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非变性质谱在天然产物研究中的应用
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摘要: 天然产物来源丰富、结构多样, 是新药研发的重要源泉。从复杂的天然产物基质中高效筛选出有生物活

性的成分是天然产物研究的重要方向之一。传统的研究方法从提取分离开始, 然后进行结构鉴定和活性评价, 耗时

长、工作量大且带有很大的随机性, 因此亟需发展高效的生物活性成分发现方法。非变性质谱 (native MS) 是一种

基于靶标和配体相互作用的研究方法, 能够根据两者之间的亲和力快速发现复杂基质中潜在的活性成分, 具有特

异、高效、简便的特点。本文简单介绍了非变性质谱的基本原理和影响因素, 并综述了该方法近年来在天然产物研

究领域中的应用, 讨论了该方法的优势与局限性, 以期为相关领域的研究者提供借鉴和参考。
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Abstract: Natural products, rich in sources and diverse in structure, play an important role in drug discovery. It is

a hotspot to identify efficiently bioactive components from complex mixtures in the field of natural product

research. Traditional research methods, starting from extraction and isolation to structural elucidation, and finally

to bioactivity assay, are generally time-consuming, laborious, and untargeted. Therefore, there is an urgent need to

develop efficient screening methods for bioactive component discovery. Native mass spectrometry (native MS) is

an underutilized method based on the interaction between target and ligand, which can rapidly discover potential

active components in complex matrices. Due to the simple operation and the native state of the protein, the method

is specific, efficient, and simple. Herein, we give a brief introduction of native MS and then review its recent

application in natural product research, with its advantages and limitations, which would provide a reference for

researchers in relevant fields.
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天然产物 (natural products, NPs) 是新药研发的重

要来源, 据统计, 从 1981年至 2019年美国食品药品管

理局 (FDA) 批准的药物中, 有 49.2%的药物来自天然

产物或与天然产物有关[1]。然而, 天然产物往往成分

复杂, 传统的提取与分离曾是十分耗时的工作, 近年

来, 随着色谱与波谱技术的发展, 涌现出了一批以液质

联用 (LC-MS) 为基础的研究策略, 如分子网络[2]、配体

垂钓[3], 许多分离纯化和结构解析的工作已经可以在

较短时间内完成。人们也逐渐将目光转向活性成分的

靶向分离, 通过将每个分离阶段的各个馏分进行活性

收稿日期: 2022-06-23; 修回日期: 2022-08-05.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (81803610, 21920102003); 上海

市科学技术委员会资助项目 (20430780300); 广东省重点领域

研发计划项目 (2020B0303070002).

*通讯作者Tel: 86-21-50806600, E-mail: yye@simm.ac.cn;

Tel: 86-21-58559563, E-mail: jia.liu@simm.ac.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2022-0769

