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药物发现

摘要
药物代谢和药代动力学 (DMPK) 研究通常需要通过质谱 (MS) 鉴定药物代谢
物，并在药物开发的后期阶段，通过 NMR 确认代谢物结构。为此，可能需
要对代谢物进行纯化。在本应用简报中，将安捷伦自动纯化软件与 Agilent 
1260 分析型纯化系统相结合对安非他酮药物代谢物进行纯化。使用通过 
Agilent 6540 精确质量四极杆飞行时间 (Q-TOF) 液质联用系统和 Mass-MetaSite 
软件采集到的高分辨率精确质量 MS 和 MS/MS 数据对代谢物进行鉴定。
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代谢物生成
在 20:80（乙腈:水）溶液中配制 10 mM 
的安非他酮 (Sigma-Aldrich) 储备液，并
用磷酸盐缓冲液 (0.1 M, pH 7.4) 将其稀
释至最终温育浓度 250 µM。在磷酸盐
缓冲液中，将人类肝微粒体 (HMMC-
3A, Life Technologies) 和 NADPH (N5130, 
Sigma-Aldrich) 混合至最终温育浓度 
 （分别为 2 mg 和 2.4 mM）3。在 37.5 °C 
和 150 rpm 的转速下温育反应 120 分
钟。加入等体积 6% 甲酸的乙腈溶液
使反应停止，并在 11000 rpm 的转速
下离心 10 分钟。使用 LC/MS Q-TOF 系
统分析上清液。将上清液真空蒸干并
复溶至 300 µL 用于 LC-UV/MS SQ 馏分
收集实验。

试剂与材料
所有试剂和添加剂均为 LC/MS 级。纯
水来自 Milli Q 水纯化系统（Millipore，
美国）。

实验部分

工作流程
代谢物纯化和鉴定的一般工作流程如
图 1 所示。在本研究中，通过在人类
肝微粒体中温育安非他酮产生代谢
物。在分析柱上，使用一般梯度运行
方法对代谢物进行分析。由于所分析
的代谢物具有不同的极性，因此一般
采用梯度曲线。采用与 Agilent 6150 单
四极杆质谱仪相连接的 Agilent 1260 
Infinity 分析型纯化系统对代谢物进行
纯化。同时，利用 Agilent 6540 Q-TOF 
LC/MS 系统和  Mass-MetaSite 软件 
(Molecular Discovery) 对代谢物进行鉴
定。通过安捷伦自动纯化软件全自动
化完成从内径 4.6 mm 的色谱柱到内径 
9.4 mm 的色谱柱的放大过程2。该过程
可通过基于放大分析梯度曲线而生成
的聚焦或线性梯度曲线实现。聚焦梯
度表示专为纯化特定代谢物而设计的
梯度曲线。 

前言
在药物发现中，可靠地鉴定代谢物的
化学结构对于药物化合物评估至关重
要。在药物发现阶段，通常将高分辨
率精确质量数据与 MS/MS 碎裂模式
相结合用于生成分子式，并且有助于
了解推断的代谢物结构。使用代谢物
结构预测软件有利于对代谢物进行结
构鉴定。在药物发现的后期，可能需
要使用核磁共振  (NMR) 进行结构确
证。另外，需要对主要的药物代谢物
开展毒理学研究。因此，需要将代谢
物从复杂的生物样品中分离出来。
安捷伦自动纯化软件与 Agilent 1260 
Infinity 分析型纯化系统相结合，能够
将分析柱放大至半制备柱。为了分离
代谢物，利用基于时间或基于峰的 
UV/MS 检测可有效完成馏分收集。基
于时间的方法用于在指定的保留时间
窗口定期收集馏分，不受检测器灵敏
度影响，并且这种方法可能是最大程
度减小由低于阈值的化合物浓度引起
的样品损失的首选。基于峰的方法根
据代谢物的 UV/MS 信号将其分离，是
分离丰度最高的代谢物的首选1。相比
于 UV 信号触发式分馏，MS 触发式分
馏使用单四极杆质谱仪在灵敏度更高
的单离子监测检测模式下更适用于分
离复杂样品中的痕量已知代谢物。

