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摘要

当存在复杂基质（例如⾎液和尿液）时，可能难以检测和鉴定具有潜在毒性的药物代谢物。采⽤多种分析⽅法提

⾼检出率和鉴定可信度会增加成本，但更重要的是，这样会减慢做出“前进”(go)还是“停⽌”(no-go)的决策。

提⾼LC-MS数据的特异性可以帮助解决这些瓶颈问题。

之前使⽤SELECT SERIES™ MRT以10 Hz的采集速率，系统质量分辨率> 200,000 FWHM，执⾏了⼀项UPLC-MSE

（ES+和ES-）数据⾮依赖型采集(DIA)尿液筛查分析。⺟离⼦和碎⽚离⼦的⼗亿分之⼀(ppb)精确质量数测量有助

于鉴定患者尿液样品中存在的三种治疗药物代谢物。 

研究中还使⽤了超⾼质量分辨率MS联⽤超⾼效LC™(UPLC™)进⾏了进⼀步确证。分辨率增强模式(REM)的系统分

辨率> 300,000 FWHM，可提供质量精度为ppb的精细同位素结构(FIS)，提供⾼度特异性的鉴定标准，是确定元素

组成和促进代谢物鉴定可靠分配的强⼤⼯具。  

优势

通过提⾼质量分辨率、质量测量准确度和⾊谱时间尺度上的精细同位素结构，提⾼药物代谢物⼯作流程的效率。

更可靠地鉴定未知物，降低误检率，提⾼分析效率 ■

使⽤LC-MS，质量分辨率>300,000 FWHM，可改善复杂⽣物基质中的分析物检测■
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ppb级质量精度的精细同位素结构分布可提供附加标准，有助于提⾼⼩分⼦治疗药物及其代谢物鉴定的可信度■

简介

⾼分辨率质谱-液相⾊谱联⽤系统是在复杂⽣物基质中发现和鉴定药物及其代谢物的理想分析⼯具，可助⼒药物开

发的⼯作流程。质量分辨率和质量精度的提⾼会进⼀步增加化合物分配的可信度。

SELECT SERIES MRT（图1）是⼀款先进的混合四极杆多反射⻜⾏时间(MRT)质谱仪1。 在MRT模式下，离⼦只通

过⼀次MRT质量分析器，该模式创新地结合了⾼质量分辨率(>200,000 FWHM)与ppb级常规分析质量精度，且不

受采集速率的影响2,3。 在分辨率增强模式(REM)下，离⼦两次通过MRT质量分析器，可实现> 300,000 FWHM的系

统质量分辨率。 

研究中使⽤超⾼效LC与SELECT SERIES MRT联⽤（系统分辨率 > 200,000 FWHM），采⽤ES+/ES-对⼀名健康⼈

类志愿者进⾏了⾮靶向尿液筛查，相关详细信息在别处已有详细描述2,3。 我们利⽤代谢物鉴定⼯作流程成功鉴定

出了萘普⽣、痛痉宁、对⼄酰氨基酚治疗药物及其代谢物。在>200,000 FWHM下，获得了精细的同位素结构，增

加了鉴定复杂⽣物基质中存在的⽣物转化产物时的可信度。在这项研究的延伸研究中，我们使⽤REM分析样品

，⽣成了具有更精细同位素分布信息的质谱图，有助于已知物和未知物的鉴定。 

本研究展⽰了REM的优势，并展⽰了已鉴定的⽣物转化产物（图2），包括解析了它们的精细同位素分布，包括2

H、13C、15N、18O、33S和34S。 
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图1.SELECT SERIES MRT仪器⽰意图，展⽰了⼀次通过模式(>200,000 FWHM)和两次通过REM模式

(>300,000 FWHM)。

实验

样品描述

⼈尿液样品以1:10（⽔）的⽐例稀释 

剂量：痛痉宁（2 × 200 mg⽚剂）、对⼄酰氨基酚（2 × 500 mg⽚剂）、萘普⽣（1 × 500 mg⽚剂）。 

采样时间点：给药后0、2、4和6⼩时

 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC I-Class Premier⾊谱仪

ACQUITY UPLC HSS™ T3 C18 (100 mm × 2.1 ⾊谱柱：
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mm, 1.8 µm)⾊谱柱

柱温： 40 °C

样品温度： 4 °C

进样体积： 5 µL

流速： 0.5 mL/min

流动相A： ⽔（含0.1%甲酸，v/v）

流动相B： ⼄腈（含0.1%甲酸，v/v）

梯度表

MS条件

采集： ES+和ES-

⽑细管电压： 0.8 kV/1 kV
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脱溶剂⽓温度： 500 ºC

