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新型离子液体基质用于 MALDI-MS 高效离子化寡糖/糖肽 
匡敏    张莹    杨芃原    陆豪杰* 
(复旦大学 化学系和生物医学研究院  上海 200433) 

摘要  本研究发展了四种基于三羟基苯乙酮(THAP)的新型离子液体基质, 即 2′,3′,4′-THAP/二甲基苯胺(DMA)、
2′,4′,6′-THAP/DMA、2′,3′,4′-THAP/吡啶(Py)及 2′,4′,6′-THAP/Py, 用于提高寡糖/糖肽在 MALDI-TOF MS 中的离子化效

率. 与传统的固体基质 2,5-二羟基苯甲酸(DHB)和 2′,4′,6′-三羟基苯乙酮(2′,4′,6′-THAP)相比, 新型离子液体体系分析不

同类型的寡糖链, 均可获得更高的检测灵敏度. 可使葡聚糖(dextran 1000)和环状寡聚糖 β-环糊精在MALDI质谱中的信

噪比提高 10 倍以上, RNase B 的复杂寡糖链也实现了高灵敏度的检测. 在糖肽分析中, 2′,3′,4′-THAP/DMA 离子液体高

灵敏度地检测到辣根过氧化酶的 7 条糖肽, 而 2′,3′,4′-THAP 作为基质时却无法检测到任何信号. 
关键词  离子液体基质; 寡糖; 糖肽; 三羟基苯乙酮; 质谱 

 

Novel Ionic Matrices for Enhanced Ionization of Oligosaccharides/ 
Glycopeptides during MALDI-MS Analysis 

Kuang, Min    Zhang, Ying    Yang, Pengyuan    Lu, Haojie* 
(Department of Chemistry and Institutes of Biomedical Sciences, Fudan University, Shanghai 200433) 

Abstract  Matrix plays a fundamental role in the desorption/ionization process during MALDI MS analysis, thus is closely 
related to the spectral quality. Nevertheless, it is usually difficult for analytes to disperse homogeneously due to the formation 
of hot spots, which had become a problem encountered with many of the current matrices. This may result in increased 
measurement time and hamper the application of MALDI MS. Although many efforts have been devoted to optimize matrix 
choice for oligosaccharide and glycopeptides analyses, there are few matrices that could work well with them in MALDI MS 
so far. In this study, a novel class of ionic liquid matrices (IMs) based on trihydroxyacetophenone (THAP) was introduced as 
potential alternatives to the traditional crystalline matrices and showed superior performance for oligosaccharides and glyco-
peptides analysis. The combination of pyridine or N,N-dimethylaniline (DMA) with 2′,3′,4′-trihydroxyacetophenone 
(2′,3′,4′-THAP) or 2′,4′,6′-trihydroxyacetophenone (2′,4′,6′-THAP) at the molar ratio of 1∶1 turned out to be well suited for 
the analysis of oligosaccharides. Besides, the optimized condition could be achieved by 5-fold dilution of the IMs and adding 
ammonium citrate dibasic [(NH4)2HCit] as matrix additive. Afterwards, in comparison to signals obtained with traditional 
solid matrix 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), substantial improvements in sensitivity were observed by the new IMs. Spe-
cifically,  signal-to-noise ratios of dextran1000 as well as β-cyclodextrin were enhanced more than 10-fold. Moreover, the 
complex glycan mixture from the intact glycoprotein of RNase B released by PNGase F could be detected with high sensitiv-
ity when 2′,3′,4′-THAP/DMA functioned as the matrix. The unbiased nature of such IM also made it applicable to analyze 
glycopeptides derived from 10 ng tryptic digests of horseradish peroxidase (HRP), while it was almost impossible to detect 
any signals when measured with solid matrix 2′,3′,4′-THAP. In comparison to methods involving derivatization of oligosac-
charides, which are susceptible to contamination and often require tedious purification steps, such technique could be readily 
used and largely reduce sample losses during analysis. As a consequence, these new IMs are promising to be advantageous in 
glycosylation analysis by MALDI-TOF MS. 
Keywords  ionic liquid matrix; oligosaccharides; glycopeptides; trihydroxyacetophenone; mass spectrometry 

