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摘要

采用 Agilent 6510 四极杆飞行时间质谱（QTOF）分析地表水

样品中存在的药物。采用快速分离高通量 Extend C18 色谱

柱（粒径 1.8 µm）运行一个简单的梯度洗脱程序。在 54种潜

在的化合物中，使用安捷伦分子特征提取算法（MFE）在一个

样品中鉴定出多达 11种化合物。另一种算法（即 Mass Pro-

filer）也被应用于 MFE 数据处理过程，用来对几个样品进行

比较。由于 MFE 根据特征可能生成数千个潜在化合物，所以

使用精确质量、同位素比和串联质谱对水中的

个人护理用品进行分析

应用

用Mass Profiler对两个不同样品的特征进行统计比较时，能

够判断出哪一个是独有的，哪一个是共存的。所有工作都采用

全扫描质谱数据进行。确定目标化合物时，可借助精确质量全

扫描串联质谱进行结构鉴定。

前言

在 20 世纪后三十年里，化学污染的研究主要被限定为农药污

染。随着 C. Daughton [1] 有影响力的文章的发表，研究重

心开始逐渐转移到药物和个人护理用品（PPCP）对环境的影

响上。许多药物（包括雌激素），已被公认为内分泌干扰物，

或者干扰机体激素生理功能的化学药品。2004 年，一份来自

美国地质调查局（USGS）的报告 [2] 显示，波托马克河中

的小口黑鲈出现了很多的雌雄同体的现象（雄鱼表现出雌鱼的

特征）。

USGS 已经在波托马克河中发现了含有已知或推测为内分泌

干扰化合物的农药、阻燃剂和个人护理用品。 这些化合物之

所以不断成为新出现的污染物被人们所熟知，是因为它们不在

当前的任何监控目标物名单中，却仍在不断地被发现。因此，

运用足够强大的技术手段去鉴定这些化合物及其可能的代谢物

是非常重要的。

在全扫描（质量范围）质谱（MS）中使用精确质量，可得到

用来鉴定的化合物的经验式。此外，高度的质谱分辨率可以实

现共流出化合物的选择性鉴定。同位素比也是有助于鉴定高碳

数化合物，以及包含氯和硫的化合物的有效工具。虽然这些工

具的应用可以在很大程度上确证化合物的分子式，但用户还是

需要判断哪一个才是同分子量化合物可能的结构。

为了辅助结构鉴定的分析需要，我们使用了四极杆飞行时间质

谱（QTOF）的选择性串联质谱。因为安捷伦四极杆飞行时间

环境
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质谱在串联质谱阶段仍可获得非常精确的质量，更容易确定子

