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摘 要：该研究基于超高效液相色谱-四极杆-飞行时间串联质谱（UPLC-Q-TOF-MS/MS）技术建立了奈玛特

韦、利托纳韦和奥司他韦的快速分析方法，对上述 3种抗病毒药物进行了二级质谱碎裂机理精细分析。通过

机器学习构建的自动解析算法实现了标样非依赖性鉴定，即使在血清 1%加标水平下仍有 100%检出率，对低

丰度碎片离子表现出足够的识别能力。在模型测试中，该系统能有效区分目标化合物与基质干扰物，展现出

良好的特异性。采用该方法成功从实际药品中分离鉴定出奈玛特韦、利托纳韦和奥司他韦，匹配得分均高于

85。该研究为抗病毒药物质量监控提供了新思路和技术支持。
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Abstract：This study developed a method for rapid analysis of nirmatrelvir，ritonavir and oseltamivir 
based on ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-flight tandem mass spec⁃
trometry（UPLC-Q-TOF-MS/MS） technique.  The MS/MS fragmentation mechanisms for these three 
antiviral drugs were studied in detail.  An automatic interpretation algorithm built by machine learning 
enables standard-independent identification，with 100% detection rate even at 1% spiked level in se⁃
rum.  It showed sufficient recognition ability for low-abundance fragment ions.  The system could effec⁃
tively distinguish target compounds from matrix interferences.  It demonstrated good specificity in the 
model test.  Using this method，nirmatrelvir，ritonavir，and oseltamivir were successfully separated 
and identified in real drug samples with matching scores all above 85.  This study thus provides new 
ideal and technical support for the quality supervision of antiviral drugs.
Key words： antiviral drugs； quality supervision； LC-MS； fragmentation mechanism；machine 
learning；model testing
近年来，流感病毒（Ⅳ）、呼吸道合胞病毒（RSV）以及严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2 型

（SARS-CoV-2）等病原体以其高发病率和快速进化的特性，对公众健康构成严峻威胁［1］。美国疾病控制
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与预防中心（CDC）数据显示，截至 2025年 2月 7日，流感病例累计报告 2 400万，死亡病例超 1. 3万。

