
一、前言

近年來質譜儀的發展日新月異，廣泛應用於分

析化學、生物化學、物理化學、礦物學、環境化

學、材料化學、藥學和生命科學等領域。質譜儀可

避免基質干擾，適合用來分析複雜的樣品，若配合

其它分析儀器如液相層析儀、氣相層析儀、毛細管

電泳儀等，更可以提高分析的技術性及準確性。本

文主要探討液相層析質譜儀之原理、應用與現況。

質譜儀的技術已發展 20 年之久，像

Tal'rose(1)、Horring(2) 及 Scott(3) 等工程師皆致力於儀

器的研究。1903 年 J. J. Thomson 首創利用此技術

研究正電流 (4)； 1917 年 Zeleny 提出電灑現象 (5)；

1980 年以後漸漸有許多分析家利用液相層析串聯
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質譜儀技術，Whitehouse(6) 等人更將電灑應用於儀

器連線上。經過近百年的發展，質譜儀迄今已成為

可以偵測所有元素 (包括同位素)、不同極性和各種

分子量的化合物，分子量可高至 1,000,000，亦可

偵測低至一原子或分子。

液相層析串聯質譜儀中組成包括：樣品導入

器、離子源、質量分析器、偵測器和電腦系統五部

分，下面將介紹。同時也對質譜儀的應用及現況做

進一步的了解。

二、樣品導入器 (Inlet System)

質譜儀分析上首先必須將分析物導入質譜儀，

其中方法很多，取決於樣品基質的複雜度。簡單的

綜述目前液相層析串聯式質譜儀的發展情形，並對現在液相層析串聯式質譜儀的原

理做進一步的討論，包括樣品導入系統、離子源、質量分析器、偵測器及電腦系統。另外，

同時提供液相層析串聯式質譜儀在分析物之定性及定量、結構鑑定及生化分析上之應用。

An overview of liquid chromatography-mass spectrometry coupling is
presented and discussed advancely here in this article. The contents include sample inlet system, ion
source, mass analyser, detector and computer system. Besides, the liquid chromatography-mass
spectrometry is  most widely applied and provides valuable information about the qualitative and
quantitative analysis of analyst, molecular structure determination and the analysis of biochemistry.
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基質可直接導入探針進入離子源；若複雜的基質可

