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МОДИФИКАЦИЯ  MALDI-МИШЕНИ  НАНОЧАСТИЦАМИ 
ПРИ  ЭЛЕКТРОРАСПЫЛЕНИИ  СУСПЕНЗИИ   

ОКСИДА  ЖЕЛЕЗА(III)  В  НОРМАЛЬНЫХ  УСЛОВИЯХ 
 

Предложен способ модификации мишени для МАLDI-МS-анализа, позволяющий селективно выделять ана-
литы из биологических образцов непосредственно на поверхности мишени, как альтернатива классическим 
методам. Для модификации мишени суспензию металл-аффинного сорбента на основе оксида железа(III)  
в 50% водно-метанольном растворе электрораспыляли в бескапельном режиме c динамическим делением 
потока жидкости при атмосферном давлении в нормальных условиях. МАLDI-мишень выступала в качестве 
противоэлектрода.  На  МАLDI-мишень наносился слой сорбента в виде пятна, частицы которого в даль-
нейшем  устойчивы  к  воздействию растворителей. На модифицированной МАLDI-мишени проводилось 
металл-аффинное обогащение фосфорилированного пептида с аминокислотной последовательностью 
SSNGHV(pY)EKLSSI из образца триптического гидролизата глобина человека. МАLDI-масс-спектр записы-
вали с пятна сорбента. Такая методика создана в качестве альтернативы трудоемкой пробоподготовке био-
проб и позволяет ограничиться минимальными объемами образца и растворителей.  
 
 
Кл. сл.: металл-аффинная хроматография, МАLDI-масс-спектрометрия, оксид железа(III), фосфопротеомика, 
модификация поверхности, электроспрей 
 
 

ВВЕДЕНИЕ 

Анализ биологических образцов требует чувст-
вительного метода обнаружения и тщательной 
подготовки образца к анализу, т. к. образец пред-
ставляет собой сложную матрицу, а аналит, как 
правило, присутствует в низких концентрациях. 
Одним из специфичных и селективных методов, 
применяемых для пробоподготовки биологиче-
ских образцов, является металл-аффинная хрома-
тография. Сорбенты, применяемые в этом методе, 
содержат в своем составе различные металлы. Как 
известно, ионы переходных металлов могут взаи-
модействовать с различными функциональными 
группами органических и биоорганических моле-
кул с разной эффективностью [1].  

Как правило, металл-аффинную хроматогра-
фию проводят в микроколонках различных фор-
матов, заполненных сорбентом, затем разделенные 
фракции анализируют инструментальными мето-
дами. Например, используют высокоэффективную 
жидкостную хроматографию или же методы масс-
спектрометрии. Для биологических образцов и 
объектов окружающей среды актуальны методы 
масс-спектрометрии с мягкой ионизацией, такие 
как электроспрей [2, 3] и МАLDI [4]. 

В последнее время ученые предложили прово-
дить пробоподготовку некоторых образцов непо-
средственно на поверхности стальной мишени для 

МАLDI-масс-спектрометрии и в первую очередь 
аффинное концентрирование аналитов для целей 
фосфопротеомики и аддуктомики. Для этого по-
верхность мишени модифицируют различными 
методами, получая активную поверхность, кото-
рую в дальнейшем используют для разделения  
и концентрирования образца. Способы модифика-
ции поверхности весьма разнообразны, а в основу 
активной поверхности могут входить и металл-
аффинные сорбенты. Например, в работе [5] ис-
пользовали реактивный метод осаждения, заклю-
чающийся в электрораспылении раствора, содер-
жащего 70% zirconium(IV)–n-propoxide на поверх-
ность мишени, обработанную кислородной плаз-
мой, процесс занимал от 1.5 до 4 ч. Зачастую по-
верхность мишени модифицировали частицами 
оксидов, закрепляя их при помощи полимеров [6] 
или нагрева [7]. Также был предложен метод по-
лучения одноразовых мишеней из алюминиевой 
фольги, на которую наночастицы диоксида титана 
наносились с помощью трафаретной печати с по-
следующим запеканием [8].Предложенные подхо-
ды в первую очередь созданы как альтернатива 
трудоемкой и дорогой пробоподготовке биообраз-
цов, направленной на концентрирование аналита 
перед анализом и удаление примесей. 

В нашей работе предложен метод модифициро-
вания поверхности МАLDI-мишени металл-
аффинными  сорбентами  в  ходе электрораспыле- 



 

 

 
 
 

 
 

ния в нормальных условиях, не требующий пр
менения высоких температур или полимеров.
модификации поверхности использовали р
разработанный металл
нове оксида железа
ность для решения задач классической 
теомики. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ УСТАНОВКА

В работе использовали устройство
щее проводить электрораспыление суспензии н
нодисперсного
метанольном растворе с добавлением трифтору
сусной кислоты до концентрации 0.
распыление проводилось в бескапельном режиме 
с динамическим делением потока суспензии при 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ УСТАНОВКА 

В работе использовали устройство, позволя
щее проводить электрораспыление суспензии н

(III) в 50% водно
метанольном растворе с добавлением трифтору
усной кислоты до концентрации 0.1%. Электр

распыление проводилось в бескапельном режиме 
с динамическим делением потока суспензии при 
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нормальных условиях, не требующий при-
менения высоких температур или полимеров. Для 
модификации поверхности использовали ранее 

аффинный сорбент на ос-
, показавший эффектив-

фосфопро-

 

позволяю-
щее проводить электрораспыление суспензии на-

водно-
метанольном растворе с добавлением трифторук-

Электро-
распыление проводилось в бескапельном режиме  
с динамическим делением потока суспензии при 

нормальных условиях при атмосферном давлении. 
Нанодисперсные
поверхность подложки из нержавеющей стали для 
МАLDI
жение наночастиц осуществлялось в электрич
ском поле между вершиной мениска распыляемой 
суспе
предварительно обезжиривали ацетоном и допо
нительно никак не подготавливали. В результате
электрора
формировалось пятно сорбента (
рованные пятна устойчивы к воздействию раств
рителей, используемых для металл
хроматографии.

