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摘　 要　 生物技术药物近年来飞速发展ꎬ其质量控制也越来越受到关注ꎮ 脱酰胺化反应是生物技术药物质量控制

中不可忽视的一方面ꎬ特别是脱酰胺化产生的异天冬氨酸( ｉｓｏＡｓｐ)ꎮ 该文描述天冬酰胺(Ａｓｎ)残基的脱酰胺化ꎬ以及脱

酰胺化对生物技术药物的影响ꎮ 对国内外脱酰胺化的检测方法进行汇总ꎬ包括处理方法和仪器分析方法ꎮ 其中对

ｉｓｏＡｓｐ 位点的鉴定和含量测定进行较为详细地介绍ꎮ 开展脱酰胺化的研究对我国生物技术药物的质量控制具有积极的

意义ꎮ
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　 　 近年来ꎬ我国生物医药行业迅速蓬勃发展ꎮ 据艾

美仕(Ｉｎｔｅｒｃｏｎｔｉｎｅｎｔａｌ Ｍａｒｋｅｔｉｎｇ ＳｅｒｖｉｃｅｓꎬＩＭＳ)预测ꎬ到
２０２０ 年ꎬ我国生物医药市场将成为仅次于美国的全球

第二大生物医药市场ꎬ其中抗体药物和蛋白药物等生

物技术药物未来可产生 ３０００ 亿 ~５０００ 亿元市场ꎮ 据

２０１６ 年不完全统计ꎬ我国已批准上市的生物技术药有

４４ 种[１]ꎬ并且获批品种数量还在逐年增加ꎮ 随着«中
华人民共和国药典»２０１５ 年版的实施ꎬ生物技术药物
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的质量控制将会大幅提高ꎬ质量标准逐步与国际接轨ꎬ
药品质量将达到国际水平ꎮ

生物技术药物不同于传统的小分子药物ꎬ生产、储
存及运输条件等因素的改变都会引起其蛋白的异构、
变性ꎬ从而引起难以预测的临床药物不良反应ꎮ 脱酰

胺化(ｄｅａｍｉｄａｔｉｏｎ)是常见的蛋白翻译后修饰形式ꎬ普
遍存在蛋白、多肽类药物中ꎮ 异天冬氨酸( ｉｓｏａｓｐａｒｔｉｃ
ａｃｉｄꎬｉｓｏＡｓｐ)是脱酰胺化的特异性降解产物ꎬ其存在量

能反映药物脱酰胺化的程度ꎮ 因此ꎬ国外生物药品生

产企业在向美国食品药品管理局(ＦＤＡ)、欧盟药品管

理局(ＥＭＡ)申报药品资料时都会提供该申报药品脱

酰胺化的相关检测数据ꎮ 饶春明等[２] 对 ２０１５ 年版

«中华人民共和国药典»生物技术药质量控制相关内

容进行切实详尽的阐述ꎬ并以人用重组 ＤＮＡ 蛋白制

品为例ꎬ其中指出氨基酸序列测定时应考虑各种可能

的翻译后修饰(如脱酰胺化、氧化、异构化等) [３]ꎮ 韦

薇等[４] 将脱酰胺化列入重组单克隆抗体产品相关物
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质或杂质研究范围ꎮ 这些生物技术药物发生脱酰胺化

的可能性非常高ꎬ其结果有待研究与分析ꎮ
随着生物技术药物的发展ꎬ脱酰胺化研究报道也

越来越多[５￣６]ꎮ 目前为止«中华人民共和国药典»及法

规都尚未对生物技术药物中脱酰胺化作出指导方法或

建立明确的标准ꎬ也没有对其产生的 ｉｓｏＡｓｐ 进行必要

的定性定量检测ꎮ 因此笔者对脱酰胺化的检测方法在

国内外研究的进展综述如下ꎮ
１　 脱酰胺化及其对生物技术药物的影响　
１.１　 脱酰胺化定义　 脱酰胺化是指多肽或蛋白中天冬

酰胺(ａｓｐａｒａｇｉｎｅꎬＡｓｎ)残基自发的非酶催化的脱酰胺反

应ꎮ Ａｓｎ 脱去其侧链上的氨基ꎬ形成五元环的琥珀酰亚

胺中间体ꎬ进而水解形成天冬氨酸(ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄꎬＡｓｐ)
和 ｉｓｏＡｓｐꎮ 谷氨酰胺(ｇｌｕｔａｍｉｎｅꎬＧｌｎ)残基也能发生脱

