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基于基质辅助激光解吸电离质谱(MALDI-MS)的疾病标志物筛查
与鉴定 
——仪器分析综合实验教学改革 
 
林子俺*，靳迎雪 
福州大学化学学院，福州 350108 

 

摘要：本研究旨在开发一种新型开放探索型实验，并将其融入到本科生的综合实验教学中。该实验采用基质辅助激

光解吸电离质谱(MADLI-MS)技术，用于疾病标志物的筛查与鉴定，在实验中，我们选择α-氰基-4-羟基肉桂酸(CHCA)

作为有机基质，首先研究了点样方式对实验结果的影响。接着，我们使用5种代谢小分子来验证基质的适用性。然

后，我们从健康人和心血管疾病患者中提取了特异性的血清代谢指纹图谱(SMPs)，通过对大数据进行多元统计分析，

建立了一个用于心血管疾病诊断的MALDI-MS平台，并成功地将其应用于健康人和患者的区分。这种模式的目标是

创建一个将实验教学和科研工作相结合的开放探索型平台，使学生在实验过程中不仅能学习和掌握MADLI-MS的原

理、操作和数据分析，还能培养他们的科研创新能力和综合思维能力。 
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Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry 
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Abstract:  This study aims to develop an innovative open-ended exploratory experiment that integrates research into 

undergraduate laboratory teaching by utilizing Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry 

(MALDI-MS) technology for disease biomarker screening and identification. In this experiment, α-cyano-4-

hydroxycinnamic acid (CHCA) was chosen as the organic matrix, and an initial investigation examined the effect of 

different sampling methods on experimental results. The suitability of the matrix was further validated using five 

different small metabolic molecules. Specific serum metabolic fingerprints (SMPs) were then extracted from healthy 

individuals and patients with cardiovascular diseases. By applying multivariate statistical analysis to large-scale data, 

a MALDI-MS platform was developed for the diagnosis of cardiovascular diseases, successfully distinguishing 

between healthy individuals and patients. The goal of this approach is to create an open and exploratory platform that 

combines experimental teaching with scientific research, enabling students to learn and master the principles, 

operations, and data analysis techniques of MALDI-MS while enhancing their research innovation capabilities and 

comprehensive thinking skills. 
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心血管疾病(CVD)是全球人口最主要的死亡原因，占全球死亡人数的近一半。科技领域应该高

