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摘要: 酶是调控人体机能使机体进行正常生命活动的物质, 酶抑制剂能特异性调节酶的活性并可能成为药物发

现的起点。目前, 质谱具有对酶反应进行快速定量分析的优势, 使其在酶抑制剂筛选发现新药领域发展迅猛。本文

综述了近几年国内外应用质谱以及质谱联用技术 (前沿亲和色谱、固定化酶磁珠、超滤、表面等离子体共振、毛细管

电泳和微流控芯片) 筛选酶抑制剂的方法。按照两种不同筛选原理进行阐述: 活性筛选和亲和筛选。
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Abstract: Enzymes play crucial functional roles in all biological processes. Enzymatic inhibitors can regulate

enzyme activity and may become the starting point for drug discovery. Mass spectrometry (MS) has the advantage

for rapid qualitative and quantitative analyses of compounds and enzyme reactions, emerging as an important

analytical tool in enzyme inhibitor screening assay for drug discovery. This review will highlight recent advances

in the inhibitor screening assay using MS and related techniques, including frontier affinity chromatography,

immobilized enzyme beads, ultrafiltration, surface plasmon resonance, capillary electrophoresis and microfluidic

chips. The existing MS methods for screening enzyme inhibitor were divided into two types: affinity screening and

activity screening.
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酶在生物体内扮演着重要角色, 可以通过调节细 胞活性、催化代谢反应维持机体正常功能和稳态平衡。

酶活失衡是导致机体产生病理状态的重要原因, 通过

调节酶活性可以达到治疗疾病的目的。因此酶成为治

疗人类疾病的重要靶标[1]。酶抑制剂能特异性降低特

定酶的活性。通过筛选发现酶抑制剂是新药开发的一

个主要途径[2]。目前, 已成功用于药物开发的酶靶标
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种类繁多, 包括还原酶、水解酶、转移酶、裂解酶、异构

