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微探针电喷雾串联质谱方法快速检测睾酮和右美沙芬的代谢稳定性

瞿向阳 1,2, 刘 倩 1,3, 张思敏 1, 朱建雄 3, 黄 民 1, 毕惠嫦 1,2*

(1. 中山大学药学院药物代谢与药动学实验室, 广东 广州 510006; 2. 南方医科大学药学院, 广东 广州 510515;

3. 广东联捷生物科技有限公司, 广东 东莞 523000)

摘要: 探针电喷雾电离 (probe electrospray ionization, PESI) 技术是原位电离技术的典型代表之一, 但由于其载

样稳定性差, 该技术在定量分析中的应用受到很大制约。作者前期对现有PESI技术的定量分析性能进行改进, 开

发了新型微探针电喷雾串联质谱 (micro-pen electrospray ionization tandem mass spectrometry, μPen-ESI-MS/MS)。

本研究旨在探索其在药物代谢稳定性及CYP450酶活力评价中的应用。建立检测肝微粒体孵育体系中的CYP3A4

底物睾酮与CYP2D6底物右美沙芬的μPen-ESI-MS/MS检测方法, 并对分析方法的线性、精密度和准确度进行考察;

并应用该分析方法检测睾酮和右美沙芬在肝微粒体孵育体系中的代谢稳定性。结果表明, 该 μPen-ESI-MS/MS方

法分析效率高, 一个样品的喷雾时长约为 0.3 min。在设定的定量范围内, 睾酮和右美沙芬分析方法的标准曲线线

性良好 (R2 > 0.99), 睾酮的批内和批间准确度为 95.9%～109.3%, 批内和批间精密度 (RSD) 为 2.4%～13.5%。右美

沙芬的批内和批间准确度为 90.5%～107.3%, 批内和批间精密度 (RSD) 为 3.4%～12.1%。睾酮和右美沙芬在肝微

粒体孵育体系中快速代谢 (浓度下降一半所需时间分别为 12和 14 min)。综上, 本研究建立了睾酮及右美沙芬的代

谢稳定性评价快速灵敏的μPen-ESI-MS/MS分析方法, 为药物代谢酶CYP3A4和CYP2D6的活性检测提供了新方法

和新策略。
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Abstract: Probe electrospray ionization (PESI) is one of the typical types of ambient ionization technology, but

its application in quantitative analysis is limited due to its poor sampling stability. Previously, we developed a new

micro-pen electrospray ionization tandem mass spectrometry (μPen-ESI-MS/MS) method based on PESI. In this

study, a μPen-ESI-MS/MS method to measure testosterone and dextromethorphan in liver microsome samples was

developed and validated to further applicate in evaluating drug metabolism stability and CYP450 enzyme activity.

A μPen-ESI-MS/MS method for detecting the CYP3A4 substrate testosterone and CYP2D6 substrate dextro‐
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methorphan in the liver microsome incubation system were developed, and the linearity, precision and accuracy of

the method was validated. The validated method was further used to detect the metabolic stability of testosterone in

the liver microsome incubation system. The results showed that the μPen-ESI-MS/MS had high efficiency with

0.3 min spraying time of each sample. The standard curve of the testosterone and dextromethorphan has good lin‐

earity (R2 > 0.99), the intra- and inter-batch accuracy of testosterone and dextromethorphan was 95.9%-109.3%

and 90.5%-107.3%, respectively; the intra- and inter-batch precision was acceptable with RSD values of 2.4%-

13.5% and 3.4%-12.1%. The half-lives of testosterone and dextromethorphan in the liver microsome incubation

system were 12 min and 14 min, respectively. This study provided a rapid and sensitive μPen-ESI-MS/MS method

for the assay of testosterone and dextromethorphan in liver microsome samples, and provided a new strategy for

the evaluation of drug metabolism stability and CYP3A4/CYP2D6 activity.

