
利用 Agilent 1290 Infinity LC / 6530 Q-TOF MS
液质联用系统和代谢物预测专家软件Meteor进
行药物代谢物的鉴定

摘要

本应用简报介绍了

• 利用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱进行药物代谢物分离

• 利用 Agilent 6530精确质量 Q-TOF液质联用系统生成质谱数据

• 将代谢物预测专家软件Meteor得到的结果(Lhasa Limited, Leeds, UK)导入到安捷伦

MassHunter代谢物鉴定软件

• 安捷伦MassHunter代谢物鉴定软件辅助代谢物鉴定
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小鼠肝脏微粒体酶 S9，蛋白浓度 20 mg

蛋白/mL

代谢物样品

1. 在 1.5毫升的 Eppendorf 管中加入

180 µL磷酸盐缓冲液和 25 µL奈法唑

酮储备液

2. 加入 15 µL小鼠肝脏微粒体酶 S9和

30 µL NADPH储备液

3. 涡旋振荡并在 37 °C下孵育 1小时

4. 加入 750 µL的冷乙腈中止反应，

14000 rpm离心 15 分钟

5. 将上清液移入至新的 1.5 mL Eppendorf

管中，在 SpeedVac中蒸干

6. 用 250 µL的流动相 A复溶

对照样品

1. 在 1.5毫升的 Eppendorf 管中加入

210 µL磷酸盐缓冲液和 25 µL奈法唑

酮储备液

2. 加 15 µL小鼠肝脏微粒体酶 S9（不加

NADPH，所以不发生代谢反应，只可

能发生酶的降解）

3. 涡旋振荡并在 37 °C下孵育 1小时

4. 加入 750 µL的冷乙腈中止反应，

14000 rpm离心 15 分钟

5. 将上清液移入至新的 1.5 mL

Eppendorf管中，在 SpeedVac中蒸干

6. 用 250 µL的流动相 A复溶

液相色谱方法

溶剂 A： 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B： 乙腈 + 0.1 %甲酸

流速： 0.5 mL/min

梯度： 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

进样体积： 5 µL.

样品冷却温度： 4 °C.

洗针： 50% 甲醇，持续 5 秒

柱温箱温度： 60 °C

前言

在药物代谢过程中，可能生成大量的代谢

物。其中一些代谢物来源于单一的轻微反

应，因此比较容易预测和鉴定。然而，有

些代谢反应能够将药物分子裂解为多个不

同的片段并引发进一步反应，从而显著改

变药物分子的特性。手动分析是很难预测

和鉴定这类代谢物的。代谢物预测软件提

供了这个问题的解决方案。

本应用简报介绍了使用代谢物预测软件包

（Lhasa有限公司，利兹，英国）及安捷伦

MassHunter代谢物鉴定软件预测和鉴定

药物代谢物的方法。

实验

仪器

Agilent 1290 Infinity液相系统，带内置脱

气机的 1290 Infinity泵

Agilent 1290 Infinity温控自动进样器

Agilent 1290 Infinity 柱温箱

Agilent 6530 精确质量 Q-TOF 液质联用

系统

色谱柱：安捷伦 ZORBAX 超高压快速高分

离度色谱柱 (RRHD) SB-C18, 2.1 × 100 mm,

1.8 µm

样品制备

储备液

磷酸盐缓冲液 100 mM, pH 7.4; 5 mM

MgCl2

250 µM的盐酸奈法唑酮磷酸盐缓冲液

（图 1）

10 mg/mL的还原型辅酶 II (NADPH)磷

酸盐缓冲液
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图 1
奈法唑酮的分子式
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Q-TOF MS和MS/MS方法

Agilent 6530 Q-TOF采用 2 GHz的扩展动

态范围模式，采集参数如下：

鞘流气： 400 ºC, 11 L/min

干燥气： 7.0 L/min

干燥气温度： 300 ºC

雾化器压力： 45 psi

质量范围： 100-1000

碰撞电压： 200 V

锥孔电压： 60 V

毛细管电压： 3500 V

碰撞能量： 30 V

图 2
流星分析软件（Meteor）结果显示

数据相关 MS/MS：2 个化合物，3 个

MS/MS 谱图，排除时间 0.25分钟

安捷伦喷射流离子聚焦技术，正模式，参

比离子为m/z 121.05087 和m/z 922.00979

代谢物鉴定软件中的数据分析方法

将代谢物（代谢物样品）的数据文件与母

药（对照样品）的数据文件进行比较分析。

利用分子特征提取（MFE）功能从一级质

谱数据中提取出所有可检测到的质量信号。

然后将相关的化合物同位素峰和加合离子

被归类成一个个的分子特征组分，而化学

背景噪音则被去除。将代谢物样品的组分

峰列表与对照样品的组分峰列表进行比较。

相对于对照样品，所有的新化合物或响应

上调两倍的化合物被认为是可能的代谢物，

并用另外的算法作进一步的分析。这些算

法既可以识别和鉴定新化合物，也可以对

其他算法发现的代谢物进行简单鉴定。
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同时，利用流星分析软件（Meteor，第

11版）在下列限制条件下处理了奈法唑酮

数据：

•  “不对第二级产物继续预测”

• 绝对推理'可信'

• 相对推理 'n = 2'

