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摘要

在药物发现的早期阶段，⾼通量ADME（吸收、分布、代谢和排泄）研究在确定可⾏的候选药物⽅⾯发挥着关键作

⽤。体外ADME研究通常包括⼀系列分析项⽬，包括代谢、稳定性、毒性和膜渗透性。

若能快速筛选⼤量化合物的ADME和理化特性，就能加快匹配结果向合格候选药物的转化过程，从⽽提⾼研究⼯作

效率，并协助关键决策的制定。为了在药物发现过程的早期阶段获得⾼质量的体外ADME数据，⼈们认识到需要使

⽤快速的分析⽅法。

液相⾊谱和串联四极杆质谱(LC-MS/MS)技术凭借优异的灵敏度、选择性以及⾃动化⼯作流程的优势，在体外

ADME研究中得到⼴泛应⽤。

本研究介绍了有助于⾼通量收集分析数据的分析⽅法：⾃动化完成靶向MS⽅法优化、样品采集、数据处理和报告

，该⽅法可加快结果解析速度并提⾼效率。研究使⽤超⾼效液相⾊谱(UPLC)系统结合电喷雾检测(ESI)、Xevo™ 

TQ-S micro串联四极杆质谱仪(MS)，以及CTC PAL3 RSI⾃动进样器。CTC PAL3 RSI系统是⼀款⾼度灵活的X、

Y、Z轴机械⼿系统，具有多种功能。研究通过微粒体稳定性分析来展⽰QuanOptimize如何全⾃动完成ADME⼯作

流程中的关键环节。

该⽅法表现出优异的进样精密度，三种测试化合物在所有时程下的微粒体孵育测量值（T0、T15、T30、T45、

T60和T90）的RSD⼩于2% (n=6)。

优势
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稳定耐⽤的质谱仪，能够⾼速采集数据，从⽽全⾯表征快速⾊谱分析所产⽣的窄峰，并满⾜全⾯的灵敏度要求■

QuanOptimize能够全⾃动完成⽅法优化、⽅法⽣成、数据采集和处理，提⾼⼯作流程效率并减少⽤⼾⼲预■

⾼重现性的进样器，样品容量可调整，并提供托盘选项，更加灵活且功能更丰富■

清洗序列⽀持⾃定义，尽可能减少残留，缩减离线系统冲洗需求，从⽽尽可能延⻓系统正常运⾏时间■

提供提前进样功能，⽀持⾃定义分析速度，缩短进样间的运⾏时间■

简介

在药物发现的早期阶段，⾼通量ADME（吸收、分布、代谢和排泄）研究在确定可⾏的候选药物⽅⾯发挥着关键作

⽤1。 体外ADME研究通常包括⼀系列分析项⽬，包括代谢、稳定性、毒性和膜渗透性2。若能快速筛选⼤量化合物

的ADME和理化特性，就能加快将确定的匹配结果向合格的先导开发候选药物的转化过程，从⽽提⾼研究⼯作效率

，并协助关键决策的制定1。 为了在药物发现过程的早期阶段获得⾼质量的体外ADME数据，⼈们认识到需要使⽤

快速的分析⽅法3。⾼流速的快速液相⾊谱法与串联质谱法(LC-MS/MS)联⽤，因数据质量⾼、速度快、灵敏度和

选择性⾼，并且能够实现⾃动化，在ADME研究中得到⼴泛应⽤3。 在快速⾊谱分析中，为了准确定义洗脱峰，需

要⾼速采集质谱数据。前端⾃动化的样品前处理流程与⾼通量分析相结合，有助于减少ADME分析中的限速点4。

在使⽤LC-MS/MS分析样品之前，需要获取每种潜在候选药物的MS/MS信息并开发⽅法，这些步骤在分析⼯作流

程中可能⾮常耗时。此外，及时提供ADME结果对于促进先导候选药物的推进⾄关重要。⾼通量分析技术会产⽣⼤

量数据，需要妥善管理这些数据以免出现积压的情况5。 通过软件⾃动化完成并妥善管理⼯作流程的各个环节，包

括化合物优化、LC-MS/MS⽅法开发、数据采集和处理），有助于提⾼⼯作效率。 

本研究介绍了QuanOptimize™软件的使⽤，该软件旨在全⾃动完成⾼通量的LC-MS/MS数据采集、MS⽅法优化、

样品采集、数据处理和报告，从⽽更快地解析和报告结果6,7。 研究使⽤超⾼效液相⾊谱(UPLC™)系统结合电喷雾

检测(ESI)、Xevo™ TQ-S micro串联四极杆质谱仪，以及CTC PAL3 RSI⾃动进样器。CTC PAL3 RSI系统是⼀款⾼

度灵活的X、Y、Z轴机械⼿系统，具有多种功能，并配备开放床形式的⾃动进样器，可实现快速样品获取和处理8

。

微粒体稳定性分析常被⽤于预测固有清除率，这是⼀项能够影响体内半衰期的重要的药代动⼒学参数9。 本研究使

⽤⼏种阳性对照化合物进⾏微粒体稳定性分析，测定原型药的消失情况，并展⽰QuanOptimize如何全⾃动完成

ADME⼯作流程的关键环节（包括⼏个耗时的⽅法开发步骤）。
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实验