酶、合成酶等[3]。2017年发表的一篇综述对 FDA已批

准药物按照其作用的靶标进行了统计 , 发现 2011～

2015年间新获批的具有激酶活性调节作用的药物总

计 20个, 占新获批药物总数的 28%[3]。以上数据表明,

以酶为靶标寻找新药的途径具有巨大潜力[4,5]。药物

筛选作为新药研究的关键步骤, 从天然来源或合成的

化合物中筛选出高效的先导化合物, 评价其药用前景。

大多数的药物筛选过程复杂, 成本高, 不适应大规模样

品的同时筛选, 因此需要开发一种快速、低成本、高效

率的酶抑制剂筛选方法。

采用质谱方法进行药物筛选时, 仅需消耗少量样

品 (<1 μg) 即可进行分析; 且不要求待测物具有发色基

团, 无需进行荧光标记, 可避免荧光筛选体系中的化合

物或基质产生自发荧光或者光散射, 导致假阳性或假

阴性; 可以对化合物进行准确的质量表征, 适合分析复

杂样品中微量的化合物 , 并能对化合物进行确证[6]。

质谱技术已经成为药物研发领域中非常重要的分析平

台之一[7-10]。

酶抑制剂的体外筛选依据其机制主要分为基于活

性的直接筛选和基于亲和相互作用的筛选 (图 1)。亲

和筛选是用MS及相关技术测定抑制剂与酶的结合情

况来评价酶活性。活性筛选对比加入抑制剂后酶催化

底物转化的转化率变化, 底物转化率越小表明抑制效

果越好。本综述从亲和作用和活性作用两种不同的筛

选策略进行阐述, 就近年来新发展的酶抑制剂筛选技

术及其应用进行简要综述。

1 亲和筛选

大多数药物进入人体后通过与相应的生物大分子

结合发挥药效。利用酶抑制剂与酶之间存在的特异性

亲和作用, 提出了酶抑制剂的亲和筛选策略。根据亲

和筛选过程中检测对象的不同, 可将亲和筛选分为两

类: 第一类是直接检测小分子化合物与酶靶标形成的

复合物, 有复合物的形成即说明该小分子化合物与酶

靶标相结合。将待筛选的小分子化合物体系与靶标酶

进行共孵育, 孵育后酶由于形成酶-抑制剂复合物而产

生分子量的变化, 通过质谱来检测生成的复合物, 进而

获得与酶结合的小分子的分子量及结构信息; 第二类

直接检测复合物解离后的小分子抑制剂。酶与待筛选

小分子化合物体系孵育后, 通过一定分离技术获得酶-

抑制剂复合物, 然后将该复合物解离后, 对解离下来的

特异性结合的小分子进行分析, 通过对比特异结合前

后图谱的变化来间接推断具有亲和作用的活性成分。

此类方法一般需要与各种分离技术联用, 如前沿亲和

色谱、固定化酶磁珠法、表面等离子体共振技术和超滤

等, 以达到检测解离后抑制剂的目的。

1.1 质谱检测酶-抑制剂复合物

酶抑制剂特异性作用于酶的某些基团, 降低酶的

活性甚至使酶完全丧失活性[11]。酶与抑制剂结合形成

复合物后, 相应质荷比发生变化, 通过质谱分别得到酶

以及酶-抑制剂复合物的分子量, 由此可推算出相应抑

制剂的分子量。进一步比较酶抑制剂-复合物与酶的

相对丰度大小还可以进一步推断抑制剂与酶结合能力

的强弱[12]。

Poulsen等[13]在一种新发现的真菌代谢产物的结

构基础上, 通过组合化学策略得到了一个结构类似的

小型化合物库。他们采用ESI-FTMS检测发现该化合

物库中的其中一种结构具有较强的亲和能力, 可以与

牛碳酸酐酶 II (bCAII) 结合形成复合物。并在此基础

上进一步对化合物库的筛选结果进行了分析, 对该类

结构类似物的构效关系进行了阐述。Vu等[12]将 bCAII

分别加入到 10种富含生物碱的植物提取物和 8种海洋

提取物中进行孵育, 然后用ESI-FTICR-MS分析, 检测

产生的非共价复合物 , 以鉴定天然产物提取物中的

bCAII特异性抑制剂。PfRab11a是治疗疟疾的潜在靶

标, Yang等[14]使用生物亲和质谱筛选方法, 针对该靶

标筛选了 192种植物粗提物和 659个基于天然产物结

构的碎片小分子化合物库, 从中发现Psydrax montigena

的提取物 arborside E可与PfRab11a产生弱结合。此研

究表明, 用 ESI-FTMS检测酶与抑制剂复合物来筛选

Figure 1 Two models for screening enzyme inhibitors by MS. Affinity-based assay detecting enzyme-inhibitor complexes and detecting

inhibitors directly. Activity-based assay: detecting the substrate or product indirectly
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潜在抑制剂的方法具有快速准确的特性。Gong[15]使用

离子淌度质谱 (ion mobility mass spectrometry, IM-MS)

