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摘要　目的：研究新型抗抑郁化合物 ＷＪ－１４在大鼠体内和人肝微粒体中的代谢产物和代谢途径。
方法：采用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ对大鼠血浆和尿液，以及人肝微粒体体外孵育体系样本进行分析。色谱条件：采
用ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以含０１％甲酸水溶液（Ａ）－甲醇（Ｂ）为流动相，梯

度洗脱，流速 ０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温 ４０℃，进样量 ５μＬ。结合 ＷＪ－１４的碎裂方式和特征碎片离子对
ＷＪ－１４的代谢产物进行鉴定，并推测其代谢途径。结果：共鉴定出 ＷＪ－１４的代谢产物１２个，大鼠体内６
个，人肝微粒体中６个，其中２个代谢物在大鼠体内和人肝微粒体中都被检测到。ＷＪ－１４的代谢途径为羟
基化、去甲基化、水合、葡萄糖醛酸化和甲基化。结论：利用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术对 ＷＪ－１４的代谢产物和
代谢途径进行研究，ＷＪ－１４的代谢途径包括Ⅰ相和Ⅱ相代谢，其中以Ⅰ相代谢中的羟基化为主。研究结果
可为ＷＪ－１４的制剂开发和应用提供参考。
关键词：ＷＪ－１４；高效液相色谱－质谱联用技术；代谢产物；人肝微粒体；代谢途径
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ｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓＴｈｅｍａｊｏｒｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｏｆＷＪ－１４ｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ，ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ，
ｈｙｄｒａｔｉｏｎ，ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｉｎｔｈｉｓｗｏｒｋ，ｗｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｎｄｍｅｔａ
ｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｏｆＷＪ－１４ｕｓｉｎｇＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅＴｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆＷＪ－１４ｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎｐｈａｓｅ
Ⅰ ａｎｄｐｈａｓｅⅡ ｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｓ，ｉｎｗｈｉｃｈｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎｉｎｐｈａｓｅⅠ ｉｓｄｏｍｉｎａｎｔＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｓｔｕｄｙｍａｙｐｒｏｖｉｄｅｖａｌｕａｂｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＷＪ－１４
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＷＪ－１４；ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ；ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ；ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ

　　抑郁症是以情感低落、思维缓慢、意志活动减弱
和认知功能受损等为主要临床特征的疾病，现已成

为全球第二大医疗隐患［１－３］。抑郁症发病机制尚未

完全阐明且发病因素复杂，目前使用的抗抑郁药物

存在效率低，起效慢，服用周期长等不足［４］。

近年来研究发现，氨基酸类神经递质，尤其是谷

氨酸与抑郁症的发病机制密切相关，在抑郁症患者

顶叶皮质中发现谷氨酸水平明显升高［５－６］。Ｎ－甲
基－Ｄ－天冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体是一种离子型的谷
氨酸受体，其抑制剂或是变构调节剂可产生快速、持

久的抗抑郁效果［７－９］。２０１９年美国ＦＤＡ批准艾司氯
胺酮（ｅｓｋｅｔａｍｉｎｅ，ＮＭＤＡ受体拮抗剂）鼻内制剂上市，
用于治疗重度抑郁症，２０２３年在中国获批上市，与其
他口服抗抑郁药联合使用，用于缓解成人伴有自杀意

念的抑郁状态，具有起效快，持续时间长等特点，但其

使用的成瘾性和不良反应仍值得关注［１０－１１］。

在此前的研究中，设计并合成了一系列新型１－
苯基－吡咯并［１，２－ｂ］异喹啉－３－酮衍生物，代表
化合物为（１Ｒ，１０ａＲ）－１－（４－氟苯基）－吡咯并
［１，２－ｂ］异喹啉 －３－酮（ＷＪ－１４），母核结构为吡
咯并异喹啉，吡咯环上１位为对氟苯基取代，结构式
见图１［１２］。体内活性评价显示在慢性不可预见性刺
激模型的小鼠中，ＷＪ－１４有明显的抗抑郁效果；体
外活性评价显示其作用于 ＮＭＤＡ受体（拮抗 ＮＭＤＡ
受体，对其受体蛋白的表达有较好的抑制作用），并

对ＮＭＤＡ诱导的ＰＣ１２细胞损伤有明显的保护作用；
分子虚拟对接显示，ＷＪ－１４母核结构吡咯并异喹
啉、对氟苯基、Ｎ原子及酮羰基与 ＮＭＤＡ受体氨基酸

残基存在多种相互作用，能有效的嵌入到 ＮＭＤＡ受
体的蛋白空腔中，发挥显著的ＮＭＤＡ受体拮抗活性，
具有良好的开发前景［１２－１４］。此外，ＷＪ－１４能快速
透过血脑屏障，大鼠口服给药后５ｍｉｎ，即可在其大
脑内检测到ＷＪ－１４，具备快速起效抗抑郁化合物的
药代动力学基础［１５］。进一步研究发现 ＷＪ－１４在大
鼠体内具有广泛的分布和消除，且口服给药后主要