在此背景下，抗病毒药物的研发与应用成为应对病毒性传染病的关键策略。奈玛特韦（Nirmatrelvir）、

利托纳韦（Ritonavir）和奥司他韦（Oseltamivir）凭借其独特的作用机理和显著的临床疗效，在抗病毒治疗

领域占据重要地位。奈玛特韦是辉瑞公司针对 SARS-CoV-2研发的一种抗病毒药物，通过与 3C样蛋白

酶（3CLpro）结合，阻断对多聚蛋白 pp1a和 pp1ab的切割，从而抑制病毒复制，发挥抗病毒作用［2-3］。利

托纳韦能有效抑制细胞色素 P4503A（CYP3A）的代谢，常被用于增加其他抗逆转录病毒药物的血药浓

度，例如与奈玛特韦协同治疗 SARS-CoV-2病毒中重度患者感染［4-5］。奥司他韦是一种特异性神经氨酸

酶抑制剂，可防止宿主细胞释放病毒，被中国国家卫生健康委员会（NHC）列为抗流感首选药物［6］。因

此，建立上述 3种抗病毒药物成分的高效、准确鉴定方法，对于保障药物质量、优化治疗方案具有重

要的现实意义。

超高效液相色谱-四极杆-飞行时间串联质谱（UPLC-Q-TOF-MS/MS）技术凭借其高分辨率、高选择

性和快速的优势，在药物分析领域得到了广泛应用［7-8］。常规质谱鉴定流程严重依赖人工解析和标样比

对，效率较低且难以适应高通量筛查需求。随着计算机技术和人工智能的飞速发展，用于质谱数据解

析的自定义脚本取得了重大发展［9-11］，极大提高了解析效率和准确度。机器学习作为人工智能的一个重

要分支，通过数据训练计算机自动学习规律和模式来完成特定任务。基于该技术，本文开发了一种

Python算法，以 3种药物的质谱精细裂解信息训练模型，实现自动提取和注释特征峰，快速准确地识

别出奈玛特韦、利托纳韦和奥司他韦3种关键成分。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

Agilent 1290超高效液相色谱-6530四极杆-飞行时间质谱联用仪（美国Agilent公司）；PA225D十万

分之一精密分析天平（德国 Sartorius公司）；1 000 μL移液枪（德国Eppendorf公司）；玛瑙研钵（上海新诺

仪器集团有限公司）；0. 22 μm有机系微孔滤膜；玻璃自动进样小瓶（美国Agilent公司）。

抗病毒组合药—帕罗韦德（Paxlovid，美国 Pfizer公司），批号为GP4885；3批某市售仿制药，批号

分别为 2203（批次 1）、2215（批次 2）和 2219（批次 3）；奈玛特韦（上海佰世凯化学科技有限公司）；利托

纳韦（上海毕合生物化学技术有限公司）；奥司他韦（上海固康生物科技有限公司）；甲醇（HPLC级，上

海百灵威公司）；乙腈（LC-MS级，美国 Thermo Fisher公司）；甲酸（HPLC级，上海阿拉丁生化科技股

份有限公司）；屈臣氏蒸馏水。

1. 2　标准品及样品溶液制备　
取奈玛特韦、利托纳韦、奥司他韦标准品各 1. 00 mg，精密称定，均加入 50 mL甲醇溶解，配制成

质量浓度为 20 μg/mL的单标溶液。移取以上 3种单标溶液各 1. 5 mL，置于 10 mL PV管中，配成质量浓

度为 6. 67 μg/mL 的混标溶液。分取 1 mL 稀释 2 倍、10 倍、50 倍、100 倍，依次得质量浓度为 3 390、
667、133、66. 7 ng/mL的溶液，摇匀后过0. 22 μm有机系微孔滤膜。所有标准溶液均置于-20 ℃冻存。

将Paxlovid和 3批某仿制药的主、辅药片依次在玛瑙研钵中研磨成粉，分取样品粉末 1. 00 mg，精

密称定，置于 15 mL离心管中，均加入 10 mL甲醇溶解。摇匀后过 0. 22 μm有机系微孔滤膜，取续滤

液，即得。

取 300 μL血清加入 1 200 μL甲醇沉淀蛋白，离心后分取 990 μL和 900 μL上清液，分别加入 10 μL
和100 μL 6. 67 μg/mL混标液，制成血清加标1%和10%的溶液，过膜备用（模拟复杂生物基质）。

1. 3　UPLC-Q-TOF-MS/MS条件　
色谱柱采用Waters UPLC BEH C18反相柱（2. 1 mm×50 mm，1. 7 μm），配有VanGuard预柱［12］；流动

相A为 0. 1%甲酸水溶液，B相为 0. 1%甲酸乙腈，梯度洗脱程序：0~3 min，5%~95% A；3~5 min，95% 
A；流速：0. 3 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：5 μL。

一级质谱采用TOF全扫描模式，在正模式下进行。条件优化时，比较了不同参数下的信噪比和碎

片丰度，最终选择如下质谱参数，以兼顾灵敏度和特征碎片强度。质谱参数：干燥气流速 10 L/min；
干燥气温度 350 ℃；雾化气压力 207 kPa；毛细管电压 3 500 V；Skimmer 电压 65 V；八极杆射频电压
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750 V；毛细管出口电压 125 V；质荷比范围设置为 m/z 50~1 000。选择参比溶液的内标离子 m/z 
121. 050 9和 m/z 922. 009 8，进行实时质量校正。二级质谱采用目标二级离子模式（Targeted-MS/MS），

碰撞电压为20 eV，采集速率为2 spectra/s，四极杆过滤m/z范围设定为Medium水平。

1. 4　数据处理　
使用 Agilent MassHunter 10. 0 软件提取目标化合物。二级质谱数据以 MS Convert 软件将其转换

为 . mzML格式，导入ThermoFisher Mass Frontier 8. 1软件预测碎片离子的裂解途径，并使用Chem Draw 
20. 0软件绘制裂解机理。在 Jupyter Notebook上用Python语言创建质谱数据自动解析程序，实现对奈玛

特韦、利托纳韦、奥司他韦3种药物成分的快速鉴定。

2 结果与讨论 
2. 1　质谱裂解机理　

按“1. 3”参数，采集 3种小分子药物标准品的高分辨质谱数据。通过一级质谱精确分子量测定和

二级质谱特征碎裂，结合文献报道和Massfrontier数据库预测，对奈玛特韦、利托纳韦、奥司他韦的裂

解机理进行推测分析。

2. 1. 1　奈玛特韦　奈玛特韦的分子式为 C23H32F3N5O4，在正模式下形成［M+H］+的准分子离子 m/z 
500. 247 9。 如 图 1 所 示 ， 二 级 质 谱 主 要 产 生 m/z 68. 050 3、 473. 242 1、 319. 163 7、 291. 180 3、
110. 096 2和 182. 078 2的特征碎片离子，在其裂解机理图中依次记为A~F（图 2）。经碰撞诱导解离后，