На 
установки с использованием новой методики эле
трораспыления в бескапельном
во электрораспыления

Рис. 1. 
основе оксида железа на подложке при электр
распылении  суспензии с динамическим делением 
потока в бескапельном режиме. Диаметр пятна 
~5 мм
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нительно никак не подготавливали. В результате
электрораспыления
формировалось пятно сорбента (
рованные пятна устойчивы к воздействию раств
рителей, используемых для металл
хроматографии.

На рис. 2 показана схема экспериментальной 
установки с использованием новой методики эле
трораспыления в бескапельном
во электрораспыления

Рис. 1. Вид пятна нанодисперсного сорбента на 
основе оксида железа на подложке при электр
распылении  суспензии с динамическим делением 
потока в бескапельном режиме. Диаметр пятна 

5 мм 

Рис. 2. С
по нанесению сорбента на подложку с и
пользованием методики электрораспыления 
в бескапельном режиме
1 — устройство десорбции заряженных ча
тиц; 2 
3 — шприц; 4 
вольтный конта
7 — воздушный мембранный
входной 
датчик; 9 
фильтр TS
ский манометрическ
нический ротаметр
ский клапан
ный фильтр
15 — МА
17 — цифровая 
тер; 19 —
питания светодиодов
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нормальных условиях при атмосферном давлении. 
Нанодисперсные частицы сорбента наносились на 
поверхность подложки из нержавеющей стали для 

спектрометрического анализа. Дв
жение наночастиц осуществлялось в электрич
ском поле между вершиной мениска распыляемой 

зии и подложкой. Поверхность подложки 
предварительно обезжиривали ацетоном и допо
нительно никак не подготавливали. В результате

спыления на поверхности подложки 
формировалось пятно сорбента (
рованные пятна устойчивы к воздействию раств
рителей, используемых для металл
хроматографии. 

2 показана схема экспериментальной 
установки с использованием новой методики эле
трораспыления в бескапельном
во электрораспыления и методика, которые позв

Вид пятна нанодисперсного сорбента на 
основе оксида железа на подложке при электр
распылении  суспензии с динамическим делением 
потока в бескапельном режиме. Диаметр пятна 

Схема экспериментальной установки 
по нанесению сорбента на подложку с и
пользованием методики электрораспыления 
в бескапельном режиме

устройство десорбции заряженных ча
; 2 — металлический капилляр; 

шприц; 4 — блок питания; 5 
вольтный контакт; 6 

воздушный мембранный
 механическ

чик; 9 — автомобильный
TS07T; 10 —

манометрический
нический ротаметр; 12 

лапан; 13 — автомобильн
ый фильтр TS03T; 14 

МАLDI-мишень
цифровая видеокамер
— светодиодный узел; 20 

питания светодиодов 
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ляют реализовать электрораспыление в бескапел
ном режиме при нормальных условиях
описаны 
лось напыление наночастиц
десорбции заряженных частиц в бескапельном р
жиме при нормальных условиях (1)
металлического капилляра (2), по которому пост
пает коллоидны
трического поля на свободном торце капилляра. 
С другой стороны капилляр присоединен тефл
новой трубкой к системе подачи раствора (3). На 
металлический капилляр также подается упра
ляемое высокое напряжение 
питания (4) 
380/5000
лического капилляра коаксиально располо
пилляр
б
пилляра (2), при этом 
ческого капилляра длиннее капилляра изолятора, 
что позволяет эффективно отсасывать лаборато
ный воздух в окрестностях мениска. Под возде
ствием потока воздуха
по поверхности мениска в сторону
верши
заряженных частиц.
состоящей из лабораторного воздуха и излишков 
раствора, производится по коаксиальному зазору 
между капиллярами (2) и (6).
с помощью воздушного мембра
DAP
тема фильтрации, состоящая из последовательно 
соединенных входного механического мано
ческого датчика (8), четырех автомобильных то
ливных фильтров 
ского манометрич
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ляемое высокое напряжение 
питания (4) 
380/5000V/25
лического капилляра коаксиально располо
пилляр-изолятор (6) с внутренним диаметром
бóльшим внешнего диаметра металлического к
пилляра (2), при этом 
ческого капилляра длиннее капилляра изолятора, 
что позволяет эффективно отсасывать лаборато
ный воздух в окрестностях мениска. Под возде
ствием потока воздуха
по поверхности мениска в сторону
вершине мениска, из которой происходит эмиссия 
заряженных частиц.
состоящей из лабораторного воздуха и излишков 
раствора, производится по коаксиальному зазору 
между капиллярами (2) и (6).
с помощью воздушного мембра
DAP-6DULVAC
тема фильтрации, состоящая из последовательно 
соединенных входного механического мано
ческого датчика (8), четырех автомобильных то
ливных фильтров 
ского манометрич

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 3. Фотография формы мениска в р
жиме бескапельного
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НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2019, том 29, № 2

