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摘　要　蛋白质结构中Ｌ氨基酸可通过外消旋化转化为Ｄ氨基酸，蛋白质中氨基酸的外消旋化可影响蛋白质的空间结构
和功能，并证实与一些疾病的发生相关。随着分析仪器技术的不断发展，蛋白质中氨基酸外消旋化分析方法及检测技术也

在不断地更新。本文综述了蛋白质中氨基酸外消旋化与疾病的关系、影响外消旋化的因素以及氨基酸外消旋化的检测方

法，并对蛋白质中氨基酸外消旋化的研究方向进行了展望。
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　　生物体中蛋白质均由 Ｌ氨基酸通过肽键构
成，但目前已在原核、真核生物、动物及人体的蛋白

质中发现少量 Ｄ氨基酸的存在。目前认为，蛋白
质中Ｄ氨基酸是 Ｌ氨基酸通过外消旋化（ｒａｃｅｍｉ
ｚａｔｉｏｎ）所产生的，这种外消旋化被认为是一种蛋白
质翻译后修饰（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＴＭ）
类型［１］，以天冬氨酸的外消旋化为主，丝氨酸、谷

氨酸次之［２］。

蛋白质中氨基酸的外消旋化可影响其空间结

构和功能，并证实与一些疾病的发生相关［３－４］。近

年来，体内外实验发现，蛋白质中氨基酸发生外消

旋化受到自由基［５］、ｐＨ［６］、酶［７］和温度［６］等多种因

素的影响。随着分析仪器技术的不断发展，蛋白质

中氨基酸外消旋化分析方法及检测技术也在不断

更新，关于蛋白质中氨基酸的外消旋化程度及外消

旋化位点评价方法的研究和应用众多。因此，蛋白
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质中氨基酸的外消旋化研究是蛋白质组学、生物药

物研究、疾病研究领域的重要课题。

本文综述了用于蛋白质中氨基酸外消旋化的

与疾病的关系、影响外消旋化的因素以及氨基酸外

消旋化的检测方法，并对蛋白质中氨基酸外消旋化

的研究方向进行了展望。

!

