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使⽤Xevo™ G3 QTof对苯并咪唑阿⽚类化合
物进⾏准确质量数筛查和发现研究
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仅适⽤于法医毒理学应⽤。

摘要

本⽂介绍了法医毒理学⾼分辨率质谱(HRMS)筛查解决⽅案的⼀个应⽤实例：使⽤waters_connect™信息学平台和

Xevo G3 QTof（图1）通过半靶向和发现⼯作流程分析苯并咪唑阿⽚类药物。
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图1.ACQUITY UPLC I-Class和Xevo G3 QTof

优势

利⽤waters_connect信息学平台的解析⼯具包中的全套发现参数，展⽰使⽤该软件创建和
更新⾃定义谱库时添加新分析物的简便性。

简介

⻜⾏时间质谱(Tof-MS)已成为筛查应⽤的优选仪器，因为准确质量数相⽐标准质量具有明显的优势，其中之⼀就

是⽆需参⽐物质即可实施筛查⽅法。除了专属性⾼之外，在结合同位素数据进⾏物质鉴定时，准确质量质谱还能

帮助⽤⼾推测可能的元素组成。推测元素化学式通常是复杂的多阶段化学结构表征过程的起点。在毒理学研究中

，该技术的价值不可估量，它可以协助分析⼈员对那些还没有可⽤的认证参⽐物质的新兴策划药、新型精神活性

物质及其代谢物进⾏靶向分析。
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在本研究中，我们分析了⼀系列苯并咪唑阿⽚类药物（硝氮酮类），这是⼀类合成阿⽚类药物，药效可达吗啡的

数百倍。这些含氮杂环化合物由芳⾹族化合物苯和咪唑稠合⽣成。通过分析这些物质，我们得以评估

waters_connect信息学软件包中的半靶向和发现⼯作流程。

实验

材料

五种苯并咪唑阿⽚类药物的认证参⽐物质购⾃Merck（英国多塞特），为1 mg/mL溶于甲醇的储备液：异丙基依

托、氯尼他秦、依托尼秦、依替氮卓和N-吡咯烷基依托尼秦。

样品前处理

⾸先⽤甲醇稀释各苯并咪唑阿⽚类药物的原始储备液，制备浓度为10 µg/mL的单独储备液。分析前，⽤5 mM甲

酸铵(pH 3.0)进⼀步稀释储备液，得到浓度为500 ng/mL的样品供进样使⽤。分析前涡旋混匀样品。

结果与讨论

分析之前先创建苯并咪唑阿⽚类药物的⾃定义谱库，创建⽅法很简单，输⼊五种分析物的名称即可。我们为谱库

中的每个条⽬都添加了描述每种物质结构的MOL⽂件（图2）。单独进样分析各种苯并咪唑类阿⽚类药物，使⽤

ACQUITY™ UPLC™ I-Class (FTN)/Xevo G3 QTof联⽤系统和成熟的法医毒理学HRMS筛查解决⽅案采集数据，采

⽤梯度洗脱设置，在15 min内就实现了⾊谱分离1,2。 Xevo G3 QTof质谱仪在正离⼦模式的MSE采集模式下运⾏2

。这种采集模式有利于采集完整的MS谱图，并且需要在两种碰撞室电压之间的快速切换：第⼀种在低电压下采集

，提供⺟离⼦的准确质量数；第⼆种在逐渐升⾼(10~40 eV)的电压下采集，提供碎⽚离⼦的准确质量数。分析苯

并咪唑阿⽚类药物标准品后，⽐对⾃定义苯并咪唑阿⽚类药物谱库筛选采集到的数据。鉴定每种分析物的可接受

标准如下：三维(3D)低能量离⼦计数强度⼤于250；保留时间与参⽐值的偏差在0.35 min以内；实测⺟离⼦质量数

与预期值的偏差在5 ppm以内。
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图2.⾃定义苯并咪唑阿⽚类药物谱库中的氯尼他秦条⽬。可以添加现有MOL⽂件结构（“加载结构

”），也可以先使⽤标准化学绘图包创建，然后添加（“新结构”）。

半靶向⼯作流程：通过计算模拟机碎裂进⾏鉴定

测定质⼦化⺟离⼦的质量精度，并在处理过程中根据MOL⽂件结构⾃动⽣成理论碎⽚离⼦，与⾼能量质谱图中观

察到的碎⽚离⼦进⾏匹配，再结合这两个结果确认每种苯并咪唑阿⽚类药物。图3展⽰了waters_connect组分摘

要⻚⾯上氯尼他秦的计算机模拟碎裂⽰例。指配给该物质的低能量离⼦在谱图中以绿⾊突出显⽰，对应于质⼦化

同位素簇。⾼能量质谱图中标注了氯尼他秦的⼦结构，这些⼦结构由waters_connect⾃动⽣成，并以碎⽚离⼦的

形式与⾼能量质谱图中的峰相关联。
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图3.使⽤waters_connect信息学平台鉴定氯尼他秦

