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基于生物质谱的蛋白质定量技术及其在药代动力学

研究中的应用

吴梦秋，陆高远，邵　畅，王单单，孙　迪，郝海平，王广基
，叶　慧

（中国药科大学药物代谢动力学重点实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　蛋白质定量技术是指对细胞、组织以至整体生物体内的蛋白质表达水平进行全谱定量分析的手段，其在生物
过程机制的探索、生物标志物和药物作用靶标的发现及验证等过程中发挥着重要作用。新兴生物质谱技术和数据采集方法

的发展为蛋白质定量提供了先进的技术平台，促使了蛋白质研究逐渐从简单定性转变为精确定量。本文综述了基于生物质

谱的蛋白分子定量策略及方法，评述了不同方法的特点和适用范围，并阐述了其在药物代谢动力学研究领域，如药物转运体、

药物代谢酶的定量和多肽及蛋白类药物的药代动力学研究等方面的应用，为传统的药代动力学研究提供了新的思路与方法。
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　　相对于基因和信使 ＲＮＡ，蛋白质是在生物体
细胞内直接发挥作用的生物大分子。其分布、表达

水平、翻译后修饰和蛋白蛋白相互作用直接调控
着生物体的各种生理病理现象。近年来，基于生物
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质谱技术的蛋白定量研究，通过精确测定在不同状

态下生物体内的蛋白质表达及其翻译后修饰水平，

在探索蛋白质生物功能、发现疾病生物标志物、寻

找药物作用靶标、揭示药物作用机制等研究中发挥

了重要作用。纵观蛋白研究领域，生物质谱的飞速

进步是蛋白定量技术得以发展的核心。因此，本文

将基于高分辨质谱仪的发展及生物质谱的定量采

集方法这两个方面介绍新兴的蛋白定量技术，并介

绍其在药学，尤其是药代动力学领域的最新应用。

这既是对新兴蛋白定量技术应用范围的拓展，更为

传统的药学研究提供了新的方法和思路。

!

　新兴蛋白定量技术概述

１１　生物质谱的发展
２０世纪８０年代末发展的质谱软电离方式即

电喷雾电离（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ）和基质辅
助激光解析离子化（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＭＡＬＤＩ）开拓了质谱应用的崭新领
域———生物质谱。这两种技术的高灵敏度和宽泛

的质量检测范围解决了蛋白质和多肽等大分子的

离子化和检测问题，使得蛋白质分子的定性和定量

成为可能［１］。ＥＳＩ源通过高压电场作用于样品喷
雾，使得分析物从溶液中雾化并电离；而ＭＡＬＤＩ则
能够使待测物从干燥的基质中气化并带电，基质可

以保护待测物免受破坏。由于 ＥＳＩ源可与液相色
谱分离的洗脱物在线连接，因此在蛋白质定量研究

中运用更为广泛；而ＭＡＬＤＩＭＳ在质谱原位成像技
术方面应用较多，其灵敏度高、特异性强，是一种从

组织样品中进行原位蛋白鉴定、定位和定量的有力

工具［２］。如本课题组 Ｙｅ等［３］结合基质辅助激光

解析电离质谱成像技术（ＭＡＬＤＩＭＳ）与自上而下
全蛋白质谱表征技术（ｔｏｐｄｏｗｎＭＳ）揭示了地

!

西

平造模的神经发育障碍大鼠脑蛋白中的生物标志

物，确认了神经发育障碍致病机制中起调控作用的

信号通路，为治愈此类疾病提供了新的线索与

可能。

质量分析器是质谱中除电离源外的另一核心

组成部分，是决定质谱仪的灵敏度、分辨率和质量

准确度的重要部件。目前用于蛋白质组学研究的

质谱分析器主要有５类，即离子阱质量分析器（ｉｏｎ
ｔｒａｐ，ＩＴ）、四级杆（ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ，Ｑ）、飞行时间分析器
（ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ，ＴＯＦ）、傅里叶变换离子回旋共振

（ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｏｎｃｙｃｌｏｔｒｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＦＴＩＣＲ）和
轨道阱质谱分析仪（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）。

以上质量分析器的性能不尽相同，各自有其优

缺点。现阶段在蛋白的质谱定量工作中使用的质

谱仪通常使用多级质谱串联方式，以充分发挥不同

质量分析器的优点，弥补单独使用时的不足。例

如，ＭＡＬＤＩ与两级 ＴＯＦ相连构成的 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／
ＴＯＦ是一种新型的质谱仪。ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ首
先通过第一级 ＴＯＦ获得肽段的精确分子质量，同
时选择部分离子在碰撞池中裂解，再由第二级ＴＯＦ
扫描碎片离子质量。其扫描速度快、灵敏度和质量

准确度高，适宜于对蛋白进行鉴定和相对定量。代

表性研究如 Ｍｅｌｖｉｎ等［４］运用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ对
肠球菌膜表面的１３种多肽和蛋白进行了鉴定和原
位成像；Ｈａｎｒｉｅｄｅｒ等［５］基于ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ成像
平台发现 Ｌ多巴胺导致的大鼠运动障碍模型伴随
着脑纹状体局部强啡肽的上调；Ｅｌｓｎｅｒ等［６］运用

ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ成 像 技 术 揭 示 了 ＣＯＸ７Ａ２，
ＴＡＧＬＮ２，Ｓ１００Ａ１０Ｏ３种蛋白为 Ｂａｒｒｅｔｔ′ｓ腺癌的
预诊标记物。

ＱＴＯＦ是采用四极杆质量分析器和 ＴＯＦ串联
的质谱仪，它采用四极杆为质量过滤器，以 ＴＯＦ为
质量分析器，分辨率和质量精密度明显优于三重四

极杆质谱。ＱＴＯＦ能在宽质量范围内实现高分辨
并具有高灵敏度的 ＭＳ／ＭＳ功能，同时完成母离子
和子离子的精确测定。ＱＴＯＦ可以与ＥＳＩ源连接，
也可以和ＭＡＬＤＩ离子源连接。ＱＴＯＦ广泛应用于
生物样品的测定中，如 Ｋａｎｇ等［７］基于 ＨＰＬＣＱ
ＴＯＦ建立了支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中脂质组
的测定方法，揭示了血脂水平与哮喘的关系；Ｐｏｍ
ｐａｃｈ等［８］利用亲水色谱与反相色谱结合的二维分

离耦连ＱＴＯＦ质谱仪，对肝脏疾病触珠蛋白的糖
型进行鉴定，并发现肝癌组织中特定糖型 ＬｅｗｉｓＹ
的升高。

ＦＴＩＣＲ是一类捕捉式质谱仪，在高真空和强
磁场中俘获离子，可以提供超高的准确度（１～２）
和分辨率（５０００００ＦＷＨＭ以上）的信号，且测定分
子量范围宽，可以直接获得相对分子质量高达

