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ТАНДЕМНЫЕ  МАСС-СПЕКТРОМЕТРЫ  В  БИОХИМИИ

В обзоре кратко рассмотрена история развития тандемной масс-спектрометрии (МС-МС) и выявлен быст-
рый прогресс в этой области, особенно в последнее десятилетие. Инструментальные аспекты МС-МС затро-
нуты при описании принципов и аналитических характеристик наиболее популярных тандемов. Показан ряд
приложений МС-МС в различных областях "науки о жизни", включая фармацевтику и протеомику. Особое
внимание уделено динамике развития области и взаимному влиянию инструментальной базы и приложений.
Значительный прогресс в развитии тандемных инструментов, как и революционный взрыв в биоинформати-
ке сделали МС-МС наиболее чувствительным и специфическим и, как следствие, предпочтительным анали-
тическим методом в биохимии.  В свою очередь биотехнология создала значительный рынок для (МС-МС)-
приборов и стала существенно влиять на их развитие. В обзоре сделан акцент на то, что биотехнологи рабо-
тают со сложными смесями  (до 106 компонент), в большом динамическом диапазоне концентраций (до 106).
Природа биотехнологических задач требует еще более совершенной (МС-МС)-аппаратуры, способной обес-
печить более высокую чувствительность, специфичность и производительность (МС-МС)-анализов, а также
их совместимость с различными методами разделения. Это, вероятно, приведет к значительным изменениям
(МС-МС)-инструментов в ближайшем будущем.

ПОЯВЛЕНИЕ ТАНДЕМНОЙ
МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ  (60–80 гг.)

Определение МС-МС
Тандемная масс-спектрометрия (МС-МС) ис-

пользуется для структурного анализа и идентифи-
кации веществ в составе смесей. Методика МС-МС
состоит из следующих операций.

• Разделение в первой МС-ступени первич-
ных, или "родительских", ионов и селекция ионов
с единственным значением отношения массы к за-
ряду (m/z).

• Фрагментация этих ионов с образованием
разнообразных структурно значимых ионных
фрагментов, называемых вторичными, или "до-
черними", ионами.

• Масс-анализ дочерних ионов.

Магнитные приборы ВЕ-ВЕ
С начала 60-х единственно известные тандемы

состояли из двух магнитных приборов ВЕ-ВЕ, где
В означает магнитный, а Е — электростатический
каскад масс-спектрометра. Для фрагментации ио-
нов между каскадами использовалась ячейка
с разреженным газом. Уже в первых инструментах
были обнаружены многие чудесные аналитиче-
ские свойства МС-МС. Однако первые тандемы
применялись лишь для изотопных исследований
в физике ионных столкновений [1]. Как описал
сам Джин Футрелл в юбилейном обзоре [2]: "В на-
чале 60-х наша группа не стала развивать анали-
тические приложения тандемных магнитных при-
боров, поскольку ток фрагментных ионов намного

уступал току первичного пучка, а спектры фраг-
ментных ионов при высоких энергиях искажались
вторичными ионами.  Однако мы не обратили дос-
таточно внимания на тот факт, что химический
шум подавлялся на несколько порядков более, чем
сигнал. С введением вторичных умножителей тан-
демные масс-спектрометры успешно стали приме-
няться для анализа структуры соединений и для
анализа смесей, как было позднее продемонстри-
ровано в лабораториях Грэхама Кукса, Фрэда
МакЛафферти и Джона Бейнона". Обзор первых
аналитических приложений тандемов можно най-
ти в книге [3], а примеры первых тандемов в [4, 5].

ВЕ — облегченный тандем
Популярность тандемной масс-спектрометрии

(МС-МС) возросла с введением более простых
и более чувствительных тандемов ВЕ и тройных
квадруполей. В тандемах ВЕ [5] количество секто-
ров снизилось с 4 до 2. Родительские ионы выде-
ляются в магнитном секторе и вводятся в бесполе-
вое пространство, в некоторых приборах допол-
ненное фрагментной ячейкой с разреженным га-
зом. Метастабильная фрагментация ионов в бес-
полевом пространстве приводит к снижению ки-
нетической энергии фрагментных ионов пропор-
ционально массе. Фрагменты анализируются по
энергии (а значит, и по массе) в электростатиче-
ском секторе ВЕ-прибора.

Тройной квадруполь

Чувствительность (МС-МС)-методов сильно
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возросла с введением в середине 70-х тройных
квадруполей [6, 7]. Дизайн прибора стал гораздо
компактнее и дешевле. Кроме того, была снижена
энергия ионных столкновений (с тысяч до десят-
ков эВ), и за счет этого существенно улучшились
качество и интерпретируемость фрагментных
спектров. Лучше были представлены "мягкие ка-
налы" фрагментации с крупными фрагментами, и
по сравнению с ВЕ-приборами состав фрагмент-
ных спектров мало зависел от конкретного инст-
румента. К концу 70-х тройной квадруполь был
освоен коммерчески и стал применяться с газовы-
ми источниками ионов API (TAGA). С начала 80-х
происходит стремительное развитие тандемной
масс-спектрометрии, вызванное сразу многими
причинами: введением методов мягкой ионизации,
созданием масс-анализаторов нового типа, под-
ключением методов информатики для обработки
данных и разработкой новых областей приложе-
ния и методов анализа.

МЕТОДЫ МЯГКОЙ ИОНИЗАЦИИ

Предыстория: "электронный удар"
До конца 70-х и мотивация, и возможности

(МС-МС)-анализа были ограничены методами ио-
низации. В основном применялся электронный
удар, который сам по себе создавал многочислен-
ные фрагменты. Состав фрагментов давал богатую
структурную информацию и позволял идентифи-
цировать вещества, сравнивая спектры с библио-
течными. Спектры электронного удара были на-
сыщены пиками, и для анализа смесей было при-
влекательнее использовать не МС-МС, а тандемы
ГХ-МС. Газовая хроматография (ГХ) высокого
разрешения позволяла разделять компоненты во
времени, а масс-спектры электронного удара по-
зволяли идентифицировать индивидуальные ком-
поненты. Показательно, что исследователи пред-
почитали (ГХ-МС)-методы даже для расшифровки
последовательности белков [8]. Белки подверга-
лись ограниченному кислотному гидролизу, полу-
ченные пептиды подвергались химической моди-
фикации, переводились в летучее состояние и ана-
лизировались ГХ-МС. МС-МС же применялся
лишь для подтверждения или расшифровки струк-
туры индивидуальных соединений.

PDMS, FAB
Наблюдаемая сегодня популярность (МС-МС)-

методов в значительной степени связана с созда-
нием мягких методов ионизации [9]. Метод плаз-
менной десорбции МакФарлейна (McFarlan) [10,
11] стал одним из первых "мягких" методов иони-
зации и вызвал большой энтузиазм в среде масс-
спектрометристов. В начале 80-х созданы методы

FAB [12–14], "динамический"  FAB [15], термо-
спрей [16] и aerospray [17], сразу же освоенные
в ВЕ-приборах и на тройных квадруполях.  В ре-
зультате массовый диапазон нелетучих соедине-
ний был расширен до нескольких тысяч дальтон,
и новые методы ионизации теперь позволяли ана-
лиз сахаров, липидов, аминокислот, коротких пеп-
тидов и нуклеотидов [18, 19].

ESI, MALDI
Возможности масс-спектрометрии еще более

расширились с появлением мягких методов иони-
зации следующего поколения: электроспрей —
ESI [20–24]  и лазерной десорбции / ионизации из
матриц — MALDI [25, 26], что было признано
при номинации нобелевской премии по химии
в 2002 г. (www.nobel.se). К началу 90-х методы
MALDI и ESI полностью заместили своих пред-
шественников. Они расширили диапазон анализи-
руемых соединений, привели к существенному
улучшению чувствительности — менее единиц
фемтомоль — и снизили химический фон [27–29].
Масс-спектры значительно упростились: каждое
индивидуальное соединение  теперь стало пред-
ставимым ионами одной массы (учитывая вариа-
ции заряда), соответствующей молекулярной мас-
се соединения. Это, наконец, позволило применять
(МС-МС)-методы для анализа сложных смесей
[19, 30, 31].

