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摘要!高效液相色谱
?

高分辨质谱!

LYO3?L_89

#联用技术具有高灵敏度$快速和高质量准确度的特点"

是药物代谢产物分析的有力手段%通过使用
LYO3?L_89

产生高分辨质谱数据!高分辨质量数$多级

质谱数据$同位素分布#"结合多重采集后数据处理技术"可用于药物代谢产物的快速发现和结构鉴定%

本工作综述了近年来基于
LYO3?L_89

技术应用最为广泛的几种数据挖掘策略及应用"如"提取离子

色谱$质量亏损过滤$同位素过滤$本底扣除$产物离子过滤$质谱树状图过滤$

9NDVL

和
89

@ 以及这

些技术的联用等%通过合理地使用其中一种或几种策略对
LYO3?L_89

产生的数据进行处理"可以有

效地进行药物代谢产物的发现和鉴定%

关键词!高效液相色谱
?

高分辨质谱!
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高效液相色谱!

LYO3

#和超高效液相色谱

!

MYO3

#因其载样量大$适用性好$分离度高等

优点"已成为分析药物代谢产物的有效手段*

+?!

+

"

它们一般采用质谱作为检测器*

+

"

#

+

%与其它检测

技术相比"质谱能够提供更高的选择性$灵敏度

以及更丰富的结构信息*

C

+

%特别是与高分辨质

谱!

L_89

#杂化的多功能质谱仪*

B

+

"通过高分

辨质谱获得的准确质量数"结合杂化的多功能

质谱获得的多级质谱数据"可高灵敏度$高选择

性地对体内复杂基质中代谢产物进行快速检测

和结构鉴定*

)

"

,

+

"如飞行时间质谱!

VAX 89

#$

傅里叶变换离子回旋共振质谱!

XVP3_ 89

#和

静电场轨道阱质谱!

A/J5</1

:

89

#等%本工作

将重点介绍基于高效液相色谱
?

高分辨质谱联

用技术!

LYO3?L_89

#的代谢产物检测和鉴

定的策略及应用%

@

!

代谢物检测和鉴定策略

@A@

!

提取离子色谱

提取离子色谱!

6I</1;<6H?5%0;4/%=1<%

U
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>

"

@P3

#是对预期代谢产物高分辨的
*

)

>

值进行提取处理"能够简单高效地检测代谢产

物"借助数据库预测可能存在的代谢产物"建立

预期代谢产物高分辨
*

)

>

值目录"以大大提高

@P3

的处理效率%然而"由于此类数据库是基

于每个检测化合物的结构独特性"需要集成软

件以满足高通量分析*

"

+

%因此"

@P3

技术的最

大限制是对非常规或由多重代谢转化反应形成

的代谢产物的检测不全面%

_.10

等*

"

+采用全扫描
89

数据集的高分

辨
@P3

分析"在大鼠肝
9E

孵育液中检测到
++

个茚地那韦代谢产物"高分辨质谱的高质量准

确度极大地提高了
@P3

处理的选择性%

X1&;R

等*

E

+利用
O3?L_89

)

89

/结合
@P3

技术从大鼠的尿液中共检测到
,

种艾芬地尔及

其代谢物"其中包含
)

种
%

相代谢物"

C

种
&

相

代谢物"并发现主要的体内代谢物为葡萄糖醛

酸结合物%

Y%7;406/

等*

+*

+运用
O3?L_89

结

合
@P3

技术从人的乳腺癌细胞中同时定量检

测了
+*

种非共轭激素前体$雄激素$雌激素及

其各自的缀合代谢物%

@AF

!

质量亏损过滤技术

以母体药物和核心亚结构作为过滤模板的

质量亏损过滤!

=177H626;<25&<6/

"

8]X

#技

术*

"

+是快速检测复杂生物基质中药物代谢产物

的方法*

++

+

%

,质量亏损-指一个元素!或者化合物#的精

确质量数和它最接近的整数值之间的差异%由

于代谢产物的质量亏损通常位于较窄的范围

内"根据母体药物和被选择的核心亚结构的质

量亏损"可以估算这些代谢产物的质量亏损所

处的区间%预先设定过滤标准"采用质量亏损

过滤"从干扰离子中过滤出代谢产物离子"将所

有处于期望范围之外的离子排除"从而挖掘出

可能的代谢产物*

"

"

+)

+

%因此"运用
8]X

方法

检测代谢产物"依赖代谢产物与过滤模板间的

质量亏损相似性"不需要考虑不同代谢产物的

裂解类型*

+!

