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质谱法在药物立体异构体区分中的

应用及发展
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摘要!质谱法广泛应用于化学$生命科学$药学等领域"能够提供分子质量信息"有助于未知物结构的解

析"具有分辨率高$信息量大$样品用量少$灵敏快速等优点"在测定有机化合物精确分子质量$结构解

析$反应机理等方面发挥着重要的作用%手性药物是药学领域的一个研究热点"近年来质谱法逐渐被用

于药物手性杂质区分中"而且随着质谱技术的不断发展和改进"其在手性区分和分析中越来越受关注%

本工作主要介绍了质谱法在手性药物立体异构体杂质分析中的应用及发展历程"阐述了各类质谱技术

用于手性异构体分析的原理和特点"其中详细举例介绍了质谱动力学方法和离子淌度质谱方法在手性

杂质分析中的应用%通过对比分析目前已有的各类手性分析方法的优缺点"说明利用质谱法实现手性

异构体的区分和定量测定具有明显的优势%质谱法用于药物手性异构体的分离具有快速$不需要复杂

的样品前处理和昂贵的手性柱等特点"极大地提高了手性药物分析的效率和准确度%随着质谱分析技

术的迅速发展"质谱法将在多手性中心药物的手性杂质分离和生物大分子分析!如多糖$多肽#等领域发

挥巨大潜能%
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化合物的手性是自然界普遍存在的特征"

生物体内核酸$蛋白质以及多糖等都具有与其

功能相适应的手性结构%分子的手性特点导致

具有相同一级结构化合物的空间构象各异%药

物在体内的吸收和代谢与其立体构象有着密切

联系"具有不同对映体的手性药物进入生物体

内后受立体选择性控制"其手性异构体的代谢

途径和药理作用常常各不相同"生物活性和药

效也不同"毒副作用也存在显著差异*

+?!

+

%目前

临床使用的药物超过半数是手性药物"其中

大多数是消旋体的形式"随着人们对药物的

药理作用及代谢研究的深入"药物的手性特

点引起了极大的关注"药物立体异构体的研

究已经成为医药领域的热点和各制药公司追

求的新目标%在新药研发中"手性药物所占

比例逐年增加"据统计"

)**"

$

)*+!

年全美销

售的小分子治疗药物中"

"

种手性药物长期占

据前
+*

名的位置*

)

+

%此外"根据美国
X]D

官

方统计数据显示"

)*+*

年
+

月
$

)*+#

年
+)

月"新上市的
+),

种小分子治疗药物中"手性

药物多达
"+

种"占总量的
B#f

"所占比例最

大"在这
"+

种新型手性分子药物中"绝大多

数为单一对映体药物*

!?#

+

%

根据
)*+C

版0中国药典1中药品杂质分析

指导原则的相关规定"在单一对映体药物中可

能共存的其他对映体应作为杂质进行检测"对

于表观含量在
*̂+f

及以上的杂质"以及表观

含量在
*̂+f

以下的具有强烈生物作用的杂质

或毒性杂质"应予以定性或确证结构%在药物

手性杂质分离方法上"传统的旋光法在灵敏度$

精确度或可靠性等方面都难以满足现代立体化

学研究的要求%为了检测手性药物的光学纯

度"研究纯手性药物的生物活性及其体内过程"

有必要研发更加快速$准确$灵敏$简便的手性

分子分析方法%

@

!

手性分子分离方法研究进展

为满足手性化合物研究的需要"各种高灵

+*#
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敏度$高精确度和高可靠性的方法得到迅速发

展"如核磁共振法!

(8_

#$色谱法$电泳法等%

这些广谱分析检测技术具有高分辨率和高准确

度的特点"但也存在操作复杂$适用范围有限等

缺点*

C

+

"其优缺点比较情况列于表
+

%近年来"

质谱作为一种快速$准确$操作简单的高通量分

析方法"也开始被应用于同分异构体的分离*

B

+

"

特别是针对手性异构体的分析和定量测定"目

前已有多种有效的质谱法"如对映体标记法

!

