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共价抑制剂血浆蛋白结合特征的质谱分析技术研究进展

贤姝泽, 王 喆, 许 轩, 徐晟源, 生 宁, 张金兰*
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摘要: 共价抑制剂通过与靶点形成共价键实现特异性结合, 可以在降低给药剂量的同时实现对靶点的长效抑

制, 一定程度上攻克了传统难以成药的靶点, 在药物研发中展现出独特优势。共价抑制剂与血浆蛋白的结合特征与

该类药物的药效、体内代谢特点以及毒副作用密切相关, 但目前对于该领域的研究还较为局限, 缺乏对不同弹头共

价抑制剂与人血液中高丰度蛋白质结合的系统研究。同时, 质谱分析技术已经成为共价抑制剂与血浆蛋白结合特

征研究的重要手段, 通过基于质谱的蛋白组学技术可以对共价抑制剂与血浆蛋白结合率、结合可逆性、结合影响因

素、结合蛋白质种类及结合位点进行全面考察。本文对共价抑制剂的弹头、共价抑制剂与血浆蛋白结合特点及近年

来质谱分析技术在共价抑制剂与血浆蛋白结合方面的研究进展进行综述, 为该类药物与血液中蛋白质结合研究提

供参考。
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Abstract: Covalent inhibitors can realize specific binding by forming covalent bonds with the target, which 

can realize long-lasting inhibition of the target while reducing the dosage, and to a certain extent, they have 

overcome the traditional targets that are difficult to become drugs, and they have shown unique advantages in drug 

discovery and development. The binding characteristics of covalent inhibitors to plasma proteins are closely related 

to the efficacy, in vivo metabolism, and toxic side effects of these drugs, but the current research in this field is still 

limited, and there is a lack of systematic studies on the binding of covalent inhibitors of different warheads to high 

abundance proteins in human blood. Meanwhile, mass spectrometry has become an important tool to characterize 

the binding of covalent inhibitors to plasma proteins, and mass spectrometry-based proteomics can be used to 

comprehensively investigate the binding rate, binding reversibility, binding influencing factors, binding protein 

species, and binding sites of covalent inhibitors to plasma proteins. In this paper, the warheads of covalent 

inhibitors, the binding characteristics of covalent inhibitors to blood proteins and the research progress of mass 

spectrometry in the binding of covalent inhibitors to plasma proteins in recent years are reviewed to provide a 

reference for the study of binding of this class of drugs to plasma proteins.
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1 引言 

共价抑制剂是共价结合药物的重要类型, 被设计

为能与特定分子靶点进行共价结合从而抑制其生物学

功能的化合物[1], 也是近些年共价药物领域的研究热

点。随着行业发展和技术进步, 共价抑制剂从偶然发

现的时代转向合理设计和开发阶段, 已被用于攻克传

统“不可成药”靶点。

共价抑制剂分为可逆共价抑制剂与不可逆共价抑

制剂两种, 其与血浆蛋白的共价结合会影响血液中的

游离药物浓度, 进而可能对药物的药代动力学行为、药

效学特性以及安全性造成影响。共价抑制剂与血浆蛋

白的共价结合会导致共价抑制剂在血液中更长的半衰

期, 可逆的共价结合可以使药物在体内缓慢释放以达

到更长效的药效, 而不可逆结合则可能导致药物难以

释放、药效变差甚至造成毒性反应。研究共价抑制剂

与血浆蛋白的结合可以明确药物在体内的存在形式与

分布情况, 了解其对药物疗效、毒性的影响, 同时探究

潜在的药物相互作用。因此, 需要对血液中蛋白质与

共价抑制剂的结合开展研究, 本综述就近十年来共价

抑制剂活性基团、血浆蛋白结合位点、结合研究技术进

行了综述。

2 共价抑制剂的常见活性基团 (弹头) 

