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摘要
代谢物的检测和鉴定是早期药物发现阶段的关键步骤。由于代谢物可能以痕
量形式存在，所以从复杂生物样品中鉴定代谢物通常具有一定的难度。本应
用简报介绍了将高灵敏度安捷伦 LC/Q-TOF 仪器同软件工具（Mass MetaSite 
软件）无缝集成，用于鉴定药物代谢物的方法。Mass MetaSite 软件可预测
代谢转化物、判断主要代谢位点，并通过精确质量 MS/MS 数据指定代谢物
的结构。本实验的工作流程为：在将华法令的大鼠肝细胞温孵液孵育 24 小
时之后，预测并鉴定其主要代谢产物。 
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• Agilent 1290 Infinity 二元泵 G4220A

• Agilent 1290 Infinity 自动进样器 
G4226A

• Agilent 1290 Infinity 自动进样器
温控器 G1330B

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱 G1316C

使用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus Phenyl 
Hexyl，2.1 × 150 mm，1.8 µm 色谱柱进
行分离。Agilent 1290 Infinity 液相色谱
方法参数见表 1。

下离心 10 分钟，离心后的上清液用于 
LC/Q-TOF 分析。 

工作流程
使用 Agilent 1290 Infinity LC 系统对代
谢物进行色谱分离，然后用 Agilent 
6550 Q-TOF 系统收集精确质量 MS 和 
MS/MS 谱图。数据采集文件经 Mass-
MetaSite 软件处理后用于代谢物的鉴
定。工作流程见图 1。

仪器和软件
采用 Agilent 1290 Infinity LC 系统进行
反相色谱分析，该系统包括： 

前言
药物代谢研究在药物研发过程中至关
重要。监管机构要求在药物筛选初期
完成对所有主要代谢物的鉴定。通常
可用的代谢物参比标准品十分有限，
这会影响到鉴定的可靠性。然而，随
着高灵敏度精确质量数测量技术的不
断发展，MS/MS 数据能够在代谢物
鉴定中提供大量的结构信息。因此，
高分辨率精确质量质谱是鉴定复杂生
物基质代谢物的理想技术。本应用简
报介绍了使用安捷伦 LC/Q-TOF 系统和 
Mass-MetaSite 软件对华法令代谢物进
行鉴定和结构解析的方法。

实验部分

化学品与试剂
甲醇为 LC/MS 级，甲酸为 LC/MS 洗脱
液添加剂级 (Sigma-Aldrich, Bangalore, 
India)。所有实验均使用  Mi l l i -Q 水 
(Merck, Darmstadt, Germany)。本研究所
用的其他化学品均购自 Sigma-Aldrich 
公司 (Bangalore, India)。

肝细胞孵育样品 
样品来自使用外消旋华法令孵育 24 小
时的大鼠肝细胞，由外部合作方提
供。将新鲜分离的大鼠肝细胞平铺
在添加了胎牛血清 (Life Technologies, 
Carlsbad, CA) 的 Williams E 培养基的
胶原涂层  2 4  孔板中，接种浓度为 
20 万个细胞/孔/0.5 mL。2 小时后加入
平板缓冲液，再用无血清 Williams E 培
养基清洗两次。随后，向每个孔中加
入 0.5 mL 无血清 Williams E 培养基（含 
30 µM 华法令），将平板置于含 5% CO2 
的 37 °C 孵育器中孵育 24 小时。之后
刮除细胞，并用 2 体积的乙腈进行淬
灭。将反应混合物在 12000 rpm 的转速

表 1. 液相色谱方法参数

Agilent 1290 Infinity 液相色谱运行条件

流动相 A) 0.05 % 甲酸水溶液 
B) 0.05 % 甲酸的甲醇溶液

色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus Phenyl Hexyl，2.1 × 150 mm，1.8 µm