6010<5%=6/?&1J6&6H=6<4%H

#$离子
?

分子反应

法!

5%0?=%&6;.&6/61;<5%0

#$动力学方法!

R506<5;

=6<4%H

#

*

)

"

,?"

+等%

表
@

!

常用的手性分析方法优缺点比较

W,=0&@

!

.#7

/

,1,)$#(#D)4&,"+,(),

<

&-,(""$-,"+,(),
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&-#D'#77#(0
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:-&"'4$1,0,(,0

2

-$-7&)4#"-

方法

86<4%H7

优点

DHS10<1

U

67

缺点

]571HS10<1

U

67

串联质谱法!

89

/

#

灵敏度高$快速$专属性强$分析数据和图谱简便

!只需比较目标峰的丰度#&在真空状态下分析样

品"能够避免溶剂的影响"样品用量少"不需要复

杂的样品前处理"抗杂质干扰*

E

+

%

样品需离子化"不能直接提供详细的结构信息"

对分析物结构有破坏*

E

+

%

核磁共振法!

(8_

# 不需样品裂解"分析小分子!

"

C**.

#速度较快"

能够提供化合物官能团连接信息"可直接分析溶

剂中的样品*

E

+

%

分析物需分离提纯"不能分析混合物"大分子难

以检测"需大量样品*

E

+

%

`

射线晶体衍射

!

?̀/1

>

;/

>

7<1&&%

U

/1

:

4

>

#

不需样品裂解"能直接提供原子水平的结构

信息*

E

+

%

分析物需纯化结晶"耗时"数据处理复杂"

`

射

线可能会影响分析物结构*

E

+

%

圆二色谱法!

3]

# 不需样品裂解"能够快速确定分析物的构型"甚

至以皮秒的速度确定互变的结构*

E

+

%

不能分析混合物"所需样品浓度较高!约
*̂C

U

)

O

#"

不能提供特定的原子结构信息*

E

+

%

液相色谱法!

O3

# 快速$灵敏$分离度高$成本低*

)

+

%

手性色谱柱昂贵"液相色谱和质谱两部分难以

兼容"流动相的选择受限"分析时间长*

)

+

%

气相色谱法!

[3

# 能对手性物质有效地分离和定量分析% 只适用于一些有挥发性$高温稳定的化合物*

)

+

%

超临界流体色谱法!

9X3

# 速度较快$高效"流动相价廉易获取"可与多数检

测器兼容"适用于不耐热$非挥发性$极性小的化

合物及高聚物*

)

+

%

仪器复杂"不易操作%

毛细管电泳法!

3@

# 适用范围较广"所需样品较少*

)

+

%

分离度$重复性和灵敏度受限"受溶液电解质影

响较大"会产生离子对抑制$易污染*

)

+

%

F

!

质谱法用于手性异构体分离研究的

发展历程

过去"质谱通常被认为只能提供分子质量

信息"手性药物因具有相同的分子质量"而无法

通过质谱区分%然而"随着人们对手性区分机

理的不断研究"手性分析技术得到了快速发展"

质谱法在手性杂质分析中也开始受到重视%由

于各种成熟的离子化技术的出现"如电喷雾电

离!

@9P

#$大气压化学电离!

DY3P

#$大气压光学

电离!

DYYP

#$基质辅助激光解吸电离!

8DO]P

#$

超声喷雾电离!

99P

#等"使生物分子无论是在液

相还是固相中均能被有效地离子化"从而进一

步提高了质谱分析的灵敏度和特异性*

)

"

E?+)

+

%

各种新型质谱仪和新的质谱分析技术不断问

世"使质谱法在手性分析领域发挥越来越重要

的作用%

质谱法进行手性区分的发展历程主要表现

为(

+

#离子化方式改变"提高了质谱分析的灵

敏度和特异性%进行手性识别的质谱离子化方

式由化学电离!

3P

#等传统的电离方式逐渐发展

为软电离方式"使得利用碰撞诱导解吸!