先逐一分離再進入質譜儀。由於離子源和質量分析

器皆為真空狀態，所以樣品導入介面的選擇十分重

要。

在複雜基質的分析上，層析儀的選擇非常重

要，主要包括氣相、液相、離子和毛細管電泳等，

選擇的條件依待測物特性做選擇。液相層析／質譜

儀 (liquid chromatography/mass spectrometer,

LC/MS)，目前在研究上一般的大、小分子應用性

非常廣泛。主要利用動相 (mobile phase) 負載分析

物進入分析管柱，再與靜相 (stationary phase) 產生

不同的極性作用力達到分離效果。在液相層析儀／

質譜儀分析上有些選擇是非常重要的。(1) 分析管

柱 (analytical column) 通常選擇 C18 或 C8 之靜相材

質進行分析，或依實驗樣品各別特性選擇其他特殊

靜相，如 C30、phenyl 及 C4 等。(2) 液相層析流速

(LC flow-rate) 對質譜儀的結果影響很大，一般流

速選擇配合管柱內徑 (如表 1)，同時也要選擇適當

的離子源來增加游離效率。(3) 液相層析中移動相

及添加劑 (additive) 的選擇 (如表 2)，對整部儀器的

使用及壽命有非常之影響。

另外一般具揮發性有機物最常用氣相層析／質

譜儀 (gas chromatography/mass spectrometer,

GC/MS) 分析，其原因有：(1) 氣相層析／質譜儀

技術成熟、分析能力絕佳，無論是毛細管導入或填

充式管柱皆適用。(2) 氣相層析／質譜儀由於在氣

相層析時，樣品已經形成氣體狀態，在與質譜儀真

空的連結上沒有問題，所以技術發展較其他層析儀

快。(3) 在氣相層析中的滯留時間在配合上樣品質

譜特徵斷片及質譜儀選擇功能可達到全自動化、可

靠度高、降低偵測極限和分析速度快的結果。

近年來，由於離子源技術的發展已克服此困

難，所以除了液相層析／質譜儀外，最近更發展毛

細管電泳／質譜儀 (capillary eletrophoresis/mass

spectrometer, CE/MS) 和離子層析／質譜儀 (ion

chromatography/mass spectrometer, IC/MS) 針對離子

性化合物分析；但兩者的差異主要分別在前者以有

機物為主，後者以無機物為主。

三、離子源

離子源 (ionization source) 在樣品導入與質譜儀

連結上扮演重要的角色，原因主要有兩點：(1) 為

樣品離子化的空間。(2) 若樣品導入為液相時，離

子源中可以去除溶劑的干擾。

Methanol、Ethanol、Propanol、Isopropanol、
移動相 Butanol、Acetonitrile、Acetone、Chlorofrom、

Tetrahtdrofuran (不使用於 peek 導管)、Water

正離子模式：Acetic acid、Formic acid、
Trifluoroacetic acid (TFA，主要使用在 protein 及
pepetides 分析，濃度 < 0.1%)

負離子模式：Ammonium hydroxide (0.1－1.0%)
添加劑 緩衝溶液 (buffer)、離子對式劑 (ion-pair reagents):

Ammonium acetate、Ammonium formate、
Triethylamine、Heptafluorobutyric acid
(HFBA)、Tetraethyl or
Tetrabutylammonium hydroxide (TEAH 或 TBAH)

非揮發性鹽類：Phosphate、Borate、Citrate、Sulfate
使用上限制 介面活性劑：會抑制離子化

無機酸：硫酸、磷酸等

表 2. 

移動相溶劑及添加劑之選擇和

限制。

內徑 流速
3.9－4.6 mm 0.5－2 mL/min

2.0－2.1 mm 0.1－0.3 mL/min

1.0 mm 40－50 µL/min

表 1. 分析管柱內徑及流速對應結果。
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歷史上，早期湯姆生利用電壓氣體放電產生離

子，但僅能游離氣體和高蒸氣壓物質；後續又發展

電子撞擊法 (electron impact, EI) (圖 1)、火花放電

法 (spark discharge)、雷射離子化法 (laser ionization)

及感應耦合電漿 (inductively coupled plasma, ICP)

等，這些離子源屬於硬離子源 (hard ionization)，容

易將分析物斷裂成可判別的小分子化學結構，但不

易測得分子量結果。有機分析上為了能得到分子量

的結果，進一步發展出軟性的離子源 (soft

ionization) 以達到需求，如化學游離法 (chemical

ionization, CI) 、快速原子撞擊 (fast atom

bombardment, FAB) (圖 2)。這些離子源主要是提供

能量給樣品，使其失去或得到電子而游離成正、負

電子；新發展之液相層析質譜儀介面，如電灑游離

(eletronspray ionization, ESI) (圖 3)、熱灑游離

(thermospray ionization, TSI)、離子灑游離法

(ionspray ionization, ISI) 及大氣壓力游離法

(atmospheric pressure chemical ionization, APCI) (圖

4)，其所提供之能量可以輔助待測物形成帶正或負

電荷霧滴，電荷是在液相環境中得到。

圖 1.

電子撞擊法 (electron impact, EI)。

圖 2.

快速原子撞擊 (fast atom bombard-

ment, FAB)。
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目前在液相層析質譜儀上最常使用的離子源為

電灑游離及大氣壓力游離，原理主要是將液態分析

物轉成氣態帶電分子，使質譜儀能偵測到；過去幾

年，電灑游離及大氣壓力游離機制上已有一定的成

果 (7-9)。電灑游離過程因液相層析中液態分析物流

入加高電壓的毛細管，當分析液在出口端形成液滴

(drops) 時，會產生正、負電荷分離，造成正電荷

在液滴表面累積，形成不穩定之液滴並向低電場拉

出，稱為泰勒錐 (Taylor cone, 圖 5)；當帶電液滴受

去溶劑效應影響時，電荷／體積比增加而產生雷利

安極限 (Rayleigh stability limit，圖 6)，使帶電液滴

分裂成帶電離子 (圖 7)。大氣壓力游離過程和電灑

游離的不同，主要是前者利用高溫 (400－500 °C)