Key words: ambient ionization mass spectrometry; probe electrospray ionization; micro-pen electrospray

ionization tandem mass spectrometry; drug metabolism stability evaluation; cytochrome P450

质谱 (mass spectrometry, MS) 技术由于极高的灵

敏度及专属性, 已成为生物化学[1]、药学[2]、医学[3]等领

域的重要分析工具。由于质谱只能对离子进行分析,

因此对待测物分子进行电离是质谱分析的前提。电喷

雾离子化 (electrospray ionization, ESI) 是质谱分析最

常用的离子化技术之一, 可与高效液相色谱或毛细管

电泳等分离手段联用。在最常用的反相色谱分离过程

中只有分子型化合物能够具有较好的保留行为, 但在

电喷雾过程中离子型化合物具有更高的离子化效率,

因此如何平衡好分离和离子化效率始终是一个挑战。

随着质谱技术的发展, 针对于简单体系的物质分析, 直

接质谱分析技术已经成为了研究的热点[4]。

原 位 电 离 质 谱 (ambient ionization mass spec‐

trometry, AIMS) 是指在大气压条件下, 无需样品处理或

仅需极少的样品前处理过程, 无需液相分离, 直接将样

品中的待测物进行离子化后引入质谱进行分析的直接

质谱分析技术[5]。该技术大大提高了样品的分析速度,

使质谱的高通量分析特性得到最大程度的发挥。探针

电喷雾离子化 (probe electrospray ionization, PESI) 是

原位离子化的典型代表之一[6]。然而, 现有的探针电

喷雾离子化技术在应用过程中存在液体样品的载样量

小, 样品易挥干; 同时由于液体表面张力不同所致的载

样量差异大、稳定性差等缺点, 极大地限制了 PESI在

质谱定量分析中的应用[7]。作者基于现有的 PESI 技

术, 设计了新型电喷雾离子源-微探针电喷雾 (micro-

pen electrospray ionization, μPen-ESI) 离子源。作者对

探针表面进行激光蚀刻, 以保证探针表面具有可控的

载样体积; 以毛细作用为载样原理, 在探针末端施加高

电压实现电喷雾。μPen-ESI 与质谱搭接 , 形成 μPen-

ESI-MS/MS分析体系。作者前期对 μPen-ESI-MS/MS

的定性与定量分析性能进行了系统确证, 提示该技术

具有快速定量检测的优越性能。

在药物研发过程, 对药物代谢稳定性及代谢酶活

性的评价是新药研发过程中的重要内容之一[8]。可通过

肝微粒体、肝脏S9、原位肝灌流等模型来进行评价[9,10]。

细胞色素 P450酶系 (cytochromes P450, CYP450) 是肝

微粒体混合功能氧化酶系的主要成员, 在内源和外源

物质的代谢中发挥重要作用 , 例如 CYP3A4 (大鼠为

CYP3A1/2)、CYP2D6 (大鼠为CYP2D2)、CYP2C9等均

为药物 I相代谢的重要代谢酶[9]。通过检测CYP450酶