3P]

#$

气相的分子)离子交换反应以及动力学方法进

)*#
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行手性区分成为可能"同时也使产生手性差别

的条件更为宽松$方式更为多样$应用更为广

泛*

+!?+#

+

&

)

#直接利用质谱技术进行手性识别"

已由单纯的手性区分$绝对构型的测定逐渐发

展为手性药物对映体的定量测定和手性药物光

学纯度的测定%质谱法直接进行手性区分具有

快速$灵敏度高$专属性强等优点"并且不需要

复杂的样品前处理或样品衍生化"待测物的性

质也不会受到溶剂的干扰"因此有望在快速高

通量的手性药物质量控制方面发挥作用%

目前"采用质谱法区分对映异构体主要分

为两类%一类是质谱与其他有手性分离能力

的仪器结合的串联质谱技术"为手性分析提

供了高灵敏度和高准确度的检测系统"如色

谱或者毛细管电泳与质谱联用技术%另一类

则是单独使用质谱进行手性区分%根据不同

的对映体分离机理"目前可将手性质谱法分

为以下
#

种类型*

+

+

%

FA@

!

主
!

客体法

主
?

客体法!

4%7<?

U

.67<=6<4%H

#的原理是

基于非对映异构体的形成"但是它并不检测非

对映异构体之间的性质"而仅仅是使用单极杆

质谱记录通过主
?

客体相互作用产生的非对映

异构体的相对丰度%

FAF

!

离子&分子反应法

离子)分子反应法!

5%0

)

=%&6;.&6

!

6

T

.5&5J?

/5.=

#

/61;<5%07

#是在主
?

客体法的基础上根据

手性异构体存在反应速率的差异这一特性实现

手性区分%

FAG

!

非对映异构体配合物解离法

非对映异构体配合物解离法!

;%&&575%0?

50H.;6HH577%;51<5%0%2H517<6/6%=6/5;;%=

:

&6I

#是

针对手性分子!

D

_

或
D

9

#和手性配体!

/62

#形

成的非对映异构体配合物"无法在单级质谱上

实现区分的问题"以串联质谱的碰撞诱导裂解

!

3P]

#为基础而建立的"是目前比较新且应用

最为广泛的质谱手性分析方法%非对映异构体

配合物解离法又分为
!

种类型(动力学方法

!

R506<5;=6<4%H

"

\8

#$固定配体动力学方法

!

25I6H&5

U

10HR506<5;=6<4%H

#$手性比值区分

法!

;45/1&/6;%

U

05<5%0/1<5%=6<4%H

"

3_

#%

质谱动力学方法由
3%%R7

*

+!

"

+C?)*

+建立"最

初应用于气体酸碱度和质子亲合势的测定"后

来也应用于电子亲合能$电离能$金属离子与生

物分子亲合力$异裂键离解能的测定%

\8

法

的最大优点是具有较高的灵敏度"甚至可以检

测到由同位素取代引起的热化学数值的细微变

化%由于其操作简单$谱图及结果分析直观"因

此应用较为广泛%

\8

法的原理示于图
+

%这种方法用于手

性异构体分离时"一般采用过渡态二价金属阳

离子!

8

#与手性参比物!

/62

#

#及手性分析物

!

D

_

(

_

构型对映体"

D

9

(

9

构型对映体#形成三

元四配位配合物离子!其中
+

个配体分子提供

注(

8̂

过渡态二价金属阳离子&

/62

#

^

手性配体&

D̂

手性分析物

图
@

!

质谱动力学方法原理

B$

<

C@

!

91$('$

/
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)

个配原子"而另
)

个配体分子分别提供
+

个

配原子#%三元配合物通过碰撞诱导解离

!

3P]

#使其裂解生成二元四配位配合物离子

!每个配体分子提供
)

个配原子#"由于对映体

之间的空间构型不同"它在二元配合物离子中

结合的牢固程度也不同"即所需的解离能量大

小不同"在质谱图上裂解产物的离子丰度不同"

据此可对样品的手性进行识别%

在一定的碰撞能量下"母离子*

8

!

D

#

!