Ion Spray, Nanospray
Отметим некоторые важные направления в раз-

витии мягких методов ионизации. Разработка
ионного источника Ion Spray [32, 33] при повы-
шенных потоках жидкости позволила надежно
стыковать масс-спектрометры с жидкостными
хроматографами (LC), что в свою очередь вызвало
каскад фармацевтических приложений [34].  Раз-
работка микроэмиттеров [35] и наноэлектроспрея
[36, 37] открыла возможность чувствительного
анализа на уровне менее 1 фемтомоль (10–15 моль,
т. е. 6·108 молекул). Высокая чувствительность
способствовала широкому внедрению электро-
спрей-масс-спектрометрии в биотехнологии и про-
грамме протеомики. Ранее анализ требовал многих
пикомолей (т. е. на 3–4 порядка больше вещества)
для секвенирования по методу Эдмана (Edman) [38]
или для структурного анализа методом ядерного
магнитного резонанса (ЯМР) — см. обзор [9]. В 90-х
создается ряд тандемных приборов, в значительной
степени ориентированных на особенности метода
электроспрей. Это — в первую очередь ионная ло-
вушка ITMS, тандемы Q-TOF и LIT-FTMS, рас-
смотренные ниже. Мощные аналитические комп-
лексы LC-MS-MS, включающие жидкостные хро-
матографы on-line, успешно применяются для ана-
лиза сложных смесей в фармацевтике [33], а с се-
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редины 90-х и в биотехнологии, особенно в про-
грамме протеомики [39, 40].

Области приложения MALDI
Метод MALDI с самых первых дней был связан

с анализом пептидов, белков и коротких молекул
ДНК. Надо признать, что, невзирая на большое
количество усилий, метод MALDI так и не смог
стать конкурентноспособным в анализе ДНК — он
уступает секвенаторам и ДНК-чипам и по чувст-
вительности, и по экспрессности анализа, и по
размеру анализируемых молекул. Несмотря на ис-
ходное воодушевление биологов, и анализ боль-
ших белков оказался гораздо менее информатив-
ным, чем первоначально ожидалось. Выяснилось,
что молекулярный вес не является ни отличитель-
ной, ни стабильной характеристикой белков. Так,
в организме человека ожидается до 1 000 000 раз-
личных белков, покрывающих диапазон от 10
до 100 кДа, т. е. на одну молекулярную массу в сред-
нем приходится около десяти претендентов. Белки
испытывают более 200 разных типов вариаций, как
например фосфорилирование или гликозилирова-
ние. Таким образом, правильнее отличать белки по
их "фамилии, имени и отчеству", а не по весу, по-
этому прямые измерения массы ДНК и белков ока-
зались непопулярными. Однако настоящий триумф
состоялся в приложении метода MALDI к иденти-
фикации белков по пептидным картам [41–44], впо-
следствии ставшей основой методологии протеоми-
ки (см. ниже) [9].

Эволюция MALDI: DE MALDI, Orth MALDI
Создание метода задержанной экстракции (de-

layed extraction, DE) значительно улучшило харак-

теристики метода MALDI [45]. Временнáя задерж-
ка дает матричной струе расшириться, прежде чем
ионы экстрагируются импульсным полем. Это
устраняет жесткие каналы фрагментации, а также
высокую чувствительность к выбору лазерного
пятна и лазерной энергии, типичные для статиче-
ского MALDI.  Повысилась чувствительность ана-
лиза, улучшились разрешение (R ~ 20 000 [46])
и точность масс до 20–30 ppm. Метод DE значи-
тельно способствовал автоматизации и производи-
тельности MALDI. Сегодня DE-MALDI — наибо-
лее предпочтительный метод для экспрессной
идентификации белков из двумерных гелей по ме-
тоду пептидных карт [9].

Газовое охлаждение ионов в источнике MALDI
[47–49] привело к дальнейшему усовершенствова-
нию метода. Газовая стабилизация позволяет пе-
ревести ионные импульсы в стационарный пучок
для стыковки со всеми известными  масс-анали-
заторами. Внутреннее охлаждение ионов позволя-
ет анализировать сложные смеси. Развязка между
источником и анализатором позволяет достичь бо-
лее высокой массовой точности в единицы ppm.

СОВРЕМЕННЫЕ ТАНДЕМНЫЕ ПРИБОРЫ

Развитие методов мягкой ионизации, успешные
приложения МС-МС в биотехнологии и широкое
распространение МС-МС стимулировали лавино-
образное развитие (МС-МС)-приборов. В резуль-
тате появились такие скоростные (МС-МС)-инст-
рументы, как ионные ловушки (ITMS) и тандем
Q-TOF. Недавно разработан мощный тандем ли-
нейной ловушки (LIT) и масс-спектрометра с Фу-
рье-трансформацией (FTMS) и (TOF-TOF)-тандем
с источником ионов MALDI.

Рис. 1. Тандем тройной квадруполь

Qo Q1 Q2 (CID) Q3
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ионов ESI

Ионный
интерфейс

МС1 Фильтр для
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СИД Ячейка
фрагментации

МС2 Фильтр для
фрагментных  ионов

10 мТор 10 мТор1Е-5Тор 1Е-5Тор1Бар
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Ионный
интерфейс

МС1,
фильтр для родительских

ионов
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ячейка фрагментации
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фильтр для фрагментных

ионов
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Тройной квадруполь (3-Q)
Тройной квадруполь 3-Q [50] является одним из

наиболее широко распространенных тандемов.
Прибор (рис. 1) включает последовательно соеди-
ненные квадрупольные масс-фильтры МС1, МС2,
разделенные газовой ячейкой фрагментации CID.

Каждый квадрупольный масс-фильтр состоит
из 4 параллельных стержней, к которым прикла-
дываются радиочастотное и постоянное напряже-
ния. Ионный пучок пропускается по оси квадру-
польного масс-фильтра и подвергается селекции
по массе. Подбор напряжений позволяет пропус-
кать ионы с выбранным отношением массы к за-
ряду m/z (далее для простоты называемым мас-
сой), выбрасывая остальные ионы на стержни [51].
В зависимости от типа эксперимента окно пропус-
кания либо фиксируют на выбранном m/z, либо
сканируют для записи полного масс-спектра.

В тройном квадруполе источник ионов, напри-
мер ESI, создает непрерывный ионный пучок. Пу-
чок сужается, а кинетическая энергия ионов
демпфируется за счет столкновений с газом
в квадрупольном радиочастотном (РЧ) ионном
проводнике (ion guide)  Qо [52]. Далее ионный пу-
чок подают в первый квадрупольный масс-фильтр
Q1 для выделения ионов только одной выбранной
массы. Остальные компоненты первичного пучка
отклоняются и теряются. Выделенные родитель-
ские ионы пропускают через так называемую
ячейку фрагментации (CID), заполненную газом
до давления нескольких мторр и представляющую

собой РЧ квадрупольный проводник ионов Q2.
В столкновительной ячейке родительские ионы
фрагментируют, а фрагментные ионы тормозятся
и охлаждаются за счет газовых столкновений ана-
логично Qo.  Смесь фрагментных ионов вводят
в третий квадруполь Q3 для анализа по массам,
где также пропускают ионы только одной массы.

Поскольку  сканирование по массам медленное
и вызывает потери чувствительности, то тройные
квадрупольные приборы чаще всего используются
для детектирования и количественного анализа
веществ с известными массами родительских
и фрагментных ионов. Тройной квадруполь ус-
пешно применяется, например, для исследования
метаболизма лекарств в крови и тканях [39].
В этом случае заранее известны масса соединения и
массы его фрагментов в столкновительной ячейке,
поэтому нет необходимости наблюдать весь спектр
родительских или весь спектр фрагментных ионов.
В таких приложениях применение МС-МС позво-
ляет проводить уверенную идентификацию даже
очень незначительных количеств лекарства, селек-
тивно не путая его с другими веществами той же
массы, составляющими химический фон. При за-
писи выделенных каналов нет потерь на сканиро-
вание, а трансмиссия квадруполей на каскад дос-
тигает 70 % при разрешении R = 1 M. Поэтому
тройные квадруполи обладают рекордной чувст-
вительностью, а в сочетании с источником ионов
наноспрей позволяют анализ в аттомольном диа-
пазоне [53, 54]. Приборы 3-Q обладают и  высоким
динамическим  диапазоном   (от 3  до  4  порядков)

Рис. 2. Тандем квадруполь с ВПМС (Q-TOF)

Q Q Q2 (CID) O

Источ-
ник

Ион-
ный

МС1 Фильтр для
родительских

СИД
Ячейка

ВПМС2 для
фрагментных

10 101Е

1Е

1Ба

Источник
ионов ESI

Ионный
интерфейс

МС1,
фильтр для роди-
тельских ионов

СИД,
ячейка

фрагментации

ВПМС2,
анализ фрагментных

ионов

1 бар 10 мторр 10 мкторр 10 мторр

o-TOFMS

1 мкторр

Qo Q1 Q2 (CID)



А. Н. ВЕРЕНЧИКОВ, Н. В. КРАСНОВ, Л. Н. ГАЛЛЬ

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2004, том 14, № 2

8

и незаменимы в количественном анализе. Ахилле-
совой пятой приборов является сканирование, осо-
бенно если необходимо сканирование  в обеих сту-
пенях. Сканирование одной ступени в полном диа-
пазоне масс уже занимает несколько (1–3) секунд
и вызывает дополнительные потери с коэффициен-
том от 1000 до 3000. Сканирование же обеих сту-
пеней, например для полного (МС-МС)-анализа
смеси, привело бы к (106–107)-кратным потерям
в чувствительности и заняло бы около одного часа
(2000 точек в МС1, по 2 с на МС2-скан).