探针底物的代谢稳定性可间接反映代谢酶的活性。因

此, 建立CYP450酶底物药物的快速定量检测分析方

法对评价CYP450酶底物药物的代谢稳定性及CYP450

酶的活性尤为重要。

因此, 本研究旨在建立和验证检测肝微粒体孵育

体系中的CYP3A4底物睾酮与CYP2D6底物右美沙芬

的 μPen-ESI-MS/MS 检测方法 , 并应用于检测睾酮和

右美沙芬在肝微粒体孵育体系中的代谢稳定性, 为药

物代谢酶CYP3A4和CYP2D6活性评价提供新方法和

新策略。

材料与方法

药品和试剂 睾酮 (纯度 ≥ 97%, 批号: MAYA-CR-

2218, 嘉兴思诚化工有限公司); 右美沙芬 (纯度 ≥ 97%,

批号: 0426-RA-0012, 广州佳途科技股份有限公司); 还

原型辅酶Ⅱ (纯度为 98%, 批号: A10103, 上海源叶生物

科技有限公司); HPLC级甲醇 (安徽时联特种溶剂股

份有限公司); 乙二胺四乙酸 (分析纯)、磷酸氢二钾 (分

析纯)、磷酸二氢钾 (分析纯)、氢氧化钠 (分析纯)、盐酸

(浓度为36%, 分析纯)、六水合氯化镁 (分析纯), 广州化

学试剂厂; BCA蛋白定量试剂盒 (美国 Thermo Fisher

科技公司)。

仪器 Thermo LTQ XL质谱仪、Type 16700 mixer

涡旋混合器、酶标仪 (美国 Thermo Fisher 科技公司);
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TG16-W高速离心机 (湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司); R200D电子分析天平 (德国 Sartorius AG公司);

5417-R低温高速离心机、微量移液器 (德国Eppendorf

公司); Optimal L-100XP超速离心机、超速离心管 (美

国 Beckman Coulter 公司); 水浴锅 (力辰科技有限公

司); 玻璃匀浆管 (南京建成生物工程研究所)。

实验动物 SPF级雄性 SD大鼠 (220 ± 20 g, 由广

东省医学实验动物中心提供), 动物生产许可证号 :

SCXK (粤) 2018-0002, 动物使用许可证号: SYXK (粤)

2016-0112。实验方案和伦理申请由中山大学 (东校

区) 实验动物中心批准, 批准号: 东-C2020-0302XS。

μPen-ESI的搭建 在长为 3.5 cm, 直径为 0.6 cm

的不锈钢针上, 采用激光蚀刻使其表面具有凹槽, 槽长

约为 1.0 cm, 槽宽 0.46 mm, 以控制载样量。凹槽末端

打磨成弧形 , 即为微探针 (μPen)。直流高压施加在

μPen的末端, 形成微探针电喷雾离子源 (μPen-ESI)。

质谱条件 由 Thermo LTQ XL 质谱仪以正离子

扫描模式, 采用选择反应监测 (selected reaction moni‐

toring, SRM) 方式进行检测, 各质谱参数信息如下: 睾酮:

m/z 289→97; 喷雾电压: 3.5 kV; 毛细管温度: 250 ℃;