酰胺化ꎬ但发生较少且转化速率较 Ａｓｎ 慢得多ꎬ产生量

也很低[７￣９]ꎬ这里主要讨论 Ａｓｎ 脱酰胺化ꎮ
１.２　 影响脱酰胺化因素　 脱酰胺化反应的发生是个

极其复杂的过程ꎬｉｓｏＡｓｐ 的产生速度取决于多种因素ꎬ
包括蛋白质多肽的原始序列、构象、ｐＨ 值和温度等ꎮ
在没有固定空间结构的肽中ꎬ位于 Ａｓｎ 或 Ａｓｐ 的 Ｃ 端

残基起主要作用ꎻ作为最灵活和酸性(主链酰胺)的

Ａｓｎ￣甘氨酸(ｇｌｙｃｉｎｅꎬＧｌｙ) (ＮＧ)在生理条件下表现出

最高的脱酰胺速率 (半衰期约 １ ｄ)ꎻ Ａｓｎ￣丝氨酸

(ｓｅｒｉｎｅꎬ Ｓｅｒ ) ( ＮＳ ) 和 Ａｓｎ￣组 氨 酸 ( ｈｉｓｔｉｄｉｎｅꎬ Ｈｉｓ )
(ＮＨ)ꎬ在酸催化条件下ꎬ除 ＮＧ 外脱酰胺速率比大多

数其他序列要快得多ꎻ由于脯氨酸(ｐｒｏｌｉｎｅꎬＰｒｏ)中含

有仲胺ꎬ因此 Ａｓｎ￣Ｐｒｏ(ＮＰ)并没有观察到脱酰胺反应ꎮ
总而言之ꎬ蛋白质多肽中含 ＮＧ 结构很可能发生ꎬ含
ＮＳ 结构可能发生ꎬ而含 ＮＰ 大多不发生脱酰胺化ꎮ 在

生理条件下ꎬＡｓｐ 异构化速率约为 Ａｓｎ 的 １ / ４０[１０]ꎮ 而

琥珀酰亚胺中间体通常以 ３􀏑１ 的比例水解成 ｉｓｏＡｓｐ
和 Ａｓｐ[１１￣１２]ꎮ 生物信息学分析和实验研究均表明ꎬ蛋
白质中 Ａｓｎ( ~ ４％)和 Ａｓｐ( ~ ５％)生成 ｉｓｏＡｓｐ 概率均

较高ꎬ而 ｉｓｏＡｓｐ 是普遍存在且发挥着不同作用ꎮ
１.３　 脱酰胺化对生物技术药物的影响 　 ｉｓｏＡｓｐ 是普

遍存在的ꎬ它会改变蛋白质的结构和功能[１３￣１４]ꎮ 许多

生物技术药物在生产、储存等过程中都有可能发生非

酶催化的脱酰胺化反应ꎬ这将对其结构与稳定性产生

影响[１５]ꎬ从而造成药物本身活性的降低甚至完全丧

失ꎬ如重组人干细胞因子[１６]、重组人免疫球蛋白抗体

Ｅ[１７]、重组人生长激素[１８] 等ꎮ 不仅如此ꎬ科学家们在

多个领域的研究中发现脱酰胺化及可能的重要影响ꎬ
包括对神经生物学ꎬ细胞粘附ꎬ癌症和免疫原性的影

响[１９￣２０]ꎮ

１.４　 脱酰胺化研究的难点 　 ｉｓｏＡｓｐ 的形成可以说是

最常 见 的 蛋 白 质 翻 译 后 修 饰 ( ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＰＴＭ)之一ꎬ并且它是最小的 ＰＴＭꎮ 首先ꎬ
鉴定含有 ｉｓｏＡｓｐ 的蛋白质已经非常困难ꎬ而且还需在

