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摘要%代谢组学研究的目标是对生物体系中所有内源小分子代谢物进行全面的定性和定量表征#由于

代谢物组成复杂"种类繁多"理化性质各异"且浓度差异大$给分析工作带来了极大的挑战#高分辨质谱

因具有高灵敏度"高质量分辨率和质量精度"宽动态范围等优势$已成为代谢组学研究的主流分析工具#

本文综述了近
#

年来基于高分辨质谱的代谢组学分析技术和方法的最新进展$包括微纳液相色谱"多维

色谱与高分辨质谱联用"直接进样高分辨质谱"高分辨质谱成像技术及代谢物定性策略等$并对其发展

前景进行展望#
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代谢组学%
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&是以生物体内分子质量小于

+#$$

的小分子代谢物为研究对象$运用多种分

析手段$如质谱'
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色谱
(

质谱联用%
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&等$从整体水平上研究胞内代

谢物组成及其与生理"病理相关的变化规律#

与其他组学相比$代谢组学更接近于表型$能更

准确直接地反映外界环境对生命系统的影

响%

#

&

$通过与其他组学整合可为生命科学研究

提供解决方案%

<

&

#代谢组学已广泛应用于生命

科学的诸多领域$如疾病诊断"药物安全性评

价"药理研究"营养科学等%
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生物体内的代谢物数量众多$如人类代

谢组学数据库'
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(现已收录超过
+$

万种代谢物%
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$且代

谢物的理化性质各异"浓度范围跨度
3

个数量

级$代谢组全景分析具有极大挑战%

+$
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#随着代

谢组学研究领域的不断拓宽$以及高分辨质谱
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的快速发展$基于质谱的分析技术逐渐成为组

学研究不可或缺的工具#相对于
D)W

$质谱

技术具有检测灵敏度更高"代谢组覆盖范围更

广等%

++

&特点#代谢组学研究中常用的
@W)&

主要包括)飞行时间质谱'
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("傅里叶变换静电场轨道阱质谱
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#相对于低分辨质谱'如三重四极杆质

谱($

@W)&

具有更高的质量分辨率和质量精

度$更有利于发现新的有意义的生物分子$已在

非靶向代谢组学研究中得到广泛应用%

+"

&

#为

了满足不同层面的代谢组学研究需求$近年来

不断涌现了基于高分辨质谱的代谢组学新技

术$如与微纳尺度液相色谱"多维色谱联用技

术$纳喷电离'
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质谱$基质辅助激光解吸电离'

5,L06̂(,..6.L/K

P,./0K/.N0

S

L6N7

!

6N76a,L6N7

$

)C1A'

(高分辨

质谱以及原位电离'

,5H6/7L6N76a,L6N7

$
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(高

分辨质谱技术等#此外$定性代谢组学新技术

快速发展$使得更深层次的代谢组学数据利用

和挖掘成为可能$极大地推动了代谢组学研究#

本文将重点介绍近
#

年来基于高分辨质谱的代

谢组学分析技术研究进展#
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微纳液相色谱
>

高分辨质谱联用

色谱
(

高分辨质谱联用是代谢组学研究的

主流分析技术之一#代谢物经色谱高效分离后

进入质谱$可显著降低质谱离子抑制$有利于代

谢物的定性和定量分析#与气相色谱相比$超

高效液相色谱'
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(具有分离速度快"分离效

率高"灵敏度高"重复性好"无需衍生化处理"与

高分辨质谱兼容性好等优势$且具有多种分离

模式$对代谢组的检测覆盖度更高%
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$已成为

与高分辨质谱联用的首选色谱系统%
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是非靶向代谢组学研究中最常用的分

析技术之一%
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$可获得丰富的代谢物定量"定

性信息#
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已陆续发表了以血

浆%

!

&

"组织%
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&和尿液%
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&为研究对象的基于
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代谢组分析范本#

当前代谢组学研究对象面向微量化"复杂

化及规模化$因此亟待发展灵敏度更高"覆盖度

更好"检测速度更快的分析技术%
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(与高分辨质谱联用技术得到

了关注#

)6I0N(>@E12

系统更接近于常规

>@E12

系统$通过结合快速梯度条件可显著

提高分析通量#如
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&发展了一种用于

高通量代谢组学研究的基于快速微柱超高效液

相色谱
(

高分辨质谱的代谢谱方法'
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倍#对服用
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溴苯酚和扑热息痛的
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多

例小鼠尿液代谢谱分析显示$与传统的
>@E12(
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相比$虽然检测到的质谱特征由
+3$$$

减

少至约
<$$$

$但
*

种方法具有相似的重复性及

组间区分能力#与分析时间相近的直接进样质

谱法相比$

WC))E

法具有更好的选择性$更

适合大批量样本分析#

为了改善快速
56I0N(>@E12(@W)&

法

由于分析物共洗脱导致质谱特征数减少的问

题$研究人员将
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与离子淌度质
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(联

