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摘要

本研究阐明了小鼠大脑中阿片制剂诱导的代谢变化。通过将 Agilent 7200系列 GC/Q TOF

MS 的 EI MS、EI MS/MS 和 PCI 功能与 Agilent MassHunter 软件工具相结合，获得了

一个非常灵活且全面的用于鉴定代谢组学差异的工作流程。采用该工作流程可以区分吗

啡敏感性和吗啡耐受性的小鼠品系，确定吗啡给药后小鼠的反应差异，并且采用不同的

技术鉴定化合物。
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前言

在美国以及其他一些工业化国家，处方类阿片镇痛剂的滥用显著

增加 [1, 2]。因此需要采取新的方法，并重新评价目前对麻醉药物

成瘾机制的认识。

人类对麻醉药物具有不同程度的成瘾敏感性，同样地，不同小鼠

品系对这些药物的敏感性也明显不同 [3,4]。因此，本文使用一种

阿片依赖的小鼠模型来解决上述问题。

代谢组学是研究吗啡成瘾性生化过程的一个强大的方法，因为它

提供了有关系统生理状态最直接的信息。关于介导神经行为响应

的代谢变化，目前已知的信息非常有限。临床上重要的阿片响应

很可能是通过阿片诱导的代谢变化介导的。

本文所述的研究运用了一种非靶向代谢组学方法，该方法使用气质

联用系统 (GC/MS)来表征小鼠不同品系中阿片诱导的代谢变化，

展现了它们对吗啡敏感度的极大不同。为了充分利用精确质量信

息、全谱的灵敏度、MS/MS 功能以及 EI 和 CI 模式，我们使用了

Agilent 7200 GC/Q-TOF。本方法结合了 Agilent MassHunter 和

Agilent Mass Profiler Professional (MPP) 软件的全部功能，用

于鉴定和确认这些品系小鼠中浓度发生变化的代谢物。我们特别

想要鉴定在吗啡给药后不同品系间出现的代谢物浓度差异，因为

这些变化有助于我们理解吗啡成瘾的机制。本代谢组学研究揭示

了吗啡敏感性小鼠品系的对照组和吗啡给药组之间的腺苷浓度存

在显著变化。我们还观察到两个品系间一些其他代谢物的浓度变

化，包括腺苷 5’-单磷酸盐、甘油酸、胆固醇和神经递质、N-乙酰

天门冬氨酰谷氨酸。

实验部分

材料

C57BL/6和 129Sv1品系小鼠（雄性，7–8周），来自杰克逊实

验室（巴尔港，缅因州）。吗啡来自 Sigma 化学品公司（圣路易

斯，密苏里州）。

仪器

本文联用 Agilent 7890B 气相色谱系统和 Agilent 7200 GC/Q-TOF

系统进行研究。仪器条件列于表 1。

表 1. 气相色谱和质谱条件

气相色谱运行条件

色谱柱 Agilent DB-5 MS 超高惰性色谱柱，

30 m × 0.25 mm，0.25 µm 膜厚

（部件号 122-5532UI）

进样量 1 µL

分流模式比例 分流比 10:1 (EI) 及不分流（PCI 和MS/MS）

进样口温度 250 °C

柱温箱升温程序 60 °C 下保持 1 min，

以 10 °C/min 的速度升至 325 °C

保持 3.5 min

载气 氦气，1 mL/min，恒流

传输线温度 290 °C

质谱条件

离子化模式 EI，正离子 CI（20% 甲烷流量）

离子源温度 230 °C

四极杆温度 150 °C

质量范围 40 – 600 m/z

谱图采集速率 5 Hz，以棒状图和轮廓图两种模式采集
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样品前处理