柱温 55 °C

进样量 3 µL，冲洗进样口 10 秒

进样针清洗 甲醇

流速 0.24 mL/min

梯度 时间 (min) %B 
0 55 
12 98 
18 98 
21 55 
25 55

图 1. 使用安捷伦 LC/Q-TOF 仪器和 Mass MetaSite 软件的代谢物鉴定工作流程
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使用 Agilent 6550 Q-TOF 质谱仪检测经
液相色谱分离的洗脱液。电喷雾离子
源配备了安捷伦喷射流 (AJS) 热梯度
聚焦技术，显著提高了灵敏度，并
在正离子模式下运行。采用 Agilent 
MassHunter 工作站（版本 B.05.01）
软件进行数据采集和分析。将 m/z 值
为 121.0505 和 922.0098 的化合物用作
内部参比质量，在数据采集过程中通
过软件进行参比质量校正，进而实现
同步精确质量校正。表 2 列出了 6550 
Q-TOF 的方法参数。该仪器设置用于收
集空白样品（乙腈）、基质样品（华
法令的乙腈溶液）和肝细胞样品（用
华法令孵育 24 小时）的数据依赖型 
MS/MS 谱图。使用 Mass MetaSite 软
件（版本：3.2.0）进行数据处理，参
数如表 3 所示。

表 2. Agilent 6550 Q-TOF 方法参数

Agilent 6550 Q-TOF 采集参数

采集模式 自动 MS/MS

离子极性 正

气体温度 275 °C

干燥气流速 8 L/min

雾化器 25 psi

鞘气温度 325 °C

鞘气流速 10 L/min

喷嘴电压 500 V 

碎裂电压 150 V 

锥孔电压 65 V

碰撞能量 公式，电荷：1，斜率：3.6，偏移：-4.8

V Cap 3500

参比质量 121.0505 和 922.00979

MS 范围 100–1000 m/z，采集速度：6 幅谱图/s

MS/MS 范围 50–2000 m/z，采集速度：5 幅谱图/s

表 3. Mass MetaSite 参数

Mass-MetaSite 参数

计算模式 DD-MS/MS

质谱仪 Agilent 6550 Q-TOF

电离模式 [M+H]+

CYP 肝脏

代谢级别数量 2

基质键断裂极限 4

键断裂重组，偶数电子 允许

键断裂重组，奇数电子 允许

键断裂重组，N-氧化 允许

反应机理 微粒体反应集

相同峰的允许误差 (amu) 0.01

色谱图自动过滤阈值 0.97

MS 自动过滤阈值 0.97

MS/MS 自动过滤阈值 0.9

信号过滤 自动

扫描过滤 自动
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结果与讨论

Mass MetaSite 软件的代谢位点
和代谢物预测功能
使用 Mass MetaSite 软件的华法令结
构 mol 文件预测最可能的药物代谢位
点。选择肝酶代谢模型，软件预测的
代谢物列表如图 2 所示。这些是第 1 
阶段代谢物，主要包括羟基化代谢
物。在预测代谢位点上形成特定代谢
物的概率结果用条形图表示（图 3）。
一同预测的还有单同位素精确质 
量和 RRT（基于每个代谢物的相关亲
油性）。

LC/Q-TOF 分析
使用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus Phenyl 
Hexyl 色谱柱进行的液相色谱法，能够
很好地分离复杂孵育样品基质产生的
谱峰。图 4 为洗脱曲线的 Q-TOF 总离
子流色谱图 (TIC)。 

图 3. A) 以条形图表示所形成代谢物的概率结果。A 面板中的蓝条是最常见的代谢物。单击 A 面
板中的各条带，每种预测代谢物的详细信息将会显示在 B 面板中。C) 面板显示了与酸性流动相
条件下的基质作比对的相对保留时间以及各代谢物的精确质量数