蛋白质中将其精确定位ꎻ其次ꎬｉｓｏＡｓｐ 和 Ａｓｐ 是相同质

量的异构体ꎬ并不能通过质谱法直接将二者进行区分ꎻ
最后ꎬｉｓｏＡｓｐ 的产生是个动态变化的过程ꎬ建立准确定

量的检测方法十分困难ꎮ 因此寻找准确合适的方法将

其区分并测定ꎬ是许多实验研究人员努力的方向ꎮ
２　 脱酰胺化的检测方法　
２.１　 处理方法　 少量多肽药物不需酶切ꎬ如重组人胰

岛素、重组人生长激素等ꎬ加入适当浓度的盐酸或缓冲

液ꎬ在室温放置 ２４ ｈꎬ采用高效液相色谱(ＨＰＬＣ)法可

以直接有效地分离脱胺组分或产物ꎮ «中华人民共和

国药典»２０１５ 年版已收入上述两个品种ꎬ并对其对应

的脱胺组分有相应的检查要求[２１]ꎮ 徐军等[５]对«中华

人民共和国药典»重组人胰岛素注射液中有关物质检

查方法进行优化ꎬ并用质谱(ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＭＳ)鉴
定 Ｂ３ 和 Ｂ３ｉｓｏ 脱氨人胰岛素ꎮ

生物技术药物相对分子质量大ꎬ通常需使用胰蛋

白酶等内切蛋白酶进行消化水解成多肽片段(必要时

进行富集)ꎬ然后在一定的温度下ꎬ将肽段在醋酸铵或

碳酸氢铵缓冲液中进行孵化ꎬ最后利用酶法[异天冬

氨酸 甲 基 转 移 酶 ( ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ￣ｉｓｏａｓｐａｒｔｙｌ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒａｓｅꎬ ＰＩＭＴ )、 天 冬 氨 酸 肽 链 内 切 酶 Ａｓｐ￣Ｎ
(ｅｎｄｏｐｒｏｔｅａｓｅ Ａｓｐ￣Ｎ)]、同位素标记( １８Ｏ)法等进行进

一步处理ꎬ进而采用不同分析仪器对 ｉｓｏＡｓｐ 进行鉴定

或含量测定ꎮ
①ＰＩＭＴꎮ 该方法是最常见最有效的用于蛋白药

物中 ｉｓｏＡｓｐ 定性定量检测手段之一[１５ꎬ２２]ꎬ通常采用

ＩＳＯＱＵＡＮＴ® Ｉｓｏａｓｐａｒｔａｔｅ Ｋｉｔ 试剂盒进行测定ꎮ 其原理

是利用 ＰＩＭＴ 特异性ꎬ通过催化 Ｓ￣腺苷￣Ｌ￣甲硫氨酸(Ｓ￣
ａｄｅｎｏｓｙｌ￣Ｌ￣ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅꎬＡｄｏＭｅｔꎬ ＳＡＭ) 上甲基转移到

ｉｓｏＡｓｐ 的 α￣羧基位置上ꎬ生成琥珀酰亚胺中间体ꎬ随
后在甲基化过程中自发分解并释放甲醇ꎻ而 ＳＡＭ 失

去￣ＣＨ３ 生 成 Ｓ￣腺 苷 高 半 胱 氨 酸 ( Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌ￣Ｌ￣
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＳＡＨ)ꎮ 采用 ＨＰＬＣ 测定生成的 ＳＡＨ 含

量ꎬ从而间接对 ｉｓｏＡｓｐ 定量ꎮ 该方法以 ｉｓｏＡｓｐ￣ＤＳＩＰ
作为对照品ꎬｉｓｏＡｓｐ 在 ５ ~ ２５０ ｐｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 浓度的范围

内ꎬ其含量与 ＳＡＨ 峰面积之间有良好的重复性和线性

关系ꎻ 蛋 白 或 多 肽 浓 度 范 围 应 控 制 在 ７. ５ ~
３７.５ ｐｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎮ 毕华等[６] 利用该方法对重组人血管

内皮生长抑制剂中 ｉｓｏＡｓｐ 的含量进行测定ꎬ表明生物

技术药物的质量越来越受到我国监管部门的重视ꎬ脱
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酰胺化的检测将会在未来几年内逐步开展ꎮ 该方法不