/62

#

#

)

+

)e 竞争性丢失一分子配体和分析样

品"二级质谱中产生相应子离 子 *

8

!

D

#

!

/62

#

#'

L

+

e及*

8

!

/62

#

#

)

dL

+

e

"手性选择

性的大小取决于*

8

!

D

_

#!

/62

#

#

dL

+

e 和

*

8

!

D

9

#!

/62

#

#

dL

+

e两种配合物离子的自由

能差值
'

!

'

F

#

;45/1&

%

定义手性选择性为(

?

;45/1&

k?

_

)

?

9

k

*

8

!

D

#

_

!

/62

#

#

dL

+

e

*

8

!

/62

#

#

)

'

L

+

e

)*

8

!

D

#

9

!

/62

#

#

dL

+

e

*

8

!

/62

#

#

)

dL

+

e

其中"

?

_

$

?

9

分别是被测物为
_

$

9

构型时"碰撞

诱导解离所得到的两种离子丰度比"当
?

;45/1&

k+

时"表明没有手性识别能力"

?

;45/1&

值与
+

相差

越远则表明手性识别能力越强%通过对映体过

量比值法绘制标准曲线"可以实现手性异构体

的定量检测%

质谱动力学方法具有分析样品不需提纯$

操作简单$快速$灵敏$准确等优点"可用于分析

异构体仅过量百分之几的混合样品"特别适用

于其他衍生化法或色谱分离法无效的情况%

FAI

!

离子淌度质谱法

离子淌度质谱法!

5%0=%J5&5<

>

=1777

:

6;?

</%=6</

>

"

P89

#

*

)+?),

+是在气相中根据离子的

大小和形状实现区分"类似于毛细管电泳"是

一种气相分析方法%该方法可在大气压下实

现广谱快速现场检测"也称为离子迁移质谱

或者大气压下质谱"其原理示于图
)

%离子淌

度质谱由离子源$离子淌度池和质量分析器

组成"利用不同物质离子在电场作用下运动

行为的差别对其进行分离检测"手性分子与

特定的配体及金属离子形成配合物"由于立

体构型的差异"不同异构体形成的配合物在

相同电场下与碰撞气的碰撞截面!

;%&&575%0

;/%7776;<5%0

"

339

"

!

#和运动行为产生差异"

据此区分同分异构体%根据离子淌度池的结

构与原理"又可分为漂移时间离子淌度质谱$

行波离子淌度质谱$吸入离子淌度质谱$场不

对称离子淌度质谱四类%

离子淌度质谱能增强对具有多个手性中心

物质的分析能力"在手性分析方面具有很大的

发展潜能%近年来"离子淌度质谱作为一项新

兴的质谱分析技术"在手性分子分离中受到重

视%如
856

等*

)"

+利用场不对称离子淌度质谱

分离和分析特布他林对映体"以二价金属离子

为中心"小分子氨基酸为手性配体"与特布他林样

品形成三元复合物*

8

&

!

D

_

%/D

9

#!

/62

#

)

dL

+

e

"

离子化后形成非对映体复合物%当金属离子和

图
F

!

离子淌度质谱法原理

B$

<

CF

!
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小分子配合物选择恰当时"对映体复合物在

质谱上得以区分%已有研究表明*

)E

+

"运用场

不对称离子淌度质谱能够实现对邻$间$对
?

苯

二甲酸异构体的基线分离%该方法同样可以

用于定量检测"在该研究中特布他林对映体

的检测限可达
*̂+f

"与
LYO3

和
3@

相比"

场不对称离子淌度质谱检测限更低$样品分

析时间更短*

!*

+

%为了提高分离效率"离子淌

度质谱技术不断地被改善%

)*+)

年"

L%&0677

等*

))

+提出在离子淌度池的碰撞气体中加入一

定量的手性气体"可以明显地改善手性异构

体的分离度%根据他们的研究"加入一定量

的正辛醇可使麻黄碱和伪麻黄碱在漂移管中

的分离度达到
+̂!#

%

G

!

