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摘要

在本研究中，我们采⽤暴露组学⽅法分析了⽣活在不同⼩型偏远沿海群体中个体的合并⾎浆样品，来确定这些群

体之间在污染物的种类和浓度⽅⾯是否存在差异。将⼤⽓压化学电离⽓相⾊谱(APGC)与⾼分辨率质谱(HRMS)联⽤

，在数据⾮依赖型采集(DIA)模式下分析样品，通过单次运⾏收集⺟离⼦和碎⽚离⼦信息。

暴露研究涉及复杂的数据以及数据集内的细微⽐较。利⽤APGC软电离技术，并在⼀种⽅法中采集⺟离⼦和碎⽚离

⼦的精确质量数数据，可以⽣成完整的数据集。结合Progenesis QI软件的处理能⼒，可以快速轻松地执⾏复杂的

统计分析。Progenesis QI还⽀持搜索数千个在线数据库和⽤⼾⽣成的数据库。这种硬件与软件的组合为暴露组学

⼯作流程提供了⼀种简化的⽅法。

优势

⽣成低能量和⾼能量谱图的精确质量数测量值，可在单个数据集中进⾏靶向和⾮靶向数据分析。■

使⽤APGC进⾏“软”电离，从⽽保留分⼦离⼦，再加上电离后的碎⽚离⼦，可产⽣⾮常详细的谱图。■

集成的MVA和结构解析⼯具可通过⾃动元素组成、在线数据库搜索和结构归属来帮助鉴定⽬标标志物。■
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简介

⼈类暴露于环境污染物已经涉及到了各种健康问题。在分析已知的⽬标环境污染物（例如⼆噁英、PCB和PAH等

持久性有机污染物(POPs)）时，需要采⽤靶向质谱法。近期的研究使⽤代谢组学⽅法来确定不同⼈群之间的暴露

差异。“暴露组学”⼀词指的是考察可能对⼈体造成健康⻛险的各种污染物的研究。 

在本研究中，我们采⽤暴露组学⽅法分析了⽣活在不同⼩型偏远沿海群体中个体的合并⾎浆样品，来确定这些群

体之间在污染物的种类和浓度⽅⾯是否存在差异。将⼤⽓压化学电离⽓相⾊谱(APGC)与⾼分辨率质谱(HRMS)联⽤

，在数据⾮依赖型采集(DIA)模式下分析样品，通过单次运⾏收集⺟离⼦和碎⽚离⼦信息。

此类研究的主要挑战之⼀是解析⽣成的⼤量数据。为了便于数据解析，研究中使⽤了Waters Progenesis QI数据

分析软件。⾸先，根据定义的污染物数据库进⾏靶向分析。然后，进⾏多变体分析(MVA)以确定群体之间的任何差

异。使⽤Progenesis QI软件表征未知污染物，搜索在线数据库并将结构信息与⾼能量数据进⾏匹配。最后，使⽤

标准品确认了其中⼀个结果。

实验

样品前处理

取2 mL⾎浆，加标13C内标，并与⼄醇和饱和硫酸铵溶液混合（⽤于变性）。然后⽤正⼰烷萃取样品。蒸⼲提取物

并在florisil⾊谱柱(1 g)上进⾏纯化。⽤含25%⼆氯甲烷的正⼰烷溶液洗脱POPs。在GC-MS分析之前，可将纯化后

的提取物⽤⾄多20 μL正⼰烷浓缩。该⽅案适合本研究，因为⽬标是研究POPs和类POPs化合物，⽽该⽅案旨在萃

取和纯化与POPs化学属性相关的污染物（例如⾮极性亲脂分⼦）。

GC条件

GC系统： A7890

⾊谱柱： Rtx-5MS (Restek) 0.25 μm × 0.25 mm 0.25 μm

进样模式： 不分流
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衬管： 去活化的鹅颈不分流衬管(Restek)

流量控制模式： 恒定流量

⾊谱柱流速： 2 mL/min

进样器温度： 280 °C

总运⾏时间： 37.7 min

数据管理： UNIFI科学信息系统

Progenesis QI

GC柱温箱温度梯度

温度(°C) 温度梯度

(℃/min)

保持时间(

min)

80 - 1

125 25 0

340 8 8

质谱条件

质谱系统： Xevo G2-XS QTof

电离模式： API+

采集模式： MSE
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采集范围： 50~1000 m/z

碰撞能量(LE)： 6 eV

碰撞能量(HE)： 30~75 eV

扫描时间： 0.15 s

离⼦源温度： 150 °C

接⼝温度： 310 °C

电晕电流： 3.0 μA

锥孔电压： 30 V

锥孔⽓流速： 200 L/h

辅助⽓体流速： 250 L/h

尾吹⽓体： 300 L/h

实时校正标准液： 聚硅氧烷(281.0512 m/z)

