
 

1 

 

 

 

 

 

 

儀器設備技術手冊與 

訓練教材 
 

 

高解析 Orbitrap 質譜儀 

串聯液相層析 (LC-MS） 

 

 

撰寫人：楊雅琪 

 

2022 年 10 月 31 日 

  



 

2 

 

目錄 

表目錄 .................................................................................................................................................. 4 

圖目錄 .................................................................................................................................................. 5 

中英文對照表 ...................................................................................................................................... 6 

1 高解析度軌道阱質譜儀 (Q Exactive™ Plus) ............................................................................... 7 

1.1 儀器原理與儀器內部結構 (資料參考質譜分析技術原理與應用一書與儀器操作手冊) ....... 7 

1.2 儀器規格與功能 .......................................................................................................................... 13 

1.2.1 掃描模式 ................................................................................................................................... 14 

2 奈升流速液相層析儀 (UltiMate™ 3000 RSLCnano, Thermo Scientific) .................................. 15 

2.1 儀器原理 ...................................................................................................................................... 15 

2.2 儀器規格及結構 .......................................................................................................................... 17 

2.3 配製流動相與置換流動相於層析儀 .......................................................................................... 21 

3.服務項目介紹與儀器方法設定 ..................................................................................................... 22 

3.1 微升流速方法-分子量測定 ........................................................................................................ 22 

3.2 微升流速方法-小分子暨代謝體分析 ........................................................................................ 23 

3.3 奈升流速方法-蛋白體分析 ........................................................................................................ 24 

4 機台操作與軟體介紹 ..................................................................................................................... 25 

4.1 Tune 軟體介紹(控制質譜儀) ...................................................................................................... 25 

4.2 Xcalibur 軟體介紹(控制層析儀) ................................................................................................ 26 

4.3 建立儀器分析方法 ...................................................................................................................... 28 

4.4 層析流動相置換(Purge) ............................................................................................................. 34 

4.5 建立上機清單 .............................................................................................................................. 36 

4.6 儀器開關機 .................................................................................................................................. 38 

4.7 質譜儀之質量校正 ...................................................................................................................... 41 

5 案例分享 ......................................................................................................................................... 42 



 

3 

 

5.1 分子量測定 .................................................................................................................................. 42 

5.2 小分子暨代謝體分析 .................................................................................................................. 43 

5.3 蛋白體分析 .................................................................................................................................. 44 

5.4 蛋白質體資料庫(Mascot)比對 ................................................................................................... 45 

6 參考資料 (實驗室備有書籍，歡迎於實驗室內翻閱，恕不外借) ............................................ 46 

7 注意事項 ......................................................................................................................................... 47 

8 委測、自行操作之紀錄單 ............................................................................................................. 48 

 

 

 

 

  



 

4 

 

表目錄 

表一、九種掃描模式介紹與描述…………………………………………………………………15 

表二、幫浦機系統規格……………………………………………………………………………20 

表三、分子量測定項目之層析條件………………………………………………………………22 

表四、分子量測定項目之質譜條件………………………………………………………………22 

表五、小分子暨代謝體分析項目之層析條件……………………………………………………23 

表六、小分子暨代謝體分析項目之質譜條件……………………………………………………23 

表七、蛋白體分析項目之質譜條件………………………………………………………………24 

  



 

5 

 

圖目錄 

圖一、Q Exactive™ Plus 外觀……………………………………………………………………07 

圖二、Q Exactive™ Plus 內部結構………………………………………………………………08 

圖三、加熱式電噴灑游離源外觀與奈米級電噴灑游離源外觀 ………………………………09 

圖四、電灑游離法示意圖 ………………………………………………………………………10 

圖五、四極桿示意圖與剖面圖 …………………………………………………………………11 

圖六、軌道阱示意圖 ……………………………………………………………………………12 

圖七、A、B/u、Cu 在不同流速下對板高的影響示意圖………………………………………15 

圖八、碳 18 層析管柱之填充材示意圖…………………………………………………………16 

圖九、UltiMate™ 3000 RSLCnano 外觀與組成…………………………………………………17 

圖十、幫浦機與管柱烘箱機內部結構 …………………………………………………………18 

圖十一、自動取樣系統機內部結構 ……………………………………………………………19 

圖十二、樣本盤內部結構與位置編號 …………………………………………………………19 

圖十三、蛋白體分析項目之層析條件與十向閥設定 …………………………………………24 

圖十四、分子量量測比對結果 …………………………………………………………………42 

圖十五、小分子暨代謝體分析之層析圖與質譜圖 ……………………………………………43 

圖十六、蛋白體分析之層析圖與質譜圖 ………………………………………………………44 

圖十七、Mascot 建立比對方法之介面 …………………………………………………………45 

圖十八、Albu_bovin (牛血清白蛋白)序列及覆蓋率……………………………………………45 

圖十九、牛血清白蛋白樣本的比對結果 ………………………………………………………46 

 

