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［摘要］ 目的 应用电喷雾离子阱质谱对高喜树碱类衍生物 10-羟基-7-甲基-高喜树碱( TOP-01) 进行质谱裂解分析，通

过主要特征碎片离子研究其裂解规律。方法 样品溶液通过仪器自带的蠕动泵进样系统直接进样分析，采用离子阱质谱的

多级离子碰撞裂解方式，寻找 TOP-01 的特征碎片离子。结果 TOP-01 在软电离模式下，主要产生的正离子碎片分别为 m/z
333、305、277、290 等，负离子碎片分别为 m/z 347、319、317、289、301 等。结论 TOP-01 在软电离模式下、正负离子模式下质谱

裂解方式存在差异，其中主要产生的正负离子碎片分别为 333 和 347，本研究为高喜树碱及其衍生物的结构修饰及代谢研究

等提供了参考依据。
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Elucidation of 10-hydroxy-7-methyl-homocamptothecin by electrospray ion trap
mass spectrometry
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［Abstract］ Objective To analyze the fragments of 10-hydroxy-7-methyl- homocamptothecin ( TOP-01 ) by electrospray ion
trap mass spectrometry and deduce the MS /MS fragment pathway of it． Methods Samples were directly injected into the instrument
and the fragments of the samples were yielded by using multi-stage ion trap mass spectrometry． Ｒesults Fragment ions m/z 333，

305，277，290 were generated at the positive ion mode and m/z 347，319，317，289，301 at the negative mode for TOP-01． Conclu-
sion Differences existed in fragmentation pathway between positive and negative ESI-MS，and the main fragmentation characteristics of
TOP-01 were m/z 333 and 347 in positive and negative mode respectively． These results provided very important information for the
structural modification and the drug metabolic research of homocamptothecin．

［Key words］ homocamptothecin derivatives; 10-hydroxy-7-methyl-homocamptothecin; electrospray ion trap mass spectrome-
try; structure elucidation

喜树碱类( camptothecin，CPT) 药物由于其独特

的拓扑异构酶抑制作用，已成为近二十年来抗肿瘤

药物研究的热点之一［1］。目前，已经有 3 个 CPT 类

衍生物伊立替康( innotecan，CPT211) 、拓扑替康( to-
potecan，TPT) 和羟基喜树碱 ( hydroxycamptothecin )

分别在国内外上市，同时还有 30 多个 CPT 类衍生

化产物正处在临床前或临床研究［3］。但是，由于其

严重的毒性反应，特别是出血性膀胱炎等［2］，使得

喜树碱类化合物的应用受到限制。近年来，科学家

们主要是通过对其母核的结构改造来寻求活性更

强、毒性更小的喜树碱类衍生物，其中高喜树碱类化

合物，即将喜树碱类化合物 E 环的六元 α-羟基内酯

环改造成七元的 β-羟基内酯环，显示出喜树碱类无

法比拟的优越性，如体内代谢稳定性有了很大提高，

同时细胞毒性也明显高于喜树碱类药物，种属差异

变小，并且还出现了 Topo I 和 Topo II 双重抑制作

用［4］。目前，代表性化合物主要有二氟替康( diflo-
motecan，BN 80915 ) 、依 洛 替 康 ( elomotecan，BN
80927) 和 DB 90 等，其中二氟替康和依洛替康已进

入Ⅱ期和Ⅰ期临床研究［5］。
10-羟基-7-甲基-高喜树碱是第二军医大学药学

院药物化学教研室全合成的高喜树碱类衍生物之

一，药理研究表明，该化合物具有明显的抗肿瘤活

性。目前已经有一些关于高喜树碱及其衍生物体内
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外代谢的研究报道［6，7］，但对于其质谱裂解规律尚

未见报道。为了研究高喜树碱类化合物的结构特征

及其裂解途径，笔者采用电喷雾离子阱质谱技术对

10-羟基-7-甲基-高喜树碱质谱裂解途径进行分析研

究，找出主要的特征碎片离子及其质谱软电离裂解

规律，为高喜树碱的结构修饰及该类化合物的代谢

产物的寻找提供依据。

1 仪器与试剂

美国 Thermo Fisher 公司的 LCQ fleet 质谱仪，ESI
离子源，离子阱质量分析器，Xcalibur 数据处理软件。
XW-80A 旋涡混合器( 上海医科大学仪器厂) ; HA-
202M 电子天平( 日本 A＆D Company LTD． )。