４５０００的蛋白的相对分子质量的准确信息，因此
ＦＴＩＣＲ的产生促使了“Ｔｏｐｄｏｗｎ”蛋白质鉴定策略
的产生。这一方法颠覆了经典的“Ｂｏｔｔｏｍｕｐ”蛋白
质鉴定策略。不同于“Ｂｏｔｔｏｍｕｐ”法从局部肽段分
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析而逐步鉴定整体蛋白，Ｔｏｐｄｏｗｎ技术针对完整
蛋白分子进行表征，有利于不同翻译后修饰和亚型

的甄别［９］。但 ＦＴＩＣＲ存在扫描速度缓慢的局限
性，无法用于大规模的蛋白质组学研究。相比于

ＦＴＩＣＲ，Ｌｉｎｅａｒｑｕａｄｒｕｐｏｌｅｉｏｎｔｒａｐ／ＦＴＩＣＲ（ＬＴＱ
ＦＴ）混合型质谱将线性离子阱质谱与傅里叶变换
回旋共振质谱巧妙地结合，实现了高扫描速度、高

灵敏度、高准确度及高分辨率质谱的集成。例如

Ｂｉｌｄｌ等［１０］利用 ＬＴＱＦＴ／Ｏｒｂｉｔｒａｐ扩大了非标记法
的线性范围（０１～１０００ｆｍｏｌ），这在亲和纯化法研
究低丰度的蛋白蛋白相互作用中具有重要意义。

Ｏｒｂｉｔｒａｐ静电场轨道阱是近年来新兴的一种
高分辨率质量分析器。它利用离子在特定静电场

中运动频率的不同对阱内离子进行质量分析。

２００５年，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司首次实现了
对轨道阱质量分析器的商品化，随后经技术改革与

创新，推出了多款基于轨道阱技术的新型质谱仪

器。例如，ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ、ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓ、
ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＥｌｉｔｅ将线性离子阱与轨道阱联用，充
分利用ＬＴＱ线性离子阱的离子分离、裂解功能，并
通过 Ｏｒｂｉｔｒａｐ进行高分辨率、高质量准确度的分
析；ＱＥｘａｃｔｉｖｅ质谱仪实现了四极杆与轨道阱检测
技术的结合；ＯｒｂｉｔｒａｐＦｕｓｉｏｎ质谱仪创新性的结合
了四极杆、Ｏｒｂｉｔｒａｐ和离子阱质谱仪的优点，能够
从丰度极低、复杂性极高，或者极难分析的样品中

对待测物进行准确定量和透彻的结构分析。此外，

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司还推出了除了碰撞诱
导解离技术（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＣＩＤ）以
外的高能碰撞诱导解离（ｈｉｇｈｅｒｅｎｅｒｇｙＣｔｒａｐｄｉｓｓｏ
ｃｉａｔｉｏｎ，ＨＣＤ）以及电子转移解离（ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ
ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＥＴＤ）裂解技术，可应用于复杂体系目
标物的分析。鉴于以上优势，Ｏｒｂｉｔｒａｐ被广泛应用
于生物学研究中，如 Ｈｅｏ等［１１］利用 ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ
ＶｅｌｏｓＰｒｏ分析了丰度低、溶解度低的海马跨膜蛋
白，大大提高了膜蛋白的鉴定效率。Ｍａｊｏｖｓｋｙ
等［１２］基于ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ进行的靶向蛋白质组学研
究揭示了植物信号传导过程中的一些蛋白质的降

解现象，是定量蛋白质组学用于植物生理学研究的

良好范例。

１２　生物质谱数据采集方法
信息依赖扫描（Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｃｑｕｉｓｉ

ｔｉｏｎ，ＩＤＡ）是生物质谱定性分析中最常见的数据采

集方法。ＩＤＡ数据采集方式通过合理配置质谱扫
描模式和参数，高通量地获得生物样品中待测物的

一级质荷比、二级碎片及色谱保留时间等多维信

息。具体说来，ＩＤＡ通过预先定义触发子离子扫描
的条件，如分子离子峰的强度、质量数、色谱保留时

间等，对符合条件的分子离子峰触发子离子扫描。

条件设置可降低基质的干扰，然而当样品复杂或

ＩＤＡ设置不合理时，一些重要化合物的子离子扫描
不会被触发。

不同于 ＩＤＡ，多重反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）是针对靶标分子的一种质谱分析
技术。该技术采用三重四级杆质谱仪，在一级扫描

下根据质荷比选择特定的母离子，再使发生碰撞解

离后，在二级扫描中分析预先选定的、特异性碎片离

子。ＭＲＭ模式的双重质量筛选降低了质谱信号的
噪声干扰，从而获取较灵敏和高重现性的定性和定

量信息，在目标蛋白质的定量研究中得到了广泛应

用并有较强的发展潜力。如Ｗａｎｇ等［１３］利用ＭＲＭ
技术对人２０号染色体控制表达的蛋白质在肿瘤组
织及相应的细胞系中的表达进行定性和定量分析，

并考察了基因转录水平与表达水平的相符性。

ＳＷＡＴＨ（ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｗｉｎｄｏｗａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｏｆａｌｌ
ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ）技术是近年来出现
的介于 ＩＤＡ和 ＭＲＭ之间的非数据依赖采集方法
（ｄａｔａｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ，ＤＩＡ）。它依靠连续
运行Ｎ个固定宽度的母离子分离窗口，通过提高
碰撞能量使每个窗口内的母离子都发生断裂，再依

赖碎片离子谱图库检索，挖掘共碎裂多肽的二级谱

中特定多肽产生的特征碎片，进而同时完成对多肽

的定性和定量分析［１４］。ＳＷＡＴＨ技术的最大优势
在于能在一次运行中同时实现蛋白样品的定性和

定量，相比传统的ＩＤＡ和ＭＲＭ模式具有更高的分
析通量。Ｌｉｕ等［１５］对比了ＳＷＡＴＨＭＳ和ＩＤＡ技术
在人血清中 Ｎ糖蛋白进行定量测定中的应用，结
果证明与ＩＤＡ方法相比，ＳＷＡＴＨ方法定量下限不
及ＩＤＡ，但测定的蛋白种类大大增加。
１３　蛋白质的相对定量技术
１３１　标记定量技术　稳定同位素标记技术，
如１３Ｃ、１５Ｎ、２Ｈ等同位素，常应用于蛋白质的标记定
量中。含同位素的多肽或蛋白分子的离子化效率

和质谱碎裂方式基本相同，只在离子的分子质量上

存在差别。因此，在蛋白质的酶解肽段上引入稳定
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同位素标记，通过在同一次分析中比较带有不同分