已经有许多研究总结过常见的共价抑制剂弹头

种类[2,3], 根据相关研究及上市药物的数量, 本文将重

点关注丙烯酰胺类、腈类、α,β-不饱和酮类、α-酮酰胺

类、环硼酸及其酯类、β -内酰胺类及硼酸类几种弹

头 (图1)。

Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因同源物 (Kirsten rat 

sarcoma viral oncogene homologue, KRAS) 与蛋白激酶

均是传统非共价抑制剂难以成药的靶点, 也因此成为

共价抑制剂的靶标热点。目前, 已有多种靶向蛋白激

酶的共价抑制剂及靶向 KRAS 突变体 KRASG12C的不

可逆共价抑制剂阿达格拉西布 (adagrasib) 和索托拉西

布 (sotorasib) 被批准上市。此外, 共价抑制剂的常见

靶点还包括蛋白酶、结构蛋白、核转运蛋白、DNA及信

号通路调控因子等。

共价抑制剂与其靶点的结合分为两个步骤: 首先

是共价抑制剂通过非共价键与其生物靶标的可逆结合, 

使配体上的活性基团接近靶蛋白上适当位置的亲核氨

基酸残基; 第二步, 共价抑制剂的活性基团定位并结合

在靶蛋白上的亲核氨基酸残基[1]。可逆共价抑制剂与

其靶点共价结合后以比蛋白质周转速率更快的速度从

靶标上解离; 而不可逆共价抑制剂与其靶点蛋白质形

成的加合物, 可能在其靶点的生命周期内不发生解离, 

也可能半衰期明显长于靶点蛋白质的再合成速率[1]。

半胱氨酸 (Cys) 是共价抑制剂最常见的结合位点, 美

国食品药品监督管理局 (Food and Drug Administra‐

tion, FDA) 批准的共价抑制剂中有 48% 的药物能与

Cys共价结合; 丝氨酸 (Ser) 是仅次于Cys的第二大共

价结合位点, β-内酰胺类弹头、环硼酸酯类弹头及部分

α-酮酰胺类弹头均能与Ser共价结合; 其他能被共价抑

制剂靶向的氨基酸残基还有苏氨酸 (Thr)、赖氨酸 

(Lys) 等。尽管在各类弹头数据库 (CovPDB、WHdb

等) 中都有大量弹头可以与Lys共价结合, 但最终FDA

批准上市的靶向 Lys的共价抑制剂仅有一种, 即氨己

烯酸, 这可能是因为Lys通常位于蛋白质表面, 其侧链

在生理 pH 值下几乎完全质子化, 从而成为弱亲核试

剂[2]。表 1[4-6]总结了能与几种常见弹头结合的氨基酸

及其反应类型。

由于共价抑制剂结构中除弹头外还有其他基团, 

且其与血浆蛋白结合还会受到血浆蛋白结构及空间位

阻的影响, 弹头与氨基酸的结合特征仅为共价抑制剂

与血浆蛋白结合相关研究提供参考。

3 共价抑制剂与血液中蛋白质结合常见位点 

已经上市的共价抑制剂都是相对亲脂性的分子, 

易与血清白蛋白 (serum albumin, SA)、酸性糖蛋白 (α1-

acid glycoprotein, AAG)、球蛋白和各种脂蛋白等血浆

蛋白及血红蛋白 (hemoglobin, Hb) 产生共价结合[1]。

表 2[7-27]总结了 2010年以来 FDA批准上市的不同弹头

共价抑制剂结合的常见血液蛋白及在蛋白上的氨基酸

结合位点, 及已上市共价抑制剂的氨基酸靶点。

3.1　人血清白蛋白　

人血清白蛋白 (human serum albumin, HSA) 作为

人血液中最丰富的蛋白质, 浓度约为 630 μmol·L-1, 在

血液中充当各种内源性和外源性化合物的载体[28], 也

是血液中与共价抑制剂结合最多、最常见的靶蛋白。

HSA包含三个结构上相同的结构域 (I、II和 III), 每个

结构域由两个亚结构域 (A、B) 组成[8]。主要结合位点

Figure 1　 Structural formulae of common covalent inhibitor 

warheads. A: Acrylamide warheads; B: Nitrile warheads; C: α,

β -Unsaturated ketone warheads; D: α -Keto amide warheads; E: 

Cyclic borate warheads; F: β -Lactam warheads; G: Boric acid 

warheads
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一个位于亚结构域 IIA, 另一个位于亚结构域 IIIA, 分

别称为Sudlow位点 I和Sudlow位点 II。最近发现了亚

结构域 IB (位点 III) 内的第三个结合口袋, 被认为是第

三个主要结合位点[8]。目前可以检索到与血浆蛋白结

合相关信息的共价抑制剂均会与HSA结合, 例如经典

的 β-内酰胺类弹头和丙烯酰胺类弹头的共价抑制剂头

孢德考 (cefiderocol)、伊布替尼 (ibrutinib)、阿法替尼 

(afatinib)[7]以及新兴的α,β-不饱和酮类抑制剂和腈类弹

头抑制剂富马酸二甲酯 (dimethyl fumarate, DMF)[27]、

奈玛特韦 (nirmatrelvir)[24]等。

根据目前已有共价抑制剂-HSA结合位点研究, 最

常报道的HSA与共价抑制剂结合位点是 Lys, 如经典

的布鲁顿酪氨酸激酶 (Bruton's tyrosine kinase, BTK) 