ляют реализовать электрораспыление в бескапел
ном режиме при нормальных условиях

[10]. Установка, на которой производ
лось напыление наночастиц
десорбции заряженных частиц в бескапельном р
жиме при нормальных условиях (1)
металлического капилляра (2), по которому пост
пает коллоидный раствор в область сильного эле
трического поля на свободном торце капилляра. 
С другой стороны капилляр присоединен тефл
новой трубкой к системе подачи раствора (3). На 
металлический капилляр также подается упра
ляемое высокое напряжение 
питания (4) Stanford research

/25W через контакт (5). Вокруг мета
лического капилляра коаксиально располо

изолятор (6) с внутренним диаметром
льшим внешнего диаметра металлического к

пилляра (2), при этом свободный торец металл
ческого капилляра длиннее капилляра изолятора, 
что позволяет эффективно отсасывать лаборато
ный воздух в окрестностях мениска. Под возде
ствием потока воздуха излишек раствора движется 
по поверхности мениска в сторону

не мениска, из которой происходит эмиссия 
заряженных частиц. Откачка парогазовой смеси, 
состоящей из лабораторного воздуха и излишков 
раствора, производится по коаксиальному зазору 
между капиллярами (2) и (6).
с помощью воздушного мембра

DULVAC. Перед насосом установлена си
тема фильтрации, состоящая из последовательно 
соединенных входного механического мано
ческого датчика (8), четырех автомобильных то
ливных фильтров TS07T 
ского манометрического датчика (10), за которым 

Фотография формы мениска в р
жиме бескапельного электрораспыления

МОДИФИКАЦИЯ  MALDI

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2019, том 29, № 2

ляют реализовать электрораспыление в бескапел
ном режиме при нормальных условиях

Установка, на которой производ
лось напыление наночастиц, включает
десорбции заряженных частиц в бескапельном р
жиме при нормальных условиях (1), 
металлического капилляра (2), по которому пост

й раствор в область сильного эле
трического поля на свободном торце капилляра. 
С другой стороны капилляр присоединен тефл
новой трубкой к системе подачи раствора (3). На 
металлический капилляр также подается упра
ляемое высокое напряжение (до 5 кВ

research systems
через контакт (5). Вокруг мета

лического капилляра коаксиально располо
изолятор (6) с внутренним диаметром

льшим внешнего диаметра металлического к
свободный торец металл

ческого капилляра длиннее капилляра изолятора, 
что позволяет эффективно отсасывать лаборато
ный воздух в окрестностях мениска. Под возде

излишек раствора движется 
по поверхности мениска в сторону

не мениска, из которой происходит эмиссия 
Откачка парогазовой смеси, 

состоящей из лабораторного воздуха и излишков 
раствора, производится по коаксиальному зазору 
между капиллярами (2) и (6). Откачивае
с помощью воздушного мембранного насоса (7) 

. Перед насосом установлена си
тема фильтрации, состоящая из последовательно 
соединенных входного механического мано
ческого датчика (8), четырех автомобильных то

 (9), выходного механич
еского датчика (10), за которым 

Фотография формы мениска в р
электрораспыления

МОДИФИКАЦИЯ  MALDI

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2019, том 29, № 2

ляют реализовать электрораспыление в бескапел
ном режиме при нормальных условиях, подробно 

Установка, на которой производ
включает устройство 

десорбции заряженных частиц в бескапельном р
 состоящее  из 

металлического капилляра (2), по которому пост
й раствор в область сильного эле

трического поля на свободном торце капилляра. 
С другой стороны капилляр присоединен тефл
новой трубкой к системе подачи раствора (3). На 
металлический капилляр также подается упра

до 5 кВ) от бло
systems Model PS

через контакт (5). Вокруг мета
лического капилляра коаксиально расположен к

изолятор (6) с внутренним диаметром
льшим внешнего диаметра металлического к

свободный торец металл
ческого капилляра длиннее капилляра изолятора, 
что позволяет эффективно отсасывать лаборато
ный воздух в окрестностях мениска. Под возде

излишек раствора движется 
по поверхности мениска в сторону, обратную 

не мениска, из которой происходит эмиссия 
Откачка парогазовой смеси, 

состоящей из лабораторного воздуха и излишков 
раствора, производится по коаксиальному зазору 

Откачивается смесь 
нного насоса (7) 

. Перед насосом установлена си
тема фильтрации, состоящая из последовательно 
соединенных входного механического манометр
ческого датчика (8), четырех автомобильных то

(9), выходного механич
еского датчика (10), за которым 

Фотография формы мениска в ре-
электрораспыления 

МОДИФИКАЦИЯ  MALDI-МИШЕНИ  НАНОЧАСТИЦАМИ

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2019, том 29, № 2 

ляют реализовать электрораспыление в бескапель-
одробно 

Установка, на которой производи-
устройство 

десорбции заряженных частиц в бескапельном ре-
состоящее  из 

металлического капилляра (2), по которому посту-
й раствор в область сильного элек-

трического поля на свободном торце капилляра.  
С другой стороны капилляр присоединен тефло-
новой трубкой к системе подачи раствора (3). На 
металлический капилляр также подается управ-

от блока 
PS 

через контакт (5). Вокруг метал-
жен ка-

изолятор (6) с внутренним диаметром, 
льшим внешнего диаметра металлического ка-

свободный торец металли-
ческого капилляра длиннее капилляра изолятора, 
что позволяет эффективно отсасывать лаборатор-
ный воздух в окрестностях мениска. Под воздей-

излишек раствора движется 
обратную 

не мениска, из которой происходит эмиссия 
Откачка парогазовой смеси, 

состоящей из лабораторного воздуха и излишков 
раствора, производится по коаксиальному зазору 

месь 
нного насоса (7) 