Тандем Q-TOF
Из-за потери на сканирование тройные квадру-

поли плохо подходят для качественного (МС-МС)-
анализа сложных смесей. Это стало особенно оче-
видным после появления тандемных масс-
спектрометров Q-TOF [55–57]. Тройной квадру-
поль был модифицирован (рис. 2) с заменой по-
следнего квадрупольного масс-фильтра Q3 на ор-
тогональный времяпролетный анализатор (ВПМС,
o-TOFMS).

Эта замена позволила резко повысить скорость
анализа вторым масс-спектрометром до приблизи-
тельно 0.1 с на фрагментный спектр. Несмотря на
(10–30)-кратное ухудшение трансмиссии в o-TOF
по сравнению с квадруполем в SIC-моде (selected
ion current, без сканирования), чувствительность
возросла в 30–100 раз в панорамной моде, т. е. при
записи "полных" фрагментных спектров. В ре-
зультате полная (МС-МС)-характеризация всех
компонент смеси может быть проведена прибли-
зительно за 2–3 минуты. Кроме того, при этом по-
высились разрешающая способность (10 000–
20 000) и точность определения масс-фрагментов
(1–5 ppm), что резко улучшило достоверность
идентификации и пороги обнаружения, опреде-
ляемые химическим шумом.

По сравнению с 3-Q приборы Q-TOF оказались
гораздо более пригодны для широкого круга за-
дач, и комплекс Q-TOF с микроколоночной хро-
матографией (µLC-QTOF) стал одной из основных
"рабочих лошадок" для качественного анализа
в биотехнологических и фармацевтических при-
ложениях. С помощью µLC-QTOF можно опреде-
лить несколько тысяч компонент в анализируемых
смесях на протяжении одночасового анализа. За-
пись (МС-МС)-спектров хорошо автоматизирова-
на, а типичное время записи единичного МС- или
(МС-МС)-спектра составляет около 1 с и диктует-
ся компромиссом между стремлением зарегистри-
ровать максимум компонент, с одной стороны,
и чувствительностью прибора и временем интер-
претации (МС-МС)-спектров, с другой стороны.
Комплексы успешно применяются, например, для
идентификации  белков в смесях, содержащих не-
сколько сот компонент  (представленных десятками

тысяч пептидов), или для характеризации комби-
наторных лекарственных библиотек.

Ионная ловушка (ITMS)
Другой распространенный  (МС-МС)-прибор

использует в своем составе масс-спектрометр типа
ионной ловушки Пауля (ITMS), описанной, на-
пример, в книге [58]. Прибор ITMS [59] позволяет
реализовать многообразие тандемных стратегий
на одной ловушке [55]. Все операции с ионным
пучком производятся, манипулируя радиочастот-
ным  полем и селективно возбуждая секулярные
колебания уловленных ионов: производятся масс-
анализ, выделение родительского иона, фрагмен-
тация и масс-анализ фрагментов. Ловушки выгод-
но отличаются возможностью многостадийного
MCn-анализа, когда исследуются многие после-
довательные стадии фрагментации и масс-се-
лекции фрагментов, что повышает селективность
анализа и точность расшифровки структуры.
Ионные ловушки хорошо автоматизированы
и позволяют проводить информационно-зави-
симые эксперименты (Data Dependent Algorithms,
DDA) на протяжении хроматографического анали-
за. Так, на протяжении хроматографического пика
(обычно 10–20 с) несколько раз производится пе-
реключение между записью масс-спектра роди-
тельских и фрагментных ионов. При этом масса
родительского иона автоматически выбирается по
текущим спектрам.

Именно простота и полнота автоматизации
подкупают пользователей ловушки, невзирая на
целый ряд ее недостатков, таких как:

• узкий диапазон масс-фрагментов — легкие
фрагменты менее 1/3 молекулярной массы не вид-
ны, что связано с устойчивостью в РЧ-поле;

• слабая статистика сигнала, поскольку число
ионов в ловушке, ограниченное объемным заря-
дом, менее 300, что порождает ошибки в интер-
претации фрагментных спектров;

• большое количество непредставительных
фрагментов, связанное с медленным (10 мс) разо-

Qo –детектор

ESI

Рис. 3. Линейная ионная ловушка (LIT)

1 мторр гелия1 бар

    Источник           Интерфейс            Линейная ловушка
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гревом ионов, что ухудшает долю интерпретируе-
мых спектров в среднем до 10–30 %;

• низкая точность масс, связанная с фрагмен-
тацией при выводе ионов и называемая "химиче-
ским сдвигом";

• низкое разрешение в панорамной моде (ме-
нее 1000), не позволяющее определять зарядовое
состояние ESI-ионов при необходимой скорости
сканирования в 2000 а.е./с.

Прибор был значительно улучшен с недавним
введением линейной ионной ловушки [60] (рис. 3),
в которой существенно улучшился захват ионов
(с 10 до 90 % от входящего пучка), в 30 раз повы-
силась емкость ловушки и в 3 раза скорость ска-
нирования. Ловушка остается популярным прибо-
ром низкого уровня (с низкими параметрами),
удобным, высоко автоматизированным и широко
применяемым в рутинных (МС-МС)-измерениях.
Именно из-за высокой автоматизации и высокой
чувствительности (менее 1 фемтомоль) прибор
широко применяется и для задач протеомики [61],
несмотря на то что скоростная запись тандемных
спектров несовместима с высокой точностью
и разрешающей способностью, а качественный со-
став фрагментных ионов существенно уступает
фрагментам в 3-Q и Q-TOF.

LIT-FTMS
До начала 2000-х масс-спектрометр ион-цикло-

тронного резонанса с обратным анализом Фурье
(FTMS) лишь ограниченно применялся в биотех-
нологии [62, 63], несмотря на высокие отдельные
параметры приборов. Так, разрешение достигало
более 1 000 000 в отдельных измерениях и более
100 000 в рутинной работе. Чувствительность
прибора достигла рекордной отметки ниже 1 ат-

томоль в конце 90-х после введения внешнего
ионного накопления в газонаполненном квадрупо-
ле [64]. Однако применение прибора сдержива-
лось низкой скоростью (МС-МС)-анализа и малым
динамическим диапазоном прибора. Время еди-
ничного (МС-МС)-анализа составляло около де-
сятка секунд, в основном требуемых для откачки
ячейки до глубокого вакуума (<10–10 торр) после
охлаждения фрагментных ионов газовым импуль-
сом.  Динамический диапазон ограничен емкостью
ячейки, с одной стороны (точность измерения па-
дает после наполнения ячейки более чем 106 ио-
нами), и чувствительностью детектора, с другой
стороны (шум широкополосного детектора срав-
ним с сигналом от 100 ионов). Таким образом, ем-
кость спектра составляет менее 10 000 на все ион-
ные компоненты.

Комбинация прибора с ионной ловушкой
(рис. 4) привела к качественному улучшению це-
лого ряда критических параметров тандемного
анализа в FTMS [65]. (МС-МС)-анализ значитель-
но ускорился, т. к. ионное накопление, выделение
и фрагментация теперь протекают в линейной
ионной ловушке (LIT). Панорамный спектр роди-
тельских ионов также получают в ловушке, и,
кроме того, появляется возможность селективного
удаления нескольких интенсивных пиков до вве-
дения ионов в  FTMS. Сам FTMS-прибор исполь-
зуется для масс-анализа высокого разрешения
(от 100 000 до 1 000 000). Благодаря точному кон-
тролю количества инжектированных ионов дости-
гается беспрецедентная (для химического анализа)
точность по массе в Фурье-масс-спектрометре, на
уровне 0.1 ppm. Автоматический выбор числа
уловленных ионов (Automatic Gain Control, AGC)
резко повышает динамический диапазон Фурье-
МС, что ранее было слабой стороной прибора.