小鼠连续 4 天吗啡给药，或在同一时间段给予生理盐水作为对照。

从 8周大的雄性 C57BL/6（吗啡敏感性）和 129Sv1（吗啡耐受

性）小鼠中收集脑干组织，分别平行收集 7-8只。采用 Folch方

法提取代谢物 [5]。收集水相萃取液，真空干燥，然后采用盐酸羟

胺的吡啶饱和溶液进行甲氧化衍生，再采用 N-甲基-N-（三甲基

甲硅烷基）三氟乙酰胺 (MSTFA) 和 1% 三甲基氯硅烷 (TMCS) 进

行硅烷化衍生。

数据处理与统计分析

使用MassHunter定量分析软件包中的未知物分析工具对数据进

行色谱峰解卷积处理，然后通过与 Agilent Fiehn GC/MS 代谢组

学保留时间锁定 (RTL)谱库进行对比来鉴定化合物。使用分子结

构关联 (MSC) 软件进一步验证初步鉴定化合物的结构。

采用Mass Profiler Professional (MPP) 这一多变量统计分析软件

工具包进行统计分析。它可用于数据聚类的图形化分析，还可以

确定成对条件间化合物浓度的显著差异。

结果与讨论

色谱峰解卷积和谱库搜索

使用未知物分析工具的色谱峰解卷积可以在每个样品中找到大约

700 个成分（图 1）。使用 Agilent-Fiehn 代谢组学MS 谱库指定相

应的命中匹配，每个样品中大约 70-100 个成分的匹配因子得分大

于 50。在MPP过滤掉所有不展现明显变化的成分后，未鉴定的

成分，以及那些通过 Agilent-Fiehn谱库鉴定的成分，均根据

NIST MS 谱库进行搜索，以确认已鉴定成分和鉴定 Agilent-Fiehn

谱库中不存在的成分。对于一些在任何一个谱库中均没有很好匹配

但又展现出明显变化的高丰度成分，我们将使用其他分析步骤，如

采用 PCI 和 EI MS/MS 对其经验式进行解析，以及采用精确质量

信息和分子结构关联 (MSC)软件工具来推测其结构，这些将在稍

后介绍。

图 1. 采用未知物分析工具进行解卷积和初步的谱库搜索。右下角的图展示了具有相同峰形的成分的解卷积离子，从而证实了它们都来自相同的

成分
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每个样品中先期使用 Agilent-Fiehn 单位质量代谢组学谱库得到鉴

定的大约 60 种代谢物利用精确质量信息进行确证。这可以使我们

排除任何的假阳性结果。将 MassHunter 定性分析软件中的碎片

分子式标注 (FFA)工具与谱库搜索结果相结合，可以使我们很容

易地确证鉴定的化合物（图 2）。当碎片的分子式为谱库搜索所鉴

定分子式的子集时，将此碎片注释并标记为绿色。这对于快速确

证化合物的身份非常有用（图 2）。大多数鉴定到的代谢物是氨基

酸、有机酸和糖类（图 3）。

统计分析工作流程

常是一个繁琐耗时的过程。MPP 软件非常适合于过滤、数据解

析、样品模型创建和预测；它能够高效评估复杂数据和噪声数

据。MPP 提供了简单易懂的工作流程，可以帮助用户确定如何最

好地评估其数据。对于经验更丰富的用户而言，MPP还提供了不

同的统计操作，用户为了优化他们的数据分析，可以采用多种不

同的途径处理数据（更多详情，请参见Mass Profiler Professional

产品样本 5990-4164CHCN）。

图 2. 使用 Agilent MassHunter 定性分析软件中的 FFA 工具得到的某个化合物（腺苷）的标注质谱图。当在谱库中发现命中目标时，FFA 会自动识别分子离子 (MI)，

并且根据命中目标的经验式和精确质谱数据分配碎片分子式。这些标注的离子以绿色表示。如果未能找到某离子碎片的满意匹配，该离子在谱图中就会显示为原

始色（红色）

图 3. 采用 AgilentFiehn 谱库鉴定的 60 种化合物的代谢物分类分布
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一旦在未知物分析软件中完成了解卷积，有关化合物的信息就会