样品前处理

标准品和试剂 

⼏种药物的确证标准品购⾃Sigma Aldrich（美国密苏⾥州圣路易斯）。Optima LC/MS级溶剂和甲酸购⾃

Thermo Fisher Scientific（美国⻢萨诸塞州沃尔瑟姆）。使⽤分析天平称取确证药物标准品放⼊玻璃闪烁瓶中

，如有必要，计算时还应考虑盐的重量。使⽤10%⼆甲基亚砜初步溶解固体化合物，随后使⽤90%甲醇制成浓度

为1 µM的储备液。然后⽤⼄腈将药物溶液进⼀步稀释⾄浓度100 µM，准备⽤于微粒体稳定性分析。 

在优化步骤中，使⽤2 mL 96孔深孔板制备浓度为1 µM的药物标准品。

 

微粒体稳定性研究

磷酸⼆氢钾、磷酸氢⼆钾和NADPH购⾃Sigma Aldrich。本研究按如下⽅法制备储备液：

1) 0.1 M磷酸钾缓冲液(PH 7.4) 

⽤称量⽫称取磷酸⼆氢钾（P5655，0.51 g）转移⾄200 mL试剂瓶中。⽤第⼆个称量⽫称取磷酸氢⼆钾（

P3786；2.81 g）转移⾄试剂瓶中。加⼊去离⼦⽔(200 mL)，对溶液进⾏超声处理5 min。将pH调节⾄7.4，得到

最终溶液。

2) NADPH (N8129)，20 mM，溶于缓冲液 

称取56.8 mg NADPH放⼊玻璃闪烁样品瓶中，然后加⼊4 mL 0.1 M磷酸钾(pH 7.4)缓冲液，制成浓度为20 mM的

溶液。溶液在分析当天制备，并⽤箔覆盖避光。

3) 孵育标准品 

⽤⼄腈(2 μL)制备制药标准品，浓度为100 µM

在96孔板中应⽤以下步骤进⾏微粒体稳定性研究：

1) 实验前，将⼏管储存在-80 °C的雄性Sprague Dawley混合⼤⿏肝脏微粒体(RLM)（0.5 mL，20 

mg/mL，BioIVT，美国纽约州⻙斯特伯⾥）在冰上缓慢解冻（约60 min）。合并样品瓶并轻轻振摇，得到均匀溶

液。

2) 所有时间点的孵育混合物的总体积为200 μL，蛋⽩质终浓度为2.0 mg/mL。

3) 加⼊20 μL微粒体、178 μL缓冲液和2 μL药物，制备代表⽆反应发⽣的T0时间点样品。T0时间点不添加
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NADPH。

4) 加⼊20 μL微粒体、178 μL缓冲液和2 μL药物，制备每种药物的T15-T90时间点样品。

5) 加⼊20 μL微粒体、160 μL缓冲液和20 μL NADPH溶液，制备药物空⽩样。

6) 在加⼊测试化合物之前，将孵育混合物置于37 °C⽔浴中平衡5分钟。

7) 将T0时间点移⾄包含600 μL冷⼄腈的等待淬灭板中。

8) 固定好孵育板的盖垫，然后置于37 °C⽔浴中孵育。

9) 将T15、T30、T45、T60、T90各时间点的溶液依次移⾄含有600 μL冷⼄腈的淬灭板中。振荡淬灭板以终⽌反

应。

10) 反应完成后，将样品板在4000 rpm下离⼼10 min。将得到的上清液转移到洁净的样品板中，直接进样或⽤

75:25⼄腈/⽔稀释10倍后以备LC-MS/MS分析。

分析系统由⼀台压⼒可达18k psi的⼆元泵(BSM)组成。⾊谱柱管理器提供了两个⾊谱柱位置⽤于选择，此外还保

留了⼀个旁路通道⽤于化合物优化（表1）。⾊谱柱位置1⽤于微粒体稳定性样品的采集。使⽤⼀种不含填料的原

型⾊谱柱作为混合器和限流器组合，⽬的是使泵具有⾜够⼩的背压，并出现⾊谱峰展宽现象，从⽽辅助优化过程

。引起峰展宽和背压的另⼀种⽅法是使⽤适当组合的不同⻓度和/或内径的PEEK管路。

表1. 液相⾊谱条件

使⽤配备LCMS-P⼯具和100 μL智能注射器的CTC PAL3 RSI⾃动进样器将样品输送⾄⾼压阀(VICI)（图1）。该⾃

动进样器包括快速清洗站模块，⽀持⾃定义从两个溶剂储液瓶清洗的速度和顺序，有助于尽可能减少残留（表

2）。
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使⽤两个能够容纳6个96孔板的托盘⽀架模块和⼀个制冷的帕尔帖模块（样品容量相同），温度设置为4 oC（图1A