度重视人民的健康需求，特别是在CVD的早期筛查和精准医学诊断方面[1–3]。早期诊断是预防和治疗

CVD的关键环节，而疾病标志物是早期诊断的重要依据，它们反映了生物体在生理､病理或治疗过程

中的特征性变化。因此，寻找并研究具有诊断价值的生物标志物是当前的研究重点和难点[4–6]，代谢

物是生物体内信号通路的最终产物，它们能够实时反映出机体的状态和功能，对于精确诊断疾病有

着重要的作用。作为系统生物学的一个关键分支，代谢组学能够对生物体内所有的小分子代谢物进

行定性定量分析，从而揭示其与生理病理变化的相对关系，这为早期筛查和精准医学诊断提供了强

有力的支持。然而，代谢物的检测面临着诸多困难，主要是由于代谢物的浓度低､种类多､分布广，以

及存在大量的干扰分子。因此，亟需开发能全面分析复杂生物样品中的代谢物的分析方法[7]。 

分子质谱(Molecular Mass Spectrometry)是试样分子在高能粒子束(电子、离子、分子等)作用下电

离生成各种类型带电粒子或者离子，采用电场、磁场将离子按质荷比(m/z)大小分离，依次排列成图

谱，称为质谱。质谱不是光谱，是物质的质量谱。基于这种分离和检测原理，质谱仪器根据其分辨

率、样品离子化方式以及离子源的能量强度被进一步分类，以适应不同的分析需求和样品特性。

(1) 质谱仪器按照分辨率可以分为高(R > 50000)、中(R = 10000–50000)、低(R < 10000)三类，例如，

双聚焦质谱仪器和傅里叶变换回旋共振质谱仪属于高分辨质谱仪器；而四级质谱仪、飞行时间质谱

仪均属低分辨质谱仪器。(2) 根据样品的离子化过程，离子源主要可分为气相离子源和解析离子源。

气相离子源适用于沸点低、分子质量小的化合物，此类离子源主要包括电子轰击源、化学电离源、

场电离源等；解析离子源适用于大分子或热不稳定物质，包括场解吸源、快原子轰击源、激光解吸

源、电喷雾电离源和大气压化学电离源等。(3) 按照离子源能量的强弱，又可分为硬离子源和软离子

源。硬离子源产生高能量激发态分子，导致键断裂并生成碎片，提供分子官能团等结构信息；软离

子源则产生分子离子，几乎不会产生碎片，谱图简单，主要包含分子离子峰或准分子离子峰。 

激光解吸电离(Laser Desorption Ionization，LDI)是一种结构简单且灵敏度高的电离技术，利用特

定波长的脉冲激光照射覆有能吸收激光能量基质的样品靶面，实现样品的电离。此过程中，激光首

先激发基质分子，然后在气相中将质子转移至样品分子，完成样品分子的电离。为了提高离子产量

并确保有效的电离，常常选用适当的基质材料，由此衍生出基质辅助激光解吸电离(Matrix-Assisted 

Laser Desorption Ionization，MALDI)方法。MALDI作为一种软电离技术，其工作原理是将待测样品

与强紫外光吸收能力的基质混合形成共晶体，用脉冲激光照射此共晶体，基质快速吸收能量并局部

迅速升温，诱导样品发生解吸附反应，并通过场增强效应帮助样品离子化。具体来说，激光能量首

先被基质高效吸收，接着以非热力学方式传递给相邻样品分子，赋予样品分子足够的动能实现电离

及进入气态，产生单一正离子、负离子或分子离子，同时避免了剧烈的分子裂解现象。因此，MALDI

产生的离子谱特征为碎片化程度低，以单电荷离子峰为主，提供分子量和部分结构信息的高质质谱

数据。 

MALDI特别适合与飞行时间质量分析器(Time of Flight Mass Spectrometry，TOF-MS)配合使用。

在MALDI-TOF-MS系统中，电离后的样品分子离子，在静电场的加速下进入无电场的飞行管(TOF

管)，通过测量离子的飞行时间来确定分子量，这种结合了MALDI软电离技术和TOF质量分析的方法，

即为MALDI-TOF-MS (简称为MADLI-MS)。MALDI-MS相比其他质谱技术有许多优势，如样品预处

理简单､耗样量少､对盐类和蛋白质有较高的容忍度等[8,9]。而且，MALDI-MS产生的大部分离子都是

单电荷离子，其离子峰直接对应代谢物小分子的分子量。此外，MALDI-MS还具有高通量和高灵敏

度的特点，使其在代谢成分分析方面显示出巨大的潜力[10,11]。根据MALDI-MS的原理，理论上可以

实现全谱分子量的高准确､高分辨､高灵敏检测，为代谢组学研究提供了强有力的工具。因此，本文
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设计了一个基于MADLI-MS的心血管疾病标志物筛查与鉴定的开放探索性综合实验。 