不可逆共价抑制剂伊布替尼与 HSA 的 Lys106、137、

351、414、525共价结合[10,12]; 其次是 Cys, 如 DMF及其

代谢物富马酸单甲酯 (monomethyl fumarate, MMF) 在

体外均与HSA的Cys34共价结合[27]。

尽管药物与 HSA的体外结合相互作用已被认为

是新药开发中研究药物与蛋白质结合行为的经典模

型[28], 但通过对共价抑制剂与HSA结合研究文献检索

与分析可以发现, 很多共价抑制剂的药物-HSA结合情

况报道较少, 目前对共价抑制剂-HSA结合情况的研究

重点还局限在对经典的丙烯酰胺弹头共价抑制剂的研

究上。系统了解共价抑制剂与HSA的结合特点, 有助

于更好地理解共价抑制剂在体内的吸收、分布、代谢、

排泄 (ADME) 行为。

3.2　α1-酸性糖蛋白　

人α1-酸性糖蛋白 (human alpha1-acid glycoprotein, 

HAG) 是广泛存在于血液中一种分子质量 44 kDa的酸

转移蛋白, 是血浆中重要的急性期反应物[11], 由 183个

氨基酸残基组成, 但只有一个药物结合位点, 对碱性药

物具有高亲和力[17]。HAG是仅次于HSA的、与共价抑

制剂结合第二多的一种血浆蛋白, 但目前对共价抑制

剂与HAG结合研究报道很少。已有研究发现某些共

价抑制剂如腈弹头的 Janus激酶共价抑制剂托法替尼 

(tofacitinib) 与HAG主要是通过疏水相互作用或氢键等

非共价相互作用力进行结合的[23], 在进行药物-HAG结

合相关研究时应该注意到这一点, 对药物与HAG结合

进行更全面的分析。达康替尼 (dacomitinib) 是一种高

度选择性的第二代不可逆酪氨酸激酶抑制剂 (tyrosine 

kinase inhibitor, TKI), Hu 等[17]发现其通过 C-H 键与

HAG的His97、Ile88、Arg90共价结合, 同时还通过氢键

和疏水力等与HAG产生非共价结合, 是经典的同时通

过共价与非共价作用与HAG结合的例子。

Table 1　Amino acids binding to common warheads and their reaction types

Warhead

Acrylamide

α,β-Unsaturated 

ketone

Nitrile

β-Lactam

Boronic acid and 

cyclic boronate

α-Ketoamide

Targeting amino acid 

binding site
Cys
Lys
Ser
Thr
Cys
His
Lys
Thr
Val
Cys

Ser

Lys
Cys

Ser
Lys

Glu
His
Lys
Ser
Thr
Cys
Ser
Thr

Reaction type

Michael addition
Michael addition
Nucleophilic substitution
Nucleophilic substitution
Composite reaction, cyclohemiaminoacetalization, Michael addition
Composite reaction, Michael addition
Composite reaction, imine condensation, Michael addition
Composite reaction, cyclohemiaminoacetalization
Imine condensation, Michael addition
Nucleophilic aliphatic subsititution, nucleophilic addition to a triple bond, nucleophilic 

aromatic substitution
Nucleophilic aliphatic subsititution, nucleophilic addition to a triple bond, nucleophilic 

aromatic substitution
Nucleophilic aliphatic subsititution, nucleophilic aromatic substitution
Beta-lactam addition, composite reaction, Michael addition, nucleophilic aliphatic 

subsititution
Beta-lactam addition, composite reaction, nucleophilic aliphatic subsititution
Beta-lactam addition, composite reaction, Michael addition, nucleophilic aliphatic 

subsititution
Borylation, composite reaction
Borylation, composite reaction
Composite reaction
Borylation, composite reaction
Borylation, composite reaction
Nucleophilic addition
Nucleophilic addition
Nucleophilic addition

Reference

[4]
[4]
[5]
[5]
[6]
[6]
[6]
[6]
[6]
[6]

[6]

[6]
[6]

[6]
[6]

[6]
[6]
[6]
[6]
[6]
[5]
[5]
[5]
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3.3　血红蛋白　