  



 

6 

 

中英文對照表 

準確質量 Accurate Mass 

C型阱 C-Trap 

數據依賴擷取 Data-Dependent Acquisition，DDA 

非數據依賴擷取 Data-Independent Acquisition，DIA 

電灑游離法 Electrospray Ionization，ESI 

精確質量 Exact Mass 

排除清單 Exclusion list 

高解析質譜 High Resolution Mass Spectrometry，HRMS 

較高能量碰撞解離室 Higher-Energy Collisional Dissociation Cell，HCD Cell 

收入清單 Inclusion list 

液相層析質譜 Liquid Chromatography Mass Spectrometry，LC-MS 

質量分析器 Mass Analyzer 

質量解析度 Mass Resolution 

質譜圖 Mass Spectrum 

代謝體學 Metabolomics 

質量準確度 Mass Accuracy 

質荷比 Mass-to-Charge Ratio，m/z 

中性丟失清單 Neutral loss list 

軌道阱 Orbitrap 

前驅物離子 Precursor Ion 

產物離子 Product Ion 

蛋白體學 Proteomics 

四極桿 Quadrupole 

選擇離子監測 Selected Ion Monitoring，SIM 

總離子層析圖 Total Ion Chromatogram，TIC 
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1 高解析度軌道阱質譜儀 (Q Exactive™ Plus) 

質譜儀是一個分析質量的儀器，可以鑑定分子結構與定量分析。由於質譜儀具有高靈敏度、

分析範圍廣、分析速度快、與層析儀相容性高等優點，是一應用範圍相當廣的分析儀，像是在

化學、醫藥、生技、環境等研究領域扮演了重要的角色。 

成大核心設施中心備有一台高解析度四極桿軌道阱混成式高解析質譜儀(外觀如圖一)，型

號是 Thermo Scientific Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ Mass Spectrometer，以優

異的性能滿足使用者的需求。此儀器由美國賽默飛世爾科技股份有限公司生產，其公司在台灣

有設立海外服務據點，各部門分工完善，儀器維修、應用諮詢、耗材購買等需求，都可以直接

與原廠或原廠授權之經銷商聯繫。 

本章節將介紹此儀器原理、儀器組成及結構及儀器應用。 

圖一、Q Exactive™ Plus 外觀。 

1.1 儀器原理與儀器內部結構 (資料參考質譜分析技術原理與應用一書與儀器操作手冊) 
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質量分析器的歷史發展可以回朔到十九世紀初，物理學家 J.J Thomson 以陰極射線管量測

了電子質荷比(m/z)；1953 年，W. Paul 提出了四極桿(Quadrupole)質量分析器，藉由掃描直流

與交流電場得到離子質譜。軌道阱於 2000 年由 A. Makarov 提出，其只需要直流電即可捕捉離

子，並提供了高解析度的質譜分析能力。 

 儀器原理將依序介紹 Q Exactive™ Plus 所備有的內部結構(圖二)，分別說明游離源(電灑游

離法與奈電灑游離法)、四極桿、較高能量碰撞室與軌道阱。  

 

圖二、Q Exactive™ Plus 內部結構。 
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1.1.1 游離源 

游離源初步將分析樣品（氣、液、固相）游離，將樣本溶液中的帶電荷離子在大氣壓下經

由電灑的過程轉換為氣相離子，再導入質譜儀中進行分析。成大備有兩種游離源(圖三)，為加

熱式電噴灑游離源，加熱溫度可達 450℃，此游離源適用於小分子暨代謝體分析；另一種為奈

電噴灑游離源，此游離源適用於蛋白體分析。 

圖三、加熱式電噴灑游離源外觀與奈米級電噴灑游離源外觀。 
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電噴灑游離法:美國學者約翰‧芬恩 (John B. Fenn) 於 1984 年首度發表了以電灑的方式

