


前 言

质谱由于灵敏度高、速度快、选择性高、适于与色谱联用、直接给出分子量、分子碎片

等丰富信息等特点，近年来被广泛地应用于各个领域。

质谱最基本的两大能力是定性和定量。在未知物定性领域，我们通常通过谱库检索或者

高精度质谱的元素组成预测能力，去获得最可能的几个匹配结果，再结合我们的经验和其它

谱学的结果，甚至最终人工合成化合物去确认未知化合物。但制约我们、干扰我们人为判断

的最重要难题是：谱库检索或元素组成预测出的结果，是不是可靠的？是不是我们预期的？

为什么常常排在检索结果列表第一位的，并不是我们预期的结果？制约我们的第二个难题

是：如果没有谱库，我们就只能依赖高精度质谱的元素组成预测结果。这时，制约我们的主

要问题是：能实现高精度质量测定的质谱，在仪器成本、使用成本、人员成本上可能都超出

了我们的预算。

即使在定量领域，目前质谱的发展潮流，尤其是在药物残留检测、食品安全等方面，也

越来越强调定量能力和定性能力相结合，一次实验同时给出定性定量结果。因为在严格的受

控列表检查范围以外，不法分子仍然可能添加一些未知的、不在受控列表中的有毒有害物质 。

比如，在这次三聚氰胺事件之后，我们每个分析工作者、尤其是质谱工作者，是否都会在心

中追问：在现有的受控列表之外，还会出现其它的有毒有害物质么？为什么我们不能利用质

谱的定性能力去早日检出、防患于未然呢？

因此，在质谱学中，我们永远无法回避的是定性的问题。

下面的章节里，我们将主要介绍质谱定性利器——MassWorks的一些应用实例，它展

现了MassWorks的几个特点：

1、 在成本较低的常规四极杆质谱仪器上，实现精确质量测定，从而获得更好的定

性结果

2、 操作简单、运行稳定

3、 在 GC/MS联用用于未知有毒有害物质检测时，增强定性确认能力

4、 四极杆型 LC/MS联用，用于药物代谢物鉴定

5、 在 TOF等类型的高分辨质谱上，使用同位素峰形校正技术，使元素组成预测的

能力大幅提高

本应用文集收录了十篇MassWorks应用文章，希望能给广大质谱工作者提供一些有用

的信息，更多资料可以从分析测试百科网上下载：www.antpedia.com。不足之处，请大家

多提意见。

绿绵科技有限公司市场部

二零零八年十月
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通过精确质量确定元素组成：

从四极杆到傅立叶变换离子回旋共振质谱仪

顾鸣，王永东
(Cerno Bioscience，14 Commerce Drive, Danbury, CT 06810, USA)

利用质谱测定元素组成的方法已被广泛应用于各研究领域，如：药物研发、药物代谢、环境研

究、法医、食品安全、香精香料、兴奋剂以及天然产物等。传统的观念认为，要测定元素组成，必须

获得高质量精度；而高质量精度只能从高分辨率质谱获得，如：TOF, Orbitrap或者 FT ICR MS。
最新的傅立叶变换离子回旋共振质谱仪(FT-ICR MS)，其质量分辨率达到 800,000:1，通过它可以

得到＜200ppb的质量精度。但即使在高的质量精度下，仍然会存在好几个候选的化学式，必须依靠其

它手段去选择和推断。而在飞行时间质谱(TOF)上，典型的质量精度约为 5ppm，通常候选的化学式有

5～10个，加大了选择和推断的难度。不幸的是，在上述情况下，正确的结果往往不是质量误差最小

的候选化学式。所以仅仅依靠精测质量一个条件，很难得到唯一可靠的化学式。但这些有着非常近似

质量的候选者由于元素组成不同而产生了不同的同位素分布，这个特点可用于进一步区分它们。

过去，研究者通过调节峰的宽度，来模拟和假定一个同位素高斯分布，试图用这个高斯峰形来区

分上述的差异。但由于候选者彼此间同位素分布的差异极小（通常只有几个百分点），所以过去的方

法常常是失败的，除非化合物中存在特征元素如 Cl或 Br。
为了区分同位素分布之间的微小差异，发展了一种综合的、同时包括质荷比（m/z）校正和更为重

要的峰形校正的方法，可以获取高精度的谱图，从而得到唯一的、正确的元素组成。而且，在低分辨

的四极杆或者三重四极类型质谱仪上，也可用这种校正方法来获得唯一确定的化学式。

1.1.1.1.理论理论理论理论
在质谱中，质量精度符合方程式

SR
1

∝σ

其中，σ表示质量误差(ppm)；R表示质量分辨率，其定义为质量(m/z)除以半峰高处全峰宽

(FWHM)；S表示离子信号强度，此时假定主要的噪音来源于离子计数噪音，因为硬件设计完好的质谱

仪符合这种假定。这个方程，推动着新型质谱仪的发展，因为更高的分辨率与更好的质量精度成正

比。

另外，常规的质谱校正仅仅是进行质量轴的校准，没有考虑质谱峰形的校正，而质谱峰形的校正

对于可靠的质荷比测定以至于元素组成的确定也是至关重要的。下面我们将介绍的是一种新颖独特的

方法，通过这种全新的质谱校正方法，不仅对质量轴进行了校正，而且把峰形函数校正为已知的数学

峰形函数，这个峰形函数是可以根据已知标定离子的理论质量数和同位素分布推导出来。通过实际的

谱图与理论的谱图在数学上的对比，任何质量漂移以及峰形失真都可以得到校正并归纳为一个校正函

数。通过这个既有质量校正又有更为重要的峰形校正函数就可以获得甚至是低分辨下谱图的精确质量

数。

2.2.2.2.实验实验实验实验
未知化合物（m/z＝399 Da）同内标（m/z＝410 Da，C28H60N+,精确质量 410.4726Da）混合，

然后直接进样进入Waters Quattro三重四级杆质谱。Profile（轮廓）采集模式，扫描范围 50-550Da，
采集 1分钟，共获得 57个扫描，选择其中的 8个扫描进行校正。使用内标 C28H60N+的已知离子做校
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正离子，用MassWorks软件进行质量轴和峰形的校正。图 1显示了校正前后的质谱轮廓图，可以非常

准确地得到单同位素的质量数 410.4722Da，质量误差为-0.9ppm。

图 1.1.1.1. 标准离子的校正前质谱图（黑线）和校正后质谱图（红线）

3.3.3.3.结果和讨论结果和讨论结果和讨论结果和讨论
上面所述的 0.9ppm标定误差只是演示了：使用相同的离子（410 Da）校正后，内标离子和理论

值的符合程度。下面我们来应用一个未知离子（399 Da的未知物离子），得到与图 1类似形式的图

2。

图 2.2.2.2. 未知离子的校正前质谱图（黑线）和校正后质谱图（红线）
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使用MassWorks的 CLIPS（校正的同位素轮廓谱线搜索）搜索元素组成，得到 1,517种可能的

化学式，表 1列出了排序最前面的 25种，排在第一位的 C25H23N2OS+质谱准确度为 99.44%，表明测

量的和理论的同位素轮廓的误差为 0.56%。这个来自盲样分析样品的化学式在随后被合作者认为是正

确的。

假定我们采用质量精度能够达到 100ppb的傅立叶变换离子回旋共振质谱仪(FT-ICR MS)，仅仅以

质量精度为条件搜索，会得到 5个候选化学式。在排除掉一个不合理的化学式 C13H26N6O2Na3S+后，

仍然有 4个化学式落在 100ppb的质量精度范围内（见表 2）。注意其中三个错误的化学式在表 1的前

25位中并没有出现，这就表明：即使在单位质量分辨率的质谱中，也可以测定各个化合物的同位素分

布差别；应用新型的质谱校正方法，在三重四级杆质谱上可以得到唯一确定的化学式。

表 1.1.1.1.三重四级杆仪器通过 MassWorksMassWorksMassWorksMassWorks的 CLIPSCLIPSCLIPSCLIPS搜索得到的候选结果
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表 2.2.2.2. 采用 100ppb100ppb100ppb100ppb质量精度的 FTFTFTFT ICRICRICRICR质谱得到的待选结果

4.4.4.4.结论结论结论结论
虽然质量精度在确定元素组成时非常重要，但即使使用高分辨率的 FTMS质谱，如果仅仅应用质

量精度一个条件，我们仍不能确定唯一的化学式。另一方面，对轮廓模式采集的质谱进行正确校正，

以正确的同位素轮廓为基础，我们得到新的度量参数—谱图精度，它使我们即使使用单位分辨率的质

谱，也可以获得唯一的、正确的化学式。

参考文献：参考文献：参考文献：参考文献：
[1] Blom, KR, Anal. Chem., 2001; 73: 715.
[2] Gu, M., Wang, Y., Zhao, X., and Gu, Z., Rapid Commun. Mass Spectrum. 2006; 20: 1110.
[3] Wang, Y., United States Patent, No. 6983213, granted January 3, 2006.

Elemental Composition Determination through Accurate Mass:
From Quadrupole to FT ICR MS

Gu Ming, Wang Yong-dong
(Cerno Bioscience, 14 Commerce Drive, Danbury, CT 06810, USA)

Abstract:Abstract:Abstract:Abstract: AAAA moremoremoremore comprehensivecomprehensivecomprehensivecomprehensive calibrationcalibrationcalibrationcalibration involvinginvolvinginvolvinginvolving m/zm/zm/zm/z andandandand peakpeakpeakpeak shapeshapeshapeshape hashashashas beenbeenbeenbeen
developeddevelopeddevelopeddeveloped totototo attainattainattainattain thethethethe highhighhighhigh spectralspectralspectralspectral accuracyaccuracyaccuracyaccuracy necessarynecessarynecessarynecessary totototo achieveachieveachieveachieve uniqueuniqueuniqueunique elementalelementalelementalelemental
compositioncompositioncompositioncomposition determination.determination.determination.determination. ThisThisThisThis approachapproachapproachapproach cancancancan bebebebe appliedappliedappliedapplied forforforfor formulaformulaformulaformula determinationdeterminationdeterminationdetermination atatatat mumumumuchchchch
lowerlowerlowerlower resolutionresolutionresolutionresolution suchsuchsuchsuch asasasas singlesinglesinglesingle orororor tripletripletripletriple quadrupolequadrupolequadrupolequadrupole massmassmassmass spectrometers.spectrometers.spectrometers.spectrometers.
KeyKeyKeyKey words:words:words:words: AccurateAccurateAccurateAccurate mass;mass;mass;mass; ElementalElementalElementalElemental CompositionCompositionCompositionComposition DeterminationDeterminationDeterminationDetermination
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超越质量精度::::质谱仪器上被忽视了的谱图准确度

Don Kueh, Wang Yong-dong
(Cerno Bioscience, 14 Commerce Drive, Danbury, CT 06810, USA)

概览
� 仅仅依赖测量质量精度，即使达到 1ppm，通常不能得到确定的元素组成结果 (ECD)
� 一个新颖的运算法则自校正质谱的线形峰型（谱图准确度），提供了强大的 ECD计量工具