用$用来增加质谱特征的检出数量$并提高图谱

质量#离子淌度质谱是将
')&

与质谱联用的

二维质谱技术$可提高系统峰容量#通过增加

淌度分离维度$提供代谢物分子碰撞截面积

'

INPP6.6N7I0N..(./IL6N7

$

22&

(信息$实现异构

体分辨%
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&使
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色谱系统
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(与
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联

用$建立了适用于极性代谢物分析的
56I0N(

@'1'2(')&(@W)&

高通量分析方法#采用
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进样量$检测到的质谱特征数由
56I0N(

@'1'2(@W)&

法的
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个增至
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个#与

常规
@'1'2(@W)&

'

*:+55|+#$55|+:=
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$
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进样量(方法相比$分析时间从

+$567

缩短至
":"567

$溶剂用量节约
=#x

$

样本消耗量减少
+4

倍#由于
')&

增加了异

构体分辨$色谱峰明显变窄$批次间重复性提

高#此外$作者还发展了基于
56I0N(WE12(
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+55|#$55|+:=
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进样量(的高通量脂质组学分析方法%
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$分析

时间由
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(脂质组学方法的
+*567

缩短至
":=

567

$溶剂用量减少
=#x

*共洗脱脂质由于增加

了
')&

分离$获得了较好的谱图质量#该方法

用于乳腺癌及健康人血浆分析$主成分分析
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(结果显

示$

*

组样本实现了很好的区分$方法稳定$适

合大规模样品分析#虽然多项研究结果表明$

56I0N(>@E12(@W)&

方法可提高分析通量$

但由于柱外效应%
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&以及共流出导致的基质效

应$方法的灵敏度受到影响%
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纳流液相色谱'

D,7N12

(可以耦合更低流速

的
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技术$与常规
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方法相比$
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具有样本用量少"有机溶剂

消耗少"基质效应小"检测灵敏度高等优势%
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&发展了基于
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的脂质高覆盖深度分析方法$采用自制

的核壳型
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+

"

1

$流速
<$$71

!

567

$分析用时
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(相比$方法检测灵敏度和线

性动态范围分别提高了
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个数量

级$鉴定到的脂质数量增加了
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个磷脂类化合物$其中包括低

丰度或者共流出的脂质同分异构体#进一步结

合半自动数据分析流程$从
.::1+1()/)41

中鉴

定到的脂质数目增至
43!

个$共覆盖
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种脂质

类别$比传统鸟枪法的鉴定率提高
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结合$进一步提

高微量样本的检测灵敏度#通过采用+*
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丹磺酰氯衍生细胞裂解液$检测少量细胞中

的氨基"苯酚类代谢物$样品用量少'
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级($即使使用
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个或
+$$$

个
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乳腺

癌细胞$仍可获得数千个代谢物信息#最优条

件下$该方法在
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! 个细胞中检测到的代谢物

数量比
56I0N(12(@W)&

方法'

$:+451
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流速$
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分析时长(在
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# 个细胞中测得

的代谢物数量增加
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$显著提高了检测覆

盖度#
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高分辨质谱联用
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(采用分离机理不同

且相互独立的液相色谱柱系统$经第一维色谱

分离的组分在后续分析过程中不会或很少再混

合%
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#与传统一维色谱方法相比$可以显著提

高柱系统的分离度和峰容量$与高分辨质谱技

术联用$有望为复杂代谢组分析提供有效手段#

但在线
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存在二维流动相不兼容$组分转

移至第二维过程中存在严重稀释效应$以及两

维分离条件的优化等制约因素%
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$限制了其在

代谢组学研究中的应用#针对上述瓶颈问题$

本课题组%
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&提出,分而治之-的研究策略$在

基于
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的代谢组学分析新技术方

34=
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面开展了系统研究#为解决二维流动相不兼容

和严重稀释效应导致的色谱峰畸变$以及第二

维分离度和灵敏度损失问题$研发了新型停流

模式接口%

"+

&

#通过引入捕集柱和稀释液$有效

解决了二维溶剂不兼容的问题#此外$第一维

和第二维均使用常规尺寸色谱柱$结合最佳流

速条件$有效避免了第二维高流速带来的严重

稀释效应$显著提高了方法灵敏度和分辨率#

在新型停流接口基础上$发展
@'1'2(WE12(

@W)&

正交系统$其色谱系统峰容量与文献%

"!

