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摘要

串联四极杆质谱仪的功能⾮常强⼤且灵活。它们是⾼灵敏度定量分析的⾸选仪器，检测限可轻松达到pg/mL⽔平

，因此被⼴泛⽤于⽀持DMPK研究，例如⾸次⼈体(first time in human, FTIH)研究。串联四极杆仪器的配置与现

代快速数据采集技术相结合，有利于多种其他数据采集模式的应⽤，例如中性丢失、⺟离⼦扫描、⼦离⼦扫描和

极性切换，使DMPK科学家能够轻松快速地解析样品，辅助药物发现或监管机构的提交流程。 

优势

Waters Xevo TQ-XS串联四极杆质谱仪是⼀款功能强⼤、灵活性⾼的仪器，具有多种采集模
式。⽀持DMPK科学家使⽤各种采集模式（例如全扫描、⺟离⼦扫描和恒定中性丢失）快速
开发⾼灵敏度的定量和代谢物筛查⽅法。

简介

串联四极杆质谱仪由于其选择性、特异性和灵敏度⽽成为定量LC-MS/MS分析的主⼒⼯具，⾮常适⽤于分析复杂混

合物（例如⽣物体液、废⽔、制剂和⻝品等）中的痕量⽬标分析物1。 在制药⾏业中，串联四极杆仪器被⽤于测定

⽣产过程中原料药和药品中痕量⽔平的杂质。它们还⼴泛⽤于定量⽣物体液中的药物及其代谢物，⽀持药物发现

、临床前开发和临床开发研究2,3。 多重反应监测模式(MRM)具有出众的灵敏度，⽬标分析物的常规测量可达到

pg/mL甚⾄fg/mL的⽔平，动态范围较宽，可达4~5个数量级4。现代串联四极杆仪器的数据采集速度快，⾮常适
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合与⾼分辨率⾊谱⽅法联⽤，例如⽑细管GC或UHPLC，这些⽅法可获得1~2秒的峰宽。由于具有这些特性，串联