將化合物離子化方法，目的在於提供一個能和液相層析結合的質譜界面。原理為樣本注入此毛

細管後，當施予電極電位差時，電位差的牽引力大於樣本的表面張力時，電灑現象就此產生，

此時噴嘴的液面會形成圓錐體，稱之為泰勒錐，其尖端會釋放出相應電荷之液滴。當溶劑不斷

揮發，造成液滴體積縮小，使液滴表面的電荷密度增加，當到達一定程度時即造成液滴分裂，

分裂成更小的帶電荷微液滴，將此連續液滴分裂的反應過程稱為庫倫分裂。最後溶劑蒸發完全

後會生成氣態離子，便可送至質譜儀的質量分析系統偵測，示意圖如圖四。 

圖四、電灑游離法示意圖。 

奈電噴灑游離源: 隨著電灑法技術趨於成熟，研究者們發現質譜訊號僅與分析物濃度呈

正相關，但與溶液流速無關，將意味著少量的樣本能使用低流速即可維持分析物在溶液

的濃度，進而獲得強度相當的訊號，也是電灑法特有的濃度敏感現象。相較於傳統電灑

法，奈電噴灑游離法能產生更小的液滴，透過對液體施加高電壓，使庫侖大於表面張力，

即產生高電荷的微小液滴，因此所需進行的庫倫分裂次數減少即可轉換為氣態離子。 
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1.1.2 四極桿: 

由四支圓柱形的電極棒所組成，以四方形之對角線形成雙曲線之排列，電極棒的中央形成一個

靜電場，示意如圖五所示。其優點為可以進行快速的離子掃描監測，利於不同質量範圍間的轉

換，然而其缺點則是質量解析度低。 

 

圖五、四極桿示意圖與剖面圖。 

 

1.1.3 較高能量碰撞室:  

此種新型碰撞方式所提供的碰撞能量最高可達 250 電子伏特，可藉由此種新型碰撞方式以產

生較多的碎片離子。 

  



 

12 

 

1.1.4 軌道阱:  

由一個紡錘形中心電極與一對鐘形外電極包圍所組成(圖六)。軌道阱質量分析器內使用直流電

場將離子局限於空間內，並運用快速傅立葉轉換將時域訊號轉換為頻域訊號，再經換算成離子

質荷比訊號。質量分析器內的離子以高速進行長時間的軌跡圍繞中心電極運行，並沿中心電極

進行諧波振盪，兩個檢測電極在離子發生簡諧波振盪時記錄離子的圖像電流。離子的質荷比

(m/q，m 為質量；q 為電量)與簡諧波頻率 ω 和儀器常數 k 有關，公式說明如下： 

Z 軸電場與力的關係: 

Fz=m*(d2z/dt2)= -qkz 

ω=√(𝑞/𝑚)𝑘 

可以發現 ω 的頻率僅與離子質荷比有關，而與離子動能和位置無關，因此可以當作質量分析

用，進而得到高解析度的完整質譜。 

了解軌道阱質量分析器原理後，要如何引導離子進到軌道阱分析是一大課題。在圖二說明

了 Q-Exactive 內部結構，當離子進到 C 型阱後，會將所有離子導入軌道阱做質量分析，C 型

阱能將有效地將離子聚集至約 1 毫米的入口，所以能讓軌道阱維持高真空度(約 10-9 ~10-10 Torr)，

減少離子之間的碰撞並維持在軌道上。 

圖六、軌道阱示意圖。 
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1.2 儀器規格與功能 

(1)真空系統為渦輪幫浦（ turbo pump）及旋轉幫浦（rotary pump），真空度可達  ≦ 

1x10-9mbar。 

(2)離子傳輸元件： 

A.具有 S-LENS 設計，有效提高傳輸效率。 

B.包括可獨立加熱式離子毛細管。 

(3)四極桿分析器：可提供優異的前驅物離子隔離寬度(isolation window)，最小值為 0.4 原子

質量單位（unified atomic mass unit, u)。 

(4)偵測器: 

A.質量範圍設定 50~6,000 m/z，範圍不可超過 15 倍，且最小值不可大於 2500 m/z。 

B.掃描速率≦12 赫茲。 

C.質量分辨率最高可達 280,000 的解析度。 

D.正負掃描模式切換小於 1 秒鐘。 

E.質量外校誤差小於 3 ppm。 
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1.2.1 掃描模式 