人Hb是存在于红细胞中的金属蛋白, 负责将氧气

从肺部运输到组织, 也是与药物结合的经典蛋白质之

一。Hb的 3D结构包含两条 α链和两条 β链, 它们分别

由 141个 (由 7个 α螺旋组成) 和 146个 (由 8个 α螺旋

组成) 氨基酸残基组成[29]。已有研究通过将共价抑制

剂索托拉西布与大鼠全血样品共孵育后提取血浆蛋白

和Hb并对其进行Bottom-up蛋白组学分析, 发现大鼠

的 SA 和 Hb 是血液中与索托拉西布结合的主要蛋白

质, 与 SA的 Lys549和 Hb的 Cys125、93、Lys82共价结

合[30]。尽管已有研究发现了大鼠Hb与共价抑制剂的

结合, 但对于人 Hb 与共价抑制剂结合情况的研究尚

Table 2　Summary of covalent inhibitors binding to plasma proteins. NSCLC: Non-small-cell lung cancer; MCL: Mantle cell lymphoma; 

HSA: Human serum albumin; HAG: Human alpha1-acid glycoprotein; NR: Not reported; CLL: Chronic lymphocytic leukemia

Warhead

Acrylamide

α-Ketoamide

Boronic acid
Nitrile

Cyclic boronate

β-Lactam

α,β-Unsaturated 

ketone warheads

Drug

Afatinib
Ibrutinib

Osimertinib
Olmutinib

Neratinib
Dacomitinib

Selinexor

Almonertinib
Sotorasib
Mobocertinib
Adagrasib
Futibatinib

Pyrotinib

Zanubrutinib

Orelabrutinib

Ritlecitinib

Boceprevir
Telaprevir
Narlaprevir
Ixazomib
Tofacitinib
Nirmatrelvir
Momelotinib
Tavaborole
Crisaborole
Vaborbactam
Ceftaroline
Ceftolozane
Cefiderocol
DMF fumarate

Vamorolone

Omaveloxolone

Approval 

date

2013
2013

2015
2016 

(Korea)

2017
2018

2019

2020
2021
2021
2022
2022

2022 

(China)
2023

2023 

(China)
2023

2011
2011
2016
2015
2012
2021
2023
2014
2016
2017
2010
2014
2019
2013

2023

2023

Indication

NSCLC
MCL

NSCLC
NSCLC

Breast cancer
NSCLC

Multiple myeloma, 

diffuse large B-cell 

lymphoma
NSCLC
NSCLC
NSCLC
NSCLC
Intrahepatic 

cholangiocarcinoma
Breast cancer

CLL

MCL, CLL

Alopecia areata and 

rheumatoid arthritis
Hepatitis C
Hepatitis C
Hepatitis C
Multiple myeloma
Rheumatoid arthritis
COVID-19
Myelofibrosis
Fungal infection
Eczema
Bacterial infection
Antibiotic
Antibiotic
Antibiotic
Relapsing-remitting 

multiple sclerosis
Duchenne muscular 

dystrophy
Friedrich's ataxia

Targeting 

amino acid 

binding site
Cys
Cys

Cys
Cys

Cys
Cys

Cys

Cys
Cys
Cys
Cys
Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys
Cys, Ser
Cys
Thr
Cys
Cys
Cys
Adenosine
Ser
Ser
Ser
Ser
Ser
Cys

Cys

Cys

Plasma protein 

binding ratio

95%
97.3%

95%
99%

over 99%
98%

95%

NR
89%
96%
98%
95%

58%

94%

NR

14%

75%
59%−76%

NR
99%
40%
69%
91%
NR
97%
33%
20%
6.3%

40%−60%
27%−45% 

(MMF)
88.1%

97%

Binding plasma proteins and 

amino acid binding sites

HSA-Lys190
HSA-Lys106, 

137, 351, 414, 

525; Cys34
HSA-Lys195, 199
HSA-Lys190, 

351, 414, 525, 

402; Arg348; 

Cys34
HSA-Lys190
HAS

NR

NR
HSA-Lys137
HSA
HAS-Lys137
HSA

HSA-Lys190

HSA-Lys262, 

351, 414[12]

NR

NR

NR
HSA[7]

NR
NR
HSA
HSA
NR
NR
NR
HSA[7]

NR
NR
HSA
HSA-Cys34

NR

NR

HAG
HAG

NR
HAG

HAG
HAG-His97, 

Ile88, Arg90
NR

NR
NR
NR
NR
HAG

NR

NR

NR

NR

NR
HAG
NR
NR
HAG
HAG
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR

NR

Ref.