［M+H］+母离子在 a键处断裂，2-吡咯酮碎片带电荷，羰基发生酮式和烯醇式转变为中间体A'，随后丢

失 H2O 得到碎片离子 A（m/z 68. 049 5）；母离子在 b 处断裂丢失 HCN 生成碎片离子 B（m/z 473. 237 0），

在 c键处断裂产生碎片离子C（m/z 319. 162 8）［13］，随后 6，6-二甲基-3-氮杂双环［3. 1. 0］己烷（以下简称

氮杂环）与羰基相连的酰胺键断裂，分别产生碎片离子E（m/z 110. 096 4）和中间体F'，F'继续丢失CO形

成碎片离子 F（m/z 182. 078 7）［14］；碎片离子D（m/z 291. 181 6）的产生方式与E相同，是母离子上 d处酰

胺键断裂生成的碎片［15］。

2. 1. 2　利托纳韦　利托纳韦的分子式为 C37H48N6O5S2，正模式下形成［M+H］+ 的准分子离子 m/z 
721. 320 0。如图 3 所示，二级质谱主要产生 m/z 507. 219 8、 426. 186 7、 408. 171 9、 296. 143 3、
268. 148 5、197. 074 4、171. 094 9和 140. 052 4的特征碎片离子，其裂解途径见图 4。首先，［M+H］+母

离子的尿素衍生物上 N原子与异丙基相连的 N—C键（a键）断裂产生碎片离子 A（m/z 507. 218 6），进一

步发生酰胺键断裂，丢失 3-甲基丁醛生成碎片离子 D（m/z 426. 184 6），随后羟基断裂生成碎片离子 E
（m/z 408. 174 0）［16］；碎片离子B（m/z 268. 147 8）是由酮基和异丙基之间的 b键裂解形成［4］，随后酰胺键

断裂形成碎片离子 F（m/z 197. 074 3）；当母离子在 c 处的酰胺键断裂时，则会产生的碎片离子 C（m/z 
296. 142 7），其羰基发生酮式和烯醇式互变，会形成 氮唑酮部分，在肽和蛋白质质谱分析中亦能观

察到类似的碎裂模式［17］；随后该 氮唑酮部分被裂解为碎片离子G（m/z 171. 095 0），其中性分子为2-异

丙基-4-（N-甲胺基甲基）噻唑，是利托纳韦合成工艺过程的主要中间体，G会进一步丢失甲胺生成碎片

离子H（m/z 140. 052 8）［4］。

图1　奈玛特韦的高分辨二级质谱图
Fig. 1　High resolution MS/MS spectrum of nirmatrelvir
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图2　奈玛特韦的质谱裂解机理
Fig. 2　MS/MS fragmentation mechanism of nirmatrelvir

the figure shows theoretical value of m/z

图3　利托纳韦的高分辨二级质谱图
Fig. 3　High resolution MS/MS spectrum of ritonavir

图4　利托纳韦的质谱裂解机理
Fig. 4　MS/MS fragmentation mechanism of ritonavir

the figure shows theoretical value of m/z
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2. 1. 3　奥司他韦　奥司他韦的分子式为 C16H28N2O4，在正模式下形成［M+H］+的准分子离子 m/z 
313. 212 2。如图 5 所示，二级质谱主要产生 m/z 225. 123 4、 208. 097 8、 166. 086 1、 120. 044 6 和

94. 065 3 的特征碎片离子，其碎裂机理详见图 6。软电离质谱裂解途径常见 N 原子 β 位的亚甲基通过

β-H重排，将质子传递给质子亲和势更高的N原子，同时形成C=C双键。故［M+H］+母离子在戊氧基

断裂产生碎片离子A（m/z 225. 123 4）后，氨基和乙酰胺上的N原子发生上述重排，分别生成碎片离子B
（m/z 208. 096 8）和C（m/z 166. 086 3）［18］；B的酰胺键发生 β开裂，得到中间体E'，且推测HN=CH—CH2
可能发生氢重排为H2N—C=CH结构，随后乙氧基发生 i裂解生成碎片离子E（m/z 120. 044 4）；母离子