分析配体和蛋白的相互作用, 为质谱分析酶-抑制剂复

合物提供了另一条思路。

质谱直接检测酶与抑制剂形成的复合物, 属于定

性范畴。在此类应用中多采用高分辨质谱检测天然产

物粗提物与靶标酶孵育液中的酶-抑制剂复合物, 可以

直接从天然产物粗提取物中筛选出具有抑制效果的活

性化合物并给出活性物质的分子量信息, 从而避免前

期大量的以生物活性为标准的分离工作[12]。采用质谱

手段直接检测酶-抑制剂复合物, 不需要将未结合的化

合物与复合物进行分离, 也不需要将酶-抑制剂复合物

进行解离, 更不需要对蛋白质或化合物进行标记, 且样

品运行时间短, 每天可以筛选多达几百个粗提取物样

品, 大大提高了筛选效率。

1.2 质谱检测复合物解离后抑制剂

质谱可以通过检测酶-抑制剂复合物解离释放出

的抑制剂, 间接发现与酶具有亲和作用的活性成分。

再对特异结合的抑制剂进行分析获得对靶酶的亲和参

数等信息。与检测酶-抑制剂复合物相比, 质谱直接检

测复合物解离后的抑制剂的方法能获取抑制剂结构信

息。本小节总结了固定化酶 (前沿亲和色谱、固定化

酶磁珠、表面等离子体共振技术) 和超滤 (在线解析、

离线解析) 相关技术与质谱联用的技术在酶抑制剂筛

选方面的应用。

固定化酶-质谱联用通常是将酶固定在特定的载

体上制备成仍有催化活性的酶衍生物, 加入抑制剂与

之相互作用, 再采用高效液相或毛细管电泳分离技术

使抑制剂从柱填料中被洗脱下来, 最后用质谱分析。

通过酶的固定化技术可以允许酶多次使用, 大大降低

了实验成本[16]。并且通过固定化酶与质谱联用, 可以

在一次运行中筛选混合物中的抑制剂, 此方法具有高

灵敏度和高通量测定的特性。常用的酶固定方法有吸

附法、共价结合、交联法、光偶联法、等离子法和包埋

法。吸附法通过氢键、疏水键等作用力将酶吸附于不

溶性载体。共价结合法则是在酶蛋白分子上的功能基

团和固定化载体表面上的反应基团之间形成共价键,

从而将酶固定在支持物上。共价固定过程可阻碍大分

子的自由构象, 并且蛋白质和载体之间的非生物特异

性相互作用可能导致蛋白质的变性, 因此对载体材料

的性质以及其固定化方式要求较为严格。交联法通过

使用双官能团或多官能团试剂使酶分子之间相互交联

呈网状结构从而实现酶的固定化。光偶联法和等离子

体法属于新型固定化方法。光偶联法使用光敏性单体

聚合物进行包埋处理制备高活性的固定化酶。该方法

条件温和, 因此获得的固定化酶往往有着比较高的酶

活力。等离子体可以修饰载体材料表面, 从而实现活

性基团引入, 达到固定化的目的。包埋法包括凝胶包

埋法和微囊法两种。凝胶包埋法将酶分子包埋在凝胶

高聚物的网格内, 常用凝胶包括聚丙烯酰胺、海藻酸

钠、卡拉胶、胶原和明胶等。微囊法将酶封装在半透性

聚合物膜的微囊中 (如胶囊、脂质体和中空纤维), 主要

包括界面沉淀法、界面聚合法和脂质体包埋法。包埋

法的优点是反应条件温和、很少改变酶结构但是又很

牢固。缺点是只有小分子底物和产物可以通过高聚物

网架扩散, 对底物或者产物是大分子的酶并不适合。

Lan[17]将血管紧张素转化酶采用反相微乳包埋法固定

在磁性琼脂糖微球上, 用于筛选长蛇鲻酶解液中的活

性多肽。金属有机框架材料 (MOF) 是近来发展起来

的一类固定化载体, 具有较高的孔隙率和比表面积, 作

为固定化酶的载体具有广阔的应用前景。Xu等[18]利

用多孔MOF的CeO2材料作为固定化的载体, 固定在

此载体上的激酶将底物肽进行磷酸化。采用MALDI

MS定量方法分析磷酸化底物的量来评价蛋白激酶的

活性和抑制作用。MOF材料的孔径大小一般小于1 nm,

而酶的大小一般在 3～5 nm之间, 不能直接固载。因

此扩大MOF作为固定化载体材料在酶抑制剂筛选领

域的应用, 还有许多问题需要解决: 设计孔径MOFs材

料、设计不同功能化的MOFs材料以及研发环境友好

的方式合成所需的生物分子MOFs体系等。已经报道

的固体载体有聚合物颗粒、玻璃、膜、凝胶珠、溶胶-凝

胶载体、多孔硅基质、多孔整体材料和顺磁性微粒

等[19]。本小节总结前沿亲和色谱-质谱、固定化酶磁

珠-质谱和表面等离子体共振技术-质谱 (SPR-MS) 三

种不同酶固定化方式与质谱联用的方法。前沿亲和-

质谱法是根据配体对酶的亲和力, 配体亲和力越大则

被洗脱出的所需时间越长, 质谱检测根据保留时间推

断抑制效果及根据分子量分析抑制剂; 固定化酶磁珠

能特异性结合抑制剂并与质谱联用对抑制剂进行表

征; 表面等离子体共振技术-质谱法是用 SPR检测酶

与抑制剂是否结合, 然后通过质谱对抑制剂鉴定。固

定化酶筛选酶抑制剂主要缺点是固定化酶对底物的亲

和力略有降低, 可能是由于酶固定化后, 活性中心的空

间结构、氨基酸残基和电荷状态发生了改变; 或者在固

定化酶的周围, 形成了能对底物产生静电的相互作用

及立体影响的扩散层。

1.2.1 前沿亲和色谱-质谱 (FAC-MS) 前沿亲和色

谱-质谱 (frontier affinity chromatography-MS, FAC-MS)

联用技术由 Schreimer和Hindsgaul等[20,21]于 1998年首

次提出, 用于研究酶与抑制剂之间的相互作用, 可求出
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分子间解离常数 Kd, 同时对配体的亲和力大小排序。

FAC-MS筛选酶抑制剂的基本流程是将酶固定在载体

上, 用结合缓冲液平衡柱子, 然后使用含有配体的结合

缓冲液平衡。待测配体连续流过固定化柱使其饱和并

达平衡状态。与靶标酶结合的配体不断地被亲和力更

强的配体置换, 配体与靶标酶亲和力越强则保留时间

越长, 因而亲和力越强, 流出体积就越大, 通过合适的

检测器就可得相应的流出曲线, 并计算得出解离常数

Kd。FAC-MS技术需要使用空白标记物和指示剂。空

白标记物对目标酶并没有亲和力, 最快被洗脱出来; 指

示剂对目标酶具有已知的亲和力和已知的洗脱时间。

在筛选过程中, 指示剂的保留时间的减少表明存在抑

制率更高的活性物质。

de Moraes 等[22]以人嘌呤核苷磷酸化酶 (HsPNP)

