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基于离子液体基质的大豆中

寡糖成分基质辅助激光解吸电离鄄质谱成像分析

裴兴丽摇 黄煜宇摇 龚 灿摇 许 旭*

(上海应用技术大学 化学与环境工程学院, 上海 201418)

摘摇 要摇 将离子液体 2,5鄄二羟基苯甲酸丁胺用于改进基质辅助激光解吸电离质谱分析寡糖的定量重复性,
并进一步用于大豆和豆叶中寡糖的质谱成像研究。 实验中设定正电荷检测模式、激光能量为 70% ,采用将离

子液体 2,5鄄二羟基苯甲酸丁胺甲醇溶液(20% ,V / V)直接覆盖样品的简单加基质方法,分析寡糖样品及大豆

和豆叶寡糖分布的质谱成像。 结果表明,离子液体 2,5鄄二羟基苯甲酸丁胺作为基质,用基质辅助激光解吸电

离化质谱分析蔗糖、棉子糖、水苏糖 3 种寡糖样品,点内重复性 RSD<3% ,点间重复性 RSD<4% ,在 0. 062 ~
1. 00 mg / mL 范围内测定的线性相关系数 R2逸 0. 996,显示出较好的定量分析潜力。 将此基质用于基质辅助

激光解吸电离质谱成像分析大豆切片和豆叶表面的二糖、三糖和四糖,得到空间分辨率为 150 滋m 的 3 种寡糖

质谱成像图。 3 种寡糖在大豆中大致均衡分布,在豆叶的分布均以叶尖为多,并且根据标准曲线和图中的信

号强度可以估计其含量。
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1摇 引 言

基质辅助激光解吸电离质谱(Matrix鄄assisted laser desorption ionization鄄mass spectrometry, MALDI鄄
MS)成像技术是分析组织或不同组织状态之间组分变化非常有价值的工具,近年得到快速发展[1,2],已
广泛应用于病理学[3]、药物代谢[4]、动植物生理[5] 等诸多生命科学领域。 该技术在分子水平上对生物

组织切片进行多组分“直接冶分析,经过图像重建软件获得组织中目标成分的定位、定性和定量的信息,
并提供可视化的组织分布信息[6,7]。

由于质谱成像中包含样品的含量信息,这也需要解决MALDI鄄MS 用于定量分析的问题,目前已有不

少实验室用不同方法对各种样品进行定量分析[8]。 这些工作内容大致可以分为四方面: 一是优化实验

参数,通过控制样品制备和预处理过程降低测量差异[9,10]; 二是从分析方法入手,采用同位素稀释

法[11]、内标法定量[12,13]、定量为与已知内源性组分的比值[14] 等; 三是改善基质覆盖均匀性,如喷雾鄄液
滴法[15],化学喷墨打印法[16]等; 四是选择不同的基质,张珍英等[17] 采用新型香豆素类化合物分别与

2,5鄄二羟基苯甲酸(2,5鄄Dihydroxybenzoic acid, DHB)混合组成两种二元基质,显著改善了基质和葡聚糖

样品的共结晶状况,使样品分布更均匀。 Jiao 等[18] 采用一种新型肼基烟酸做基质分析低聚糖,发现比

传统的基质 DHB 重复性好。 MALDI鄄MS 成像和定量分析的关键与选择合适的基质密切相关。 传统的

单一固体基质容易形成热点(Hot spot)导致结晶不均匀、信号重复性差等问题,其样品点内(In鄄spot)、点
与点之间(Spot鄄to鄄spot)等的重复性仍然存在不少问题[19]。

离子液体(Ionic liquid, IL)是在室温下呈液态, 是由离子构成的有机盐[20]。 Armstrong 等[21] 首次

将离子液体引入MALDI鄄MS 作为基质,显示出灵敏度高、真空稳定性好、能与样品均匀混合、重复性好等

优点。 进一步使用离子液体的 MALDI鄄MS 研究[22 ~ 24]对多种样品获得了良好的重复性、线性和灵敏度。
使用 琢鄄氰基鄄4鄄羟基肉桂酸(琢鄄Cyano鄄4鄄hydroxycinnamic acid, CHCA)或 DHB 与等摩尔有机碱(如三丁

