
1. 前言

套细胞淋巴瘤是非霍奇金淋巴瘤的一种亚型，相对罕见且难
治，常见表征为淋巴结肿大，经常伴随全身症状，复发率极
高预后很差。近年来靶向疗法和免疫疗法的兴起改善了套
细胞淋巴瘤患者的生存期和生活质量。其中开发的靶向治疗
药物之一阿可替尼，英文名为Acalabrutinib (AstraZeneca, 
Cambridge, UK），是Bruton酪氨酸激酶（BTK）的高选择
性的口服靶向共价抑制剂（TCI），2017年10月获得美国食
品和药物管理局（FDA）加速批准，用于治疗复发性或难治
性套细胞淋巴瘤[1]。BTK是一种在B细胞、髓细胞、肥大细胞
和血小板表达的Tec家族激酶，作为B细胞受体通路的重要
信号分子，在B淋巴细胞的各个发育阶段表达，在恶性B细
胞的增殖和存活起着重要作用[2]。BTK的不可逆失活被认为
是一种治疗B细胞恶性肿瘤的有价值的临床靶点[3]。阿可替
尼基于降低反应活性和提高BTK选择性和而开发[4]，提高了
患者的耐受性，降低了严重不良反应如房颤和大出血的发生
率。初步的临床试验表明阿可替尼作为一种靶向共价抑制剂
具有吸收快，系统暴露量低，血浆半衰期短的特点。

现有公开的文献中对阿可替尼的体内研究较少，尤其是对体
内代谢机理方面的研究尚不完善[5-6], 因而对阿可替尼的体内
代谢产物鉴定显得尤为重要。本实验基于探究阿可替尼的
体内代谢过程，建立了简单高效液质联用方法，并以Com-
pound Discoverer 3.1软件自带的药物代谢流程对数据进行处
理，最终鉴定出15个代谢产物，可对后续阿可替尼的体内研
究提供重要参考依据。
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2. 实验方法

1.样品信息

样本信息：对照组：小鼠空白血浆，样品组：小鼠给药后的
血浆。血浆以三倍乙腈沉淀后离心取上清液2μL进样。

2.色谱方法

超高液相Vanquish �ex系统，色谱柱为BEH Amide (2.1×100 
mm, 1.7μm), 流动相水相为以氨水调节pH值到10的水，有机
相为乙腈，梯度洗脱条件如下：

Time(min) Flow Rate (ml/min) A B
0.0 0.3 5 95
0.5 0.3 5 95
4.0 0.3 40 60
7.4 0.3 40 60
7.5 0.3 5 95
10 0.3 5 95

3 .Q Exactive Focus质谱方法

采用DDA模式获得样本的一级和二级信息。离子源参数
如下：喷雾电压（+/-）：3800V/3000V; 离子传输管温
度：320℃；鞘气压力45 arb；辅助气压力15 arb；S-
lens：60。离子源温度：350℃。质谱扫描参数：扫描范围
（DA）：120-1200；Full Mass分辨率：70000，MS/MS分
辨率：17500；二级归一化碰撞能设置为20、40和60，设置
TOP3的模式采集二级数据。
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3. 实验结果与讨论

3.1 数据处理流程

采集的数据均导入Compound Discoverer 3.1软件（简称
CD）进行数据处理，将空白血浆样本类型设置为control（
对照）组，给药组设置为sample（样品）组，将ratio（比
值）定义为sample比control。选择CD软件药物代谢应用方
向的默认工作流程（MetID w Stats Expected and Unknown
w MMDF and Background Removal）进行代谢物鉴定。

如图1所示，该工作流程以两种模式并行进行阿可替尼母药
的代谢产物鉴定，其中一种模式为以质量亏损过滤（�lter by 
mass defect，MDF）进行非目标代谢物的查找。在此基础

上，基于母药和代谢物结构类似，具有共同特征二级碎片离
子的特点，对所有MDF过滤查找出的潜在目标代谢物再进行
特征碎片离子搜索，匹配上特征碎片的代谢物就会标记class 
coverage得分，匹配上的二级碎片越多，该化合物的class 
coverage分数越高，本次工作流程共导入8个阿可替尼的二
级特征碎片离子（图2）。

另外一种模式为目标代谢物查找，具体是给定母药的分子
式，根据选择的代谢反应库进行代谢物搜索。其中CD软件
写入了常见的34个一相和二相代谢反应，本实验根据母药阿
可替尼的结构特征又自定义了两个酰胺键水解相关的代谢反
应。在目标代谢物查找模式中，可对所有查找到的代谢物以
及其二级碎片进行代谢反应解析和结构注释，其中generate 
expected compounds 这个node的参数设置见图3。

