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摘要       复杂混合物体系中化合物类型多样,理化性质各异,对其组成成分进行定性定量分析一直是分析化

学研究的热点问题. 液相色谱与质谱联用(liquid chromatography-mass spectroscopy, LC-MS),尤其是超高效液

相色谱(ultra-high performance liquid chromatography, UPLC)结合高分辨质谱(high resolution mass spectrometry,
HRMS)是复杂样品分析的有力工具. UPLC能够极大程度提高色谱分离能力和效率,为复杂混合物中各组分

的有效分离提供保证; HRMS能够提供高精确的分子质量,提高定性定量分析的可靠性和准确性. 本文综述

了LC-MS技术在分析典型的复杂混合物体系(尿液、血液、细胞代谢物及天然产物提取物)中小分子化合物

组分及含量中的应用, 主要从样品制备、数据采集、数据(前)处理、目标化合物的定性定量分析及多样本

多变量分析(代谢组学分析)用于差异代谢物(生物标志物)的发现等方面展开,并对LC-MS技术用于复杂混合

物样品分析当前存在的问题及未来的发展进行了总结和展望.
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1   引言

1999年4月,美国Science杂志出版了以“复杂系统”
为主题的专辑,主要针对化学[1]、生物[2]、神经系统[3]

等领域的复杂性研究进行了报道. 在分析化学领域,
复杂体系分析主要包括混合物样品中目标化合物的定

性定量分析及多样本的代谢组学分析等,复杂混合物

样品中包含大量已知和未知、理化性质各异的组分.

多组分复杂混合物样品的研究逐渐引起越来越多的

关注,如血液[4,5]、细胞代谢物[6,7]、天然产物[8~10]等样

本中的成分分析. 生物样品组成成分非常复杂. 例如,
血液、细胞提取物中既存在核酸、蛋白质、多糖、

脂类等生物大分子,也存在各种代谢物、无机盐等小

分子化合物;如何从复杂的混合物体系中发现并识别

已知化合物, 鉴定未知化合物, 进一步实现对微量或

痕量目标化合物的准确定性定量分析一直是近年来
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分析化学研究的热点问题.
复杂混合物体系组成成分的分析与分离分析技

术的发展密切相关. 近年来, 随着分离与分析技术的

不断进步 , 结合色谱、光谱及波谱的各种联用技术

在复杂混合物体系定性定量分析研究中的应用越来

越广泛 , 如液相(气相)色谱-红外光谱、液相(气相)
色谱-质谱、液相(气相)色谱-核磁共振等联用技术;
其中, 液相(气相)色谱-质谱联用技术在复杂样品成

分分析方面的应用较为普遍. 气相色谱-质谱联用技

术(gas chromatography-mass spectroscopy, GC-MS)主要

用于分析易挥发、热稳定的化合物; 液相色谱-质谱

(LC-MS)与GC-MS具有一定的互补性质, 可用于分析

极性、非极性、不易挥发、热不稳定的物质. LC-MS
具有高效、灵敏的特点,使其在复杂混合物体系分析

中发挥着尤为突出的作用,在微量或痕量物质的分析

方面较其他检测技术具有明显优势;尤其是超高效液

相色谱-高分辨质谱(UPLC-HRMS)技术的发展大大提

高了复杂混合物的分离效率和定性定量分析的准确

性. LC-MS作为分析复杂样品最有力的工具之一, 在
食品[11]、医药[12]、检测化验[13]等与人类生活息息相

关的领域都有广泛应用. 运用LC-MS分析复杂样品中

有机小分子类化合物主要包括以下步骤: 样品制备、

数据采集、数据(前)处理、定性定量分析以及多样本

基于代谢组学的多变量统计分析(图1). 根据研究目的

和样品性质的不同, 尽可能排除干扰, 选择合适的样

品制备方法是LC-MS分析的前提;建立快速灵敏的数

据采集方法及合理的数据处理与分析策略是获得准

确、可重现分析结果的基础. 复杂样品分析的目标,
一方面是要实现对其组成成分的准确定性定量分析;
另一方面, 针对多样本分析, 开发建立高效平行的数

据采集方法、高通量的数据(前)处理步骤以及采用正

确、合理的多变量分析方法对获得的分析结果和结

论的可靠性至关重要,如代谢组学研究中代谢标志物

的发现. 本文综述了LC-MS在典型的复杂混合物体系

(如尿液、血液、细胞代谢物、天然产物提取物)中小

分子化合物分析中的运用,主要从样品制备、数据采

集、数据(前)处理、目标化合物的定性定量分析及多

样本多变量分析(代谢组学分析)用于差异代谢物(代
谢组学标志物)的发现等方面(图1)展开论述.

2   LC-MS分析样品的制备

样品制备过程包括样品采集、储存及处理. 由于

复杂混合物样品化合物类型复杂多样、基质干扰多,
并且生物样品往往取样量少,待测物浓度低,在测定前

除少数样品可以作简单处理直接分析外,多数需要进

一步分离、纯化,排除干扰,增加目标化合物响应. 样
品制备在整个分析过程中是一个既耗时又容易引进

误差的步骤,近年来引起越来越多科研工作者的关注.
以下主要针对常用的混合物样品,如尿液、血液、细

胞代谢物以及天然产物提取物的制备方法进行综述.