四极杆质谱仪与液相⾊谱联⽤并使⽤多重反应监测模式(MRM)，已成为⽀持药物发现和开发DMPK研究的⾸选技术

。

除了定量分析⽣物体液（例如尿液、⾎浆、⾎清、组织、胆汁、脑脊液(CSF)等）中的药物及其代谢物以外，还需

要解析这些样品，确定药物相关代谢物的存在；⽬的是为确保毒理学分析的全⾯性，检测新代谢物，并监测⽣物

转化，这些⽣物转化可作为药物相关毒性的指标（例如⾕胱⽢肽）5,6。 串联四极杆质谱仪的独特配置和离⼦光学

元件有利于进⾏多种不同的采集模式，例如中性丢失、⺟离⼦扫描、⼦离⼦扫描和极性切换，以及结合两种或多

种上述采集模式进⾏的其他数据依赖型采集。尽管根据ACS指南，这些名义质量数采集模式不能⽤于确定性结构报

告，但它们是有价值的附加数据采集模式，除了能够⾼灵敏度定量之外，还增加了串联四极杆质谱仪器的多功能

性，例如⽅法开发、故障诊断和筛查。

这些采集模式可通过特征碎⽚离⼦来监测药物相关物质、筛查药物代谢物类别（例如硫酸盐和葡糖苷酸），以及

通过特征碎⽚离⼦筛查药物相关杂质。这些采集模式还可以通过数据依赖型采集(DDA)，使⽤⼦离⼦扫描触发

MS/MS采集（切换或不切换极性），确认有毒⽣物转化（例如⾕胱⽢肽）的存在。本⽂将介绍这些不同采集模式

在药物代谢研究中的应⽤，并着重介绍Waters™串联四极杆仪器的操作简便性和多功能性。

实验

样品描述

美沙吡啉及其代谢物获⾃连续5天重复静脉注射(IV)给药的雄性wistar⼤⿏尿样。静脉注射美沙吡啉(150 mg/Kg)。

在样本采集过程中，动物单独饲养在专⽤的代谢物收集碗中。分析前，在冰上收集尿样并在-20°C下冷冻储存。将

50 μL尿液与200 μL冰冷的⼄腈混合以制备样品，样品经涡旋混合，然后在-20 ℃下储存1⼩时。随后将所得样品

在9,000 g下离⼼5分钟，将上清液转移⾄全回收样品瓶中，进⾏LC/MS/MS分析。D2、D4和D6给药后24⼩时通过

腔静脉采集末次⾎液，收集到Minivette POCT HeLi涂层⽑细管中。涡旋混合后，加⼊200 μL⼄腈:甲醇(90:10)沉

淀蛋⽩质，制备⼤⿏⾎浆样品(50 μL)，然后在25000 g下离⼼5分钟。取1 μL萃取物进样到⾊谱系统中，进⾏

UPLC-MS/MS分析。

研究中使⽤的⼤⿏饲养于Evotec法国SAS动物机构。该机构已获得法国农业部以及国际实验动物护理评估与认证

协会(AAALAC)的认证。本研究符合相应项⽬APAFIS #32640‒2021101419119467 v5的要求。该项⽬经Evotec法

国伦理委员会（下⽂简称为CEPAL: CE 029）的审查，并获得了法国教育、⾼等研究和研究部⻔的授权。
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⽅法条件

将2 μL等分尿样进样到2.1 × 100 mm CORTECS™ C8 2.7 µm⾊谱柱中进⾏筛查。⾊谱柱柱温保持在40 °C，使⽤

0.1%甲酸⽔溶液作为流动相溶剂A，含0.1%甲酸的95:5 (v/v)⼄腈:⽔溶液作为流动相B，在10分钟内以线性反相梯

度，在600 μL/min的流速下洗脱（表1）。通过正离⼦ESi质谱监测⾊谱柱洗脱液，运⾏模式包括：i) 全扫描、ii) 

中性丢失、iii) ⺟离⼦扫描，或iv) ⼦离⼦扫描模式。将2 μL等分样品进样⾄2.1 × 50 mm CORTECS C8 2.7 µm⾊

谱柱中，对⾎浆样品进⾏分析。⾊谱柱柱温保持在40 °C，使⽤0.1%甲酸⽔溶液作为流动相溶剂A，含0.1%甲酸的

95:5 (v/v)⼄腈:⽔溶液作为流动相B在2.5分钟内以线性反相梯度，在600 μL/min的流速下洗脱（表2）。⾊谱柱洗

脱液采⽤正离⼦ESi质谱在MRM模式下进⾏监测，通道m/z = 262~119，锥孔电压为30 V，碰撞能量为25 eV。

梯度表1（尿液分析）

梯度表2（⾎浆分析）
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梯度表2（尿液分析）

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ I Class UPLC™

检测： Xevo™ TQ-XS

样品瓶： 沃特世全回收样品瓶（P/N：186004631）

⾊谱柱： CORTECS Premier T3⾊谱柱, 2.7 µm, 2.1 × 50 

mm（P/N：186010472），或CORTECS Premier 

T3⾊谱柱, 2.7 µm, 2.1 × 100 

mm（P/N：186010473）

柱温： 40 °C

样品温度： 8 °C

进样体积： 2 µL（尿液），1 µL（⾎浆）

流速： 600 µL/min

流动相A： 0.1 %(v/v)甲酸⽔溶液
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流动相B： 含0.1%甲酸(v/v)的95%⼄腈:5%⽔溶液

梯度： 参⻅梯度表

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-XS

电离模式： 正离⼦

采集范围： ESi

⽑细管电压： 2.0 Kv

碰撞能量： 30 eV

锥孔电压： 30 V

采集： MRM、全扫描、⼦离⼦扫描、恒定中性丢失、⺟离

⼦扫描

数据管理

⾊谱软件： MassLynx™ v4.2

质谱软件： MassLynxv4.2

信息学软件： MassLynx v4.2

*注 5.指定每种软件的版本
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结果与讨论

Waters Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪的离⼦路径⼏何结构⽀持多种质谱仪采集模式，包括全扫描MS(MS)、

