
利用安捷伦 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS 
系统进行高通量、高效率的代谢物分析

应用报告

摘要

安捷伦 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS 系统 (6550 Q-TOF) 结合流动注射分析 (FIA) 方法

对 96 个生物提取样品中的小分子化合物进行分析。本实验展示了这一仪器分析系统的优越

性能，与上一代 Q-TOF 仪器的检测结果相比，本分析系统在检测离子数量方面增加了一个数

量级。同时灵敏度和分辨率的大大提高，使得大肠杆菌代谢组学研究的覆盖范围增加了六到

七倍，而且提供了更详细的代谢途径分析。
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前言

代谢组学的主要研究领域是生物系统中复

杂小分子代谢物的综合表征。代谢表型是

基于基因组与环境的相互作用而产生的，

并且最好在代谢产物的水平对其进行监

测。代谢物浓度不仅受到生物合成干扰因

素的影响，而且作为酶的反应底物，它们

也随着酶活性变化而变化。因此在对代谢

过程有显著影响的调控环节（例如转录或

变构调节）中，经常会检测代谢物。

代谢组学为研究基因型-表型的关系提供

了独特的条件。因为代谢物的组合与有机

体的基因型，生理条件和环境条件紧密相

关。它可以很好的检测如基因缺失或插入

这类基因调控引起的表型变化。因此通过

比较缺失和插入已知基因后发生的代谢变

化，代谢组学可以为推断未知基因的功能

提供有力的支持。

基因敲除后的代谢分析需要高通量的实验

方法，因为采用强大的实验设计，研究

容量会很快扩大到成千上万个独立的实验

样本。这些分析方法同样需要对上百种小

分子化合物进行同步的定性定量分析。

精确质量数的高解析质谱结合流动注射

分析（FIA）是解决高通量分析的有效方

法，同时还能通过测定质核比来实现目标

分析物在复杂基质中的鉴别。然而质谱平

台必须具备足够的灵敏度和质量分辨率

来检测和定量低浓度样本中的大量代谢

物。安捷伦 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS 

(6550 Q-TOF) 系统中应用的 iFunnel 技术

可以为代谢组学研究人员提供比任何其

他高分辨液质仪器更加低的检测限，同

时达到亚飞克级的灵敏度，和高分辨率

（40,000 的分辨力）以及精确的质量分

析 (< 1 ppm)。

这篇应用报告主要介绍了一种 FIA 串联 	

6550 Q-TOF 质谱仪用于分析小分子化合

物的方法，其每天可以处理超过 1,400 个

生物提取物。并且与之前的  F IA 安捷

伦  6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS 

系统 (6520 Q-TOF) 进行了比较，实验中

分析了超过 5,000 个化学意义的标准品和

小范围培养的大肠杆菌细胞提取物。1 在

测定大肠杆菌基因重组的代谢组学中列出

的 400-800 个离子时，此方法提供了更精

确的质量和相关性，因此获得的电信号具

有更好可信度。本文采用的分析方法展示

了 6550 Q-TOF 具有优异的性能，分析离子

的数量增加了一个数量级。灵敏度与分辨

率明显提高，对大肠杆菌代谢组学研究的

覆盖能力提高了 6 到 7 倍。大肠杆菌缺

失突变体的监测实验证明了在高通量情况

下，FIA 6550 Q-TOF 平台对主要代谢物的

离子信号响应具有优异的灵敏度。高灵敏度

使得 MS/MS 即使在 0.006 µM 这种低浓

度水平条件下，仍然可以准确鉴定化合物。
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实验部分

标准品和试剂

80 种标准物质的纯品分别购于不同供应商。	

标准品经混合稀释之后，配制成浓度范围

在 0.006 µM-50 µM 的标样，用于优化分

析条件。

仪器 

本实验使用安捷伦 1290 系列 LC泵，	 	

Wellplate 自动进样器并与安捷伦 6550 	

iFunnel Q-TOF LC/MS 系统串联，MS 系

统配有正负操作模式的双电喷雾离子源。

本实验的仪器运行条件见表 1。

样品制备

大肠杆菌提取物经过高速离心，然后用热

水原位提取细胞内极性代谢物得到。1

结果与讨论

标样分析 

实验分析了浓度范围在 0.006 µM - 50 µM，

含有  80 种标准品的混合标样。根据已

知组成和组分性质得到提取离子色谱图

（EICs)。简而言之，我们的实验结果显示使

用 6550 Q-TOF 分析样品的 LOD（0.01µM）

比安捷伦 6520 Q-TOF 的 LOD（2.0 µM）低

了近 10 倍。1

FIA 条件

进样量 1 µL
流速 150  µL/min
HPLC 流动相 60 % 异丙醇/40 % 水 5 mM 碳酸铵, pH 8.9 (v/v)
自动进样器洗针溶剂 50 % 异丙醇/50 % 水 (v/v)
进样循环参数 进样速度：5 µL/s