Рис. 4. Тандем линейная ловушка и МС с трансформацией Фурье (LIT-FTMS)
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Рис. 5. Тандем из двух ВПМС с задержанной экстракцией (TOF-TOF)

Безусловно, тандем ловушка—Фурье-масс-
спектрометр обладает наиболее мощным набором
аналитических характеристик. К недостаткам при-
бора можно отнести большой размер, высокую
стоимость и низкую скорость записи спектров —
так, требуется около одной секунды на запись Фу-
рье-спектра с разрешением около 100 000. Прибор
плохо совместим с жидкостной хроматографией
при анализе сложных смесей — просто уже пото-
му, что недостаточно времени для анализа многих
компонент за время хроматографического пика.
Тандем LIT-TOFMS привлекателен и в новых
стратегиях анализа сложных смесей.  Недавно
появились новые подходы к высокопроизводи-
тельной идентификации компонент не по (МС-
МС)-спектрам, а по масс-спектрам высокого раз-
решения в сочетании с меткой по времени хрома-
тографического разделения (Accurate Mass and
Time tag — AMT tag) [66]. В работах группы Ри-
чарда Смита лизат   Deinococcus radiodurans  был
хорошо охарактеризован LC-MS и LC-MS-MS ме-
тодами [67], и АМТ-метки были определены для
многих тысяч пептидов. Показано [68], что после-
дующее измерение пептидных масс с точностью
лучше 1 ррм (типичное для FTMS) и времени хро-
матографического выхода с точностью в несколь-
ко процентов позволяет идентифицировать более
3500 пептидов с уникальной АМТ-меткой. Для не-
скольких сот белков в одном эксперименте обна-
ружено два и более пептидов с уникальной меткой.

TOF-TOF
Появившиеся недавно тандемные времяпро-

летные масс-спектрометры TOF-TOF [69–71] ока-
зались удачной реализацией (МС-МС)-метода для
источников ионов с лазерной десорбцией из мат-
рицы — MALDI. Во всех тандемных (TOF-TOF)-
системах импульсный ионный пучок разделяется
по времени в первом высокоэнергетическом вре-
мяпролетном анализаторе и фильтруется с помо-

щью временнóго селектора ионов таким образом,
что в столкновительную ячейку попадают только
ионы выделенного сорта. Столкновительная ячей-
ка наполняется газом при низком давлении (обыч-
но ниже 1 мторр), при котором наиболее вероятны
лишь единичные столкновения с молекулами бу-
ферного газа. При высоких энергиях происходит
эффективная фрагментация ионов, но сохраняется
малая длительность ионного пакета. Импульсный
пучок фрагментных ионов анализируется во вто-
ром высокоэнергетическом времяпролетном ана-
лизаторе. Чтобы справиться с большим энергети-
ческим разбросом фрагментных ионов, во втором
времяпролетном анализаторе используется либо
дополнительное импульсное ускорение [69, 70],
либо квадратичное распределение потенциала
[71]. Как и в других, ранее описанных тандемах,
выделение первичного иона производится
с потерей остальных компонент пучка.

Как и LC-Q-TOF, метод MALDI-TOF-TOF ус-
пешно применяется для анализа умеренно слож-
ных пептидных смесей, несмотря на умеренную
чувствительность (10 фемтомоль), низкую разре-
шающую способность селекции родительских ио-
нов (100–200), сложный состав фрагментов
и трудность настройки. Пользователей привлека-
ет, что тандемный анализ совмещен с ионизацией
методом MALDI, что позволяет работать со слабо
очищенными образцами и применять роботы для
модификации и приготовления пробы на поверх-
ности, например роботы для коллектора фракций
или вырезания пятен из двумерных гелей, фермен-
тативного гидролиза в пробирках, быстрого обес-
соливания в насадках дозаторов.

Как видно из обзора современных методов, но-
вые возможности МС-МС оказались особенно
ценны для решения аналитических задач в био-
технологии и фармакологии. Именно  в биотехно-
логических приложениях приходится анализиро-
вать сложные смеси в большом диапазоне концен-

Мишень Селектор Ячейка Детектор

10–6 торр 10–7 торр

Ионное зеркало
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траций компонент и  идентифицировать минорные
примеси в присутствии сложных биологических
матриц (тканей, плазмы крови и т. д.). В результа-
те сложного процесса развития в симбиозе био-
технологические приложения стали основным по-
требителем (МС-МС), а (МС-МС)-методы — са-
мыми селективными и наиболее достоверными
методами анализа в биотехнологии.

НЕКОТОРЫЕ ПРИЛОЖЕНИЯ
МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ В ФАРМАКОЛОГИИ

Масс спектрометрия оказалась чрезвычайно
полезной на всех стадиях фармацевтических ис-
следований — см. обзоры [34, 73, 74]. Сегодня
масс-спектрометрические методы GC-MS, LC-MS
и LC-MS-MS в значительной степени заменили
ранее используемые методы ядерного магнитного
резонанса (ЯМР), оптической и ИК-спектро-
скопии. Масс-спектрометрические методы оказа-
лись значительно чувствительнее, специфичнее и
более экспрессными.  В отличие от спектроскопии
они позволяют анализировать смеси и обнаружи-
вать микропримеси. Поскольку размер фармацев-
тического бизнеса велик — в среднем новое ле-
карство приносит выпускающей компании не-
сколько миллиардов долларов в год, — то значи-
телен и масштаб фармацевтических исследований
[75]. Фарминдустрия чрезвычайно наукоемкая,
и более половины этих средств возвращаются об-
ратно на фармацевтические исследования, вклю-
чая разнообразные стратегии поиска новых лекар-
ственных препаратов и анализа с помощью масс-
спектрометрических комплексов. Для обзора при-
менений масс-спектрометрии на разных стадиях
разработки лекарств сначала обратимся к особен-
ностям фармацевтических исследований.

Стадии фармацевтических исследований

Целью фармацевтических исследований явля-
ется создание новых лекарственных препаратов.
Фармацевтические исследования можно разбить
на следующие 4 стадии:

Drug Discovery.  Стадия поиска новых "канди-
датов" — потенциальных лекарственных  препара-
тов (Lead Candidate). Эта стадия включает синтез
новых соединений и их библиотек, скринирование
экстрактов из натуральных источников, а также
определение активности, специфичности и ток-
сичности лекарств-кандидатов. Для предпочти-
тельных кандидатов рассматриваются каналы ме-
таболизма для быстрого отсева неблагоприятных
соединений. На этой стадии масс-спектрометрия
является основным аналитическим инструментом
и включена в разнообразные исследовательские
стратегии, частично раскрытые в этом обзоре.

Preclinical Development.  Стадия характериза-
ции лекарств-кандидатов. На этой стадии прово-
дят предварительные испытания на культурах кле-
ток и на животных. Кроме того, определяют хи-
мические свойства соединения, проверяют, на-
сколько технологичным может быть производство
лекарства, и определяют деграданты и метаболиты
соединения в биосредах. Определение метаболиз-
ма лекарств является важным и ресурсоемким
анализом. Здесь абсолютно незаменимы (LC-MS-
MS)-методы, чаще всего с использованием 3-Q
и ITMS приборов.

Clinical Development.  Стадия клинических ис-
пытаний. На этой стадии проводят количествен-
ный анализ метаболизма и накопления лекарств
в органах и биосредах нескольких сот пациентов
(опять же с помощью LC-MS-MS).  Эти исследо-
вания совмещают с общими клиническими иссле-
дованиями и проводят корреляцию терапевтиче-
ского эффекта с приемом лекарств, следят за воз-
можными побочными действиями и определяют
оптимальную дозу лекарств.

Производство. После утверждения лекарства
происходят оптимизация его производства, опре-
деление микропримесей и последующий контроль
качества промышленно выпускаемого лекарства.
Как правило, используются GC-MS, (LC-MS)-мето-
ды.