子量的同位素所标记的肽段离子的质谱峰强度，以

此实现精确的相对定量。标记定量技术的方法繁

多，但依据同位素引入方法的不同，可大致分为以

下３类：代谢标记法、酶促标记法和化学标记法。
代谢标记法　代谢标记法是通过将含同位素

的或同位素元素标记的氨基酸掺入到细胞培养基

或动物饲料中，使得细胞和动物在生长代谢过程中

完成同位素的掺入，例如最常用的方法 ＳＩＬＡＣ法
（ｓｔａｂｌｅｉｓｏｔｏｐｅｌａｂｅｌｉｎｇｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ）。ＳＩＬＡＣ方
法是用含稳定同位素标记的必需氨基酸的培养基

进行细胞培养，如赖氨酸（Ｋ）和精氨酸（Ｒ），产生
同位素标记的蛋白，因而可在胰蛋白酶解后由含Ｋ
和Ｒ的轻重肽段间的峰高比例计算出轻重标记的
细胞中所含蛋白的相对丰度［１６］。目前，ＳＩＬＡＣ技
术已成功应用于果蝇［１７］、斑马鱼［１８－１９］和 小

鼠［２０－２１］的定量蛋白质组学研究中。

近年来发展的培养基衍生同位素标签

（ｃｕｌｔｕｒｅｄｅｒｉｖｅｄｉｓｏｔｏｐｅｔａｇｓ，ＣＤＩＴｓ）［２２］、同位素标
记蛋 白 质 组 （ｓｔａｂｌｅｉｓｏｔｏｐｅｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｔｅｏｍｅ，
ＳＩＬＡＰ）［２３］和超级 ＳＩＬＡＣ（ＳｕｐｅｒＳＩＬＡＣ）［２４］等方法
将ＳＩＬＡＣ标记的细胞样品作为内标，混合入组织
样本，从而实现对组织样本中蛋白质进行全谱定

量，拓展了ＳＩＬＡＣ法在组织和临床样本中的应用。
如Ｍａｎｇｒｕｍ等［２５］将 ＳＩＬＡＣ标记的 ＨｅｐＧ２细胞分
泌蛋白与人类血浆以总蛋白量混合，使用 ｎａｎｏＬＣ
串联ＱＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐ质谱系统发现了６０余种
共有的血浆蛋白，其中包括白蛋白、载脂蛋白、凝血

因子和转运蛋白等，这一研究拓展了 ＳＩＬＡＣ法在
临床血液样本中生物标记物测定中的应用。另外，

通过给予一定时间的含稳定同位素标记氨基酸的

培养基还可以用来研究蛋白的合成和降解速率，这

一方法称为ｐｕｌｓｅｄＳＩＬＡＣ法［２６］。如 Ｎｏｌｔｅ等［１９］运

用ｐｕｌｓｅｄＳＩＬＡＣ法，通过检测１３Ｃ６ｌｙｓｉｎｅ的掺入研
究斑马鱼鳍损伤修复过程中发挥重要作用的蛋白。

同样的方法也可以运用于药物作用后的动物，以研

究药物作用机制。

代谢标记法的优点是其同位素的掺入发生在

样品处理最早阶段，因此可以最大程度的减小标记

过程伴随的定量误差。然而代谢标记法仍存在其

不足，如耗时长，价格昂贵以及培养过程中稳定同

位素标记的精氨酸会向脯氨酸转化等［２７］。因而在

样品处理后期进行稳定同位素标记的方法，如化学

标记法和酶促标记法等成为必需。

酶促标记法　目前酶促标记法主要指的是１８Ｏ
标记法。在蛋白酶如胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）、胰凝乳蛋
白酶（ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ）、多肽内切酶（ＬｙｓＣ）和 Ｇｌｕ蛋
白酶（ＧｌｕＣ）的酶解过程中，使用 Ｈ２

１８Ｏ可将 Ｃ端
的两个１６Ｏ置换为１８Ｏ，产生４Ｄ的质量位移，其原
理如图１（Ａ）所示［２８］。１８Ｏ标记相比较于其他标记
定量技术法其优势在于其操作简单，标记效率高，

适用范围广，成本较低［２９－３０］。
１８Ｏ标记法经常用于糖蛋白的相对定量分析

和糖肽位点的确认，如 Ｙｅｎ等［３１］基于 ＱＥｘａｃｔｉｖｅ
ＭＳ平台对乳腺癌细胞糖蛋白质组学进行分析，共
鉴定得到２００～３００个糖蛋白，并运用１８Ｏ标记法确
定了蛋白糖肽位点。Ｚｈａｎｇ等［３２］将１８Ｏ与 ＳＰＩＴＣ
方法（４ｓｕｌｐｈｏｐｈｅｎｙｌｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）结合，建立了同
步定性和定量蛋白质的方法。该方法在蜘蛛毒素

中的研究证实了其可靠性。将１８Ｏ与二甲基化标
记组合，与等重标记原理相类似，可以实现细胞、组

织和血清内蛋白质组的高精确度的相对定量

分析［３３］。

鉴于普通酶解反应效率和酶解程度受限，不适

于高度复杂生物样本的分析，近年来固定化酶反应

器逐渐被用于酶解标记。固定化的酶解反应可以降

低标记过程中回交发生的概率，缩短标记时间，适宜

于高度复杂样品的高通量分析［３０］。如 Ｂｅｚｓｔａｒｏｓｔｉ
等［３４］使用两步法实现了对小鼠红白血病细胞核内

的ＣＤＫ９（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ９）进行酶解和标
记，大大提高了标记效率，缩短了反应时间；Ｑｉｎ
等［３５］将胰酶固定在有纤维状聚合物链的磁珠上，高

效酶解的同时完成１８Ｏ标记，文章还结合ＭＲＭ方法
实现了高温厌氧杆菌中烯醇酶的绝对定量。

化学标记法　除了酶促标记法以外，化学标记
法也是一种常用的体外引入同位素的标记技术，根

据引入的同位素标签是否有质量差异，我们将化学

标记法分为质量差异标记技术和等质量标记技术。

前者通过比较轻重标记的样品在一级质谱的峰强

度实现目的蛋白的相对定量分析；后者则依据样品

的特征性二级碎片离子的峰强度实现蛋白的相对

定量分析。其中，代表性的质量差异标记技术有同

位素亲和标签法和二甲基化标记法。同位素亲和

标签法（ｉｓｏｔｏｐｅｃｏｄｅｄａｆｆｉｎｉｔｙｔａｇｓ，ＩＣＡＴ）由 Ｇｙｇｉ
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等［３６］在１９９９年开发，是目前较常见的化学衍生标
记试剂。如图１（Ｂ）所示，ＩＣＡＴ试剂主要由３部分
构成：活性基团，用来特异性结合半胱氨酸的巯基；

