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개요
지질을 완전하고 명확하게 특성 규명하는 일은 비표적 지질체학 접근 방식에서 여전히 
어려운 과제로 남아 있습니다. 이러한 과제를 해결하기 위해, 많은 실험실 환경에서 쉽게 
구현할 수 있는 표준화된 분석법을 통해 LC/Q-TOF 및 Ion Mobility LC/Q-TOF에 적합한 
고도로 선별된 지질체학 데이터베이스가 구축되었습니다. 이를 위해 모든 주요 지질 종류에 
걸쳐 총 763개의 지질을 포괄하는 엄선된 포괄적 LC/TQ 분석법이 사용되었습니다.1 
이 지질 세트는 머무름 시간(RT), MS/MS 스펙트럼, 충돌 단면을 포함하는 personal 
compound database and library (PCDL)를 구축하는 출발점이 되었습니다. 이는 더욱 
높은 신뢰도의 지질 식별을 보장하는 직교 측정 파라미터의 역할을 합니다. 이 응용 
자료에서는 사용자가 지질체학 데이터에서 중요한 생물학적 통찰력을 얻는 데 도움이 
되도록 설계된 비표적 지질체학 워크플로 내에서 큐레이션된 PCDL2의 사용을 시연합니다. 

비표적 고분해능 지질체학 데이터의 
표적화된 데이터 마이닝 및 주석 처리
포괄적이고 신뢰도가 높은 워크플로
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소개
질량 분석 기반의 지질체학 프로파일링에는 단일 분석 과정에서 
구조적으로 다양한 많은 지질을 분리하고 그 후에 식별하는 방법이 
이용됩니다. 크로마토그래피 기술을 사용하여 지질을 효율적으로 
분리하는 것은 특히 복잡한 생물학 추출물에서 지질을 정확하고 
명확하게 식별하는 데 매우 중요합니다. 각 지질 클래스 내에 
이성질체와 등중원소 종이 풍부하고, 이들의 크로마토그래피 
반응이 비슷하기 때문에 지질 분리와 주석 지정은 상당한 어려운 
과제로 대두됩니다.

지질 이성질체와 등중합체를 분리하기 위한 액체 크로마토그래피 
기술은 지난 몇 년 동안 상당한 발전을 이루었습니다. 역상 및 순상 
분석법과 SFC 접근 방식이 모두 사용 가능합니다. 그러나 이러한 
상당한 발전에도 불구하고 질량 분석을 통한 지질 식별은 여전히 
어려운 문제입니다. 일반적으로, 지질 특성을 완전하고 명확하게 
분석(LC/MS를 통해)하려면 지질 종류, 원소 조성, R-기 위치, 이중 
결합의 수, 위치, 형태, 그리고 기타 파라미터를 식별해야 합니다. 
이러한 구조적 정보의 대부분은 고분해능 질량 분석법(HRMS) 
tandem MS/MS 실험을 통해 얻을 수 있으며, 이 경우 스펙트럼 
데이터를 조각 라이브러리와 대조 분석하여 화합물을 식별합니다. 
실제 표준물질을 기반으로 한 소규모 MS/MS 스펙트럼 
라이브러리를 사용할 수 있지만, 많은 지질 MS/MS 스펙트럼은 in 
silico 라이브러리를 사용하여 주석이 달립니다. 이는 지질 종류와 
R-기 사슬 길이에 대한 일부 지식을 제공하는 데 도움이 되지만 
다른 필수적인 분자 정보를 제공하지 않는 경우가 많아 지질에 
대한 완전한 주석 작업이 실현 불가능한 목표가 됩니다.

지질 식별에 대한 신뢰도를 높이고 주석의 모호성을 극복하기 
위해, 질량 분석에서는 실제 표준물질을 사용하는 것이 일반적인 
관행입니다. 이러한 표준물질은 가능한 경우 RT, accurate 
mass 및 조각화 패턴을 기반으로 질량 feature을 일치시키는 데 
사용됩니다. 안타깝게도 수천 가지 지질에 대한 명확한 표준이 
없기 때문에 이러한 접근 방식은 제한적일 수 있습니다. 이러한 
과제를 해결하려면 신뢰도가 높은 지질 주석 처리를 위한 대체 
전략이 필요합니다.

