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摘要: 回顾了质谱在新药研究中的一些应用, 包括新药合成、化学结构确证、质量控制以及药物代谢物的鉴

定等。综述了基质辅助激光解吸电离ø飞行时间质谱 (M atrix2assistan t laser deso rp t ion ion izat ion tim e2of2

fligh t m ass spectrom etry, M ALD IöTO FM S)、电喷雾电离质谱 (E lectrode sp ray ion izat ion m ass spectrom e2
t ry, ES I2M S)等仪器及其联用技术在生物大分子药物研究, 包括蛋白质组学、肽图谱、氨基酸序列、核苷酸分

析等方面的进展, 展望了质谱在未来生命科学中广阔的应用前景。
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　　质谱 (M S) 作为一种常用的分析技术[ 1 ] , 有

高灵敏度、高鉴别力, 并能与其他分离、分析手段

如气相色谱2质谱 (GCöM S)、高压液相色谱质谱

(H PL CöM S)、超临界色谱ö质谱 (SFCöM S)、串

级质谱 (M SöM S) 等相互兼容, 成为促进多学科

研究的重要手段, 因此近年来发展迅速, 不仅应

用学科领域广泛, 而且仪器种类也在不断改进。

早期的质谱研究工作是与同位素的测定密

切相关的。1910 年, 英国的 T hom son 研制了世

界上第一台现代意义上的质谱仪器, 这台质谱仪

的诞生标志着质谱学的建立; 1918 年, 美国芝加

哥大学的D em p ster 成功研制了 180°扇形磁场

方向聚焦型质谱计, 此台仪器成了以后多种磁场

型仪器的原始模型; 1934 年诞生的双聚焦质谱

仪是质谱学发展的又一个里程碑, 在此之前创立

的离子光学理论为仪器的研制提供了理论依据,

该仪器分辨率大大提高, 为原子量的精确测定奠

定了基础; 二战期间, 质谱进入了实际应用时期,

首先是美国的核武器研究计划, 需要大量的235

U , 使质谱仪进入了军事科学领域, 同时在石油

工业得到应用; 50 年代是质谱技术飞速发展的

时期[ 1 ]。尤其值得一提的是 1957 年M o rell 和

Ho lm es 实验小组首次在实验室实现了色谱2质
谱联用技术。由于色谱法的分离效能和质谱计的

高灵敏度及高鉴别力, 色谱2质谱联用技术发展

非常迅速, 特别是在复杂混合有机物分析方面占



有独特的地位, 从而为药物分析开辟了道

路[ 2～ 4 ]。

最近 30 年质谱学在各个方面都获得了极大

的进展。新的离子化方法不断出现, 1981 年Bar2
ber 研究小组发现的快原子轰击质谱 (FBA 2M S)