连接基团，由聚醚结构组成，用来整合稳定的同位

素；（３）亲和标签，用于对ＩＣＡＴ标记的多肽进行提
纯。ＩＣＡＴ方法首先将不同状态的细胞裂解，分别
加入轻标或重标的 ＩＣＡＴ试剂，２种标记试剂的相
对分子质量相差８Ｄ；再将反应后标记有不同ＩＣＡＴ
试剂的样品等比例混合，进行酶解及后续的ＬＣＭＳ
分析，即可实现对不同状态下细胞内特定蛋白的相

对定量。但由于 ＩＣＡＴ标记法只能标记含半胱氨
酸的蛋白，大大限制了其应用范围；另外，由于生物

素标签分子较大，增加了二级质谱图和肽段鉴定的

复杂性；同时，有报道轻、重标的肽段在反相色谱中

保留时间不同。针对以上缺点，可剪切、共洗脱标

签的应用使得这一方法得到改进［３７－３８］。

与ＩＣＡＴ相比更为简便、费用低廉的质量差异
标记技术为二甲基化标记法。Ｈｓｕ等［３９］发展的甲

基化标记是利用甲醛和氰基硼氢化钠组合标记肽

段的所有活性氨基。不同于 ＩＣＡＴ法，蛋白需先经
过酶解再进行二甲基化标记反应，如图１（Ｃ）。该
方法优势在于反应条件温和、快速、无明显副反应、

价格低廉。随后Ｂｏｅｒｓｅｍａ等［４０］建立了３种二甲基
化标记的标准流程，包括溶液中进行标记、使用预

柱进行在线标记和固相萃取柱标记。溶液中标记

适宜对微克到毫克的蛋白进行标记，因为可以平行

操作，因此在样品数量较多时尤为重要；在线二甲

基化标记方法适用于微量（远低于１μｇ）的蛋白定
量，样品在预柱上得到纯化、在线标记后直接进行

ＬＣＭＳ的分析，大大减少了样品的损失；固相萃取
柱标记法则适用于大量蛋白（毫克级别）的标

记［４１］。二甲基化标记蛋白定量方法已被用于各种

各样的研究中。如 Ｂｏｅｒｓｅｍａ等［４２］将磷酸化肽段

的免疫亲和吸附与二甲基化标记蛋白定量方法相

结合，运用于表皮生长因子ＥＧＦ刺激下ＨｅＬａ细胞
内酪氨酸磷酸化位点研究中，提示这种靶向的定量

磷酸化蛋白质组学可用于进行信号通路的研究；

Ｓｕｎ等［４３］利用酰肼磁珠富集糖肽再用二甲基化试

剂进行标记，实现了糖肽的相对定量，并成功将其

应用于正常血清和肿瘤患者血清的糖蛋白组学研

究中，与常规的溶液标记法相比，这一反应准确度、

灵敏度和回收率更高；Ｈｕｂｎｅｒ等［４４］还将这一技术

用于研究ＤＮＡ蛋白相互作用中，开拓了质谱定量
技术的应用范围。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆ１８Ｏｌａｂｅｌｉｎｇ，ＩＣＡＴａｎｄｄｉｍｅｔｈｙｌｌａｂｅｌｉｎｇ（Ａ）Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｔｒｙｐｓｉｎｃａｔａｌｙｚｅｄ１８ＯｌａｂｅｌｉｎｇＩｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｏｆｔｗｏ
１８ＯｌａｂｅｌｓａｔｔｈｅＣｔｅｒｍｉｎｕｓｏｆａｔｒｙｐｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅｔａｋｅｓｐｌａｃｅｉｎａｔｗｏｓｔｅｐｒｅａｃｔｉｏｎ（Ｂ）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｉｓｏｔｏｐｅｃｏｄｅｄａｆｆｉｎｉｔｙｔａｇｓ（ＩＣＡＴ）ｒｅａｇｅｎｔ（Ｃ）
ＬａｂｅｌｉｎｇｓｃｈｅｍｅｓｏｆｔｒｉｐｌｅｘｓｔａｂｌｅｉｓｏｔｏｐｅｄｉｍｅｔｈｙｌｌａｂｅｌｉｎｇＲ：ｒｅｍａｉｎｄｅｒｏｆｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅ

　　等质量标记法中，最具代表性的是 ＴＭＴ（ｔａｎ
ｄｅｍｍａｓｓｔａｇ）和ｉＴＲＡＱ（ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄ
ａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）两种标记方法。这两种标记
试剂都可分为３部分：反应基团、平衡基团和报告
基团。其中，反应基团质量相等，虽然报告基团和

平衡基团质量数不同，但两者组合使得质量数之和

相等，如图２。反应基团的功能是将ＴＭＴ或ｉＴＲＡＱ
标签和酶解肽段的 Ｎ端和赖氨酸的侧链相连，因
此在一级质谱中，母离子发生碎裂后，可产生不同

的子离子峰，并依据相应的报告基团的质谱峰的相
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对强度计算出肽段的相对浓度。目前开发的 ＴＭＴ
试剂最多可以实现同时对６个样品中蛋白进行相
对定量分析，ｉＴＲＡＱ试剂最多可以同时分析８个样
品，大大提高了工作效率，为蛋白质高通量定量提

供了有利的研究工具。但是，等质量标记法也存在

一定缺陷，如对低质量范围的信号存在抑制效应，

因此这一方法难以对低丰度蛋白进行精确定量。

另外，ｉＴＲＡＱ和ＴＭＴ试剂盒价格昂贵，使用受到限
制。因此近年来科研工作者开发出了一些新型的

廉价易得的等质量标记试剂，如基于生物素亲和标

签的可断裂等重同位素标记试剂 ＣＩＬＡＴ（ｃｌｅａｖａｂｌｅ
ｉｓｏｂａｒｉｃｌａｂｅｌｅｄａｆｆｉｎｉｔｙｔａｇ）［４５］，采用２Ｈ原子代替价
格昂贵的１３Ｃ或１５Ｎ原子进行标记的 ＤｉＡＲＴ试剂
（ｄｅｕｔｅｒｉｕｍｉｓｏｂａｒｉｃａｍｉｎｅｒｅａｃｔｉｖｅｔａｇ）［４６－４７］，和基
于点击化学发展的等重同位素标记试剂 ＣＩＴｓ试剂
（ｃａｌｔｅｃｈｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓ）［４８］。

李灵军课题组［４９］于２０１０年开发了合成步骤简
单、低成本的 ＤｉＬｅｕ试剂（Ｎ，Ｎｄｉｍｅｔｈｙｌｌｅｕｃｉｎｅ）。
与经典的等质量标记试剂相比，该试剂同样分为３
部分：报告基团、平衡基团和反应基团（三嗪酯），

