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摘要
在非靶向脂质组学方法中，对脂质进行全面且明确的表征仍然是一项具有挑战性的
任务。为了应对这一挑战，我们创建了一个适用于 LC/Q-TOF 和离子淌度 LC/Q-TOF 
的高度优化的脂质组学数据库，以及易于在许多实验室环境中实施的标准化方法。
为了实现这一目标，我们使用了一种经过高度优化的全面、可靠的 LC/TQ 方法，覆
盖了所有主要脂质类别中的共 763 种脂质[1]。这组脂质是创建个人化合物数据库与谱
库 (PCDL) 的起点，其中包括保留时间 (RT)、MS/MS 谱图和碰撞截面。这些作为正
交测量参数，可确保更高可信度的脂质鉴定。在本应用简报中，我们展示了在非靶
向脂质组学工作流程中使用这一高度优化的 PCDL[2]，旨在帮助用户从脂质组学数据
中获得关键的生物学见解。 

非靶向高分辨率脂质组学数据的靶向
数据挖掘和标注

全面、高可信度的工作流程



2

前言
基于质谱的脂质组学分析依赖于在一次分析运行中分离并随后
鉴定多种结构不同的脂质。通过色谱技术高效分离脂质对于准
确、明确的鉴定至关重要，尤其对于复杂的生物提取物而言。
鉴于每种脂质类别中存在大量同分异构体和同量异位化合物，
再加上它们的色谱行为相似，脂质分离和标注面临着显著的
挑战。

用于分离脂质同分异构体和同量异位化合物的液相色谱技术在
过去几年中取得了重大进展。反相方法、正相方法以及 SFC 
方法均有所涉及。然而，尽管取得了这些重大进展，通过质谱
法鉴定脂质仍然具有挑战性。对脂质进行全面、明确的表征 
（通过 LC/MS）通常需要鉴定其类别、元素组成、R 基团位
置、双键的数量、位置和几何构型以及其他参数。大部分结
构信息可以通过高分辨质谱 (HRMS) 串联 MS/MS 实验获得，
即根据碎片谱库分析质谱数据以进行化合物鉴定。虽然有来
自真实标准品的小型 MS/MS 质谱库可供使用，但许多脂质 
MS/MS 质谱都是使用计算机谱库进行标注的。这可能有助于
提供一些关于脂质类别和 R 基团链长的信息，但通常无法提
供其他重要的分子信息，从而使完整的脂质标注成为一个不切
实际的目标。

为了增加脂质鉴定的可信度并克服其标注中的不确定性，在质
谱分析中通常会使用真实的标准品。这些标准品用于根据其 
RT、精确质量和碎裂模式（如果可用）来匹配质量特征。不
幸的是，这种方法可能存在局限性，因为无法获得数千种脂质
的纯标准品。为了应对这些挑战，需要其他高可信度脂质标注
策略。

对血浆中的脂质实现了高可信度分析。该方案首先采用经过高
度优化的全面、可靠的 LC/TQ 方法（涵盖 763 种脂质）[1]。该
方法覆盖了血浆中的所有主要脂质类别，从小的溶血脂质到较
大的非极性三酰甘油。该方法经过了高度优化，旨在促进对大
量脂质异构体的标注，这也需要合成具有特定异构体特征的脂
质标准品[3]。 

将该方法转移到 LC/Q-TOF 和离子淌度 LC/Q-TOF，这需
要将每个母离子/碎片对的单位质量分辨率质量转换为相应的
精确质量。在使用 LC/Q-TOF 系统进行的靶向和非靶向实验
中，这些精确质量及其相应的 RTs 均被用作母离子。这些实验
中使用的 HPLC 分离方法与原始 LC/TQ 方法相同。然后导出 
LC/Q-TOF 生成的 MS/MS 谱图以创建 PCDL，该 PCDL 可用于
根据精确质量、RT 和 MS/MS 谱图来鉴定可能的脂质分子。 

