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摘要!寡核苷酸是药物发展的新领域$这类药物是人工 合 成 的DCE或]CE片 段$一 般 由#*!*"个 核 苷 酸

组成$其药动学研究的经典方法是酶联免疫法$但由于该方法的建立耗时’耗资$因此成为新药研发的瓶 颈%
液相色谱$质谱"F>(?@#联用技术在寡核苷酸类药物生物分析中面临的主要问题有&待测物离子化效率低’
基质效应严重’色谱分离条件与质谱 不 易 兼 容$样 品 处 理 回 收 率 低$但 该 方 法 建 立 快 速 且 选 择 性 强$并 能 够

同时进行代谢产物研究$因此$这项技术尽管存在一些缺点但依然备受关注%本文综述了过去#*年 中F>(

?@技术在寡核苷酸类药物生物样品定量分析和代谢物鉴定中的发展和应用%
关键词!寡核苷酸药物!液相色谱$质谱联用!生物样品
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!!在过去的#"年中!寡核苷酸类药物已逐渐

成为药物发展的新领域!这类化合物被证实可用

于多种疾病的治疗!例如癌症"病毒细菌感染"自
身免疫"感染性疾病"神经系统疾病以及代谢疾

病##$!$%该类药 物 是 人 工 合 成 的 DCE 或 ]CE
片段!一般由#*!*"个核苷酸组成#’$!其作用靶

点为产生疾病蛋白质的基因%根据作用机理的

不同可分为多类!其中!应用最广泛"开发前景最

好的主要 有 两 类&反 义 寡 核 苷 酸’-95.:89:82/.$
N29<0/825.P8:!E@$GMC:(和 短 干 扰 ]CE’:.$
]CE:(%E@$GMC:是 DCE 或 ]CE 单 链 片

段!其核苷 酸 序 列 可 与 靶 ,]CE或 靶DCE杂

交!抑制 或 封 闭 该 基 因 的 转 录 和 表 达!或 诱 导

]C-:8L识别并切 割 ,]CE使 其 丧 失 功 能!从

而 发 挥 治 疗 作 用#!$%:.$]CE: 是 一 种 双 链

]CE!通过]CE干扰通路影响基因 表 达#%$!与

E@$GMC:相比!这类化合物的药用研究起步较

晚!目前均处于研发阶段尚未有上市药物%已被

美国ZDE批准上市的E@$GMC:类药物有治疗

年龄相关性黄斑变性的 ?-0<N89’美国+785804
公司!!%,81$GMC(和用于治疗巨细胞病毒引起

视网膜炎的Z2,.R.1:89’美国J@J@公司!!#,81$
GMC(!此外!尚有!"余 种 E@$GMC:类 药 物 正

处于临床研究阶段#*$%天然寡核 苷 酸 进 入 体 内

后易被降解!因此只有通过化学修饰提高稳定性

才能达到药用目的%已上市和处于开发阶段的

寡核 苷 酸 类 药 物 主 要 是 硫 代 磷 酸 寡 核 苷 酸

’A42:A421254.2-582/.N29<0/825.P8:!W@$GMC:(
和!)$烷氧基修饰的混合骨架寡 核 苷 酸’,.38P$
O-0UO2982/.N29<0/825.P8:!?cG:(#H$!典型核苷