胺、吡啶和 1鄄甲基咪唑等)得到的离子液体作为 MALDI 基质,具有可忽略的蒸气压,特别是其与样品形

成均匀的混合物表面,减少了点与点之间的信号差异, MALDI鄄MS 的定量重复性明显改善[25 ~ 27]。 如
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Yoon 等[28]采用 CHCA 与 1鄄甲基咪唑得到的离子液体基质对聚六甲基胍样品进行定量分析。 将离子液

体用于 MALDI鄄MS 成像也显示出较好的成像效果。 Chan 等[29]将 CHCA 与 1鄄甲基咪唑的离子液体基质

用于 MALDI鄄MS 成像分析小鼠脑中神经节苷脂的分布。 Shrivas 等[30]将 CHCA 丁胺和 DHB 丁胺离子液

体基质用于小鼠肝组织和脑部切片中磷脂的 MALDI鄄MS 成像分析。 Meriaux 等[31] 采用 DHB 和苯胺、
DHB 和 3鄄乙酰合成的离子液作为基质,用于 MALDI鄄MS 成像分析大鼠脑部和人卵巢癌的脂质。

寡糖具有特殊的生理功能,不但对促进植物生长、增强抗逆性等方面有重要作用,在疾病防治、植物

生长与抗病害、畜牧养殖等方面的应用也备受关注[32]。
本研究以离子液体 2,5鄄二羟基苯甲酸丁胺(2,5鄄Dihydroxybenzoate acid butylamine, DHB鄄BuN)为基

质,使用傅里叶变换离子回旋共振质谱,MALDI鄄MS 分析寡糖样品,在获得 MALDI鄄MS 较好定量重复性

和灵敏度的基础上,将此基质用于 MALDI鄄MS 成像分析大豆切片和大豆叶片表面的二糖、三糖和四糖,
为寡糖的 MALDI鄄MS 成像分析提供了实验参考。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

SolariX 7. 0 型傅立叶变换离子回旋共振质谱(FT鄄ICR鄄MS,瑞士 Bruker 公司),配备 Nd:YAG 二级

管泵浦固体激光器(波长为 355 nm)和 HyStar Version 3. 4(Build 8)成像分析软件; BS224S 型电子天平

(北京赛多利斯仪器系统有限公司); PS鄄20 超声波清洗仪(东莞洁康公司); XW鄄80A 旋涡混合仪(海门

市其林贝尔仪器制造有限公司); ZX98鄄1 旋转蒸发器(上海豫康科教仪器设备有限公司); Finesse325
型旋转石蜡切片机(赛默飞世尔科技(上海)有限公司)。

甲醇、乙腈、吡啶、苯胺、N,N鄄二甲基苯胺、正丁胺、D鄄( +)鄄蔗糖(分析纯,上海泰坦科技股份有限公

司)。 L鄄脯氨酸(生化试剂)、D,L鄄焦谷氨酸(纯度 98% )、L鄄精氨酸盐酸盐(生化试剂)、D,L鄄酪氨酸(纯
度 98. 5% )均购自国药集团化学试剂有限公司。 2,5鄄二羟基苯甲酸(DHB,纯度为 99% )、水苏糖(纯度

为 98% )、D鄄(+)鄄葡萄糖(纯度 99% )均购自北京百灵威科技技术有限公司。 茁鄄环糊精(纯度逸98% ,上
海源叶生物科技有限公司)。 棉子糖(纯度 98% ,上海同田生物技术股份有限公司)。 谷胱甘肽(还原

