
摘要

本应用简报介绍了：

•  利用 Agilent 1200 快速分离液相色谱（RRLC）系统高分离度分离体外代谢实验中得到的

代谢物

•  利用 Agilent 6520 QTOF 质谱仪采集用于计算机辅助代谢物鉴定的数据

•  利用 Agilent MassHunter 代谢物鉴定软件高效鉴定非预期代谢物

•  奈法唑酮药物非预期代谢物的代谢物鉴定数据分析结果
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同位素分布（图 1 插图中蓝线）清楚地表

明该化合物是一个典型的含氯化合物，该

同位素分布与 m/z 470.2319 的主离子

（M+H）+（C25H33N5O2Cl）的计算同位

素分布（CIP，图 1 插图中的绿框）一致。

MS/MS 谱显示 m/z 274.1553 的主要碎

片（M+H）+，分子式为 C15H20N3O2

（图 1）。奈法唑酮（C25H32N5O2Cl）的

（M+H）+ 离子的计算质量与测得值具有

较小的相对偏差 -0.35ppm（图 2），并且

引言

本应用简报介绍了利用 Agilent 1200 RRLC

系统和 Agilent 6520 QTOF 质谱仪进行代

谢实验的数据采集，利用MetID 软件进行

计算机辅助的数据分析。以药物奈法唑酮

非预期代谢物为例，详细讨论了数据的分

析结果。

采用 MetID 软件进行预期代谢物的鉴定在

我们第一部分的工作中进行了讨论1。

实验部分及方法

有关所采用的实验条件和方法的详细信息，

请参阅《计算机辅助的奈法唑酮预期代谢

物鉴定》，出版物编号 5990-3606CHCN。

结果与讨论

为了进行可能代谢物的鉴定，可从对照样

品得到相关的同位素分布、MS/MS 碎裂

质量数分布和母体药物奈法唑酮的计算分

子式等基本信息（图 1 和图 2）。测得的
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图 1.
奈法唑酮药物的质谱、同位素分析以及碎片离子的MS/MS 谱归属。

图 2
奈法唑酮的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 3
奈法唑酮碎裂的MS/MS 碎片计算分子式和中性丢失计算分子式。



偏差为 1.03ppm（图 5）。碎片分布匹配

（FMP）清楚地显示了原型药物的MS/MS

谱（图 4，蓝色）和代谢物的 MS/MS 谱

（红色）之间的相似性。由于非预期的生

物转化，分子离子质量由原型药物质量

m/z 470.2319 变化为 m/z 458.1948。该

生物转化同时包括失去乙基和氧化成酮

（图 4 和图 6）。质量数变化还可从某些

MS/MS 碎片离子观察到。例如，分子式

为 C13H15N3O3
的m/z 262.1188 碎片离子

的相对偏差为 -0.82ppm。该碎片离子是

由奈法唑酮 MS/MS 碎片 m/z 274.1557

经总体生物转化（-C2-H4+O）代谢生成的

（图 6）。所有 MS/MS 碎片的中性丢失

计算分子式与母体药物分子式匹配。其它

的一些 MS/MS 碎片的分子式信息在图 4

和图 6 中给出。

质量数为 273.1481（C15H19N3O2
）的

MS/MS 碎片离子的相对偏差为 -1.26ppm

（图 3）。该碎片的分子式，加上计算出的

MS/MS 碎片丢失分子式 C10H13N2Cl，就

与母体药物分子式 C25H32N5O2Cl（图 3）

相符。其他 MS/MS 碎片也可归属到奈法

唑酮结构式（图 1）。

除了由已知的生物转化反应产生的药物

代谢物，还存在未知代谢反应产生的代

谢物，即非预期代谢物。这些非预期代

谢物往往来源于原型药物分子，通过分

裂去除原型药物分子结构中的某些部分，

然后由剩余部分经代谢反应产生。对奈

法唑酮药物来说，存在多种由这种反应

途径产生的代谢物。

第一个例子是代谢物 7，该代谢物在约

7.8 分钟洗脱，m/z 458.1948。测定同位素

分布清楚地显示该代谢物为典型的含氯化

合物（图 4 插图中的蓝线），且与分子式

为 C23H29N5O3Cl 的计算同位素分布一致

（CIP，图 4 插图中的绿框），相对质量
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图 4
奈法唑酮代谢物 7 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子归属。