A

C

B

图 4. 使用华法令孵育的大鼠肝细胞样品的 TIC 扫描结果。从上述 TIC 扫描图上谱峰的数量即可
看出样品的复杂程度

图 2. 预测的羟基华法令代谢物结构

6-OH 7-OH 8-OH 4-OH 9-OH



5

征片段，其他三种华法令羟基代谢物 
 （即 6-羟基华法令、7-羟基华法令和 8-
羟基华法令）在 m/z 179 处产生的特
征片段具有极其相似的碎片谱图，且
无法通过 MS/MS 谱图2,3 进行区分。 

基于碎片谱图的羟基华法令位置
异构体的结构鉴定
华法令的氧化代谢可生成五种主要的
羟基代谢物位置异构体1。4’-羟基华
法令和 10-羟基华法令具有 MS/MS 特

Mass MetaSite 软件的代谢物鉴
定功能

通常，使用 Mass-MetaSite 软件对 
Q-TOF 数据进行分析具体包含两步：

• 依据复杂的 TIC 色谱图中的色谱
峰鉴定药物和相关代谢物

• 指定每个待鉴定代谢物的化学
结构

指定化学结构的同时，该软件预测母
体药物及其代谢物的理论碎片，并将
此碎片的谱图与实际实验获得的 MS 
和 MS/MS 结果进行比对。本实验中，
Mass MetaSite 软件通过 Q-TOF 数据鉴
定出三种羟基华法令代谢物（图 5）。
绿色谱峰表示该代谢物来源于第 1 阶
段的代谢反应。所鉴定代谢物的质量
数与预测值相匹配。 

图 5. 华法令及其羟基代谢物（由肝细胞孵育而来）的洗脱曲线。标记为 M1+16、M2+16、
M3+16 的三种羟基代谢物和基质华法令的谱峰

图 6. 6-羟基华法令代谢物 (M+16) 指定的结构。自动碎片分析显示了用于结构解析的亚结构。A 和 B 分别显示了基
质（华法令）和 M+16 代谢物的碎片谱图和结构解析。所预测的 m/z 179 处的特征片段的结构理论上对应的代谢
物可能为 6-羟基华法令、7-羟基华法令或 8-羟基华法令
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结论
本研究介绍了一种鉴定生物样品中
药物代谢物的简便、稳定的方法。
Agilent 1290 Infinity LC 系统可实现优异
的色谱分离，Agilent 6550 Q-TOF 提供
了高分辨率精确质量 MS/MS 数据。
此外，Mass MetaSite 软件非常有助于
系统、可靠地鉴定代谢物结构。此实
验工作流程能够有效地鉴定出由华法
令和大鼠肝细胞孵育 24 小时获得的羟
基华法令代谢物的三种位置异构体。
对来自母体药物化合物的代谢物进行
结构研究，显著提高了代谢物鉴定的
可靠性并有助于药物设计和研发。 

通过 Mass MetaSite 软件处理肝细胞
孵育样品 Q-TOF MS/MS 数据，为羟基
华法令的位置异构体指定化学结构。
该软件根据独特的 MS/MS 碎片谱图
鉴定出其中的一个代谢物谱峰为 4-羟
基华法令。但其他两种代谢物谱峰
在 m/z 179 处特征片段的碎片谱图极
其相似。显然，其他两个代谢物谱峰
可能是 6-羟基华法令、7-羟基华法令
或 8-羟基华法令。作为示例，图 6 显
示了第三种羟基华法令 (M+16) 代谢
物谱峰（在 9.7 min 洗脱）的结构指定
结果。本示例中，Mass-MetaSite 软件
将此谱峰鉴定为 6-羟基华法令。使用 
MassHunter Qual 软件进一步观察质量
准确度值，如图 7 所示。

图 7. Agilent MassHunter 定性分析软件截图显示了羟基华法令代谢物 [(M+H)+，C19H17O5，m/z 325.1069] 的质量准确度值。安捷
伦 Q-TOF 的独特设计可提供高质量准确度值，这有助于确认元素组成，进而实现代谢物的可靠鉴定。图中突出显示了质量误
差值 (< 3.5 ppm) 较低的同位素
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