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基于质谱技术的药物代谢产物鉴定策略进展
王慧英，王锐，杨华，李萍 *

(中国药科大学天然药物活性组分与药效国家重点实验室，江苏 南京 210009)

[摘要] 药物代谢产物鉴定是药物代谢研究的重要环节，也是药理药效研究的物质基础。在药物代谢产物分析检测中，质谱技术因具有适用范

围广、灵敏度高等优势而成为药物代谢产物的主要检测手段。基于质谱技术的药物代谢产物鉴定常用的方法有标准品比对、文献及数据库比

对、质谱图谱解析、放射性同位素标记以及计算机辅助鉴定。综述近年来常用于药物代谢产物鉴定的质谱鉴定方法研究进展，以期为药物代谢

产物研究提供参考。
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[Abstract] Identification of drug metabolites is an important part of drug metabolism research and the material basis of pharmacology and 
pharmacodynamics research. Mass spectrometry is a major detection method for drug metabolites due to its high sensitivity and extensive 
application. In general, the methods  of drug metabolites identification include reference standards comparison, literature and database matching, 
comprehensive spectrometry analysis, radioisotope labeling and computer-assisted structural elucidation. In this paper, recent advances in these 
methods were summarized in order to provide reference for the identification of drug metabolites.
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药物代谢产物具有背景基质复杂、种类多样、含量

较低的特点，这要求其分析仪器具有较强的检测能力。

因此，在化合物检测方面具有应用范围广、不受检测对

象物态限制、灵敏度高（可检测到pg级别）、分析速度

快、信息直观等多种优势的质谱（mass spectrometry，
MS）技术成为目前药物代谢产物的主要检测手段 [1]。

由于药物代谢产物的背景基质较为复杂，直接质谱进样

对药物代谢产物的离子化效率影响极大，因此在药物代

谢产物分析过程中，质谱常与液相色谱、气相色谱等分

离能力较强的色谱技术串联使用。为了获取更多的代谢

产物结构信息，色谱-质谱联用技术可进一步与紫外检测

器、离子淌度光谱等光谱检测技术联用，得到代谢产物

的吸收波长、碰撞截面积等参数。

从药物代谢产物的质谱图谱中可得到化合物的

相对分子质量、同位素丰度比、二级质谱碎片、多级

质谱碎片等参数，其中二级质谱碎片及多级质谱碎片

中包含了较多的结构信息，是代谢产物鉴定的主要依

据。保留时间、吸收波长、碰撞截面积等色谱-光谱

信息能够反映化合物的一些理化性质，对化合物鉴定

具有辅助作用。故根据化合物的质谱图谱信息及保留

时间、吸收波长等参数进行标准品验证以及数据库比

对，因其简单准确、方便快捷，是目前应用最广泛的

药物代谢产物鉴定方式。但现有化学标准品及数据库

中所收录的谱图信息十分有限，不能满足复杂多样的

代谢产物结构鉴定。面对这一瓶颈，研究者们通过丰

富代谢产物数据库、总结特定结构化合物的质谱行为

规律、引入新方法、开发新的鉴定工具等手段促进药物

代谢产物鉴定。

1  标准品验证

标准品验证是最简单准确的药物代谢产物鉴定方

法，即在相同的检测方法下，对代谢产物与标准品的保

留时间、最大吸收波长、相对分子质量、质谱二级碎

片等信息进行比较鉴定。因此该方法仅适用于鉴定存

在标准品的已知化合物。标准品验证因具有简单、准
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表1 代谢产物鉴定中常用数据库

Table 1  Commonly used databases for metabolite identification

数据库 内容 参考文献
The Human Metabolome Database（HMDB） 人体中小分子代谢物的详细信息 [9]

The Madison Metabolomics Consortium Database
（MMCD） 用于代谢研究的核磁、质谱数据库 [10]

Metlin 代谢组学数据库，包含大量代谢物化学信息和质谱数据 [11]
Spectral Database for Organic Compounds（SDBS） 有机化合物谱图库 (MS、1HNMR、13CNMR、FT-IR、Raman、ESR) [12]
RIKEN tandem mass spectral database （ReSpect） 植物代谢产物的二级质谱数据库，提供物种分类与代谢物之间的关系 [13]
The Global Natural Products Social Molecular 