以一种基于 xml 的化合物交换文件格式 (.CEF) 保存。这些文件被

导入到 MPP 中，以确定在成对条件或小鼠品系间，哪些化合物的

含量水平有显著的变化。MPP 工作流程中的一个重要步骤就是化

合物过滤器的正确设置，以确保数据中的绝大部分噪音被滤除，

从而不会对统计分析造成干扰。数据内在的变异程度的大小采用

主成分分析 (PCA) 进行评估（图 4 和图 5），然后进行显著性和倍

数变化分析，采用火山图直观展示（图 6 和图 7）。

图 4. 针对 129Sv1 品系小鼠，对照与吗啡给药的小鼠的 PCA 结果证实了存在两

个不同的集群。在聚类分析中，每个条件下（对照，红色；吗啡，蓝色）

平行分析了 8 份生物样本（小鼠）。对于 C57BL/6 品系小鼠，我们得到了

类似的图形

图 5. 在没有吗啡给药情况下，品系间的比较所得的 PCA 结果展示了两个不同的

集群。在聚类分析中，每个小鼠品系（129Sv1，红色；57BL/6，蓝色）

平行分析了 8 份生物样本（小鼠）。比较吗啡给药后相同的品系，我们得

到了类似的图形
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采用主成分分析进行数据评估

PCA 是一种经常用于数据降维的非监督多变量统计分析技术。它

将测定的变量转换为不相关的主成分，每个主成分都是原始变量

的线性组合。图 4 和图 5 展示了 PCA 分析的典型实例。PCA 图

展示了对照组和吗啡给药组的完美分离，两个小鼠品系也实现了

分离。
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代谢物倍数变化分析

完成 PCA分析后，我们针对吗啡敏感性和耐受性小鼠（分别为

C57BL/6和129Sv1）的吗啡给药和对照样品进行倍数变化 (FC)

分析。首先，我们确定了条件间和小鼠品系间任何给定化合物的

浓度出现生物学显著倍数变化的大小。该分析鉴定出了在所选择

类别间具有重大丰度差异的化合物（实体）。

接下来，为了确定倍数变化分析所得到的评估成对条件或品系之

间的差异是否具有统计显著性，我们进行了一系列 t检验。倍数

变化分析和统计显著性的结果用火山图表示。针对 C57BL/6（吗

啡敏感性）小鼠，通过比较吗啡给药和对照样品的结果，我们注

意到腺苷是唯一表现出统计学上显著变化的化合物：与对照相

比，吗啡给药小鼠的腺苷浓度下降（p < 0.05；图 6）。与此相反，

比较未吗啡给药的 C57BL/6 和 129Sv1 小鼠，我们发现一些化合

物（包括腺苷、腺苷 5’ 单磷酸盐、甘油酸、胆固醇、神经递质和
N-乙酰天门冬氨酰谷氨酸）具有显著的倍数变化（p < 0.05，

图 7），表明两个小鼠品系间存在显著的代谢差异。

图 6. 对于吗啡给药与对照的吗啡敏感性小鼠 (C57BL/6)，浓度 vs. 概率值倍数

变化的火山图。在 C57BL/6 品系中，与对照相比，吗啡给药小鼠的腺苷浓

度下降 (p < 0.05)，并且它是两种条件下唯一浓度发生显著变化的化合物。

绿线表示临界值 p = 0.05（纵轴），以及倍数变化 1.5（x 轴）

图 7. 对于吗啡敏感性小鼠 (C57BL/6) 与吗啡耐受性小鼠 (129Sv1)，浓度 vs. 

概率值倍数变化的火山图。两个品系间有 21 种化合物的浓度显著不同

(p < 0.05)。绿线表示临界值 p = 0.05（纵轴），以及倍数变化 1.5（x 轴）
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采用 EI MS/MS 和 PCI 确定未知物的经验式

采用MassHunter定性分析软件中的 FFA工具，结合精确质量/

高分辨质谱信息与分子式生成工具 (MFG)，有助于确定碎片可能

的分子式。然而，EI 中得到的分子离子时常不确定，使确定化合

物正确的注释和缩小其分类范围非常困难。使用精确质量 7200

GC/Q-TOF 系统具有诸多优势，其一就是它可以通过 PCI 和 EI 离

子化技术，采用 MS 和 MS/MS 获得更多信息。本研究中的一个

例子就是相对于对照组，在 10.34 min时流出的一个未知化合物

在吗啡耐受性 129Sv1小鼠品系进行吗啡给药后逐渐积累，但是

在吗啡敏感品系中，它的浓度却没有显著的变化（图 8）。

我们可以对 EI扫描中产生的离子进行 MS/MS实验分析，以在

EI质谱中鉴定高丰度母离子的子离子，从而辨别出可能的干扰物

质。通过这种方法，您就可以很容易地滤除较高 m/z 的干扰离

子。从图 9 可以看出，m/z 129.1022 和 m/z 72.0808 离子不是

作为母离子的 m/z 228.0665离子的子离子。实际上，虽然 m/z

129.1022 和 72.0808 离子的丰度在两个小鼠品系间是不同的，但

是 m/z 228.0665 离子及其子离子的丰度却并不如此，这表明m/z

228.0665离子可能属于与未知物共流出的一个不同的化合物。因

此，MS/MS 可以帮助我们辨别出质谱中的干扰物质。

图 8. 在吗啡给药的 129Sv1 小鼠中累积的 10.34 min 流出的未知物峰的 EI 谱图。使用 Agilent MassHunter 定性分析软件的MFG 工具对质谱

