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摘要!数据非依赖的质谱采集是近年来发展的一种新型多级质谱分析方法"只需一次进样便可同时快速

获取所有母离子及其子离子信息%本研究以肺癌血浆样本为研究对象"采用数据非依赖的
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$同时定性定量分析血浆代谢组%基于代谢物数据库识别比对"成功识别了
IJ

个代谢

物"实现了代谢物的定性分析%对成功识别的代谢物建立定量分析方法并进行方法学考察%结果表

明"其中
I)

个代谢物的线性相关系数大于
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"定量限在
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之间#其中有
>L

个代

谢物可以满足生物样本定量分析的要求"其连续
!

天的日内精密度和日间精密度均小于
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#在
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下"
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内的放置稳定性在
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之间%该方法的覆盖率高"能同时快速准确地对肺癌血

浆中癌症相关代谢物进行定性定量分析"也适用于其他生物样品"可以为定量代谢组学分析提供重要

的方法学平台%
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代谢是机体维持一切生命活动的基础"代

谢组学为揭示机体生理和病理变化及其作用

机制提供了新的突破口+

"G(

,

%代谢组学分为非

靶向和靶向代谢组学分析%非靶向代谢组学

分析具有全面性"旨在无偏差地同时测量生

物样本中尽可能多的代谢物"从而进行全面

的代谢组评估"寻找具有意义的差异代谢物#

而靶向代谢组学研究通常需要在复杂的生物

样品中针对特定代谢物进行准确定量"从而

实现对目标代谢物或代谢途径的深入研究"

现已被有效地运用于药物代谢研究-评估治

疗或遗传修饰对特定酶的影响-以及非靶向

代谢组学发现的差异代谢物的定量验 证

中+

JG=

,

%目前"越来越多的研究旨在建立新型

的代谢组学研究策略"实现代谢物的同时定

性定量分析%

近年来"数据非依赖方式!
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广泛关注"因为其能够连续无偏差地捕获所有

代谢物离子"增加了数据维度"并且由于其较宽

的扫描窗口"提高了碎片离子的传输效率和丰

度"进而提高了
67

( 的灵敏度+
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$运行中同时获取一级

扫描和所有母离子的子离子信息%该方法将扫

描范围分为多个连续区间!通常以
(=,

为间

隔$"然后对区间内所有离子进行碎裂和快速扫

描"并获得其全部碎片信息"具有高灵敏度-高

覆盖 率 和 高 扫 描 速 率 等 特 点+
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%目 前"
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技术主要用于蛋白组学的定量研究
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"同时也逐渐应用在代谢组学研究中+
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方法建立了一套

系统的毒理学研究方法"结果表明"

7?@AB

方法在基质干扰下可以成功地检测和鉴别微量

的咪达唑仑和吗啡"实现了复杂样品中低丰度

代谢物的分析%

基于
7?@AB

采集技术可以实现一次进

样同时定性定量分析目标物%一方面"因

7?@AB

方法的
=
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C

扫描范围较窄"可获得较

简单的子离子谱图"且只需一次进样便可同时快

速获取所有可检测离子的
67

和
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信息"

覆盖率广"可广泛应用于非靶向代谢组学的定

性分析#另一方面"

7?@AB

技术具有与多反

应监测!
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技术相当的灵敏度和定量准确度"可用于定

量分析"其定量范围可达
!

个数量级"且重现

性好+
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本研究首先采用
7?@AB

数据采集方式

对人肺癌血浆样本进行分析"基于本课题组

前期建立的代谢物定性识别数据库比对识别

代谢物#然后对成功识别的代谢物进行靶向

定量分析"考察并选择不同代谢物的质谱定

量扫描模式"建立定量分析方法"考察方法的

线性-精密度和准确性%旨在建立一种快速

的代谢组同时定性定量分析方法"实现对血

浆样本中代谢组高通量分析的同时"针对前

期发现的与癌症密切相关的代谢物进行定量

分析"为深入研究肿瘤机制-寻找生物标志物

提供分析依据%
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标准品溶液的配制
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超声溶解并定容"储存于
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标准品混合工作溶液(取适量的混合标准

品储备溶液"用甲醇逐级稀释"制成系列浓度的

标准品混合工作溶液%

内标混合溶液(分别精密称取适量的稳定

同位素标准品"加入甲醇或者甲醇
G

水溶液

!