10-羟 基-7-甲 基-高 喜 树 碱 原 料 药 ( 批 号:

20100916，纯度 98． 1%，由第二军医大学药物化学

教研室提供) ; 乙腈为德国 Merck 公司生产的色谱

纯试剂; 水为自制超纯去离子水( 18． 2 MΩ) 。

2 实验方法

2． 1 质谱条件 ①正离子模式: 电喷雾电压 4． 5
kV; 鞘气流速为 35 arb; 辅助气流速为 5 arb; 毛细管

温度 320 ℃ ; 毛细管电压 10 V; Tube lens 75 V; 碰撞

诱导解离能量 35 V。②负离子模式: 电喷雾电压-4
kV; 鞘气流速为 35 arb; 辅助气流速为 5 arb; 毛细管

温度 320 ℃ ; 毛细管电压 － 45 V; Tube lens － 125 V;

碰撞诱导解离能量 35 V。
2． 2 样品溶液的配制 精密称量 10-羟基-7-甲基-
高喜树碱原料药约 10 mg，分别置于 50 ml 量瓶中，

用乙腈稀释定容至刻度，得标准储备液。精密量取

适量，用乙腈逐级稀释至 1 μg /ml 的样品溶液待用。

3 结果

3． 1 TOP-01在正离子模式下的质谱解析 将 1 μg /
ml 的 TOP-01 乙腈溶液直接注入质谱仪，质谱检测器

调为正离子模式，获得其一级全扫描质谱图。从中可

以观察到准分子离子峰［M +H］+ ( m/z 393) 。
在二级全扫描质谱图中，可以观察到 m/z 333

为最强离子峰，次之为 m/z 375，二个离子峰为准分

子离子［M + H］+ ( m/z 393 ) 失去一分子 H2O 及进

一步失去分子量为 42 的 CH2CO 基团而生成的产物

离子［M + H-18］+、［M + H-60］+。三级全扫描质谱

显示二个主要离子峰 m/z 305、m/z 277，其中 m/z
305 是 m/z 333 失去一分子 CO 而生成的产物离子。
在四级全扫描质谱图中，m/z 277、m/z 290 是三级离

子碎片 m/z 305 分别失去一分子 CH2 = CH2 及分子

量为 15 的［NH］基团而生成的产物离子。由于三级

和四级质谱棒图中都有碎片离子峰 m/z 277，由此

可推测三级碎片中的 m/z 277 可能是 m/z 333 同时

失去一分子 CO 和 CH2 = CH2 的产物。其中正离子

模式下质谱裂解棒图见图 1，化合物裂解碎片结构

见图 2，裂解碎片结构树见图 3。

图 1 正离子模式下质谱裂解棒图
A-m/z 393 正离子的一级质谱图;

B-m/z 393→m/z 333 正离子的二级质谱图;
C-m/z 393→m/z 305 正离子的三级质谱图;

D-m/z 393→m/z277; m/z 393→m/z 290 正离子的四级质谱图

图 2 TOP-01 正离子模式下的裂解途径

图 3 m/z 393 正离子模式下的裂解碎片结构树
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3． 2 TOP-01 在负离子模式下的质谱解析 将 1
μg /ml 的 TOP-01 乙腈溶液直接注入质谱仪，质谱检

测器调为负离子模式，获得其一级全扫描质谱图。
从中可以观察到准分子离子峰［M-H］－ ( m/z 391) 。

在二级全扫描质谱图中，可以观察到 m/z 347
为最强离子峰，此 离 子 峰 为 准 分 子 离 子［M-H］－

( m/z 391) 失去一分子 CO2 生成的产物离子［M-H-

44］－。三级全扫描质谱图中，m/z 319 和 m/z 317
是二级碎片分别失去一分子 CO 和 C2H6 生成的产

物离子。四级全扫描质谱图中，m/z 289、m/z 301 是

三级 离 子 碎 片 m/z 319、317 分 别 失 去 一 分 子 的

C2H6 和一个［O］而生成的产物离子。其中负离子

模式下质谱裂解棒图见图 4，化合物裂解碎片结构

见图 5，裂解碎片结构树见图 6。

图 4 负离子模式下质谱裂解棒图

A-m/z 391 负离子的一级质谱图; B-m/z 391→m/z 347 负离子的二级质谱图; C-m/z 391→m/z 319、m/z 391→m/z 317 负离子的三级质谱图;