+

%

8]X

技术可有效地去除所有的

干扰离子"得到,干净-的色谱图"简化质谱解

析"已广泛用于检测常规和非常规代谢产物"包

括分子质量比母体药物小很多的代 谢产

物*

++

"

+!

+

%近年来"由于
8]X

技术在代谢产物

分析中的优势"其发展愈发迅猛"越来越多地应

用于药物代谢分析研究中*

+#?+,

+

%

_.10

等*

"

+采用
8]X

技术使用药物过滤

模板的方法检测到茚地那韦在鼠肝
9E

孵育液

中的
E

种常规代谢产物!

8C

$

8+!

#"此外"还

检测到
+

个未被报道过的代谢产物
8+#

"

8+#

的全扫描
89

谱在
*

)

>C)+̂!+!#

处显示含有

+

个质子化分子"比
8)

少
)

个质子%根据二

者的
89

)

89

谱可知"

8+#

的碎片离子与
8)

相似"说明这两个代谢产物具有相同的骨架结

构"

8+#

缺少的
)

个质子发生在氨基吲哚部

分%基于以上结果"提出
8+#

的形成是经历了

!?

甲基吡啶基团丢失和氨基吲哚被氧化成氨基

茚酮
)

个代谢转化反应%除常规代谢产物外"

++#

第
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利用母体药物和核心结构过滤模板的方法还发

现了非常规代谢物"检测到了分别经
@?

脱烷基

和单羟基化反应得到的
8!

和
8#

%

K4.

等*

+!

+采用色谱
?

高分辨质谱联用技术

结合
8]X

方法筛选和鉴定活性代谢产物%通

过采用
LYO3

联合
A/J5</1

:

或
XVP3_

质谱技术

分析人肝微粒体!

LO8

#中的扑热息痛$双氯芬

酸$卡马西平$氯氮平$

B

?

甲酚$

#?

乙苯酚和
!?

甲

基吲哚的
[9L?

轭和的活性代谢产物%

N10

U

等*

+"

+采用
MYO3?89

)

89

结合
8]X

技术从大鼠血浆$尿液等体液和排泄物中共发

现了
E,

种小檗碱代谢物%

@AG

!

同位素过滤技术

同位素过滤!

57%<%

:

6

:

1<<6/025&<6/

"

PYX

#

技术用于筛查具有不同的同位素模型的代谢产

物"包括天然同位素和放射标记同位素"其主要

用于研究含
3&

d和
Z/

d的化合物%

K4.

等*

+E

+建立了一种基于精确质量数的

平均同位素过滤!

D89D?PYX

#技术"该技术相

比于传统的
PYX

改进了
!

个功能(

+

#在
PYX

之

前进行谱图平均"以减小离子强度的变异&

)

#

PYX

过程严格基于精确质量数&

!

#过滤标准

中包含!

8e)h8

#和!

8e+h8

#同位素丰度

比"提高了该方法的特异性%作者利用
D89D?

PYX

方法有效地鉴定了大鼠血浆$尿液$胆汁和

粪便样品中的氯雷他定及其
!E

种代谢物"比

@P3

技术多检测到
+B

种代谢物"说明该方法能

够发现低强度的代谢物%

@AI

!

本底扣除技术

本底扣除!

J1;R

U

/%.0H7.J</1;<5%0

"

Z9

#

技术是根据新的算法"从给药后生物样本的高

分辨数据中扣除空白样本内源性本底干扰信

号"选择性地检测代谢产物%此方法需要很好

地从药物相关离子中区分背景和基质相关离

子"根据它们的准确质量"从分析物样本中完全

扣除所有干扰离子%该方法能够快速地检测体

内外代谢产物"不需要假设它们的分子质量$裂

解类型和质量亏损%

81

等*

++

+将
Z9

方法成功地应用于
LO8

孵育中的
#

个测试药物!氯氮平"双氯芬酸"丙

米嗪和他克林#与谷胱甘肽结合物的快速检测"

结果示于图
+

%图
+1

显示了
B

个不同的
[9L

缀合物色谱峰!