离⼦源温度： 120 ºC

锥孔电压： 20 V

质量范围： m/z 200~600

采集速率： 10 Hz

采集/处理软件： MassLynx™ v4.2 SCN1026和waters_connect™ 

3.1.0.243

结果与讨论

⾼质量分辨率可增强复杂基质中分析物的离⼦选择性。由于获得了ppb级⾼质量精度数据，可能⽣成的元素成分数

量有所减少，从⽽提⾼了分析物鉴定的可信度。在涉及⼩分⼦的研究中（例如代谢物鉴定），质量精度特异性的

增加，配合精细的同位素结构，能够提⾼鉴定的确定性。

利⽤REM模式的优势可参⻅图3，其中在300,000 FWHM下执⾏LC-MS (10 Hz)分析，解析得到了对⼄酰氨基酚硫

酸盐结合A+1和A+2精细同位素分布的9个峰。相⽐之下，在200,000 FWHM下只解析出六个精细同位素峰。 

图4中展⽰了使⽤200,000 FWHM和300,000 FWHM测定对⼄酰氨基酚的⼄酰-S-半胱氨酸偶联物得到的FIS⽐较。

FIS提供了额外的鉴定特异性，对于对⼄酰氨基酚-⼄酰基-S-半胱氨酸偶联物，可以⽣成双极性FIS峰簇。在

300,000 FWHM下，对于ES+/ES- A+1和A+2精细同位素分布组合，共解析出18个同位素峰，可⽤于确认⽣物转化

鉴定。 

我们之前通过⼈尿液筛查报告了去甲基萘普⽣硫酸盐([M-H]- m/z 295)和痛痉宁羟基硫酸盐代谢物([M-H] - m/z 

331)的鉴定2,3。这两种代谢物的相关报道很少4-11。但是，⺟离⼦和碎⽚离⼦的ppb级质量精度结合200,000 

FWHM的FIS，提⾼了鉴定结果的可信度（参⻅图5）。对于这些⾊谱共洗脱(tr 4.80)⽣物转化产物，已经获得了

REM数据（参⻅图6）。图6再次展⽰了REM的优势，对于[去甲基萘普⽣硫酸盐-H]-，FIS分离度得到了改善，对于

[痛痉宁-o-硫酸盐-H]-，结合A+1和A+2共解析出10个FIS峰。对于痛痉宁-o-硫酸盐，七个精细同位素分布峰的质量
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精度均达到ppb⽔平。这额外的七个鉴定点进⼀步增加了所检测到⽣物转化产物分配的可信度。所⽰⽰例已获得⾜

够的强度来测量A+1和A+2同位素的精细结构。对于[痛痉宁-o-硫酸盐-H]-，观察到精细同位素峰“d”，其质量数

测量误差为1.8 ppm，这是由于所得中⼼数据中来⾃精细同位素峰“c”的影响。利⽤REM还进⼀步确定了在

4.66分钟、4.8分钟和5.28分钟处洗脱的三种组分（图6 (I)）是同分异构⽣物转化产物。在相应的系统分辨率下

，测量的精细同位素结构峰绝⼤部分对应于模拟同位素分布的位置 12。 

图2.通过LC-MS ES+和ES- (>300,000 FWHM)⼈尿液筛查鉴定精细同位素

结构的代谢物⽰例。
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图3.I) 在10 Hz UPLC MRT ES-下获得的[对⼄酰氨基酚硫酸盐-H]-⺟离⼦精细同位素谱图(200,000 FWHM)。II) 在10 Hz UPLC MRT ES-下获得

的[对⼄酰氨基酚硫酸盐-H]-⺟离⼦精细同位素谱图(300,000 FWHM)。
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图4.I) 在10 Hz UPLC MRT ES+下实测得到的对⼄酰氨基酚-⼄酰基-S-半胱氨酸偶联物精细同位素结构(>200,000 

FWHM)。II) 在10 Hz UPLC MRT ES+下实测得到的对⼄酰氨基酚-⼄酰基-S-半胱氨酸偶联物精细同位素结构

(300,000 FWHM)。III) 在10 Hz UPLC MRT ES-下实测得到的对⼄酰氨基酚-⼄酰基-S-半胱氨酸偶联物精细同位素

结构(>300,000 FWHM)。
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图5.ES- MSE分析(>200,000 FWHM)获得的共洗脱 I) [去甲基萘普⽣硫酸盐-H]-和 II) [痛痉宁-O-硫酸盐-H]-⺟离⼦和

碎⽚离⼦谱图。III) 通过10 Hz UPLC MRT ES-确认获得的 (A) 痛痉宁-o-硫酸盐-和 (B) 去甲基萘普⽣硫酸盐的A+2

精细同位素结构。
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图6.I) 10 Hz UPLC MRT ES+ [痛痉宁-o-硫酸盐-H]- m/z 331提取质量⾊谱图。II) ES- 下实测得到的[去甲基萘普⽣硫

酸盐-H]-和III) [痛痉宁-o-硫酸盐-H]-精细同位素结构(300,000 FWHM)。IV) [痛痉宁-o-硫酸盐-H]-的A+1和A+2精细

同位素精确质量数谱图。

结论

使⽤SELECT SERIES MRT，在ES+和ES- LC-MS设置，10 Hz（系统分辨率>200,000 FHWM）下进⾏复杂的尿液

⾮靶向筛查分析时，⺟离⼦和碎⽚离⼦的常规质量精度可以达到ppb级。利⽤MRT REM模式，系统分辨率可提⾼

到300,000以上，有利于常规ppb级质量精度的精细结构峰分布测量。 

在>200,000 FWHM和>300,000 FWHM下进⾏的LC-MS采集中，实测FIS峰绝⼤部分对应于模拟同位素分布的位置

。当LC-MS时间框架内解析的FIS结构达到ppb级质量精度时，将提⾼治疗药物异⽣物质和代谢物鉴定的可信度。

这种⾰新性的FIS质量数测量⽅法增加了可选的鉴定标准，从⽽有效提升了鉴定已知和未知⽣物转化产物的可信度

。

本研究检测到与磺化羟基痛痉宁共流出的第II阶段代谢物去甲基萘普⽣硫酸盐以及同分异构⽣物转化产物，展⽰了

代谢物鉴定可信度有所提升。 

MRT REM质谱分析提供了利⽤多⽅⾯优势的机会，包括在数据处理⼯作流程中利⽤FIS增强特异性，稳定同位素标

记应⽤，并在⾮不稳定化合物缺乏碎⽚离⼦信息的情况下提供额外的鉴定标准。
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