SIR（选择离⼦监测）/MRM（多重反应监测）、中性丢失、⼦离⼦扫描、⺟离⼦扫描以及这些采集模式的组合

（参⻅表3）。本研究使⽤⼤⿏尿样中的抗组胺药和抗胆碱药物美沙吡啉（图1）及其代谢物来说明使⽤这些不同

采集模式获得的LC-MS结果7。

图1.美沙吡啉。
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表3

全扫描MS可能是最简单的MS数据采集形式。在这种采集模式下，所有可电离的样品均在预设的质量范围内通过质

谱仪，并在质谱仪检测器上显⽰信号，如图2所⽰。m/z值通过扫描其中⼀个四极杆来确定（在预设的范围内，例

如，m/z 50~800），确保在任何时间点都只有特定m/z的离⼦到达检测器。每种分析物的响应⼤⼩取决于分析物

的浓度、接受电荷的能⼒、电离效率、溶剂pH值、缓冲液浓度、有机溶剂组成等等。在这种分析模式下，可以同

时检测化学物质的⺟离⼦和⼦离⼦。该采集模式可在同⼀分析中进⾏-ve和+ve离⼦模式的检测。图3所⽰的数据展

⽰了通过分析浓度为100 ng/mL的美沙吡啉确证标准品获得的LC-MS正离⼦⾊谱图和质谱图，标准品在tR = 2.45 

min处洗脱。从图中可以看出，基峰的质量数为m/z = 262.23，并且在m/z = 217.14、166.24和96.88处还存在美

沙吡啉碎⽚离⼦。这些离⼦可能是电离过程中源内碎裂所致。
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图2.全扫描采集模式。

图3.浓度为100 ng/mL的美沙吡啉确证标准品的LC-MS⾊谱图和全扫描MS分析。

全扫描MS/MS
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在第⼀个分离四极杆中预选特定离⼦或m/z值后，还可以采集全扫描MS/MS（⼦离⼦扫描）数据，然后特定离⼦

被引导⾄碰撞室。离⼦在电势作⽤下加速，然后与中性⽓体（例如氩⽓）碰撞（图4），产⽣结构碎⽚。由此产⽣

的碎⽚离⼦随后被最终的分离四极杆扫描，并由质谱检测器产⽣信号。图5展⽰了以m/z = 262.23作为MS1中选择

的质量数，在tR = 2.45 min处洗脱的美沙吡啉峰的碎⽚离⼦谱图⽰例。从图中可以看出，m/z = 262.23离⼦产⽣

的主要⼦离⼦为m/z = 217.09、133.07、121.08和119。这种数据采集模式可⽤于提供特定的碎⽚离⼦数据，通过

与确证标准品⽐较来确认特定化合物的鉴定结果。

图4.⼦离⼦扫描模式。
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图5.美沙吡啉确证标准品的⼦离⼦MS/MS分析，m/z = 262.23，浓度为100 