足在于:它只能全面定量 Ａｓｎ 和 Ａｓｐ 所有位点上的

ｉｓｏＡｓｐ 残基ꎬ而不能确证每个单独位点的信息ꎻ不能用

于检测 Ｇｌｎ 的脱酰胺化ꎻ也不能检测位于肽 Ｎ￣末端

ｉｓｏＡｓｐ 残基ꎮ
ＡＬＦＡＲＯ 等[２３] 应用 ＰＩＭＴ 选择性地将 ｉｓｏＡｓｐ 生

成其甲酯ꎬ再将不稳定甲酯在水溶液中加入强亲核试

剂ꎬ如肼(ｈｙｄｒａｚｉｎｅ)形成酰肼(ｈｙｄｒａｚｉｄｅ)ꎬ采用基质辅

助激光解吸电离质谱(ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＭＡＬＤＩ￣ＭＳ)可以检测出比

原物质相对分子质量大 １４ 的酰肼产物ꎬ从而有效地确

定脱酰胺化位点ꎮ 此外ꎬ稳定的酰肼产物还可以用醛

树脂进行富集或者加入具有荧光基团的丹磺酰氯进行

选择 性 修 饰 生 成 含 磺 酰 基 团 的 产 物 ( ｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｈｙｄｒａｚｉｄｅ)ꎬ再通过含紫外(ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔꎬＵＶ)检测器(检
测波长为 ２８０ ｎｍ)或荧光检测器的 ＨＰＬＣ 进行定量分

析ꎮ 肽酰肼类物质具有很高选择性和显著亲和力ꎬ富
集效果好ꎬ此方法的出现使检测复杂的系统 ｉｓｏＡｓｐ 成

为可能ꎬ实现了对 ｉｓｏＡｓｐ 的有效定位与定量检测ꎮ
②Ａｓｐ￣Ｎ 可以选择性水解 Ａｓｐ 而不影响 ｉｓｏＡｓｐꎮ

ＮＩ 等[２４]利用 Ａｓｐ￣Ｎ 这一特性ꎬ提高 ｉｓｏＡｓｐ 的检测峰

度ꎬ通 过 电 子 捕 获 /转 移 质 谱 法 ( ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ
ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ / ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ￣ＭＳꎬ ＥＣＤ /
ＥＴＤ￣ＭＳ)对 ｉｓｏＡｓｐ 进行精确的检测和定性定量分析ꎮ
该方法的缺点是:在样品前处理过程中ꎬ此酶 Ａｓｐ￣Ｎ 活

性条件下的 ｐＨ 容易引起样品的脱酰胺化的发生ꎬ从
而造成一定假阳性的结果ꎮ

③蛋白内切酶(ｅｎｄｏｐｒｏｔｅａｓｅ Ｇｌｕ￣Ｃ)ꎮ 在蛋白质脱

酰胺化的分析中ꎬ常用 ｐＨ 值 ８.０ 的酶解反应条件ꎬ而
在此条件下样品容易发生新的脱酰胺化ꎬ所测得的脱

酰胺水平远高于样品中的实际值[２５]ꎮ 为了避免和减

少样品前处理过程中发生的这些假阳性现象ꎬ ＬＩＵ
等[２６]发现ꎬ在 ｐＨ 值 ４.５ 条件下ꎬＧｌｕ￣Ｃ 同样可以有效

酶解样品ꎬ且样品在酶解过程中几乎不发生新的脱酰

胺化ꎬ从而使测得的脱酰胺水平更接近样品中的真实

值ꎮ 这一发现降低检测大分子蛋白药物中 ｉｓｏＡｓｐ 假

阳性现象ꎬ能够真实有效地分析样品中 ｉｓｏＡｓｐ 的情

况ꎬ进一步完善了脱酰胺化的检测方法ꎮ
④同位素标记(１８Ｏ)ꎮ 蛋白质在脱酰胺生成 Ａｓｐ 与

ｉｓｏＡｓｐ 的过程中不可避免与水(Ｈ２Ｏ)进行反应ꎬ因此研

究者利用１８Ｏ 对其进行定位检测ꎬ并且取得很好的成

果[２７]ꎮ ＬＩＵ 等[２８]则通过酸碱法在 Ｈ１８
２ Ｏ 中直接制备含

有１８Ｏ 标记的 Ａｓｐ 和 ｉｓｏＡｓｐ 的标准多肽ꎬ进而再结合

ＨＰＬＣ￣ＭＳꎬ对脱酰胺化的蛋白进行定量分析ꎮ 此方法的

优点:可以对蛋白中各种可能存在的脱酰胺化位点进行

分析ꎬ但该方法为加速破坏过程ꎬ意在提供标准化样本ꎬ
并不能准确反映该蛋白真实的脱酰胺状况ꎮ ＬＩＵ 等[２９]