离子的结构（即母离子的次级结构）。因此，与派生出的经验

式有关的可能的结构数目就从多个降为一个。

需要从环境中寻找的药物监测名单总是在不断增加，其中有许

多是结构未知的代谢物。鉴定这些化合物需要四极杆飞行时间

质谱技术。此外，在 10-100 s 的相对较短的运行时间里鉴定

样品中的这些化合物，快速扫描功能也是十分必要的。安捷伦

四极杆飞行时间质谱能以每秒 20 张质谱图的速度采集全扫描

质谱数据。这些海量的数据可能蕴含着数目众多的化合物，这

就需要将它们转换为有用的信息。安捷伦分子特征提取

（MFE）是 MassHunter 定性分析软件中的一个标准模

块，它可运行以下步骤：

- 持续移除化学背景

- 消除共流出干扰

- 识别并归类同位素组

- 2D/3D 数据可视化

- 化学识别（精确质量、同位素匹配）

- 检索数据库（NIST、ChemIDPlus）

除了使用质量特征提取算法从色谱数据中抽取化合物特征外，

另一个被称为 Mass Profiler 的算法也被用于不同样品的特

征分析，来确定差异和共性。通过对每个样品进样分析三次，

或者分析同一来源的多个样品，来确定采用 MFE 提取的样品

特征在统计学上的一致性。各样品的秤取结果称为一组。可对

两组不同来源的样品进行比较，观察其特征差异是独有的还是

具有共性的；若存在共性，可观察其丰度是否有差异。

采用固相萃取法对一批水样进行过滤和提取，能够使富集倍数

增加约 1000 倍。本文分析的样品中包含 10-100 ppb 浓度水

平的化合物，即其在原水样中相应的浓度范围为 10-100 ppt。

这些可能存在于这些样品中的的化合物及其精确中性质量见

表 1。

表 1. 给定样品中可能存在的化合物名单及其中性质量

化合物 中性质量 化合物 中性质量 化合物 中性质量

对乙酰氨基酚 151.06333 苯海拉明 255.16231 帕罗西汀 329.14272

沙丁胺醇 239.15214 度洛西汀 297.11873 雷尼替丁 314.14126

阿司匹林 180.04226 依那普利拉 348.16852 舍曲林 305.07380

安非他酮 239.10769 红霉素 573.51210 辛伐他汀 418.27192

咖啡因 194.08038 氟西汀 309.13405 磺胺氯哒嗪 284.01347

卡马西平 236.09496 氟伏沙明 318.15551 磺胺地索辛 310.07358

西咪替丁 252.11572 呋塞米 330.00772 磺胺二甲嘧啶 278.08375

氯贝酸 214.03967 吉非罗齐 250.15698 磺胺甲二唑 270.02452

西酞普兰 324.16379 氢氯噻嗪 296.96447 磺胺甲噁唑 253.05211

可待因 299.15215 酮洛芬 254.09429 噻苯达唑 201.03607

可替宁 176.09496 咪康唑 413.98602 三氯卡班 313.97805

脱氢硝苯地平 344.10084 萘普生 230.09429 三氯生 287.95116

双氯芬酸 295.01668 诺氟西汀 295.11840 甲氧苄啶 274.14298

地尔硫卓 414.16133 去甲舍曲林 293.05000 文拉法辛 267.12593

1,7-二甲黄嘌呤 180.06473 华法林 308.10486
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Agilent 1100 系列二元泵、脱气机、孔板进样器和柱温箱

色谱柱 Agilent ZORBAX RRHT Extend C18

2.1 mm x 50 mm，1.8 µm

安捷伦部件号：727700-902

柱温 40 °C

流动相 A = 0.1% 甲酸水溶液

B = 0.1% 甲酸乙腈溶液

流速 0.3 mL/min

进样体积 5 µL

梯度程序

时间（min）%B

0.0 0

10.0 67 停止时间：15 min

11.0 100 后运行时间：10 min

质谱条件

模式 正离子电喷雾离子化，使用 Agilent G3251A 

Dual ESI 源

雾化器压力 40 psig

干燥气流速 9 L/min

干燥气温度 350 °C

毛细管电压 3500 V

扫描范围 m/z 50–1000

扫描速度 1 次扫描/s

串联质谱条件

碰撞能量 30 V

扫描范围 m/z 50–1000

扫描速度 1 次扫描/s

实验部分

样品制备

制备好的样品由位于科罗拉多州丹佛市的美国地质调查局国家

水质实验室（USGS/NWQL）提供。样品制备过程的细节不

包括在本应用中，但可以根据需要提供。一般采用内含 0.5 g
聚合物吸附剂的一次性聚丙烯注射器式固相萃取小柱从地表水

中提取药物。通过泵压使 1 L 样品通过固相萃取（SPE）小柱。

随后分析物被 1 mL 甲醇洗脱，浓度可被提高三个数量级。

液相质谱方法说明

液相色谱条件

结果与讨论

对所分析的几个样品中的样品 4 和 10 进行讨论。为了了解当

前的工作，我们在图 1 中展示了一张样品 4 首次进样的总离

子流和基峰的重叠色谱图。基峰色谱图的生成有助于分析人员

鉴别色谱图中的色谱峰所对应的实际化合物。图 2 为展示了

这种峰顶端的质谱图。注意这张谱图的复杂性和困难性，困难

性主要是指我们不仅要判断哪个峰有价值（因为它们可能属于

共流出的化合物），还不得不把这种情况推演到色谱图的其它

一些峰上。

利用分子特征提取程序算法处理这些数据文件，可以得到经过

处理的色谱图，其等值线图见图 3。上部左侧的色谱图是未经

加工的 TIC，与图 1 展示的相同。右侧是经过如上所述步骤

处理的色谱图。随机背景噪音已经被去除。下列每张色谱图都

有与之相对应的等值线图，代表了 m/z 表示的质谱数据点和

色谱保留时间点。左下角的等值线图展示了分布非常稠密的数

据点，其中大多数都是随机噪音。

右下角的等值线图是处理过的数据结果，所以生成的大量分子

特征可用于进行进一步仔细分析。实际上，可采用下述设置进

行数据过滤。该样品首次进样大约生成了 5431 个特征：

• 谱图的信噪比 > 2

• 质量范围：m/z 150 - 800

• 考虑 [M + Na]+ 与 [M + NH4] + 加合离子

• 谱图相对强度 > 0.1%

• 每个特征必须包含至少 2 个离子
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假如我们现在需要考察已经发现的一些特征，我们可以从

图 2 色谱峰顶点的谱图开始。保留时间为 6.445 min，在

6.448 min 时 MFE 生成的特征见图 4。图上部未处理的谱

图与图 2 匹配。

然而，在图的底部显示了处理过的包含 12 个生成特征的谱

图，去除了随机噪音并进行过滤。特征列表的一部分见图右侧

所示。

图 1. 样品 4的总离子流色谱图（TIC）和基峰色谱图（BPC）的叠加图

图 2. 保留时间为 6.445 min时基峰顶点的质谱图

?

