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环形离子淌度质谱在套索多肽类复杂

药物拓扑异构体分析中的应用
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（１．中国食品药品检定研究院，北京 １０２６２９；２．沃特世科技（北京）有限公司，北京 １０２６００）

摘要　目的：探究高分辨环形离子淌度质谱（ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ）检测套索多肽类复杂药物构象（拓扑异构体）
的可行性及潜在应用。方法：以 Ｍｃｃｊ２５及 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽为药物分析模型，将２种化合物分别于
０、５０、８０℃处理４ｈ，采用高分辨 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ直接进样的方式对样品进行分离、检测。结果：２种模型药
物在３个温度下呈现不同的拓扑结构变化，Ｍｃｃｊ２５在３个温度下构象未发生明显变化，具有较稳定的拓
扑结构，而 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在３个温度下构象发生了明显变化；采用 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ中的环形淌度可精准识别复
杂药物的折叠、解体等构象变化。结论：ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ可对复杂药物的构象（拓扑异构体）进行精准分析，
可识别药物微小的构象变化，方法可操作性强，重现性较好，准确度高，可用于复杂药物的构象测定及质

量控制。

关键词：环形离子淌度质谱；套索多肽；构象分析；拓扑异构体；质谱成像；质量控制
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　　离子淌度质谱是近年来飞速发展的一种新型质
谱技术，依靠离子在电场中不同的迁移率，可以实现

药物的高精度分离与检测［１］。环形离子淌度质谱

（ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ）是在传统线性离子淌度的基础上进一
步升级的产品，通过增加紧凑型的环形离子导向装

置，ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ可以控制离子进行一圈或多圈的淌度
分离，从而大大提高药物分离分析的分辨率［２－３］。随

着分辨率的大幅提高，ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ可以广泛应用于分
离小分子药物的顺反异构、非对映异构、对映异构体

及大分子的拓扑异构体等，可以帮助研究人员更好

地理解化合物的结构、构象等特征［２］。

复杂大分子药物是近年来创新医药领域发展迅

速的一类分支，包括多肽、多肽 －小分子偶联药物、
单克隆抗体、蛋白质药物、核酸药物等，在治疗肿瘤、

感染、自身免疫病、代谢疾病等领域发挥着越来越重

要的作用［４］。该类药物往往具有副作用低，特异性

强，生物活性高等优点，但同时也有结构复杂，稳定

性低，易变性等缺点［５］。这类药物的高级结构对药

物生物活性起到至关重要的作用，也是考察药物质

量可控性需要重点关注的领域［６］。各国药典都对大

分子药物的质量控制进行了相关描述，包括一级结

构、高级结构、生物活性等维度进行结构确认，确保

产品的有效性和安全性，相关的技术手段涉及圆二

色谱法、差示扫描量热法、傅里叶变换红外光谱法、Ｘ
射线晶体衍射、核磁共振等［７］。与小分子药物不同，

大分子药物的结构分析往往较为复杂，同时其变质

过程往往还涉及到自身微小构象的变化，这些变质

属性很难被传统分析方法精准识别，给药品的质量

控制及监管带来了非常大的挑战，亟需开发新的质

量控制方法。如何利用前沿分析技术如离子淌度质

谱等对这类药物进行质量分析也逐渐成为近年来的

研究热点［８－１０］。

套索多肽是一类来源于微生物的核糖体合成并

翻译后修饰的多肽类天然药物，具有广泛的生物活

性，如抗肿瘤、抗菌及受体拮抗剂等［１１］。套索多肽具

有独特的套索拓扑３Ｄ结构，其 Ｎ端通常由７～９个
氨基酸通过Ｎ端氨基酸的 α－氨基与天冬氨酸或谷
氨酸的羧酸侧链形成大环内酰胺，Ｃ端多肽尾巴通过
穿入Ｎ端的大环内酰胺从而形成互锁套索样结构
（图１）［１２］。这种独特的套索结构使这类分子具有良
好的稳定性并被应用于药物支架设计［１１］。例如，Ｍｉ
ｃｒｏｃｉｎＪ２５套索多肽已被开发用于展示 ＲＧＤ（Ａｒｇ－
Ｇｌｙ－Ａｓｐ）肽，用于特异性识别在癌细胞中过表达的
αｖβ３整合素

