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多肽药物是介于大分子蛋白/抗体类药物和小分子

药物之间的一类重要的药物分子，因其生物活性高、靶

向专一性高、选择性高、毒副作用低等优点而被广泛应

用于疾病治疗领域[1]。近年来，微球、脂质体、聚乙二醇

（PEG）修饰等方法的深入应用解决了多肽药物稳定性

差、体内易降解、半衰期短等成药性差的问题，促进了多

肽药物的开发利用[2-4]。多项临床前实验和临床研究表

明，多肽药物药效广泛，可用于治疗骨质疏松症、糖尿

病、前列腺疾病、子宫内膜异位症、肢端肥大、溃疡和甲

状腺功能减退等多种疾病[5-7]，未来的商业价值和发展前

景巨大[8-9]。到目前为止，美国FDA已批准了 90多种活

性多肽药物进入市场[6，10-11]，其中许多获批的多肽是通过

化学方法合成的，包括液相合成或固相合成的方法，还

有更多的合成多肽药物正处在上市前的研究中[12]。随

着合成多肽药物研发数量的不断增长，对这类药物结构

确证方面的研究也在不断开展。目前常用的肽和蛋白

质 N 端测序方法为 Edman 降解法，但其存在结果不明

确、灵敏度低等缺点。例如，色氨酸和半胱氨酸等氨基

酸残基因受到背景干扰可能无法检测到，因此Edman降

解法难以对微量肽、N-端封闭肽或多肽混合物进行表

征。随着测序技术和仪器的发展，串联质谱法已成为一

种高效、高灵敏和高通量的肽类测序工具，在合成多肽药

物分子结构确证方面发挥了重要作用。笔者以“合成多

肽药物”“多肽测序”“串联质谱”“质谱法”“结构确证”

“Synthetic polypeptide drugs”“Peptide sequencing”“Tan-

dem mass spectrometry”“Mass spectrometry”“Structure

interpretation study”等为关键词，组合查询了 2000年 1

月－2019年 1月中国知网、万方、维普、Springer Link、

Web of Science、PubMed等数据库中的相关文献。结果，

共检索到相关文献192篇，其中有效文献52篇。现对串

联质谱法在确证合成多肽药物结构中的相关应用研究进

行综述，以期为该类药物的研发提供参考。

1 合成多肽药物结构确证相关技术指导原则及研

究内容
1.1 相关技术指导原则

合成多肽药物本质上属于化学药物的范畴，国家食

品药品监督管理局（SFDA）于 2004年发布的《化学药物

原料药制备和结构确证研究技术指导原则》[13]将多肽药

物归于化学药物之中，并对其结构确证的测试方案进行

了简要说明。但是合成多肽药物因其结构的特殊性，在

制备方法、结构确证、质量研究等方面有其特殊要求，对

此美国FDA早在1994年就发布了有关多肽药物的指导

原则“Guidance for Industry for the Submission of Chemis-

try，Manufacturing，and Controls Information for Synthet-

ic Peptide Substances”[14]，但该指导原则于2006年被美国

FDA官方撤回。我国SFDA在2007年发布了《合成多肽

药物药学研究技术指导原则》[15]，该项指导原则的提出

对合成多肽药物结构表征、质量控制等方面的相关研究

起到了规范作用。但到目前为止，国内的相关指导原则

也未进行相应更新，所以仍缺乏有关合成多肽药物结构

确证的官方指南。在国内外现有的相关指导原则以及

有关文献研究的基础之上，科学合理地对合成多肽药物

结构进行准确表征，对这类药物的研发有着重要意义。

1.2 合成多肽药物结构确证研究内容

一般化学原料药结构确证研究的主要内容包括平

面结构、立体结构、晶型及结晶水/结晶溶剂等方面[13]，而
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合成多肽药物分子则更需要在氨基酸组成分析、氨基酸

