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摘要

将快速梯度微孔超⾼效液相⾊谱与离⼦淌度质谱联⽤(RGM-UPLC-IM-MS)，⽣成⼀组FDA批准的⼩分⼦药物参
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考数据库。纳⼊碰撞截⾯(CCS)值是⼀种常规且强⼤的⾮靶向筛查思路，该值与保留时间、精确质量数和⼦离

⼦等信息结合能够提⾼多因⼦认证特异性。RGM-UPLC-IM-MS数据库包含1206个ES+测量数据和756个ES-测

量数据（总共代表1285种药物）。快速梯度微孔⾊谱法与常规⾊谱法相⽐总峰容量相对较低，但与离⼦淌度

质谱分离结合使⽤时，可保留峰容量，同时提⾼⾮靶向分析筛查效率1。 RGM-UPLC-IM-MS⾮靶向筛查可⽤于

研究领域，这些领域对提⾼样品通量、时间效率和降低成本势在必⾏。我们使⽤⽣成的数据库对⼈类受试者的

尿样进⾏药物筛查，以鉴定施⽤的药物化合物并将其与复杂⽣物基质中的内源性化合物区分开来。实测CCS值

在数据库数值的1%范围内，以质量精度在5 ppm以内、⼦离⼦计数≥1为附加筛查条件确认了鉴定结果。该筛

查思路有助于提⾼样品通量，并且观察到与常规UPLC-IM-MS相当的检出率。 

优势

⽣成包含保留时间、⺟离⼦、⼦离⼦和CCS的⾼通量RGM-UPLC-IM-MS⼩分⼦数据库■

⽣成总共包含1285种化合物的ES+和ES-数据库■

提⾼分析灵活性■

增强复杂基质样品的鉴定可信度■

简介

参考之前描述的质谱数据库⽣成策略2，利⽤快速梯度微孔超⾼效液相⾊谱-离⼦淌度质谱联⽤系统(RGM-

UPLC-IM-MS)表征⼀组FDA批准的⼩分⼦药物。⽣成的数据库对串联质谱、ToF或IM分析均有帮助。采⽤的策

略为所表征的分析物提供了保留时间(tr)、⺟离⼦、⼦离⼦和碰撞截⾯(CCS)数据。之前使⽤常规UPLC⽅法⽣

成质谱数据库，总运⾏周期为12 min，使⽤2.1 mm × 100 mm⾊谱柱，应⽤的洗脱液流速为0.5 mL/min。

本研究使⽤快速微孔代谢谱分析UPLC-MS⽅法⽣成了等效的快速梯度微孔UPLC-IM-MS数据库，该⽅法采⽤1 

mm × 50 mm⾊谱柱和0.4 mL/min的洗脱液流速，这些条件使总分析周期缩短⾄2.5 min。常规和快速梯度

UPLC-MS所提供的峰容量分别为150和503。

⾼分辨率质谱仪(HRMS)，例如四极杆⻜⾏时间(Q-Tof)质量分析器，已成为临床、法医毒理学和代谢物鉴定研

究领域中越来越常⽤的筛查⼯具4,5 。在⾮靶向“全扫描”数据采集中，只需⼀次分析即可完成数千次检测，随

后进⾏回顾性靶向数据分析6。对于许多研究领域（例如农药、真菌毒素和天然植物毒素的检测）⽽⾔，提⾼

样品通量、时间效率和降低成本势在必⾏，由此推动了多类别化合物分析的发展7。鉴于样品复杂性是⼀项常

⻅的挑战，这样的⽬标也存在于代谢表型分析中，该分析的⽬的是在分⼦⽔平了解基因型、环境与⽣活⽅式之

间的相互作⽤。这些研究可能包括数以千计的临床前代谢/毒理学、临床和流⾏病学样品3。

Dwivedi等⼈探讨了LC、MS与IM的正交性，表明峰容量提⾼⾄2~10倍（具体取决于MS和IM分辨率）8。将



RGM-UPLC⽅法与离⼦淌度质谱法相结合，可以增强峰容量、特异性和分析灵活性，样品通量提⾼⾄5倍，同

时保持该策略的时间效率9,10。UPLC-IM包括离⼦淌度技术（MS分析前的⽓相分离）与UPLC技术（中性物质

分离）11,12。UPLC（秒）、IMS（毫秒）和⻜⾏时间MS（微秒）的时间尺度符合复杂样品的⾼通量分析要求

。化合物的离⼦淌度分离是⽓相离⼦在质谱仪中充满⽓体的⾏波离⼦淌度(TWIM) RF离⼦导向装置内发⽣分离

，再进⼊质量分析器。淌度分离通过使⽤相对较弱的电场驱动离⼦包穿过惰性缓冲⽓体（氮⽓）来实现。离⼦

与缓冲⽓体之间的碰撞次数导致漂移时间差异。分离结果基于沿RF离⼦导向装置施加的重复DC脉冲；离⼦周

期性地被脉冲或波超越，淌度较低的物质⽐淌度较⾼的物质更频繁地被超越。因此，穿越装置的时间取决于淌