［１３］。此外，美国初创药物公司 Ｌａｓｓｏｇｅｎ
已获得４５０万美元种子轮融资，致力于研究套索多
肽作为开发新药的一种方法。这类药物介于小分子

化学药与大分子生物药之间，具有独特的化学性质

及拓扑结构，一旦上市，将给相关药物的质量控制带

来挑战。

Ａ、Ｄ．结构示意图（ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）　Ｂ、Ｅ．结构

式（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｌｏｒｅｄｂｙｅｌｅｍｅｎｔｓ）　Ｃ、Ｆ．锁套结构（ｌａｓｓｏｆｏｌｄ）

图１　Ｍｃｃｊ２５（Ａ、Ｂ、Ｃ）及Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ（Ｄ、Ｅ、Ｆ）套索多肽的结构式

Ｆｉｇ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＭｃｃｊ２５（Ａ，Ｂ，Ｃ）ａｎｄＲｕｂｒｉｎｏｄｉｎ（Ｄ，Ｅ，Ｆ）ｌａｓ

ｓｏｐｅｐｔｉｄｅｓ
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本文以Ｍｃｃｊ２５套索多肽及Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽
为模型［１４－１５］，采用 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ对２种化合物的拓扑
结构进行研究。通过对２种化合物进行不同的热处
理，通过环形离子淌度直接进样的方式，考察此类药

物在热处理变性条件下微小的构型变化，相关分析

技术的开发为具有复杂拓扑结构药物的质量控制提

供了新方法参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００高效液相色谱仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＳｅｌｅｃｔＳｅｒｉｅｓＣｙｃｌｉｃＩＭＳ环形离子淌
度质谱仪（ＷａｔｅｒｓＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）。
１２　试药

Ｍｃｃｊ２５套索多肽（５ｍｇ）与Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽
（５ｍｇ）均为中国食品药品检定研究院抗肿瘤和放射
性药品室自制。三氟乙酸为色谱纯（购自 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）；甲醇、乙腈均为色谱纯（购自百灵威科技有
限公司）。

２　色谱－质谱条件
２１　色谱条件

采用资生堂 ＣＡＰＣＥＬＬＣＯＲＥＣ１８（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，２７μｍ）色谱柱，流动相为０１％三氟乙酸水溶液
（Ａ）－０１％三氟乙酸乙腈溶液（Ｂ），梯度洗脱
（０～２ｍｉｎ，１０％Ｂ；２～１５ｍｉｎ，１０％Ｂ→５０％Ｂ；１５～２５
ｍｉｎ，５０％Ｂ→９５％Ｂ；２５～３０ｍｉｎ，９５％Ｂ；３０～３１ｍｉｎ，９５％
Ｂ→１０％Ｂ；３１～３５ｍｉｎ，１０％Ｂ），流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，紫外
检测波长２２０ｎｍ，柱温３０℃，进样量１０μＬ。
２２　质谱条件

采用电喷雾正离子化，碰撞能量６ｅＶ，碰撞能量
转移４ｅＶ，四极杆质量驻留时间１０ｍｓ，毛细管电压
５０Ｖ，脱溶剂气流量９Ｌ·ｍｉｎ－１，脱溶剂温度４５０℃，
扫描范围ｍ／ｚ５０～２０００。ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ参数见表１。
３　方法与结果
３１　高效液相色谱热处理对 Ｍｃｃｊ２５及 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ
套索多肽构象的影响

传统高效液相色谱方法可以对大分子药物构象

进行分离分析。本文选用结构较为稳定的Ｍｃｃｊ２５套
索多肽及结构相对不稳定的 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽作
为分析模型进行研究。精密称取Ｍｃｃｊ２５套索多肽及
Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽各约１ｍｇ，置２ｍＬ离心管中，用
５０％甲醇１ｍＬ溶解，制成约１ｍｇ·ｍＬ－１的套索多肽
溶液各 ３份，分别置 ０、５０、８０℃金属浴处理 ４ｈ，

　　　　　表１　Ｍｃｃｊ２５和Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ的ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ参数
Ｔａｂ１　ＰａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＣｙｃｌｉｃＩＭＳｆｏｒＭｃｃｊ２５ａｎｄＲｕｂｒｉｎｏｄｉｎ