是一种软电离技术, 因能分析高极性难挥发和热

不稳定性的化合物而倍受关注, 1984 年美国耶

鲁大学 John Fnnn 小组首次发表了电喷雾电离

质谱 (ES I2M S) 研究成果, 并于 4 年后首次成功

地进行了蛋白质分析, 1988 年 T anaka 和 H il2
lenkam p 两研究小组提出了基质辅助激光解吸

电离ö飞行时间质谱 (M ALD IöTO FM S) , 该方法

在最近几年的生物大分子研究中尤为突出。

M ALD I 依靠激光激发底物复杂的电子跃迁而

达到电离。目前可用于核苷酸、多肽、蛋白质、糖

蛋白以及高聚糖的飞行鉴别, 其灵敏度和精确度

极高。联用技术是目前物质分析中的热点, 随着

接口技术的突破, 联用技术及其组合方式正在迅

速增加, 除了传统的 GCöM S、H PL CöM S 外, 利

用 SFC2M S、M SöM S 进行选择监测也具有很高

的选择性, 因而具有很好的定量灵敏度和可靠

性, 目前这一技术也成为发达国家药物质控的热

门手段。同时, 液相色谱2核磁共振2质谱联用仪

器 (L CöNM R öM S)也已应用于研究中。

必须指出, 计算机技术的发展是现代质谱仪

器不可或缺的一部分, 主要功能是仪器状态的控

制和实验数据的处理。很难想象一台没有计算机

数据处理系统的色谱2质谱联用仪器如何获得和

处理那么多的实验数据, 更不用说计算机检索及

人工智能图谱解析了。在仪器发展的同时, 各种

与色谱有关的理论研究广泛开展也大大丰富了

质谱科学[ 5 ]。

1　质谱在新药研究中的应用
111　合成过程中、反应完成时检测

利用 GCöM S 联用技术对合成过程中不同

时间内的反应物进行比较分析, 了解各物质的含

量和组成的不同, 可以得出反应是否已经完成,

并计算反应产率, 对不同的合成路线做出比较,

同时可以知道反应产物中的相关物质, 运用

H PL C 和L CöM S 法可对相关物质进行研究。在

高分子合成反应中, 还可以利用质谱联用技术对

反应进行监测和对产物进行直接鉴定而不需要

纯化, 比传统的十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝

胶电泳 (SD S2PA GE)测定方法要精确很多[ 6 ]。也

可利用快原子电力飞行质谱 (FT öICR 2M S) 技术

准确测定质量, 通过待测样品分子量的准确测

定, 确定其元素组成, 并对碎片离子准确质量测

定, 推测可能的裂解途径, 推断物质的结构。在有

机合成反应中, 常常有副产物发生, 因此有时所

得到的产物不是预期的化合物, 而是副反应产

物, 在这方面质谱可提供巨大的方便。中国药科

大学盛龙生科研小组在合成抗高血压新药M X2
2 (代号) 中, 利用傅立叶变换质谱法测定了副反

应产物N 2(42氯苯甲酰)二环己基脲[ 7, 8 ]。这一实

验充分体现了质谱在准确测定化合物分子量以

及在未知物鉴定中的作用。

112　化学结构确证

可以说质谱的作用就是与其确定物质的结

构分不开的。不管它与什么仪器联用, 最终都是

将被测物进行结构确证。在这方面, 质谱的多功

能性, 超过了其他所有研究有机和无机化合物的

仪器方法[ 9 ]。在新药沙纳唑的结构确定中, 骆传

环[ 10 ]科研小组重点利用M S 的 FAB、高分辨快

原子轰击 (HR FAB )、E I、高分辨电喷雾电离

(HR E I) 谱图进行比较, 再配合红外 ( IR )、紫外

(UV )、核磁共振 (NM R ) 以及 X2射线衍射等鉴

定结果, 最后确证了沙纳唑的化学结构。用 GCö

M S 为识别手段, 确定了中药辛夷挥发油提取的

优选工艺为: 辛夷粗粉采用水蒸汽蒸馏法提取 3

～ 4 h, 回收率大约为 86% [ 11 ]。用M S、UV、IR、

NM R 等确定新药的结构也是一类新药申报资

料中必不可缺的组成部分。

113　质量研究

新药的质量研究包括纯度检查、含量测定

等。它作为新药研究的一个主要组成部分, 对药

物的安全性和稳定性及其实用价值有十分重要

的意义, 因此必须建立有效的分析检测手段。在

这方面, 质谱起着不可替代的作用。用 H PL Cö

M S 法既可进行杂质的分离又可进行结构和定

量测定, 制定新药中杂质的检查方法, 同时研究

制定药物含量的测定方法。现在申报的新药无一

例外的都利用该方法进行质量研究, 当然还有其

他方法也可考虑。还有一些药物在不同条件下或

生产存贮过程中会产生相关物质, 例如用液相色

谱2电喷雾电离质谱 (L CöES I2M S) 法分析了克

拉霉素分别在酸、碱、氧化和光照下的降解产物。

克拉霉素的酸降解产物的L CöM S 总离子流图
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谱示于图 1。实验结果为研究克拉霉素的稳定性