具体结构如图２（Ｃ）中所示。ＤｉＬｅｕ标记反应发生
后，被标肽段的分子质量增加１４５１Ｄ，而在二级
质谱中可产生 ４种不同质核比的报告离子（ｍ／ｚ
１１５１、１１６１、１１７１和 １１８１）。ＤｉＬｅｕ合成所需
要的试剂廉价易得，合成步骤简单，如１１７，１１８标
记只需要一步即可合成，而１１５，１１６只需要两步反
应，大大增加了合成反应的产率，因此相比 ｉＴＲＡＱ
试剂，费用大大降低。比较 ＤｉＬｅｕ试剂与 ｉＴＲＡＱ
试剂，结果显示在对蛋白质的酶解样品进行标记定

量时，两种试剂标记的蛋白质序列覆盖度（约

４３％）相似，定量准确性相似（差别小于１５％），而
ＤｉＬｅｕ能够增强碎裂，增加了蛋白质和多肽定性和
定量分析的可信度。近期，通过引入１３Ｃ，１５Ｎ，２Ｈ
３种同位素元素，ＤｉＬｅｕ试剂可基于高分辨质谱
Ｏｒｂｉｔｒａｐ平台同时对１２组样品进行相对定量，展示
了ＤｉＬｅｕ试剂更大的应用空间［５０］。

１３２　非标记定量技术　上述的同位素标记技术
通常能够提供更为准确的组间蛋白差异，但其样品

准备较为复杂，试剂费用较为昂贵；一些临床来源

的样本，难以在早期进行同位素的掺入标记；另外，

可利用的同位素种类限制了可同时比对的组别数，

制约了其在高通量定量范围的应用。非标记法则

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＴＭＴ（Ａ），ｉＴＲＡＱ（Ｂ）ａｎｄＤｉＬｅｕ（Ｃ）

不受以上因素的影响。得益于近年来高分辨质谱

逐步提升的精确度和重复性，非标记法在定量蛋白

组学研究中得到越来越广泛的应用。常用的非标

记定量技术方法主要有两种：肽段计数法（ｓｐｅｃｔｒａ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ，ＳＣ）和峰面积法。

ＳＣ法最早于２００４年由Ｌｉｕ等［５１］提出，肽段的

ＭＳ／ＭＳ碎裂次数与肽段的丰度成正比，因此可以通
过计算特定蛋白的肽段碎裂数来进行定量。这一方

法直观、快速，适用于低、中分辨率质谱数据的分

析［５２］，如Ｚｙｂａｉｌｏｖ等［５３］研究发现在线性四极杆质谱

仪中，ＳＣ方法的重复性和检测范围优于ＸＩＣ法。但
是ＳＣ法的适用性受肽段本身性质如离子化或碎裂
的难易程度等因素影响较大，不适用于分析低丰度

的或难检测的肽段。据此Ｃｏｌｉｎｇｅ等［５４］将蛋白分为

Ⅰ型和Ⅱ型，其中Ⅱ型蛋白的 ＳＣ数与蛋白丰度线
性更好。另外还存在同源肽段的检测干扰，针对这

一问题 Ｚｈａｎｇ等［５５］提出了 ＮＳＡＦ法（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ
ｓｐｅｃｔｒａｌａｂｕｎｄａｎｃｅｆａｃｔｏｒ），即依据不同蛋白所检测
到的特异肽段数分配同源肽段，此方法增加了定量

的准确性和可重复性；Ｓａｒｄｉｕ等［５６］提出了基于 ＳＣ
方法的ＳＩＮ法（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｓｐｅｃｔｒａｌｉｎｄｅｘ），该方法将
肽段数、质谱碎片数和碎片离子强度综合起来，这

就考虑了蛋白长度和特异性肽段数，此方法较其他

方法准确性大大提高。

ＡＵＣ法是利用 ＩＤＡ（ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ）数据中的二级图谱对多肽进行定性，用
一级图谱中多肽对应的峰面积进行定量，来分析不

同来源样品蛋白数量的变化。使用这一计算方法

应注意以下几点：优化色谱分离条件，保证组间肽
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段的可重现性；选用于高分辨质谱仪进行数据采

集，如ＦＴＩＣＲ、新型ＴＯＦ质谱仪和 Ｏｒｂｉｔｒａｐ质谱仪
以保证较高的信噪比［５７］；通过设置质谱信号采集

模式，实现高ＣＥ值和低ＣＥ值的快速切换，以实现
同时监测分子离子信号和碎片离子信号，这一方法

称作 ＬＣＭＳＥ［５８］。相比较于 ＩＤＡ分析，ＬＣＭＳＥ法
更适用于低丰度蛋白的检测，如Ｂｌａｃｋｂｕｒｎ等［５９］利

用此方法对芹菜分泌的抗病毒蛋白甘露醇脱氢酶

进行定量分析。

１４　蛋白质的绝对定量技术
目前蛋白质组学的绝对定量方法主要有基于

内标法的蛋白质组学定量方法和基于质谱数据统

计分析的非标记法。非标记法主要是基于 ＳＣ法
发展的定量模型，对于不同蛋白其模型不同，因而

普适性不高。

基于内标法的绝对定量基本策略是：将待测蛋

白与已知量的内标混合，结合ＭＲＭ或ＭＳ１比较质
谱信号强度，即可实现复杂生物样本中待测蛋白的

定量。蛋白质绝对定量的内标有３种：ＡＱＵＡ、定
量肽段串联体（ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｃａｔａｍｅｒｓ，ＱｃｏｎＣＡＴ
和ｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｃａｔｅｎａｔｅｄｓｔａｎｄａｒｄ，ＰＣＳ）和稳定同位
素标记的蛋白（ｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＳＡＱ）。依据其各自的特性，不同类型的
内标各有其优点和缺点，且是在样品处理的不同阶

段加入样品中的。内标的选择主要依据对准确度

要求的不同，待测蛋白的多少以及是否需要对翻译

后修饰蛋白进行定量，如表１所示。

Ｔａｂｌｅ１　ＳｕｍｍａｒｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＩＳｆｏｒａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｂｕｎｄａｎｃｅｗｉｔｈｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｓｔａｎｄａｒｄｔｙｐｅｓ Ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓ Ｓｐｉｋｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔ Ａｃｃｕｒａｃｙ Ｃｏｖｅｒａｇｅ
Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｔｏｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ Ｒａｔｉｏｔｏｓｔａｎｄａｒｄ Ｂｅｆｏｒｅｏｒａｆｔｅｒｄｉｇｅｓｔｉｏｎ Ｌｏｗ Ｌｏｗ Ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ
Ｉｎｔａｃｔｐｒｏｔｅｉｎ Ｒａｔｉｏｔｏｓｔａｎｄａｒｄ Ｊｕｓｔａｆｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｈｉｇｈ Ｌｏｗ Ｎｏｔ
Ｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｃａｔｅｍｅｒ Ｒａｔｉｏｔｏｓｔａｎｄａｒｄ Ｐｒｉｏｒｔｏｄｉｇｅｓｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｕｍ Ｈｉｇｈ Ｎｏｔ