分布在肝脏，而肝脏是人体主要的代谢器官，是机体

代谢外源性物质的主要场所［１５－１８］。

图１　ＷＪ－１４的化学结构式
Ｆｉｇ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＷＪ－１４

因此，为了系统分析ＷＪ－１４在大鼠体内和人肝
微粒体体外孵育体系中的代谢产物，本文基于

ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，结合多反应监测 －相关信息获
取－增强产物离子扫描（ＭＲＭ－ＩＤＡ－ＥＰＩ）技术对
ＷＪ－１４的代谢产物进行系统分析［１９－２１］，并推测其

代谢途径，为ＷＪ－１４深入的体内代谢研究、制剂开
发和应用提供参考。

１　材料与仪器
１１　药物与试剂

ＷＪ－１４由贵州省天然产物研究中心提供（经
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核磁共振氢谱、核磁共振碳谱以及 ＴＬＣ检测，纯
度 ＞９９％），人肝微粒体（批号Ｍ１０００１２０１８００１，规
格２０ｍｇ·ｍＬ－１）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
（ＮＡＤＰＨ，批号８１４Ａ０２２，纯度 ＞９８％）均购自武汉
普莱特生物医药技术有限公司；ＨＰＬＣ级甲醇购自
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＨＰＬＣ级甲酸购自上海 Ｍａｃｋ
ｌｉｎ公司；实验用水购自广东 Ｗａｔｓｏｎｓ公司；Ｓｏｌｕｔｏｌ
ＨＳ－１５溶液购自上海 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；其余
试剂为分析纯，均购自国药集团化学试剂北京有限

公司。

人肝微粒体在室温条件下解冻、分装并储存于

液氮中。

１２　仪器设备
安捷伦 １２６０型高效液相色谱仪，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；ＡＢＳＣＩＥＸ４５００ＱＴＲＡＰ质谱仪（配有
ＭｅｔａｂｏｌｉｔｅＩＤ分析软件和 Ａｎａｌｙｓｔ１６３数据处理系
统），ＡＢＳＣＩＥＸ公司；ＳＴ１６Ｒ型高速冷冻离心机，
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＸＰ３０５ＡＳ型十万分之
一电子天平，上海析平科学仪器有限公司；ＴＨＺ－
８２Ａ型水浴恒温振荡器，常州金坛良友仪器有限公
司；离心浓缩仪，ＬＡＢＣＯＮＣＯ公司；ＶＯＲＴＥＸ－５型漩
涡混合器，海门其林贝尔仪器。

１３　实验动物
１６只雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠 ［体质量

（２００±２０）ｇ］购自湖南斯莱克景达实验动物有限公
司［合格证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４］，大鼠饲养于
标准湿度、温度和光照条件下，实验开始前大鼠可自

由进食饮水。本研究所有动物实验经浙江省人民医

院毕节医院医学伦理委员会批准［批准号：伦理

（２０２３）５－２号］。
２　方法与结果
２１　ＷＪ－１４大鼠体内代谢研究
２１１　ＷＪ－１４给药液的配制　精密称取 ＷＪ－１４
粉末２００ｍｇ，溶解于１０ｍＬ的ＳｏｌｕｔｏｌＨＳ－１５溶液
中，再加入０９％生理盐水１９０ｍＬ，得到总体积为
２００ｍＬ，质量浓度为 １ｍｇ·ｍＬ－１的 ＷＪ－１４给
药液。

２１２　动物分组与给药　１６只大鼠随机分为 ２
组（给药组和对照组），每组 ８只，给药开始前大
鼠需禁食 １２ｈ但不禁水。给药组的给药剂量为
８３３ｍｇ·ｋｇ－１，取“２１１”项下 ＷＪ－１４给药液
进行口服灌胃给药（给药剂量依据为前期研究结