表一、九種掃描模式介紹與描述。(擷取至 Thermo Q Exactive plus 操作手冊) 

 

 

  

方法 Description 描述

Full MS_SIM
參考手冊第3-20頁 該實驗包含完整質譜掃描或選擇離子監測掃描 (不

含較高能量碰撞解離碎片)。

AIF

參考手冊第3-20頁 此全離子碎片實驗將獲得較寬的分離範圍(isolation

window)內的二次質譜碎片掃描。 此方法須設置質

荷比範圍來定義四極桿及偵測器的掃描範圍。

Full MS / AIF

參考手冊第3-20頁 這個實驗包括一個完整的質譜掃描（沒有碰撞能

量），接著是一個全離子碎片掃描（應用了碰撞能

量）。 第二次掃描事件的離子進入較高能量碰撞解

離室，第一次掃描事件的離子不進入。(本中心機

台無法使用此方法)

Full MS / dd-MS
2

(TopN)

參考手冊第3-20頁 該實驗包括完整的質譜掃描（無碰撞能量），接著

是一組應用碰撞能量的數據依賴掃描。 第二個掃描

事件的離子進入較高能量碰撞解離室，第一個掃描

事件的離子不進入。

Targeted-SIM

參考手冊第3-20頁 該實驗根據收入清單的獲取單離子監測掃描，因此

這是強制性且處於激活狀態。 收入清單無需任何自

動排序，將從第一行進行到最後一行。 當收入清單

具有重疊的隔離範圍時，不會在同一掃描事件中重

複執行。

PRM

參考手冊第3-20頁 此平行反應監測實驗依據收入清單進行二次質譜掃

描，且從第一行依序掃描到最後一行，無需任何自

動排序。

Targeted-SIM /

dd-MS
2

參考手冊第3-20頁 該實驗根據收入清單進行的目標選擇離子監測掃描

，接著是一組數據依賴模式的二次質譜掃描。

Full MS / AIF /

NL dd-MS
2

參考手冊第3-20頁 該實驗包含一完整的質譜掃描，接著是全離子碎片

掃描。 當在全質譜掃描中的一個訊號和後續 全離

子碎片掃描中的一個訊號之間有使用者定義質荷比

丟失的差值時，將在全質譜掃描的母離子上觸發數

據依賴模式進行二次質譜掃描。中性丟失清單對於

此實驗是強制性的。

DIA

參考手冊第3-20頁 此非數據依賴實驗涵蓋了收入清單的掃描範圍與較

高能量碰撞解離事件，將從收入清單的第一行執行

到最後一行，無需任何自動排序。
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2 奈升流速液相層析儀 (UltiMate™ 3000 RSLCnano, Thermo Scientific) 

成大核心設施中心備有兩台奈升流速液相層析儀，型號是 Thermo Scientific UltiMate™ 

3000 RSLCnano。此液相層析系統超越了傳統高效液相層析儀，並以優異的性能和靈活性滿足

所有層析性能的挑戰。此儀器由美國賽默飛世爾科技股份有限公司生產，其公司在台灣有設立

海外服務據點，各部門分工完善，儀器維修、應用諮詢、耗材購買等需求，都可以直接與原廠

聯繫。 

本章節會先列出此儀器原理、儀器組成及結構、及應用介紹。 

2.1 儀器原理 

層析的基本原理利用與萃取的概念相似，透過流動相不停地經過滯留在管柱中的固定相。

在層析中，會以波峰與波峰間的解析度與波峰的寬度來衡量管柱分離效率。當兩個波峰相互離

得越遠，解析度越高；當波峰寬度越窄，分離效率越好。當管柱無填充固定相時，波峰增寬效

應主要來自於擴散作用。然而若進一步評估當混合分析物在有填充固定相顆粒的層析管柱內做

分離時，則需考慮固定相顆粒所帶來的增寬效應板高（Plate Height）表示管柱效率，將以下列

范第姆特方程式（van Deemter Equation）來描述影響板高的因素(圖七)： 

H = A+ B/u +Cu 

圖七、A、B/u、Cu 在不同流速下對板高的影響示意圖。 
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板高會受到 A 多重路徑(multiple path)、B/u 縱向擴散(longitudinal diffusion)與 Cu 質量傳遞