及开发新制剂提供了参考依据。肽图谱是基因工

程蛋白质药物质量控制的主要组成部分, 应用

L CöM S 测定重组的L 2天门冬酰胺酶Ê 的胰蛋

白酶的降解肽图谱, 同时获得了共振指纹谱和质

量肽图谱。L 2天门冬酰胺酶Ê 的 ES I2M S 图谱及

分子量示于图 2, 其带亚甲基的理论分子量是

34 549, 以甲醇2水2醋酸作溶剂所得样品溶液用

流动注射进样, 测得的相对分子量为 34 591, 质

量准确度相对偏差为 0. 015%。显然, 这样的准

确度是常规测定蛋白质分子量 SD S2PA GE 法所

不能比拟的。对于糖蛋白药物的质量控制来说,

糖蛋白分子量的测定是十分关键的, 通过分子量

的测定可确定糖的含量, 但由于糖的影响, SD S2
PA GE 法测定误差较大, 质谱法是最准确的测定

方法, 测定过程简便快速, 已成为蛋白质分子量

测定的常规方法。用M ALD IöTO FM S 可测定的

分子量无理论上限[ 12 ]。

图 1　克拉霉素的酸降解产物

的LCöM S 总离子流图

F ig. 1　TIC of the LCöM S-ac id degradation

product of clar ithrom yc in

114　药物代谢研究

药物的代谢转化是指药物进入机体后, 在体

内进行一些反应, 发生结构变化, 使脂溶性的药

物获得极性基团, 增加水溶性, 而利于从肾及胆

道排泄的过程[ 13 ]。药物代谢的研究一般有两种

途径[ 14 ]。一种途径是通过薄层色谱、高效液相色

谱等手段从体内外代谢样品中分离、检测、制备

代谢物纯品, 然后利用紫外、红外、核磁共振、质

谱等手段进行结构鉴定; 另一途径是以质谱为结

构鉴定基础的色谱2质谱联用方法, 并辅以同位

图 2　L -天门冬酰胺酶Ê 的 ESI-M S 图谱及分子量

F ig. 2　ESI-M S and m olecular we ight

of L -asparag inaseÊ

素标记、衍生化反应以及纯品对照等手段, 对代

谢产物进行结构鉴定。后者尤其适合于生物体液

中药物及其代谢产物的定性、定量测定与药物代

谢动力学方面的研究。近年来, 各种L CöM S 接

口的研制成功及商品化, 使L CöM S 成为药物代

谢及药物代谢动力学研究的有力工具。与 GCö

M S 技术相比, L CöM S 的样品前处理简单, 一般

不需要水解或衍生化处理, 可直接用于药物代谢

物的分离与鉴定。其中 T S2L CöM S 较为成熟, 灵

敏度高, 在药物代谢研究中已广泛应用[ 14, 15 ]。新

近出现的大气压电离技术, 电喷雾和大气压化学

电离技术, 是 L CöM S 联用接口方面的一大进

步, 国外已有商品供应, 应用日益广泛。总之, 随

着质谱技术以及接口技术的不断发展, L CöM S

将最终成为药物代谢及药物代谢动力学十分有

利的分析手段。近几年来更软的电离方法 ES I

和M ALD I 两种离子化技术开始受到重视并得

到广泛应用。其中 ES I和A PC I离子化在药物代

谢研究的应用中最广泛[ 16 ] , 如 Poon GK 等[ 17 ]用

ES I 的L CöM S 技术成功地分离了人血中抗肿

瘤药萜二烯21, 8 (L im onene) 的 5 个代谢产物;

Tom lin son 等[ 18 ]用 ES I 接口的 CEöM S 技术成

功地分离鉴定了神经抑制药 H aloperido 的代谢

产物并确定其代谢途径。M SöM S、L CöM SöM S
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技术的联用也显示了广阔的应用前景。其特点是