型,纯度 99% ,如吉生物科技有限公司)。 血管紧张素域(纯度 90% 。 阿拉丁试剂)。 L鄄苯丙氨酸(纯度

98% ,Adamas 试剂有限公司)。 蒸馏水和葵花籽油购自本地超市。 大豆(当年收获,产地: 江苏大丰),
豆叶采自本地当季豆田。
2. 2摇 实验方法

2. 2. 1摇 基质配制与样品制备摇 (1)离子液体基质的合成摇 参考文献[33]方法,取 2,5鄄二羟基苯甲酸置

于圆底烧瓶,加入甲醇溶解,配成 0. 2 mol / L 的溶液。 加入稍过量的正丁胺或者其它有机胺,混合

1 min, 旋蒸(40益)除去多余的丁胺和甲醇,直到液体体积不再减少,得到纯的离子液体 2,5鄄二羟基苯

甲酸丁胺(DHB鄄BuN)。 直接加入 4 倍体积的甲醇并涡旋 10 min,配成 20% (V / V) 的溶液,待用。 合成

的基质在 2 天内使用,或者充入氮气(避免氧化)密封保存。 (2)固体基质的制备摇 固体基质 2,5鄄二羟

基苯甲酸(DHB)用乙腈鄄水(7颐 3, V / V)配成浓度为 10 mg / mL 的溶液。 (3)样品准备摇 取适量蔗糖(二
糖)、棉子糖(三糖)、水苏糖(四糖)、茁鄄环糊精、脯氨酸、焦谷氨酸、L鄄精氨酸、L鄄苯丙氨酸、D,L鄄酪氨酸、
血管紧张素域、谷胱甘肽、葵花籽油,分别溶于水鄄乙腈(1 颐 1, V / V)溶液,配制成 0. 5 mg / mL 的溶液。
(4)材料的处理摇 大豆: 用石蜡切片机切成厚度为 25 滋m 的薄片,切片位置离胚芽约 0. 3 mm,垂直切

下,然后取切下的一半。 豆叶: 摘下的豆叶,用剪刀剪下尖端部分(得到面积约 2 cm2 的三角形)待用。
分析时用双面胶分别贴在不锈钢靶板上。
2. 2. 2 仪器条件摇 (1)MALDI鄄MS 条件摇 点靶后采用正离子模式检测,使用离子液体时分析样品的采

集与成像参数如表 1 所示。 固体基质 DHB 的采集参数除激光能量为 45%外,其它与使用离子液体基

质分析的采集参数相同。 (2)MALDI鄄MS 成像实验摇 质谱成像的过程如图 1 所示。 首先将样品薄片用

双面胶直接贴在不锈钢靶板上(或者贴在成像玻片上,并装入成像靶板),然后采用干滴法,用移液枪取

制备好的的离子液体基质滴在样品薄片上,待溶剂挥发后,放入质谱仪。 在 Compass solariXcontrol 质谱
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操作软件中设置采集参数见表 1。 成像结果由 Hystar Version 3. 4(Build 8))软件处理得到。

Tissue sliceSampling
Matrix application

Laser irradiation Mass spectrum

图 1摇 大豆成像的过程示意图

Fig. 1 摇 Illustration diagram of soybean matrix鄄assisted laser desorption / ionization mass spectrometry
(MALDI鄄MS) imaging

表 1摇 实验中基质辅助激光解吸鄄质谱分析主要参数
Table 1摇 Parameter of matrix鄄assisted laser desorption / ionization mass spectrometry and imaging in the experiment

MS 采集参数
Acquisition parameters

分析模式
Acquisition mode

最低分子量
Broadband low mass

激光能量 Laser power

基质辅助激光解吸离子化
MALDI

m / z 101. 1

70%

极性
Polarity

分辨率
Resolution

激光斑点大小 Laser Focus

正离子
詪詪詪詪詪詪詪

Positive

2 M

小 Small

成像采集参数
Imaging acquisition

parameters
步长 Raster width 150 滋m 分辨率

Resolution 1 M

3摇 结果与讨论

3. 1摇 MALDI鄄MS 实验条件的影响

选用葡萄糖(单糖)、蔗糖(二糖)、棉子糖(三糖)、水苏糖(四糖)、茁鄄环糊精(七糖)作为寡糖样品。
样品浓度均为 0. 5 mg / mL。 考察了不同基质类型、基质溶液浓度、基质溶液与样品溶液用量比、激光能

量、点样方法等对测试的影响。
用 2,5鄄二羟基苯甲酸(DHB)分别与吡啶、苯胺、N,N鄄二甲基苯胺、正丁胺合成了 4 种离子液体基

质。 用于 3 种寡糖样品测定时均有响应,其中 DHB 与正丁胺形成的离子液体 DHB鄄BuN 作为基质对

3 种寡糖的响应均较好。 因此,选择 DHB鄄BuN 作为进一步研究的基质。
考察 DHB鄄BuN 甲醇溶液浓度分别在 14% ~ 50% (V / V)时的 MALDI鄄MS 点样效果,在 DHB鄄BuN 浓

度低于 20% (V / V)时, 溶液在靶板上能均匀铺展,不易聚集,得到均匀且薄的基质点。 但降低浓度,信
噪比也会下降。 故 DHB鄄BuN 甲醇溶液浓度选择 20% (V / V)。