开放探索型实验项目作为一种新型的教学模式，它鼓励学生在教师的指导下，充分利用实验室

的设备和资源，进行自主的、探索性的实验学习，为学生提供实践科研的机会[12,13]。针对本科生毕

业班的“综合实验(二)”课程，我们学院开设了基质辅助激光解吸电离质谱(MALDI-MS)相关的开放

探索型实验，以帮助本科生通过实践活动深入理解科研工作。本实验将临床的心血管疾病研究与新

型的质谱分析技术相结合，采用启发式的教学模式，让学生通过实验了解科学研究的前沿内容，拓

宽学生的科学视野，激发学生的学习兴趣，提高创新能力和科学研究能力，以培养更多的科技创新

人才。 
 

1  实验目的 
(1) 深入了解基质辅助激光解吸电离质谱MALDI-MS的仪器结构､工作原理，并掌握仪器操作方

法及质谱图的解析； 

(2) 利用MALDI-MS技术，结合α-氰基-4-羟基肉桂酸(CHCA)作为有机基质，探究点样方式对实

验结果的影响，并验证基质对5种代谢小分子检测的适用性； 

(3) 通过提取健康人和心血管疾病患者的血清代谢指纹图谱(SMPs)，学习并运用多元统计分析

方法，建立用于心血管疾病诊断的MALDI-MS平台，进而实现健康人和患者的区分。 
 

2  实验部分 
2.1  实验原理 

基质辅助激光解吸电离质谱(MALDI-MS)的工作原理如图1所示：将待测样品与有机小分子混

合，形成共晶体，进而将这些样品-基质共晶体暴露于激光之下，基质能够吸收激光能量并传递给样

品分子，这一过程中，基质吸收激光能量后迅速升温，促使样品分子从靶板表面温和解吸，解吸过

程几乎不造成样品分子的碎片化，从而生成稳定的气态离子。随后，所有带电的气态离子在静电场

中获得相同动能，并进入无电场的高真空飞行管(TOF管)，由于带电离子的质荷比不同，导致获得的

速度不同，因此根据抵达检测器的飞行时间不同可以实现样品分子量的检测[14]。基于这种原理，

MALDI-MS理论上可实现全谱分子量的高准确、高分辨、高灵敏检测，具有广泛的应用前景。 

一个离子在电场中获得的电离势能K与其电荷q、加速电压V有关，即 

K = qV     (1) 
分子电离后形成的离子经电场加速从离子源引出，加速电场中获得的电离势能K化成动能，两者

相等，即： 

21

2
qV mv        (2) 

2

L L
t

v qV
m

          (3) 

引入质荷比的m/z定义： 

m/z = m/q      (4) 

因此，飞行时间和m/z的关系： 

2
/
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m z

  

式中，t是离子从离子源飞行到检测器所需的时间，L是离子源和检测器之间的距离，ν为飞行速度，

m是离子的质量。 
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图1  MALDI-MS的工作原理[15] 

 
2.2  实验材料与试剂 

三氟乙酸(TFA)､组氨酸(His，C6H9N3O2，MW = 155.15)､苯丙氨酸(Phe，C9H11NO2，MW = 165.19)、

赖氨酸(Lys，C6H14N2O2，MW = 146.19)､羟脯氨酸(Hyp，C5H9NO3，MW = 131.13)､葡萄糖(Glu，C6H12O6，

MW = 180.16)购自Sigma-Aldrich；α-氰基-4-羟基肉桂酸(CHCA，C10H7NO3，MW = 189.17)购自德国

Bruker Daltonics公司；二次水(18.2 MΩ∙cm−1)由Milli-Q水净化系统(米利波尔，美国)生产。所有化学

试剂均为分析纯及以上纯度，没有进一步纯化处理。血清标本由福建省直机关医院患者捐献，所有

志愿者均同意为研究提供血清样本。所有患者均按照临床严格诊断方案确诊为CVD。生化样品的研

究需遵循赫尔辛基宣言，并经福建省政府医院伦理委员会批准。 

2.3  实验仪器与条件 

主要仪器：MALDI-TOF-MS(德国Bruker Doltonics)；激光源：Nd:YAG激光(1 k Hz，波长355 nm)

