
摘要

本应用简报系基于 2007年 6月 4日于美国印第安纳州印第安纳波利斯

举行的 ASMS质谱会议上参展的科学展报 MOP 253进行撰写的。本简报

将介绍以下内容：

• 使用多算法方法对药物代谢物进行快速计算机辅助鉴定

• 实现体外实验药物代谢物的高分离度色谱分离

• 使用 QTOF MS和 MS/MS实现药物代谢物的高质量数准确度测定

应用简报

安捷伦仪器设备：

1200 系列高分离度快速液相色谱系统

6510 四极杆飞行时间 LC/MS

ZORBAX RRLC 色谱柱

MassHunter 代谢物鉴定

软件

应用领域：

药物筛选和研发过程中的代谢物鉴定

用于药物代谢物计算机辅助鉴定的一种

交织的多算法方法
使用安捷伦MassHunter 代谢物鉴定软件，通过精确的

QTOF MS 和MS/MS 数据对药物代谢物进行快速鉴定
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前言

在现代药物研发中，对新化学实体

所有可能的代谢物进行鉴定的工作

是非常重要的，因为我们需要掌握

它对人体可能产生的毒副作用并对

其成为新型药用物质的可能性加以

评估。现在，我们可以利用体外和

体内代谢实验的高分辨率和高质量

数准确度 QTOF MS和 MS/MS数

据1，对药物筛选和研发过程中不

同阶段的代谢物进行鉴定。为了充

分利用这些数据中包含的潜在信

息，使用不同的和互补的计算机算

法进行数据分析是非常必要的。每

种算法采用特定的方式分析数据

的特定部分，可提供一个独立的

结果。当这些算法以交织的形式共

同工作时，即可实现计算机辅助数

据分析的真正优势，并且使整体结

果具有更高的可靠性。为实现这一

优势，需要采用用户设定的因子将

各算法生成的所有得分进行整合和

加权处理。本应用简报使用包含上

述方法的安捷伦 MassHunter代谢

物鉴定软件，介绍了对 QTOF数据

进行分析的实例，数据来自药物化

合物奈法唑酮2代谢物鉴定实验。

实验部分

仪器设备

• Agilent 1200系列快速高分离度

液相色谱系统，包括脱气机、二

元泵 SL、带恒温室的高效自动

进样器 SL、柱温箱和二极管阵

列检测器 SL

• Agilent ZORBAX SB- C18色谱

柱，2.1 x 150 mm，粒径 1.8 µm

• Agilent 6510四极杆飞行时间

LC/MS系统

样品制备

• 储备液：

20 mg/mL S9肝匀浆制剂

0.1 mg/mL奈法唑酮水溶液

将 1.6 mg NADP溶于 1.6 mL

pH 7.4的 0.1 M磷酸盐缓冲液中

50 mM异柠檬酸/MgCl2溶液

（于 20 mL水中加入 203 mg

MgCl2•6H2O和 258.1 mg异柠檬

酸）0.33 U/mL异柠檬酸脱氢酶

溶液

• NADPH 再生系统：

1.6 mL NADP溶液 + 1.6 mL异

柠檬酸溶液 + 100 µL异柠檬酸

脱氢酶溶液

• 孵育混合体系：

3.85 µL底物 + 200 µL NADPH
再生系统 + 746.15 µL磷酸盐缓

冲液 + 50 µL S9肝匀浆液

在 37 °C下孵育 60 min，分别在 0
和 60 min时取出 100 µL溶液。加

入 6 µL高氯酸和 100 µL乙腈中止

反应，在 14.000 g的条件下离心

15 min。取上清液采用 SpeedVac
浓缩器挥干，残渣采用 0.1%甲酸

(FA)水溶液复溶，并按照下述条件

进行 LC/MS分析。0 min停止的孵

育溶液作为对照。
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图 1
用于代谢物鉴定实验的系统配置，包括 Agilent 1200 系列快速高分离度液相色谱，1.8 µm 粒径填料色谱柱和

