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摘要

⽣物转化活动需要跨物种和研究⽐较代谢物。通常采⽤⾊谱保留时间、精确质量数测量和质谱数据对⻬代谢物。

异构体代谢物⽐较可能更为棘⼿，特别是对于保留时间可能因所⽤分析条件⽽异的情况。此外，元素化学式和串

联质谱(MS/MS)谱图可能相同，这显著增加了数据解析和⽣物转化定位的复杂性。本研究使⽤碰撞横截⾯(CCS)值

⽐较了使⽤不同机构的SELECT SERIES Cyclic IMS和SYNAPT G2-Si QTof仪器分析代谢物的结果，证明了这种分

析物特异性理化性质对跨研究对⻬代谢物的好处。

此外，CCS值的计算预测可以提供额外的数据资产，以便⽐较CCS的预测值和实测值，从⽽进⼀步提供更多信息以

区分异构体。该预测还可⽤于建议使⽤额外循环离⼦淌度分离(cIMS)帮助分离异构体的时机，并增加使⽤更⾼离⼦

淌度分离进⾏任何分配的可信度。本⽂所述⽰例使⽤cIMS分离雷尼替丁和丙咪嗪的含氧代谢物；这种替代分离机

制增加了超⾼效液相⾊谱(UPLC)的分离能⼒，⾮常适⽤于共流出的异构体。 

优势

利⽤灵活的资源配置，因为CCS值⽀持使⽤离⼦淌度仪器进⾏跨研究、物种和机构追踪代谢物■
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CCSOnDemand可预测CCS值，并且有可能协助代谢物结构表征■

通过cIMS提供的更⾼离⼦淌度分辨率区分异构体代谢物■

简介

体外和体内代谢研究是药物开发过程中的关键要素。通常，随着药物开发的推进，复杂性⽔平和研究详细程度也

会增加，旨在解决与⼈类特异性或不成⽐例的代谢物有关的安全性问题，并确定有助于药理活性的代谢物。

在药物发现阶段，使⽤短梯度的通⽤⾼通量液质联⽤(LC-MS)法，主要关注主要代谢物，以鉴定潜在候选药物中的

分⼦组成。相⽐之下，在药物开发阶段使⽤⻓梯度的专⽤LC-MS⽅法，对所有观察到的代谢物进⾏⾊谱分离和结

构表征，以确保按照卫⽣当局的要求保证任何⼈类代谢物在动物中的安全性1,2。

传统⽅法通过保留时间和质谱数据鉴定跨物种和研究的代谢物。但这种⽅法对于邻近洗脱的异构体代谢物可能会

产⽣问题，尤其是当它们的MS/MS谱图难以区分时。此外，洗脱顺序可能会因为内部或外部服务提供商使⽤的⾊

谱条件⽽改变。离⼦淌度质谱(IMS)带来了另外的分析维度，能够根据分⼦的漂移时间计算出CCS值。这种理化性

质具有分析物特异性，是⼀种稳定的参数，可⽤于跨多个平台、各种条件、基质和研究的代谢物追踪，因为它不

受这些变化的影响。此外，通过机器学习或量⼦⼒学等计算技术预测CCS值，对于辅助代谢物结构鉴定和推导代谢

途径具有重要意义。

本研究⽐较了使⽤两种⽀持IMS的质谱仪（SELECT SERIES Cyclic IMS和SYNAPT G2-Si QTof）获得的⼀系列批

准药物及其代谢物的CCS值，这两种质谱仪位于不同的机构中，由不同的科学家操作。此外，CCSonDemand3是

⼀种机器学习算法，⽤于预测CCS值并将理论值与每个仪器的CCS实测值进⾏⽐较。通过进⼀步使⽤cIMS技术

，以更⾼的IMS分辨率区分异构体代谢物，这是市售的线性IMS设备⽆法实现的。

实验

样品描述

先将批准药物及其代谢物的参⽐标准品（共26种化合物）⽤⼆甲基亚砜溶解，获得1 mM的储备液。随后⽤⼄腈

/⽔(1/1, v/v)稀释每种储备液，为每种化合物制备10 µM的⼯作溶液，然后⽤于分析。
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⽅法条件