酸基团 示 于 图#%在W@$GMC:的 磷 酸 二 酯 键

中!#个非桥 键 的 氧 原 子 被 硫 原 子 所 取 代!经 硫

代修饰后的寡核苷酸可有效抵抗核酸酶的降解!
提高药物的血浆蛋白结合率及其在组织中的分

布!同时也会延缓药物的肾脏排泄#&$%?cG:是

在核糖的!)位末端进行修饰!其中以!)$8$甲基

和!)$8$甲氧乙基修饰最具代表性%?cG:具有

更强的靶]CE亲和性和更好的代谢稳定性#($%
其他磷酸骨架和核糖修饰的寡核苷酸包括吗啉

代的寡核苷酸"肽核酸和锁核酸等!目前这些寡

核苷酸的应用有限#)$%

注&-6硫代磷酸脱氧核糖核酸*O6!)$8$甲基核糖核酸*06!)$8$甲氧乙基核糖核酸’c代表碱基(

图B!结构改造后的典型核苷酸基团

D%5EB!=8#38+8*(’(%>84)0%,%80*/&$8%&’&%0?/%$0%*5?$)&Z+

!!在临床前及临床研究阶段!定量分析生物样

品中的寡核苷酸!以及鉴定代谢产物在其药代动

力学’Wb("药 动 学+药 效 学’Wb+WD(和 毒 代 动

力学’Tb(评价中是至关重要的!这不仅为寡核

苷酸药物提供Wb"Tb及代谢途径等重要信息!
还对这类药物的结构改造起到指导作用!达到改

善药物稳定性和降低清除率的目的%目前!寡核

苷酸的生物样品定量分析方法包括基于杂交技

术的酶联免疫法’+FJ@E("放射性同 位 素 法"毛

细管凝胶电泳法’>M+$dB+荧光(和高效液相色

谱法’LWF>$dB+荧 光(!这 些 方 法 在 应 用 中 都

有其各自的 特 点 及 局 限 性##"$%其 中!+FJ@E法

以其高灵敏度和高通量的显著优势在寡核苷酸

药物的 Wb+Tb 研 究 中 获 得 了 最 为 广 泛 的 应

用###$#!$!但它 无 法 区 分 全 长 的 寡 核 苷 酸 和 核 酸

水解的代谢产物!易产生交叉杂交的现象!导致

原药浓度被高估##"$%此外!为获得专属性试剂!

+FJ@E方法 的 开 发 周 期 长’H!#!个 月("成 本

高!通常成为寡核苷酸药物临床前和临床研究中

的瓶颈%
液相色谱$质 谱’F>+?@(联 用 技 术 将 具 有

高分离能力的液相色谱法与高灵敏度和选择性

的质谱法结合起来!虽然该技术已在小分子化合

物和多肽的生物样品分析中得到广泛应用!但由

于寡核苷酸类药物分子的多种特性’如酸性强极

性"离子 化 效 率 低"易 产 生 大 量 的 金 属 加 合 离
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子!"以及由这些性质导致的生物样品回收率不

稳定和F>#?@分析中存在的严重基质效应$灵

敏度低等问题"都成为F>#?@生物样品分析方

法开 发 中 需 要 攻 克 的 难 关%*"#’&’本 工 作 将 对

F>#?@技术 在 寡 核 苷 酸 类 药 物 生 物 样 品 定 量

分析和代谢物鉴定中的应用进行综述’