样品（ｓａｍｐｌｅ）　　　 Ｍｃｃｊ２５ Ｒｕｂｒｉｖｉｎｏｄｉｎ

ＡＤＣ采样频率（ＡＤＣｓａｍｐｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）／ＧＨｚ ７２ ７２

ＡＤＣ推杆周期（ＡＤＣｐｕｓｈｅｒｐｅｒｉｏｄ）／μｓ ８５ ８５

前体（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）ｍ／ｚ １０６５ ７９５

ＩＭＳ周期启动延迟（ＩＭＳｃｙｃｌｅｓｔａｒｔｄｅｌａｙ）／ｍｓ １１０８ ８１１

四极杆模式（ｑｕａｄｍｏｄｅ） ８０００ ８０００

ＳＩＤ模式（ＳＩＤｍｏｄｅ） ＣＩＤ ＣＩＤ

ＴＯＦ模式（ＴＯＦｍｏｄｅ） ＥＳＩ ＥＳＩ

扫描时间（ｓｃａｎｔｉｍｅ）／ｓ １０３０８ １０３３７

循环时间（ｃｙｃｌｅｔｉｍｅ）／ｓ １０３６ １０３９

将样品稀释１０倍后转移至进样小瓶并进行液相色
谱梯度洗脱分析。如图２－Ａ所示，Ｍｃｃｊ２５在３个温
度处理后，在液相色谱图上均呈现单一色谱峰（保留

时间约为１２１ｍｉｎ），表明Ｍｃｃｊ２５套索多肽的构象在
高温处理条件下未发生明显变化。与之相反，Ｒｕ
ｂｒｉｎｏｄｉｎ呈现出明显不同的变化（图２－Ｂ）：在０℃
处理条件下，Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在 １００ｍｉｎ处呈现单一主
峰，在约８５ｍｉｎ处有少量拓扑异构体产生。这些异
构体主要是 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在生产制备纯化过程产生
的［１４］；Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在５０℃处理４ｈ后，大部分套索结
构发生解折叠，产生新的伸展态的 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ（保留
时间约８５ｍｉｎ）；Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在８０℃处理４ｈ后，液
相色谱结果显示折叠态的 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ已完全转化为
伸展态的多肽。高效液相色谱分析结果初步证明了

Ｍｃｃｊ２５套索多肽相对稳定，在热处理条件下保持构
象稳定，而Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽在热处理条件下发生
了明显的构象变化，推测套索多肽的 Ｃ端尾巴从 Ｎ
端内酰胺大环中挣脱出来，形成伸展态多肽，此结论

与文献［１４］结论相符。
３２　Ｍｃｃｊ２５及Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽ＴＯＦ质谱分析

采用直接进样的方式对经过热处理的２种套索
多肽进行高分辨ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ分析。首先对Ｍｃｃｊ２５在
８０℃热处理４ｈ的样品进行质谱全扫描分析，发现
Ｍｃｃｊ２５在质谱中显示出一系列带有不同钠离子的准
分子离子峰，其中观测到的 Ｍｃｃｊ２５［Ｍ＋２Ｈ＋Ｎａ］３＋

离子ｍ／ｚ为１０６５０７１，与理论预测值（［Ｍ＋２Ｈ］２＋

ｍ／ｚ１０５４０１８）相符（图 ３－Ａ）。对 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在
５０℃处理 ４ｈ的样品进行质谱全扫描分析，发现
Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在质谱中同样显示出一系列带有不同钠离
子的准分子离子峰，证明不同套索多肽在直接
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Ａ．Ｍｃｃｊ２５　Ｂ．Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ
图２　ＨＰＬＣ法检测不同温度处理后套索多肽的构象
Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｌａｓｓｏｐｅｐｔｉｄｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

进样时带有不同数量钠离子是普遍现象。其中，观

测到 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ［Ｍ ＋３Ｈ＋５Ｎａ］８＋离子 ｍ／ｚ为
７９５０４９，与预测值（［Ｍ＋３Ｈ］３＋ｍ／ｚ７５８３８１）相符。

图３　质谱分析Ｍｃｃｊ２５（Ａ）及 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ（Ｂ）套索多肽的相对分子
质量

Ｆｉｇ３　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｏｆ
Ｍｃｃｊ２５（Ａ）ａｎｄＲｕｂｒｉｎｏｄｉｎ（Ｂ）ｌａｓｓｏｐｅｐｔｉｄｅｓ

３３　Ｍｃｃｊ２５及Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽构象 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ
构象分析

３３１　Ｍｃｃｊ２５套索多肽 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ条件考察　由
于ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ质谱采用环形淌度池，在测量时可以通
过电场对离子的控制，实现离子在淌度池中运行较

