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液相層析質譜儀的技術已被廣泛地應用在新藥開發過程中的各個階段。本文主要針對傳統的

HPLC、LC-MS 及先進的 LC-MS/MS 等機型在藥物動力及藥物代謝領域之功用作一比較。

尤其特別探討這些設備在從事藥物濃度測量，以及代謝物的結構分析鑑定之優缺點。讀者可

將本文視為在選擇與操作合適的液相層析質譜儀之參考指引。

Advanced technology of liquid chromatography-mass spectrometry has been widely applied in
various phases of new drug discovery and development process. This article compares the
applications of traditional HPLC with LC-MS and modern LC-MS/MS, etc. in the areas of
pharmacokinetics and drug metabolism. Specifically, the article discusses the optimal advantages of
using these instruments on the bioanalytical measurement of drug concentration and the structural
identification of metabolites. Readers may consider this article as a brief guidance in selecting and
operating appropriate liquid chromatography system coupling with mass spectrometry for their
studies.
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液相層析質譜儀在新藥研發上之應用
Applications of Liquid Chromatography Mass
Spectrometry in New Drug Discovery and
Development

一、前言

質譜儀 (mass spectrometry, MS) 近年來已被廣

泛應用於生物科學、化學分析及藥物研發等不同的

領域中，以提高欲測分析物之定性、定量及靈敏度

(sensitivity)。一般而言，質譜儀可連結液相層析儀

(liquid chromatography) 或 氣 相 層 析 儀 (gas

chromatography) 來使用，然而在現代之新藥研發

過程中，係以液相層析質譜儀之使用為主。詹舜安
(1)

等在前期中已將液相層析串聯式質譜儀 (LC-

MS/MS) 之原理與一般應用做了詳細之介紹與說

明，因而其使用之原理不在本文中重述。由於高功

能液相層析儀 (high performance liquid chromatog-

raphy, HPLC)、LC-MS 及 GC-MS 為藥物研發中最

常見的三種分析儀器，因此本文將介紹此三種儀器

之優缺點及實用經驗，以供參考。

生命科學

質譜儀專題
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二、HPLC和 GC-MS

八○年代中期之後，質譜儀之應用才漸為一般

化學廠及製藥廠所重視，在當時仍以一般 HPLC 和

GC-MS 為主。以 GC-MS 來分析化合物濃度之程

序，實屬繁複，欲分析之化合物應有相當程度之揮

發性，始能在 GC-MS 中測量。揮發性低之化合物

必須經過化學衍生反應 (derivatization)，經 GC 加

熱揮發後，才能在選定之質譜偵測儀 (selective mass

spectrometry detector) 中進行分析。雖然使用 GC-

MS 能比一般 HPLC-UV 儀器大幅提高化合物測量

靈敏度，但對大多數藥物分子而言，其樣品準備之

複雜程序及相對產生的分析差異性 (variability)，都

是造成 GC-MS 無法普遍使用之原因。因此八○年

代至九○年代中期，在新藥研發過程中，一般藥廠

仍以 HPLC 來分析樣品中之藥物濃度。

HPLC 連結之偵測器通常以紫外光－可見光

(UV) 或螢光 (fluorescence) 為主，分析之靈敏度可

達到低 mM 的範圍，尤其是螢光偵測器之靈敏度可

達到 nM，對一般新藥分子在研發階段的分析，應

無問題。然而在生物樣品中 (biological sample)，例

如血漿 (plasma) 或血清 (serum) 中之藥物濃度分

析，HPLC 方法之靈敏度常受到基質或其他內含物

質之嚴重影響而降低。因此，以 HPLC 為主之樣

品準備過程及分析方法建立，皆頗為費時。另外，

分析管柱 (column) 之選定、流動相 (mobile phase)