和1B）。

图1.CTC PAL3 RSI系统（上图）、托盘⽀架(A)和帕尔帖冷却器堆叠模块(B)

。
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表2. ⾃动进样器条件

使⽤通⽤梯度，以及能够在反相条件下尽可能保留极性分析物的固定相（表3）。在使⽤有机溶剂百分⽐较低的流

动相（最⾼100%⽔相）时，T3颗粒可以提供传统C18的特性，适⽤于极性和⾮极性分析物。

表3. 梯度程序

在Xevo TQ-S micro串联四极杆质谱仪上采⽤通⽤离⼦源参数采集MS数据（表4）。使⽤MassLynx软件中的

QuanOptimize应⽤程序，全⾃动完成化合物优化、MRM⽅法⽣成、数据采集、定量分析⽅法⽣成、数据处理和

报告⽣成步骤。
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表4. MS条件

QuanOptimize⾃动化⽅法开发和采集

MassLynx软件中的QuanOptimize应⽤管理软件使ADME⼯作流程中的各个步骤完成起来更加简单流畅，并且⼤

幅减少了⽤⼾⼲预。该软件适⽤于任何需要⾼通量定量测定的实验室。全⾃动⼯作流程如图2所⽰。各步骤的参数

都在QuanOptimize⽅法编辑器中定义。该软件适应性强，⽀持各步骤同时执⾏或单独执⾏，能够满⾜不同实验室

的要求。 

图2.全⾃动QuanOptimize⼯作流程
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在化合物优化中，使⽤定量环进样，将浓度1 µM的测试化合物通过旁路通道（⾊谱柱管理器中的可⽤流路之⼀

）进样。QuanOptimize使⽤预先格式化的样品列表，即化合物列表，⽤⼾可以在其中输⼊与样品相关的信息，包

括名称、质量数或元素组成、样品位置以及样品组（将化合物分组⽤于分析）（图3）。

图3.⽤于优化的QuanOptimize化合物列表格式

然后，根据化合物列表中的信息和QuanOptimize⽅法编辑器中的设置（图4），在针对特定化合物确定的理想电

离极性下，使⽤多个MS功能通道优化锥孔电压和碰撞能量。

QuanOptimize⽅法编辑器⽤于协调与分析⼯作流程⾃动化相关的所有过程的参数。在⽅法编辑器中浏览通⽤LC

⽅法、MS调谐⽂件以及⾃动⽣成MS⽅法所依据的设置。

成功完成化合物优化对于确保理想的灵敏度和专属性⾮常重要。在优化步骤，根据在⽅法编辑器中指定的锥孔电

压和碰撞能量(CE)的范围，将使⽤多个MS功能通道。同时采集⽤于优化锥孔电压和碰撞能量的MS功能通道，如图

4中CE定量环进样优化的叠加⾊谱图所⽰，其中⽅法指定的范围为10 eV-50 eV。
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图4.QuanOptimize⽅法编辑器，⽤于协调与优化和采集相关的所有设置（左）。CE优化的叠加⾊谱

图（右）。

图5显⽰了多种化合物的优化报告⽰例以及QuanOptimize⽣成的奈法唑酮MS⽅法。

图5.QuanOptimize优化结果报告⽰例（左）和⾃动⽣成的奈法唑酮MS⽅法（右）

9⾼通量ADME研究的分析解决⽅案



分析列表是第⼆个预制的样品列表，⽤于采集分析数据。此样品列表⽤于标识样品的⽂件名、样品定义、浓度和

位置。MS⽅法和LC⽅法均由QuanOptimize管理，⽆需指定（图6）。

图6.QuanOptimize分析列表

⼯作流程中的所有步骤均通过QuanOptimize向导启动。根据实验室需要，这些步骤可以单独执⾏，也可以⼀起执

⾏（图7）。
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图7.QuanOptimize向导和定量选项。其中步骤既可以⼀起执⾏，也可以单独执⾏。