透镜电压: 250 V; 碰撞能: 28 V。右美沙芬: m/z 272→
215; 喷雾电压 : 3.0 kV; 毛细管温度 : 250 ℃ ; 透镜电

压: 127 V; 碰撞能: 25 V。

睾酮储备液与工作液的配制 取适量睾酮精密称

定, 加入适量甲醇溶解, 配制成1.0 mg·mL-1的储备液。用

甲醇将上述储备液梯度稀释至浓度为1.0×102、2.0×102、

5.0×102、1.0×103、2.0×103、5.0×103 和 1.0×104 µmol·L-1

的睾酮标准曲线工作液 , 配制成终浓度为 1.0～1.0×

102 µmol·L-1的系列标准曲线样本溶液。再精密量取适

量上述睾酮储备液, 用甲醇梯度稀释至浓度为7.5×103、

1.5×103、3.0×102 和1.0×102 µmol·L-1的高中低及定量下

限 4 个浓度水平的睾酮质控溶液 , 配制成终浓度 75、

15、3.0和 1.0 µmol·L-1的高中低及定量下限的质控溶

液。另取睾酮储备液配制成浓度为 1×104 µmol·L-1的

工作液。

右美沙芬储备液与工作液的配制 取适量右美沙

芬精密称定, 加入适量甲醇溶解, 配制成 1.0 mg·mL-1

的储备液。用甲醇将上述储备液梯度稀释至浓度为

5.0、1.0×101、2.0×101、5.0×101、1.0×102、2.0×102 和 4.0×

102 µmol·L-1的右美沙芬标准曲线工作液, 配制成终浓

度为5.0×10-2～4.0 µmol·L-1的系列标准曲线样本溶液。

再精密量取适量上述右美沙芬储备液, 用甲醇梯度稀

释至浓度为 3.0×102、7.5×102、1.5×102和 5.0 µmol·L-1的

高中低及定量下限 4个浓度水平的右美沙芬质控工作

液, 配制成终浓度 3.0、0.75、0.15和 5.0×10-2 µmol·L-1的

高、中、低及定量下限的质控溶液。另取右美沙芬储备

液配制成浓度为4.0×102 µmol·L-1的反应底物工作液。

磷酸盐缓冲液的配制 称取磷酸氢二钾 21.6 g、

磷酸二氢钾 3.5 g、乙二胺四乙酸 0.56 g, 置于 2 L烧杯

中, 加入 1 L超纯水进行溶解。用盐酸或氢氧化钠调

节溶液pH至7.4, 保存于4 ℃冰箱备用。

NADPH 液 的 配 制 取 适 量 还 原 型 辅 酶 Ⅱ

(NADPH) 精密称定 , 用磷酸盐缓冲液配制成浓度为

1.0×102 mmol·L-1的 NADPH溶液用于启动反应, 现配

现用。

肝微粒体孵育体系缓冲液的配制 取适量六水

合氯化镁 , 加入适量的磷酸盐缓冲液配制成每升含

5.0 mmol氯化镁的肝微粒体孵育体系缓冲液, 保存于

4 ℃冰箱备用。

肝微粒体提取 大鼠断头处死后, 立即取出肝脏

置于预冷的磷酸盐缓冲液中, 洗涤至无血色后按 1∶4

(肝脏/磷酸盐缓冲液, g/v) 加入磷酸盐缓冲液。在冰浴

条件下, 用玻璃匀浆管制成肝组织匀浆液, 3 000 ×g、

4 ℃条件下离心 10 min。取上清, 12 000 ×g、4 ℃条件

下离心 10 min。再将上清液转移至超速离心管中 ,

100 000 ×g、4 ℃条件下离心 60 min后, 弃上清液, 缓慢

加入少量磷酸盐缓冲液洗涤沉淀, 弃洗液, 再加入适量

磷酸盐缓冲液, 使肝微粒体均匀分散。BCA蛋白定量

后, 用磷酸盐缓冲液稀释成浓度为 10 mg·mL-1的肝微

粒体溶液, 分装, 置于−80 ℃冰箱保存。

肝微粒体孵育体系和样品前处理 取 5 μL肝微

粒体溶液, 加入 2.5 μL睾酮或右美沙芬工作液, 再加入

232.5 μL的肝微粒体孵育体系缓冲液及 10 μL反应启

动液置于 1.5 mL EP管中, 混匀, 即为肝微粒体孵育体

系。将4 ℃预冷的乙酸乙酯1 mL加入到肝微粒体孵育

体系中, 涡旋 2 min, 2 500 ×g 离心 10 min, 转移 800 μL

上清液于另一 EP 管中 , 并于真空干燥箱中挥干后 ,

用200 μL甲醇复溶, 涡旋混合 1 min后, 15 000 ×g离心

5 min, 取180 μL上清进样分析。

线性关系、精密度与准确度考察 按照“肝微粒体

孵育体系和样品前处理”的操作过程, 使用灭活肝微粒

体, 分别配制睾酮和右美沙芬的标准曲线样品和质控

样品, 参照 2020版《中国药典》四部通则中“生物样品

定量分析方法验证指导原则”相关要求, 以浓度为横坐

标, 物质响应值为纵坐标, 绘制标准曲线, 用加权最小

二乘法进行回归运算, 求线性方程。并依据线性方程

分别计算 4个浓度质控样品的实测值, 考察方法的准

确度、批间精密度与批内精密度。准确度表示为: (测

得值/真实值) × 100%, 精密度为实测值的相对标准偏

差 (relative standard deviation, RSD)。
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睾酮与右美沙芬代谢稳定性检测 分别取睾酮与