ng/mL，在保留时间tR = 2.45 min处洗脱。

SIR和MRM

串联（或称为三重）四极杆质谱仪主要⽤于在SIR或MRM模式下进⾏定量分析，它们具有出⾊的选择性和特异性

，因此具有极⾼的灵敏度。在这些分析模式下，只有单个或所选的少数⼏种离⼦通过质谱仪并到达检测器进⾏分

析。在选择离⼦监测(SIR)模式下，所有离⼦都可以通过第⼀个分离四极杆和碰撞室，随后在最终分离的四极杆中

选择单个离⼦或少量完整（即未碎裂）的离⼦，到达检测器进⾏测定，如图6A所⽰。在MRM模式下，第⼀个分离

四极杆选择单个离⼦，然后该离⼦被引导⾄碰撞室进⾏碎裂，然后在最终的四极杆中选择特定⼦离⼦，到达检测

器中进⾏测定，如图6B所⽰。 正离⼦和负离⼦的MRM或SIR数据采集可在同⼀采集中进⾏。监测⺟离⼦到碎⽚离

⼦反应具有特异性，因此多重反应监测(MRM)分析是环境科学和药物代谢研究中最常⽤的分析模式，这类研究需

要测量⻝品或⽣物体液等复杂混合物中极低浓度的⽬标分析物。图7展⽰了使⽤快速RPLC梯度测定⼤⿏⾎浆中的

美沙吡啉（浓度1 ng/mL）的MRM分析⽰例。从这些数据中我们可以看出，该⽅法能够轻松检出1 ng/mL的样品
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，⽽空⽩⾎浆样品在相同的保留时间(tR = 1.69 min)处没有显⽰药物存在。

图6.单离⼦扫描(SIR) (A)和多重反应监测(MRM) (B)。

图7.使⽤UHPLC-MS/MS MRM监测(262~119)在正离⼦模式下分析蛋⽩沉淀⼤⿏⾎浆中的美沙吡啉（浓度1 ng/mL

）与空⽩提取的⼤⿏⾎浆。
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⺟离⼦扫描

⺟离⼦扫描能够鉴定样品中产⽣共有（和预定义）碎⽚离⼦的所有特定⺟离⼦的质量数。⺟离⼦扫描结合了扫描

、碎裂和选择离⼦监测。在这种分析模式下，第⼀个分离四极杆被设置为扫描特定的质量范围。离开Q1的离⼦被

引导⾄碰撞室，在碰撞室中通过单⼀碰撞能量或碰撞能量梯度进⾏碎裂。离开碰撞室的碎⽚离⼦随后被最终分离

四极杆(Q3)过滤，Q3以静态模式运⾏，只允许具有特定（和预定义）质荷⽐的离⼦通过，如图8所⽰。仅具有特定

离⼦m/z值碎⽚离⼦的分析物会被检测到。研究⼈员能够通过所得结果直观地看到哪些⺟离⼦产⽣了Q3中选择的

特征碎⽚离⼦。 

图8.⺟离⼦扫描采集模式。

⺟离⼦扫描在药物代谢研究中被⽤于鉴定复杂基质（例如胆汁、尿液、⾎浆和粪便）中药物相关的⽣物转化作⽤

。图9所⽰数据为⼝服美沙吡啉150 mg/Kg的⼤⿏给药后24⼩时的尿液分析结果。样品采⽤正离⼦模式，对碎⽚离

⼦m/z=96.88进⾏⺟离⼦扫描分析。所得⾊谱图（图9左图）展⽰了检测到的所有⺟离⼦峰，它们产⽣的⼦离⼦

m/z=96.88。在图9右图中，从保留时间tR = 3.04 min处洗脱的峰提取MS2谱图。该分析物的基峰m/z = 

294.25，源内碎⽚离⼦m/z=233.22。这是美沙吡啉的常⻅碎⽚离⼦，确定的⺟离⼦m/z 294.25，与⺟体药物的质

量数发⽣了+32 Da的质量数漂移，表明该峰与药物相关，可能是美沙吡啉的⼆羟基代谢物。图3所⽰的MS谱图以

及以往发表的对美沙吡啉代谢归趋的研究结果表明，该代谢物很可能是美沙吡啉的⼆羟基代谢物。m/z = 233.22的

离⼦提⽰羟基化位于吡啶-硫醇环碎⽚上，另⼀个羟基化位置在叔胺基上8。
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图9.使⽤⺟离⼦扫描(m/z = 97.88)对⼤⿏尿液（给药后24⼩时）进⾏正离⼦LC-MS/MS