D-m/z 391→m/z 301 负离子的四级质谱图; E-m/z 391→m/z 289 负离子的四级质谱图

图 5 TOP-01 负离子模式下的离子阱质谱棒图

( 下转第 60 页)
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的影响。将提取液 pH 值分别调为 11 和 1，超声处

理 30 min，用乙酸乙酯提取，结果显示 pH 为 11 时

杂质斑点比较少，故选择用氨试液调节 pH 为 11，超

声 30 min，再用乙酸乙酯萃取。
3． 3 含量测定中供试品溶液制备方法的选择 分

别比较了 50%甲醇、甲醇、50% 乙醇、乙醇溶剂对绿

原酸及表儿茶素的提取效果，结果发现 50% 乙醇提

取效果最好。用 50%乙醇超声 30、45、60 min，结果

显示超声处理 45 min 时已提取完全，故选择用 50%
乙醇超声处理 45 min 作为样品的提取溶剂。
3． 4 含量测定中流动相的选择 分别用: ①甲醇-
乙腈-0． 5% 冰 醋 酸 ( 5∶ 6∶ 89 ) ; ②甲 醇-乙 腈-
0. 25%冰醋酸( 5∶6∶89 ) ; ③甲醇-乙腈-0． 15% 冰

醋酸( 5∶6∶89) ; ④甲醇-乙腈-0． 10% 冰醋酸( 5∶6
∶89) ; ⑤甲醇-乙腈-0． 15%冰醋酸( 7∶6∶87) 为流

动相，考察绿原酸、表儿茶素峰型及分离度试验，结

果发现，①②③④对绿原酸峰型没有太大影响，①②

表儿茶素出峰拖尾，④表儿茶素峰前延，最终选用⑤
甲醇-乙腈-0． 15%冰醋酸( 7∶6∶87) 作为液相色谱

的流动相。
3． 5 检测波长的选择 经紫外扫描发现，绿原酸在

264 nm 及 327 nm 波长处都有吸收峰，最大吸收波

长为 327 nm; 表儿茶素的最大吸收波长为 278 nm，

但表儿茶素在 327 nm 波长处没有吸收，故选择 278
nm 作为绿原酸及表儿茶素的共同检测波长。
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图 6 m/z 391 负离子模式下的裂解碎片结构树

4 讨论

利用电喷雾离子阱质谱，根据软电离模式下能

产生多级离子碎片的特点，可以推测高喜树碱类衍

生物母核裂解方式和碎片离子结构。高喜树碱类衍

生物中，七元内酯环、共轭的吡啶环结构及 20 位的

乙基等容易发生断裂，产生一系列碎片离子。其中

正负离子模式下产生的碎片还存在一定的差异，部

分裂解规律和喜树碱类的相似［8］。
正离子模式下，七元内酯环中的羰基和其相连

的亚甲基容易一起丢失，20 位的羟基也易以水的形

式丢失; C、D 环中的内酰胺结构容易分别失去 CO、
［NH］等碎片离子; 20 位的乙基不能像喜树碱类一

样和临位的羰基发生麦氏重排，而是直接丢失后使

20 位 C 和内酯环开裂形成的游离羟基成五元杂环。
负离子模式下，内酯环中羰基和相邻的 O 容易

以 CO2 的形式一起丢失; C、D 环中的内酰胺结构容

易失去一分子的 CO 碎片离子; 20 位的乙基则是以

C2H4 或者 C2H6 的形式断裂丢失。

总之，本研究采用电喷雾离子阱裂解方式对高

喜树碱类化合物母核的质谱裂解方式做了初步的分

析，为高喜树碱及其衍生物的结构修饰与代谢研究

提供了非常有用的信息。
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