洗针速度：5 µL/s
进样前延迟：500 ms
进样后延迟：500 ms

Q-TOF MS条件

离子模式 负离子模式，双 ESI
干燥气温度 325 °C 
干燥气流速 5 L/min (氮气) 
雾化室压力 30 psig
毛细管电压 3,500 V
裂解电压 360 V
锥孔电压 65 V
Oct RF Vpp 750 V
采集参数 MS 模式

50–1,000 m/z 采集范围

1.4 张谱图/秒
713.3 毫秒/谱图

9,652 transients/谱图

Q-TOF MS/MS 条件

质量过滤模式 高分辨率

采集参数 MS/MS 模式

25–1,000 m/z 采集

1.4 张谱图/秒

表  1. FIA-Q-TOF 仪器运行条件
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大肠杆菌提取物的分析

使用  6550 Q-TOF 分析  96 种大肠杆

菌提取物时，在噪音水平接近的条件

下，6550 Q-TOF 的响应值是 6520 Q-TOF 

的  10 倍。信号和灵敏度的增强相结

合使得检测离子的数量提高了  11 倍	

扣除背景之后从  1,190 到  13,614）。	

6550 Q-TOF 具有更高的灵敏度，因此它

可以检测数量可观的更多的离子。从原

始图谱（如图 1）可以看出检测到的离子

数量明显增多。先前使用 6520 Q-TOF 只

能检测到的一群紧密排列的波峰，现在

用 6550 Q- TOF 可以清楚的分辨出来。尽

管图谱响应增加了 10 倍，离子的比例和

分布大致一样（如图 2）。正如预想的一

样，6550 Q-TOF的响应值（强度）平均提

高了一个数量级。

代谢物覆盖范围

生物学分析应用的一个关键问题是要覆

盖那些已知代谢物，这些代谢物是生物

体内一些化合物的产物，而且可以通过

仪器检测到。测定得到的代谢物的精确

质量数用来在京都基因和基因组百科全

书（KEGG）数据库中的大肠杆菌列表部

分进行检索。迄今为止，这个列表包括

了 3,223 个化合物。这个目录包括了许

多在本试验中并不希望其出现的农药，

脂类和抗生素。在两组数据中，我们寻

找匹配离子，其中包括多种加合物，同位

素和常见的中性缺失碎片。1质量容差设定

为 0.001 个原子质量单位（amu）
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图1. 安捷伦 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS 系统和安捷伦 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS 系统在流动注射

分析条件下的原始图谱数据示例。使用安捷伦 6550 可以检测到更多数量的离子，同时具有很好的分辨能力。

图 2. 通过 Agilent 6520 Q-TOF (A) 和 Agilent 6550 Q-TOF (B) 分析得到的离子统计柱状图展示了离子的统计

分布，明显可以看出两个系统的相似性以及 6550 Q-TOF 具有更高的离子响应。
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总而言之 ,使用 6550 Q-TOF 检测得到的

可以在已知化合物数据库中鉴定的代谢

物离子与  6520 Q-TOF 的检测结果十分

近似（大约  11–12 %）。然而从绝对

数量来看，大概有 1,600 个化合物可以

被 6550 Q-TOF 检测到，是 6520 Q-TOF 检

测数量的 6-7 倍（如表 2）。值得注意的

是这一数量包括异构体化合物在内。在

没有进行色谱分离的情况下，这一分析

方法不能区分异构体。因此在最好情况

下有 1,600 个化合物可以被检测得到。

然而如果在整个检测池中有可检出的代

谢物存在有异常的同分异构变化，那么

这个方法就可以灵敏的分辨出。在这种

情况下，也可以用其他方法比如 LC/MS  

或者 MS/MS 精确辨认不同的同分异构体。

图 3 中的 KEGG 全局代谢图可以直观的看

出两种 Q-TOF 仪器对细胞代谢系统主要

相关代谢途径所产生的代谢物覆盖程度差

异。这些图谱并没有覆盖所有检测到的代

谢物，只是包括了主要代谢途径涉及的代

谢物。

表 2. 在质量容差值为 0.001 amu 条件下，使用 KEGG  生态数据库检索到的离子情况。

6520 6550
离子

总量 1190 13614
加注离子 130 1601
未知离子 1060 12013
化合物

任何匹配度 305 1669
高匹配度 253 1608

图 3. 图中展示的是通过标注发现的化合物，可以直观看出安捷伦 6550 Q-TOF (B) 比安捷伦 6520 Q-TOF (A) 对
代谢物的覆盖率提高了 6-7 倍。圆点的大小代表对标注的确信程度。
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差异分析