　　其中以绝对定量肽段（ａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＡＱＵＡ）法最为常用。该方法是以待测蛋白酶解后
产生的相对分子量适中，质谱信号强的肽段为模

板，用化学合成或细胞培养的方法合成带有稳定同

位素标记的相同肽段作为内标，这个内标肽段即为

ＡＱＵＡ。将已知量的 ＡＱＵＡ作为内标加入酶解后
的样品中，结合 ＭＲＭ或 ＭＳ１比较质谱信号强度，
即可实现复杂生物样本中目标肽段的定量。Ｂｒｕｎ
等［６０］分别以定量肽段或整体蛋白为内标对金黄色

链球菌进行绝对定量，结果发现以定量肽段为内标

的定量结果比以整体蛋白为内标所得结果低，这是

待测蛋白在分离纯化和酶解过程中的损失导致的。

总结以上经验，应用 ＡＱＵＡ法进行绝对定量的前
提条件有：待测蛋白需经充分的酶解；模板肽段应

特异性强，且与蛋白质之间存在一定的定量关系。

肽段串联体内标，如 ＱｃｏｎＣＡＴ是利用重组
ＤＮＡ技术将多种目标蛋白的目标肽段串联构建成
新的蛋白质，并将对应的质粒转入到细菌中，在含

有同位素的培养液中培养，经纯化即可得到同位素

标记的 ＱｃｏｎＣＡＴ蛋白［６１］。ＱｃｏｎＣＡＴ在酶解前加
入待测样本中，经酶解产生等摩尔数的不同定量肽

段，从而实现多种蛋白同时定量，避免了加入多种

内标的复杂性和不准确性，但是其定量的准确性仍

然受到待测蛋白预处理过程的影响。ＰＳＡＱ则是
将同位素标记的目标蛋白质全序列作为内标，通常

也是借助于细菌代谢进行合成，ＰＳＡＱ法特别适合
于低丰度蛋白的定量，如 Ａｄｒａｉｔ等［６２］运用 ＰＳＡＱ
法，结合ＳＲＭ对败血病患者血清中肠毒素 Ａ进行
了准确定量；同时由于 ＰＳＡＱ与待测蛋白相同，因
此可观测肽段较多，特别适合于蛋白亚型的鉴定和

准确定量；另外，ＰＳＡＱ还适用于翻译后修饰蛋白
的定量，如 Ｋａｉｓｅｒ等［６３］运用的 ＰＳＡＱ法对细胞内
泛素化池进行绝对定量。

"

　蛋白定量技术在药代动力学领域中的应用

由于蛋白定量技术是一门较年轻的研究技术，

其在药代动力学领域中的运用还处于起步阶段。

目前其应用主要集中在对传统小分子药物的代谢、

处置等动力学过程中关键酶的定性、定量研究和对

新兴的多肽、蛋白类大分子药物的药代动力学行为

的研究和探索。

２１　药物转运体和药物代谢酶的定量
药物在体内的代谢处置过程受药物转运体、

Ｉ相代谢酶细胞色素Ｐ４５０家族以及Ⅱ相代谢酶尿
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苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶（ＵＤＰｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＵＧＴ）、谷胱甘肽硫转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
Ｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＧＳＴ）等的影响［６４］。许多药物可以

诱导或抑制药物转运体和代谢酶，影响自身和其他

药物的分布、代谢和作用疗效，严重时甚至危及生

命。ＦＤＡ和欧洲药品管理局建议在新药研究中，
应尽早进行药物药物相互作用的考察。因此实现
对药物转运体或药物代谢酶的定量对于药物代谢

动力学研究，避免药物药物相互作用，实现临床个

体化用药等方面具有非常重要的意义［６５］。

过去对药物转运体和代谢酶的定量多依赖于

免疫学法，如Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和酶联免疫吸附测定法，
但这些方法存在明显的缺点。如Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法特
异性受到抗体选择性的影响，常常难以区别相同家

族不同亚型的蛋白，且 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法只能实现相
对定量，而ＥＬＩＳＡ法虽然灵敏度高，能够实现绝对
定量，却也存在特异性差的问题。而基于以上讨论

的新兴的基于生物质谱的蛋白质定量方法在药物

转运体和代谢酶的定量中开始崭露头角。Ｓｅｉｂｅｒｔ
等［６６］基于 ｎａｎｏＬＣＱＴＯＦ鉴定得到 １８种 ＣＹＰ亚
型，并通过 ＭＲＭ的方法，借助于 ＡＱＵＡ内标对
ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ１Ａ２进行了定量。Ｏｈｔｓｕｋｉ等［６７］将

此方法扩展到了 ＵＧＴ酶和药物转运体，同时测定
了２０种药物代谢酶，包括Ｐ４５０酶、ＵＧＴ酶和２２种
药物转运体。由于药物转运体和代谢酶亚型的高

度同源性，运用ＭＲＭ法对不同亚型的蛋白进行定
量，其关键步骤是特异性定量肽段的选择。Ｆｕｓａｒｏ
等［６８］开发了一种计算机筛选方法，用于进行高灵

敏度特异性定量肽段的筛选。Ｋａｗａｋａｍｉ及其同
事［６９－７０］成功将其应用到转运体和 ＣＹＰ酶的定量
中，并运用ｎａｎｏＬＣＭＳ／ＭＳ（４０００ＱＴＲＡＱＰ）分别对
人类肝脏中 １１种 ＣＹＰ４５０酶和小鼠组织中的 ３４
种转运体进行测定。ＣＹＰ４Ｆ是近年才发现的一种
ＣＹＰ４５０酶，参与了内源性物质如花生四烯酸，白
三烯Ｂ４，维生素 Ｋ１，维生素 Ｅ以及外源性化合物
帕夫拉定（ｐａｆｕｒａｍｉｄｉｎｅ）和芬戈莫德（ｆｉｎｇｏｌｉｍｏｄ）
的代谢消除中，在炎症反应中发挥着重要作用。

Ｍｉｃｈａｅｌｓ等［７１］通过对ＣＹＰ４Ｆ和ＣＹＰ３Ａ的定量，发
现ＣＹＰ４Ｆ亚型在总ＣＹＰ４５０酶中含量约１５％，占居
第３，颠覆了过去认为ＣＹＰ３Ａ，ＣＹＰ２Ｃ和ＣＹＰ１Ａ２在
肝药酶中所占的主导地位。ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉ
ｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１（ＮＱＯ１）为体内一种重要的Ⅱ相代谢酶，