2.1   尿液样品的制备

随着医疗卫生技术力量和水平的提升, LC-MS检
测分析已越来越广泛地应用于医学检验和临床研究

中,人体血液和尿液样品是最常用的LC-MS分析对象.
在实际研究中,需根据样品的性质、目标成分以及分

析目的的不同, 选择恰当的样品制备方法. 收集生物

样品后,往往需要进行除蛋白、分离与浓缩、缀合物

水解等预处理[14,15]. 尿液样品组成成分主要为水、无

机盐及极性小分子代谢物,由于其中某些成分的排出

量受昼夜节律影响较大,常收集24 h内排出的尿液,混
合进行分析. 尿液样品受氧气作用, 其中的尿胆原、

胆红素等易氧化变质; 且尿样容易生长细菌, 细菌的

生长繁殖可使尿素分解,产生氨,改变尿液的pH.因此,
尿液样品长期保存时,应储存于−20℃环境下. 为了最

大限度保留尿液中的代谢物,常采用直接离心或过滤

图 1    复杂混合物样品LC-MS分析流程图
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方法, 移除悬浮微粒. 由于尿液中存在磷酸盐、硫酸

盐等各种盐类物质及微量的蛋白质,往往会污染液相

色谱柱及质谱离子源, 且会造成色谱保留时间漂移.
为降低LC-MS分析的基质效应,常用蒸馏水或甲醇对

尿液进行稀释[16,17]; Wong等[16]比较了直接使用0.22 μm
滤膜过滤、水稀释(1:1, v/v)、甲醇稀释(1:1, v/v) 3种
不同的处理方法,考察检出特征数目及方法的重现性,
结果表明使用甲醇稀释检出代谢物的同质性及方法

重现性较好, 但直接过滤处理检出特征数目最多, 适
合尿液中代谢物的全面分析(图2).

2.2   血液样品的制备

为了获得准确可靠的LC-MS分析结果,对于血液

样品的制备常需考虑以下因素: 受试者人口学资料的

收集、血液收集管、溶血、新鲜血液的处理及冻融

操作. 在大规模临床血样代谢组研究中首先需要考虑

收集受试者相关的人口学资料,主要包括: (1)受试者

年龄、性别和民族; (2)昼夜节律(对于某些激素如皮

质醇、孕酮、睾酮等尤其重要); (3) 饮食和运动; (4)
个体差异[18]. 在一项血样代谢组研究中, Minami等[19]

发现不同类型的溶血磷脂酰胆碱浓度具有显著的昼

夜节律波动,表明昼夜节律差异和生理性的生物节律

对LC-MS分析结果有重要影响. 同时, 该研究结果还

显示采用代谢谱筛查手段诊断新生儿代谢(如尿素循

环代谢物鸟氨酸、瓜氨酸和4-胍基丁酸)缺陷, 收集

血样时昼夜节律是一个非常重要的因素[19]. 已有研究

表明,饮食和运动可影响基于LC-MS的血样代谢组结

果[20],因而一般推荐在身体平静状态下采集受试者空

图 2    不同方法处理尿液检出特征数目比较[16]

腹(8~10 h)血样用于LC-MS分析[21]. 为了防止“化学噪

音”干扰LC-MS血样代谢谱, 考虑采用同一批次的专

用采血管,因为采血管的材料组分、添加剂都可影响

LC-MS分析过程中的离子化,以至于改变甚至抑制代

谢物离子化和/或引入干扰峰[22]. Dunn等[23]在大规模

血清和血浆代谢组研究中考察了多种抗凝剂的影响,
建议避免使用柠檬酸钠,这种添加剂可造成某些内源

性代谢物的信号变化. 对于溶血样品应标记为不合格

样品, 因为溶血过程中, 红细胞、白细胞和血小板等

血细胞的破裂可释放某些离子(钾、镁、铁、磷)、代

谢物(尿素、色氨酸、脂质)、结构蛋白(血红蛋白)、
酶(天冬酰胺氨基转移酶、乳酸脱氢酶和白细胞蛋白

酶),这些物质最终都可直接影响血浆、血清的代谢物

谱,如内源性化合物的降解[24,25]. 由于血细胞的代谢活

动及胞内某些物质的缓慢释放,因而全血样品长时间

暴露于室温可影响某些物质的稳定性和浓度,故对于

新鲜血液样品应及时将血浆或血清与血细胞进行分

离,一般建议在2 h内完成. 对于不能立即进行LC-MS
分析的样品,通常要求储存于−70℃或更低的温度. 有
研究表明,血液样品的反复冻融操作可造成代谢物谱

的显著变化[26]. 为了避免多次冻融操作, 一般可将血

样分装成小包装低温保存. 上述血液样品收集、处理

和管理的不当操作都能在LC-MS分析结果中反映出

来. 如果不排除这些因素的影响, 将影响LC-MS分析

结论的可靠性. 减少上述误差的有效方法是建立一套

血浆或血清样品LC-MS分析的标准操作规程(standard
operation procedure, SOP).

为防止蛋白质及其复合物在色谱柱上沉积、堵

塞,导致分析重现性下降,需要对血液样品进行除蛋白

处理. 分析血液样品中极性较大的糖类、氨基酸时,常
使用与水相混溶的乙腈、甲醇、乙醇等有机溶剂沉淀

蛋白;将水溶性有机溶剂与血浆或血清按一定比例混

合,涡旋、离心、取上清液进行分析. Bruce等[27]用乙

腈、丙酮、甲醇和乙醇4种有机溶剂对血浆样品进行

处理,以发现标志物的数量、数据的重现性及对色谱

柱寿命的影响为指标,考察不同溶剂组成对血浆样品

中小分子代谢物(MW<1500 Da)的提取效率,研究表明

以甲醇-乙醇(1:1, v/v)或甲醇-乙腈-丙酮(1:1:1, v/v/v)混
合溶剂与血浆(4:1, v/v)混合,涡旋15 min条件最优;同
时表明, 在4℃下离心10 min, 沉淀蛋白效果较好. 对
于样品中难离子化的目标化合物,常采用衍生化处理;
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通过与易电离的物质反应,改变待分析物的物理和化

学性质. 例如, 测定血浆样品中难离子化的糖类化合

物, 常采用还原胺化反应, 生成易离子化的稳定衍生

物, 增强质谱响应[28,29] (图3).

2.3   细胞代谢物样品制备

由于细胞内的酶系活跃,代谢物之间的转换较快,
细胞内代谢物制备方法显著影响分析结果的准确性、

重现性. 因此,运用代谢组学方法研究某一时刻/特定

情况下的细胞内代谢物,建立合适的样品制备方法是

取得可靠分析结果的先决条件. 用于代谢组学研究的

细胞代谢物样品制备步骤主要包括: 细胞淬灭和代谢

物提取.