果，在给药８３３ｍｇ·ｋｇ－１后，在慢性不可预见性
刺激模型中观察到较好的效果，并对 ＮＭＤＡ受体
蛋白表达有较好的抑制效果［１２－１４］）。对照组除不

给予 ＷＪ－１４外，其余与给药组平行。由于不同
代谢物可能在给药后不同时间产生，因此本研究

在给药后多点取血，以免遗漏可能的代谢产物。

２１３　生物样本的采集　大鼠灌胃给药后，分别在
００８３、０２５、０５、１、２、３、４、６、８ｈ［１５］通过眼眶取血约
４００μＬ，置于肝素化的离心管中，于 ４℃条件下，
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，得血浆样本，分别合并给
药组、对照组０～２ｈ、２～４ｈ、４～８ｈ的血浆样本；收
集并合并给药组、对照组大鼠０～８ｈ的尿液样本；将
血浆和尿液样本保存在－２０℃冰箱中，待用。
２１４　生物样本前处理　给药组取各时间段合并血
浆或尿液样本１００μＬ。对照组取各时间段合并血浆
或尿液样本９０μＬ加入１０００ｎｇ·ｍＬ－１ＷＪ－１４给药
液１０μＬ并混匀，使ＷＪ－１４在对照组血浆及尿液样
本中的浓度为１００ｎｇ·ｍＬ－１。

采用液液萃取法，选择乙酸乙酯作为萃取试剂。

在１００μＬ血浆或尿液样本加入乙酸乙酯１６ｍＬ后涡
旋震荡萃取１０ｍｉｎ，于４℃条件下，以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，取上清液转移至新的离心管中，１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心，挥干，再加入８０％甲醇水溶液２００μＬ
复溶，充分混匀后于４℃条件下，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，取上清液进样分析。
２２　ＷＪ－１４体外代谢研究　
２２１　ＷＪ－１４给药液的配制　精密称取 ＷＪ－１４
粉末 １００ｍｇ，溶解于 １ｍＬ甲醇溶液中，得到
１０ｍｇ·ｍＬ－１ＷＪ－１４给药液。
２２２　体外孵育体系组成　建立人肝微粒体体外
孵育体系，体系组成及终浓度为人肝微粒体

（１ｍｇ·ｍＬ－１）、ＮＡＤＰＨ（３ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、磷酸氢二
钠－磷酸二氢钾混合缓冲液（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ＝７４）、二氯化镁（３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、ＷＪ－１４
（１００μｇ·ｍＬ－１）和水，控制反应总体积为２００μＬ。
２２３　分组及给药　体外孵育实验中设置３个对照
组，分别是无人肝微粒体组、无底物组和无ＮＡＤＰＨ
组，以充分考虑孵育体系组成中可能存在的干扰物，

具体分组信息及各分组化合物组成见表 １，其中
ＷＪ－１４给药液为“２２１”项下溶液，控制反应体系中
甲醇的含量不超过１％。实验组、对照组１及对照组
２在不加入 ＮＡＤＰＨ的条件下先在 ３７℃水浴恒温
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　　　　 表１　体外孵育体系分组（μＬ）
Ｔａｂ１　Ｇｒｏｕｐｉｎｇｏｆｉｎｖｉｔｒｏｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓ

组成　　　

（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅ）　　　

实验组

（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ）

对照组１（无人肝微粒体）

（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ１，ｗｉｔｈｏｕｔ

ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ）

对照组２（无ＷＪ－１４）

（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ２，

ｗｉｔｈｏｕｔＷＪ－１４）

对照组３（无ＮＡＤＰＨ）

（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ３，

ｗｉｔｈｏｕｔＮＡＤＰＨ）

人肝微粒体（ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ）（１ｍｇ·ｍＬ－１） １０ － １０ １０

ＮＡＤＰＨ（３ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ４０ ４０ ４０ －

磷酸氢二钠－磷酸二氢钾（Ｎａ２ＨＰＯ４－ＫＨ２ＰＯ４）（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １００ １００ １００ １００

氯化镁（ＭｇＣｌ２）（３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２０ ２０ ２０ ２０

ＷＪ－１４（１００μｇ·ｍＬ－１） ２ ２ － ２

水（Ｈ２Ｏ） ２８ ３８ ３０ ６８

振荡器中预孵育５ｍｉｎ，随后加入ＮＡＤＰＨ启动反应；
对照组３不含 ＮＡＤＰＨ，直接启动反应。体外孵育实
验反应时间为 ４ｈ，随后加入冰甲醇 ２００μＬ终止
反应。

２２４　样本前处理　取“２２３”项下反应结束后的
混合溶液于４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上
清液进样分析。

２３　实验条件
２３１　色谱条件　采用 ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８色谱柱
（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ），以含０１％甲酸水溶液
（Ａ）－甲醇（Ｂ）为流动相，流速０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
４０℃，进样量 ５μＬ，采用梯度洗脱（洗脱程序
见表２）。

表２　ＷＪ－１４的梯度洗脱程序
Ｔａｂ２　ＧｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｏｆＷＪ－１４

ｔ／ｍｉｎ
流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

流动相Ａ（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ）流动相Ｂ（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ）