以蔗糖为样品,考察在基质溶液与样品溶液的用量(DHB鄄BuN 颐 蔗糖)分别为 2颐 1、1颐 1、1颐 2(V / V)时
的测试结果,当基质与样品溶液的体积比为 1颐 1 时,得到的质谱峰信噪比较好。

当激光能量低于 55% ,样品不出峰; 考虑到能量大于 80%可能影响激光寿命,所以激光能量选择

为 70% 。
比较了 3 种点样方法,包括(A)先用基质 DHB鄄BuN 甲醇溶液 0. 5 滋L 点靶,然后点样 0. 5 滋L 蔗糖

溶液(浓度 0. 5 mg / mL); (B)先取样品蔗糖溶液(0. 5 mg / mL)0. 5 滋L 点样,然后用基质 DHB鄄BuN 溶液

0. 5 滋L 点样; (C)基质 DHB鄄BuN 溶液和样品蔗糖溶液(0. 5 mg / mL)等体积混合后超声 1 min,再涡旋

2 min 充分混匀后,取 1. 0 滋L 点靶。 用 MALDI鄄MS 成像的方法(实验参数见表 1)评价组分在靶板上分

布的均匀性。 结果表明,基质鄄样品混合后点样重复性较好,具有最好的均匀性。
因此,实验中将 20% (V / V)的 DHB鄄BuN 甲醇溶液和样品溶液等体积混合后超声 1 min,再涡旋

2 min充分混匀后,取 1. 0 滋L 点靶,按照 2. 2. 2 节 MALDI鄄MS 方法测定。 5 种寡糖样品测试结果与理论

值的比较见表 2,除葡萄糖以[M+Na] +的形式出峰外,其它成分都以[M+Na] +、[M+K] +的形式出峰。
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表 2摇 2,5鄄二羟基苯甲酸丁胺(DHB鄄BuN)作为基质时,5 种寡糖样品测试结果与理论值的比较
Table 2摇 Peaks of sample and accuracy using 2,5鄄dihydroxybenzoic acid butylamine(DHB鄄BuN)as matrix

样品名
Sample name

元素组成
Elemental composition

理论值
Theoretical
(m / z)

实测值
Measured
(m / z)

相对误差
Error

(10-6)
葡萄糖 Glucose C6H12O6Na+ 203. 0526 203. 0523 1. 48

蔗糖 Sucrose
C11H22O11Na+

C11H22O11K+
365. 1054
381. 0793

365. 1061
381. 0797

1. 92
1. 05

棉子糖 Raffinose
C18H32O16Na+

C18H32O16K+
527. 1582
543. 1321

527. 1587
543. 1332

0. 95
2. 03

水苏糖
Stachyose tetrahydrate

C24H42O21Na+

C24H42O21K+
689. 2110
705. 1850

689. 2107
705. 1865

0. 44
2. 16

茁鄄环糊精
茁鄄Cyclodextrin

C42H70O35Na+

C42H70O35K+
1157. 3589
1173. 3329

1157. 3598
1173. 3334

0. 78
0. 43

3. 2摇 重复性

选择混合点样方法(C),将上述配制的浓度均为 0. 5 mg / mL 的蔗糖、棉籽糖、水苏糖分别与基质混

合,在以上 MALDI鄄MS 条件下,分别用离子液体基质 DHB鄄BuN 和固体基质 DHB 测试样品,比较两者的

重复性。 在比较点内(In鄄spot)重复性时,按照九宫格的形式,将 1 个点分成大致 9 个区域,然后手动将

激光束聚焦在每个区域的位置上,采集质谱数据。 选择[M+Na] +峰为重复性数据的目标峰,每个区域

的数据是重复采集区内不同位置的 5 次样品信号强度的平均值(采用 DHB鄄BuN 时,RSD<6% ; 采用

DHB 时,RSD<15% )。 点间(Spot鄄to鄄spot)的重复性是测定 6 个不同样品点的结果,在每个样品点中间

区域的不同位置采集 5 次数据的平均值。 由图 2 可见,采用 DHB鄄BuN 基质测定的点内峰强度 RSD<
3% ,点间 RSD<4% ,可较好地进行定量分析和成像研究。