为靶标, 将HsPNP固定在环氧-二氧化硅 (硅胶毛细管

或 SMC) 和环氧聚合物 (聚合物整体毛细管和 PMC)

的两种整体毛细管材料上, FAC-MS/MS方法筛选对人

嘌呤核苷磷酸化酶 (HsPNP) 亲和力较高的化合物, 同

时测定Kd值以鉴定新的抑制剂。Yuan等[23]将PAI-1蛋

白固定在氨丙基-CPG上制备成 PAI-1亲和柱, 然后将

提取的天然产物用 FAC-MS 方法进行分析 (图 2)。

FAC-MS系统有两个进样口 (A和B): 进样口A注入含

有样品的NH4Ac溶液, 进样口B注入甲醇。样品溶液

通过进样口A连续注入亲和柱上, 流出液与进样口B

的甲醇通过三通混合 , 然后使用 ESI-TOFMS 进行分

析。4种提取的天然产物, 黄曲霉毒素、大黄酸、珊瑚素

和吉拉宁在 PAI-1亲和柱中比对照化合物 (corilagin)

停留时间更长, 说明这 4种天然产物与PAI-1较强的相

互作用, 可能具有较好的抑制效果。

FAC-MS法可以从复杂的体系中一次性筛选多个

化合物并对其抑制效果进行排序, 同时可以测定亲和

保留的化合物的分子量, 是一种高效的筛选方法[24]。

大大减少了筛选的时间成本[25,26]。

1.2.2 固定化酶磁珠-质谱 磁珠由于其操作稳定性,

低的非特异性结合和磁选分离的便利性, 被认为是酶

的理想固定载体, 用固定化酶磁珠法从天然产物中筛

选酶抑制剂被认为是理想的筛选方法。固定化酶磁珠

法筛选酶抑制剂首先将酶固定在特定的能与酶结合的

磁珠上, 然后待分析物与磁珠上的酶作用, 抑制剂与磁

珠结合并通过施加磁铁使之沉淀于底部; 最后通过洗

脱溶剂使抑制剂释放进而通过质谱表征。商品化磁珠

的表面具有不同的反应基团, 常用的有氨基、羟基、羧

基、巯基, 这些基团可与酶的非活性必需侧链基团偶

联, 从而将酶固定在磁珠上。实验设计时, 往往需要根

据欲固定的酶蛋白分子的结构特征, 选择合适的磁珠

作为固定载体。例如, Wang等[27]比较了表面活性成分

不同的商品化磁珠, 氨基磁珠、羧基磁珠和NHS磁珠

对黄嘌呤氧化酶 (XOD) 的固定化能力。实验发现氨

基磁珠可能通过激活戊二醛降低XOD和磁珠之间的

空间位阻, 因此更适用于XOD的固定化。通过与对照

品对比色谱保留时间、紫外吸收和质谱碎片, 从新鲜的

姜根和黄芩根提取物中鉴定出 12个与XOD结合较强

的配体。直接使用共价结合方式开发化学修饰磁珠的

过程成本较高且费时费力 , 因此此类应用目前相对

较少[28]。

Cao等[28]通过开环反应将凝血酶固定在Dynabeads®

Epoxy磁珠上, 将丹参注射液与磁珠一起孵育。洗涤

酶包被的磁珠, 与酶结合的分析物被洗脱, 然后进行超

高效液相色谱-四极杆飞行时间串联质谱技术分析筛

选丹参中凝血酶抑制剂。本实验使用扫描电子显微

镜、透射电子显微镜和红外光谱表征凝血酶与磁珠的

结合, 通过分析目标化合物的酶珠比和峰面积来确定

酶活性。本实验优化了磁珠量、洗脱溶剂类型、孵育温

度和时间等因素。

Tao等[29]使用 1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二

亚胺和N-羟基琥珀酰亚胺作为反应试剂, α-葡萄糖苷

酶通过共价连接固定在羧酸封端的磁珠上, 用固定化

酶磁珠法从桑叶中筛选α-葡萄糖苷酶抑制剂。该实验

Figure 2 Schematic representation of the FAC-MS equipment and principle
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通过磁珠法同时分离和富集结合的化合物, 避免了繁