０ ９０ １０

２ ９０ １０

４ ３５ ６５

１２ ３５ ６５

１２１ ９０ １０

１４ ９０ １０

２３２　质谱条件　使用电喷雾离子源在正离子模
式，喷雾电压４５００Ｖ，离子化温度４５０℃，气帘气气
压６８９５ｋＰａ，碰撞气氦气，离子源雾化气１和离子源
雾化气２气压均为３４４７５ｋＰａ，去簇电压１２０Ｖ，入
口电压１０Ｖ，碰撞室出口电压９Ｖ，碰撞能５０ｅＶ，碰
撞能量变化范围１５ｅＶ，扫描范围为ｍ／ｚ５０～１０００。

２４　代谢产物分析
基于ＭＲＭ－ＩＤＡ－ＥＰＩ技术对 ＷＪ－１４进行代

谢产物分析鉴定。首先记录 ＷＪ－１４及其主要碎片
离子的 ｍ／ｚ信息，随后使用 ＭｅｔａｂｏｌｉｔｅＩＤ软件构建
ＷＪ－１４可能进行的Ⅰ、Ⅱ相代谢的生物转化类型
（见表３），并建立转化后的代谢产物及其主要碎片离
子的ｍ／ｚ信息。在分析过程中，当ＭＲＭ中某一通道
的离子对产生的信号强度超过预设值，则立即触发

ＩＤＡ，系统在１ｍｓ内自动切换为线性离子阱模式，触
发ＥＰＩ，离子阱阱集碎片离子并做质谱扫描，得到相
应ＭＲＭ通道的母离子的二级质谱图，从而用于该通
道化合物的定性分析。数据采集处理系统采用

Ａｎａｌｙｓｔ１６３。
２４１　ＷＪ－１４的质谱分析　在所述实验条件下，
ＷＪ－１４的保留时间分别为 １０９２ｍｉｎ（血浆）、
１０８８ｍｉｎ（尿液）和１０５０ｍｉｎ（体外孵育体系），在不
同样本基质中经碰撞后的碎片离子的ＥＰＩ一致性高，
相关信息见图２。ＷＪ－１４的分子式为Ｃ１８Ｈ１６ＮＯＦ，准
分子离子为ｍ／ｚ２８２［Ｍ＋Ｈ］＋，ＷＪ－１４的主要碎片
离子 ｍ／ｚ为１７８、１３５、１０９、１０５、９１。ＷＪ－１４可能的
裂解途径见图 ３。根据药物体内代谢的一般规律，代
谢产物与原型药物具有相似的裂解途径，且其碎片

离子之间有很强的关联性。ＷＪ－１４的裂解途径及
主要碎片离子可为其代谢产物结构的表征提供结构

信息。

２４２　ＷＪ－１４的代谢产物分析　采用ＭＲＭ－ＩＤＡ－
ＥＰＩ技术对ＷＪ－１４的代谢产物进行分析。对比给药组
和对照组的质谱图，根据ＷＪ－１４的裂解途径和主要碎
片离子信息，结合ＷＪ－１４可能发生的代谢及其代谢
产物与碎片离子的 ｍ／ｚ信息，对可能的代谢产物
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　　　　 表３　常见的Ⅰ、Ⅱ相代谢的生物转化
Ｔａｂ３　ＢｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｃｏｍｍｏｎｐｈａｓｅⅠ ａｎｄｐｈａｓｅⅡ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

序号（Ｎｏ．） 得到／失去（ｇａｉｎ／ｌｏｓｅ） 元素组成（ｆｏｒｍｕｌａ）　　　质量变化（ｍａｓｓｏｆｆｓｅｔ） 生物转化类型（ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｔｙｐｅ）　

１ １ Ｏ １６ 羟基化（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）

２ ２ Ｏ ３２ 双羟基化（ｄｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）

３ ３ Ｏ ４８ 三羟基化（ｔｒｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）

４ １ Ｈ２Ｏ １８ 水合（ｈｙｄｒａｔｉｏｎ）

５ １ Ｈ２ ２ 氢化（ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ）

６ －１ ＣＨ２ １４ 去甲基化（ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）

７ －１ Ｈ２ ２ 脱氢（ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ）

８ １ ＳＯ３ ８０ 硫酸化（ｓｕｌｆａｔｉｏｎ）

９ １ ＣＨ２ １４ 甲基化（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）

１０ ２ ＣＨ２ ２８ 双甲基化（ｄｉ－ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）

１１ １ Ｃ６Ｏ６Ｈ８ １７６ 葡萄糖醛酸化（ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ）

１２ ２ Ｃ６Ｏ６Ｈ８ ３５２ 双葡萄糖醛酸化（ｂｉｓ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ）

１３ １ Ｃ６Ｏ９Ｈ８Ｓ ２５６ 葡萄糖醛酸－硫酸化（ｇｌｕｃ－ｓｕｌｆａｔｉｏｎ）

１４ １ Ｃ６Ｏ７Ｈ８ １９２ 葡萄糖醛酸－羟基化（ｇｌｕｃ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）