高分辨能力低噪音, 可用于研究结构和碎片反

应, 并可直接分离分析多组分的混合物尤其是痕

量分析。F. Streit 等[ 19 ]用 ES I2M SöM S 分离鉴

定了人肝微粒中免疫抑制剂的三个代谢物和一

个降解物; Poon GK 等[ 20 ] 用 L CöM SöM S 分离

鉴定了马尿等复杂生物介质中赛拉嗪代谢物, 并

确定了四种代谢物结构。总之, 随着质谱技术以

及接口技术的不断完善, 色谱2质谱联用技术将

成为药物代谢及药物代谢动力学最重要的分析

手段。

2　质谱及其联用技术在生物大分子药物

研究中的应用
随着分子生物学、细胞生物学、分子遗传学、

生物化学等学科的不断发展, 人们不仅能够纯化

出许多天然的多肽与蛋白质药物, 而且可以通过

基因重组技术合成出许多新的多肽与蛋白质药

物, 如重组人生长激素、白介素、干扰素等, 为了

保证多肽和蛋白质药物的安全性、有效性和稳定

性, 分子量、肽图谱和氨基酸序列的一级结构测

定研究是重要环节, 质谱法在研究生物大分子的

组成和结构方面占有极其重要的地位。最近二十

年来, 伴随着 ES I和M ALD I质谱及其联用技术

的迅速发展和商品化仪器的不断成熟, 逐渐形成

了一门新兴的质谱分支学科——生物质谱学。生

物质谱技术的发展为蛋白质化学提供了有力的

分析工具, 因而迅速取代其他方法成为蛋白质分

析的主流。该分析方法是目前分析化学和生物化

学相当活跃的研究前沿[ 21 ]。

211　多肽及蛋白质分析

蛋白质是生物体中含量最高、功能最重要的

一类生物大分子, 在生命科学中占有重要地位。

它的结构分析是生命科学的重要课题, 质谱法作

为这一分析的有力工具, 越来越受到人们的重

视。由于M ALD I2M S 具有直接测定, 简单快速、

准确度高等测定的优点, 已成为蛋白质分析的常

规方法。目前用二维聚丙烯酰胺凝胶电泳 (2D 2
PA GE) 分离辅以质谱检测已成为蛋白质组学研

究的常用的有效的手段之一。

为了测定某一目标蛋白, 除了准确测定其分

子量和结构外, 还应测定其肽图谱及氨基酸的顺

序尤其N 端封闭、有后转译修饰的情况下, 将化

学或酶降解法与 H PL CöM S (包括M SöM S) 相

结合, 是一种测定肽图谱和氨基酸序列的有效方

法。常用的是用质谱法分析由胰蛋白酶降解所得

的肽段。在序列测定时, 由于碱性氨基酸残基在

C 端, 经过碰撞诱导解离 (C ID ) 所得产物的离子

质谱易于解析。

近年来用质谱法研究蛋白质的非共价复合

物日益得到重视, 包括抗体2抗原、蛋白质2辅助

因子、受体2配体和酶2底物等, 这些工作虽可以

用M ALD I2M S 完成, 但多数工作是用 ES I2M S

完成的[ 22 ]。目前质谱法分析主要是测定蛋白质

的一级结构, 包括分子量、肽链中氨基酸的排列

顺序, 以及多肽键或二硫键的数目和位置等[ 23 ]。

质谱法分析蛋白质的高级结构正在研究中[ 24 ]。

蛋白质可逆磷酸化是最普遍、最重要的一种蛋白

翻译后修饰 (PTM )。在哺乳动物细胞中大约有

三分之一的蛋白质被认为是磷酸化修饰的。蛋白

质组学研究的一个重要方面就是蛋白质磷酸化

修饰的分析鉴定, 质谱已经成为解释蛋白质翻译

后修饰和蛋白质一级结构分析的一个不可缺少

的工具。Jon scher 的研究小组[ 25 ]用M ALD I2四
极杆离子阱质谱 (M ALD IöQ IT 2M S) 成功地发

现了仙台病毒 P 蛋白的两个磷酸化位点。M ath2
ias W ind 等[ 26 ]使用毛细管液相色谱分离磷酸化

蛋白, 以 ICPöM S 联用检测鉴定31P, 电喷雾质谱

进行磷酸化蛋白分析。近年来用 ES IöQ IT 2M S

来研究蛋白质磷酸化位点也成为一种趋势[ 27 ]。

但是, 使用M ALD IöTO FM S 虽能测定蛋白质的

精确分子量, 可是对样品的纯度要求高, 且获得

的结构信息少, 对质谱的质量分辨率要求高, 仪

器价格昂贵。而 H PL CöES I2M S 技术分析时间

长, 样品消耗量大, 一次酶解产物仅能满足单次

分析的需要, 不利于对分析条件进行优化以获得

最佳的分析结果。鉴于此, 改进的 CEöES I2M S

法可满足一些特殊的测定要求。最近上市的Q 2
Star (ES I2Q qTO F) 质谱仪在传统电喷雾质谱仪

的基础上, 采用双重四极杆与飞行时间质量分析

器串联, 因而大大提高了仪器的分辨率、灵敏度

和质量范围, 其质量准确度可达 5 ΛD [ 28 ] , 能鉴别

普通质谱所无法区分的赖氨酸 (L ys) 和谷氨酰

胺 (Gln) 残基, 在蛋白质鉴定和多肽序列分析方

面占有独特的优势。王英武等[ 29 ]利用该质谱仪

分别测定了三种人工合成寡肽的精确分子量, 并

成功地利用M SöM S 技术对它们的一级结构进

行了鉴定, 为蛋白质组学研究提供了一种快速、
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准确鉴定寡肽的新方法。

