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摘要 
 
代谢稳定性等体外  ADME 分析往往是药物开发过程中的通量瓶颈。我们对采用 
LC/MS/MS 与采用集成了高分辨精确质量 Q-TOF MS 的 Agilent RapidFire 360 高通量

质谱系统分析得到的结果进行了比较。两个系统的分析结果一致，但 Agilent RapidFire 
360 可提供更高效的工作流程和更高的通量。对于 LC/MS/MS，采用安捷伦 MassHunter 
Optimizer 软件对 39 种化合物分析专属的 MRM 方法进行了优化。采用 Agilent 1260 
Infinity LC 联用 Agilent 6460 三重四极杆 MS 对体外 样品进行分析，每个样品的分析周

期约为 2.2 min。对于 RapidFire 360 MS，联用 Agilent 6530 Q-TOF 与 RapidFire 360，
通过使用常规 MS 离子源参数和精确质量提取进行体外 样品分析，每个样品的分析周期

仅为 9.5 s。采用底物消除法，两种平台测定的化学性质迥异的 39 种化合物的代谢半衰

期值基本相同（R2 大于 0.95）。这些结果表明，采用 RapidFire-MS 系统除了可以降低

超过 13 倍的分析周期，还无需再进行代谢稳定性分析的 MRM 方法开发，从而进一步

提高了工作流程效率。  
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前言 

 

药物先导化合物的代谢半衰期或稳定性

具有重要的药代动力学和临床意义，因

为它影响化合物的口服生物利用度和血

药浓度，并最终影响其药效。大型化合

物库的出现和液体处理技术的发展对体

外  代谢稳定性分析的通量提出了更高要

求。以前通常采用 LC/MS/MS 来进行

检测样品的分析，但由于需要 MRM 方
法开发且样品分析时间长，这一分析成

为了整个流程的瓶颈。我们评价了联用 
Agilent Q-TOF MS 和 Agilent RapidFire 
高通量系统的分析能力，它可以得到与 
LC/MS/MS 方法一致的结果，但能实现

更高效的工作流程和更高的分析通量。 
 
实验部分 

 
系统 
安捷伦 LC/MS/MS 系统包括如下模块： 
● 软件：采用配备 Quantitative Analysis 

B.04.00 SP2 和  Qualitative Analysis 
B.04.00 以及 MassHunter Study  
Manager B.04.01 的 MassHunter  
Workstation 三重四极杆质谱数据采

集软件  B.04.01 进行研究的提交、

MRM 优化、数据采集、定量分析和

最终报告的生成。 
● Agilent 1260 Infinity Binary LC 系统，

包括二元泵 (G1312B)、脱气机  
(G1379B)、高效自动进样器 (G1367D) 
和安捷伦柱温箱 (G1316B) 

● Agilent 6460 三重四极杆质谱 
(G6460A) 

 
RapidFire 360-MS 包括如下模块： 
● Agilent RapidFire 360 (G9214AA) 
● Agilent 6530 Q-TOF 质谱 (G6530AA) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
● 软件：配备 Qualitative Analysis 

B.03.01 和  RapidFire Integrator 的 
MassHunter 数据采集软件 B.02.01 

 
LC/MS/MS 条件 
色谱柱：Agilent ZORBAX SB-C18，2.1x 
30 mm，3.5 µm（部件号 873700-902） 
流动相：A = 0.1% 甲酸水溶液，B = 0.1%  
甲酸乙腈溶液 
梯度程序 (%B)：0 - 0.2 min 保持 10%， 
1 - 1.6 min 保持 95%，1.7 min 时 10%， 
后运行时间：0.5 min 
流速：0.6 mL/min 
进样体积：6.0 µL 
离子化模式：正离子电喷雾，使用安捷

伦喷射流技术 
毛细管电压：3500 V 
干燥气：300 °C，5 L/min 
鞘气：250 °C，11 L/min 
喷嘴电压：500 V 
采集模式：MRM 
驻留时间：100 ms 
碎裂电压、MRM 离子对和碰撞能量： 
由 Optimizer 软件确定 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RapidFire 360-MS 条件 
以每个样品 9.5 s 的速度进行样品分析。 
缓冲液 A = 含 0.09% 甲酸和 0.01% 三氟

乙酸的水溶液；流速 1.5 mL/min 
缓冲液 B = 含 0.09% 甲酸和 0.01% 三氟

乙酸的乙腈溶液；流速 1.25 mL/min 
进样体积：10 µL 
SPE 小柱：Agilent RapidFire 柱 A（反相 
C4 填料，G9203A） 
在所有实验中同时监测每种化合物和内标

（布比卡因）。 
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化学品与试剂 
人肝微粒体 (HLM) 购自 BD Biosciences 
公司（比尔里卡市，马萨诸塞州）。其它