峰进行标注
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图 9. 利用 Agilent 7200 GC/Q-TOF 系统进行MS/MS 分析可以在目标峰中发现污染化合物。在这种情况下，谱图中具有最高丰度的两个离子（m/z 72.0808 和 m/z

129.1022）明显不是来自离子 m/z 228.0665，说明该离子很可能是一个污染物。比较吗啡给药与对照条件下的结果，通过追踪这些离子的丰度变化，我们证实了

这种假设



随后我们使用 MS模式中的 PCI，甲烷作为试剂气，鉴定出分子

离子为 m/z 158.1419离子，它的甲烷加合物可以帮助我们确证

其分子式（C8H19N2O；图 10）。较高的同位素丰度得分和同位素

质量间距得分提高了鉴定结果的可靠性。获得准确的经验式是化

合物鉴定工作流程早期步骤之一，并且它还可以帮助我们确定化

合物是否为目标物，或者在本研究的情况下，明确该化合物不是

我们研究的重点。

8

图 10. 10.34 min 流出的未知化合物的甲烷 PCI 质谱数据，确证了该分子离子是 m/z 158.1419，另外，其极高的质量准确度、同位素丰度，以及同位素质量间隔得分也

提高了鉴定结果的可靠性。应用MFG 与 FFA 后，PCI 谱图显示了典型的 m/z 158.1419  PCI 甲烷加合物： 159.1496 (M+H)+、187.1797 (M+C2H5)+ 和

199.1801 (M+C3H5)+。以红色表示叠加的理论间隔同位素丰度。FFA 工作流程的结果表格显示在质谱图上方
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图 11. 采用精确质量信息和MFG 鉴定可能的碎片分子式，从而确证了吗啡敏感性品系 C57BL/6 中累积的化合物为α-羟谷氨酸
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使用分子结构关联工具验证初步鉴定化合物的结构

鉴于吗啡敏感小鼠品系 C57BL/6中累积的 a-羟谷氨酸是通过使

用 NIST 谱库而非 Agilent-Fiehn RTL 谱库得到初步鉴定的，我们

需要采用其他步骤来证实该化合物的鉴定结果。首先，我们使用

EI质谱的精确质量信息和 MassHunter定性分析软件中的 MFG

工具，证实了 a-羟谷氨酸的经验式与标注的碎片离子是一致的

（图 11）。然后采用 MSC 软件进一步验证初步鉴定化合物的结构

（图 12）。首先，我们以CEF文件的形式将谱图导入MSC，在MSC

中利用精确质量信息预测碎片的分子式。然后，搜索 ChemSpider

数据库，找到所有可能的结构异构体。a-羟谷氨酸以及另外两个

结构具有最高的匹配得分 (92.88)。除了高匹配得分，a-羟谷氨酸

还比另外两种具有相同得分的结构具有更多的文献参考。虽然这

种确证并不是完全明晰的，但它还是提供了对初步鉴定化合物的

进一步验证。

图 12. 使用分子结构关联工具对初步鉴定的化合物α-羟谷氨酸结构的验证结果。根据相对于所建议分子式的质量误差，以及需要断裂多少化学键来生成所建议分子式的

罚分，我们对每个单独的碎片离子进行了排序
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结论

Agilent 7200 GC/Q-TOF 为代谢组学研究提供了诸多有用的特性，

如精确质量信息、全谱模式的高灵敏度、MS/MS功能，以及在

EI和 CI模式间可以轻易切换的能力。众多 Agilent MassHunter

和 Agilent Mass Profiler Professional 软件功能的使用，如解卷

积、统计分析、碎片分子式自动标注，以及结构解析等，可以帮

助我们鉴定和确证在吗啡敏感性和耐受性小鼠品系中浓度发生变

化的代谢物。我们应用 GC/MS和 LC/MS方法获得了更完整的

代谢组图谱，并且本文结果与以往的 LC/MS 的发现 [3] 相吻合。
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