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В настоящем обзоре будут рассмотрены те работы в области при
кладной масс-спектрометрии, которые имеют непосредственное отноше
ние к общебиологическим и биохимическим исследованиям. Мы кратко 
остановимся на физическом принципе масс-спектрометрии, укажем наи
более важные конструктивные узлы прибора, отметим некоторые труд 
пости, возникающие при проведении исследований, после чего остано
вимся на изотопном и молекулярном анализах, выполняемых с помощью 
масс-спектрометра. Список литературы по мас'.-спектрометрическому 
анализу аминокислот и пептидов охватывает все первоисточники в этой 
области, опубликованные вплоть до мая 1964 г.

Методическая часть

Масс-спектрометрия предназначена для измерения масс изотопов 
различных химических элементов, а также для проведения анализа не
органических и органических соединений.

Масс-спектрометр представляет собой прибор, в котором исследуе
мое вещество, находящееся в газовой фазе, ионизируется и образую
щийся ионный пучок делится на компоненты с определенным отноше
нием массы ионов к их заряду. Относительные количества ионов каждо
го типа регистрируются. Большинство масс-спектрометров измеряет 
только положительные ионы, образующиеся в ионизационной камере 
масс-спектрометра при столкновении молекулярного пучка анализируе
мого вещества с электронным пучком. Полученные ионы ускоряются в 
электрическом поле, равном нескольким киловольтам. После ускорения 
ионный пучок проходит через секторное магнитное поле, которое откло
няет заряженные частицы тем больше, чем меньше их масса. Регистри
рующий коллектор масс-спектрометра жестко зафиксирован. Попадание 
каждой и компоненты ионного пучка с определенной массой на кол
лектор обеспечивается изменением напряженности магнитного поля, 
которое развертывает масс-спектр в пространстве. При этом отношение 
массы иона к его заряду пропорционально квадрату напряженности 
магнитного поля.

В соответствии со сказанным, основными узлами масс-спектрометра 
являются: 1) система напуска, в которую вводится исследуемое веще
ство, 2) ионный источник, в котором осуществляется столкновение мо
лекул с электронами, 3) магнитный анализатор, 4) система регистрации
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ионного пучка, 5) система получения высокого вакуума (до 10 ‘ мм рт. 
ст.) в камере анализатора и 6) управляющие и контролирующие элек
тронные схемы [1—3]. На рис. 1 приведена блок-схема масс-спектро
метра.

Рис. 1. Блок-схема масс-спектрометра: Ц система напуска, 
2) ионный источник, 3) магнитный анализатор, 4) система 
регистрации. 5) вакуумная линия и 6) управляющие и конт

ролирующие электронные схемы.

В зависимости от микроструктуры изучаемого вещества различают 
изотопный и молекулярный анализы. Первый из них используется при 
применении метода меченых атомов в проводимых исследованиях. Моле
кулярный анализ отличается значительной сложностью получаемого 
масс-спектра. Для облегчения интерпретации полученных спектров мно
гокомпонентной смеси обычно производят предварительное разделение 
смеси на отдельные, составляющие с помощью газовой хроматографии

При проведении масс-спектрометрического анализа часто возникают 
трудности в приготовлении годного для анализа образца. Во время опы 
та исходный продукт не должен претерпевать термического разложения 
в системе напуска масс-спектрометра, температура которой лежит в 
пределах от 100 до 300°С. В противном случае мы будем иметь дело с 
двух или боле£ компонентной смесью исходного вещества с продуктами 
его разложения. Подобного явления можно избежать, если для анализа 
использовать термоустойчивые производные изучаемого вещества. Сле
дует указать также на часто возникающую трудность ввода исследуе
мого образца в систему напуска, без нарушения предварительного ваку
ума [2]. Важное значение имеет подбор подходящих патекателей, кото
рые обеспечивают получение устойчивого молекулярного потока в иони
зационной камере. . Я

В масс-спектрометрических лабораториях наиболее общеупотрсби 
тельны масс-спектрометры для изотопного и молекулярного (химическо
го) анализов типа МИ 1305 и МХ 1303 с разрешающей способностью 300 
и 400, диапазоном измерения по массам (а. е. м.) 1 400 и 2— 600 соот
ветственно. / а Й
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Изотопный анализ

Использование масс-спектрометра для изотопного анализа в био
химических исследованиях основано на применении метода меченых 
атомов. Поэтому мы остановимся лишь на тех экспериментах, в которых 
!ля изотопного анализа был применен масс-спектрометрический мето. 
Часс-спектрометр является уникальным прибором, позволяющим опре- 
1елять разницу в изотопном составе исследуемых соединений.

