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摘要

对复杂⽣物基质进⾏代谢分析有助于了解外源性因素对⼈类健康和疾病进展的影响。这些代谢组学研究中使⽤的

基质包含许多不同的分析物，因此需要⾼分辨率仪器来对检测到的许多不同化合物进⾏去卷积处理。本研究使⽤

SELECT SERIES MRT技术，能够对⼈尿液中的未知代谢物进⾏可靠的亚ppm级注释，该技术的⾼质量分辨率还可

以通过分辨精细同位素分布进⼀步提⾼元素组成解析的可信度。

优势

鉴定结果的可信度更⾼，减轻后续验证步骤的负担■

具有超⾼分辨率和ppb级质量精度，不受限于采集速率，提⾼兼容性，能够⽀持多种⽅法■

⽀持精细同位素结构解析，提⾼元素组成计算的可信度■

⾼效的引导式信息学⼯作流程，有助于数据解析和结果⽣成 

 

■

简介
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⾼分辨率质谱技术已⼴泛应⽤于代谢组学研究中，可以为⽣物基质中检测到的未知分⼦提供有价值的精确质量数

测量结果。鉴定这些来⾃⼈体研究的未知化合物对于帮助了解潜在的⽣物学机理、疾病进展标志物或外源性因素

对⾝体的影响⾄关重要。因此，测量结果的准确度和精密度越⾼，化合物鉴定的可信度就越⾼。此外，⾼质量分

辨率的现代仪器可以解析更精细的同位素分布，有助于确定元素组成和确认加合物信息。这些⾼分辨率的仪器还

可以帮助区分分⼦量相似的两种共洗脱化合物，⽽低分辨率仪器很难做到。将⾼分辨率质谱本⾝的强⼤功能特性

与液相⾊谱相结合，⾮常有利于进⼀步提⾼代谢物组覆盖率。相关领域的研究⼈员使⽤各种不同的⼯作流程选项

来处理数据，但都遵循相同的原则：峰提取、归⼀化、统计分析和最终的特征注释1。 本⽂将介绍SELECT SERIES 

MRT质谱仪在⼈尿液样品分析中的应⽤，以及该仪器与Waters™代谢组学⼯作流程和第三⽅统计⼯具的整合2。 

SELECT SERIES MRT拥有众多特有的功能，包括亚ppm级质量精度和⾼质量分辨率，以及较快的UPLC采集速率

，有助于提⾼重要特征注释的可信度。

实验

样品描述

美国国家标准与技术研究院(NIST)的⼈尿液样品购⾃MERCK，包括来⾃三组志愿者（吸烟者、不吸烟者和被动吸

烟者）的混合尿液。从每个混合样品中取⼀部分，⽤去离⼦⽔按1:4的⽐例稀释，涡旋混合样品，并在13,000 rpm

下离⼼10 min。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ Premier UPLC™

⾊谱柱： ACQUITY Premier HSS T3, 1.8 µm, 2.1 x 100 mm

柱温： 45 ℃

样品温度： 4 °C

进样体积： 5 µL

流速： 0.6 mL/min
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流动相A： 含0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 含0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度表

