
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预期代谢物

•  奈法唑酮药物预期代谢物的代谢物鉴定数据分析结果
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样品制备

储备液

• 磷酸盐缓冲液 100mM，pH 7.4（81.8mL

0.1M Na2HPO4
＋18.2mL 0.1M KH2PO4)；

5mM MgCl2
• 250µM 的奈法唑酮盐酸盐磷酸缓冲液

溶液

• 10mg/mL 还原型辅酶（NADPH）磷酸

盐缓冲液溶液

• 大鼠肝微粒体 S9，蛋白浓度 20mg/mL

代谢物样品

在 1.5mL 的 Eppendorf 管里，加入 180µL

的磷酸缓冲液和 25µL 奈法唑酮储备液。

加 15µL 制备的肝微粒体 S9 和 30µL 的

NADPH 溶液。涡旋，37°C孵育 1 小时。

加 750µL 冷乙腈终止反应，14000rpm 离

心 15 分钟。

将上清液移入一个新的 1.5mL Eppendorf

管，在 speedvac 真空离心浓缩仪中蒸干，

用 250µL HPLC流动相 A 复溶。

对照样品

在 1.5mL 的 Eppendorf 管里，加入 210µL

的磷酸缓冲液和 25µL 奈法唑酮储备液。

加入 15µL 的肝微粒体 S9。涡旋，37°C孵

育 1 小时。加 750µL 冷乙腈终止反应，

14000 rpm 离心 15 分钟。

将上清液移入一个新的 1.5mL Eppendorf

小瓶，在 speedvac 真空离心浓缩仪中蒸

干，用 250µL HPLC 流动相 A 复溶。

所有化学品和生物试剂均购自

Sigma-Aldrich 公司；HPLC 溶剂

（乙腈）购自默克（德国），HPLC 用水

购自Mallinckrodt-Baker。

方法

高分离度 RRLC 方法

Agilent 1200 系列二元泵 SL 运行条件：

溶剂 A： 水＋0.1% 甲酸（FA）

溶剂 B： ACN＋0.1% 甲酸（FA）

流速： 0.5mL/min 
梯度： 0min 5% B, 

15min 75% B

15.1min 95% B

16min 95% B
停止时间： 16 分钟

后运行时间：10 分钟

Agilent 1200 自动进样器 SL 在 4°C 进样

1-10µL 样品，用 50% 的甲醇溶液洗针

5 秒。柱温为 60°C。

Q-TOF MS 和MS/MS 法

Agilent 6500 系列精确质量 QTOF 采用

2GHz 扩展动态范围模式，采集参数如下：

离子源： 带参比离子

（m/z 121.05087 和

m/z 922.00979）双喷雾的

正离子模式 ESI 源

干燥气流量：10.0L/min 
干燥气温度：300°C 
雾化器： 45psi
扫描范围： 100-1000 
碎裂电压： 200V
锥孔电压： 60V
毛细管电压：3500V
碰撞能： 30V
数据依赖

MS/MS： 2 化合物

3 MS/MS 谱图

0.1min 排除时间

引言：

新候选药物代谢物的分析是药物发现和开

发过程的重要步骤。要评价提高该重要领

域分析效率的新技术，通常需要使用众所

周知的化合物作为参照。药物奈法唑酮1

就是这样一种能产生大量已知代谢物的化

合物，可用于这一评价研究。为了证明

MassHunter MetID 用于可能代谢产物鉴

定的有效性，使用该特殊化合物进行了测

试。MassHunter MetID 软件采用多协调

算法对 QTOF MS 和 MS/MS 数据进行分

析，该策略能够标准化单个算法的影响从

而得到可信的总体结果2。本应用简报介

绍了利用 Agilent 1200 RRLC 系统和

Agilent 6500 系列精确质量 QTOF 质谱仪

进行代谢实验数据采集，并采用MetID 软

件进行计算机辅助数据分析。以奈法唑酮

药物的预期代谢物和非预期的代谢物3为

例，进行了详细的数据分析结果讨论。

实验部分

仪器设备

• Agilent 1200 系列高分离度快速液相色谱

系统、带自动脱气机的二元泵 SL、带恒

温器的高性能自动进样器 SL（ALS SL）、

柱温箱（TCC）以及 Agilent 6500 系列

精确质量 QTOF 质谱仪

• 色谱柱：ZORBAX SB-C18 柱，

2.1 x 150mm，1.8µm 粒径
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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 碎片