� 谱图准确度通过同位素轮廓匹配，大大提高元素组成结果的准确识别能力，对于高分辨质谱，

如 TOF或 Orbitrap，大大提升了其对分子式的明确识别能力

引言
即使是 1ppm的质量精度，通常也不能得到明确的元素组成结果[1]。很早以前就知道同位素轮廓图

能够帮助未知离子的元素组成识别[2] ，但以前的方式仅限于包括峰比例或线形匹配的简单一级拟合
[3,4,5]。先前描述的一个新颖运算法则，不但校正了质量精度，同时也校正了线形谱图，大大提高了单

位质量分辨质谱上的质量精度[6]。

这里开发了一个用于高分辨质谱的新方法，可以自校正其线形谱图，将谱图数据校正为可用数学

表达的线形图型，产生具有高谱图精度的完美轮廓谱图，这个高精度的同位素轮廓匹配可以实现确定

的元素组成。在这个工作中，利用不同类型的高分辨质谱，评价了用于元素组成结果的谱图准确度，

说明了谱图准确度对于原则组成结果的重要优势。

方法
谱图采集于三个不同类型的高分辨质谱，包括 Thermo Quantum Ultra (高分辨三重四极杆)、

Bruker micrOTOF (TOF)和 Thermo Orbitrap。
质量范围从 152到 734 Daltons的不同小分子药物，通过 LC/MS和直接注射方式运行在每个仪器

上，全部数据在正离子化模式下采集以得到轮廓谱图。

分析采集得到的数据直接利用MassWorks软件读取、校正、后处理和分析。对于每个感兴趣的离

子，应用下面描述的自校正和搜索程序。 谱图准确度计算为 (1-RMSE) * 100，这里 RMSE是校正和

理论谱图的匹配误差。基于每个仪器的质量精度能力，预先定义一个质量精度窗口，进行元素组成搜

索得到待选分子式列表，然后输入到同位素轮廓搜索。
用于谱图准确度的自校正
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结果与讨论

QuantumQuantumQuantumQuantum UltraUltraUltraUltra ((((四极杆))))的搜索结果

micrOTOFmicrOTOFmicrOTOFmicrOTOF (TOF)(TOF)(TOF)(TOF)的搜索结构

OrbitrapOrbitrapOrbitrapOrbitrap的搜索结果

自校正前后的线形谱图纠正 ((((四极杆))))

上面显示了三个不同仪器的自校正同位素轮廓搜索(s-CLIPS)结果，说明对于提高质谱的化合物检

测是一个强有力的工具。 即使对于具有适中的质量精度，如果单同位素峰完全分离，可实现很好的分
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子式识别。对于全部测量数据，根据谱图准确度 15 次测量中有 14 次正确的化合物排在第一位。例

如：使用 C、H、N、O、Cl 和 S进行酮康唑的元素组成搜索，如果要实现唯一识别，需要优于 200
ppb的质量精度，即使对于 1 ppm的质量精度，仍有超过 40个待选分子式需要进一步进行评价。

另外，自校正方式不需要额外的仪器校正，也不需要额外的化学校正样，分析物离子本身就是校

正物。更重要的是，这种校正方式接近完美，因为在质量轴位置和测量时间是尽最大可能的接近，这

减小了仪器在时间和质量数漂移引起的误差。

结论
� 即使是质量精度高达 1ppm，可能的待选分子式的数量也非常多

� MassWorks 谱图准确度作为一种全新的计量工具，能够实现待选分子式的准确排名，对于高

分辨质谱，如 TOF或 Orbitrap，大大提升了其对分子式的明确识别能力

� MassWorks sCLIPS依靠新型自校正方式，不需要额外进行校正 ，对于每种分子式进行唯一

确定，通过同位素轮廓检索不需要仔细校正仪器也能保证其最高的质量精度

参考文献

[1] Kind, T. BMC Bioinformatics 2006, 7, 234.
[2] S. M. Rock Anal. Chem.; 1951; 23(2); 261-268.
[3] Roussis SG, Proulx R Anal. Chem., 75 (6), 1470 -1482, 2003.
[4] Evans, J. E.; Jurinski, N. B. Anal. Chem. 1975, 47, 961-963.
[5] Tenhosaari, A. Org. Mass Spectrom. 1988, 23, 236-239
[6] Gu, M. et al RCMS, 2006, 20, 764
[7] MassWorks software, Cerno Bioscience, Danbury, CT 06810
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单四极杆 GC/MSGC/MSGC/MSGC/MS测定精确质量在未知物结构解析中的运用

Joseph Mick, Todd Gillespie
( Eli Lilly & Company, Indianapolis, IN )

概览
� 用单四极杆GC/MS测定精确质量，获得元素组成结果 (ECD)，对未知物进行定性或确证

� 采用第二种方法，采用校正同位素峰形对由精确质量获得的元素组成进行匹配，大大提高元素

组成结果的准确识别能力

� 一项新颖的质谱技术，该技术可以在通用的单分辨力质谱仪上获得精确质量数，并可实现未知

物元素组成的准确识别

引言
单四极杆气质联用仪因其价格便宜，操作简单，灵敏度高，适用于多种类型化合物等特点，从问

世以来得到广泛应用。尽管目前市场上各种质谱数据库的出现，使其使用更加便利，但随着研究的不

断深入，仍然有大量的化合物和杂质成分，在这些商品库中是找不到的，这就给我们的分析带来了不

便。

Massworks可以处理各种单分辨力 GC/MS或 LC/MS采集的数据，获得目标物的精确质量，并对

其元素组成结果进行准确识别，最终对目标物进行定性确证。该技术的使用可以大大节省数据处理的

时间，也可为用户节约大量的经费。

仪器和方法
GC/MS：Agilent 6890N/ 5973 MSD，软件版本 D02. 00. 275；
首先，对不同浓度的 11种化合物进行测定，然后对一原料药进行测定，对原料药中的杂质进行定

性分析。

数据采集：Data acquisition：Raw scan；Data Threshold：0；Acquisition Rate：≤ 0.1；Mass
Rang：30-400。

数据处理步骤
1）系统校正数据的采集；

2）样品数据的采集；

3）在MassWorksTM软件中打开校正数据；

4）选择一段质谱图，并产生校正离子列表；

5）软件处理产生校正文件；

6）打开样品数据，选定校正文件；

7）软件对样品数据自动处理后，得到目标物的精确质量数。

结果与讨论
以 Massworks测定的精确质量为基准，按表 1 设定的参数（离子电荷数为 1、质量允许误差为

±9mD）进行检索，得到待选的元素组成结果列表。尽管质量精度已达到 9mD，待选的元素组成的数

目仍较多。同位素峰形轮廓匹配，可以帮助我们从质量数相近的分子式中筛选出真正目标物的元素组

成结果，将其元素组成排列于待选元素组成的前列，在绝大多数情况下往往能排第一位。表 2 是测试

化合物经 Massworks处理后得到的结果，8种目标的元素组成结果均排在待选化学式的第一位，测定

的精确质量数误差在±7mD以内。
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表 1111、 化学式检索参数设置

表 2222、8888种测试化合物MassworksMassworksMassworksMassworks检索结果汇总

质谱仪得到的原始轮廓图，峰形常常存在一定程度的扭曲，而非理论的正态分布，这就给同位素

峰形匹配带来了一定得困难。Massworks在进行同位素峰形匹配前，将原始轮廓图进行校正，得到校

正质谱图（图 1），然后以校正质谱图与理论质谱图进行匹配，从而提高匹配率，大大提高目标物的

排序。

图 1111、原始轮廓质谱图与校正质谱图

采用同位素峰形匹配，从另一个角度可以大大提高分子式识别的准确性。表 3 是棕榈酸乙酯用

Massworks处理后，得到的检索结果，尽管测定的精确质量相对于其它 4 个化合式，质量误差最大-
7.0 mD，但经过同位素峰形匹配后，其排序就提高至第一位，因为其谱图准确度（Spectral
Accuracy）最高 98.4169%。

表 3333、棕榈酸乙酯 MassworksMassworksMassworksMassworks检索结果
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众所周知，样品的信噪比（S/N）低，测定的质量精度就差，从而给准确定性目标物的元素组成

带来了困难。表 4 是 3个化合物在不同浓度下，用Massworks测定精确质量，并进行元素组成检索的

结果，dodecane由于 S/N最低 23，测定的质量误差也最大- 49.2 mD，其化学式在待选 137个元素组

成中的排序也相对靠后，排第 11 位；t-butyl methyl ether 和 2-butanone 在高信噪比（1923、431）
时，测定的质量误差较小（-0.1、-0.8 mD），目标物的元素组成均排在第一位，而低信噪比，质量精

度和排序相对比较差。
表 4444、目标物检索结果排序与信噪比的关系

以 Massworks测定的精确质量为基准，参数设定除将氯换成氟，其余与表 1相同，得到原料药杂

质及其碎片的正确元素组成结果（表 5）。尽管部分杂质的分子离子 S/N较碎片离子小，但我们可以

根据测定的碎片的精确质量数和正确元素组成确定其母离子的元素组成，且碎片离子的元素组成结果

有助于杂质的结构解析。

表 5555、原料药杂质元素组成MassworksMassworksMassworksMassworks检索结果汇总

＊ 做为杂质离子 184184184184的三个碎片离子（122122122122、109109109109、103103103103），其丰度远高于其分子离子（184184184184），通过 MassworksMassworksMassworksMassworks
测定这三个碎片离子的元素组成有助于确定该杂质分子离子的元素组成，同时有助于其结构的解析；

＊＊ 该杂质来自于原材料；

＊＊＊ 离子 165165165165是杂质 166166166166掉了 1111个氢原子的碎片离子。

结论
� Massworks可以在单分辨力 GC/MS上实现未知物的元素组成测定；

� 目标离子的信噪比达 100左右，Massworks测得的未知物的元素组成排在待选化学式的前三

位；

� 当信噪比较低，测定的精确质量的误差就较大，待选的元素组成也就较多，给我们准确地定性

未知物的元素组成带来了困难；同位素峰形匹配检索，为我们准确识别未知物的元素组成提供

了新途径。
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弥补理论与实验质谱图之间的差距

Don Kueh
(Cerno Bioscience, 14 Commerce Drive, Danbury, CT 06810, USA)