使分析物游離，所以進樣流速可使用 0.5－1.0

mL/min，而後者流速小於 0.2 mL/min。

近幾年來隨生物科學及醫藥科學的發展，樣品

基質複雜度增加，為了提高液相層析質譜儀的感

度，新一代游離源在進樣路徑上有重大的突破。在

圖 8 中跨越式 (crossflow) 及 Z 灑式 (Z-spray) 游離

圖 3. 電灑游離源 (electrospray ionization source)。 圖 4. 大氣壓力化學游離源 (atmospheric pressure

chemical ionization)。

圖 5.

電灑現象與泰勒錐。

Middle
Aperture

Middle
Aperture

Skimmer Skimmer
Lens Lens

MS MS

Pump

Electrons

+ – Electrons

High Voltage
Power Supply

TDC

Pump PumpPump

Capillary

Mebulizer

Vaporizer
Nebulizing
Gas outlet

Sampling
Aperture

Sampling
Aperture

Needle
Electrode



81科儀新知第二十四卷第一期 91.8

源大大降低雜質進入質譜儀(10)，減少儀器污染；若

再配合去溶劑氣體與進樣方向垂直，更可將感度提

高至 picogram 的等級。

四、質量分析器 (11)

質量分析器為質譜儀之主要架構，依分析原理

和儀器構造有四極柱 (quadrupole)、雙聚焦磁場式

(double focusing magnetic sector) 和離子阱 (ion

trap)；若依測定質量範圍可區分為小分子 (1－1000

amu)、中分子 (1000－ 10000 amu) 和大分子

(> 10000 amu)。本文將對目前最常運用在液相層析

串聯質譜儀中的四極柱質量分析器和離子阱質量分

析器二者做進一步介紹。

1. 四極柱質譜儀 (Quadrupole Analyzer)
1955 年 Paul 發展四極柱質量分析器，其原理

主要是利用四支柱子間動態電場來改變四極柱的射

頻電場，使其擁有質量過濾的效果 (圖 9)；離子由

離子源經過 5－15 V 的電壓加速進入四極柱中，相

鄰四極柱上為正、負相反電壓，相對則為相同電

壓，並利用連接四極柱之射頻交流電位交互變化

180° 再配合 0－±250 直流電位，如此可架構出四

極柱質譜儀質量掃描與電壓間的關係 (圖 10)。公

式計算如下：

m

z

V

r f
rf= 0 136

2 2

.

Vrf：射頻電位(V)

r：柱半徑 (cm)

f：射頻頻率 (mcps)

如果將兩段四極柱質量器 Q1&Q3 連結，即為

串聯式質譜儀 (圖 11)。並且在中間有誘導碰撞解

離區 Q2 (collision induced dissociation, CID) 能將分

析物在此給予惰性氣體，提供裂解能量並再利用第

二段質譜儀掃描，所以能得到分析物進一步的特徵

子離子 (daughter ion) 斷裂。一般液相層析串聯四

極柱質譜儀的掃描模式有下列數種：

� Q1&Q3 掃描 (full scan) →MS (圖 12)

� 選擇離子掃描 (select ion mode, SIM)→ MS (圖

12)

圖 6. 雷利安極限 (Rayleigh stability limit)。
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� 母離子掃描 (parent ion scan) →MS/MS (圖 13)

� 子離子掃描 (daughter ion scan) →MS/MS (圖 14)

� 中性丟失掃描 (neutral loss) →MS/MS (圖 15)

� 選擇離子反應掃描 (select reaction mode, SRM)

→MS/MS

所以，現在液相層析串聯質譜儀可利用上述各種掃

圖 8.