RT 是高可信度脂质标注最重要的参数之一。使用来自四个不
同地点的实验室间研究的 RTs 相对标准偏差 (RSDs) 来确定 
RT 的日间和实验室间差异[4]。结果表明，超过 600 种脂质的 
RT 的 RSDs < 0.2%。为了进一步增加脂质标注的可信度，我
们生成了一组离子淌度 LC/Q-TOF 碰撞截面 (CCS) 值。通过纳
入 CCS 值，现在可以通过精确质量、RT、MS/MS 谱图匹配
和 CCS 筛选来进行鉴定搜索，从而提高标注的可信度。 

安捷伦出版物 5994-7627EN 详细介绍了生成高可信度 PCDL 
的过程以及为确保实现高度优化而采取的步骤[2]。 

本文讨论了使用高可信度 PCDL 标注脂质的工作流程的实施，
涵盖了从脂质萃取和数据采集到最后一步使用高可信度数据库
进行脂质标注。 

工作流程实施
本工作流程介绍了一种方法，使用 10 µL 血浆样品或者等
量细胞或组织匀浆分析来自 44 种脂质类别的 677 种不同脂
质。采用反相液相色谱分离脂质，然后用高分辨质谱仪进行
分析。使用单色谱柱方法时，每个样品的总分析时间为 16 分
钟，而使用双柱系统时运行时间则为 13 分钟。使用 Agilent 
MassHunter Workstation 软件进行数据处理。 
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实验部分

样品前处理
安捷伦之前的出版物中介绍了样品前处理（包括分离）程序[1]。 
简而言之，使用聚丙烯外置活塞式移液器在 1.5 mL 微量离
心管中进行脂质提取。将 10 µL 血浆与 100 µL 萃取溶剂混
合，萃取溶剂由含有 10 mM 甲酸铵的丁醇:甲醇 (1:1) 和内
标混合物组成。然后将每个样品涡旋混合 5 秒，并超声水
浴处理 1 小时，温度保持在 21–25 °C。然后对样品进行离
心（13000 rpm，10 分钟，20 °C），并将上清液转移至带
有 200 µL 玻璃内插管（部件号 5183-2085）的 1.5 mL 玻
璃样品瓶（部件号 5190-9062）中。使用 PTFE/硅橡胶盖 
（部件号 5185-5820）盖好样品并储存于 -80 °C 下以待分析。

LC 仪器
安捷伦最近推出了一种标准的多组学液相色谱配置，有助于在
任何质谱仪型号上轻松实施代谢物、脂质和蛋白质分析方法。
在分析中采用了这种液相色谱配置，并进一步展示了通过液相
色谱标准化可以实现的 RT 比对。 

液相色谱由 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统和以下模块
组成：

 – Agilent 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A)

 – 配备恒温箱的 Agilent 1290 Infinity II 样品瓶进样器 
(G7129B)

 – Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱 (G7116B)

靶向脂质分析的液相色谱配置使用了 LC/TQ。对于非靶向分析
实验，使用 Agilent Revident LC/Q-TOF 和 Agilent 6560 离子淌
度 LC/Q-TOF 进行质谱和离子淌度测量。常用色谱条件见表 1。 

参数 值

分析柱
Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18, 2.1 × 100 mm, 1.8 µm 
（部件号 959758-902）

在线过滤器
Agilent 1290 Infinity II 在线过滤器，0.3 µm，2 mm 内径，
1300 bar（部件号 5067-6189）

柱温 45 °C

进样量 1 µL（相当于 0.1 µL 血浆）

自动进样器温度 20 °C

进样针清洗
清洗瓶，3 s，1:1 丁醇:甲醇

或者，用 1:1 流动相 A:B 冲洗端口 10 秒

流动相

A) 含 10 mM 甲酸铵，5 µM Agilent InfinityLab 去活剂添加剂 
（部件号 5191-3940）的 5:3:2 水:乙腈:异丙醇溶液

B) 含 10 mM 甲酸铵的 1:9:90 水:乙腈:异丙醇溶液 
（注：请勿向流动相 B 中添加 InfinityLab 去活剂添加剂）

流速 0.4 mL/min

梯度程序

时间 %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

停止时间 16 min

后运行时间 无

表 1. 使用 Agilent Revident LC/Q-TOF 和 Agilent 6560 离子淌度 LC/Q-TOF 进行
脂质组学分析的色谱条件
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Agilent Revident LC/Q-TOF 采集方法
使用配备安捷伦喷射流 ESI 离子源的 Revident LC/Q-TOF 平台
采集 MS/MS 数据。在正离子和负离子两种模式下采集数据。
用于色谱分析的详细实验方法和自动 MS/MS 质谱参数如表 2 
所示。 