度，并受离⼦质量、电荷和形状等因素的控制。离⼦淌度在CCS（碰撞截⾯，⼀种补充性的鉴定指标）之外

，还为LC（疏⽔性）和MS (m/z)提供了额外的分离维度。CCS在提⾼鉴定特异性⽅⾯的作⽤已在各种应⽤中得

到证实，包括代谢物鉴定、农药分析、真菌毒素筛查、药⽤植物物种形成研究和⻝品添加剂分析10,13-17。

我们使⽤⼀组FDA批准的⼩分⼦药物数据库对⼈类健康志愿者的尿样进⾏药物筛查，以鉴定施⽤的药物化合物

并将其与复杂⽣物基质中的内源性化合物区分开来。通过⽐较常规UPLC-IM-MS和RGM-UPLC-IM-MS数据库的

应⽤，评估了该⽅法的可⾏性。 

实验

样品描述

⼈尿样⽤⽔稀释10倍

给药后6 h取样

痛痉宁⽚，剂量2 × 200 mg

对⼄酰氨基酚⽚，剂量2 × 500 mg

⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Waters ACQUITY UPLC I-Class

样品瓶： 通过LCMS认证的透明玻璃12 × 32 mm螺纹⼝全

回收样品瓶，配有盖⼦和预切割PTFE/硅胶隔垫

，溶剂1 mL，部件号600000671CV



液相⾊谱条件

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS T3 C18 (50 mm x 1.0 mm, 

1.8 µm)

⾊谱柱温度： 40 °C

样品温度： 4 °C

进样体积： 4 µL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： ⽔（含0.1%甲酸，v/v）

流动相B： ⼄腈（含0.1%甲酸，v/v）

梯度

质谱条件



质谱系统： SYNAPT G2-Si

电离模式： ESI+

采集范围： m/z 50-1200

采集速率： 每秒10幅谱图

⽑细管电压： 1.5kV

脱溶剂⽓温度： 550 °C

离⼦源温度： 150 °C

校正标样： 亮氨酸脑啡肽(m/z 556.2766)

采集模式： HDMSE

碰撞能量： 碰撞能量梯度(15~25 eV)

IMS参数： 缺省参数包括：T-Wave速度梯度 = 开始：1000 

m/s，结束：300 m/s；T-Wave脉冲⾼度 = 40 

V，在相应的⽓体池中使⽤氦⽓流180 mL和氮⽓

（缓冲⽓体）90 mL，使IM池压⼒达到约3.2 

mBar

校准： IMS/ToF校准试剂盒（部件号186008113）（沃

特世公司，英国）

数据管理

⾊谱软件： MassLynx v4.2 SCN 983

质谱软件： MassLynx v4.2 SCN 983



信息学软件： UNIFI v1.94

数据库平均CCS值使⽤内部版本的UNIFI v1.94测

定

结果与讨论

筛查数据库中包含1285种化合物的数据，其中1206个条⽬在正离⼦模式下获得（由1082种[M+H]+和766种[

M+Na]+物质组成）。该数据库包含762个负离⼦模式下的条⽬（由732种[M-H]-和104种[M-H+HCOO]-物质组

成）。（FDA批准的药物分析CCS数据库 <https://ims.waters.com/discover-ims-ms/ccs-libraries/> ）。

使⽤快速梯度策略已被证明可使峰容量降低约66%3。运⽤离⼦淌度技术可以采取⾼通量策略，还能获得更⾼

的峰容量（与常规MS相⽐）。本研究考察了离⼦淌度技术对常规UPLC-IM-MS数据库检测效率的影响。此外

，还使⽤采集后处理⼯作流程评估了保留时间筛查参数应⽤范围⾮常⼴时的价值。 

这种基于数据库的筛查⽅法提供了⼀种从复杂⽣物基质（如尿液）的内源性组分中区分异⽣外源物质的途径。

尿液基质的复杂性如图1所⽰，其中提取的基峰离⼦⾊谱图由1000种主要组分和次要组分组成（检测到

10,482个候选质量数的强度>100计数）。
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图1.使⽤快速微孔梯度UPLC-IM-MS进⾏⼈尿样筛查获得的分离结果。A)