. Перед насосом установлена сис-
тема фильтрации, состоящая из последовательно 

метри-
ческого датчика (8), четырех автомобильных топ-

(9), выходного механиче-
еского датчика (10), за которым 

расположен механический ротаметр (11) с ручным 
механическим клапаном (12) для регулировки п
тока парогазовой смеси и 
ный фильтр 
капилляра (2) устройства десорбции заря
частиц (1) расположен противоэлектрод (14), 
представляющий собой либо пластину из нерж
веющей стали, либо установленную на нее 
МАLDI
spot dimension
мениска и процесса 
роскоп (16) МВС
нем цифровой видеокамерой (17) 
LU100
камеры поступало на компьютер (18). Для осв
щения непосредственно области мениска раствора 
и участка п
дилось напыление
узел (19), а в качестве источника питания светод
одного узла 

Для бескапельной полевой десорбции заряже
ных частиц с вершины мениска необходимым у
ловием является стабильный поток суспензии, 
подбор оптимального напряжения на электродах 
и стабильный поток откачиваемой из области м
ниска парогазовой смеси, состоящей из лабор
торного воздуха, растворителя
суспензии
жима бескапельного
бильности осуществляется наблюдение за формой 
мениска на торце металлического капилляра. Бе
капельному распылению соответствует мениск 
характерной формы, изображение которого 
ставлено на 
отсутствие видимой струи микрокапель из верш
ны мениска.

 
 

        

Рис. 
цирована сорбентом на основе оксида железа 
при бескапельном электрораспылении

МИШЕНИ  НАНОЧАСТИЦАМИ

расположен механический ротаметр (11) с ручным 
механическим клапаном (12) для регулировки п
тока парогазовой смеси и 

фильтр TS03T
капилляра (2) устройства десорбции заря
частиц (1) расположен противоэлектрод (14), 
представляющий собой либо пластину из нерж
веющей стали, либо установленную на нее 

LDI-мишень MALDI
dimension) (15). Д

мениска и процесса 
роскоп (16) МВС-
нем цифровой видеокамерой (17) 

100M с USB-выходом. Изображение с виде
камеры поступало на компьютер (18). Для осв
щения непосредственно области мениска раствора 
и участка противоэлектрода, на который произв
дилось напыление
узел (19), а в качестве источника питания светод
одного узла — блок (20) 

Для бескапельной полевой десорбции заряже
ных частиц с вершины мениска необходимым у
ловием является стабильный поток суспензии, 
подбор оптимального напряжения на электродах 
и стабильный поток откачиваемой из области м
ниска парогазовой смеси, состоящей из лабор
торного воздуха, растворителя
суспензии, и частиц сорбента. Для контроля р
жима бескапельного
бильности осуществляется наблюдение за формой 
мениска на торце металлического капилляра. Бе
капельному распылению соответствует мениск 
характерной формы, изображение которого 
ставлено на рис. 
отсутствие видимой струи микрокапель из верш
ны мениска. 

Рис. 4. Мишень, поверхность которой модиф
цирована сорбентом на основе оксида железа 

бескапельном электрораспылении

МИШЕНИ  НАНОЧАСТИЦАМИ  

расположен механический ротаметр (11) с ручным 
механическим клапаном (12) для регулировки п
тока парогазовой смеси и автом

T (13). Напротив металлического 
капилляра (2) устройства десорбции заря
частиц (1) расположен противоэлектрод (14), 
представляющий собой либо пластину из нерж
веющей стали, либо установленную на нее 

MALDI Plate 
(15). Для визуального наблюдения 

мениска и процесса десорбции использовали ми
-10 (Россия) с расположенной на 

нем цифровой видеокамерой (17) 
выходом. Изображение с виде

камеры поступало на компьютер (18). Для осв
щения непосредственно области мениска раствора 

ротивоэлектрода, на который произв
дилось напыление, использовался светодиодный 
узел (19), а в качестве источника питания светод

блок (20) Agilent
Для бескапельной полевой десорбции заряже

ных частиц с вершины мениска необходимым у
ловием является стабильный поток суспензии, 
подбор оптимального напряжения на электродах 
и стабильный поток откачиваемой из области м
ниска парогазовой смеси, состоящей из лабор
торного воздуха, растворителя

и частиц сорбента. Для контроля р
жима бескапельного электрораспыления и его ст
бильности осуществляется наблюдение за формой 
мениска на торце металлического капилляра. Бе
капельному распылению соответствует мениск 
характерной формы, изображение которого 

 3. Важным условием является 
отсутствие видимой струи микрокапель из верш

Мишень, поверхность которой модиф
цирована сорбентом на основе оксида железа 

бескапельном электрораспылении

расположен механический ротаметр (11) с ручным 
механическим клапаном (12) для регулировки п

автомобильный
(13). Напротив металлического 

капилляра (2) устройства десорбции заря
частиц (1) расположен противоэлектрод (14), 
представляющий собой либо пластину из нерж
веющей стали, либо установленную на нее 

  (384 circles
ля визуального наблюдения 

десорбции использовали ми
10 (Россия) с расположенной на 

нем цифровой видеокамерой (17) Lumenera
выходом. Изображение с виде

камеры поступало на компьютер (18). Для осв
щения непосредственно области мениска раствора 

ротивоэлектрода, на который произв
использовался светодиодный 

узел (19), а в качестве источника питания светод
Agilent E36612 A

Для бескапельной полевой десорбции заряже
ных частиц с вершины мениска необходимым у
ловием является стабильный поток суспензии, 
подбор оптимального напряжения на электродах 
и стабильный поток откачиваемой из области м
ниска парогазовой смеси, состоящей из лабор
торного воздуха, растворителя, используемого в 