2.3.1   细胞淬灭

为了准确反映特定情况下代谢物的信息,需要使

细胞内的酶迅速失活, 终止代谢反应, 确保代谢物谱

瞬间“冻结”. 理想的淬灭方法应满足以下两个要求:
(1)细胞内的酶迅速失活; (2)保持细胞完整性、不造

成胞内代谢物泄露[30]. 贴壁细胞样品制备方法较悬浮

细胞复杂,在淬灭前首先需使用磷酸盐缓冲液(PBS)或
等渗盐水清洗细胞, 移除培养皿中残留的培养基, 以
防培养基溶解于提取剂中, 干扰后续分析; 进一步需

将贴壁细胞与培养皿分离,传统方法利用胰蛋白酶消

化细胞, 由于消化时间不易控制, 时间过长会水解细

胞膜上蛋白质, 造成胞内代谢物泄露, 不可避免改变

细胞代谢物谱[31]; 因此, 消化过程中需严格控制胰蛋

白酶浓度及作用时间.
常用的淬灭方式有: (1) 瞬间将样品温度改变至

低温(−40℃)或高温(>80℃), 如液氮速冻法[32]; (2) 加
入有机溶剂, 如冷/热甲醇、热乙醇、冷乙腈等[33~35].
Canelas等[36]最初用60%的冷甲醇(−40℃)淬灭酵母胞

内代谢物,该方法被广泛应用于微生物代谢组学研究

领域. 然而,在此过程中,原核细胞的细胞膜会因为冷

图 3    D-葡萄糖还原胺化反应[28,29]

应激而受到破坏, 从而导致细胞内代谢物的泄露. 随
后,一系列缓冲剂被添加到冷甲醇中来防止泄露[37]. 最
常用的缓冲剂有羟乙基哌嗪乙硫磺酸(HEPES)[38]、碳

酸氢铵[39]以及氯化钠[40]. Kapoore等[41]对5种清洗细胞

和淬灭方法进行了比较, 通过检测细胞基质内的ATP
和细胞形态的变化,发现用PBS清洗细胞, 60%的甲醇

(添加70 mM HEPES)淬灭细胞,泄露程度最小. 在细胞

淬灭过程中代谢物泄露是在所难免的, Wurm等[42]研

究表明,当细胞膜在采样、清洗或淬灭过程中被破坏

5%时, 90%的葡萄糖会在1 s内泄露. 为了尽可能减少

细胞处理过程中代谢物的泄露, 简化操作步骤, Ritter
等[43]直接将萃取剂加入培养皿中淬灭细胞,同时对代

谢物进行提取. 在细胞淬灭过程中应尽量将泄露的影

响降到最低,并注意平行操作、快速淬灭、迅速收集

样品.

2.3.2   细胞代谢物提取

细胞内的代谢反应通过淬灭停止后,需要将代谢

物从细胞中提取出来. 由于细胞代谢组学研究要求

尽可能保留和体现胞内代谢物谱信息,一般提取时应

遵循以下原则: (1) 以适当的回收率从细胞中提取最

大量的代谢产物; (2) 代谢物降解控制在最小范围内;
(3)防止代谢物泄漏; (4)尽可能减少对代谢物结构的

破坏. 在细胞代谢组学领域中, 应用最广的是传统的

溶剂提取法, 常用的提取方法有酸/碱提取、冷/热有

机溶剂提取、两相萃取等;根据所要研究代谢物的极

性不同,通常用热乙醇、高氯酸或甲醇、氯仿、环己

烷等分别提取亲水性或亲脂性代谢物[44]. 目前, 以甲

醇为代表的有机溶剂提取法在代谢组学分析中应用

最为广泛,具有操作简便、提取效率高、提取物易浓

缩等优点. Dettmer等[45]以结肠癌细胞株为研究对象,
比较了7种不同提取方法, 对具有代表性的胞内代谢

物进行定量分析,结果表明以80%的甲醇为溶剂提取

出的代谢物最多. 为了提高代谢物的提取效率和覆盖

率, 常采用混合溶剂, 同时提取水溶性及脂溶性代谢

物; Fei等[46]运用甲醇-乙醇-水(2:2:1, v/v/v)提取胞内代

谢物, 该方法对不同种类(革兰氏阳性/阴性菌及哺乳

动物细胞)和不同方式培养的细胞(贴壁/悬浮)胞内极

性和非极性代谢物均有较高的覆盖率,相比传统亲水

性和亲脂性代谢物分别提取方法,该法具有高通量、

无偏性的特点. 代谢物的提取量不仅取决于提取溶剂

的使用,在提取过程中细胞的破裂程度也是决定因素,
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因此可通过超声破碎、微波辅助萃取、机械匀浆等

方法增加细胞的破碎程度, 提高代谢物提取量. 虽然

目前文献报道的提取方式多样,但由于细胞内代谢物

具有不同的物理化学性质(如分子量、极性、溶解性

等), 特定的提取条件通常仅适合某些类代谢物的提

取, 或只对某一类细胞有效. 因此, 在研究工作中, 应
根据研究目的选择合适的提取方法,并对提取溶剂、

温度、pH等条件进行优化.