离子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）。测得的同

位素分布（图 1 插图中的蓝线）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 的分子离子

峰（M+H）+（C25H33N5O2Cl）的计算同位

素分布（CIP，图 1 插图中的绿框）是相同

的。MS/MS 谱图显示主要碎片（M+H）+

MetID 软件中的数据分析方法

数据分析的第一步为含代谢物（代谢物样

品）的数据文件和仅含母体药物（对照样

品）的数据文件的比较。利用分子特征提

取（MFE）算法从一级质谱数据中提取出

所有可检测质量数信号。然后将相关的化

合物同位素质量数和加合物质量数归类成

一个个的分子特征，并去除化学背景噪音。

将代谢物样品的化合物列表与对照样品的

化合物列表进行比较。相对于对照样品，

代谢物样品中所有的新化合物或响应提高

至少两倍的化合物被认为是可能的代谢

物，用另外的用户指定的算法作进一步的

分析。这些算法既可以鉴定和确认新化合

物，也可以对其他算法发现的代谢物进行

简单确认。将所有代谢物鉴定算法的结果

进行加权，并综合所有结果确定最终的鉴

定相关性得分。得分高于定义的相关性阈

值的化合物可定性为代谢物。所有算法的

结果可总结在一个结果表里，便于快速

检查2。
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图 1. 
母体药物奈法唑酮的质谱、同位素分布以及碎片离子的二级质谱归属。

图 2
奈法唑酮的计算分子式、质量数准确度以及同位素分析。

图 3
奈法唑酮碎片离子的计算MS/MS 碎片分子式和中性丢失分子式。



显示出与计算同位素分布相似（CIP，图 4

插图中的绿框）的氯化物同位素分布（图 4

插图中的蓝线)，计算分子式的相对质量

偏差为 -0.68 ppm（图 5）。MS/MS 碎片离

子分布与母体药物一致，而分子离子的差

异是由一个氧原子差异引起的（图 4）。这表

明，该羟基化反应位置在 MS/MS 碎裂过

程（图 6）中丢失的中性碎片上。m/z 值

为 274.1545 的碎片离子与母体碎片的分

子式相同，相对质量偏差为 1.70 ppm，中

性丢失的分子式为 C10H13N2OCl，这与单羟

基代谢物 1 的母体分子式（C25H32N5O3Cl）

相符。给出相同结果另一个 MS/MS 碎片

离子其 m/z 值为 246.1233，分子式为

C13H15N3O2
，相对质量偏差为 0.44ppm

（图 4 和图 6 中的碎片离子）。

的 m/z 值为 274.1553，分子式为

C15H20N3O2
（图 1）。由测定的（M+H）+

离子所计算的奈法唑酮（C25H32N5O2Cl）

的质量具有 -0.35ppm（图 2）的低相对质

量数误差，质量数为 273.1481 的MS/MS

碎片离子（C15H19N3O2
）的质量数误差为

-1.26ppm（图 3）。该碎片的分子式，加上

MS/MS 中匹配丢失碎片的分子式

C10H13N2Cl，与原型化合物分子式

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）。

下面的几个代谢产物通过软件中的几种算

法得到了明确的鉴定，这些算法包括同位

素分布匹配和 MS/MS 碎片分布匹配，可

鉴定与母体药物分布匹配的化合物。还确

定了属于预期的第一阶段代谢反应的生物

转化代谢反应。第一个例子为羟基化反应

代谢物。奈法唑酮的单羟基代谢产物 1（在

约 7.5 分钟时洗脱，m/z 值为 486.2267）
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图 4 
奈法唑酮单羟基代谢产物 1 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱中碎片离子的归属。