１５ １ Ｃ１０Ｈ１５Ｎ３Ｏ６Ｓ ３０５ 谷胱甘肽结合（ｇｓｈ）

１６ １ Ｃ６Ｈ１０Ｏ５ １６２ 糖基化（ｇｌｕｃｏｓｅ）

Ａ、Ｂ．血浆（ｐｌａｓｍａ）　Ｃ、Ｄ．尿液（ｕｒｉｎｅ）　Ｅ、Ｆ．人肝微粒体（ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ）

图２　ＷＪ－１４在不同样本中的ＥＰＩ和保留时间

Ｆｉｇ２　ＥＰＩｓｐｅｃｔｒａａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＷＪ－１４ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

进行定性分析。从样本分析结果的总离子流色谱图

中得到１２个代谢产物（Ｍ１～Ｍ１２），其中大鼠体内代
谢产物有６个（Ｍ１～Ｍ６）；人肝微粒体外孵育体系中
有６个（Ｍ７～Ｍ１２）。相应代谢产物的保留时间、生

物转化类型、代谢产物及其主要碎片离子的 ｍ／ｚ信
息和来源见表４，大鼠体内代谢产物的空白样本图
谱、提取离子流图谱及增强产物离子扫描图谱见图

４；人肝微粒体外孵育体系中代谢产物的空白样本
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图３　正离子模式下ＷＪ－１４可能的裂解途径

Ｆｉｇ３　ＰｒｏｐｏｓｅｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆＷＪ－１４ｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎ

ｍｏｄｅ

图谱、提取离子流图谱及增强产物离子扫描图谱见

图５。ＷＪ－１４在大鼠体内和人肝微粒体体外孵育体
系中的可能代谢途径见图６。

代谢物 Ｍ１分析：代谢物 Ｍ１的保留时间为
４７１ｍｉｎ，其分子式为 Ｃ１８Ｈ１８ＮＯ２Ｆ，准分子离子为
ｍ／ｚ３００［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多１８，推测为ＷＪ－１４
的水合代谢产物。主要的特征碎片离子 ｍ／ｚ２８２为
Ｍ１脱Ｈ２Ｏ后的ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ１５３为 ＷＪ－
１４特征碎片离子ｍ／ｚ１３５加１８（Ｈ２Ｏ）后的离子；ｍ／ｚ
１９６为ＷＪ－１４特征碎片离子ｍ／ｚ１７８加１８（Ｈ２Ｏ）后
的离子。Ｍ１在大鼠体内血浆和尿液中都能检测到。

代谢物 Ｍ２分析：代谢物 Ｍ２的保留时间为
９２６ｍｉｎ，其分子式为 Ｃ１８Ｈ１６ＮＯ４Ｆ，准分子离子为
ｍ／ｚ３３０［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多４８，推测为ＷＪ－１４
的三羟基化代谢产物。主要的特征碎片离子 ｍ／ｚ
２８２为Ｍ２脱３ＯＨ后的ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ１５１为

表４　ＷＪ－１４在大鼠和人肝微粒体中的代谢产物
Ｔａｂ４　ＭｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＷＪ－１４ｉｎｒａｔｓａｎｄｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ

代谢物

（ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ）

保留时间

（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

生物转化类型　
（ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　

ｔｙｐｅ）　

［Ｍ＋Ｈ］＋

ｍ／ｚ

特征碎片离子

（ｍａｊｏｒ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ｉｏｎｓ）ｍ／ｚ

检测位置（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｏｃａｔｉｏｎ）

血浆

（ｐｌａｓｍａ）
（０～２ｈ）

血浆

（ｐｌａｓｍａ）
（２～４ｈ）

血浆

（ｐｌａｓｍａ）
（４～８ｈ）

尿液

（ｕｒｉｎｅ）

人肝微粒体

（ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ）

Ｍ１ ４７１ 水合（ｈｙｄｒａｔｉｏｎ） ３００ ２８２、１５３、１９６ ＋ ＋ － ＋ －

Ｍ２ ９２６ 三羟基化（ｔｒｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ３３０ ２８２、１５１、１０５ － ＋ ＋ ＋ ＋

Ｍ３ １２４０ 去甲基化－葡萄糖醛酸化
（ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ）

４４４ ２６８、１６３、１２１ － ＋ ＋ － －

Ｍ４ ３８１ 去甲基化（ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ） ２６８ １２１、９１、１０９ ＋ － － ＋ ＋

Ｍ５ ２８５ 双羟基化（ｄｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ３１４ ２８２、１６７、２１０ － ＋ ＋ － －

Ｍ６ ４８３ 甲基化（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ） ２９６ １３５、１４９、１９２ － ＋ － ＋ －