琐的分离和纯化程序来鉴定纯活性化合物。用MS和

NMR筛选并表征出药用植物桑蚕提取物中黄芪素和

异槲皮素作为α-葡萄糖苷酶抑制剂。Li等[30]使用固定

化酶谷胱甘肽磁性纳米颗粒与HPLC和MS联用, 快速

筛选和鉴定黄连素中的α-淀粉酶抑制剂。

选择合适的可以作为酶固定化载体的磁珠的过程

比较繁琐。但是磁珠质谱联用法与 FAC-MS相比, 不

需要使用指示剂, 且磁珠质谱联用法中固定化后的酶

活性没有明显变化[28]。将磁珠法与质谱联用可以充分

发挥其高选择性高稳定性的特性来筛选酶抑制剂。

1.2.3 表面等离子体共振技术-质谱 (SPR-MS) 表面

等离子体共振技术 (surface plasmon resonance, SPR)

是一种广泛应用于研究分子间相互作用的分析技术,

它利用金属表面的表面等离子体波与检测光路间相互

作用实现金属表面 (比如玻璃表面的金或银镀层) 状

态的监测, 进而实现对表面反应状态的监测。当其他

条件都相同时, SPR 信号的变化直接源于芯片表面附

近折射率的改变, 而折射率的变化又和结合在金属表

面的生物分子质量成正比 (酶-抑制剂的相互作用改

变了传感器芯片表面的折射率)。因此可以通过获取

生物反应过程中 SPR角的动态变化, 得到生物分子之

间相互作用的特异性信号[31,32]。常见的传感器芯片是

使用羧甲基化糊精共价附着在镀金玻璃板上。由于传

感器的原理限制, SPR生物分析仪无法识别出化合物

的种类 , 同时 SPR 检测是非破坏性的 , 所以经过 SPR

分析的蛋白和配体可以进一步用质谱对配体进行解

析[33]。该方法难以辨别是否为特异性吸附。但是质谱

可提供关于样品分子结构的重要信息, 与 SPR技术形

成很好的互补。SPR-MS联用技术可快速检测底物与

配体之间相互作用并同时对配体进行鉴定。

通过改进 SPR检测配体结合的特性, 并用MS进

一步分析洗脱液[34]。实验中采取将牛胰蛋白酶固定在

羧甲基葡聚糖基质的传感器芯片上, 用 SPR检测茄科

植物的水果或块茎中抑制剂和蛋白水解酶的结合, 然

后结合上的抑制剂进一步从传感器芯片上洗脱出来用

质谱进行表征。Kim等[35]采用简单的两步反应使两种

PEG硫醇在金基底上形成表面杂化的自组装单层膜,

得到生物芯片。通过免疫捕获将人 IgG以及 β2-微球

蛋白、IL6蛋白、C反应蛋白、前列腺特异抗原的抗体固

定在生物芯片表面, 用于捕获目标抗原。样品处理后的

生物芯片先进行SPR成像实验, 再进行后续的MALDI

质谱分析。

1.2.4 超滤-质谱 (UF-MS) 超滤-质谱法 (ultrafiltration-

mass spectrometry, UF-MS) 是一种将超滤装置与质谱

技术相结合的方法。该方法利用亲和原理将具有潜在

活性的小分子化合物的混合物与有生物活性的受体混

合, 进而得到受体配体复合物和未与受体结合的小分

子化合物的混合物。采用超滤法将未结合的小分子化

合物分离, 再通过具有高灵敏度的高效液相色谱质谱

联用技术来对与受体结合的活性小分子进行分离和鉴

别。超滤质谱法能够快速地筛选和鉴定出能与生物靶

分子结合的具有生物活性的小分子配体, 还能够比较

不同小分子配体与靶分子的结合能力的大小。常用的

超滤离心管滤膜材料有再生纤维素、Hydrosart、聚醚

砜和三醋酸纤素, 可根据不同要求选用离心管以避免

非特异性吸附。超滤质谱法具有分析特异性、灵敏度高、

速度快和高通量等优点。这使得该技术在筛选特定的配

体方面具有较强的优势。虽然超滤破坏小分子配体与大

分子之间的弱结合, 但此方法具有简单快速的特点, 在

天然产物中筛选酶抑制剂仍具有不可替代的作用。

接下来按照酶-抑制剂复合物是否经过在线质谱

解析以释放抑制剂的步骤分为离线和在线两个方面对

超滤质谱进行阐述。

超滤离线解析-质谱筛选酶抑制剂的步骤分 3步:

① 将化合物与酶进行孵育; ② 通过超滤法将未结合

的化合物进行分离; ③ 加有机溶剂让靶标酶-配体复

合物变性, 使结合的配体解离, 最后用质谱进行检测。

Zhao等[36]选用乙酰胆碱酯酶 (AChE) 作为研究对

象, 采用再生纤维素作为超滤膜, 甲醇作为洗脱剂, 将

未与AChE结合的化合物洗脱。实验中优化酶浓度、

培养时间、培养温度和助溶剂使化合物与AChE结合

度更强。结果发现黄连根部提取物古伦朴碱、非洲防

己碱、黄连碱、巴马汀和小檗碱对AChE有较好的抑制

效果, 其中巴马汀 IC50值为36.6 μmol·L-1。

Tao等[37]用亲和超滤对山楂叶总黄酮中的 α-淀粉

酶抑制剂进行研究。使用超滤膜将未结合的小分子物

质与大分子物质进行分离, 并对超滤液进行分析。若

加入α-淀粉酶时对应的小分子液相峰强度明显低于未

加酶对照组, 则说明该物质与 α-淀粉酶结合后被超滤

膜截留。此外通过比较加淀粉酶组和变性淀粉酶组的

液相色谱图还可以排除淀粉酶对目标化合物非特异性

结合的可能性。最后使用质谱鉴定 3个活性成分: 槲

皮素-3-O-鼠李糖基-(1→4)-葡萄糖基-(1→4)-鼠李糖

苷、牡荆素-2''-葡萄糖苷和牡荆素-2''-鼠李糖苷。超滤

方法的缺点是非特异结合的配体会影响与酶结合配体

的质谱检测。Choi等[38]在筛选醌还原酶抑制剂时发

现化合物与膜的非特异性结合产生的背景信号会对筛

选结果产生干扰, 因此通过在配体-蛋白质解离步骤两

次过膜减少非特异性的吸附。超滤质谱联用步骤可操
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控性强, 可针对不同天然产物进行酶抑制剂筛选研究,

例如葡萄糖苷酶抑制剂筛选等[39-41]。已有文献[42]对超

滤-质谱应用于中药有效成分发现进行了全面的总结,

限于篇幅, 本文不再赘述。

解析电喷雾电离 (DESI) 在2004年由Cooks团队[43]