所有的化学品、试剂和溶剂均购自 
Sigma-Aldrich 公司（圣路易斯市，密苏

里州）。 
 
样品制备 
代谢稳定性测定在 96 孔板上进行。实验

重复测定三次。在可控的环境条件下，使

用一个平板摇床在 37 °C 下进行孵育。底

物贮备液 (10 mM) 采用 DMSO 制备。包

含 0.5 µM 内标（布比卡因）的 0.1% 甲
酸淬灭溶液用乙腈制备。 

 
每孔总体积 200 µL 的 50 mM 磷酸钾缓

冲液 (pH 7.4) 中所含的孵育混合物包括底 
物  (1 µM)、HLM (0.5 mg/mL) 和氯化镁 
(5 mM)。反应通过加入 NADPH （终浓

度 1.3 mM）启动并通过加入等量的淬灭

溶液分别在 0、5、10、20、30 和 60 min 
时终止。终止孵育后，以 4000 rpm 的速

度离心该多孔板 10 min，将上清液转移到

另一个新的 96 孔板上，分析前在 -80 °C 
下冷冻过夜。 
 
数据分析 
采用常规 MS 离子源和 SPE 条件，在全

扫描高分辨 MS 模式（非 MS/MS）下对

样品的 RapidFire 360-MS 系统分析数据

进行采集。数据采集后，采用 RapidFire 
Integrator 软件进行精确质量提取和峰

积分。 
 
每种化合物的代谢稳定性通过测定其峰面

积随时间的变化来确定。对每种化合物的

三次重复测定值取平均。通过与其 t0 值 

(t0 = 100%) 比较计算残留值%。将残留值% 
的自然对数 (ln) 对时间作图，并采用如

下公式：t1/2 = -0.693/斜率，通过该曲线

的线性回归计算出其 t1/2 值1,2。 

 
交叉污染 
选择 39 种化合物中的一部分（30 种）进行

代谢稳定性孵育，对采用 Agilent RapidFire- 
MS 系统进行分析的交叉污染情况进行评

估。采用 RapidFire-MS 从 t0 开始对样品

进行分析并监测其对随后空白进样的污染

状况。以每种化合物最初进样浓度的相对

百分比记录结果。 
 

结果 
 

为囊括广泛的理化性质，选择了一组性质

迥异的 39 种商品药物和药物样化合物。如

表 1 所示，这组化合物的分子量范围从 218 
到 734，XlogP3 值从 0.4 到 7.1。XlogP3 
值为计算机  模拟计算值，其大小取决于每

个化合物的结构，并与其水溶性和辛醇/ 
水分配系数密切相关。XLogP3 值来自 
PubChem 数据库（http://pubchem.ncbi. 
nlm.nih.gov/）。这些数据库值采用 XLogP3 
软件计算得到3。对于 LC/MS/MS 分析，

采用安捷伦 Optimizer 软件优化每种化合物

专属的 MRM 方法。然后采用常规 LC 方法

对样品进行分析，每个样品分析周期时

间 2.2 min。对于 RapidFire 360-MS 样品，

采用常规 SPE 和 MS 离子源参数进行分

析，联用  Agilent 6530 Q-TOF 与  RapidFire 
360，每个样品的分析周期只有 9.5 s。数据

采集后，采用 RapidFire Integrator 软件进

行精确质量提取和峰积分。通过对这些化

合物中的大部分进行分析，对运行常规 
RapidFire 360-MS 方法的交叉污染状况进

行了评估。测试的任何一种化合物均未出

现明显的交叉污染，见表 1。所有交叉污染

值小于 0.4%。这些化合物与人肝微粒体混

合孵育，时间 0 – 60 min，然后采用 LC/ 
MS/MS 和 RapidFire 360-MS 系统进行分

析。代谢半衰期值 (t1/2) 通过底物消除法确

定1,2。在药物开发早期，半衰期值经常由于

生物分析内在的变异性（尤其是 t1/2 超过 
60 min 时）而被分成不同的组，以方便实验

数据的整理分析。按照 McNaney 等的描

述3，半衰期值被分为三组：快速（少于 
20 min）、中等（20 – 60 min）和慢速（超过 
60 min），结果见表 1。对比两个系统的分

析结果，所有化合物均以同样的方式分组，

除了四种  RapidFire 360-MS 值刚好低于 
60 min 临界值的化合物。所有  RapidFire 
360-MS 值小于 60 min 的化合物的 t1/2 值的

相关性曲线见图 1。快速和中等半衰期化合

物的相关系数 (R2) 是 0.965，表明两种分析

系统可获得一致的结果。 

 
这些结果表明，采用 RapidFire 360-MS 系
统进行代谢稳定性分析除了可使分析周期降

低 13 倍以上，还无需再进行 LC/MS/MS 
分析所需的 MRM 方法开发，从而进一步提

高了工作流程效率。
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表 1 
 
化合物 

 