采用 MALDI鄄MS 成像方法测定靶上样品在不同区域的信号强度分布,靶点的光学图像和 MS 成像

如图 3 所示。 从 DHB 基质的光学图像(A)可以看到产生了结晶,而 DHB鄄BuN 做基质时的光学图像

(D)中可以看到 DHB鄄BuN 仍然以液体状态存在。 在质谱仪高倍放大镜头下的分布见图 3B 和 3E。
MALDI鄄MS 成像的方法测定靶上样品在不同区域的信号强度分布见图 3C 和 3F。 采用 DHB鄄BuN 基质

时的信号强度分布明显比 DHB 为基质时样品信号强度分布更均匀,这与文献[34]和图 2 的结果一致。

3.5

2

Number of analysis

In
te
ns
ity

（ ×
10

7 ）

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5
4 6 8 100

棉籽糖 Raffinose 2,5鄄Dihydroxybenzoic acid butylamine(DHB鄄BuN)
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图 2摇 使用不同基质测定寡糖样品 MS 峰强度重复性

Fig. 2摇 Reproducibility comparison of oligosaccharides using different matrices

3. 3摇 质谱信号强度与样品浓度间的(线性)关系

分别将 6 种不同浓度的(0. 062 ~ 1. 000 mg / mL)蔗糖、棉籽糖、水苏糖样品与基质混合超声超

1 min, 再用旋涡混合 2 min,使基质和分析物充分混匀。 用移液枪分别取 1 滋L 各浓度混合溶液,分别点

在靶板上,MALDI鄄MS 测定质谱峰强度。 测定样品浓度与[M+Na] +峰强度的线性关系(图 4),其中每个

浓度的峰强度同样是重复采集 5 次数据求平均值得到(5 次质谱峰强度数据 RSD<6% )。 在本实验测

定的浓度范围内各寡糖样品的质谱峰信号强度与样品浓度, 线性关系良好,相关系数 R2逸 0. 996。
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图 3摇 (A)固体基质 DHB 靶点的光学图像; (B) 固体 DHB 基质在质谱仪高倍放大镜头的光学图像;
(C)固体基质 DHB 用 MALDI 质谱成像方法得到的信号分布。 (D)离子液体基质 DHB鄄BuN 的光学图

像; (E) 离子液体基质 DHB鄄BuN 在质谱仪高倍放大镜头的光学图像; (F) 离子液体基质 DHB鄄BuN 用

MALDI 质谱成像方法的到的信号分布

Fig. 3摇 (A) Sample spot optical image using DHB matrix; (B) Sample spot optical image using DHB matrix
under the high magnification len in the mass spectrometer; ( C) MS signal distribution using solid matrix
(DHB) by MALDI鄄MS imaging method. (D)Sample spot optical image using ionic liquid matrix DHB鄄BuN;
(E)Sample spot optical image using ionic liquid DHB鄄BuN matrix under the high magnification len in the mass
spectrometer; (F)the MS signal distribution using ionic liquid matrix DHB鄄BuN by MALDI鄄MS imaging method

3. 4摇 灵敏度

用离子液体基质 DHB鄄BuN 和固体基质 DHB(10 mg / mL)分别测试浓度为 0. 5 mg / mL 的蔗糖、棉子

糖、水苏糖标准样品的 MALDI鄄MS 谱图(图 5)。 不同基质测得各样品信号强度和信噪比见表 3,DHB鄄
BuN 相对固体基质 DHB 的信号强度、基线噪音、信噪比均有不同程度的提高,蔗糖、棉子糖和水苏糖的

信噪比分别提高了约 2 倍、8. 4 倍和 5. 5 倍。 按照 3 倍信噪比计算,各寡糖样品的检出限为 7 ~
25 滋g / mL。 表明离子液液体基质 DHB鄄BuN 具有较高的灵敏度。
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图 4摇 各寡糖样品质谱峰强度与寡糖浓度间的关系曲

线

Fig. 4 摇 Relationship curve between mass spectral peak
intensity and each oligosaccharide concentration

3. 5摇 其它成分的影响

在测试标准样品和实际样品时,标准样品主要

以[M+Na] + 出峰,而实际测大豆样品时,主要以
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图 5摇 不同基质测试不同样品(0. 5 mg / mL)的质谱图