P8+

$

P8B

#"但在未处理的原

始色谱图中"难以发现这些代谢物%背景扣除

后的谱图相对简单"能够较容易地发现
[9L

加合物的分子离子%扣除背景后"

P8+

的双电

注(

1'

经彻底背景扣除后"丙咪嗪与
LO8

和
[9L

孵育的色谱图&

J'

丙咪嗪与
LO8

和
[9L

孵育的原始色谱图&

;'

扣除背景后"

P8+

的双电荷准分子离子质谱图&

H'

未处理的
P8+

的双电荷准分子离子质谱图

图
@

!

丙米嗪谷胱甘肽结合物的色谱及质谱图"

@@

#
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<

C@
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荷准分子离子
*

)

>!+*̂B#+*

非常清晰"几乎没

有干扰离子"而在未经处理的质谱图中"该离子

受到许多内源性物质离子的干扰%这说明该方

法适合检测在电喷雾离子化中形成双电荷离子

的
[9L

结合物%

@AJ

!

产物离子过滤和中性丢失过滤技术

产物离子过滤!

:

/%H.;<5%025&<6/

"

YPX

#和

中性丢失过滤!

06.</1&&%7725&<6/

"

(OX

#是依

赖代谢产物
89

)

89

谱的有效性"以及代谢产

物与母体药物或已知代谢产物裂解规律相似性

的技术%根据预期的代谢产物碎片离子或裂解

规律"从复杂样本中检测代谢产物"使用多个

产物离子或者中性丢失进行数据挖掘"能够检

测某些
@P3

或
8]X

无法检测到的代谢产

物*

"

+

%

YPX

和
(OX

技术可用于同时搜索已预

测和未预测的代谢物"无需额外的样品注射"特

别适用于缀合的代谢物筛选*

)*

+

%

K4%.

等*

)*

+利用
(OX

和
YPX

技术成功地

鉴定了人尿液中三环抗抑郁药阿米替林的
)"

种代谢物%

@AK

!

质谱树状图过滤技术

本课题组运用高效液相色谱
?

高分辨质谱)

多级质谱技术!

LYO3?L_89

)

89

/

#和质谱树

状图相似度过滤!

8V9X

#技术*

)+

+

"建立了一种

药物体内成分及其代谢产物发现和鉴定的新方

法%通过全扫描模式获得化合物的一级高分辨

质谱图作为质谱树状图的树干"数据依赖扫描

模式获得化合物的多级质谱图作为树枝"构建

被检测化合物的质谱树状图"并将已知结构的

化合物质谱树状图作为模板导入自建的质谱树

状图数据库%将被检测样品的质谱树状图与自

建的质谱树状图库进行相似度比较"根据相似

度结果发现潜在代谢产物%相似度匹配得分的

阈值高于
)**

时"可以过滤掉约
"*f

的干扰"

获得一定可信度的体内成分和代谢产物信息%

将该方法运用在淫羊藿药材提取物给药后的大

鼠生物样品中"共发现和鉴定了
++C

个代谢产

物"并推测了淫羊藿黄酮的代谢途径%与广泛

使用的
(OX

$

YPX

和
8]X

技术相比"

8V9X

技

术在发现代谢产物方面优于
(OX

和
YPX

技

术"与
8]X

技术互补%

8V9X

技术还可用于

代谢产物的结构鉴定"特别适用于结构多样$代

谢广泛的中药体内代谢产物的研究*

))

+

%

@AN

!

6[*WZ

和
56

3 技术

每个窗口所有碎片离子的顺序采集!

96?

T

.60<51&N50H%G6HD;

T

.575<5%0%21&&V46%/6<5;1&

2/1

U

=60<5%07

"

9NDVL

#和
89

@ 是新型的多级

质谱扫描技术"将扫描范围分为几十个
]1

为间

隔的一系列区间"通过高速扫描可以获得扫描范

围内所有分子离子的全部碎片信息和结构信息"

对于代谢物的发现和鉴定具有高分辨$高扫描速

率和高灵敏度的特点"适用于结构多样$含量较

少的代谢物的定性与定量研究%

9.0

等*

)!