B!寡核苷酸类药物生物分析中的-1!9:
方法开发

BEB!质谱检测

BEBEB!离子化!目前"寡核苷酸类药物在临床

上多采用静脉或皮下给药方式"给药后药物在体

内迅速分布"然后进入消除相"消除相的血药浓

度很低且维持时间较长"因此"为了准确描述消

除相 药 时 曲 线"定 量 分 析 方 法 需 要 较 高 的 灵 敏

度’+FJ@E法的灵敏度在众多定量分析方法中

最高"可达##N#F以下"能够检测到给药后#&"
4的血药浓度%#!&’寡核苷酸属于酸性强极性化

合物"结构中的每个磷酸二酯键上都带有#个酸

性质子(Ab-!#!%#%&"通常这类化合物在+@J源

负离子模式下的响应较好"此外"由于这类化合

物含有至少#*个核苷酸基团"每个磷酸二酯键

上的酸性质子在+@J软电离过程中均可能发生

去质子反应"因此"在+@J($!检测条件下形成多

重电荷形式的离子’根据这些特点"利用常规质

荷比范围的质谱仪即可实现这类大分子离子的

测定(#H"""<!"但 这 种 多 重 质 谱 峰 的 存 在 使

质谱信号被分散到了多个前体离子上"并且由于

寡核苷酸的磷酸骨架带有多个阴离子"很容易结

合C-^$b^ 等 金 属 阳 离 子"进 一 步 分 散 了 质 谱

信号%#%$#*&’因 此"对 这 类 化 合 物 质 谱 条 件 优 化

的目的"一方面是改善待测物的多电荷分布"针

对丰度较高的前体离子优化质谱参数)另一方面

是 减 少 待 测 物 在 质 谱 分 析 时 加 合 离 子 的 形 成’
影响寡核苷酸离子化效率的因素主要包括溶液

AL值"阳离子浓度和有机溶剂组成%*&’寡核苷

酸是酸性化合物"使用质谱兼容的有机碱(如三

乙胺(T+E!!有助于提高质谱响应"但由于寡核

苷酸能够与T+E通过离子键和作用形成*假中

性分 子+"造 成 寡 核 苷 酸 的 电 荷 被 屏 蔽"使 其 在

+@J源气化过程中难以通过库伦爆炸从小液 滴

中释放出来成为气态离子"从而产生信号抑制的

现象%*&’EA==8/等%#H&于#))&年发现"采用六氟

异丙醇(LZJW!#T+E的缓冲液体系能够极大地

提高寡核苷酸类化合物的质谱响应"自此之后"

LZJW#T+E成为F>#?@分析寡核 苷 酸 的 常 用

缓冲 液 体 系%#&$!"&’其 原 理 是 LZJW(Ab-!)"

OA‘*&f!在AL&6"的 条 件 下 呈 分 子 状 态 自

由挥发"在离子化和去溶剂过程中"液滴表面的

LZJW挥发 殆 尽"AL 值 升 高 至#""在 这 样 的 条

件下"寡核 苷 酸$T+E离 子 对 能 够 顺 利 解 离"促

使寡核苷 酸 气 态 离 子 的 生 成%#H&’此 外"有 机 碱

T+E还能够有效抑制金属加合离子的形成%!#&’

EA==8/等%#H&对 比 了%种 不 同 溶 剂 体 系 下"*"
A,2/寡聚胸腺嘧啶核苷酸PT!"溶液的质谱响

应"包 括%"",,2/#F LZJW#T+E(AL&!"水

(AL&!"#"",,2/#F醋酸三乙胺(T+EE!水溶

液和!*,,2/#FT+E水溶液(AL#"!"示 于 图

!’结果显示"使用%"",,2/#FLZJW#T+E溶

液体系 时"PT!"的 质 谱 响 应 是 使 用!*,,2/#F
T+E水溶液的!倍"使用T+EE时质谱响应极

低"而使 用 水 作 为 溶 剂 时"检 测 到 大 量 的 加 合

离子’
由于寡核苷酸色谱分离中通常使用 水 相 比

例较 高 的 流 动 相 体 系"因 此 柱 后 灌 流 有 机 溶 剂

(乙腈$甲醇或异丙醇!是改善这类化合物离子化

效率$提高质谱响应 的 有 效 途 径%*&’此 外"柱 后

灌流"6#,2/#F咪唑乙腈溶液也能显著改善寡

核苷 酸 的 质 谱 响 应%!!&"但 其 机 理 有 待 进 一 步

研究’

B6B6G!质量分析器!在寡核苷酸的F>#?@分

析中"常见的质量分析器是三重四极杆质谱$离

子阱质谱和飞行时间质谱’三重四极杆质谱具

有离子传输效率高$动态范围宽和灵敏度高的特

点"在定量分析中具有显著的优势%#($#)"!’$!*&’寡

核苷酸在三重四极杆质谱中经过碰撞诱导解离

主要产生嘧啶和磷酸的碎片离子"对序列分析没

有帮 助’一 种!%个 核 苷 酸 的 硫 代 寡 核 苷 酸

(WZ$GDC"*,$T>MT>MTTTTMT>MTTTT$
MT>MTT$’,!在EWJ’"""$EWJ%"""$EWJ*"""
和EN./895H%H"四种型号的三重 四 极 杆 串 联 质