TIC

BPC
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图 4. 生成的保留时间 6.448 min时的 12个特征

图 3. 样品 4未经处理和经MFE处理的数据

5 , 4 3 1

特征
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行三次进样，以确定出现频率高的特征，以及随机出现可被忽

略的特征。本工作中每个样品均进样三次。数据先通过 MFE
处理生成特征。采用 Mass Profiler 过滤掉每个样品三次进

样分析中不一致的特征。该数据结果称为一组。因此，在比较

样品 4 和 10 的时候，Mass Profiler 将把它们作为组 4 和

组 10。

在图 7 中，Mass Profiler 展示了组 4 和组 10 两者的共同

特征（根据质量与保留时间所得）。通过点击显示的任一个特

征点，我们可以看到两组共有的特征，以及生成中性质量的可

能经验式。

图 5. 显示寻找与表 1所列化合物匹配特征的过滤设置

假如我们希望在过滤数据后只显示本文开头列出的化合物，我

们可以将中性质量加入 MFE 列表，如图 5 所示。我们还假

设目标化合物在 4 min 后才流出，且其质量范围为 150-600，

与表 1 中所列化合物相对应。

图 5 所示化合物的数据被过滤以后，发现了样品 4 的 8 个特

征，在图 6 中显示。包含这 8 个特征的色谱图也一并展示

出来。

在更仔细地检查任一化合物之前，先将样品 4 的数据与另一

个样品，即样品 10 的数据进行比较，采用 Mass Profiler
的算法来完成。为了使用 Mass Profiler，每个样品必须进

表 1 中的质量
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图 7. 组 4和组 10的共 346个特征

图 6. 与表 1所列中性质量对应的 8个特征。同时也展示了相应处理过的色谱图

0 2 4 6 8 10 12 14
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900

Group 4  =  three runs of Sample 4
Group 10 =  three runs of Sample 10
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我们也可以使用 Mass Profiler 根据在两个样品特征存在情

况不同来对两个样品进行比较。在图 10 中我们可以看到这样

的比较。
Lo

g 
2 

0 2 4 6 8 10 12 14

min

log2  10/  4
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-4
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0

2

4
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图 8. 组 4和 10中共有的但大小不同的特征

例如，比较两个样品组之间的特征时，可以生成如图 8 所示

的差异分析图。该图显示了组 10 与组 4 相类似的特征丰度。

更明显的是，在保留时间 8.495 min 处，图 8 中与组 10 对

应的特征数据点的强度大约是与组 4 对应的特征的 4 倍，对

应于两者的 log2 比。点击图 8 中显示的这个数据点，我们可

以看到这个特征被鉴定为苯海拉明，其化学式为 C17H21NO，

质量精确度 0.7 ppm。见图 9。

图 9. 保留时间 8.495 min时与苯海拉明相对应的特征

与质量精确度为 0.7 ppm 的苯海拉明

相对应。化合物在样品 10 中的丰度

比在样品 4 中的大 4 倍。
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图 10. 只在组 4（用方框标出）或组 10中出现的特征

采用 Mass Profiler 可以判断出总共有 33 个特征存在于组

4 或者组 10，不同时存在于两个样品中。 Mass Profiler 中

的显示均为彩色的，组 4 的特征为蓝色，组 10 的特征为红

色，但由于安捷伦的应用一般都采用黑白色印刷出版，所以我

们给组 4 的蓝色特征加上方框以方便观察。

迄今为止，用全扫描质谱模式对所有数据进行采集。一旦鉴别

出的化合物需要更多的结构信息，或者需要对它进一步定量，

我们可以运行有针对性的串联质谱分析，此时，可以将特征的

离子质量看做母离子，将碎片看做具有精确质量的子离子。通

过这些具有精确质量的子离子可以判断其化学式和可能的结

构。因为四极杆飞行时间质谱在串联质谱模式下仍具有很高的

质谱分辨率，我们就可以得到每个离子非常窄的萃取离子色谱

图，并将它们汇总为定量信号。

在图 11 中，我们可以看到咖啡因的精确质量串联质谱碎片，

串联质谱设置见液相质谱方法说明部分。咖啡因是很受关注的

环境污染物，因为许多药物中都含有这种成分。 每个子离子

化学式的产生都基于 C、H、N 和 O 各原子的可能排列。由

于我们知道咖啡因的结构，所以其碎片离子的结构可以通过其

相应的化学式得到。碎片结构的生成使用 ACD/MS Frag-

mentor 软件（ACD Labs 第 10 版，高级化学发展有限公

司，多伦多，加拿大）

结论

使用全扫描质谱和串联质谱中的精确质量对化合物进行鉴定

时，四极杆飞行时间质谱是一个非常理想的仪器。精确质量可

以得到化学式，也可以在串联质谱分析得到子离子时给出结构

信息。由于需要采用由这类仪器得到的大量数据来考察样品中

可能含有的大量已知和未知化合物，所以采用分子特征提取这

类算法将有用特征从化学背景中筛选出来就非常重要。去除随

机背景信号并发现有意义的同位素组信息后，就可以从谱图中

生成这些特征 。

这种分析不仅对单个样品分析有用，而且对于多样品间的比较

也非常重要。可采用 Mass Profiler 的另一种算法进行这种

比较。更特别的是，这些比较可以使我们了解两个样品的共同

特征以及它们在量上的差异。或者，存在于某个样品中的哪些

特征在另一个样品中不存在。一旦某些特征需要进一步研究，

就要对这些特征进行有针对性的串联质谱分析，然后通过产生

的子离子获得其结构信息。
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建议的结构

图 11. 咖啡因的有针对性的串联质谱模式分析-产生的子离子可以用于结构鉴定和定量分析
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