(mass transfer)所影響。 

A 多重路徑:當同一時間進入管柱的分析物在管柱中會隨機選擇不同長度的流通路徑，也

會因為行進的路徑不同，而導致在不同時間到達偵測器端，進而導致波峰的變寬，並與流速大

小無關。當填充顆粒越小、填充得均勻性越佳時，多重路徑的程度差距就會減少，因此可以有

效降低波峰增寬效應。 

B/u 縱向擴散:分析物的波峰區帶中心為高濃度區，會逐漸往兩側低濃度區擴散，造成波峰

的增寬效應。若提高流動相的流速會使越分析物停留在管柱中的時間越短，縱向擴散效應會越

小。 

Cu 質量傳遞:不同分析物在層析管柱進行分離是依流動相與固定相之間的作用力所達成。

各種分析物區應在固定相與流動相達成動態平衡，事實上分析勿是會不斷在兩相間傳遞，當同

一種分析物區帶中的大部分物質已傳遞回流動相，而有剩餘分析物仍留在固定相時，就會造成

同一種分析物區帶不斷的增寬。當流動相流速越高時，此種峰增寬效應越明顯。 

目前成大提供逆向層析分析，使用碳 18 的填充材管柱作為固定相(填充材顆粒如圖八)。

當混合物以親水性流動相帶入層析系統時，低極性的化合物會先吸附於固定相上，而無法吸附

的雜質或親水性物質則會與流動相離開層析系統。當流動相以梯度的方式增加有機相比例時，

會依物質與流動相的親和力將物質從管柱沖提到質譜分析。此層析法最適合分子量小於 2000

能溶解在低極性溶劑中的非極性化合物。 

圖八、碳 18 層析管柱之填充材示意圖。 
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2.2 儀器規格及結構 

圖九為成大備有的奈升流速液相層析儀，其組成由上到下為去氣泡機、幫浦機、管柱烘箱

機(含十向閥)、自動進樣系統機。 

圖九、UltiMate™ 3000 RSLCnano 外觀與組成。 

 

幫浦機從左而右分別為密封式清洗系統(Rear seal wash system)、奈升幫浦系統(nano pump 

system)區與微升幫浦系統(micro pump system)，如圖十。管柱烘箱機內部組成含有兩邊管線裝

設支架(tubing guides)與一個十向閥，後方有一循環式風扇，如圖十。 
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圖十、幫浦機與管柱烘箱機內部結構。 

 

自動進樣系統機的組成包含了 3 個部分，從左邊至右分別為取樣系統、六向閥、樣本盤 (如

圖十一)。取樣系統為精密的設備，經由電腦設定方法後，取樣系統能依照使用者的設定進樣

體積，使取樣系統到指定的盤位上吸取樣本。六向閥的功用是將吸取到的樣本傳送到層析系統

的中繼站，因此未經允許勿隨意調整管線。樣本盤是一個圓形軸盤，軸處有標示三個顏色，分

別為紅色、綠色、藍色，表示為三個盤架，盤架上皆有標示其英文，須依顏色放置。每個盤架

可放置 40 個樣本，因此最多能一次分析 120 個樣本，示意圖如圖十二。 
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圖十一、自動取樣系統機內部結構。 

 

圖十二、樣本盤內部結構與位置編號。 
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表二列出了幫浦機內部各系統之規格，與成大現行使用的管柱與流動相規格。 

表二、幫浦機系統規格。 
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2.3 配製流動相與置換流動相於層析儀 