在肿瘤组织中高表达，是一个潜在的抗肿瘤作用靶

点。本课题组［７２］基于与ＡＱＵＡ相似的原理，设计了
与定量肽段的类似肽段作为非同位素内标实现了对

ＮＱＯ１的绝对定量。具体方法是将ＮＱＯ１特异性定
量肽段肽段ＩＱＩＬＥＧＷＫ中的亮氨酸（Ｌ）改为与其性
质相似的丙氨酸（Ａ），保证了非同位素内标与原肽
段相似的色谱和质谱行为，非同位素内标法的定量

结果与同位素内标法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法相一致，说明
了该方法的准确性；同时，该方法相比与同位素内标

法大大降低了实验成本。

鉴于ＱｃｏｎＣＡＴ法在对多种蛋白同时定量中的
优势，Ｒｕｓｓｅｌｌ及其同事［７３］首次设计并合成了同位

素标记的用于转运体定量的肽段串联体（Ｔｒａｎ
ｓＣＡＴ）和用于药物代谢酶定量的肽段串联体（Ｍｅｔ
ＣＡＴ）；Ａｃｈｏｕｒ等［７４］基于以上方法合成的 Ｑｃｏｎ
ＣＡＴ，利用 ｎａｎｏＬＣＭＳ／ＭＳ平台，采用 ＳＲＭ模式实
现了人肝微粒体内１３种ＣＹＰ４５０酶和８种ＵＧＴ酶
的同时定量。以上研究都是基于内标法的绝对定

量技术的应用；而 ＭａｃＬｅｏｄ等［７５－７６］近年来基于

ｎａｎｏＬＣＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ平台，运用 ＳＩＬＡＣ技术对小
鼠肝内药物代谢酶进行了更为快速、全面的相对定

量，最终测定了６８种Ｉ相代谢酶和３０种ＩＩ相代谢
酶，是一种实用的研究药物代谢和药物药物相互
作用的方法。

２２　多肽和抗体药物的药代动力学
生物技术的崛起为蛋白质或多肽类药物的发

展提供了契机，近年来获批或处于临床实验阶段的

蛋白类药物呈指数增长。蛋白质与多肽分子对维

持机体的正常功能起着至关重要的作用，如体内存

在的许多天然蛋白和多肽对特定疾病具有确切的

治疗效果，一些由于基因突变或缺失造成的病症中

补充相应蛋白是基因治疗的一种有效替代疗

法［７７－７８］。蛋白质或多肽作为药物，由于其结构的

复杂性，与小分子药物相比其特异性更强、用药剂

量较低、功能更为明确、不良反应小。目前已有大

量蛋白多肽类和抗体药物进入市场［７９］，如 ＦＤＡ最
早批准上市的重组蛋白药物重组胰岛素，治疗 Ｂ
细胞霍奇金淋巴瘤的 Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ单抗，治疗结肠癌
和头颈癌的 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ单抗和治疗乳腺癌的 Ｔｒａｓ
ｔｕｚｕｍａｂ单抗等。另外，研究发现一些肽类药物本
身不具有药理活性，或药理活性较低，但是可通过

促进药物吸收，改善药物运输而增强药物疗效（如

６３１



第４６卷第２期 吴梦秋等：基于生物质谱的蛋白质定量技术及其在药代动力学研究中的应用

穿膜肽）［８０］。

多肽类药物和抗体药物的分子结构、理化性质

及作用机制等与小分子药物有着本质的区别，因

此，其在生物体内也有着独特的药代动力学特点。

目前，由于蛋白多肽类药物的胃肠道不稳定性，因

此大都选用非胃肠道途径给药；且其在设计之初就

旨在增强其靶向性，因此多肽类和抗体药物的分布

与其靶向性关系密切［８１］。不同于小分子药物，蛋

白多肽类药物多是通过与器官组织中的蛋白酶发

生水解反应进行降解，降解产生的氨基酸及肽片段

大多会进入内源氨基酸库，用于内源性物质的合

成，很少以原形药的形式排泄［８１］。

目前，蛋白多肽类药物药代动力学研究的瓶颈

主要在于：① 蛋白多肽类药物与内源性蛋白多肽
结构性质相同或相似，因而分离、提取和纯化较困

难；② 蛋白多肽类药物给药剂量小，血药浓度远低
于各种内源性蛋白的含量，基质干扰使得对目标分

子进行有效提取和准确测量的难度增加；③ 该类
药物可与体内的受体、抗原和内源性结合物等结

合，难以区分游离药物、代谢物及结合药物。然而，

现阶段基于生物质谱技术和蛋白质分析手段的发

展，也对此类药物的药物代谢动力学过程进行了初

步的探索。

重组人血管内皮抑制素（商品名：恩度），其作

用机制是抑制内皮细胞迁移，进而抑制肿瘤新生血

管的生成，阻断肿瘤的营养供给，从而达到抑制肿

瘤增殖或转移的目的。临床上，重组人血管内皮抑

制素联合长春瑞宾、顺铂的化疗方案可用于治疗

Ⅲ／Ⅳ期非小细胞肺癌患者。本课题组［８２］建立了

一种高灵敏度、快速、便捷和可重复的液质联用定

量方法用于重组人血管内皮抑制素的药代动力学

研究。在样品制备时用 Ｎｉ＋琼脂糖凝胶来分离纯
化血浆样品，合成氨基酸替换的类似肽段，使用

ＬＣＭＳ／ＭＳ的ＭＲＭ模式对特异性肽段进行定量，
进而对重组人血管内皮抑制素进行定性和绝对定

量，并获得大鼠在不同剂量下重组人血管内皮抑制

素的药代动力学参数。

近年来，与小分子药物逐渐在销售市场上形成

鼎立趋势的是各类单克隆抗体药物。Ｚｈａｎｇ等［８３］

建立了一种基于 ＬＣＭＲＭＭＳ的定量单克隆抗体
的测定方法，并成功应用到αＰＣＳＫ９单克隆抗体在
猕猴体内的 ＰＫ研究中。该方法采用了 ＳＩＬＵＭＡｂ

作为内标。ＳＩＬＵＭＡｂ含有与人类 ＩｇＧ１重链的恒
定区有相同的序列，并且包含［１３Ｃ，１５Ｎ］ｌｙｓｉｎｅ／
ａｒｇｉｎｉｎｅ。基于此方法，Ｚｈａｎｇ完成了对不同剂量下
猕猴体内αＰＣＳＫ９药时曲线的绘制和药代动力学
参数的测定。综上，基于生物质谱的定量分析方