序列分析、二硫键分析等方面进行结构确证研究。

1.2.1 分子量测定 同化学原料药一样，合成多肽药物

的结构确证中也包括分子量的测定，一般采用质谱法

进行单同位素质量的测定，其质量偏差应在理论值

的±1.0 个质量单位内；对于分子量在 2 kDa 以上的多

肽，使用高分辨质谱仪更为合适[16]。

1.2.2 氨基酸组成分析 氨基酸组成分析可说明多肽

的组成是否正确，不仅能证明多肽的结构，还能在一定

程度上反映样品的纯度（是否含有合成杂质）。在进行

氨基酸组成分析时，要注意考察所涉及的各类氨基酸，

尤其是非天然氨基酸和氨基酸衍生物的色谱行为，以准

确进行定性、定量分析。此外，在该项分析当中应建立

合适的水解方法，因为不同的水解条件可能会对某些氨

基酸的回收产生较大影响 [17]，如 pH＜3时，谷氨酰胺

（Gln）会经酸催化脱氨而发生水解；而在 pH＞7时，Gln

不易形成六元环，更加稳定。

1.2.3 氨基酸序列分析 与其他分子一样，化学成分的

阐明是确定肽同一性的基础，包括阐明氨基酸及其在肽

链中的排列顺序，即一级结构/序列。传统氨基酸测序方

法为 Edman 降解法，但该方法一般用来测定 N 端氨基

酸；此外，Edman测序和串联质谱相结合也是目前常用

的一种方法，可用于阐明含有二硫键的复杂肽，例如降

钙素鲑鱼的一级结构[17]。采用串联质谱法测定肽序列

时通常使用碰撞诱导解离（CID）碎裂技术，但如果序列

覆盖度差，应考虑采用其他的质谱碎裂技术 [18-23]（见表

1）。对于含有 20个以上氨基酸残基的长肽，如不能直

接确定其序列，可进行多肽肽图的分析，分析过程一般

是用专一性较强的蛋白水解酶（一般为肽链内切酶）对

多肽进行水解，再用液相色谱-质谱联用技术（LC-MS）

确定各肽段。

表1 生物质谱中重要的质谱碎裂技术

质谱碎裂技术
低能CID

高能CID

高能碰撞解离技术（HCD）

基于电子诱导的电子捕获解离技术（ECD）

电子转移解离技术（ETD）

主要产生的离子类型
b型和y型离子
所有的序列特征离子
b型和y型离子
c型和 z型离子
c型和 z型离子

常用质谱分析器

通用型质谱仪

轨道离子阱质谱仪
傅里叶变换离子回旋共振质谱仪（FT-ICR-MS）

离子阱型的质谱仪

适用范围

氨基酸序列长度较短的、带2个或3个电荷为主的肽段

被广泛用于蛋白质翻译后修饰的研究

氨基酸序列长度较长的、带3个及以上电荷为主的肽段

1.2.4 二硫键分析 正确的二硫键数目和位置是多肽

和蛋白质产生生物活性的结构保证，在对合成或天然多

肽产品研究的过程中，二硫键的分析是需要考察的重要

内容之一。合成多肽药物分子中如含有二硫键，一般先

采用还原试剂如二硫代硫醇（DTE）、二硫苏糖醇（DTT）

或三（2-羧乙基）膦（TCEP）对这类药物进行还原，然后进

行质谱分析，通过比较还原前后的质量差可确定其含有

的二硫键数目。其中，对含有多对二硫键的多肽还应该