结果与讨论

使⽤QuanOptimize实现微粒体稳定性⼯作流程的⾃动化

⽅法开发过程实现⾃动化后，在微粒体稳定性研究中使⽤QuanOptimize来管理数据采集以及处理⽅法⽣成和报告

。图8显⽰了奈法唑酮RLM微粒体稳定性研究结果的TargetLynx报告（重复分析三次）。根据峰⾯积响应变化的

测量结果计算剩余原型药相对于T0（定义为标准品，赋值为100%）的百分⽐。时间点T15-T90相对于T0进⾏定量

。 
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图8.⾃动⽣成的TargetLynx定量报告，显⽰了浓度为1 µM的奈法唑酮与RLM在T0-T90范围内孵育的微粒体稳定性

特征数据表(n=3)。

绘制剩余药物百分⽐(n=3)-时间图，评估奈法唑酮的微粒体稳定性特征（图9）。
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图9.奈法唑酮在T0-T90 min范围内的微粒体稳定性特征（剩余百分⽐-时间曲线）(n=3)（浓度为1 µM，使⽤RLM

孵育，稀释10倍，1 μL定量环，10倍溢出）

使⽤%RSD评估分析系统的重现性。奈法唑酮样品（稀释1:10倍，1 µM孵育）在时程点进样6次。数据以表格和条

形图展⽰（图10）。时程内任意时间点每次进样的RSD均⼩于1.5%，证明这是⼀套具有⾼重现性的分析系统。使

⽤另外两种化合物重复进⾏该重现性研究，每种测试化合物在任何时间点的RSD均⼩于2% (n=6)（数据未显⽰

）。
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图10.奈法唑酮在T0-T90 min时程范围内重复进样(n=6)的条形图以及以表格和图表形式呈现的相关数据（使⽤

RLM以1 µM孵育，稀释10倍，1 μL定量环，10倍溢出）。

阳性对照的微粒体稳定性特征

⾃动⽣成的MS⽅法与通⽤LC梯度配合使⽤，可以对⾊谱分析进⾏初步评估（图11），确保每种分析物获得良好的

峰形和保留性。CORTECS T3 1.6 µm, 2.1 x 30 mm实⼼核颗粒⾊谱柱使⽤的固定相旨在改善极性分析物的保留性

能（表1）。减⼩粒径和使⽤实⼼核颗粒技术可提⾼柱效，从⽽改善⾊谱分离度，这对于分离基质组分和易于发⽣

源内碎裂⽽回到原型分⼦的代谢物⾮常重要。使⽤低扩散性⾊谱系统时，柱效可⼤幅提升2。 提⾼流速和缩短柱⻓

能够⼤幅减少分析运⾏时间，同时仍可确保良好的保留性能和峰形。良好的⾊谱峰形有助于避免在数据分析过程

中需要⼿动积分。 
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图11.分析浓度为1 µM的阳性对照化合物（溶于⼄腈，1 μL定量环，10倍溢出）所得到的⾊谱图。

使⽤不同结构的阳性对照化合物（浓度为1 µM）进⾏时程RLM孵育（T0、T15、T30和T45）。将样品重复进样三

次，根据每个时间点的平均值绘制T0-T45的微粒体稳定性曲线（图12）。

图12.九种阳性对照化合物在T0-T45 min范围内的微粒体稳定性特征（剩余百分⽐-时间

曲线）（浓度为1 µM，使⽤RLM孵育，1 μL定量环，10倍溢出）。
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使⽤QuanOptimize对整个分析⼯作流程进⾏单点软件管理，只需极少的⽤⼾⼲预即可⽣成和解析数据。

结论

利⽤RLM孵育进⾏微粒体稳定性实验，证明QuanOptimize⼯作流程在ADME研究中的易⽤性以及带来的效率提升

。使⽤⽅法编辑器管理优化过程，⽆需对新化合物进⾏预分析或调谐，确保快速向项⽬团队提供结果。该软件使

ADME⼯作流程中的各个步骤完成起来更加简单流畅，并且⼤幅减少了⽤⼾⼲预。该⼯作流程应性强，⽀持各步骤

同时执⾏或单独执⾏，能够满⾜不同实验室的要求。

CTC PAL3 RSI系统⽤作进样器，搭配沃特世UPLC泵、多路径⾊谱柱管理器和耐⽤的质谱仪，能够满⾜全⾯的灵敏

度要求并提供⾼质量数据。该分析系统⽀持⾼通量⾊谱分析，在进样顺序⽅⾯具有⾼度的可定制性，并提供提前

进样功能，可避免上样延迟，从⽽缩短了分析时间。快速清洗模块⽀持⾃定义清洗顺序和速度，尽可能减少残留

。

如果实验室需要快速分析来⾃ADME和其他体外试验的⼤量样品，该分析⽅法和软件⾮常适⽤，有助于提⾼分析效

率并减少⽅法开发和数据处理负担。
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