本应用简报介绍了对通过体外肝微粒
体温育得到的安非他酮代谢物进行纯
化和鉴定。本研究使用基于时间和
基于峰的触发方法进行馏分收集。此
外，还讨论了 Mass-MetaSite 软件中由
精确质量 LC/MS/MS 数据得到的代谢
物的可能的结构。

图 1. 代谢物纯化和鉴定工作流程
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表 1. 安捷伦分析型纯化系统的仪器和方法参数

Agilent 1200 系列分析型纯化系统

参数 设定值

Agilent 1260 Infinity 四元泵 (G1311B)

流动相 A 含 0.1% 甲酸和 0.01% TFA 的水溶液

流动相 B 含 0.1% 甲酸和 0.01% TFA 的 100% 乙腈溶液

流动相梯度 分析柱：0–21 min：5–90% B；23–28 min：5% B 
制备柱：基于自动纯化软件

流速 分析柱：1.0 mL/min 
制备柱：3.0 mL/min

Agilent 1260 Infinity 自动进样器 (G1367B)

进样量 分析柱：10 µL 
制备柱：90 µL

配备 2 位/6 通阀的 Agilent 1260 Infinity 柱温箱 (G1316C)

温度 25 °C

色谱柱 分析柱：Agilent ZORBAX SB-C18, 4.6 × 75 mm, 3.5 µm 
（部件号 866953-902） 
制备柱：Agilent ZORBAX SB-C18, 9.4 × 50 mm, 5.0 µm 
（部件号 846975-202）

Agilent 1260 Infinity 可变波长检测器，高压流通池 (G1314-60082)

波长 252 nm

Agilent 1260 Infinity 分析型馏分收集器 (G1364C)

使用实验室顾问软件自动计算延迟体积
基于质量的馏分收集系统的仪器

参数 设定值

配备 AJS 的 Agilent 6150 单四极杆液质联用系统 (G6150B) 

范围 100–700，峰宽：0.1 min

模式 正离子

干燥气流速 10 L/min

雾化器压力 30 psig

干燥气温度 300 °C

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 10 L/min

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 1000 V

碎裂电压/峰宽 100/0.05 min

尾吹泵：Agilent 1260 Infinity 等度泵 (G1310B)

流速 0.9 mL/min，含 0.1% 甲酸的乙腈-水 (70–30) 溶液

Agilent OpenLab CDS ChemStation 版

用于数据采集和数据分析 C.01.05 版

Agilent Openlab CDS ChemStation 自动纯化软件 

A.01.01 版 [066]
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通过 Q-TOF 分析对 m/z 离子 256.7479 
和 242.7644 进行检测。代谢物赤/苏-
安非他酮为立体异构体，紧随母体药
物峰洗脱，其适用于基于时间的馏分
收集以获得最高的回收率。羟基安非
他酮代谢物相比于其他代谢物表现出
更高的 MS 和 UV 灵敏度，因此非常适
用于基于峰的馏分收集。

色谱图 (EIC)4，结果表明存在羟基安非
他酮 (m/z 256) 和赤/苏-安非他酮 (m/z 
242) 代谢物（图 2）。还同时分析了在
不含药物条件下进行微粒体温育所形
成的对照样品，从而可靠地鉴定由安
非他酮温育形成的代谢物（数据未示
出）。同时，还使用精确质量 Q-TOF 系
统对痕量代谢物进行检测。

结果与讨论

使用 LC-UV/MS 检测安非他酮代
谢物
在安捷伦分析型纯化系统上，使用分
析柱并在 252 nm 和正离子模式下对
安非他酮代谢物进行检测（表 1）。
UV 分析表明形成了安非他酮代谢物。
质谱分析采用已知代谢物的提取离子