·· 3292



朱达夫等: 非变性质谱在天然产物研究中的应用

评估, 最终能够得到某种活性成分, 从而加速了天然产

物的研究。由于绝大多数药物都是作用在蛋白质上从

而发挥调节作用的, 因此, 建立基于靶标蛋白的天然产

物研究策略具有重要的应用价值。

质谱 (mass spectrometry, MS) 具有灵敏度高、样品

用量少、分析速度快的优点, 在一次分析中可提供丰富

的待测物信息, 常用于分子鉴定、元素分析等, 得益于

软电离技术的出现, 质谱开始广泛应用于蛋白分析。

非变性质谱 (native MS) 的概念在二十世纪九十年代

已经存在 ,“native MS”这一术语于 2004 年被提出[4]。

通过电喷雾电离 (electrospray ionization, ESI) 的软电

离技术, 非变性质谱可以在气相中研究蛋白质在类似

天然状态下的结构生物学问题, 如蛋白组装、大小形

状、相互作用等[5], 自 1991年首次使用质谱检测到非共

价的受体-配体复合物以来[6], 非变性质谱在小分子药

物和生物大分子的非共价相互作用研究中得到了众多

关注。

然而由于早期质谱仪的分子量表征范围、分辨率

等受限, 难以直接利用质谱进行大型靶标蛋白的配体

筛选, 为此, 一种基于生物亲和质谱 (bio-affinity mass

spectrometry, BA-MS) 的间接筛选方法得到了发展, 如

亲和超滤法 (affinity-ultrafiltration, AUF)[7]、尺寸排阻色

谱法 (size exclusion chromatography, SEC)[8]、磁珠亲和

筛选法 (magnetic microbead affinity selection screening,

MagMASS) [9]等 (图 1)。该类方法基于受体-配体之间

的亲和作用, 将靶标-配体复合物与未结合的配体分

离, 然后再将结合在靶标上的配体解离下来进行分析,

相较于其他配体筛选策略, 该类方法具有样品消耗少、

分析时间短、不需要放射性标签等优点[10,11]。此外, 许

多天然产物具有紫外/可见光发色团, 会对依赖荧光的

高通量筛选方法产生干扰, 而这并不会干扰生物亲和

质谱筛选。

近年来, 利用高分辨质谱仪中的各种碎片化手段

以及离子淌度, 可以进一步获取蛋白质三维结构的信

息, 如氨基酸序列、结合位点、亚基的鉴定等[12-16]。高

性能的质谱仪也为直接分析大型蛋白和小分子的非共

价相互作用以及直接进行蛋白靶标的配体筛选提供了

可能。然而在天然产物研究中, 非变性质谱还没有得

到广泛的应用。本文将综述非变性质谱技术在天然产

物研究中的应用 , 为天然活性成分的研究提供新的

思路。

1 非变性质谱概述

1.1 基本原理

非变性质谱指的是不对蛋白进行变性处理, 检测

完整蛋白质或复合物在气相状态下的空间构象及相互

作用的结构质谱技术[17,18]。为了能够尽可能保留完整

蛋白质的天然构象, 该方法通常应用于纯化后的单一

蛋白质或者复合物, 并且需要严格控制 pH、温度、离子

强度等条件。

在靶标-配体相互作用的研究中, 首先需要将靶标

Figure 1 Comparison of different bio-affinity mass spectrometry (BA-MS) workflows. AUF: Affinity-ultrafiltration; SEC: Size exclusion

chromatography; MagMASS: Magnetic microbead affinity selection screening
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蛋白与配体混合在温和的缓冲溶液中, 潜在的活性分