结果与讨论

分析样品之前，在系统上运⾏GC混标。混合物中含有氯化农药，其理化性质与⽬标POPs相似。由于产⽣的谱图是

通过APGC和MSE采集的，因此能够⽣成具有专属性且良好的谱图。得益于APGC产⽣的软电离，与传统EI+分析相

⽐，低能量谱图⼏乎没有碎⽚。⾼能量谱图提供了可⽤于结构确证的碎⽚离⼦信息。图1所⽰为标准品中六氯苯的

分析结果，展⽰了采⽤这种软电离技术产⽣的强⺟离⼦（低能量）和良好的碎⽚离⼦（⾼能量）。
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图1.六氯苯的MSE谱图，显⽰了APGC的低能量碎⽚离⼦。

在系统上运⾏标准品并验证灵敏度和质量精度符合预期后，即可开始分析样品。将样品重复进样三次。通常情况

下，在代谢组学实验中，样品会被随机化处理，防⽌因进样相同样品⽽产⽣任何化合物积聚，并考虑到仪器灵敏

度随时间可能下降的问题。在本例中，样品溶于20 μL挥发性物质正⼰烷中。如果在⾸次刺穿样品瓶隔垫后对样品

进⾏随机化处理，则样品可能会因溶剂蒸发⽽浓缩，导致实验结果出现偏差。因此，我们决定按系列顺序运⾏样

品。在UNIFI软件中完成样品数据的采集后，将数据转移到Progenesis QI进⾏数据解析。

数据导⼊Progenesis QI后，选择数据集中可能存在的加合物。根据APGC的电离机制，本研究选择了M+•和(

M+H)+。然后对运⾏结果进⾏⾃动对⻬，以补偿在⻓时间运⾏中（例如在代谢组学研究中）的任何保留时间漂移。

为确保所有数据⽂件中⼀致的峰提取和匹配，由对⻬后的运⾏创建整合数据集，其中包含所有样品⽂件的峰信息

，因此我们能够检测单个化合物的离⼦图。然后将该图应⽤于每个样品，得到100%匹配的峰，没有缺失数值，这

样有助于多变量统计分析。

靶向分析

在包含98种预期化合物⺟离⼦和碎⽚离⼦信息的MetaScope数据库中，搜索数据集中存在的所有样品。搜索参数

如图2所⽰，采⽤5 ppm质量误差、1分钟的保留时间窗⼝和2 mDa的碎⽚离⼦质量误差来确定鉴定结果。混合⾎

浆样品中出现了24个阳性结果。图3展⽰了鉴定出的化合物以及化合物中丰度最⾼的样品。需要注意的⼀点是，群

体1检出的POPs丰度似乎较⾼。这个群体可能特别值得进⼀步调查，以寻找其他⾮靶向化合物。 
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图2.Progenesis QI软件中的MetaScope搜索参数

。
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表1.⼿动创建数据库中的24种POPs鉴定结果，展⽰了丰度最⾼的群体。

群体5中，p,p'-DDT、p,p'-DDE和o,p'-DDE略有上调；然⽽，根据p值发现不同群体之间的化合物浓度⽆显著差异

。⼆氯联苯⼆氯⼄烯(DDE)由⼆氯⼆苯三氯⼄烷(DDT)的脱⻧化氢作⽤⽣成。由于在农业中DDT曾经作为杀⾍剂⼴

泛使⽤，并且具有脂溶性和⽣物累积性，因此在动物组织中经常被检测到。它也经常在⻥类中被检出，这些⻥类

是这些⼩型群体的主要饮⻝来源2。 DDT和DDE属于内分泌⼲扰物，并被认为是潜在的⼈类致癌物质。DDE和DDT

可在⼏个⼈群中提供相关的POPs暴露标志物，因此必须进⾏鉴定。本⽂重点介绍的靶向⽅法可以实现这⼀鉴定。 

随后对鉴定出的化合物列表进⾏筛选，仅显⽰最⼤倍数变化⼤于2的化合物，从⽽突出显⽰不同群体之间存在显著

差异的化合物。表2中展⽰了筛选所得的11种化合物。群体1中PCB 118的上调结果如图3所⽰。群体1中这些⽬标

化合物的丰度最⾼，因此决定对此群体进⾏进⼀步的⾮靶向分析。
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表2.最⼤倍数变化⼤于2的已鉴定化合物列表。