Drug Discovery — поиск новых лекарств
На первой фармацевтической стадии поиска

новых кандидатов (lead candidate) разработан ряд
производительных методов, включающих масс-
спектрометрию не только как инструмент по кон-
тролю результата, но и как активный компонент —
инструмент поиска. В 19-м и 20-м веках большин-
ство лекарств экстрагировали из натуральных ис-
точников (например, пенициллин). С помощью
методов выделения и разделения — экстракции
растворителями, фильтрации и хроматографии —
эти экстракты разделяли на фракции и выбирали
наиболее активные и наименее токсичные фрак-
ции. По мере развития аналитической техники
удалось определить активные начала (соединения)
в таких фракциях, и к середине 20-го века сложи-
лась парадигма, что большинство лекарств — это
сравнительно небольшие соединения (200–500 а.е.
массы), которые можно воспроизвести синтетиче-
ски. Вплоть до начала 90-х основная стратегия
создания новых лекарств сводилась к синтезу но-
вых соединений, их очистке, идентификации хи-
мической формулы, определению их активности
и токсичности на определенном наборе биологи-
ческих тестов (bio assay) и тем самым определе-
нию пригодности соединения как потенциального
лекарства. Дальнейший отбор лекарств происхо-
дил в испытаниях на культурах клеток, на мышах
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и собаках, а для отобранных и безопасных ле-
карств — в клинических испытаниях. Поскольку
синтез и очистка соединения занимали недели
и месяцы, а количество синтезируемого вещества
определялось многими миллиграммами, то анали-
тические методы ТСХ, ЯМР и ИК-спектроскопии
были адекватными. Появившиеся в 70-х масс-
спектрометрические методы GC-MS оказались до-
полнительными — более информативными, более
удобными и лучше автоматизированными, однако
все равно еще медленными и дорогостоящими.

Direct Access — инструменты прямого доступа
С внедрением чувствительных и специфиче-

ских методов LC-MS и LC-MS-MS стали возмож-
ными экспрессная и специфическая идентифика-
ция индивидуальных соединений, анализ сложных
смесей и количественное определение микро-
примесей. Изменился подход к поиску новых со-
единений. В середине 90-х — с использованием
автосэмплеров и с ускорением единичного анализа
до нескольких секунд. Надежность, производи-
тельность и цена анализа стали доступными для
массового пользования. Приборы общего пользо-
вания получили название "direct access". Химики-
синтетики могли сами загружать образцы в высо-
коавтоматизированные приборы, и все что их ин-
тересовало — есть или нет соединение с ожидае-
мой молекулярной массой и является ли оно ос-
новной фракцией в спектре. Источники ионов ESI
и APCI позволяли получать легко интерпретируе-
мые спектры. Химики стали проводить экспресс-
ный МС-анализ синтетических смесей на каждой
промежуточной стадии синтеза, тем самым резко
снизив время для синтеза новых соединений [76].
Для синтетиков масс-спектрометрия заменила
тонкослойную хроматографию (ТСХ), ЯМР и ИК-
спектроскопию. Один химик-синтетик стал произ-
водить порядка 50 новых соединений в год. Одна-
ко со временем и такой производительности стало
мало. Наиболее простые соединения были вырабо-
таны и выход синтетических лекарств — кандидатов
на коммерческое лекарство снизился до 1: 100 000.
Поиск новых лекарств стал достаточно дорогим
занятием в масштабах человечества. Возникла не-
обходимость в новых стратегиях.

Комбинаторные библиотеки
К середине 90-х стали популярными подходы

"комбинаторной химии" [77, 78]. Вместо наработ-
ки индивидуальных очищенных соединений син-
тезируют смесь химических аналогов. Предста-
вим, например, что на нескольких стадиях синтеза
вместо одного радикала-реагента вносят N подоб-
ных R1, R2 … RN. Разнообразие радикалов может
быть внесено в нескольких позициях m. Количест-
во комбинаторных вариаций быстро нарастает, как

Nm, и в некоторых библиотеках достигает 106.
С точки зрения целенаправленного синтеза такие
вариации позволяют оптимизировать стереомет-
рию молекул и добиваться наиболее точного сов-
падения молекулы лекарства с "приемным карма-
ном" — эпитопом белка-мишени. Именно опти-
мальное соединение будет обладать наибольшим
сродством к белку-мишени, а значит, и наиболь-
шей активностью и специфичностью. Поскольку
белки-мишени могут быть иммобилизованы (внут-
ри ячейки с молекулярными ситами или на поверх-
ности сорбента), то появляется возможность при-
менить аффинные методы и выделить активное со-
единение — чаще набор соединений с различной
степенью обогащения. Как пример, в [79] набор ма-
лых молекул-лигандов (от 280 до 580 а.е.) инкуби-
руется с протеином PPARγ (32537 а.е.) — мише-
нью для лекарств против диабета. Белок и присо-
единенные лиганды отделяются хроматографией
с разделением по размеру (Size Exclusion Chroma-
tography, SEC), а затем присоединенные лиганды
смываются для анализа. Ранее в таких стратегиях
для идентификации соединений с помощью ЯМР
не хватало чувствительности, а для хроматогра-
фии нужно бы было синтезировать и очищать
стандарты индивидуальных лигандов, что делало
комбинаторный подход бессмысленным.

Выделение активных компонент
в библиотеках

С появлением масс-спектрометрии комбина-
торный подход стал действительно эффективным
(см. обзоры [80, 81]). Методами LC-MS сначала
характеризуют смесь и относительные концентра-
ции компонент [82], а после биохимических тестов
определяют обогащение активными компонентами
[83, 84]. Чаще таких компонент несколько, но не
много, и становится рациональным их определе-
ние методами LC-MS-MS, особенно с учетом ин-
формации о радикалах, использованных в синтезе
[85]. Даже если структура соединения остается не-
расшифрованной, для дальнейшего уточнения ак-
тивных компонент теперь экономично применить
целенаправленный синтез — ведь вариабельность
и количество индивидуально синтезируемых ком-
понент снижена на порядки [86]. В результате для
характеризации сложных библиотек все более по-
пулярны стали методы с частичной идентифика-
цией по точной массе соединений или по так на-
зываемой метке, совмещающей точную массу и
время хроматографического разделения (AMT tag)
[67]. Так, с применением TOFMS масса может
быть определена с точностью 1–5 ррм, а в методах
FTMS — менее 1 ррм. При такой точности воз-
можно однозначное определение брутто-формулы
(атомарного состава) для молекул менее 500 а.е.
Для компонент комбинаторной библиотеки это
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означает идентификацию с точностью до струк-
турных изомеров [87]. Сегодня созданы разнооб-
разные стандартизованные и хорошо охарактери-
зованные библиотеки "смесей малых молекул",
содержащие многие миллионы соединений и око-
ло 200 000 индивидуальных соединений [88–90].
Каждый раз при возникновении новых протеинов-
мишеней, или новых биохимических тестов, или
исследовательских подходов готовые библиотеки
скринируются и с помощью масс спектрометрии
выделяются активные компоненты.

Идентификация белков-мишеней
По мере развития методов анализа пептидов

и протеинов появилась возможность рационально-
го поиска новых мишеней-белков. Еще недавно
на докладах конференции ASMS 2003 звучала
цифра — 200 известных мишеней, но в нефор-
мальных дискуссиях с биохимиками-разработ-
чиками выяснилось, что сегодня определены и ис-
пытываются десятки новых мишеней. Ниже рас-
смотрены некоторые методы направления протео-
мики, в том числе методы, направленные на поиск
мишеней, понимание их функций и определение
механизма терапевтического действия после бло-
кады мишени.

High Throughput — высокопроизводительный
анализ

С изменением скоростей анализа масс-спектро-
метрия стала основным аналитическим инстру-
ментом в фармакологии. Высокопроизводитель-
ные комплексы LC-MS и LC-MS-MS с авто-
сэмплерами и параллельными LC проникли во все
области фармацевтических исследований: для
контроля синтеза новых соединений и синтетиче-
ских библиотек, для контроля очистки и фракцио-
нирования, для характеризации и контроля качеств
комбинаторных библиотек, для скринирования
природных экстрактов, для проведения аффинных
биохимических тестов и т. д. Для скоростного
анализа чаще всего используют TOFMS приборы
с 8-канальным источником ионов "электроспрей"
в так называемой технологии MUX [91, 92]. Вра-
щающийся затвор по очереди открывает доступ
ионов из нескольких ESI-распылителей, соеди-
ненных с каналами  скоростной доставки образ-
цов. Циклически  (раз в секунду) спектры записы-
ваются  для всех 8 каналов. Для прямой характе-
ризации образцов применяют скоростной 8-ка-
нальный инжектор [93] с производительностью
более 8 образцов в минуту, т. е. около 5000 образ-
цов в день. Для быстрого (3–5 мин) обессоливания
и грубого разделения образцов применяют много-
канальный хроматограф с 4–8 параллельными ко-
лонками [82],  позволяющий характеризовать 1–
2 образца в минуту, т. е. 500–1000 образцов в день.