[7-9]
[7, 10-12]

[7, 13]
[14, 15]

[7, 16]
[7, 17]

[7]

NR
[7, 18]

[19, 20]
[18, 21]

[7]

[22]

[7]

NR

[7]

[7]
[7]
NR
[7]

[7, 23]
[7, 24, 25]

[7]
NR
[7]

[25]
[7]

[26]
[7]

[7, 27]

[7]

[7]
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未见报道。一部分原因可能是因为之前的研究者们更

倾向于用HSA或人血浆而非人全血或人Hb与共价抑

制剂共孵育以进行共价抑制剂与蛋白结合情况的

研究。

4 血浆蛋白结合率研究 

在进行共价抑制剂与血浆蛋白或血红蛋白共价结

合的研究时, 超滤法和平衡透析法是常用的样品分离

技术。样品经超滤法或平衡透析法分离后, 可以通过

光谱法、高效色谱法或质谱法对血浆蛋白结合情况进

行检测。

此外, 放射性同位素标记是进行共价抑制剂与血

浆蛋白结合研究的重要技术手段。通过将放射性药物

与全血/血浆共同孵育, 或给志愿者服用 14C标记的共

价抑制剂后采血[22], 对所得全血/血浆基质进行蛋白沉

淀处理, 离心后通过液体闪烁计数器 (liquid scintilla‐

tion counter, LSC) 检测其上清液, 即可检测未与蛋白

质结合的游离型放射性药物, 从而通过给药浓度和游

离药物浓度计算共价抑制剂与血浆蛋白的结合率。或

者将所得样品酶切后进样于与放射性检测器串联的超

高效液相色谱/高效液相色谱 (UPLC/HPLC-β-RAM) 

中, 即可检测到共价抑制剂与蛋白质结合的放射性峰。

通常, 将放射性药物−蛋白质结合物与 PBS缓冲液共

孵育以测定随时间变化释放出的游离药物的量是评价

共价抑制剂与血浆蛋白结合可逆性的有效手段[10,16,22]。

在孵育阶段改变孵育条件如孵育温度、孵育时间、缓冲

液 pH值和药物浓度等条件, 可以进一步考察药物−蛋
白质结合可逆性的影响因素, 更好地理解在体内各种

环境下的结合行为。

上述方法虽然操作简便且为研究者们广泛使用, 

但只能判断药物与蛋白质是否结合及其结合率, 而难

以得到其与蛋白质的结合位点及结合蛋白种类等信

息。紫外−可见光谱 (UV-Vis)、质谱 (MS)、核磁共振 

(NMR)、圆二色光谱 (CD)、荧光光谱法 (FS)、分子对接

以及分子动力学 (MD) 模拟等技术可以进一步探索药

物与血浆蛋白的结合及对结合氨基酸残基的表征。目

前, MS技术成为常用的表征药物−蛋白质结合情况的

技术手段。

5 血浆蛋白结合位点研究的质谱分析技术 

MS技术以及液相色谱−质谱联用 (LC-MS) 技术

可用于阐明共价抑制剂与血浆蛋白结合情况, 在已经

报道的分析策略中, 基于 MS的蛋白质组学技术是最

常用的分析方法。

5.1　Top-down蛋白组学分析　

Top-down 蛋白组学分析是研究共价抑制剂结合

蛋白质种类的常用技术 , 通过高分辨质谱 (HRMS) 

分析未经酶切的完整蛋白质 , 其经典的工作流程主

要包括样品前处理、蛋白质分离、MS分析以及数据处

理 (图2)。

5.1.1　前处理　完整蛋白分析常见的前处理步骤是高

丰度蛋白去除、蛋白质提取及除盐[31]。但对于共价抑

制剂与血浆蛋白结合的研究, 由于其常与血液中的高

丰度蛋白结合, 且这种结合比低丰度蛋白结合更具生

理意义, 通常无需去除高丰度蛋白。蛋白质提取的常

用试剂包括含除垢剂或离液剂等添加剂的缓冲液, 对

于血浆样品, 通常无需进行提取处理[13]; 而对于红细胞

样品, 可以采用氯化铵缓冲液、PBS缓冲液或Tris-HCl

缓冲液等进行裂解, 根据实验需求考虑是否添加含十

二烷基硫酸钠 (sodium dodecyl sulfate, SDS) 或 Triton 

X-100等添加剂增强裂解效率。

常见的除盐方法则包括膜超滤法 (membrane 

ultrafiltration, MU)、氯仿 −甲醇沉淀法 (chloroform-

methanol precipitation, CMP) 及固相萃取法 (solid phase 

extraction, SPE) 等[32]。MU法利用特定截留分子量的

半透膜截留大分子蛋白质, 离心或压力驱动使盐离子

等小分子透过膜, 从而实现除盐与缓冲液置换。CMP

是一种经典的在去污剂和脂质存在下从溶液中回收蛋

白质的方法, 以蛋白质∶甲醇∶氯仿∶水 = 1∶4∶3∶1的比

例经涡旋、离心实现相分离。SPE则通过目标分析物

和树脂之间的相互作用进行除盐, 通常包括三个步骤: 