概览
� 仅仅依靠精确质量，即使是1 ppm的精度，通常也不能得到明确的元素组成结果（ECD或分子式

识别）

� 质谱轮廓数据的线形校正，能够与理论谱图进行高精度的匹配（谱图准确度），从而实现分子式

的明确识别

� 不同类型的质量分析器、检测器和后处理方法，能够影响谱图准确度，因此必须仔细考虑

引言
质谱是一个能够给定离子的准确理论值的少有几个测量技术之一，这完全基于已知的元素丰度。

这种理论计算出来的质谱图，相当于由具有无限高分辨能力或 FWHM=0时的虚拟质谱仪器得到。然

而，来自任何物理仪器，从单四极杆质谱到 FT ICR MS的质谱信号，相应都具有有限的分辨能力。因

此，将这些仪器得到的测量质谱与理论质谱进行准确比较是非常重要的，不但可以大大提高元素组成

的检测能力[1-4]，而且能够可靠的对叠加的离子信号进行去卷积处理。

实验
利用前面采集并保存下来的数据，提供了不同质量分析器、采集速度、离子化技术、浓度、条件和

不同化合物的测试数据。全部数据在连续（轮廓）数据模式下采集，并转移到MassWorks软件[5]进行

校正、分析和生成分析报告。

由于在低分辨质谱，如LC/MS或GC/MS单四极杆质谱上同位素峰相互叠加，峰形信息不容易从质

谱的轮廓数据中提取出来，因此，必须对已知元素组成的校正离子进行数学处理，才能间接地得到峰

形信息。而更高分辨的质谱系统，如qTOF或FT ICR MS的未知离子的单同位素峰能够与其它同位素峰

很好地分离，因此，不需要使用内标或外标，就可以直接测量得到峰形函数。图1说明了这两种线形校

正方法。

高分辨质谱

单位质量分辨质谱

图1.1.1.1.线形校正
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一旦数据被线形校正后，根据仪器的精确质量能力，生成待选分子式列表，并利用校正离子产生

的线形计算其理论谱图，然后，校正谱图与计算得到的理论谱图进行比较匹配，得到谱图准确度用于

识别唯一的分子式（见图2）。

图 2.2.2.2.计算谱图准确度

结果与讨论

四极杆质谱

大部分四极杆可以得到很好的谱图准确度，因此，利

用其单位质量分辨数据和适中的质量精度（ +/- 10
mDa），能够实现高度确信的分子式识别。某些系统具有

有限的动态范围或仪器结构，因此会得到相对较差的结

果。如果提供足够的信噪比，高分辨和低分辨 GC/MS和

LC/MS系统，能够得到高达 99.5%的谱图准确度。

对于已知的干扰物，或诸如共存的M-H、M或M+H的
碎片干扰，匹配过程也能够很容易解决（上图为M-H共存

干扰物的GC/MS对比图）。

离子阱质谱

离子阱通常不能得到类似四极杆的谱图准确度，左

图显示了校正谱图与理论谱图的放大图，在同位素峰强

度和质量位置上显示了较大的偏差，这个偏差是由于空

间电荷效应造成的。仔细控制离子注入时间和离子强

度，离子阱也能得到可接受的结果，离子阱设计也是一

个重要影响因素。
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TOFTOFTOFTOF

如果仔细操作，避免信号饱和，TOF能够提供很好的谱图

准确度。LC TOF和GC TOF系统能够得到高达99.5%的谱图准

确度，在很多情况下，能够提供唯一的分子式识别。

FTFTFTFT ICRICRICRICR和OrbiTrapOrbiTrapOrbiTrapOrbiTrap

FT ICR和OrbiTrap仪器提供了足够的谱图准确度，始终能

够将正确的分子式排在待选列表中的第一位。谱图准确度绝对

值没有四极杆和TOF仪器高，特别离子强度较弱时，主要原因

可能是仪器内部更低的离子阈值设置。上图显示了M+2和M+3
峰的对比，显示比理论预测更低的同位素强度。可望在仪器数

据处理上进行小小修改，然后大大提供谱图准确度，在这类仪

器上可以实现未知物明确的分子式识别。尽管低的绝对谱图准

确度，但谱图准确度排名仍大大改善了分子式识别的结果。

结论
� 利用MassWorks进行合适的线形校正，可以精确地匹配测量谱图与理论谱图，大大提高高分辨质

谱的分子式识别能力，也能够在单位质量分辨质谱上实现分子式识别

� MassWorks在进行分子式识别测定时 ，谱图准确度值可以反映仪器硬件的状态，硬件状态好，谱

图准确度高； 仪器硬件和固件的改进，可以提高谱图准确度，得到更准确的理论与校正谱图的匹

配结果

参考文献
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用单四极杆质谱进行精确质量测定

Harry Prest
(Agilent Technologies，Santa Clara,CA95051,USA）

————————发表于 Chromatography,Vol.27No.3(Chromatography,Vol.27No.3(Chromatography,Vol.27No.3(Chromatography,Vol.27No.3( 2006)2006)2006)2006)

摘要：众所周知，单位质量分辨的质谱仪（如单四极杆质谱仪），质荷比的测定仅仅只能准确到 0.1-
0.5 Da，因此只能靠测定大致的质量数来进行定性分析。本文介绍了一种新颖的质谱校正技术

——MassWorksTM，它不仅校正质量轴，同时对质谱峰形函数进行校正。通过质量轴校正，既便是在

单位质量分辨的质谱上也能得到 0.00x Da高质量精度，这样使得单分辨质谱仪通过色谱分离后，对未

知离子或离子碎片进行元素组成分析成为可能；软件的同位素峰形线性轮廓校正（CLIPSTM）通过利

用同位素分布信息，可以大大提高元素组成分析的精度，进一步提高单分辨质谱上测定未知物分子式

的能力。

关键词：精确质量数，质谱（MS），单位质量分辨，元素组成，同位素分布，校正

绪论
单四极杆气质联用仪因其价格便宜，操作简单，灵敏度高，适用于多种类型化合物，便携甚至可

以移动使用等特点，已成为环境和其他应用领域的一件常规分析仪器。借助谱库检索（如 NIST谱库）

该类仪器广泛用于已知化合物的常规分析，由于其相对的单位质量分辨和不具有串联质谱功能，该类

仪器往往还不满足未知化合物或新化合物定性分析的要求。

由文献报导可知，即使是单位质量分辨的质谱也可以获得很高的质量精度，这使得我们对未知物

或其碎片的元素组成进行分析成为可能，并且大大促进了代谢物或者其他化合物的鉴定分析能力。化

合物的元素组成鉴定是 qTOF 或 FTMS 等高分辨质谱系统的代表性功能，但这类仪器使用和维护成本

较高。在不改变硬件系统基础上，更精细和全面的第三方质谱校正软件，可以帮助我们在常规的单位

质量分辨仪器上获得必要的高质量精度。软件在 GC/MS 的应用中，仪器自带的校正标样（如

PFTBA），可以直接用于校正方法，只是需要在测定前对部分设定值进行恰当的调整。此外，由于 EI
离子化方式广泛应用于 GC/MS系统，在很多情况下，分子离子碎裂成一些明显的碎片离子，通过对这

些 离 子 的 高 精 确 质 量 测 定 可 获 得 非 常 准 确 的 分 子 离 子 和 碎 片 结 构 的 额 外 信 息 。

本文演示了杀虫剂在安捷伦 5973N MSD上测定后，应用MassWorksTM软件进行校正，来获得分

子离子和碎片离子的精确质量和元素组成的过程。在不具备高分辨质谱或串联质谱的情况下，用单四

极杆质谱测定后，采用 MassWorks TM 软件进行校正，可以大大提高常规分析的定性能力。

实验部分
样品信息：PFTBA校正标样和 17 种有机氯杀虫剂混合标样（1ng/ul），含有 50ng/ul 的 PCB

209（decachlorobiphenyl, C12Cl10）
质谱条件：PFTBA和混标在 50-550 m/z质量范围内以 2^2的扫描速率（A/D样品数＝4）获得原

始扫描数据。

数据获得与分析：图 1显示了数据处理的概要流程。把控制阀调到 ON位置连续注入 5分钟以获

得 PFTBA校正标样的轮廓图。类似的，在混合样品 GC/MS分析时，在整个 19分钟的 GC分离程序

中反复收集质谱轮廓模式扫描信息。使用 Cerno Bioscience 的 MassWorksTM软件中专门的时间窗

口，从 PFTBA质谱扫描的平均结果进行精心设计和全面的质谱校正。这个独特的校正过程既校正了质

量轴，同时校正了质谱峰形函数，这是获得质量精度的关键。接着将这个校正函数应用到每个GC/MS
的扫描数据文档，通过一个数学定义的峰形对称方法锁定在精确的质量数值，将每个原始质谱图转换



15

成校正之后的格式。接着可以将峰检测应用于精确和可靠的计算分子离子/它们的碎片离子的质量位

置，以通过在列出的小质量偏差目录范围内的可能结构来实现化合物鉴定的目的。这个可能的目录可

以通过在MassWorks中的 CLIPSTM（Calibrated Line-shape Isotope Profile Search）进一步优化和大

大的收缩范围，它通过整个同位素轮廓图来确定元素组成，高选择能力通过全面的质谱校正获得唯一

的可能性[7]。

结果与讨论
PFTBA包括分子离子的 12个离子被用来进行全面的MassWorks校正。表 1列出的是它们的元

素组成和理论计算的精确质量。校正将原始质谱扫描转换为完全校准的质谱扫描，平均扫描为 80－
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131。图 2是同一校正离子的原始和校准质谱图。这个校正可以应用到这个过程中所有扫描以检查质量

精度。一旦校准了一个质谱扫描，既便是在这个单位质量分辨的数据中也可以精确的测定质谱峰。表

1列出了所有 12个校正离子校正扫描（进样早期获得）和测试扫描（进样后期获得）的计算质量数和

质量偏差。可以看出尽管测试质量偏差在 2.4mDa之内，校正质量偏差却在 0.5mDa只内。

尽管表 1的结果显示了校正离子自己在超过 5分钟扫描具有很好的质量精度，我们需要将这个校

正运用到不同进样的其他质谱扫描这样一个更严格的测试，使它更适宜一个真正的色谱分离过程。杀

虫剂混合样品的GC/MS分析将会作为一个真正的质谱校正测试，它在真正色谱分离过程中对不同进样

和离子的适用性不同于校正离子。图 3显示了 PCB 209相应于色谱洗脱的 8次质谱扫描平均的精确质
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量报告。可以看到，报告的精确质量数均与根据它元素组成计算的理论值相差 4 mDa之内。由于这个

分子离子是已知的，而且能够很容易的被确证，所以鉴定它的一些 EI碎片离子是更有兴趣的。在 424
Da附近的离子碎片，报告的单一同位素的精确质量为 423.7428 Da，通过设定 C, H, N, O和 Cl这几

个可能的元素组成进行搜索，结果 C12C8
+（准确的质量数为 423.7503Da）以-7.5 mDa的质量偏差排

在候选者中的 17位。然而当把整个同位素分布引入到 CLIPS匹配，C12C8
+变成匹配最高的候选者，

并且这正是这个碎片唯一正确的结构（图 4），尽管质量检测误差稍微大一点。

图 5中在 12.52分钟的一个小的色谱峰在 235Da附近有一个很强的离子信号，通过 7次扫描获得

的精确单一同位素质量为 235.0057Da。根据这个单一同位素质量设定 C, H, N, O和 Cl为可能的元素

进行元素组成检索，得到 C13H9Cl2+（准确质量位 235.0081 Da，或质量误差为-2.4 mDa）排在候选者

中的 21位。后来通过 CLIPS匹配变为匹配度最好的候选者，这个正好是杀虫剂 p,p’-DDD的一个著名

EI碎片的位置正确结构。

为了演示这个精测质量方法在未知化合物鉴定方面的应用，在精测质量之前对图 5中 GC/MS进

样最后 TIC上升部分进行平均，以便帮助鉴定可能的 GC色谱柱流失。图 6（上）是 TIC信号上升部

分相关的平均质谱图。通过精确质量鉴定，结合 CLIPS，在设定 C, H, N, O和 Si为可能元素时检索得
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到了几个可能的元素组成候选者和他们的理论同位素图，如图 6（下）。这些可能的候选者能通过柱