图 2. 安非他酮肝微粒体温育混合物的 UV 和 MS 图。A) 总离子流色谱图 (TIC)，B) 252 nm 下的 UV，C) 表示羟基安
非他酮的 m/z 256 处的 EIC，D) 表示赤羟基/苏羟基安非他酮的 m/z 242 处的 EIC
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基于时间的馏分收集
通过在离散的时间段内收集馏分，实
现丰度较低的代谢物的分离。图 4 显
示了基于时间的馏分收集所用的方
法。利用纯化软件基于分析设置确
定放大计算。采用线性梯度而非聚
焦梯度，因为目标化合物表现出更
宽的极性范围。在孔板位置 A3 处收
集的馏分示出赤/苏-安非他酮代谢物 
(m/z 242) 的质谱图。

m/z 256 处的峰（图 3）。如图所示，
收集质量触发的馏分 (m/z 256)。馏分 
A1/B6 的质谱图在 m/z 256 处出现了
主峰。基于分析运行的 UV 响应，羟
基安非他酮代谢物为母体的 0.2%。通
过半制备型液相色谱分析，从 90 µL 
的单次进样中分离出约 0.05 µg 羟基安
非他酮。

基于 MS 峰的馏分收集
使用最初分析实验所采集的分子量信
息（MH+ 离子的 m/z）分离目标代谢
物。羟基安非他酮代谢物  (MH+ m/z 
256) 是丰度最高的安非他酮代谢物，
可通过 UV 和 MS 轻松检出，因此使用
峰触发模式进行收集。通过纯化软件
确定聚焦梯度，且聚焦梯度能够分离 

图 3. m/z 256 处的基于峰的质量触发馏分收集。A) TIC 指示基于阈值的收集，B) 所用的聚焦梯度，C) 馏分收集窗口指示所收集的馏分的位置， 
D) 所收集的馏分的质谱图

A

B C

D

图 4. 基于时间的馏分收集能够收集赤/苏-安非他酮。A) TIC 指示两个以 0.1 min 时间间隔划分的时间段，B) 所用的线性梯度，C) 馏分收集窗口指
示所收集的馏分的位置，D) 所收集的馏分的质谱图 

A

B C

D
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基于预测的代谢和精确质量 MS/MS 数
据确认这些结构归属。使用肝微粒体
模型得到的羟基安非他酮的可能的结
构表明羟基基团位于氮原子或甲基基
团或叔丁基基团上（参见图 6 中的结
构 A、B 和 C）4,5。

羟基安非他酮代谢物的鉴定
使用高分辨率精确质量 MS/MS 信息
对羟基安非他酮的结构进行确证。
MS/MS 碎裂数据（m/z 166 和 238）的
分析来自于 C-N 键和羟基基团的裂解，
如图 5 所示。利用 Mass-MetaSite 软件

图 5. 羟基安非他酮 (MH+ m/z 256.1121)、安非他酮 (MH+ m/z 240.1176) 和赤/苏-安非他酮 (MH+ m/z 242.1293) 的 LC/MS/MS 碎裂模式。
将代谢物的碎裂模式与安非他酮母体的碎片模式进行比较
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结论
本文介绍了一种使用数个安捷伦平台
纯化和鉴定安非他酮代谢物的实用方
法。本研究还表明用于纯化安非他酮
代谢物的 HPLC 方法可通过安捷伦自
动纯化软件从分析柱放大至半制备
柱。该方法能够在基于时间和基于峰
的馏分收集模式下以较大的规模分离
代谢物。使用由 MS 和 MS/MS 分析
得到的高分辨率精确质量数据通过 
Agilent 6540 Q-TOF LC/MS 系统示出代
谢物结构。同时 Mass-MetaSite 软件无
缝衔接，对这些结构归属进行确认。
纯化的灵活性和通用性使代谢物的制
备型收集能够轻松扩展，支持通过 
NMR 进行结构解析或药物毒性研究等
其他实验。

A B

C

图 6. 利用 Mass-MetaSite 分析羟基安非他酮的可能的结构。A) 氮原子上的羟基基团，B) 甲基基团上的羟基基团，C) 叔丁基基团上的羟基基团
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