&

报道的全二维液相色谱系统相当#采用该系统

仅一次进样即可实现复杂不同族"不同脂肪酸

链的脂质精细分离#针对现有
*A12

技术存

在的二维色谱正交性不高"稀释效应严重的问

题$进一步将新型停流模式接口技术与具有正

交分离机制的多维色谱系统结合$搭建了一种

新型在线三维
@'1'2(WE12|WE12(@W)&

系统%

"*

&

$示于图
+

#复杂样品组分经第一维

@'1'2

色谱柱预分离$被分割成一定数量性质

不同的馏分$再经停流接口$使每个馏分均进入

注)

,:

系统流路图*

H:"AG'2

色谱图

图
<

!

COW$

#

#XGH

分析大豆样品中黄酮类化合物&

C:

'

%&

'

(<

!

J3-.

6

5&52452

6

E*-3*[17-,1E

6

COW$

#

#XGH5

6

51*+

&

C:

'

$3=

质 谱 学 报
!!

第
!*

卷



WE12|WE12

全二维系统进行分离#以大豆

提取物为模型样本$在同等条件下使用
"A

@'1'2(WE12|WE12(@W)&

方法鉴定到的

黄酮类化合物比传统全二维液相色谱法增加了

"$x

$显示了该方法在复杂样本代谢组分析中

的应用价值#

在生物样本中$由于代谢物和脂质极性不

同$获取代谢组和脂质组信息通常需要
*

次分

析$且由于部分代谢物信息重叠$增加了数据处

理的复杂程度#为此$本课题组采用上述新型

停流接口技术$发展了新型停流平行柱
*A12(

@W)&

系统$仅
+

次进样即可同时获取代谢组

和脂质组的全景信息%

""

&

#具体为)样本首先经

第一维预分离柱$根据极性分割成
*

个馏分$第

+

个馏分直接转移至
2+4

色谱柱$并在乙腈
(

水

流动相体系下进行代谢组学分析*待
2+4

色谱

柱完成分析后$采用疏水性更强的流动相洗脱

预分离柱得到第
*

个馏分$至
G

"

色谱柱进行

脂质组学分析#结果表明$该方法
+

次进样即

可检测到
"*$$

多个代谢特征$覆盖了传统代

谢组学和脂质组学方法需
*

次检测到的
33x

代谢特征$显著提升了检测覆盖度$特别适合于

少量样品的高覆盖代谢组学研究#将该系统进

一步用于生物体系中不同碳链长度酰基辅酶
C

的分析$用于解决由于酰基辅酶
C

极性跨度大

导致的常规一维
12(@W)&

方法覆盖度低的

问题#

+

次进样有效分离了短链"中链和长链

酰基辅酶
C

$从肝组织提取物中鉴定到
3$

种酰

基辅酶
C

$是迄今为止最大的肝组织酰基辅酶

C

数据集%

"#

&

#上述结果均表明$新型停流平行

柱
*A12(@W)&

系统具有代谢组覆盖度广"

通量高"重复性好等优点$适用于组织"细胞等

生物样品的代谢组分析#

近年来$针对正交两维系统溶剂兼容性差

的问题$发展了新型调制接口并实现商品化$如

活性溶剂调制%

"<

&

'

,IL6R/.NPR/7L5NK-P,L6N7

$

C&)

(以及柱头稀释%

"=

&

'

,L(INP-57K6P-L6N7

$

C2A

(技术#

C&)

是由
&LNPP

等在
*$+=

年研发

的$该接口更适合于第二维是反相色谱的多维

系统%

"4

&

#通过在第二维色谱柱前使用第二维

流动相稀释样品环中第一维的洗脱液$使分析

物在第二维柱头聚集$从而改善第二维色谱峰

形"分离度与灵敏度#

C2A

技术则是
2M/7

等

在
Y,L/0.

商业化的一维色谱
C2A

技术基础

上发展起来的$通过在常规二维液相装置接

口处额外引入
+

个传输泵$洗脱样品环中的待

分析物*该技术无需分流第一维馏分实现柱

头稀释$使用该接口技术的
WE|@'1'2(9(

G8F

联用方法已成功用于植物代谢物分析%

"3

&

#

)A12(@W)&

由于具有高覆盖"高分辨率的

特性$在复杂样品分离分析中得到越来越多

的关注$虽然针对二维匹配的难点问题已提

出多个解决方案$但实现二维的高效调制仍

是构建
)A12(@W)&

的关键问题$未来仍需

发展新型接口改善二维流动相的兼容性差$

进一步提高多维柱系统的实际峰容量和检测

灵敏度%

"4

&

#

C

!