　蛋白质中氨基酸外消旋化与疾病的关系

蛋白质中 Ｌ氨基酸转化为 Ｄ氨基酸，可导致
其回转半径［５］、分子内氢键［８］及高级结构［９］等的

变化，可能导致含有 Ｄ氨基酸的蛋白质比 Ｌ型与
受体结合的亲和力和选择性更强［４］。由于蛋白质

中 Ｌ氨基酸发生外消旋化的速率较慢、半衰期较
长，因此Ｄ氨基酸在人体中的积累通常随年龄的
增加而增加，且组织中更新周期长的蛋白，如脑、晶

状体、骨等组织中一些蛋白的外消旋化较为明显。

蛋白质中Ｌ氨基酸外消旋化产生的Ｄ氨基酸
在一些病变组织中较正常蛋白显著增加［３－４］，因

此，蛋白质中氨基酸外消旋化与特定疾病的发生存

在关联。

１１　白内障
白内障发生的机制仍未知，有一种学说认为是

由于晶状体蛋白发生异常的聚合，导致光散射而不

能在视网膜上正常地聚光，从而导致白内障的发

生［１０］。Ｋｅｎｚｏ等［１１］发现白内障患者的晶状体球蛋

白中Ｄ天冬氨酸与Ｌ天冬氨酸的比值显著高于正
常晶状体的球蛋白，进一步研究也证实，晶状体球

蛋白的５８位天冬氨酸在发生外消旋化后肽键更难
断裂，从而导致晶状体浑浊症状的发生。Ｆｕｊｉｉ
等［１２］在体外实验中发现晶状体蛋白中天冬氨酸发

生外消旋化使晶状体蛋白异常聚集，降低了晶状体

的溶解性和透明度，并最终导致白内障。

１２　阿尔茨海默病
阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种

起病隐匿的进行性发展的神经系统退行性疾病，特

征是大脑内β淀粉样蛋白的沉积［１３］。Ｓａｔｏｃｏ等［３］

发现β淀粉样蛋白里丝氨酸的外消旋化增加了它
的聚合率，加速了神经元细胞的恶化，可能与 ＡＤ
的发病机制有关。

Ｌｕ等［１４］指出ＡＤ在组织病理学上的特征是神
经斑和微管蛋白的大量聚集，其中，微管蛋白中的

２６５位天冬氨酸极易发生外消旋化，可能与 ＡＤ的

发生有紧密的联系。Ｔａｍｂｏ等［１５］也发现 ＡＤ患者
的β淀粉样蛋白中含有大量的 Ｄ天冬氨酸和 Ｄ
丝氨酸，并证明可能是体内自由基积累导致外消

旋化。

１３　肺气肿相关疾病
肺气肿（ｃｈｒｏｎｉｃｅｍｐｈｙｓｅｍａ）是指肺实质中终

末细支支气管远端的气道弹性减退，过度膨胀、充

气和肺容积增大或同时伴有气道壁破坏的病理状

态。肺实质的正常结构和功能取决于弹性纤维，

Ｓｈａｐｉｒｏ等［１６］发现在人体正常温度下，随着年龄的

增长，肺部弹性纤维中天冬氨酸以一个可以预测的

速率发生外消旋化，Ｄ天冬氨酸的量在患有慢性
肺气肿的老人的肺部中积累得最多。

Ｋｏｉｚｕｍｉ等［１７］研究了慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏ
ｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）患者肺组
织中含有Ｄ天冬氨酸的异常蛋白，发现４种异常
蛋白（抗增殖蛋白、抗氧化蛋白、谷胱甘肽硫转移

酶和血清淀粉样蛋白 Ｐ成分）中 Ｄ天冬氨酸的量
高达３０％，而正常组织中仅７％。
１４　动脉粥样硬化

人主动脉的老化和退化主要由主动脉内侧变

薄及弹性蛋白干重的降低引起［１８］，主动脉的老化

和退化导致内膜纤维组织增生、复合糖类积累，进

而导致动脉壁增厚变硬、血管腔狭窄，引发动脉粥

样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）。
Ｐｏｗｅｌｌ等［１９］将不溶性弹性蛋白从人主动脉中

分离出来，测定其中胶原蛋白和复合糖蛋白中的

Ｄ天冬氨酸的积累量，发现胶原蛋白中 Ｄ天冬氨
酸的量随着年龄增长而积累，在青少年中仅含

３％，而８０岁左右的人群则上升至１３％；复合糖蛋
白中Ｄ天冬氨酸的量也由３％上升至６％；因此认
为外消旋化与动脉粥样硬化症的发生有一定的

关联。

１５　软骨退化
软骨退化（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓｏｆａｒｔｉｃｕｌａｒ

ｃａｒｔｉｌａｇｅ）是一种关节退行性病变。人软骨组织中
天冬氨酸较易发生外消旋化［２０］，其中蛋白多糖是

关节软骨细胞外基质的主要组成部分，可以抵抗压

力，防止关节软骨超负荷。Ｍａｒｏｕｄａｓ等［２１］比较了

来自２１岁与５５岁个体的股骨踝软骨的不同区域
中Ｄ天冬氨酸与Ｌ天冬氨酸的比值，证明了 Ｄ天
冬氨酸在年长者关节软骨中含量较高，而其中蛋白
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多糖中外消旋化发生得最多，认为天冬氨酸外消旋

化的量可以作为年龄的标记物以及软骨退化疾病

的生物标记物。

Ｍａｔｚｅｎａｕｅｒ等［２０］通过体外实验发现会厌软骨

组织中Ｄ天冬氨酸的量随年龄增长而增多，并以
此为标记物估计死者的死亡年龄。

%

　蛋白质中氨基酸外消旋化的影响因素

基于蛋白质中氨基酸发生外消旋化与多种疾

病相关，研究蛋白质中氨基酸外消旋化的影响因素

对于疾病的及早发现、预防等具有重要意义。众多

学者通过体内外实验发现，蛋白质中氨基酸外消旋

化受到氨基酸种类、自由基、ｐＨ、酶和温度等多种
因素的影响。

２１　氨基酸种类
蛋白质中不同的氨基酸发生外消旋化的速率

不同，以天冬氨酸为主，丝氨酸、谷氨酸次之。天冬

氨酸发生外消旋化的过程中会形成琥珀酰亚胺碳

负离子中间体，中间体的形成受到分子内部的协同

作用力的影响，速率较快，因此外消旋化速率最快；

而其他氨基酸发生外消旋化不经过中间体，外消旋

化速率只因自身官能团和取代基的不同而产生差

异，均低于天冬氨酸［２］。

２２　自由基
蛋白质暴露在自由基环境中时生理活性受到

损伤［２２－２３］，关于自由基（尤其是羟基）作用下蛋白

质生理活性降低的报道众多，主要机制是自由基对

蛋白质中氨基酸α碳原子的进攻［２４］。

Ｓｈｅｙｋｈｋａｒｉｍｌｉ等［５］通过分子动力学和二维傅

里叶变换等方法计算模拟，发现自由基对胸腺五肽

中氨基酸发生外消旋化存在促进作用，其中天冬氨

酸最易受到自由基的影响发生外消旋化，同时使胸

腺五肽的结构发生最大的变化。

Ｔａｍｂｏ等［１５］在体外对β淀粉样蛋白进行自由
基刺激，发现处理２４ｈ后Ｄ天冬氨酸和 Ｄ丝氨酸
的量可以与ＡＤ患者的 β淀粉样蛋白中二者的量
相当；并同法用自由基清除剂处理进行对照，发现