目标分析物与固体载体结合、污染物消除及目标分析

物洗脱。

对Top-down的前处理方法进行优化有助于提高后

续 MS检测的灵敏度、降低检测所需样品量并缩短分

析时间。Hossain等[31]开发了一种完整蛋白质LC-MS检

测方法, 其在前处理时采用一种快速 (约10 min) 的氯仿/

乙醇分配技术, 该技术适用于多种生物基质, 且与LC-

MS联用时获得高信噪比光谱所需的血量不到20 μL。

5.1.2　蛋白质分离方法　如前文所述, 对共价抑制剂−
血浆蛋白结合的研究通常更关注血液中的高丰度蛋

Figure 2　Top-down proteomics workflow
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白, 因此在蛋白分离时通常无需使用多维分离技术。

目前 Top-down蛋白组学最常用的蛋白分离方法分别

是液相色谱法 (LC) 和电泳法。

目前常用的电泳分离方法包括凝胶电泳、毛细管

电泳 (CE)、毛细管电色谱 (CEC) 和毛细管区间电泳 

(CZE) 等。其中, CZE因其灵敏度高且能够在天然条

件下对蛋白质复合物进行高分辨率分离的特点成为推

进大规模Top-down蛋白质组学的优势方法[33]。

除电泳法外 , 分子排阻色谱法 (SEC)、反相液

相色谱法 (RPLC) 等 LC 技术的发展也为蛋白质的分

离提供了便利。而与这些传统流速液相色谱 (300～

1 000 μL·min-1) 相比 , 低流速色谱如纳流色谱 (nano-

flow)、毛细管流色谱 (micro-flow) 和微流色谱 (capil‐

lary-flow) 具有流动相消耗量低、样品量小、灵敏度高

的优势[34], 已被广泛应用于蛋白组学分析。

5.1.3　质谱分析　对基于MS的Top-down蛋白组学分

析, 目前主要的蛋白质电离方法包括电喷雾电离 (ESI) 