(A、B: 蔗糖; C、D: 棉籽糖; E、F: 水苏糖)
Fig. 5摇 Mass spectra of different samples(0. 5 mg / mL)
using different matrices ( A, B: Sucrose; C, D: Raffi鄄
nose; E, F: Stachyose tetrahydrate)

[M+K] +出峰。 因此考察了加入 Na+和 K+对信号强度的影响。 首先在标准样品(1. 0 mg / mL)中加入不

同浓度的盐(NaCl 或者 KBr),测定结果见图 6,当加入 KBr 的浓度低于 8 mmol / L 时, [M+K] +的信号响

应增强; 但 KBr 的浓度超过 8 mmol / L 后,样品的信号强度降低。 加入 NaCl 溶液浓度在低于 7 mmol / L
时 ,有助于增强[M+Na] + 的信号;NaCl浓度超过7mmol / L时,信号强度也降低。因此,加入适量的
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表 3摇 不同基质测寡糖样品(0. 5 mg / mL)信号强度比较
Table 3摇 Comparison of signal intensities of oligosaccharides(0. 5 mg / mL)using different matrices

名称
Name

基质
Matrices

噪音强度
Noise intensity

信号强度
Signal intensity

信噪比
S / N

检出限
LOD(滋g / mL)

蔗糖
Sucrose

棉子糖
Raffinose

水苏糖
Stachyose tetrahydrate

DHB 1. 96伊105 9. 79伊106 51. 5 -

DHB鄄BuN 1. 25 伊105 1. 98伊107 158 11

DHB 2. 06伊105 4. 37伊106 21. 2 -
DHB鄄BuN 1. 53伊105 3. 87伊107 253 7. 2

DHB 1. 61伊105 5. 02伊106 31. 2 -
DHB鄄BuN 1. 38伊105 2. 81伊107 205 24

Na+和 K+会增强样品峰强度,但浓度高则有抑制作用。 大豆样品中的[M+K] +峰则可能来自于样品中
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图 6摇 不同浓度的盐对样品峰强度的影响

Fig. 6摇 Effect of different concentrations of salt on sample
peak intensity

的 K+。
以 DHB鄄BuN 为基质,MALDI鄄MS 测试了脯氨酸、

焦谷氨酸、L鄄精氨酸、L鄄苯丙氨酸、D,L鄄酪氨酸、血管

紧张素域、谷胱甘肽和葵花籽油样品。 结果表明,只
有苯丙氨酸、谷胱甘肽和血管紧张素域有质谱峰出

现,其它样品均不出峰。 进一步考察苯丙氨酸、谷胱

甘肽和血管紧张素域对寡糖测定的影响,将蔗糖和

血管紧张素域配成等摩尔浓度的溶液,然后以两种

不同的体积比混合(1 颐 1 ~ 1 颐 10),MALDI鄄MS 测定结

果见图 7,当蔗糖鄄血管紧张素域的体积比为 1 颐 10
时,蔗糖仍有很强的峰,而同样摩尔浓度的血管紧张

素域质谱峰的强度仅约为蔗糖质谱峰强度的 1 / 4,如
图 7B 所示。 说明 DHB鄄BuN 基质能选择性地使低聚

糖离子化,而此时对血管紧张素域类的离子化能力不强。 同样测试苯丙氨酸,也有类似现象出现。 但采

用蔗糖+谷胱甘肽测试时,两者的峰强度相近,寡糖的峰强度与单独测试时基本相同。 因此,离子液体

作为基质时,对不同的氨基酸或者多肽样品的 MALDI鄄MS 响应存在明显差异,在本实验条件下,不会影

响对寡糖的质谱分析。
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图 7摇 (A) 蔗糖(1 mg / mL) 鄄血管紧张素域(3 mg / mL)溶液(1 颐 1, V / V)作为样品的质谱图; (B) 蔗糖

(1 mg / mL) 鄄血管紧张素域(3 mg / mL)溶液 ( 1颐 10, V / V)样品的质谱图, M1 为蔗糖,M2 为血管紧张素域
Fig. 7摇 (A) The MS spectrum of sucrose (1mg / mL) 鄄 angiotensin 域 (3 mg / mL) (1颐 1, V / V); (B) MS spec鄄
trum of sucrose ( 1 mg / mL) and angiotensin 域(3 mg / mL) (1颐 10, V / V), M1 means sucrose, M2 means angio鄄
tensin 域