有效抑制了外消旋化的发生。

２３　其他因素
除了上述因素之外，众多体外实验还发现，

ｐＨ、酶和温度也影响蛋白质中氨基酸的外消旋化。
多肽和蛋白质中氨基酸在 ｐＨ呈碱性时易发

生外消旋化。Ｃｏｎｒａｄ等［６］分别在 ｐＨ３０、ｐＨ７４
及ｐＨ１００的条件下处理相同的含天冬氨酸的肽
段，发现外消旋化随着碱性增强而增多，ｐＨ３０条
件下几乎不发生外消旋化。

外消旋化酶（ｒａｃｅｍａｓｅ）可以催化蛋白质中氨
基酸发生外消旋化。Ｒａｎ等［５］验证了丝氨酸外消

旋酶对 Ｌ丝氨酸的高选择性和专一性，并将酶处
理结果与Ｄ丝氨酸进行对比验证。

高温可以促进蛋白质中氨基酸发生外消旋化。

Ｇｅｉｇｅｒ等［２５］通过体外实验对比了３７、７０和８５℃
条件下处理肽段时天冬氨酸的外消旋化转化速

率常数，证明了外消旋化速率受到高温的影响。

Ｃｏｎｒａｄ等［６］也通过类似实验得出相同的结论。

但由于人体正常生理环境中几乎不会出现这

些促进外消旋化发生的因素，因此这些影响因素目

前只停留在体外研究阶段；体内研究更应着重关注

氨基酸种类、自由基以及一些其他可能产生影响的

生理因素。

&

　蛋白质中氨基酸外消旋化的检测方法

目前，蛋白质中氨基酸外消旋化检测的难点主

要由于Ｄ氨基酸与 Ｌ氨基酸分子量完全一致，蛋
白质组学分析中常用的基质辅助激光解吸电离飞

行时间质谱（ＭＡＤＬＩＴＯＦＭＳ）、液相色谱质谱联
用技术（ＬＣＭＳ）等方法都无法测定。近年来，关于
蛋白质中氨基酸外消旋化程度及外消旋化位点评

价方法的研究和应用众多，主要包括蛋白质酸水解

后氨基酸的测定、蛋白质酶水解后肽段的测定以及

蛋白质和多肽的免疫学测定。

３１　蛋白质酸水解后氨基酸的测定
蛋白质和多肽经过传统的酸水解处理解离成

游离的氨基酸，氨基酸经过柱前衍生化处理后通过

仪器分析的手段定量分离分析 Ｄ／Ｌ型氨基酸的比
值，得出蛋白质和多肽中氨基酸的外消旋化程度，

这种方法对仪器设备要求不高，多年来被广泛使

用，是最传统、经典的外消旋化测定方法［２６］。该方

法仅适用于 Ｄ氨基酸总量的测定，无法确定 Ｄ氨
基酸是在蛋白质哪些位点上发生了外消旋化；且由

于酸水解过程通常在高温环境（１００℃左右）中进
行，处理一定时间则会引起蛋白质中氨基酸额外发

生外消旋化，使测定结果略有偏差［２７］。

常用的仪器分析手段有 ＧＣ、ＨＰＬＣ、ＬＣＭＳ、胶
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束电动毛细管色谱（ＭＥＣＣ）等。
３１１　气相色谱法　利用气相色谱法分离分析氨
基酸衍生化产物，常用的衍生化试剂为 Ｎ三氟乙
酰基Ｏ异丙基酯（ＮＴＦＡＯｉｓｏｐｒｏｐｙｌｅｓｔｅｒｓ），衍生
化制备可挥发的Ｎ三氟乙酰基Ｄ／Ｌ氨基酸异丙基
酯，该衍生物在手性毛细管硅胶色谱柱上分离，可