所需材料: LC 級乙腈適量、質譜級乙腈適量、二次水適量、甲酸適量、1 公升血清瓶、250

毫升血清瓶、1 公升玻璃量筒、250 毫升玻璃量筒、微量滴管(5 毫升、1 毫升)。 

(1)100%二次水含 0.1%甲酸(蛋白體分析，nano pump (A)): 使用玻璃量筒定量 250 毫升的

二次水，並倒入 250 毫升血清瓶。再使用微量滴管添加 250 微升甲酸，即完成 100%二次

水含 0.1%甲酸之配置。 

(2)2%乙腈含 0.1%甲酸(小分子暨代謝體分析，micro pump (A)): 使用玻璃量筒定量 980 毫

升的二次水，定使用 5 毫升微量滴管添加 20 毫升乙腈。將配置好的 2%乙腈倒入 1 公升血

清瓶，再使用微量滴管添加 1 毫升甲酸，即完成 2%乙腈含 0.1%甲酸之配置。 

(3)80%乙腈含 0.1%甲酸(蛋白體分析，nano pump (B)): 將 250 毫升玻璃量筒內加入 200 毫

升的質譜級乙腈，以二次水定量至 250 毫升刻度。將配置好的 80%乙腈倒入 250 毫升血清

瓶，再使用微量滴管添加 250 微升甲酸，即完成 80%乙腈含 0.1%甲酸之配置。 

(4)100%乙腈含 0.1%甲酸 (小分子暨代謝體分析，micro pump (B)): 使用玻璃量筒定量 1000

毫升的乙腈，並倒入 1 公升血清瓶，再使用微量滴管添加 1 毫升甲酸，即完成 100%乙腈

含 0.1%甲酸之配置。 

(5)將配置好的溶液以封口蠟膜包覆瓶口後，放置於超音波震盪機震盪 10 分鐘以去除氣

泡。 

(6)將溶劑換到層析儀之相對管線上，磁石不可露出於水面。 

(7)將 Loading pump 閥逆時針轉兩圈，於幫浦設定介面按 purge，會以流速 2 ml/min 置換

幫浦內的溶液，過程共六分鐘，結束後將閥鎖緊。 

(8)平衡管柱順序:先以 95%流動相 B、50%流動相 B，最後再 5%流動相 B，每個過程中觀

察管柱壓力，其壓力波動小於 5%，即可調整梯度繼續管柱的平衡。 
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3.服務項目介紹與儀器方法設定 

3.1 微升流速方法-分子量測定 

本實驗室建立的分子量測定之層析方法如表三，液相層析儀內微升幫浦系統依方法設定之

配比吸取流動相，再以每分鐘 400 微升的流速將樣本沖提至質譜儀進行分子量測定(質譜儀參

數設定如表四)。 

 

表三、分子量測定項目之層析條件。 

表四、分子量測定項目之質譜條件。 
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3.2 微升流速方法-小分子暨代謝體分析 

本實驗室建立的小分子暨代謝體測定之層析方法如表五，液相層析儀內微升幫浦系統依方

法設定之配比吸取流動相，再以每分鐘 300 微升的流速將樣本於管柱進行層析，最後將沖提物

送至質譜儀進行分析(質譜儀參數設定如表六)。 

 

表五、小分子暨代謝體分析項目之層析條件。 

表六、小分子暨代謝體分析項目之質譜條件。 
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3.3 奈升流速方法-蛋白體分析 

本實驗室建立的蛋白體測定之層析方法如圖十三，液相層析儀內分別有奈升幫浦系統與微

升幫浦系統依方法設定之配比吸取流動相，再依流速將樣本於管柱進行層析，最後將沖提物送

至質譜儀進行分析(質譜儀參數設定如表七)。 

圖十三、蛋白體分析項目之層析條件與十向閥設定。 

表七、蛋白體分析項目之質譜條件。 
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4 機台操作與軟體介紹 

4.1 Tune 軟體介紹(控制質譜儀) 

(1)介面 

(2)選擇 Tune file 
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4.2 Xcalibur軟體介紹(控制層析儀) 

(1)介面 

(2)控制層析儀之介面 
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(3)控制自動進樣系統之介面。 
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4.3建立儀器分析方法 

(1) 開啟 xcalibur 軟體，點選 Instrument setup。 

(2) 輸入一針分析時間與即時監測的參數後，點擊右下角 Next。 

(3) 輸入使用的流動相溶液名稱後，點擊右下角 Next。 
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(4) 輸入時間、流動相梯度及流速後，點擊右下角 Next。 

 

(5) 自動取樣系統的參數不更動，故直接點擊右下角 Next。 
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(6) 確認取樣方法，預設方法為 ulPickUp，以三明治式方法夾取樣本。說明:於 R3 位置放

置 transfer solvent (2%ACN+0.1%FA)，自動進樣系統會先吸取 transfer solvent，再至樣

本瓶處吸取樣本，再吸取 transfer solvent，以三明治式方法，將樣本帶入層析系統。

設定完成後，點擊右下角 Next。  

 

(7) 確認樣本盤的溫度。 
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(8) 設定管柱烘箱溫度。 

 

(9) 六向閥控制設定。 
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(10) 層析方法設定完成，點擊 finish。 

 