子与靶标蛋白由于亲和作用会形成靶标-配体复合物,

然后将分析物通过软电离从液相转移到气相后, 直接

进行质谱检测。以 ESI正离子模式为例, 喷针尖端的

溶液在高压电场、流速和雾化气的推动下形成泰勒锥

并发射喷雾, 在快速脱溶剂的过程中, 液滴表面电荷密

度增大, 当斥力达到临界值时, 液滴进一步分散, 最终

形成纳米级别的液滴使离子蒸发出来, 通过真空进入

质量分析器, 进而获得靶标蛋白本身和靶标-配体复合

物的质谱信号[19] (图2)。

基于完整蛋白层面的分析 , 自上而下质谱 (top-

down mass spectrometry, TDMS) 可以通过各种片段化

方法获得完整蛋白水平下的序列和翻译后修饰信息,

结合变性和非变性条件 , 可以获取多层次的结构信

息[20]。相较于传统的“自下而上”的质谱分析, TDMS

不需要预先酶解蛋白质, 但对质谱仪的性能以及数据

分析提出了更高的要求[21]。

目前, 对于非变性质谱中“非变性”的定义仍然不

断被讨论。按照最理想的实验状态, 应该对待测蛋白

在近似生理环境中进行检测, 而非变性质谱的检测需

要将分析物从液相转移到气相, 因此无法满足严格“非

变性”的定义。此外, 虽然已有证据表明蛋白或核酸等

非挥发性生物分子可以在质谱检测的时间范围内在气

相中维持天然结构和生物活性[22,23], 但其空间构象与

在溶液中一致程度还有待深入研究。因此, 非变性质

谱中的“非变性”一词现在被普遍认为是指分析物在电

离过程之前, 其所处的溶液属于近似生理环境, 从而维

持溶液中生物分子的自然折叠状态。

1.2 特点

目前, 研究者们已开发了多种基于生物亲和质谱

的筛选方法, 如亲和超滤、磁珠吸附、细胞膜色谱等。

这些方法都可以在一个复杂的混合体系中, 在维持蛋

白空间结构不被破坏的前提下, 无标记地筛选出配体。

它们均无偏向性, 可以同时筛选正构或者别构调节的

配体。然而这些方法普遍在孵育后需要进行靶标和配

体的分离, 再检测小分子配体, 因此在一定程度上会出

现膜吸附、靶标失活等缺点, 导致漏失一些低亲和力的

筛选结果。对于非变性质谱而言, 它没有分离过程, 可

以筛选出低亲和力的配体, 同时, 它将筛选过程可视

化, 可以在质谱上直接观察到靶标-配体复合物的峰,

是一种可以实现高效自动化分析的方法[24]。

在相应的天然产物研究中, 小分子配体的结合亲

和力、化学计量、结合位点是研究的重点。利用非变性

质谱的方法, 配体的相对分子量可以通过计算游离靶

标和靶标-配体复合物的质量差异来确定。平衡解离

常数 (Kd) 是评价亲和力的常用指标, 假设靶标和配体

结合的比例在雾化前后相同且电离效率一致, 那么它