"c"

"

E

&

E

$超声溶解并定容"得
"

F

&

H

的储备

液#吸取适量的各储备液"用甲醇定容"配制成

内标混合溶液%

DEG

!

样品前处理

DEGED

!

血浆样品前处理
!

将冻存于
d>)N

的

血浆样本于
! N

下解冻%精密吸取
L)

"

H

血

II(

第
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浆"加入
">)

"

H

冷藏乙腈"以
J)))-

&

;3.

涡旋

J))5

"混匀#然后于
!N

下"以
"))))-

&

;3.

离

心
");3.

"取上清液"置于离心浓缩仪中离心

浓缩
(2

#收集挥干样品"加入
L)

"

H

乙腈
G

水溶

液!

(cI>

"

E

&

E

$复溶"以
J)))-

&

;3.

涡旋
J))5

"

混匀后"以
"))))-

&

;3.

离心
");3.

"过
IL

孔

板后转移至进样小瓶"待测%

DEGEF

!

标准曲线工作溶液的制备
!

吸取
L)

"

H

系列混合标准工作溶液"加入
")

"

H

内标混合

溶液"再加入
">)

"

H

冷乙腈"按
"KJK"

节方法

操作"制备标准曲线工作溶液%

DEGEG

!

质控样本的制备
!

取适量所有血浆样

本混合"按
"KJK"

节方法操作"制备质控样本%

样本量比例分别为肺癌
c

健康
e"c"

"肺癌男
c

肺癌女
eJc"

"健康男
c

健康女
eJc"

%

DEH

!

实验条件

DEHED

!

色谱条件
!

@9

C

,3:

<

YXH1B55AJ

色

谱柱!

(K";;f"));;f"K>

"

;

$#流动相(

@

为

)K"M

甲酸水溶液"

a

为纯乙腈#梯度洗脱程序(

)

!

>;3.

!

I>M@

$"

>

!

"=;3.

!

I>M

!

!)M@

$"

"=

!

(L;3.

!

!)M@

$#流速
)K(=;H

&

;3.

#进样量
()

"

H

#柱温
J=N

#平衡时间
>;3.

%

DEHEF

!

质谱条件
!

电喷雾离子源正离子扫描

模式"结合
7?@AB

采集模式#电喷雾电压

!=))#

#辅助气流速
=)H

&

2

#气帘气流速
J)

H

&

2

#离子源温度
!=)N

#解簇电压
>)#

#碰撞

电压
J)4#

#

7?@AB

扫描间隔为
(=,

%

F

!

结果与讨论

FED

!

血浆样本中代谢物的定性识别

首先采用
@aG7934VO7

软件对采集的血浆

样本原始数据进行数据预处理"包括峰提取-峰

识别-峰对齐-解卷积等"获取所有被测离子的

高分辨
67

和
67

&

67

信息%然后利用本课题

组前期建立的与癌症相关的代谢物数据库对数

据进行代谢物识别(在代谢物与数据库代谢物

保留时间一致的同时"其主要子离子均匹配%

结果表明"此方法对数据库中的
IJ

个代谢物均

可匹配"可实现肺癌血浆中癌症相关代谢物的

非靶向定性分析%

值得注意的是"此方法针对含量相对较低

的代谢物"在基质干扰下也可实现定性鉴别%

=G

甲基胞苷!

=

&

C(=>K")>!

$和
"G

甲基鸟嘌呤

!

=

&

C"LLK)*(J

$的色谱保留时间相近且含量

较低"在不提前设定母离子的情况下难以直接

获得二级谱图#而采用
7?@AB

采集方式时"

由于扫描范围在不同
=

&

C

区间快速切换"即使

不提前设定母离子"也可由分子质量差异分别

获得较干净的混合子离子谱图"便于下一步的

数据库比对"以实现代谢物的识别"识别过程示

于图
"

%

FEF

!