图 6 
奈法唑酮代谢物 7 碎裂的MS/MS 碎片计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 5
奈法唑酮代谢物 7 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。



m/z 214.1182 的碎片计算分子式为

C9H16N3O3
，相对质量偏差为 1.82ppm

（图 9）。该碎片离子分子式是由

m/z 180.1124 的奈法唑酮 MS/MS 碎片

加两个氢原子和两个氧原子形成的（与第

1 页中的图 1 相比）。响应强度排第二的

代谢物 8 的MS/MS 碎片离子的质量数为

m/z 186.0873，分子式为 C7H12N3O3

（-0.17ppm）是该碎片失去乙基形成的，

这从另一方面提供了相应支持。

代谢物 8 是另一个非预期的含氯代谢物，

测得的同位素分布与含氯母体药物的计算

同位素分布（CIP）高度一致（图 7）。

代谢物 8 的测定质量数为m/z 410.1962，

计算分子式为 C19H28N5O3Cl，相对质量偏

差为-2.06 ppm（图 8）。该分子式可能是

母体药物羟基化后失去苯基形成的碎片。

MS/MS 谱分析也支持该结论（图 7）。
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图 9
裂解奈法唑酮代谢物 8 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 8
裂解奈法唑酮代谢物 8 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 7
裂解奈法唑酮代谢物 8的质谱、同位素分析和MS/MS 碎片离子归属。



代谢物 8 进一步氧化形成了代谢物 9。该

代谢物的质量数 m/z 408.1807，显示了

典型的含氯分子的同位素分布（图 10）。

代谢物 9 的分子式为 C19H26N5O3Cl，相

对质量偏差为 -2.43ppm（图 11）。

MS/MS 谱分析显示响应最强的离子为

m/z 212.1031，分子式为 C9H14N3O3

（-0.51ppm）（图 10 和图 12）。与代谢

物 8 的 MS/MS 谱中 m/z 214.1182 处的

碎片（C9H16N3O3
）相比，该分子式可解释

为羟基氧化为酮的结果。响应排第二的离

子m/z 184.0715，分子式为 C7H10N3O3
，

也可这样解释。
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图 12 
裂解奈法唑酮代谢物 9 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 11
裂解奈法唑酮代谢物 9 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 10
裂解奈法唑酮代谢物 9 的质谱、同位素分析和MS/MS 碎片离子归属。



最后，含氯的低丰度代谢物 10，在 1.88 分

钟洗脱，具有较低分子量 m/z 213.0787，

分子式为 C10H13N2OCl（1.02ppm）也得

到了鉴定（图 13 和图 14）。该代谢物来

自于母体药物奈法唑酮代谢裂解，其中右

侧部分可得到代谢物 14，左侧是氯化芳香

基侧链（与第 1 页的图 1 和第 10 页的图

25 比较）。MS/MS 谱图中有两个特征碎

片 m/z 170.0362 和 m/z 135.0678，这两

个碎片足以鉴定该化合物（图 15）。
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图 15
裂解奈法唑酮代谢物 10 的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 14
裂解奈法唑酮代谢物 10 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 13
裂解奈法唑酮代谢物 10 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子归属。



如果初始裂解反应是复杂的，且明显改变

了同位素分布或 MS/MS 碎片分布，情况

将变得更加复杂。对于代谢物 11 而言，

同位素分布表明分子没有氯（图 16）。分

子式为 C19H29N5O2
的代谢物的相对质量

偏差为 -1.35ppm（图 17）。相对于母体

药物分子式 C25H32N5O2Cl，说明含氯苯

基（C6H4Cl）在最初的代谢反应中被裂解

去除。代谢物 11 的 MS/MS 碎片离子与

母体药物的相同（图 16），但中性丢失碎

片却不同（图 18）。例如，m/z 274.1558

处的碎片离子，分子式为 C15H19N3O2
，

与代谢物分子匹配的中性丢失分子式为
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图 18 
裂解奈法唑酮代谢物 11 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 17
裂解奈法唑酮代谢物 11 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 16
裂解奈法唑酮代谢物 11 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子归属。