可以简单地表达为Kd = [P][L]/[PL] (图 2), 其中[P]是游

离蛋白的浓度, [L]是配体的浓度, [PL]是蛋白-配体复

合物的浓度, 通过非变性质谱可以快速测定这一数值,

并对配体亲和力进行排名[25,26], 而化学计量比可以通

过观察质谱图上结合峰获得, 通过竞争性实验也可以

快速判断化合物的结合位点和结合模式。相较于传统

的天然产物研究方法, 非变性质谱能够直接定位到天

然产物与蛋白靶标的作用位点, 其结构特点和结合模

式可以为后续的药物化学、药理学等研究提供很好的

参考。

1.3 影响因素

在整个非变性质谱分析过程中, 保持靶标的天然

状态以及分子间的相互作用对非变性质谱分析来说至

关重要, 这需要保持温和的环境体系, 并且在不改变复

合物或亚基结构的情况下进行脱溶剂, 因此需要充分

优化实验条件以提高分析灵敏度和筛选覆盖率。

1.3.1 靶标蛋白溶剂的选择 质谱检测的一个重要条

件是分析物使用的溶剂系统与质谱仪具有兼容性, 通

常情况下, 蛋白纯化后一般保存于非挥发性的缓冲溶

液中, 然而质谱检测需要挥发性的溶剂系统如甲醇、乙

腈、水等, 所以温和的挥发性缓冲溶液对于蛋白的质谱

检测至关重要。具有质谱兼容性的常用挥发性缓冲液

有碳酸氢铵溶液、醋酸铵溶液、三乙基乙酸铵溶液等。

在分析过程中, 由于碳酸氢铵溶液产生的气泡可能会

引起蛋白变性, 而醋酸铵溶液不产生气泡并且可以提

高信号的稳定性, 所以目前主要使用醋酸铵水溶液来

提供一个温和的溶液环境[27, 28]。有研究表明, 将醋酸

Figure 2 Schematic of a native MS detection with an ESI source

operated in positive mode
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铵浓度从 10 mmol·L-1增加到 500 mmol·L-1时, 测定获

得的靶标-配体解离常数 (Kd) 值具有超过 50% 的差

异[29]。此外, 有研究表明在溶剂中加入亚毫摩尔浓度

的碱金属醋酸盐可以显著降低电荷[30], 相反, 如果在其

中添加间硝基苯甲醇 (m-NBA) 将增加分析物的电荷

数[31, 32]。这些结果表明, 缓冲盐种类或者添加剂对于

蛋白在溶液中的稳定性具有不同的影响, 但目前关于

不同缓冲液在进行靶标-天然产物相互作用尚缺乏系

统的研究。

1.3.2 配体溶剂的选择 由于天然产物成分复杂, 各

类化合物溶解度不同 , 在研究中通常使用二甲亚砜

(DMSO) 作为常规溶剂进行储备液的配制, 然而在本

团队的前期研究中 , 发现极低含量的 DMSO (0.01%)