和基质辅助激光解吸电离 (MALDI)。其中 , MALDI

主要产生单电荷离子, 从而能够直接测定分子量。然

而, 大多仪器对高质量单电荷离子的质量分辨率较低, 

因此不足以分辨大分子蛋白质上的小质量数修饰。相

比之下, ESI产生多电荷离子, 需要去卷积算法将信号

从质荷比 (m/z) 形式转换为分子量 (Da) 形式, 但其可

以与更高分辨率的质谱仪联用以产生足够的分辨率来

检测大蛋白质上的微小质量变化[35]。

在完整蛋白分析中, 对 MS原始数据进行去卷积

以解析蛋白质的真实分子量是至关重要的步骤。Bio‐

pharma Finder (Thermo Fisher Scientific)、MassLynx™ 

(Waters Corporation)、OmniScape (Bruker) 等均是目前

常用的数据分析软件。去卷积后可以将实测分子量与

理论数据库进行比对 , 通常可以根据不同仪器精度

允许一定的质量误差 , 直接匹配无修饰或已知修饰

的蛋白质, 通过分子量差异推断未知修饰[10,13]。莫博

赛替尼 (mobocertinib) 是一种用于治疗非小细胞肺癌 

(NSCLC) 的丙烯酰胺弹头抑制剂。Chen等[19]通过完

整蛋白分析发现莫博赛替尼在人血浆内与 HSA共价

结合, 将莫博赛替尼与人血浆共孵育样品的 MS结果

解卷积, 可以检测到未结合的HSA (66 438 Da) 及与其

相差一个莫博赛替尼分子质量 (585 Da) 的HSA-伏美

替尼结合物 (67 023 Da)。

通过对完整蛋白质量的分析, 可以判断 MS数据

对应的蛋白种类及其是否与药物结合。而通过 MS/

MS的进一步碎裂, 可以对蛋白质进行全序列覆盖的

鉴定[27]。尽管基于MS的Top-down蛋白组学分析已被

证明在鉴定蛋白质修饰位点和确定多重修饰顺序方面

具有一定优势, 但仍存在受蛋白质溶解性限制, 以及灵

敏度相对较低等的技术挑战[36]。

5.2　Bottom-up蛋白组学分析　

基于 MS 的 Bottom-up 蛋白质组学是研究共价抑

制剂与蛋白质结合的一种很有优势的方法, 可以得到

与共价抑制剂结合的蛋白质种类信息及结合的氨基酸

位点信息 (图3)。

5.2.1　前处理　在 Bottom-up 蛋白质组学研究中 , 常

见的前处理流程是变性、还原、烷基化、酶切、除盐后

通过 HPLC/UPLC-HRMS 对肽段进行分离和检测[20]。

对于血液样本, 需要用适量的缓冲液稀释以促进随后

的酶切过程。常用的变性剂是尿素和硫脲, 可以破坏

蛋白质的三维结构; 常用的还原剂是三(2-羧乙基)膦 

[tris(2-carboxyethyl)phosphine, TCEP] 或二硫苏糖醇 

(dithiothreitol, DTT); 常用的烷基化试剂则是碘乙酰

胺 (iodoacetamide, IAA), 能使还原形成的游离巯基烷

基化, 以防止二硫键重组。在已有的共价抑制剂与蛋

白质结合的研究中, 最常用的酶切方法是溶液内酶切 

(in-solution digestion, ISD) 和凝胶内酶切, 最常用的酶

则是链霉蛋白酶或胰蛋白酶。其中, 胰蛋白酶∶蛋白质

的比例通常在 1∶20～1∶50, 其切割位点位于氨基酸残

基Arg和Lys处, 可以获得 800～2 000 Da的肽段, 适用

于MS/MS测序[37]。

前处理是影响蛋白组学通量和重现性的关键因

素。在前处理流程中, 酶切是影响共价抑制剂−蛋白质

结合物定性及定量准确性和可重复性的关键步骤, 而

ISD和凝胶内酶切的效率均较低, 可能对准确性及可

重复性产生不利影响。基于此, 目前已有许多研究报

道了改进整个前处理流程或其中某些步骤的新设备或

新方法, 以缩短时间、提高通量并提高重现性, 如Chen

等[38] 开发的一种 SISPROT (spintip-based proteomics 

technology) 装置, 集合了蛋白质预浓缩、还原、烷基化、

酶切和高 pH RP肽分离, 可以在标准离心机上进行多

重分析, 且具有良好的重现性。但目前, 此类技术尚未发

Figure 3　Bottom-up proteomics workflow
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现被应用于研究共价抑制剂与血浆蛋白结合的领域。