Networking（GNPS） 天然产物的质谱数据库 [14]

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG） 综合性生物信息学数据库，包含疾病、生物通路、基因、药物、化学
结构等信息 [15]

National Institute of Standards and Technology
（NIST） 美国国家标准与技术研究院化学数据库 [16]

KNApSAcK family databases（KNApSACk） 用于植物学研究的植物代谢数据库 [17]
ChemSpider 用于化合物结构快速检索，包含580 000多个化合物结构信息的数据库 [18]
PubChem 小分子有机化合物的结构生物活性信息 [19]

Golm Metabolome Database（GMD） 植物分子生理学相关的GC-MS数据，提供普通查询和进化树搜索功能 [20]
MassBank 以质谱分析为基础的数据库 [21]
WEIZMASS 3 540多个植物代谢物的高分辨质谱数据 [22]

The DrugBank database（DrugBank） 药物及其作用靶点的化学和生物学信息 [23]
Chemical Entities of Biological Interest Ontology

（ChEBI） 大量活性小分子及其生物活性信息 [24]

Bovine Metabolome Database（BMDB） 7 800多个牛体内代谢物信息 [25]
FooDB 常见食品及未加工食品的化学信息 [26]

The Escherichia coli Metabolome Database（ECMDB） 大肠杆菌代谢组学数据（27 000多个代谢物结构、5 000个NMR、LC-MS、
GC-MS图谱以及分子生物学、化学生物学信息） [27]

The Yeast Metabolome Database（YMDB） 酵母代谢组学数据库
（提供酵母小分子代谢产物的GC-MS、LC-MS、NMR信息） [28]

The Small Molecule Pathway Database（SMPDB） 人体中小分子代谢通路 [29]
PlantCyc 植物代谢通路数据 [30]

The Toxin and Toxin Target Database（T3DB） 常见毒性成分及其靶点 [31]

确的特点，在药物代谢物鉴定过程中得到普遍认可。

在标准品易得的情况下，该法是代谢产物鉴定的首选

方法。但在实际研究过程中，大部分代谢产物的标准

品难以获取且价格高昂，因此对于成分复杂多样的药物

代谢产物的鉴定，运用标准品进行验证较难实现 [2-4]。

2  文献及数据库比对鉴定

药物代谢产物鉴定可通过与相同检测条件下的

文献或数据库中的标准图谱数据比对完成化合物的鉴

定，因此该方法仅适用于鉴定存在标准图谱信息的已知

化合物。参考代谢组学中代谢产物定性分析的要求 [5]，

用于比对的2个化合物需在相同检测条件下存在2个及

以上相同且独立的正交参数，方可认为是同一物质。

常用的参数有保留时间、相对分子质量、质谱碎片、

吸收波长等。化合物保留时间受色谱柱、检测仪器、

流动相、温度等多种因素影响，变化较大；吸收波长

只能反映化合物的结构类型；质谱图能够反映代谢产

物详细的结构信息且相关标准数据相对较多。因此，

通常情况下，文献及数据库比对主要依赖于质谱图谱

信息的比对。

由于文献中谱图分散，查找十分困难，为了便于

化合物的分析鉴定，人们将文献中以及标准品的化学

信息、代谢通路、质谱数据谱图等整理成数据库。经

过长期的探索和积累，各国的研究者们建立了多种与

代谢产物鉴定相关的化合物数据库并不断地进行丰富

更新 [6-8]。由于数据库综合了世界范围内的研究成果

且大部分为免费开放型数据库，因此相对于标准品比

对，数据库比对鉴定方便易行、成本较低。

在代谢产物鉴定过程中常用到的数据库有：1）综

合性数据库，例如：Metlin、HMDB、MMCD；2）鉴

定专用的波谱类数据库，例如：MassBank、GNPS；
3）代谢通路数据库，例如：K E G G、S M P D B、

PlantCyc；4）化学结构数据库，例如：PubChem、

ChemSpider；5）针对某一类物质的小型代谢数据库，

例如：ECMDB、YMDB。代谢产物鉴定过程中，一些

常用的数据库可见表1。
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化合物的谱图信息来自于化合物单体的分析检