化学知识进一步优化以提高对柱流失的理解。

结论
这篇应用实例展示了在单位质量分辨的单四极杆 GC/MS系统上通过全面和精心设计的质谱校

正，包括质量轴和峰形校正可获得高质量精度的能力。校正可方便的用仪器自带的校正标样，通过注
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入测量法并应用于实际在线色谱分离的GC/MS进样过程。质量偏差因这种外部校正可控制在几个

mDa。这种包括峰形校正的全面校正与 CLIPS相结合能够大大的提高在GC/MS实验中未知化合物结

构的元素组成鉴定能力。
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单四极杆 GC-MSGC-MSGC-MSGC-MS系统进行分子式测定的校正稳定性

顾鸣、王永东
(Cerno Bioscience，14 Commerce Drive, Danbury, CT 06810, USA)
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一个新的校正方式，包括校正质量准确度和谱图准确度，能够在传统的单四极杆气相色谱----质谱上进行

分子式测定，稳定性研究表明，这样完美校正方式和相关的分子式检测是足够稳定的，可以保持一周

而不需要再校正。

EI广泛用于气相色谱-质谱（GC-MS），在EI过程中，分子离子常常被碎裂成多个碎片离子，尽管

样品所测得的质核比（m/z）和谱库比较仅有±0.5 Da准确度，但这些EI碎片离子通过谱库检索（如

NIST）可以提高MS的化合物识别能力，因此，EI谱库检索已经成为GC-MS化合物识别的选择方法。

虽然该方法可以很好地满足一些日常应用，但如果很多化合物具有相似的高检索分数时，化合物识别

就变得含糊不清了。在一些苛刻应用中，如杂质和降解物识别，药物、化学品、食品和香精、香料行

业中的活性组分测定，这些不明化合物可能不在谱库中，因此，这类应用就需要高分辨质谱系统如

GC-TOF测量精确质量数，这类仪器是非常昂贵的，而且需要更高的维护费用。精确质量测定可以进

一步确定谱库搜索结果，或通过分子离子及重要的碎片离子确定元素组成。

在另一篇文章中，Chen及其团队[1]报道了通过新的校正方式，精密地校正了m/z和质谱的线形谱

图，在传统四极杆 GC-MS系统上实现了极高的精确质量测定。由于这个精密设计的校正方式涉及质

量准确度和谱图准确度，关于这个校正及其实际应用的稳定性问题随之出现。

本文针对传统单四极杆GC-MS系统元素组成识别的影响因素，质量准确度和谱图准确度两个方

面，设计了一个校正稳定性研究程序并将结果展现给大家。

原理
传统的质谱校正仅确定质量数，而不考虑仪器线形谱图，仪器线形谱图大大影响质量数测定，特

别是在单位质量分辨仪器如四极杆GC-MS系统。开发的新校正方式[2, 3]不仅校正了质量轴，而且也校正

了仪器的线形谱图，由于质谱的理论峰位（它们是相关离子的质量和）可以非常准确的知道，另外，

我们也可以准确地知道不同同位素及其丰度，通过这些信息可以计算出校正函数，不但校正峰的位

置，而且也校正仪器的线形谱图。

实际仪器的线形谱图常常是未知且很难定义，通过这个新技术校正后，变成对称且可用数学表达

的线形函数，这就大大提高了后续处理能力，包括在单四极杆GC-MS仪器上精确质量数测定能力。通

常来说，利用报告的精确质量信息，在一定的质量偏差内，通过搜索全部可能的化学分子式可以确定

元素组成。依赖仪器内在的质量准确度，在质量偏差范围内得到的分子式均为可能的分子式，如质量

准确度达到1 ppm的仪器，对于500 Da的化合物，限定元素为C、H、N、O、S和Cl时，待选的化合物

有34个。

众所周知，每个唯一分子式具有唯一的同位素分布，理论上来说，这个同位素分布可作为分子式

识别的附加信息。以前，这个方式用于分子式识别被认为是不可行的，因为很难在给定的仪器上将同

位素轮廓图校正到高于98%的谱图准确度[4]，这就限制了使用同位素轮廓图信息，帮助我们减少通过精

确质量测定得到的待选化合物数量。然而，如果谱图准确度能够提高到99%以上，它就能在精确质量

数得到可能分子式列表中识别出唯一的分子式，或在不经常校正的仪器上测定确定的分子式，只要能

保证相对较高的质量精度。

http://www.spectroscopyonline.com
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利用前面描述的仪器校正线形函数，列表中每个待选化合物的理论质谱图可以准确计算出来，并
将其分别与先前校正的测量质谱图比较，高于99%的谱图准确度值被计算出来，用于反映两者微小且

基本不同，然后对给出分子式的可能性进行排名，这个过程叫做校正的线形同位素轮廓搜

（CLIPS），已经证明，CLIPS对于分子式测定优于质量准确度。

实验
全氟三丁胺（PFTBA）校正标样和样品混合物在 Agilent 5973 GC-MS 单四极杆系统上测试一

周，PFTBA 标样通过注射法测试一次，且在一周后实验结束时重复测试一次，混合样品在两次

PFTBA 运行中间，以不同浓度分析 22 次，在这个分析过程中，利用 MassWorks CLIPS (Cerno
Bioscience, Danbury, Connecticut)测试盲样（名义质量数m/z 162）并确定其元素组成。PFTBA和混

合样品在相同MS条件，“raw”模式（原始数据模式或叫做轮廓模式）、质量范围为 50-550 m/z且离子

阈值为零下采集。

利用第一次 PFTBA运行的八个已知碎片离子，校正全部 22次 GC-MS运行，并计算盲样的精确

质量数并确定元素组成，这个校正也应用到第二次 PFTBA运行，测定同样八个碎片离子的精确质量，

以测定两次 PFTBA运行期间的质量漂移。

结果和讨论
图 1显示了第一次 PFTBA运行的总离子流图，0.8 min的保留时间窗口用于校正前的谱图平均。

图 2显示了校正离子 C3F5+校正前后的轮廓模式质谱图，表明虽然经过很好的调谐，但质谱的轮廓图

没有已知且可定义的峰形，而校正后的谱图具有已知且可用数学表达的峰形，校正的质谱图也根据校

正离子的单同位素质量平移到正确的质量数位置。由于惯例且不失通用性，本文中得失电子的质量差

异被忽略，其正确的质量与其离子中性形式一致。

图 1.1.1.1.第一次 PFTBAPFTBAPFTBAPFTBA校正气运行的总离子流图
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图 2.2.2.2. PFTBAPFTBAPFTBAPFTBA校正离子（CCCC3333FFFF5555++++）校正前（黑）后（红）的质谱数据

这个校正被应用在一周后的第二次 PFTBA运行上，表 I列出了同样八个校正离子的精确质量数，

可以发现全部这些离子的系统质量漂移约+7 mDa，折合为 12- 54 ppm，这个误差用于传统的单一同

位素质量搜索确定元素组成常常认为是太大的。
表 I.I.I.I.最后一天校正离子 PFTBAPFTBAPFTBAPFTBA数据采集处理后得到的精确质量数

同样的校正应用到一周内的22次GC-MS运行，图3画出了m/z 162离子的精确质量、离子信号强度

以及校正后测定出盲样（烟碱，C10H14N2）的真实质量，该图在质量误差和信号强度之间展现了很明

显的相关性，这个结果也同文献[5]预测和得到的结果一致。对于强度大于8000 counts，精确质量与真

实质量的偏差在几mDa以内，这也同表I估算的整个质量漂移一致，确定两次PFTBA运行所观察到的整

个质量漂移程度相当于相同离子强度重复测试的随机波动。换句话说，整个系统的~7 mDa质量漂移误

差，相对质量测量本身的随机波动是没有统计意义的（第一次PFTBA校正应用到全部22次GC-MS运
行，不会造成重大的系统质量测量误差）。

图3.3.3.3.报告的质量准确度、单同位素峰离子强度和已知m/zm/zm/zm/z 162162162162 DaDaDaDa的真实质量数

正如文献[6]报道，当质量准确度作为分子式识别的重要工具时，通常只识别给定同位素离子的单一

同位素峰，由于这个原因，即使具有 1-2 ppm质量精度的高分辨质谱，在精确测量的很小质量误差

内，也有很多待选分子式的单一同位素质量落在这个范围内。谱图准确度，一个独立计量工具，可以

计量测定谱图与计算的理论谱图匹配程度，它包含给定离子更多的同位素分布精细结构信息，是比质
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量准确度更重要的信息。另外，由于代表质谱仪器线形谱图的谱图准确度不容易受质谱波动影响，所

以谱图准确度相对质量准确度是更可靠的分子识别工具。

162 Da的未知离子，质量误差超过 50 ppm（表 I和图 3)提供了很好的例子，说明谱图准确度相

对质量准确度的相对重要性和可靠性。以 162 Da离子为未知物，在通常元素 C、H、N、O、F和 Cl
范围内进行元素组成搜索，全部 22次质谱测量利用软件对这个离子进行处理测定它们的分子式，根据

谱图准确度排名，分子式 C10H14N2 排名第一位有 19 次，两次排在第二位，一次排在第三位（图

4），这个分子式后来证明是正确的分子式（烟碱），排名第二和三的测量均为样品浓度较低的情况下

得到。

图 4.4.4.4.m/zm/zm/zm/z 162162162162（烟碱，分子式 CCCC10101010HHHH14141414NNNN2222，真实质量为 162.1157162.1157162.1157162.1157 DaDaDaDa）离子识别

取三次运行（24-17-12、26-18-29和31-11-40）作为例子与理论计算烟碱质谱图进行叠加（图

5），发现在低浓度运行（24-17-12）时得到好的谱图匹配，在更高浓度运行（26-18-29和31-11-40）
得到几乎完美的谱图匹配，这些都反应在相应的谱图准确度这个度量工具上。图5说明谱图准确度直接