Высокопроизводительные комбайны требуют це-
лого комплекса роботов и программ. Так, образцы
хранятся в 96-канальных пластинах, сложенных
в кассеты. Образцы аннотированы и их маркиров-
ка отслеживается от хроматографа к масс-спектро-
метру и далее передается вместе со спектрами
в пользовательскую базу данных, доступную для
группы пользователей через интранет.  На основе
специализированных программ [94–96] определя-
ются совпадение наблюдаемых ионов с ожидае-
мыми молекулярными массами, присутствие реа-
гентов, степень протекания реакции, наличие мик-
ропримесей и степень очистки.

Скоростные и высокопроизводительные мето-
ды анализа произвели очередное смещение в стра-
тегиях фармацевтических исследований [97].
Многостадийные системы фракционирования
и очистки позволяют разделить комбинаторные
библиотеки на индивидуальные соединения или
существенно упростить сложность смесей, опять-
таки не требуя синтеза индивидуальных соедине-
ний и повышая надежность аффинных методов
в биохимических анализах. При этом тяжесть раз-
деления и характеризации падает на автоматизи-
рованные комплексы [90, 98, 99], позволяющие
автоматически выделять сотни компонент в день.

Метаболизм лекарств
При приеме лекарства происходит его распре-

деление по организму, распределение по тканям
с последующим вымыванием или расщеплением
лекарства на метаболиты. Доза и частота приема
регулируются в зависимости от индивидуальных
скоростей этих процессов. При этом необходимо
следить за возможностью возникновения токсич-
ных метаболитов или постепенным накоплением
лекарства или метаболитов в тканях. Многие из
этих процессов могут быть изучены in vitro, на-
пример проникновение лекарств через мембрану
клеток [100]. Принципиальнo фармокинетика ле-
карства изучается на животных моделях in vivo
[101]. Однако наибольшее количество анализов
приходится на клинические испытания, т. к. в со-
ответствии с федеральными требованиями необ-
ходимо изучить диапазон кинетики метаболизма,
вызванный особенностями пациентов. Это снижа-
ет риск возможных негативных последствий при
последующем широком использовании лекарств.

Типичные назначаемые дозы составляют от
единиц до десятков миллиграмм. Даже растворе-
ние лекарства в 5 л крови приводит к концентра-
ции порядка мг/мл. Обычно динамика изменения
концентрации прослеживается до уровня нг/мл
[101]. В присутствии сложной биологической мат-
рицы такие минорные концентрации могут быть
определены только с помощью методов предвари-
тельной очистки с последующим применением
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LC-MS-MS, чаще всего с использованием тройных
квадруполей. Предварительно изучается состав
фрагментов лекарства и выбираются несколько
наиболее интенсивных фрагментов, минимально
перекрывающихся с фоном (МС-МС)-спектров
матрицы, т. е. биологических жидкостей — плаз-
мы крови, экстрактов тканей. Зная массу роди-
тельского и нескольких фрагментных спектров,
проводят так называемый мониторинг выделенной
реакции (Selected Reaction Monitoring, SRM) во
время хроматографического пика. Для ускорения
фармакинетических исследований на животных
применяют так называемый кассетный подход
[102], когда инжектируются сразу несколько ле-
карств, а тройной квадруполь ступенчато пере-
ключается между каналами выделенных реакций.
В таких исследованиях инструмент 3-Q оказыва-
ется непревзойденным по чувствительности и се-
лективности. Типичная трансмиссия каждой сту-
пени приближается к 70 % при разрешении R = M.

Тандемная масс-спектрометрия применялась
для количественного анализа метаболизма
лекарств с начала 80-х [103]. К середине 90-х ме-
таболизм лекарств стал первым массовым прило-
жением тандемной масс-спектрометрии в фарма-
цевтике и послужил трамплином для освоения
масс-спектрометрии химиками и биохимиками.
В течение следующего десятилетия тандемная
масс-спектрометрия была не только освоена, но
стала основным рабочим инструментом для фар-
мацевтических и биохимических исследований.
Создав обширный рынок приборов, биотехноло-
гия стала основным потребителем масс-спектро-
метрии и сегодня в значительной мере диктует на-
правления ее развития.

МЕТОДЫ ПРОТЕОМИКИ

Протеомику можно определить как новое на-
правление белковой химии, занимающееся иссле-
дованиями функций белков в биологических тка-
нях. Обследуемые объекты — ткани, культуры кле-
ток или плазма крови — содержат  колоссально
сложные смеси белков (сотни тысяч и более)
в большом диапазоне концентраций (6–9 поряд-
ков) [104]. Анализ таких сложных смесей стал
возможен в результате развития высокоразре-
шающих методов разделения, высокоспецифиче-
ской и высокочувствительной масс-спектро-
метрии [9], набора колоссальной информации
в генных [105–107] и белковых базах данных
и развития методов биоинформатики, работающих
с колоссальными объемами информации.

Двумерный электрофорез (2DE)
Масс-спектрометрическому анализу предшест-

вует разделение смесей. Широко популярен метод

разделения в двумерном электрофорезе (2DE),
предложенный для визуализации и анализа белко-
вых смесей в середине 70-х [108]. В методе 2DE
белки разделяются по заряду в одном направлении
(используя полоски с иммобилизованными буфе-
рами, создающими градиент рН) и по подвижно-
сти в электрическом поле — в другом направле-
нии [109]. Предприняты попытки стандартизации
условий 2DE эксперимента с целью создания баз
двумерных карт [110] с последующей идентифи-
кацией белков по положению на геле. Однако нет
еще полной базы белков и воспроизводимость ре-
зультатов 2DE между лабораториями низкая. По-
этому часто для идентификации интересующих
пятен используются чувствительные и универ-
сальные масс-спектрометрические методы.

В двумерных гелях удается разделение несколь-
ких тысяч белков [36]. Разделенные белки окраши-
вают, что позволяет наблюдать пятна, содержащие
от 1 пмоль (10–12 моль) белков при окрашивании
Кумасси и от 100 фмоль (10–13 моль) при окраши-
вании серебром [37, 54]. Как правило, интересу-
ются различиями двумерных карт, отвечающих
либо состояниям нормы и паталогии, либо соот-
ветствующих отклику на воздействие лекарством
или стимулятором, либо вызванных блокадой вы-
бранного гена [111, 112].

Для идентификации качественных или количе-
ственных различий используют масс-спектро-
метрию как наиболее чувствительный и информа-
тивный метод анализа. Интересующее пятно выре-
зают и обрабатывают химически: с белка снимают
окраску, его денатурируют, восстанавливают (раз-
рывая дисульфидные мостики) и подвергают фер-
ментативному гидролизу. Наиболее популярен
гидролиз трипсином, разрывающий пептидные
связи после аминокислот лизин (К) или аргинин
(R) и переводящий белки в хорошо предсказуемые
фрагменты — триптические пептиды.  Пептиды
экстрагируют из геля с помощью растворителей,
и смесь пептидов вводят в масс-спектрометр.

2DE-МALDI MS
Яркие, сильно концентрированные пятна 2DE

чаще анализируют с помощью (MALDI-TOF)-при-
боров, поскольку метод MALDI мало чувствите-
лен к примесям буферов, солей и полимеров из ге-
лей и требует минимальной очистки образцов.
С другой стороны, лишь измерение масс пептидов
оказывается достаточным для идентификации
белка по методу "пептидных карт". Измеренные
массы  пептидов сопоставляются с предсказания-
ми по белковым EST (Expressed Sequence Tag) или
геномным базам данных. Частичное перекрытие
измеренных и предсказанных масс, от 4 до 7 пеп-
тидов в зависимости от белка и массовой точности
измерений, оказывается достаточным для уверен-
ной идентификации белка [36, 44, 113, 114].



ТАНДЕМНЫЕ  МАСС-СПЕКТРОМЕТРЫ  В  БИОХИМИИ

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2004, том 14, № 2

15

Гораздо чаще единичное пятно в геле пред-
ставлено многими единицами и даже десятками
белков, и метод пептидных карт сбивается. Неко-
торое улучшение достигается с введением специа-
лизированных программ [115], а также за счет
увеличения массовой точности МС. При точности
лучше 0.01 Да, достижимой в TOFMS, число сов-
падений для одного пептида снижается до сотен,
а при точности 0.001 Да в FTMS — до десятков
совпадений.