(11) 接著設定質譜方法，依方法挑選合適的 tune method，於 experiments 處挑選掃描模式

並點擊兩下，於右側設定相關參數。 
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(12) 選擇掃描模式後，記得於右側確認掃瞄範圍、正負電掃描模式及分析時間。 

 

(13) 完成設定後點選左上角 file>save，即可將方法儲存於預設的資料夾中。 
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4.4 層析流動相置換(Purge) 

(1) 配製流動相，皆使用 LC 級或更高的純度之有機溶劑與二次水配製，將溶液瓶口使用

鋁箔紙覆蓋後，使用超音波震盪機震盪 20 分鐘以去除氣泡。 

(2) 將溶劑換到層析儀之相對管線上，磁石不可露出於水面。 

(3) 將 Loading pump 閥逆時針轉兩圈，於幫浦設定介面按 purge，會以流速 2 ml/min 置

換幫浦內的溶液，過程共六分鐘，結束後將閥鎖緊。 

 

 (3-1)此步驟為蛋白體分析操作。將 nano pump 上兩個閥向左轉到全鬆，並於軟管上接上

針筒盛接廢液。於幫浦設定 Bothblocks 後按 purge，會以高流速置換幫浦內的溶液，過程

共 30 分鐘，結束後將閥鎖緊。 
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(3-2) 此步驟為蛋白體分析操作。將 nano pump 的管線(nano viper)換成 micro viper，於幫

浦設定選擇 Flowmeter 後按 purge，會置換管路內的溶液，過程共 30 分鐘，結束後將管路

接回。 

 

(4)平衡管柱順序:先以 95%流動相 B、50%流動相 B，最後再 5%流動相 B，每個過程中觀

察管柱壓力，其壓力波動小於 5%，即可調整梯度繼續管柱的平衡。 
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4.5 建立上機清單 

(1) 開啟 xcalibur 軟體，點選 sequence setup。 
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(2) 於 File name 輸入樣本名稱；Path 設定檔案儲存路徑(預先於路徑開好資料夾)；Inst 

Meth 設定儀器分析方法的路徑；Position 輸入盤位上的編號；Inj vol 輸入注射體積。 

 

(3) 設定完畢後，點選 File>>save  xx 資料夾>>輸入清單名稱>>save。 

(4) 將欲分析的樣本圈選後，按 (Run sequence)按鈕>>質譜設定為 standby>>ok 

(5) 電腦會開始控制質譜儀開始分析。 
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4.6 儀器開關機 

質譜儀開機: 

(1)於質譜左側開關處，開啟總開關(mainpower)。 

(2)等待 15 分鐘後，開啟電子開關(electronics)。 

(3)於 Tune 軟體中，Vacuum/Bakeout 中 bakeout time 輸入 12 (hr)，並按下 bake out，質譜儀

會開始抽真空，完畢 bake out 需 3 小時的冷卻，預估每次開機將花費約 15 小時的抽真空

時間。 
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奈升流速層析儀開機: 

(1)將電源線插入插座，插上 4 條連線設備，最後於層析儀後方開啟電源。 

(2)於電腦桌面開啟 Instrument Configuration 軟體，選擇相應層析儀代碼，並按 Done。 
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(3) 即可開啟 xcalibur 軟體 Direct control 層析系統，將幫浦與自動進樣系統點選為

connect。 

 

奈升流速層析儀關機: 

(1)確認流速接關閉為 0 後，中斷連線。 

(2)中斷自動進樣系統機之連線。 

(3)於層析儀後方關閉電源、拔除 4 條連線設備，最後將電源插座拔除。 

質譜儀關機: 

(1)將質譜關為 off。 

(2)關閉電子開關。 

(3)等待 15 分鐘後，關閉總開關。 
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4.7質譜儀之質量校正 

(1)以 500 微升之注射針吸取約 100 微升之校正液，放置於微量注射式幫浦，以每分鐘 10

微升流速進樣，並將質譜儀轉為 on。 

(2) 在 Tune 軟 體 中 ， Calibrate 欄 位 有 中 calmix calibration 清 單 並 勾 選 Mass 

calibration(pos/neg)，質譜儀將會開始校正質量。 

原廠校正液編號: 

正電 88323 (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/88323) 、 

負電 88324 (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/88324 ) 

  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/88323
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/88324
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5 案例分享 