直接进样
>

高分辨质谱

大规模代谢组学分析技术已成为分子流行

病学"精准医学以及代谢组全基因组关联研究

等领域的重要支撑技术$对理解复杂疾病'病

理(生理机制以及疾病的诊断"预防治疗等具有

重要作用#色谱
(

高分辨质谱联用技术的分析

通量受色谱分离时间制约$且长时间运行会引

起色谱保留时间漂移"重复性差等问题$限制了

其在大规模代谢组学研究中的应用%

++

&

#直接

进样高分辨质谱'

K60/IL67

V

/IL6N7@W)&

$

A'(

@W)&

(方法无需色谱预分离$分析时间"有机

试剂消耗大大降低$适合高通量代谢组学分析$

特别是样本量受限的微量样本高通量代谢组学

研究%

!$

&

#

A'(%&'(@W)&

主要包括流动注射'

\-.6N7

67

V

/IL6N7

$

F'

(与针泵进样方式#由于缺少色谱

分离$

%&'(@W)&

方法存在基质效应$且无法

分辨具有相同
!

!

"

的代谢物$代谢物鉴定较为

困难#

QM-

等%

!+

&发展了基于
F'(FG'2W )&

的

高通量代谢组检测方法$整个检测过程仅需

#567

#与高分辨质谱相比$由于
FG'2W )&

具有超高的分辨率与质量准确度$定性可靠性

更高#将该技术用于
G*A

糖尿病标志物的发

现$显示出方法的通量高$且具有较好的重复

性#为了提高鉴定准确度$

Q,7

;

等%

!*

&将
F'(

@W)&

与
')&

结合$发展了
F'(')&(@W)&

方法$检测时长约
"567

'另外需要
"567

冲洗

时间(#由于增加了代谢物
22&

值$提高了代
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谢物的分离度和定性可靠性$将该方法用于前

列腺癌代谢组学研究$前列腺癌患者的诊断准

确性为
44:"x

!

43:"x

"敏感性为
44:#x

!

3$:*x

$特异性为
44:+x

#

&,0R67

等%

!$

&系统地研

究了
F'()&

方法导致离子抑制效应的主要因

素$表明离子间竞争是导致质谱离子抑制的主

要原因$使用灵活可调控的质谱分段采集技术

是提高灵敏度和线性动态范围的有效策略#

7%&'(@W)&

采用纳升级流速$可在显著

提高通量的同时$降低基质效应$且可避免液质

联用技术的流动相稀释$实现高灵敏度分析#

基于
7%&'(@W)&

质谱拼接式采集方式的代谢

组学和脂质组学方法已作为范本发表%

!"

&

#通

过质谱分段采集$有效降低了空间电荷效应$减

小了高丰度物质对于低丰度物质检测的影响$

提高了检测灵敏度#

2M/X5/7/R,

等%

!!

&比较了

>@E12(@W)&

和
A'(7%&'(@W)&

两种方法

分析尿液代谢组$以
+"#

例人的尿液分析为例$

A'(7%&'(@W)&

分析仅需
3M

$远远少于
>@(

E12(@W)&

所需的
#

天分析时长#该研究依

据性别将样品分为男性和女性
*

组$虽然
A'(

7%&'(@W)&

方法鉴定到的代谢物数目少于

>@E12(@W)&

$但差异代谢物与
>@E12(

@W)&

高度重合$证明
A'(7%&'(@W)&

可作

为一种适合大批量样本代谢组学研究的可靠"

高通量的快速筛查方法#

M

!

高分辨质谱成像技术

代谢物空间分布信息对生物分子作用机理

的研究至关重要#如
DCA

U的时空划分是其

代谢和信号传导功能的基础$乳酸的定位和运

输模式对癌症的代谢研究具有重要价值%

!#

&

#

免疫组化是常用的基于抗体
(

抗原结合以显示

组织中特定酶空间分布的方法$但该方法依赖

靶向抗体$整个流程耗时长$无法非靶向分析未

知特征%

!<

&

#高分辨质谱成像技术'

5,...

S

/I(

L0N5/L0

O

65,

;

67

;

$

)&'

(可以在较高分辨率下

显示代谢物的空间分布信息$检测覆盖度广"无

需标记#根据电离方式的不同$目前常用的
)&'

技术主要有
)C1A')&'

"二次离子质谱'

./I(

N7K,0

O

6N75,...

S

/IL0N5/L0

O

$

&')&

(和
C5H6/7L

)&'

#其中$

&')&

方法由于破坏性强"电离效率

低$在代谢组质谱成像研究中受限%

!=

&

#

M;<

!

基质辅助激光解析电离
>

高分辨质谱成像

)C1A'(@W)&

作为一种可以提供空间分

布信息的检测手段$具有软电离特性且耐盐性

好等优点$已被广泛用于生物成像研究#其中$

基质对离子化效率起着非常重要的作用#传统

基质在小分子代谢物检测方面存在明显不足$

如低质量端存在严重的基质背景干扰$基质
(

样

品共结晶的不均匀性导致信号重复性差等%

!4

&

#

近年来$

)C1A'(@W)&

主要集中在发展样品

前处理技术"新型基质"以及
)C1A'

成像电离

装置等#

对组织表面进行孵育衍生化预处理是提高

目标代谢物检测灵敏度及离子化效率的有效手

段之一$但存在反应耗时长'

+

!