谱 仪 形 成 的 碎 片 离 子 均 比 较 单 一"主 要 是

4#7)*磷 酸 离 子 和4#7#!*胸 腺 嘧 啶 碎 片 离

子"示于图’%#($#)&’另一种#(个核苷酸的!,$烷

氧基取代的硫代寡核苷酸在EWJ%"""质谱仪上

得到的主要 碎 片 离 子 质 荷 比 同 样 是4#7)*和

#!*%#&&"且产生这两种碎片离子所需的碰撞能量

均较高’
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注!-6%"",,2/"FLZJW"T+E#AL&$%O6水#AL&$%

06#"",,2/"F醋酸三乙胺#T+EE$水溶液%P6!*,,2/"FT+E水溶液#AL#"$

图G!寡聚胸腺嘧啶核苷酸07GO溶液!NO#4)$"在不同溶剂中S:X总离子流响应对比#BQ$

D%5EG!1)4#’3%+)*),S:X()(’$%)*&/338*(+),NO#4)$07GO%*0%,,838*(+)$>8*(+#BQ$

图L!硫代寡核苷酸KD!V;[在三重

四极杆串联质谱分析时的碎片离子质谱图#BW$

D%5EL!9’++,3’548*(+),K:!V;[)*(3%#$8

./’*03)#$84’+++#8&(3)48(36#BW$

!!离子阱质谱能够产生与寡核苷酸序列相关

的Q和-$c系 列 的 诊 断 性 离 子&!H’(以 硫 代 寡 核

苷酸为例(其在离子阱质谱上的裂解方式示于图

%)其中(Q系列离子的末端是**$磷酸(用来判

断’*"**方向的核苷酸序列%-$c系列离子末端

是’*$呋喃(用 来 判 断**"’*方 向 的 核 苷 酸 序

列&!"(!&$!(’(这些离子不仅可以用来对寡核苷酸进

行定 量(还 可 以 用 于 鉴 定 其 代 谢 产 物&!"’)D-.
等&!"’使用离子 阱 质 谱 得 到 一 种#(个 核 苷 酸 的

硫代 寡 核 苷 酸 #M’#’)(**$T>T>>>EM>MT$
M>M>>ET$’*$的Q和-$c系列碎片离子(并将

其作为产 物 离 子 用 于 定 量 分 析)@.,A/8G/.N2$

9<0/825.P8@8V<89081#@G@$软件能够通过Q和

-$c的质谱碎片离子快速分析核酸序列&!)’(目前

已有 关 于 此 软 件 在 代 谢 物 鉴 定 中 应 用 的 报

道&!&’)FTYG1O.51-A质 谱 能 够 通 过 高 分 辨 数

据确认代谢物核苷酸的组成(区分质量相差不到

#<的代谢物&’"’(但这类离子阱质谱检测器的灵

敏度和动态范围均不及四极杆质谱)飞行时间

质谱主要用于寡核苷酸的定性研究(目前未见其

在定量分析中应用的报道)
不论使用何 种 检 测 器(T+E已 经 成 为 寡 核

苷酸质谱分析中必不可少的添加剂(但T+E属

于难挥发性碱(易吸附在质谱检测器上(造成仪

器污染并导致质谱检测灵敏度显著下降(这成为

质谱仪在寡核苷酸类药物生物分析应用中的限

制因素)为保 证 质 谱 仪 的 正 常 运 作(使 用 T+E
对寡核苷酸进行质谱分析时(需要及时清洗质谱

检测器(或在不影响检测灵敏度的前提下适当提

高气帘气的流 量(尽 量 减 少 进 入 质 谱 仪 的T+E
浓度&!%’)

BEG!与质谱兼容的反相离子对色谱法

寡核苷酸为酸性强极性化合物(在普通反相

色谱柱上几乎无保留(为增加这类化合物的色谱

保留(可以在流动相中加入适当的碱性离子对试

剂与寡核苷酸离子结合形成离子对(此离子对在

流动相中不 易 解 离(而 在 反 相>#(键 合 相 中 保

留(进而在固定相和流动相间进行分配(最终实

H# 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第’!卷!