и частиц сорбента. Для контроля р
электрораспыления и его ст

бильности осуществляется наблюдение за формой 
мениска на торце металлического капилляра. Бе
капельному распылению соответствует мениск 
характерной формы, изображение которого 

3. Важным условием является 
отсутствие видимой струи микрокапель из верш

Мишень, поверхность которой модиф
цирована сорбентом на основе оксида железа 

бескапельном электрораспылении 

7

расположен механический ротаметр (11) с ручным 
механическим клапаном (12) для регулировки по-

ый топлив-
(13). Напротив металлического 

капилляра (2) устройства десорбции заряженных 
частиц (1) расположен противоэлектрод (14), 
представляющий собой либо пластину из нержа-
веющей стали, либо установленную на нее 

circles, 700 um 
ля визуального наблюдения 

десорбции использовали мик-
10 (Россия) с расположенной на 

Lumenera 
выходом. Изображение с видео-

камеры поступало на компьютер (18). Для осве-
щения непосредственно области мениска раствора 

ротивоэлектрода, на который произво-
использовался светодиодный 

узел (19), а в качестве источника питания светоди-
A.  

Для бескапельной полевой десорбции заряжен-
ных частиц с вершины мениска необходимым ус-
ловием является стабильный поток суспензии, 
подбор оптимального напряжения на электродах  
и стабильный поток откачиваемой из области ме-
ниска парогазовой смеси, состоящей из лабора-

используемого в 
и частиц сорбента. Для контроля ре-

электрораспыления и его ста-
бильности осуществляется наблюдение за формой 
мениска на торце металлического капилляра. Бес-
капельному распылению соответствует мениск 
характерной формы, изображение которого пред-

3. Важным условием является 
отсутствие видимой струи микрокапель из верши-

Мишень, поверхность которой модифи-
цирована сорбентом на основе оксида железа 



 

 
В случаях несоответствия формы мениска р

жиму бескапельного
ние наночастиц на 
не осуществляется
лями растворителя сорбент не закреплялся на п
верхности подложки после высыхания жидкости.
Для выхода на нужный режим регулировали сл
дующие параметры: расстояние между торцом м
таллического капилляра и мишенью, напряжение 
между электродами, скорость откачки потока см
си лабораторного воздуха и излишков жидкости 
на торце капилляра.

После вы
трораспыления регулированием параметров на 
установке режим оставалс
распыления. Для получения одного пятна на п
верхности мишени требовалось около 20 мин. Н
пряжение между электродами составляло 4300
4800 В. Расстояние 
расход жидкости 
150 мкл/мин. 
тельно перемешивали и
30 мин. В ходе электрораспыления в объем емк
сти с суспензией опускали барботер, чтобы не д
пустить возможност
емкости. 

В ходе электрораспыления суспензии,
жащей частицы сорбента, на поверхности стал
ной пластины (
формируется пятно
Пятно имеет круглую форму и более насыщенно 
в центре, чем по краям. Сформированные в ходе 
электрораспыления пятна 
и воздействию растворителей, используемых в ме
талл-аффинной хроматографии.

Важное свойство металлопокрытия 
прочность его сцепления с основным металлом 
 
 

 

В случаях несоответствия формы мениска р
жиму бескапельного 
ние наночастиц на поверхность МА
не осуществляется т.к. напыленный вместе с ка
лями растворителя сорбент не закреплялся на п
верхности подложки после высыхания жидкости.
Для выхода на нужный режим регулировали сл
дующие параметры: расстояние между торцом м

ского капилляра и мишенью, напряжение 
между электродами, скорость откачки потока см
си лабораторного воздуха и излишков жидкости 
на торце капилляра. 

вывода на режим бескапельного
трораспыления регулированием параметров на 
установке режим оставалс
распыления. Для получения одного пятна на п
верхности мишени требовалось около 20 мин. Н
пряжение между электродами составляло 4300
4800 В. Расстояние —
расход жидкости находится

л/мин. Суспензию предварительно тщ
тельно перемешивали и
30 мин. В ходе электрораспыления в объем емк
сти с суспензией опускали барботер, чтобы не д
пустить возможности 

В ходе электрораспыления суспензии,
жащей частицы сорбента, на поверхности стал
ной пластины (рис. 1) или МА
формируется пятно, 
Пятно имеет круглую форму и более насыщенно 
в центре, чем по краям. Сформированные в ходе 
электрораспыления пятна 

воздействию растворителей, используемых в ме
аффинной хроматографии.

Важное свойство металлопокрытия 
прочность его сцепления с основным металлом 

В случаях несоответствия формы мениска р
 электрораспыления нанес
поверхность МА

т.к. напыленный вместе с ка
лями растворителя сорбент не закреплялся на п
верхности подложки после высыхания жидкости.
Для выхода на нужный режим регулировали сл
дующие параметры: расстояние между торцом м

ского капилляра и мишенью, напряжение 
между электродами, скорость откачки потока см
си лабораторного воздуха и излишков жидкости 

ода на режим бескапельного
трораспыления регулированием параметров на 
установке режим оставался стабильным на время 
распыления. Для получения одного пятна на п
верхности мишени требовалось около 20 мин. Н
пряжение между электродами составляло 4300

— порядка 10 мм, объемный 
находится в диапазоне 1

Суспензию предварительно тщ
тельно перемешивали и помещали в УЗ
30 мин. В ходе электрораспыления в объем емк
сти с суспензией опускали барботер, чтобы не д

 оседания частиц на стенках 

В ходе электрораспыления суспензии,
жащей частицы сорбента, на поверхности стал

1) или МАLDI-
 образованное сорбентом. 