都会对整个质谱检测体系造成巨大的影响。相对而

言, 蛋白对体系中甲醇和乙腈的含量具有一定的容忍

度, 因此该研究选择了影响较小的甲醇作为配体的溶

剂[33]。然而不同含量的有机溶剂会对蛋白构象产生一

定的影响 , 如 pH 为 6.2 时 , 将乙腈含量从 0% 增加到

50%会使光系统Ⅱ锰稳定蛋白 (MSP) 的电荷态分布发

生显著改变并且峰形变窄, 这表明了MSP发生了构象

变化[34]。蛋白往往对溶液中的有机溶剂十分敏感, 这

就要求在选择配体溶剂时既要考虑到化合物的溶解

度, 又要考虑到蛋白的稳定性以及后续分析时与质谱

的兼容性, 因此, 应预先比较和优化配体的溶剂, 以达

到最佳的孵育和检测条件。

1.3.3 靶标和配体的浓度 靶标和配体的浓度也会对

研究结果造成不同的影响, 如果配体是混合物, 其浓度

高于靶标, 配体与靶标之间的结合就有可能具有竞争

性, 致使某些活性成分难以结合靶标; 相反, 如果配体

浓度较低而且是低亲和力的化合物, 则在分析时可能

观察不到结合物的峰。因此需要按照不同的实验目的

和实验对象选择合适的靶标和配体的浓度。

1.3.4 电喷雾喷针 非变性质谱需要使用特殊材料制

作的喷针, 一般来说喷针尖端越细, 就越容易使复合物

在电离过程中脱溶剂, 当喷针尖端达到亚微米级时, 可

以显著降低加和离子的形成、提高信噪比、提高基质耐

受性[35-38]。随着亚微米喷针以及纳升电喷雾的不断发

展和优化, 其在蛋白复合物、核酸等生物大分子结构解

析和生物样品分析中的应用研究有望进一步深入和

拓展。

1.3.5 其他因素 在对蛋白进行脱盐处理时, 超滤管

的选择也十分重要, 如果截留量过大, 则有可能在不知

觉的情况下改变了蛋白的浓度, 如果截留量过小, 则超

滤效率会降低, 目前通常选择截留分子质量小于靶蛋

白相对分子质量1/3的超滤管。此外, 孵育时间、温度、

离心速度、离心时间和次数也需要一定的摸索和设计,

涡旋或者剧烈搅拌都有可能使蛋白变性, 同时, 蛋白也

有可能受温度影响发生活性的改变, 这都将影响到最

终的筛选结果。电离、脱溶剂和离子传输条件的优化

对实验至关重要, 一方面用于这些步骤的能量和设置

应尽可能的低, 以帮助保持复合物的天然构象; 另一方

面又要足够高, 以确保通过仪器进行有效的电离和传

输。此外, 选择合适的阳性对照将极大提高条件摸索

的效率以及结果的可靠性。

2 非变性质谱在天然产物研究中的应用

在生物物理学研究领域中, 非变性质谱是一种强

大的分析工具, 除了用于蛋白的结构表征以外, 可以通

过直接分析靶标-配体复合物来研究非共价相互作用。

自首次通过质谱观察到非共价的蛋白-配体复合物以

来, 我国学者也开始利用质谱来测定生物大分子和小

分子的复合物, 但在天然产物研究领域的应用出现较

晚且早期多将非变性质谱归属于“电喷雾质谱”[39,40]。

表1[33,41-50]列举了近年来使用非变性质谱研究天然产物

的代表性实例, 其中以分子间相互作用的研究为主, 天

然产物包括生物碱、黄酮、皂苷等, 使用的仪器多为傅

里叶变换离子回旋共振质谱仪 (Fourier transform ion

cyclotron resonance mass spectrometry, FT-ICR-MS) 和

四极杆飞行时间质谱仪 (quadrupole-time of flight mass

spectrometry, Q-TOF-MS)。

2.1 分子间相互作用的研究

王献教授团队[51]针对细胞色素 c (cytochrome-c,

Cyt c) 的天然产物配体使用非变性质谱进行了一系列

的研究, 在其前期探索中发现中药皂苷提取物人参皂

苷Re、柴胡皂苷A、柴胡皂苷C与Cyt c结合能力大小

依次为: 柴胡皂苷C > 人参皂苷Re > 柴胡皂苷A。为

了进一步研究其中的分子间相互作用, 选择了 4种糖

和 3种三萜来鉴定皂苷与 Cyt c相互作用时的结合基

团, 通过非变性质谱比较亲和力后, 发现皂苷中糖的部

分是有效的结合基团, 而三萜部分对结合活性并没有

影响, 柴胡皂苷-Cyt c复合物的结合常数与糖-Cyt c复

合物的结合常数相近, 于是提出柴胡皂苷是通过糖基

上的氢键与Cyt c结合的[52]。为了验证上述结论, 又挑

选了 7种黄酮或黄酮苷作为研究对象, 其中 4',7-二甲

氧基异黄酮 (4M7M) 无法与Cyt c形成复合物, 推测可

能是因为 4M7M的结构中缺少羟基, 使用非变性质谱

测定的亲和力的高低也与计算机模拟得到的氢键能量

的大小一致, 表明Cyt-c主要通过氢键与配体结合, 分

子对接还预测了相互作用的位点, 但仍无法解释配体

结构的差异对形成的非共价复合物稳定性的影响[46]。

于是又利用不同结构的糖, 探索了配体的空间位阻和
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羟基数对结合亲和力的影响, 发现配体的官能团和空