2.4   天然产物提取物样品的制备

天然产物中含有结构类型丰富的各类化学成分,
有效成分的提取、分离和纯化是天然产物研究的重

要环节. 首先, 需选择合适的方法将有效成分尽可能

多得提取出来. 常用的提取方法有溶剂提取法、水蒸

气蒸馏法、升华法、压榨法等,其中溶剂提取法的用

途最广;溶剂提取法根据“相似相溶”原理,结合目标化

合物亲水性/亲脂性程度的不同,选择合适的溶剂进行

提取,如糖类、氨基酸、无机盐等水溶性成分常用水

或含水醇提取,蒽醌、黄酮、香豆素、游离生物碱等

用氯仿、乙醚等亲脂性有机溶剂提取,挥发油、叶绿

素、三萜类化合物用石油醚提取. 从天然产物中寻找

未知有效成分或有效部位时,常按提取溶剂极性递增

的方式,用不同溶剂依次提取,得到不同部位提取物.
此法得到的提取物多为混合物,常需进一步分离与纯

化; 常用的分离纯化技术有: 系统溶剂分离法、两相

溶剂萃取法、沉淀法、结晶法和色谱法等,其中液相

色谱是目前应用较广泛的分离与纯化技术. 传统方法

研究天然产物中活性成分,通常存在制备效率低、耗

时、有效成分损失多等缺点; 近年来, 有研究工作者

用超高效液相色谱-高分辨质谱联用(UPLC-HRMS)技
术,结合代谢组学多变量分析方法研究天然产物中的

活性成分, 避免了繁琐复杂的分离和纯化过程, 粗提

取物经萃取、离心或过滤等简单处理后可直接用于

LC-MS分析[47]; Li等[48]研究了姜科植物益智中抗帕金

森病的活性成分, 通过提取、分馏和“组学”分析, 从
益智仁提取物中发现抗帕金森病的先导化合物,并结

合核磁共振和X射线晶体衍射对发现的此化合物进行

了结构鉴定.

3   液相萃取与固相萃取

对于混合物样品中某一类化合物的靶向分析 ,

分离纯化步骤是必不可少的. 液-液萃取(liquid-liquid
extraction, LLE)或固相萃取(solid-phase extraction, SPE)
是大部分混合物样品通用的前处理技术,不仅能够富

集目标化合物,还可以有效降低LC-MS分析过程中基

质效应的影响. LLE又称溶剂萃取,利用目标化合物在

不同溶剂中溶解度或分配系数不同,将目标化合物从

原溶剂转移到萃取剂中,达到分离和纯化的目的. 分析

血液样品中极性较小的脂质化合物时,通常使用与水

互不相溶的溶剂为萃取剂,去除样本中的蛋白和一些

极性较大的化合物[49]; Pellegrino等[50]采用甲醇-甲基叔

丁基醚-氯仿(1.33:1:1, v/v/v)混合溶剂为萃取剂, 同时

提取出血清样品中的9类脂质(甾醇类、胆固醇酯、磷

脂、鞘磷脂、甘油酯等),该方法开启了人类血清脂质

分析在科学研究和临床试验中大规模应用的大门. 分
散液-液微萃取(dispersive liquid-liquid microextraction,
DLLME)是在传统LLE基础上发展起来的新型萃取技

术,集萃取和富集于一体,具有成本低、富集效率高、

有机溶剂消耗少等优点;通过加入分散剂,提高有机萃

取剂在水相中的分散,增加萃取剂与水相的接触面积,
使目标化合物快速转移到萃取剂微滴中[51]. 该技术已

逐渐应用于复杂样本的分析, Fisichella等[52]用DLLME
对全血进行处理, 以氯仿为萃取剂、甲醇为分散剂,
有效提取出血液样品中的可卡因及其代谢物、安非

他命及其类似物、苯二氮卓类药物及其他治疗精神

疾病的药物,所有分析物基质效应相对较低(对于低浓

度样品, 离子抑制不超过26%, 离子增强不超过28%),
表明样品纯化方法的有效性.

SPE是20世纪70年代发展起来的样品预处理技

术, 与液-液萃取相比前处理速度更快、有机溶剂用

量少、提取效率高、重现性好. SPE技术运用液相色

谱分离理论,在实际操作中需根据目标化合物与固定

相相互作用力的大小,选择合适的SPE柱及洗脱方式.
Gonzalez-Dominguez等[17]采用稀释法、液液萃取和固

相萃取等不同方法处理尿液,比较代谢物指纹图谱的

变化,表明使用50%甲醇-水(v/v)稀释和混合模式吸附

剂(mixed mode sorbent)固相萃取处理, 代谢物覆盖范

围更广. 20世纪90年代在固相萃取技术基础上发展

了固相微萃取(solid-phase microextraction, SPME)技术,
该技术无需提取溶剂, 利用SPME装置提取头表面不

同性质的吸附剂,对不同种类化合物进行萃取和浓缩;
采样时只需将提取头浸入样品或置于样品上部空间,
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提取目标化合物[53,54]. 近年来, SPME技术已应用于代

谢组学[55,56]、环境监测[57]、食物营养成分分析[58]、药

物分析[59]等领域. Ahmad等[60]将SPME装置与质谱联

用, 样品无需进行其他分离纯化处理, 提取头上吸附

的药物直接被气化、电离, 整个分析过程只需5 min,
此技术成功应用于血液样品中美托洛尔与普萘洛尔

的提取. 为了提高分离纯化效率, 逐渐发展了在线萃

取技术,如将SPE与LC或LC-MS或核磁共振(NMR)联
用,实现自动化、高效的样品处理与分析.

4   LC-MS数据采集

4.1   液相色谱条件选择与优化

液相色谱在复杂混合物体系分离分析中发挥着

极其重要的作用,根据流动相和固定相极性及作用机

制的不同,液相色谱可分为正相色谱、反相色谱、离

子交换色谱等[61]. 目前分析混合物样品,常采用UPLC
进行分离, UPLC是在传统的HPLC基础上发展起来的

新型分离技术; 通过使用填料粒径更小的色谱柱(粒
径< 2 μm),超高压输液泵,提高分离效率、分离度,增
加分析通量、灵敏度及色谱峰容量[62].

