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摘要

半乳糖基神经酰胺(GalCer)和葡萄糖基神经酰胺(GlcCer)涉及许多⽣理和病理现象。正确分类和表征这些脂质对于

了解它们的⽣物学作⽤和功能⾮常重要。脂质可以以多种异构形式存在，⽽传统的的脂类分析⽅法往往⽆法将其

分离。化学成分和分⼦构象的微⼩差异导致其物理化学性质和⽣物学功能⽅⾯存在巨⼤差异。SELECT SERIES 

Cyclic离⼦淌度具有创新的多圈淌度分离能⼒，可提⾼离⼦淌度分辨率应对特定挑战。在本⽂中，我们展⽰了

GalCer和GlcCer异构体的完全分离过程，需要290 Ω/ΔΩ（20圈）的离⼦淌度分辨率，⽽这只有通过SELECT 

SERIES Cyclic IMS的多圈淌度分离功能才能实现。

优势

使⽤SELECT SERIES Cyclic IMS完全分离以前⽆法区分的脂质异构体■

SELECT SERIES Cyclic IMS提供创新的多圈环形离⼦淌度能⼒，可调整离⼦淌度分辨率从⽽应对特定挑战。 ■

⽤快⾄毫秒级的分析时间提⾼通量■
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简介

脂质是⼀类⽣物分⼦，具有许多重要作⽤和功能，如能量储存、细胞信号转导等，并与许多疾病的病理⽣理学有

关（包括癌症、神经退⾏性疾病、感染、糖尿病等）1,2。 脂质组学已被⽤于分析所有类型的脂质，以此检测和鉴

定⼋种常⻅脂质类别中的数千种脂质。这些类别包括脂肪酸类、⽢油脂类、⽢油磷脂类、鞘脂类、糖脂类、多聚

酮类、固醇类和异戊烯醇类。脂质组学通常使⽤液相⾊谱 - 质谱(LC-MS)、⽓相⾊谱 - 质谱(GC-MS)或超临界流体

⾊谱 - 质谱(SFC-MS)进⾏分析，⾊谱系统按照类别（HILIC、SFC）或基于其亲脂性（反相LC、GC）对分离脂质

，使⽤数据库和化合物库根据精确质量数、碎⽚离⼦模式、⾊谱保留时间和最近的碰撞截⾯(CCS)鉴定⽬标脂质。

虽然这些数据库具有很⾼价值，但它们经常⾯临需要明确鉴定脂质异构体的挑战。这些异构体可能是结构异构体

或⽴体异构体，例如⾮对映异构体、对映异构体、顺式/反式异构体或旋转异构体。

Waters SELECT SERIES Cyclic IMS在MS分析器之前采⽤⾼分辨率离⼦淌度(IM)进⾏分离，提供分析物分离的正交

机制。IM分离基于分⼦的电荷和形状⽽具有分离异构体的潜⼒，并能够通过适当的校准测量分⼦的CCS。GalCer

和GlcCer的化学构型和分⼦构象（即糖的C-4上的羟基）略有不同，这导致它们的物理化学性质和⽣物学功能存在

巨⼤差异3。由于GalCer和GlcCer的结构⾼度相似，因此很难使⽤传统脂质分析⽅法进⾏分离和鉴定。本研究展⽰

了使⽤多圈环形离⼦淌度MS来完全分离GalCer和GlcCer异构体（图1）的⽅法。 
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图1.分析的GalCer和GlcCer异构体的化学结构。羟基在C-4位置上的位置差异⽤红⾊星号表⽰。 

实验

样品前处理

GalCer d18:1/18:0（部件号：860844）和GlcCer d18:1/18:0（部件号：860547）标准品购⾃Avanti Polar 

Lipids。⽤氯仿/甲醇/⽔(80/20/2)溶液为每种标准品制备1 mg/mL储备液。制备最终浓度为1 ng/µL的单标溶液和

等摩尔混合物，并以5 µL/min的速度注⼊SELECT SERIES Cyclic IMS的ESI源中。

质谱条件

在使⽤低捕集和转移碰撞能量的四极杆中选择了m/z 726.54 [M-H]-处的去质⼦化离⼦。分离后的离⼦被转移到环

形淌度池进⾏多圈离⼦淌度分离。根据所需的圈数调整仪器上的分离设置。

质谱系统： SELECT SERIES Cyclic IMS
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电离模式： 负离⼦电喷雾