C4H10N2
，这是失去的哌嗪基团的分子式

（图 18）。代谢消除是第一步，后续还有

进一步氧化反应。代谢物 12 是代谢物 11

的羟基化反应产物。



代谢物 12 的MS/MS 碎片是从

m/z 140.0823 处，分子式为 C6H10N3O

（相对质量偏差为 -3.91ppm，图 21）的

代谢物 11 的MS/MS 碎片离子氧化来的。

代谢产物 12 约 3.4 分钟洗脱，m/z 为

376.2355，计算分子式为 C19H29N5O3
，

相对质量偏差为 -1.19ppm（图 19 和图

20）。同位素分布可以清楚地看出这是一

个不含氯的化合物（图 19）。MS/MS 碎

裂质量数分布表明，m/z 290.1499 处的

主峰分子式为 C15H19N3O3
，相对质量偏

差为 -0.19ppm。该代谢物由于羟基化，

m/z 274.1553 处的MS/MS 峰更高

（图 12，与代谢产物 2 相比）。在

m/z 156.0768 处，分子式为 C6H10N3O2

（相对质量偏差为 -0.69ppm，图 21）的
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图 21
裂解奈法唑酮代谢物 12 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 20
裂解奈法唑酮代谢物 12 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 19
裂解奈法唑酮代谢物 12 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子归属。



C7H10N3O3
，相对质量偏差为 1.78ppm。

该碎片是由于进一步失去乙基和苯基产生

的。进一步的碎裂会形成 m/z 154.0611

和 m/z 140.0457 处的碎片离子，相应的

分子式为 C6H8N3O2
（0.10ppm）和

C5H6N3O2
（-1.97ppm）（图 24 和图 22）。

代谢物 13 是代谢物 12 的羟基进一步氧化

为酮（图 22 和图 23）的代谢产物。代谢

物 13 的离子在m/z 374.2195（图 22）处

的丰度最高，同位素分布显示不含氯。代

谢物 13 的分子式为 C19H27N5O8，相对质

量偏差为 -2.31ppm（图 23）。MS/MS

碎裂质量数分布显示 m/z 288.1353 处的

碎片离子分子式为 C15H18N3O3
，相对质

量偏差为 -3.43ppm。该碎片离子是由哌

嗪部分被清除产生的，由于氧化，与母体

药物的 MS/MS 碎片离子 m/z 274.1553

相比，该碎片离子迁移到了更高的质量数

（图 24，与代谢产物 2 相比）。代谢产物

13 的主要MS/MS 碎片离子位于

m/z 168.0765 处，相应的离子分子式为
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图 24
裂解奈法唑酮代谢物 13 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 23
裂解奈法唑酮代谢物 13 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 22
裂解奈法唑酮代谢物 13 的质谱、同位素分析和MS/MS 碎片离子归属。



与 m/z 180.1135 处的奈法唑酮 MS/MS

碎片离子（C9H14N3O）（第 2 页的图 3）

相比，该碎片离子增加了 H2O。这一推测

得到了 m/z 154.0986（C7H12N3O）和

m/z 140.0819（C6H10N3O）的两个碎片离

子的支持，这两个碎片离子与奈法唑酮的

MS/MS 碎片离子相同（图 27 和第 2 页

的图 3 相比）。

不含氯的代谢产物 14，约 7.2 分钟洗脱，

m/z 292.1666，分子式为 C15H21N3O3
，

相对质量偏差为 -3.65ppm（图 25 和图

26）。该分子式与分子式为 C19H29N5O2

的代谢产物 11（第 7 页的图 16 和图 17）

相比，区别在于 -C4H8N2+O，为失去哌嗪

部分的羟基化反应提供了证明。MS/MS

碎片离子分布匹配（FPM）显示了代谢产

物 14 与奈法唑酮（图 25）的相似性。代

谢产物 14 可理解为奈法唑酮的 MS/MS

碎片离子 m/z 274.1558（C15H20N3O2
）

增加一个氧原子和两个氢原子得到的。羟

基化反应发生的位置可由m/z 198.1238 处

的新 MS/MS 碎片离子（C9H16N3O2
，相

对质量偏差 -0.67ppm）（图 27）解释。
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图 27
裂解奈法唑酮代谢物 14 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 26
裂解奈法唑酮代谢物 14 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 25
裂解奈法唑酮代谢物 14 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子归属。