4.1.1   固定相(色谱柱)的选择

色谱柱是液相色谱的核心部件,在分离分析中起

关键作用. 目前应用最广的是反相液相色谱柱, 它是

以表面键合疏水基团的硅胶为固定相,适合于中等极

性或弱极性化合物的分离;正相色谱柱通常以硅胶、

氧化铝、氨基键合硅胶等为固定相,适用于极性化合

物的分离;对于大部分极性和亲水性物质的分离,亲水

作用色谱(hydrophilic interaction liquid chromatography,
HILIC)是正相色谱的有力补充. 在复杂样品分离中

需根据目标化合物的亲水/疏水性质选择合适的色谱

柱. 例如, 天然产物粗提物中多为亲脂性成分, 常采

用反相柱对其进行分离; Vlase等[63]运用Zorbax SB-C18

(Agilent, USA)色谱柱从豆科植物红三叶草和染料木

提取物中分离出7种异黄酮类化合物;本课题组也利用

CORTECS®UPLC®C18 (Waters, USA)色谱柱对海棠果

中降胆固醇成分进行分离. 血液样品和细胞提取物中

多为亲水性小分子代谢物,常采用HILIC色谱柱分离此

类物质. Prinsen等[64]运用HILIC色谱柱对血浆中氨基酸

进行快速分离,在18 min内有效分离出36个氨基酸,并

对其中24个氨基酸进行定量分析,此法对于研究患有

先天性氨基酸代谢缺陷症的病人体内氨基酸的代谢具

有重要意义. 在代谢组学研究中常联合使用不同性质

的色谱柱,以提高可分析代谢物的覆盖率[65]. 例如,本
课题组利用具有亲水性表面的Zorbax SB-Aq (Agilent,
USA)色谱柱和Zorbax HILIC Plus (Agilent, USA)非键

合硅胶色谱柱分离血浆和细胞提取物中小分子代

谢物.

4.1.2   流动相优化

在液相色谱分离中,流动相组成和洗脱模式是影

响分离效果的关键因素,需要根据样品性质(如极性、

酸碱性、溶解度、稳定性等)和色谱柱类型选择合适

的洗脱条件. 反相色谱常采用甲醇、乙腈、水为流动

相, 其中乙腈洗脱能力较强; 亲水作用色谱使用与反

相色谱的流动相组成相似的水-有机溶剂体系为流动

相,初始条件通常为高比例的有机相(如95%的乙腈),
物质的洗脱顺序与反相色谱相反,随着水相比例的增

加,洗脱能力增强. 对于复杂样品的分离,为了使目标

物与杂质有效分离,常采用梯度洗脱方式,在一个分析

周期内,按一定程序改变流动相的浓度配比. Ma等[66]

采用反相洗脱系统,以乙腈-水为流动相,选择线性梯

度洗脱方式,实现3 min时间内有效分离大鼠血浆中安

非他命、美托洛尔、非那西汀、奥美拉唑等6种药物.
分析样品中酸性或碱性物质时,常在流动相中加

入酸、碱或缓冲盐作为改性剂(modifier);通过调节流

动相pH,抑制目标化合物解离,提高待测物分离过程中

的均一性,能够有效改善色谱峰形,提高分析的重现性.
在液相分离中常以离子对试剂三氟乙酸(trifluoroacetic
acid, TFA)作为改性剂改善拖尾、克服峰展宽,但由于

其极易电离,在负离子模式下抑制目标分析物负离子

的形成,降低离子化效率[67];在正离子模式下,带正电

的分析离子易与TFA形成离子对,也会降低离子化程

度[68]. 因此, 在LC-MS分析中应尽可能降低TFA的浓

度或用甲酸/乙酸代替;在使用缓冲盐作改性剂时,常
使用甲酸铵、醋酸铵等挥发性的盐,且需严格控制浓

度(一般不超过20 mM);不易挥发的盐(如磷酸盐、氯

化钠等)需慎用,由于其不易气化,容易造成质谱离子

源污染.

4.2   质谱条件优化与数据采集

质谱仪以离子源、质量分析器、检测器为主要
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部件. 常用的大气压电离技术包括电喷雾电离(elec-
trospray ionization, ESI)、大气压化学电离(atmospheric
pressure chemical ionization, APCI)和大气压光致电离

(atmospheric pressure photoionization, APPI),这3种离子

化方式相互补充; ESI为软电离技术,能够提供分子离

子峰或准分子离子峰信息,适合于分析中等极性和极

性化合物,是目前适用范围最广的离子化方式; APCI
和APPI主要适合于分析非极性小分子化合物.

根据质谱分辨率的不同 , 可将其分为高分辨和

低分辨质谱仪 , 其中高分辨质谱指的是分辨率大于

10000的质谱[69], 常用的高分辨质谱有飞行时间质谱

(time-of-flight, TOF)、静电场轨道阱质谱(orbitrap)、
傅里叶变换离子回旋共振质谱(Fourier transform ion
cyclotron resonance, FTICR).在复杂样品分析中,常使

用高分辨串联质谱(tandem mass spectrometry)技术,采
集二级(MS/MS)或多级质谱(MSn)数据 , 既可以为目

标化合物及碎片子离子提供精确质荷比(误差小于

10 ppm)和可能的元素组成信息,又能够获得目标物的

裂解信息,用于已知化合物的定量分析(MRM)和未知

化合物的结构解析. 常用的串联质谱包括: 四极杆飞

行时间质谱(quadrupole time-of-flight, Q-TOF)、三重四

极杆质谱(triple quadrupole, QqQ)、四极杆离子阱质谱

(quadrupole ion trap, QIT)等. 与传统的LC-MS分析方

法相比, LC-MS/MS具有较高的特异性,能更好地消除

基质的干扰, 获得高信噪比(S/N)的质谱信号. 本实验

室使用的MicrOTOF-QII质谱仪(Bruker, Germany), 可
选择多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模
式进行MS/MS定量分析. MRM技术是在选择反应监

测(selective reaction monitor, SRM)技术的基础上演化

而来的,可设定多个母离子,交替进行二级质谱信号采

集; 此外, 自动二级质谱(Auto MS/MS)模式可自动选

择信号强度超过设定阈值的前体离子进行MS/MS分
析; 在已知目标化合物保留时间的情况下, 编辑Auto
MS/MS标签下的预设前体列表(scheduled precursor list,
SPL),能够实现在不同保留时间针对特定的母离子,自
动进行一级和二级质谱数据采集. 对于包含许多重叠