及Smart beam系统；模式：正模式；电压：20 kV；频率：1 kHz；光斑大小：5；激光强度：65%。 

 
3  实验步骤 
3.1  基质与样品的制备 

小分子代谢物(His、Phe、Lys、Hyp、Glu)用去离子水配制成浓度为1 mg∙mL−1的溶液。使用含有

0.1% TFA (3 : 7，V/V)的乙腈/水的TA30溶液配制10 mg∙mL−1 CHCA基质。所有样品溶液在−4 °C下保

存待用。 

3.2  最佳点样方法的选择 

本研究使用CHCA作为基质，以Lys和His为参考物质，来比较四种常见的点样方法(干点法、薄

层法、双铺法和三明治法)，以确定最佳的点样方式。如图2所示，在正模式下，四种方法均可以检

测到两种小分子代谢物的分子离子峰，但是与其他三种方法相比，干点法可以得到最高的加和峰值

强度，基质背景干扰也比较少。因此，本研究选择干点法作为后续实验的点样方式。 

3.3  小分子代谢物标准品的检测 

在选定干点法后，如图3所示，我们检测了五种小分子代谢物(His、Glc、Lys、Hyp和Phe)。结果
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显示，CHCA在正模式下能有效检出这些代谢物，证实了我们的实验设计和方法的有效性，并为后

续的疾病筛查和诊断工作打下了基础。 

 

 
图2  四种点样方式在正模式下的质谱图 

(a) Phe为例的四种点样方法在正模式下的质谱图；(b) Lys为例的四种点样方法在正模式下的质谱图 

 

 
图3  以CHCA为基质5种代谢小分子在正模式下的质谱图 
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3.4  血清样本及代谢组数据的获取与处理 

利用CHCA的优异性能，我们构建了一个用于心血管疾病诊断的MALDI-MS平台。通过该

平台，我们提取了6名健康个体和6名CVD患者的血清代谢谱(SMPs)，并探讨其在临床诊断中的

应用。为了进行MALDI-MS分析，我们首先对血清样本进行了简单快速的处理，即用去离子水

将血清样本稀释10倍，然后取1 μL作为分析样品，采用干点法进行点样，等样品与基质在靶板

上完全干燥并形成均匀的固态共结晶，此外无需其他预处理步骤。完成点样后，将靶板引入质

谱仪进行深入分析，以获得血清样本的分子质量信息。每个样品重复测量3次以确保结果的可靠

性。获得的质谱数据使用FlexAnalysis 3.4软件导出，手动对图谱进行峰值提取，对齐和归一化

的预处理。接着利用Simca (version 14.0，Umetrics，Umeå，Sweden)软件进行多元统计分析作图。

我们重点是介绍并实践主成分分析(PCA)和正交偏最小二乘判别分析(OPLS-DA)等先进数据处

理技术。PCA是通过线性转换实现数据降维，将复杂高维数据简化为相互正交的主成分，利于

数据可视化和去除噪声，提高对数据主要结构和趋势的理解。而OPLS-DA在PCA的基础上专为

分类任务优化，强调最大化组间差异和最小化组内差异，通过正交校正去除无关信息，从而精

确捕捉与分类相关的变量变化，提升模型预测性能和识别潜在生物标志物的能力。两者结合使

用，既可用于全面探索数据的内在结构，又能实现对特定疾病状态等分类问题的高度敏感和准

确判别，是生物医学研究中不可或缺的数据分析工具。 

 
4  结果与讨论 

在构建的MALDI-MS代谢平台中，我们首先提取了健康对照组和CVD患者的代谢指纹图谱。如

图4a所示，两者的典型SMPs均具有丰富的峰值，并存在显著差异。图4b的热图进一步展示了两组血

清代谢特征的显著差异，这表明CVD组和健康组的代谢物发生了显著变化。然后，我们使用无监督

主成分分析(PCA)对处理后的数据进行了观察，如图4c所示，健康对照组与疾病组在PCA图中有一定

的区分性，尽管不十分明显。但是这些结果表明，我们的MALDI-MS代谢平台能够有效地区分健康

和CVD患者的代谢特征，为进一步的疾病诊断提供了有力的工具。 

 