图1 Compound Discoverer软件非靶标代谢组学work�ow



图2 导入的阿可替尼的二级特征碎片离子

图3 阿可替尼目标代谢物查找参数设置



3.2 目标代谢物搜索用于代谢产物鉴定

为快速查找代谢物并进行结构鉴定，将搜索到的所有化合物
结果进行过滤，首先样品组与空白组的比值大于等于1，其

次采集到了二级谱图。在完成过滤操作后，先从目标代谢物
搜索结果中（共计过滤出96个可能代谢物）去找可能的目标
代谢物，然后对MDF非目标提取代谢物模式得到的结果筛选
class coverage分数大于等于12.5分的化合物（共计过滤到
193个可能代谢物）。

目标代谢反应库中代谢物的鉴定以m/z 482.19391为例，具
体鉴定流程如图4，首先进行一级同位素模式匹配（图4b）
，绿色标注的为匹配上的同位素峰；其次与母药二级谱图比
对进行碎片离子解析，如图4c所示，为m/z 482.19391的二
级原始谱图与母药二级谱图的镜像对比图，图中质谱峰标
注为蓝色对应的碎片离子为母药或其碎片可通过代谢反应产
生，标注为绿色对应的二级碎片为与母药相同的碎片离子，
标注了颜色的碎片离子均会注释结构，如果是代谢反应产生
的，还会标注代谢反应，因而有助于代谢物的结构推测，最
终根据图4d中变化位点的标注结构，推测氧化位点发生在五
元吡咯环的N原子的邻位C上。根据这种鉴定模式，一共鉴
定到13个代谢物，具体鉴定结果见图6。

图4 m/z 482.19391代谢物鉴定流程



3.3 MDF非目标代谢物搜索用于代谢产物鉴定

目标代谢物查找模式相对来说是比较简单常规的，可获得常
见的代谢产物，而MDF非目标查找代谢物结果远多于目标查
找结果，它除了通过MDF进行潜在代谢产物的过滤外，还可
以通过导入的母药二级特征碎片离子搜索代谢产物，这种非
目标的代谢物查找模式对于查找一些不常规的代谢产物来说
非常有效。

在这个模式查找出的代谢产物通常需要根据二级质谱图推测
目标代谢产物的结构，可将候选的代谢物结构导入，计算理

论碎片覆盖率，覆盖率越高提示结构可信度越高。如图5所
示，m/z 247.10765的class coverage为12.5分，匹配到了一
个特征碎片离子，根据二级的裂解规律将推测的候选结构导
入，再对其进行二级理论碎片的标注，图5显示大部分二级
碎片都有合理结构标注，说明推测的代谢物结构的可信度较
高。

通过MDF非目标查找代物模式鉴定得到的阿可替尼体内
代谢物，大部分与目标代谢反应库鉴定到的代谢物结果重
复，除去重复的结果，共鉴定得到两个代谢物，具体鉴定
结果见图6。

图5 对二级谱图进行理论碎片标注

图6 CD软件鉴定阿可替尼的体内代谢产物结果
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4. 总结

本次实验建立的液质联用方法，采用10min的梯度，基于母
药极性较大，液相模式选择Hilic模式，大部分代谢产物保留
时间都大于母药的保留时间，采用Full MS-ddMS2的质谱扫
描模式，一次数据采集同时获得样品的一级和二级质谱信
息，方法简单高效。

数据处理均在Compound Discoverer 3.1软件上完成，本次阿
可替尼代谢产物鉴定选用的工作流程包括两种代谢物查找模
式，分别是目标代谢物查找和非目标代谢物查找模式，目标
代谢物查找模式中除了搜索CD软件自带的代谢反应库外，
根据阿可替尼的母药结构特征自定义了两种酰胺键断裂的代
谢反应类型；非目标代谢物查找模式基于MDF过滤和特征碎
片离子查找功能，相比于目标查找扩大了代谢物查找范围，
这两种查找代谢物模式相结合对于全面查找阿可替尼的体内
代谢产物非常有益。

本次实验共鉴定了15个阿可替尼的体内代谢产物，并对代谢
产物的结构进行了合理推测，对后续阿可替尼的体内代谢机
制研究提供了参考依据。同时本文所述的CD软件药物代谢
物鉴定工作流程有利于为复杂基质中未知代谢产物的鉴定提
供综合解决方案。
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