信号的复杂生物样品中低丰度的前体离子, SPL的应

用能够提高MS/MS扫描覆盖率[70].
质谱数据采集时首先要针对目标化合物优化质

谱条件. 由于不同品牌和型号质谱仪的物理条件如真

空度、离子传输管路尺寸、电压等不同,参数设置往

往存在差异, 难以相互直接借鉴, 需根据实际情况优

化调节质谱参数. 针对MicrOTOF-QII质谱仪, 质谱参

数优化项主要包括离子源和离子传输部分各种参数:
雾化气压、干燥气流速及温度、离子传输部分的电

压以及碰撞能等. 离子源部分参数主要影响样品的离

子化效率, 即信号的强度; 离子传输部分参数影响传

输过程中对离子的选择性. 通常以对照品溶液为分析

对象, 采用注射泵恒速直接进样方式, 首先扫描一级

质谱, 确定母离子质荷比; 以目标离子的响应强度及

稳定性为标准, 通过实时监测, 调节各参数对信号强

度的影响, 确定参数设置. 一般情况下, 被分析物在

正、负离子模式下的信号响应会有所不同,通常选择

正、负离子模式同时釆集以得到更多质谱信息. 进行

MS/MS分析时, 碰撞能是需要优化的关键参数, 碰撞

能设置过低, 化合物不能有效裂解, 碎片离子峰信号

强度偏低;反之,碰撞能设置过高,会产生离子过度碎

片化现象, 目标碎片离子容易进一步裂解, 同样会导

致目标碎片离子峰信号强度偏低. 碰撞能优化过程中

通常设定多个扫描段、每个扫描段设定不同的碰撞

能, 获得不同能量下的碎片离子信息. 由于不同品牌

或型号仪器真空度的不同,会引起离子传输速度的差

异,使得最终到达碰撞池的离子动能不尽相同;此外,
碰撞池氩气气压的微小变化, 也影响碰撞裂解过程,
这些因素均会导致最终碰撞裂解产生的子离子碎片

指纹的差异. 在实际实验过程中, 通常需根据特定的

质谱仪器进行个性化的碰撞能优化.

5   LC-MS数据(前)处理

针对复杂混合物中的靶向成分进行定量分析,即
从混合物体系中检测分析某些特定的已知化合物,常采

用提取离子色谱图(extracted ion chromatograms, EIC),
通过从总离子色谱图(total ion chromatogram, TIC)中提

取某个目标离子的色谱图,排除不同组分之间及背景

的干扰, 即使在色谱峰未能完全分离的情况下, 利用

质谱的高分辨性能也可以对特定的组成进行较为准

确的定量分析. 一般可直接利用商业质谱仪器自带的

软件(如DataAnalysis、Xcalibur、MassLynx等)完成相

关数据前处理,如背景扣除、峰平滑、积分等.
各种组学分析方法,如蛋白组学、代谢组学等分

析方法,常被用于复杂混合物体系多个样本的LC-MS
数据的分析, 用于生物标志物或差异代谢物的发现.
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“组学”技术一般数据较为复杂, 包含的信息量较大,
因而数据分析与信息挖掘是组学技术的关键点之一.
本文主要阐述基于LC-MS的非靶向代谢组学数据处

理和分析. 常见的质谱仪器自带的商业LC-MS数据分

析软件大多不具备信号峰对齐功能,且无法实现自动

化批量数据处理, 因此, 非靶向代谢组学数据分析多

采用专业的代谢组学数据处理软件, 如XCMS[71,72]、
MZmine 2[73]、ApLCMS[74]、MAVEN[75]等. 代谢组学

数据处理主要包括数据前处理和数据变换步骤. 数据

前处理是代谢组学数据处理的一个关键步骤,由降噪

与基线校正(背景扣除)、峰识别与积分、峰对齐、峰

补齐构成. 噪音和背景信号主要来自仪器干扰(如检

测器)和分析系统, 如流动相和缓冲盐的组成和浓度

的变化引起的基线漂移. 降噪与基线校正(背景扣除)
是将分析物信号与噪音及背景信号分开. 随后需要从

降噪与扣除背景信号的数据中识别分析物信号,并获

取相关的定量信息(峰强度, 即积分面积或高度). 不
同数据处理软件包所采用的峰识别算法各不相同. 例
如, XCMS有两种峰识别算法: 匹配过滤(matched filter)
和连续小波变换(centWave)[71,72]. 匹配过滤算法先在

设定的质荷比范围内提取离子基峰色谱图(extracted
ion base-peak chromatogram, EIBPC), 在色谱维度 , 再
以高斯函数二阶导数为峰模型进行匹配和过滤和色

谱峰识别. centWave算法采用连续小波变换检测不同

峰宽的峰, 确定峰范围(峰的起点和终点), 取质心峰

(centroid peak)的最大值作为峰的强度. MZmine 2的峰

识别算法包括精确质量测定、构建色谱图、色谱峰

去卷积[73]. Gurdeniz等[76]运用MarkerLynx、MZmine、
XCMS 3种不同软件处理血浆样品LC-MS数据, 比较

正/负离子模式下获得特征的数目,由于不同软件峰识

别算法不同,仅有37%~46%的共同提取特征(图4).

图 4    (a) 负离子模式3种软件提取特征数目; (b) 正离子模

式3种软件提取特征数目[76]

由于各种环境、仪器条件的波动以及样品条件

的变化,用于代谢组学研究的多个样本的LC-MS信号

峰通常会在色谱维度发生样品间保留时间相对漂移

现象. 因此, 进行代谢组学数据多变量分析前一般需

要先对多个样本的LC-MS数据进行信号峰匹配和保

留时间对齐处理. 通常可先利用特定内标统一校正所

有样品的保留时间[77,78]. 针对某些信号峰保留时间发

生局部非线性漂移[71,79], 已开发有许多不同的对齐算

法用于保留时间的非线性校正[80,81]; Lange等[82]比较了

6种不同的保留时间对齐算法,其中XCMS处理代谢组

数据的效果较好. XCMS的对齐算法首先鉴别数百(千)
个性质良好的峰组(peak group)作为对齐标记(markers)
用于其他检出特征(质荷比/保留时间)的对齐. 一般从

