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近代联用技术在生物大分子药物研究中应用进展
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摘 要： 20世纪90年代以来，随着联用技术和基因研究的发展，生物大分子药物的研究深受化学和医学工作者的关注，

成为研究热点之一。本文综述了表面等离子共振-环伏安法（SPR-CV）、生物分子相互作用分析-质谱法（BIA/MS）、微

流路芯片毛细管电泳-质谱法（Chip-CE-MS）、离线二维液相色谱综合串联质谱法（2D-LC coupled MS/MS）及液相色谱-
质谱-核磁共振（LC-MS-NMR）联用技术在生物大分子药物中的研究应用进展。这些联用技术的应用将为生物大分子药

物的研究开发开拓广阔的前景。
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Abstract:  Since the 1990s, following the development of new combined techniques and gene research, the 
biomacromolecule drugs were concerned by chemical and medical workers. Now, this subject has become a 



210                  食品与药品    Food and Drug       2011年第 13卷第05期

2000年6月人类基因组计划完成了基因组草图[1]，2003

年4月人类基因组序列绘制成功[2]，拉开了后基因时代的序

幕。随着基因研究的深入发展，目前生物大分子药物（包

括：天然大分子活性成分、核苷酸类、酶类、多肽类、蛋

白质类及基因工程药物等）的研究已成为一项重要的科研

课题，近代联用技术在生物大分子药物中的应用更有了新

的进展。

1  表面等离子共振-环伏安法联用技术

当入射光以临界角射入两个不同折射率的透明介质

的界面时会产生反射，每一角度反射光的强度都应相同，

但当两个界面之间镀上一层金属层，则入射光的一部分和

金属表面的自由电子作用引起共振从而导致反射光强度在

一定角度大大减弱，此现象称为表面等离子共振（surface 

plasmon resonance, SPR）。SPR是一种表面灵敏的光学技

术，生物大分子化合物层在金属表面上的结合导致折射率

变化，可用于研究贵金属膜上超薄的有机化合物层[3]。

环伏安法（cyclic valtammetry，CV），可用于通过产

生氧化还原电位测定生物大分子中抗氧化剂的还原效能。

Schlereth[4]报道了SPR-CV联用技术用于研究生物大

分子的特性。用Au[MPA](3-巯基-1-丙酸)电极测定细胞色

素C（cytochrome c）吸附在金表面上的量和定向，研究其

氧化还原过程。相似的实验同样用于研究细胞色素C氧化

酶（cytochrome c-oxidase）的氧化还原过程。细胞色素C  

SPR-CV见图1A及B。

2 生物分子相互作用分析-质谱法（biomolecular interaction 

analysis-mass spectrometry, BIA/MS）

BIA/MS中质谱法是用基体辅助激光解吸电离-飞行时

间质谱法（matrix assisted laser desorption-ionization time-of 

-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS），Nelson等[5]应

用BIA/MS进行“配位垂钓”鉴定。“配位垂钓”（ligand 

fishing）是一种筛选确定孤儿受体（orphan-receptor）的未

知配体的技术。以亲和性配位体作为“钓钩”（hook）垂

钓生物系统中结合补体，用MALDI-TOF MS测定保留的蛋

白质质谱，提供原始的结构信息（相对分子质量）。

Nedelkov等[6]应用BIA/MS联用技术鉴定人血浆中视黄

醇结合蛋白（retinol binding protein, RBP）变异体。结果显

示：两个质谱信息的不同是由于RBP分子去除了C端亮氨酸

残基所致。此截短的RBP变异体在临床上曾从慢性肾衰竭

患者血清中发现。

Nelson等[7]和Nedelkov等[8]发展了BIA/MS技术，应用

芯片上保留的蛋白质酶解结合质谱法，即生物芯片质谱法

（biosensor chip mass spectrometry， BCMS）分析研究白介

素1α。这一技术的应用使蛋白质结构分析从酶解肽图谱分

析提高到生物分子相互作用-芯片酶解-质谱分析的新水平。

3  微流路芯片毛细管电泳-质谱法联用技术

微流路芯片（microfluidics chip）是20世纪90年代发

展起来的用作微型毛细管分离的一类新的芯片，在这种微

流路芯片上进行微型毛细管电泳的技术称为微流路芯片毛

细管电泳（microfluidics chip capillary electrophoresis, chip-

CE）。

X u e等 [ 9 ]报道了多通道芯片电喷雾离子化质谱法

（microchip electrospray ionization mass spectrometry, Chip-

research hotpot. In this paper, the progress on studies and applications of some modern combined techniques 
in biomacromolecule drugs are reviewed, including surface plasmon resonance-cyclic voltammetry (SPR-CV), 
biomolecular interaction analysis-mass spectrometry (BIA/MS), microfluidics chip capillary electrophoresis-mass 
spectrometry (Chip-CE-MS), two-dimensional liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (2D-LC 
coupled MS/MS) and LC-MS-NMR. The applications of these new combined techniques will open up broad prospect 
for the research and development of biomacromolecule drugs.
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A：SPR角度转移对时间曲线  B：细胞色素C吸附在Au层的