之調配，以及偵測器波長之設定，皆會影響分析藥

物之分離效果 (separation)、滯留時間 (retention) 及

偵測之靈敏度。當然，HPLC 在今日大部分新藥研

發實驗室中，仍為常見之分析儀器之一，但自從八

○年代末期發展出第一代桌上型液相層析質譜儀之

後，新藥之分析方法及策略都有了重大的改變，全

球主要藥廠研發實驗室之主要分析儀器 HPLC 也

由 LC-MS 和 LC-MS/MS 逐漸取代。

三、液相層析質譜儀之使用優勢

液相層析質譜儀 (LC-MS) 可測量分子的範圍

非常廣泛，由小分子化合物到大分子蛋白質，皆可

應用不同型式之液相質譜儀加以所需之離子化來測

量。質譜儀離子化 (ionization) 的實際應用可大致

分為兩類：(1) 大分子蛋白質結構之鑑定，例如以

基質輔助雷射脫附離子化 (matrix-assisted laser

desorption/ionization, MALDI) 的技術，來測量及鑑

定蛋白質標的物的分子量及結構；(2) 一般小分子

化學合成物結構式之鑑定、血中或生物體液中之藥

物濃度測定，以及小分子代謝物之判定。小分子之

離子化則以電灑法 (electro-spray ionization, ESI) 和

大氣壓化學游離法 (atmospheric-pressure chemical

ionization, APCI) 為主要方法
(2) (如表 1 所示質譜儀

之應用)。本文第四節將進一步介紹 ESI 及 APCI

之應用。

表 1.

質譜儀在新藥研發各階段

之應用。
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MALDI 離子化技術之原理乃以 pulsed-laser

irradiation 之方式加注於蛋白質分子結晶體後，晶

體吸收雷射波長所反應出之分子結構，此方法靈敏

度高，可達到 sub-femtomole (< 1 ¥ 10–15 mole) 的程

度。MALDI 的另一個優點在於產生單一帶離子的

分子，而不會產生分子之斷裂碎片 (fragment)，因

此極易辨認蛋白質分子之分子量。此方法不易受溶

液中之鹽類 (salts) 或緩衝劑 (buffer) 影響，近年來

已大量應用於鑑定細胞或生物體液中蛋白質分子結

構 (如 cytochrome C) 或新藥標的物 (drug targets)

等。在蛋白質資訊庫 (proteomics) 之研究領域中，

MALDI 普遍用於尋找疾病中之致病蛋白核酸

(single nucleotide polymorphisms, SNPs)，和與疾病

有關之生物標的物 (biomarkers)。雖然 MALDI 之

技術在蛋白質大分子之鑑定檢測中，有相當不錯的

應用，然而在分子小於分子量 500 Da 之範圍下，

極易和測體基質產生離子化作用，因而造成相當程

度之干擾，因此 MALDI 不適合應用於小分子之結

構測定。

近代新藥之研發仍以小分子化合物為主要目

標，一般藥廠將小分子定義在分子量小於 800 Da

之化合物，質譜儀在小分子化合物之研發各階段所

扮演的角色雖有所不同，在離子化之技術上仍多以

ESI 及 APCI 方式為主。在尋找新藥分子的早期過

程中，主要以 LC-MS 支援化學合成及藥物快速篩

選。在此過程中，確定合成分子之結構式及檢定所

含雜質尤其重要。由於組合化學 (combinatorial

chemistry) 及快速合成 (speed synthesis) 的技術已廣

泛應用於大量化學分子化合物之產生，LC-MS 在

尋找新藥化學分子過程的這個階段，已取代一般

HPLC 而成為重要儀器。值得一提的是，在這個過

程中，質譜儀的應用乃較注重於定性分析，例如測

定化合物分子量，而不在於濃度之定量，故靈敏度

的要求不需很高。其分析管柱 (通常以 C8 或 C18

為 主 ) 及 流 動 相 (通 常 以 methanol/water 或

acetonitrile/water) 之選擇，亦以簡單、普遍化為原

則。

由於新型 LC-MS/MS 的價格頗高，HPLC 或

LC-MS 仍是一般分析實驗室中所能依賴的重要分

析儀器。這兩種儀器除了在許多血中藥物濃度分析

中無法達到足夠的靈敏度之外，仍然非常適合進行

一般高藥物濃度的樣品分析，例如 HPLC 仍常應

用於測量化合物的純度 (purity)、溶解度 (solubility)、

安定性 (stability)、水溶劑中之藥物濃度、固態藥

劑如錠劑、膠囊劑中之含藥量等。在一般化學廠和

藥廠中，HPLC 仍為主要執行產品品管的儀器之

一。LC-MS 則在新藥研發中有不同於 HPLC 的用

途，例如在化學合成實驗室中，LC-MS 常被應用

於測定新合成化合物的分子量和純度。在藥物動力

體外藥物穿透性 (in vitro permeability) 實驗中，LC-

MS 亦常被用來測量藥物分子穿透單層細胞 (如

CaCo2 monolayer) 或生物黏膜 (biological membrane)