Основными элементами, представляющими интерес для выяснения 
•удьбы органических соединений в биохимических реакциях, являются 
стабильные изотопы D, N15, Сь и О18. Эти изотопы используются для 
метки молекул, которые могут быть применены непосредственно или 
усвоены организмом при опытах in vitro или in vivo соответственно. По
учаемая при этом информация относится к вопросам переноса веще

ства, кинетики реакции и механизму ее протекания.
Первые исследования подобного рода были проведены Хевешем. 

Гофером и Крогом в 1934 г. [4, 5]. Они применили D2O для изучения 
водного обмена в организме. Шоенхемер и Риттенберг исследовали про 
межуточный обмен веществ с помощью дейтерия, подтвердив и расти 
рив основные выводы по протеиновому обмену, применив N15 [6]. Риттен 
берг и Блох [7] использовали меченный дейтерием холестерол для из\ 
чения его переноса к центральной нервной системе. Хевешом [5], Шоен- 
хемером и Риттенбергом [6] была определена скорость переноса меченой 
воды D2O через кожу лягушки.

Масс-спектрометрия позволила начать широкий фронт исследо
ваний по промежуточному обмену аминокислот и протеинов, используя 
их аналоги, меченные по азоту [8, 9]. Вуд и Веркман [10. II], использхя 
изотоп углерода С13 в соединении ПаНС130з, впервые открыли процес՛ 
фиксации двуокиси углерода. Риттенберг и Блох [12] применили двояко 
меченную уксусную кислоту CD3Cl3OOH для исследования ее усвоения 
крысами и мышами. Тяжелый изотоп кислорода О’8 был применен До 
лом [13, 14], Рубеном и др. [15] при изучении фотосинтеза. Бентли [ 161 
применил тяжелую воду, меченную по кислороду Н2О18, при изучении 
механизма реакции гидролиза ацетилфосфата. Изотоп 018 применялся 
также при изучении дыхания [17] в некоторых ферментативных реакциях 
[18, 19].

В качестве примера приведем исследование гидролизатов белка 
содержащих 24 а-аминокислоты [20]. Необходимо было определить ко
личественное содержание каждой аминокислоты для установления 
структуры белка. Используя метод изотопного разбавления [2, 3], уда 
лось провести полный количественный анализ аминокислот. Для этого 
синтезированную а-аминокислоту, например, глицин добавляли к изу
чаемому гидролизату и получали неразделимую смесь с необогащенным 
исходным глицином. Затем выделяли небольшое количество чистого 
лицина и измеряли на масс-спектрометре отношение N14/N15. Это позво

лило точно оценить содержание этой аминокислоты в смеси. Аналогия- 
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но было выяснено содержание других аминокислот. Этот метод особен
но полезен при определении количеств различных веществ, остающихся 
в остатке после процесса экстракции, когда остаток содержит большое 
число различных примесей.

При масс-спектрометрическом анализе требуется всего лишь около 
1 мг исходного органического вещества, что чрезвычайно важно при 
биохимических исследованиях.

Методы приготовления образцов И, С13, и О18 были разработаны 
в основном Риттбергом и его сотрудниками [21]. Содержание изотопов 
водорода определяется обычно после получения из меченого органиче
ского соединения газообразного водорода, который подвергается масс- 
спектрометрическому анализу. По отношению интенсивностей пиков 3 
и 2 в масс-спектре, соответствующих ионам (НО/НН) + , после пересчета 
устанавливается количество дейтерия в исходном продукте.