   

1  引言 

作为生命体内最为重要的翻译后修饰之一, 糖基化

在生命体内的诸多过程中都扮演着至关重要的角色. 细

胞表面的糖基化对细胞分子机制起着极大的调控作用, 
包括细胞粘附, 受体激活, 信号传导, 分子运输和清除, 
胞吞作用等[1]. 同时, 蛋白质糖基化的异常也和许多炎

症、肿瘤及先天疾病发生息息相关[2]. 近年来, 基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)以其极
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高的检测灵敏度和广泛的适用性, 为一系列生物大分子

的检测、鉴定与表征提供了有效的手段, 包括蛋白, 肽
段, 核糖核苷酸等[3,4]. 但是, 由于寡糖具有较强的亲水

性, 加之其结构中缺乏与质子结合的碱性基团, 导致其

在 MALDI-TOF-MS 中的离子化效率极低, 因此, 寡糖

和糖肽的质谱分析依然面临着巨大的挑战[5].  
为了应对这一挑战, 许多研究者们为此做出了不懈

努力. 一方面, 通过对寡糖的化学衍生来提高其检测灵

敏度是一种较为普遍的方法[6], 即通过在寡糖链上修饰

含有质子或易于和质子结合的基团以及疏水性基团, 从
而提高它们在 MALDI 质谱中的离子化效率[7]. 目前最

为常见的衍生方法是全甲基化法[8]和还原胺化法[9]. 然
而, 衍生法通常所需样品量较大, 且易于造成样品污染

和损失, 因而其应用受到了一定程度的限制[10]. 合适基

质的选择是 MALDI-MS 分析成功的关键, 而在实验中, 
选择何种基质严重依赖于所分析的样品[11]. 近年来, 寻
找适用于寡糖分析的基质也日渐成为科学家们关注的

焦点, 这类方法不仅能大大提高样品的离子化效率, 且
与衍生法相比, 前处理过程更简单, 能有效减少样品损

失并降低样品污染. 目前已有许多这类基质被报道, 并
广泛应用于碳水化合物的分析[12～13]. 此外, 向基质中添

加合适的辅助剂也能有效改善谱图质量[14]. 但是, 合适

基质与基质添加剂的选择通常无规律可循, 其选择与优

化过程大多需要经验的积累, 尽管 MALDI 技术的发展

日新月异, 寻找适用于多种寡糖分析的基质依然是一大

难题.  
Armstrong 等[15]首次将离子液体作为 MALDI 基质

的研究为生物样品的分析提供了新思路, 许多研究将

MALDI 质谱中常用的基质 2,5-二羟基苯甲酸(DHB)或
α-氰基-4-羟基肉桂酸(CHCA)与有机碱反应形成离子液

体, 如正丁胺(BA)、N,N-二甲基苯胺(DMA)等, 并广泛

应用于肽段、蛋白、磷脂、糖类等一系列生物样品的分

析中[16,17], 这类方法在诸多领域都表现出了极好的应用

前景[18～20]. 已有报道指出, 三羟基苯乙酮(THAP)作为

基质使用时, 能显著提高寡糖[21]、磷脂[22]及核酸分子[23]