的速率。另外，在藥物體外肝代謝 (in vitro hepatic

metabolism) 的實驗中，LC-MS 則普遍被應用於測

量藥物分子被肝細胞中酵素代謝的速度。在一些設

備較先進的藥物代謝實驗室中，常以 LC-MS/MS

代替 LC-MS，以同時測定藥物分子在肝細胞的安

定性和產生的主要代謝物。如能連結自動化取樣系

統和 LC-MS，則可以進行新藥分子體外吸收及代

謝速率的快速篩選試驗，進而有效地提高尋找具有

開發潛力的高活性藥物分子的能力及速度。

在新藥全程之研究開發過程中，藥物動力學及

代謝物之分析為非常重要的技術。藥物動力及代謝

的實驗結果，常是決定藥物分子能否進入開發進程

及往後人體臨床實驗設計的主要關鍵。藥物動力試

驗在於瞭解藥物分子在投藥後，在動物或人體體內

吸收、分布及代謝的情形，例如口服投藥後，藥物

分子從胃腸道吸收進入血液循環的速率和停留的時

間。藥物代謝則是研究藥物在體內受代謝酵素反應

後，所產生之代謝產物。無論藥物動力或代謝之探

討與研究，血中藥物濃度分析及鑑定所形成代謝物

的技術，絕對需要不斷地革新，以求更高的測試靈

敏度與精準度。在此領域中，各型式之 LC-MS 和

LC-MS/MS 已逐漸地取代了傳統式之 HPLC。

四、離子化和離子源之選擇

分子離子化可大致分為早期發展出之電子衝擊

式電灑離子化 (electrospray ionization) 和較進步之

大氣壓離子化 (atmospheric pressure ionization) 兩大
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類
(1,3)

。這兩種離子法各有其優缺點，通常依藥物

分 子 之 特 性 來 選 擇 其 離 子 化 方 法 。 離 子 源

(ionization source) 位於質譜儀前端，注入 LC 之樣

品在此處由液相轉變為氣相的離子，因此離子源之

選擇將影響到藥物分子之離子化效率及偵測之靈敏

度。對小分子藥物分析而言，選擇適當的離子源是

非常重要的步驟。雖然小分子質譜分析的離子源有

很多種，例如熱灑游離源 (thermospray)、電灑游離

源 (electrospray) 和化學游離法 (chemical ionization)(4,5)

等，近代之改良液相層析質譜儀則多以後兩項游離

源之設計為主，各家廠牌的主要游離源選擇又有所

不同。Thermo Finnigan 機型多以熱灑游離源和電

灑游離源為主，此類質譜儀之設計多以鑑定分子結

構為主要功能，但也有少數實驗室使用 Finnigan 質

譜儀，做為血中藥物濃度定量分析之用途。

Micromass、Shimadzu 和 Agilent (原廠名為 Hewlett

Packard, 惠普) 之機型，則著重於電灑游離源和化

學游離法之設計，此類廠牌之液相層析質譜儀多用

於藥物濃度之分析。另外，較普遍使用之廠牌

Applied Biosystems (原 Perkin-Elmer) Sciex 則以獨

特設計之大氣壓式電灑游離源及化學游離法為主，

例如一般常見的 API 3000 及 API 4000 型皆同時配

備 屬 於 電 灑 式 的 渦 輪 離 子 噴 霧 游 離 源 (turbo

ionspray) 及化學游離的大氣壓化學游離法 (APCI)。

以 Sciex 的 API 3000 型為例，使用 API 3000

型在分析藥物分子濃度時，該如何選擇電灑游離源

和化學游離法呢？電灑游離法的原理是在大氣壓下

將通過微小毛細管的液態樣品，在高溫下利用兩電

極管間很大的電壓差 (3－5 kV)，將分子轉變為帶

正或負離子的氣態化合物。電灑游離法的優點是靈

敏度高，而且幾乎所有的分子，無論其是否有揮發

性、對熱之不穩定、或分子量過大，皆可使用此

法。然而，較常見的缺點為：(1) 易受樣品中其他

離 子 物 質 影 響 而 產 生 離 子 化 壓 抑 現 象 (ion

suppression)；(2) 分子游離效果常受到流動相流速

影響。流動相流速愈快，游離效果愈差，因此一般

建議流動相流速低於 0.3 mL/min；(3) 可能產生複

合游離分子 (dimerization) 而降低偵測靈敏度；(4)