Ｍ７ ４７４ 羟基化（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ２９８ ２８２、１３５、１２１ － － － － ＋

Ｍ８ ５７６ 羟基化（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ２９８ ２８２、１７８、１２１ － － － － ＋

Ｍ９ ７４８ 羟基化（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ２９８ ２８２、１３５、１２１ － － － － ＋

Ｍ１０ ５５１ 去甲基化（ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ） ２６８ １３５、１０９、９１ ＋ － － ＋ ＋

Ｍ１１ ５７０ 三羟基化（ｔｒｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ３３０ ２８２、３１２、１３５ － ＋ ＋ ＋ ＋

Ｍ１２ ７４６ 三羟基化（ｔｒｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ３３０ ２８２、３１２、１３５ － ＋ ＋ ＋ ＋

ＷＪ－１４特征碎片离子 ｍ／ｚ１３５加 ＯＨ后的离子；ｍ／ｚ
１０５为ＷＪ－１４的特征碎片离子。Ｍ２在大鼠体内血
浆和尿液中都能检测到，同时在人肝微粒体中也检

测到相同质荷比的准分子离子。

代谢物 Ｍ３分析：代谢物 Ｍ３的保留时间为
１２４０ｍｉｎ，其分子式为 Ｃ２３Ｈ２２ＮＯ７Ｆ，准分子离子为
ｍ／ｚ４４４［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多１６２，推测为ＷＪ－１４

先发生一相代谢反应去甲基化（－１４）后，再发生二相
代谢反应葡萄糖醛酸化结合（＋１７６）代谢产物。主要
的特征碎片离子ｍ／ｚ２６８为Ｍ３脱葡萄糖醛酸化后的
离子，同时也是ＷＪ－１４去甲基后的离子；ｍ／ｚ１６３为
Ｍ３特征碎片离子 ｍ／ｚ２６８丢失１０５碎片后的离子；
ｍ／ｚ１２１为ＷＪ－１４特征碎片离子ｍ／ｚ１３５丢失１４（ＣＨ２）
碎片后的离子。Ｍ３只在大鼠体内血浆中检测到。
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Ｍ１．水合（ｈｙｄｒａｔｉｏｎ）　Ｍ２．三羟基化（ｔｒｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ３．去甲基化－葡萄糖醛酸化（ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ）　Ｍ４．去甲基化（ｄｅｍｅｔｈ

ｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ５．双羟基化（ｄｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ６．甲基化（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）

图４　ＷＪ－１４大鼠体内代谢产物的空白样本图谱（Ａ）、提取离子流图谱（Ｂ）及增强产物离子扫描图谱（Ｃ）

Ｆｉｇ４　Ｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（Ａ），ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（Ｂ）ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｃａｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（Ｃ）ｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ｏｆＷＪ－１４ｉｎｒａｔｓ

Ｍ７．羟基化（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ８．羟基化（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ９．羟基化（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ１０．去甲基化（ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ１１．三羟基化（ｔｒｉ－ｈｙ

ｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）　Ｍ１２．三羟基化（ｔｒｉ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ）

图５　ＷＪ－１４在人肝微粒体中代谢产物的空白样本图谱（Ａ）、提取离子流图谱（Ｂ）及增强产物离子扫描图谱（Ｃ）

Ｆｉｇ５　Ｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（Ａ），ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（Ｂ）ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｃａｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（Ｃ）ｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆ

ＷＪ－１４ｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ
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图６　ＷＪ－１４可能的代谢途径

Ｆｉｇ６　ＰｒｏｐｏｓｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｏｆＷＪ－１４

代谢物Ｍ４分析：代谢物Ｍ４的保留时间为３８１ｍｉｎ，
其分子式为Ｃ１７Ｈ１４ＮＯＦ，准分子离子为ｍ／ｚ２６８［Ｍ＋
Ｈ］＋，比ＷＪ－１４少 ｍ／ｚ１４，推测为 ＷＪ－１４的去甲
基化代谢产物。主要的特征碎片离子 ｍ／ｚ１２１为
ＷＪ－１４特征碎片离子ｍ／ｚ１３５丢失１４（ＣＨ２）碎片后
的离子；ｍ／ｚ９１为ＷＪ－１４的特征碎片离子；ｍ／ｚ１０９
为ＷＪ－１４的特征碎片离子。Ｍ４在大鼠体内血浆和
尿液中都能检测到，同时在人肝微粒体中也检测到