的分子式为 C3H4O2
，这说明与代谢物 14

（第 10 页图 25）相比，代谢物 15 在左

侧发生了进一步的氧化形成了羧酸（图 28

和图 30）。代谢物 15 的推测结构由另一

个碎片离子给出了证据，该离子的m/z 为

140.0823，分子式为 C6H10N3O（相对质

量偏差为 -3.38ppm），这与原型药物奈法

唑酮（第 1 页图 1）的碎片离子相同。

代谢物 14 后续的氧化反应产生了代谢物 15

和 16 两个同分异构体。代谢物 15 和 16

的计算分子量均为 305.1375，并且具有典

型不含氯化合物的同位素分布（图 28 和

第 12 页的图 31）。代谢物 15 在约 7.1 分

钟洗脱，m/z 为 306.1459，分子式为

C15H19N3O4
，相对质量偏差为 -3.53ppm

（图 28 和图 29）。碎片分布匹配（FPM）

表明这种代谢产物分子是由母体药物在

m/z 274.1557 处的碎片增加两个氧原子形

成（图 30）。MS/MS 谱在 m/z 234.1239

处显示的碎片分子式为 C12H16N3O2
，相

对质量偏差为 -0.68ppm。该碎片与母体

药物右侧部分的原子组成相同。中性丢失
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图 30
裂解奈法唑酮代谢物 15 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 29
裂解奈法唑酮代谢物 15 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 28
裂解奈法唑酮代谢物 15 的质谱、同位素分析和二级质谱碎片离子归属。



片离子（图 33 和第 2 页的图 3）相比，

m/z 140.0460 处分子式为 C5H6N3O2
（相

对偏差 4.51ppm）的碎片离子说明代谢产

物 16 中发生了氧化成酮的氧化反应。

同分异构代谢物 16约 7.3 分钟洗脱，分子

式相对质量偏差为 1.77ppm（图 31 和图

32）。代谢物 16 的碎片分布匹配（FPM）

表明此代谢产物分子也是由 m/z 274.1557

处的母体药物碎片增加两个氧原子得到的

（图 33），但其 MS/MS 谱与代谢物 15

不同，说明它与代谢物 15 的结构不同。

m/z 212.1039 处，分子式为 C9H14N3O3

的碎片离子表明分子左侧加入了两个氧原

子，在苯基（C6H6O）裂解后仍保留在左

侧。m/z 194.0932 处，分子式为

C9H12N3O2
的碎片离子说明失去了一个水

分子。这说明其中的一个氧原子存在于羟

基中（图 31 和图 33）。与代谢产物 15

和奈法唑酮分别在 m/z 140.0823 和

m/z 140.0827 处分子式为 C6H10N3O 的碎
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图 33
裂解奈法唑酮代谢物 16 碎裂的MS/MS 碎片离子计算分子式和中性丢失计算分子式。

图 32
裂解奈法唑酮代谢物 16 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 31
裂解奈法唑酮代谢物 16 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子归属。



反应。氧化裂解代谢反应可使奈法唑酮分

子的噻唑-3-酮部分失去一个乙基，直接生

成非预期代谢物 7。单羟基代谢产物 2 失

去苯环可形成代谢物 8。分子中乙基上的

羟基进一步氧化代谢形成氧代代谢物 9。

另一种代谢途径可能从羟基代谢物 2 开始，

通过消除氯苯基形成代谢物 12。进一步的

氧化产生氧代代谢物 13。从单羟基代谢

物 2 到代谢物 12 的裂解反应同样适合未

改变的奈法唑酮，可直接产生裂解的代谢

物 11。从单羟基代谢物 1 开始，哌嗪环

的裂解形成了羟基氯代谢物 10。该裂解反

应也可能产生羟基代谢物 14。非预期代谢

产物 14 的进一步氧化代谢反应产生了氧

化产物 15，该代谢物是由伯羟基氧化为羧

酸得到的，这一步氧化代谢反应也可以生

成代谢物 16，该化合物是由于三唑-3-酮的

乙基侧链氧化为甲基酮得到的。

奈法唑酮的非预期代谢途径

药物奈法唑酮在人体中经历了广泛代谢，

不仅产生了典型的预期代谢物，也产生了

通过清除原始药物分子带来的非预期代

谢物。

本文前面所讨论的鉴定到的代谢物列于图

34 中，简化了非预期代谢产物的可能代谢

途径。

在生成非预期代谢物的代谢反应中，有可

能奈法唑酮分子的骨架首先发生了裂解，

然后在进一步的代谢反应中发生修饰，也

可能第一步生成的预期代谢物发生了裂解

13

图 34 
非预期奈法唑酮代谢产物的可能代谢途径。
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结论

本应用简报解释了 MassHunter 代谢产物

鉴定（MetID）软件鉴定由非预期生物转

化产生的代谢物的结果。通过对 QTOF 质

谱数据经各种算法（如同位素分布匹配、

MS/MS 碎片分布匹配以及基于精确质量

MS 和 MS/MS 测定的分子式计算）所获

得的信息进行分析，确定了代谢物结构。

本应用简报是通过采用MetID 软件解释代

谢物鉴定实验中得到的 QTOF 数据来提高

分析效率的一个实例。
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