Пятно имеет круглую форму и более насыщенно 
в центре, чем по краям. Сформированные в ходе 
электрораспыления пятна устойчивы к стиранию 

воздействию растворителей, используемых в ме
аффинной хроматографии. 

Важное свойство металлопокрытия 
прочность его сцепления с основным металлом 

В случаях несоответствия формы мениска р
электрораспыления нанес

поверхность МАLDI-мишени 
т.к. напыленный вместе с ка

лями растворителя сорбент не закреплялся на п
верхности подложки после высыхания жидкости.
Для выхода на нужный режим регулировали сл
дующие параметры: расстояние между торцом м

ского капилляра и мишенью, напряжение 
между электродами, скорость откачки потока см
си лабораторного воздуха и излишков жидкости 

ода на режим бескапельного эле
трораспыления регулированием параметров на 

я стабильным на время 
распыления. Для получения одного пятна на п
верхности мишени требовалось около 20 мин. Н
пряжение между электродами составляло 4300

порядка 10 мм, объемный 
в диапазоне 1

Суспензию предварительно тщ
али в УЗ-ванну на 

30 мин. В ходе электрораспыления в объем емк
сти с суспензией опускали барботер, чтобы не д

оседания частиц на стенках 

В ходе электрораспыления суспензии, соде
жащей частицы сорбента, на поверхности стал

-мишени (рис
образованное сорбентом. 

Пятно имеет круглую форму и более насыщенно 
в центре, чем по краям. Сформированные в ходе 

устойчивы к стиранию 
воздействию растворителей, используемых в ме

Важное свойство металлопокрытия — 
прочность его сцепления с основным металлом 
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В случаях несоответствия формы мениска ре-
электрораспыления нанесе-

мишени 
т.к. напыленный вместе с кап-

лями растворителя сорбент не закреплялся на по-
верхности подложки после высыхания жидкости. 
Для выхода на нужный режим регулировали сле-
дующие параметры: расстояние между торцом ме-

ского капилляра и мишенью, напряжение 
между электродами, скорость откачки потока сме-
си лабораторного воздуха и излишков жидкости 

элек-
трораспыления регулированием параметров на 

я стабильным на время 
распыления. Для получения одного пятна на по-
верхности мишени требовалось около 20 мин. На-
пряжение между электродами составляло 4300–

порядка 10 мм, объемный 
в диапазоне 100– 

Суспензию предварительно тща-
ванну на 

30 мин. В ходе электрораспыления в объем емко-
сти с суспензией опускали барботер, чтобы не до-

оседания частиц на стенках 

содер-
жащей частицы сорбента, на поверхности сталь-

рис. 4) 
образованное сорбентом. 

Пятно имеет круглую форму и более насыщенно  
в центре, чем по краям. Сформированные в ходе 

устойчивы к стиранию  
воздействию растворителей, используемых в ме-

 это 
прочность его сцепления с основным металлом 

подложки. Межатомные силы характеризуют 
прочность покрытия на подложке и на
сильно действуют на близких расстояниях, поря
ка нескольких ангстрем. Поэтому для прочного 
металлопокрытия на подложке покрываемая п
верхность должна быть металлически чистой. В 
случае, когда параметры кристаллической реше
ки подложки отличаются
более 2.
сильна
подложки возможно, когда параметры решетки 
металла подложки и металлического покрытия 
мало отличаются. 

С помощью сканирующего электронного ми
роскопа Hitachi S
аналитическая приставка Oxford
Max 20, были получены микрофотографии нан
сенного на стальную подложку сорбента
оксида железа
частицы сорбента, поверхность которых доступна 
для проведения металл

На модифицированных пятнах МА
провели
фосфорилированн
последовательностью SSNGHV(pY)EKLSSI
лекулярной массой 1499 Да из образца триптич
ского

Водный раствор пептида SSNGHV(pY)EKLSSI 
(100 мкг/мл) смешивали с водным раствором
трипт
(концентрация глобина до триптического гидрол
за составляла 1 мг/мл) в соотношении 1:10. 
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подложки. Межатомные силы характеризуют 
прочность покрытия на подложке и на
сильно действуют на близких расстояниях, поря
ка нескольких ангстрем. Поэтому для прочного 
металлопокрытия на подложке покрываемая п
верхность должна быть металлически чистой. В 
случае, когда параметры кристаллической реше
ки подложки отличаются
более 2.4–12.5%
сильна [11]. Воспроизводство структуры металла 
подложки возможно, когда параметры решетки 
металла подложки и металлического покрытия 
мало отличаются. 

С помощью сканирующего электронного ми
роскопа Hitachi S
аналитическая приставка Oxford
Max 20, были получены микрофотографии нан
сенного на стальную подложку сорбента
оксида железа(III)
частицы сорбента, поверхность которых доступна 
для проведения металл

МАLDI-МАСС

На модифицированных пятнах МА
провели металл
фосфорилированн
последовательностью SSNGHV(pY)EKLSSI
лекулярной массой 1499 Да из образца триптич
ского гидролизата глобина человека.

Водный раствор пептида SSNGHV(pY)EKLSSI 
(100 мкг/мл) смешивали с водным раствором
триптического 
(концентрация глобина до триптического гидрол
за составляла 1 мг/мл) в соотношении 1:10. 