(a) 跨越式 (crossflow)；(b) Z 灑式

(Z-spray)。

圖 9. 四極柱質量分析器 (quadrupole analyzer)。
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圖 10. 四極柱質譜儀質量掃描與電壓之關係圖。

描模式配合實驗上及樣品特性的需要，選擇最佳之

模式進行實驗。因此配合強大的層析儀器如 GC、
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LC、IC 等，很快成為生物化學、製藥及環境科學

等工業上重要分析工具。

2.離子阱質譜儀 (Ion-trap Analyzer)(12)

1970 年以後，類似四極柱質譜儀原理的離子

阱大量問世，其主要由一個環電極 (ring electrode)

加上兩個端蓋電極 (endcap electrode) 所組成 (如圖

16)。當離子藉由直流偏向電壓 (DC offset voltage)

將離子拉進質量分析器中，再利用不同交流電壓加

在環電極及端蓋電極達成捕捉、斷裂、釋放不同荷

質比之離子。環電極上之交流電壓 (ring electrode

RF voltage) 會使離子阱內產生類似四極柱質量分析

器的三度空間四極場，隨時間變化可使離子往軸向 圖 11. 四極柱串聯質譜儀 ( Q1, Q2, Q3)。

圖 12.

Q1&Q3 掃描和選擇離

子掃描。

圖 13.

母離子掃描。
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圖 14.

子離子掃描。

圖 15.

中性丟失。

圖 16. 離子阱質量分析器 (ion-trap analyzer)。
圖 17. 離子阱離子穩定圖。

(endcap electrode) 或縱向 (ring electrode) 方向移

動，將離子收集在阱中時離子必須在軸向及縱向都

穩定，離子掃描時則需要產生可將特定荷質比的離

子變成不穩定，而將其往軸向的方向推並離開離子

阱中。(圖 17) 公式計算如下：

r0：圓周運動半徑

z0：阱中心至端電極之距離

qz = –8 eV/m (r0

2 + 2z0

2 )Ω2 (Mathieu equation)
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四極柱質譜儀 離子阱質譜儀

空間式質譜儀 時間式質譜儀

全離子掃描靈敏度差 全離子掃描靈敏度佳

選擇離子或選擇反應離子掃描 選擇離子或選擇反應離子掃描
靈敏度佳 靈敏度差

受空間限制，無法具備多段質量器 具備多段質量器之功能

無法提供高解析分析 可提供高解析分析

具備母離子和中性丟失掃描 具備母離子和中性丟失掃描 (利用
軟體功能為一新技術)
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表 3. 

四極柱質譜儀和離子阱質譜儀之比

較。

圖 18. 光電倍增器。

離子

轉換極

電子

電子

集極

光電倍增器

光子

磷光幕

子，並且將所需離子濃縮。當需要將母離子斷裂成

為子離子時，共振激發無線電頻率電壓 (resonance

excitation RF voltage) 提高阱中能量並注入氦氣使

離子斷裂。

上述的掃描冪次及掃描模式相互組合出離子阱

質譜儀所有的掃描功能。由於具備高解析掃描之功

能，因此離子阱質譜儀在生物分析上如 peptides 分

析，扮演更重要的角色。

由上面介紹二種常用之質量分析器，其在應用

上差異如表 3 所示。而且在儀器大小上四極柱體積

較離子阱大非常多，相當佔空間且價格較高，所以

目前離子阱分析器市佔率較高；但是由於在生物科

技上應用愈來愈廣泛，所需要的解析度 (resolution)

已提升至 10,000，分子量更達 1,000,000 以上，因

此將四極柱配合時間飛行質譜儀 (quadru-pole time

of fly, Q-TOF) 可以增加研究上之應用性。

五、偵測器

偵測器主要分為兩種：(1) 光電倍增器 (photo

multiplier, PMT)，(2) 電子倍增器 (electron multiplier,

EMT)。光電倍增器利用離子經由轉換極再透過光

電倍增管放大 (圖 18)；而電子倍增器是藉由一銅

／鈹合金之表面 (dynode) 經多次反射而放大，每

反射一次增加兩倍，所以是 2n 倍數。反射過程分

為不連續和連續兩種 (如圖 19 和圖 20)，不連續電

子倍增器乃利用分段式反射，經過約 20 個加高電

壓表面，使電子流達 107；而連續式電子倍增器則

在合金表面持續加上 1.8－2.0 kV 之電位，可使電

子流達到 108 (11)。

離子阱質譜儀的掃描特性有下列數種：

�掃描冪次 (scan power)→MS、MS/MS、MSn (n < 6)