间结构对非共价蛋白复合物的稳定性密切相关[53]。

许国旺教授团队[43]利用非变性质谱的方法研究了

黄酮和人血清白蛋白 (human serum albumin, HSA) 之

间的非共价相互作用。多种结构相似的黄酮类化合物

被用来揭示配体化学结构和HSA亲和力之间的关系,

非变性质谱分析的结果表明, 黄酮的羟基和双键的位

置会影响其非共价相互作用, 而与已知有不同结合位

点的药物—华法林和布洛芬进行竞争实验后, 发现芹

菜素会与华法林竞争相同的位点, 相反, 芹菜素不会竞

争布洛芬的结合位点, 反而与布洛芬出现了协同的结

合作用, 最后通过圆二色谱和分子对接验证和补充了

芹菜素和布洛芬的协同别构作用。

中国科学院长春应用化学研究所的团队[44]通过非

变性质谱评价了不同的黄酮类化合物和铜锌超氧化物

歧化酶 (Cu, Zn-superoxide dismutase, SOD1) 之间的结

合亲和力, 并利用了离子淌度质谱 (ion mobility mass

spectrometry, IM-MS) 的优势, 比较了同分异构体的亲

和作用, 探索了小分子配体对靶标蛋白构象变化的影

响。在其后续的研究中, 继续利用ESI-IM-MS研究了

SOD1与其他类药物分子之间相互作用[54,55]。离子淌

度可以补充离子在气相中的结构信息, 深入了解小分

子诱导的蛋白构象变化, 非变性质谱结合离子淌度的

实验方法可以发挥各自的优势, 协同加强两者在生化

领域的分析能力。

3CLpro是新型冠状病毒SARS-CoV-2复制的一个

关键靶标蛋白, 在新冠的治疗方案中, 中医疗法有着良

好的疗效, 其使用的药方中包含了大量清热解毒中药。

本团队[56]在研究中获得黄芩素与3CLpro的共晶, 并利用

非变性质谱快速评价了黄芩素、黄芩苷等潜在的3CLpro

抑制剂对3CLpro的亲和作用, 其Kd与等温滴定量热法

得出的结果一致, 充分体现了非变性质谱在分析效率

上的优势。

2.2 生物活性成分的高通量筛选

Ronald J. Quinn教授团队[47]建立了一个由小分子

天然产物组成的片段库, 通过 ESI-FT-ICR-MS进行亲

和力筛选, 发现了可以通过增强恶性疟原虫的 2'-脱氧

尿苷 5'-三磷酸核苷水解酶 (PfdUTPase) 活性从而抑制

恶性疟原虫生殖的一叶萩碱相关的 7个天然产物。在

其进一步的研究中又通过非变性质谱筛选出了 96个

天然产物片段可以结合 32个潜在的抗疟靶标, 其中 79

个片段分子具有体外抗疟活性[57]。基于片段的药物发

现 (fragment-based drug discovery, FBDD) 是药物研发

中的一种高效策略, 它能够迅速发现有活性的片段分

子, 通过对这些苗头片段的分析和改造, 可获得先导化

合物。由于片段分子通常对靶标的亲和力较低, 因此

非常适合使用灵敏的非变性质谱筛选方法, 这样的策

略可以更有效地探索结构简单的片段分子的空间结构

对结合的影响。

本团队使用非变性质谱建立了一种从清热解毒的

中药粗提物中高效筛选出靶向 SARS-CoV-2 3CLpro

的天然产物分子的方法。为了避免提取物中高含量成

Table 1 Representative applications of native MS in the study of natural products (NPs)

Sample
Extract of Scutellaria

baicalensis
Flavonoids
Extract of Polycarpa

aurata
Flavonoids

Flavonoids

Extract of Psydrax

montigena
Flavonoids and

flavonoid glycosides

Fragment library of

natural products

Extract of Leionema

ellipticum
Alkaloids
Saponins

Target
SARS-CoV-2 3CLpro

Bovine serum albumin
M. tuberculosis protein

Rv1466
Human serum albumin

Cu, Zn-superoxide dismutase

Plasmodium falciparum

Rab11a
Cytochrome-c

Plasmodium falciparum 2′-

deoxyuridine 5′-triphosphate

nucleotidohydrolase
Bovine carbonic anhydrase II

α1-Acid glycoprotein
Cytochrome-c

Type of MS
ESI-FT-ICR-MS

ESI-Q-IM-TOF-MS
ESI-FT-ICR-MS

ESI-FT-ICR-MS

ESI-Q-IM-TOF-MS

ESI-FT-ICR-MS

ESI-Q-TOF-MS

ESI-FT-ICR-MS

ESI-FT-ICR-MS

ESI-IT-MS
ESI-Q-Trap-MS

Ligand
Baicalein, scutellarein, and ganhuangenin

Naringenin
Polycarpine

Taxifolin, apigenin, diosmetin, naringenin,

hesperetin, aromadendrin, daidzein
Quercetin, rutin, naringin, quercetrin, isoquercitrin,

hyperin, naringenin, narirutin, hesperitin,

neohesperidin, and hesperidin
Arborside E

Tectoridin, hesperidin, daidzin, daidzein, 7-methoxy-

4′-hydroxyisoflavone, 4′-methoxy-7-

hydroxyisoflavone and 4′,7-dimethoxyisoflavone
Securinine, 4-α-hydroxy-allosecurinine,

virosecurinine, allosecurinine, viroallosecurinine,

norsecurinine, and securinine-N-oxide
6-(1S-Hydroxy-3-methylbutyl)-7-methoxy-2H-

chromen-2-one
Berberine
Ginsenoside Rb1 and Rd

Ref.
[33]

[41]
[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]
[50]
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分对低含量成分的掩盖而导致的假阴性, 本团队预先