流動相之組成分亦會影響到靈敏度，例如所含有機

溶劑比例過低 (如低於 30%)，或是所含之緩衝劑濃

度過高 (例如 > 0.5 mM)，皆會降低分子之游離化

效果，進而降低其靈敏度；(5) 樣品含多種測試物

分子間的互相抑制作用。例如在同一樣品中，高濃

度的分子可能會有抑制低濃度分子游離化的效果。

大氣壓化學游離法是近幾年來為彌補電灑游離

法之不足，而發展出的一種新離子化設計。APCI

離子之形成乃是經過在大氣壓下一種離子和分子的

化學反應。離子反應是由一極微細之冠狀放電

(corona discharge) 針通以 –1 至 5 kV 的高電壓和 2

－5 mA 電流下所引發
(2,3)

。APCI 的優點是能將中性

分子 (neutral molecules) 離子化，同時比較不受流

動相中鹽類之影響，而產生離子化壓抑的現象。

APCI 的測量範圍可比電灑游離法大到兩倍左右，

而且流動相的流速可增加到 2 mL/min。但是在高

熱下不安定的分子，或分子量過大 (> 500 Da) 而不

易揮發的分子，則不適合用 APCI 來分析。另外，

APCI 之藥物分子有時會和流動相中之小離子，例

如 Na+
、H3O

+
、NH4

+
、Cl–

及 CH3COO–
等，形成內

轉結合 (adduct attachment) 的現象，因此在開發分

析方法時，需特別注意在流動相中使用高純度之溶

劑。由於 APCI 較不受樣品基質的干擾，也具有較

容易將傾向中性的分子游離，在動物或人體藥物動

力學樣品分析中，常用來同時測量血漿或血清中之

藥物分子及其代謝物之濃度。

如上所述，電灑游離法和化學離子化各有各的

優缺點和特色，其選擇常取決於藥物分子之特性和

分析操作員之經驗與習慣。然而在藥物動力分析實

驗室中，電灑游離法常用於早期新藥探討及研發之

階段，因為在此階段常有多項不同的化合物，同時

在進行動物實驗研究篩選，但每種化合物樣品數量

皆不大，故需要開發較快且方便的使用分析方法。

在此情況下，則以電灑游離法較易操作。當新藥分

子確定將進行下一步的開發階段時，APCI 的分析

方法則較常被用來支援長期動物毒理實驗，和各階

段的人體臨床試驗，因為在此藥物開發過程中，開

發之藥物分子已選定，所應用方法的可測試範圍、

靈敏度及長期使用之穩定性，乃為選擇開發分析方

法的主要目標。對藥物小分子而言，APCI 在此開

發階段常為優先考慮的藥物動力樣品分析方法。
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五、LC-MS 和 LC-MS/MS 之選擇和
應用

自從液相層析質譜儀的技術不斷創新後，八○

年代末期，串聯質譜儀 (tandem mass spectrometry) 的

應用開始普遍化。我們常問在新藥研發的過程中，

是否需要有 LC-MS/MS 的必要性？若有了 LC-

MS/MS 之後，是否可以完全取代 LC-MS 的功能？

串聯質譜儀的原理在多篇文獻中已有描述
(1-3)