+利用

89

@ 结合
MYO3?c?VAX89

技术从中药复方开

心散中快速鉴定了
+*,

种化合物%

9;465HG65&6/

等*

)#

+采用
O3

)

89

结合
9NDVL

技术成功地鉴定了人的尿液中
#,

种合成大麻

素代谢物%

F

!

不同技术的联用

对使用
LYO3?L_89

技术获得的高分辨

质谱数据"采用
@P3

$

8]X

$

YPX

$

(OX

和
8V9X

等数据处理技术"可用于复杂基质中代谢产物

的快速发现和结构鉴定*

)C?)"

+

"这些技术的特点

示于图
)

%不同技术之间具有互补性"可以全

面地发现常规和非常规的代谢产物"并进行高

效地结构鉴定%

5̀0

U

等*

+B

+利用
L_89

结合
8]X

和
Z9

两种数据处理技术"从人的血浆及尿液中筛选

和鉴定了甲硝唑$泮托拉唑和克拉霉素药物结

合物的相关代谢产物%首先利用非靶向
Z9

进

行数据处理"再利用靶向改进的
8]X

对甲硝

唑$泮托拉唑和克拉霉素的代谢物进行了更有

效地鉴别"最后根据全扫描
89

谱对
8]X

处

理色谱图中存在的单个峰进行快速确认"共发

现
##

种药物相关代谢物%

Z9

可滤掉大多数背

景信号"根据处理结果获得适当的代谢物
8]X

模板"将其与已有的
8]X

模板同时应用于代

谢物的鉴别%

O5.

等*

)E

+开发了多重质量亏损过滤器

!

88]X

#与依赖于动态背景扣除!

]Z9

#的在线

数据采集技术相结合的方法"以追踪五味子甲

素的所有可能代谢物"共发现了
C+

种五味子甲

素的代谢物"包括
#E

种
%

相代谢物和
)

种
&

相

代谢物%

88]X

和
]Z9

方法可以触发由背景

噪声和内源性成分掩盖的低水平代谢物的信息
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图
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!

药物代谢产物发现和鉴定方法
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!
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,("$"&()$D$',)$#(#D"1:
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7&),=#0$)&-

依赖型数据获取!

502%/=1<5%0H6

:

60H60<1;

T

.5?

75<5%0

"

P]D

#%采用
8]X

$

YPX

和
(OX

等数据

处理方法的联合应用来鉴定五味子甲素的代谢

物"根据准确分子质量$母体药物的质谱碎裂规

律和药物代谢转化合理途径来确定代谢物的

结构%

].

等*

!*

+使用高分辨质谱分析大鼠胆汁中

噻氯匹定缀合物"应用各种数据采集和处理工

具进行鉴定%使用
@P3

$

8]X

和
PYX

进行数据

处理(使用
@P3

和
PYX

技术检测到的假阳性代

谢物很少"但不能发现非预期和失去氯原子的

噻氯匹定缀合物&使用
8]X

技术能够检测到

几乎所有噻氯匹定缀合物"但是存在许多假阳

性代谢物%因此"联合应用这三种方法"可达到

优势互补"更加全面有效地发现代谢物%

O5.

等*

!+

+建立了一种
O3?cVAX89

的分

析方法"从人的血浆$尿液和粪便中查找抗肿瘤

新药埃克替尼的代谢物%为了高效准确地发现

并鉴定代谢物"使用
8]X

法查找代谢物"并利

用核磁共振技术!

(8_

#对发现的可能代谢物

进行结构鉴定"共鉴定到人体内
)E

种埃克替尼

代谢物%

G

!

结语

LYO3?L_89

技术由于其高灵敏度$高准

确度和高分离能力"成为药物代谢产物分析的

有力技术手段&通过结合各种数据处理方法"可

用于代谢物的表征"以及未知微量代谢产物的

检测和结构鉴定%但是"仅依靠
LYO3?L_89

技术不能确定所有代谢物的结构"需要更多新

的技术和研究方法来应对这一挑战%比如"

O3?L_89

具有较高的灵敏度"

(8_

具有较

强的结构鉴定能力"二者联用能够更加全面准

确地鉴定复杂基质中的代谢物*
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