在 MALDI-MS 分析中的灵敏度, 而当 2′,4′,6′-三羟基苯

乙酮与 1,1,3,3-四甲基胍形成离子液体用于糖肽及寡糖

链的质谱分析时[24], 与使用单一的 THAP 基质相比, 能
使肽链骨架较短的糖肽也实现高效离子化, 从而鉴定到

更多糖肽, 但与此同时, 该离子液体也引入了更多的杂

峰导致谱图更为复杂. 此外, 目前尚无采用 2′,3′,4′-三羟

基 苯 乙 酮 (2′,3′,4′-THAP) 或 2′,4′,6′- 三 羟 基 苯 乙 酮

(2′,4′,6′-THAP)与二甲基苯胺(DMA)或吡啶(Py)组成离

子液体的报道. 鉴于此, 本实验发展了 2′,3′,4′-THAP/ 
DMA, 2′,4′,6′-THAP/DMA, 2′,3′,4′-THAP/Py 及

2′,4′,6′-THAP/Py四种新型离子液体基质, 并考察了以之

作为 MALDI 基质分析寡糖及糖肽的效果. 结果表明, 
与传统的固体基质 2,5-二羟基苯甲酸(DHB)及 2,4,6-三

羟基苯乙酮(2,4,6-THAP)相比, 新型离子液体体系分析

不同类型的寡糖链时, 均能获得更高的检测灵敏度. 葡
聚糖(dextran 1000)及环状寡聚糖 β-环糊精(β-CD)在
MALDI 质谱中的信噪比都能提高十倍以上. 除了可用

于提高寡糖链的离子化效率, 这类离子液体基质在复杂

体系中也具有适用性, 以 2′,3′,4′-THAP/DMA 进行考察

时, 可以实现对 RNase B 的寡糖链体系的高灵敏度检

测. 此外, 当分别以离子液体基质 2′,3′,4′-THAP/DMA
和固体基质 2′,3′,4′-THAP 分析 10 ng 辣根过氧化酶

(HRP)的酶解肽段时, 单一的 2′,3′,4′-THAP 几乎检测不

到任何信号, 而 2′,3′,4′-THAP/DMA 却能高灵敏度的检

测到 7 条糖肽.  

2  结果与讨论 

2.1  离子液体基质用于寡糖的 MALDI-MS 分析 

2.1.1  离子液体基质体系条件的优化 
MALDI 质谱分析结果的好坏很大程度上依赖于样

品的前处理过程. 在此, 以平均分子量为 1000的葡聚糖

(dextran 1000)作为标准分析物进行探索, 并通过考察离

子液体的配比、浓度以及基质辅助添加剂对分析效果的

影响以获得最优化条件.  
首先考察了不同配比的离子液体基质对糖肽离子

化效率的影响, 将 2′,4′,6′-THAP 与 DMA 按 1∶1, 1∶2
和 1∶3 的物质的量比混合形成离子液体, 即 2′,4′,6′- 
THAP/DMA, 2′,4′,6′-THAP/(DMA)2 和 2′,4′,6′-THAP/ 
(DMA)3. 图 1(a)～(c)分别是以这三种基质分析 10 ng 
dextran 1000 得到的 MALDI 质谱图, 通过对比可知, 三
种条件下获得的质谱分析结果并无明显区别, 因此直接

选用 2′,4′,6′-THAP/DMA 开展后续的研究.  
在MALDI质谱分析过程中, 合适的基质-分析物比

例也至关重要. 太高的基质/分析物比例容易导致基质

离子峰的出现, 并容易产生强烈的信号干扰. 而当基质/
分析物的比例太低时, 又容易导致待分析物不能被充分

离子化[25]. 同时, 已有文献指出, 基质中存在柠檬酸氢

铵((NH4)2HCit)时 , 能有效抑制基质簇合峰的形成 [26], 
而 4NH＋ 能竞争性地与待分析物结合, 并有助于其能量

解吸和电离[20]. 因此, 实验中也考察了 2′,4′,6′-THAP/ 
DMA 离子液体用含 (NH4)2HCit 的 CH3CN/H2O/TFA 
(50∶50∶0.1, V/V/V)混合液稀释不同倍数后分析 10 ng 
dextran 的效果. 与图 1(a)～(c)相比, 图 1(d)中检测到的

寡糖链不仅有更高的信噪比, 且谱图背景更干净. 而采

用未经稀释或过度稀释的离子液体作为基质时(数据未

在文章中显示), 分析效果均不如图(d)中所示. 此外, 我
们也利用 2′,4′,6′-THAP 对 10 ng dextran 1000 进行了分

析, 如图 S1, 不难发现, 谱图中观察不到任何有效的质

谱信号. 这也证明, 与单独使用 THAP 相比, 以离子液

体作为基质时, 能更好的提高dextran 1000的离子化效率. 
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图 1  4 种离子液体基质分析 10 ng dextran 1000 的MALDI质谱图. (a)
未 稀 释 的 2′,4′,6′-THAP/DMA, (b) 2′,4′,6′-THAP/(DMA)2, (c) 
2′,4′,6′-THAP/(DMA)3, (d) 经 5 倍 稀 释 并 加 入 (NH4)2HCit 的