右美沙芬的工作液 2.5 μL置于 1.5 mL EP管中, 再加入

232.5 μL肝微粒体孵育体系缓冲液及 5 μL肝微粒体溶

液。37 ℃水浴孵育 5 min, 再加入 10 μL反应启动液。

在启动反应 5、10、15、30、45、60、90和 120 min后, 取各

时间点的样品, 按照“肝微粒体孵育体系和样品前处

理”中样品前处理过程进行处理, 进样分析。以反应时

间为横坐标, 待测物浓度为纵坐标, 绘制代谢稳定性曲

线图。

数据处理 使用 Xcalibur 2.2 将数据导出至

Microsoft Excel 2019软件, 对数据进行分析与计算, 然

后使用GraphPad Prism 8.0软件对数据进行作图。

结果

1 睾酮与右美沙芬的μPen-ESI-MS/MS质谱

在施加高电压后, μPen-ESI表面凹槽内的液体在

高电压驱动下, 形成稳定的电喷雾, 睾酮与右美沙芬在

正离子模式下, 通过SRM扫描由质谱进行检测。如图

1所示, 睾酮的准离子分子峰为 [M+H]+1 m/z 289, 其生

成的碎片离子为m/z 97; 右美沙芬的准离子分子峰为

[M+H]+1 m/z 272, 其生成的碎片离子为m/z 215。睾酮

和右美沙芬的样品喷雾时长小于0.3 min。

2 线性关系

通过已建立的 μPen-ESI-MS/MS 方法 , 在 1.0～

1.0×102 µmol·L-1 线性范围内 , 睾酮的线性良好 (R2 ≥
0.99)。在 5.0×10-2～4.0 µmol·L-1线性范围内 , 右美沙

芬的线性良好 (R2 ≥ 0.99), 检测结果均满足 2020版《中

国药典》四部通则中“生物样品定量分析方法验证指导

原则”中的相关规定, 具体内容见表1。

3 精密度与准确度

睾酮的批内与批间精密度与准确度的结果如表 2

所示, 右美沙芬的批内与批间精密度与准确度的结果

如表3所示。

结果显示在标准曲线范围内, 二者的精密度、准确

度良好。均符合 2020版《中国药典》四部通则中“生物

样品定量分析方法验证指导原则”的相关规定。

4 睾酮与右美沙芬的代谢稳定性评价

睾酮与右美沙芬的代谢稳定性曲线如图 2所示。

结果表明, 在本研究中的条件下, 睾酮和右美沙芬迅速

代谢, 其浓度下降一半的时间分别约为12和14 min。

讨论

2007 年 , Hiraoka 团队[6]用实心针开发了 PESI 技

Figure 1 MS/MS product ion spectrum of testosterone (A),

dextromethorphan (B) and chromatograms of testosterone (C),

dextromethorphan (D)

Table 1 Linear regression equation of dextromethorphan and testosterone

Analyte
Testosterone
Dextromethorphan

Linear range
1.0-1.0×102 µmol·L-1

5.0×10-2-4.0 µmol·L-1

Weight factor
1/X2

1/X2

Representative standard curve
Y = 124.9 × X - 13.92
Y = 13.88 × X + 178.4

Correlation coefficient
0.993 5
0.994 9

Table 2 Intra- and inter-batch accuracy and precision of testosterone. QC: Quality control; RSD: Relative standard deviation