质谱法在手性药物分离中的应用及

发展前景

目前"对于质谱法在手性物质分离中的研

究主要集中在一些小分子手性化合物的分析"

如单糖*

!+?!)

+

$小分子手性氨基酸*

!!?#*

+

$小分子

羧酸*

#+?#)

+

$手性醇类*

#!

+以及单个手性中心的药

物*

##?#C

+

%随着质谱分析技术的发展"特别是离

子淌度质谱的出现"增强了对具有多个手性中

心物质的分析能力"大大拓展了质谱法的适用

范围*

#B?C*

+

%近两年"该方法在对其他结构复杂"

具有多个手性中心药物的研究逐渐增多"如利

用漂移时间离子淌度质谱对!

?

"

!

#

?

麻黄碱和

!

!

"

!

#

?

伪麻黄碱进行分离*

))

+

"以及利用质谱动

力学方法实现对抗多重耐药性革兰氏阴性菌的

抗生素
[9\))C+*C)D

与其
_

构型杂质的

分离*

#B

+

%

另外"质谱法在生物大分子结构分析中的

应用也越来越受关注"结合
8DO]P

方法能够

对蛋白质$蛋白质复合物及多聚核苷酸等生

物分子进行结构分析*

C+?C)

+

%多糖是生物体内

普遍存在的一类聚合物"在生物体的结构和

功能中发挥着重要作用"由于多糖碳链分支

多"连接的单糖单元多存在手性中心"使得多

糖结构的测定比多肽和多聚核苷酸更困难%

常用的分析方法并不能满足要求"如
(8_

"

虽然能够提供糖苷键的连接信息"但是该方

法需要大量样品"且不能检测出微量存在的

异构体杂质%随着离子淌度质谱的出现"使

单糖手性异构体的分离和检测成为可能%已

有研究表明*

+#

"

+B

"

#*

+

"利用离子淌度质谱可有

效地分离手性单糖的同分异构体及手性异构

体"是一种分析复杂多糖结构的有效方法"与

LYO3

和
3@

相比"检测限更低"可达
*̂+f

"

样品分析时间更短%通过该方法检测连续单

糖的结构"有望实现对生物大分子多糖碳链

的结构测定%

质谱法用于手性分子的分离是在加入手性

配体形成非对映体配合物的基础上进行的"受

特定手性配体和配位金属离子的影响"其应用

具有一定的局限性%筛选或者合成适合的配体

对提高方法的准确性和改善手性异构体之间的

分离度非常重要%针对配体的筛选和优化"有

人提出,手性变形-的概念"即在质谱非对映异

构体配合物解离法中"通过改变配体的大小和

配位功能"使配体能够更好地与手性分子结合"

从而增大方法的手性识别能力和分离度*

C!

+

%

随着质谱法的不断改进和发展"该方法在立体

异构体分离中的研究和应用也越来越多"具体

情况列于表
)

%

虽然质谱技术发展迅速"在药物分析领域

应用越来越广"但是该方法仍有一些亟待解

决的问题%如(检测灵敏度仍需提高&需要筛

选适合的配体&目前的研究大部分是针对单

个手性中心的分子"对于具有多个手性异构

体的多手性中心分子或一些生物大分子的研

究尚少*

CC

+

&利用各种质谱方法虽然能够较好

地分离手性分子的非对映异构体"但是在对

映异构体之间的区分度还有待提高%因此"

进一步提高方法的实用性"发展质谱技术在

复杂基质中的手性识别新方法*

CB?C"

+

"是一项

具有挑战性的研究工作%

综上"质谱法作为一种新兴的手性分析技

术"随着其在药物分析领域应用的逐渐拓展"该

方法已显现出对手性药物立体异构体分析的独

特优势"在手性分析方面具有很大的发展潜能%

随着对质谱法的适用性和定量分析方面的深入

研究"该方法有望成为一项重要的手性分析技

术"为手性分子立体异构体区分的研究提供新

的方向和发展空间%
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表
F

!

质谱法在手性分子立体异构体区分中的应用

W,=0&F

!