测，而现存化合物单体数目决定了有限的谱图信息。

设备、环境、检测模式等各种因素可导致同一化合物

的谱图存在一定的差异，进一步缩小了图谱比对的适用

范围。随着现代分析技术及检测手段的不断进步，可被

检测到的代谢产物数目日益增加，虽然相关数据库也在

不断进行信息的完善和丰富，但其发展速度并不能与代

谢产物鉴定所需求的信息量相匹配。故通过文献及数据

库比对进行代谢产物鉴定仍具有一定的局限性。

3  质谱图谱解析

在代谢产物分析过程中，各类有机化合物的质谱

裂解行为与其结构密切相关，因此质谱图谱解析适用

于所有化合物的结构分析。但是仅依靠质谱无法判定

化合物的精确结构，所以质谱图谱解析仅能作为化合

物结构鉴定的辅助手段。随着先进的分析仪器的不断

涌现，在化合物检测中可获得更精准的数据信息，更

多反映代谢产物性质的参数。人们在实验过程中不断

总结各类化合物的质谱规律，并将这些规律运用到质

谱图谱解析当中，进一步促进了代谢产物的鉴定。质

谱图谱的具体解析流程如下。

3.1  分子式的确定

代谢产物的分子式可先根据一级质谱得到的相对

分子质量，确定化合物的候选分子式。高分辨质谱的

相对分子质量偏差极小，可大幅度缩小匹配分子式数

目，同时可应用氮律、同位素丰度比 [32]对所得分子式

进一步筛选。Kind等 [33]提出7条黄金法则用于精确质

谱分子式判定，涵盖元素数量限制、Lewis和Senior规
则、碳氢元素比、同位素比、氮氧硫磷与碳元素比、

元素比可能性检查、三甲基硅烷检查7个方面，有效

缩减候选分子式数目、排除假阳性。夏兵等 [34] 在此基

础上，采用分子式数据库进行分子式预测的方法，通

过分子式出现频率和同位素分布相似度评价等综合评

分，进一步缩小候选分子式范围。

3.2  结构推断

根据分子式计算不饱和度，结合最大吸收波长、

保留时间等可推测化合物类型；根据质谱特征碎片，

碎片差值可推测化合物的裂解过程以及可能存在的官

能团。同类化合物具有相同的基本结构，常常能够发

生固定的裂解，例如乌头碱型生物碱的二级质谱的主

要裂解方式是去除C8位上的取代基 [35]；黄酮在负离子

模式下容易发生RDA （Diels-Alder reaction）裂解，产

生以1, 3A-为主的特征碎片离子 [36]。在实际应用中，这

些特殊碎片还可作为一类化合物的诊断离子进行化合

物寻找和结构解析 [37]。

药物代谢常常发生一些固定的代谢反应，代谢

产物中存在较多结构相似的同分异构体，其质谱行为

相似，主要碎片离子相同，难以区分鉴定。研究者们

在实验中发现部分位置异构体虽然有相同的MS/MS
碎片离子，但却有不同的碎片离子丰度比。例如，

Ostrowski等 [38]通过绘制3 ~ 30 eV碰撞电压下的各碎片

离子丰度-电压曲线，成功区分MS/MS主要碎片相同的

3种位置异构体：3-甲氧基-4-羟基苯甲酸、2-羟基-3-甲
氧基苯甲酸、4-甲氧基-3-羟基苯甲酸；Cuyckens等 [39]通

过质谱联用技术对糖基连在不同位置的18种黄酮苷进

行了研究，总结发现糖基连接位置与各碎片离子的相

对丰度相关。另外，随着多级质谱的逐渐应用，在化

