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摘要

本应⽤简报着重说明SELECT SERIES MRT在分析⼈⾎浆样品⽅⾯的优势，显⽰质量

分辨率和质量精度都有所提⾼。

优势

⽤于LC-MS代谢组学发现研究，扫描速度快、质量分辨率⾼、质量
精度⾼且稳定。

简介

研究⼈类代谢组可以获取有关健康和疾病进展⽅⾯的重要信息，并有助于确定潜在的
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靶向和个性化治疗⽅法。在代谢组学发现研究中，识别重要的新⽣物标志物通常涉及

到利⽤⾼分辨率质谱，为识别假定的⽣物标志物提供可重现且准确的质量信息。在识

别未知分⼦时，该质量信息⾄关重要，质量精度的变化可能使识别失败，从⽽导致最

终⽣物解析的错误。

⻜⾏时间(Tof)质谱仪的质量分辨率取决于⽬标离⼦在真空中的移动距离，并与仪器

⻜⾏管的⻓度成正⽐，因此，实验室可⽤空间和仪器设计限制了传统Tof仪器的质量

分辨率。此外，⻓⻜⾏路径中的离⼦传输损失和反射器⽹格会极⼤地影响这些仪器的

灵敏度。 

实验

⼈⾎浆样品前处理

⾎浆样品来⾃六名确诊COVID-19的男性患者。根据病情严重程度将患者分为轻度和

重度两组。轻度组的患者在住院期间只采集了⼀份⾎液样品，重度组的两名患者在住

院期间各采集了三份⾎液样品。

使⽤甲基叔丁基醚(MTBE)萃取⽅法简单地萃取每份⾎浆样品中的脂质和⼩分⼦

[1]；100 µL样品与800 µL MTBE混合后，再加⼊200 µL甲醇。将样品置于2-8 °C温

育2⼩时，然后再加⼊300 µL⽔进⾏相分离。将样品涡旋混合2分钟，然后在4 °C下以

4,500 g离⼼10分钟。

离⼼后，在不影响下层相的情况下，⼩⼼地将每份萃取物的上层有机脂质相转移到单

独的HPLC样品瓶中。⽤氮⽓⼲燥该有机脂质相，然后⽤IPA复溶，并保存于-80 °C以

备未来分析。然后，在不影响沉淀物的情况下⼩⼼地将下层⽔相转移到HPLC样品瓶

中，⽤氮⽓⼲燥，再⽤⼄腈:⽔复溶，以供亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)发现⽅法分析。

另外，在进⾏如上所述的萃取之前，通过将每份研究样品的⼀部分混合起来，制备了

混合质量控制(QC)样品。每进样10份研究样品后进样⼀份QC样品，以确保分析数据

的质量。采⽤HILIC进⾏液相⾊谱分离，所⽤参数如表1所⽰。 
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表1.ACQUITY I-Class仪器参数。

所有SELECT SERIES MRT数据均在连续MSe模式下采集，包含正极性和负极性ESI，

碰撞能量范围为20-40 eV。MS在EFP（扩展⻜⾏路径）模式下运⾏，以提供理想的

Tof分辨率。ESI⽑细管电压设置为2.0 kV，离⼦源温度和脱溶剂⽓温度分别设置为

120 °C和500 °C，锥孔⽓流速和脱溶剂⽓流速分别设置为50和800 L/h。数据采集的

质量范围为50-2400 m/z，扫描时间为0.1分钟。 

结果与讨论

与传统的Tof仪器相⽐，SELECT SERIES MRT独特的⻜⾏时间(Tof)设计使离⼦⻜⾏

路径可以延⻓⾄50 m，⽽不影响仪器的尺⼨和离⼦传输损失。图1展⽰了带有⽆⽹格

镜反射器的仪器的原理图，这对于每次通过管路时实现多次反射⽽不损失离⼦⾄关重

要。
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图1.SELECT SERIES MRT原理图。

表2展⽰了另外5个内源性化合物的⽰例，计算了实测m/z值与化合物注释的理论质量

数相⽐的质量精度。MRT数据显⽰质量精度显著提⾼，所有化合物的亚ppm质量精

度都在21-134 ppb之间。这种质量精度和⾼质量分辨率提⾼了确定分⼦元素组成的

可信度，因此可以提⾼化合物注释和鉴定的准确度。 

表2.使⽤SELECT SERIES MRT测量的⼈⾎浆萃取物中所选内源性化合物的

质量精度⽰例。

对于⾼效、有效的LC-MS代谢组学分析来说，质谱仪保持⾼MS分辨率的同时，能够
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以⾜够快的速度采集数据以正确定义检测到的LC峰⾄关重要。这可以确保在MS中保