+*M

("衍生试

剂引起的杂质干扰"衍生产物移位以及衍生化

效率低等问题#

J-N

等%

!3

&利用激光辅助组织

转移方式'

P,./0(,..6.L/KL6..-/L0,7.\/0

$

1CGG

(

将喷涂有衍生化试剂和基质的厚度为
<

"

5

的

组织切片激光销蚀至
+

"

5

$示于图
*

$由于组

织切片厚度减小$降低了基质效应$提高了小分

子代谢物在组织表面的衍生化效率$显著缩短

了衍生化时间$并在一定程度上降低了代谢物

在衍生化过程中转移的可能性#以氨基代谢物

为例$相比于传统衍生化方式$用
!(

羟基
("(

甲

氧基肉桂醛作为衍生化试剂$待测物质谱信号

强度达到最高时的衍生化时间从
4M

缩短至

#:!567

$氨基酸"神经递质和二肽的
)C1A'(

G8F

!

G8F)&

检测信号提高
*$

!

*"#

倍#

新型
)C1A'

有机基质的发现及合成主

要是根据,试错-原则%

#$

&

$即从大量化合物中

进行系统筛选$一般遵循传统有机基质的化

学特性$如有较强的紫外吸收"真空环境下低

挥发性和含有酸性或者碱性基团#

Y,7

;

等%

#+

&

筛选出一种新型基质+++肉桂酸衍生物
"

$

!(

二

甲氧 基 肉 桂 酸 '

"

$

!(K65/LMN̂

O

I677,56I,I6K

$

A)2C

($该基质具有较强的紫外吸收及较低的

基质背景干扰$与多种传统基质'

*

$

#(

二羟基苯

甲酸"

!

(

氰酸
(!(

羟基肉桂酸"

*(

硫醇基苯并噻

唑"氧化石墨烯和银纳米颗粒(对比显示$代谢

物检测覆盖度显著提升#以大鼠大脑和发芽红

豆杉种子组织切片为研究对象$在
!

!

"

-

#$$

范围内$新型基质分别可以检测到
*$$

"

*!4

个

代谢物$而传统基质仅能分别检测到
*=

!

+!3
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图
:

!

WJ""

作用机理及缬氨酸在组织切片经激光销蚀前后检测灵敏度对比结果&

M!

'

%&

'

(:

!

G*,)-3&5+24WJ""-38*3)-3,*+*312423>1&550*8*7&B-1&A-1&23427B-.&3*

&

M!

'

和
3

!

+$3

个代谢物#双极性基质能够显著拓

宽代谢物的检测覆盖度$利用同一块组织切片

可以同时获得正负离子模式的代谢物信息#

@-,7

;

等%

#*

&设计并合成了一系列同时含有氨

基和羧基双官能团的邻氨基苯甲酸衍生物$其

中
288@(D@)/

在脂类"蛋白质等生物分子

的正负离子模式同时检测中优势明显#

@N0,La

等%

#$

&首次将共轭聚合物作为双极性基质应用

到
)C1A'

成像中$由于聚合物具有大
+

键$可

以吸收不同波长的光用于不同紫外波长的仪

器*不易挥发"分子质量较大"对低质量端干扰

小$并且含有烷基侧链的大分子聚合物可以溶

于有机溶剂中$在结晶过程中形成纳米级薄

膜#通过银杏叶提取物分析$筛选出
!

种聚合

物候选基质$最终将聚
"(

十二基噻吩
(*

$

#(

二基

'

S

NP

O

'

"(KNK/I

O

PLM6N

S

M/7/(*

$

#(K6

O

P

($

E"AAG

(

成功应用到小鼠脑组织成像分析中$质谱峰数

量与平均峰强度结果表明$该新型基质效果与

传统基质
*

$

#(

二羟基苯甲酸'正离子模式(和

3(

氨基吖啶'负离子模式(相当#除有机基质

外$具有纳米结构的无机基质由于具有结晶的

均匀性"大的比表面积和化学功能修饰等优势$

成为取代有机基质的理想候选材料#

',X,H

等%

!4

&设计了以硅材料为基底$覆盖金纳米颗粒

作为激光解吸过程中的固态靶板$并且在表面

修饰亲水和疏水基团'羟基和烷基($实现对不

同极性代谢物的靶向选择性提取#正负离子模

式下$均可检测到手指指纹及动物组织中转移

到靶板上的代谢物信息#

通过对
)C1A'

成像电离技术'包括光学

器件(的改进$可进一步提高检测灵敏度及成像

分辨率#

D6/M,-.