同离子信号强度（噪音数据）相关，几乎与时间或质量漂移无关，表明谱图准确度不仅是有价值的信

息，而且是更可靠的分子式识别手段。

图 5描绘了 162 Da烟碱离子的质谱片断，161 Da质谱峰与烟碱离子具有相同的离子强度，因为

GC-MS和串联MS-MS实验中，在离子化-碎裂过程中常常有其它离子或碎片引起同位素响应叠加，这

样的质谱干扰引起 162 Da离子系统质量测量误差，图 3的负质量测量偏差就是充分证据。但这不会影

响计算的谱图准确度，因为 m/z 161 Da离子通过构建 M-H离子也被增加到 CLIPS计算列表中，这里

M代表需要元素组成测定的未知 162 Da离子。原理上讲，相似于 161 Da的更多干扰离子可以处理，

虽然仅可以同时处理两个干扰离子。

虽然这里使用的单四极杆 GC-MS系统，在一周测试期间只有 7 mDa或 162 Da超过 50 ppm的

质量波动，但对于传统的精确质量测定元素组成会造成很大偏差，在一周的测试期间，反应质谱线形

谱图的质量准确度保持不变，不需重新校正就能不断地进行分子式的可靠测定。

结论
稳定性研究表明，这种通过质量准确度和谱图准确度的精密校正的分子式识别方式不受时间波动

的影响，另外，分子式测定方式通过分为质量准确度和谱图准确度保证其可靠性。在一周测试期间，

质量准确度波动约7 mDa，而质谱仪器的线形谱图或谱图准确度变化很小，可以不需重新校正实现分

子式的可靠测定，这是通过利用CLIPS内置的真实同位素处理过程实现的，通过开发给定离子整个同

位素分布的精细结构，而不是仅仅依赖单一同位素峰的精确质量数来实现的。



24

图 5.5.5.5.校正质谱图（红色）与 CCCC10101010HHHH14141414NNNN2222理论质谱图（青色）的叠加图

（上部为第一天实验、中间为两天后实验、底部为一周后实验数据）
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危机环境和本土安全事件中利用快速响应 GC/MSGC/MSGC/MSGC/MS流动实验室提高

未知物识别的确认能力

Jianping Chen1、顾鸣2、王永东2、Don Kuehl2
(1 康涅狄格环境保护局，康涅狄格州， 美国

2 Cerno Bioscience，14 Commerce Drive, Danbury, CT 06810, USA)
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摘要
本文描述一个新方法，利用 GC/MS分析挥发性有机物并大大提高其对“未知”化合物识别的准确度

和可靠性。方法是基于先进的数据处理方法，对GC/MS仪器获得的典型名义质量数据进行处理，并结

合 GC/MS谱库大大提高了化合物识别的准确度。该方法基于建好的 EPA方法用于分析挥发性有机

物，验证了总共 90个环境相关化合物。

引言
康涅狄格环境保护局(CT DEP)位于康涅狄格州的Windsor，是唯一一家装备 GC/MS等分析仪器

的流动实验室，负责本土安全和应急环境事件的现场、快速未知化合物的测定。CT DEP应急响应队

员 24/7待命，通常是救火队员、地方或联邦执法人员遇到不明的可能化学危险物时电话求助，他们的

责任是快速识别这些物质，以便事故指挥官和执法人员作出适当的应变措施，在这种情况下，快速准

确识别至关重要，因为这有助于迅速决定是对无毒物质进行简单控制处理，还是撤离周围居民。

GC/MS是快速识别挥发和半挥发有机物的选择工具，标准 EPA方法能识别超过 200种环境相关

的化合物，这些方法具有很好的灵敏度，根据保留时间和GC/MS谱图检索可以准确识别这些目标化合

物。然而，对于不能用这些方法表征的化合物，仅仅利用GC/MS谱库检索会产生很大的不确定性。错

误识别对于先遣急救员和执法者，可能导致昂贵的、危险的甚至致命的错误响应，确认识别的不确定

性或延迟也将导致公共资源的极大浪费。

为了提高未知物正确识别的可能性，需要一些分析方法进行二次确证分析，如 GC/MS谱库匹配后

接下来利用精确质量GC/MS进行分子式确证。对于化学物识别的初期应答者，挑战是非常严峻的，因

为分析必须具有高度的可信度，必须快速（通常在 1- 3小时内），而且必须依靠流动实验室中已有的

分析仪器。对这些应用，对于GC/MS结果的确信和准确性需要额外的确证工具。

最近在质谱数据处理上的进步，对于在单位分辨质谱上实现准确的分子式识别显示了巨大的潜力
[1]。该应用基于精确质量数和线形校正的新技术，在单位分辨质谱上得到精确质量数和精确的同位素峰

形匹配（谱图准确度）用于分子式识别，得到的结果与高分辨测量仪器具有很好的可比性。

本文呈现一个新方法，通过标准 GC/MS谱库检索，并结合在标准单位质量分辨四极杆GC/MS仪

器的分子式识别进行结果确认，提高 GC/MS对未知物识别的速度和准确性。方法是基于 VOC分析的

标准 EPA方法[2]（EPA 8260B），这里定义为 EVOCA（扩展的 VOC分析）。

实验
使用标准 EPA 8260B方法中 7个标准替代化合物和内标，建立用于评价 EVOCA的测试方案，该

测试方案使用 73个与环境相关的目标化合物，在另一个单独运行中有额外 17个化合物，所以共有 90
个化合物用于评价该方法。

73个目标化合物测试混合物溶解在 10 ml水中，每种组分的浓度约为 20 ug/l，通过吹扫捕集系统

和 50: 1的分流，每种大约 4 ng的组分被引入质谱系统。17种额外化合物制成约 2000 ug/ml的浓

度，进样 1 ul并通过相同比例的分流，每种约 40 ng的组分引入质谱系统。
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Agilent 6890-5973 GC/MS系统安装在 CT DEP流动实验室用于全部分析。分析使用标准 EPA
8260B方法，除了MS被设定为 Agilent的"raw“模式（原始数据模式）采集谱图数据，原始采集模式

采集和保存的MS数据是连续的，这点对于分子式识别的谱图校正是必要的。利用 Agilent
Chemstation软件对每种目标测试化合物在 NIST 02谱库中进行谱图检索，并列出排在前面的检索结

果。图 1显示了 73个目标化合物运行的色谱图和一个感兴趣化合物离子分析结果。额外的 17种

VOCs在独立的运行中使用同样方法进行分析，仅仅是样品引入方式不同。

图 1.1.1.1.顶图显示 73737373种目标 EPAEPAEPAEPA化合物的总离子流图。底图显示 n-n-n-n-丁苯未校正（红色）和校正后及理论（绿和黑

色）谱图的匹配结果，99.85%99.85%99.85%99.85%的谱图准确度匹配几乎完全重叠

每次运行后数据被装载进MassWorks软件(Cerno Bioscience, Danbury, CT)，利用表1中列出替

代化合物和内标的六个选择离子校正质谱数据，得到精确质量数和线形谱图，选择的校正离子质量涵

盖了整个感兴趣的质量范围，提供了全面的谱图校正信息。校正然后应用在整个运行测试上，并对73
种EPA目标化合物和17个额外VOCs中每种化合物谱图进行平均。表2显示了73种目标物中的部分化合

物。根据全部分析结果的精确质量信息，利用每个化合物的单一同位素峰位最大20 mDa质量偏差，对

感兴趣的离子进行分子式检索。既然，方法代表真正未知物分析，设定未知物的元素组成为C、H、
N、O、F、Br、Cl、S和P进行检索，这些也是影响环境和健康的相关化学品中最常见元素。一旦分子

式列表产生，MassWorks校正线形谱图同位素轮廓搜索（CLIPS）的分子式检索功能被应用到选择离

子，并根据谱图准确度列出可能分子式列表。谱图准确度是测量校正的线形谱图与每个候选分子式理

论计算谱图匹配完美程度的指标：

谱图准确度（SpectralSpectralSpectralSpectral AccuracyAccuracyAccuracyAccuracy） ==== (1-(1-(1-(1- |RMSE||RMSE||RMSE||RMSE| )))) **** 100100100100

这里RMSE是校正谱图与理论谱图误差的均方根，因此数据100是完美符合，图2说明了匹配的例子。

得到的分子式结果然后利用谱库检索进行确认，以验证混合物测试的可靠性。
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表1.1.1.1.用于质谱校正的离子和校正误差

注：氘用（2222HHHH）表示

图2.2.2.2. CLIPSCLIPSCLIPSCLIPS检索后n-n-n-n-丁苯谱图匹配结果。顶部显示谱图准确度为99.85%99.85%99.85%99.85%排名第一的校正谱图（红色）与理论谱图（黑

色）的叠加图；底部显示谱图准确度为97.53%97.53%97.53%97.53%排名第二（CCCC7777HHHH15151515OFOFOFOF）匹配图

表2.2.2.2. 94949494种目标VOCsVOCsVOCsVOCs中的部分化合物
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结果和讨论
对于大部分化合物，通过 NIST谱库匹配，分子离子用于确定元素组成，但在某些情况下分子离子

非常弱或没有分子离子峰，在这种情况下，可以用一个或更多的碎片离子用于确证正确的分子式。73
种目标化合物和 17种额外 VOCs质量准确度的标准偏差分别为 13 mDa和 7 mDa，保守设定最大 20
mDa的质量窗口用于元素组成搜索，由于设定的元素组成搜索范围很宽，虽然通常有 50-100待选化

合物，但对于更高分子量的化合物可能会得到更多的待选化合物。即使在高分辨GC-TOF仪器，理想

条件下的 5 ppm[3]质量精度，利用这些限制元素组成搜索时也会得到约 20种待选分子式，而对于“真实

样品”分析，质量准确度可能低 2- 4倍。这说明通过同位素峰形进一步限制待选分子式数量对于得到更

可靠的分析结果是非常重要的。

图 2说明了使用 CLIPS的同位素峰形匹配。谱图校正不但校正了线形谱图也校正了质量轴位置，

利用列表中分子式计算出的理论谱图与测量谱图进行准确对比，不但计算出谱图准确度值，而且可以

看到同位素轮廓比较图，验证其匹配程度。对于 NIST或其它谱库中不存在的真正未知物，对其进行分

析也是可能的，在这种情况下，该方法至少能提供未知物的化学组成信息，结合化学及其它线索帮助

识别化合物。

表 3显示了结果总结。值得注意的是，对于每个测试的化合物，得到的有用分子式信息用于谱库

检索结果的确证。最坏的情况，苯乙烯（C8H8, MW=104.0626 Da）的分子离子（名义质量为m/z
104 Da）用于化合物识别，谱图准确度排名第五，进一步研究表明，二甲苯与苯乙烯是共流出物，它