提出, 可对酶-抑制剂复合物进行解析。首先将未结合

靶蛋白的化合物用滤膜滤除, 然后直接用DESI-MS解

离抑制剂-蛋白复合物并测定释放的抑制剂。该方法

可直接用DESI解析复合物并用质谱检测与蛋白结合

的小分子, 提供分子结构信息。

Yao 等[44]孵育待筛化合物和 DNA 拓扑异构酶Ⅰ

(DNA-Topo Ⅰ) 以形成复合物, 然后通过离心和Ultracel-

10 再生纤维素滤膜过滤除去未结合的物质 , 最后通

过DESI-MS筛选与蛋白质结合的化合物。其中SN-38

抑制剂对DNA-Topo Ⅰ复合物具有较强的结合亲和力。

Fryčák等[45]利用 DESI 结合高分辨率 MS 和 MS/MS,

检测样品中的多种 5 型磷酸二酯酶 (PDE5) 抑制剂。

DESI-MS不仅减少了耗时的样品制备, 并且在检测中

避免了基质的干扰, 从而有助于快速有效地筛选结合

蛋白质的药物。

微透析技术也属于超滤的一种。微透析利用半透

膜将小分子物质从样品转移至透析液中, 从而实现小

分子物质的分离。微透析技术主要用于样品提取纯

化。微透析技术最大的优点是可在基本上不破坏纯蛋

白或者活细胞的情况下进行实时在线分析。例如 ,

Wang等[46]利用微透析与LC-MS/MS实现在线联用, 在

搭建的微透析装置中, G. jasminoides提取物和醛糖还

原酶在缓冲液中形成复合物, 其中复合物由微透析探

针膜保留, 未结合的化合物通过透析移除。这些透析

液中的未与酶结合的化合物经液相分离和质谱定量分

析, 通过比较化合物与醛糖还原酶结合前后化合物的

色谱峰面积计算结合率, 明确G. jasminoides中某些化

合物可以与醛糖还原酶发生相互作用。微透析采用半

透膜为分离介质, 其膜寿命及渗析效果会受到样品复

杂程度的影响, 对于复杂体系的分析依然存在挑战。

2 活性筛选

酶反应中底物/产物转化率与酶的活性直接相关。

活性筛选通过酶反应产物生成量或酶反应底物消耗量

的变化来判断待筛选物质的抑制效果。按照酶反应是

否进行在线反应将活性筛选分为两种: 一是离线测定

系统, 离线酶反应后再进行质谱检测; 二是在线分析系

统, 使酶固定在在线的系统 (毛细管、芯片) 上, 然后用

质谱检测反应前后底物或者产物的量。

2.1 离线测定系统

离线测定系统的筛选流程首先是进行酶反应, 然

后当反应达到一定的时间和一定的量之后进行淬灭,

最后通过质谱对产物或底物进行检测。LC-MS和LC-

MS/MS在离线测定筛选酶抑制剂中占主导地位。离

线测定系统通过各种质谱 (MALDI、ESI 及 MS、MS/

MS) 筛选酶 (脂肪酸合酶[47]、α-葡萄糖苷酶[48]和黄嘌呤

氧化酶[49]等) 抑制剂。离线测定系统筛选酶抑制剂方

法模式比较单一。离线测定虽然速度较慢, 但其方法

准确性较高, 对设备和技术要求相对比较小, 适合一般

实验室进行筛选实验。此部分对离线测定的最新文献

按其研究领域、酶的类型、酶所对应的抑制剂以及质谱

类型来进行归纳总结, 如表1[47-64]所示。

Table 1 Off-line screening enzyme inhibitor based on MS, including research field, types of enzyme, discovered inhibitor and type of MS

Research field

Pompe disease & type II diabetes

Obesity

Cancers

Neurological conditions & cancer

Antibacterial

Parkinson's disease

Cancer

Anticoagulants

Alzheimer's disease

Alzheimer's disease

Alzheimer's disease

Hypertension

Antibiotic resistance

Lung cancer

Gout

Central nervous system diseases

Anticoagulation therapy

Enzyme (s)

α-GD

DGAT2

Fatty acid synthase

JMJD2c & AChE

Purine nucleoside phosphorylase

LRRK2 kinase

Cathepsin B

FXa

Acetylcholinesterase

Cholinesterase

Acetylcholinesterase

Angiotensin-converting enzyme

AAC(2')-APH(2'')

Tyrosine kinase

Xanthine oxidase

Kynurenine aminotransferase II

Thrombin and FXa

Inhibitor

EGCG, acarbose

Compound 15, 16

Orlistat

Aricept, tacrine, galantamine, 8-HQ

8-Bromoguanosine, 8-methylaminoinosine

7-Azaindole, adenine, cinnoline, indazole,

triazolopyridazine

Cefmetazole & cefaclor

Dabigatran, rivaroxaban

Phellodendron chinense Schneid

Physostigmine & mangosteen extract

OP pesticide

Captopril & lisinopril

Paromomycin & quercetin

Gefitinib & erlotinib

Rhubarb anthraquinones

Hydroxamate

Argatroban & rivaroxaban

Type of MS[Ref]

MALDI-TOF-MS[48]

LC/MS/MS[50]

LC/MS[47]

MALDI-TOF/TOF[51]

LC-ESI-MS/MS[52]

RF-MS[53]

Droplet-ESI-MS[54]

LC-MS/MS[55,56]

MALDI-TOF MS[57]

UPLC-PDA-QTOF-MS[58]

LC-MS/MS[59]

HPLC-ESI-QqQ-MS[60]

MALDI-MS/MS[61]

UPLC-MS/MS[62]

UPLC-MS/MS[49]

RF-MS[63]