相同质荷比的准分子离子。

代谢物Ｍ５分析：代谢物Ｍ５的保留时间为２８５
ｍｉｎ，其分子式为Ｃ１８Ｈ１６ＮＯ３Ｆ，准分子离子为ｍ／ｚ３１４
［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多３２，推测为 ＷＪ－１４的双羟
基化代谢产物。主要的特征碎片离子ｍ／ｚ２８２为Ｍ５
脱２ＯＨ后的 ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ１６７为 ＷＪ－１４
的特征碎片离子ｍ／ｚ１３５加３２（２ＯＨ）后的离子；ｍ／ｚ
２１０为 ＷＪ－１４的特征碎片离子 ｍ／ｚ１７８加 ３２
（２ＯＨ）后的离子。Ｍ５只在大鼠体内血浆中检测到。

代谢物Ｍ６分析：代谢物Ｍ６的保留时间为４８３
ｍｉｎ，其分子式为 Ｃ１９Ｈ１８ＮＯＦ，准分子离子为 ｍ／ｚ２９６
［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多１４，推测为 ＷＪ－１４的甲基

化代谢产物。主要的特征碎片离子ｍ／ｚ１３５为ＷＪ－
１４的特征碎片离子；ｍ／ｚ１４９为 ＷＪ－１４的特征碎片
离子ｍ／ｚ１３５加１４（ＣＨ２）后的离子；ｍ／ｚ１９２为ＷＪ－
１４的特征碎片离子 ｍ／ｚ１７８加１４（ＣＨ２）后的离子。
Ｍ６在大鼠体内血浆和尿液中都能检测到。

代谢物Ｍ７分析：代谢物Ｍ７的保留时间为４７４
ｍｉｎ，其分子式为Ｃ１８Ｈ１６ＮＯ２Ｆ，准分子离子为ｍ／ｚ２９８
［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多１６，推测为 ＷＪ－１４的单羟
基化代谢产物。主要的特征碎片离子ｍ／ｚ２８２为Ｍ７
脱ＯＨ后的ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ１３５为ＷＪ－１４的
特征碎片离子；ｍ／ｚ１２１为 ＷＪ－１４的特征碎片离子
ｍ／ｚ１０５加ＯＨ后的离子。Ｍ７只在人肝微粒体中检
测到。

代谢物Ｍ８分析：代谢物Ｍ８的保留时间为５７６
ｍｉｎ，其分子式为Ｃ１８Ｈ１６ＮＯ２Ｆ，准分子离子为ｍ／ｚ２９８
［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多１６，推测为 ＷＪ－１４的单羟
基化代谢产物。主要的特征碎片离子ｍ／ｚ２８２为Ｍ７
脱ＯＨ后的ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ１７８为ＷＪ－１４的
特征碎片离子；ｍ／ｚ１２１为 ＷＪ－１４的特征碎片离子
ｍ／ｚ１０５加ＯＨ后的离子。Ｍ８只在人肝微粒体中检
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测到。

代谢物Ｍ９分析：代谢物Ｍ９的保留时间为７４８
ｍｉｎ，其分子式为Ｃ１８Ｈ１６ＮＯ２Ｆ，准分子离子为 ｍ／ｚ２９８
［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多１６，推测为ＷＪ－１４的单羟基
化代谢产物。主要的特征碎片离子ｍ／ｚ２８２为Ｍ７脱
ＯＨ后的ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ１３５为ＷＪ－１４的特
征碎片离子；ｍ／ｚ１２１为ＷＪ－１４的特征碎片离子ｍ／ｚ
１０５加ＯＨ后的离子。Ｍ９只在人肝微粒体中检测到。
代谢物Ｍ７～Ｍ９中均发现较强的 ｍ／ｚ１２１的碎片离
子，同时也出现ｍ／ｚ１３５和ｍ／ｚ１７８等ＷＪ－１４的特征
碎片离子，推测代谢的位置为异喹啉骨架上。

代谢物 Ｍ１０分析：代谢物 Ｍ１０的保留时间为
５５１ｍｉｎ，其分子式为Ｃ１７Ｈ１４ＮＯＦ，准分子离子为ｍ／ｚ
２６８［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４少１４，推测为ＷＪ－１４的去
甲基化代谢产物。主要的特征碎片离子 ｍ／ｚ１３５为
ＷＪ－１４的特征碎片离子；ｍ／ｚ１０９为ＷＪ－１４的特征
碎片离子；ｍ／ｚ９１为ＷＪ－１４的特征碎片离子。Ｍ１０
在人肝微粒体中检测到，同时在大鼠体内血浆和尿

液中也检测到相同质荷比的准分子离子。

代谢物 Ｍ１１分析：代谢物 Ｍ１１的保留时间为
５７０ｍｉｎ，其分子式为 Ｃ１８Ｈ１６ＮＯ４Ｆ，准分子离子为
ｍ／ｚ３３０［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多４８，推测为ＷＪ－１４
的三羟基化代谢产物。主要的特征碎片离子ｍ／ｚ２８２
为Ｍ１１脱ＯＨ后的ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ３１２为Ｍ１１
脱Ｈ２Ｏ后的离子；ｍ／ｚ１３５为 ＷＪ－１４的特征碎片离
子。Ｍ１１在人肝微粒体中检测到，同时在大鼠体内血
浆和尿液中也检测到相同质荷比的准分子离子。