혈장 내 지질을 프로파일링하는 작업이 높은 수준의 
신뢰도로 수행되었습니다. 이 접근법은 먼저 763가지 지질을 
사용하는 엄격하게 선별된, 포괄적 LC/TQ 분석법을 사용하는 
것이었습니다.1 이 분석법은 작은 리소지질부터 큰 비극성 
트리아실글리세롤까지 혈장 내 모든 주요 지질 종류를 포괄하도록 
설계되었습니다. 이 분석법은 다양한 지질 이성질체의 원활한 
주석 지정에 목표를 두고 상당한 수준의 선별 과정을 거쳤으며, 
이를 위해 특정 이성질체 특성을 가진 지질 표준물질도 합성해야 
했습니다.3 

이 분석법은 LC/Q-TOF와 Ion Mobility LC/Q-TOF로 
전환되었는데, 이를 위해서는 각 전구체/조각 쌍의 단위 질량 
분해능 질량을 해당하는 accurate mass로 변환해야 했습니다. 
이러한 accurate mass와 해당 RT는 LC/Q-TOF 시스템을 
사용하여 수행한 표적 및 비표적 실험 모두에서 전구체 이온으로 
사용되었습니다. 이 실험에서 사용된 HPLC 분리 분석법은 원래의 
LC/TQ 분석법과 동일했습니다. LC/Q-TOF에서 생성된 MS/MS 
스펙트럼은 PCDL을 생성하기 위해 내보내졌으며, PCDL은 
accurate mass, RT 및 MS/MS 스펙트럼을 기반으로 추정 지질을 
식별하는 데 사용할 수 있습니다. 

RT는 높은 신뢰도로 지질의 주석을 지정할 때 가장 중요한 
파라미터 중 하나입니다. 4개의 다른 장소에서 진행된 실험실 간 
연구에서 얻은 RT의 상대 표준 편차(RSD)를 사용하여 RT의 일일 
변동성과 장소 간 변동성을 파악했습니다.4 600개 이상의 지질에 
대한 RT의 RSD는 < 0.2%인 것으로 나타났습니다. 지질 주석에 
대한 신뢰도를 더욱 높이기 위해 Ion Mobility LC/Q-TOF에  
대한 충돌 단면적(CCS) 값 세트를 생성했습니다. CCS 값을 
포함함으로써 이제 accurate mass, RT, MS/MS 스펙트럼 일치 
및 CCS 필터링을 사용하여 ID 검색을 수행할 수 있어 주석에 대한 
신뢰도가 높아졌습니다. 

높은 신뢰도의 PCDL을 생성하는 프로세스와 높은 수준의 선별을 
보장하기 위해 취한 단계는 애질런트 발행물 번호 5994-7627EN에  
자세히 설명되어 있습니다.2 

본 자료에서는 신뢰도 높은 PCDL을 사용하여 지질에 주석을 
지정하기 위한 워크플로 구현에 대해 논의합니다. 여기에는 지질 
추출 및 데이터 수집부터 신뢰도 높은 데이터베이스를 활용한 최종 
지질 주석 지정 단계까지 모든 단계가 포괄됩니다. 

워크플로 구현
이 워크플로는 10µL 혈장 시료 또는 동일 양의 세포나 조직 
균질물에서 44가지 지질 클래스에 속하는 677가지의 다양한 
지질 종을 프로파일링하는 방법을 설명합니다. 지질은 역상 액체 
크로마토그래피를 통해 분리한 다음 고분해능 질량 분석기로 
분석합니다. 총 분석 시간은 단일 컬럼 분석법의 경우 시료당 16분,  
이중 컬럼 시스템의 경우 13분이었습니다. 데이터 처리에는 
Agilent MassHunter Workstation 소프트웨어가 사용되었습니다. 
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실험
시료 전처리
분리를 포함한 시료 전처리 절차는 이전 애질런트 발행물에 
설명되어 있습니다.1 간략히 말하면, 지질 추출은 폴리프로필렌 
양변위 피펫을 사용하여 1.5mL 마이크로 원심분리 튜브에서 
수행했습니다. 10μL의 혈장을 10mM 포름산 암모늄을 함유한 
butanol:methanol(1:1)과 내부 표준의 혼합물로 구성된 100μL의 
추출 용매와 혼합했습니다. 각 시료를 5초 동안 진탕한 후 1시간  
동안 수조에서 초음파 처리했으며 온도는 21-25°C 사이로 
유지했습니다. 그런 다음 시료를 원심분리(13,000rpm, 10분, 
20°C)하고 상층액을 200µL 유리 인서트(제품 번호 5183-2085)가 
있는 1.5mL 유리 시료 바이알(제품 번호 5190-9062)로 
옮겼습니다. PTFE/S 캡(제품 번호 5185-5820)을 사용하여  
시료를 막고 분석 때까지 –80°C에서 보관했습니다.