合物二级碎片的基础上可得到更详细的碎片离子的信

息，使得原本在二级质谱上具有十分相似裂解方式的

化合物得到进一步的区分。例如，相同苷元的黄酮多

糖氧苷的二级质谱行为极其相似，Kite等 [40]利用离子阱

质谱对黄酮多糖苷进行检测，发现山柰酚-3-O-洋槐二

糖苷和山柰酚-3-O-芸香糖苷的二级碎片十分相似，但

其三级质谱[（M + Na）-山柰酚]+ 的碎片离子却不同。

对于同分异构体化合物的鉴定，还可以采用离子

淌度质谱（ion mobility mass spectrometry，IMMS）。

IMMS由离子淌度光谱与质量分析器串联组成，其原理

是离子在漂移管中与缓冲气体碰撞时的碰撞截面不同，

因此可将离子按大小和形状进行分离，在同分异构体分

离以及化合物鉴定方面具有独特优势 [41-42]。IMMS现广

泛应用于代谢组学、结构生物学、脂质组学、蛋白质组

学以及临床研究中 [43-45]。化合物的碰撞截面积与化合物

的构型和空间大小有关且相对稳定，因此碰撞截面积的

引入有效提高了药物代谢产物鉴定的准确度 [46-48]，甚至

仅根据化合物的碰撞截面积和相对分子质量等信息与标

准数据比对即可完成对化合物的鉴定 [48]。

以上是质谱图谱解析的一般步骤。对于药物代谢

产物的鉴定，若只有质谱谱图，普适性的规律难以精

确判定化合物结构，特殊规律例如碎片离子丰度比具

有很强的经验性且建立在化合物的基本结构已知的基

础之上，因此通过质谱图谱解析进行药物代谢产物鉴

定具有一定的局限性。
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4  放射性同位素标记鉴定

为了更直观快速地锁定代谢产物，获取更多的

代谢产物结构信息，人们引入了放射性同位素标记鉴

定。该法是寻找、鉴定代谢产物非常直观有效的方

法，适用于所有有机化合物的分析，其常用方法分为2
类，一类是直接标记，另一类是间接标记。

4.1  直接标记法

放射性同位素直接标记是在进行代谢反应前对所

研究化合物进行放射性同位素标记，药物经代谢反应

后，直接得到含有放射性同位素标记的代谢产物。该

方法能够非常直观地将代谢原型、代谢产物与复杂基

质区分开来，快速而准确地找到代谢产物，同时根据

放射性同位素的存在对代谢产物的结构鉴定具有一定

的辅助作用。Jaganath等 [49]在研究芦丁的肠道菌群代谢

产物过程中，将14C标记的槲皮素与肠道菌群共孵，用

HPLC-RC-MS2对其进行检测，发现黄酮醇迅速降解，

根据其放射性元素，检测得到槲皮素的单氧化物、双

氧化物及亚甲基醌中间体等代谢产物。放射性同位素

标记法虽然准确、直观，但同位素标记位点直接影响

代谢产物获取的全面性，且实验过程中需考虑放射性

同位素本身的半衰期等性质特点，因此在放射性同位

素的选择上需要根据放射性同位素本身的性质、实验

条件与目的、实验人员的安全性等多方面进行考虑。

在药物代谢研究中14C与3H是最常用的放射性同位素。

4.2  间接标记法

常用的放射性同位素间接标记法有放射性同位素

标记捕获剂法 [50-51]、H/D交换法等。例如，Mezine等 [50]