CV图

图1  细胞色素C SPR-CV [4]
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ESI-MS）用于肌红蛋白测定的微芯片质谱法，检出限度低

于6×10-8mol/L。

用低死体积连续的微流路芯片毛细管电泳-质谱法联

用技术（microfluidics chip capillary electrophoresis-mass 

spectrometry, Chip-CE-MS），微通道经7-辛烯-1-三甲氧硅

烷（7-oct-1-enyltri-methoxysilane），硅烷化后再用氯化丙

烯酰氨基三基铵[(acryloamino) propyl-trimethylammonium 

chloride]衍生物，进行蛋白质水解的快速分析。对催产素

（oxytocin）、甲硫氨酸-脑啡肽（met-enkephalin）、亮

氨酸-脑啡肽（leu-enkephalin）、蛙皮素（bombsin）、

促黄体激素释放激素（LHRH）、精氨酸8-后叶加压素

（arg8-vasopresin）、舒缓激肽1-5（bradykinin1-5）、P物

质（substance P）及舒缓激肽（bradykinin）9种肽混合物进

行了鉴定[10]。应用微流路芯片毛细管电泳-串联质谱（chip-

CE-MS/MS），芯片通道用3-氨基丙基硅烷（3-aminopropyl 

silane）硅烷化后以电子计算机控制进行蛋白质的分析。此

联用技术还用于蛋白质-配位体复合物的分析和蛋白质修饰

的测定[10]。

4  离线二维液相色谱综合质谱法

戴安公司（Dionex）推出自动化离线二维液相系统

（off-line two dimensional liquid chromatography, 2D-LC），

用于蛋白质和多肽分离[11]。自动化离线液相色谱系统见图

2。分离的肽段可用MS/MS分析。2D-LC分离蛋白质及肽段

的分析见图3。

图2  自动化离线二维系统[11]

图3  2D-LC蛋白质与多肽分离MS/MS分析 [11]

Eeltink等[12]报道了应用离线二维液相色谱分析肽类，

并用离线二维液相色谱综合质谱法用于肽类的分析[13]，测

定系统见图4。

图4  离线二维液相色谱综合质谱法测定系统 [13]

5  LC-MS-NMR联用技术

液相色谱-质谱-核磁共振（LC-MS-NMR）联用技术

有3种连接方式：（1）液相色谱-质谱（LC-MS）与液相色

谱-核磁共振（LC-NMR）组合的联用技术  应用LC-MS进

行天然粗提取物的分离和获得相对分子质量的信息，再与

LC-NMR联用组合。结合活性分析实现了粗提取物靶向分

离新型活性成分，成为活性筛选的有效补充，获得提取物

活性成分结构信息。根据构效关系，初步获得存在活性成

分，减少了无用的分离步骤，提高了筛选效率[14]；（2）高

效液相色谱连接核磁共振和质谱的联用方式[14]   高效液相

色谱柱流出物通过检测器流动池后，经分离器分为两个部

分，主要部分（95 %）直接进入核磁共振仪检测器，其余

部分（5 %）至质谱，在流产生质谱，用载流方法产生核

磁共振波谱，用这连接方式的联用技术分离分析了天然药

物贯叶连翘提取物中主要成分的结构[14]；（3）Moy等[15]提

出液相色谱-质谱-核磁共振的联用技术  以分子排阻凝胶色

谱法和质谱联用来鉴定键合复合物作为高通量筛选方法。

LC-MS-NMR联用技术的流程图见图5。应用LC-MS-NMR

联用技术结合活性分析，以成纤维细胞胶原酶（fibroplast 

collagenase）作为蛋白质靶点进行活性成分筛选研究。

Lommen等[16]用HPLC-NMR-MS联用技术分离分析

了苹果皮提取物中的檞皮素糖苷类和根皮素糖苷类。

檞皮素糖苷类被鉴定出为云香苷（芦丁， ru t in）、金

丝桃苷（hyper in）、异檞皮素苷（ i soquerc i t r in）、

瑞诺苷（ r e y n o u t r i n）、萹蓄苷（ a v i c u l a r i n）及檞

皮苷（q u e r c i t r i n）。根皮素糖苷被鉴定出为根皮苷

（phloridzin）及2’-β-D-木糖基（1→6）β-葡萄糖苷。

6  结 语

天然活性成分和基因工程药物与人类健康密切相关，
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图5  LC-MS-NMR联用技术流程图 [15]

因而这类生物大分子药物的分析研究具有重要的现实意义。

近代联用技术的发展和应用可以获得生物大分子药物的结

构信息和大量有关特性的信息，不仅可用于生物大分子天

然活性成分的分离、鉴定和认证，而且可用于高通量的筛

选。我们相信，随着现代联用技术的发展，将为天然活性成

分和基因工程药物的研究开发开拓更加广阔的前景。
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