LC 기기
애질런트는 최근 모든 질량 분석기 모델에서 대사체, 지질 및 
단백질 분석법을 쉽게 구현할 수 있게 해주는 표준 멀티오믹스  
LC 구성을 출시했습니다. 이 LC 구성이 분석에 구현되었으며,  
LC 표준화를 통해 가능한 RT 정렬을 추가적으로 보여주었습니다. 

LC는 다음 모듈을 포함한 Agilent 1290 Infinity II LC 시스템으로 
구성되었습니다.

 – Agilent 1290 Infinity II 고속 펌프(G7120A)

 – Agilent 1290 Infinity II 바이알 샘플러, 온도 조절 장치 포함
(G7129B)

 – Agilent 1290 Infinity II 다중 컬럼 온도 조절 장치(G7116B)

표적 지질 분석을 위한 LC 구성에는 LC/TQ를 사용했습니다. 
비표적 프로파일링 실험의 경우, 질량 스펙트럼 및 이온 이동도 
측정을 위해 Agilent Revident LC/Q-TOF와 Agilent 6560 Ion 
Mobility LC/Q-TOF가 사용되었습니다. 일반적인 크로마토그래피 
조건을 표 1에 나타내었습니다. 

파라미터 값

분석 컬럼 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18,  
2.1 × 100mm, 1.8µm (제품 번호 959758-902)

인라인 필터 Agilent 1290 Infinity II 인라인 필터, 0.3µm, 2mm 내경, 
1,300bar (제품 번호 5067-6189)

컬럼 온도 45°C

주입량 1µL(0.1µL 혈장에 해당)

자동 시료 주입기 온도 20°C

니들 세척
바이알 세척, 3초, 1:1 부탄올:메탄올

또는 1:1 이동상 A:B로 10초 동안 포트를 플러싱합니다.

이동상

A) 10mM 포름산 암모늄, 5µM Agilent InfinityLab  
비활성화 첨가제(제품 번호 5191-3940)를 넣은 5:3:2  
물:아세토니트릴:2-프로판올 용액

B) 10mM 포름산 암모늄을 넣은 1:9:90 물:아세토니트릴: 
2-프로판올 용액(참고: 이동상 B에 InfinityLab 비활성화 
첨가제를 첨가하지 말 것)

유속 0.4mL/분

그레디언트 프로그램

시간 %B 
0 15 
2.5 50 
2.6 57 
9 70 
9.1 93 
11 96 
11.1 100 
12 100 
12.2 15 
16 15

정지 시간 16분

사후 시간 없음

표 1. Agilent Revident LC/Q-TOF와 Agilent 6560 Ion Mobility LC/Q-TOF를 
사용한 지질체학 분석의 크로마토그래피 조건.
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Agilent Revident LC/Q-TOF 수집 분석법
Agilent Jet Stream ESI 이온화원이 장착된 Revident LC/Q-TOF  
플랫폼을 사용하여 MS/MS 데이터를 수집했습니다. 
데이터는 양이온 모드와 음이온 모드 모두에서 수집했습니다. 
크로마토그래피에 대한 자세한 실험 분석법과 Auto MS/MS 질량 
분석 파라미터를 표 2에 나타냈습니다. 

파라미터 값

가스 온도 300°C

가스 유속 10L/분

Nebulizer 압력 25psig

Sheath 가스 온도 300°C

Sheath 가스 유속 12L/분

캐필러리 전압 3,500V (+), 3,000V (–)

노즐 전압 0V

Fragmentor 150V

Skimmer 45V

Octopole RF Vpp 750V

기준 질량 m/z 121.050873, m/z 1,221.990637 (+) 
m/z 119.03632, m/z 980.016375 (–)

MS 및 MS/MS 범위 m/z 50-3,000 (+)

최소 MS 및 MS/MS 수집 속도 3스펙트럼/초

분리 폭 Narrow(약 1.3m/z)

충돌 에너지 25eV 

주기당 최대 전구체 3

Precursor Abundance-Based 
Scan Speed with Precursor 
Abundance-Based Acquisition Speed

Yes, target 25,000 counts/spectrum

MS/MS 누적 시간 제한 사용 예

Reject Precursors that Cannot Reach 
Target TIC

아니요

MS/MS 임계값 5,000카운트, 0.001%

Active Exclusion Enabled Yes, one repeat, then exclude for 
0.05 minutes

순도 엄격성 70%, 컷오프 0%

동위원소 모델 일반 유기 분자

전구체 정렬 1, 2, unknown

Static Exclusion Ranges m/z 40-151(+) 
m/z 40-210(–)

표 2. Agilent Revident LC/Q-TOF Auto MS/MS 파라미터.