 

Рис. 
стальной пластинки, поверхность которой 
модифицирована сорбентом на основе 
оксида железа
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подложки. Межатомные силы характеризуют 
прочность покрытия на подложке и на
сильно действуют на близких расстояниях, поря
ка нескольких ангстрем. Поэтому для прочного 
металлопокрытия на подложке покрываемая п
верхность должна быть металлически чистой. В 
случае, когда параметры кристаллической реше
ки подложки отличаются от 

5%,  прочность сцепления наиболее 
[11]. Воспроизводство структуры металла 

подложки возможно, когда параметры решетки 
металла подложки и металлического покрытия 
мало отличаются.  

С помощью сканирующего электронного ми
роскопа Hitachi S-3400N, в состав которого входит 
аналитическая приставка Oxford
Max 20, были получены микрофотографии нан
сенного на стальную подложку сорбента

(III) (рис. 5). На изображении видны 
частицы сорбента, поверхность которых доступна 
для проведения металл-аффинного анализа. 

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧ
АНАЛИЗ

На модифицированных пятнах МА
металл-аффинное обогащения образца 

фосфорилированного пептида с аминокислотной 
последовательностью SSNGHV(pY)EKLSSI
лекулярной массой 1499 Да из образца триптич

гидролизата глобина человека.
Водный раствор пептида SSNGHV(pY)EKLSSI 

(100 мкг/мл) смешивали с водным раствором
 гидролизата

(концентрация глобина до триптического гидрол
за составляла 1 мг/мл) в соотношении 1:10. 

Рис. 5. Микрофотографи
стальной пластинки, поверхность которой 
модифицирована сорбентом на основе 
оксида железа 
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подложки. Межатомные силы характеризуют 
прочность покрытия на подложке и на
сильно действуют на близких расстояниях, поря
ка нескольких ангстрем. Поэтому для прочного 
металлопокрытия на подложке покрываемая п
верхность должна быть металлически чистой. В 
случае, когда параметры кристаллической реше

от решетки покрытия не 
прочность сцепления наиболее 

[11]. Воспроизводство структуры металла 
подложки возможно, когда параметры решетки 
металла подложки и металлического покрытия 

С помощью сканирующего электронного ми
в состав которого входит 

аналитическая приставка Oxford Instruments X
Max 20, были получены микрофотографии нан
сенного на стальную подложку сорбента

(рис. 5). На изображении видны 
частицы сорбента, поверхность которых доступна 

аффинного анализа. 

СПЕКТРОМЕТРИЧЕ
АНАЛИЗ 

На модифицированных пятнах МАLDI
аффинное обогащения образца 
ого пептида с аминокислотной 

последовательностью SSNGHV(pY)EKLSSI
лекулярной массой 1499 Да из образца триптич

гидролизата глобина человека. 
Водный раствор пептида SSNGHV(pY)EKLSSI 

(100 мкг/мл) смешивали с водным раствором
ата глобина человека

(концентрация глобина до триптического гидрол
за составляла 1 мг/мл) в соотношении 1:10. 

Микрофотография поверхности 
стальной пластинки, поверхность которой 
модифицирована сорбентом на основе 
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подложки. Межатомные силы характеризуют 
прочность покрытия на подложке и наиболее 
сильно действуют на близких расстояниях, поряд-
ка нескольких ангстрем. Поэтому для прочного 
металлопокрытия на подложке покрываемая по-
верхность должна быть металлически чистой. В 
случае, когда параметры кристаллической решет-

решетки покрытия не 
прочность сцепления наиболее 

[11]. Воспроизводство структуры металла 
подложки возможно, когда параметры решетки 
металла подложки и металлического покрытия 

С помощью сканирующего электронного мик-
в состав которого входит 

Instruments X-
Max 20, были получены микрофотографии нане-
сенного на стальную подложку сорбента на основе 

(рис. 5). На изображении видны 
частицы сорбента, поверхность которых доступна 

аффинного анализа.  

ЕСКИЙ  

LDI-мишени 
аффинное обогащения образца 
ого пептида с аминокислотной 

последовательностью SSNGHV(pY)EKLSSI и мо-
лекулярной массой 1499 Да из образца триптиче-

Водный раствор пептида SSNGHV(pY)EKLSSI 
(100 мкг/мл) смешивали с водным раствором 

глобина человека 
(концентрация глобина до триптического гидроли-
за составляла 1 мг/мл) в соотношении 1:10.  

поверхности 
стальной пластинки, поверхность которой 
модифицирована сорбентом на основе 

 

подложки. Межатомные силы характеризуют 
иболее 

ка нескольких ангстрем. Поэтому для прочного 

верхность должна быть металлически чистой. В 

решетки покрытия не 
прочность сцепления наиболее 

[11]. Воспроизводство структуры металла 
подложки возможно, когда параметры решетки 
металла подложки и металлического покрытия 

в состав которого входит 

на основе 
(рис. 5). На изображении видны 

частицы сорбента, поверхность которых доступна 

мишени 
аффинное обогащения образца 
ого пептида с аминокислотной 

Водный раствор пептида SSNGHV(pY)EKLSSI 
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На пятно с сорбентом нанесли 5 мкл 70% вод-
ного ацетонитрила, выдерживали 1 мин, жидкую 
фракцию удаляли. На пятно нанесли 8 мкл 1.5% 
водного раствора аммиака и 1 мкл образца и инку-
бировали в течение 20 мин, затем каплю собирали 
и переносили на свободное пятно мишени для по-
следующего контроля проскока с сорбента. Затем 
провели процедуру промывки: на пятно сорбента 
наносили 3 мкл 1.5% водного раствора аммиака, 
пипетировали и удаляли с поверхности. Процеду-
ру повторяли трижды. Далее на пятно сорбента 
наносили 3 мкл насыщенного раствора α-циано-4-
гидроксикоричной кислоты в 50% водном ацето-
нитриле с 0.1% трифторуксусной кислотой (здесь 