 
图4  (a) 健康组和CVD患者组典型的质谱图；(b) 12个临床血清样本的热图，包括6名健康对照者和6名心血管疾

病患者(H1–H6为健康人血清样本，C1–C6为患者血清样本)；(c) 主成分分析(PCA-X)评分图 

电子版为彩图，下同 

 
为了进一步提高分类效果，我们采用有监督的正交偏最小二乘判别分析(OPLS-DA)将两组进行

区分，如图5a所示。两组被很好地区分开来，模型的拟合度和预测能力分别为R2Y(cum) = 0.999和

Q2(cum) = 0.921。同时，我们绘制了受试者工作曲线(ROC)来评估模型的分类性能，如图5b所示。模

型表现出色，曲线下面积(AUC) = 1，95%置信区间(CI)为1-1，验证了MADLI-MS可以成功区分CVD

患者和健康对照。此外，我们进行了200次随机排列的置换检验，如图5c所示。置换后对应的值始终

低于右边的起始点，且两斜线的斜率均为正，Q2与Y轴的交点处于负半轴，表明模型没有过拟合，确
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认了该模型的可靠性。这些结果表明，特异性的血清代谢指纹图谱可以作为心血管疾病的诊断要点，

揭示了用MALDI-MS方法测定血清中代谢小分子含量来诊断CVD患者的可能性。 
 

 
图5  (a) 心血管疾病患者和健康对照组总体代谢差异的OPLS-DA评分图；(b) 区分心血管疾病患者与健康对照的

ROC曲线；(c) 心血管疾病患者与对照组的200次随机排列的置换检验图 
 

5  实验教学安排及学生反馈 
本课程是一门开放探索型实验，主要面向化学院拔尖班及其他有兴趣的同学，计划在大四学年

第一学期开设。这个实验设计为学生在完成各门基础化学实验后，向毕业论文阶段过渡的重要桥梁，

其主要目标是培养学生的创新意识和实践能力。实验内容主要涉及MADLI-MS在疾病筛查方面的应

用，学生将根据实验步骤进行操作。本课程充分体现了高阶性、创新性和挑战度，融合了化学各分

支学科中的一些通用现代实验方法和技术。由于本实验的综合探究性强且实验时间较长，我们建议

学生以4–5人一组的形式进行小组合作。在规定的学时内，学生应能完成相应的实验内容，并取得测

定结果。实验总时长约为16.0个学时，这些可以在三次实验课内完成。学生实验的学时分布为：学习

和掌握MALDI-MS的结构、原理及操作方法并了解实验方案，4.0学时；学生独立进行实验操作，4.0

学时；学生实验数据分析与处理，8.0学时。 

对参与实验的学生进行调查，学生反馈如下：通过“基于基质辅助激光解吸电离质谱(MADLI-

MS)的疾病标志物筛查与鉴定”实验的学习，他们进一步加深了对MADLI-MS仪器结构及分析原理

的理解，了解了疾病标志物筛选方法；掌握了多元统计分析大数据的方法，增强了实践能力和创新

能力，拓宽了科学视野。 

 
6  结语 

该实验介绍了一种基于MADLI-MS方法的代谢诊断平台，评价其在疾病诊断中的可行性。通过

多元统计分析，我们进一步验证了该平台的心血管疾病诊断性能，成功区分了心血管疾病患者和健

康人体。本文表明，该平台在生物体液中疾病标志物的快速高灵敏检测中具有良好的应用潜力，有

望在临床中大规模应用。 

当涉及到本科生毕业班的开放探索型综合实验课程时，这个实验具有极高的教育和培养意义。

通过进行文献调研、分组讨论、实验操作和实验报告的撰写，学生能够全面提升科研思维和创新能

力，同时也关注了科技前沿，解决了科技问题，运用了专业理论知识，激发了潜能，培养了学以致

用、综合科研创新和高级思维能力。本实验为学生提供了充分的思考和发挥空间，展示了化学学科

的创造性和实用性。这种教学模式不仅提高了教学质量，也为学生提供了实践科研的机会，对于提

升学生的综合素质和科研能力具有重要的意义。 
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