代谢物 Ｍ１２分析：代谢物 Ｍ１２的保留时间为
７４６ｍｉｎ，其分子式为Ｃ１８Ｈ１６ＮＯ４Ｆ，准分子离子为ｍ／ｚ
３３０［Ｍ＋Ｈ］＋，比ＷＪ－１４多４８，推测为ＷＪ－１４的三
羟基化代谢产物。主要的特征碎片离子 ｍ／ｚ２８２为
Ｍ１２脱ＯＨ后的ＷＪ－１４原型药物；ｍ／ｚ３１２为Ｍ１２脱
Ｈ２Ｏ后的离子；ｍ／ｚ１３５为ＷＪ－１４的特征碎片离子。
Ｍ１２在人肝微粒体中检测到，同时在大鼠体内血浆和
尿液中也检测到相同质荷比的准分子离子。

３　讨论
本文采用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ结合 ＭＲＭ－ＩＤＡ－

ＥＰＩ技术首次对新型 ＮＭＤＡ受体拮抗剂 ＷＪ－１４口
服给药后大鼠体内以及人肝微粒体体外孵育体系中

的代谢产物进行鉴定。在方法建立阶段，样本前处

理方法我们考察了液液萃取法和蛋白沉淀法，后者

通常使用甲醇或者乙腈作为沉淀试剂，前期分析中

发现该方法提取回收率低且有明显的基质效应，不

利于定性分析ＷＪ－１４在大鼠体内的代谢产物，因此
选择液液萃取法作为大鼠体内样本的前处理

方法［１１］。

ＷＪ－１４在３种基质中保留时间差异小，且碎片
离子的 ＥＰＩ一致性高，色谱条件中梯度洗脱程序能
对不同代谢物进行较好的分离；且在质谱条件中，每

个代谢产物都有３～５个主要碎片离子以供结构解
析。本文所建立的 ＭＲＭ－ＩＤＡ－ＥＰＩ方法稳定、可
靠，重复性好，可用于ＷＪ－１４代谢产物的结构鉴定。

在大鼠给药模型中，通过在对照组血浆及尿液

样本中加入ＷＪ－１４作为空白样本，与给药组样本进
行比对来确定代谢产物，综合考虑 ＷＪ－１４的溶液中
本身存在的其他干扰物质对实验结果的影响。而在

人肝微粒体体外孵育体系中，通过设置 ３个对照
组———无人肝微粒体组、无底物组和无 ＮＡＤＰＨ组，
来充分考虑孵育体系组成中可能存在的干扰物质。

本实验共鉴定１２个代谢产物，其中大鼠体内代
谢产物有６个（Ｍ１～Ｍ６）；人肝微粒体外孵育体系中
代谢产物有６个（Ｍ７～Ｍ１２）。ＷＪ－１４的代谢反应
涉及Ⅰ相代谢（羟基化、去甲基化、水合）和Ⅱ相代谢
（葡萄糖醛酸化、甲基化），其中以Ⅰ相代谢为主，而
Ⅰ相代谢中，ＷＪ－１４主要发生的代谢类型为羟基
化。其中准分子离子为 ｍ／ｚ２６８［Ｍ＋Ｈ］＋的代谢物
Ｍ４和Ｍ１０，以及 ｍ／ｚ３３０［Ｍ＋Ｈ］＋的代谢物 Ｍ２、
Ｍ１１、Ｍ１２在大鼠体内和人肝微粒体体外孵育体系中
都检测到，但其保留时间不同，推测是发生了相同的代

谢反应类型，由代谢反应的不同位置导致。代谢物Ｍ３
结合了Ⅰ相（去甲基化）和ＩＩ相代谢反应（葡萄糖醛酸
化）。代谢物Ｍ７～Ｍ９中均发现较强的ｍ／ｚ１２１的碎
片离子，同时也出现ｍ／ｚ１３５和ｍ／ｚ１７８等ＷＪ－１４的
特征碎片离子，推测代谢的位置为异喹啉骨架上。

本文通过ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术对新型 ＮＭＤＡ受
体拮抗剂ＷＪ－１４在大鼠体内和人肝微粒体体外孵
育体系中的代谢产物和代谢途径进行了系统的分析

鉴定，将为 ＷＪ－１４的后续制剂开发和应用提供参
考。但对于代谢反应相同而代谢位置不同或具有相

似质谱碎裂方式的代谢产物，仅通过质谱技术难以

确定其代谢位置，有待后续进一步研究。
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