212　肽图谱及氨基酸序列的分析

肽图谱分析是蛋白药物分析的常规手段, 药

品标准一般采用胰蛋白酶水解, H PL C 分离肽

段, 通过和标准蛋白药物对比来进行质量控制。

L CöM S 联用的肽图谱测定技术日益成熟。它是

将蛋白质用蛋白内切酶或化学试剂如溴化氰降

解后, 用质谱联用技术直接测定所得的肽段化合

物中各特定肽段的质量而获取蛋白质的质量肽

图谱。对于基因重组的蛋白质药物来说, 根据其

肽段的质量, 确定其在整个蛋白质链中的位置验

证重组蛋白质的一级结构是否与天然品一级结

构一致[ 30 ]。固肽合成技术是现代蛋白质化学的

一项关键技术, 但是肽合成技术往往由于各种因

素的影响, 难以得到纯度合格的多肽产品, 质谱

学特别是M ALD IöTO FM S 技术在这方面起了

非常大的的作用[ 31 ]。肽图谱是基因工程蛋白质

药物质量控制的重要组成部分, 用质谱可测定某

些蛋白质降解后的肽图谱, 同时获得其指纹图谱

和质量肽图谱, 从而来确认蛋白质。应用L Cö

UV öM S 测定重组的L 2天门冬酰胺酶Ê 的胰蛋

白酶降解肽图谱示于图 3。运用M ALD I2M S 测

定蛋白质分子中氨基酸顺序的方法有两种, 一种

是基于对经典 Edm an 降解反应的改进, 另一种

方法是将蛋白质外切酶降解与M ALD I2M S 相

结合, 测定由一个母肽段在不同酶解程度下依次

丢失N 端C 端氨基酸产生的一系列不同长短的

子肽段的混合物, 由质谱图中相邻各峰之间的质

量差依次读出N 端C 端氨基酸的顺序[ 32 ]。

213　核苷酸分析

由于核苷酸是极性较大的一类化合物, 因此

用M ALD I2M S 和 ES IöM S 进行核苷酸的测定

比较困难[ 33, 34 ]。但是, 人们通过质谱仪技术的改

进, 使质谱法在核苷酸的分析上取得了很大进

展。延迟离子引出技术大大提高了M ALD Iö

TO FM S 测定核苷酸的质量准确度和分辨率。测

定 12～ 60 个核苷酸的分子量, 准确度相对偏差

小于 0. 1% , 测定 104 的核苷酸可以获得同位素

分布峰。为了测定核苷酸的的序列, 常与酶解相

结合, 可使用内切核酸酶或外切核酸酶进行。用

M ALD IöTO FM S 技 术 分 析 脱 氧 核 糖 核 酸

(DNA )和核糖核酸 (RNA )及反应后修饰也显示

了诱人的前景[ 35 ]。而蛋白质组学研究的开展和

深入, 对质谱技术提出了新的挑战: 高通量、高灵

图 3　L -天门冬酰胺酶Ê 的胰蛋白酶降解肽图谱

F ig. 3　Peptide d iagram of L -asparag inaseÊ by

trypsin degradation

敏度、高分辨率和高准确度缺一不可。质谱在蛋

白质组学的发展中将会出现以下发展趋势: (1)

多种模式的质谱技术相互补充, 解决复杂问题;

( 2) 针对不同系统质谱技术与多种分离方法联

用; (3)质谱技术与蛋白质化学、细胞生物学方法

整合, 面向生物功能体系; (4)质谱技术与生物信

息学结合, 处理大量数据[ 36 ]。

总之, 生物质谱是目前质谱学中最活跃、最

富生命力的研究领域, 尤其是M ALD I2M S 和

ES I2M S 将成为未来生命科学研究中的主力

军[ 37 ]。

3　展望
以上回顾了质谱在新药合成工艺研究、质量

控制、药物代谢物分析以及生物大分子检测等方

面的应用, 可以看出质谱在新药研究中起着必不
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可少、决定性的作用。随着色谱2质谱联用技术和

新仪器的不断出现, 新药的分离、检测与结构鉴

定的过程将会变得更为方便和快捷。随着生命科