 
 

RapidFire-Q-TOF 

 

 
 

LC-MS/MS 

 

 
 

分子式 

 

 
 
分子量 

 

 
 

XLogP3 

 

 
 

交叉污染% 
尼卡地平 <20 <20 C26H29N3O6 479.5250 3.8 0 
奈法唑酮 <20 <20 C25H32ClN5O2 470.0069 4.3 0 
咪达唑仑 <20 <20 C18H13ClFN3 325.7673 2.5 0.21 
尼莫地平 <20 <20 C21H26N2O7 418.4403 3.1 0.09 
双氯芬酸 <20 <20 C14H11Cl2NO2 296.1486 4.4 ND 
美吡拉敏 <20 <20 C17H23N3O 285.3840 3.3 ND 
普罗帕酮 <20 <20 C21H27NO3 341.4440 3.3 0 
噻氯匹定 20-60 20-60 C14H14ClNS 263.7857 3.6 0 
维拉帕米 20-60 20-60 C27H38N2O4 454.6016 3.8 0.06 
特非那定 20-60 20-60 C32H41NO2 471.6734 6.6 0 
丁螺环酮 20-60 20-60 C21H31N5O2 385.5031 2.6 0.04 
氯丙嗪 20-60 20-60 C17H19ClN2S 318.8642 5.2 0.5 
氟奋乃静 20-60 20-60 C22H26F3N3OS 437.5216 4.4 ND 
丙嗪 20-60 (53) >60 C17H20N2S 284.4191 4.5 0 
硫利达嗪 20-60 20-60 C21H26N2S2 370.5745 5.9 0 
异丙嗪 20-60 (56) >60 C17H20N2S 284.4191 4.8 0 
右美沙芬 20-60 (59) >60 C18H25NO 271.3972 3.4 0 
桂利嗪 >60 >60 C26H28N2 368.5139 5.8 0 
氟康唑 20-60 (58) >60 C13H12F2N6O 306.2708 0.4 ND 
S-美芬妥英 >60 >60 C12H14N2O2 218.2518 1.5 ND 
氟哌啶醇 >60 >60 C21H23ClFNO2 375.8642 3.2 0 
阿莫沙平 >60 >60 C17H16ClN3O 313.7814 2.6 0 
阿米替林 >60 >60 C20H23N 277.4033 5 0.02 
他莫昔芬 >60 >60 C26H29NO 371.5146 7.1 0 
心得安 >60 >60 C16H21NO2 259.3434 3 0 
丁呋洛尔 >60 >60 C16H23NO2 261.3593 3.5 ND 
氟伏沙明 >60 >60 C15H21F3N2O2 318.3347 2.6 0.02 
氯氮平 >60 >60 C18H19ClN4 326.8233 3.2 0 
丙米嗪 >60 >60 C19H24N2 280.4073 4.8 0 
曲普利啶 >60 >60 C19H22N2 278.3914 3.9 0 
苯海拉明 >60 >60 C17H21NO 255.3547 3.3 0 
地昔帕明 >60 >60 C18H22N2 266.3807 4.9 0 
氯苯那敏 >60 >60 C16H19ClN2 274.7885 3.4 0 
美托洛尔 >60 >60 C15H25NO3 267.3639 1.9 0 
S-华法林 >60 >60 C19H16O4 308.3279 2.7 ND 
地尔硫卓 >60 >60 C22H26N2O4S 414.5178 3.1 0.01 
红霉素 >60 >60 C37H67NO13 733.9268 2.7 ND 
氯米帕明 >60 >60 C19H23ClN2 314.8523 5.2 ND 
甲苯磺丁脲 >60 >60 C12H18N2O3S 270.3479 2.3 0.36 

注：括号内的数值表示两种分析方法中没有分入同组的化合物的 RapidFire-Q-TOF 半衰期的真实值。ND = 未检测 
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结论 

 
对化学性质迥异的 39 种药物化合物与人肝微

粒体混合孵育的代谢稳定性进行分析，对比了 
Agilent RapidFire 360-MS 系统和安捷伦 LC/ 
MS/MS 系统的分析结果。结果表明，采用 
Agilent RapidFire 360-MS 系统进行该类测定

可以提高分析通量 13 倍以上，并可以获得与 
LC/MS/MS 分析一致的结果。采用 Agilent 
RapidFire 系统进行代谢稳定性测定除了可以

缩短分析周期，还无需再进行 MRM 方法开

发，从而进一步提高了工作流程效率。该超快

速系统还可用于其他类似的体外 ADME 分析。 
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Agilent RapidFire 360 
图 1. 快速和中等半衰期结果的相关性 
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