图C!硫代寡核苷酸在离子阱质谱分析时的质谱断裂方式

D%5EC!9’++,3’548*(#’((83*),#2)+#2)3)(2%)’(8)$%5)*/&$8)(%08)*%)*!(3’#4’+++#8&(3)48(36

现色谱分离!#%"’##$这 种 反 相 离 子 对 色 谱 法%JW$
]W$LWF>&已成为 寡 核 苷 酸 色 谱 分 析 的 首 选 技

术$早期的JW$]W$LWF>$dB分 析 方 法 使 用 醋

酸三乙胺作为流动相中的离子对试剂"带正电的

三乙胺与寡核苷酸阴离子形成离子对"显著改善

了寡核苷酸 在 反 相 色 谱 柱 上 的 保 留 和 峰 形!’!#$
流动相体 系 中 醋 酸 三 乙 胺 的 浓 度 通 常 为*"!
#"",,2/’F%AL&6"&$在醋酸三乙胺的缓冲液

体系中"醋酸的Ab-%6&*"沸点较 高 为##(f"
在AL&6"的条件下几乎完全处于解离状态"因

此在质谱离子源的去溶剂过程中无法挥发"使寡

核苷酸难以从小液滴中释放出来成为气态离子"
产生明显的信号抑制现象!#H#$与醋酸三乙胺性

质 类 似 的 重 碳 酸 三 乙 胺 %T+Ec&也 被 用 于

JW$]W$LWF>法分离寡核苷酸"但与醋酸三乙胺

存在同样的质谱信号抑制现象!’’#$这两种离子

对试剂虽然已经普遍应用于寡核苷酸的 LWF>$
dB分析中!’!"’%$’*#"但由于其与质谱的兼容性不

佳"在寡核苷酸的F>’?@定量分析中均未能获

得广泛的使用$此外"醋酸三乙胺对寡核苷酸混

合物 的 分 离 能 力 也 不 及 T+E’LZJW 流 动 相

体系!’H#$

T+E’LZJW成为F>’?@法分析寡核苷 酸

时的首选离子对试剂缓冲液体系$在色谱分离

中"T+E发挥着离子对试剂的作用"其浓度决定

寡核 苷 酸 的 色 谱 保 留 行 为!’#"’&#$M./-1等!’!#研

究 了 不 同 的 T+E 缓 冲 液 体 系 对 碱 基 数 为

#"!’"的寡核 苷 酸 混 合 物 的 分 离 能 力"示 于 图

*$结果显示"使用含有#H6’,,2/’FT+E’%""
,,2/’FLZJW%AL&6)&的缓冲液体系分离效果

最好"其 次 为%6#,,2/’FT+E’#"",,2/’F
LZJW%AL (6!&体 系"而 在 含 有 "6# ,2/’F
T+EE%AL&6"&的流动相中存在分离度不佳的

寡核苷酸共 流 现 象$在 质 谱 检 测 中"T+E从 两

方面提高寡核苷酸的质谱响应(#&作为有机碱提

高酸性寡核苷酸的去质子效率)!&抑制寡核苷酸

金属加合离子的产生$若流动相中离子对试剂

浓度低"可能导致寡核苷酸保留效果不佳*分离

度差或不能有效去除质谱检测中金属加合离子

的干扰)若浓度过高"可能直接抑制质谱响应"因
此在优化流动相中水相的离子对试剂和有机溶

剂时"需要综合考虑色谱分离和质谱响应两方面

因素"并最终在二者之间达成平衡$

注(-6"6#,2/’FT+EE%AL&6"&)

O6%6#,,2/’FT+E’#"",,2/’FLZJW%AL(6!&)

06#H6’,,2/’FT+E’%"",,2/’FLZJW%AL&6)&

图N!使用不同离子对试剂缓冲液的核苷酸数

BO!LO的寡核苷酸混合物分离效果对比!LG"

D%5EN!:8#’3’(%)*),BO!LO483)$%5)*/&$8)(%08+

/+%*50%,,838*(%)*!#’%3%*5?/,,83+!LG"
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!!在核酸水解酶的作用下!寡核苷酸能够在体