486.2259 470.2321 15.9949 1.11 +O

图 6 
奈法唑酮单羟基代谢产物 1 碎片的计算MS/MS 碎片分子式及中性丢失分子式。

图 5 
奈法唑酮单羟基代谢产物 1 的计算分子式、质量准确度和同位素分析。



到了相似的变化，由 m/z 274.1582 变为

m/z 290.1508，与计算碎片分子式的相对

偏差为-2.91ppm（图 9）。该碎片的分子

式为 C15H19N3O3
，相应丢失分子式为

C10H13N2Cl，这与原型药物的MS/MS 谱

（图 9）一致。其他 MS/MS 碎片离子可

归属到代谢物 2 的结构式，并支持推测的

结构（图 7）。

此外，奈法唑酮的第二个单羟基代谢物 2

（在约 8.3 分钟时洗脱）与代谢物 1 的质

量数和同位素分布相同，但保留行为不

同，这说明化合物结构不同。这可以通过

比较母体药物的 MS/MS 碎裂质量分布

（图 7，蓝色）和代谢物 2 的MS/MS 谱

碎裂质量分布（红色）证明。代谢物 2 的

MS/MS 谱中显示母体药物 m/z 470.2319

增加了一个氧原子后的质量数变化

m/z 486.2279，这与计算分子式的相对偏

差为 -2.55ppm（图 8）。碎片离子也观察
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图 9 
奈法唑酮单羟基代谢物 2 碎片的计算二级质谱碎片分子式及中性丢失分子式。

图 8 
奈法唑酮单羟基代谢物 2 的计算分子式、质量准确度和同位素分析。

图 7 
奈法唑酮片的单羟基代谢物 2 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱中碎片离子的归属。



另外一个代谢反应是将羟基代谢物 2 氧化

为氧代代谢物 3，m/z 值为 484.2111，与

计算分子式的偏差为 -0.26ppm（图 10 和

11）。MS/MS 碎裂质量分布匹配（FPM）

表明多个碎片离子发生羟基化反应后被氧

化。m/z 为 288.1350 的主要碎片分子式

为 C15H17N3O3
，与计算值的误差为

-2.72 ppm，也列出了其它碎片的变化

（图 12，分子式在图 10 中）。

6

图 12 
奈法唑酮单氧代代谢物 3 碎片的计算MS/MS 碎片分子式及中性丢失分子式。

图 11 
奈法唑酮单氧代代谢物 3 的计算分子式、质量准确度和同位素分析。

图 10 
奈法唑酮单氧代代谢物 3 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子的归属。



在保留时间 5.5 分钟附近洗脱的代谢物，

存在发生两次羟基化反应产生的二羟基代

谢物 4（图 13）。该碎片质量数分布匹配

（FPM）显示与原型药物相比，该代谢产

物增加了两个氧原子导致m/z 470.2319 变

为 m/z 502.2211，与计算分子式

C25H32N5O4Cl 的相对偏差为 0.88ppm

（图 14）。原型药物MS/MS 碎片离子

m/z 274.1557氧化后m/z为 290.1504，分

子式为 C15H19N3O3
，这说明二羟基代谢

物 4 与单羟基代谢物 2 的结构修饰相同

（图 15 和第 5 页的图 9）。相应的中性丢

失分子式为 C10H13N2OCl，说明第二次羟基

化反应发生的位置与代谢物 1 相似（图 15

和第 4 页的图 6）。另一个 MS/MS 碎片

离子m/z 262.1188 也支持这一结论，同样
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280 300

275.1589
262.1189

290.1504

291.1525

图 15 
奈法唑酮二羟基代谢物 4 碎片的计算MS/MS 碎片分子式和中性丢失分子式。

图 14 
奈法唑酮二羟基代谢产物 4 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 13 
奈法唑酮二羟基代谢物 4 的质谱、同位素分析和MS/MS 碎片离子归属。