参数 值

气体温度 300 °C

气体流速 10 L/min

雾化器压力 25 psig

鞘气温度 300 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 3500 V (+)，3000 V (–)

喷嘴电压 0 V

碎裂电压 150 V

锥孔电压 45 V

八极杆 RF Vpp 750 V

参比质量
m/z 121.050873，m/z 1221.990637 (+) 
m/z 119.03632，m/z 980.016375 (-)

MS 和 MS/MS 范围 m/z 50–3000 (+)

MS 和 MS/MS 最小采集速率 3 幅谱图/秒

分离峰宽 窄（约 1.3 m/z）

碰撞能量 25 eV 

每个循环的最大母离子数 3

基于母离子丰度的扫描速率与基于
母离子丰度的采集速率

是，目标物为 25000 响应值/质谱图

使用 MS/MS 累积时间限 是

剔除未达到目标 TIC 的母离子 否

MS/MS 阈值 5000 响应值和 0.001%

启用主动排除 是，重复一次，然后排除 0.05 min

纯度 严格性 70%，截留率 0%

同位素模型 常见有机分子

母离子排序 1，2，未知

静态排除范围
m/z 40–151 (+) 
m/z 40–210 (–)

表 2. Agilent Revident LC/Q-TOF 自动 MS/MS 参数

Agilent 6560 离子淌度 LC/Q-TOF 采集方法 

使用配备安捷伦喷射流 ESI 离子源的 Agilent 6560 离子淌度 
LC/Q-TOF 平台测定脂质的 CCS 值。在正负离子模式下采集
离子淌度 (IM) 质谱数据，m/z 为 50 至 3000，循环时间为 
1 s/质谱图，IM 捕集阱填充时间为 3800 µs，捕集阱释放时间
为 250 µs。采用四位脉冲序列长度进行多重分析。采用非数
据依赖型采集全离子方法以及每帧交替使用 0 V 和 25 V 碰撞
能量，通过碰撞诱导解离对脂质进行碎裂。IM LC/Q-TOF 的采
集参数如表 3 所示。 

参数 值

气体温度 300 °C

气体流速 10 L/min

雾化器压力 25 psig

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管电压 3500 V (+)，3000 V (–)

喷嘴电压 1000 V

碎裂电压 400 V

八极杆 RF Vpp 750 V

参比质量
m/z 121.050873，m/z 1221.990637 (+) 
m/z 119.03632，m/z 980.016375 (-)

MS 和 MS/MS 范围 m/z 50–3000 (+)

帧率 0.9 帧/s

IM 瞬态速率 17 个 IM 瞬态/帧

碰撞能量 25 eV 

最大漂移时间 60 ms

漂移管入口电压 1750 V

表 3. Agilent 6560 离子淌度 LC/Q-TOF 非数据依赖型采集参数

数据分析软件
使用 Agilent ChemVista 软件来管理和编辑脂质谱库 (PCDLs)。
使用数据分析方法 Lipids.m 来进行批量目标特征提取，正离子
勾选 (+H) 和 (+NH4)，负离子勾选 (-H) 和 (+CH3COO)–。 
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利用 Agilent MassHunter Mass Profiler Professional (MPP) 
15.1 版软件进行差异分析。使用“脂质组学”实验类型创
建了两个实验（正离子或负离子）。采用百分位移位归一化
算法 (75%)，将数据集基线校正到所有样品的中值。Agilent 
MassHunter Mass Profiler (MP) 软件和 MPP 提供了用于查看
和解析复杂脂质组学结果的统计分析软件工具。MP 和 MPP 
可对各个样品的特征进行 RT 和 m/z 比对、进行响应归一化以
及统计分析，以确定不同样品之间的显著差异。MPP 增加了
用于标注脂质分析的实验类型，允许基于脂质类别的归一化并
提供可视化工具。 

MPP 中利用 Agilent MassHunter ID 浏览器 10.0 版在非靶向
工作流程中进行标注，标准要求为质量数在 ±5 ppm 范围内，
RTs 在 ±0.10 分钟范围内。