内生成核苷酸片段断裂的代谢产物"’(#$虽然质

谱的选择反应监测%@]?&模式能够选择性监测

原形和代谢产物!但由于同类寡核苷酸的碎片离

子极为 相 似!在@]? 分 析 时 可 能 发 生 交 叉 干

扰"#($#)#!因此有必要提高色谱分离能 力!避 免 原

形和代谢物之间的干扰$目前!测定生物样品中

寡核苷酸的液相色谱方法均采用梯度洗脱模式!
与等度洗脱相比!这种色谱条件对寡核苷酸的分

离度高!并 且 有 助 于 改 善 色 谱 峰 形’减 少 拖 尾$
但寡核苷酸对流动相中初始有机溶剂(水相比例

很敏感!有机相(水相比例过小或过大会 造 成 待

测 寡 核 苷 酸 不 出 峰 或 死 时 间 出 峰 的 极 端 结 果$
因此!在优化流动相梯度条件时需要谨慎选择初

始有机溶剂(水相比例"’!#$此外!使用缓慢的梯

度变化条件也有助于原形和各种核苷酸片段水

解的代谢产物实现基线分离"’H#$

BEL!生物样品预处理

在复杂的生物基质中!存在大量盐类’磷脂’
蛋白质和其他有机或者无机成分!对于小分子化

合物而言!这些成分会对F>(?@分析产生影响

并导致基质 效 应"’)#!但 对 于 寡 核 苷 酸 这 类 生 物

大分子来说!基质中盐类的存在将导致大量金属

加合离子的生成!而蛋白质则是影响其色谱行为

并产生基质效应的主要因素$由于寡核苷酸经

过结构改造后!蛋白结合率显著提高"%"#!因此在

样品预处理阶段!去除生物样品中的盐和蛋白质

对于F>(?@分 析 的 顺 利 进 行 是 至 关 重 要 的$
沉淀蛋白法%WWT&!固相萃取%@W+&和液液提取

%FF+&均被应用于寡核苷酸的生物样品预处理$

WWT法 样 品 提 取 回 收 率 低!并 且 由 于 难 以 充 分

去除蛋白质!在样品分析时会产生显著的基质效

应"#"#)@W+法 中 应 用 比 较 广 泛 的 是 G-:.:LFc
柱%美国 \-581:公 司 产 品&"#($!"!!%#!与 色 谱 分 离

原理相同!在@W+小 柱 活 化 和 淋 洗 的 过 程 中 均

需要使用T+E缓 冲 液 才 能 达 到 保 留 寡 核 苷 酸

和洗 脱 干 扰 基 质 的 目 的!此 外 还 有 阴 离 子 交 换

@W+柱W212:LY(?%美 国W81:8A5.R8c.2:7:$
58,:公司产品&"#*!%##$但是!@W+法处理后的样

品在F>(?@分 析 时 也 同 样 存 在 基 质 效 应 的 影

响"!"!!%#$苯酚$二 氯 甲 烷(氯 仿$异 丙 醇 的 FF+
法能够有效 去 除 基 质 中 的 蛋 白"!*#!@W+法 能 够

富集待测物并进一步去除基质!这两种方法的结

合使用不仅提取回收率较高!而且获得的样品在

分析时还能充分避免基质的影响"#($#)!%!#$
寡核苷酸在聚丙烯管和玻璃容器中 均 存 在

非特异性吸附!对容器进行烷基化处理并采用含

有T+E的溶剂溶解样品!能够避免非特异性吸

附"#(#$在生物 定 量 样 品 分 析 中!解 决 非 特 异 性

吸附的问题对保证结果的准确性和重现性也至

关重要$

G!-1!9:方 法 应 用 于 寡 核 苷 酸 药 物 的

定量及定性研究

F>(?@法应 用 于 寡 核 苷 酸 的 生 物 样 品 定

量分析列于表#$定量分析方法采用FF+’@W+
或二者的组合进行样品预处理!液相色谱分离时

多使用 含 有 T+E(LZJW的 离 子 对 色 谱 进 行 梯

度洗脱!质谱检测均使用+@J源负离子的 ?]?
扫描模式!并且将多组 ?]? 信号加合!有助于

提高质谱定量分析的灵敏度"#)!!’#$WZ$GDC是