采集范围： 50‒800 m/z

⽑细管电压： 2 kV

锥孔电压： 30 V

捕集碰撞能量： 6 V

转移碰撞能量： 4 V

锥孔电压： 30 V

TW静态⾼度： 30 V

TW速度： 375 m/s

注样流速： 5 µL/min

数据管理

质谱软件： MassLynx™ 4.2

结果与讨论

GalCer和GlcCer分别由D-半乳糖和D-葡萄糖残基组成，通过β1-1'-糖苷键与由D-⾚型鞘氨醇和⻓链脂肪酸组成的

神经酰胺键合⽽相连（图1）。这两种化合物代表了⾮常相似的结构，因为D-半乳糖是D-葡萄糖的差向异构体（存

在多个不对称⼿性碳原⼦时，只有⼀个不对称原⼦构型不同），两种糖仅在C-4位的构型上有所不同3。 因此，使

⽤传统的脂质分析⽅法很难分离GalCer和GlcCer异构体。SELECT SERIES Cyclic IMS采⽤新型环形离⼦淌度分离
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装置，允许在MS或MSn模式下以超过400 Ω/ΔΩ的离⼦淌度分辨率进⾏多圈离⼦淌度分离。将两种神经酰胺的等摩

尔混合物以5 µL/min的流速注⼊质谱仪。离⼦淌度池的初始单圈分辨率约为65 Ω/ΔΩ，最终到达时间分布(ATD)为

22.57 ms，没有成功分离神经酰胺异构体，m/z 726.54 [M-H]-（图2A）。将IMS流通池的圈数增加到5（IMS分辨

率约为145 Ω/ΔΩ），两种去质⼦化物质边缘开始出现分离，ATD为61.91和62.96 ms（图2B）。将圈数增加到

10（IMS分辨率约为205 Ω/ΔΩ），两种脂质能够成功分离，⾕值为15%，ATD为111.47和113.58 ms（图2C）。

将IM流通池的圈数增加到20（IMS分辨率约为290 Ω/ΔΩ），去质⼦化GalCer和GluCer实现完全分离，ATD为

210.53和214.49 ms（图2D）。

图2.使⽤1(A)、5(B)、10(C)和20(D)圈离⼦淌度装置分离GalCer (d18:1/18:0)和GlcCer (d18:1/18:0) m/z 726.5440混

合物的到达时间分布(ATD)图。

图3中的数据显⽰了在注⼊GalCer（图3A）、GluCer（图3B）和两种神经酰胺的等摩尔混合物（图3C）后，使⽤

IM池进⾏20圈离⼦淌度分离后获得的分离结果。获得的数据表明，GalCer的到达时间最短，为210.53 ms，⽽

GlcCer (B)的到达时间较⻓，为214.63 ms。这导致IMS分辨率达到290 Ω/ΔΩ。从单独注⼊GalCer和GlcCer鞘脂

获得的谱图可以看出，GalCer和GlcCer鞘脂中存在其他异构体。很可能是由于储备液中存在少量杂质。本研究展

⽰了SELECT SERIES Cyclic IMS在测定⽴体异构体杂质⽅⾯的潜⼒。
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图3.将单个GalCer (A)、GlcCer (B)或两种神经酰胺(C)的等摩尔混合物通过20圈离⼦淌度设备进⾏分离，得到的到

达时间分布(ATD)图。

结论

凭借其创新的多圈环形离⼦淌度功能，可以调整离⼦淌度分辨率以应对特定的挑战。本⽂展⽰了使⽤20圈IM流通

池（IMS分辨率为290 Ω/ΔΩ）实现的脂质异构体GalCer (d18:1/18:0)和GlcCer (d18:1/18:0)的基线分离。此外

，10圈就能为神经酰胺提供⾜够的分辨率，使脂质分辨率达到80%，为存在两种不同的物质提供了明确证据。该

⽅法还展⽰了SELECT SERIES Cyclic IMS在测定⽴体异构体杂质⽅⾯的潜⼒。 
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特⾊产品

SELECT SERIES Cyclic IMS <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135021297>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>
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