，簡

而言之，串聯質譜儀設計最主要的用途在於產生藥

物分子母離子 (parent ion) 的斷裂碎片或稱為子離

子 (daughter ion or product ion)，同時鎖定藥物母離

子 和 其 某 一 特 定 的 子 離 子 (multiple reaction

monitoring, MRM) 的技術，大幅增加了分析測定藥

物分子的選擇性 (selectivity) 及靈敏度 (圖 1 與 圖

2)。因此，如果僅比較 LC-MS 和 LC-MS/MS 在液

相層析儀 (LC) 方面的設計，並沒有很大的差別；

但 LC-MS/MS會有較好的測量靈敏度和特有的藥物

分子斷裂片段圖譜。一般而言，LC-MS 在血漿樣

品分析的靈敏度比傳統式 HPLC-UV 增加了 10－50

倍左右 (HPLC-UV: ~0.5 mg/mL; LC-MS: ~20－50

ng/mL)，而 LC-MS/MS 又比 LC-MS 約提高了 50－

100 倍左右；測量至 0.5 ng/mL 的靈敏度對 LC-

MS/MS 而言是很容易達到的目標。若樣品經過特

別濃縮處理後，較新型的 LC-MS/MS 機種可測到

低至 pg/mL 的藥物濃度範圍。由此可見，LC-

MS/MS 在藥物動力樣品分析中扮演著極為重要的

角色。若一個藥物分析實驗室中只有傳統式之

HPLC 或 LC-MS，如欲測量血中低濃度樣品時，

則需要進行複雜的濃縮及樣品純化處理程序。

六、液相質譜儀在藥物動力之樣品分
析應用

在藥物動力之動物或人體實驗取血、加入抗凝

血劑快速離心得到血漿之後，在樣品注入質譜儀之

前，需注意之重要分析及樣品處理步驟如後：

1.血漿 (或血清)樣品之處理
在進行樣品分析時，血漿一般是無法直接注入

液相層析儀 (LC) 內，因為此舉會造成分析管柱之

快速阻塞，而引起儀器內壓過高等問題。樣品可加

入至少等量之有機溶劑，如 methanol 或 acetonitrile

圖1. 三聯四極桿串聯式質譜儀 (triple quadrupole

tandem MS/MS) 之設計。

圖 2.

LC-MS/MS 應用於藥物分離和偵測。
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來沉澱蛋白質，離心後取得之澄清液，即可直接注

