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摘要

本⽂介绍了使⽤基于离⼦淌度技术的⾼分辨率质谱法和强⼤的信息学⼯具来表征Fasiglifam的体内代谢转归，该

药物因可能导致肝损伤⽽中断临床试验。在整个时程内共检测到15种药物相关代谢物，平均m/z误差为-0.77 

ppm。在⼤多数情况下，⺟离⼦、⼦离⼦和碰撞截⾯数据能够定位⽣物转化位点。

优势

稳定的通⽤数据采集策略，能够实现快速分析■

简单且可定制的⼯作流程，可量⾝定制以满⾜⽤⼾需求■

通过⼯具加快可靠的代谢物鉴定■
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简介

代谢物鉴定及后续分析在药物发现和开发过程中⾄关重要。它为在研发早期选择先导候选药物的药代动⼒学优化、

⽀持安全性评估研究和确保临床试验的安全性提供了关键信息。⾯临着对于及时获得结果的迫切需求，以及对于结

果充分可信度和准确度的严苛要求，药物代谢科学家需要充分权衡以给出解决⽅案。在药物发现中，需要分析的新

型化合物实体的数量多，因此需要⼀种具有更⾼通量和相对通⽤的⽅法，以通过精简的流程分析多种化合物类别

，⽽⽆需为研究的每种化合物定制⽅法。在发现阶段，对分⼦的代谢转归知之甚少，因此必须通过所研究的化合物

的质谱特征以及相关化学型的可能代谢途径进⾏检测/鉴定。 

相⽐之下，在药物开发中，全⾯的代谢物检测/鉴定⽐通量更重要，因此需要采⽤⽀持强⼤的数据挖掘和结构表征

⼯具的专业系统。既往的体外研究或早期动物研究可能已经提供了有关于化合物代谢的知识。在这些情况下，我们

通过将靶向已知代谢物和表征新型代谢物相结合，全⾯表征分⼦转归以完善监管数据包。 

因此，需要⼀种⽤于药物代谢物检测、挖掘和鉴定的集成、⾃动化采集和处理系统。本⽂介绍了基于离⼦淌度技术

的⾼分离度液相⾊谱(LC-MS)与智能、数据驱动的结构分配⼯作流程的组合。 

将使⽤Waters SELECT SERIES Cyclic IMS的离⼦淌度MS与ACQUITY™ UPLC™提供的快速⾼分离度⾊谱联⽤，并

结合通过waters_connect中的UNIFI™所提供的代谢物鉴定应⽤解决⽅案，为发现和开发代谢物鉴定提供了⼀款强

⼤、灵活的平台。本研究证明了该解决⽅案在鉴定Fasiglifam (TAK875)（如图1所⽰）的体内代谢物⽅⾯的优势

，该药物是⼀种GPR40激动剂，因观察到肝酶升⾼⽽中断III期试验1。

图1.Fasiglifam (TAK875)的结构。 
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实验

样品描述

使⽤0.5%羧甲基纤维素⽔溶液制成的Fasiglifam混悬液，对雄性Sprague-Dawley⼤⿏经⼝给药50 mg/kg 

Fasiglifam。在临给药前从尾静脉采集⾎液，并在给药后的96⼩时内定期采⾎。将从⾎液样品中获得的⾎浆与⼄

腈以3:1（⼄腈:样品）的⽐例混合，进⾏蛋⽩质沉淀处理。涡旋混合后，将样品在13,000 RCF下离⼼10 min，然

后转移到⾃动进样器样品瓶中进⾏分析。将Fasiglifam的确证标准品溶于甲醇中，⽤50:50⼄腈:⽔稀释，使最终药

物浓度为100 ng/mL。利⽤该样品获得⺟体化合物的代表性保留时间、质谱(MS)、串联质谱(MS/MS)、碰撞截⾯(

CCS)和中性丢失结果。

⽅法条件

使⽤反相液相⾊谱与负离⼦电喷雾离⼦淌度质谱检测联⽤系统，对确证标准品和⼤⿏⾎浆提取样品进⾏分析。简

⽽⾔之，将样品的1 µL等分试样上样到2.1 × 100 mm ACQUITY™ HSS T3 1.8 µm C18⾊谱柱上，该⾊谱柱保持在

40 °C下，并使⽤在10 min内从40%增加到70%的0.1%甲酸⽔溶液:⼄腈的线性溶剂梯度进⾏洗脱，流速为500 µ

L/min。在负离⼦模式下，使⽤20~40 eV的碰撞能量梯度和单圈离⼦淌度池采集50~1200 m/z范围内的质谱数据

。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

检测条件： ESI- MS

样品瓶： 最⼤回收样品瓶

⾊谱柱： ACQUITY HSS T3 2.1 × 100, 1.8 µm

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C
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进样体积： 1 µL