代谢组样品中鉴别的标记峰组的数目可足以覆盖样

品的色谱图并正确校正非线性保留时间漂移[71]. 在实

际的代谢组数据处理过程中,部分样品可能不能检测

到某些LC-MS数据特征(质荷比/保留时间),导致代谢

组学数据矩阵出现空缺数据点. 为了实现代谢组学数

据矩阵的完整性,需要对多个样本的数据进行峰补齐

处理. 通常可根据设定的阈值(50%、80%, 即所谓的

“五五”规则、“二八”规则)来筛选判定是否保留某些

峰组(特征)并进行补齐处理. XCMS默认阈值为50%,
即50%或以上的样品都检出同一特征时,将保留该峰

组并进行峰补齐处理. 峰补齐(gap-filling)处理对峰组

中未检测到该特征的样品在相应的峰区域对原始数

据进行积分创建一个峰强度值(面积), 以获得完整的

数据矩阵, 用于后续的多变量统计分析. 经上述前处

理步骤后, 可获得一个完整的代谢组数据矩阵, 其行

表示样品(即谱图),列表示变量(特征). 值得强调的是,
在数据前处理过程中需要结合实验数据及相应的数

据处理方法, 先对相关参数进行调试优化, 方可进行

批量化数据处理.

6   目标化合物的定性定量分析

针对特定目标化合物的定性分析 , 首先可根据

高分辨质谱提供精确分子量预测其元素组成和分子

式, 结合其同位素分布模式信息(包含各同位素峰的

精确分子量以及相对强度比例)进一步加以确证. 以
MicrOTOF-Q II为例, 测定化合物分子量的精度可以

达到10−4 Da, DataAnalysis 4.1 (Bruker)数据分析软件包

中的SmartFormula通过联合利用精确分子量和同位素
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分布模式信息, 计算得到许多可能的分子式, 可进一

步结合氮规则、电子数以及先验的化学知识等信息

进行进一步筛选和排除, 得到候选分子式. 精确的分

子量和真实同位素分布模式(true isotopic pattern, TIP)
是用以判断候选分子式似然性的关键因素;实际测定

的同位素分布模式与基于候选分子式的理论同位素

分布模式的差距用mSigma值来表示, 该值越小, 说明

二者越接近, 候选分子式的似然性越高[83]. 单纯依靠

高分辨质谱获得的精确分子量,预测结果往往会得到

数十个(甚至更多)的可能分子式;结合mSigma值判定,
可很大程度上减少候选分子式的数目. 进一步利用

MS/MS碎片离子信息, 运用SmartFormula3DTM分析可

进一步缩小候选分子式的范围甚至得到唯一的分子

式. 利用CompoundCrawlerTM (Bruker)对分子式进行数

据库检索,可获得该化合物可能的分子结构.
复杂系统的研究不仅需要对其组分进行定性分

析, 还需要对某些目标化合物进行定量测定. LC-MS
是基于质谱信号峰强度进行定量分析. 目标化合物质

谱信号峰强度除了与其浓度相关外,还会受到基质效

应的影响,即与目标化合物共洗脱的其他物质成分(包
括流动相溶剂等)会影响其离子化几率, 不同基质会

对目标化合物的电离起抑制或增强作用,影响定量分

析的准确性[84~86]. 因此, 液质联用定量分析常采用内

标法,选用与目标化合物具有类似结构的化合物或具

有相同分子结构的稳定同位素(如13C、15N、17O等)标
记的化合物作为内标物. 以同位素作内标能够显著性

提高定量测定的准确性和精确度. 对于复杂体系中已

知目标化合物的定量分析常使用同位素稀释质谱法

(isotope dilution mass spectrometry, IDMS),根据目标化

合物与其同位素标记物质荷比的差别,选择提取离子

色谱峰进行分析,分别对目标化合物和同位素标记物

色谱峰进行积分,计算色谱峰面积比值,确定目标物含

量[87,88]. IDMS方法可以有效降低基质效应的影响, 同
时可以减少样品处理及仪器不稳定性造成的影响,并
且IDMS用于复杂体系中微量、痕量成分的定量测定,
具有灵敏度高、准确度好的优点[87]. 但同位素标记物

作为内标,成本较高且不易获得. 为了解决这个难题,
研究者设计、合成了一系列稳定同位素编码衍生化

(isotope-coded derivatization, ICD)试剂,采用同位素编

码衍生技术,使具有某一类官能团的物质通过衍生化

反应同时获得同位素内标物. 此外, 同位素编码衍生

化法通常能够改善目标化合物的色谱分离效果,提高

质谱检测灵敏度[89]; Zhang等[90]以自主合成的非标与

重氢标记的10-甲基-吖啶酮-2-磺酰氯(d0/d3-MASC)为
衍生化试剂,对环境和生物样品中雌激素类化合物进

行定量分析. LC-MS定量分析常采用二级质谱MRM
模式扫描,选择丰度最强、最稳定的子离子进行定量

分析; MRM相比LC-MS一级质谱定量分析具有更高

的选择性, 使用此方法进行定量时, 碰撞能的设置显

得尤为重要, 应避免碰撞能过低, 由于裂解不够导致

子离子强度过低,或碰撞能过高引起过度碎片化导致

目标子离子强度过低,子离子信号强度将影响定量分

析的准确性和线性范围. 已有报道研究者运用IDMS
结合MRM数据采集模式, 实现对地高辛[91]、洋地黄

毒苷[91]、氨基酸[92]的准确定量.