更新库条⽬

根据输⼊⾃定义谱库的信息，我们成功检出并鉴定了所有五种苯并咪唑阿⽚类化合物，库中添加了处理步骤中⽣

成的理论碎⽚离⼦以及每种分析物的实测保留时间。库条⽬可以直接根据此次分析轻松更新，以包含指配的加合

物和相关碎⽚离⼦的预期保留时间和预期m/z值。库更新后，典型条⽬包含的信息与图4中所⽰的N-吡咯烷基依托

尼秦相似。这些附加信息可在后续分析中⽤于靶定分析物。
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图4.N-吡咯烷基依托尼秦的库条⽬。组合界⾯的下半部分现在已经填充了⺟离⼦和碎⽚离⼦的预期保

留时间信息以及预期m/z值。

发现⼯作流程

waters_connect的⼀⼤特⾊是解析⼯具包，它可以充分利⽤发现参数；元素组成、谱库搜索和碎⽚匹配功能被整

合到⼀个步骤中，助⼒⽤⼾轻松完成样品中未知物质的鉴定。实验所⽤的发现参数如图5A~D所⽰。

图5A显⽰了要为每种组分返回的元素组成的最⼤数量，以及要为每种元素组成返回的谱库匹配结果的数量。对于

每种选定的组分，实测m/z值会被提交给元素组成应⽤程序，图5B展⽰了所⽤的参数。随后，元素组成应⽤程序

返回的每⼀个科学分⼦式会⾃动提交到选定谱库列表中。这些谱库可以来⾃waters_connect数据库，也可以来⾃

ChemSpider（如果连接了互联⽹）。ChemSpider谱库的选择如图5C所⽰。

谱库搜索返回的每个科学分⼦式都将⾃动提交⾄碎⽚离⼦匹配应⽤程序（前提是该谱库匹配结果具有MOL⽂件形
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式的关联结构）。碎⽚离⼦匹配应⽤程序将应⽤图5D中所选的参数，对每个结构执⾏系统性断键，然后将理论⼦

结构的m/z值与实测的⾼能量碎⽚离⼦进⾏匹配。程序会确定匹配的碎⽚离⼦数量以及这些离⼦在⾼能量质谱图中

所占的强度百分⽐。
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图5.waters_connect中的解析⼯具包。A)通⽤发现参数。B)元素组成参数。C) ChemSpider参数。D)
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碎⽚离⼦匹配参数。

为便于说明，我们提交了靶向分析中鉴定为依替氮卓的候选组分进⾏结构表征。图6展⽰了使⽤图5A~D中所⽰的

参数运⾏应⽤程序得到的结果。

图6.使⽤waters_connect信息学软件包中的解析⼯具包⽣成的典型结果

提交进⾏结构表征的组分的候选质量数为m/z 411.239066。结果中给出了⼀种i-FIT™置信度⾼于设定阈值的元素

组成(C23H30N4O3)。该元素组成被⾃动提交⾄ChemSpider中的FDA UNII-NLM谱库，然后返回了依替氮卓（N,N-

⼆⼄基-2-[2-(4-异丙氧基苯基)-5-硝基-1H-苯并咪唑-1-基]⼄胺）匹配结果以及同义词列表、结构和引⽤次数。系

统⾃动将该结构与碎⽚离⼦匹配结果相结合，为候选质量数m/z 411.239066关联的⾼能量质谱图指配了适当的⼦

结构，如图6所⽰。谱库匹配结果中显⽰了⼦结构匹配的⾼能量碎⽚离⼦数量，以及这些匹配的碎⽚离⼦在⾼能量

质谱图中所占的强度百分⽐。

获取⼀系列有关组分、元素组成和谱库匹配结果的信息，有助于分析⼈员在鉴定样品中的⾮预期物质时做出明智

的决定。
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结论

本研究结合法医毒理学HRMS筛查解决⽅案与waters_connect采集了⼀系列苯并咪唑阿⽚类药物的数据，然后使

⽤采集到的数据证明了创建和更新⾃定义科学数据库的简便性。我们使⽤waters_connect信息学平台的半靶向⼯

作流程处理MSE数据，并利⽤碎⽚离⼦匹配功能成功为⾼能量离⼦指配了⼦结构。此外，本研究还证明解析⼯具包

有助于改进发现⼯作流程。
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