Agilent 6510 QTOF LC/MS



高分离度 LC/MS 方法

• Agilent 1200 系列二元泵 SL
溶剂 A： 水 + 0.1% FA，
溶剂 B： ACN + 0.1% FA
流速： 0.5 mL/min
梯度程序： 0 min, 5% B; 

15 min, 75% B; 
15.1 min, 95% B; 
16 min, 95% B

停止时间： 16 min
后运行时间：10 min

• Agilent 1200系列自动进样器 SL
进样体积：

1- 10 µL，
带洗针

样品温度：4 °C
自动延迟体积降低

• Agilent 1200系列二极管阵列检
测器 SL
检测波长：210 nm (± 4 nm)
参比波长：360 nm (± 16 nm)
流通池： 体积 2 µL，

光程 3 mm
• Agilent 1200系列柱温箱
柱温：60 °C

QTOF MS 和MS/MS 方法

• Agilent 6510 QTOF LC/MS系统
离子源： ESI，正离子模式

对于参比质量数

溶液配备双喷雾

干燥气流速：12.0 L/min
(m/z 121.005 和

m/z 922.00)
干燥气温度：300 °C
雾化器压力：60 psi
质量数范围：100-1000
碎裂电压：200 V
截取锥电压：60 V
毛细管电压：4000 V
碰撞能量：35 V
数据依赖型 MS/MS：2个化合
物，2 张 MS/MS 图谱，
未计入 0.03 min

数据分析

数据分析的第一步包括化合物结构

式的引入和分子量的计算，然后对

包含代谢物化合物（样品，孵育时

间 t>0）的数据文件和只有母体药

物（对照，孵育时间 t=0）的数据

文件进行比较。在该比较中，采用

分子特征提取 (MFE)算法将所有

检测到的质量信号从 MS数据中提

取出来。相关化合物的同位素质量

和加合质量被分组到离散的分子特

征里，从而消除了化学干扰。然后

将代谢样品的化合物列表与对照进

行比较。代谢样品中新的或增加的

所有化合物均被视为潜在的代谢

物，并采用用户可设置的不同算法

对它们进行进一步分析（图 2）。

这些算法可以对新的代谢物进行鉴

定和定性，或者仅对由其它算法发

现的代谢物进行定性。将所有代谢

物鉴定算法的结果加权并整合为最

终的鉴定相关性得分。当它们的最

终得分高于定义的相关性临界值

时，我们即可定性相应代谢物。我

们将所有算法的结果汇总到结果一

览表中，便于进行检查。

图 2
每个单独算法的代谢物相关性得分，以及加权总体鉴定相关性得分临界值的设置
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结果与讨论

使用交织多算法的代谢物鉴定工作

流程（图 3）生成了潜在代谢物的

结果表。使用了多个不同的步骤对

代谢物进行鉴定。每当发现了一个新

的代谢物，就在表中新添加一行。

对用于发现或定性潜在代谢物的各

单独算法，在结果表中新加一列来

显示结果。下述几点描述了各单独

算法及其生成最终结果表时的交互

作用。

1. 样品-对照比较（图 4）–在样品

比较表中，代谢样品（时间 > 0，

母体药物被代谢）中发现的化合

物与对照（时间 = 0）进行比较，

并且根据其质量数和保留时间排

列。这样可以同时检测到代谢样

品中预期和意外的代谢物

图 3
代谢物鉴定软件工作流程，在此展示了不同的数据分析算法。每当发现了一个新的代谢物，就在表中新添加一行。在表中添加列来确认现有代谢物，并且列出单

个算法的结果
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图 4
分别在质量数 451.2578 和 501.2140 处的二羟基和脱氯代谢物的对照和代谢样品间的比较表