图3.检测到群体1中的PCB 118表达上调。

⾮靶向分析

为进⼀步研究数据，我们移除了所有筛选条件。Progenesis QI软件⾃动⽣成了主成份分析(PCA)图，清晰地描述

了各群体的分离结果（图5）。为了进⾏更深⼊的统计检验，数据被⾃动导出到EZinfo。使⽤正交偏最⼩⼆乘法(

OPLS-DA)模型将群体1与所有其他群体进⾏⽐较。这样可以⽣成S-plot，可以鉴定S-plot极值处的重要⽬标化合

物。图5展⽰了OPLS-DA模型⽣成的S-plot。选择17个重要标志物直接导⼊Progenesis QI。 
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图4.主成份分析(PCA)图，显⽰了每个群体三个重复样的分离结果。

图5.S-plot，显⽰群体1中的重要⽬标标志物。

随后在数据库中搜索⽬标化合物。在搜索过程中，根据所选的ChemSpider数据库搜索了⺟离⼦精确质量数，质量

误差不超过5 ppm。然后对ChemSpider搜索得到的可能化合物的结构进⾏了计算机模拟碎裂，并与实验中该化合

物⾼能量谱图中的碎⽚离⼦峰进⾏⽐较，所得质量误差在10 ppm以内。这些结果随后根据精确质量数匹配得分和
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碎⽚离⼦得分进⾏了排序。该过程⾃动完成，⽤时不到1分钟。搜索参数请参⻅图6。

ChemSpider数据库搜索得到了许多有趣的结果，⾸先是⽣育酚，它得到了良好的碎⽚匹配，其中37%的碎⽚可

与⾼能量谱图中的对应。⽣育酚(TCP)是⼀类有机化合物，其中许多化合物具有维⽣素E活性。蔬菜和浆果中含有

⼤量TCP3。 这些偏远群体主要以素⻝为主，这可以解释该⼈群中TCP浓度较⾼的原因。数据库搜索的结果显⽰在

图7中。

图6.ChemSpider数据库搜索参数。 
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图7.数据库搜索结果中可能鉴定出的⽣育酚。

通过数据库搜索准确鉴定出的另⼀个物质是1,3-苯并噻唑。苯并噻唑(BTH)是⼀类可以⼤量⽣产的化合物。它们被

⽤作缓蚀剂，可⻅于橡胶材料、除草剂、偶氮染料和⻝品调味剂中4。 这⼀发现意义重⼤，因为这些偏远群体不会

直接使⽤含有BTH的材料；因此可以得出结论，该暴露是由环境污染引起的。另⼀个假设是，群体1是唯⼀通过南

部直达机场获得现代⻝品供应的群体。BTH的存在可能是加⼯⻝品消费的⽣物指标，因为BTH被⼴泛⽤作包装中

的保鲜剂。这两种理论都可以进⼀步研究，来验证BTH暴露的来源。图8展⽰了可能的1,3-苯并噻唑鉴定结果。
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图8.1,3-苯并噻唑数据库搜索结果的可能鉴定结果。

BTH是⼀组化合物，使⽤Progenesis QI进⾏了相关性分析。软件⾃动⽣成了展⽰相关化合物的树状图。从树状图

中选出的⼏种化合物与1,3-苯并噻唑相关。图9展现了这些化合物关系的软件可视化图。这些化合物被标记并在

ChemSpider数据库中进⾏了搜索。由此鉴定出另⼀种可能的噻唑化合物，即4-苯基-2-丙基-1,3-噻唑（图10）。
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图9.展⽰化合物之间关系的树状图。
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图10.数据库搜索结果中可能鉴定出的4-苯基-2-丙基-1,3-噻唑。

结果确认

为确认样品中该化合物的碎⽚离⼦谱图和鉴定结果，我们获取了1,3-苯并噻唑(BTH)标准品。本次分析采⽤了不同

的GC⽅法，分析⽇期晚于初始分析。  标准品谱图与ChemSpider搜索中建议的BTH鉴定结果以及样品谱图相匹配

。这样就可以更新初始数据库，将BTH作为⽬标暴露化合物纳⼊其中，进⾏进⼀步的群体研究。 
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图11.将群体1中未知化合物与1 ppm BTH标准品的谱图进⾏⽐较。 

结论
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暴露研究涉及复杂的数据以及数据集内的细微⽐较。利⽤APGC软电离技术，并在⼀种⽅法中采集⺟离⼦和碎⽚离

⼦的精确质量数数据，可以⽣成完整的数据集。结合Progenesis QI软件的处理能⼒，可以快速轻松地执⾏复杂的

统计分析。Progenesis QI还⽀持搜索数千个在线数据库和⽤⼾⽣成的数据库。这种硬件与软件的组合为暴露组学

⼯作流程提供了⼀种简化的⽅法。 
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