将曲格列酮和冷冻人肝脏细胞一起共同孵育，同时加

入同位素标记的谷胱甘肽与谷胱甘肽的混合物，应用

LC-HRMS进行检测，可快速检测到单同位素标记的谷

胱甘肽与活性代谢产物的结合物。

H/D交换法与LC-MS、GC、NMR等分析技术相

结合，是近年发展起来用于化合物的结构鉴定的新方

法，其利用氘原子容易与周围的氢原子发生交换的特

点 [52-54]，实现对代谢产物的结构鉴定。Shah等 [52]利用

柱后注入D2O，比较进行H/D交换前后的质谱图谱，计

算不稳定氢数目。使用柳氮磺胺吡啶对整个过程的各

个参数进行优化，优化后的方法适用于各类化合物的

分析，可在各类质谱设备上应用。同时成功应用于普

伐他汀内酯和地氯雷他定的氮氧化物的分析和代谢产

物的鉴定。相比用氘代试剂作为流动相的方法，该方

法所消耗的氘代试剂量极少，且有望应用于仿制品的

鉴别、质谱碎片离子分布、化学反应的中间过程分析

等方面。

5  计算机辅助鉴定

随着分析仪器的发展，单个代谢样品中即可检

测到成千甚至上万个化合物，如此庞大的数据亟需无

监督的自动化鉴定过程。计算机的引入有效解决了大

数据处理难题，同时加速了无标准谱图化合物的解析

过程，在一定程度上实现了药物代谢产物的自动化鉴

定。计算机辅助鉴定方法多种多样，根据其工作原

理，现分为化学结构数据库基础上的自动化鉴定、碎

片树、基于代谢反应预测的代谢产物鉴定3类，其中化

学结构数据库基础上的自动化鉴定适用于无标准谱图

的已知化合物的鉴定，碎片树以及基于代谢反应预测

的代谢产物鉴定为普适性方法，同时适用于未知代谢

产物的分析鉴定。

5.1  化学结构数据库基础上的自动化鉴定

相对于存在标准质谱图的化合物，数据库收录的

具有结构信息的化合物在数目上具有绝对优势，例如

质谱专用数据库MassBank中收录了3 127个化合物的

26 296张质谱图，而化学结构数据库ChemSpider中收录

了580 000多个化合物结构。如果在化合物结构数据库

基础上，根据化合物结构即可推测出化合物的主要离

子碎片，或者根据离子碎片即可寻找匹配的化合物结

构，那么药物代谢产物可鉴定范围将进一步扩大。研

究人员基于这些思考，将化学信息学与计算机科学相

结合，开发出多种二级质谱、多级质谱的检索与相似

度匹配的计算机程序，实现了基于化合物结构数据库

的自动化鉴定过程，扩大了药物代谢产物的可鉴定范

围。目前相关的方法工具可分为以下3类。

5.1.1  计算机模拟MS/MS谱图的代谢产物鉴定  该类方

法是根据现有数据库中化合物的MS/MS标准谱图规

律建立算法，并利用现有数据库中的数据对算法不断

优化。代谢鉴定工具通过这些算法对实际谱图进行分

析，完成化合物预测、图谱匹配、评分排序等化合物

自动化鉴定过程。例如，CFM-ID [55]是基于二级质谱并

运用此原理的网络服务器，其主要通过概率模型预测

裂解过程，生成候选化合物的裂解图谱，然后对预测

的裂解图谱和实际图谱进行相似性评分。CFM-ID实际
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应用过程中具有3方面的作用： 1）对已知化合物的二

级质谱解析； 2）对未知化合物的二级质谱预测；3）
通过对特定图谱的候选结构进行预测排序，进而鉴定

代谢产物。

5.1.2  基于裂解方式预测的代谢产物鉴定  此类方法是根

据化合物结构，对其所有可能裂解方式进行预测，将所

有裂解方式产生的离子碎片组合与实际质谱谱图进行匹

配评分，得到最佳候选化合物结构。应用此原理的代谢

产物鉴定软件很多，例如MS-Finder [56]、MetFrag [57]、

MIDAS [58]、MAGMa [59]。MIDAS是一种通过将MS/MS
谱图与数据库中的代谢产物的预测碎片进行匹配完成

代谢产物鉴定的数据库检索方法。为了计算匹配度，

MIDAS首先根据化学键断裂一般规律列举出代谢产物的

可能碎片并计算其合理性，然后对实验数据的MS/MS谱
图与代谢产物预测的MS/MS谱图进行匹配评分。Ridder
等 [60]结合多级质谱谱图树，构建了一种以子结构为基础

的拓展算法。该算法通过建立候选化合物的子结构分层

树与各级碎片离子进行匹配，计算匹配分数，根据其匹

配分数对从PubChem数据库得到的候选离子进行排序，

获取代谢产物的分子结构。以上2种方法对质谱均要求

较高的质量精度。MetFrag则以某一特定的相对分子质量

对PubChem、KEGG、ChemSpider等数据库进行检索，

然后对合理碎片进行计数，结合碎片峰评分完成对候选

化合物的进一步筛选。

5.1.3  基于分子指纹特征的代谢产物鉴定  该类算法是

根据化合物的碎片图谱对分子指纹特征进行预测，然

后根据这些特征在结构数据库中进行检索获取候选化

合物。Heinonen等 [61]运用机器学习模型（基于支持

向量机原理）完成对分子特征的预测和串联质谱中的

代谢产物鉴定。该方法首先根据未知化合物的质谱信

息预测出化合物多种特征，然后将预测的化合物特征

与大型数据库如PubChem进行匹配获取候选化合物结

构。其常用的方法有FingerID、CSI:FingerID [62]，其中

CSI:FingerID结合了“碎片树”的思想，详细介绍见

“碎片树”部分。

5.2  碎片树

B ö c k e r等  [ 6 3 ]于 2 0 0 8年首次提出“碎片树”