UHPLC-MS/MS[64]
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2.2 在线分析系统

质谱在线分析系统筛选酶抑制剂通常与HPLC[65]、

毛细管电泳[66]和微流控芯片等技术联用。在线分析系

统具有自动化高的优势。

2.2.1 毛细管电泳-质谱 (CE-MS) 毛细管电泳

(capillary electrophoresis, CE) 具有分离效率高、分析速

度快、消耗试剂少 (仅纳升体积) 等优点。毛细管电

泳-质谱联用技术 (CE-MS) 将酶固定在毛细管柱头,

形成毛细管固定化酶微反应器, 然后与质谱仪器联用。

CE-MS综合毛细管电泳的高分离能力和质谱的高灵

敏度, 在食品药品分析领域有很广泛的应用[67]。毛细管

进行酶实验归纳为 3 种 : 电泳调控微分析 (EMMA)、

毛细管进样端反应 (at-inlet)、横向扩散测定 (TDLFP)。

EMMA法主要有 2种模式: 连续模式和区带模式。连

续模式将一种反应物溶解于背景电解质并填充在毛细

管中, 另一种反应物以进样的形式引入毛细管, 2种反

应物在毛细管内充分反应, 然后加电压分离检测, 此模

式所需试剂较多; 区带模式中, 酶与底物被依次注入毛

细管中, 淌度小的先进样, 然后施加一段低电压, 因淌

度的不同, 两区带相遇直至完全重叠, 充分反应后, 加

高电压分离检测。毛细管进样端模式中, 酶反应发生

在毛细管的进样端, 通过溶液中反应物在毛细管内轴

向扩散彼此混合或者通过固定化酶反应器实现酶促反

应。横向扩散测定技术以串联模式或者三明治模式将

酶注入到毛细管的进样端, 反应物通过自由扩散相互

混合而引发反应。

Wang等[68]通过利用底物与金属蛋白酶在电场中

的不同电泳迁移率来进行混合从而触发酶反应。然

后, 将反应物和产物分离并通过质谱检测。这种通过电

泳混合反应的方法减少了稀释效应和区域展宽效应。

固定化毛细管电泳反应器 (ICER) 显著提高酶在有机

溶剂存在下的稳定性以及酶的重复利用性。Vilela

等[69]使用戊二醛将 β-分泌酶 1 (BACE1) 固定在熔融石

英毛细管的内表面, 然后用淀粉样蛋白前体序列的肽

JMV2236作为底物注入BACE1-ICER使产生特定分子

量的产物进行定量检测, MS监测BACE1反应产物来

进行酶抑制剂筛选。最后, 研究动力学参数 (KMap) 对该

方法进行验证。Vanzolini等[70]将AChE固定于毛细管进

口端形成固定化AChE微反应器, 底物与 17种香豆素

衍生物于 ICER孵育特定时间后, 毛细管两段施加电压

对未进行反应的底物和产物进行分离, 通过LC-IT-MS/

MS检测产物进而监测AChE的反应情况。AChE-ICER

的主要优点是酶活性恢复快和分析时间短。如果酶活

性一旦减小或者失去活性, 可以用氯化钠溶液、盐酸溶

液以及氢氧化钠溶液将毛细管冲洗10 min左右。

CE-MS联用技术筛选酶抑制剂在线研究酶反应

动力学和抑制动力学, 仅需纳升体积的样品, 减小了试

剂消耗量, 简化了测试步骤, 自动化程度高, 有望广泛

应用于酶抑制剂的高通量筛选。

2.2.2 微流控芯片-质谱 微流控技术将样品制备、反

应、分离和检测等基本操作单元集成到微米尺寸芯片

上, 进行全自动化分析在研究酶的动力学或寻找有效

的酶抑制研究中。微流控芯片质谱技术将酶固定在微

通道, 然后将底物注入到芯片反应位点, 并在连续流中

进行反应。微流控技术筛选酶抑制剂具有耗样量低、

分析速度快、成本低等优点[71,72]。微流控芯片与MS联

用综合了两种技术的优点, 解决了传统分析方法中的

问题, 如效率、灵敏度和高通量等。Chip-MS界面广泛

应用于各种生物研究和临床诊断中[73]。

de Boer等[74]将芯片的出口连接电喷雾质谱, 通过

检测产物得出酶抑制参数。Iyer等[75]将凝血酶和因子

Xa与底物注入芯片固定的位点, 蛇毒混合物经纳米液

相色谱分离后注入芯片, 通过质谱检测器和荧光检测

器联用鉴定和表征抑制剂。

近期, 芯片技术有较大突破, 例如在几秒内进行质

谱检测的分离、多维分析、整合化学合成和分析的器

件。然而, 微流控芯片技术仍然面临挑战, 特别是对于

含量不丰富的成分, 需要进一步提高检测灵敏度。联

合高分辨率质谱仪的开发可以在多维生化分析中开辟

新的路线。这种综合多维分析系统有望成为一个关键

技术[76]。鉴于最近的进展, 可以预见集成芯片的分析

设备将成为酶抑制剂筛选的重要工具。

3 总结与展望

以酶为靶标进行药物筛选是发现和寻找新药的重

要环节之一。质谱以及相关技术的进步推动了通过寻

找酶抑制剂来发现先导化合物的发展。质谱可提供酶

活性信息、分析物质荷比信息、结构信息和抑制剂亲和

力数据等, 并联合前沿亲和色谱、固定化酶磁珠法、表

面等离子体共振技术、毛细管电泳和微流控芯片技术

等技术最终实现快速筛选。质谱联用技术在酶抑制筛

选领域发展迅速, 充分体现了各类技术和质谱的优势

互补。将各类技术和质谱的强鉴别能力结合起来, 不

仅减少了实验成本也节约了实验时间。虽然采用基于

质谱的检测方案仍然存在基质效应影响定量以及部分

离子源不耐盐等一些挑战。但相信随着酶抑制剂研究

不断深入, 各类技术的不断革新, 质谱以及质谱联用技

术强大的优势将成为通过酶抑制筛选新药最有前景的

方法之一。
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