QC level

/µmol·L-1

1.0

3.0

15

75

Intra-batch

Mean ± SD/µmol·L-1

1.1 ± 0.1

2.9 ± 0.2

16 ± 0.4

73 ± 5.7

RSD/%

8.7

7.2

2.4

7.9

Accuracy/%

109.3

97.2

107.3

96.9

Inter-batch

Mean ± SD/µmol·L-1

1.1 ± 0.1

3.0 ± 0.3

16 ± 1.1

72 ± 5.0

RSD/%

13.5

11.1

7.2

6.9

Accuracy/%

106.9

101.4

103.7

95.9

Table 3 Intra- and inter-batch accuracy and precision of dextromethorphan

QC level

/µmol·L-1

5.0×10-2

0.15

0.75

3.0

Intra-batch

Mean ± SD/µmol·L-1

5.4×10-2 ± 1.9×10-3

0.15 ± 1.3×10-2

0.68 ± 5.4×10-2

3.1 ± 0.16

RSD/%

3.4

8.9

8.0

3.8

Accuracy/%

107.3

100.5

90.5

90.7

Inter-batch

Mean ± SD/µmol·L-1

4.6×10-2 ± 5.6×10-3

0.16 ± 1.4×10-2

0.75 ± 6.8×10-2

3.2 ± 0.13

RSD/%

12.1

8.8

9.2

4.1

Accuracy/%

92.5

103.4

99.5

92.3
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术, 该技术的主要优点包括: 无需毛细管作为液体通

路, 避免了传统以毛细管为基础的电喷雾离子源和纳

流喷雾离子源中常见的堵塞问题[11]; 且具有样品量少,

对盐的耐受程度高等特点[12], 在定性分析和半定量分析

中具有巨大优势[13,14]。然而, 由于 PESI的探针为非亲

水表面, 探针直径较小, 因此对液体样品的载样量小,

样品易挥干。同时, 不同待测样品由于基质差异, 其液

体表面张力不同, 导致载样量偏差较大, 无法满足定量

分析的要求。本课题组基于现有的 PESI技术进行改

进, 对探针表面进行激光蚀刻, 以保证探针表面具有可

控的载样体积, 研发并验证了μPen-ESI-MS/MS技术。

CYP450酶系的主要功能是进行内源性或外源性

物质的生物转化 (代谢), 其在药物代谢中发挥着重要

作用。CYP3A4/5、CYP2D6、CYP2C9等是参与药物代

谢主要的CYP450酶, 其中临床上 60%以上的药物经

CYP3A4 代谢 , 20% 以上的药物经 CYP2D6 代谢[15]。

代谢稳定性一般用来描述化合物代谢的速度和程度,

先导化合物代谢稳定性的研究是药物研发早期的重要

环节 , 其代谢稳定性可用于预测化合物的体内清除

率[16]。药物研发过程中, 通常使用肝微粒体代谢清除

速率体外模型检测先导化合物在肝微粒体孵育下的清

除速率, 从而预测体内清除速率[17]。代谢稳定性是影

响小分子生物利用度的重要因素, 也是影响药代动力

学性质的主要因素之一。统计数据表明, 40%研发失

败的新药是由于化合物的药代动力学性质不佳所

致[18]。为了降低新药研发的失败率, 提升研发效率, 在

药物研发早期阶段, 快速灵敏的分析方法是快速评价

先导化合物成药性的关键。

前期作者对 μPen-ESI-MS/MS的定性与定量的分

析性能进行了系统考察, 提示该技术可用于快速定量

检测分析。本研究通过 μPen-ESI-MS/MS 分析技术 ,

对 SD 大鼠肝微粒体中的 CYP3A1/2 (人 CYP3A4) 经

典底物睾酮和CYP2D2 (人CYP2D6) 底物右美沙芬的

浓度及代谢稳定性进行检测[19], 用以评价 μPen-ESI-

MS/MS技术在药物代谢稳定性及代谢酶活性评价的

适用性。结果显示, μPen-ESI-MS/MS对肝微粒体溶液

中的睾酮和右美沙芬的分析速度快, 线性、准确度与精

密度结果均符合 2020版《中国药典》“生物样品定量分

析方法验证指导原则”的相关要求。睾酮与右美沙芬

的代谢稳定性评价结果显示, 二者的衰减趋势是典型

的酶促反应。因此, μPen-ESI-MS/MS技术可为药物筛

选阶段稳定性的检测提供了新方法和新策略。
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