多的圈数，从而实现最优的分离效果。首先对Ｍｃｃｊ２５
套索多肽进行分析，通过考察不同准分子离子峰，最

终选择Ｍｃｃｊ２５的［Ｍ＋２Ｈ＋Ｎａ］３＋进行优化。如图４
所示，Ｍｃｃｊ２５通过环形淌度池１圈时，仅呈现单一质
谱峰，这与ＨＰＬＣ的分析结果一致，显示Ｍｃｃｊ２５具有
较为稳定的构象结构；将离子淌度条件提高到７圈
时，Ｍｃｃｊ２５中有少量的拓扑异构体得到分离，从化学
角度分析，Ｍｃｃｊ２５利用１９位的苯丙氨酸和２０位的
酪氨酸为锁扣结构，结构极为稳定，但由于Ｍｃｃｊ２５套
索含有２个脯氨酸，导致其有少量不同构象的套索
多肽产生，在之前的研究中，已经有报告证明 Ｍｃｃｊ２５
套索多肽有 Ｐｒｏ７／Ｐｒｏ１６的顺式／反式异构化现
象［１６］；进一步将离子淌度条件增加到９圈，发现２个
拓扑异构体的分离度进一步增加。此实验证明，即

使像Ｍｃｃｊ２５这种极其稳定的套索结构，其在溶液中
也并非具有完全的构象均一性。ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ提供了
一种强大的分析工具，可以精准地将这些微少拓扑

异构体分离分析出来。通过优化，最终选择运行 ７
圈这个条件继续研究，探索 Ｍｃｃｊ２５在热稳定性样品
中的构象变化。

Ａ．１圈（ｏｎｅｐａｓｓ）　Ｂ．７圈（ｓｅｖｅｎｐａｓｓｅｓ）　Ｃ．９圈（ｎｉｎｅｐａｓｓｅｓ）
图４　圈数对Ｍｃｃｊ２５离子淌度分离的影响
Ｆｉｇ４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐａｓｓｅｓｏｎｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＭｃｃｊ２５ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌｉ
ｓｏｍｅｒｓ

３３２　Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ条件考察　
采用同样的考察策略，取５０℃处理４ｈ的Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ
套索多肽，选择［Ｍ＋３Ｈ＋５Ｎａ］８＋ｍ／ｚ７９５０４９的准
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分子离子峰进行环形离子淌度分析。如图５所示，
当离子淌度条件为１圈时，同样仅呈现单一质谱峰；
当离子淌度条件提高到５圈时，可以明显看到 Ｒｕ
ｂｒｉｎｏｄｉｎ已经分裂成双组分，推测其一为折叠态的套
索多肽，另一为伸展态的多肽，与液相色谱结果一致；

当进一步将离子淌度条件提高到１１圈时，可以看到之
前推测为单一构象的折叠态套索多肽进一步分裂成２
个峰，证实Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽在５０℃变性过程中还
产生了其他位置的拓扑异构体，推测其为Ｃ端尾巴未
完全脱离Ｎ端大环内酰胺的中间态。通过高分辨的
ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ，证实Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽在解折叠过程中
产生了不同构象，并可分步精准监测，这种独特的分析

方法为相关复杂药物的分析提供了一种可选方法。通

过优化，最终选择运行１１圈作为进一步分析Ｒｕｂｒｉｎｏ
ｄｉｎ热稳定性行为的分析条件。

Ａ．１圈（１ｐａｓｓ）　Ｂ．５圈（ｆｉｖｅｐａｓｓｅｓ）　Ｃ．１１圈（ｅｌｅｖｅｎｐａｓｓｅｓ）

图５　圈数对Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ离子淌度分离的影响

Ｆｉｇ５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐａｓｓｅｓｏｎｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＲｕｂｒｉｎｏｄｉｎｔｏｐｏｌｏｇｉ

ｃａｌｉｓｏｍｅｒｓ

３３３　Ｍｃｃｊ２５套索多肽不同温度处理后构象分
析　如图６所示，Ｍｃｃｊ２５在０、５０、８０℃ ３个条件下
分别处理４ｈ后，在环形离子淌度池中运行７圈，其

构象分布基本没有变化。实验证明 Ｍｃｃｊ２５具有非
常好的热稳定性，同时证明了天然纯化的 Ｍｃｃｊ２５
套索多肽存在少量的拓扑异构体。对测定样品进

行成像分析，结果 Ｍｃｃｊ２５套索多肽在 ３个温度下
表现一致，再次证明了套索多肽有良好的锁扣结构

（具有大分子排阻的侧链），可为套索提供优越的热

稳定性。

３３４　Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽不同温度处理后构象分
析　与Ｍｃｃｊ２５采用酪氨酸为锁扣结构不同，Ｒｕｂｒｉｎｏ
ｄｉｎ采用侧链相对较小的精氨酸为锁扣，同时Ｒｕｂｒｉｎ
ｏｄｉｎ的Ｎ端大环由９个氨基酸组成。这种大环套索
叠加较小的锁扣氨基酸，使得Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ热稳定性较
差。如图 ７－Ａ所示，Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ在 ０℃时，Ｃｙｃｌｉｃ
ＩＭＳ显示其仍有３个拓扑异构体。在之前液相色谱
分析中，已经观察到少量完全伸展态的多肽（保留时