基峰离⼦⾊谱图，B)离⼦淌度漂移时间分离。C)组合重构提取质谱图：(

I)对⼄酰氨基酚、(II)咖啡因和(III)痛痉宁。

然⽽，与常规UPLC相⽐，⾊谱峰容量有所下降，但图1所⽰的对⼄酰氨基酚、咖啡因和痛痉宁提取质谱图表明

⾊谱完整性得以保留。从离⼦淌度轴(DT[ms])可以看出，在UPLC-IM的组合下观察到⼆维分离，峰容量有所

增加。峰容量增加有利于⽣成单组分漂移时间和保留时间匹配的⼦离⼦谱图，从⽽能够同时⽣成⾮⽬标分析物

的⼦离⼦谱图以及保留时间和碰撞截⾯。

图1展⽰了离⼦淌度分离结果，显⽰了UPLC-IM的组合峰容量，其中⾊谱共洗脱组分在IM维度上发⽣分离。图

2、图3和图4中分别显⽰了鉴定出的组分痛痉宁-10,11-氧化物、对⼄酰氨基酚和痛痉宁的⾼特异性tr/DT⺟离

⼦和⼦离⼦谱图。使⽤典型的⾮靶向筛查偏差（tr (0.1 min)、质量精度(±5 ppm)、ΔCCS (<2%)以及⼦离⼦

计数(≥1)），观察到5种鉴定结果（包括痛痉宁）。对于痛痉宁，获得了精确质量数测量值(2.7 ppm)、保留

时间偏差(0.01 min)、⼦离⼦(4)和ΔCCS (0.56%)。表1汇总了在0.1 min的保留时间偏差内连续应⽤采集后处

理⼯作流筛查参数以减少误检结果的影响。最终，使⽤快速筛查⽅法仅观察到1个误检结果，鉴定为托格列净



。使⽤常规UPLC-IM-MS⽅法获得的结果表明，接受尿液筛查的受试者服⽤了对⼄酰氨基酚和痛痉宁。还检测

到代谢物痛痉宁-10,11-环氧化物以及咖啡因⽣物转化产物茶碱。 

图2.根据快速梯度FDA⼩分⼦数据库筛查的检测结果（鉴定出5种化合物），应⽤了tr偏差0.1 min和质量精度

±5 ppm。

图3.根据FDA批准的⼩分⼦药物数据库筛查经采集后处理⼯作流程筛选的检测结果（鉴定出225种化合物

），应⽤了tr偏差2.0 min和质量精度±5 ppm。



图4.根据FDA批准的⼩分⼦药物数据库（包含1285种化合物）筛查经采集后处理⼯作流程筛选的检测结果（鉴

定出93种化合物），应⽤了tr偏差2.0 min和质量精度+/-5 ppm及Δ CCS <2%。

表1.连续应⽤采集后处理⼯作流程筛选参数组合以减少误检结果，应⽤了tr偏差0.1 min。

为进⼀步说明使⽤累积特异性可以获得的分析灵活性以及结合精确质量数测量、保留时间、⼦离⼦和CCS的实

⽤性，调整数据处理参数，设置更宽的保留时间偏差。将保留时间偏差增加⾄0.5 min，可以灵活克服在分析

复杂基质时可能发⽣的保留时间偏移问题18（从⽽避免潜在的假阴性检测），并且灵活地使⽤不同的⾊谱梯度

洗脱⽅法。表2汇总了保留时间偏差增加⾄0.5 min后连续应⽤组合采集后处理⼯作流筛查参数以减少误检结果

的影响。将保留时间偏差增加⾄原来的5倍后，观察到⼀种额外的检测结果（腺苷），但其检测响应较低

(578)，观察到的质量数测量误差为1.4 ppm，具有⼀种匹配的⼦离⼦且保留时间误差为0.12 min，将其鉴定

为可能是内源性腺苷。



表2.连续应⽤采集后处理⼯作流程筛选参数组合以减少误检结果，应⽤了tr偏差0.5 min。

表3.连续应⽤采集后处理⼯作流程筛选参数组合以减少误检结果，应⽤了tr偏差2.0 min。

使⽤采集后处理⼯作流程对假阳性检出率的影响如图3、4和5所⽰。图5显⽰了⼀种可应⽤后处理偏差筛选参

数的⼯作流程。使⽤±5 ppm质量精度偏差和2.0 min保留时间偏差，观察到225种检测结果（图3）。纳⼊

CCS值增加特异性，检测结果减少⾄93种，去除了132种误检结果。筛选⼦离⼦计数≥1的鉴定结果，观察到

的检测结果数量减少⾄7种。可以看出，当保留时间偏差从0.5 min增加⾄2 min时，观察到⼀种额外的检测结

果（茶碱），将其鉴定为⾊谱柱穿透峰。将CCS纳⼊质谱数据库并⽤于⾮靶向筛查⼯作流程中，可以使⽤多因

⼦认证策略提⾼鉴定特异性，同时提⾼分析策略的灵活性并增强样品通量效率。



图5.根据FDA批准的⼩分⼦药物数据库筛查经采集后处理⼯作流程筛选的检测结果（鉴定出7种化合物），应

⽤了tr偏差 2.0 min、质量精度±5 ppm、ΔCCS <2%和⼦离⼦≥1。

结论

使⽤⼀组FDA批准的⼩分⼦药物数据库（1285个ES+结果和756个ES-结果）来促进对健康受试者尿样的⾮靶向

筛查。使⽤⾮特异性保留时间偏差筛查⼈尿样中存在的复杂⽣物基质，获得了与UPLC-IM-MS⽅法（耗时较⻓

）相当的检出率。将CCS纳⼊质谱数据库中并⽤于⾮靶向筛查⼯作流程中，可以提⾼鉴定特异性，同时提⾼采

集策略的灵活性。展⽰了UPLC-IM数据库的通⽤性，其有利于实现⾼通量筛选，随后提升分析效率并节省成本

。该⽅法也有助于减少溶剂消耗及相关成本。
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