定量分析质谱条件的选择和优化

针对成功识别的血浆中
IJ

个代谢物"建

立了基于
7?@AB

数据采集模式的定量分析

方法%由于获得的数据中包含一级质谱图和

二级子离子扫描谱图"本研究首先考察并选

择各代谢物的质谱定量离子%部分代谢物采

用母离子定量时易受基质干扰"采用子离子

定量可降低背景噪音的干扰"从而具有更高

的选择性和灵敏度"往往表现为线性更佳或

者定量限更低%以
=G

甲硫腺苷为例"由于在

血浆中易受到分子质量相近的基质干扰"其

提取离子色谱的本底较高"定量时难以获得

较好的线性"且定量限较高#而
67

&

67

扫描

通道的特征子离子!

=

&

C"JLK)L")

$由于特异

性和专属性的提高"可减少基质干扰"使信噪

比增加"更适合作为定量离子%定量结果表

明"采用子离子!

=

&

C"JLK)L")

$定量时"

=G

甲

硫腺苷的线性拟合度更佳"能获得更好的结

果"示于图
(

%

经比较发现"有
*J

个代谢物采用母离子进

行定量"

()

个代谢物采用子离子定量"线性关系

良好"且定量限较低"结果列于表
"

%

IJ

个代谢

物的总离子流图和提取离子流图示于图
J

%

FEG

!

代谢物定量分析方法学考察

FEGED

!

方法的线性及线性范围
!

以待测物浓

度!

F

$为横坐标"待测物与内标物的峰面积比

值!

'

$为纵坐标"采用加权!

Ge"

&

F

$最小二乘

法进行回归运算"即得标准曲线的线性方程和

线性相关系数"结果列于表
"

%结果表明"约

ILM

以上的代谢物在
"K(=

!

"()))

"

F

&

H

浓度

范围内的线性关系良好!

+

(

#

)KII

$%

FEGEF

!

方法精密度和稳定性
!

为了检验方法

的可靠性"取血浆质控样本每天平行检测
L

次"

连续检测
!

天"根据随行标准曲线计算代谢物

绝对浓度的相对标准偏差!

_7\

$"考察方法的

))J
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日内和日间精密度#并且平行检测
J

份血浆样

本经前处理后在自动进样器中放置
IL2

内的

稳定性"每
"(2

测定
"

次"考察方法的稳定性%

结果表明"有
>L

个代谢物!除丝氨酸-鸟氨酸-

孕酮-

JG

脱氧胸苷-胱氨酸-

6G

乙酰天冬酸和

6G!G

乙酰基胞嘧啶核苷之外$的日内-日间精密

度良好"于
!N

放置
!

天内的稳定性良好"能够

满足生物样本定量分析的要求"精密度和稳定性

结果示于图
!

%其中"代谢物连续
!

天的日内精

密度!

3eL

$分别为
)K"IM

!

"JKJLM

-

)K(*M

!

"!K)*M

-

)KJJM

!

"!K=>M

和
)KJ!M

!

"!K=!M

"

日间精密度为
)KJ*M

!

"LK>LM

"均小于
()M

#

在
!N

下"

IL2

内的稳定性在
)KL(M

!

"IKJ=M

之间"小于
()M

#表明方法的精密度和稳定性

良好%

注(

/K=G

甲基胞苷和
"G

甲基鸟嘌呤的提取离子流图#

WK

保留时间为
(K!

!

(K=;3.

的质谱图#

9K

保留时间为
(K=;3.

"

=

&

C(!I

!

(*=

的混合
67

&

67

信息#

EK

保留时间为
(K=;3.

"

=

&

C"!I

!

"*=

的混合
67

&

67

信息#

4K=G

甲基胞苷与数据库比对结果#

0K"G

甲基鸟嘌呤与数据库的比对结果

图
D

!

基于
-8:;A

采集模式下的
IJ

甲基胞苷和
DJ

甲基鸟嘌呤的定性识别过程

>#

?

KD

!

@!%*+#,#2/+#"*",IJ)%+<

C

'2

C

+#!#*%/*!DJ)%+<

C

'

?

./*#*%5/0%!"*-8:;A/2

7

.#0#+#"*

")J

第
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注(

/K=G

甲硫腺苷母离子的分子离子峰
=

&

C(I>K)I=)

的提取离子流图#

WK

保留时间为
>K!*;3.

的质谱图#

9K=G

甲硫腺苷特征子离子
=

&

C"JLK)L")

的提取离子流图#

EK

保留时间为
>K=!;3.