对其二硫键进行定位分析。部分还原是一种被广泛接

受的定位二硫键的方法，在这种方法中，多肽在可控的

条件下被消解，从而使不同还原动力学的二硫键被还

原，再经串联质谱分离和分析，即可完成二硫键的定位。

1.2.5 二级结构分析 含有 40个氨基酸以上的肽通常

表现出高度的构象灵活性，其特征主要是随机螺旋和一

定程度的二级结构（如α螺旋和/或β折叠）。结构的有序

性可能对某些肽的生物活性有重要影响[24]，因此二级结

构的阐明也是多肽结构表征的一部分。一般常用圆二

色谱（CD）、傅里叶变换红外光谱（FTIR）、核磁共振

（NMR）、X射线晶体学、拉曼光谱和荧光光谱等方法对

多肽药物的二级结构进行分析。例如，阮进成等[25]通过

体外折叠体系折叠化学合成抗菌肽Plectasin，经过高效

液相色谱（HPLC）分离纯化之后采用CD 进行二级结构

鉴定，发现未折叠分子只具有α螺旋结构，外折叠的Plec-

tasin 具有α螺旋及反平行β折叠结构。高铮亚[26]采用FT-

IR法研究了可溶性鸟苷酸环化酸血红素结构域蛋白质

的二级结构，发现在亚基单独的血红素结构域蛋白（hs-

GC α2H）及通过 link连接的异源二聚血红素结构域蛋白

（hsGC β1H-2H）中α螺旋结构的含量相对较高，但其重组

后α螺旋结构含量有所降低，β折叠结构相对升高，这一

发现与CD法测得的结果相近。

结合目前已有合成多肽药物结构确证的相关技术

指导原则以及有关研究文献，合成多肽药物结构表征的

主要内容有分子量测定、氨基酸组成和序列分析、二硫

键分析以及二级结构分析等，具体的研究内容可结合研

究对象的具体结构而有所侧重。

2 串联质谱法在合成多肽药物结构确证中的应用
串联质谱是时间上或空间上两级以上质量分析的

结合，用以测定第一级质量分析器中的前体离子（Pre-

cursorion）与第二级质量分析器中的产物离子（Produc-

ticm）之间的质量关系[27]。软电离技术的发展和采用新

技术的质量分析器的研发，进一步推动了串联质谱在多

肽药物结构确证方面的研究应用。

2.1 串联质谱法在合成多肽药物结构确证方面的应用

2.1.1 常规电喷雾离子源串联质谱法（ESI-MS/MS）

在电喷雾质谱中，肽段经惰性气体碰撞而诱导裂解可

产生稳定的N端系列 a、b、c型离子和/或C 端系列x、y、z

型离子（主要是b、y型离子），根据碎片离子间的质量差

可以推断出多肽的氨基酸序列[28]。相比于Edman降解

测序法，ESI-MS/MS可用于分析N端封闭和经修饰的多

肽[29]。周红华等[30]应用电喷雾质谱法（ESI-MS）及源内

CID对胸腺五肽（TP5，人工合成五肽）进行测定，得到质

荷比（m/z）680.3的[M+H]+峰，m/z 702.2的[M+Na]+峰等
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相关加和峰，这些数据与 TP5 的理论相对分子质量