质谱条件

质谱系统： SELECT SERIES MRT

电离模式： ESI+和ESI-

采集范围： 50-2400 m/z

采集模式： MSE

仪器模式： MRT

⽑细管电压： 3.0 kV

碰撞能量范围： 10-40 eV
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锥孔电压： 40 V

数据管理

⾊谱软件： MassLynx™ V4.2

质谱软件： MassLynxV4.2

信息学软件： Progenesis QI V3.0

结果与讨论

数据采集和处理

每个混合尿液样品重复分析三次，在批次的开始和结束时分析混合的质控样品，进样穿插在样品列表中间进⾏。

在批次开始前，通过进样沃特世LCMS QC参⽐标准品采集系统适应性测试结果，评估仪器性能（包括保留时间和

质量精度）。随后进样QC样品(n=10)以活化系统，然后再分析研究样品。所有SELECT SERIES MRT数据都是在

MRT正离⼦和负离⼦模式下通过MSE技术采集到的，并使⽤200 pg/ μL亮氨酸脑啡肽进⾏了锁定质量数校正。将

得到的原始数据⽂件导⼊Progenesis QI软件处理，对⻬样品运⾏结果，进⾏峰提取和归⼀化。在从QC样品提取

的特征中，标记出%CV⼤于30%的特征，然后隐藏这些特征，不作进⼀步的统计分析。

统计分析

在代谢组学研究中，得到的LC-MS数据可重现⾄关重要，这样才能确保检测到的特征差异是来⾃样品的实际差异

，⽽不是因为分析⽅法变异。将Progenesis QI软件⽣成的峰列表导⼊Metaboanalyst中进⾏统计分析3‒4。图1显

⽰了主成分分析(PCA)的结果，可以看出不同样品组之间实现了良好的分离，混合QC样品（深蓝⾊）紧密聚集

，各组的重复进样结果也紧密聚集在⼀起。这证明仪器具有良好的稳定性（质量精度、保留时间和信号强度

），并表明分析系统在该批进样中表现出耐⽤性。系统的耐⽤性可减少分析变异，使分析⼈员能够充分探索⽣物

学变异。
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通过PCA评估各组样品的分离情况后，使⽤正交偏最⼩⼆乘判别分析(OPLS-DA)对各组样品进⾏⼆元⽐较。OPLS-

DA⽤于判定两组不同样品之间的差异，从⽽评估哪些特征载荷（精确质量数-保留时间对）对两组⽬标样品之间的

差异造成了具体影响，如S-plot（图1）所⽰，图中标出了对两组样品造成最⼤差异的特征。三组样品都进⾏了

OPLS-DA分析（吸烟者与不吸烟者、吸烟者与被动吸烟者以及不吸烟者与被动吸烟者），图1⽰例的S-plot⽤⿊框

突出显⽰了每组⽐较中的前三个显著特征。

图2的箱线图突出显⽰了吸烟者与不吸烟者之间选定特征的显著性和归⼀化丰度，表明这些特征是造成研究组之间

差异的主要因素。
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图2.不吸烟者和吸烟者之间前三种特征的OPLS-DA箱线图
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利⽤超⾼精确质量数实现可靠的化合物注释

SELECT SERIES MRT可提供准确的亚ppm⽔平质量数测量，这对于确保现有数据库和谱库中化合物注释的可信度

⾮常重要。结合准确的MS/MS碎⽚离⼦信息，可进⼀步提⾼注释的可信度。在数据库（包括HMDB和内部FDA药

物数据库）中搜索OPLS-DA确定的主要差异性特征，⺟离⼦和碎⽚离⼦的容差为1 ppm，得到的注释⻅表1。经过

数据库搜索后，发现许多热⻔匹配结果对应于药物或药物代谢物，包括⼴泛使⽤的镇痛药对⼄酰氨基酚葡萄糖苷

酸、治疗消化性溃疡和反流的药物雷尼替丁、作为联合抗⽣素（复⽅新诺明）⽤于治疗与慢性阻塞性肺病(COPD)

相关肺部感染的抗⽣素⼄酰磺胺甲恶唑和甲氧苄啶，以及娱乐性药物可卡因及其⽣物标志物代谢物苯甲酰爱康宁5-

6。有四个特征⽆法在所⽤的数据库中鉴定出来，但其中两个初步分配了元素组成，对其余两个特征的光谱检查显

⽰出可能存在⼆氯化物同位素分布的分⼦，这些分⼦可能是含⻧素的药物（如双氯芬酸）经过代谢结合产⽣的。

表1.Progenesis QI对各组OPLS-DA分析中前三个显著特征的注释列表

图3展⽰了表1中列出的两个初步注释⽰例，以及相应的模拟碎裂匹配、质量精度和同位素相似性。数据可信度很

⾼，表明分配正确，例如，注释为苯甲酰爱康宁的特征3.33_289.1316n显⽰质量误差为0.59 ppm，达到亚ppm

⽔平，同位素相似性超过99%。此外，有多个模拟碎⽚离⼦与谱图中的碎⽚离⼦匹配，且这些碎⽚离⼦的质量精

度均⼩于2 ppm。
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图3.在Progenesis QI中搜索数据库得到的初步化合物注释，显⽰了模拟碎裂的匹配结果