（fragmentation trees，FTs）的概念，这是一种基于质谱

碎片的从头鉴定方法。该法不需要化合物的精确分子结

构、化学数据库、质谱数据库等信息，以碎片离子为节

点，以丢失的基团为连线，表征化合物的裂解途径，

运用固定算法计算子树的最佳得分，预测化合物分子

式。为了验证方法的可行性，研究人员运用此方法对32
个化合物的分子式进行预测，26个化合物的正确分子式

位于候选分子式列表的第1位，其余5个化合物的正确分

子式也位于候选分子式列表的前五名。该方法提出后，

Böcker团队不断地将其完善 [64-65]，并将碎片树的思想与

机器学习相结合开发出一种基于MS/MS数据对小分子

结构进行数据库搜索的新方法——CSI: FingerID [62]，在

应用过程中该方法与现阶段其他的代谢产物鉴定工具

如MIDAS、MetFrag、MAGMa、CFM-ID、FingerID相

比，均表现出更高的准确性。2016年Böcker等 [66]对“碎

片树”算法——SIRIUS系列进行了新的优化，提出了

一种碎片树的新计算方法——SIRIUS 3，将原本的“组

合优化”转换为“最大后验估计”。相较于前面的方

法，SIRIUS 3解决了碎片树的计算难题，在未知化合物

分子式的从头鉴定和数据库检索寻找结构相似化合物

方面更具突出优势。此外，应用于碎片树的软件还有

MoleculePuzzle、ISIS等 [2]。

5.3  基于代谢反应预测的代谢产物鉴定

药物代谢产物来源于药物的代谢反应，代谢产物

的结构与代谢反应的类型、前体化合物结构性质密切

相关。因此研究者利用这些特征，结合化学信息学与

化学计量学，开发出一系列代谢产物的预测软件和代

谢产物筛选方法，辅助药物代谢产物鉴定。

代谢产物预测软件根据前体化合物的空间结构、

化学键的强弱、常见代谢途径，对代谢产物进行预

测。目前根据此方法常用的代谢产物预测软件有：

Meteor、MetaSite、StarDrop和MetaDrug [67-69]。Meteor
主要根据现有代谢数据中的代谢规律和推理算法对化

合物的代谢反应进行预测且能够覆盖主要的代谢反

应，灵敏度高，但其缺点是预测化合物数量大于代谢

产物数量，存在一定的假阳性，准确性低。MetaSite是
一种反应自动对接模型，主要用于预测P450的Ⅰ相代

谢反应。StarDrop则主要运用量子力学的方法预测所要

查询化合物代谢反应中CYP3A4、CYP2D6和CYP2C9的
参与程度。以上预测软件基于不同的原理，多个预测

软件的结合使用可提高化合物预测的准确性。

面对复杂的代谢体系，这些软件预测能力十分有

限。因此，一些研究者在对复杂体系代谢产物的鉴定

过程中，首先应用化学计量学手段对代谢数据进行预

处理，如背景扣除、主成分分析（PCA）、质量亏损过
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滤（MDF）、子离子或中性丢失过滤，然后综合代谢

反应及其图谱特征进行鉴定。例如，MassMetaSite [67]

就是在MetaSite基础上，将代谢产物预测功能与上述

预处理过程相结合的化合物自动化鉴定软件。另外，

在寻找和鉴定药物肠道菌群代谢产物过程中，研究者

们常常根据原产物以及可能发生的代谢反应，应用

MetaboLynx软件，对样品和基质图谱进行扫描，寻找

发生固定代谢反应的代谢产物 [70]。或者根据代谢反应

直接对代谢产物的相对分子质量和分子式进行推算，

结合MDF，完成代谢产物的寻找。但MDF仅仅能够实

现少数步骤的代谢反应的搜索，容易造成代谢产物的

丢失。Wang等 [71]通过使用MATLAB软件将任意2个代

谢产物之间的差值与可能发生的代谢反应造成的相对

分子质量改变相匹配，减少了代谢产物的丢失。同时

计算化合物反应对之间相同的中性丢失、碎片离子、

碎片离子差，三者之和与碎片离子总数的比值，得到

每个化合物的匹配系数，保留每一个化合物的最大
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