"

=

&

C"(!

!

"=)

的
67

&

67

谱图#

4

"

0&=G

甲硫腺苷母离子定量与子离子定量的线性结果比较

图
F

!

IJ

甲硫腺苷质谱定量模式的对比和选择

>#

?

KF

!

-%'%2+#"*",

(

=%,%=/5'%

7

./*+#,#2/+#"*)"!%",IJ)%+<

C

'+<#"/!%*"0#*%

图
G

!

代谢物总离子流图"

/

#和提取离子流图"

5

#

>#

?

KG

!

;"+/'#"*2<=")/+"

?

=/

(

<

C

"

/

#

/*!%L+=/2+#"*2<=")/+"

?

=/

(

<

C

"

5

#

",+/=

?

%+%!)%+/5"'#+%0

()J
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表
D

!

靶向定量代谢物的内标$线性范围$回归方程$相关系数及定量模式

;/5'%D

!

@*+%=*/'0+/*!/=!

%

=%

?

=%00#"*%

7

./+#"*

%

2"==%2+#"*2"%,,#2#%*+

"

!

F

#%

!

C

*/)#2=/*

?

%/*!

(

=%,%==%!

7

./*+#,#2/+#"*)"!%",+/=

?

%+%!)%+/5"'#+%0

化合物

1$;

8

$,.E

内标

R.:4-./%5:/.E/-E

回归方程

_4

F

-4553$.4

C

,/:3$.

线性相关系数

1$--49:3$.

9$4003934.:

!

+

(

$

线性范围

\

<

./;39

-/.

F

4

&!

"

F

&

H

$

定量模式

X-404--4E

C

,/.:3039/:3$.

苏氨酸
(G

甲硫氨酸
G

甲基
G

"J

1

"

E

J '

e(K)*IL=f")

d!

Fd)K))("I )KII"I =K))f")

(

!

(K))f")

!

67

烟酰甘氨酸 丙酰基
GD

J

G

肉碱
'

e>KL(L*"f")

d!

Fd)K))*LJ )KII)( "K(=f")

!

=K))f")

(

67

苯丙氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e!K!=>==f")

d!

Fd)K"J=)* )KII(( LK(=f")

(

!

"K(=f")

=

67

酪氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e(K"J*>If")

d!

Fd)K=L=*! )KIIJ" (K*=f")

J

!

"K")f")

=

67

天冬氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e!K*==I*f")

d=

Fg)K))"*I )KIIJ* "K(=f")

(

!

(K=)f")

J

67

天冬酰胺 谷氨酸
GE

=

'

e)K)L)L(Fg=K)((() )KII"J "K(=f")

(

!

=K))f")

J

67

(

丝氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e"K=>==Lf")

d=

Fg)K))">J )KII"J (K=)f")

(

!

=K))f")

J

67

羟脯氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e"K!L!=Jf")

d=

Fg)K))(L( )KII() JK*=f")

(

!

(K=)f")

J

67

谷氨酰胺 色氨酸
GE

=

'

e*K="*"=f")

d>

Fg*K)">)!f")

d=

)KIIJL (K=)f")

J

!

"K))f")

=

67

组氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e!KJLLJ=f")

d=

Fd)K))="I )KII"J (K=)f")

(

!

"K))f")

!

67

瓜氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

eIK(*=)*f")

dL

Fd"KLL)("f")

d!

)KII=* *K=)f")

(

!

"K=)f")

!

67

丙氨酸 缬氨酸
GE

>

'

e(K(>I"Lf")

d=

FdIKI(J")f")

d!

)KII)L LK(=f")

!

(K=)f")

J

67

谷氨酸 缬氨酸
GE

>

'

e"KJ>(!)f")

d=

Fd)K))"(J )KII!! "K(=f")

(

!

=K))f")

!

67

"G

甲基组氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e"KIL(I(f")

d!

Fd)K))*(L )KII(J LK(=f")

!

=K))f")

J

67

JG

甲基组氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e"KI=I==f")

d!

Fd)K))*!I )KII(( LK(=f")

!

=K))f")

J

67

(G

肌肽
(G

甲硫氨酸
G

甲基
G

"J

1

"

E

J '

e"KLJ("=f")

d!

Fd)K))">J )KII!" (K=)f")

!