*

//

0$',)$#(-#D7,---

/

&')1#7&)1

2

$('4$1,07#0&':0&--)&1&#$-#7&1"$-)$(

<

:$-4

分析方法

D01&

>

<5;1&=6<4%H7

应用

D

::

&5;1<5%07

文献来源

_626/60;67

89

)

89

通过比较二级子离子丰度对葡萄糖$果糖的立体异构体进行分离%

Q.10

等*

B

+

以
!?

!叔丁基羰基#苯丙氨酸类化合物为配体"分离缬氨酸$亮氨酸等
+E

种常

见氨基酸的手性异构体%

Q1%

等*

++

+

89

"离子)分子反应法 以
"

?

环糊精为配体"分离丙氨酸$天冬氨酸$半胱氨酸等小分子氨基酸的立体

异构体%

[/5

U

%/610

等*

"

+

89

"动力学方法 利用二价
3.

离子配位"分离酪氨酸和脯氨酸的手性异构体%

V1%

等*

,

+

在
3.

离子配位的基础上"筛选小分子氨基酸作为手性配体"分离多巴胺$去

甲肾上腺素$普萘洛尔$麻黄碱等药物的手性异构体%

V1%

等*

+*

+

在含有丝氨酸$丙氨酸$脯氨酸等多种氨基酸的混合物中"以
3.

离子为配位

中心"进行手性分离%

N.

等*

+!

+

"

?

羟基酸与二价金属离子
(5

和苯丙氨酸形成三元络合物在质谱动力学方法

下进行手性异构体的分离%

N.

等*

+C

+

(5

和
3.

离子作为配位中心"小分子氨基酸和一些氨基酸衍生物互为配体进

行手性异构体之间的区分%

L

>>

/

>

&15060

等*

!#

+

在质谱动力学方法下利用
3.

和小分子氨基酸对一些低聚糖"如二糖及其异

构体进行结构分析%

81

W

%/

等*

#,

+

对映异构体
6?

"

G?

苯基甘氨酸混合物在质谱动力学方法中的分离和定量%

O5

等*

!!

+

利用金属离子和小分子氨基酸和蔗糖形成三元配位络合物"在异构体混合物

中对蔗糖各构型结构的分析和定量%

X%.

T

.6<

等*

!)

+

质谱动力学方法对化学合成药
X&50H%R1&06/

进行手性杂质的分离和定量分析%

Q%.0

U

等*

#C

+

质谱动力学方法实现对抗多重耐药性革兰氏阴性菌的抗生素
[9\))C+*C)D

与其
_

构型杂质的分离%

N.

等*

#B

+

89

"固定配体动力学方法 选择
3.

离子及小分子氨基酸为配体对多糖大分子中的小分子戊糖进行手性

和非手性异构体的结构测定%

(1

U>

等*

+#

+

质谱固定配体法实现己糖所有对映体和非对映体的结构测定和分离%

(1

U>

等*

!+

+

选择固定配体邻二氮菲和手性配体苯丙氨酸$脯氨酸络合
3.

离子分析测定

多巴胺的手性杂质%

O66

等*

##

+

离子淌度质谱!

P89

# 麻黄碱及其立体异构体伪麻黄碱在离子淌度质谱下"以小分子醇作配体实现

分离%

L%&0677

等*

))

+

离子淌度质谱应用于多肽分子中单个
6?

氨基酸结构确认和位置检测%

-51

等*

C#

+

手性离子淌度质谱!

3P89

# 以正丁醇为手性配体从消旋体混合物中分离阿替洛尔$青霉胺$丝氨酸$蛋氨

酸等手性分子的对映异构体%

]G5S6H5

等*

)!

+

场不对称离子淌度质谱

!

XDP89

#

利用场不对称离子淌度质谱分离特布他林对映体"以二价金属离子为中心"

小分子氨基酸为手性配体%

856

等*

)"

+

场不对称离子淌度质谱法在天冬氨酸$丝氨酸等
B

种常见氨基酸立体异构体

分离中的应用%

856

等*

!*

+
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