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摘要

宽带⽆偏差数据采集（例如MSE）对于实现完整样品表征⾄关重要，有助于已知物和未知物的鉴定。本研究针对⼩

分⼦分析进⾏了数据⾮依赖型采集(DIA)筛查。本⽂展⽰了利⽤混合四极杆多反射⻜⾏时间质谱仪SELECT 

SERIES™ MRT进⼀步改善DIA的特异性。该系统创新地结合了⾼分辨率(>200,000 FWHM)与⼗亿分之⼀(ppb)⽔平

的常规分析质量精度，⽽且不受采集速率影响。

MSE⺟离⼦和碎⽚离⼦在常规采集中即可获得ppb级的精确质量数。所达到的质量精度可助⼒研究⼈员应⽤更严格

的检测后数据处理偏差，从⽽降低误检率，同时提⾼⼩分⼦分析物鉴定的可信度。所得数据与Waters™法医毒理

学数据库中的数据进⾏⽐较，该数据库基于1900多种分析物的参⽐保留时间(tr)、⺟离⼦和碎⽚离⼦的精确质量数

数据。应⽤的数据处理偏差为：tr (+/-0.35 min)、质量精度(+/-2 ppm)、特征碎⽚离⼦计数≥1、预期碎⽚离⼦偏

差(+/-0.2 mDa)。

优势

提⾼⾮靶向筛查研究应⽤中⼩分⼦鉴定的可信度并降低误检率，提⾼分析效率。 
增强DIA MSE性能，⼩分⼦⺟离⼦和碎⽚离⼦的质量精度可达到ppb级■
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应⽤更严格的数据处理参数，⺟离⼦偏差不超过2 ppm，碎⽚离⼦偏差不超过0.2 mDa■

更⾼的质量分辨率带来了⾰命性的质量数测量，让我们有机会改善信息学输出，并在药物领域不断变化的环境

下应对鉴定已知物和未知物的分析挑战

■

简介

法医毒理学实验室常常需要对复杂的⽣物样品实施各种筛查技术，以鉴定滥⽤药物、处⽅药和其他毒物。新型精

神活性物质的不断出现，给分析带来了巨⼤挑战。⾼分辨率质谱分析（例如，⻜⾏时间(TOF)分析）在毒理学筛查

中的应⽤越来越⼴泛。宽带数据⾮依赖型采集(DIA)之前已应⽤于法医样品的⾮靶向筛查。⾼分辨率质谱分析技术(

HRMS (20,000 FWHM))之前曾被⽤于采集不受限制且⽆偏差的数据集，从⽽提供完整的样品概况，包括⺟离⼦和

碎⽚离⼦信息，可⽤于⾮靶向和靶向⼯作流程1-3。 DIA采⽤MSE模式进⾏全扫描采集，通过在低能量与⾼能量之间

交替，分别提供完整的⺟离⼦和碎⽚离⼦的信息。这种技术的特点可以⽀持对数据进⾏回顾性审查。所得数据与

包含元素化学式、参⽐tr和⾼能量碎⽚离⼦信息的⼤型数据库进⾏⽐对，对于提供特异性和选择性鉴定结果、提⾼

效率并降低误检率⾄关重要。

本研究使⽤SELECT SERIES MRT（图1），⼀种先进的混合四极杆多反射⻜⾏时间质谱仪，来分析匿名的真实⼈

尿液样品。本⽂展⽰了通过⾼质量分辨率(>200,000 FWHM)进⼀步增强了DIA的特异性。 
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图1.SELECT SERIES MRT仪器⽰意图。

实验

样品描述

法医毒理学QC系统适应性测试混标（SST，10组分混合物，P/N：186007361 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186007361-forensic-tox-

installation-standards-kit.html> ） 

真实⼈尿液样品按1:10（⽔）的⽐例稀释 

数据库：法医毒理学ES+（1975条⽬）

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC™ I-Class 

Premier⾊谱系统
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⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS C18 (150 