除了通过精确质量数测定和详细的碎⽚离⼦匹配提⾼注释的可信度外，通过对⽐理论元素组成检验同位素分布和

精细同位素分布，还可以进⼀步提⾼注释的可信度。图4的谱图显⽰了特征分配为苯甲酰爱康宁(C16H20N1O4)的第

⼆个同位素峰簇的扩展区域。图中蓝⾊表⽰理论同位素谱图，叠加的粉⾊表⽰理论质⼼质量数，最后绿⾊表⽰

NIST尿液分析的质⼼（经锁定质量数校正）原始数据。如图所⽰，每种离⼦的理论数据和实验数据较为吻合，计

算的质量误差范围为0.09 ppm~1.86 ppm，相对丰度⼏乎相同。表2中的数据进⼀步检验了该特征

(3.33_289.1316n)同位素的相对丰度和重现性，并再次与理论值进⾏了⽐较。将每个同位素主峰的相对丰度百分

⽐与预期理论丰度进⾏⽐较，可以发现三次重复进样的重现性良好，丰度百分⽐保持⼀致。此外，表中还⽐较了

图4所⽰的精细同位素分布在不同进样间的重现性，并与理论值进⾏了对⽐，结果表明这些低强度离⼦的重现性良

好。
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图4.扩展谱图⽰例，显⽰了特征3.33_289.1316n（注释为苯甲酰爱康宁）第⼆个同位素

峰的精细理论同位素分布（粉⾊），与质⼼原始谱图（绿⾊）叠加，并插⼊了同位素与

理论值相⽐的质量精度。
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表2.⽐较吸烟者样品中特征3.33_289.1316n的同位素主峰丰度(a)和精细同位素离⼦丰度

(b)与理论丰度的重现性

确定并注释⽬标特征后，即可在Progenesis QI中查看归⼀化丰度曲线，确定不同样品组中代谢物⽔平的变化。图

5所⽰的曲线图显⽰了三组不同样品中注释为尼古丁及其代谢物（包括可替宁、尼古丁葡糖苷酸、可替宁葡糖苷酸

、羟基可替宁、尼古丁N-氧化物和反式-羟基可替宁葡糖苷酸）的特征的变化。这些丰度曲线有助于提⾼注释的可

信度，因为不同样品组之间的丰度变化符合预期，吸烟者组中的尼古丁代谢物⽔平最⾼，被动吸烟者组中的丰度

有所降低，⽽不吸烟者组中丰度为零。尼古丁代谢物的误鉴不符合这⼀趋势，因此可以排除这种情况。
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图5.各组样品进样中尼古丁代谢物的丰度曲线

为充分了解吸烟带来的⽣物学影响（或药物影响），务必要准确鉴定所有外源性特征及其代谢物并将其去除，使

它们不会影响进⼀步的统计分析。图6的PCA图显⽰了去除外源性特征的统计影响。在未去除这些特征之前，吸烟

者组和被动吸烟者组在主成分2上分离，但在去除尼古丁和可卡因代谢物后，它们不再分离。现在的统计数据表明

，影响吸烟者的潜在⽣物学机制也会影响被动吸烟者。 
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图6.NIST尿液样品和QC样品中所有特征以及去除与药物和尼古丁代谢物相关的特征后得

到的PCA图

结论

发现代谢组学研究在常规⼯作中需要分析⼤量样品，在分析过程中，质量分辨率低和质量精度差异性可能降低潜

在⽣物标志物鉴定的可信度，影响下游对结果的解析。本应⽤纪要重点介绍了如何将SELECT SERIES MRT与

UPLC和沃特世代谢组学⼯作流程相结合来⽣成数据，并概述了该仪器的独特功能如何提⾼数据质量。⾼质量精度

和⾼质量分辨率与优质的MS/MS数据相结合，⼤⼤提⾼了尿液样品间重要⽬标特征注释的准确度和可信度。此外

，本⽂还强调了确定分析物初步鉴定对于进⼀步解析相关⽣物学机理的重要性。
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