图 6
利用生物转化质量数偏移分配对质子化母体药物 (m/z 470.2323) 和质子化羟基代谢物 (m/z 486.2265) 
进行MS/MS 碎片模式匹配。对于羟基化代谢反应，来自母体药物的MS/MS 碎片离子

m/z 274.1550 在质量数偏移 15.9999 后，于 m/z 290.1500 处出现关联。

2. 同位素模式匹配（图 5）–将来

自预期生物转化的代谢物的同

位素模式与母体药物生物转化

的理论同位素模式进行比较，

同时，将意外代谢物的同位素

模式与母体药物的理论同位素

模式进行比较

3. 碎片模式匹配或 MS/MS相关性

分析（图 6）–该程序将每个潜

在代谢物的 MS/MS谱图与母体

药物的 MS/MS谱图进行关联。

使用该程序可检测和直观地查

看由生物转化造成的碎片离子

质量数偏移
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图 5
A)通过与母体药物分子经生物转化计算的同位素模式 (CIP) 进行对比对脱氯代谢物进行同位素模式匹配

B) 通过与氯化母体药物计算的同位素模式进行对比对氯化羟基代谢物进行同位素模式匹配



4. 色谱图的提取（图 7）–包括从

数据中直接生成提取离子色谱图

(EIC)，以及从提取的分子特征

中生成提取化合物色谱图 (ECC)

5. 在 RAD（放射性检测）色谱图

中进行化合物搜索（本文未作

介绍）

6. 在 UV（紫外）色谱图或其它检

测方法中进行化合物搜索（本文

未作介绍）

7. 生物转化标记（图 6和 10）–
通过将母离子质量数偏移与已

知生物转化表进行比较来确证

预期代谢物，这些化合物将在

结果表中以生物转化反应的名

称进行标记（图 10）

8. 分子式分配（图 8和 9）–根据

只有一种元素组成适合测定的产

物精确质量数，以及该相同元素

组成的子集必须能够解释产物

MS/MS图谱中的碎片质量及其

中性丢失的假设进行分子式分配

9. 质量亏损过滤器 –质量亏损在

定义的母体药物质量亏损窗之外

的潜在代谢物将被过滤掉

图 8
计算得出的最高得分羟基代谢物的分子式，以及同位素模式的丰度和质量数。计算得出的相对质量数误差

为 2.42 ppm
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图 7
对于对照和代谢样品，提取离子色谱图 (EIC) 可直接从测定数据中获得，而提取化合物色谱图 (ECC) 从提
取分子特征中获得 – 此处展示的是分别在 7.2 和 7.9 min 保留时间处m/z 486.1903 的两种不同羟基代谢物。
对照样品中不存在这两种代谢物



10.代谢物预测 –手工或计算机辅

助预测的代谢物结构被分配给

结果表中鉴定的化合物

11.分子结构解析 –综合所有数据

用于结构解析和分子式分配

12.生成最终代谢物结果表（图10）：

将鉴定的代谢物汇总到结果表

中，该表列出了化合物的主要

信息和各个单独算法对其的定

性，以及其它可利用的信息。

还可以生成和报告更为详细的

结果表
结论

对 QTOF MS和MS/MS数据应用数

种交织算法，采用计算机辅助的方

法对药物化合物奈法唑酮的代谢物

进行自动化鉴定。基于分子特征提

取 (MFE)对代谢样品和对照进行比

较以提取代谢物。我们可以采集到

低个位数相对质量数误差的高质量

数准确度 MS和 MS/MS数据，并

将其用于分子式生成 (MFG)。在最

终的结果一览表中，针对鉴定的代

谢物生成了总体相关性得分，它是

由各算法的相关性得分加权计算得

来的。

图 9
m/z 486.2255 处质子化羟基代谢物的MS/MS 碎片测定质量数和计算得出的碎片分子式。展示了丢失质
量数以及计算得出的丢失碎片分子式。计算得出 m/z 290.1500 处碎片的相对质量数误差为 -0.20 ppm

图 10
所有定性代谢物的最终结果表，均与已知的生化代谢反应相关。得自算法“样品-对照比较”、“同位素模式匹配”、“碎片模式匹配”和“质量亏损过滤器”的定性
结果标记为绿色。其它信息如“分配的生物转化 2”，“计算的分子式”和“适用的MS/MS”谱图标记为蓝色。可以手动分配结构式。还可以使用相同的算法从
数据中提取与已知生物转化不相关的代谢物
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