入 LC 中。另外，較複雜且費時之樣品處理方法，

如液態／液態萃取 (liquid/liquid extraction) 或固態

相萃取 (solid phase extraction)，這類方法多用於需

要濃縮樣品中藥物濃度時使用，一般在動物藥物動

力實驗時，直接用蛋白質沉澱法即可。但在人體臨

床實驗和藥物動力實驗時，由於投與之藥物劑量比

動物實驗之劑量低，血漿中之藥物濃度亦較低，因

此需要有濃縮樣品處理之過程。

2.分析管柱固定相及液態流動相之選擇
分析管柱之選擇在傳統式之 HPLC 分析方法

上十分重要，因為在 HPLC 中藥物之滯留時間

(retention time) 和出現之吸收峰 (peak)，必須儘量

不受樣品中干擾物之影響，以達到最高之分離選擇

性 (separation selectivity)。然而，在液相層析質譜

儀中，由於每一藥物分子皆有其固定之分子量及離

子化，樣品中之干擾情況並不像 HPLC 如此嚴

重，因此選擇在分析管柱時不必過於計較，一般

C18 或 C8 材料之管柱即可使用。話雖如此，在

LC-MS 之樣品分析中，仍常會見到少許之樣品雜

質干擾 (background noise)，而降低測量靈敏度，因

此仍需較長之管柱 (如 15 cm)，來增加適度的分離

效果。較進步的 LC-MS/MS 機型，對分析藥物的

分子和其產生之斷裂碎片，有非常高之選擇性和靈

敏度，因此藥物之滯留時間及其可能受到之樣品基

質的干擾，已大幅減低。大多數的 LC-MS/MS 已

選擇較短 (如 5 cm 長) 和顆粒較細 (3 mm) 之管柱，

並可同時分析數個不同的藥物分子。例如，動物藥

物動力實驗中常用的雞尾酒投藥式設計 (cocktail or

cassette dosing pharmacokinetics)，即應用 LC-

MS/MS 來同步分析數種不同藥物的血中濃度
(6)
。

在液態流動相的選擇上，則不必過於複雜，而

且應儘量避免使用過量之鹽類添加劑如 phosphate

等。流動相仍多以揮發性高之有機溶劑如 methanol

或 acetonitrile 以水混合為主，一般之添加劑則以

acetic acid、formic acid、ammonium acetate 較為常

用。由於有些離子化過程 (如 APCI) 需要加熱，因

此在流動相中之揮發有機溶劑之比例不宜過低 (如

< 30%)，而且流動相流速不宜過快 (如 < 0.3

mL/min 較適合)。

3.樣品自動化處理
在樣品的處理上，受科技快速進步之實惠，已

有多項自動化之儀器商業化，多種自動儀器已有自

動處理 96-well plate 的設計。美國 Cohesive 公司推

出的 turbo-flow extraction column 技術，可直接將

血漿樣品注入 LC 管柱來處理，而不必經過人工費

時的樣品濃縮處理動作。圖 3 比較了液態／液態萃

取法和 Cohesive 公司所使用的快速液態層析法

(high throughput liquid chromatography, HTLC)。一

般 40 個樣品，液態／液態萃取法約需 3－5 小時，

而 HTLC 則僅需約 30 分鐘即可處理完成。其他類

似的樣品處理技術，在擁有液相層析質譜儀的分析

實驗室中，已被普遍應用。

4.選擇 LC-MS/MS作樣品分析
LC-MS 和 LC-MS/MS 的靈活運用，決定於對

儀器各部分功能的深入瞭解。假設樣品中含有多項

化合物需要被分析和定量，在此分析過程中有兩個

重要的步驟：(1) 將多項化合物分離，和 (2) 選定

只測其中欲測之化合物。對 LC-MS 而言，類似於

傳統之 HPLC，LC 管柱的部分則具有將這些化合

物進行分離的功能，希望這些化合物不要有相同的

滯留時間或受到樣品基質的干擾。LC-MS 的 MS

部分，則依據欲測物之分子量，進行測量濃度的工

作。LC-MS/MS 雖然比 LC-MS 多了一組 MS (如圖

圖 3. 人工與自動血漿樣品製備方法之比較。



分離 測定

LC-MS LC-Column MS
(molecular ion)

LC-MS/MS MS-1 MS-2
(molecular ion) (product ions)
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1)，然而各組 MS 所具備的功能是截然不同的。如

表 2 及圖 2 所示，LC-MS/MS 的第一組 MS (MS-1)