Отношение С13/С12 определяется после получения из исходного про- 
1укта простого газообразного соединения, например, двуокиси углерода.

Содержание тяжелого изотопа углерода можно определить или по 
пикам 12 и 13 или же по пикам с массовыми числами 44 и 45, которые 
соответствуют ионам (С|2Ог)+ и (С13Ог)+ [2, 3]. Анализ образцов на 
№5 производится на элементарном азоте. Азот из органического соеди
нения получается путем превращения органического азота в аммиак с 
последующим окислением его до элементарного азота. Изотопное отно
шение №5/\П4 определяется по пикам 28. 29 и 30 после соответствующего 
пересчета результатов [2, 3]. Тяжелый изотоп кислорода О18 в органиче
ских соединениях определяется посредством его превращения в свобод
ный кислород или же газ СОг. Содержание изотопа О18 может быть 
определено по пикам 32/34 или 44/46 также после соответствующего пе 
ресчета [2, 3].

Молекулярный анализ

а) Газовый анализ. Использование масс-спектрометра для анализа 
газообразных продуктов, например, выдыхаемых человеком при раз
личных физических условиях или изучение газообмена на клеточном 
уровне, основано на общих положениях газового анализа с помощью 
масс-спектрометра. Для этого предварительно необходимо эксперимен
тально установить схему диссоциации молекулярных ионов каждого 
вида и добиться того, чтобы относительные интенсивности пиков оско- 
точных ионов представляли собой характерные для данной молекулы 
постоянные величины. Для сравнения, в качестве стандарта, исполь
зуется пик, соответствующий осколочному иону, который образуется с 
наибольшим выходом. Характерное распределение интенсивностей меж
ду пиками в масс-спектре молекулы позволяет идентифицировать мо
лекулы разных веществ, имеющих одинаковые массовые числа.

Успешное приложение масс-спектрометрии к количественному ана
лизу зависит от воспроизводимости масс-спектров в течение опыта, линей- 
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пости наложения масс-спектров различных компонент смеси и пропор
циональности ионного тока парциальным давлениям компонент различ
ных газов в смеси. С учетом этих требований Миллер и др. [22] путем 
анализа выдыхаемых газов при помощи портативного масс-спектромет
ра изучили накопление двуокиси углерода у пациентов, подвергшихся 
анестезии. Пратт с сотрудниками опубликовал работу по изучению ды
хательного обмена [23]. Браун и др. [24] при помощи масс-спектрометра 
с быстродействующей системой регистрации произвели непрерывную 
регистрацию газового обмена клеток, тканей и целых организмов. Бар
телс и др. [25] измерили объем остаточного воздуха при процессе дыха
ния. Описан метод анализа очень малых количеств диэтилового эфира в 
крови при исследовании анестезирующих веществ [26]. Сравнительно не
давно масс-спектрометр был применен при диагностике работы легких 
[27]. а также в измерениях давления газа в крови [28].

б) Масс-спектры аминокислот и пептидов. Возможность применения
масс-спектрометра к изучению сложных органических соединений под
робно рассмотрена в ряде обзоров и монографий [1, 2. 29 34]. При 
столкновении молекулярного пучка с электронами в ионизирующей Л
камере масс-спектрометра образуются возбужденные молекулярные 
ионы, которые некоторое время существуют как целое, причем энергия 
их возбуждения статистически распределяется внутри молекулы. Затем 
эти ионы распадаются с перегруппировкой атомов внутри молекулы или 
без перегруппировки, образуя различные первичные осколочные ионы, 
которые в свою очередь могут претерпевать дальнейший распад по за
кону мономолекулярных реакций. В тех случаях, когда между структу- Vрои молекул исследуемого соединения и образующимися из нее ионами 
имеется связь, удается определить структуру исходной молекулы по ее 
масс-спектру.