与常规的基质(如 DHB)相比,离子液体基质也需从紫外吸收基团获取激光的能量,实验中还需使

用较高的激光能量,这可能与样品离子化时需要克服液体的表面张力有关。 对于多肽等样品,本方法的

检测灵敏度比固体基质有不同程度的提高(这也与其能量偏高有关)。 文献中也报道测定寡核苷酸[35]、
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磷脂[36]样品时有灵敏度提高的现象。
3. 6摇 大豆中的寡糖的成像

将大豆用石蜡切片机切成厚度为 25 滋m 的薄片。 按照 2. 2. 2 节的方法,取 30 滋L DHB鄄BuN,分 3 次

(每次 10 滋L)尽可能均匀地滴在大豆上,得到的大豆切片的 MAILDI鄄MS 结果如图 8 所示。 本实验的质

谱条件无法区分同分异构体,大豆中主要的寡糖为二糖(蔗糖)、三糖(棉子糖)和四糖(水苏糖),与文

献[37]报道一致。 且这些二糖、三糖、四糖主要是[M+K] +峰,[M+Na] +峰很低。
MALDI鄄MS 成像分辨率介于二次离子质谱(Secondary ion mass spectrometry, SIMS)成像与常压敞开

式离子化质谱成像技术之间[38],本实验的仪器可以使用 25 滋m 的空间分辨率,但耗时较长,通常仅在局

部样品分析时使用。 本实验中设置 150 滋m 空间分辨率,由 Hystar 软件测试得到大豆切片(8. 0 mm伊
3. 4 mm)的 MALDI鄄MS 成像图见图 9,各种寡糖在该切片中大致均匀分布,但不同寡糖的分布不完全一

样。 根据前面的线性关系和质谱数据,可以大致估计不同寡糖的最高浓度(粉色区域) 分别约为

130 滋g / mL(二糖)、25 滋g / mL(三糖)和 100 滋g / mL(四糖)。
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图 8摇 (A): 加基质空白质谱图; (B): 大豆质谱图, M1 为二糖,M2 为三糖,M3 为四糖。
Fig. 8摇 Mass spectra of (A) blank sample with matrix and (B) soybean. M1 means disaccharide, M2 means
trisaccharide, M3 means tetrasaccharide

A B C D

m/z 381.07 m/z 543.13 m/z 705.18

图 9摇 大豆(8. 0 mm伊3. 4 mm)MALDI 质谱成像图: (A)为大豆的原始光学图片,(B)为二糖的MALDI 质谱

成像图 ,(C)为三糖的 MALDI 质谱成像图 ,(D)为四糖的 MALDI 质谱成像图

Fig. 9摇 MALDI鄄MS imaging of soybean (8. 0 mm伊3. 4 mm): (A) raw optical picture of soybeans; (B) MALDI鄄
MS image of disaccharide; (C) represents the MALDI鄄MS image of trisaccharide,(D)represents the MALDI鄄MS
image of tetrasaccharide

摇 摇 对豆叶的质谱成像测定时同样采用 2. 2. 2 节的方法,取 30 滋L DHB鄄BuN 溶液,分 3 次(每次 10 滋L)
尽可能均匀地滴在豆叶样品(底宽 22 mm,高 16 mm)上,MALDI鄄MS 测豆叶样品表面的质谱图如图 10
所示, 豆叶中的寡糖的质谱峰都是[M+K] +峰。 MALDI 质谱成像如图 11 所示。 根据 3. 3 节的线性关

系,可大致推算最高浓度(粉色区域)分别为 300 滋g / mL(二糖)、76 滋g / mL(三糖)和 40 滋g / mL(四糖)。
其中蓝色区域的含量基本在检出限附近。 各寡糖在豆叶的分布均以叶尖为多。

从表 1 可知, DHB鄄BuN 为基质可测定出单糖(葡萄糖)和七糖(茁鄄环糊精),但在豆叶的质谱中并没
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有发现除二糖、三糖、四糖以外的其它单糖和寡糖的质谱峰。 本方法测定单糖(葡萄糖)的检出限为

0. 1 mg / mL, 茁鄄环糊精的检出限为 16 滋g / mL。 样品中没有测出单糖和其它寡糖,说明大豆和豆叶表面

这些成分的含量低于检出限。
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图 10摇 豆叶质谱成像实验质谱图: (A) 加基质空白; (B) 豆叶。 M1 为二糖,M2 为三糖,M3 为四糖