辉瑞公司开发的用于治疗肺癌的含有!%个核苷

酸的W@$GMC类药物$K4-9N等"#(#建立了F>$
?@(?@法用于 定 量 分 析 大 鼠 血 浆 中 的 原 形 化

合物WZ$GDC!使 用 L7A81:./MGFD>#(色 谱

柱!#6&,,2/(FT+E(#"",,2/(FLZJW%AL
&6*&的流动相缓冲液体系梯度洗脱!定量下限为

*6"#N(F$根 据 实 际 经 验!K4-9N等"#(#提 出 了

建立寡核苷 酸 类 药 物 的F>(?@定 量 方 法 的 一

般流程!示于图H$本文作者"#)#在此基础上进一

步 优 化 色 谱 和 质 谱 条 件!使 用 W4892,8983
M8,.9. >#( 色 谱 柱!流 动 相 中 加 入

!6(*,,2/(FT+E(#"",,2/(F LZJW %AL
&6(&!在梯度洗脱条件下!使原形和%种核苷酸

片段 水 解 的 代 谢 产 物**C$#(’*C$#’**C$!和

**C$’基本实现色谱分离!避免了多组分在质谱

检测中的相互干扰!实现了大鼠血浆中WZ$GDC
和%种 代 谢 物 的 同 时 定 量!定 量 下 限 为%6"

#N(F!示于图&$该方法被应用于大鼠静脉给予

#6",N(UNWZ$GDC后!血浆中原形及代谢物的

定量!初 步 描 述 了WZ$GDC在 大 鼠 体 内 的 药 动

学过程$
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图Q!寡核苷酸类药物的-1!9:生物分析方法建立流程

D%5EQ!D$)A&2’3(08+&3%?8+(2838&)448*080+(3’(856,)308>8$)#%*5?%)’*’$6(%&’$48(2)0),

(283’#8/(%&)$%5)*/&$8)(%08+/+%*5-1!9:

注!-6大鼠空白血浆"O6大鼠空白血浆中加入内标至’6!#N#F"06大鼠空白血浆中加入WZ$GDC及其代谢物*$C$#%*$C$!%

*$C$’和’$C$#至FFGY&%6""#N#F’(加入内标至’6!#N#F"P6大鼠静脉注射#6",N#UNWZ$GDC后#*,.9血浆样品"

W8-UJ6WZ$GDC"W8-UJJ6*$C$##’$C$#"W8-UJJJ6*$C$!"W8-UJB6*$C$’"W8-UB6J@

图J!大鼠血浆中KD!V;[及其代谢物的典型 9=9色谱图

D%5EJ!=8#38+8*(’(%>89=9&23)4’()53’4+),KD!V;[’*0%(+48(’?)$%(8+%*3’(#$’+4’

!!与小分子药物相同(成功的寡核苷酸药物需

要有良好的体内代谢稳定性)确定寡核苷酸药

物的 代 谢 位 点 能 够 指 导 结 构 改 造(了 解 代 谢 途

径(有助于预测其毒性及药效)在体内(寡 核 苷

酸可在’$$核酸外切酶和*$$核酸外切酶的作用

下发生磷酸 二 酯 键 水 解(分 别 从 核 酸 链 的’$和

*$端丢失核苷酸片段)通常按照丢失的核苷酸

数 目 将 这 些 代 谢 产 物 标 记 为’$C$#(*$C$#(

’$C$!(*$C$!**等+#)(!&$!((%’$%%,)寡核苷酸代谢

产物鉴 定 中 常 用 的 质 谱 仪 是 离 子 阱 质 谱(\8.
等+!&,使 用 离 子 阱 质 谱 仪 鉴 定 了 MTJ$!"%"
&*$$MM>TEEET>M>T>>E>>EEM$’$’在 不

同生物样品中的代谢产物)在受试者血浆中共

检测到*种 MTJ$!"%"的’$端 核 苷 酸 依 次 水 解

"! 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第’!卷!