Масс-спектрометрическое изучение аминокислот началось около 
десяти лет назад. Низкая упругость пара аминокислот, обусловленная 
наличием полярных \Н2 и СООН-групп. затрудняет непосредственную 
идентификацию и изучение этих соединений при помощи масс-спектро
метра. В первых опубликованных работах по масс-спектрометрическому 
анализу аминокислот изучались масс-спектры их летучих производных 
метиловых и этиловых эфиров [35—39]. Лишь недавно были предприня
ты попытки получения масс-спектров свободных аминокислот и их хло
ристоводородных солей [29, 40]. При этом образцы непосредственно 
испарялись в ионном источнике при температуре 100—250 С. Этот спо
соб ввода вещества позволил свести вес анализируемых образцов до 
<1,25—10.«г. Полученные масс-спектры свидетельствуют о том, что сво- 
оодные аминокислоты при переходе из твердой фазы в газообразную за 
метно не разлагаются. Общая картина их масс-спектров сходна с масс- 
спектрами производных аминокислот. В масс-спектрах свободных ами
нокислот присутствуют два интенсивных пика. Первый пик с массовым 
числом 45, которому соответствует ион (О=С~О—Н)+, со стабилиза- 
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иней положительного заряда на кислороде, и второй пик с массовым 
числом 75, соответствующий иону (Н2М—СН—С(ОН)2 +

Аналогично были получены масс-спектры моногидрохлоридов ами
нокислот, которые давали дополнительные пики в диапазоне 35—39, 
соответствующие ионам, возникающим благодаря наличию молекулы 
НС1. Из-за присутствия атома азота в молекуле аминокислоты легко 
расщепляются С—С связи в местах (а) и (б):

R—СН — R —СИ— ! СООС,Н5 ֊> СНСООС.Н- 
I I

<б> I КН. I (а)

т/е Н+29 | т/е 102

В результате образуются два осколка (К+29) и 102. Первый оско- 
юк легко дает резонансно-стабилизированный ион (R—СН-^Н2) + Из 
этого иона в результате перегруппировки может образовываться ион с 
т/е ЗО^ЬЬСНг)4, а от аминного осколка может отщепляться аммиак. 
Возможны и другие перегруппировки в аминном фрагменте, зависящие 
от конкретного вида боковой группы. Эти реакции подробно рассмотре
ны в работе Бимана [38]. Эфирный осколок 102 может распадаться на 
более низкомолекулярные фрагменты следующим путем:

гл е 102
СН—С 0 Н СН, -----о-сн-со,н

МН2 О—СН, 
!—Н,0

----------------> Н,М —С=СО П1 е 56
-С:Н.ОН(?)

В результате образуется хорошо стабилизированный ион с массо
вым числом 56. Образование ионов при расщеплении связей в боковой 
К-группе для эфиров аминокислот рассмотрено в работах Бимана 
[37, 38].

В масс-спектрах эфиров М-ацетилированных аминокислот присут
ствует интенсивный пик 43, который образуется, по-видимому, главным 
образом за счет ацетильного иона [41,42, 43]. Молекулярный ион наблю
дается в большинстве масс-спектров этих производных аминокислот. 
Однако довольно часто пик с массовым числом М+1 оказывается боле։ 
интенсивным, чем молекулярный пик. Механизм образования иона 
(М--1)+ обсуждался Бейноном [2]. Обычно этот ион образуется вслед
ствие столкновения молекулярного иона с нейтральной молекулой, при
водящего к присоединению водорода. Ион с т/е 88, который присутствует 
в масс-спектрах свободных эфиров аминокислот [39], наблюдается также 
и в масс-спектрах ацетилированных эфиров аминокислот. Этот нон мо
жет образовываться в результате перегруппировки молекулярного иона 
и отщепления кетена и боковой группы. От молекулярного иона могут 
отщепляться также и другие молекулы, например, метанола в случае 
метиловых эфиров, воды и др. Доказательством этого служат соответ-

/
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ствующие метастабильные пики в масс-спектрах. В качестве примера 
ниже приведена реакция для метилового эфира М-ацетилглицина:

СН.)—С—СН:—С—О—СН3

С)
т е 131

(99:131

стон
СН.-С-КН СН

О
пт е 99

74,8)

о

Специфические ионы, образующиеся при расщеплении и перегруп
пировке в боковых группах, рассмотрены в работе Андерсена [42]

Недавно были изучены масс-спектры фенилтиогидантоиновых 
(ФТГ) производных аминокислот [44]. Эти производные дают масс-спек
тры с четко выраженными молекулярными пиками. Иногда наблюдают
ся интенсивные пики с гп/е М-2, которые авторы объясняют отщеплением 
молекулы водорода, сопровождающимся удлинением цепи сопряжения 
и стабилизацией молекулярного иона.