2DE-МS-МS
С применением тандемного МС стала возмож-

ной идентификация белков по одиночным пепти-
дам. Долгое время качественный тандемный МС-
анализ был доступен только для стационарных (не
импульсных) методов ионизации, таких как элек-
троспрей (ESI) с применением широкого набора
инструментов — 3-Q, Q-TOF, ITMS, FTMS. В по-
следние несколько лет высокоразрешающий МС-
МС был реализован с источниками ионов MALDI
в приборах Q-TOF [47, 51, 116, 117] и TOF-TOF
[70], однако пока еще обладающих умеренной
чувствительностью.

Успех тандемных методов в значительной сте-
пени обусловлен накоплением баз данных и раз-
работкой программных методов идентификации
белков. В методе "фрагментных карт" единичный
пептид выбирают в первом МС, фрагментируют
в столкновительной ячейке, а массы фрагментов
сопоставляют с предсказаниями по базам данных
(для всех пептидов с данной массой). Несмотря на
отсутствие интерпретации фрагментных спектров,
перекрытие более 5 масс фрагментов оказывается
достаточным для идентификации пептида, а сле-
довательно, и содержавшего его белка. Зачастую
идентификация подтверждается последующим бо-
лее подробным анализом спектра фрагментов,
а также анализом других пептидов, ожидаемых
в данном белке и обнаруженных в родительском
спектре.

В методе "sequence tag" фрагментные спектры
используются для частичной интерпретации и оп-
ределения короткой последовательности из трех–
четырех аминокислот. "Проезжая" такой последо-
вательностью по известным пептидам с данной
массой, быстро добиваются одиночного совпаде-
ния. Производные от метода позволяют поиск
с допуском к ошибкам измерений [118], ошибкам
в базах данных, а также идентификацию белков
для гомологичных организмов, для которых от-
сутствуют белковые или EST базы или геном не
расшифрован [119].

LC-MS-MS
По сравнению с двумерным электрофорезом

применение ЖХ позволяет улучшить ряд парамет-

ров. В то время как в двумерном электрофорезе
(2DE) разделение на тысячи пятен может проте-
кать до 2 суток, типичная длительность LC-разде-
ления составляет 1–2 часа. Хроматографы обла-
дают существенно большей массовой емкостью
образцов, что позволяет выделять минорные белки
[104]. С другой стороны, разделительная способ-
ность LC существенно ниже, и в случае сложной
смеси приходится проводить многостадийное раз-
деление. На первой стадии смесь белков разделя-
ется на фракции, например, методами афинной се-
парации или ионообменной хроматографии [120–
122]. Интересующие фракции белков подвер-
гаются трипсическому гидролизу до пептидов.
Пептиды в свою очередь разделяются в ЖХ
с обращенной фазой чаще с применением микро-
колонок [35, 123, 124] при потоке 0.1–1 мкл/мин,
что позволяет достичь высокой чувствительности
метода, ниже 1 фмоль [18, 83, 125]. Разделенная
смесь пептидов напрямую (on-line) анализируется
в тандемном МС-МС с источником ионов "элек-
троспрей" (ESI).

Большинство тандемов высоко автоматизиро-
вано, что позволяет проводить предметно-
зависимый (МС-МС)-анализ (Data Dependent
Analysis, DDA) без участия оператора. Так, в ион-
ных ловушках ITMS или приборах Q-TOF на про-
тяжении хроматографического пика (20 с) прибор
переключается между записью спектра родитель-
ских ионов, автоматическим определением масс
пептидов для (МС-МС)-анализа и записью фраг-
ментных спектров, позволяя записывать несколько
тысяч фрагментных спектров за 1 час. Высокая
чувствительность и полная автоматизация сделали
метод ЖХ-МС-МС наиболее популярным для ра-
бот по проектам протеомики.

Количественная дифференциация

Часто протеом формулируют как выявление
функций белков за счет количественной диффе-
ренциации. Так, устранение белка-ингибитора по-
высило бы концентрацию его рецептора, а устра-
нение гена вызвало бы потерю кодируемого белка.
Для достоверной дифференциации таких связей
абсолютно необходимо применять внутренние
стандарты или изотопные метки. Поскольку при
анализе сложных смесей происходит значительная
интерференция (взаимное подавление) компонент,
то низкая интенсивность сигнала совсем не озна-
чает отсутствие или подавление пептида в исход-
ной смеси [9].

Введение изотопных меток ICAT [126] вызвало
прорыв в количественном анализе. Метка содер-
жит тиол-реагирующую группу для ковалентного
присоединения только к аминокислоте цистеину,
изотопно-меченную связку (linker) и биотиновый
"хвост" для аффинного выделения. Для диффе-
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ренциации двух линий клеток (например, между
нормой и патологией) в лизаты обеих линий вво-
дят метки с различным весом, отличающиеся чис-
лом дейтериевых замен протона в связке. Принято
отличать легкую и тяжелую метку на 8 дейтерие-
вых замен. Раз метка введена, оба лизата смеши-
вают, чтобы избежать различий в последующей
подготовке пробы. Смесь гидролизуют до пепти-
дов и значительно упрощают за счет аффинного
выделения на авидиновых колонках. Теперь оста-
ются только цистеин-содержащие пептиды, кото-
рые подвергают ЖХ-МС-МС анализу. Сходные
пептиды из обоих лизатов появляются рядом и в
хроматографическом разделении и в масс-спек-
трах, лишь различаясь на 8 единиц массы. Из все-
го набора пептидных пар выбирают лишь пары со
значительным различием  интенсивности — отве-
чающие количественной дифференциации между
нормой и патологией. Именно их и идентифици-
руют в тандемном (МС-МС)-анализе, применяя
методы фрагментных карт или sequence tag [127].

Ограничения методов протеомики
Существующие методы изучения протеома еще

не позволяют проводить быстрый и полный ана-
лиз всех его полипептидов. Прежде всего не хва-
тает динамического диапазона и мощности разде-
ления. Кроме того, скорость (МС-МС)-анализа се-
годня ограничена на уровне менее 1 (МС-МС)-
спектра за секунду, т. е. идентификация менее од-
ного пептида в секунду. Даже для простейшего
организма, как дрожжи, с 6000 генами и около
20 000 белками [128] полный анализ составил бы
более 200 000 с (7 рабочих дней) на образец, учи-
тывая приблизительно десятикратную редантность
анализа пептидов. Такой объем протеома застав-
ляет искать более рациональные подходы, прежде
всего связанные с постановкой конкретной био-
химической проблемы. В таких подходах для ана-
лиза выделяется лишь часть протеома. Например,
белки-наживки используются для выделения не-
ковалентно связанных лигандов.  Для исследова-
ния передачи сигналов выделяются только фосфо-
пептиды. В анализе с количественной дифферен-
циацией выделяются только пептиды, содержащие
аминокислоту цистеин.

ЗАДАЧИ ПРОТЕОМИКИ

Программа исследования протеома нацелена на
изучение белков и их взаимодействий — цен-
тральных исполнителей биохимических процессов
жизни. Если гены программируют набор возмож-
ных белков, то белки выполняют программу и от-
ветственны за все биохимические процессы на
уровне клетки:  химический синтез, накопление и
расходование энергии, дыхание, деление и умира-

ние клетки. Большое число белков отвечает за  ре-
гуляцию на уровне всего организма. Так, гемогло-
бины переносят кислород, ХХХ — энергосодер-
жащие молекулы АТФ, иммуноглобулины участ-
вуют в иммунной защите. Для диагностики болез-
ни используются белки-маркеры, а для лечения
подыскиваются синтетические соединения — ле-
карства, селективно блокирующие белки-мишени.
Данный обзор не претендует на полноту. Скорее
мы хотели бы дать ощущение широты  области,
называемой протеомикой.

Характеризация белков
Программа по изучению протеома и сейчас на-

ходится в стадии накопления информации. Перво-
начальной стадией этой программы являются "ха-
рактеризация белков" и аннотация генома. Одного
кода ДНК недостаточно, поскольку связь межу ге-
нами и кодируемыми протеинами опосредована
сплайсингом М-РНК [129, 130] и посттрансляци-
онными модификациями (PTM) [131]. Сегодня из-
вестно более 200 типов PTM [132], и их характе-
ризация для конкретных белков может занять еще
как минимум десятилетие. Задача обнаружения и
характеризации самих белков осложнена и силь-
ным различием в уровне экспрессии.