以实现一次性分离和定量所有氨基酸［２７－３０］。

Ｐｏｗｅｌｌ等［１９］将不溶性弹性蛋白从人主动脉中分离

出来，酸水解处理后，以酸性异丙醇／三氟乙酸酐为
衍生化试剂，利用气相色谱法成功测定其中胶原蛋

白和复合糖蛋白中的 Ｄ天冬氨酸的积累量，认为
外消旋化与动脉粥样硬化症的发生有一定的关联。

该方法需要手性毛细管柱，且该固定相填料易

受有氧环境影响，使用寿命短［２９］。此外，羟脯氨酸

衍生物可能会与Ｌ天冬氨酸共洗脱出来［３１］。针对

蛋白质酸水解过程中可能出现的天冬氨酸外消旋

化，Ｍａｎ等［３０］将天冬氨酸标准品在６ｍｏｌ／ＬＤＣｌ中
水解处理，同法衍生化处理后气相色谱质谱联用
技术分析测定酸水解过程中出现的天冬氨酸外消

旋化，作为空白组，同时在计算过程中扣除该值。

３１２　高效液相色谱法　高效液相色谱法具有分
离效率高、选择性好、分析速度快、操作自动化和应

用范围广的特点，目前是 Ｄ／Ｌ型氨基酸衍生物分
离检测首选的主要手段，操作简便、对仪器设备要

求较低，灵敏度较高。当使用ＨＰＬＣ作为分析仪器
时，最常用的衍生化试剂是邻苯二甲醛（Ｏｐｈｔａｌａｌ
ｄｅｈｙｄｅ，ＯＰＡ）和 Ｎ乙酰Ｌ半胱氨酸（ＮａｃｅｔｙｌＬ
ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＡＣｃｙｓ），在碱性条件下，ＯＰＡ与 ＡＣｃｙｓ迅
速同Ｄ／Ｌ氨基酸反应，生成非对映异构体异茚衍
生物，该衍生物的分离不需要手性柱，在普通十八

烷基硅烷键合硅胶色谱柱（Ｃ１８柱）上就可以分
离［２０，３２－３６］。Ｆｕｊｉｉ等［２］针对白内障患者晶状体蛋白

中发生外消旋化的天冬氨酸，同时应用这两种衍生

化试剂，利用高效液相色谱法，在荧光检测器上测

定Ｄ／Ｌ型天冬氨酸的比值。
对于蛋白质酸水解过程中发生的外消旋化，

Ｓｉｖａｎ等［３３］做了空白组，在对样品外消旋化的程度

评价中，将空白组中外消旋化对应的峰面积扣除。

Ｃｓａｐｏ等［３７］证明了更短的酸水解时间、更高的水解

温度会引起更少的额外的外消旋化。

ＯＰＡ虽为最经典的衍生化试剂，但具有比较
明显的劣势是其不能与含有亚氨基的氨基酸（如

脯氨酸）反应。Ｖｉｓｓｅｒ等［３８］采用手性衍生化试剂

２，３，４，６四乙酰基βＤ吡喃葡萄糖基异硫氰酸酯
（２，３，４，６ｔｅｔｒａＯｂｅｎｚｏｙｌβＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌｉｓｏ
ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＧＩＴＣ），ＧＩＴＣ容易和胺基反应且比较
稳定，可广泛用作柱前衍生试剂分离胺类异构体。

Ｔｅｒｅｚｉｅ等［３６］与Ｊｏｈｎｓｏｎ等［３９］通过实验比较了

ＨＰＬＣ与ＧＣ用于分析氨基酸产物的优劣，发现与
ＧＣ相比，ＨＰＬＣ检测出的外消旋化程度更小，因为
用于 ＧＣ的氨基酸衍生化过程会导致一定量的外
消旋化。因此，尽管两种方法都准确可靠，但

ＨＰＬＣ具备更多优势，比如更短的分析时间和更高
的灵敏度，不需要使用手性色谱柱，且定量限要远

低于ＧＣ，更适用于痕量样品的分析、痕量的外消旋
化转化的分析。

３１３　液相色谱质谱联用技术　液相色谱质谱
联用技术（ＬＣＭＳ）将高分离性能的 ＬＣ技术与能
够获取丰富化学结构信息的ＭＳ技术相结合，可直
接对Ｄ／Ｌ型氨基酸衍生物进行分离分析，定量测
定蛋白质的外消旋化程度，灵敏度高、专属性强。

与以紫外检测器为检测手段的 ＨＰＬＣ法相比，ＭＳ
检测技术提供了更快速、有效的未知化合物鉴定，

省去了分离与纯化过程，有效节约了时间。

关于用于ＬＣＭＳ分析的衍生化试剂的报道很
多，Ｈｅｓｓ等［４０］利用手性衍生化试剂 ＧＩＴＣ，结合电
喷雾质谱，在普通Ｃ１８柱上高灵敏度、准确度地测定
了Ｄ／Ｌ型天冬氨酸的含量和比值，结果准确可靠。