и далее все Sigma Aldrich). После высушивания 
мишень помещали в масс-спектрометр MALDI-
TOF-MS Axima Performance (Shimadzu),  и регист-
рировали масс-спектры в режиме положительных 
ионов в диапазоне от 700 до 3000 Да. После ме-
талл-аффинного анализа в спектре надежно детек-
тируется и идентифицируется сигнал, соответст-
вующий протонированной форме пептида 
SSNGHV(pY)EKLSSI (m/z 1500) (рис. 6). При этом 
при удалении супернатанта и на стадии отмывки 
поверхности модифицированного пятна происхо-
дит удаление примесей и нецелевых соединений, 
достигается эффект концентрирования и повыше-
ния чувствительности детекции.  

 
 
 

 
 

Рис. 6. МАLDI-масс-спектры.  
а — триптический гидролизат глобина человека; б — триптический гидролизат глобина человека  
с введенным фосфорилированным пептидом; в — триптический гидролизат глобина человека  
с введенным фосфорилированным пептидом после металл-аффинной хроматографии на МАLDI-
мишени 
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ВЫВОДЫ 

Разработана установка, позволяющая наносить 
на поверхность МАLDI-мишени металл-оксидные 
сорбенты методом электрораспыления в ходе по-
левой десорбции наночастиц на поверхность ми-
шени. Поверхность МАLDI-мишени была модифи-
цирована сорбентом на основе оксида железа(III). 
Полученное покрытие устойчиво к механическому 
воздействию, воздействию органических раство-
рителей и воды. На модифицированной поверхно-
сти мишени проведено металл-аффинное обога-
щение образца фосфорилированного пептида из 
триптического гидролизата глобина человека. Для 
проведения пробоподготовки предложенным ме-
тодом требуемые объемы образца и растворителей 
составляют порядка 10 мкл, а десорбция образца  
с сорбента проходит на стадии нанесения матрицы 
для МАLDI. При удалении супернатанта и на ста-
дии отмывки поверхности модифицированного 
пятна происходит удаление примесей и нецелевых 
соединений, достигается эффект концентрирова-
ния и повышения чувствительности детекции. 

Таким образом, предложенный метод позволяет 
за короткое время при нормальных условиях про-
вести модификацию поверхности МАLDI-мишени 
и выполнить пробоподготовку биологических об-
разцов непосредственно на ее поверхности.  

Данная работа частично выполнена в рамках гос. 
задания № 075-00780-19-00 Института аналитическо-
го приборостроения РАН, г. Санкт-Петербург. 
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MODIFICATION  OF  MALDI  TARGETS  BY  NANOPARTICLES 
DURING IRON  OXIDE(III)  SUSPENSION  ELECTROSPREYING 

UNDER  NORMAL  CONDITIONS 
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A method for modifying a target for the MALDI-MS analysis is proposed, allowing selective isolation of 
analytes from biological samples directly on the target surface, as an alternative to classical methods. To modify 
the target, a suspension of the metal-affinity sorbent based on iron (III) oxide in a 50% aqueous methanol solu-
tion was electrosprayed in drip-free mode with dynamic dividing the fluid flow at atmospheric pressure under 
normal conditions. The MALDI target acted as a counter electrode. A sorbent layer was deposited on the 
MALDI target in the form of a spot, the particles of which are subsequently resistant to solvents. A metal-
affinity enrichment of a phosphorylated peptide with the amino acid sequence SSNGHV(pY)EKLSSI from a 
sample of human tryptic hydrolyzate was performed on a modified MALDI target. MALDI-mass spectrum was 
recorded from the sorbent spot. This technique was created as an alternative to the laborious sample preparation 
of bioassays and allows to limit the minimum volume of the sample and solvents. 
 
Keywords: metal affinity chromatography, MALDI-mass spectrometry, iron(III) oxide, phosphoproteomics, surface  
modification, electrospray 
 
 
Fig. 1. View of spot of the nanodispersed sorbent based on iron oxide. Spot is on the substrate during the electro-spraying 
of the suspension with dynamic flow division in drip-free mode. Spot diameter ~ 5 mm 
 
Fig. 2. The scheme of the experimental facility for applying the sorbent to the substrate with the use of the method of elec-
trospraying in a drip-free mode. 1 — charged particle desorption device; 2 — metal capillary;  3 — syringe;  
4 — power supply unit; 5 — high-voltage contact; 6 — capillary-insulator; 7 — air diaphragm pump; 8 — input mechani-
cal gauge sensor; 9 — automotive fuel filter TS07T; 10 — output mechanical gauge sensor; 11 — mechanical flowmeter; 
12 — manual mechanical valve; 13 — automotive fuel filter TS03T; 14 — counter electrode; 15 — MALDI target; 16 — 
microscope; 17 — digital video camera; 18 — computer; 19 — LED node; 20 — LED power supply source 
 
Fig. 3. Photo of the meniscus shape in the mode of drip-free electric spraying 
 
Fig. 4. The target, the surface of which is modified by the sorbent on the basis of iron oxide in case of drip-free electrospray 
 
Fig. 5. Microphotography of the steel plate surface modified by an iron oxide sorbent 
 
Fig. 6. MALDI mass spectra. a — tryptic hydrolyzate of human globin; б — tryptic hydrolyzate of human globin with the 
introduced phosphorylated peptide; в — tryptic hydrolyzate of human globin with the introduced phosphorylated peptide 
after metal affinity chromatography on the MALDI target 
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