Agilent 6560 Ion Mobility LC/Q-TOF 수집 분석법 
Agilent Jet Stream ESI 이온화원이 장착된 Agilent 6560 
Ion Mobility LC/Q-TOF 플랫폼을 사용하여 지질의 CCS 값을 
결정했습니다. Ion Mobility (IM) 질량 분석 데이터는 스펙트럼당 
1초의 주기 시간, 3,800µs의 IM 트랩 채우기 시간, 250µs의 트랩 
방출 시간으로 m/z 50에서 3,000까지 양이온 모드와 음이온 모드 
모두에서 수집했습니다. 4비트 펄싱 시퀀스 길이로 멀티플렉싱이 
사용되었습니다. 지질은 데이터 독립형 수집 분석법인 All Ions 
분석법과 0-25V 충돌 에너지 사이에서 교대로 프레임을 사용하는 
충돌 유도 분리를 통해 조각화되었습니다. IM LC/Q-TOF의 수집 
파라미터를 표 3에 나타내었습니다. 

파라미터 값

가스 온도 300°C

가스 유속 10L/분

Nebulizer 압력 25psig

Sheath 가스 온도 350°C

Sheath 가스 유속 11L/분

캐필러리 전압 3,500V (+), 3,000V (–)

노즐 전압 1,000V

Fragmentor 400V

Octopole RF Vpp 750V

기준 질량 m/z 121.050873, m/z 1,221.990637 (+) 
m/z 119.03632, m/z 980.016375 (–)

MS 및 MS/MS 범위 m/z 50-3,000 (+)

프레임 속도 0.9 프레임/초

IM Transient Rate 17 IM transients/frame

충돌 에너지 25eV 

최대 Drift Time 60ms

Drift Tube Entrance Voltage 1,750V

표 3. Agilent 6560 Ion Mobility  LC/Q-TOF 데이터 독립적 수집 
파라미터.

데이터 분석을 위한 소프트웨어
Agilent ChemVista 소프트웨어를 지질 라이브러리(PCDL)를 
관리하고 편집하는 데 사용했습니다. 데이터 분석법인 Lipids.m을  
사용하여 양이온의 경우 (+H)와 (+NH4)를 확인하고 음이온의 
경우 (−H)와 (+CH3COO)–를 확인하여 배치별 표적 feature 추출을 
수행했습니다. 
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Agilent MassHunter Mass Profiler Professional(MPP) 
소프트웨어 버전 15.1이 차등 분석에 사용되었습니다.  
지질체학 실험 유형으로 두 가지 실험(양이온 또는 음이온)이  
만들어졌습니다. Percentile shift 정규화 알고리즘(75%)을  
사용하였으며, 데이터세트의 비교 기준점으로 전체 시료의 
중앙값(median)을 선택했습니다. Agilent MassHunter Mass 
Profiler(MP) 소프트웨어와 MPP는 복잡한 지질체학 결과를 
조사하고 해석하기 위한 통계 분석 소프트웨어 도구를 제공합니다. 
MP와 MPP는 시료 간의 feature에 대한 RT 및 m/z 정렬, 응답 
정규화, 시료 간의 유의미한 차이점을 식별하기 위한 통계 처리를 
지원합니다. MPP에는 주석 처리된 지질 분석을 위한 실험 유형이 
추가되어 지질 종류 기반의 정규화 및 시각화 도구를 이용할 수 
있습니다. 

MPP 내에서 Agilent MassHunter ID Browser 버전 10.0을 
사용하여 비표적 워크플로에 주석을 달았으며, 필요한 기준으로 
질량 ± 5 ppm, RT ± 0.10분을 사용했습니다.

IM LC/Q-TOF 및 LC/Q-TOF 데이터 파일에 대한 데이터 분석
MP 소프트웨어를 사용하여 파일을 처리했습니다. 다중화된 
데이터 파일의 경우, MP를 사용하기 전에 먼저 해당 파일의 
다중화를 해제합니다. 간단히 말해, IM LC/Q-TOF의 다중화된 
데이터 파일이나 LC/Q-TOF의 .d 파일은 일괄 처리 모드로 MP 
또는 MPP로 가져옵니다. Feature 추출 후, 신뢰도가 높은 PCDL을 
사용하여 항목을 주석 처리할 수 있습니다. 주석 처리는 accurate 
mass, RT, MS/MS 스펙트럼 매칭을 기초로 합니다. IM LC/Q-TOF 
데이터 파일의 경우, CCS 값도 매칭되어 지질 주석에 대해 높은 
수준의 신뢰도를 제공합니다. 데이터 수집 및 데이터 분석을 위한 
워크플로의 일반적인 개요를 그림 1에 나타내었습니다. 그림 2는 
데이터 분석의 단계와 워크플로를 보여줍니다. 