7   多样本数据多变量分析

多样本代谢组学研究通常采用多变量分析以揭

示多个样本间的相互关系(分组)以及各个不同变量对

观察结果的贡献或与观察结果的相关性. 在多变量分

析前, 一般需要对数据进行变换处理, 主要包括归一

化(normalization)和标准化(scaling)等. 仪器稳定性、

基质效应等因素造成的电喷雾离子化过程中离子化

几率的变化, 或样品制备过程中样品浓度的差异, 均
会改变检测到的质谱信号强度. 为了鉴别发现真实的

与实验处理因素相关的代谢物含量的变化,一般需要

对数据作归一化处理. 归一化主要对数据矩阵的行作

处理, 校正整体信号强度的变化或波动, 已有文献报

道了代谢组数据各种不同的归一化方法和策略[93,94].
标准化处理主要对数据矩阵的列作处理,如自标准化

(autoscaling),即每一列变量减去其平均值并除以该列

的标准偏差[95],标准化处理可以改变或校正不同变量

对观察结果贡献或相关性的权重. 经数据前处理和数

据转化后, 为了降低数据的复杂性(维度)和鉴别数据

中显著相关性的变量, 通常对数据进行多变量分析.
两种常用的多变量分析方法为主成分分析(principal
component analyses, PCA)和偏最小二乘法(partial least
squares, PLS)[96,97]. PCA对数据不作分组, 通过散点得

分(score)图和荷载(loading)图可观察样本数据的分布

趋势及逸出值(奇异样本点), 辨识数据中的最大方差

来源. PLS方法假定观察结果的变化是由一组隐(藏)
变量所驱动,隐变量可抽象为实验的处理因素/刺激条
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件等. PLS分析可鉴别数据中用于描述用户定义分组

之间最大协方差的特征矢量[98],该特征矢量在原始测

量数据的变量(特征,质荷比/保留时间)空间轴上的投

影大小可表示原始特征(质荷比/保留时间)与分组的

相关性,可用于指导生物标志物或差异代谢物的发现.
两种处理方法的根本区别为: PLS是用户定义分组的

有监督分析方法,而PCA是一种无监督的单纯减少变

量(降维)方法.

8   总结与展望

随着中药学、生命科学、食品科学、营养科学

和环境科学等的快速发展,越来越多的领域涉及复杂

混合物体系的定性定量分析. 样品制备是复杂混合物

分析的首要和关键环节,也是制约分析化学发展与应

用的瓶颈问题;为了减小分析误差、提高分析的重现

性、保证分析结果的准确性,应尽可能简化样品处理

步骤, 发展程序化与标准化的样品制备方法, 开发自

动化的样品制备平台. 现代分离与分析技术的发展,
使复杂混合物体系的分析有了质的飞跃. 例如, 固相

微萃取-液相色谱-质谱联用(SPME-LC-MS)技术,集采

样、萃取、检测于一体,简化样品制备过程,大大缩短

整体分析时间[99]; 针对复杂样品的快速分析, 可采用

二维液相色谱(2D-LC)技术,通过联合使用不同分离机

理的色谱柱,显著提高复杂混合物的分离能力及峰容

量,降低色谱峰重叠,提高色谱峰鉴定的可靠性[100];对
于热不稳定和低挥发性化合物的分离,超临界流体色

谱(supercritical fluid chromatography, SFC)是液相色谱

和气相色谱的有力补充,并成为手性化合物立体异构

体拆分的首选方法[101].
由于复杂体系组成成分多样,包含许多微量甚至

痕量的化合物成分, 通常难以被检测到, 微量或痕量

未知化合物的结构难以确定. 质谱(尤其结合纳喷技

术)一方面具有较高的检测灵敏度,另一方面,基于高

分辨质谱获得的精确分子量以及同位素分布模式信

息, 结合串联质谱获得的二级(或多级)质谱碎片指纹

包含的丰富的结构信息,能够帮助微量或痕量未知化

合物的结构鉴定. 但由于不同品牌及型号质谱仪之间

各种物理条件(如传输管路真空度、各种加速电压、

碰撞池氩气气压等)的不同, 导致真实的离子碰撞能

的绝对大小难以精确控制, 采集的二级(或多级)质谱

碎片指纹往往存在差异. 由于不同质谱仪器产生特

异性的质谱碎片信息, 限制了二级(或多级)质谱数据

(指纹图谱)的相互借鉴和利用, 不利于建立一套通用

性的二级(或多级)质谱数据库用于未知化合物的鉴

定. 通过设定梯度碰撞能(collision energy ramp)[102],在
二级(或多级)质谱数据采集过程中通过扫描改变碰撞

能的大小并对数据进行加和,不同仪器能够获得较为

一致性的二级(或多级)质谱数据, 可用于建立一套通

用性的二级(或多级)质谱数据库用于未知化合物的鉴

定. 离子淌度质谱技术(ion mobility spectrometry-mass
spectrometry, IMS-MS)利用具有相同分子式但结构不

同的同分异构体的离子与缓冲气体(buffer gas)的碰撞

截面积(collision cross-section, CCS)不同能够对同分异

构体进行分离和识别鉴定,为化合物的结构确证提供

更为精细的结构信息[103].
近年来发展起来的敞开式离子化(ambient ioniza-

tion, AI)技术, 在常压、开放环境下对样品进行离子

化. 例如,质谱成像技术,具有无需样品前处理、实时

原位、低损耗等优点,展现了质谱分析技术发展的重

要趋势,已逐渐应用于复杂体系样品的分析,适合于微

量目标化合物高通量鉴别和检测[104]. 随着高时空分辨

的质谱仪器以及相关联用技术的发展,实验数据量通

常越来越大, 包含的信息量也越来越多, 如何从大量

原始数据中获取有效信息是分析化学面临的一项新

的挑战,这将推动复杂体系数据分析方法的开发及化

学计量学的发展和在复杂混合物体系分析中的应用.
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Analysis of small molecule compounds in complex mixture system
by LC-MS
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Abstract: It has been a challenging task of analytical chemistry to qualitatively and quantitatively analyze the diverse
compounds in the complex mixture. Liquid chromatography-mass spectroscopy (LC-MS), especially, ultra-high
performance liquid chromatography (UPLC) coupled with high resolution mass spectrometry (HRMS), is a powerful
tool for the analysis of complex samples. UPLC can greatly enhance the ability and efficiency of chromatographic
separation. On the other hand, HRMS can provide more precise molecular weight and can thus improve the reliability
and accuracy of qualitative and quantitative analysis. In this paper, we summarized the application of LC-MS technology
to analysis of small molecule compounds in typical complex mixtures (urine, blood, cell metabolites and natural product
extracts), concentrating on sample preparation, data acquisition, data (pre)processing, qualitative and quantitative
analysis, multivariate analysis. Furthermore, technical challenges and developments in the analysis of complex samples
by LC-MS were summarized and prospected.
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