将 ｉｓｏＡｓｐ 用 ＰＩＭＴ 特异性水解成相应的甲酯ꎬ在 Ｈ１８
２ Ｏ

中水解重新生成１８Ｏ 标记的 ｉｓｏＡｓｐꎬ使 ｉｓｏＡｓｐ 分子相对

分子质量增加 ２ꎬ从而使其非常清晰地在标准质谱上区

分出来ꎬ实现 ｉｓｏＡｓｐ 的定量定位点检测ꎮ
２.２　 仪器方法　
２.２.１　 ＨＰＬＣ 法　 ＨＰＬＣ 法是蛋白质分离最常用最有

效的分析方法ꎬ在脱酰胺化中主要用于相应脱氨组分、
ｉｓｏＡｓｐ 的定量测定等ꎮ
２.２.２　 电泳法　 蛋白质脱酰胺后会引入负电荷ꎬ使其

保留时间增加ꎬ因此电泳法也被用作脱酰胺化的检

测[３０]ꎮ 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法

( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)是早期采用的检测方法之

一[３１]ꎮ 随着电泳技术的发展ꎬ新的电泳技术也在逐步

应用ꎮ 等 电 焦 集 电 泳 ( ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏ￣
ｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＩＥＦ) 是依据蛋白质分子等电点 ( ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏｉｎｔꎬＩＰ) 的不同来作分离ꎬ其解析度非常好ꎬ因此在

蛋白质脱酰胺化中也有应用[３２￣３３]ꎮ 上述两种电泳法

得到的电泳图可以较直观地反映脱酰胺组分ꎮ 毛细管

电泳(ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＣＥ)或高效毛细管电泳

(ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＨＰＣＥ)是凝

胶电泳技术的发展ꎬＨＰＬＣ 分析的补充ꎮ 与普通 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 比较ꎬＣＥ 具有分辨率高、分离效率快等优点ꎻ与
ＨＰＬＣ 比较ꎬＣＥ 分离机制不同ꎬ可应用于 ＨＰＬＣ 不易

分离的样品ꎮ 但在某些程度上ꎬ其方法复杂ꎬ结果重复

性差ꎮ 结合了质谱的 ＣＥ 可以对样品进行更全面的分

析ꎬ可对蛋白质复合物及翻译后修饰产物进行分析ꎮ
«中华人民共和国药典»２０１５ 年版三部收录电泳

法(通则 ０５４１)ꎬ其主要用于蛋白质鉴别、相对分子质

量及 ＩＰ 检测ꎮ 张莹[３１]对重组人胰岛素中脱胺胰岛素

检测方法(ＰＡＧＥ、ＨＰＬＣ、ＣＥ)进行介绍ꎮ ＬＥＷＩＳ 等[３４]

和 ＳＫＯＴＴＮＥ 等[３５]分别采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 对重组人生长

激素不同的脱酰胺产物进行分离ꎮ ＮＩＥＬＳＥＮ 等[３６] 采

用 ＣＥ 对生物合成人胰岛素和人生长激素不同脱酰胺

产物进行分离ꎬ并定量测定ꎮ
２.２.３　 离子交换色谱法( ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ
ＩＥＣ) 　 ２０ 世纪 ９０ 年代初期ꎬＩＥＣ 被用于蛋白质脱酰

胺的分析[３７]ꎬ但 Ａｓｐ 与 ｉｓｏＡｓｐ 两者不易分离使其在脱

酰胺研究上存在局限性ꎬ随着 ＩＥＣ 与 ＨＰＬＣ 的结合ꎬ有
了进一步的发展ꎮ ＺＨＡＮＧ 等[３３]将单克隆抗体中的多

肽片段与 ＰＩＭＴ 进行酶促反应ꎬ通过强阳离子交换
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(ｓｔｒｏｎｇ ｃａｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅꎬＳＣＸ)￣ＨＰＬＣ 分离各型脱酰胺

产物ꎬ 用 ＨＰＬＣ￣ＵＶ 测 定 其 ｉｓｏＡｓｐ 总 量ꎮ ＶＬＡＳＡＫ
等[３８]通过离子交换( ｃａｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅꎬＣＥＸ)￣ＨＰＬＣ 分

离、结合质谱ꎬ鉴定重组人源化单克隆 ＩｇＧ１ 抗体

(ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ＩｇＧ１ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙꎬＭＡｂ) 的轻链互