将 6种中药的粗提物进行了初步分离, 建立了共 96个

组分的天然产物组分库, 并在此基础上通过非变性质

谱的亲和筛选, 总共发现了包括黄芩素和黄芩苷在内

的 16个潜在的配体[33]。虽然从复杂的体系中筛选出

活性成分依然具有挑战, 但随着更高性能的质谱仪的

出现, 使用非变性质谱技术进行高通量筛选的工作已

经积累了一些成功的实例文献, 相应的工作流程总结

在图3中。

3 非变性质谱在活性天然产物分子研究中的挑战

尽管非变性质谱技术已被证明可用于分子间相互

作用的研究, 但仍然存在诸多挑战。现在被广泛用于

生物大分子表征和分子间相互作用的研究方法有:等

温滴定量热法 (isothermal titration calorimetry, ITC)、核

磁共振 (nuclear magnetic resonance, NMR)、X射线 (X-

ray)、分子对接 (docking)、微量热泳动 (micro-scale

thermophoresis, MST)、表面等离子共振 (surface plasmon

resonance, SPR)、差示扫描量热法 (differential scanning

calorimetry, DSC) 等 , 而非变性质谱常常用于和以上

方法互相验证, 通常不用作独立的方法, 并且目前仅在

可溶性的蛋白和配体的相互作用研究中得到应用。

在高通量筛选中 , 泛活性筛选干扰化合物 (pan-

assay interference compounds, PAINS) 是一个主要的

问题。本团队在探索阶段也发现了如姜黄素或表没食

子儿茶素没食子酸酯 (epigallocatechin gallate, EGCG)
[58] 可以无差别地与靶标结合, 目前主要的策略使用变

性的靶标蛋白或者其他非靶标蛋白进行对照来消除这

类分子的干扰[59], 同时研究人员也总结了 PAINS的化

学特征, 并开发了相应的过滤器以在药物开发前期预

警这类分子[60,61]。此外, 在质谱上, 这类分子会和靶标

蛋白形成多个结合峰, 虽然仍难以区分特异性结合和

物理吸附, 但此类质谱结合模式提示在后续的活性筛

选时, 这些化合物可能会出现假阳性结果。

由于电离效率、离子传输等的差异, 复杂的蛋白-

配体复合物在不同的电喷雾条件下可能不稳定, 因此

非变性质谱分析在定量研究上具有一定的难度。但随

着更高性能的质谱仪的发展, 以及非变性质谱在蛋白

质组学和结构生物学的更广泛的研究和应用[62], 期待

将来能够实现相对更复杂的蛋白-配体复合物研究。

4 总结与展望

天然产物源于自然, 具有不易产生耐药性、毒副作

用小、价格低廉等优点, 是传统医药领域的宝库, 从天

然产物中发现先导化合物是新药研发的重要途径之

一。由于天然产物成分复杂、结构多样、含量不一, 因

此, 其活性成分的发现具有挑战性, 而多成分多靶点的

研究和阐释更是非常困难。吗啡、青蒿素、紫杉醇、麻

黄素、小檗碱、五味子甲素、延胡索乙素、芦丁、川芎嗪、

甘草酸等活性化合物的发现提示需要将天然产物研究

与现代科学技术紧密结合。

多年以来, 非变性质谱技术已经发展成为对蛋白

质研究的一种灵敏、高效且经济的分析方法[63,64], 这也

为研究天然产物和生物大分子靶标的相互作用提供了

新的思路。非变性质谱能够最大程度地保留靶标-配

体的立体结构和作用力信息, 不仅可以利用已知靶标

Figure 3 Schematic diagram of native MS applied in the investigation of NPs
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对混合物进行筛选, 也可以利用已知的天然产物分子

对混合靶标进行研究, 甚至是研究这些活性物质对具

有相互作用的蛋白之间的影响, 如 PROTAC或分子胶

水等, 进而深入探索活性分子可能发挥药效的机制。

相信非变性质谱能够加快天然产物活性成分的发现,

启发研究者去发现其中的分子间相互作用, 或许在不

久的将来, 随着基于质谱的方法不断开发和完善, 非变

性质谱能成为天然产物研究以及药物发现的重要手

段, 成为沟通化学与生物学的重要桥梁。
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