2′,4′,6′-THAP/DMA. 图中 , *、●与○分别表示 [dextran+Na]+, [dex-
tran+K]+, 及加[dextran+Na-H2O]+ 
Figure 1  MALDI-TOF mass spectra of dextran 1000 with (a) undiluted 
2',4',6'-THAP/DMA, (b) 2',4',6'-THAP/(DMA)2, (c) 2',4',6'-THAP/ (DMA)3 

and (d) 5 times diluted 2′,4′,6′-THAP/DMA with CH3CN/H2O (50∶50, 
V/V) containing 0.6 mg/mL (NH4)2HCit as matrices. Sodium adducts, po-
tassium adducts and sodium adducts with H2O losses of dextran 1000 are 
denoted by asterisks, filled cycles and empty cycles, respectively 

鉴 于 此 , 最优 化 离 子液 体 基 质体 系 为 : 将

2′,4′,6′-THAP 或 2′,3′,4′-THAP 与 Py 或 DMA 按 1∶1 的

物质的量比混合, 再用 50% CH3CN/50% H2O/0.1% TFA
的溶液体系稀释 5 倍, 并添加(NH4)2HCit 使其终浓度为

0.6 mg/mL.  
2.1.2  离子液体基质用于寡糖分析 

在以上优化条件下, 系统的考察了四种离子液体用

于 MALDI 质谱分析寡糖的效果. 图 2 是分别以 4 种离

子液体基质体系 (a) 2′,3′,4′-THAP/DMA, (b) 2′,3′,4′- 
THAP/Py, (c) 2′,4′,6′-THAP/DMA, (d) 2′,4′,6′-THAP/Py
及(e) DHB 基质分析 50 ng dextran 1000 的质谱图. 图中

观察到的质谱峰主要是[dextran＋Na]＋, [dextran＋K]＋. 
不难发现, 与 DHB 作为基质时的分析效果相比, 四种

离子液体均能显著提高寡糖链的离子化效率. 以图中标

示的 6 糖寡聚糖(Glc 6, m/z 1013.6)为例, 其信噪比提高

了十倍以上. 此外, 本研究也对两种离子液体基质和两

种固体基质分别单独用于分析 1 ng dextran 1000 的效果

进行了对比. 如图S2(a), (b)所示, 以2′,3′,4′-THAP/DMA
或 2′,4′,6′-THAP/DMA 分别作为基质时, 不仅能有效的

检测到一系列寡糖链峰, 且谱图检测背景十分干净. 而
以 2′,3′,4′-THAP 或 2′,4′,6′-THAP 单独作为基质时, 几
乎检测不到任何有效信号, 如图 S2(c), (d)所示. 此外, 
根据文献报道[27], 采用 DHB/DMA 离子液体基质分析

dextran 1000 时, 与单独使用 DHB 的分析效果相比, 
DHB/DMA 能使 Glc8 的质谱峰信噪比提高约 12 倍, 这
与 2′,3′,4′-THAP/DMA 及 2′,4′,6′-THAP/DMA 离子液体

基质分析 dextran 1000 的效果相当, 也进一步证明了

2′,3′,4′-THAP/DMA 及 2′,4′,6′-THAP/DMA 的应用价值. 
已有报道阐明, 苯胺[18]或 DMA[19]与 DHB 形成离子液

体并作为 MALDI 基质使用时, 不仅会使基质更有效的

吸收激光能量, 且能改善寡糖的解吸与离子化过程[20]. 
以此类推, 在本实验中, 有机碱 DMA 和 Py 的引入, 也
能使基质更好的吸收并重新分配激光能量, 进而产生更

好的质谱检测效果.  