等%

#"

&通过结合透射模式几何

的基质辅助激光解吸电离质谱成像'

L()C1A'(

)&'

(技术与激光诱导后电离'

)C1A'(*

(方

法$开发了新型
L()C1A'(*()&'

离子源$提高

了像素分辨率#

L()C1A'()&'

的空间分辨率

可达到
+

"

5

甚至更小$但是小像素点下离子

丰度会降低$而
)C1A'(*

技术可以提高脂质

和代谢物的离子化效率及覆盖度#通过两者结

合$再与高分辨质谱串联$可对组织和细胞培养

物实现亚细胞水平上的成像分析$最小像素可

达
<$$75

$多种类别的磷脂和糖脂检测灵敏度

提高了
+

!

"

个数量级$该结果表明其在细胞生

物学的应用潜力#

M;:

!

常压电离
>

高分辨质谱成像

功能代谢物在生物组织中的空间分布有助

于理解生物系统中分子的作用机理$如何在接

近生理状态下进行代谢组学分析$对组织特异

性分子的病理学研究至关重要#虽然
)C1A'

)&'

成像技术已在代谢组学中得到广泛应用$

但需要真空环境$且需要基质辅助电离#解吸

电喷雾电离'

K/.N0

S

L6N7/P/IL0N.

S

0,

O

6N76a,L6N7

$

A%&'

(和实时直接分析'

K60/IL,7,P

O

.6.670/,P

L65/

$

ACWG

(电离技术在
*$$!

!

*$$#

年被相继

报道$出现了原位电离的概念%

#!

&

#其中以
A%&'

为代表的常压敞开式电离质谱成像已被广泛应
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用于组织成像研究%

!=

&

#相较于
)C1A'

成像

技术$基于常压敞开式电离的质谱成像方法$样

品前处理简单甚至无需前处理$无需基质辅助

离子化$可以有效避免基质干扰$在活体原位代

谢组学研究方面极具潜力#

近年来$

C')&

技术的发展主要包括离子化

装置的研发与改进#鉴于组织样本的复杂性和

异质性$

CHP6a

团队%

##

&发展了一种气流辅助解吸

电喷雾电离质谱成像方法'

,60\PN_(,..6.L/K

K/.N0

S

L6N7/P/IL0N.

S

0,

O

6N76a,L6N7

$

CFCA%&'(

)&'

($示于图
"

#利用高速气流将喷雾溶剂雾

化形成带电液滴$带电液体轰击组织表面并实

现代谢物的萃取$通过高速空气流可以实现大

气压下带电离子的远距离传输$提高检测灵敏

度#该方法用于非靶向代谢组学分析$使用乙

腈
(

水'

4}*

$

L

!

L

(作为喷雾溶剂$在自主研发

的成像软件处理下可得到包括胆碱"多胺"氨基

酸"肉碱"核苷"核苷酸"有机酸"碳水化合物"胆

固醇类"胆酸"脂类等在内的超过
+#$$

种代谢

物$具有覆盖度高"灵敏度高"动态范围宽"分析

速度快"特异性高等优点*且代谢物的分布与大

鼠肾脏"大鼠脑和人食管癌组织的组织学结构

和生物功能有良好的空间匹配#此外$

@6/L,

等%

#<

&发展了新型红外激光波束对焦技术$采用

激光消融大气压光电离'

P,./0,HP,L6N7,L5N.(

S

M/06I

S

0/..-0/

S

MNLN6N76a,L6N7

$

1CCEE'

(和

激光消融电喷雾电离'

P,./0,HP,L6N7/P/IL0N.(

S

0,

O

6N76a,L6N7

$

1C%&'

(质谱成像$实现了小

于
+$$

"

5

的空间分辨率#

1C%&'

适用于分析

小分子和生物大分子$而
1CCEE'

更适合小分

子代谢物和脂质$两者具有较好的互补性$结合

使用可以获得更丰富的生物分子信息#采用该

方法分析小鼠大脑组织$获得了
=$

"

5

的空间

分辨率#

&LN

S

X,

等%

#=

&将
1C%&'

与超高分辨质

谱
*+GFG'2W )&

联用$直接从生物组织中

获得代谢物的同位素信息$通过对分辨率与灵

敏度的权衡$在珊瑚叶片中共匹配到
+$<

个分

子式#

原位电离质谱为代谢组学研究提供机遇$

但仍面临一些挑战$如检测覆盖度低"数据复

杂"定量困难"重复性差等#进一步构建基于原

位电离质谱的公共数据库$实现方法的标准化

和自动化"以及发展现场检测方法是今后发展

的方向%

#!

&

#

图
C

!

用于原位组织功能代谢物检测的高灵敏度(高覆盖
J%JOYHF>GHF

方法的构建&

NM

'

%&

'

(C

!