679.4 相符；并得到了TP5的系列碎片离子（主要是 b型

离子），通过解析碎片离子，最终确定了其氨基酸序列

（从N端到Ｃ端）为：精氨酸-赖氨酸-天冬氨酸-缬氨酸-

酪氨酸（RKDVY）。周红华等 [31] 的另一项研究应用

ESI-MS 及源内 CID 技术对多肽类药物醋酸亮丙瑞林

（人工合成九肽）进行了测定，结果测得其分子量与理论

值一致；并通过分析得到的b、y型碎片离子，证实了亮丙

瑞林的氨基酸序列。周红华等[32]又应用ESI-MS及源内

CID技术分析了曲普瑞林（人工合成十肽）和促黄体素

释放激素类似物（人工合成九肽）的氨基酸序列，结果，

这两种寡肽在正离子模式下均可得到较好的质谱信息，

且均得到了其准分子离子峰[M+H]+及[M+Na]+信号峰，

分子量分别与各自理论值一致；又通过分析得到的一系

列典型的b、y型碎片离子，从而确证了这两种寡肽的一

级结构。张冬梅等[33]采用电喷雾-四极杆-飞行时间串联

质谱法（ESI-Q-TOF-MS/MS）测定了磷酰化修饰后的 5

种模型肽的氨基酸序列，该方法很好地区分了m/z相近

的赖氨酸和谷氨酰胺氨基酸残基，提高了质谱测序的准

确度。

既往研究显示，环孢菌素类化合物（环状十一肽）的

氨基酸序列信息丰富、差异性大，可利用ESI-MS/MS对

该类化合物进行快速的初步鉴定。例如，陈振伟等[34]应

用电喷雾离子化多级质谱法分析了 CsA、CsB、CsC、

CsD 4种环孢菌素同系物，在m/z 50～1 400范围内进行

多级扫描，分别得到了这4个样品的三级质谱图。其中，

一级质谱图中主要是这4种同系物的[M+H]+分子离子，

二级和三级质谱图中主要是[M+H]+经CID得到的一系

列碎片离子（以b型离子为主）。对比分析所得质谱图发

现，这 4种环孢菌素同系物主要裂解位点在 2-3位间、

1-11位间、5-6位间；而分析[M+H－H2O]+峰可以进一步

确定环孢菌素中的氨基酸序列。该研究表明，该方法简

便、准确，可用于这类化合物的快速鉴别。方剑英等[35]应

用ESI-MS/MS分析了 9个环孢菌素类化合物经强酸水

解后的产物，获得了这9个化合物一些组成氨基酸的特

征分子离子峰，结果发现1位上特殊的氨基酸的分子离

子峰特征明显。该研究表明，与已知的方法相比，该方

法可在无对照品的情况下，快速准确地鉴别环孢菌素类

化合物。

2.1.2 纳升电喷雾串联质谱（Nano-ESI-MS/MS） 常规

电喷雾技术的耗样量大，而纳升电喷雾技术因其喷雾头

口径小，使得样品分子的去溶剂化和离子化效率大大提

高，故其已经越来越广泛地运用于生物大分子的分析

鉴定中[36]。李萍等[37]加入还原剂DTT将奥曲肽（人工合

成八肽）中的二硫键打开，采用Nano-ESI-MS/MS测得还

原前奥曲肽相对分子量为1 019.450 2，与理论分子量的

相对误差为 1.9 ppm；测得还原后奥曲肽相对分子量为

1 021.456 7，还原前后的相对质量差为2 Da，由此确定奥

曲肽中存在一对二硫键。在一级质谱图中确定完全打

开二硫键之后，选定了m/z 511.21的双电荷峰进行二级

质谱分析，通过调节合适的碰撞能量得到了系列碎片离

子峰，借助相关软件标识出y型离子，解析后最终确定了

奥曲肽一级结构的氨基酸序列。梁艳等 [38]利用 Na-

no-ESI-MS/MS通过全扫描模式测得阿托西班还原前样

品[M+H]+离子峰的m/z为994.448 7，与理论值994.449 0

的相对偏差为0.4×10－6，从而确认阿托西班样品的分子

量是正确的；使用 DDT 还原后测得样品[M+H]+m/z为

996.4，还原前后的质量差为 2 Da，确定该样品中存在 1

对二硫键；在确定阿托西班的二硫键完全打开后，选

择了 m/z 498.73的双电荷峰为母离子进一步进行 ESI-

MS/MS分析，通过y型离子解析二级质谱图后确定了阿

托西班一级结构的全序列并对其4个修饰位点（分别位

于N端、C端和侧链上）进行了确证。结果表明，该方法

灵敏度高、速度快，在多肽类药物一级结构分析方面具

有独特的优势。

2.1.3 基质辅助激光解吸-飞行时间串联质谱法（MAL-

DI-TOF/TOF-MS） MALDI-TOF/TOF-MS 具有样品不

易碎裂、分子离子峰强等明显优点，可快速测定生物大

分子和高分子的分子量，在生物学等领域应用广泛[39]。

例如，桑志红等 [40]应用 MALDI-TOF-MS 测得使用 DDT

还原后的重组蛋白纽兰格林（rhNRGL）准分子离子峰[M+

H]+m/z为7 051.185 5，与其理论值的偏差为5.57×10－6；分

别选择m/z为880.538、1 043.617、1 277.732 的碎片离子作