补决 定 区 １ ( ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ １ꎬ
ＣＤＲ１)中 Ａｓｎ３３ 脱酰胺化ꎬ用 ＩＳＯＱＵＡＮＴ Ｋｉｔ 检测其

含量ꎮ
２.２.４　 质谱法 　 质谱法是目前最广泛应用到该领域

的准确定位 的 检 测 方 法ꎮ ① ＥＣＤ / ＥＴＤꎮ Ａｓｐ 与

ｉｓｏＡｓｐ 相对分子质量相同ꎬ研究者通过采用 ＥＴＤ /
ＥＣＤ￣ＭＳꎬ发现二者会各自产生一对独特的报告离子:
ｉｓｏＡｓｐ(Ｃ＋５７ 和 Ｚ￣５７)ꎬＡｓｐ(Ｚ￣４４ 和(Ｍ ＋ ｎＨ) (ｎ￣１)＋􀅰￣
６０)ꎬ从而区分二者ꎮ 但是有时报告离子的丰度比较

低而不易检测[３９￣４０]ꎮ ②ＬＣ￣ＭＳꎮ 发生脱酰胺反应后ꎬ
Ａｓｎ 生成 Ａｓｐ 和 ｉｓｏＡｓｐꎬ相对分子质量增加 １０００ꎬ相对

分子质量所发生的变化可利用 ＭＳ 精确检测ꎮ 根据多

肽序列标签法结合 ＭＳ / ＭＳ 确定发生脱酰胺化的氨基

酸ꎬ从而达到对样品定性的目的ꎮ ＬＣ￣ＭＳ 在蛋白质脱

酞胺的研究中应用日益广泛ꎮ ＨＵＡＮＧ 等[４１] 利用 ＬＣ￣
ＭＳ / ＭＳ 分析 ＭＡｂ 在体内发生的脱酰胺反应ꎬ发现重

链 ＣＤＲ２ 区的 Ａｓｎ５５ 发生了脱酰胺ꎬ极大地降低其折

叠活性ꎬ建立体内快速、灵敏、微量检测蛋白的方法ꎮ

③ＭＡＬＤＩ￣ＭＳꎮ ＭＡＬＤＩ 所形成的离子多为带单电荷的

准分子离子ꎬ故质谱图中的离子与多肽和蛋白的相对

分子质量存在一一对应关系ꎬ可直接准确地测定蛋白

质和多肽的相对分子质量ꎬ是准确测定生物大分子质

量的首选方法ꎮ ＬＩＵ 等[２６]则通过酸碱法在 Ｈ１８
２ Ｏ 中直

接制备含有１８Ｏ 标记的 Ａｓｐ 和 ｉｓｏＡｓｐ 的标准多肽ꎬ进
而再结合 ＬＣ / ＭＳꎬ对脱酰胺化的蛋白进行定量分析ꎮ
该方法优点是能直接对混合物进样分析ꎬ且用量体积

较少ꎬ对样品溶液的纯度要求不高ꎬ分析速度快ꎬ但其

重复性差和稳定性方面存在不足ꎬ较少用于定量分析ꎮ
２.２.５　 联合应用　 由于 ｉｓｏＡｓｐ 检测的复杂性ꎬ为了更

好地确认发生脱酰胺化的位点ꎬ并且能有效地将 Ａｓｐ
与 ｉｓｏＡｓｐ 分离ꎬ多种检测技术联合应用被人们广泛采

用ꎮ ＺＨＡＮＧ 等[４２]在对重组人白细胞介素 １１ 进行脱

酰胺化研究时ꎬ采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ、ＨＰＬＣ 结合胰蛋白酶

肽图、ＣＥ 结合 Ａｓｐ￣Ｎ 肽图以及 ＬＣ / ＭＳ 四种仪器方法

进行分析ꎬ对发生脱酰胺化的位点进行准确定位ꎬ最后

利用 ＰＩＭＴ 采用 ＳＣＸ￣ＨＰＬＣ 检测方法对 ｉｓｏＡｓｐ 的总量

进行定量测定ꎮ
综上所述ꎬ在生物技术药物脱酰胺化检测中ꎬ每种

方法都有其特点(表 １)ꎬ因此通常采用几种方法联合

应用以达到对 ｉｓｏＡｓｐ 精确定位ꎬ准确定量的目的ꎮ

表 １　 不同方法在脱酰胺化检测中的特点　
Ｔａｂ.１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｅａｍｉｄａｔｉｏｎ　