流速： 500 µL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： 含0.1%甲酸的⼄腈

梯度： ⾊谱梯度条件如下表所⽰

梯度表

质谱条件

质谱系统： Waters SELECT SERIES Cyclic IMS

电离模式： 电喷雾负离⼦模式

采集范围： 60‒1200 m/z, HDMSE

⽑细管电压： 2 kV
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碰撞能量： 转移室梯度：20〜40 eV

锥孔电压： 30 V

数据管理

⾊谱软件： MassLynx™ 4.2

质谱软件： MassLynx 4.2

信息学软件： 搭载UNIFI 1.9.13的waters_connect 

2.0.0.9

结果与讨论

代谢物鉴定⼯作流程

药物代谢物鉴定的过程涉及数据采集⽅法的开发、数据采集、原始数据组分化、组分审查和最终报告。特别是对于

药物发现应⽤，优先选择通⽤策略以便提⾼通量，为此，采⽤HDMSE模式进⾏数据采集是理想选择，因为它以⼀

种简单的⽅法提供了⺟离⼦、⼦离⼦和CCS结果。为简化数据采集和分析过程，我们开发出⼀种简单的⼯作流程

，该⼯作流程将Waters SELECT SERIES Cyclic离⼦淌度质谱仪的分析物表征能⼒与waters_connect代谢物鉴定

应⽤解决⽅案的数据分析能⼒相结合。⼯作流程如图2所⽰，分为4个简单的步骤：1)创建分析⽅法，2)为⺟体化合

物和已知代谢物创建数据库条⽬，以及利⽤化学智能⼯具靶向查找未知代谢物，3)数据筛选和审查，4)数据可视化

和报告。
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图2.waters_connect代谢物鉴定⼯作流程。

已知代谢物数据库和可能代谢物的产⽣

药物代谢研究贯穿了药物发现和开发过程的各个阶段，从对化合物的代谢转归知之甚少的初始阶段开始，到当化

合物在体外和体内均得到⼴泛表征时较晚的临床开发阶段。waters_connect代谢物鉴定应⽤程序可通过构建数据

库条⽬来靶向已知代谢物（图3）。本⽂将已知代谢物以及⺟体药物的结构添加⾄数据库中，然后利⽤该数据库解

析LC-MS数据。如果可⽤，可以将先前确定的保留时间、⼦离⼦和CCS值添加⾄数据库中并纳⼊筛选⽅法中。例如

，在实验中观察到的Fasiglifam的⼦离⼦已添加⾄该⽅法中，且相应的中性丢失也已添加⾄该⽅法中。除这些已

知的药物代谢物以外，还可以结合使⽤⺟体化合物的结构以及常⻅的代谢功能化反应（包括1相和2相）来检查新

型代谢物的数据（图4）。⽤⼾可通过“Generate Transformations”（⽣成转化）复选框确定哪些⽬标代谢物

可以进⼀步功能化。⼀旦创建了适当的⽬标列表，即可处理采集到的LC-IM-MS原始数据以检测和鉴定药物相关物

质。  
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图3.⽤于数据靶向分析的已知代谢物数据库。

图4.使⽤化学智能⼯具⽣成可能的药物代谢物。

药物相关物质的鉴定

代谢物表征的巨⼤挑战之⼀是在复杂的内源性基质⼲扰物质存在下鉴定药物相关物质。使⽤⾃定义筛选器是⼀种

可帮助⽤⼾尽可能避免时间浪费的强⼤⽅法，将其应⽤于⼯作流程步骤时，筛选器可以只选择那些很可能具有重

要意义的化合物。这些化合物可能是普遍的（响应值⼤于指定⽔平，在不包括进样前沿和⾼浓度有机溶液冲洗期

的保留时间内），也可能针对特定的化合物（具有合理的解释，包含⻧素，与⺟体化合物具有相同的⼦离⼦或中
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性丢失，或在允许的质量数亏损区域内）（图5）。