Хорошая воспроизводимость масс-спектров аминокислот и их про
изводных позволяет производить анализ смеси аминокислот [44, 45]. 
Таким путем в частности была проанализирована смесь производных 
аминокислот [45]. Биманом и Дифлером [47] был произведен масс-спек
трометрический анализ двухкомпонентной смеси мечено!՜! и обычной 
1Минокислот. Основываясь на имеющемся экспериментальном материале 

были определены молекулярные структуры некоторых редких амино
кислот, а также идентифицированы аминокислоты, полученные из раз
личных биологических систем [48—51].

В работах Бимана [52, 53] была показана возможность применени: 
.масс-спектрометрического метода для определения порядка чередования 
аминокислотных остатков в коротких пептидах. То же показано и в ра
боте [54]. Летучесть образцов достигалась восстановлением этиловых 
эфиров \т-ацетилированных пептидов литий алюминий гидридом 
(ЫА1Н4) до полиаминоспиртов с сохранением скелетной структуры ис
ходного пептида. Изучение полиаминоспиртов, содержащих несколько 
ОН-групп, затруднено их сравнительно низкой упругостью пара и не
устойчивостью при нагревании. Это усложняет их газ-хроматографиче- 
ское разделение, а при масс-спектрометрическом исследовании увеличи- 
вает вероятность перегруппировки в первичных ионах. Поэтому Бима
ном и др. [53] было проведено дальнейшее восстановление полиамино 
спиртов до полиаминов. Используя характеристические пики, в ряд» 
случаев удалось установить первичную структуру исходного пептида.

В работе Стенагена [55] для этой же цели использовались трифтор 
ациальные эфиры пептидов. При распаде в ионизационной камере масс 
спектрометра они образуют большое число всевозможных первичных и 
перегруппированных ионов. Различие в масс-спектрах позволяет легко 
установить различие в порядке чередования аминокислотных остатков 
в пептидах. Подробная интерпретация пиков этих производных дана в 
работе Стенагена [55].
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Попытку масс-спектрометрического изучения свободных пептидов 
сделал Биман [29]. Однако молекулярные ионы в этом случае подвер
гаются перегруппировкам значительно легче, чем их летучие производ
ные, что усложняет масс-спектр.

Недавно были изучены масс-спектры М-ацетилпептидов и циклопеп- 
тн юв [56] и этиловых эфиров \г-ацетилпептидов [57]. Например, основная 
схема распада ацетилированного дипептида имеет вид:

------- СН1СО\НСН(В)СО.\’НСН(В')СО,Н ----------
—СО.Н

—СО + +
СН.-,СО.\Н СИК֊-СН.,СО\НСН (R) СО ■ СН3СОМНСН (R) СОМНСН (В )

I 4- I
мн2 СНВ \н, СНВ'■0

Другим возможным путем стабилизации первичного иона является 
сто циклизация с отщеплением кетена или ацетильной группы.

Приведенные выше данные свидетельствуют о принципиальной воз
можности масс-спектрометрического анализа аминокислот и коротких 
пептидов, что чрезвычайно важно для решения проблем молекулярной 
биологии. Следует отметить полученные недавно масс-спектры нуклео
тидов [29] и липидов [58]. Это делает возможным применение масс-спек
трометрии в химии нуклеиновых кислот и липидов.

Высокая чувствительность масс-спектрометрического метода в соче
тании со скоростью и точностью анализа делает его крайне полезным 
инструментом для решения разнообразных проблем биологии и био
химии.
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