Agilent Revident LC/Q-TOF

높은 신뢰도의 PCDL을 사용한 프로파일링 및 식별

Agilent Mass Profiler 
소프트웨어

Agilent MassHunter 
ID 브라우저

Agilent Mass Profiler 
Professional 소프트웨어

Agilent 6560 ion mobility LC/Q-TOF

그림 1. 데이터 수집 및 데이터 처리를 위한 워크플로.
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결과 및 토의 
Feature 찾기와 주석 처리를 포함하는 그림 2의 데이터 처리 단계 
1의 결과를 그림 3에 나타내었습니다. 그림 3의 표에 있는 각 행을 
더 자세히 살펴보면 추출된 이온 크로마토그램과 선택한 feature의 
질량 스펙트럼을 볼 수 있습니다.

지질 매트릭스는 MPP에서 지질 데이터를 보는 데 사용할 수 
있는 여러 시각화 도구 중 하나입니다. 그래픽 디스플레이는 
PC 계열의 각 지질에 대한 다양한 시료 존재비를 보여줍니다. 
파란색은 존재비가 작다는 것을 나타냅니다. 빨간색은 존재비가 
높음을 의미하며, 파란색과 빨간색 사이의 색상은 노란색에서 
주황색, 빨간색으로 가면서 존재비가 점차 높아짐을 의미합니다. 
그림 4와 5는 지질 데이터를 보기 위한 여러 가지 플롯 중 하나를 
보여줍니다. 그림 5에는 지질 종류에 따라 색상이 지정된 질량 대 
RT를 보여줍니다. 

Kendrick mass defect 플롯은 그림 6에서 볼 수 있듯이 동족 
계열을 시각화하는 데 탁월한 도구입니다.5 헤테로원자의 수와 
고리의 수, 이중 결합의 수는 같지만 CH2-기 수가 다른 화합물은 
Kendrick mass defect가 동일합니다. 이러한 화합물은 플롯에서 
수평선으로 정렬됩니다. 잠재적인 데이터베이스 불일치나 누락된 
주석을 쉽게 식별할 수 있습니다.

그림 2. 데이터 분석을 위한 워크플로의 개략도.

데이터 처리

Feature 발견
Agilent Mass Profiler 소프트웨어

– 시료 추가

– 분석법 편집

– Feature 추출 및 검토

화합물 식별
Agilent MassHunter 

ID Browser

– 분석법 설정

– PCDL 지정

– 화합물 식별

– 내보내기 위한 .cef 파일 생성

1단계. Agilent Mass Profiler 소프트웨어로 
데이터 파일을 처리합니다.

2단계. 1단계에서 내보낸 .cef 파일을 사용하여 
Agilent Mass Profiler Professional 
소프트웨어로 통계 분석을 수행합니다.

– 지질체학 실험 생성

– .cef 파일을 가져와 그룹화

– 지질 정보 검토

지질 분석
Agilent Mass Profiler 

Professional 소프트웨어
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그림 3. 고신뢰도 PCDL을 사용하여 NIST 혈장 추출물을 주석 처리한 결과.

복합 시료(1212개 features)

Retention Time (min)

6121 features

ID 명칭 화학식 RT(DB) 이온�종 질량(DB) RT Abundance
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그림 4. 그림 2의 2단계에서 Agilent Mass Profiler Professional 소프트웨어를 사용하여 생성한 지질 매트릭스. PC에 대한 결과를 표시했습니다.



9

그림 5. 다양한 종류의 지질에 대한 질량 대 RT 그래프.

그림 6. CH2-기 수에 따라 달라지는 지질을 보여주는 Kendrick mass defect 플롯.
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결론
 – 비표적 LC/Q-TOF 및 IM LC/Q-TOF 데이터로부터 고품질, 
고신뢰도의 지질 주석을 생성하는 워크플로를 설명했습니다.

 – 모든 주요 지질 클래스를 포괄하는 PCDL이 만들어졌습니다.

 – LC/Q-TOF와 IM LC/Q-TOF 워크플로는 accurate mass, RT, 
MS/MS 및 충돌 단면 항목이 있는 신뢰도 높은 지질 PCDL을 
사용합니다.

 – 워크플로에는 시료 전처리, 데이터 수집 및 데이터 
분석이 포함되며, 이를 통해 비표적 LC/Q-TOF 및 IM 
LC/Q-TOF 데이터에 대한 높은 신뢰도의 지질 주석이 
생성됩니다.
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