图5.药物相关特性筛选器。

实例

为说明Waters SELECT SERIES Cyclic离⼦淌度质谱仪结合waters_connect代谢物鉴定应⽤软件的强⼤功能，利

⽤该平台对Sprague-Dawley⼤⿏经⼝给药50 mg/kg Fasiglifam后的⾎浆进⾏分析。利⽤反相UPLC-MS分析蛋⽩

质沉淀⾎浆，在负离⼦ESI模式下进⾏检测。⺟体化合物的质谱图如图6所⽰。在上⽅迹线中（图6(i)），可以看到

Fasiglifam的去质⼦化⺟离⼦m/z = 523.1809；在下⽅迹线中，可以看到诊断MS/MS碎⽚离⼦m/z = 479.1899、

403.1549、359.1650、319.1340、192.0427和148.0527（图6(ii)）。⼦离⼦旁边的蓝⾊图标表明软件已根据结构

的系统断裂为该⼦离⼦分配了合理的结构解释。
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图6.Fasiglifam的⺟离⼦（上⽅迹线）和⼦离⼦（下⽅迹线）谱图。

使⽤数据库条⽬、诊断碎⽚离⼦、常⻅中性丢失以及确定的代谢裂解、功能化和缀合反应进⾏组合靶向筛选，鉴

定出Fasiglifam的主要代谢物以及之前报道的代谢物。例如，Fasiglifam的葡糖苷酸代谢物在保留时间tR = 6.26 

min处洗脱，去质⼦化分⼦离⼦m/z = 699.2113，如图 7 所⽰，诊断碎⽚离⼦m/z = 523.1786，对应于葡糖苷酸部

分的中性丢失，以及作为⼦离⼦的葡糖苷酸本⾝。对这些样品进⾏完整分析，检测到之前报道的代谢物2,3以及⼏

种未曾报道的新代谢物，其中⽣物转化似乎会与⼆氢苯并呋喃部分进⾏取代相关。这些新代谢物的结构⽬前正在

进⼀步研究中。
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图7.Fasiglifam葡糖苷酸主要代谢物的⼦离⼦谱图。

代谢位点的定位

药物代谢物鉴定中富有挑战性但⾄关重要的任务之⼀是定位分⼦的代谢位点。这可能是⼀项耗时的任务，并且需要

由拥有结构分析和代谢转化经验的科学家来完成。waters_connect代谢物鉴定应⽤程序为该过程提供⽀持，该程

序使⽤系统键断裂和化学智能⼯具以提⽰药物代谢位点，并在某些情况下确认这些位点。例如，图8展⽰了该软件

如何帮助药物代谢科学家定位之前未报道的Fasiglifam的M-2H+O代谢物的代谢位点。该软件基于与⺟体药物的⼦

离⼦谱图相⽐的⼀致或改变的⼦离⼦数量，突出显⽰了潜在的代谢转化位点，绿⾊表⽰可能性⾼的代谢位点，橙⾊

表⽰可能性低的代谢位点。
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图8.代谢位点的定位。

汇总图和可视化

waters_connect代谢物鉴定应⽤程序有利于在分析完成后根据经过审查的数据⽣成图表和报告。其中最有⽤的就

是汇总图，如图9所⽰，显⽰了Fasiglifam及其主要代谢物的浓度在给药后随时间的变化。如图所⽰，Fasiglifam

和主要代谢物遵循相似的消除特征，在9 h时观察到最⼤浓度，并且代谢物浓度在接下来的96 h逐渐降低。但是

，显⽽易⻅，即使在96 h后，⺟体药物和代谢物仍未从体循环中完全消除。  
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图9.药物和代谢物浓度随采样时间变化的汇总图。

图9.⺟体药物和观察到的各代谢物的log(响应)-给药后时间(h)曲线的汇总图。报告waters_connect具有强⼤且灵

活的报告功能，可根据客⼾需求完全定制输出。例如，图10显⽰了给药后9 h在样品中观察到的代谢物汇总表，这

些代谢物⾃动按照保留时间呈升序排列。
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图10.⾃动⽣成报告对象，记录在9 h样品中发现的代谢物。

结论

将这种数据丰富、通⽤且稳定的数据采集⽅法与强⼤的分析⼯具相结合，可以将⾼度复杂的数据集简化为⼀组易

处理的结果，从⽽使得药物代谢科学家可以在相对较短的时间内对其进⾏审查。可以将已知代谢物纳⼊分析⽅法

中，并可利⽤使⽤强⼤的筛选器（基于组分的类药特性对其进⾏排序）促进系统搜索其他可能的代谢物。基于离

⼦淌度技术的质谱⽆需创建复杂的数据依赖型采集⽅案即可⽣成清晰的⼦离⼦谱图，并进⼀步提供了针对特定化

合物的CCS值，这些CCS值可⽤于区分同量异位代谢物和在不同⾊谱⽅法中追踪代谢物。 
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