也在m/z 104 Da产生M-H2的干扰碎片离子，苯乙烯分子离子的谱图准确度为 89.3%，远低于观察的

大部分离子的 98%典型值及更好的 99%。低谱图准确度对于不正确化合物识别是很好的指示，而质量

准确度做不到这点。干扰现象很容易通过对比测量谱图和理论谱图进行证实（如图 3），明显看到不

好的匹配结果，可以猜测是干扰造成的。当仔细研究和检查色谱峰后，猜测二甲苯是一个共流出物，

为了证实这点，将二甲苯的分子离子和它的M-H离子包含进来重新进行 CLIPS搜索，搜索自动计算这

三个离子的最好匹配，得到 99.75%更好谱图准确度，因此可以确认差的谱图准确度是干扰造成的。

表 3.3.3.3.全部化合物的测试结果总结。根据谱图准确度排名，90909090个化合物中除了 4444个外正确离子都排在前两位

该方法的优点是完全以现存的分析方法基础，使用替代化合物和内标，不需要额外的谱图校正标

样如 PFTBA，因此对现存的分析方法不需改变。这简化了分析过程且改进了谱图校正，仅需要额外的

数据分析步骤就得到分子式结果，这意味该方法很容易适合其它实验室。

将 CLIPS搜索应用到多个离子碎片，很容易在 GC/MS上进一步提高分子式识别的确证程度（见

表 4），因为碎片离子的组成元素一定来源于其分子离子。这里，对我们有利的事实是 EI离子化提供

了丰富的化学信息，利用这个相同的方法，我们可以解决 NIST谱库检索中分子离子峰很弱或没有的情

况。在完全未知物时，碎片丢失也能给出结构线索。通过识别不相关分子和碎片离子，这些信息也能

用于帮助识别化合物是共流出物。
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图 3.3.3.3.顶图显示m/zm/zm/zm/z 104104104104苯乙烯离子（CCCC8888HHHH8888,,,,红色）与其理论谱图（黑色）叠加图，匹配结果很差，暗示有干扰离子存在。底

图为包含了二甲苯（CCCC8888HHHH10101010）和脱氢的二甲苯的匹配图，混合物匹配的谱图准确度为 99.75%99.75%99.75%99.75%，确认存在二甲苯干扰。

表 4.4.4.4.甲基丙烯酸乙酯两个碎片离子的 CLIPSCLIPSCLIPSCLIPS检索结果。正确的分子离子排在第二位，通过分析另一个m/zm/zm/zm/z 69696969
离子，正确的分子式能够根据m/zm/zm/zm/z 69696969碎片（CCCC4444HHHH5555OOOO）丢失 CCCC2222HHHH5555OOOO推断出来

结论
正像表3说明的，90个测试化合物中，81个化合物确证的分子式在CLIPS检索列表中排在第一位，

5个化合物排在列表的第二位，总共超过95%化合物具有很高的确证效率，其余的四个化合物排在3-5
的位置，该结果清楚表明，通过这个方法得到的谱图准确度和质量精度对于GC/MS谱库检索提供了高

度可靠的确证。这个方法关键优势在于，能够运行在成本较低的流动GC/MS仪器，提供待测化合物的

精确质量数和分子式，这个额外确认能力在紧急时刻甚至生命危机时刻是非常关键的。

同样方法也很容易扩展到其它应用领域，GC/MS系统对未知半挥发有机化合物（SVOCs）进行

快速识别，包括香精香料、药物降解、天然产物识别和污染等等。这种方式结合化学离子化GC/MS对
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于未知化合物结构解析提供额外的有价值信息。
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AccuTOFAccuTOFAccuTOFAccuTOF DARTDARTDARTDART系统的峰形校正和分子式测定

结合创新的大气压离子化技术和高分辨飞行时间（TOFTOFTOFTOF）质谱的AccuTOFAccuTOFAccuTOFAccuTOF DARTDARTDARTDART系统[1][1][1][1]，是未知

化合物识别的有利工具。尽管系统具有相对较高的质量准确度，但仅仅依靠质量准确度用于分子式筛

选，很难得到唯一的分子式。MassWorksMassWorksMassWorksMassWorks sCLIPSsCLIPSsCLIPSsCLIPS的峰形校正能大大提高仪器唯一识别未知物的能

力，而且在存在干扰的情况下不需要额外校正也能很好识别。

引言
运行在 5000或更高分辨率的飞行时间质谱（TOF），通过细致实验，及将一个或更多内标与分析

物选择性或同时引入质谱系统的锁定质量喷雾[2]或双喷雾[3]，能够获得 5 ppm甚至更高的质量精度。

DART离子化技术的发明，大大简化了这些内标的引入，由于可以适用不同类型的样品，它可以很少

或不需要样品制备过程，实时或现场进行精确质量测定[4]。

虽然 5 ppm的高质量精度对于元素组成检测是必要的，但这对于未知物分子式识别并不充分，即

使是高于 ppm级的质量精度，也有一些化学上可能的分子式待选，特别是当m/z高于 400 Da[5-6]。
幸运的是，有其它重要信息能用于分子式测定。优于单同位素峰的单点精确质量测定，对于一个

给定离子，整个同位素轮廓，无论是完全分开与否，包含潜在同位素分布的精细结构信息，而这与同

元素组成密切相关。简单测定同位素峰（M、M+1、…）的相对强度，对于减少可能分子式列表是非

常有用的附加工具，特别是在化合物含有Br-、Cl或S等有显著同位素特征元素时[5]。其它方式包括简单

的计算机建模，以及精心构建高斯或其它峰形函数[7-9]，但是，这些方式仅仅试图大致接近真正的同位

素轮廓图，因为实际测量得到的峰形是未知或不能使用，导致产生百分之几的建模误差，这个级别的

误差大于分子式谱图之间的细微差别，大大限制了同位素轮廓信息的使用。TOF MS系统的离子到达时

间分布（峰形）具有特征的较大拖尾，建立足够准确的峰形函数用于分子式区分变得更为困难（如果

可能）。

这篇应用文章通过来自AccuTOF DART系统的一个实例，显示了TOF MS峰形校正对于分子式识

别的重要性，说明不使用内标或外标，利用MassWorks sCLIPS（自校正线形谱图同位素轮廓搜索）

对于分子式检测的可行性。

实验
名义质量数m/z为319 Da的未知化合物及作为内标的PEG离子，在AccuTOF DART系统测量，然

后将平均化的质谱输出为JCAMP数据格式输入到MassWorks软件(Version 2.0，2008年4月22日发

布，Cerno Bioscience, Danbury, CT, USA)处理并进行分子式测定，离子计数阈值设置为零，以便确

保采集得到真正的原始轮廓模式MS数据。

结果
图1（顶图）显示了输入到MassWorks后的完全质谱图，图1（底图）显示名义质量为319 Da的感

兴趣未知离子部分。虽然有PEG离子能用作校正标准，但为了证明MassWorks 2.0新自校正特点

（sCLIPS）的有用性，在这个应用中决定忽略这个校正离子。

图2显示了MassWorks sCLIPS的通常数据处理流程。对比低分辨系统如单级四极杆的CLIPS，
sCLIPS的关键区别是使用未知离子本身的单同位素峰进行峰形校正，而不校正m/z质量轴，这种方式

的基本原理基于以下三点：

1.未知离子的单同位素（校正）峰， 在m/z上尽可能地靠近其余的同位素峰

2. 未知离子的单同位素（校正）峰， 在测量时间上尽可能靠近其余的同位素峰

3. sCLIPS使用的场合，如较高分辨的MS系统，其单同位素峰与其它同位素如M+1等实现了很
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好的分离，m/z通常是相当准确的，不需要额外的m/z校正。

图 1.1.1.1.一个平均的 AccuTOFAccuTOFAccuTOFAccuTOF DARTDARTDARTDART MSMSMSMS谱图（顶图 --------完全的MSMSMSMS谱图；底图 -------- 319319319319 DaDaDaDa未知离子的谱图部分）

图 2.2.2.2.高分辨MSMSMSMS系统用于分子式测定的MassWorksMassWorksMassWorksMassWorks sCLIPSsCLIPSsCLIPSsCLIPS通常数据处理流程

一旦得到仅包含峰形的校正函数－－有效地将实际峰形函数转换为理想（已知的、对称的和可用

数学表达的）峰形函数，这个校正函数然后被用于到整个同位素轮廓图，包括其余的同位素峰，得到

一个校正的同位素轮廓图。虽受随机噪音和其它测量条件（如检测器饱和）或数学误差影响，但这个

校正后的同位素轮廓图本质上应该与正确分子式的理论计算谱图是一样的，换句话说，作为下面定义

的谱图准确度应该接近 100.00%。
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这里，e是符合残余向量，r是校正的同位素轮廓向量，||.||2代表向量的函数（或者平方和的方根）。

谱图准确度指标用于评价在一定质量误差范围内，测定的实际单同位素峰精确质量与实际单同位素峰

质量相近的所有可能分子式的元素组成与给定化学式的符合程度。具有最高谱图准确度的分子式是感

兴趣未知离子的最可能正确分子式。

图 3显示了仅仅单同位素峰（顶图）和全部同位素轮廓（底图）经过 sCLIPS校正前后的峰形对

比，校正后的理想峰形明显地补偿了 TOF的峰形拖尾，而没有任何明显的分辨率损失。应该注意的

是，在 318 Da存在一个可能来自M-H离子的质谱干扰，当 sCLIPS分子式测定时也应该考虑。

图 3.3.3.3.感兴趣离子的原始（黑色）和峰形校正后（红色）质谱图（顶图 --------单同位素峰；底图 --------包含可能M-HM-HM-HM-H离子的完全同位素轮廓）

表 1显示了 sCLIPS分子式测定参数和结果，需要注意的是，可能存在的M-H构形用于混合搜

索，MassWorks 2.0的一个新特点能处理三个相关的干扰离子，相应地，谱图准确度工具现在能够计

算相对于 319.1043 Da测定精确质量，从-1.5 Da到 4.5 Da的质量范围，因此覆盖了可能干扰离子的

全部同位素轮廓。总共 70种不同分子式满足±10 mDa的质量偏差（见表 1），正确的分子式

C17H20N2SCl，显示了 97.27%的最高谱图准确度.
作为MassWorks 2.0的新增特点，用户可以点击列表中的每个分子式，将分子式计算得到的理论

质谱图与校正后的谱图进行叠加，观察匹配程度。图4显示了校正后质谱图与排名靠前（正确）的理论

分子式C17H20N2SCl的谱图叠加，说明包含来自M-H离子贡献的全部同位素轮廓的很好谱图匹配。事实

上，软件额外说明了M和M-H的相对浓度为91%和9%。对比图3中显示的原始谱图与校正谱图的不同，

峰形校正清楚地表明了在得到高谱图准确度上起到了关键的作用，这有助于实现唯一的分子式测定，

更有意义的是这是不需要内标或外标校正的前提下实现的。
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表1.1.1.1. sCLIPSsCLIPSsCLIPSsCLIPS分子式检测参数和结果（仅显示了70707070个待选分子式的前16161616个）

图4.4.4.4.谱图准确度为97.27%97.27%97.27%97.27%排在第一位的分子式（CCCC17171717HHHH20202020NNNN2222SClSClSClSCl）的理论质谱图（绿色）与校正谱图（红色）的叠加

图 5显示了校正后谱图与排名第二分子式（C15H24O3SCl）的谱图匹配，该分子式仅有 15个碳，

谱图准确度为 96.52%，显示在 320 Da峰上的轻微不同，再一次表说明了用已知峰形函数对真正同位

素轮廓建模的重要性。有趣的是，在表 1的可能分子式列表中，排在顶部的待选分子具有氮元素，说

明这种叠加质谱图能作为分子式可能元素检测的有效工具。

图 5.5.5.5.谱图准确度为 96.52%96.52%96.52%96.52%排名第二的分子式（CCCC15151515HHHH24242424OOOO3333SClSClSClSCl，无氮元素）的理论谱图（绿色）与校正谱图（红色）叠加图