Ｌｉ等［４１］利用 ＮＢＤＣｌ（７ｃｈｌｏｒｏ４ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｘ
ａｄｉａｚｏｌｅ）为衍生化试剂，以 ＬＣＭＳ／ＭＳ为分离检测
手段，在手性选择性色谱柱上成功分离分析了商品

化片剂中的９对Ｄ／Ｌ型氨基酸。
３１４　胶束电动毛细管色谱　毛细管电泳（ｃａｐｉｌ
ｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＥ）是一类以毛细管为分离通
道、以高压直流电场为驱动力的新型液相分离技

术。作为一种有力的分离技术，优势众多，包括较

高的分离效率、较短的分析时间、所需样品和试剂

量少等［４２－４４］。毛细管电泳使分析化学得以从微升

水平进入纳升水平，被广泛用来分离生物分子，比

如蛋白质、核酸、多肽和氨基酸［４５－４７］。

ＣＥ常用来分离在缓冲液中带电的离子，通常
只加入缓冲液或部分添加剂，若加入表面活性剂也

要求其浓度不能达到临界胶束浓度。与普通 ＣＥ
不同的是，ＭＥＣＣ是在缓冲液中加入离子型表面活

０１４
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性剂（如十二烷基硫酸钠），形成胶束，被分离物质

在水相和胶束相（准固定相）之间发生分配并随电

渗流在毛细管内迁移，达到分离。理论上说，利用

ＭＥＣＣ，中性分子在胶束中具有较高的分配系数，
可以得到较好的分离［４８－４９］，因此适用于 Ｄ／Ｌ型氨
基酸衍生物的分离分析。利用 Ｄ／Ｌ型氨基酸衍生
化后在胶束相中的分配性质的差异，将二者拆分。

Ｏｔｓｕｋａ等［５０］利用ＭＥＣＣ，使用ｄａｎｓｙｌａｔｅ（ＤＮＳ）
和乙丙酰苯硫脲（ｐｈｅｎｙｌｔｈｉｏｈｙｄａｎｔｏｉｎ，ＰＴＨ）两个衍
生化试剂，分别采用了甘草酸和 β七叶素两个手
性表面活性剂，成功分离９对Ｄ／Ｌ氨基酸。

Ｈｉｒｏｙｕｋｉ等［５１］采用ＧＩＴＣ为手性衍生化试剂，
衍生化条件较为温和，一次性完成超过１０对 Ｄ／Ｌ
型氨基酸的 ＧＩＴＣ衍生物的分离分析，展现了
ＭＥＣＣ的超强分离能力。
３２　蛋白质酶水解后肽段的测定

与蛋白质酸水解后测定氨基酸相比，蛋白质酶

水解的条件比较温和，较低的反应温度、较短的酶

解时间均不会引起蛋白质中氨基酸额外发生外消

旋化［３２］；部分方法不仅可以评价外消旋化程度，还

可以确定发生外消旋化的 Ｄ氨基酸的位点，对于
进一步研究蛋白质结构改变对生理功能的影响具

有重要的意义。蛋白质酶水解后测定肽段的方法

通常对质谱设备要求较高，因此适用于具备仪器设

备条件、需要测定发生外消旋化的位点的蛋白质。

３２１　商品化酶识别液质联用技术　已有商品
化的蛋白酶可以特异性地识别天冬氨酸的４种异
构体（Ｌα、Ｄα、Ｌβ和 Ｄβ），比如天冬氨酸 Ｎ端内切
酶（ＡｓｐＮｅｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ）只切割 Ｌα天冬氨酸残
基的Ｎ端，蛋白异天冬氨酰甲基转移酶（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｓｏａｓｐａｒｔｙｌｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＰＩＭＴ）只切割含有 Ｌβ
天冬氨酸的肽段，Ｄ天冬氨酸内切酶（Ｄａｓｐａｒｔｉｃ
ａｃｉｄｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，又名ｐａｅｎｉｄａｓｅ）只切割Ｄα天冬
氨酸残基的Ｎ端。

该方法存在一定的局限性，有的酶不能充分酶

解肽段［１２］，比如距离肽链 Ｎ终端３个氨基酸范围
内的 Ｌα天冬氨酸残基，ＡｓｐＮｅｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ不能
识别；ｐａｅｎｉｄａｓｅ有时也不能切割Ｄα天冬氨酸残基
的Ｎ端，且导致这一现象的原因未知；商品化酶的
消耗量大、成本高，不同酶的不同酶解条件和酶解