mm × 2.1 mm, 1.8 µm)⾊谱柱

柱温： 50 °C

样品温度： 6 °C

进样体积： 5 µL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 5 mM甲酸铵缓冲⽔溶液，⽤甲

酸调节⾄pH 3

流动相B： 含0.1% v/v甲酸的⼄腈溶液

梯度表

MS条件

采集： ES+
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⽑细管电压： 0.8 kV

脱溶剂⽓温度： 500 °C

离⼦源温度： 120 °C

锥孔电压： 20V

碰撞能量范围： 15‒40 eV

质量范围： m/z 50-2400

MSE采集速率： 10 Hz

数据分析和可视化： MassLynx™ v4.2 SCN1026和waters_connect 

3.1.0.243，Tibco Spotfire® 6.0.0软件（加利福尼

亚州帕洛阿托）

结果与讨论

研究对⼀系列匿名的真实⼈尿液样品进⾏了数据分析。将数据与Waters法医毒理学数据库进⾏了⽐对，该数据库

基于1975种毒理学相关分析物（包括违禁药物、农药、处⽅药和⾮处⽅药(OTC)）的tr、⺟离⼦和碎⽚离⼦的精确

质量数数据。

在筛查真实的⼈尿液样品之前，使⽤SST混标对系统性能进⾏了评估。数据处理时采⽤保留时间偏差(tr)±0.35 

min，⺟离⼦质量精度偏差±2 ppm，并要求⾄少有1种特征碎⽚离⼦，质量数偏差0.2 mDa。对于SST混标（250 

pg/µL），获得了522 ppb的质量精度RMS误差，⽽对于稀释系列（2.5〜500 pg/µL），SST混标组分的质量精度

RMS误差请参⻅图2。

与数据库⽐对后，成功鉴定出所有SST混合分析物，这确证了严格的质量精度数据处理参数的可⾏性，为⺟离⼦和

碎⽚离⼦鉴定提供了更⾼的特异性，从⽽有助于减少误检。
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对于复杂分析，MRT可实现的质量分辨率⽀持区分基质⼲扰物和⽬标分析物，并通常可以达到ppb级的质量精度

。图3展⽰了氯氮平MSE碎⽚离⼦谱图的常规ppb级质量精度性能⽰例，其中m/z 84.08078碎⽚离⼦的质量分辨率

为130000 FWHM。

图2. LC-MRT-MSE ES+下SST混标⺟离⼦质量精度ppb (RMS)

图3.SST混标组分氯氮平([M+H]+ m/z 327.13710)的LC-MRT-MSE ES+ 碎⽚离⼦谱图。
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在处理真实尿液样品时，也应⽤了相同严格的偏差标准，并与毒理学数据库中的结果进⾏了对⽐。鉴定包括违禁

药物和处⽅药及其代谢物，以及饮⻝和内源性成分。例如，在样品“103”中，羟考酮已作为误检结果被排除。甲

基苯丙胺被鉴定出，其质量数测量误差为87 ppb，⽽美沙酮则为-83 ppb（参⻅图4）。此外，研究中还鉴定了药

物代谢物以及由饮⻝产⽣的化合物，这些化合物的整体质量数测量误差为511 ppb (RMS)，提供了鉴定结果真实的

可信度。

与软件⼯具相结合，常规ppb级质量精度可以提供更⾼的可信度和⼀种⾼时间效率的策略，来确定因使⽤娱乐性药

物⽽产⽣的阳性鉴定结果。在样品“51”中，重复分析已确认鉴定出多药滥⽤，包括违禁药物、处⽅药和OTC药

。鉴定出的⼩分⼦药物组合如图5所⽰。如此之多的药物鉴定类别凸显了分析上的挑战，同时也说明了需要⽆偏差

DIA的原因。除尼古丁、咖啡因及相应的代谢物之外，研究中还鉴定出14种“药物”化合物、7种药物代谢物和内

源性尿液基质。

7⼩分⼦数据⾮依赖型采集筛选进展：使⽤⾼分辨率多反射⻜⾏时间质谱



图4.I) 组分汇总，展⽰了在匿名⼈尿液样品“103”中鉴定出的违禁药物、处⽅药、OTC药和膳⻝化合物。II) 甲基

苯丙胺的⺟离⼦和碎⽚离⼦MSE增强谱图。III) 美沙酮的⺟离⼦和碎⽚离⼦MSE增强谱图。
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图5.I)“样品51”中确定存在的分析物鉴定的质量数测量误差频率分布。II)“

药物类别”的分布以及实测到的正确/错误检出结果的加权频率图。

我们在研究过程中开展了特定的考察，评估了安⾮他命(m/z 136.11207)、甲基苯丙胺(m/z 150.12773)、伪⿇⻩

碱(m/z 166.12264)和MDA (m/z 180.10191)，这些化合物可能因来⾃质谱仪的离⼦源/传输离⼦光学元件传递的能

量⽽容易发⽣不稳定碎裂。图4展⽰了甲基苯丙胺的碎裂程度最低。然⽽，在LCMS分析条件下，尽管安⾮他命⺟

离⼦m/z 136.11207在低能量谱图中形成了基峰离⼦，但仍观察到它的不稳定碎裂（图6）。使⽤直接注样分析

，可优化仪器参数，减少不稳定碎裂。在低温条件下(100 °C)，对于安⾮他命，较低的离⼦源温度可⼤幅减少不稳

定碎裂（图6插图）。
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图6.安⾮他命在LCMSE ES+下⺟离⼦和碎⽚离⼦增强谱图，以及低温直接注样分析结果（插图）。

结论

⾼质量分辨率可增强离⼦选择性，进⽽改善复杂基质中分析物的检测。SELECT SERIES MRT仪器常规分析的ppb

级质量精度性能可⽣成⾼质量的质谱数据，有助于使⽤⾮靶向筛查⼯作流程明确确定分析物的元素组成。在不断

变化的药物领域中，质量精度特异性的增加能够在涉及⼩分⼦药物的研究中提⾼鉴定的可信度。软件⼯具是充分

利⽤数据集中所有可⽤信息的关键要素，数据质量与信息学功能之间存在着共⽣关系。可靠地应⽤严格的数据处

理偏差，可以提⾼分析效率。本研究使⽤保留时间、⺟离⼦和碎⽚离⼦以ppb级的质量精度成功鉴定除了所有样品

中的违禁药物。所有样品中对于其他娱乐性药物或OTC药物也呈阳性结果。
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