连续丢失3-戊醇、乙酰胺、甲酸乙酯后形成碎片离子D（m/z 94. 0651）［19-20］。

2. 2　质谱数据自动解析算法　
2. 2. 1　模型训练　随机森林（Random forest）是一种集成学方法，常用于分类和回归任务。它由多个决

策树（Decision tree）组成，通过组合多个决策树的预测结果来提高模型的准确性和稳定性。本文利用该

方法结合质谱精细碎裂信息，开发了不依赖标品的自动解析算法，能在几秒钟内快速准确地鉴定奈玛

特韦、利托纳韦和奥司他韦3种成分。

在鉴定流程中，首先使用 MS Convert将质谱源数据（. d）转换为 . txt格式，通过正则表达式提取关

键参数，包括母离子 m/z值（Target）及碎片离子 m/z-强度对，阈值设为±10 ppm，存为 Dataframe 格式。

基于 3种药物的质谱裂解机理，构建了理论二级碎片离子库。使用不同浓度的标准品数据作为训练集

（每个浓度平行采样 2次，n=10）进行有监督的多标签分类模型训练，血清基质加标数据为测试集（每个

加标浓度平行采样 2次，n=4）。以母离子和理论碎片m/z为特征，药物名称和碎片名称为标签，使用随

机森林分类器（Random forest classifier）训练模型学习特征与标签之间的映射关系。使用训练好的模型对

图5　奥司他韦的高分辨二级质谱图
Fig. 5　High resolution MS/MS spectrum of oseltamivir

图6　奥司他韦的质谱裂解机理
Fig. 6　MS/MS fragmentation mechanism of oseltamivir

the figure shows theoretical value of m/z
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测试集进行鉴定，输出鉴定结果。以实际匹配碎片数目（N_matched）与理论碎片数目（N_theoretical）之

比（公式 1）计为匹配得分，反映鉴定覆盖率。使用Matplotlib库对结果进行可视化处理，以实际/理论谱

图对应模式呈现以下关键信息：匹配碎片m/z、相对强度、评分和注释。算法工作流程如图7A所示。

Matching_score = N_matched/N_theoretical × 100% （1）
图 7 B~D分别展示了血清加标 1%样品的鉴定结果，所有预期碎片离子均被准确匹配，包括强度小

于 100的低丰度离子。奈玛特韦和奥司他韦的碎片覆盖率达 100%，利托纳韦仅m/z 140. 0528碎片离子

缺失，得分为 87. 5。该结果展现了本方法较高的检测灵敏度和较强的抗干扰能力，能从复杂基质中准

确识别目标物的特征碎片离子。

2. 2. 2　模型性能测试　经人工复核，测试集中所有检测到的碎片离子均被算法准确匹配，未出现错

检或漏检。值得注意的是，在血清加标样品中提取奥司他韦母离子 m/z 313. 212 2（质量容差±10 ppm）
时，图 8左图显示 2个色谱峰（m/z 313. 215 1和 313. 212 2），保留时间分别为 1. 97 min和 2. 33 min，而

提取其他 2个目标离子未出现干扰峰。采集这 2个峰物质的MS/MS谱图进行算法鉴定，匹配分数分别

为 0和 100，证明前者为基质干扰，而后者为目标物，体现了该模型在复杂基质中对质量相近干扰物的

特异性鉴别能力。

2. 3　实际药品分析　
按“1. 3”方法采集Paxlovid和 3批市售某仿制药溶液的LC-MS数据。如图 8右图，Paxlovid主、辅

药溶液分别提取到 m/z 500. 247 9和 721. 320 0的色谱峰，保留时间分别为 3. 15和 3. 56 min，仿制药辅

药在 3. 56 min同样出峰，而其主药仅在 2. 35 min处提取到m/z 313. 212 2的色谱峰。各药品二级质谱数

据的自动解析结果（表 1）显示，Paxlovid中鉴定出奈玛特韦和利托纳韦，3批仿制药的主药中均只有奥

司他韦，与其宣称的有效成分严重不符。

图7　MS/MS数据自动解析算法流程（A）和血清加标1%样品鉴定结果（B~D）
Fig. 7　Workflow of the automatic interpretation algorithm for MS/MS data（A） and identification results of 1% spiked 

serum samples（B-D）
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3 结 论 
本研究建立了快速检测 3种抗病毒药物成分的UPLC-Q-TOF-MS/MS方法，总结了奈玛特韦、利托

纳韦和奥司他韦的质谱裂解规律，并用于训练机器学习模型，开发了MS/MS数据自动解析算法，实现

了标品非依赖性的快速鉴定。所建方法对血清 1%加标样本中的低丰度特征碎片离子仍能准确识别，且

对质量相近干扰物具有特异性鉴别能力。通过该方法成功检出Paxlovid中的有效成分，并准确判别 3批

仿制药主药中仅含奥司他韦，不含其宣称的奈玛特韦成分。当前模型虽限于上述 3种药物，但其模块

化设计可通过迁移学习拓展至其他抗病毒药物的鉴定，为其质量监管和临床用药安全提供更全面的技

术保障。
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表1　Paxlovid和市售某仿制药的MS/MS数据及自动解析结果
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500. 247 9
721. 320 0
313. 212 2
721. 320 0
313. 212 2
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313. 212 2
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I. D.
奈玛特韦

利托纳韦

奥司他韦

利托纳韦

奥司他韦

利托纳韦

奥司他韦

利托纳韦

Score
100
100
100

87. 5
100

87. 5
100
100

Sample source
Paxlovid 主药

Paxlovid 辅药

仿药主药（批次 1）
仿药辅药（批次 1）
仿药主药（批次 2）
仿药辅药（批次 2）
仿药主药（批次 3）
仿药辅药（批次 3）
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