顺序需要复杂的摸索。但与繁琐的酸水解氨基酸
衍生化方法相比，这种简便易行的方法仍是一个不

错的选择，适用于需要同时测定天冬氨酸４种异构
体的蛋白质样品。

Ｚｏｍｂｅｒ等［５２］是最早使用ＡｓｐＮｅｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
的课题组，用来检测炭疽杆菌保护性抗体中天冬酰

胺的脱酰胺化及天冬氨酸的异构化。Ｍａｅｄａ等［５３］

将ＬＣＭＳ和上述３种商业化酶相结合，快速、全面
地鉴别白内障患者晶状体蛋白中的天冬氨酸４种
异构体。

３２２　合成肽段对照液质联用技术　将含有外
消旋化氨基酸的蛋白质酶解处理后直接用ＬＣＭＳ／
ＭＳ测定，比较质荷比相同但保留时间不同的肽段
（如分别含有Ｄ天冬氨酸和Ｌ天冬氨酸、但其他氨
基酸相同的肽段），然后通过已合成的含有 Ｄ氨基
酸的肽段对照品来确定含有 Ｄ氨基酸的具体肽
段，从而确定蛋白质中 Ｄ氨基酸的具体位点。该
方法准确度高、特异性强，对于确定蛋白质中外消

旋化位点具有很大优势。

Ｓａｄａｋａｎｅ等［５４］证明了此方法涉及的酶解过程

不会额外引起异构化，且检测限可低至０３％，而
对比了酸水解过程则会额外引起２％ ～５％的异构
化率；２０１６年，Ｆｕｊｉｉ等［１２］应用该方法研究了白内

障患者晶状体蛋白中天冬氨酸的外消旋化，也与传

统酸水解测定的外消旋化进行了对比，证明了此方

法的简便易行、准确可靠，通过空白组证明了在蛋

白质酶解过程中不会额外引起外消旋化。该方法

可能存在的唯一劣势是合成成本高、合成技术要

求高。

Ｆｕｊｉｉ课题组近年来多次利用该合成肽段对照
法结合ＨＰＬＣ测定白内障患者晶状体蛋白中天冬
氨酸的外消旋化程度［５４－５６］，其中 Ａｋｉ等［５４］利用此

方法定量测定了天冬氨酸由Ｌ型转化为 Ｄ型的一
级速率常数，结果准确可靠。

３２３　自由基导向解离与碰撞诱导　解离串联质
谱将自由基导向解离（ｒａｄｉｃａｌｄｉｒｅｃｔｅｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，
ＲＤＤ）与碰撞诱导解离（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎ，ＣＩＤ）相结合的串联质谱方法，也可用于天冬
氨酸外消旋化的定量测定。将含有外消旋化氨基

酸的蛋白质酶解处理后，对肽段进行共价修饰，掺

入发色团（如对碘苯甲酸）；共价修饰后的 Ｄ／Ｌ型
异构肽段在液相色谱上的分离度得到提高，同时也

更适用于ＲＤＤ，经过ＲＤＤ解离为Ｄ／Ｌ型异构自由
基肽段；Ｄ／Ｌ型异构自由基肽段作为 ＣＩＤ的母离
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子，被解离为二级子离子，通过选择离子监测模式

对Ｄ／Ｌ型异构自由基肽段进行定量测定。
已经有报道表明ＲＤＤ是用于识别异构体的灵

敏度最高的方法，同时更具灵活性，可以根据电荷

的不同状态进行解离［５７］。单独的ＣＩＤ虽然可以分
析丰度较低的肽段，但识别异构体的能力略弱。该

方法的劣势是，在共价修饰操作中样品损失和实验

复杂程度增加。

２０１４年，Ｔａｏ等［５８］成功利用该方法定量测定

了白内障患者α晶状体蛋白中发生外消旋化和差
向异构化的 Ｄ天冬氨酸和异天冬氨酸，对比验证
了异构肽段经过共价修饰后在液相上分离度明显

提高，再经过ＲＤＤ和ＣＩＤ裂解进入质谱检测，灵敏
度得到改善。

３２４　液质联用离子迁移质谱　离子迁移质谱
（ｉｏｎｍｏｂｉｌｉｔｙｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＩＭＳ）是离子迁移分离与
质谱联用的一种新型二维质谱分析技术，离子迁移