5.1 分子量測定 

(1) 預測分子式為 C14H10F3N2，在正電分析下，其精確質荷比為 263.0791，即可計算質量誤差。 

公式: [(實驗質荷比-理論質荷比)/理論質荷比]*106=____ppm 

圖十四、分子量量測比對結果。 
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5.2 小分子暨代謝體分析 

(1) 委測者需提供正負電模式、質荷比範圍、掃描模式等條件。 

(2) 由於本實驗室尚未提供處理數據的服務，故僅提供分析檔案。 

(3) 此為在正電模式下，以數據依賴擷取方法掃描質荷比範圍 100-1000 m/z 之層析圖與質譜

圖。 

 圖十五、小分子暨代謝體分析之層析圖與質譜圖。  
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5.3 蛋白體分析 

(1) 委測者需提供質荷比範圍、起始蛋白量。  

(2) 此為在正電模式下，以數據依賴擷取方法掃描質荷比範圍 200-2000m/z 之層析圖與質譜

圖。 

圖十六、蛋白體分析之層析圖與質譜圖。   
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5.4 蛋白質體資料庫(Mascot)比對 

(1) 委測者需提供水解酵素名稱。 

預設比對參數: 

圖十七、Mascot 建立比對方法之介面。 

比對結果: 於 Mascot 上比對到共 32 種蛋白質，第一名為 Albu_bovin (牛血清白蛋白)，分數為

12788，蛋白質序列覆蓋率達 74% (圖十八)。 

圖十八、Albu_bovin (牛血清白蛋白)序列及覆蓋率。 
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圖十九、牛血清白蛋白樣本的比對結果。 

 

比對結果連結:    

https://mybox.ncku.edu.tw/navigate/s/42106F04B89243CD9B1C1946D4655659GSY  

(1) 使用牛血清白蛋白樣本比對蛋白質家族清單。 

(2) 使用牛血清白蛋白樣本比對胜肽片段之結果。 

 

6參考資料 (實驗室備有書籍，歡迎於實驗室內翻閱，恕不外借) 

質譜分析技術原理與應用 (台灣質譜學會編著) 

Exactive Series Operating manual (Thermo Fisher Scientific 編著) 

UltimateTM 3000 RSLCnano Standard Application Guide (Thermo Fisher Scientific 編著)  

  

https://mybox.ncku.edu.tw/navigate/s/42106F04B89243CD9B1C1946D4655659GSY
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7 注意事項 

(1) 未完成自行操作訓練及認證資格的預約者僅接受委託操作方式送測，故請於上班時間送達

樣品。(星期一至星期五:上午八點半至下午五點半，請先來信通知送樣時間。) 

(2) 本實驗室不接受濃度大於 10mM 之非揮發性鹽類、感染性、放射性、強酸強鹼、具腐蝕性

的樣品，請將樣本中和、去鹽後，以 0.22 µm 過濾膜過濾樣本後再行送測。 

(3) 樣本濃度請控制在 1 mg/mL，或 1 mg 之固態樣本，以利操作員配置不同濃度進行測試 

(本實驗室僅接受使用二次去離子水、甲醇、乙腈、異丙醇進行樣本回溶或稀釋，若於稀釋

過程中產生沉澱，將不予上機)。 

(4) 數據會上傳非公開雲端資料夾保留兩週後刪除；本實驗室備份數據六個月後刪除。 

(5) 提供論文發表致謝實驗室或列技術員為共同作者之使用作者，依論文質化成果回饋方案提

供回饋獎勵金折抵。 (https://ctrmost-cfc.ncku.edu.tw/p/406-1210-193460,r12.php?Lang=zh-tw)  

(6) 如有其他相關樣品前處理或質譜數據處理的問題，煩請送件前先來電或 email 洽詢。 

(7) 本儀器僅提供量測服務，分析數據不得作為營利、法律訴訟之用途。 

 

==自行操作辦法== 

(1) 儀器運作時,如有異常狀況,應隨時通報儀器技術員處理。 

(2) 數據會上傳非公開雲端資料夾保留兩週後刪除；本實驗室備份數據六個月後刪除。 

 

==技術員聯絡資訊== 

楊雅琪 技術員 TEL: (06) 275-7575 轉 31360-213, z11103063@ncku.edu.tw 

  

https://ctrmost-cfc.ncku.edu.tw/p/406-1210-193460,r12.php?Lang=zh-tw
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