H17-1*

'6

128*B*.2

@

-5*35&1&B*-389&8*,2B*7-

'

*J%JOYHF>GHF+*1)28

427403,1&23-.+*1-E2.&1*5E-5*8+2.*,0.-7)&512.2

'6

&

NM

'
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N

!

代谢组定性

随着代谢组学技术的发展$特别是高分辨

质谱技术的迅猛发展$生物样本非靶向代谢组

学分析获得了海量的代谢组数据#基于超高效

液相色谱
(

高分辨质谱技术'

>@E12(@W)&

(

的非靶向代谢组学方法
+

次即可实现上万或数

万个质谱特征'

5/L,HNP6I\/,L-0/

(的检测$但其

中仅
+:4x

!

*$x

的谱图信息可被注释%

#4(#3

&

$

代谢组规模化定性一直是代谢组学研究亟待解

决的瓶颈问题之一%

<$

&

#

质谱数据库检索是代谢物鉴定的主要方

式$代谢物的收录情况直接决定了代谢物鉴定

的数量与质量#目前已有多个开源代谢组学质

谱数据库$列于表
+

#如$

)/LP67

数据库目前已

收录近百万化合物$收录二级质谱'

)&

!

)&

(数

量超过
!$$$$$$

张%

<+

&

#

@)AB

收录
++!+$$

种化合物$其中
**<#

种化合物有实测
12(

)&

!

)&

谱图数据$

34<$+

种化合物为预测

12()&

!

)&

谱图#为了改进数据库检索鉴定

的可靠性及实现代谢组规模化鉴定$本课题

组%

<*

&发展了代谢物标准数据库构建策略和方

法#从数据采集"色谱保留时间校正"定性分析

算法"批量搜索等方面$提出了一整套解决方

案$研发出包括
*$$$

多个代谢物标准品的
12(

@W)&

' 智能质谱数据库#该数据库收录数据均

在标准操作条件下获取$采用反相
>@E12

色谱

联用
G06

S

P/G8F

高分辨质谱$正"负电离模式$

+#

"

"$

"

!#/?"

个碰撞能量#系统中包括代谢物

色谱保留时间"

)&

+ 和
)&

!

)&

信息等#针对极

性化合物$美国加州大学
8P6R/0F6/M7

教授团

队%

<"

&采用
@'1'2(9%̂,IL6R/

和
G06

S

P/G8F

高

分辨质谱$建立了包括保留时间"

)&

+

"

)&

!

)&

信息在内的
++$$

多种标样化合物的开源质谱

数据库#

虽然已有少数代谢组数据库可提供色谱保

留时间"精确质量数'

)&

+

(和
)&

!

)&

信息$但

是基于数据库检索鉴定代谢物的方法存在许多

不足)

+

(标准化合物样品价格昂贵或难以获

得*

*

(实验
)&

!

)&

谱图有限%

<!

&

$且
)&

* 谱图

质量参差不齐%

<#

&

$不同类型质谱采集的
)&

!

)&

差异较大*

"

(数据库收录的代谢物数目快

速增加$但由于代谢组在种类"结构"含量和功

能等方面极具多样性$现有数据库代谢物的覆

盖度仍有限#

基于计算代谢组学的质谱谱学预测'

)'

/)-):,

(方法在过去
+$

年间得到快速发展$已成

为代谢组学分析流程的重要组成部分%

<<(<=

&

#

&'

/)-):,

脂质质谱数据库$如
16

S

6KBP,.L

%

<=

&

$

16

S

6K

),

S

.

%

<4

&在对具有确定质谱碎裂模式的脂质鉴

定方面发挥着重要作用$但对于分子结构更为

多样"复杂的代谢组注释仍极具挑战#

&'/)-)M

:,

质谱数据已成为目前质谱数据库的常用手段$

预测算法包括量子化学'如
92%')&

("自启发式

'

16

S

6KBP,.L

("质谱裂解规则'

)&(F'DA%W

$

),..(

F0N7L6/0

$

)/LF0,

;

$

)CJ),

("机器学习或组合机

器学习'

2F)('A

%

<3

&

$

2&'

)

F67

;

/0'A

(等%

=$

&

#

BfIX/0

等%

=+

&发展了一种分子结构识别工具+++

&'W'>&

!

$该工具整合了
2&'

)

F67

;

/0'A

和分子结构数

据库用于代谢物的快速鉴定#此外$随着离子

淌度质谱技术在代谢组学领域中的应用$将

22&

值与高分辨质谱结合来增加代谢物定性

的可靠性#朱正江研究员团队将机器学习算法

用于大规模预测代谢物
22&

值$构建
22&

数

据库$如构建了包含
"#*"$

个代谢物预测
22&

的
)/L22&

%

=*

&

*包含
+#<!<

个脂质预测
22&

的
16

S

6K22&

%

="

&

*用于脂质鉴定的包含
!