Функциональный протеом

"Функциональный протеом" (functional
proteomics) нацелен на связь между генами и про-
теинами и на понимание функций белков.
В понятие функции включается (но не ограничи-
вается) назначение белка, его соотношение с ге-
ном  и знание участников сети (functional network)
белковых взаимодействий [133]. Функции не из-
вестны как минимум для трети аннотированных
белков [134]. Функции белков можно, например,
распознать по изменению их экспрессии  при бло-
каде какого-либо гена. Такие эксперименты удоб-
но ставить на бактерии кишечной палочке (E.сoli)
— полигоне генной инженерии. Для понимания
функций белков у эукариотов (высших организ-
мов) используют нокаут генов (gene knock out) в
мышах. Целый ряд белков работает в виде комп-
лексов (например, сплайсозомы). Выделение
и анализ каждого компонента из комплексов дают
прямой ответ о назначении и "соучастниках" дан-
ного белка. Для распознания сети взаимодействий
протеинов (protein network) используют реакцию
иммунной преципитации белков или осаждение на
белок-наживку (protein bait), выделенный или экс-
прессированный. Исследование парных взаимо-
действий и цепочек взаимодействий, вероятно, по-
зволит восстановить картину всей сети взаимодей-
ствий и построить динамическую модель взаимо-
действий. В последнее время для определения
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функций белков все более эффективными стано-
вятся протеиновые чипы, когда протеины из ана-
лизируемой смеси селективно осаждаются на эле-
ментах чипа с иммобилизованными протеинами-
лигандами [135].

Структурный протеом

"Структурный протеом" (structural proteomics)
включает определение места расположения белков
в клетке и отдельных тканях, определение струк-
турных комплексов белков, характерных для от-
дельных органелл, и трехмерное картирование
клетки [136]. Для белкового картирования клетки
выделяют отдельные органеллы клеток и белко-
вые комплексы  [137].

Посттрансляционные модификации (ПTM)

Исследование "посттрансляционных модифи-
каций", таких как гликозилирование и фосфори-
лирование, позволяет проследить передачу сигна-
лов в живой клетке или организме (in vivo). Выра-
ботан ряд методов выделения субпротеома, со-
держащего только фосфорилированные пептиды.
Например, разработана методика химической за-
мены фосфорной группы на биотин — стандарт-
ный лиганд для биотехнологической иммунной
очистки на авидиновом сорбенте [138]. Это позво-
ляет проводить ферментативный гидролиз всего
лизата клетки с последующим вылавливанием
только фосфо-пептидов, одновременно достигаю-
щий существенного обогащения из большого объ-
ема пробы. Для такой концентрированной и упро-
щенной под-выборки протеома применим прямой
(ЖХ-МС-МС)-анализ с однократным хроматогра-
фическим разделением. (МС-МС)-анализ зачастую
позволяет выявить место (аминокислоту в после-
довательности пептида) присоединения фосфатно-
го остатка. Для экспрессного определения фосфо-
рилированных пептидов применяются (МС-МС)-
методы сканирования по массе родительских ио-
нов при фиксированной массе фрагментов  m/z =
= 79 для РО3-группы, m/z = 69 для фрагментов
фосфосерина и m/z = 83 для фрагментов фосфо
треонина [139, 140].

Поиск белков-мишеней
Направление "поиск белков-мишеней" (рroteo-

me mining)  ориентировано на задачи фармацевти-
ки. Сегодня известно более 200 белков-мишеней,
дезактивируя которые можно лечить определен-
ные болезни. Для дезактивации каждой "мишени"
подбирают лекарственные препараты, заменяю-
щие недостающий клеточный лиганд и связываю-
щие "мишень" селективно и с минимальной ток-
сичностью, т. е. прежде всего не связывающие

другие белки в организме. Для многих болезней
такие белки только ищут. Стратегии поиска вклю-
чают выявление критических узлов и цепочек
в сети белковых взаимодействий. Проводится
дифференциальное изучение (differential display)
белковой экспрессии (т. е. количественных разли-
чий в концентрации отдельных белков) между
нормой и патологией или же ищутся отличия, вы-
званные введением стимуляторов, гормонов или
лекарств.

В фармацевтике применяются и более массо-
вые, конвейерные способы выявления белков-
мишеней. В случае если лиганд известен, то его
иммобилизуют (например, на сорбенте) и исполь-
зуют как наживку для вылавливания белков-мише-
ней из экстрактов тканей и клеток [141]. Селек-
тивно связанный материал смывают в жестких
средах и анализируют с помощью масс-спектро-
метрии, чаще используя гидролиз и ЖХ-МС-МС
пептидов. В качестве лигандов применяются
и фармацевтические препараты (т. е. маленькие
молекулы), заведомо обладающие активностью
или терапевтическим эффектом. Селективно свя-
занные белки представляют как потенциальные
мишени (требующие дальнейших исследований
и подтверждений), так и данные о токсичности,
т. е. о нежелательных взаимодействиях.

Профили белковой экспрессии
Определение профилей белковой экспрессии

(protein expression profiling) основано на анализе
матричной РНК (м-РНК) для изучения первичной
последовательности белков, места положения
и времени экспрессии белков. Анализ м-РНК зна-
чительно более скоростной и чувствительный (по
сравнению с анализом белков), поскольку прово-
дится с умножением материала методом ПЦР (по-
лимеразной цепной реакции) и с использованием
многоканальных секвенаторов или чипов [142].
Расшифрованные последовательности м-РНК со-
ставляют EST-базы (Expression Sequence Tag) дан-
ных. Поскольку белок транслируется на м-РНК
(синтезируется из аминокислот с кодированием
одной аминокислоты каждой тройкой нуклеоти-
дов), то данные об м-РНК чрезвычайно полезны.
Однако практически мгновенно протеины подвер-
гаются посттрансляционным модификациям
(ПТМ). Кроме того, наблюдается значительное
различие в уровне трансляции разных белков
[143].

Маркеры болезни
В программу протеомики включены и поиски

"маркеров болезни". Проводятся статистические
корреляции между сдвигами в концентрации бел-
ков, сравнивая большое количество образцов здо-
ровых людей и больных определенной болезнью.
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Сходные исследования проводятся и при исследо-
вании биохимических механизмов болезней. Од-
нако, даже не выявив механизмы, одной корреля-
ции было бы достаточно для клинической диагно-
стики вероятного заболевания. Особенно благо-
приятно проводить такие исследования на легко
отделяемых раковых клетках [144]. Значительное
внимание уделяется поиску маркеров в плазме
крови для ранней диагностики рака или заболева-
ний сердца [111, 145].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Поиск новых лекарств, разработка новых мето-
дов лечения и диагностики болезней объединены
в рамках биотехнологии или так называемой нау-
ки о жизни — life science. В большинстве биотех-
нологических приложений исходные смеси со-
держат чрезвычайно большое число компонент (до
106) в большом динамическом диапазоне концен-
траций. Благодаря многостадийному обогащению
и разделению удается уменьшить сложность сме-
сей для успешного анализа методами тандемной
масс-спектрометрии, ставшей незаменимым инст-
рументом. С расширением областей применения
сегодняшние возможности МС-МС — фемто-
мольная чувствительность, способность иденти-
фицировать тысячи компонент при скорости ана-
лиза 1 (МС-МС)-спектр в секунду — оказываются
недостаточными. Ожидается, что запросы биотех-
нологии приведут к значительному изменению
приборов в ближайшее десятилетие.
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TANDEM  MASS  SPECTROMETRY  IN  BIOCHEMISTRY
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The work presents a brief historical review of tandem mass spectrometry (MS-MS), indicating a vast prog-
ress in the field during the last decade. Instrumentation aspects are touched while describing basic principles of
operation as well as analytical characteristics of the most popular tandems. Various applications of MS-MS in
the filed of life science are overviewed, including drug discovery and proteomics. The review is mostly con-
cerned with  the logics of the field evolution and a mutual relation between instrumentation and applications.
Recent advances in tandem mass spectrometry as well as revolutional leap in bioinformatics has made MS-MS
the most specific and the most sensitive tool and a tool of choice for biochemical analysis.  In return, life sci-
ence became the major customer and a very noticeable driving force in the instrumentation development. The
review highlights the fact that life science deals with very complex mixtures containing up to 106 components in
a wide dynamic range of concentrations, up to 106. The nature of biochemical problems requires even higher
sensitivity, specificity and throughput of MS-MS, and its compatibility with a wide range of separation tools,
which is likely to cause further dramatic changes in MS-MS instrumentation.