为母离子，设定离子门窗口为 6 Da，调节合适的质谱参

数，使用BioTools软件分析二级质谱图，并手动及自动

标注氨基酸序列，确证了重组蛋白纽兰格林C 端序列的

10个氨基酸序列。

2.1.4 多种方法结合 肽类药物一般要经过合理的化

学修饰，以最大限度地提高其稳定性和生物利用度，同

时保持甚至提高生物活性肽的作用和选择性，这也给串

联质谱法的测序带来了一定的困难，所以有时需要综合

使用多种技术进行结构确证。例如，薛燕等[41]使用DTT

还原重组人纽兰格林（rhtNRGL）中的二硫键，采用四极

杆-傅里叶变换离子回旋共振串联质谱法（Q-FT-MS/

MS）测定 rhtNRGL还原前后的精确相对分子量，计算质

量差，从而确定了分子中的二硫键数目；采用 MAL-

DI-TOF/TOF-MS 测定 rhtNRGL 的 N 端的 5个氨基酸序

列；采用ESI-MS/MS测定 rhtNRGL的C 端的 11个氨基

酸序列；采用Tyrsin和Glun-C两种蛋白酶对样品进行酶

解后，经 MALDI-TOF-MS 检测获得该样品的肽质量指

纹图谱，计算得到两种酶切肽谱的序列覆盖率分别为

82％和 64％，经过分析确证主成分二硫键配对正确，同

时发现少量错配二硫键异构体。依替巴肽N端是脱氨

基半胱氨酸，用串联质谱法测定其氨基酸序列时存在一

定的困难，为此厉保秋等[42]采用ESI-MS/MS证实了依替

巴肽的相对分子量及肽链环化结构，结合核磁共振氢谱
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（1H-NMR）分析，发现测得的化学位移可以与其已知结

构较好地对应，从而进一步对依替巴肽的一级结构进行

了确证。可见，多种分析技术相结合已成为复杂肽或长

肽结构确证较常采用的分析手段。

2.2 图谱处理及分析

串联质谱法测定多肽序列时，所得到的质谱图既可

以手动进行分析，也可以通过仪器提供的相关软件进行

分析。具体的谱图处理及分析方式要结合所分析样品

的结构、所采用的分析仪器以及具体的实验情况决定。

2.2.1 手动分析 经典的氨基酸质谱测序方法是在碎

裂谱图中观察这些离子，通过计算质量差来反推多肽序

列[43-45]。例如，盛龙生等[46]应用基质辅助红外激光解吸

质谱法（IR-MALDI/FTMS）分析九肽药物促黄体素释放

激素类似物（LRH-A），获得了样品的相关碎片离子信

息，并手动分析了所得到的系列碎片离子，根据相关碎

片离子之间的质量差确定了氨基酸残基的连接方式。

2.2.2 借助相关软件分析 随着串联质谱从头测序软

件（如 PEAK、SMSNovo、RAID、UniNovo、Novor 等）的

开发[47]，研究人员在进行结构确证时可不依赖于已知数

据库，在快速鉴定多肽序列同时还可以指定翻译后修饰

位点[48-49]，这也使得串联质谱法成为多肽药物结构确证

研究的首选方法之一。一些公司也推出了匹配串联质

谱仪器的商业软件，例如梁艳等[38]对还原后的阿托西班

样品进行 ESI-MS/MS 分析，用仪器上匹配的 MaxEnt 3

软件对获得的二级质谱图进行处理，借助于MasSeq软

件标识出y型离子，从而可以解析m/z为98.73的肽段所

对应的氨基酸序列，并利用MasSeq软件中的编辑功能

最终确证了阿托西班的一级结构。王红霞等[50]用纳升

电喷雾四极杆-飞行时间串联质谱分析了亮丙瑞林及

EPD 等样品，分别获得其二级质谱图，经仪器上匹配的

MaxEnt软件转化、结合MasSeq软件及其中的编辑功能

推导出了样品的多肽序列。

由此可见，串联质谱法在合成多肽药物结构确证中

的应用广泛，不同的串联质谱有其不同优点，可结合分

析对象的结构灵活选择合适的方法；对获得的有关质谱

图进行解析也随着相关软件的开发及多种数据库的建

立而越来越简便。

3 结语
为了提高药效、延缓半衰期、降低副反应或改善其

稳定性，很多新的多肽药物往往都要进行相关的化学修

饰[51-52]。目前常用的Edman降解法主要是用于测定N端

不含有封闭及修饰氨基酸的多肽分子，而质谱法则适用

于对Edman降解法无法分析的多肽药物，是一种强大的

肽测序工具。虽然串联质谱测序存在有时难以区分m/z

相近的氨基酸残基、部分离子缺失、内部或侧链断裂产

生复杂的碎片离子，给图谱解析带来困难等缺点，但随

着相关分析软件的不断完善及衍生化质谱技术的不断

发展，质谱法在分析复杂的多肽药物分子及混合肽的结

构中显示出了明显优势。质谱法或质谱法与其他分析

方法的结合将越来越多地运用在合成多肽药物结构表

征的研究方面。
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