IM LC/Q-TOF 和 LC/Q-TOF 数据文件的数据分析
使用 MP 软件处理文件。请注意，对于多重分析的数据文件，
在使用 MP 之前首先对文件进行拆分。简而言之，以批处理模
式将来自 IM LC/Q-TOF 的已拆分的数据文件或来自 LC/Q-TOF 
的 .d 文件导入 MP 或 MPP。特征提取之后，使用高可信度 
PCDL 对实体进行标注。标注基于精确质量、RT 和 MS/MS 谱
图匹配。对于 IM LC/Q-TOF 数据文件，也会匹配 CCS 值，以
便为脂质标注提供更高的可信度。图 1 为数据采集和数据分析
工作流程的一般示意图。图 2 为数据分析的步骤和工作流程。 

Agilent Revident LC/Q-TOF

使用高可信度 PCDL 进行分析和鉴定

Agilent Mass Profiler 
软件

Agilent MassHunter 
ID 浏览器

Agilent Mass Profiler 
Professional 软件

Agilent 6560 离子淌度 LC/Q-TOF

图 1. 数据采集和数据处理工作流程
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结果与讨论 
图 3 显示了图 2 中数据处理步骤第 1 步的结果，其中包括特
征发现和标注。可以更详细地查看图 3 表格中的每一行，以
显示提取离子色谱图和所选特征的质谱。

脂质矩阵是 MPP 中可用于查看脂质数据的几种可视化工具之
一。矩阵图显示了样品中 PC 类脂质中每种脂质的丰度水平。
蓝色表示丰度较低。红色表示丰度较高，蓝色和红色之间的颜
色表示丰度逐渐增加（从黄色到橙色再到红色）。图 4 和图 5 
为用于查看脂质数据的几个图表之一。图 5 显示了质量与 RT 
的关系，颜色根据脂质类别而定。 

Kendrick 质量亏损图是可视化同系物的出色工具，如图 6 所
示[5]。杂原子数、环数和双键数相同，但 CH2 基团数不同的化
合物将具有相同的 Kendrick 质量亏损。这些化合物在图上排
列成一条水平线。任何潜在的数据库不匹配或标注缺失都可以
轻松识别。

图 2. 数据分析工作流程示意图

处理数据

查找特征
Agilent Mass Profiler 软件

– 加入样品

– 编辑方法

– 提取并查看特征

鉴定化合物
Agilent MassHunter 

ID 浏览器

– 建立方法

– 指定 PCDL

– 鉴定化合物

– 创建 .cef 文件以供导出

第 1 步. 使用 Agilent Mass Profiler 软件
处理数据文件。

第 2 步. 使用 Agilent Mass Profiler
Professional 软件和第 1 步中导出的 
.cef 文件进行统计分析。

– 创建脂质组学实验

– 导入并分组.cef 文件

– 查看脂质信息

分析脂质
Agilent Mass Profiler 

Professional 软件
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图 3. 使用高可信度 PCDL 对 NIST 血浆提取物进行标注的结果

混合样品（1212 个特征）

保留时间 (min)

6121 个特征
ID 名称 分子式 保留时间

（数据库） 离子形态 质量
（数据库） 保留时间 丰度
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图 4. 使用图 2 步骤 2 中的 Agilent Mass Profiler Professional 软件生成的脂质矩阵。图中显示了 PC 的结果
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图 5. 不同类别脂质的质量与 RT 的关系图

图 6. Kendrick 质量亏损图，显示了 CH2 基团数不同的脂质
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结论
 – 本文介绍了通过非靶向 LC/Q-TOF 和 IM LC/Q-TOF 数据生
成高质量、高可信度脂质标注的工作流程

 – 创建了涵盖所有主要脂质类别的 PCDL

 – LC/Q-TOF 和 IM LC/Q-TOF 工作流程使用具有精确质量、
RT、MS/MS 和碰撞截面条目的高可信度脂质 PCDL

 – 该工作流程涵盖样品前处理、数据采集和数据分析，可为
非靶向 LC/Q-TOF 和 IM LC/Q-TOF 数据提供高可信度脂质
标注
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