使用 6550 Q-TOF 对一组大肠杆菌突变体

的代谢变化进行检测以评价其分析能力，

该检测之前使用 6520 Q-TOF 进行。对于

所有的检测离子和每一个突变体，用突变

体组和对照组（野生型）对比计算得到其

差异系数（t 检验），如图 4 所示。在所

有的分析结果中，使用 6550 Q-TOF 的主

要优势包括它能迅速的检测出预期代谢物

上游代谢过程中的损伤情况。

虽然使用 6550 Q-TOF 可以检测到更多的

化合物，但是这并没有增加其假阳性的数

量。统计学上是可比较的。这些结果总体

上反应了 FIA 6550 Q-TOF 平台非常适合

检测一体化的代谢反应或者功能性变化。

使用 MS/MS 鉴定化合物

依据经验来评价 6550 Q-TOF 碎片谱图的

灵敏度和质量，即从低浓度的混合标准

溶液 MS/MS 谱图中识别和检测出目标

化合物的能力。可以利用靶向流动注射

分析二级质谱联用（targeted FIA MS/

MS）方法进行子离子扫描，其内含列表

的每次进样中包含四个离子信息。数据

处理软件使用 MassHunter Qualitative 

Analysis（B 04.00 版）的靶向  MS/

MS 检索 (Find by Targeted MS/MS) 功

能对化合物进行定性分析，同时配合使用

安捷伦 METLIN 个人化合物数据库和图书

馆 (PCDL) 进行检索。

6520

6550

A

B

图 4. 大肠杆菌突变体的差异分析表明了方法对代谢反应和功能变化有着良好的适用性。圆点的大小代表p值，	

颜色代表变化趋势。红色=突变体增加，绿色=突变体减少，箭头代表突变的位置（上图为：purM；下图为：	

argB）
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本方法也有局限性，就是实施高通量处

理时却不涉及样品的分离，因此不太可

能有更多的代谢物出现在极性提取液

中。因此 6550 Q-TOF 通过为已知代谢途

径提供大量的数据，可以作为探究有机

体内所有代谢产物的第一步。具有高灵

敏度，高分辨率和高质量准确度等优势

的 6550 Q-TOF 仪器很好的解决了样品量

受到限制研究领域的问题，因为在有些情

况下细胞的培养必须是小量的。
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结论

与 Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF  

LC/MS 系统相比，Agilent 6550 iFunnel 

Q-TOF LC/MS 系统 (6550 Q-TOF) 提高

了灵敏度，分辨率和质量准确度。从而 

FIA Q-TOF 方法使得可检测的离子数量提

高了 10 倍，并且重复性良好，离子响应

值高度增加了 10 倍，主要代谢物的覆盖

范围明显增大。最终得到了更为详尽的

分析结果。灵敏度的提高解决了前面几

代 Q-TOF 在检测突变体能力上的不足。例

如，突变降低了代谢能力，就有可能被检

测到，然而代谢物浓度的变化量却是微小

的。因此利用 6550 Q-TOF 的优势可以快

速对激酶，转录因子，酶抑制剂进行监

测。同时灵敏度提高之后，离子强度随

着增加，提高了二级质谱对化合物的鉴

定能力。

首先，在最大浓度（50 µM）条件下测

定所有化合物的碎片离子进行初步鉴

定。实际上所有已在数据库中存在的化

合物几乎都可以检索到并进行鉴定，分

析结果与数据库匹配之后或者完全一致

或是存在结构相似的异构体。试验测定

了 50µM 到0.006µM 一系列浓度范围的

四种化合物：琥珀酸，柠檬酸，二磷酸

腺苷（ADP）和6-P-葡萄糖的碎片离子

谱图。在低浓度条件下  6550 Q-TOF 可

以提供信息量更加丰富的质谱信息，

而  6520 Q-TOF 在  0.1µM 的浓度条件

下却检测不到色谱峰。结合一些人为推

测，6550 Q-TOF 对待测化合物的检测灵敏

度可以达到 0.006 µM。 
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