相似地，图 6显示了没有考虑M-H离子干扰时地谱图叠加，质谱窗口为更小的-0.5- 4.5 Da，可以

观察到明显的谱图准确度降低（96.36%，相对于表 1或图 4中包含M-H时的 97.27%），这个谱图匹

配的降低也能在 320 Da离子匹配图中清楚地看到。
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图 6.6.6.6.没有考虑M-HM-HM-HM-H离子的谱图准确度为 96.36%96.36%96.36%96.36%排名第一的分子式（CCCC17171717HHHH20202020NNNN2222SClSClSClSCl）的

理论谱图（绿色）与校正后谱图（红色）的叠加

结论
MassWorks sCLIPS不需要内标或外标校正标样，通过利用未知物本身的同位素离子进行关键的

峰形校正。峰形校正结合在 AccuTOF DART系统上已经得到的高质量准确度，实现了分子式的唯一识

别，大大增加了仪器使用的方便性。增加的混合物搜索和交互式谱图叠加功能，允许用户查看校正和

理论计算谱图的匹配程度，对于任何存在的质谱干扰提供有价值的信息，也可以在分子式测定过程中

包含和排出某些元素。
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精确质量离子过滤在单分辨液质中用于代谢物的鉴定

Xian-guo Zhao and Zhe-ming Gu
（XenoBiotic Laboratories, 107 Morgan Lane, Plainsboro, NJ 08536, USA）

————————发表于 RapidRapidRapidRapid Commun.MassCommun.MassCommun.MassCommun.Mass Spectrom.2006;20Spectrom.2006;20Spectrom.2006;20Spectrom.2006;20

由于用于处理数据的时间远多于采集数据所花的时间，因此用快速液相色谱////质谱联进

行代谢物的鉴定严重依赖于数据的有效处理。如何快速准确的从复杂的LC/MSLC/MSLC/MSLC/MS数据中鉴定

出代谢物峰是加速数据分析的关键步骤。目前，选择离子是减少基质效应干扰的常用方

法。本文介绍了一种新的自动提取离子以获得代谢相关产物的新方法，该方法可用于在单

分辨LC/MSLC/MSLC/MSLC/MS上分析复杂生物基质中的代谢物。本文以该方法在LC/MSLC/MSLC/MSLC/MS分析异搏定药物在添

加了胆汁后的大鼠微粒孵化系统反应后的产物中的应用为例，对方法进行了介绍。在单分

辨三重四级杆质谱上采集轮廓图后，用独特的程序外标法对质量轴和峰形进行校正，以获

得高精度的质量数用于代谢物的鉴定。用常规提取离子方法后，母体药物（m/zm/zm/zm/z 455455455455）、

脱甲基产物（m/zm/zm/zm/z 441441441441）、脱烷基产物（m/zm/zm/zm/z 291291291291）中仍然含有大量的假阳性峰；通过精确

质量数和同位素峰形双重过滤后，可以有效地去除假阳性峰，获得干净的代谢物的峰。用

该方法处理得到的色谱图与用放射性内标标记后用放射性检测器检测后获得的结果一致。

从复杂的生物材料（如尿液，血浆，胆汁，粪便）进行药物代谢物的分析鉴定，对生

物学家来说是一件具有挑战性的工作。用LC/MS分析这些代谢物时，常常由于基质中大量

的内生离子掩盖了目标物，使我们很难在总离子图中观察到代谢物的峰。目前，已经有一

系列的方法用于在数据获得或数据处理过程中去除这些背景干扰。如用固乡萃取法和液液

萃取法在进样前对样品进行净化，尽管这些方法比较简单且使用起来比较方便，但在净化

的过程中很容易损失部分代谢物，尤其是当母体化合物的浓度比较低的情况下。此外，一

些方法采样三重四级杆串联质谱的中性丢失扫描（N L）或母离子扫描模式（PI）选择性监

测特定的代谢物离子。 例如，用N L扫描质量数176 Da离子，检测带有葡萄糖酸苷的药物

中的葡萄糖酸苷活性基团。N L和PI扫描具有极强的基质过滤作用，可以从复杂的基质监测

目标代谢物，并形成干净的质谱图。但这种方法首先需要知道目标物的特征碎片，且方法

不具有通用性。此外，串联质谱在进行NL或PI扫描时，丰度较低的代谢产物在四级杆中进

行碰撞分裂时，目标代谢物往往不能产生足够检测需要的浓度。

基质干扰也可以通过一些数据处理的方法进行去除。从复杂基质中寻找代谢物最常见

的方法就是选择离子提取（XIC），该方法处理后，比起总离子流图可以选择性的进行目

标物检测，但当样品基质较复杂时，如胆汁和粪便，往往会带来大量的假阳性。基于母体

药物和其代谢物具有相似的离子丢失、离子丢失过滤，放射性检测可以很好的过滤基质离

子，产生痕量代谢物的轮廓图。目前，只有高分辨质谱，如四级杆串联飞行时间质谱（q
TOF） 或傅立叶变换质谱（FTMS）,可以对离子进行很好的分离且可获得高精确质量数，

才能通过数据处理去除大量的基质干扰离子。该方法的过滤作用依赖于基质离子峰或其同

位素是否与药物离子具有相似的离子丢失。有些有经验的用户有时也通过同位素峰形鉴定

含氯或含溴的代谢物，但该方法也就仅仅用于部分含氯或含溴的代谢物。

Earlier 经验方程给出了精确质量的关系式：
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R表示质谱分辨率，S表示离子信号强度；该关系式假设只有离子才含有噪声。通过内

标校正，一个质量不确定度为10mDa的离子，用高分辨质谱（半峰宽=0.1Da）进行选择离

子检测。显然，选择离子可以获得的高的信号值，尤其是相对高的质量精度。当我们在一

台既能采用高分辨模式又能采用低分辨模式的质谱系统中比较质量不确定度时，尽管分辨

率为5000的高分辨质谱比分辨率为1000的低分辨质谱分辨率高5倍，但低分辨质谱可以部

分或完全由其高的信号得到补偿。因此，在低分辨率质谱上，无论是采用蠕动泵进样还是

色谱进样，也可以得到质量误差为几个 mDa或 5ppm的精确质量。另一方面，目前的质谱

软件在对数据进行处理时，仍有大量的信息没有得到充分挖掘。一组完整的同位素轮廓图

包含代谢物全部的同位素峰，即使是在单分辨率质谱上，仍能提供大量的信息已区分真正

的代谢物和基质离子。

本文介绍了一种新的通过精确质量数质谱轮廓图过滤，对用单分辨三重四级杆获得

LC/MS数据进行处理，从复杂的基质中提取与代谢物相关信息的提取离子方法。数据来自

于基质信号较强胆汁样品中异搏定药物代谢物分析，该方法可以去除复杂的背景，产生只

含目标物不含假阳性峰的简单离子色谱图。

实验

试剂

色谱纯水、色谱纯乙腈购自EM公司；异搏定、红霉素、异丙嗪、利舍平、色氨酸三

肽、特非定、丁螺环酮、洛派胺、氯化氢、磷酸二氢钾、氯化镁、NADPH酶购自Sigma公
司。生化级醋酸胺购自Fluka公司，雄性SD大鼠肝微粒体购自XenoTech公司。

仪器

岛津HPLC系统，LC-10ADvp泵，SIL-HTA自动进样器，C18 HPLC色谱柱（C18
150×4.6 mm,3um）。流动相 A相为0.4%的甲酸溶液，B相为乙腈。 B相从0分钟开始到68
分钟，比例从0%上升到50%。HPLC馏分经转换阀直接注入质谱离子源。API 4000 Q
TRAP质谱仪用于质谱检测。轮廓图模式采集数据。采用正离子电喷雾、一级四级杆扫描

100-800 m/z。离子喷雾电压 5000 V，喷雾气温度 500 度，反压气 20 psi, declustering电

压 50 V，entrance电压 20 V。

样品制备

反应体系包括 0.1 M磷酸缓冲溶液（Ph 7.4），10 uM底物，4mM氯化镁，大鼠肝微

粒体（1 mg/ml微粒体蛋白）和 1mM NADPH。先将异搏定在37 ℃预热5分钟，然后在体

系中加入NADPH启动反应。一小时后，取出1mL反应液，用2 mL冰乙腈灭活反应。在4 ℃

条件下，14 000 rpm离心10分钟去除微粒体蛋白。上层液体在室温下，用氮吹浓缩近干，

用250 uL 50%甲醇水溶液溶解。用整数倍的SD大鼠胆汁或粪便稀释异搏定反应产物，以

模拟实际代谢样品。

用1：1的乙腈水溶液（含0.1%的甲酸）稀释红霉素、异丙嗪、利舍平、色氨酸三肽、

特非定、丁螺环酮、洛派胺标准混合液。

数据采集和分析

数据采集和处理过程概括如流程图1。采用LOOP进样分析标准混合溶液，A,B流动相

的比例为1：1,流速为0.7 mL/min,质谱分析条件与LC/MS分析异搏定代谢物方法一致。采

集完标准物质数据后，用LC/MS分析以下样品 ：空白、异搏定代谢物体系、含大鼠胆汁或

粪便的代谢物体系。
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LOOP进样分析混合标准溶液

用MSIntegrity建立外标校正表

LC/MS采集空白样品和代谢物体系

将数据形式由Wiff转换成MATLAB

用外标校正分析LC/MS数据

流程图1111．用 QQQQ TRAPTRAPTRAPTRAP四级杆系统采集和处理LC/MSLC/MSLC/MSLC/MS数据流程

用Analyst script( Wiff to Matlab)将由Q TRAP采集的数据转换成MATLAB格式

（MathWorks,Natick,MA,USA）。用MassWorks软件（美国思路生科公司）处理转换后的

数据。MassWorks软件具有以下三重功能：谱图校正、精确质量数和同位素轮廓过滤、通

过精确质量数确定物质元素组成。基于质谱的特点及其稳定性，既可以采用外标法，也可

以内标法，还可以采用内标法和外标法相结合的方法。实验中，混合校正标样的轮廓模式

质谱图用于建立外标校正法，可以分别用于后面LC/MS采集的所有数据。校正完后，以质

量误差小于10 mD，谱图精度误差不大于15%，用MassWorks软件对数据进行提取。经过

提取后剩下的代谢物色谱图称为精确质量轮廓提取离子图，最后再通过精确质量测定进行

确证。

结果与讨论

异搏定是一种钙通道阻滞剂，广泛用于心脏病和冠状动脉疾病。异搏定体系广泛用于

大鼠和人肝微粒体代谢研究，并已得到一些代谢物。主要代谢物为从4个甲氧基位点和1个
氮甲基位点上脱去一个甲基的脱甲基代谢物，见图2中异搏定的结构式。目前，异搏定已成