分离原理是基于离子在飘移管中与缓冲气体碰撞

时的碰撞截面不同，离子可按大小和形状进行分

离。经过３０多年的发展，离子迁移质谱已配有多
种最新的离子源及质量分析器，理论研究也日渐成

熟，并在蛋白质、多肽及复杂化合物异构体分析方

面越发显示出独特的优势，正在发展成为一种新型

的重要分析工具［５９］。

Ｄ／Ｌ型异构肽段被液相色谱分离后，进入质谱
ＣＩＤ被裂解为碎片，碎片离子进入 ＩＭＳ，通过对比
Ｄ／Ｌ型异构肽段中差异氨基酸的不同到达时间，确
定发生异构化的氨基酸位点。已有报道表明 Ｄ／Ｌ
型异构肽段因为构型的差异，在ＩＭＳ中表现出不同
的迁移能力［６０］。待分析物可以较快地一次完成分

析，数据处理过程简单、直接。但此方法不能确定

Ｄ／Ｌ型异构肽段在ＩＭＳ中到达的先后顺序，只能确
定发生异构化的位点，可以广泛应用于确定蛋白质

中发生外消旋化的Ｄ氨基酸的位点。
Ｊｉａ等［６１］报道了利用 ＬＣＭＳ／ＭＳＩＭＳ技术用

于快速、准确定位差向异构肽段中特定位点的 Ｄ
型氨基酸，并成功定位了甲壳动物高血糖激素中发

生外消旋化的 Ｄ苯丙氨酸的位点（如图１）。Ａｎｄ
等［６２］还通过对比发现，通过化学方法断裂酰胺键

会引起３％～１５％的外消旋化，而文中所用方法在
前处理酶解过程中不存在外消旋化的干扰，检测灵

敏度高、专属性强。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＷｏｒｋｆｌｏｗｆｏｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＤａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｐｅｐｔｉｄｅｓ［６１］

Ｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅａｒｒｉｖａｌｔｉｍｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｓｅｔｓｏｆｆｒａｇ
ｍｅｎｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＤａｍｉｎｏａｃｉｄｃａｎｂｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ：√，ａｒｒｉｖｅ
ｔｉｍｅｓｈｉｆｔ；×，ｎｏｓｈｉｆｔ

３３　蛋白质和多肽的免疫学测定
蛋白质中氨基酸外消旋化的检测除了色谱、质

谱方法之外，临床上也有免疫学检测手段———酶联

免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ），其最大的优势是可以简
便快速地高通量筛选病人的样本［６３］，省去了色谱

法复杂的前处理过程，检测限低、灵敏度高。

除此之外，该方法还具有其他优势。其所用抗

体具有序列特异性、立体选择性，可以选择性地针

对一个特定抗原表位、定量测定一个特定多肽序列

中氨基酸的外消旋化，因此可以区分出样本序列中

氨基酸的不同，从而确定组织样本中蛋白质发生外

消旋化的位点；也避免了传统酸水解操作中额外引

起的外消旋化。

但由于含有外消旋化氨基酸的抗原表位不一

定可以确定为疾病的生物标记物，因此商品化的

ＥＬＩＳＡ试剂盒的种类极少。目前已经实现商品化
的ＥＬＩＳＡ试剂盒是用于定量测定人尿液中的生物
标记物Ⅰ型胶原羧基端交联肽（ｔｙｐｅＩＣｔｅｌｏｐｅｐ
ｔｉｄｅ，ＣＴＸＩ）中天冬氨酸的外消旋化转化率。Ｃｌｏｏｓ
等［６４］利用该试剂盒定量测定了不同人群晨尿中

ＣＴＸ中的αＬ／αＤ值，结果显示不同人群体内天冬
氨酸外消旋化转化率由高往低依次是变形性骨炎

患者、骨质疏松症患者、健康人群，并且转化率在不

同人群中都是年龄增长依赖型的；证明了这种对人

体非损伤性的测定方法对于估算骨组织中天冬氨

酸外消旋化转化率以及协助代谢性骨疾病的诊断

具有重要意义。

)

　展　望

随着分析技术的不断发展，蛋白质中氨基酸外

消旋化的研究策略已经愈发多样化。提高分析效
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率、降低分析过程中外消旋化的干扰、实现灵敏专

属的测定将成为蛋白质中氨基酸外消旋化分析方

法的发展方向。简便易行、易于推广的外消旋化位

点及外消旋化评价方法将不断涌现，有助于更全面

深入地研究蛋白质翻译后修饰对其生理功能的影

响。发现并研究更多与蛋白质中氨基酸外消旋化

相关的疾病，以及研究 Ｄ氨基酸修饰蛋白是否可
以作为疾病潜在的生物标记物具有重要的意义。
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·新药信息·