方法 特点 优点 不足

处理方法

　 酶法

　 　 ＰＩＭＴ 法 能特异性地与 ｉｓｏＡｓｐ 结合ꎮ ①其中 ①测定 ｉｓｏＡｓｐ 的总量ꎻ②ｉｓｏＡｓｐ 定 ①无法定位ꎻ②肼

　 ＩＳＯＱＵＡＮＴ Ｋｉｔ 是测定 ｉｓｏＡｓｐ 最常 　 量、定位点ꎬ高选择性、富集效果 　 类试剂有毒

　 见最有效定量检测方法ꎻ②在与 　 好ꎬ能解决复杂系统ꎬ结合 ＵＶ￣ｖｉｓꎮ
　 ＰＩＭＴ 反应后的产物中ꎬ加入强亲 　 或荧光进行快检ꎮ
　 核试剂ꎬ如肼形成酰肼ꎮ

　 　 Ａｓｐ￣Ｎ 法 选择性水解 Ａｓｐ 而不影响 ｉｓｏＡｓｐꎮ ｉｓｏＡｓｐ 定位、定量分析ꎮ
　 　 Ｇｌｕ￣Ｃ 法 在低 ｐＨ 值条件下具有较好的酶解 — 降低 ｉｓｏＡｓｐ 假阳

　 活性ꎬ但不利于脱酰胺化的发生ꎮ 　 性ꎬ保证准确定

　 量ꎮ
　 同位素标记( １８Ｏ) 与 Ｈ１８

２ Ｏ 反应ꎬ脱酰胺后生成含 ｉｓｏＡｓｐ 定位、定量分析ꎮ 无明显不足

　 １８Ｏ 的产物ꎮ
仪器方法

　 ＨＰＬＣ 法 最常用的定性定量检测手段ꎮ 定量首选ꎻ不需酶解直接测定肽链较 不能定位ꎮ
　 短的多肽ꎻｉｓｏＡｓｐ 的总量ꎮ

　 电泳法 利用所带电荷的差异及分子大小的 ＰＡＧＥ 操作简单、速度快ꎻＰＡＧＥ、ＩＥＦ 不易分离、不能定

　 不同所产生的不同迁移率将蛋白 　 定性直观ꎻＣＥ 分离较好ꎮ 　 量ꎮ
　 质分离ꎮ
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续表 １　 不同方法在脱酰胺化检测中的特点　
Ｔａｂ.１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｅａｍｉｄａｔｉｏｎ　

方法 特点 优点 不足

仪器方法

　 ＩＥＣ 法 早期采用ꎮ 结合 ＨＰＬＣ 用于定位定量ꎮ 不易分离ꎮ
　 ＭＳ 法

　 　 ＥＣＤ / ＥＴＤ￣ＭＳ 法 获得不同的片段 Ｃ＋５７ 和 Ｚ￣５７ꎮ 定位ꎮ 不易分离ꎮ
　 　 ＬＣ￣ＭＳ 法 发生脱酰胺反应后相对分子质量增 定位首选ꎬ可定量分析ꎮ 无明显不足

　 加 １０００ꎮ
　 　 ＭＡＬＤＩ￣ＭＳ 法 准确测定不经过破坏完整的生物大 定位ꎬ分析速度快ꎮ 不能定量ꎮ

　 分子质量ꎮ

３　 前景与展望　
目前ꎬ我国生物技术药品中涉及脱酰胺产物的检

测项目较少ꎬ且未对生物技术药品中的 ｉｓｏＡｓｐ 含量进

行检测作任何要求ꎬ相关定性定量检测方法几乎处于

空白ꎮ 开展建立高效、准确测定生物技术药物中脱酰

胺产物ꎬ特别是 ｉｓｏＡｓｐ 的含量方法ꎬ使生物技术药物质

量标准与国际接轨ꎬ可以对生产及市场流通的生物技

术药物的质量起到监管的作用ꎬ从而更好地保障广大

人民的生命健康和用药安全ꎮ 脱酰胺化检测技术不断

发展ꎬ如何将这些检测方法更加合理地应用到生物技

术药物的实际检测中去ꎬ建立高效、准确的质量标准是

值得我们思考的课题ꎮ
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