 

图 2  5 种基质分析 50 ng dextran 1000 的 MALDI-TOF 质谱图. (a) 
2′,3′,4′-THAP/DMA, (b) 2′,3′,4′-THAP/Py, (c) 2′,4′,6′-THAP/DMA, (d) 
2′,4′,6′-THAP/Py 及(e) DHB 
Figure 2  MALDI-TOF mass spectra of 50 ng dextran 1000 with (a) 
2′,3′,4′-THAP/DMA, (b) 2′,3′,4′-THAP/Py, (c) 2′,4′,6′-THAP/DMA, (d) 
2′,4′,6′-THAP/Py and (e) DHB as matrices. Signal to noise ratios corre-
sponding to Glc 6 were denoted in the spectra 

为了考察这类新型基质在环状寡糖的质谱分析中

的适用性 , 4 种离子液体也被分别应用于 β-CD 的

MALDI-MS 分析中. 图 S3-A 是分别用 4 种离子液体基

质和 DHB 分析 1 ng β-CD 时的质谱图. 显然, 与 DHB
相比, 4 种新型离子液体检测到的质谱峰信噪比更高. 
当仅使用 0.1 ng β-CD 进行分析时, DHB 基质已无法检

测到任何有效信号, 而离子液体基质却依然能检测到信

噪比很高的寡糖链峰, 如图 S3-B 所示. 由此可知, 这类

新型离子液体基质可以使分析 β-CD 的检测限降低至少

一个数量级.  
为了验证这类离子液体基质在复杂体系中的适用

性, 我们选用了 2′,3′,4′-THAP/DMA 离子液体基质进行

探索, 首先考察了它对 15 ng RNase B 糖蛋白上的寡糖

链分析的效果. 如图 3 所示, 谱图中所有质谱峰均对应

RNase B 上寡糖链的加 Na＋或加 K＋峰. 根据其寡糖结构

中乙酰葡糖胺(GlcNAc, m/z 203)和甘露糖(Man, m/z 162)
的分子量差异, 即可推断出相应寡糖链的单糖组成和结

构信息(详细信息见表 S1). 这也说明离子液体在提高寡

糖链离子化效率的同时, 为糖蛋白中糖链结构的解析奠

定了基础.  

2.2  离子液体基质在糖肽分析中的应用 

除了可以使寡糖的离子化效率显著提高, 该离子液

体基质也能有效促进糖肽在 MALDI-MS 中的离子化. 
实验中以标准糖蛋白 HRP 的酶解肽段进行了考察, 图
S4 是分别以 2′,3′,4′-THAP/DMA 和 2′,3′,4′-THAP 分析

10 ng HRP 的酶解肽段获得的质谱图. 不难发现, 当以

2′,3′,4′-THAP/DMA作为基质时, HRP的 7条糖肽都能得

到高灵敏度的检测(相应的糖肽信息见表 S2), 而以

2′,3′,4′-THAP 单独为基质时, 几乎检测不到任何信号. 
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图 3  2′,3′,4′-THAP/DMA 作为 MALDI 基质分析 15 ng RNase B 的寡

糖链得到的质谱图 
Figure 3  MALDI-TOF mass spectrum of glycan chains from 15 ng 
intact glycoprotein RNase B digested by PNGase F with 
2′,3′,4′-THAP/DMA as matrix 

即使将 HRP 的样品量增至 1 μg, 依然无法实现对多条

糖肽的鉴定, 且谱图中噪音干扰强烈(如图 S5). 因此, 
与 2′,3′,4′-THAP相比, 2′,3′,4′-THAP/DMA作为基质分析

HRP 的酶解肽段时, 能使其检测灵敏度提高至少 100
倍.  

3  结论 

综上所述, 本研究制备了 4 种新型离子液体, 并作

为 MALDI 基质成功应用于寡糖及糖肽的分析. 当用优

化后的离子液体体系分析时, 能使不同类型的寡糖、复

杂的寡糖链体系及糖肽均得到高灵敏度的检测, 且操作

快速、简单, 质谱检测背景干扰低. 同时也从不同角度

证明, 这类新型离子液体基质对寡糖类物质的分析效果

明显优于固体基质. 总之, 基于三羟基苯乙酮的新型离

子液体作为 MALDI 基质时, 在寡糖及糖肽的分析中具

有可行性和良好的应用前景, 这为此类物质的快速、高

灵敏度分析提供了新的思路. 
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