学的快速崛起, 欲分析的样品更加复杂, 传统的

质谱分析法已经很难满足这些要求, 因而寻求新

的质谱离子化和更准确的测定技术就显得非常

必要。近年来M ALD I2M S 和 ES I2M S 两种质谱

新技术的完善并市场化, 使质谱技术在大分子化

合物分析方面取得了突破性的进展。可以预见,

随着各个学科的相互发展和相互渗透, 尤其是一

些基础理论和生物技术的进一步融合, 对生命科

学研究领域将产生巨大的冲击作用。同时也为质

谱学的发展提供更大的应用舞台。今后, 电离技

术和接口的改进和优化将会是其提高的突破口,

设计应用更广泛、更方便的电离技术和接口技术

将成为各种质谱联用仪器研制者们追崇的热点。

同时, 用质谱进行临床医学研究正在逐渐成为新

药使用过程中的一个感兴趣的话题。在新世纪

初, 已经有一些用质谱法配合临床诊断、治疗, 临

床监测新药应用等的研究报导[ 38, 39 ] , 预示着质

谱技术在和人体健康密切相关的新药研究中越

来越广阔的应用前景。
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The Rev iew of M a ss Spectrom etry Appl ied in
New D rug Investiga tion

L IAN G X iao2dong
( Institu te of R ad ia tion M ed icine, A cad em y of M ilita ry M ed icine S ciences, B eij ing 100850, Ch ina)

Abstract: Som e app lica t ion s of m ass spectrom etry in new develop ing drugs invest iga t ion, includ ing

syn thesis p rocedu re, co rrobo ra t ion of chem ica l st ructu re, qua lity con tro l and drug m etabo lism are

review ed. T he research p rogress of variou s in st rum en ts such as typ ica l m atrix2assistan t laser des2
o rp t ion ion iza t ion t im e2of2f ligh t m ass spectrom etry (M ALD IöTO FM S) , electrode sp ray ion iza t ion

m ass spectrom etry (ES I2M S) and their techno log ies u sed together in b iom acrom o lecu le drugs, iden2
t if ica t ion of p ro tein, po lypep t ide, am ino acid, DNA , RNA are summ arized. M eanw h ile, the b road

p ro spects in m ass spectrom etry in living science are view ed.

key words: m ass spectrom etry; new drugs invest iga t ion; review ; drug syn thesis; st ructu re co rrob2
o ra t ion; drug m etabo lism
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