.

Key words　 MALDI-TOF M S, Po lymer , Analy te, M olecular ion
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