持LC分离度，且峰可以准确积分。SELECT SERIES MRT的采集速率可达20张谱图

/秒，因此即使在UPLC分离所需的快速扫描数据采集过程中（产⽣狭窄的分析物峰

）也可以保持⾼质量分辨率和质量精度。图2所⽰酰基⾁碱的提取离⼦流⾊谱图突出

显⽰了在6秒的峰内获得的数据点数，其中MRT采集了28次扫描的数据。这证明了

SELECT SERIES不仅能⽤于定性分析，还能⽤于化合物的定量分析。此外，观察⾊

谱峰上不同点的单个扫描谱图，可以看到，在保持⾼质量分辨率的同时，峰上低和⾼

强度处的质量都是稳定的。

图2.内源性酰基⾁碱的提取离⼦流⾊谱图，显⽰峰上采集的数据点以及插⼊

的单个扫描谱图。

精确的质量精度并不是⾼质量分辨率仪器的唯⼀优势。MRT的⾼质量精度使从数据库

搜索返回的识别结果更具可信度。此外，MRT的⾼质量分辨率还允许检测具有⾮常相

似的精确质量数的分析物，⽽这对于传统的⾼分辨率平台是⼀项具有挑战性的任务。
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图3所⽰的⽰例谱图是其中⼀个⾎浆样品中的脂质峰，其保留时间tR = 1.5分钟。第⼀

个谱图（图3A）显⽰了m/z = 758.5705处的脂质⺟离⼦的MRT数据和相应的离⼦同

位素分布，以及m/z = 760.5859处离⼦周围区域的扩展谱图。由于仪器的质量分辨率

为224,770 FWHM，这⾥可以看到两种不同的离⼦（[1] m/z = 760.5779和[2] m/z = 

760.5859），然⽽使⽤更低的质量分辨率（图3B）检测时，由于分辨率只有53,372 

FWHM，同⼀区域仅显⽰⼀种离⼦。研究单个离⼦峰可知图3中的峰(2)对应于⼀个单

独的共洗脱脂质，⽽不是脂质的第三个同位素峰（m/z = 758.5705处的峰(1)）。图

4进⼀步突出了这⼀点，其中通过搜索LIPID MAPS数据库[2]得到两种共洗脱脂质的

质量数。阈值设置为+/- 0.01 m/z，结果显⽰可能的注释为a) PC 34:2 (m/z = 

758.5705 [M+H]+)和b) PC 34:1 (m/z = 760.5859 [M+H]+)。测量了a1峰和a2峰之间

的质量数差为1.003 Da，对应于13C同位素（元素组成 = 12C41 
13C 

1H80 
14N 16O8 

31

P）。a2和a3离⼦之间的质量数差也为1.003 Da，对应于PC (34:2)的第三个同位素

峰以及两个13C同位素。因此，测量a2和b1离⼦之间的质量数差显⽰其差异⼤于13C

同位素，因此可以认为b1是第⼆个共洗脱脂质。此外，进⼀步研究了tR = 1.5分钟的

谱图以及图4和图5中注释的脂质的M+K+加合物，显⽰了详细的PC(34:2)的精细同位

素图（图5），其中41K同位素峰很容易从13C 39K离⼦和PC (34:1) M+39k+离⼦中分离

出来。

图3.使⽤⾼质量分辨率(A)的SELECT SERIES MRT获得的来⾃⼈⾎浆萃取物

的脂质峰的⽰例谱图（保留时间为1.5分钟）和以更低分辨率(B)获得的数据

，显⽰了MRT从PC(34:1)共洗脱质量数中分离出PC(34:2)同位素的能⼒。
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图4.脂质PC (34:2) (a)和PC (34:1) (b)的⺟离⼦和同位素谱图，突出显⽰了从

分⼦PC(34:1)离⼦(b1)中分离出来的对应的13C1离⼦(a2)和12C2离⼦(a3)。

图5.PC (34:2) M+K+加合物的精细同位素图，显⽰了39K、41K和12C2的峰。

结论
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⽣物标志物发现研究需要可重现且⾼精度的质量数测量。代谢组学尤其依赖于通过数

据库搜索获得的可靠且准确的鉴定。SELECT SERIES MRT仪器具有⾼质量分辨率且

质量精度可达ppb⽔平，可进⾏⾼度精确的化合物鉴定，并且使结构解析具有可信度

。Tof技术的⼀个公认优势是能快速扫描，从⽽提供定量和定性数据集。本⽂列出的

数据显⽰了通过UPLC分离收集定量数据的能⼒，通常在不到10秒宽的峰形上可提供

超过25个数据点，同时保持⾼质量精度和分辨率。
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