间８５ｍｉｎ）。出乎意料的是，在液相色谱图中为单
一色谱峰的套索多肽（保留时间１００ｍｉｎ）混有部分
拓扑异构体，提示在Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ的纯化或者保存过程
中，已有部分套索多肽在拓扑结构上发生了变质，而

这种变质是常规液相色谱无法检测到的。Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ
在５０℃处理４ｈ后（图７－Ｂ），可以明显看到套索已
变成３个构象的混合物，完全伸展及解折叠中间态
的套索多肽比例显著增加。Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽在
８０℃处理４ｈ后（图７－Ｃ），大部分套索多肽已经完
全转化成伸展态。对测定样品进行成像分析，结果

证明 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽在３个温度下经历了明显
的分步构象变化。

４　讨论
传统小分子药物质量控制主要集中在有关物质

的检测，涉及同分异构体、降解杂质等［１７］。通过传统

的高效液相色谱结合色谱柱等手段，可对相关杂质

进行有效控制［１８］。随着药物不断向中分子、大分子

药物发展，涉及药物拓扑异构体的杂质给药品质量

监管带来了更多挑战。在众多复杂药物的设计过程

中，药物的空间拓扑结构对药物的生物活性至关重

要，例如各种抗体及多肽类靶向药物［１９］，在构象上发

生变质往往难以检测，潜在的生物危害难以察觉，还

大大降低了药物的生物活性，亟需开发新的分析手

段对此类杂质进行检测［２０］。

本文以Ｍｃｃｊ２５套索多肽及Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽
为模型，探究了复杂药物拓扑异构体的定性分析方

法。以Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽为例，当此类分子经历了
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Ａ．０℃处理４ｈ（ｐｒｏｃｅｓｓａｔ０℃ ｆｏｒ４ｈ）　Ｂ．５０℃处理４ｈ（ｐｒｏｃｅｓｓａｔ５０℃ ｆｏｒ４ｈ）　Ｃ．８０℃处理４ｈ（ｐｒｏｃｅｓｓａｔ８０℃ ｆｏｒ４ｈ）

图６　温度对Ｍｃｃｊ２５套索多肽构象的影响

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＭｃｃｊ２５ｌａｓｓｏｐｅｐｔｉｄｅ

Ａ．０℃处理４ｈ（ｐｒｏｃｅｓｓａｔ０℃ ｆｏｒ４ｈ）　Ｂ．５０℃处理４ｈ（ｐｒｏｃｅｓｓａｔ５０℃ ｆｏｒ４ｈ）　Ｃ．８０℃处理４ｈ（ｐｒｏｃｅｓｓａｔ８０℃ ｆｏｒ４ｈ）

图７　温度对Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ套索多肽构象的影响

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＲｕｂｒｉｎｏｄｉｎｌａｓｓｏｐｅｐｔｉｄｅ

较大的构象变化时（如折叠态变为完全伸展态），高

效液相色谱结合色谱柱可进行有效地分离及分析；

当药物经历微小构象变化时，高效液相色谱已无法

精准判断样品的变质情况，在液相色谱图上显示为

色谱纯的 Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ样品在 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ中呈现出多
种构象的混合物。在Ｒｕｂｒｉｎｏｄｉｎ热处理过程中，可以
通过环形离子淌度技术精准地观测到样品的解折叠

中间态及伸展态的变化，ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ为复杂药物在拓
扑维度上的质量控制提供了强大的分析手段。

在Ｍｃｃｊ２５套索多肽的分析过程中发现，即使
Ｍｃｃｊ２５是相对较为稳定的骨架结构，在 ＣｙｃｌｉｃＩＭＳ
中仍能观测到小部分拓扑异构体的存在，揭示了其

结构的复杂性。提示在开发类似具有拓扑空间结构

的药品时，需要同时关注此类分子的拓扑结构均

一性。
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