的代谢产物!在大鼠肝肾匀浆液和人肝微粒体中

也检测 到’"端 核 苷 酸 水 解 的 代 谢 产 物#由 于

MTJ$!"%"的’"和*"端均为鸟嘌呤核苷酸!根据

准分子离子信息无法判断C$#$?#%这种代谢产

物究竟是’"C$#还是*"C$#!然而!离子阱质谱的

优势在 于 能 够 获 得 Q和-$c系 列 碎 片 离 子!结

合@G@软件可以确定相应的核苷酸序列#对比

’"C$#和*"C$#对 照 品 的 二 级 质 谱 碎 片 离 子 信

息发现!’"C$#和*"C$#对照品的Q和-$c系列

碎片离 子 存 在 明 显 区 别!示 于 图(#图(-中!

4&7H&%6)的Q!_#离子和4&7(&"6%的-*$c*_!

离子 分 别 对 应 化 合 物 ’"C$# 的 ’"EE 和

*"MM>TE核苷 酸 序 列’而 图(O中!4&7H)#6#
的Q!_#离 子 和4&7(H!6H的-*$c*_!离 子 分 别

对应化合 物*"C$#的’"ME和*"M>TEE核 苷

酸序列#根据这一特点!结合 ?#的二级质谱信

息最终确 认 其 为’"C$#核 苷 酸 水 解 代 谢 产 物#

K2<等(’")使 用FTYG1O.51-A高 分 辨 质 谱 鉴 定

了 LcB!H’$:.]CE%的体外代谢物!采集的F>&

?@数据通过W12?-::去卷积软件处理后!能够

自动计算出代谢物的相对分子质量!并推测其可

能的核苷酸序列!此外!高分辨的质谱数据能够

准确区分质量数相差"6)(!&<的两个代谢物#

注*-6’"C$#对照品和 ?#’O6*"C$#对照品

图U!!!"BOOC"9\QI#Q\ 的前体离子通过碰撞诱导解离产生的碎片离子及其归属"GJ#

D%5EU!D3’548*(%)*+’++%5*48*(+,)$$)A%*5&)$$%+%)*!%*0/&800%++)&%’(%)*),

(28#38&/3+)3%)*+’(!!"BOOC"9\QI#Q\ "GJ#

L!总结和展望

随着F>&?@技术的发展!无论是在寡核苷

酸类药物的生物样品定量分析方面!还是在代谢

产物定性方面!F>&?@都具有显著的 优 势 和 鲜

明的特点#因此!尽管这项分析技术目前还存在

诸如进样 器 残 留(#))+灵 敏 度 不 及+FJ@E方 法+
样品 预 处 理 步 骤 繁 琐 等 缺 点!但 它 依 然 备 受 关

注#F>&?@领域不断有新技 术+新 仪 器 被 开 发

和使用!如专门针对消除残留设计的C-92:A-08

LT@自动进样器$日 本 岛 津 公 司 产 品%’整 合 了

新技术并使检测灵敏度显著提高的新型质谱仪!
如Y$T1-A**""四 极$线 性 离 子 阱 杂 交 质 谱 仪

$美国应用 生 物 系 统 公 司 产 品%+I8R2TY三 重

四极 杆 串 联 质 谱 仪$美 国 沃 特 世 公 司 产 品%+

T@YB-95-N8三 重 四 极 杆 串 联 质 谱 仪$美 国 赛

默飞世尔公司产品%以及EN./895H%)"三重四极

杆串联质谱仪$美国安捷伦公司产品%’适用于酸

性强极性化 合 物 的 多 种 复 合 型@W+填 料!以 及
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用于寡核苷酸@W+快速提取的>/-1.57GTI试

剂!美国菲罗门公司产品"#根据亲水性相互作用

开发的$适用于强极性化合物的多 种 LJFJ>色

谱柱%%*&和专门针对寡核苷酸色谱分析开发的玻

璃包覆棒状色谱柱!日本资生堂公司产品"的使

用$可 以 提 高F>’?@分 析 时 流 动 相 中 有 机 相’
水相的比例$有助于提高待测物离子化效率(这

些技术在寡核苷酸类药物分析中的应用有待实

践检验$相信F>’?@法在寡核苷酸生物样品分

析领域的应用会不断深入(
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