係根據各化合物的分子量，負責過濾 (filtering) 的

工作，只有符合欲測分子的正確分子量物質，才能

通過 MS-1 而進入 MS-1 之後的碰撞室 (collision

cell)，化合物受碰撞而斷裂成碎片。化合物的斷裂

碎片進入第二組 MS (MS-2)，而形成每一個化合物

都獨有的碎片質譜圖 (daughter ion mass spectrum)，

因此 MS-2 在 LC-MS/MS 的系統中乃根據化合物特

有的碎片質譜圖，進行確認及測量的工作。LC-

MS/MS 之 LC 部分只是幫助 MS-1 加強分離化合物

的功能，並不需像 LC-MS 或 HPLC 中之 LC 部分

負責主要的化合物分離工作，因此 LC-MS/MS 所

產生的基質干擾要比 LC-MS 小得多。由於 MS/MS

的特殊測定設計，其所產生之偵測信號／干擾比率

(signal/noise ratio) 要比 LC-MS 高出許多，亦即為

何 LC-MS/MS 有高測量靈敏度之原因。

5.分析標準線
液相層析質譜儀在樣品分析時所建立的標準線

(calibration curve) 常會有非線性 (non-linear) 的現

象。理論上，任何化合物在注入 LC-MS 或 LC-

MS/MS 後，樣品中的濃度應該有固定程度的信號

(signal response) 產生，當濃度增加一倍時，測量的

信號反應也應有相對一倍的增加。然而，在液相層

析質譜儀分析濃度時，標準線會有呈曲線式向上增

加，或到高濃度時增加速度顯著減低或呈飽和的情

形。前者標準線在高濃度時，有快速增強測量信號

而呈現曲線式向上增加的情形，主要原因在於低濃

度 時 ， 藥 物 分 子 有 非 逆 轉 性 的 吸 附 現 象

(irreversible adsorption)(7)
。有些分子易吸附於樣品

注入的部位上，因此並非所有注入的藥物分子都能

到達質譜儀的偵測部位。當注入之藥物濃度增加

時，所受到分子吸附的影響就會相對地減少，而回

復線性的信號反應。在這種情況下，可以改變流動

相的成分，或在樣品中加入與欲測化合物結構類似

的分析內標準品 (internal standard)。

至於標準線在高濃度樣品注入後有信號反應呈

現逐漸飽和的現象，導致標準線呈拋物線式增加，

而達到飽和的非直線現象，這種情形常見於以電灑

式離子化 (ESI) 的質譜儀
(8)
。主要原因是由於電灑

小粒子 (droplets) 的表面所能負荷的離子化分子呈

現飽和狀態，樣品濃度繼續增加後，小粒子所能產

生的離子質量數無法再繼續增加，而呈現非線性之

標準線。一般而言，電灑式離子化質譜儀能負荷的

最高濃度大約為 10 mM。改進的方式為控制注入分

析化合物之濃度，或是改用大氣壓式化學離子法

(APCI)，其所能涵蓋的線性範圍較廣。另外，如果

標準線的非線性曲度不是很大者，可以應用質譜儀

分析軟體所提供之二次方程 (quadratic equation) 作

曲線線性回歸，以做為分析樣品的標準曲線。

七、LC-MS/MS 在分析代謝物結構之
應用

LC-MS/MS 除了具有高靈敏度之優勢外，由於

串聯的質譜儀能將藥物分子碰撞成碎片，因此很適

合用於化學結構式之判斷
(9)
，例如 LC-MS/MS 應用

於判斷蛋白質上醣基、雙硫鍵等之結構分析。在小

分子的化學結構分析上，LC-MS/MS 常和高解析效

率之 NMR 互補使用，以判斷藥物代謝物的正確結

構，例如藥物分子苯環上的氧化反應 (benzyl

hydroxylation)，常在藥物代謝中發生。LC-MS/MS

的斷裂片段，能夠顯示出苯環上之氧化反應是否發

生，但卻無法指出發生氧化的正確位置，因此代謝

物化學結構的確定，須有 NMR 的解析結果來配

合。事實上，新型高功能的 LC-MS/MS 加上有效

的電腦結構分析軟體 (如 Sciex 的 Metabolite ID®)，

有經驗的化學結構分析專家已能很精確地判斷藥物

代謝物的正確結構。例如 Beaudry 應用 Sciex API

3000 型的 LC-MS/MS 來分析 propranolol 代謝物的

化學結構
(10)

，即為一成功的例證。

表 2. 混合化合物之分離與測定。
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在液相層析質譜儀的應用中，質譜掃描 (mass

scan) 為一件常用的功能，主要的目標是在複雜離

子質譜圖中，尋找欲偵測之帶電荷分子或其所產生

之碎片。由於這種特有的功能，使 LC-MS/MS 成

為尋找藥物代謝分子，或是在混合物中同時測定一

種或多種化合物的最佳工具。Propranolol ([M + H]+

= m /z 260) 在 Sciex API 3000 型 LC-MS/MS 分析

下，得到 m /z 116 的主要碎片
(10)

。由 propranolol 的

化學結構分析顯示，此一 m /z 116 是屬於較不易被

代謝的碎片，因此在第二組 MS-2 上固定質量為

m /z 116 後，進行第一組 MS-1 的質譜掃描。這種

固定 MS-2 而進行 MS-1 的掃描程序稱為先驅離子

掃描 (precursor ion scan)。掃描之後，可以在 MS-1

的質譜圖上得到所有會產生 m /z 116 碎片的代謝

物。進一步在 MS-1 上將這些代謝物的質量 m /z 固

定後，進行 MS-2 的碎片掃描 (production scan)，而

能得到所有代謝物的分裂碎片，來進行代謝物化學

結構式的推測。重複進行 product ion 和 precursor

ion 的掃描分析，則可以正確的推測出大部分的主

要代謝物及其化學結構。值得注意的是，除了能在

MS-1 或 MS-2 固定離子質量進行掃描之外，

MS/MS 的另一功能是可以同步進行 MS-1 和 MS-2

掃描，以測定在碰撞室因碰撞而失去無法被離子化

的中性斷裂碎片 (neutral fragment)，此功能可提高

代謝物分析判定的準確性。

另一個利用固定 MS-2 離子化質量而進行 MS-

1 先驅離子掃描的例子是 Carr 在混合縮氨酸

(peptides) 中，欲測出所有醣化 (glycosylated) 過的

縮氨酸
(11)

。醣化縮氨酸會在 MS-2 質譜圖上顯現出

m /z 204 的斷裂醣碎片，固定 MS-2 的 m /z 204 質

量，再進行 MS-1 的先驅離子掃描，即能測出所有

被醣化的縮氨酸。

八、時間飛行質譜分析儀

在新藥分子的研發過程中，有使用時間飛行質

譜儀 (time-of-flight (TOF) analyzer) 的必要嗎？TOF

分析儀有何作用？TOF 的功能比 MS/MS 好嗎？這

是一般擁有質譜儀分析實驗室常提出的問題。TOF

質譜儀的設計在近十年有很顯著的改進，其在藥物

分子之分析應用也逐漸普遍。TOF 的原理，簡而

言之，即通入電流離子化後，離子的分離方式不是

只依據各離子的 m /z 值，而是根據各離子從通電

後，飛行至偵測器的時間來分離。較小 m/z 的離

子，其飛行速度會比大 m /z 的離子快，因此到偵測

器的時間亦較快
(12)