�掃描模式 (scan mode)→全掃描 (full scan)

選擇離子掃描 (SIM)

選擇離子反應掃描 (SRM)

連續反應掃描 (CRM)

高解析掃描 (zoom scan)

所有掃描功能中，選擇離子掃描、選擇離子反應掃

描、連續反應掃描及全掃描主要利用離子孤立波形

電壓 (ion isolation waveform voltage) 去除不要之離
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離子束
離子束電極

高電位

轉換極

電流輸出

電流輸出
電子

圖 19. 不連續式電子倍增器。

圖 20. 連續式電子倍增器。六、電腦系統

因為電腦功能日新月異及軟體功能的加強，現

在所有的儀器參數皆可直接由電腦控制，增加方便

性。另外也在處理數據上加快，可以處理更多的數

據和更複雜的程式，例如選擇離子模式 (select ion

mode, SIM)、選擇離子反應模式 (select reaction

mode, SRM)、中性離子丟失 (neutral loss scan)、母

離子掃描 (parent scan)、蛋白質分子量計算 (protein

deconvolution) 及 peptides 結構鑑定等(9)。

七、液相層析串聯質譜儀之應用

液相層析串聯質譜儀在生物分子結構上、藥物

研發及檢測、中藥成份分析、農藥殘留量檢測、食

品分析、環境分析和刑事鑑定上等方面，是準確又

快速的方法。生物結構分析例如蛋白質分子量測

定、蛋白質醣基位置(13)、新生兒篩檢(13) 及蛋白質結

構鑑定；藥物研發上能初步了解分析物分子量及特

徵斷片，並配合核磁共振儀和 X 光繞射儀將未知

物結構定出，再利用有機方法大量合成使其產品

化；中藥分析上主要對中藥中主成份分析，解開中

藥複方療效之謎，使中藥科學化進一步造福人類；

農藥殘留檢測和環境分析上最有名為有機氯、有機

磷檢測及戴奧辛污染；食品分析上如肉類中抗菌劑

檢測(14)、飲料中色素含量和烤製物、燻製物中環氨

產生物 (hetrocyclic aromatic amine, HAAs) 含量，和

我們的生活息息相關；運用在刑事鑑定上可以有效

遏止犯罪，如毒品的檢測乃為主要之功能，除了可

以檢測待分析物外，即使經過數小時後仍可對其代

謝物檢測，不致使犯罪者有僥倖的心態。

液相層析串聯質譜儀在不同分析物有不同的實

驗步驟，大致說明如下。

1.已知小分子分析
如藥物、食品和環境分析等，一般會先用標準

品針對液相層析及質譜儀一系列條件做設定，再將

條件整合去進行液相層析質譜儀或串聯質譜儀實

驗；待標準方法設定好，才進一步做定量實驗。

2.生物大分子分析
蛋白質和 peptides 可先經過酵素切斷，如

Trypsin，再進入質譜儀中分析其特徵圖譜並比對

資料庫結果 (圖 21)。一般蛋白質使用四極柱質譜

儀或時間飛行式質譜儀，因其可使大分子帶較多電

荷，而可以測定分子量較大之生物分子。圖 22 中

為蛋白質 Apomyglobin (分子量：16951.0) 之質譜

圖，利用 protein deconvolution 軟體可以由一系列

相鄰之多電荷質譜圖反推總分子量 16952.0，也可

利用下面公式計算出：

n2 =  

M = n2 (M2 – 1)

M1與M2為相鄰之質量 (M1 < M2)

n2為M2之電荷數

M H

M M
1

2 1

+
−
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圖 22. Apomyglobin 質譜圖及軟體計算結果。

圖 21.

生物大分子液相層析串聯質譜儀

應用流程。

excise spot

Sequencing

MS spectrum
Database search

MS/MS spectrum
Database search

digest
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圖 23.