使⽤CCSOnDemand（⼀种基于实验性预测机器学习的算法）获得CCS预测值。

在诺华（瑞⼠巴塞尔）的SYNAPT G2-Si QTof或沃特世（英国威姆斯洛）的SELECT SERIES Cyclic IMS（单圈模

式）上进⾏HDMSE分析（n = 3）后确定CCS实测值。相应的LC-MS条件总结如下。这两种仪器实验均使⽤

MassLynx (v4.2)采集数据，使⽤UNIFI (v1.9.4)处理数据以确定CCS实测值。使⽤DriftScope (v3.0)和MassLynx 

(v4.2)获得到达时间分布(ATD)图。

为了进⼀步证明cIMS分离异构体代谢物的能⼒，将异构体代谢物的混合物以5 µL/min的速度注⼊离⼦源，并以单

圈和多圈模式采集数据。  

UPLC条件
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梯度表

结果与讨论

在SYNAPT G2-Si QTof或SELECT SERIES Cyclic IMS上对总共26种化合物进⾏三次重复分析并以MassLynx采集

数据后，将HDMSE数据导⼊UNIFI以确定CCS值（表1）。所有测量的均⽅根误差(RMSE)为1.0%，表明两个数据

集之间的⼀致性⾮常好。
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表1.在SYNAPT G2-Si或SELECT SERIES Cyclic IMS平台上获得的26种化合物的CCS预测值与实测值⽐

较。

对于多种批准药物及其代谢物，这两个平台的CCS值⾮常⼀致，由此证明，除了保留时间和质谱数据以外，CCS值

也有助于跨不同研究、⽅法和机构追踪代谢物。当⽆法区分异构体代谢物的产物离⼦质谱图4,5、由于新代谢物的

分离时间延⻓⽽导致保留时间不同6，或在药物开发过程中改变了LC条件/设备时，CCS值可能特别有⽤。
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此外，本研究还使⽤CCSOnDemand预测了所有化合物的CCS值。⽆论使⽤何种平台，所有26种化合物的CCS预

测值和平均实测值之间的差异均在±5.0%以内。偏差的RMSE计算值为2.0%和1.7%，证实了CCSOnDemand预测

特定代谢物CCS值的能⼒。这些预测不仅有助于结构表征和更好地分配⽣物转化定位，还可以更有效地表征代谢途

径。

此外，CCS预测值还可以指⽰离⼦淌度是否能分离异构体代谢物。例如，雷尼替丁N-和S-氧化物的CCS预测值相差

3 Å2，这⼀结果已经通过平均CCS实测值得到证实（表1）。假设两种异构体代谢物在⾊谱分离时发⽣共流出，并

获得相同的质谱和线性IMS数据（类似于cIMS单圈实验），将得出仅存在⼀种异构体的结论。不过，通过增加

cIMS分析的圈数，显著提⾼IMS分辨率7，则能够分离两种异构体，如相应的ATD图所⽰（图1）。 

图1.经过1~4圈cIMS分析后，雷尼替丁N-和S-氧化物的m/z 331.1440 [M+H]+的ATD图

丙咪嗪的含氧代谢物也出现了类似的情况（图2）。2-羟基丙咪嗪、丙咪嗪N-氧化物和10-羟基丙咪嗪的预测CCS

值表明，使⽤离⼦淌度法可以分离这些异构体代谢物。单圈通过后，三种异构体未得到分离。不过，10-羟基丙咪

嗪在两圈后观察到肩峰，四圈后基本实现基线分离。直到13圈后看到两个最⼤值，才能区分剩余的两种含氧代谢

物。为了分离2-羟基丙咪嗪和丙咪嗪N-氧化物，从环状阵列中发射10-羟基丙咪嗪，另外两种异构体代谢物在25圈

后通过cIMS分离，得到325 (Ω/ΔΩ)的分辨率。 
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图2.经过1~4、13和25*圈cIMS分析后，含氧丙咪嗪代谢物的m/z 297.1967 [M+H]+的ATD图（*在发射10-羟基丙咪

嗪之后）

通常情况下，多圈后使⽤的分离时间与UPLC分离兼容，因为四圈后的漂移时间⼩于100 ms，每圈的传输损失

（约2.4%8）对数据的影响极⼩。因此这些多圈实验可以与UPLC结合使⽤，提供⽐单靠质量分辨率更⾼的分辨率

。

结论

⽆论使⽤何种IMS平台（SYNAPT G2-Si QTof或SELECT SERIES Cyclic IMS），平均CCS实测值均相同，并且与

使⽤CCSonDemand机器学习算法得到的CCS预测值⼀致。CCS值稳定并具有分析物特异性，因此，这项理化参

数可以在涉及多种研究、机构和分析⽅法的药物发现和开发阶段帮助⽣物转化科学家。由于异构体代谢物的保留

时间和质谱数据相似，因此尤其适合在代谢研究过程中使⽤CCS值简化已鉴定异构体代谢物的结构表征。此外，通

过根据相对CCS值指定代谢物的来源，可以更有效地推导出代谢途径，从⽽为⽣成的代谢数据提供更⾼的可信度。
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最后，准确的CCS预测值可作为是否需要更⾼的离⼦淌度分辨率来分离异构体代谢物的指标。本⽂通过SELECT 

SERIES Cyclic IMS独特的多圈循环离⼦淌度在整个研究中分离⼏种异构体代谢物的能⼒，证明此实验需要⾼达325 

(Ω/ΔΩ)的离⼦淌度分辨率。 
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