Fig. 10摇 MS spectra in leaf MS imaging experiment: (A) blank; (B) bean leaf, M1 (disaccharide); M2 ( trisaccha鄄
ride); M3 (tetrasaccharide)

A B m/z 381.07
A B C D

m/z 381.07 m/z 543.13 m/z 705.18

图 11摇 豆叶(22 mm伊16 mm)的 MALDI鄄MS 质谱成像图 (A)为豆叶的原始图,(B)为二糖的 MALDI鄄MS
质谱成像图 ,(C)为三糖 MALDI鄄MS 的质谱成像图 ,(D)为四糖的 MALDI鄄MS 的质谱成像图

Fig. 11摇 MALDI鄄MS imaging of bean leaf (22 mm伊16 mm) (A) raw optical picture of bean leaf; (B) MS im鄄
age of disaccharide; (C) MS image of trisaccharide; (D) MS image of tetrasaccharide

4摇 结 论

离子液体基质 DHB鄄BuN 用于 MALDI鄄MS 分析寡糖样品,操作简便,重复性和灵敏度优于固体基

质,可用于寡糖的MALDI鄄MS 定量和成像分析。 本研究将此离子液基质用于MALDI鄄MS 成像,获得了大

豆和豆叶中寡糖分布的质谱成像图。 实验中的大豆切片内主要为二糖、三糖和四糖,且分布较为均匀;
豆叶中也仅测出这 3 种寡糖,且在叶尖部位较多。 本方法无需复杂的样品前处理过程,能够直观反映寡

糖的分布和浓度等原位信息,质谱检测背景干扰低。 离子液体基质 DHB鄄BuN 对寡糖类物质的 MALDI鄄
MS 分析在定量和 MALDI鄄MS 成像方面具有较好的应用潜力。
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Matrix鄄assisted Laser Desorption / Ionizaiton鄄Mass Spectrometry
Imaging of Oligosaccharides in Soybean and Leaf

Using Ionic Liquid as Matrix

PEI Xing鄄Li, HUANG Yu鄄Yu, GONG Can, XU Xu*

(School of Chemical and Environmental Engineering, Shanghai Institute of Technology, Shanghai 201418, China)

Abstract摇 The ionic liquid butylamine 2,5鄄dihydroxybenzoate (DHB鄄BuN) was chosen as the matrix for
improving repeatability of oligosaccharides quantitation, and imaging oligosaccharides in soybean and leaf by
matrix鄄assisted laser desorption / ionization鄄mass spectrometry ( MALDI鄄MS). Using the ionic liquid matrix
methanol solution (20% , V / V) to cover sample slice, and setting MS acquisition parameters including
polarity as positive and laser power as 70% , the MS imaging experiment was performed to analyze
oligosaccharides and their distribution in soyben and soybean leaf. As a result, the MALDI鄄MS analysis of 3
kinds of oligosaccharides including sucrose, raffinose and stachyose was performed using the ionic liquid
matrix and the reproducibility RSDs were less than 3% for in鄄spot and less than 4% for spot鄄to鄄spot. The
standard curves linear correlation coefficients (R2) were all no less than 0. 996 between MS peak intensity and
oligosaccharides concentraions in the concentration rage of 0. 062-1. 00 mg / mL, which showed quantitative
power in MALDI鄄MS analysis. The matrix was used for MALDI鄄MS imaging analysis of soybean chips and
soybean leaf surface disaccharide, trisaccharide and tetrasaccharide to obtain the soybean mass spectrum and
spatial resolution of 150 滋m of the three oligosaccharides imaging. Three kinds of oligosaccharides in the
soybean roughly balanced distribution, and the oligosaccharides distribution in the leave was mostly at its tip
part. The contents of the 3 kinds of oligosaccharides could be estimated by their MS peak intensity and above
standard curve. The result suggested that the ionic liquid DHB鄄BuN matrix could be well applied in MALDI鄄
MS imaging analysis of oligosaccharides in different sample.
Keywords 摇 Mass spectrometric imaging; Ionic liquid; Matrix鄄assisted laserdesorption / ionization鄄mass
spectrometry; Oligosaccharide
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