为不同LC/MS系统进行代谢物鉴定的模式系统。本文，以该特征代谢为例，详细介绍了

MassWorks这种进行代谢物鉴定的新方法。

质谱校正

精确质量鉴定作为一种定性鉴定的工具，越来越广泛的用于代谢物结构鉴定，而目前

由于质谱校正和峰形计算技术的局限性，使四级杆质谱不能得到精确质量数，而影响了这

一功能的发挥。MassWorks的出现，使得在单分辨质谱上可以获得精确质量数。

要在低分辨率质谱上实现高精确质量数测定，必须充分利用质谱峰信息，并不其进行

全面的校正。传统四级杆仪器MS校正一般只关注质量误差，而不关心基线、同位素干涉、

噪声过滤和峰形补偿。由于不考虑这些因素，因此其质心计算方法的可靠性就相对较

差，最终导致当离子峰宽（FWHM）在0.7 Da左右时，得到b的质量精度就较

差。MassWorks作为一种新的校正方法，在进行校正时即进行了质量轴校正，又进行了峰

形校正，同时考虑噪声过滤。

图1 描述了外标校正的过程和结果。标准物质为6种常见的小分子药物，其MH+的m/z
分别为152.071、285.143、386.256、472.322、609.281和716.459，其原始质谱图见图1
（a）。按HAMSCA程序建立混合标样的校正表。如图1（a），用外标对质量轴校正和峰

形补偿后，很小的一个峰，其信噪比得到极大的提高（S/N，图1.b）。混合标准溶液质量
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校正误差均小于1mD (图1c)。需要说明的是，图1c中显示的标准物质质量误差只是用来评

价校正表建立的好坏，只有当用外标校正由LC/MS采集的样品质谱图时，校正后得到的精

确质量与其理论的值的差值，才是真正的测量误差。混合标样建立的校正的质量数范围为

156-716，可以满足异搏定及其全部代谢物的精确质量数测定，测定结果见表1。尽管混标

数据的采集与代谢物样品数据的采集相差6个小时，只要仪器的稳定性较好，外标校正仍能

获得很好的实验结果，所有代谢物的测定结果与理论值得误差均小于11 mD。在进行精确

质量数测定时，用外标校正比起内标校正，具有以下优势：第一、只要在质量范围内，外

标在校正不同样品时可以重复利用；第二、外标不会引入外部离子的抑制和干扰作用。最

重要的是，外标法不需要双ESI喷雾或柱后蠕动泵注射，极大地简化实验过程。

图1111（aaaa）标样质谱图；（bbbb）校正前和校正后一小峰的放大图；（cccc）标准物质的质量误差

表1111异搏定代谢物的精确质量数测定

精确质量及轮廓提取离子色谱图（AMPXICAMPXICAMPXICAMPXIC）
随着质谱技术的不断发展，LC/MS在高通量分析工作中自动化程度越来越高，但由于

缺乏有效的数据分析工具，使数据处理成为整个分析过程的瓶颈。尤其是，当我们用

LC/MS分析实际样品中的代谢物时，目标物常常会因被大量的背景离子掩盖，而在TIC图
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中很难被发现，要鉴定这些代谢物，就成了一项非常耗时和令人疲劳的工作。而我们采用

精确质量及轮廓提取处理可以自动进行，并极大的过滤基质干扰，获得的AMPXIC图比传

统的选择离子法具有更高的选择性。同位素模拟处理方法只能用于含氯或含溴的化合物，

AMPXIC法可以用于代谢物结构鉴定中所有类型元素组成的化合物，而不管该物质是否含

氯或溴。

图2222（aaaa）基质添加异搏定代谢物体系总离子图(TIC).(b)(TIC).(b)(TIC).(b)(TIC).(b)胆汁中添加异搏定体系m/zm/zm/zm/z 454.8-455.8454.8-455.8454.8-455.8454.8-455.8选择离

子图(XIC);(XIC);(XIC);(XIC);（cccc）胆汁中添加异搏定体系AMPXICAMPXICAMPXICAMPXIC图

用AMPIX法处理用LC/MS分析得到的大鼠胆汁i添加异搏定代谢体系的样品数据，可以

极大的去除严重干扰目标物的基质离子。图2a 是经LC/MS分析得到的总离子图（TIC），

很显然我们很能从TIC中直接得到一些有用信息，图2b 是以0.5 Da为窗口大小（m/z
454.8-455.8）获得的选则离子色谱图（XIC），其中包含了33min时的异搏定母体离子

（m/z 455.291）。从XIC图中，我们看到仍有大量的假阳性离子，选择性不足。由于在单

分辨质谱不能得到精确质量数，且未能运用同位素轮廓过滤，所以XIC提取离子的能力有

限。当我们用该信方法处理同一数据时，几乎可以去除全部的假阳性离子，得到远比XIC
干净的AMPXIC图（图2 c）。该方法选择性的极大提高首先得益于精确质量数的测定。如

保留时间为13、14.5min的两个物质，由于其质量数分别为455.164和455.166，与异搏定

MH+离子455.291的质量数相差120mDa以上，而被过滤去除。图2b中b1、b3、b4三个小

峰也因其质量数与目标物的质量数相差较大而被过滤到。类似的，图3中，通过AMPXIC处
理，异搏定的五个脱甲基和一个脱羟基代谢物可以很干净的从TIC图中提取出。得益于精

确质量提取和同位素过滤，XIC图中的大量干扰物得到极大的去除。如图3a ,保留时间为

15.6和17.3min的两个离子的m/z分别为441.198和441.196，因其质量数相差较大而被过

滤。
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图3333（aaaa）m/zm/zm/zm/z数为440.8-441.8440.8-441.8440.8-441.8440.8-441.8基质添加代谢体系XICXICXICXIC

图(b)(b)(b)(b)基质添加代谢体系异搏定脱甲基AMPXICAMPXICAMPXICAMPXIC图

图4b 异搏定母体药物LC分析色谱图，由于不同时间点测量得到的质量数精度不同，

AMPXIC图表现为两个峰，进一步说明了精确质量数过滤的作用。当目标物从色谱柱中流

出时，进入质谱仪检测器，峰信号开始，然后由于样品饱和出平头峰，最后信号下降。众

所周知，当样品饱和时，测定的质量精度会比较差。由于在信号上升和下降两阶段，浓度

适当，测得的质量精度较好，为455.287和455.296，最后AMPXIC表现为两个独立的峰，

而当样品的浓度饱和时，测得的质量为455.384，比起理论值455.291小了100mDa,因此在

饱和位置时的峰被过滤掉，最后导致一个物质的MH+表现为两个独立的峰。

图4444（aaaa）基质添加过饱和异搏定代谢体系 m/zm/zm/zm/z 454.8-455.8454.8-455.8454.8-455.8454.8-455.8 DaDaDaDa选择离子色谱图（XICXICXICXIC）

（bbbb）基质添加过饱和异搏定代谢体系母体药物AMPICAMPICAMPICAMPIC图

其次，同位素轮廓过滤在假阳性峰的过滤中也发挥着重要作用，图2 b中47.2min的峰去除

就对这一功能的解释。尽管这个峰出的比异搏定母体晚很多，从理论上讲不可能是来自异

搏定的代谢物，由于这个峰有一个合理的精确质量数而不能够通过精确质量过滤去除，因

此可以用它来说明同位素轮廓过滤的作用。比较XIC图与AMPXIC图在45至50分钟的色谱

图，有着很大的差别，在XICT图中47.2min峰是整个图中丰度第二强的峰，而在AMPXIC
中确没有这个峰。该峰的精确质量数为455.300（图5a），比异搏定母体药物MH+的

m/z（455.291）仅仅小10 mD.但我们比较被过滤掉的峰的质谱图（图5a）与母体药物峰

的质谱图9(图5b),455.300峰仅是MH+ 454.297峰一个13C 同位素峰，由于其同位素轮廓与

母体药物同位素轮廓相差较大，因此被过滤掉。换句话说，AMPXIC中剩余的峰既要符合

精确质量数要求，同时其同位素轮廓又必须与母体目标物一致。
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图5555（aaaa）胆汁添加异搏定代谢物体系被拒绝A+1A+1A+1A+1质量数455.300455.300455.300455.300的MMMM HHHH++++离子峰质谱图

（bbbb）胆汁添加异搏定代谢物体系被保留m/zm/zm/zm/z 455.288455.288455.288455.288峰质谱图

（cccc）异搏定MMMM HHHH++++离子理论质谱图

图6 阐述了一个质量数符合精确质量数过滤要求的可以代谢物，经同位素轮廓过滤后被除

去的又一个例子。XIC图中保留时间30-30.5min的脱甲基小峰，其精确m/z为441.279，与

校正后的脱甲基异搏定m/z比仅相差4mD；因此通过精确质量过滤后这些峰仍被保留在

AMPXIC图中，但是通过同位素轮廓过滤，可以很好的从AMPXIC去除这些峰。比起代谢

物校正后的质谱图（图6c），图6a中离子的M+1峰丰度高于代谢物，M+2的丰度更是高出

很多，因此被过滤掉。用MS/MS测定可以进一步证明该结果。相反，被保留的峰不仅具有

高的精确质量，同时具有与脱甲基异搏定一致的同位素轮廓图。通过质量精度和同位素轮

廓匹配双重过滤，可以去除可疑的峰，而在AMPXIC图上可以保留下正在的药物相关的色

谱峰。

图6666（aaaa）胆汁添加异搏定代谢物体系被拒绝A+1A+1A+1A+1的质量数441.279441.279441.279441.279离子峰质谱图

（bbbb）胆汁添加异搏定代谢物体系被保留m/zm/zm/zm/z 441.276441.276441.276441.276峰质谱图
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（cccc）异搏定代谢物444.275444.275444.275444.275离子理论质谱图

结论

通过精确质量和同位素轮廓过滤相结合，MassWorks做为一种新的数据处理软件，可

以用于快速而又有效的从复杂的生物基质中鉴定代谢物。该方法运用相同的校正程序，在

整个处理过程中对质量轴、质谱峰形变异和随机噪声进行校正。通过校正，可以在单分辨

四级杆质谱上测定胆汁基质中代谢物的精确质量数。在三重四级杆多种扫描模式下，通过

校正可以测定精确质量数，从而扩大了其在代谢物鉴定和其它物质定性中的使用。在给定

感兴趣代谢物化学式的基础上，通过精确质量和同位素轮廓过滤，可以得到比XIC更高选

择性的AMPXIC图，其结果与用放射性标记后的代谢物用放射性检测器得到的结果一致。

通过校正，关键代谢物的假阳性基质峰可以很好的被过滤，而针对一些假阴性的干扰，我

们可以通过MS/MS进一步确证，其是否存在。该方法也可以广泛用于其它领域的物质结构

鉴定，诸如降解物鉴定、杂质鉴定、修饰蛋白鉴定以及痕量有毒化学和生化物质。此外，

该方法还可以用于代谢物或其它结构鉴定中MS/MS精确质量数的测定。
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