。從各離子到達偵測器的時間，

可換算出離子的 m /z 值。理論上，TOF 可測量到

離子的範圍沒有限制，可應用於大分子如蛋白質和

小分子化合物的質譜分析，以蛋白質分析而言，

MALDI/TOF 是目前最普遍用來分析基因體蛋白質

結構的質譜儀。

在分析小分子的應用上，幾乎所有的 MS/MS

的設計皆為前所描述之 MS-1 (Q1)/collision cell

(Q2)/MS-2 (Q3) [QqQs 型，如 API 3000]，或是混

合型的 Q/TOF 設計，如 Micromass 的 Q-TofTM
。

QqQs 型可進行不同的離子質譜掃描而進行分析測

試藥物分子的化學結構。Q/TOF 的設計不能夠進

行掃描的動作，但是其捕捉全幅質譜圖的速度比

QqQs 型快，而且完整，在分子之化學結構分析

上，有更完整的質譜資料。因此，Q/TOF 在代謝

物化學結構的分析上，比 QqQs 型較精確和完整。

一般而言，QqQs 型和 Q/TOF 是有互補的作用，

QqQs 型能偵測的分子範圍比 Q/TOF 窄，但非常適

合同時進行定量濃度分析及代謝物鑑定的工作；

Q/TOF 則適合分析大小分子的化學結構式，但不

適合濃度之定量分析。

九、結論

液相層析質譜儀的實際應用範圍非常廣泛，在

新藥分子研發的過程中，是極為重要的化學分析工

具。除了應用於測定合成分子的化學結構式之外，

在動物及人體藥物動力實驗中，也廣為用來測量血

中藥物濃度及解析體內代謝物之化學結構。由於分

析技術不斷地進步，液相層析質譜儀的設計亦趨向

多功能、易操作、高精準度的方向改進。各型液相

層析質譜儀有其優缺點，且在新藥研發過程中有不

同之應用性。在尋找疾病標的物 (disease targets) 之
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蛋白質上，係以 MALDI/TOF 為主；化學合成、分

子結構鑑定、純度及安定性等，則以 LC-MS 為主

要的分析工具。當藥物進入動物藥物動力及代謝分

析實驗時，LC-MS/MS 成為主要的分析儀器。LC-

MS 常用來執行一般體外藥物吸收及代謝安定性實

驗，藥物毒理實驗及人體臨床實驗中之血中濃度測

定亦多以 LC-MS/MS 來進行。Q/TOF 則用來做進

一步之代謝物結構分析及確認。

愈來愈多先進的質譜儀器，已被設計與發展成

能更切合後基因時代藥物研發快速成長之高度需

求。絕大多數完整的藥物研發團隊會選擇不同模型

或混合式的組成，係依據 MALDI、MS/MS 及 TOF

等機型所具備之不同功能的優勢、方便性、易於操

作、代謝物的鑑定軟體，以及長期使用之穩定可靠

性等特質，俾便在尋找具療效的新藥分子過程中能

達到事半功倍之效。

誌謝

筆者誠摯地感謝國家衛生研究院生物技術與藥

物研究組鍾曉芬小姐對本文之繕打與編訂，同時感

謝美商應用生命系統台灣分公司所提供之串聯質譜

儀說明圖。

參考文獻

1. 詹舜安, 劉安榮, 科儀新知, 24 (1), 77 (2002).

2. G. L. Glish and R. W. Vachet, Nature Reviews-Drug Discovery,

2, 140 (2003).

3. 黃堯斐, 科儀新知, 20 (6), 81 (1999).

4. 何國榮, 科儀新知, 12 (4), 53 (1991).

5. 凌永健, 科儀新知, 19 (2), 31 (1997).

6. L. Liang, C. Chi, M. Wright, D. Timby, and S. Unger, Amer.

Lab., 30, 11 (1998).

7. B. J. Millard, Quantitative Mass Spectormetry, London: Wiley-

Heydon (1978).

8. D. R. Zook and A. P. Bruins, Int. J. Mass Spectrom. Ion

Processes, 162, 129 (1997).

9. Blades, Ikonomu, and Kebarle, Anal.Chem., 63 (19), 2109

(1991).

10. F. Beaudry, J. C. Yves Le Blanc, M. Coutu, I. Ramier, J.-P.

Moreau, and N. K. Brown, Biomed. Chromatog., 13, 363

(1999).

11. S. A. Carr, M. J. Huddleston, and M. E. Bean, Protein Sci., 2,

183 (1993).

12. G. L. Glish and D. E. Goeringer, Anal. Chem., 56, 2291 (1984).

簡督憲先生為美國愛荷華大學藥劑學博士，現任國家衛

生研究院生物技術與藥物研究組研究員兼組副主任。

Du-Shieng Chien received his Ph.D. in biopharmaceutics and

pharmacokinetics from the University of Iowa, USA. He is

currently an investigator and associate director in the

Division of Biotechnology and Pharmaceutical Research at

National Health Research Institutes.