5.2.2　肽段分离方法　在进行 MS分析前, 酶切产生

的肽混合物需要通过合适的分离方法使肽段与酶或其

他化合物分离。

RPLC在肽混合物分离中起着关键作用。其他分

离机制, 如强阳离子交换色谱 (SCX)、强阴离子交换色

谱 (SAX)、SEC和亲水作用色谱 (HILIC) 等常与RPLC

联合使用, 以开发多维分离平台[37]。此外, 将具有不同

分离机制的 LC 和 CE 技术联用还可以提高蛋白质检

测的覆盖率, 适用于复杂蛋白质组的分析[39]。

5.2.3　质谱分析　Bottom-up蛋白组学是判断结合蛋白

种类的优势方法, 通过分析物肽图相对血液中蛋白质

序列的覆盖度, 可以判断与共价抑制剂结合的蛋白质种

类。在进行 Bottom-up 蛋白组学分析时, 数据处理是

解析与共价抑制剂结合的蛋白质种类及其结合位点的

关键步骤。Uniprot是目前最常用的数据库。基于该

数据库有多种数据分析平台 , 如 Proteome Discoverer 

(Thermo Fisher Scientific)、MaxQuant、Biopharma Finder 

(Thermo Fisher Scientific) 等。设置搜库参数时, 固定

修饰通常设置为Cys的脲甲基化, 常见的可变修饰设

置则包括Cys、Lys和 Ser上共价抑制剂的修饰以及蛋

白质N末端的乙酰化。设置搜库参数后, 将MS/MS数

据导入相应的搜库软件进行搜库。目前常见的搜库原

理是将通过MS获得的碎片离子与理论肽段进行匹配

以确定实测的碎片离子所对应的肽段, 以此来判断共

价抑制剂结合的蛋白质种类及其结合位点[27]。

伏美替尼 (furmonertinib) 是一种用于治疗NSCLC

的丙烯酰胺弹头TKI。Wu等[13]通过Bottom-up蛋白组学

发现伏美替尼在人血浆内与HSA的肽段LKCASLQK、

ASSAKQR共价结合, 通过碎片离子发现结合位点为

Lys195和Lys199。

5.3　共价抑制剂−血浆蛋白结合物定量分析　

靶向蛋白组学的平行反应监测技术 (parallel reac‐

tion monitoring, PRM) 和多反应监测技术 (multiple 

reaction monitoring, MRM) 已广泛应用于对药物−蛋白

质结合物定量 , 但目前在共价抑制剂和血浆蛋白结

合的定量研究中应用较少。MRM通常使用三重四极

杆质谱仪对肽段进行定量, 稳定性高且相对快速, 但分

辨率较低[40]。奥希替尼 (osimertinib) 是一种用于治疗

NSCLC的不可逆TKI, 目前已有研究提出一种靶向奥

希替尼-Cys结合物的MRM LC-MS/MS方法, 可以对包

括血液在内的多种基质中的奥希替尼−蛋白质结合物

进行定量[41]。而PRM与Top-down或Bottom-up策略结

合, 可用于复杂生物样品中肽或蛋白质的准确定量, 与

MRM 相比分辨率和选择性更高, 但稳定性稍差。在

研究中应依据实际需求对两种方法进行选择[40,42]。

除检测方法外, 前处理方法对药物−蛋白质加合

物的准确定量同样具有显著影响。若前处理方法选择

不当, 可能增加除盐工作的难度甚至导致盐离子残留, 

而 SDS 等表面活性剂的残留可能干扰质谱离子源的

离子化效率, 导致检测信号抑制, 进而影响方法的准确

性[43]。因此, 选择适当的添加剂和除盐方法对药物−蛋
白质结合物的定量至关重要。Brown等[43]发现了一种

非离子、可裂解的表面活性剂 n-癸基二硫键-β-D-麦芽

糖苷 (n-decyl-disulfide-β-D-maltoside, DSSM), 有较好

的细胞裂解效果且易于去除。此外, 由于Cys和Lys均

为共价抑制剂的常见结合位点, 且 Cys、Lys同时也分

别是烷基化和胰蛋白酶酶切的位点, 因此烷基化与酶

切均可能对药物−蛋白质结合物定量造成干扰。实验

中可根据实际需求采用无烷基化前处理或替代酶进行

酶切。

同时, 血液基质的复杂性也是影响药物−蛋白质

结合物定量的关键因素。在前处理时必须选用恰当的

方法除去样品中的脂质及内源性小分子, 避免基质效

应对 MS检测产生的干扰。此外, 样本的储存与处理

条件也会对定量结果产生影响。例如, 全血样品保存

不当 (如抗凝剂选择错误或温度控制失当) 可诱发溶

血, 导致红细胞内Hb释放至血浆基质中。由于Hb可

能与血浆蛋白竞争性结合共价抑制剂, 若实验旨在模

拟生理条件下蛋白与药物的结合状态, 此类溶血可能

会对结合物的准确定量造成干扰。

6 总结与展望 

共价结合药物血浆蛋白结合特征的研究对于理解

药物的药代动力学、药效学以及潜在的不良反应至关

重要, 质谱分析技术在此领域已展现出独特优势与应

用潜力。当前 , 基于 MS 的 Top-down 和 Bottom-up 蛋

白组学策略、超滤法及平衡透析法等研究方法已成功

用于鉴定共价抑制剂−血浆蛋白形成加合物及结合位

点, 为深入探究共价抑制剂−血浆蛋白相互作用机制

提供了关键信息。然而, 目前对于共价抑制剂与血液

中蛋白质结合的系统研究仍较为缺乏, 主要集中在对

经典的共价丙烯酰胺弹头抑制剂的研究上, 对 β-内酰

胺弹头及腈类、硼酸及其酯类等新兴弹头共价抑制剂

的血浆蛋白结合位点的研究较少。且目前对血浆蛋白

的研究还主要局限于HSA, 对HAG及Hb等高丰度蛋

白的研究仍较为匮乏。此外, 血液中其他常与药物产

生结合的蛋白质如球蛋白和各种脂蛋白等血浆蛋白也

尚未在共价抑制剂领域得到关注。

共价抑制剂与血浆蛋白结合相关的研究仍面临诸

多挑战。一方面, 血浆基质的复杂性使蛋白组学的数

·· 3698



贤姝泽等: 共价抑制剂血浆蛋白结合特征的质谱分析技术研究进展

据处理及搜库过程较为困难。另一方面, 现有质谱技

术在定量分析共价结合药物与血浆蛋白结合率时, 仍

面临前处理复杂, 准确性影响因素多等问题。总而言

之, 了解共价抑制剂与血液中高丰度蛋白的结合情况

有助于进一步理解共价抑制剂在体内的 ADME过程

及潜在的不良反应, 需要进一步的研究。
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