代谢树状图见图 2。代谢物以 SDfile文件

格式存档 (结构数据文件，它包一个或多个

化合物的结构信息以及相关的数据)，导入

至代谢物鉴定软件中。

在代谢物鉴定软件的化合物库中搜索流星

软件生成的 SD文件，质量匹配的化合物

可以给出相应的化学结构。当最后的分值

大于严格定义的相关性阈值时，代谢物将

被用户手动鉴定或由软件自动鉴定出来。

分析结果以列表的形式总结，便于快速浏

览和报告生成。

结果和讨论

代谢物鉴定软件中的生成的结果列表一目

了然地显示了所有相关代谢物。

表中左侧显示了代谢物的保留时间信息，

分子量及离子的质量数，以及代谢反应和

每个不同代谢物的总体接受水平。

图 3
被鉴定代谢物的快速浏览表

表中间的绿色/红色标记部分是不同比较

算法的结果。这些算法将可能的代谢物与

母体药物进行了比较。如果计算值高于阈

值，则用绿色标注为“相关”，并被认为是

可能的代谢物。

表的右侧部分，其它的信息用黄/蓝颜色

标注。如果存在像MS/MS谱图或者参考

结构等特殊信息，那么就以蓝色标注（例

如，最右侧一栏表示是否有从流星软件得

到的结构信息）。
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正如您看到的，存在一些属于已知代谢反

应的代谢物。这些代谢物被称为“预期代

谢物”。而另外的一些代谢物，并不是所

有的鉴定算法分值都高于设定阈值，被称

为“非预期代谢物”。其中一个例子是图 3

中选中的第 20 号化合物，其保留时间为

8.13 min ，质荷比为 292.1663。对于这个

化合物，其同位素分布算法和MS/MS碎

裂指纹识别算法的分值都没有高于设定阈

值。流星（Meteor）软件检索发现一个分

子量为 291.1583 的预测代谢物；因此其

结构和分子式（见图４）可以被指定到这

个非预期代谢物。这个化合物的提取离子

流图（EIC）和提取化合物图（ECC）分别

在图 5A 和 5B中给出。

代谢物的同位素分布和母体药物的同位素

分布的比较显示了明显的差异（图 5C），

代谢物同位素分布的测量值用蓝色表示，

母体药物同位素分布的计算值用绿色表示。

造成这种变化的原因是含有氯代苯环基团

的母体药物（奈法唑酮）的某些基团断裂

了（图 1，图 4）。

图６为用准确质量数（误差 2.54 ppm）确

定的代谢物的分子式，即 C15H21N3O3
。

代谢物的同位素分布也通过准确质量数结

果得到确认（图 6）。

图 4
流星（Meteor）代谢物预测结果文件的搜索结果，给出了非预期代谢物的结构

图 5
非预期代谢物（m/z 292.1663）的色谱图和质谱图。A) 提取化合物图（ECC）。B)提取离子流图(EIC)。
C)同位素分布测量值（蓝色）与母体药物的同位素分布计算值（绿色）的比较

A

图 6
通过计算的质量准确度和同位素分布计算出的非预期代谢物的分子式

B

C
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利用二级质谱图的解析确认了流星

（Meteor）推断的代谢物结构（图７）。对

于二级质谱图中的所有离子，其分子式可

被计算得到（表１），并推断出其结构（表

７的插图）。代谢物的质谱图（图７，红

图 7
流星软件（Meteor）鉴定出的奈法唑酮的非预期代谢物的二级质谱图

表 1
计算出的MS/MS碎片的化学式和丢失基团的化学式，代表了奈法唑酮非预期代谢物的裂解模式

m/z 离子的化学式 计算值 m/z Δ m/z [mDa] Δ m/z [ppm] 丢失的中性基团 丢失基团的化学式 丢失基团的质量数

121.0647 C8H9O 121.0648 0.09 0.71 171.1009 C7H13N3O2 171.1008
126.0659 C5H8N3O 126.0662 0.31 2.46 166.0998 C10H14O2 166.0994
140.0817 C6H10N3O 140.0818 0.16 1.15 152.0840 C9H12O2 152.0837
152.0809 C7H10N3O 152.0818 0.89 5.86 140.0847 C8H12O2 140.0837
180.1129 C9H14N3O 180.1131 0.25 1.36 112.0528 C6H8O2 112.0524
198.1232 C9H16N3O2 198.1237 0.48 2.45 94.0424 C6H6O 94.0419
246.1240 C13H160N3O2 246.1237 –0.26 –1.06 46.0417 C2H6O 46.0419
274.1544 C15H20N3O2 274.1550 0.64 2.32 18.0113 H2O 18.0106

色）与母体药物（奈法唑酮）的二级质谱

图的比较（图７，蓝色），结果的匹配率很

低，说明自动检测用处不大。
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结论

本应用简报演示了基于规则设定的代谢物

预测软件包（Meteor，Lhasa有限公司，

利兹，英国）如何辅助安捷伦MassHunter

代谢物鉴定软件得到代谢物的结构。本应

用简报介绍了当无法鉴定结构或者用已知

代谢反应无法定性时，可以根据质量数和

分子式的信息，利用代谢物预测软件包

（Meteor）推断非预期代谢物的结构。然

后再用准确质量数测量进行进一步的确认。
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