由于氧原子的变化，母体药物的 MS/MS

碎片离子 m/z 246.1244（图 15 和第 3 页

的图 3）变为了 m/z 262.1188。该碎片离

子的分子式为 C13H15N3O3
，母体药物中的

相应碎片为 C13H15N3O2
。



与计算值相比的相对质量偏差为 -0.7ppm

（图 18）。

在接下来的代谢步骤中，二羟基代谢物 4

经历了一次氧化形成奈法唑酮的羟基氧代

代谢物 5。该代谢物 m/z 500.2058，分子

式为 C25H31N5O4Cl,，相对质量偏差为

0.13ppm（图 16 和 17）。

分子式为 C25H31N5O4Cl 的代谢物计算同

位素分布（CIP）与测定同位素分布高度

匹配（图 16）。碎片分布匹配（FPM）显

示了与代谢物 3 类似的碎裂质量数分布，

只有分子式为 C15H19N3O2
的m/z 274.1557

的原始碎片离子不仅发生羟基化反应，而

且随后发生了氧化反应，变为

m/z 288.1344，分子式为 C15H17N3O3
，
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275.1589 500.2045

502.2068

图 18 
奈法唑酮羟基氧代代谢物 5 的计算MS/MS 碎片分子式和中性丢失分子式。

图 17 
奈法唑酮羟基氧代代谢物 5 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 16 
奈法唑酮羟基氧代代谢物 5 的质谱、同位素分析和MS/MS 谱碎片离子的归属。



最后一个预期代谢物 6 的生物转化反应经

鉴定为脱氯反应。检测同位素分布由于脱氯

发生了很大变化（图 19 插图中的蓝线），

但是，其与该生物转化的计算同位素分布

（CIP）明显一致（图 19 插图中的绿框）。

该代谢物 m/z 452.2617 的分子式计算为
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275.1589

274.1554
275.1572 452.2665

图 21 
奈法唑酮氧化脱氯代谢物 6 的计算MS/MS 碎片分子式和中性丢失分子式。

图 20 
奈法唑酮氧化脱氯代谢物 6 的计算分子式、质量准确度以及同位素分析。

图 19 
奈法唑酮氧化脱氯代谢物 6 的质谱、同位素分析和MS/MS 的碎片离子归属。



奈法唑酮的预期代谢途径

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

了通过剪切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出的代谢物列于

图 22 中，简化了预期代谢产物的可能

代谢途径。

如图 22 所列，有少数几个代谢反应不会

改变分子的骨架，仅通过简单修饰得到了

预期的代谢产物。奈法唑酮的单羟基化既

可以发生在氯代苯环，形成单羟基化代谢

物 1，也可发生在与中央三唑-3-酮环连接

的乙基，形成单羟基化代谢物 2。进一步

的氧化代谢反应，将代谢物 2 中的羟基氧

化为酮，形成氧代代谢产物 3。羟基化代

谢反应可以同时发生在两个位置，形成二

羟基代谢物 4。二羟基化反应之后的氧化

代谢反应可生成氧羟基代谢物 5。氧化脱

氯代谢反应导致奈法唑酮中的氯原子丢

失，由羟基取代，形成脱氯代谢物 6。

C25H33N5O3
，相对质量偏差为 0.98ppm

（图 20）。碎片分布模式匹配（FPM）结

果表明母体碎裂质量数分布和代谢物碎裂

质量数分布一致。只有母体可发生+O+H-Cl

改变（图 19）。这意味着脱氯反应发生在

MS/MS 碎裂过程中失去的中性丢失分子

碎片中。与碎片 m/z 274.1554 和分子离子

m/z 452.2651 不同的中性丢失分子式为

C10H14N2O，相对于母体药物（第 5 页

图3），不含氯，但包含一个额外的氧和

氢原子（图 21）。
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图 22
奈法唑酮预期代谢物的可能代谢途径。
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结论

本应用简报阐释了 MassHunter 代谢物鉴

定（MetID）软件鉴定由预期生物转化产

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

得的信息进行解释，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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