!

"

"

WG

"

22&

和
)&

!

)&

的 四 维 信 息 的
16

S

6(

K'))&

%

="

&

*以及近期构建的包含
*$$

多万个小

分子的
#$$$

多个实验
22&

$

+"$$

多万个预测

22&

的
CPP22&

%

=!

&

#

目前$代谢组质谱数据库大多为针对未有

实验
)&

!

)&

信息的代谢物进行
)'/)-):, )&

!

)&

预测%

=#

&

$而直接预测代谢物的质谱数据库

较少%

=<(==

&

#其中代表性工作是加拿大阿尔伯特

大学厉良教授团队%

==

&研发的
)

O

2N5

S

N-7K'A

$

其通过对
@)AB

中收录的
4$*+

个已知内源

性代谢物进行
)'/)-):,

生化转化'

=<

种最常见

的转化类型($得到
"=#4$3

个
$

相代谢产物和

+$#4"3$+

个
%

相代谢产物$并预测了相应的

)'/)-):, )&

!

)&

#利用该数据库$可将尿样和

血浆中鉴定出的代谢物增加
+

倍$显示出其在

未知代谢物鉴定方面的潜力#本课题组%

=4

&发

展了一种不依赖于现有数据库!知识库$实现已

知!未知代谢物规模化鉴定策略$该方法基于代

谢途径
)'/)-):,

生成代谢物$并研究其质谱特

征#以植物中羟基肉桂酸酰胺类化合物为例$
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首先
)'/)-):,

预测了植物中可能存在的
4!<

个

羟基肉桂酸酰胺类化合物$构建羟基肉桂酸酰

胺数据库$建立了保留时间预测模型$并获取该

类物质的二级质谱特征碎片#采用该方法从实

际样品中鉴定的数量比文献最好水平高
+:!

!

!:+

倍$

<":<x

羟基肉桂酸酰胺在该植物种属

中未见报道$

"$:"x

羟基肉桂酸酰胺从未在植

物中报道#该方法基于生物代谢生化反应$突

破了物种种属"组织"时空特异性带来的代谢组

鉴定瓶颈$特别适合已知!未知次生代谢物的鉴

定#但现有
)'/)-):,

代谢物质谱数据库及
)'

/)-):, )&

!

)&

在用于复杂代谢组鉴定时$仍存

在一些不足)

+

(采用已知内源性代谢物进行
)'

/)-):,

生化转化$多基于统一的常见生化转化反

应模式$并未考虑实际生物体内生化反应的多

样性和特异性$使得生成的
)'/)-):,

代谢物质

谱数据库存在大量冗余$同时覆盖度很有限*

*

(基于质谱断裂规则的预测方法$由于规则种

类繁多$可能存在相互冲突*

"

(基于特定分子

的断裂规则$在实际应用中更适合特定类别的

代谢物分析#如用于大范围代谢分子预测$预

测精度将显著下降*

!

(部分算法有赖于训练集

的质谱数据$采用不同训练集$预测结果可能不

同$鉴定准确度仍需进一步提高%

=3

&

#发展更为

高效的代谢物预测方法以及稳健的质谱碎裂预

测模式和质谱智能解析算法$建立更为全面的

代谢物质谱数据库$实现代谢组深度注释十分

必要#

P

!

总结与展望

随着基于高分辨质谱的分析新技术不断出

现$检测灵敏度"覆盖度"通量及代谢物鉴定等

方面已取得长足的进步$对复杂生物体代谢小

分子的认识更加全面与深入$推动了代谢组学

的发展及其应用领域的拓展#然而$受生物体

系复杂性及当前技术水平的制约$仍需进一步

提升分析的精度"分辨率"通量以及不同实验室

间数据的可比性"可交换性等*需要关注难以获

得的小体积样本"大规模临床队列样本的代谢

组学分析*亟待发展高通量"可重复的代谢组活

体"原位"实时检测技术以及单细胞"亚细胞水

平的代谢组学新技术"新方法#代谢组规模化

鉴定一直是制约代谢组学发展的瓶颈问题之

一$虽然现有代谢组数据库在深度和广度存在

不足$但快速增长的开源质谱数据库与共享代

谢组数据集为代谢组规模化定性提供机遇#计

算代谢组学方法有助于谱学数据的注释$但可

靠性和准确性仍有待提高$如何结合代谢物结

构数据库"增加新的分离维度信息"发展新型智

能学习算法以提高计算代谢组学工具的注释能

力和准确性是今后的发展方向#此外$生物体

代谢调控网络极其复杂$从全局规模上认识细

胞生物功能$需与其他组学数据进行有效整合$

多学科的交叉融合将极大促进代谢组学的

发展#
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孙晓珊等)基于高分辨质谱的代谢组学分析技术研究进展