分析，其中美沙吡啉的⼝服给药剂量为150 mg/Kg。右侧的提取离⼦流⾊谱图展⽰了tR

=3.04 min处洗脱峰的MS谱图。

恒定中性丢失

恒定中性丢失采集模式利⽤第⼀个分离四极杆和最终分离四极杆同时扫描的⽅法，离⼦在碰撞室中以预设能量或

碰撞能量梯度碎裂。两个四极杆Q1和Q3设置为在扫描过程中保持固定的质量差，如图10所⽰。这种采集模式可⽤

来筛查具有共同结构特征（如硫酸盐或磷酸基团）的分析物。
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图10.恒定中性丢失采集模式。

代谢研究⼈员⼴泛采⽤恒定中性丢失采集模式来筛查药物偶联物（例如硫酸盐、葡糖苷酸）和具有潜在毒性的代

谢物（例如⾕胱⽢肽）。葡糖醛酸化和硫酸化是哺乳动物药物代谢中两种最常⻅的偶联途径，在正离⼦模式的MS

中，176.12 Da的中性丢失是丢失葡糖醛酸部分的特征。图11展⽰了使⽤恒定中性丢失176.12 Da的数据分析⼤⿏

⼝服美沙吡啉后(150 mg/Kg, D6)的尿液所得的正离⼦ESi LC-MS/MS⾊谱图。从该数据中可以看出，使⽤中性丢

失176.12 Da时检测到多个峰，其中⼤多数是内源性代谢物的葡糖苷酸偶联物。
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图11.⼤⿏重复⼝服给药美沙吡啉(150 mg/Kg, D6)24 h后，通过恒定中性丢失176.12 Da分析获得的正离⼦LC-MS-

MS⾊谱图。

先前有⽂章报道，O-葡糖醛酸化是消除美沙吡啉的⼀个主要途径，m/z信号= 454.20。图12A的提取离⼦流⾊谱图

显⽰了存在3个⾊谱峰，其⺟离⼦质量数m/z = 454.20，中性丢失为176.12 Da。图12B展⽰了由tR = 1.91 min处

洗脱峰获得的谱图，数据显⽰存在m/z = 454.2处的峰，以及m/z = 409.20、313.20、310.20和245.20处的峰。
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图12.⼤⿏⼝服给药美沙吡啉(150 mg/Kg, D6)后24⼩时，使⽤中性丢失176.12 Da，通过正离⼦ESI LC-MS/MS分

析得到的尿液提取离⼦流⾊谱图，m/z = 454.20 (+/- 0.5) (A)。tR = 1.91 min处洗脱峰的MS谱图(B)。

结论

DMPK涉及体外样品和⽣物体液中候选药物的定量，以及对其代谢物的检测、表征，通常还包括定量。在药物开发

的发现阶段，需要快速的⽅法开发、定量⽣物分析和代谢物筛查。在开发阶段，需要使⽤经过验证的⾼灵敏度分

析⽅法来⽀持⾸次⼈体研究的临床前研究。Xevo TQ-XS串联（三重）四极杆质谱仪是⼀款⾮常灵活、灵敏的仪器

，为使⽤MRM数据采集的定量分析提供了⼀个⾼灵敏度平台。它还提供有多种采集模式，例如中性丢失、⺟离⼦

扫描和⼦离⼦扫描，可帮助研究⼈员分析样品中的药物相关代谢物和潜在毒性代谢物。本⽂介绍了如何使⽤全扫

描MS和MS/MS来分析美沙吡啉的碎⽚离⼦谱图，使⽤MRM数据采集对⾎浆和尿液中的药物进⾏⾼灵敏度定量分

析，使⽤⺟离⼦扫描和恒定中性丢失采集来监测尿液中的药物相关代谢物。这些数据展⽰了Waters Xevo TQ-XS

在DMPK发现研究和核⼼实验室操作中的出⾊灵敏度、灵活性和易⽤性。
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ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134889751>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>
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