Angiotesin I 高解析掃描結

果。

而比較小的 peptides 分子 (分子量 < 5000) 多用離子

阱質譜儀分析，主要是藉重其高解析掃描 (zoom

scan) 之功能，能判別 peptides 的帶電荷數。在離

子阱質譜儀中一般帶電荷數約 4－5 個，所以會落

在質量分析器的範圍中。圖 23 為 Angiotensin I 高

解析掃描結果，由質量峰間的差可以計算出此質量

帶多少電荷。公式如下：

帶電數 = 

∆m 為相鄰高解析質量差值，所以，無論是蛋白質

或 peptides 都可利用質譜儀進行分析。若樣品為混

合物，一樣可連結液相層析儀或其他層析儀與質譜

儀做連結使用，將可得到更好的效果。

3.未知物分析
對於未知物利用液相層析串聯質譜儀來分析，

實驗上仍然有許多困難要克服，依各實驗室累積的

經驗法則也會有不同的結果。但最重要的是通常須

結合數種儀器的結果，甚至更新型之質譜儀 (如 Q-

TOF)(15)，才能鑑定出未知分析物，所以目前此領

域是未來研究之重要目標。另一種未知物是由已知

1

∆m

物代謝得到的，因為是代謝產物，所以通常是存在

血液或尿液中。血液或尿液樣本是屬於複雜的基

質，一般質譜儀會連接液相層析儀或其他適合的層

析儀同時分析，利用分離純化及多次質譜斷裂，找

出與起始物有相同子離子特徵斷片，如此再反推可

能的代謝物結構。除上述三種分析狀況外，由於目

前蛋白質體學 (proteomics)、生物化學，生物工程

及臨床醫學的快速發展，液相層析串聯質譜儀應用

領域更加廣泛，甚至發展出功能更強大、質量分析

更寬 (約分子量達 1000,000 Da) 及靈敏度更好的層

析式串聯質譜儀，相信在未來的運用上更加靈活。

八、液相層析串聯質譜儀使用現況

無論是國外或國內，質譜儀在研究及檢測上非

常重要。研究上主要作為定性工具比較多，因為在

質譜儀定量上受限於標準品和操作條件變異性較

大，所以定量實驗較為困難；國內主要還是定性研

究較多，特別是現在的生物分析上更甚之，而國外

在定量實驗上近幾年來的變異性愈來愈好，提高質

譜儀的應用性。檢測上，在許多國外檢驗單位中越

來越多標準檢驗方法要求使用質譜儀當偵測器，檢
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驗標準量低於過去至少 10 倍，而國內在這方面要

求未達國外水準，所以常在出口、申請上被質疑，

這是國內廠商該加強的方向。

筆者目前任職的單位 (台北榮總教學研究部)

擁有兩部液相層析串聯質譜儀，一是四極柱質量分

析器，另一為離子阱質量分析器。主要應用在藥物

分析 (如 isoflavons、safrol-dG 及 hetercyclic

aromatic amines 等)、中藥檢測、蛋白質分子量鑑

定 (< 100,000 Da)、peptides 結構鑑定、新生兒篩檢

及已知、未知代謝物分析等。本單位外，國內有許

多研究單位具備質譜分析能力，如中央研究院、國

科會及數所大學或政府單位；各地方都發展不同領

域的液相層析串聯質譜的應用，在未來應可增加彼

此間合作機會，進一步使國內質譜儀分析技術能達

到國際水準。

九、結論

質譜儀的歷史已逾百年以上，實際廣泛運用則

在近 50 年內，其儀器發展瓶頸漸漸顯露，無論是

儀器設計上或應用上皆有待解決問題之處。這 1－

2 年來，生物科技中蛋白質體學增加了質譜儀在生

化上的應用，尤其是電灑質譜儀(electrospray mass

spectrometry, ES-MS) 和基質輔助雷射質譜儀

(MALDI mass spectrometry) 的市售對生物高質量生

物分子、基因和製藥工業有很大幫助，相信能在未

來生技產業中扮演重要的角色。
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