２０１７年世界新药研发的挑战与预测（１）

１新药上市数量迎“丰年”
目前全球约有７００个新药进入临床研究，其中７０多个进入临床Ⅲ期试验，估计今年不少于４０个新药可能获得批

准。这些药物的疗效和安全性将具有很高的市场需求性，适应证人群广泛、竞争产品少，或成为治疗某一疾病的标准治

疗药物。其中，抗肿瘤药占有较大比重，有６个新药或将上市：阿斯利康的ＰＤＬ１免疫检查点抑制剂ｄｕｒｖａｌｕｍａｂ试图与
ｔｒｅｍｅｌｉｍｕｍａｂ组合作为治疗肺癌的一线疗法；Ｎｉｒａｐａｒｉｂ是继Ｌｙｎｐａｒｚａ、Ｒｕｂｒａｃａ之后的第３个ＰＡＲＰ（ＤＮＡ修复酶）抑制类药
物，在治疗卵巢癌Ⅲ期临床试验中显著增加了患者无进展生存期；诺华ＣＤＫ４／６ＣＤＫ４／６抑制剂ｒｉｂｏｃｉｃｌｉｂ与ｌｅｔｒｏｚｏｌｅ组
合作为一线疗法，在治疗ＨＲ＋、ＨＥＲ２乳腺癌临床Ⅲ期试验中降低患者４４％死亡风险；强生的治疗前列腺癌新非甾体
抗雄激素ａｐａｌｕｔａｍｉｄｅ，预计今年有把握上市；Ｋｉｔｅ制药的ＣＡＲＴ产品是有发展潜力的ＫＴＥＣ１９药物，预计将成为该公司
第一款上市的ＣＡＲＴ疗法；Ｐｕｍａ生物制药的ｎｅｒａｔｉｎｉｂ是一种能够同时抑制 ＨＥＲ２和 ＥＧＦＲ激酶功能的酪氨酸激酶抑
制剂，在ＨＥＲ２＋乳腺癌患者的临床Ⅲ期试验中减少疾病３３％的复发或死亡风险，但其严重的消化道副作用值得关注。

除此之外，皮肤病治疗药物有４个或将上市：赛诺菲和再生元合作开发的Ｄｕｐｉｘｅｎ能够阻断ＩＬ４和ＩＬ１３细胞因子
的单抗ｄｕｐｉｌｕｍａｂ，将用于治疗中重度过敏性皮炎；辉瑞收购加州生物制药公司 Ａｎａｃｏｒ，支撑 Ｅｕｃｒｉｓａ软膏被批准治疗轻
度至中度湿疹；罗氏治疗多发性硬化病的药物Ｏｃｒｅｖｕｓ有望成为治疗原发性多发性硬化症的第一个药物；强生的 ｇｕｓｅｌ
ｋｕｍａｂ是一种靶向ＩＬ２３的单克隆抗体，对中重度银屑病患者疗效显著。

类风湿性关节炎治疗药物有两个：强生的一种实验性人抗细胞白介素６单克隆抗体 ｓｉｒｕｋｕｍａｂ以及礼来公司的口
服ＪＡＫ激酶抑制剂ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ。另外，诺和诺德的ＧＬＰ１类似物ｓｅｍａｇｌｕｔｉｄｅ，在治疗Ⅱ型糖尿病具有高心血管风险患者
的Ⅲ期临床试验中表明，可以整体减少心血管疾病的风险。梯瓦制药的 ｄｅｕｔｅｔｒａｂｅｎａｚｉｎｅ，在后期比亨廷顿舞蹈症发病
人迟发型运动障碍临床试验中获得可喜数据，有望成为囊泡单胺转运蛋白２抑制剂的新药。
２新药研发局势风云多变
多个疾病领域的药物研发中，其研发模式、路径多样，面对着许多问题。不同激励政策的出台和调整，催生“随行就

市”的研发策略。２０１６年上市的新药超过４０％是孤儿药，为其研发打了强心剂。快速审评路径批准的新药在６０％左
右，却忽视了上市后安全和疗效的跟踪研究，甚至频繁更换适应证。

生物相似药上市速度极慢，研发门槛抬高是否有利于其代替原研药尚有复杂因素值得探讨；有些需求中药的发展

较慢，如被忽视的抗生素研发，形势紧迫，新药研发刻不容缓。美国出现无敌细菌，又新出现超级细菌，现阶段抗生素的

耐药性并未引起药界重视；由于作用机制研究的难点，近十年基本无新的抗抑郁药物来代替目前疗效减价的老药。

结合中国医药行业的现状及近两年的药政改革，对于创新药、改良型新药及仿制药三种药物类型研发，利用全球药

物研发的特点及最新进展，如何给中国药企带来机遇值得探讨。

（来源：科学网，本刊有删节）
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