法，其高效性和准确性的优势可以加快早期生物药

研发的进程。

#

　展　望

定量蛋白组学技术能够快速监测生物学过程

中蛋白质组的变化，从蛋白质组学角度对生物系统

获得更深的认识，从中发现特异性生物标志物。这

对于研究疾病的发生、发展和药物作用机制起到了

重要的推动作用。然而由于生物学过程的复杂性，

质谱技术在生物学研究中还面临着巨大的挑战。

例如膜蛋白在细胞信号传导、免疫反应等重要过程

中起到关键作用，然而由于其镶嵌于生物膜上，其

结构中存在的疏水性片段使其难于提取，另外其极

低的表达丰度也增加了其检测难度。再如，生命过

程中一些重要的分子生物学过程如 ＤＮＡ复制、转
录和翻译都依赖于蛋白质与其他生物大分子之间

的相互作用，要深入研究这些过程，必需关注蛋白

质的长时程动力学过程、其翻译后修饰的动态变化

及蛋白蛋白间的相互作用等。未来的质谱仪在扫
描速度、质量精度和分辨率等关键性能的不断提升

预计将大大推动蛋白质定量技术的持续发展。

与此同时，以蛋白质和多肽为代表的生物药物

是近年来药物研发的热点之一。多肽化学、生物有

机化学、系统生物学及生物信息学等多学科多领域

的交叉和融合，为蛋白质和多肽类药物的发展提供

了新的研究思路和契机，带动了蛋白、多肽药物相

关技术、设备和工艺的进步，预示着蛋白质和多肽

类药物发展的黄金时期的到来。然而不同于小分

子药物，蛋白质药物构复杂多变，理化性质多样，杂

质成份不确定性高，发生免疫反应的可能性大。为

确保药物的安全性和有效性，针对蛋白质药物自身

的特点建立全面的蛋白质药物分析方法和药代动

力学评价体系具有非常重要的意义。尽管基于生

物质谱的蛋白定量技术在多肽和抗体药物的定量

分析和药代动力学研究领域还处于初步阶段，但将

日趋完善的蛋白定量技术应用于大分子药物的药

代动力学研究必将成为未来发展的重要趋势。
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ｐｅａｋｓａｎｄｖａｌｌｅｙｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００８，８（４）：７３１－７４９

［５８］ＧｅｒｏｍａｎｏｓＳＪ，ＶｉｓｓｅｒｓＪＰ，ＳｉｌｖａＪＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｃｏｒｒｅｌａ

ｔｉｏｎ，ａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｆｒｏｍ

ｄａｔａｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＬＣＭＳｗｉｔｈｄａｔａｄｅｐｅｎｄａｎｔＬＣＭＳ／ＭＳ［Ｊ］．

Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００９，９（６）：１６８３－１６９５

［５９］ＢｌａｃｋｂｕｒｎＫ，ＣｈｅｎｇＦＹ，ＷｉｌｌｉａｍｓｏｎＪＤ，ｅｔａｌ．Ｄａｔａｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
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９３１
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－２７４
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ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｂｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，

２００９，８（４）：１６７２－１６８１

［６７］ＯｈｔｓｕｋｉＳ，ＳｃｈａｅｆｅｒＯ，ＫａｗａｋａｍｉＨ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓａｂｓｏｌｕｔｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｓＰ４５０，ａｎｄ

ＵＤＰｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓａｓａｎｏｖｅｌａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｔｈｅｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｍＲＮＡ

ｌｅｖｅｌｓａｎｄａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＭｅｔａｂＤｉｓｐｏｓ，２０１２，４０（１）：８３

－９２

［６８］ＦｕｓａｒｏＶＡ，ＭａｎｉＤＲ，ＭｅｓｉｒｏｖＪＰ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈ

ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｓｂｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍ

ｅｔｒｙ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００９，２７（２）：１９０－１９８

［６９］ＫａｗａｋａｍｉＨ，ＯｈｔｓｕｋｉＳ，ＫａｍｉｉｅＪ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓａｂｓｏｌｕｔｅ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１１ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０ｉｓｏｆｏｒｍｓｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ

ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

ｗｉｔｈｉｎｓｉｌｉｃｏｔａｒｇｅｔｐｅｐｔｉｄｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＳｃｉ，２０１１，１００

（１）：３４１－３５２

［７０］ＫａｍｉｉｅＪ，ＯｈｔｓｕｋｉＳ，ＩｗａｓｅＲ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｔｌａｓｏｆｍｅｍ

ｂｒａｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆａｈｉｇｈ
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２００５，１：ＣＤ００３８１６

［７８］ ＫｅｍｐＳＦ，ＦｏｗｌｋｅｓＪＬ，ＴｈｒａｉｌｋｉｌｌＫＭ．Ｅｆｆｉｃａｃｙａｎｄｓａｆｅｔｙｏｆ

ｍｅｃａｓｅｒｍｉｎｒｉｎｆａｂａｔｅ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＢｉｏｌＴｈｅｒ，２００６，６（５）：

５３３－５３８

［７９］ＬｅａｄｅｒＢ，ＢａｃａＱＪ，ＧｏｌａｎＤＥ．Ｐｒｏｔｅｉｎｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ：ａｓｕｍｍａｒｙ

ａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖ，

２００８，７（１）：２１－３９

［８０］ＳｈｉｎＭＣ，ＺｈａｎｇＪ，ＭｉｎＫＡ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓ：

ａｃｈｉｅｖｅｍｅｎｔｓａｎｄｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｉｎａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄＭａｔｅｒＲｅｓＡ，２０１４，１０２（２）：５７５－５８７

［８１］ＬｉｕＣＸ，ＣａｉＹＭ，ＦａｎＨＲ．Ｔｈｉｎｋｉｎｇｏｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓ

ｏｆｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｎｔｉｂｏｄｙｄｒｕｇｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ（中国药学杂

志），２０１４，４９（４）：２５７

［８２］ＬｉＹＣ，ＬｉａｎｇＹ，ＴａｎｇＺＹ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｓｔａｒｉｎｒａｔ

ｐｌａｓｍａｂｙＬＣＭＳ／ＭＳａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎａｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ

ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０１２，７０：５０５－５１１

［８３］ＺｈａｎｇＱ，ＳｐｅｌｌｍａｎＤＳ，ＳｏｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｒｉｃａｕｔｏｍａｔｅｄｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｂａｓｅｄｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｆｏｒｐｒｅｃｌｉｎｉ

ｃａｌｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＡｎａｌＣｈｅｍ，２０１４，８６（１７）：８７７６

－８７８４

０４１