"K))f")

J

67

精氨酸 缬氨酸
GE

>

'

e(K)*)IIf")

d!

Fd)K)="JJ )KII(J JK"Jf")

(

!

(K=)f")

!

67

!

G

氨基丁酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e"K>=J)=f")

d=

FdLK>"()If")

d=

)KIIL! (K=)f")

!

=K))f")

J

67

JG

氨基异丁酸 酪氨酸
G

苯基
GE

(

'

e"K">(LLf")

d=

FdJKI***>f")

d!

)KIIJ= LK(=f")

!

(K=)f")

J

67

脯氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e"K)*J!>f")

d!

Fg)K"*J*J )KII=! =K))f")

J

!

"K))f")

=

67

鸟氨酸 酪氨酸
G

苯基
GE

(

'

eJK)()">f")

d=

Fg=K="I*If")

d=

)KII*) JK*=f")

!

"K=)f")

!

67

胱硫醚 谷氨酸
GE

'

e)K))*L>Fd)K)JI(> )KIIJ> "K(=f")

!

(K=)f")

J

67

(

赖氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e*KLJ*L=f")

d=

Fd)K))(II )KII!" =K))f")

!

(K))f")

J

67

甲硫氨酸
(G

甲硫氨酸
G

甲基
G

"J

1

"

E

J '

e)K))()>Fd"K(>J=! )KII!I *K=)f")

(

!

JK))f")

!

67

缬氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e!K!!Lf")

d=

Fg=KL!*f")

d(

)KII!> "K>>f")

(

!

JK*=f")

!

67

同型半胱氨酸 缬氨酸
GE

>

'

e(K)!!"=f")

d=

Fd)K))!L= )KII)I (K=)f")

(

!

"K))f")

!

67

异亮氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e"K**!>Lf")

d!

Fg)K))I!) )KII!) "K=Lf")

J

!

"K(=f")

=

67

亮氨酸 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e(K=(*(*f")

d!

Fd)K>>J"L )KII!> LK(=f")

J

!

"K(=f")

=

67

色氨酸 色氨酸
GE

=

'

e"K(("!If")

d!

Fd)K)"*>= )KIIJ! JK"Jf")

(

!

(K))f")

!

67

胆碱 缬氨酸
GE

>

'

e!K>=***f")

d!

Fg)K)!L!L )KII)I =K))f")

(

!

(K))f")

!

67

烟酰胺 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

e)K))"(=Fd)K""JL! )KII=I "K(=f")

(

!

=K))f")

J

67

孕酮 谷氨酸
GE

=

'

e(KJ*!">f")

d!

Fd)K))L"" )KII)( JK"Jf")

!

(K=)f")

J

67

(

睾酮 雄烯二酮
G

"J

1

J '

e)K))!=*Fd)K"=="* )KIIJ* =K))f")

!

"K))f")

J

67

皮质甾酮 硬脂酰基
GD

J

G

肉碱
'

e)K))J">Fd)K"L>=" )KII!( =K))f")

!

"K))f")

J

67

肉碱 肉毒碱
G

甲基
GE

J

'

eJK!)!>Lf")

d!

Fd)K"="*> )KII*( *K=)f")

(

!

JK))f")

!

67

马尿酸 肉毒碱
G
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结论

本研究基于数据非依赖的
7?@AB

采集

技术"以血浆样本为研究对象"结合本课题组前

期建立的癌症相关代谢物数据库"成功识别并

鉴定了
IJ

个代谢物%对这
IJ

个代谢物进行靶

向定量分析"建立了其定量分析方法并进行方

法学考察%结果发现有
>L

个代谢物可以满足

生物样本定量分析的要求%方法学验证结果

表明"基于
7?@AB

方法的定量分析能够满

足血浆样本分析测定要求"能够准确可靠地
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对人血浆中的代谢物进行同时定性定量分

析%此外"对含量较低或易受基质干扰的化

合物"采用高分辨子离子定量有利于去除基

质干扰"提高信噪比"从而可获得更佳的线性

结果-更宽的定量范围以及更低的定量限%

综上所述"

7?@AB

方法可实现血浆样本中癌

症相关代谢物的同时定性定量分析"有望成

为定量代谢组学的标准分析方法%
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